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Einleitung

Die Bestimmung der Mizellgréfle und ihrer Gestalt wird hauptséchlich durch Streuver-
suche, wie Licht- oder Neutronenstreuung, vorgenommen. Fluorimetrische Methoden, die
mittels zeitaufgeloster Anisotropiemessungen Aussagen iiber Grofle und Gestalt von Mi-
zellen erlauben, bildeten bislang die Ausnahme. Die verwendeten Fluorophore erlauben
aufgrund ihrer deutlich kleineren Grofle verglichen mit der Grofle einer Mizelle nur ei-
ne Aussage iiber ihre Eigenbewegung und bevorzugte Anordung innerhalb einer Mizelle
[1,2,3,4,5,6, 7, 8. Globale Rotationsbewegungen von Mizellen werden in der Literatur
nur unzureichend beschrieben. Die Untersuchung der Rotationsbewegung von Proteinen,
die kovalent mit Fluorophorproben markiert wurden, ist dagegen bekannt [9].

Diese Arbeit befafit sich mit dem Aufbau eines Mefigeriits, das zugleich Titrationskalori-
meter und Fluorimeter ist. Mit diesem Meflgerit 143t sich zeitaufgelost das Anisotropieab-
klingverhalten einer Fluorophorprobe messen. Solche Fluorimeter, die in der Frequenzdo-
méne arbeiten, sind in der Literatur beschrieben [10, 11, 12, 13, 14]. Der besondere Vor-
teil dieses Gerétes besteht darin, durch kontrollierte Zugabe von wafiriger Tensidlosung,
Cotensid und einer weiteren fliissigen Komponente kontinuierlich die Zusammensetzung
verindern und gleichzeitig fluorimetrische und kalorimetrische Messungen durchfiihren zu
konnen. Mit Hilfe dieser Apparatur und eines neu entwickelten Fluoreszenzfarbstoffes soll
der Versuch unternommen werden, Mizelldurchmesser und Mizellgestalt zu bestimmen.
Der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierte Fluoreszenzfarbstoff, ein lichtstabiles Tetra-
phenylporphyrinderivat, dient dabei als Meflsonde. Er 148t sich durch einen 655 nm Di-
odenlaser anregen und besitzt vier Dipropylenglykolmonomethyletherketten, die ihn zum
einen in der Mizelle verankern und zum anderen wasserunloslich machen. Die Anregung bei
dieser Wellenlédnge bewirkt eine maximale Fundamentalanisotropie seines Emissionslichtes
[15, 16]. Die Abklingdauer von ca. 10 ns liegt im Bereich der Zeitdauer einer globalen Ro-
tation einer Mizelle. Der Durchmesser des planaren Farbstoffes liegt bei ca. 35 Angstrom
und damit im Bereich des Durchmessers einer durchschnittlichen Mizelle.

Im folgenden sollen zunéchst die Grundlagen fiir die fluorimetrischen Untersuchungen ge-
legt werden. Danach werden die experimentellen Ergebnisse und ihre Auswertung darge-
stellt, diskutiert und eine kurze Zusammenfassung gegeben.
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Kapitel 1

Grundlagen

1.1 Beschreibung, Eigenschaften und Einteilung der Tensi-
de

Tenside sind meist niedermolekulare Verbindungen, die sich durch ihr amphiphiles Ver-
halten auszeichnen. Ein Tensidmolekiil besteht dabei im allgemeinen aus einem polaren
Kopfteil und einem unpolaren Molekiilrest, die kovalent aneinander gebunden sind. Als
Kopfgruppe bezeichnet man den hydrophilen Teil, der von geladenen oder neutralen pola-
ren Gruppen gebildet wird. Der unpolare Molekiilteil besteht meist aus einer unverzweig-
ten Alkyl- bzw. Arylalkylkette mit ca. 8 bis 18 Kohlenstoffatomen in der Alkylkette. Es
gibt auch Tenside mit mehreren Kopfgruppen und bzw. oder hydrophoben Ketten. Das
amphiphile Verhalten der Tenside wird wesentlich durch die Art, die Anzahl und die Gro-
Benverhéltnisse hydrophiler und hydrophober Gruppen hervorgerufen [17].

Tenside sind oberflichen- und grenzflachenaktiv: sie reichern sich an Phasengrenzen un-
terschiedlicher Polaritéit an und orientieren sich mit ihrem Kopfteil zur polaren Phase und
mit ihrem hydrophoben Molekiilrest zur unpolaren Phase hin an. Dabei verringern sie die
Oberflichen- oder Grenzflichenspannung zwischen diesen beiden Phasen. Generell zeich-
nen sich Tenside dadurch aus, daf} sie die Oberflichenspannung von Wasser herabsetzen.
Thre Loslichkeit in Wasser hingt dabei von der Lénge des hydrophoben Molekiilteils, der
Art der Kopfgruppe, der Wertigkeit des Gegenions und der Losungsumgebung ab. Fiir
ionische Tenside gilt, daf} sich ihre Loslichkeit in Wasser mit steigender Temperatur er-
hoht. Man beobachtet dabei einen plotzlich einsetzenden starken Loslichkeitsanstieg bei
der sogenannten Kraffttemperatur. Nichtionische Tenside zeigen wegen ihrer andersarti-
gen Solubilisation keine Kraffttemperatur. Mit steigender Temperatur erniedrigt sich ihre
Loslichkeit in Wasser soweit, dafl eine Phasentrennung auftritt, die sich als eine triibe
Suspension des Tensids in Wasser zeigt. Die Temperatur, bei der Phasentrennung auftritt,
nennt man Tritbungspunkt dieses Tensids.
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Tenside lassen sich nach der Struktur ihrer polaren Kopfgruppe in unterschiedliche Klassen
einteilen (siehe Abbildung 1.1):
e anionische Tenside:

— Carboxylate (R — COO™)
— Sulfonate (R — SOy)
— Sulfate (R — 08053 ): z.B. NaC120S03 (SDS)

e kationische Tenside:
— quartire Ammoniumsalze (R — N*R3): z.B. C12TAB

e zwitterionische (amphotere) Tenside:

— Betaine (R3 — Nt — (CH3),, — COO™)
— Sulfobetaine (R3 — N* — (CHa),, — SO3)
— Aminoxide (R — Nt —0O7)

e nichtionische Tenside:

— Polyethertenside, wie Polyethylenoxidtenside (RO — (CHy — CHy — O),, — H)

— Zuckertenside
anionisches Tensid ANNANNAUN P
NaC,,0S0,, SDS 0o
O nNa'
CH
kationisches Tensid /\/\/\/\/\/\Lf N B
C,,TAB HC CH,

CH
zwitterionisches Tensid /\/\/\/\/\/\/},\j\;
C,(CH),NO, TDMAO Hd

HO
V%
0 0
0 (0]
p2\!

0 00
nichtionisches Tensid ANANANNANNSN NNV G
Ci2Ep3 0

ﬁ SAVAVAY
0 0 0
AN

Abbildung 1.1: Beispiele fiir ionische und nichtionische
Tenside



1.2. TENSIDAGGREGATE - BILDUNG UND STRUKTUREN 5
1.2 Tensidaggregate - Bildung und Strukturen

Oberhalb der Kraffttemperatur kommt es in sehr verdiinnten wéfirigen Losungen kaum
zu polaren und hydrophoben Wechselwirkungen zwischen ionischen Tensidmolekiilen. In
diesem Konzentrationsbereich liegt eine molekulare Losung vor, in der je nach Tensidtyp
bereits eine pramizellare Aggregation der Tensidmolekiile stattfinden kann. Bei hoherer
Konzentration als die kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) assoziieren Tensidmo-
lekiile in Losungen zu hochmolekularen geordneten Strukturen. Es kénnen sich so normale
oder inverse Mizellen, Vesikel oder Mikroemulsionen ausbilden, siehe Abbildung 1.2. Diese
Strukturen wurden mit einer Vielzahl von Mefitechniken untersucht wie kernmagnetische
Resonanz (NMR), Elektronenspinresonanz (ESR), Kleinwinkelneutronenstreuung (SANS),
Lichtstreuung, Fluoreszenzspektroskopie und Kalorimetrie. Als Ergebnis 1483t sich generell
sagen, dafl die meisten Tensidmolekiile in wifiriger Losung so zu Aggregaten von 30 - 200
Monomeren assoziieren, dafl ihre hydrophoben Molekiilteile sich zusammenlagern und da-
durch gegenseitig geschiitzt sind vor extensiven Kontakt mit der Wasserphase, die diese
Strukturen umgibt. Diese Aggregate sind keine statischen Spezies. Es gibt einen konstan-
ten schnellen Austausch zwischen den Aggregaten und der sie umgebenden Losungsphase.

@ ™

d e

Abbildung 1.2: Beispiele von moglichen Mizellgestalten: a: sphérisch, b: lamellar,
c¢: invertiert, d: scheibenférmig und e: zylindrisch oder stdbchenformig
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Bei ionischen Mizellen enthélt die Grenzflichenregion zwischen Mizelle und Losung die
ionischen Kopfgruppen, die Gegenionen, die an die Mizelle gebunden sind, sowie Was-
ser. Diese elektrische Doppelschicht wird als Stern-Schicht bezeichnet. Die verbleibenden
Gegenionen befinden sich im Gouy-Chapman Bereich der elektrischen Doppelschicht, die
sich weiter in die wéfirige Phase erstreckt. Fiir nichtionische Tenside mit Polyoxyethylen-
gruppen ist die Struktur grundlegend gleich, aufler dafl die d&uflere Region keine Gegenio-
nen, sondern Kn#uel hydratisierter Polyoxyethylengruppen enthélt. Die innere Region der
Mizelle enthélt die hydrophoben Ketten. Thr Radius entspricht in etwa der Linge einer
ausgedehnten hydrophoben Kette. Die ersten paar Methylengruppen nach der Kopfgrup-
pe werden oft noch der Hydratationssphéire der Mizelle zugerechnet. Abbildung 1.3 gibt
schematisch den Bau einer Mizelle eines ionischen Tensids wieder.

®
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Abbildung 1.3: Mizelle eines ionischen Tensids: 1 = Gouy-
Chapman-Bereich, 2 = Stern-Schicht, 3 = hydrophober
Kern, 4 = Tensid, 5 = Gegenion

Die Bildung solcher Strukturen ruft teilweise dramatische, diskontinuierliche Anderungen
in den makroskopischen Eigenschaften hervor, die diese Tensidlésungen innerhalb eines
kleinen Konzentrationsbereichs zeigen, siehe Abbildung 1.4. Falls man Aquivalentleitfihig-
keiten mifit, 148t sich die Unstetigkeit in der Abnahme dadurch erkéren, daf§ die Masse
pro Einheitsladung der leitenden Spezies zunimmt. Im Fall von Lichtstreuung nimmt die
Streuintensitidt abrupt zu, was durch Auftreten einer streuenden Spezies erkléirt werden
kann, die viel grofler ist als ein gelostes Tensidmonomer.

Wenn ein Molekiil, das sowohl hydrophobe als auch hydrophile Gruppen enthélt, in Was-
ser eingefithrt wird, so wird die Struktur des Wassers in der Umgebung dieses Molekiils
gestort. Mizellbildung ist neben der Adsorption an den Grenzflichen der Losung ein mog-
licher Mechanismus, um diese Stoérung der Struktur des umgebenden Wassers zu minimie-
ren. Obwohl die Wegnahme des hydrophoben Molekiilteils von der Wasserumgebung eine
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Aquivalent-
leitfahigkeit Streuintensitat

Oberflachen-
spannung

physikalische Eigenschaft

cmc

Tensidkonzentration

Abbildung 1.4: drei wichtige Manifestationen der Mizellbildung:
abrupte Anderungen in der Leitfihigkeit der Losung, eine Diskon-
tinuitdt der Oberflichenspannungskurve und eine plotzliche Zu-
nahme in der Streuintensitéit der Losung

Verkleinerung der freien Energie bedeutet, erfahrt dieses adsorbierte oder aggregierte Mo-
lekiilteil dadurch einen Entropieverlust. Das hydrophile Molekiilteil erniedrigt in Wasser
die freie Energie des Systems. Wird diese Gruppe durch Adsorption oder Mizellbildung
aus der Wasserphase weggenommen, steigt die freie Energie des Systems. Zusétzlich kann
die Kopfgruppe eine elektrostatische Ladung tragen, so dafl Mizellbildung oder Adsorption
eine elektrostatische Abstoflung dieser Gruppen mit sich bringt. Das Auftreten von Mizell-
bildung in einem Tensidsystem und die Konzentration, bei der erstmalig dieses Phdnomen
auftritt, wird von den Kréften bestimmt, die diesen molekularen Aggregationsprozef for-
dern oder hemmen.

Die treibende Kraft der Mizellbildung besteht in der Minimierung der Wasserkontakte mit
den hydrophoben Molekiilteilen. Mit weiter steigender Tensidkonzentration erhéht sich
die Anzahl der Mizellen, deren Ausmafie und Gestalt sich verindern konnen. Es konnen
so scheiben- oder zigarrenférmige Ellipsoide auftreten. In nichtwéfirigen Losungsmitteln
entstehen mit wachsender Tensidkonzentration inverse Mizellen mit einer umgekehrten
Anordnung der Tensidmolekiile. So sind in einer inversen Mizelle nicht die polaren Kopf-
gruppen, sondern die hydrophoben Tensidbereiche zur Lésungsmittelphase gerichtet.
Wird einem System Tensid-Losungsmittel noch eine dritte Komponente, ein Cotensid, zu-
gesetzt, so bilden sich weitere Phasen. Wird schliellich dem ternéren System noch eine vier-
te Komponente, z.B. Dodekan, hinzugefiigt, so bilden sich in bestimmten Konzentrations-
bereichen sehr stabile Ol in Wasser (o/w) bzw. Wasser in Ol (w/o) Emulsionen, sogenannte
Mikroemulsionen. Mikroemulsionen sind thermodynamisch stabile isotrope Losungen. Sie
enthalten groflere Mengen sowohl stark polarer als auch stark unpolarer Komponenten, die
durch ein Tensid stabilisiert werden. Typisch fiir sie sind nahezu kugelférmige Tropfchen,
die eine kleine Streubreite des Kugelradius haben. Mikroemulsionen kénnen aber auch
bikontinuierliche Strukturen ausbilden. Dies sind Strukturen, bei denen Olreiche und was-
serreiche Kompartimente nur durch einen Tensidfilm getrennt ineinander verwoben sind.
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1.3 Die Geometrie der Tensidassoziate

Die Packung der Tensidmolekiile zu einer bestimmten geometrischen Form wird nach Is-
realachvili [18] und Mitchell [19] durch den sogenannten kritischen Packungsparameter
(cpp) geregelt: cpp = V/(ag - l.). Dabei bedeutet V' das Volumen des hydrophoben Anteils
des Molekiils, ag die Flache der Kopfgruppe und [, die kritische Lange des hydrophoben
Restes. Die folgende Abbildung 1.1 zeigt die Abhingigkeit der Assoziatgeometrien vom
kritischen Packungsparameter.

kritischer Packungs- allgemeiner Tensidtypus erwartete

parameter Aggregatstrukturen

< 0.33 einfache Tenside mit Einzelkette sphérische oder ellipsoidale
und relativ groler Kopfgruppe Mizellen

0.33—-0.5 einfache Tenside mit relativ kleiner relativ grofle zylindrische
Kopfgruppe oder ionische Tenside in  oder stabchenférmige
der Gegenwart von groflen Elektro- Mizellen
lytmengen

0.5—-1.0 doppelkettige Tenside mit grofler Vesikel und flexible
Kopfgruppe und flexiblen Ketten Doppelschichtstrukturen

1.0 doppelkettige Tenside mit kleiner planar ausgedehnte
Kopfgruppe oder rigiden Ketten Doppelschichtstrukturen

> 1.0 doppelkettige Tenside mit kleiner inverse Mizellen

Kopfgruppe und sehr grofien hydro-
phoben Gruppen

Tabelle 1.1: Erwartete Aggregatgeometrien als Funktion des kritischen Packungspara-
meters

Ausgehend von ionischen kugelférmigen Mizellen 148t sich die Gestalt durch Zugabe von
Salz oder neutralen Cotensiden, wie mittel- oder langkettige Alkohole, verdndern. Die Zu-
gabe von Salz bewirkt, daf} die gegenseitige Abstoflung der Kopfgruppen und damit deren
benétigte Fliche ag kleiner wird, was zu einer Vergroferung des kritischen Packungspara-
meters fithrt. In die gleiche Richtung zielt die Zugabe von Cotensiden, die das Volumen
V' des hydrophoben Molekiilteils vergrofiern. Ausgehend von kugelférmigen Mizellen, die
C12TAB in Wasser bildet, ergeben sich durch Zugabe von 1-Hexanol zylindrische Mizellen.
Gibt man zu einem Tensid, welches in Wasser kugelformige Mizellen bildet wie das Na-
triumdodecylsulfat, ein zwitterionisches Tensid, das aufgrund seines kleinen hydratisierten
Kopfbereiches lange stabférmige Mizellen bildet, so 1Bt sich der Ubergang von kugelfor-
migen zu zylinderférmigen Mizellen studieren. Diese beiden Beispiele wurden ausgewihlt,
um als Modellsysteme fiir eine Untersuchung mit Hilfe einer neuen Meftechnik zu dienen.
Diese beruht auf der Messung des Fluoreszenzanisotropieabklingverhaltens einer in die
Mizellen eingebrachten Fluorophorprobe.



1.3. DIE GEOMETRIE DER TENSIDASSOZIATE 9

1.3.1 Grofle und Form von Mizellen an zwei Beispielen
1.3.1.1 Mizellen des C12TAB / 1-Hexanol - Systems

Reine C13TAB - Mizellen haben Kugelform. Oberhalb der CMC &ndert sich mit steigen-
der Tensidkonzentration der Mizellradius kaum. Gibt man nun 1-Hexanol zu, so bilden
sich prolate Mizellen. Tabelle 1.2 gibt die Halbachsenléingen der gebildeten Mizellen als
Funktion der Konzentration von C12TAB und 1-Hexanol an. (nach bislang unpublizierten
Auswertungen von Neutronenstreumessungen durch Prof. Kunz)

¢(C12TAB)  ¢(1—Hezanol) - ro
mol ]l mol ]l Angstrom  Angstrom
0.033 0 19 19
0.055 0 19.5 19.5
0.077 0 19.75 19.75
0.110 0 20 20
0.165 0 20 20
0.220 0 20 20
0.033 0.0163 17.5 24
0.055 0.0272 17.7 25
0.077 0.0379 17.5 28
0.110 0.0543 17.5 29
0.165 0.0815 17.5 33
0.220 0.1082 17.0 45

Tabelle 1.2: Liange der Halbachsen 1 und 79 in Angstrom fiir Mizellen aus verschiedenen
Mischungen von wifirigen C12TAB- und 1-Hexanollosungen

1.3.1.2 Mizellen des SDS / TDMAO - Systems

Mischungen von jeweils 60 millimolaren SDS und TDMAO - Losungen in verschiedenen
Verhéltnissen von 0:10 bis 10:0 ergeben Mizellen mit folgenden Achsradien a, b und ¢ nach
[20]. Die Daten wurden mit Hilfe von Kleinwinkelneutronenstreuung gewonnen.

TDMAO : SDS - Verhiltnis
0:10 1.9 2.8 37 55 64 T3 82 91 10:0
a/nm 190 16 16 1.6 1.6 163 159 163 166 1.6
b/nm 1.90 2.08 2.08 2.18 3.18 3.37 3.29 252 244 1.6
c/nm 190 234 28 36 55 56 56 59 94 >150

Tabelle 1.3: Halbachsenlingen a, b und c fiir Mizellen aus Mischungen von wéafirigen
SDS- und TDMAO-Losungen in einer Gesamtkonzentration von 60 mmol/1
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1.4 Fluorophore zur Strukturaufklarung von Mizellen

Fluorophore, die zur Strukturaufkldarung von Mizellen geeignet sind, miissen mehrere Be-
dingungen erfiillen. Sie sollen eine Abklingdauer aufweisen, die im Bereich einer Rotation
um eine Hauptachse einer Mizelle liegt. Diese Zeit dauert etwa 10 Nanosekunden. Thre
Fundamentalanisotropie bei der Anregungswellenlénge darf nicht zu nahe bei null liegen.
Ferner ist es giinstig, dafl geeignete Fluorophore mit kostengiinstig erhéltlichen Lichtquel-
len angeregt werden koénnen. Das Volumen des Fluorophors mufl verglichen mit der der
Mizelle klein sein, damit die Mizellen kaum verdndert werden. Der Fluorophor darf sich
nicht im Loésungsmittel, sondern ausschliefflich innerhalb der Mizelle 16sen und muf} sich
dort im Kernbereich fest verankern.

Fluorophore, die diese Eigenschaften prinzipiell erfiillen konnen, sind Pyrene, Aminonaph-
thalinsulfonate und Porphyrine.

Pyren selbst hat in entgasten organischen Loésungsmitteln eine Abklingzeit von 400 ns
und Pyrenderivate mit einem Alkylrest haben eine Abklingzeit von typischerweise 100
ns. Pyren selbst ist fiir Anisotropieexperimente eher ungeeignet, da es nur eine kleine
Fundamentalanisotropie aufweist. 1-Pyrensulfonséure zeigt eine Abklingdauer von 45 ns,
verbunden mit einer Anisotropie, die es fiir Anisotropiemessungen geeignet erscheinen la3t
[21]. Es liegt nahe, durch VergréBerung des chromophoren Systems des Pyrens fiir eine ba-
thochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums zu sorgen, sowie moglicherweise eine
groflere Fundamentalanisotropie bei einer nur gering verkiirzten Intensitétsabklingzeit zu
erzielen. Dieser Weg wurde zunichst in dieser Dissertation eingeschlagen, es zeigte sich
aber, dafl die Abklingzeit eines solchen Derivates nicht linger als ca. 1 ns ist.
Aminonaphthalinsulfonate, wie das 2-(N-hexadecylamino)-naphthalin-6-sulfonat (HANS)
haben Abklingzeiten von 10 bis 15 ns und sind fiir Anisotropiemessungen geeignet. Mit
diesem Fluorophor wurden bereits Messungen an Mizellen durchgefiihrt. Allerdings bildet
sich bei diesem Fluorophor ein Verteilungsgleichgewicht zwischen der Kopfgruppenregion
und dem Mizellinneren aus. Dadurch kommt es zu einem biexponentiellen Intensitétsab-
klingverhalten und zu multiexponentiellen Anisotropieabklingverhalten [3].

Porphyrine und Tetraphenylporphyrine haben Abklingzeiten bis 15 ns und Fundamen-
talanisotropien bis nahe an 0.4 heranreichend [16]. Sie lassen sich durch rote Diodenlaser
anregen und sind mit langen Alkylresten derivatisiert in der Literatur beschrieben [22].
Diese Eigenschaften machen sie zu einer idealen Sonde, um die Gréfle und Gestalt von
Mizellen aufzukliaren. Alle beschriebenen Fluorophore sind in Abbildung 1.5 aufgefiihrt.

DS LS

Abbildung 1.5: Fluorophore, die zur Strukturaufklirung von Mizellen geeignet sind.
Von links nach rechts sind abgebildet: Pyren, 1-Pyrensulfonsiaure, 2-(N-hexadecylamino)-
naphthalin-6-sulfonat und ein Porphyrinderivat



1.4. FLUOROPHORE ZUR STRUKTURAUFKLARUNG VON MIZELLEN 11

In der Literatur finden sich Beispiele fiir Messungen der Rotationsdiffusion von Fluores-
zenzfarbstoffen in Mizellen:

Chou et al. [23] berichten von Anisotropieabklingmessungen von Acridin Orange in SDS-
Mizellen. Gemessen wurde iiberhalb der CMC ein biexponentielles Anisotropieabklingver-
halten mit Rotationskorrelationszeiten von 1.68 und 0.28 ns. Die Rotationskorrelations-
zeiten von Acridin Orange entlang seinen Symmetrieachsen wurden unter Annahme einer
Mizellrotationskorrelationszeit von 8 ns zu 0.33 ns und 2.1 ns modelliert.

Rhodamin B und Octadecylrhodamin B wurden als Anisotropieproben in inversen AOT-
Mizellen, die Wasser und Glycerin in Heptan oder Dodekan enthalten, eingesetzt [5]. Im
Fall von Glycerin in Heptan bei kleinen Wassergehalten der Losung ergab sich eine gute
Ubereinstimmung von experimentellen und berechneten Rotationskorrelationszeiten der
Mizelle. Da die Viskositéat von Glycerin 1500-fach grofler ist als die von Wasser, konnte so
die Eigenrotation des Fluorophors eingeddmmt werden und es wird die Gesamtbewegung
der Mizelle sichtbar. Das Anisotropieabklingverhalten wurde mit zwei Rotationskorrela-
tionszeiten gefittet, wobei die kiirzere Korrelationszeit mit der Probe in der Grenzschicht
zwischen Kopfgruppenregion und Kern und damit nicht von Glyzerin umgeben in Verbin-
dung gebracht wird. Die ldngere Rotationskorrelationszeit ist im Bereich der Gesamtrota-
tionskorrelationszeit der Mizelle.

Eine weitere Publikation untersuchte das Intensitits- und Anisotropieabklingverhalten von
mehreren Porphyrinderivaten und deren Zinkkomplexen in wéfirigen Losungen von Triton
X-100, Hexadecyltrimethylammoniumbromid und SDS [1]. Das Intensitétsabklingverhal-
ten der Porphyrinproben ist in Triton X-100 und C14TAB Mizellen monoexponentiell und
in SDS Mizellen biexponentiell. Das Anisotropieabklingverhalten wird am besten durch
eine biexponentielle Funktion wiedergegeben. Als Modell wird eine Fluoreszenzdepolarisa-
tion vorgeschlagen, die durch Rotations- und Translationsdiffusion des Porphyrins inner-
halb der Mizelle und sowie durch die Gesamtrotation der Mizelle hervorgerufen wird.

Quitevis et al. [4] berichten von zeitaufgelsten Anisotropiemessungen von Merocyanin 540
und Octadecylrhodamin in Alkoholen und in SDS-, C13TAB- und Triton X-100- Mizellen.
In Alkoholen war das Anisotropieabklingverhalten monoexponentiell. In Mizellen war das
Anisotropieabklingverhalten biexponentiell mit einer kurzen und einer langen Rotations-
korrelationszeit. Die Resultate in Mizellen werden durch ein Zwei-Schritt-Modell, das aus
einer schnellen begrenzten Rotation der Probe und einer langsamen lateralen Diffusion der
Probe in der Mizelle besteht, interpretiert.

Lianos et al. [24] benutzen die Abklingdauer von Pyren, um die Variation der Aggrega-
tionszahl in mizellaren Losungen von SDS nach Zugabe von 1-Pentanol und Ol (Dodekan
oder Toluol) zu messen. Sie untersuchten die Polaritit der Mikroumgebung von Pyren
durch Messung des Verhéltnisses der ersten und dritten Fluoreszenzbande von Pyren, so-
wie durch die intramizellare Bildungsrate von Pyren-Excimeren. Weiterhin untersuchten
sie die Mikroviskositét in Mizellen durch Messungen der intramolekularen Excimerbildung
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von Dipyrenylpropan.

Correll et al. [8] untersuchten die Interaktionen von Pyren, Pyrensulfonsidure, Pyrenbutan-
sdure und Pyranin in inversen Mizellen des Typs Dodecylammoniumpropionat in Cyclo-
hexan in Gegenwart von cosolubilisiertem Wasser. Wegen unterschiedlicher Hydrophobizi-
taten dieser Pyrenderivate ordnen sich die Proben in verschiedenen Bereichen der inversen
Mizellen an. Pyranin liegt im Kern der inversen Mizellen vor und lé3t iiber Polarisations-
messungen Riickschliisse auf die im Inneren der Mizelle vorliegenden Viskositdten zu. Wenn
alle vorhandenen Wassermolekiile das Pyraninmolekiil hydratisieren, ist die Mikroviskosi-
tét ziemlich hoch. Zudem interagiert in diesem Fall das anionische Pyranin elektrostatisch
mit den kationischen Kopfgruppen des eingesetzten Tensids. Mit zunehmendem Wasser-
gehalt der inversen Mizellen steigt der Anteil von freiem Wasser, daher wird die Probe
mobiler und zeigt zunehmend niedrigere Mikroviskositéiten an.

Inverse Mizellen von AOT mit unterschiedlichen Verhéltnissen von Wasser und Tensid wur-
den durch Intensitéts- und Anisotropieabklingmessungen von Kresylviolett vermessen [25].
In allen Féllen ergab sich monoexponentielles Intensitatsabklingverhalten, sowie biexpo-
nentielles Anisotropieabklingverhalten. Bei einem Konzentrationsverhéltnis von Wasser zu
Tensid von kleiner 10 wird eine Rotationskorrelationszeit als Maf fiir die interne Rotation
der Probe innerhalb der Mizelle angesehen. Die zweite ldngere Korrelationszeit beschreibt
die Gesamtrotation der Mizelle.

McCarroll et al. [26] haben zeitaufgelost das Anisotropieabklingverhalten von Perylen in
willrigen Triton X-114 Losungen mit zugesetztem SDS gemessen. Die Rotationsdiffusion
von Perylen in diesen Losungen hat eine Komponente mit sehr kurzer Korrelationszeit
von wenigen Pikosekunden. Die Anisotropieabklingkurven zeigen eine Grenzanisotropie
s an, was bedeutet, dafl die Bewegung des Fluorophors in der Mizelle gehindert ist.
Bei hoheren SDS- Konzentrationen stieg die sehr kurze Korrelationszeit etwas an und die
Grenzanisotropie nahm stark ab. Dieser Befund wird in Verbindung mit dem Abwandern
des Fluorophors ins Mizellinnere gebracht.

Matzinger et al. [3] berichten von zwei Fluorophorproben (HANS und DANS, zwei 2-
Aminonaphthalin-6-sulfonatderivate), die in verschiedenen C, TAB-Mizellen (x=12, 14 und
16) jeweils biexponentielles Intensititsabklingverhalten zeigen. Die Autoren gehen davon
aus, daf sich der Anteil (etwa 90 %) der Fluorophore mit kurzer Intensitétsabklingzeit
(9.5 ns) in der Sternschicht befindet und der Anteil (etwa 10 %) mit lingerer Abkling-
zeit (19.8 ns) sich im Inneren der Mizelle befindet. Dies liegt daran, dafl die Gegenionen
der eingesetzten Tenside Bromidionen sind und diese die Fluorophore in der Sternschicht
quenchen, ins Innere der Mizellen aber nicht gelangen. Die Mdoglichkeit, da3 das biexpo-
nentielle Intensitédtsabklingverhalten durch ein Verteilungsgleichgewicht zwischen Mizellen
und Wasser hervorgerufen werden kann, wird dadurch ausgeschlossen, dafl einer der bei-
den Fluorophore (HANS) wasserunléslich ist und die Abklingzeit von DANS in Wasser
weder mit der langen noch mit der kurzen Abklingzeit dieses Fluorophors in Tensidlo-
sungen iibereinstimmt. Man wiirde ein einfach-exponentielles Intensitdtsabklingverhalten
erwarten, falls der Fluorophor in einer einzigen Region vorliegt.
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Das Anisotropieabklingverhalten fiir die kurze Intensitidtsabklingzeit wird als biexponen-
tielle Abklingfunktion modelliert (nach einem Modell, das wobbling-in-a-cone genannt
wird) und das Anisotropieverhalten fiir die lange Intensitétsabklingzeit wird als mono-
exponentielle Abklingfunktion modelliert. Das Anisotropieabklinggesetz ergibt sich so zu:

r(t) =a-ri(t)+ (1 —a)-rat) (1.1)
wobei
ri(t) = rgl)exp(—t/ng)) + rél)eznp(—t/ﬂ%)) (1.2)
und
ro(t) = rPexp(—t/7?) (1.3)

Nun rotiert die Mizelle als Ganzes, was eine zusétzliche Orientierungsrelaxation bewirkt.
Die Mizellen sind relativ grofl; dadurch ist die Rotationsdiffusion langsam, und nur die
Population der Fluorophore im Inneren der Mizelle mit der langsamsten Rotationskor-
relationszeit ist betroffen. Weil die Depolarisierung durch Rotationsdiffusion des Fluoro-
phors im Inneren der Mizelle unabhéngig von der Orientierungsrelaxation durch Rotation
der gesamten Mizelle ist, diirfen die Anisotropieabklingkonstanten dieser beiden Prozesse
(1/7rcore und 1/7,,) addiert werden und ergeben so die gemessene Anisotropieabklingkon-

stante 1/752).

1 1 1
= ——+— (1.4)

T TrCore Tm

Die nach Analyse des Anisotropieabklingverhaltens erhaltene langsame Rotationskorrela-
tionszeit T,SQ) fir HANS in C15TAB-Mizellen liegt bei 4.8 ns, die fiir DANS in C1,TAB--

Mizellen bei 3.6 ns.

Maiti et al. [2] berichten ebenfalls von Fluorophorproben in Mizellen. Ihre Proben sind
Nilrot, Cresylviolett, ein Cyaninfarbstoff (DODCI), Rhodamin B und ein lipidgelabeltes
Rhodamin. Sie haben das Intensitédts- und Anisotropieabklingverhalten dieser Proben un-
ter anderem in Wasser, Butanol und SDS untersucht. Bis auf Rhodamin B in SDS-Mizellen
zeigen alle Fluorophorproben monoexponentielles Intensitdtsabklingverhalten. Die Inten-
sitdtsabklingdauer liegt bei allen Proben zwischen 1 und 3 ns. Das Anisotropieabklingver-
halten in Wasser und Butanol ist bei allen Fluorophoren monoexponentiell, in Mizellen
dagegen immer biexponentiell. Die gefundenen Rotationskorrelationszeiten in Butanol lie-
gen zwischen 0.4 und 0.5 ns. Die langsamen Rotationskorrelationszeiten in SDS-Mizellen
betragen fiir Nilrot 1.99 ns, fiir Cresylviolett 2.05 ns, fiir DODCI 2.01 ns, fiir Rhodamin
B 2.33 ns und fiir das lipidgelabelte Rhodamin 3.62 ns.
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1.5 Theorie der Fluoreszenzspektroskopie

siehe ,,Principles of Fluorescence Spectroscopy* von J. R. Lakowicz [21]

1.5.1 Die Bedeutung der Lebensdauer oder der Abklingdauer

Es werde eine Anzahl Fluoreszenzfarbstoffmolekiile mit einem sehr kurzem Lichtpuls an-
geregt. Ein Jablonski Diagramm zeigt die Absorption eines Lichtquants im Grundzustand
So, die Relaxation zum Grundschwingungsniveau des ersten angeregten elektronischen
Zustandes Sy, sowie die moglichen folgenden Prozesse Fluoreszenz und iiber einen Tri-
plettzustand zustandekommende Phosphoreszenz zum Grundzustand Sy.

S

2

Internal
Conversion Intersystem

81 v v \Cw
T1
Absorption Fluoreszenz
Phosphoreszenz
3
So ?

Abbildung 1.6: Ein Jablonski-Diagramm

Die Zahl der Fluorophore im angeregten Zustand (ng) klingt mit einer Geschwindigkeits-
konstante (kyaq + Enonrad) nach folgender Gleichung ab:

dn(t)
dt

n(t) sei die Anzahl der angeregten Molekiile zur Zeit t nach der Anregung, k;.q ist die Emis-
sionsgeschwindigkeitskonstante und kponraq ist die Geschwindigkeitskonstante der strah-
lungslosen Relaxation. Die Emission ist ein zufilliges Ereignis und jeder angeregte Fluoro-
phor emittiert mit der gleichen Wahrscheinlichkeit innerhalb einer gegebenen Zeitspanne.
Damit ergibt sich eine exponentielle Abklingkurve der angeregten Population mit

= _(krad + knonrad) ! n(t) (1'5)

n(t) — noe_t‘(krad+k11011rad) (16)

In einem Experiment werden nicht die Zahl der angeregten Molekiile, sondern die Fluo-
reszenzintensitit verfolgt, die proportional zu n(t) ist. Daher 148t sich in obiger Gleichung
die Zahl der angeregten Molekiile n(t) durch die Intensitit zur Zeit ¢, I(t), ersetzen,

I(t) — Ioeft'(krad‘f’knonrad) (17)

wobei Iy die Anfangsintensitét ist. Die Lebensdauer 7 ist der reziproke Wert der gesamten
Abklinggeschwindigkeitskonstanten:

T = (knonrad + krad)_1~ (18)
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So gilt:
I(t) = Ipe V7 (1.9)

Generell ist die Lebenszeit die Inverse der Summe der Geschwindigkeitskonstanten, die den
angeregten Zustand entvolkern. Dieser Wert kann auf zweierlei Arten erhalten werden:
Zum einen entspricht er der Zeit, nach der die Momentanintensitéit den Wert 1/e der
Anfangsintensitéit besitzt. Gebrauchlicher wird die Lebenszeit jedoch aus der Steigung
einer Auftragung von logI(t) gegen t erhalten. Die Lebensdauer ist auch eine mittlere
Zeitdauer, die ein Fluorophor nach Anregung im angeregten Zustand verbleibt, falls der
Fluorophor einem monoexponentiellen Abklinggesetz gehorcht.

1.5.2 Prinzip der Fluorimetrie in der Frequenzdoméne

Die Fluorimetrie in der Frequenzdomé&ne benutzt eine intensitdtsmodulierte Lichtquel-
le. Wegen einer Zeitdauer, die zwischen Absorption und Emission liegt, ist die Emission
zeitlich verzogert gegeniiber der modulierten Anregung. Diese Verzogerung wird als eine
Phasenverschiebung (¢,,) beschrieben, die von 0° bis 90° mit gréfler werdender Modula-
tionsfrequenz ansteigt. Die endliche zeitliche Antwort der Probe resultiert auch in einer
Verkleinerung der Emissionsamplitude durch einen Faktor m,,. Dieser Faktor nimmt mit
grofler werdender Modulationsfrequenz von 1.0 bis 0 ab. Bei kleiner Anregungsfrequenz
folgt die Emission auf die Anregung zeitlich kaum verzogert. Dadurch ist der Phasenwinkel
nahe bei 0 und die Modulation nahe bei 1.0. Wenn die Modulationsfrequenz erhéht wird,
halt die endliche Lebenszeit des angeregten Zustandes die Emission davon ab, genau der
Anregung zu folgen. Dies resultiert in einer Phasenverschiebung der Emission. Ebenso er-
gibt sich so eine Verkleinerung der Spitze-Spitze Amplitude der modulierten Emission, die
relativ zur modulierten Anregung gemessen wird. Der Phasenwinkel und die Modulation,
gemessen iiber einen weiten Frequenzbereich, stellen die Frequenzantwort der Emission
dar. Das Aussehen der Frequenzantwort hingt ab von der Anzahl der Abklingzeiten, die
die Probe zeigt. Falls die Abklingzeit einfach exponentiell ist, ist die Frequenzantwort
einfach. Man kann die Abklingzeit aus dem Phasenwinkel oder der Modulation bei jeder
Meffrequenz berechnen. Fiir ein einfach exponentielles Abklingverhalten sind die Phase
und die Modulation mit der Abklingzeit 7 durch

tan ¢, = wt (1.10)

und
1

V14 w?r?
verkniipft. Die niitzlichen Modulationsfrequenzen sind nun die, bei denen der Phasenwinkel
frequenzabhingig ist und die Modulation noch mefibar ist. Die meisten Fluorophore zeigen

eine Abklingdauer von ca. 10 ns. Damit sind die Modulationsfrequenzen typischerweise in
der Groflenordung von 1 bis 200 MHz.

(1.11)

my =

1.5.3 Abklingzeitmessungen in der Frequenzdomine

Mifit man die Fluoreszenzabklingzeit einer Probe in der Frequenzdoméne, so nimmt man
einen Vergleich zwischen seiner Emission zu Streulicht vor. Daher haben Fluorimeter, die



16 KAPITEL 1. GRUNDLAGEN

in der Frequenzdoméne arbeiten, typischerweise zwei Detektoren, einen fiir die Probe und
einen, der als Zeitreferenz dient. Der Referenzphotomultiplier detektiert normalerweise
gestreutes Licht und der Probenphotomultiplier zur Kalibrierung ebenfalls Streulicht und
spéter fiir eigentliche Messungen Fluoreszenzlicht. Nachdem alles andere in den Messun-
gen gleich bleibt, werden Unterschiede in der relativen Phase oder in der Modulation
durch das Abklingverhalten der Probe hervorgerufen. Alle Messungen werden relativ zum
Referenzphotomultiplier vorgenommen. Zunéchst misst man die Phasenverschiebung zwi-
schen Referenzphotomultipliersignal und dem Probenphotomultipliersignal, wenn letzterer
ebenfalls Streulicht detektiert. Diese beiden Signale sind durch einen zufilligen Phasen-
winkel ¢; voneinander versetzt, siehe Abbildung 1.7. Diese Phasenverschiebung ist durch
die unterschiedlichen Léngen der Lichtwege und durch Zeitverzégerungen wegen unter-
schiedlich langer Kabel erkldrbar. Die weiteren Messungen mit Fluorophorlésung ergeben

q)(,) :®2_ (I)l

Amplitude

— —Ref. PMT "~
Sample PMT mit Streulésung
Sample PMT mit Fluorophorlésung

Zeit
Abbildung 1.7: Bestimmung des zufilligen Phasenwinkels

eine Phasenverschiebung ¢ des Probenmultipliersignals relativ zum Referenzphotomulti-
pliersignal. Dieser Phasenwinkel ¢o beinhaltet sowohl den zufilligen Phasenwinkel ¢, als
auch den interessierenden Phasenwinkel ¢,,, der durch die Probe hervorgerufen wird. Die
Phasenverschiebung errechnet sich aus ¢, = ¢2 — ¢1.

Die Anregungsmodulation ergibt sich aus dem Verhéltnis D/C, wobei C die mittlere An-
regungsintensitdt und D die Hélfte der Spitze - Spitze - Anregungsamplitude darstellt.
Die Emissionsmodulation ist &hnlich definiert: A ist die mittlere Emissionsintensitdt und
B die Hilfte der Spitze-Spitze-Emissionsamplitude. Die Modulation der Emission wird
relativ zur Modulation der Anregung gemessen: m = (B/A) / (D/C), siehe Abbildung 1.8.

Obwohl m ein Demodulierungsfaktor ist, bezeichnet man ihn iiblicherweise als die Modula-
tion. Der andere experimentell gewonnene Wert ist die Phasenverschiebung, der sogenannte
Phasenwinkel (¢), der iiblicherweise aus den Nulldurchgangszeiten der modulierten Kom-
ponenten gewonnen wird. Aus dem Phasenwinkel (¢) und der Modulation (m) kann die
Lebenszeit durch die Gleichungen 1.10 und 1.11 berechnet werden.

Ublicherweise miBt man die Phasenverschiebung und die Modulation iiber einen grofien
Bereich von Modulationsfrequenzen des Anregungslichts. Wenn die Modulationsfrequenz
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Intensitat

Emission

®=80MHz

‘5ns

\ , \Anregung

c |A - , B/A
Modulation = ———
D/C

Zeit

Abbildung 1.8: Bestimmung der Modulation und der Phase in einer Abklingdauermes-
sung

erhoht wird, steigt der gemessene Phasenwinkel von 0 bis auf 90° und die Modulation m
sinkt von 100 % bis auf 0 %. Die Mef3daten werden durch nichtlineare least-square Analyse
analysiert und eine Fitkurve zu den Mefidaten berechnet. Der sogenannte goodness-of-fit
X%z wird aus der Abweichung zwischen gemessenen und berechneten Daten ermittelt. Nach-
dem in der Frequenzdoméne zwei Mefigrofien auftreten, Phase und Modulation, gibt es zwei
Sets von Abweichungen. Die Zufilligkeit der Abweichungen zeigt an, ob eine bestimmte
mono- oder mehrexponentielle Abklingkurve die Mefldaten erkldren kann.

1.5.4 Ausdriicke fiir die Intensitiatsabklingdauer

Man nimmt zunéchst an, dal die Probe mit vertikal polarisiertem Licht angeregt wird und
die Emission im 90°-Winkel zum Anregungslicht beobachtet wird. Der Emissionspolfilter
kann entweder parallel oder senkrecht zur Polarisierung des Anregungslichtes ausgerichtet
sein. Dann 148t sich das Intensitéitsabklinggesetz als eine Summe des zeitlichen Abkling-
verhaltens der horizontalen und vertikalen Intensitidtskomponente oder als Summe von
Exponentialfunktionen beschreiben.

I(t) :I||(t)+2lj_(t) (1.12)

I(t) = Z et = Z e it (1.13)
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I(t), I)(t) und I, (t) bezeichnen dabei das Abklingverhalten der Gesamtintensitét, der
parallelen und der senkrechten Komponente der Emission. Man nimmt an, dafl die Ge-
samtintensitit sich durch das Multiexponentialmodell beschreiben 148t. «; sind dabei die
priaexponentiellen Faktoren, 7; die Abklingzeiten, I'; = TZ-_I die Abklingraten und ¢ die
Zahl der Abklingzeiten.

1.5.5 Fluoreszenzabklingdauermessungen mit Ausrichtung der Polfilter
unter dem Magic Angle

Fiir genaue Messungen der Fluoreszenzabklingdauer ist es auflerdem notwendig, dafl man
ein Signal mifit, welches proportional zur Gesamtintensitét ist. Diese Intensitét ist aber
nicht proportional zur Intensitit, die man bei paralleler bzw. senkrechter Ausrichtung der
Polfilter zueinander mifit. Mit Hilfe von Polfiltern kann die gemessene Intensitét propor-
tional zur Gesamtintensitét lges = I)| +2 - [, gemacht werden. Um dies zu erreichen, wird
der Anregungspolfilter in die vertikale Position gebracht und der Emissionspolfilter 54.7°
aus der vertikalen P081t10n gedreht. Da || proportional zu cos? 54.7° gleich 0.333 ist und
2.1, proportional zu sin? 54.7° gleich 0.667 ist, ergeben diese Polfilterpositionen, da8 I
zweifach gezihlt wird verglichen mit /|| und sich so eine Gesamtintensitit Iges = I)+2- 11
ergibt.

1.5.6 Analyse der Daten des Intensitidtsabklingverhaltens

Bei Messungen des Intensitdtsabklingverhaltens mifit man iiblicherweise unter der magic-
angle Bedingung, also vertikale Anregung und Beobachtung unter einem Winkel von 54.7°
zur Vertikalen, um den Einflufl von Rotationsdiffusion auf das Abklingverhalten zu ver-
meiden. Die Mefldaten werden dann nach der Methode nichtlinearer Fehlerquadrate ana-
lysiert. Die gemessenen Daten werden mit Werten, die ein bestimmtes Modell voraussagt,
verglichen. Die Parameter des Modells werden variiert bis sie eine minimale Abweichung
von den Mef3daten ergeben. Diese Daten kénnen fiir ein bestimmtes Intensitétsabklingver-
halten aus der Sinus- und Cosinus-Transformierten der Gesamtintensitéit I(t) berechnet

werden: -
Jo I(t)sinwtdt

N, = 1.14
“ Joo I(t)dt (1.14)
It tdt
D, = JoI{t) cosw (1.15)
Jo I(t)dt
Dabei ist w die Kreismodulationsfrequenz, also 2 w mal die Modulationsfrequenz in Hertz.
Die beiden Ausdriicke sind durch die Gesamtintensitit fo t)dt der Probe normiert.

Ist das Intensitédtsabklinggesetz eine Summe von Exponentlalfunktlonen, so sind diese
Transformierten durch folgende Ausdriicke gegeben:

N, = Z 1":’;72 Q/Zam (1.16)

Dwzz Sl /Zam (1.17)

1+w2r?
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Die errechneten frequenzabhéngigen Werte des Phasenwinkels ¢, und der Modulation
Mgy sind durch die beiden folgenden Gleichungen gegeben:
Ny,

t w = 1.1
an g, = (118)

Mew = VN2 + D2 (1.19)

Die Parameter a; und 7; werden variiert, bis sie den besten Fit zwischen den Mefidaten
und den errechneten Werten ergeben. Dieser beste Fit wird durch ein Minimum von X%’, ,
dem sogenannten goodness-of-fit, angezeigt:

2_1 bw — ew 2 1 My — Mew 2
k=12 (5¢> o <5m> (1.20)
w w

v ist dabei die Anzahl der Freiheitsgrade und d¢ und dm sind die experimentellen Stan-
dardabweichungen der Phase und der Modulation. v ist die Anzahl der Messungen, die
durch die doppelte Anzahl der Mefifrequenzen minus der Anzahl der variablen Parameter
bestimmt ist. Man vergleicht den X%;», Wert fiir mono-, bi-, und triexponentielle Fits. Falls
X% um mehr als die Hélfte sinkt, wenn das Modell erhoht wird, kann moglicherweise die
Einfithrung einer zusétzlichen Abklingzeit die Mefidaten erkldren.

1.5.7 Beschreibung der Fluoreszenzanisotropie

Nach Anregung mit polarisiertem Licht ist die Emission von vielen Fluorophorproben
ebenfalls polarisiert. Das Ausmafl dieser Polarisation wird durch den Begriff Anisotropie
(r) beschrieben. Proben, deren Anisotropie von null verschieden ist, haben eine polarisier-
te Emission. Dieses Phinomen basiert auf dem Vorhandensein von Ubergangsmomenten
fiir Absorption und Emission, die in spezifischen Richtungen innerhalb der Fluorophor-
struktur liegen. In homogener Losung sind die Fluorophore, die sich im Grundzustand
befinden, zufillig orientiert. Strahlt man linear polarisiertes Licht in eine isotrope Probe
mit willkiirlicher Orientierung der Fluorophore ein, so werden nur diejenigen Molekiile
optisch angeregt, deren Ubergangsmoment eine Komponente in Richtung des elektrischen
Feldvektors des Anregungsstrahls besitzen. Aus einer isotropen Verteilung der Molekiile
im Grundzustand folgt also durch Anregung mit linear polarisiertem Licht eine anisotro-
pe Verteilung der Molekiile im angeregten Zustand. Dieses Verhalten bezeichnet man als
Photoselektion; die Folge ist eine polarisierte Emission. Die Emission kann durch verschie-
dene Prozesse depolarisiert werden, von denen der wichtigste die Rotationsdiffusion des
Fluorophors ist. Anisotropiemessungen erlauben eine Aussage iiber die durchschnittliche
Winkelauslenkung (Rotation) des Fluorophors zwischen Absorption und nachfolgender
Emission eines Photons. Dieses Ausmafl diffusiver Bewegungen ist abhéngig von der Vis-
kositdt des Solvens und der Grofle und Form der diffundierenden Spezies. Zum Beispiel
gilt fiir kleine Fluorophore in Losungsmitteln niedriger Viskositéit, daf§ die Rate der Ro-
tationsdiffusion schneller als die Rate der Emission ist. Unter diesen Bedingungen ist die
Emission depolarisiert und die Anisotropie liegt nahe bei null.

Die Abhéngigkeit der Fluoreszenzanisotropie von der Rotationsbewegung wird in dieser
Arbeit verwendet, um Aussagen iiber die Grofle und Gestalt von fluorophormarkierten
Mizellen in Wasser als Losungsmittel treffen zu kénnen.
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1.5.8 Definition der Fluoreszenzanisotropie

Die Anisotropie eines emittierten Lichtstrahls ist definiert als das Intensitdtsverhéiltnis der
polarisierten Komponente zur Gesamtintensitdt. Nimmt man an, die Anregung sei parallel
zur (vertikalen) z-Achse polarisiert, so ist die Dipolemission der Fluorophore auch sym-
metrisch zur z-Achse. Das bedeutet, dafl I, = I,. Der ,Uberhang“ der Emissionsintensitit
entlang der z-Achse (1) gegeniiber der Emissionsintensitét entlang der y-Achse (1) ist die
Intensitit der polarisierten Komponente. Diese wird normiert durch die Gesamtintensitét,
welche sich aus den Intensititen entlang aller Achsen zusammensetzt (Iges = I+ Iy +12).
Die Intensitéit der Emission entlang der y-Achse steht senkrecht zur urspriinglichen Anre-
gungsrichtung (I, = I ) und die Intensitét der Emission entlang der z-Achse steht zur ihr
parallel (I, = I}). Daher gilt

I, — I, -1, I—1.

r = = =
L+I,+ I Ies Ij+2-1,

(1.21)

Fiir vollstéindig polarisiertes Licht ist I, = 0 und r = 1. Diesen Wert findet man fiir
Streulicht, jedoch nie fiir Fluorophore in Losung. Hier ergeben sich aufgrund der Winkel-
abhingigkeit der Photoselektion niedrigere Werte.

1.5.9 Theorie der Anisotropie

Die Theorie der Anisotropie kann aus einer Betrachtung eines einzelnen Fluorophormole-
kiils abgeleitet werden. Zunichst nimmt man an, da im Molekiil die Ubergangsdipolmo-
mente von Absorption und Emission parallel zueinander sind. Dann nimmt man an, dafl
dieses Molekiil einen Winkel 6 mit der z-Achse und einen Winkel ¢ mit der y-Achse ein-
schlie3t, wie in Abbildung 1.9 gezeigt. Nun soll die Anisotropie berechnet werden, die man
fiir dieses Molekiil beobachten wiirde, wenn keine Rotationsdiffusion erfolgt. Die Bedingun-
gen parallele Dipole, Immobilitédt und zufillige Orientierung im Grundzustand erleichtern
die Herleitung. Es ist bekannt, dafl strahlende Fluorophore sich wie emittierende Dipole
verhalten. Die Intensitéit der Strahlung, die von einem Dipol ausgeht, ist proportional zum
Quadrat seines Vektors projeziert auf eine Beobachtungsachse. Die Intensitét, die durch
einen Polfilter beobachtet werden kann, ist proportional zum Quadrat der Projektion des
elektrischen Feldes des strahlenden Dipols auf die Transmissionsachse des Polfilters. Diese
Projektionen sind durch

1(0,¢) = cos® # (1.22)

und
I,(6,$) =sin?@sin’ ¢ (1.23)

gegeben.

In einem Experiment enthilt die Losung viele Molekiile mit einer zufélligen Anordnung.
Die Anisotropie wird erhalten, indem man einen Mittelwert errechnet, der sich wegen
der Photoselektion durch die Anregung mit polarisiertem Licht und wie die ausgewéhlten
Molekiile zur gemessenen Intensitét beitragen, ergibt. Es soll eine Anregung mit vertikal
polarisiertem Licht, also polarisiertes Licht parallel zur z-Achse, betrachtet werden. Diese
Anregung regt alle Molekiile mit gleicher Wahrscheinlichkeit an, die einen Winkel ¢ mit
der y-Achse einschlieffen. Das bedeutet, dafl die Population der angeregten Fluorophore
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Abbildung 1.9: Emissionsintensitéit eines Fluorophormo-
lekiils in einem Koordinatensystem

symmetrisch um die z-Achse verteilt ist. Eine zufillige Anordnung von Molekiilen wird
zwischen den ¢-Werten 0 bis 2 7 gleiche Wahrscheinlichkeit besitzen. Man kann deswegen
die ¢-Abhingigkeit in der letzten Formel durch den Mittelwert von sin?¢ ersetzen. Dieser
Wert ist durch

<sm ¢) = f smjlzd(ﬁ % (1.24)
gegeben. Deswegen gilt
I(0) = cos® 6 (1.25)
und )
1.(0,6) =3 sin? 0. (1.26)

Jetzt soll eine Ansammlung von Fluorophoren betrachtet werden, die zur z-Achse mit einer
Wahrscheinlichkeit von f(f) angeordnet ist. Die gemessenen Fluoreszenzintensitéiten fiir
diese Ansammlung von Molekiilen ist dann

/2
I = /0 £(0) cos® 6d6 = k <C082 9) (1.27)

und

1 [/ k
= 2/ £(0)sin® 6d = 3 (sin®0). (1.28)
0

f(0)d0 ist dabei die Wahrscheinlichkeit, daf ein Fluorophor zwischen 6 und 6+ d6f angeord-
net ist, und k ist eine Konstante. Mit Gleichung 1.21 und der Identitéit sin? 6 = 1 — cos? 4
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ergibt sich

2

. 3 <cos 9> -1 (1.29)

2
Hier zeigt sich, daf die Anisotropie durch den Mittelwert von cos? 8 bestimmt ist. 6 ist
dabei der Winkel, den der Emissionsdipol mit der z-Achse einschlief3t.
Die Anregung mit linear polarisiertem Licht resultiert in einer Population angeregter Mo-
lekiile, die symmetrisch um die z-Achse verteilt sind. Der elektrische Dipol eines Fluo-
reszenzmolekiils braucht dabei nicht genau zur z-Achse ausgerichtet sein, um Licht, das
entlang dieser Achse polarisiert ist, zu absorbieren. Die Absorptionswahrscheinlichkeit ist
dabei proportional zu cos? @, wobei # der Winkel ist, den der Absorptionsdipol mit der
z-Achse einschliefft. Dieses Phéanomen wird Photoselektion genannt. Die Population im
angeregten Zustand ist symmetrisch um die z-Achse ausgerichtet. Fiir eine zufiillige Ver-
teilung der Molekiile im Grundzustand gilt, dafl die Zahl der Molekiile in einem Winkel
zwischen 6 und 6 + df proportional zu sin @ df ist. Diese Grofle ist proportional zu einer
Kugeloberfliche innerhalb der Winkel # und 64 df. Die Verteilung der Molekiile, die durch
vertikal polarisiertes Licht angeregt werden, ist durch

£(6)dd = cos® 6 sin 0d (1.30)

gegeben. Die Anisotropie ist eine Funktion von <C082 9>, siehe Gleichung 1.29; damit er-
gibt eine Berechnung von <c052 9> die Anisotropie. Wenn die Ubergangsdipolmomente
zwischen Absorption und Emission zueinander kollinear sind, ergibt sich der Maximalwert
von <COS2 6’> zu 0.6. Setzt man diesen Wert in Gleichung 1.29 ein, so ergibt sich ein Wert
von 0.4 als Maximalwert der Anisotropie. Man findet diesen Wert, wenn die Ubergangs-
dipolmomente zwischen Absorption und Emission zueinander kollinear sind und keine
Depolarisierungsprozesse stattfinden. Unter diesen Bedingungen ist die Population im an-
geregten Zustand vornehmlich um die z-Achse herum angeordnet und der Wert fiir 1, ein
Drittel des Wertes von I);.

1.5.10 Das Anregungsanisotropiespektrum

Zunichst vermutet man, daf§ die Absorptions- und Emissionsiibergangsdipolmomente zu-
einander kollinear sind, tatséchlich zeigen nur wenige Fluorophore einen Wert fiir die so-
genannte Fundamentalanisotropie von 0.4, was damit gleichbedeutend ist. Fiir die meisten
immobilisierten Fluorophore gilt, dafl die gemessenen Anisotropiewerte kleiner als 0.4 sind
und sie generell von der Anregungswellenldnge abhéngen. Dieser Befund wird dadurch
erklirt, daB die Ubergangsdipolmomente von Absorption und Emission einen Winkel
einschlieffen. Nach Gleichung 1.29 gilt, dal die Drehung des Emissionsdipolmomentes um
einen Winkel 6 von der z-Achse eine Verkleinerung der Anisotropie durch einen Faktor
von (3 cos? 6 — 1)/2 mit sich bringt. Genauso bringt ein Winkel zwischen dem Ubergangs-
dipolmoment von Absorption und Emission eine weitere Verkleinerung der gemessenen
Anisotropie mit sich. Die beobachtete Anisotropie in verdiinnter glasartiger Losung ist
ein Produkt aus dem Anisotropieverlust durch Photoselektion (der die gemessene Aniso-
tropie um den Faktor % reduziert) und aus dem Winkel zwischen dem Absorptions- und
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FEmissionsdipolmoment. So ergibt sich die Fundamentalanisotropie eines Fluorophors zu

o = % (3 608226 — 1) . (1.31)

Der Term ry wird benutzt, um anzuzeigen, daf3 die Anisotropie in Abwesenheit von de-
polarisierenden Prozessen wie Rotationsdiffusion oder Energietransfer gemessen wird. Fiir
einige Molekiile liegt der Wert fiir 5 nahe bei null. Dadurch ergeben sich ro-Werte bis
zu 0.40. Messungen der Fundamentalanisotropie ro brauchen besondere Bedingungen. Um
Rotationsdiffusion zu vermeiden, werden die Proben in Losungsmitteln untersucht, die
bei niedrigen Temperaturen (ca. -70°C) ein klares Glas bilden, wie Propylenglykol oder
Glyzerin. Zusétzlich miissen die Losungen optisch verdiinnt sein, um Depolarisation durch
Reabsorption oder durch Resonanztransfer zu vermeiden.

Das Anisotropiespektrum ist eine Auftragung der gemessenen Anisotropie gegen die An-
regungswellenlénge fiir einen bestimmten Fluorophor in verdiinnter glasartiger Losung.
Die Anisotropie ist generell unabhingig von der Emissionswellenlidnge, weil die Emission
normalerweise vom niedrigsten Singlettzustand ausgeht.

Die grofiten ro-Werte werden fiir das lingstwellige Absorptionsband beobachtet. Es liegt
daran, dafl der niedrigste Singlettzustand fiir die Fluoreszenz verantwortlich ist und die-
ser Zustand auch fiir das ldngstwellige Absorptionsband zusténdig ist. Dadurch haben
Absorption und Emission den gleichen elektronischen Ubergang und nahezu kollineare
Ubergangsmomente.

1.5.11 Ausdriicke fiir die Anisotropieabklingdauer

Die Anisotropieabklingdauer l&8t sich, ebenso wie die Intensitéatsabklingdauer, als Summe
von Exponentialfunktionen ausdriicken.

r(t) =) rogje % = roje 0! (1.32)
J J

©; = (6R;)~! sind die Rotationskorrelationszeiten, R; die Rotationsdiffusionskonstanten,
g; ist der Anteil an den Amplituden der einzelnen Komponenten der Anisotropie mit
oo ;95 = 1.0), 705 = 70g; sind die Amplituden der einzelnen Komponenten der Anisotropie
und rg ist die Gesamtanisotropie zur Zeit ¢t = 0.

Die polarisierten Komponenten der Emission sind mit der Anisotropieabklingdauer durch

1y(t) = 1/31(1)[1 + 2r(t)] (1.33)
I, (t)=1/31()[1 —r(¢)] (1.34)
verkniipft.
1.5.12 Messung der Abklingdauer der Anisotropie

Die Probe wird mit amplitudenmoduliertem Licht angeregt, das vertikal polarisiert ist.
Die Emission wird durch einen Polfilter beobachtet, der zwischen der parallelen und der
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senkrechten Orientierung gedreht wird. Dabei wird die Phasendifferenz A,, bei der Modu-
lationsfrequenz w zwischen der senkrechten (¢ ) und der parallelen (¢;|) Komponente der
Emission

Ay =91 — 9 (1.35)
gemessen. Ein weiterer MeBwert ist das Amplitudenverhéltnis A, der parallelen (AC))
und der senkrechten (AC, ) Komponente der modulierten Emission.

Aw = AC)/AC,. (1.36)

Das Amplitudenverhéltnis A, wird dann umgerechnet in die frequenzabhéngige Anisotro-
pie r,,, die definiert ist durch

A, —1
Ty = T (1.37)
Anregung A Emission
z
S

Wy

ity 1)

L/\ A /\ Dl
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Abbildung 1.10: Messung der Anisotropieabklingzeiten nach der FD-Methode. Die
durchschnittliche Intensitét wird hier der Einfachheit halber fiir beide polarisierten Kom-
ponenten als gleich angenommen.

Man mifit nun die Phase und die Amplitude der beiden polarisierten Komponenten. Man
findet, dafl der Phasenwinkel der parallelen Komponente (qu) kleiner ist als der Pha-
senwinkel, der unter magic angle Bedingungen, also proportional zur Gesamtintensitit,
gemessen wird. Ebenso ist die Amplitude der parallelen Komponente (AC)) grofer als
die Amplitude, die unter magic angle Bedingungen gemessen wird. Dies 148t sich dadurch
erkldren, dafl die vertikal polarisierte Komponente schneller abklingt als die unter ma-
gic angle Bedingungen gemessene Gesamtintensitdt. Der Phasenwinkel der senkrechten
Komponente (¢ ) ist groBer und die Amplitude (AC ) ist kleiner, weil diese Komponen-
te bevolkert wird durch die urspriinglich in vertikaler Richtung angeregten Komponente.
Damit ergibt sich eine léngere Abklingdauer der senkrechten Komponente. Man mifit nun
separat ¢y, ¢, AC) und AC, und ermittelt daraus die Phasendifferenz A, = ¢, — ¢
zwischen den beiden polarisierten und modulierten Komponenten der Emission und das
Verhéltnis ihrer Amplituden A, = AC); / AC, (sieche Abbildung 1.10). Zusitzlich wird
das Intensitatsabklingverhalten in einer separaten Messung der Phase und der Modulation
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der Gesamtintensitit relativ zur modulierten Anregung unter magic angle Bedingungen
bestimmt.

Messung der Abklingdauer der Anisotropie erfordert die Kenntnis der Abklingdauer der
Gesamtintensitit der Emission und die Differenz zwischen der Abklingdauer der vertika-
len und der horizontalen Komponente der Emission. Zuerst mifit man die Abklingdauer
unter der magic angle Bedingung. Die dadurch erhaltenen Daten benutzt man, um die
Parameter o und 7 des Abklinggesetzes nach Gleichung 1.13 zu bestimmen. Diese Para-
meter werden in der nachfolgenden Messung konstant gehalten. Die zweite Messung ist
dann eine Messung der Differenz oder des Quotienten der polarisierten Komponenten der
Emission, um damit A, und A, zu bestimmen. Mit diesen Daten stellt man dann das
Anisotropieabklinggesetz nach Gleichung 1.32 auf.

1.5.13 Analyse der Anisotropieabklingdaten

Die Analyse der Anisotropieabklingdaten wird &hnlich wie eine Analyse der Intensitétsab-
klingdaten durchgefiihrt. Die Beziehung zwischen den Daten (A, und A,,) und ihren Trans-
formierten ist etwas komplexer. Die erwarteten Werte von A, (A.,) und A, (Aqy) kénnen
aus einer Sinus- und Cosinustransformierung der einzelnen polarisierten Abklingverhalten
erhalten werden. Die experimentellen Grofien, aus denen das Anisotropieabklingverhalten
bestimmt werden soll, sind der Phasenwinkelunterschied zwischen der horizontalen und
der vertikalen Komponente der polarisierten Emission

Au=0¢1— 9 (1.38)
DNy — N|DJ_>
A, = arct 1.39
cw = arCtan (NNL+D|DL (1.39)
und das Verhiltnis der vertikalen und horizontalen Amplitude der modulierten Emission
A, = 26 (1.40)
Y AC) '

1/NIQ‘JrDﬁ
Ao = e (1.41)
\/N1 + D37

Dabei bedeuten

N”:/O I|(t) sinwtdt (1.42)

N :/ 1. (t)sinwtdt (1.43)
0

DH :/0 IH(t> coswtdt (1.44)

Dl:/ I, (t) coswtdt. (1.45)
0

Die Werte von N)|, N, Dy und D | werden dabei nicht durch den Wert fiir die Gesamt-
intensitdt normiert, wie dies der Fall bei der Bestimmung des Intensitétsabklinggesetzes
ist.
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Die Parameter, die nach Gleichung 1.32 die Anisotropieabklingdauer beschreiben, werden
aus den Mefldaten durch Analyse nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate erhalten.
Das Kriterium hierfiir ist ein Minimum der Abweichung der errechneten Werte von den
Meflergebnissen.

> 1N (e Bw) L T (Ao A
XR_UXW: A +uzw: SA (1.46)

Dabei bedeuten dA und JA die angenommenen Fehler in den Meflergebnissen und v ist die
Anzahl der Freiheitsgrade. Man gibt sich die Fehler dA und dA so vor, dafl die Phasenwin-
keldifferenz zwischen der horizontalen und der vertikalen Komponente der polarisierten
Emission (A,) und das Verhéltnis der vertikalen und horizontalen Amplitude der modu-
lierten Emission (A,) ungefihr gleich gewichtet werden.

1.5.14 Modelle fiir ein bestimmtes Anisotropieabklingverhalten

nach Literaturstelle [27]
Berechnung von A, und A, erfordert die Kenntnis von )|, N, D und D, . Diese Terme
ergeben sich zu

1
Njj = 3(A+2B) (1.47)
N, =(A-B) (1.48)

1
D)= §(C +2D) (1.49)

1
Dy =5(C~D) (1.50)

Dabei sind
A= Zw2+r2 (1.51)
B = Z:ozzwz:u}2 +6R 2 (1.52)
C = Zw2+F2 (1.53)
T‘O_] + 6R )
D= i . 1.54
ZO‘ Z T; +6R;)2 (154)
Bei einfach exponentiellen Intensitéits- und Anisotropieabklingverhalten ergibt sich so:
1 w 2row
Ny = = 1.55
1= 3 [(w2+F2)+w2+(F+6R)2} (1.55)
N o=@ row (1.56)
73| W +I2) W2+ (T +6R)? '
1 r 2ro(I' + 6R)

Dy == 1.57
=3 [(wQ—i-F?) w2+(F+6R)2] (1.57)
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i T ro(T + 6R)
D, =- - 1.
LT3 [(w?+I?) W+ (T +6R)? (1.58)

Oftmals sind jedoch die Anisotropieverhalten multiexponentiell, man kann jedoch dieses
Modell als Einstieg fiir eine Analyse durch multiexponentielle Modelle benutzen. Fiir die
Analyse von komplexen Anisotropieabklingverhalten ist zu beachten, dafi Korrelation zwi-
schen den Parametern auftreten kann. Das bedeutet, dafl zwei Parameter sich dndern
konnen, ohne daf3 sich der Wert von X% dndert.

1.5.15 Der Einflu3 der Rotationsdiffusion auf die Fluoreszenzanisotro-
pien von sphirischen Rotoren: Die Perrin-Gleichung

Rotationsdiffusion von Fluorophoren ist eine dominierende Ursache von Fluoreszenzdepo-
larisierung. Diese Art von Depolarisierung wird im einfachsten Fall fiir sphérische Rotoren
durch die Perrin-Gleichung beschrieben:

To T
—=14+-=1+6D 1.59
" +0 +6DT ( )

T ist dabei die Fluoreszenzabklingzeit, 6 die Rotationskorrelationszeit und D der Rotati-
onsdiffusionskoeffizient. Falls die Rotationskorrelationszeit viel grofler als die Abklingzeit
ist, (f >> 7) ist die gemessene Anisotropie r gleich der Fundamentalanisotropie r¢. Falls
die Rotationskorrelationszeit viel kiirzer ist als die Abklingzeit, (0 << 1) ist die gemesse-
ne Anisotropie null. Das Abklingverhalten der Anisotropie eines sphérischen Molekiils ist
einfach exponentiell.

r(t) =roe™"? = roe 0P (1.60)

In dieser Gleichung ist die Rotationskorrelationszeit 6 eines Fluorophors durch die Stokes-
Einstein Gleichung bestimmt:

_ v
" RT
Dabei bedeutet n die dynamische Viskositdt des Losungsmittels, V' das Volumen einer
Kugel, R die Gaskonstante und 7" die Temperatur in Kelvin. Die Rotationskorrelationszeit
ist mit dem Rotationsdiffusionskoeffizienten durch § = (6D)~! verkniipft. Nur sphérische
Molekiile zeigen ein einfach-exponentielles Anisotropieabklingverhalten.

0 (1.61)

1.5.16 Rotationsdiffusion von nicht-sphirischen Molekiilen

Ein rotierender Fluorophor braucht nicht symmetrisch beziiglich irgendeiner Achse durch
das Molekiil zu sein. Diese total unsymmetrische Gestalt 148t sich nur durch die Gestalt
selbst beschreiben, was fiir eine allgemeine Theorie wenig hilfreich ist. Ein nichtsphérisches
Molekiil wird entweder als allgemeiner Ellipsoid oder als prolater oder oblater Ellipsoid
beschrieben. Ein allgemeiner Ellipsoid hat drei ungleiche Halbachsen a # b # ¢ und ein
prolater oder oblater Ellipsoid hat zwei gleiche und eine besondere Achse a # b = c. Die
Rotationseigenschaften von Ellipsoiden werden durch Rotationsdiffusionskoeffizienten um
jede Achse beschrieben (D, Dy und Ds3).
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D,
r
a
D,
D2
D,=D,
-
D,=D,
a
D,=D, D,=D, D,=D; D2= D,
a>b a<b

Abbildung 1.11: oben: allgemeiner Ellipsoid mit drei ungleichen Halbachsen a #
b # ¢; links unten: prolater Ellipsoid mit a > b = ¢; rechts unten: oblater Ellipsoid
mit a < b=c

1.5.17 Das Anisotropieabklingverhalten von nichtsphirischen Molekii-
len

Aus der Theorie 1483t sich das Anisotropieabklingverhalten von Ellipsoiden vorhersagen. Die
Rotationskorrelationszeiten im Anisotropieabklinggesetz sind Funktionen der Rotations-
diffusionskoeflizienten. Fast alle Experimente konnen nicht die Gestalt eines allgemeinen
Ellipsoids enthiillen, so dafl die meisten Daten mit einem Modell fiir prolate oder oblate
Ellipsoide interpretiert werden. In einem prolaten Ellipsoid ist die besondere Achse linger
als die beiden anderen gleichen Achsen (a > b = ¢). Prolate Ellipsoide sind entlang der
Symmetrieachse verlangert. In einem oblaten Ellipsoid ist die besondere Achse kiirzer als
die beiden anderen gleichen Achsen (a < b = ¢). Oblate Ellipsoide sind wie abgeflachte Ku-
geln geformt. Wegen den beiden gleichen Achsen in prolaten und oblaten Ellipsoiden kann
ihr Bewegungsverhalten mit zwei Diffusionskoeffizienten beschrieben werden. Die Rotation
um die besondere Achse wird D) genannt und die Rotation um eine der beiden anderen
gleichen Achsen wird mit D bezeichnet. Im allgemeinen erwartet man D) > D, , weil die
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Drehung um die besondere Achse mit weniger Umplazierung von Solvensmolekiilen als die
Drehung um die beiden anderen Achsen verbunden ist.

Das Anisotropieabklingverhalten von nichtsphérischen Molekiilen wird iiblicherweise be-
schrieben nach Modellen fiir prolate oder oblate Ellipsoide. Das Absorptions- und Emis-
sionsdipolmoment eines Fluorophors kann eine beliebige Richtung relativ zur Hauptachse
a und zu den Nebenachsen b haben, siche Abbildung 1.12. Das Anisotropieabklinggesetz
fiir prolate oder oblate Ellipsoide kann bis zu drei Rotationskorrelationszeiten zeigen, die
Funktionen der beiden Rotationsdiffusionskoeffizienten (D) und D ) sind. Die Amplituden
des Anisotropieabklinggesetzes hiingen von der Orientierung der Ubergangsdipolmomente
ab.

— QﬁD” =
A E
Ba | By
b
D
a
N D_L

Abbildung 1.12: Absorptionsdipolmoment Z und Emissi-

onsdipolmoment E eines Fluorophors innerhalb eines prola-
ten Ellipsoids

Diese Theorie anzuwenden setzt voraus, dafl der Ellipsoid starr ist und daf keine unab-
hingige Bewegung des Fluorophors innerhalb des Ellipsoids stattfindet. Der Fluorophor
darf sich nur innerhalb eines Ellipsoids aufhalten. Wichtig ist ferner, daf§ die Probe in
den Ellipsoiden keine Di- oder Oligomere bildet, die unterschiedliche Fluoreszenzeigen-
schaften wie die Abklingdauer aufweisen. Deswegen mufl darauf geachtet werden, dafl das
Abklingverhalten einfach exponentiell ist und einer einzigen Spezies zugeordnet werden
kann, deren Rotationsverhalten modelliert werden soll. Fiir prolate oder oblate Ellipsoide
erwartet man im Anisotropieabklinggesetz drei Rotationskorrelationszeiten

r(t) = r1exp(—t/01) + roexp(—t/02) + r3exp(—t/03). (1.62)
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Die Amplituden fiir jede Korrelationszeit hingen ab von den Winkeln, die das Absorp-
tionsdipolmoment und das Emissionsdipolmoment mit der Symmetrieachse einschlieffen.
Benutzt man die Notation, die in Abbildung 1.12 gezeigt ist, sind diese Amplituden

r1 = 0.3s8in 2064 sin 26 cos & (1.63)
o = 0.3sin? B4 sin? Bg cos 2¢ (1.64)
r3 = 0.1(3cos? B4 — 1)(3cos® B — 1). (1.65)

Die Fundamentalanisotropie ist gegeben durch
ro =714 19 + 13 = 0.2(3cos? B — 1). (1.66)

Dabei ist 8 der Winkel zwischen dem Absorptions- und Emissionsdipolmoment und &
ist der Winkel, den die Projektionen der beiden Dipolmomente in der Ebene senkrecht
zur Symmetrieachse einschlieffen. Die drei Rotationskorrelationszeiten sind durch die zwei
Rotationsdiffusionskoeffizienten bestimmt

61 = (D) +5DL)"" (1.67)
02 = (4D +2D1)"" (1.68)
03 = (6DL)" 1. (1.69)
D) und D, lassen sich fiir prolate und oblate Ellipsoide berechnen. Sie ergeben sich zu
Dy 3p(p—S
Di_ 3olo=5) (1.70)
D 2(p*—1)

und ) g

D 3pl(2p7 —1)5 —

D 2(pt —1)
Dabei ist D = (665)~! der Rotationsdiffusionskoeffizient einer Kugel mit Aquivalentem
Volumen und p = a/b ist das Verhiiltnis der Achsenléingen. Der Wert fiir p ist grofler als
eins fiir einen prolaten Ellipsoid und kleiner als eins fiir einen oblaten Ellipsoid. Der Wert

von S hiangt vom Typ des Ellipsoid ab:
S =(p>=1)"Y2[p+ (p* + 1)/ p>1 (1.72)
S = (1—p?)~2arctan[(1 — p?)'/?/p] p<1 (1.73)

Mit diesen Gleichungen wurden die Rotationskorrelationszeiten fiir einen prolaten Ellip-
soid mit den Parametern Molekiilgewicht 10000 g/mol, Hydratation 0.2 ml/g, spezifisches
Volumen 0.75 ml/g, Viskositidt der Losung 1 c¢P bei unterschiedlichem Verhéltnis der Ach-
senldngen vorausberechnet. Es ist wichtig zu sehen, dal man nicht direkt die Rotationsdif-
fusionskoeffizienten mifit, sondern die Rotationskorrelationszeiten, die Funktionen dieser
Diffusionskoeffizienten sind. Abbildung 1.13 zeigt, daf} die Rotationskorrelationszeiten mit
groBer werdenden Achsenldngenverhaltnissen ansteigen. Bei prolaten Ellipsoiden wachsen
zwei der drei Korrelationszeiten (7 und 63) mit grofer werdendem Achsenverhéltnis an,
wéhrend die dritte Korrelationszeit (62) relativ unabhéngig vom Achsenverhéltnis ist. Ei-
ne der Korrelationszeiten (63) steigt mit wachsendem Achsenverhéltnis progressiv an. Die
anderen beiden Korrelationszeiten (6; und 63) erreichen bei groflen Achsenverhiltnissen
jeweils einen Grenzwert.
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Abbildung 1.13: Rotationskorrelationszeiten fiir einen prolaten Ellip-
soid (Molekiilgewicht 10000 g/mol, Hydratation 0.2 ml/g, spezifisches
Volumen 0.75 ml/g, Viskositit der Losung 1 ¢P) bei unterschiedlichen
Verhéltnissen der Achsenléngen p

1.5.18 Besondere Anordnung des Fluorophors innerhalb eines Rotati-
onsellipsoids

Nimmt man an, dafy die Absorptions- und Emissionsiibergangsdipolmomente entlang einer
Achse eines Rotationsellipsoids ausgerichtet sind, so ergeben sich einfachere Anisotropie-
abklingverhalten.

D” D,
r r

ZiN

CD, CD,

M-

Abbildung 1.14: Ausrichtung des Absorptions- und Emis-
sionsiibergangsdipolmoments eines Fluorophors entlang ei-
ner Halbachse eines prolaten Rotationsellipsoids

Falls beide Ubergangsdipolmomente entlang der langen Achse eines prolaten Ellipsoids
ausgerichtet sind, wie in Abbildung 1.14 auf der linken Seite, sind die Amplituden r; und
ro null und r3 ergibt sich zu 0.4. Das Anisotropieabklinggesetz ist in diesem Fall

r(t) = 0.4exp(—6D, t) (1.74)
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mit der Rotationskorrelationszeit §3 = (6D )~!. Die Rotation der Fluorophorprobe ent-
lang der langen Achse, die durch D) beschrieben wird, veréndert nicht die kollinearen
Ubergangsdipolmomente und erniedrigt somit nicht die Anisotropie. Nur die Rotation, die
die Ubergangsdipolmomente rotieren 1t (D)) ergibt Depolarisation.

Falls die Ubergangsdipolmomente senkrecht zur langen Achse des prolaten Ellipsoids aus-
gerichtet sind, siehe Abbildung 1.14 auf der rechten Seite, ergeben sich zwei Rotationskor-
relationszeiten. In diesem Fall ist das Anisotropieabklingverhalten schneller als im ersten
Fall, weil die schnellere Rotation entlang der langen Achse nun die Ubergangsdipolmo-
mente rotieren la3t. Das Anisotropieabklinggesetz ergibt sich hier zu

7(t) = 0.3exp(—4D)t — 2D t) + 0.1exp(—6D_t) (1.75)

Die Theorie fiir die Rotation von Ellipsoiden trifft nur fiir die ,,Stick® Rotationsdiffusion zu.
Dies ist Rotationsdiffusion, bei der die ersten Solvenslagen mit dem rotierenden Molekiil
mitrotieren, so dafl die Rotation durch die Viskositidt des Losungsmittels mitbestimmt
wird. Makromolekiile in polaren Losungsmitteln werden gut durch die ,,Stick® Diffusion
beschrieben.



Kapitel 2

Apparativer Teil

2.1 Der Aufbau der Messapparatur

Den Gesamtaufbau des Meflinstrumentes zeigt schematisch Abbildung 2.1. Das Instrument
besteht aus einem isoperibolen Titrationskalorimeter und aus einem FD-Fluorimeter. Der
dahinterliegende Gedanke beim Aufbau war, eine Tensidlosung gleichzeitig durch zwei
Mefimethoden charakterisieren zu kénnen. Zum einen soll kalorimetrisch das Verhalten
von Tensidlosungen in der Ndhe des CMC-Bereiches studiert werden wie dies bereits mit
einem sehr empfindlichen isothermalen Titrationskalorimeter in den Arbeiten von Bland-
amer et al. [28] [29] [30] [31] [32] geschehen ist. Das entwickelte Titrationskalorimeter
gleicht weitestgehend dem von Wachter beschriebenen Kalorimeter [33]. Es unterscheidet
sich vom Wachterschen Kalorimeter lediglich in der Verkleinerung des Mef3gefiafles und der
Vergroflerung des Thermostatenbades. Die VergroBerung des Thermostatenbades auf das
zweieinhalbfache Volumen wirkt sich in einer Verbesserung der Temperaturkonstanz der
Umgebung und damit insgesamt in einer Verbesserung der Temperaturauflosung des Ka-
lorimeters aus. Die Verkleinerung des Mef3gefiafes ist vor allem notwendig, um mit kleinen
Volumina arbeiten zu kénnen und um die kleinen Warmeténungen, wie sie beim Verdiinnen
von Tensidlésungen unter ihre kritische Mizellbildungskonzentration auftreten, schnell und
genau detektieren zu konnen. Wegen der geringeren Empfindlichkeit dieses isoperibolen
Titrationskalorimeters verglichen mit isothermalen Titrationskalorimetern sollen Tenside
vermessen werden, die hohe CMC-Werte (iiber 0.01 mol/1) besitzen. Die Arbeiten auf dem
Gebiet der Kalorimetrie blieben auf den Aufbau des Mefigeréts, der Bestimmung des aus-
gestolenen Volumens der eingesetzten Prizisionsspritzen, sowie der Kalibrierung des als
Temperaturfiithler eingesetzten Thermistors beschrinkt. Eine elektrische bzw. chemische
Kalibrierung des Kalorimeters zur Bestimmung seiner Warmekapazitét, sowie Messungen
der Verdiinnungswérme von konzentrierten Tensidlésungen unterblieben.

Die Mizellen in einer Tensidlésung sollen in ihrer Grofle und Gestalt beschrieben werden
durch eine fluorimetrische Methode. Dies soll mit Hilfe einer fiir Mizellen mafigeschneider-
ten Fluorophorprobe geschehen, deren Anisotropieabklingverhalten studiert wird. Es soll
so eine neue Methode geschaffen werden, die es erlaubt, einfacher, schneller und kosten-
giinstiger als mit Neutronenstreuexperimenten vergleichbare Meflergebnisse zu erzielen.
Zunéchst soll die Methode an Tensidsystemen erprobt werden, deren Aggregationszahl
und Mizellhalbachsen bereits publiziert sind, um Ergebnisse vergleichen zu kénnen.

33



34

KAPITEL 2. APPARATIVER TEIL

=

U L]

28

27
26
E 25
1 24
LT
23
30| |
o S 4
1 3 5
20
10 9 6
7
14 8
11 [ 18] =
L L1
12 13 15 17
Abbildung 2.1: schematische Skizze der Messapparatur
1 Diodenlaser 11 Photomultiplier 21 Thermistor
2 Strahlteilerspiegel 12 zwei Sinusgeneratoren 22 Kalibrierheizer
3 Polarisationsprisma 13 Verstarker 23 Prézisionsstromquelle
4 Vakuumdichtfenster 14 Power Splitter 24 Wheatstonebriicke
5 Photodiode 15 Verstiarker / Filter 25 Spannungsverstérker
6 Interferenzfilter 16 Messkarte 26 AD-Wandler
7 Folienpolarisationsfilter 17 Computer 27 Schrittmotorsteuerung
8 Linse 18 Multiplexer 28 Stromversorgung
9 Fluoreszenzkiivette 19 Glasmessgefiafl 29 Prézisionsspritzen
10 Photomultiplier 20 Vakuumkammer 30 Edelstahlrohrchen
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2.2 Das Frequency-Domain Fluorimeter

2.2.1 Sein Aufbau

Die Lichtquelle des Fluorimeters ist ein roter Diodenlaser, der Licht von 655 nm Wellen-
linge abstrahlt. Seine Besonderheit ist, da3 er modulierbar ist, was bedeutet, daf3 seine
abgestrahlte Lichtintensitdt zeitlich verdnderbar ist durch ein eingespeistes elektrisches
hochfrequentes Signal. Auf diese Weise 148t sich die Lichtintensitdt sinusférmig bis zu
100 MHz modulieren. Das Anregungslicht wird durch einen Strahlteilerspiegel zu ca. 10
% rechtwinklig zum Hauptlichtstrahlengang ausgekoppelt und auf eine Kiivette gelenkt,
die mit verdiinnter Streulosung (kolloidal suspendiertes Silikagel) gefiillt ist. Wiederum
rechtwinklig zu diesem Referenzlichtstrahlengang ist ein Photomultiplier angeordnet, der
dieses Streulicht detektiert. Das Anregungslicht wird durch ein Glan-Thompson Prisma,
das schrittmotorgesteuert drehbar ist, entweder horizontal oder vertikal polarisiert. Da-
nach regt es im Probenraum eine Fluorophorprobe an, die in einer mizellaren Lésung
gelost sich in einem zylinderformigen Glasgefdafi befindet. Das Fluoreszenzlicht wird im
rechten Winkel zum Anregunglicht detektiert. Zunéichst wird es durch eine Linse, deren
Abstand vom Ort der Emission seiner Brennweite entspricht, parallelisiert. Dann passiert
es einen Interferenzfilter, der eine Anregungslichttransmission von 10~% aufweist. Ein Fo-
lienpolfilter, der sich schrittmotorgesteuert drehen 148t, trennt das Fluoreszenzlicht nach
horizontal und vertikal polarisierter Komponente auf, bevor es durch eine zweite Linse
auf das Auge des Probenphotomultipliers fokussiert wird. Den fluorimetrischen Teil des
Mefinstrumentes zeigt Abbildung 2.2.

Strahiteil Proben-
Diodenlaser ;?)iegeéler- kammer
655 nm
o O Q OPhotodiode
Polffilter,
KL_]vette schrittmotor- <] Linse 1
Frequenz- mit Streu-  gesteuert
generator oT Loslng I Interferenzfilter
F > Polfilter, schrittmotor-
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Abbildung 2.2: schematische Skizze des fluorimetrischen Teils der Messapparatur
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2.2.2 Das Prinzip der Kreuzkorrelationsdetektion

Kreuzkorrelationsdetektion ist eine grundlegende Eigenschaft von FD-Messungen. Die
Idee ist, eine bestimmte Versorgungsspannung der beiden Photomultiplier mit einem Fre-
quenzoffset 0F zur Lichtmodulationsfrequenz F zu modulieren. Das Ergebnis ist ein nie-
derfrequentes Signal am Photomultiplierausgang mit der Frequenz JF, die die Phasen-
und Amplitudeninformation beinhaltet. Der Phasenshift und die Modulation sind so als
ob man sie bei hoher Frequenz beobachtet hitte. Das niederfrequente Signal wird in einer
AD-Wandlerkarte digitalisiert und nach Phase und Amplitude ausgewertet. Die Modula-
tion des Lichtes oder der Versorgungsspannung des Photomultipliers braucht kein reines
Sinussignal sein, es geniigt schon, dafl es eine regelméfig wiederholte Signalform ist. Nach
Kreuzkorrelation beobachtet man ein Signal, das perfekt sinoidal ist.

Dies kann anhand folgender Uberlegung nachvollzogen werden. Zunichst wird die Fluo-
rophorprobe mit einem hochfrequenten intensitdtsmodulierten Lichtsignal angeregt. Die
Fluoreszenzantwort stellt daraufhin ebenfalls eine hochfrequente zeitabhéngige Intensitét
dar:

I(t) = Ip[1 + m cos(wt + ¢)] (2.1)

Dieses Signal wird mit einem hochfrequenten sinusférmigen Signal G(t), mit der der De-
tektor moduliert wird, multipliziert:

G(t) = Go[l + m.cos(wet + ¢c)] (2.2)

G ist dabei der Mittelwert der Funktion, m., w. und ¢, sind die Modulation, die Frequenz
und die Phase des Kreuzkorrelationssignals. Multiplikation der Gleichungen 2.1 und 2.2
ergibt nun:

S(t) = InGo[1 +m cos(wt + @) + me cos(wet + @) +mme cos(wt + ¢) - cos(wet + )] (2.3)

Der letzte Term entspricht

mme

[cos(Awt + A¢) + cos(wet + wt + ¢ + ¢¢)] (2.4)

Dabei bedeutet Aw = w, —w und A¢ = ¢. — ¢. Die Frequenzen w. und w unterscheiden
sich nur um einen kleinen Betrag, deswegen ist ihre Summe ungefihr gleich 2 w. Daher
enthélt Gleichung 2.3 einen konstanten Term und Terme mit den Frequenzen w, w., w +
we =2 2 w und Aw. Der Aw Term beinhaltet die Phasen- und Modulationsinformation.
Der konstante Term und die Terme mit den Frequenzen w, w., w + w. = 2 w tragen
zur mittleren Intensitéit des gemessenen Signales bei und der Term mit der Frequenz Aw
bestimmt die Phase und Amplitude der niederfrequenten modulierten Emission.

2.2.3 Die beiden Frequenzsynthesizer

Man braucht fiir kreuzkorrelierte Detektion zwei Frequenzen, die synchronisiert sind, sich
aber um eine kleine Differenzfrequenz JF unterscheiden. Die Kreuzkorrelationsfrequenz
0F kann beliebige Werte annehmen, sie wird aber meist zwischen 10 und 100 Hz gewé&hlt.
Bei diesem beschriebenen Fluorimeter liegt sie bei 40 Hz. Die beiden Frequenzgeneratoren
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sollen Frequenzen bis 100 MHz liefern, mit einer Auflosung von 0.1 oder 1 Hz. Benutzt
man eine hohere Kreuzkorrelationsfrequenz als 100 Hz, so sind die Anforderungen an die
Generatoren niedriger. In der vorliegenden Apparatur ist dies nicht notig, da die Fre-
quenzgeneratoren nach Literaturstelle [11] von bester Qualitit sind. Die Synchronisation
der beiden Frequenzen erreicht man dadurch, dafl beide Generatoren am selben Frequenz-
standard ihre Frequenzen generieren. Diese Anordnung bezeichnet man als phase-locked.

2.2.4 Die beiden Lichtdetektoren

Die Detektoren fiir FD-Messungen sind Photomultiplier, die modulierbar sind. Photomulti-
plier bestehen aus einer Photokathode, der sich eine Kette von Dynoden anschliefft. Durch
diese Anordnung sind Photomultiplier sehr empfindliche Lichtdetektoren. Die Kreuzkorre-
lation wird dadurch erreicht, dafl ein RF-Signal an einer Dynode eingespeist wird. Dabei
reichen bereits wenige Volt des eingespeisten Signals aus, um eine fast 100 %ige Modula-
tion des ausgehenden Signals zu erreichen. In diesem Fluorimeter lassen sich die beiden
Photomultiplier von 1 bis 400 MHz modulieren.

2.2.5 Digitalisierung des Photomultipliersignals

Photomultiplier sind schwache Stromquellen und um ihr Signal zu digitalisieren, muf3 zu-
néchst ein Strom-Spannungswandler und ein Spannungsverstiarker vor die Meflkarte ge-
schaltet werden. Dieses Signal wird durch ein einfaches low-pass Filter gefiltert. Die bei-
den niederfrequenten Spannungssignale aus Proben- und Referenzphotomultiplier werden
nun an zwei Eingéinge einer 16 bit Analog-Digitalwandlerkarte gelegt. Dort werden sie mit
einer Abtastrate von 4kByte/s digitalisiert. Dabei werden die Signale in beiden Kanilen
abwechselnd digitalisiert und der Zeitpunkt jedes einzelnen Mefiwertes festgehalten. So
kann der Zeit-Spannungsverlauf der beiden Sinussignale gleichzeitig nebeneinander gemes-
sen werden.

2.2.6 Charakterisierung der digitalisierten Sinussignale

Um fiir eine Einzelmessung (Anfangs-)Phase, Amplitude und Offset fiir beide Sinussigna-
le zu erhalten, werden je 1000 Meflwerte und ihr genauer Meflzeitpunkt bestimmt. Mit
Hilfe einer Schétzroutine werden Startwerte fiir einen Levenberg-Marquardt Algorithmus
bestimmt, welcher dann die gewiinschten Phasen-, Amplituden-, und Offsetwerte liefert.
Wird eine vorgegebene maximale Iterationsschrittzahl fiir diesen Algorithmus {iberschrit-
ten, so wird das Ergebnis verworfen. Auf diese Weise wird bei 100 Einzelmessungen die
Standardabweichung der Phasendifferenz zwischen parallel gemessenen Proben- und Re-
ferenzsinussignalen typischerweise kleiner als 0.2° und die ihrer Amplituden kleiner 0.5

%.

2.2.7 Die Gesamtmessung

Eine Gesamtmessung umfafit je 100 Einzelmessungen bei horizontaler und vertikaler Emis-
sionspolfilterstellung fiir 20 logarithmisch dquidistante MeBfrequenzen im Bereich von 3
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bis 31 MHz. Dies entspricht 4000 Einzelmessungen. Eine solche Messung dauert ca. 1 Stun-
de. Zunichst werden die Mittelwerte von Phasendifferenz und Amplitude bei horizontaler
und bei vertikaler Polfilterstellung und ihre Standardabweichungen bestimmt. Aus diesen
Mefiwerten wird die Modulation und die Phase ermittelt. Die Modulation ergibt sich aus
dem Verhiltnis des Mittelwerts der Amplitude bei vertikaler Polfilterstellung zum Mittel-
wert der Amplitude bei horizontaler Stellung. Die Phase ermittelt sich aus der Differenz
zwischen der mittleren Phasendifferenz bei horizontaler Polfilterstellung und der mittle-
ren Phasendifferenz bei vertikaler Stellung. Die entsprechenden Standardabweichungen der
Modulation und der Phase werden nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz ermittelt. Als Er-
gebnis einer Messung erhélt man eine Tabelle, in deren erste Spalte die Meflfrequenz in
MHz eingetragen ist, in die zweite Spalte die Phase in Grad, die dritte die Modulation
und in die vierte und fiinfte die jeweiligen Standardabweichungen.

2.2.8 Die Auswertung der Mefidaten

In einem Auswerteprogramm mit dem Namen DIFANL wird diese Tabelle eingelesen.
Zunichst wird man gefragt, mit wieviel Rotationskorrelationszeiten man die Mefldaten
auswerten mochte. Man gibt zusétzlich die Parameter Abklingdauer, Fundamentalaniso-
tropie und Schitzwerte fiir die Rotationskorrelationszeiten mit ihrer Gewichtung vor und
hat die Moglichkeit, diese Parameter wahlweise frei gleiten oder festhalten zu lassen. Als
Ergebnis erhilt man einen Fit dieser Parameter unter Angabe einer Grofle, die die Giite
des Fits beschreibt. Neben der Angabe der gefitteten Parameter erhdlt man einen gra-
phischen Ausdruck, der die Abweichungen der einzelnen Mefpunkte von einer Fitkurve
angibt.

2.2.9 Justierung des Fluorimeters
2.2.9.1 Justierung der Polfilter

Fiir genaue Messungen der Fluoreszenzanisotropie ist es erforderlich, dafl die Polfilter ge-
nau in der vertikalen oder horizontalen Position ausgerichtet sind. Die genaue horizontale
bzw. vertikale Ausrichtung beider Polfilter kann mit Hilfe einer verdiinnten kolloidalen
Silikagellésung vorgenommen werden. Da Streulicht zu 100 % polarisiert ist, wiirde sich
ein Anisotropiewert von r = 1.00 ergeben. Ublicherweise wird davon ausgegangen, dafl die
Justierung in Ordnung ist, falls sich ein Wert von r > 0.97 ergibt. Die Justierung wird so
vorgenommen, daf} zunéchst der Anregungspolfilter vertikal ausgerichtet wird. Dann wird
der Emissionspolfilter so ausgerichtet, dafl minimale Intensitét gemessen wird. Das ist dann
seine horizontale Ausrichtung. Die maximale Intensitdt bei vertikaler Ausrichtung ist we-
niger scharf definiert. Rotation des Emissionspolfilters ergibt nun maximale bzw. minimale
Intensitét bei vertikaler bzw. horizontaler Ausrichtung. Justierung des Anregungspolfilters
geschieht nun auf &hnliche Weise. Der Emissionspolfilter wird in die vertikale Position ge-
dreht. Maximale bzw. minimale Intensitét wird beobachtet, falls der Anregungspolfilter in
die vertikale bzw. horizontale Position gedreht wird.
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2.2.9.2 Bestimmung des G-Faktors

Der G-Faktor, der auch Geometriefaktor heifit, errechnet sich aus den unterschiedlichen
Durchléssigkeiten des Fluorimeters fiir horizontal und vertikal polarisiertes Emissionslicht.
Um diesen Faktor zu bestimmen, fiillt man eine ethanolische Losung von Kresylviolett Per-
chlorat in das Messgeféfl. Die Abklingdauer dieses Fluorophors ist mit 3.23 ns wesentlich
langer als seine Rotationskorrelationszeit von 280 ps. Damit emittiert dieser Fluorophor
unpolarisiertes Licht. Zunichst wird der Anregungspolfilter in die horizontale Position ge-
fahren und dann der Emissionspolfilter einmal in die vertikale und einmal in die horizontale
Position gefahren. Das Verhéltnis der gemessenen Lichtintensitédten bei den beiden Posi-
tionen ist der G-Faktor. Nimmt man an, G = 2.0, so bedeutet dies, dafl bei unpolarisiertem
Emissionslicht der Probe vertikal polarisiertes Licht mit der doppelten Intensitit des hori-
zontal polarisierten Lichtes am Photomultiplier ankommt. Da aber im Emissionslichtgang
mit einem Filter zur Abtrennung des Anregungslichtes gearbeitet wird und Filter generell
keinen Einflul auf die vertikale und horizontale Komponenten des Emissionslichtes haben,
erwartet man einen Wert von 1.0 fiir G, der auch gemessen wurde. Dieser Faktor soll
explizit bestimmt werden, da mdoglicherweise durch Drehung des Emissionspolfilters das
fokussierte Bild der Fluoreszenz seine Position éndern kénnte, und sich damit ein Einflufl
auf die effektiven Durchlassigkeiten ergibt.

2.2.10 Messungen von Fluoreszenzanisotropien nach der L-Format oder
Einkanalmethode

L-Format bedeutet, das das Fluorimeter nur einen Emissionsgang hat, der rechtwinklig
zum Anregungsgang angeordnet ist. Zunéchst nimmt man an, daf§ die Probe mit vertikal
polarisiertem Licht angeregt wird. Moglicherweise hat das Fluorimeter eine unterschied-
liche Durchléssigkeit fiir vertikal und horizontal polarisiertes Licht, die durch optische
Komponenten im Emissionslichtgang (Filter, Linse oder Monochromator) hervorgerufen
werden. Das bedeutet, dafl durch Drehen des Emissionspolfilters sich die gemessenen In-
tensitdten verdndern, wenn die Probe unpolarisiertes Licht emittiert. Die gemessenen In-
tensitdten sind dann nicht mehr die gewiinschten parallelen und senkrechten Intensitéten
(sieche Abbildung 2.3).

Das Ziel ist nun, die urspriinglichen Intensitédten I, und I;; zu messen, die nicht durch
das Detektionssystem verdndert wurden. Im folgenden benutzt man zwei Buchstaben H
und V, um anzudeuten, wie die Anregungspolfilter und Emissionspolfilter orientiert sind.
Zum Beispiel bedeutet Iy, dal der Anregungspolfilter horizontal und der Emissionspol-
filter vertikal ausgerichtet ist. Die Anordnung der Buchstaben zeigt also an, in welcher
Reihenfolge das Licht durch die beiden Polfilter durchlduft. Sy und Sy seien nun die
Durchléssigkeiten des Emissionskanals fiir vertikal und horizontal polarisiertes Emissions-
licht. Damit sind fiir vertikal polarisierte Anregung die beobachteten Intensitdten

Iyy = kSVIH (25)

Ivy = kSyl,. (2.6)

k ist dabei ein Proportionalititsfaktor, in den z.B. die Quantenausbeute des Fluorophors
und andere instrumentelle Einflulgréfen eingehen. Teilt man Gleichung (2.6) durch (2.5)
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Abbildung 2.3: Bestimmung des G-Faktors nach der Einkanalmethode

ergibt sich
I Sy 1 I
Vv _ vl ql (2.7)
Ivag  SulL I,
Um das gewiinschte Intensitétsverhiltnis (1) /11 ) zu errechnen, muf also erst ein G-Faktor
bestimmt werden, der das Verhéltnis der Durchléssigkeiten des Detektionssystems fiir ver-

tikal und horizontal polarisiertes Emissionslicht angibt.

“= 5

(2.8)

Der G-Faktor kann mit horizontal polarisiertem Anregungslicht bestimmt werden. Un-
ter dieser Bedingung sind die beiden horizontal und vertikal polarisierten Komponenten
der Emission gleich und proportional zu I, . Das liegt daran, dafl beide Emissionspolfil-
terstellungen senkrecht zum polarisierten Anregungslicht stehen. Daher miissen gemesse-
ne Unterschiede der polarisierten Komponenten der Emission auf die unterschiedlichen
Durchléssigkeiten fiir diese Komponenten zuriickzufithren sein. Es gilt also

Iny — Sv I Sy

e =Y Q. 2.9
Irg  Swl, Su (29)

Wenn der G-Faktor bekannt ist, kann das Verhéltnis |, /I, errechnet werden.

v 1 _ Iy (2.10)
Lyy G I, '
Die Anisotropie errechnet sich dann nach
I
/M) -1 nw-G-lyg oy =G (2.11)

B (I\\/IJ_)+2_IVV+2G'IVH B f‘v’—fl—i—Q-G
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2.2.11 Messungen der Rotationskorrelationszeit des Porphyrinmolekiils
in einer Mizelle

Das komplette Fluorimeter wird zwei Stunden vor der Messung eingeschaltet. Dabei miis-
sen den beiden Frequenzsynthesizern feste Frequenzwerte vorgegeben werden. Der Optik-
einsatz in der Vakuumkammer des Fluorimeters, der die Emissionssammellinse aufnimmt,
muf} auf seine korrekte Stellung iiberpriift werden. Das Meflgefafl soll ebenfalls minde-
stens 10 Minuten vor der Messung mit der zu messenden Losung befiillt werden und
der komplette Einsatz am Deckel des Thermostatenbeckens verschraubt werden. Einzelne
Testmessungen sollen bei der gréfiten zu erwartenden Sinusamplitude der Emission, also
bei der niedrigsten Mefifrequenz und vertikaler Stellung des Emissionspolfilters einen Kor-
relationskoeffizienten zu einem Sinus von grofler 0.7 ergeben. Dies ist notwendig, damit
ein Limit der Fitroutine nicht unterschritten wird. Die Messung selbst erfolgt durch se-
quentielles Anlegen von 20 logarithmisch dquidistanten Mefifrequenzen zwischen 3 und 31
MHz durch die Signalgeneratoren, wobei bei jeder Frequenz das Fluoreszenzsignal einmal
durch eine horizontale und anschliefend eine vertikale Polfilterstellung beobachtet wird.
Man berechnet bei jeder Frequenz die Phasendifferenz der beiden Signale sowie ihr Am-
plitudenverhiltnis, welches man auch als Modulation bezeichnet. Zu jeder Mefifrequenz
ermittelt man nun diese beiden Meflwerte, sowie ihre Standardabweichungen und tiber-
gibt sie formatiert an eine weitere Fitroutine. Diese bestimmt nun aus den Messdaten und
mittels bereits gemessener Abklingzeiten und Fundamentalanisotropie des Fluorophors die
wahrscheinlichsten Werte fiir die Rotationskorrelationszeit des Fluorophors in einer Mizel-
le.
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2.3 Das isoperibole Titrationskalorimeter

2.3.1 Uberlegungen beim Aufbau des Titrationskalorimeters

nach “Chapter 9: Instrumentation in Titration Calorimetry in: Thermometric Titrations*
[33]

Das charakteristische Merkmal eines isoperibolen Kalorimeters ist die konstante Umge-
bungstemperatur 6, die sich von der sich &ndernden Temperatur T des Kalorimetergefifies
unterscheidet. Das Kalorimetergefifl soll so gut wie moéglich thermisch vom Thermostaten-
bad isoliert sein. Dies erreicht man durch Anlegen eines Vakuums von 10~% mbar im un-
teren Kalorimeterbehélter. Die Gleichgewichtszeit, also die Zeitdauer, bis sich ein Tempe-
raturgleichgewichtszustand im Kalorimetergefafl ausbildet, sollte im Bereich von wenigen
Sekunden liegen.

Das Kalorimetergefifl und sein Inhalt tauschen kontinuierlich Warme und Stoffmenge mit
der Umgebung aus. Ein unkontrollierter Austausch von Materie kann durch Verdampfungs-
verlust auftreten und kann durch sorgfiltige Konstruktion des Kalorimeters eingeddammt
werden. Der Warmeaustausch zwischen dem Kalorimetergefafl mit Inhalt und seiner Umge-
bung wird durch das Newtonsche Abkiihlungsgesetz W4 = —xC(T — 0) mitberiicksichtigt.
Um diesen Wirmeaustausch klein zu halten, muf} eine kleine Abkiihlungskonstante £ und
eine kleine Temperaturdifferenz (T — ) angestrebt werden. Die Abkiihlungskonstante x
setzt sich additiv aus Beitrigen des Warmeaustausches durch Strahlung, Warmeleitung
und -konvektion zusammen. Bei einem Temperaturunterschied von einem Kelvin zwischen
Thermostatenbad und Kalorimeterinnengefafl bei einer mittleren Temperatur ergibt sich
ein Fehler in der Abkiihlungsleistung durch Strahlung von weniger als 0.01 %; der Wirme-
austausch durch Strahlung darf also vernachlissigt werden. Der Warmeaustausch durch
Wirmeleitung kann am besten durch Anlegen eines Vakuums zwischen Gefifl und Kalo-
rimeterinnenraum verhindert werden. Auf diese Weise wird der Wéarmeabflufl durch den
Glashals groBer als der, der iiber den gasformigen Ubertrag stattfindet. Es ist vor allem
die Luftkonvektion, die bei 10~3 Torr sprunghaft aufhort. Bei Driicken von 10~2 mbar ist
die Warmeleitung durch die Gasphase vernachlissigbar klein (siehe Dissertation Riederer
1981, S 39).

2.3.2 Die Temperaturmessungen

Die wichtigsten Eigenschaften, die von einem Temperatursensor erwartet werden, sind
hohe Empfindlichkeit, um kleine Temperaturdnderungen detektieren zu koénnen, Lang-
zeitstabilitdt und eine schnelle Antwort auf Temperaturverinderungen. Weitere wichtige
Eigenschaften sind Grofle und nétiges Instrumentarium fiir dessen Betrieb. Thermistoren
erfiillen diese Erwartungen in idealer Weise. Thermistoren sind kleine Halbleiterelemente,
die iiber einen groflen Widerstandsbereich erhéltlich sind und die einen grofien negativen
Temperaturkoeffizienten haben. Durch den geringen Strom, der wihrend einer Messung
durch sie fliefit, haben sie nur eine sehr kleine Figenaufheizung. So kann man sehr kleine
Temperaturdnderungen mit Hilfe einer Wheatstoneschen Briicke, in der ein hochohmi-
ger Thermistor (ca 10 k2 bei 25°C) in den MefBzweig eingebunden ist, messen. Die ge-
messene Briickenspannung 148t sich linearisieren, indem ein Festwiderstand parallel zum
Thermistor in den Mezweig geschaltet wird. Der Widerstand des Thermostatenbad- und
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Kalorimetergefafithermistors wird nun in regelméfligen zeitlichen Abstédnden bestimmt.
Im Mefzweig kann jeweils ein Thermistor gesteuert eingebunden werden. Die sich erge-
bende Briickenspannung wird iiber einen Spannungsverstérker verstirkt, mittels eines AD-
Wandlers digitalisiert und iiber eine serielle Schnittstelle ausgelesen. Diese Mef3vorrichtung
ist in Abbildung 2.4 veranschaulicht. Die ausgelesenen Widerstandswerte der Thermisto-
ren wurden mit der Temperaturanzeige eines geeichten Temperaturmefigeridts AXA Typ
F250 verglichen.

Keithley || AD-
150B [ Wandler || PC

Abbildung 2.4: Skizze des Temperaturmessvorrichtung

Bei einem fest eingestellten Arbeitswiderstand Ro an der Wheatstoneschen Briicke und bei
einer konstanten Verstiarkung der Briickenspannung ergibt sich bei beiden Thermistoren
in einem Temperaturintervall von 24.50 bis 26.00°C ein linearer Zusammenhang zwischen
Temperaturanzeige des AXA Mefgerdts und dem Widerstandswert des zum Meffiihler
des AXA Mef3gerits benachbarten Thermistors. Eine hohe Temperaturauflosung wird mit
Hilfe eines Spannungsverstirkers sichergestellt, der die Briickenspannung geniigend ver-
starkt einem AD-Wandler zufiihrt. Die kleinste messbare Temperaturauflosung betrigt
0.3 Millikelvin.

2.3.3 Der kalorimetrische Teil der Messapparatur

Den kalorimetrischen Teil der MeBapparatur zeigt Abbildung 2.5. Das Thermostatenbecken
mit 120 Liter Wasserinhalt wird durch eine Temperaturregelung bei 25.000°C Solltempera-
tur gehalten. Die Fluktuationen im Kurzzeitbereich liegen bei 4+ 0.8 mK, und im Langzeit-
bereich bei £+ 1.5 mK. Das Temperaturregelsystem des Beckens besteht aus einem Wir-
metauscher, der an den Hauswasserkiihlkreislauf angeschlossen ist und einer Heizschlange.
Die Heizung wird durch ein PID Steuergerédt mit Leistungsteil geregelt, das wiederum
durch einen Thermistor als Temperatursensor gesteuert wird. Das zylindrische Kalorime-
tergefal (kg) mit ca. 20 ml Inhalt besteht aus Duranglas. Der Kalorimeterbehélter, der
im Deckel des Thermostatenbeckens eingefaflt ist, besteht aus zwei Teilen: der untere Teil
(ukb), in dem Olpumpenvakuum angelegt werden kann, ist aus Edelstahl, der obere (okb)
aus Messing. Der Hals des Kalorimetergefifies (kg) wird mit einem Ring aus Perbunan
und einer Verschraubung (v) am Deckel (d) des unteren Kalorimeterbehélters (ukb) luft-
dicht befestigt. Zusétzlich ist das Kalorimetergefafl auf Hohe der Verschraubung mit dem
Deckel verklebt und damit in seiner Position fixiert. Das Kalorimetergefafl besitzt zwei
glaserne, mit Apiezon M Fett gefiillte und am Eingang verschlossene Schutzréhrchen, die
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Abbildung 2.5: Skizze des Titrationskalorimeters

von oben in die MeBlosung eintauchen. Das Fett dient zur besseren Warmeiibertragung.
In dem einen Rohrchen ist ein Kalibrierheizer (kh) und in dem anderen ein Thermistor (t)
untergebracht. Ein Riihrfischchen (r) im Kalorimetergefdl wird durch einen Elektromotor
(em), der sich unterhalb des Kalorimeterbehilters befindet, angetrieben. Drei Edelstahl-
rohrchen (er), durch die die Titranden zugefithrt werden, sind durch eine Teflonscheibe
(ts) und eine Verschraubung am oberen Ende des Kalorimetergeféfles fixiert. Der Deckel
(d) des unteren Kalorimeterbehilters, an dem das Kalorimetergefafi befestigt ist, wird
mit Hilfe eines O-Rings luftdicht an den unteren Kalorimeterbehilter angeflanscht. Die
Zuleitungen zum Heizer und Thermistor fithren luftdicht durch den Deckel und werden
oberhalb des Deckels iiber Messingrohren (mr) nach aulen zur Prizisionsstromquelle und
zur Wheatstoneschen Briicke geleitet. Die Messingréhren sind unten mit dem Deckel und
oben mit einer Plexiglasplatte (pp) verbunden. Die Plexiglasplatte wird am Deckel des
Thermostatenbeckens angeschraubt. Dadurch wird der Einsatz, bestehend aus Plexiglas-
platte, Messingrohren, Deckel und Kalorimetergefifl im Kalorimeterbehélter befestigt und
ein vakuumdichter Abschlufl des unteren Kalorimeterbehélters sichergestellt. Das Vakuum
kann {iber eine Zuleitung (z) durch eine Rotationsdiffusionspumpe angelegt werden. Al-
le zugefiihrten Losungen werden aus thermostatisierten Titrandvorratsflaschen angesaugt
und gelangen iiber Teflonkapillarschlduche und 2 Meter lange Edelstahlréhrchen in das
Messgefifl. Die Rohrchen verlaufen im Thermostatenbecken und dienen dem Temperatur-
angleich der Titranden an die Thermostatenbadtemperatur.
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2.3.4 Bestimmung des ausgestoflenen Volumens der Prizionsspritzen

Die Zugabe von Titrandlosungen erfolgt durch drei Prézisionsspritzen, die {iber umge-
pumptes Thermostatenbeckenwasser thermostatisiert werden. Deren Stempel wird mittels
Spindelhubantrieb von Schrittmotoren hoch- und niedergefahren. Um die Zugabe zu ka-
librieren, wurde fiir jede Spritze bei einer konstanten Drehzahl der Schrittmotore von
hundert Schritten pro Minute mehrmals die Masse an ausgestoflenem Wasser ausgewogen.
Uber die Dichte von Wasser wurde das ausgestoBene Volumen pro Schritt bestimmt.

Spritze Volumen / Schritt ¢ (Volumen / Schritt)

1 80.4803 nl 0.1866 nl
2 80.8601 nl 0.1225 nl
3 35.6970 nl 0.0448 nl

Tabelle 2.1: Bestimmung des ausgestoflenen
Volumens der drei Prézisionsspritzen

2.3.5 Elektrisches und Chemisches Kalibrieren des Titrationskalorime-
ters

2.3.5.1 Elektrische Kalibrierung

Die elektrische Kalibrierung des Kalorimeters erfolgt durch Zufiihren einer definierten
Wirmemenge iiber den Kalibrierheizer in das Kalorimetergefia$}, in dem sich eine bekannte
Masse an Wasser befindet. Auf diese Weise 1af3t sich bei bekannter Wirmekapazitit des
Wasserinhaltes die Wirmekapazitit des Gefifles ermitteln. Der Heizstrom und die Heiz-
dauer lassen sich iiber eine programmierbare Prézisionsstromquelle einstellen. Zunéchst
wird eine Vorperiode von 10 Minuten Lénge aufgezeichnet, dann wird ein konstanter Heiz-
strom zugefiihrt und schlieBlich eine Nachperiode von weiteren 10 Minuten aufgezeichnet.
Man verwendet als Heizdraht einen Widerstandsdraht mit einem kleinen Temperaturko-
effizienten. Die zugefiihrte Energie berechnet sich nach

AE iy, = RIPAt (2.12)

Der Widerstand des Heizdrahtes wurde zu 16.246 €2 bestimmt. Die resultierende Warmekapa-
zitdt Co(m) des Systems fiir die jeweilige Wassermasse ergibt sich zu

Eee T.
Co(m) = % (2.13)
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2.3.5.2 Chemische Kalibrierung

Zur chemischen Kalibrierung benutzt man die Reaktion einer Losung von 5 g/l Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan (THAM) mit einer 0.1 molaren Salzséurelosung [34]. Die
THAM-Loésung bereitet man folgendermafien: man moérsert THAM, erhitzt es, 148t lang-
sam abkiihlen, morsert und erhitzt es nochmals und 148t wiederum langsam abkiihlen,
danach legt man ein Olpumpenvakuum an und entfernt dadurch eventuell anhaftende Lo-
sungsmittelreste. Man 16st 5.00 g von diesem THAM in 1.00 Liter Wasser.

Die Losungsenthalpie in 0.1 mol/l HCI bei einer Konzentration von 5 g/l von amorphem
THAM betrégt nach NIST (-29770 + 32) J/mol.

Falls sowohl elektrische als auch chemische Kalibrierung innerhalb ihrer Fehlergrenzen
iibereinstimmen, lassen sich systematische Fehler ausschlieflen.

2.4 Bedienung des Steuerprogrammes Flu_kall

Nach Starten des Programmes lassen sich 7 Untermeniis auswihlen: Messkarte, Frequenz-
synthesizer, Stromquelle, Optik, Spritzen, Kalorimetrie und Messung. Zugehorig zu diesem
Programm sind eine Methodendatei, in der eine bestimmte Mefimethode festgelegt wird,
sowie eine Konfigurationsdatei, in der gerdtespezifische Eintragungen abgespeichert sind.
Beide Dateien sind editierbar und werden vom Hauptprogramm Flu_kall bei dessen Start
eingelesen. Fiir das Steuern und Auswerten des fluorimetrischen Teil der Meapparatur
sind die Meniipunkte Messkarte, Frequenzsynthesizer, Optik und Messung geschaffen wor-
den, fiir den kalorimetrischen Teil die Meniipunkte Stromquelle, Spritzen und Kalorimetrie.

2.4.1 Der Meniipunkt Frequenzsynthesizer

Im Menii Frequenzsynthesizer befinden sich folgende Statusinformationen aus der Konfigu-
rationsdatei: der Multiplexer hingt am PC-Port Com 1 und die beiden Frequenzsynthesizer
werden vom Multiplexerport Nr. 1 aus gesteuert. In diesem Menii lassen sich die beiden
Synthesizer durch 20 Knopfe zum Einstellen einer Meffrequenz, 10 Knépfe zum Einstellen
einer Sinusamplitude und 4 Knopfe zum Abfragen der aktuellen Frequenz und Amplitude
steuern. Das Programm steuert die beiden Synthesizer so, daf§ der erste die eingestellte
Meffrequenz und der zweite die um die Beatfrequenz von 40 Hz erhéhte MeBfrequenz lie-
fert. In der aktuellen Methoden-Datei sind 20 Meffrequenzen logarithmisch dquidistant
zwischen 3 und 31 MHz festgelegt.

2.4.2 Der Meniipunkt Optik

Im Menii Optik befinden sich folgende Statusinformationen aus der Konfigurationsdatei:
der Multiplexer hingt am PC-Port Com 1 und die Polfilterschrittmotore werden iiber den
Multiplexerport Nr. 3 gesteuert. Ferner ist die Anzahl der Schritte pro Minute, die die
beiden Polfilterschrittmotore ausfithren, festgelegt. Hier sind auch die Anzahl der Schritte
fiir horizontale und vertikale Ausrichtung der Polfilter im Anregungs- und Emissionsstrah-
lengang einsehbar. Fiir den Polfilterschrittmotor im Anregungsstrahlengang ergeben sich
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3 mogliche Positionen, die er anfahren kann: eine Endposition, die durch einen Perma-
nentmagneten, der iiber eine ortsfest plazierte Hall-Sonde streicht, festgelegt ist, sowie
eine horizontale und eine vertikale Polfilterstellung. Fiir den Schrittmotor im Emissions-
strahlengang kann eine zusétzliche Position angefahren werden, ndmlich die magic angle
Position, die 54.7° aus der Vertikalen ausgelenkt ist. Fiir alle Polfilterpositionen gilt, dafl
erst die Endposition angefahren werden muf}, bevor eine horizontale oder vertikale Position
neu eingenommen werden kann. Dariiber hinaus gibt es 3 Stop-Knopfe zum sofortigen Stop
einzelner oder aller Polfilterschrittmotore. Fiir eine Messung muf3 der Polfilterschrittmotor
im Anregungsstrahlengang in die vertikale Position gefahren werden.

2.4.3 Der Meniipunkt Messkarte

Im Meniipunkt Messkarte kann fiir Testzwecke eine Einzelmessung mit je 1000 Meipunk-
ten aus 2 Kanélen durchgefiihrt werden. In diese beiden Kan#le werden die Ausgéinge von
Proben- und Referenzphotomultiplier eingespeist. Durch Driicken des Fitten-Knopfes wer-
den zwei Sinuskurven an die jeweils 1000 MeBpunkte angefittet und zwei Korrelationsko-
effizienten, zwei Amplituden und Offsets sowie der Phasenunterschied in Grad angegeben.
Zunéchst ist iiber den Zieldatei-Knopf eine Zieldatei anzugeben, in der die Meflergebnisse
abgespeichert werden sollen. Durch Driicken eines Schiebeknopfes werden 100 dieser Ein-
zelmessungen gemacht. Nachdem diese 100 Messungen durchgefithrt worden sind, 6ffnet
sich durch Driicken des ShowFitResults-Knopfes ein Fenster mit der Bezeichnung gefit-
tete Sinusergebnisse, das die Ergebnisse jeder Einzelmessung sowie die Mittelwerte von
Phasendifferenz, Amplitude, Standardabweichung der Phasendifferenz und der Amplitude
enthélt. Durch Anklicken dieses Fensters sind die Ergebnisse der zuletzt erfolgten Messung
einsehbar. Dieses Fenster enthilt auch einen Knopf Statistik — Auswertung, der die Mit-
telwerte und die dazugehorigen Standardabweichungen in eine Mefltabelle im Untermenii
Messung iibernimmt. Fiir jede der 20 Mefifrequenzen werden nun nacheinander Mefwerte
fiir horizontale und vertikale Emissionspolfilterstellung ermittelt und in diese Mefitabelle
eingetragen.

2.4.4 Der Meniipunkt Messung

Im Meniipunkt Messung werden mit Hilfe der eben beschriebenen Mefitabelle Phasendif-
ferenz, Amplitudenverhéltnis und ihre Standardabweichungen zwischen horizontaler und
vertikaler Polfilterstellung bei jeder Mefifrequenz automatisch bestimmt. Ein Knopf ,,Starte
externe Auswertung” startet dann einen Editor, in dem alle Meflergebnisse nach Mef3fre-
quenzen geordnet aufgefithrt werden. Die entsprechende Datei 148t sich dann mit dem CFS-
Shell Programm und dem Unterprogramm DIFANL auswerten, um die wahrscheinlichsten
Werte fiir Abklingdauer, Rotationskorrelationszeiten und Anisotropien zu bestimmen.

2.4.5 Der Meniipunkt Stromquelle

Im Meniipunkt Stromquelle gibt man die Warmemenge, die dem Kalorimeterinnengefif3
iiber den Kalibrierheizer zugefiihrt werden soll und den Strom vor. Das Programm berech-
net die Aufheizdauer und nach Driicken des Knopfes Aufheizen wird die entsprechende
Wiérmemenge zugefiihrt.
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2.4.6 Der Meniipunkt Spritzen

Im Meniipunkt Spritzen sind Statusinformationen einsehbar, die den PC-Port, an dem der
Multiplexer hiangt, sowie den Multiplexerport angeben, iiber den die Spritzenschrittmoto-
re gesteuert werden. Ebenso sind hier die maximale Anzahl von Schritten pro Minute der
Spritzenschrittmotore festgelegt, wie auch das Totvolumen in den Kapillarzuleitungen und
das maximale Einspritzvolumen der Spritzen. Mit Hilfe von Kn6pfen lassen sich die drei
Spritzenstempel nach oben oder nach unten fahren. Durch Angabe eines einzuspritzenden
Volumens fiir jede der drei Spritzen wird eben dieses Volumen in das Kalorimeterinnenge-
fafl eingespritzt.

2.4.7 Der Meniipunkt Kalorimetrie

Im Meniipunkt Kalorimetrie kann festgelegt werden, mit welcher Abtastrate der AD-
Wandler, der die Temperaturinformationen liefert, ausgelesen werden soll. Diese Tempera-
tur / Zeitdaten werden grafisch angezeigt und kénnen nach Angabe einer Zieldatei abge-
speichert werden.



Kapitel 3

Experimentelles

3.1 Synthese einer Mizellprobe

Schmelzpunkte von 2-Methylpyridin-5-sulfonsédure, 1,2-Dimethylpyridin-1-ium-5-sulfonat
und 1-(1-Methylpyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-buta-1,3-dien wurden auf einem
DTA-Geriit Linseis L62 gemessen, alle anderen Schmelzpunkte auf einer Biichi 510 Schmelz-
punktapparatur. Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert angegeben.

3.1.1 Sulfonieren von 2-Methylpyridin mit rauchender Schwefelsidure

nach S.M. McElvain und M.A. Goese JACS 65, 2233-2236 (1943) [35]

AN rauchende Schwefelsaure AN SO,H
| = HgSO | =
9
H.,C N 4 H.,C N
® 210 °C 3
CeH7N (93.13) Ce¢H7NO3S (173.19)

Abbildung 3.1: Sulfonieren von 2-Methylpyridin

Durchfithrung der Reaktion

Man legt 150 g eiskalte rauchende Schwefelsdure (65% SOs, 1.22 mol SO3) und 1.5 g
Quecksilber-II-sulfat (M = 296.65 g/mol, 5 mmol) vor und tropft mittels Tropftrichter
durch einen RiickfluBlkiihler langsam {iber einen Zeitraum von 20 Minuten 46.5 g frisch de-
stilliertes 2-Methylpyridin (0.5 mol) zu. Mit einem Silikondlbad wird nun 24 Stunden auf
210°C erhitzt. Entweichendes Schwefeltrioxidgas wird in einer mit konzentrierter Schwe-
felsdure gefiillten Waschflasche aufgefangen.

49
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Isolierung und Reinigung

Abweichend von der Vorschrift giet man auf ca 1.5 1 zerstossenes Eis in einem 5 1 Er-
lenmeyerkolben. Nach dem Schmelzen des Eises filtert man vom Quecksilbersulfat ab.
Dann wird bis nahe zum Sieden erhitzt und solange Calciumcarbonat zugeben, bis keine
COqg-Entwicklung mehr eintritt. Gefilltes Calciumsulfat wird mehrmals iiber eine Frit-
te abfiltriert und mit Wasser nachgewaschen. Zum Fillen des gelosten Quecksilbersulfats
setzt man eine Spatelspitze Natriumsulfid zu und filtert nach dem Abkiihlen durch einen
Faltenfilter. Das Filtrat wird eingedampft, bis sich Kristalle bilden. Man nimmt in wenig
Wasser auf, filtriert ab und dampft wiederum ein. Nun wird mit 500 ml Isopropanol ver-
setzt, 2 Stunden geriihrt und abgesaugt. Man nimmt nochmal in 100 ml Wasser auf, filtert
und dampft wiederum ein. Das Produkt wird in 400 ml Isopropanol 3 Stunden refluxiert,
danach abgesaugt und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 35.50 g sandfarbene Kristalle (173.19 g/mol, 206 mmol, 41.2 %, Lit.: 60 %).
Schmelzpunkt: 383 - 386°C (Lit.: 338 - 341°C).

NMR: 2-Methylpyridin-5-sulfonsdure in DO

’ Proton ‘ Shift (ppm) ‘ J (Hz) ‘ Kopplungen ‘ Anzahl ‘
H-6 8.63 2.38, 0.91 H-6 H-4, H-6 H-3 1
H-4 7.95 8.22, 2.38 H-4 H-3, H-4 H-6 1
H-3 7.31 8.22, 0.90, 0.45 | H-3 H-4, H-3 1-6, H-3 CH; 1
CH; 2.44 3

Tabelle 3.1: NMR-Daten von 2-Methylpyridin-5-sulfonséure in D2O

3.1.2 Methylierung von 2-Methylpyridin-5-sulfonsiure

X SO,H CH,| N SO,
| — | . HI
— /
H,C N H,C 'TH
CH,
CgH7NO3S (173.19) C7HoNO3S (187.22)

Abbildung 3.2: Methylierung von 2-Methylpyridin-5-sulfonsédure

Durchfiihrung der Reaktion

Zu 27.00 g 2-Methylpyridin-5-sulfonséure (173.19 g/mol, 156 mmol) gibt man 12 ml Jod-
methan (2.28 g/ml, 141.94 g/mol, 0.19 mol) und 200 ml o-Dichlorbenzol und hilt die
Mischung 20 Stunden bei 120°C.

Isolierung und Reinigung

Das Produkt wird iiber eine grosse Fritte abgesaugt und gut mit Chloroform gewaschen.
Zum Trocknen gibt man ins OIpumpenvakuum.

Ausbeute: 26.06 g beigefarbene Kristalle (187.22 g/mol, 139 mmol, 88.7 %).
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Schmelzpunkt: 349 - 351°C.
NMR: 1,2-Dimethylpyridin-1-ium-5-sulfonat in DO

’ Proton ‘ Shift (ppm) ‘ Kopplungskonstante (Hz) ‘ Kopplungen ‘ Anzahl ‘

H-6 9.00 2.30 H-6 H-4 1
H-4 8.53 8.32, 2.30 H-4 H-3, H-4 H-6 1
H-3 7.1 8.32 H-3 H-4 1
N-CHjs 4.18 3
C-CHjy 2.73 3

Tabelle 3.2: NMR-Daten von 1,2-Dimethylpyridin-1-ium-5-sulfonat in DoO

3.1.3 Synthese von N-Cyclohexylethanimin

nach J.J. Lalonde, D.E. Bergbreiter und M. Newcomb JACS 51, 1369-1372 (1986) [36]

CH,CHO + /O e /O + HO
H,N H,C” N

CoH,40 (44.05)  CgHysN (99.18) CsHi5N (125.21) H,0 (18.01)

Abbildung 3.3: Synthese von N-Cyclohexylethanimin

Durchfithrung der Reaktion

Zu 30 ml eisgekiihltem Cyclohexylamin (0.87 g/ml, 99.18 g/mol, 263 mmol) tropft man
langsam 10 ml kaltes Acetaldehyd (0.78 g/ml, 44.05 g/mol, 177 mmol). Nach 2 Stunden
Riihren bei Raumtemperatur gibt man 2.3 g KOH Plétzchen zu, rithrt weitere 15 min und
entfernt anschliessend mit einer Pasteurpipette die wissrige Phase.

Isolierung und Reinigung

Das Rohprodukt wird im Wasserstrahlvakuum destilliert.

Ausbeute: 12.0 g farblose Fliissigkeit (125.21 g/mol, 96 mmol, 54 %, Lit.: 57 %).
Siedepunkt: 47 - 49°C / 16 Torr (Lit.: 46 - 48°C / 18 Torr).

NMR: N-Cyclohexylethanimin in Benzol-d6

’ Proton ‘ Shift (ppm) ‘ Aufspaltung ‘ Kopplungen ‘ Anzahl ‘

C-CH=N 7.34 Quartett C-CH=N H3C 1
N-CH 2.82 Quintett | N-CH CH-(CHy)s 1
H5C 1.68 Dublett H3;C C-CH=N 3
(CH2)5 1.77 - 0.89 Multiplett CH2 CH2 10

Tabelle 3.3: NMR-Daten von N-Cyclohexylethanimin in Benzol-d6
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3.1.4 Synthese von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal

CHO

CHO |
1. n-BuLi, Diisopropylamin
/O 2. Essigsaure, Wasser /O
+
“O

CsHisN (125.21)  Cy7Hy00 (230.27) C1oH120 (256.30)  CgHysN (99.18)

Abbildung 3.4: Synthese von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal

Durchfiihrung der Reaktion

14 ml Diisopropylamin (0.72 g/ml, 101.19 g/mol, 100 mmol) werden in 100 ml abs. THF
vorgelegt und mit einem Aceton / Trockeneisbad auf -78°C gekiihlt. Dann gibt man unter
einem Stickstoffstrom 60 ml 15 %ige n-Butyllithiumlésung in n-Hexan (0.68 g/ml, 64.06
g/mol, 96 mmol) zu. Man lisst auf Raumtemperatur erwérmen und setzt 12.0 g frisch
bereitetes N-Cyclohexylethanimin (125.21 g/mol, 96 mmol) zu. Nach 30 Minuten wird
nochmals auf -78°C gekiihlt und eine Losung von 10.0 g 1-Pyrencarboxaldehyd (230.27
g/mol, 43.4 mmol) in 100 ml abs. THF zugesetzt. Nun ldsst man iiber Nacht bei Raum-
temperatur rithren.

Isolierung und Reinigung

Zur Losung tropft man bei -78°C 100 ml Essigséure (1.05 g/ml, 60.05 g/mol, 1.75 mol)
und ldsst auf Raumtemperatur erwéirmen. Danach giefit man in 350 ml 15%ige wéssrige
Natriumacetatlosung ein und rithrt bei Raumtemperatur solange, bis sich ein Bodensatz
bildet. Nach Abgiessen der wissrigen Phase nimmt man in wenig Methylenchlorid auf
und chromatographiert zweimal {iber Kieselgel 60 mit Methylenchlorid. Man erhélt 1.60 g
orangefarbenes Rohprodukt mit Schmelzpunkt 169 - 170°C. Nach zweimaligem Umkristal-
lisieren in 25 ml Toluol ergeben sich orangefarbene Kristalle, welche im Olpumpenvakuum
getrocknet werden.

Diinnschichtchromatographie: Kieselgel 60 und Methylenchlorid: Ry = 0.50, Reverse
Phase C18 und Methanol: Ry = 0.54, Produkt fluoresziert griin.

Ausbeute: 0.95 g orange Kristalle (256.30 g/mol, 3.71 mmol, 8.5 %).

Schmelzpunkt: 171 - 172°C.

NMR: 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal in CDCl3
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’ Proton ‘ Shift (ppm) ‘ J (Hz) ‘ Kopplungen ‘ Anzahl ‘
CHO 9.95 7.68 CHO =CH- 1
CH-Py 8.64 15.66 CH-Py =CH- 1
=CH- 7.03 15.66, 7.68 | =CH- CH-Py, =CH- CHO 1
Py-H 8.50 - 8.04 9

Tabelle 3.4: NMR-Daten von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal in CDCl3

3.1.5 Kondensation von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal mit 1,2-Dimethylpyri-
din-1-ium-5-sulfonat

CHO

O | N SO, Piperidin
-+ _—
~
.O H,C ITI"' Methanol
O th,

C19H190 (256.30)  C7HgNOsS (187.22) CosH19NO3S (425.51)  H,0 (18.01)

Abbildung 3.5: Kondensation von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal mit 1,2-Dimethylpyridin-1-
ium -5-sulfonat

Durchfithrung der Reaktion

0.90 g 1,2-Dimethylpyridin-1-ium-5-sulfonat (187.22 g/mol, 4.81 mmol) werden mit 1.50
g 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal (5.85 mmol) in 30 ml Methanol unter Zusatz von 2 Tropfen
Piperidin 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.

Isolierung und Reinigung

Das Produkt wird abgesaugt und mit Chloroform und Wasser gewaschen.

Ausbeute: 1.53 g rote Kristalle (425.51 g/mol, 3.59 mmol, 74.6 %).
Diinnschichtchromatographie: Reverse Phase C18 und Methanol: Ry = 0.80, Produkt
zeigt rote Fluoreszenz.

Schmelzpunkt: 384°C (Zersetzung).

Elementaranalyse: C: 70.99 (ber. 73.39), H: 4.55 (ber. 4.50), N: 3.05 (ber. 3.29)
Massenspektrum in CH3CON: MH™ = 426.1 u
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NMR: 1-(1-Methylpyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-buta-1,3-dien in DMSO-d6

Pyridin-H,

Pyridin-H,
Methin-H,

Methin—H3

Abbildung 3.6: Abbildung von 1-(1-Methylpyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-
buta-1,3-dien

Proton ‘ Shift (ppm) ‘ J (Hz) ‘ Kopplungen ‘ Anzahl ‘
Pyridin-Hs 9.12 1.82 Pyridin-Hs Pyridin-Hy 1
Pyridin-Hy 8.56 8.60, Pyridin-Hy Methin-H;, 1
1.82 Pyridin-Hy Pyridin-Hy
Pyridin-Hs 8.45 15.24 Pyridin-Hs Methin-Hy 1
Methin-H; 8.40 8.60 Methin-H; Pyridin-Hy
Methin-H, 8.08 15.25, Methin-Hy Pyridin-Hs,
10.36 Methin-Hy Methin-Hg
Methin-Hjs 7.70 15.17, Methin-H3 Methin-Hy, 1
10.34 Methin-H3 Methin-Hsy
Methin-Hy 7.26 15.16 Methin-H4 Methin-Hg 1
Pyren-H 8.65 - 8.19
N-CHj; 4.33, 4.32, 4.28 3

Tabelle 3.5: NMR-Daten von 1-(1-Methylpyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-
(pyrenyl-1)-buta-1,3-dien
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3.1.6 Reaktion von Zimtaldehyd mit Malonsédure in Gegenwart von Py-
ridin

CO,H
CHO |

COH Pyridin |
+ HC —

. + H0 + Co,
CO,H

CoHgO (132.16) C3H,04 (104.06) C11H100 (174.20) HyO (18.01) CO4 (44.01)

Abbildung 3.7: Reaktion von Zimtaldehyd mit Malonsédure in Gegenwart von Pyridin

Durchfithrung der Reaktion

23.93 g Malonséure (104.06 g/mol, 230 mmol) und 30.40 g frisch destillierter Zimtaldehyd
(132.16 g/mol, 230 mmol) werden in einem 250 ml Rundkolben mit 15.82 g destilliertem
Pyridin (200 mmol, 79.10 g/mol) geriihrt, bis sich die Malonsiure gelost hat. Man setzt
einen Riickflufkiihler und einen Blasenzéhler auf und erhitzt unter Riickflufl zum Sieden.
Nach Beendigung der Gasentwicklung (nach etwa 3 Stunden) 148t man abkiihlen und
versetzt den eisgekiihlten Kolbeninhalt mit einer eiskalten Losung von 8.5 ml konzentrierter
Schwefelsédure in 20 ml Wasser.

Isolierung und Reinigung

Die Mischung wird 2 Stunden im Eisbad gekiihlt, das Rohprodukt anschlieffend abgesaugt,
mit eiskaltem Wasser gewaschen, wiederum gut abgesaugt und im Exsikkator getrocknet.
Das Rohprodukt wird in Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 7.05 g farblose Kristalle (174.20 g/mol, 40.5 mmol, 17.6 %).
Schmelzpunkt: 155°C.

NMR: 5-Phenylpenta-2,4-diensédure in CDCl3

Proton ‘ Shift (ppm) ‘ Aufspaltung ‘ Anzahl ‘

COOH 12.5 - 12.0 1
7.57 - 7.53 Multiplett 2
Phenyl-H | 7.41 - 7.28 Multiplett 4
7.16 - 7.00 Multiplett 2
6.03 - 5.97 Dublett 1

Tabelle 3.6: NMR-Daten von 5-Phenylpenta-2.4-
diensadure in CDCl3

Malonséure wurde mit 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal in frisch destilliertem Pyridin analog zu
obiger Vorschrift umgesetzt und das Rohprodukt mit Kieselgel 60 und Methylenchlorid,
dem 5 Volumenprozent Methanol beigemischt wurden, chromatographiert. Es konnte keine
5-(Pyrenyl-1)-penta-2,4-dienséure isoliert werden.
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3.1.7 Reaktion von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal mit Malonsiurediethyl-
ester in Gegenwart von Piperidin und Benzoesiure

siehe Organic Syntheses, Vol. 25, S 42-44

CHO CO,CH,CH,
|
Piperidin
CO.CH.CH Benzoesaure
s, 2 2 3
SO
C19H120 (256.30) C7H 1204 (160.17) CogHo204 (398.45) H>O (18.01)

Abbildung 3.8: Reaktion von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal mit Malonsidurediethylester in
Gegenwart von Piperidin und Benzoeséure

Durchfiihrung der Reaktion

1.35 g 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal (5.27 mmol), 25 pl Piperidin (d = 0.86 g/ml, M = 85.14
g/mol, 0.25 mmol), 20 mg Benzoesdure (M = 122.12 g/mol, 0.16 mmol) und 900 ul Ma-
lonséurediethylester (d = 1.05 g/ml, M = 160.17 g/mol, 5.9 mmol) werden zusammen mit
50 ml Benzol in einen 100 ml Rundkolben gegeben. Man setzt einen Wasserabscheider und
einen Riickflulkiihler auf. Die Reaktionsmischung wird 3 Stunden refluxiert.

Isolierung und Reinigung

Nach dem Abkiihlen chromatographiert man die Reaktionsmischung iiber Kieselgel 60
mit Methylenchlorid. Man eluiert eine rote Hauptbande. Das geloste Produkt fluoresziert
nicht. Umkristallisiert wird zweimal in Cyclohexan. Nach dem Absaugen der gelben Kri-
stalle trocknet man im Olpumpenvakuum.

Ausbeute: 1.40 g gelbe Kristalle (398.45 g/mol, 3.05 mmol, 57.8 %).

Schmelzpunkt: 92 - 93°C.
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NMR: 4-(Pyrenyl-1)-1,1"-(diethoxycarbonyl)-buta-1,3-dien in CDCl;

CH,CH,CO,

Methin-H,

o7

Abbildung 3.9: Abbildung von 4-(Pyrenyl-1)-1,1"-(diethoxycarbonyl)-buta-1,3-dien

Proton ‘ Shift (ppm) ‘ J (Hz) ‘ Kopplungen ‘ Anzahl ‘
Pyren-H 8.43 - 7.99 9
Methin-H; 8.16 14.98 Methin-H; Methin-Hs 1
Methin-H, 7.57 11.71, Methin-Hy  Methin-Hs, 1
14.98 Methin-Ho Methin-H;
Methin-Hg 7.78 11.71 Methin-H3 Methin-Ho 1
CO2CHs 4.47 - 4.30 CO2CH, CHs 4
CH; 1.45-1.35 CHj3 CO>CH, 6

Tabelle 3.7: NMR-Daten von 4-(Pyrenyl-1)-1,1"-(diethoxycarbonyl)-buta-

1,3-dien

Eine anschliessende Verseifung von 1.05 g 4-(Pyrenyl-1)-1,1"-(diethoxycarbonyl)-buta-1,3-
dien mit Kaliumhydroxid in 2-Propanol bei Raumtemperatur ergab 0.95 g wasserlosliche
gelbe Kristalle. Behandlung mit Essigsédure und nachfolgende Aufreinigung des Rohpro-
dukts mittels Chromatograpie mit Kieselgel 60 und Methylenchlorid, dem 5 Volumenpro-
zent Methanol beigemischt wurden, ergab kein 4-(Pyrenyl-1)-buta-1,3-dien-1,1"-dicarbon-

saure.
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3.1.8 Bromierung von Dipropylenglykolmonomethylether durch Phos-

phortribromid
CH CH
3 PBr, 3
/O J\ OH /O Br
i VY o S VY
CH, CH,

C7H1603 (148.20) PBI“3 (270.70) C7H15OQBI‘ (211.10)

Abbildung 3.10: Reaktion von Dipropylenglykolmonomethylether mit Phosphortribro-
mid

Durchfiihrung der Reaktion

Man legt 20 ml Phosphortribromid (270.70 g/mol, 2.85 g/ml, 210 mmol) in einen 500 ml
Dreihalskolben mit KPG-Riihrer vor und kiihlt mittels eines Eisbades. 60 ml Dipropy-
lenglykolmonomethylether (148.20 g/mol, 0.951 g/ml, 385 mmol) wird mit 15 ml Pyridin
in einen 100 ml Tropftrichter gegeben und auf den Dreihalskolben aufgesetzt. Uber einen
Zeitraum von 20 Minuten l&sst man die Mischung zutropfen und riithrt dann eine Stunde
bei 50°C. Vorschrift nach [37]

Isolierung und Reinigung

Man destilliert die Reaktionsmischung im Olpumpenvakuum. Das Rohprodukt geht bei
180 °C Olbadtemperatur iiber. Das Destillat wird mit verdiinnter Schwefelsiure und dann
mehrmals mit Wasser gewaschen. Die (untere) organische Phase wird mit CaCly getrock-
net und danach einer fraktionierenden Destillation unterworfen.

Ausbeute: 9.3 g farblose Fliissigkeit (211.10 g/mol, 44 mmol, 11.4 %).

Siedepunkt: 86 - 88 °C / 16 Torr.

NMR: 1-Bromo-2,4-dimethyl-3,6-dioxaheptan, 1-Bromo-2,5-dimethyl-3,6-dioxaheptan, 2-
Bromo-5-methyl-4,7-dioxaoctan und 2-Bromo-6-methyl-4,7-dioxaoctan in CDCls.

Dieses Isomerengemisch wird in der Folge als Dowanolbromid bezeichnet.

Proton Shift (ppm) ‘ Aufspaltung ‘ Anzahl ‘
CH 4.22 - 4.10 Multiplett | 1
CH30 3.39 - 3.37 Multiplett | 3
CH, CH,, CHBr, CH,Br 3.80 - 3.30 Multiplett | 5
CH3C 1.72 - 1.68, 1.18 - 1.14 | Multiplett | 6

Tabelle 3.8: NMR-Daten von Dowanolbromid in CDCl3
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3.1.9 Reaktion von Dowanolbromid mit 4-Hydroxybenzaldehyd

CH, CHO CHO
/Od\ S —>ch03 +  HBr
C OW DMF CH
CH, 3
OH jo ¢ O
H,C OA(

CH,
C7H1502B1“ (21110) C7H602 (12212) Cl4H2004 (25231) HBr (8091)

Abbildung 3.11: Umsetzung von Dowanolbromid mit 4-Hydroxybenzaldehyd

Durchfithrung der Reaktion

5.5 g 4-Hydroxybenzaldehyd (122.12 g/mol, 45 mmol) werden mit 8.6 g Dowanolbromid
(211.10 g/mol, 40.7 mmol) und 4 g Kaliumcarbonat in 20 ml Dimethylformamid 2.5 Stun-
den refluxiert.

Isolierung und Reinigung

Die Reaktionsmischung wird mit Ethylacetat und Wasser ausgeschiittelt; die organische
(obere) Phase anschliessend dreimal mit 100 ml 1 molarer KOH Losung und danach
nochmals mit Wasser. Die organische Phase wird mit Calciumchlorid getrocknet und das
Losungsmittel abrotiert. Die erhaltene gelbe Fliissigkeit wird mit Methylenchlorid iiber
Kieselgel 60 chromatographiert bis das nicht umgesetzte Dowanolbromid von der Saule
eluiert ist (mit einer UV-Handlampe ldsst es sich als blau fluoreszierende Bande erken-
nen). Danach wird dem Methylenchlorid 10 Volumenprozent Tetrahydrofuran zugemischt
und damit das Produkt eluiert.

Ausbeute: 3.8 g gelbe Fliissigkeit (252.31 g/mol, 15 mmol, 37%).

NMR: 4-(2,5-Dimethyl-1,4,7-trioxaoctanyl)benzaldehyd,
4-(3,6-Dimethyl-1,4,7-trioxaoctanyl)benzaldehyd,
4-(2,6-Dimethyl-1,4,7-trioxaoctanyl)benzaldehyd und
4-(3,5-Dimethyl-1,4,7-trioxaoctanyl)benzaldehyd in CDCls.

Dieses Isomerengemisch wird in der Folge als Dowanolbenzaldehyd bezeichnet.

Proton Shift (ppm) ‘ Aufspaltung ‘ Anzahl ‘
CHO 9.87 Singlett 1
CH aromatisch 7.81, 7.02 2 Dubletts | 4
CH aliphatisch 4.73 - 4.62 Multiplett | 1
CH30 3.36 - 3.33 Multiplett | 3
CH, CHy 3.77 - 3.27 Multiplett | 5
CH3C 1.43 - 1.27,1.17 - 1.10 | Multiplett | 6

Tabelle 3.9: NMR-Daten von Dowanolbenzaldehyd in CDCl3
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3.1.10 Umsetzung von Dowanolbenzaldehyd mit Pyrrol

nach Richard P. Bonar-Law J. Org. Chem. 61, 3623-3634 (1996) [22]

1.SDS / H,0, H*
CHO 2. p-Chloranil / THF
3. KOH, KClI, K,HPO,

. . U Na,S,0, / H,0

\ .
H R
0
R
CH,
R = O\
VN e,
CH,
C14Ha00y4 (252.31)  C4H;5N (67.09) C72Hgg012N4 (1199.49)

Abbildung 3.12: Umsetzung von Dowanolbenzaldehyd mit Pyrrol

Durchfiihrung der Reaktion

4.30 g Dowanolbenzaldehyd (252.31 g/mol, 17 mmol) und 1.20 ml frisch destilliertes Pyr-
rol (d = 0.966 g/ml, 1.16 g, 17.3 mmol) werden in einem 2 1 Rundkolben in einer Losung
von 250 g Natriumdodecylsulfat (288.38 g/mol, 867 mmol) in 1.8 1 Millipore Wasser ge-
rithrt. Nach 1.5 Stunden fiigt man 16 ml konzentrierte Salzsiure (32 %ig, 36.46 g/mol,
1.16 g/ml, 163 mmol) hinzu, daraufhin &ndert sich die Farbe der Losung von schwach gelb
nach orange. Nach weiteren 1.5 Stunden ist die Farbe nun dunkelrot geworden. Man fiigt
eine Losung von 3.6 g p-Chloranil (245.88 g/mol, 14.6 mmol) in 200 ml THF auf einmal
zu und ldsst iiber Nacht riithren.

Isolierung und Reinigung

Man bereitet eine Losung von 18 g Kaliumhydroxid (56.11 g/mol, 321 mmol), 10 g Na-
triumdithionit (174.11 g/mol, 57.4 mmol) , 40 g di-Kaliumhydrogenphosphat-3-hydrat
(228.23 g/mol, 175 mmol) und 40 g Kaliumchlorid (74.56 g/mol, 536 mmol) in 200 ml
Wasser und gibt sie zusammen mit der Reaktionslosung in einen 5 1 Erlenmayerkolben.
Man ldsst 20 Minuten stark rithren, dann setzt man jeweils ca. 0.5 1 Ethylacetat und Pe-
trolether hinzu und riihrt weiter. Nach einer Stunde bricht man die entstandene Emulsion
auf durch Zusatz eines grossen Uberschusses an festem Kaliumchlorid. Das ausgefallene
Kaliumdodecylsulfat wird iiber eine grosse Fritte abgesaugt, mit Ethylacetat nachgewa-
schen und das Filtrat im Scheidetrichter nach organischer und wéfiriger Phase aufgetrennt.
Dann rotiert man die organische Phase bis auf ca. 300 ml ein, filtriert durch einen Falten-
filter und setzt dem Filtrat ca. 10 g Kieselgel 60 hinzu, bevor man es vollig abrotiert. Das
erhaltene schwarze Kieselgelpulver chromatographiert man iiber ca. 80 g Kieselgel 60 mit
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Methylenchlorid, dem 5 Volumenprozent THF beigefiigt werden. Man sammelt die violette
Bande, die unter Zuhilfenahme einer UV-Handlampe leicht als stark rot fluoreszierende
Bande zu erkennen ist. Nochmaliges Chromatographieren des Porphyrins liefert sauberes
Produkt.

Ausbeute: 1.10 g violette langsam kristallisierende Fliissigkeit (1199.49 g/mol, 917 pmol,
21.5%).

Schmelzpunkt: 158 - 161°C.

Das Porphyrin wird in Methylenchlorid aufgenommen und durch Zusatz von Petrolether
ausgefillt. Nach zwei Tagen werden die sich bis dahin gebildeten violetten Kristalle 5 Stun-
den im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 0.93 g violette Kristalle (1199.49 g/mol, 775 pmol, 18.2%).

Schmelzpunkt: 172 - 174°C.

NMR: meso-Tetrakis(4-(2,5-dimethyl-1,4,7-trioxaoctanyl)phenyl)porphyrin und weitere
Regio- bzw. Stereoisomere in CDCl3.

Proton ‘ Shift (ppm) ‘ Aufspaltung ‘ Anzahl ‘
CH Pyrrol 8.91 Singlett 8

CH aromatisch 8.13, 7.33 2 Dubletts | 16

CH aliphatisch 4.93 - 4.83 Multiplett | 4

CH30 3.48 - 3.46 Multiplett | 12

CH, CHsy 4.01 - 3.38 Multiplett | 20
CH3C 1.60 - 1.52, 1.34 - 1.22 | Multiplett | 24

NH -2.72 Singlett 2

Tabelle 3.10: NMR-Daten des Tetraphenylporphyrinderivats in CDCl3
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Elementaranalyse: C: 71.96 (ber. 72.10), H: 7.25 (ber. 7.23), N: 4.45 (ber. 4.67)
Massenspektrum in CHCl3: MHT = 1199.7 u, (M + 2H)?* = 600.6 u

**% Current Data Parameters ***
NAME : JA210S
EXPNO R 109

PROCNO  : 1

(ppm)

Abbildung 3.13: Abbildung des NMR-Spektrums des Tetraphenylporphyrinderivates
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3.2 Fluoreszenzmessungen mit der Porphyrinsonde

3.2.1 Herstellung von Tensidlosungen, die das Porphyrinmolekiil ent-
halten

3.2.1.1 Verwendete Chemikalien

Das verwendete reine Wasser wurde mit einer Milli-Q-Anlage der Firma Millipore pro-
duziert und besitzt eine Leitfihigkeit von unter 1076 Sm~!. Tetradecyldimethylaminoxid
(C14DMAO) wurde freundlicherweise von Prof. Hoffmann, Uni Bayreuth, zur Verfiigung
gestellt. Es wurde zuvor aus wéfiriger Stammlosung lyophilisiert und anschlieflend zwei-
malig aus Aceton umkristallisiert. Alle weiteren verwendeten Chemikalien sind aus Tabelle
3.11 ersichtlich. Alle Chemikalien wurden ohne weitere Reinigung oder Trocknung einge-
setzt.

Chemikalie Reinheit | Bezugsquelle
Diethylether >99.5 % Roth
Tetrahydrofuran >99.5 % Merck
1-Hexanol 99 % Lancaster
Natriumdodecylsulfat >99 % Merck
Dodecyltrimethylammoniumbromid 99 % Acros
Natriumdecylsulfat 99 % Lancaster
Natriumoctylsulfat 99 % Lancaster

Tabelle 3.11: Verwendete Chemikalien

3.2.1.2 Vorgehensweise zur Solubilisierung des Fluorophors in Tensidlésun-
gen

Der kristallin vorliegende Porphyrinfarbstoff 16st sich nicht direkt in Tensidlésungen, dar-
um wird der Farbstoff zunéchst in einem organischen Losungsmittel gelost und so in Mi-
zellen eingebracht. Danach 148t man das Losungsmittel verdampfen und filtriert den nicht
gelosten Farbstoff ab.

In einer Kristallisierschale mit 11 ¢cm Durchmesser wurde auf einer Oberschalenwaage PB
1502 der Firma Mettler (Auflosung 10 mg) eine bestimmte Masse an Tensid ausgewogen,
die vorher aufgrund der benétigten Endkonzentration des Tensids und einem Volumen von
50 ml berechnet wurde. Man 16st nun ca 5 mg des Porphyrinfarbstoffes in 20 ml Diethyl-
ether und gibt diese Losung in die Kristallisierschale. Erst danach fiigt man etwa 25 ml
Millipore Wasser hinzu und schwenkt die Fliissigkeit in der Schale solange, bis sich alles
Tensid geltst und sich eine homogene Losung gebildet hat. Dann gibt man weitere 20 ml
Millipore Wasser und einen Riihrfisch hinzu und erwérmt diese Losung auf 50°C fiir 10
Minuten. Nachdem der Ether verdampft ist, filtriert man die Losung mit Hilfe einer Spritze
durch einen Spritzenfilter mit 0.2 pm Porengréfie in einen 50 ml Mefzylinder und fiillt bis
zur Eichmarke auf. Die Konzentration des Fluorophors betriigt ungefihr 80 gumol/l. Da die
Konzentration der Mizellen mindestens 800 pmol/l betréigt, sollte pro Mizelle hochstens
ein Porphyrinmolekiil gelost sein.
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Falls ein Alkohol mit mittlerer Kettenlénge als Cotensid zugesetzt werden soll, wird eben-
falls die benotigte Masse berechnet und dieser auf einer Oberschalenwaage mit einer Pa-
steurpipette zugegeben, bevor man mit Wasser bis zur Eichmarke auffiillt. Man schiittelt
solange, bis alles ausgefallene Tensid sich wieder gelost hat. Alle Losungen sind nach dem
Filtrieren transparent.

Die benétigten Losungen wurden mehrere Tage zuvor hergestellt und im Thermokonstant-
raum bei 25°C unter Lichtausschlul gelagert, bevor sie vermessen wurden.

3.2.2 Aufzeichnung eines Absorptions- und Emissionsspektrums des Por-
phyrinfluorophors in mizellarer Losung

Ein Absorptionsspektrum des Fluorophors in 0.22 molarer SDS-Lésung wurde mit dem
Absorptionsphotometer Cary 50 der Firma Varian gefahren. Ein entsprechendes Emissi-
onsspektrum wurde mit dem Fluorimeter Aminco Series 2 der Firma SLM erstellt. Beide
Geréte befinden sich am Lehrstuhl Prof. Wolfbeis und wurden mit freundlicher Genehmi-
gung benutzt.

3.2.3 Aufzeichnung eines Anregungsanisotropiespektrums des Porphy-
rinfluorophors in Propylenglykol

Ein Anregungsanisotropiespektrum des Porphyrinfluorophors in Propylenglykol bei -70°C
wurde zwischen 425 und 670 nm mit einem Fluorimeter der Firma Edinburgh Instruments
der Arbeitsgruppe von Prof. Fidler in Prag aufgezeichnet. Dieses Spektrum ergab sich
durch Messung des G-Faktors dieses Instrumentes bei der Emissionswellenldnge von 680
nm und durch Messung zweier Anregungsspektren des Porphyrins mit vertikal polarisierter
Anregung und vertikaler bzw horizontaler Emissionspolfilterstellung. Die in Abbildung 4.16
gezeigten Werte errechnen sich nach Formel 2.11.

3.2.4 Bestimmung von Fluoreszenzabklingdauer und Rotationskorrela-
tionszeit der Porphyrinsonde in mehreren bindren und ternéiren
Tensidsystemen

Messungen wurden an 0.22 molaren wéfrigen C12TAB-Losungen, sowie an gleichkonzen-
trierten C12 TAB-Losungen, denen 0.11 mol/1 Hexanol zugesetzt wurde, vorgenommen. De-
taillierte Daten iiber die Gestalt der gebildeten Mizellen liegen fiir dieses System vor, siehe
Tabelle 1.2. Eine weitere Mefireihe wurde fiir ein terndres System Wasser, SDS und Tetra-
decyldimethylaminoxid mit einer Gesamtkonzentration der Tenside von 60 mmol/l durch-
gefithrt. Uber das SDS / C14,DMAO System liegen ebenfalls Daten iiber die Mizellgestalt
publiziert vor, siche Tabelle 1.3. Ebenso wurden wéfirige 0.43 molare Natriumoctylsulfat-
und 0.38 molare Natriumdecylsulfatlosungen vermessen, sowie eine SDS-Lésung in einer
Konzentration von 0.22 mol/l.



Kapitel 4

Darstellung der Messergebnisse

4.1 Spektroskopische Charakterisierung der Fluorophore

4.1.1 Absorptions- und Emissionsmessungen der Proben

4.1.1.1 Aufnahme von Absorptions- und Emissionsspektren von 3-(Pyrenyl-
1)-prop-2-enal in verschiedenen Lésungsmitteln

2 -

Absorption bzw. Emission

T T T T T T - I T T T T = T 1
300 350 400 450 500 550 600
Wellenlange (nm)
Abbildung 4.1: Absorptions- und Emissionsspektren von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal in

verschiedenen Losungsmitteln. Anregungswellenléinge: 380 nm, Normierung der Maxima
der langstwelligen Absorptionsbande und der Emissionsbande auf den Wert 1.0

In Abbildung 4.1 werden auf der linken Seite (von 275 nm bis 475 nm) die Absorpti-
onsspektren von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal in verschiedenen Losungsmitteln gezeigt. Auf

65
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Losungsmittel ‘ € ‘ n ‘ Abs.-max (nm) ‘ Em.-max (nm) ‘ 04 — Op(em™1) ‘
THF 8.0 | 1.407 409 442 1826
Aceton 20.70 | 1.357 407 457 2625
Acetonitril 35.94 | 1.342 406 471 3400
Diethylether 4.3 | 1.353 407 432 1422
Ethylacetat 6.0 | 1.372 407 447 2199
Methylenchlorid | 9.0 | 1.424 412 467 2859
Ethanol 24.30 | 1.359 400 499 4960
Methanol 32.50 | 1.329 405 517 5349

Tabelle 4.1: Lage der Absorptions- und Emissionsmaxima von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal
in verschiedenen Losungsmitteln

der rechten Seite dieser Abbildung (von 420 nm bis 600 nm) sind die Emissionsspektren
dieses Fluorophors abgebildet. Die Absorptionskoeffizienten € von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-
enal betragen in Methylenchlorid bei 417 nm 19500 —!— und bei 381 nm 24400 .
Die Absorptionsspektren von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal sind wenig vom Losungsmittel ab-
héngig, die Emissionsspektren zeigen mit zunehmend polarem Losungsmittel eine Rotver-
schiebung. Diese Probe 148t so einen Riickschlu3 auf die Polaritéit seiner unmittelbaren
Umgebung zu.

Die Wechselwirkung zwischen Solvens und Fluorophor kann mit Hilfe eines Lippert-Plots
abgeschéitzt werden. Das ist eine Auftragung der Orientierungspolarisierbarkeit der Lo-
sungsmittel gegen den Stokes Shift (4 — O in em™!) des Fluorophors in diesen Losungs-
mitteln.

5000
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Abbildung 4.2: Lippert-Plot von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal: 1 THF, 2 Aceton, 3 Aceto-
nitril, 4 Diethylether, 5 Ethylacetat, 6 Methylenchlorid, 7 Ethanol, 8 Methanol

Der Lippert-Plot von 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal zeigt auf, dal der Stokes Shift in Losungs-
mitteln, die Wasserstoffbriicken ausbilden (wie Ethanol und Methanol), grofer ist als in Lo-
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sungsmitteln, die weniger stark Wasserstoffbriicken ausbilden. Dieses Verhalten ist typisch
fiir spezifische Solvens-Fluorophor Wechselwirkungen. Die Exze-Stokes-Verschiebungen
in polaren Losungsmitteln werden dem Vorhandensein einer negativen Ladung am Car-
bonylsauerstoffatom des Fluorophors zugeschrieben, welche Wasserstoffbriicken mit pola-
ren Losungsmitteln ausbildet.

Im Lippert-Plot liegen protische (Ethanol und Methanol) und nichtprotische Losungsmit-
tel (Diethylether, Ethylacetat und Methylenchlorid) auf einer Geraden. Das kann mog-
licherweise daran liegen, dafl die Wechselwirkung des Fluorophors mit seiner Umgebung
nicht alleine auf der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen der Carbonylgruppe
mit protischen Solventien beruht, sondern auch auf einer spezifischen Wechselwirkung des
Losungsmittels mit dem Pyrenrest.
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4.1.1.2 Aufnahme von Absorptions- und Emissionsspektren von 1-(1-Methyl-
pyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-buta-1,3-dien in verschiede-
nen Losungsmitteln

Absorption bzw. Emission
o
N
1

o
N
1

0,0

T T T T T T T T T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700
Wellenldnge (nm)

Abbildung 4.3: Absorptions- und Emissionsspektren von 1-(1-Methylpyridin-1-ium-3-
sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-buta-1,3-dien in verschiedenen Losungsmitteln. Anregungswel-
lenldnge 480 nm, Normierung der Maxima der lingstwelligen Absorptionsbande und der
FEmissionsbande auf den Wert 1.0

’ Losungsmittel ‘ € ‘ n ‘ Abs.-max (nm) ‘ Em.-max (nm) ‘ 04 — Op(em™1) ‘
Chloroform 4.80 | 1.444 485 621 4516
Methylenchlorid | 9.0 | 1.424 469 626 5348
Ethanol 24.30 | 1.359 452 642 6548
Methanol 32.50 | 1.329 449 645 6768
DMSO 46.40 | 1.479 439 634 7006
DMF 37.24 | 1.431 433 626 7121
Aceton 20.70 | 1.357 429 620 7181
Acetonitril 35.94 | 1.342 432 636 7425

Tabelle 4.2: Lage der Absorptions- und Emissionsmaxima von 1-(1-Methyl-pyridin-1-
ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-buta-1,3-dien in verschiedenen Losungsmitteln

Abbildung 4.3 zeigt auf der linken Seite (von 325 nm bis 550 nm) Absorptionsspektren
von 1-(1-Methyl-pyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-buta-1,3-dien in verschiedenen
Losungsmitteln. Auf der rechten Seite dieser Abbildung (von 530 nm bis 700 nm) sind
FEmissionsspektren dieses Fluorophors in verschiedenen Losungsmitteln abgebildet. Die
Absorptionskoeffizienten € von 1-(1-Methylpyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-buta-
1,3-dien in Methylenchlorid betragen bei 469 nm 10500 —b— und bei 346 nm 10200 —!—.

Im Unterschied zum 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal zeigen die Absorptionsspektren des 1-(1-
Methyl-pyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-buta-1,3-dien eine starke Losungsmittel-
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abhéngigkeit; dieser Farbstoff ist also solvatochrom. Die Emissionsspektren hingegen zei-
gen nur eine kleine Losungsmittelabhéngigkeit. Die Absorptionsspektren zeigen bei den
polareren Losungsmitteln Ethanol und Methanol jedoch nicht die stérkste Rotverschie-
bung, sondern bei den chlorierten Kohlenwasserstoffen Methylenchlorid und ganz beson-
ders Chloroform. Der Grund hierfiir ist unbekannt. Beachtenswert ist der grofle Stokes
Shift von ca. 200 nm in den meisten Losungsmitteln. In Abbildung 4.3 ist zu sehen, dafl
das durchschnittliche Maximum der Absorption sich bei 430 nm befindet und das der
FEmission bei 630 nm.

T T T T T

T T T T T T T T T T !
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(e-1y(2s+) — (N*-1y(2n°+1)

Abbildung 4.4: Lippert-Plot von 1-(1-Methylpyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-
buta-1,3-dien: 1 Choroform, 2 Methylenchlorid, 3 Ethanol, 4 Methanol, 5 DMSO, 6 DMF,
7 Aceton, 8 Acetonitril

Im Lippert-Plot fiir das 1-(1-Methyl-pyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4-(pyrenyl-1)-buta-1,3-
dien liegen die halogenierten Kohlenwasserstoffe Chloroform und Methylenchlorid gemein-
sam mit Ethanol und Methanol auf einer Geraden. Dies deutet wiederum darauf hin, dafl
die Wechselwirkung dieses Fluorophors mit seiner Umgebung nicht alleine durch Ausbil-
dung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Sulfonsduregruppe und dem Solvens
erklart werden kann. Dafiir spricht auch, daf3 der Fluorophor nicht wasserloslich ist.
1-(1-Methyl-pyridin-1-ium-3-sulfonat-6)-4- (pyrenyl-1)-buta-1,3-dien zeigt als Besonderheit
nicht nur in gelostem Zustand eine Fluoreszenzerscheinung, sondern auch als Feststoff.
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4.1.1.3 Aufnahme eines Absorptions- und Emissionsspektrums des Porphy-
rinfarbstoffs in wifiriger SDS-L6sung
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Abbildung 4.5: Aufnahme von Absorptions- und Emissionsspektrum des Porphyrinfarb-
stoffs in 0.22 mol/1 SDS-Losung

Abbildung 4.5 zeigt das Absorptions- (von 375 nm bis 700 nm) und das Emissionsspek-
trum (von 630 bis 800 nm) des Tetraphenylporphyrinderivates in wéfiriger 0.22 molarer
SDS-Losung. Die sogenannte Soretbande, die ihr Maximum bei 423 nm hat, ist im Ab-
sorptionsspektrum zehnfach verkleinert dargestellt. Das Emissionsmaximum liegt bei 662
nm und ein Emissionsnebenmaximum liegt bei 719 nm. Das Tetraphenylporphyrinderivat
ist in vielen organischen Losungsmitteln 16slich und zeigt in diesen Losungsmitteln auch
kaum veréinderte Absorptions- und Emissionsspektren.

4.1.2 Messung der Fluoreszenzlebensdauer der synthetisierten Fluoro-
phore in Tensidlésung

Die Messung der Fluoreszenzlebensdauer wurde jeweils in einer Tensidlosung vorgenom-
men, die aus SDS, 1-Pentanol und Wasser bereitet wurde. Das Massenverhéltnis von SDS
zu Pentanol ist 1 zu 2, mit einem minimalen Wasseranteil, bis sich eine klare Lésung er-
gibt. Der Anteil von 1-Pentanol an dieser Losung betrdgt ca. 58.2 Massenprozent, von
SDS ca. 29 Massenprozent und von Wasser ca. 12.8 Massenprozent. In diesen Losungen
ergibt sich fiir das 3-(Pyrenyl-1)-prop-2-enal und das 1-(1-Methylpyridin-1-ium-3-sulfonat-
6)-4-(pyrenyl-1)-buta-1,3-dien eine einfach exponentielle Abklingdauer von 1060 ps bzw.
960 ps. Die gemessene Fluoreszenzlebensdauer von meso-Tetrakis(4-(2,5-dimethyl-1,4,7-
trioxaoktanyl)phenyl)porphyrin betrigt in dieser Losung 10.8 ns. Dieser Farbstoff zeigt
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ebenfalls einfach exponentielles Abklingverhalten. Alle Fluorophore wurden in einem Kon-
zentrationsbereich von 30 - 40 pmol vermessen. Die Messungen wurden freundlicherweise
von Herrn Dr. W. Holzer, Uni Regensburg, vorgenommen.

Weitere Fluoreszenzlebensdauermessungen des Porphyrinderivates in mehreren Tensidl6-
sungen wurde mit einem Time-Domain Fluorimeter der Arbeitsgruppe von Prof. Fidler,
Universitdt Prag, durchgefiihrt. Alle Lésungen hatten eine Absorption von etwa 0.1 im
Bereich der Soretbande des Porphyrins, also bei 420 nm. Als Lichtquelle wurde eine La-
serdiode IBH Modell 07 mit einer Peakwellenlinge von 405 nm, einer Repetitionsrate
von 1 MHz und einer Pulsdauer von kleiner 200 ps benutzt. Die Messung fand in ei-
nem Abklingzeitfenster von 100 ns statt, die maximale Peakhohe betrug 2000 counts.
Um den Anisotropieeffekt zu vermeiden, wurde mit vertikal polarisiertem Anregungslicht
gearbeitet und die Emission unter dem magischen Winkel beobachtet. Anisotropieeffekt
bedeutet das Auftreten einer zuséitzlichen Komponente im Intensitdtsabklingverhalten,
die das Meflergebnis verfilscht. Ein Anisotropieeffekt kann auftreten, wenn die Rotati-
onskorrelationszeit etwa gleich der Abklingzeit des Fluorophors ist und nicht unter einer
Polfilteranordnung im magischen Winkel gemessen wird. Der Detektor war ein Hama-
matsu Multichannelplate-Photomultiplier des Typs C4878-02. Alle Messungen der Inten-
sitétsabklingdauer des Porphyrinderivates in den verschiedenen Tensidlésungen ergaben
ein monoexponentielles Abklingverhalten. Wurden die Spektren nach einem biexponenti-
ellen Abklingverhalten gefittet, so verschlechterte sich die Fitgiite verglichen mit einem
monoexponentiellem Fit. Damit ist das Porphyrinderivat der erste Fluorophor, der mono-
exponentielles Abklingverhalten in Tensidlosung zeigt. Tabelle 4.3 fafit die Abklingzeiten
des Fluorophors in den verschiedenen Tensidlésungen zusammen.

Tensidsystem Konzentration [mol/l] ~ Abklingzeit [ns] Abbildung
Natriumoctylsulfat 0.43 10.88 4.6
Natriumdecylsulfat 0.38 10.53 4.7
Natriumdodecylsulfat 0.22 9.13 4.8
Natriumdodecylsulfat 0.06 8.58 4.9
C1oTAB 0.22 10.18 4.10
C12TAB, Hexanol 0.22, 0.11 10.40 4.11
SDS : TDMAO =3:2 0.06 9.53 4.12
SDS : TDMAO =7:3 0.06 9.22 4.13
SDS : TDMAO =4 :1 0.06 9.20 4.14
SDS: TDMAO =9:1 0.06 8.92 4.15

Tabelle 4.3: Abklingzeiten des Porphyrinderivats in verschiedenen Tensidsystemen
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Abbildung 4.6: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats in
0.43 molarer Natriumoctylsulfatlosung
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Abbildung 4.7: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats in
0.38 molarer Natriumdecylsulfatlosung
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Abbildung 4.8: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats in
0.22 molarer Natriumdodecylsulfatlésung
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Abbildung 4.9: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats in
60 millimolarer Natriumdodecylsulfatlosung
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Abbildung 4.10: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats
in 0.22 molarer C1oTAB-Lésung
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Abbildung 4.11: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats
in 0.22 molarer C13TAB-Losung mit 0.11 molarem Hexanol
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Abbildung 4.12: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats
in 60 millimolarer SDS / TDMAO - Losung im Volumenverhéltnis 3:2
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Abbildung 4.13: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats
in 60 millimolarer SDS / TDMAO - Losung im Volumenverhéltnis 7:3
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Abbildung 4.14: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats
in 60 millimolarer SDS / TDMAO - Losung im Volumenverhéltnis 4:1
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Abbildung 4.15: Time-domain Spektrum des Abklingverhaltens des Porphyrinderivats
in 60 millimolarer SDS / TDMAO - Lésung im Volumenverhéltnis 9:1
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4.1.3 Bestimmung eines Anregungsanisotropiespektrums des Porphy-
rinderivats

Fine Messung eines Anregungsanisotropiespektrums wurde in der Arbeitsgruppe von Prof.
Fidler in Prag durchgefiihrt. Dieses Spektrum wird in Abbildung 4.16 gezeigt. Die Anre-
gungslichtquelle war eine Xenon-Hochdrucklampe Xe 900 von Edinburgh Instruments, der
Monochromator fiir das Anregungslicht war ein M 300 derselben Firma. Zum Abblocken
von kurzwelligem Anregungslicht wurde zusétzlich ein 400 nm longpass cut-off Filter ver-
wendet. Der Porphyrinfluorophor in Propylenglykol wurde bei einer Temperatur von -70°C
mittels eines Kryoaufsatzes der Firma Oxford Optistat DN vermessen. Bei dieser Tempera-
tur bildet Propylenglykol ein amorphes Glas. Die Emission wurde mit einem Monochroma-
tor Jobin Yvon Division Instruments, USA, bei 680 nm beobachtet. Als Detektor wurde ein
Hamamatsu Multichannelplate-Photomultiplier C4878-02 verwendet. Zuvor wurde der G-
Faktor dieser Fluorimeteranordnung bei der Emissionswellenldnge von 680 nm bestimmt.
Zu diesem Zweck wurde eine Losung von Cresyl Violett in Ethanol hergestellt. In dieser
Losung zeigt Cresyl Violett komplett depolarisierte Emission. Die Anregung erfolgte bei
600 nm und die Emission wurde zwischen 670 und 690 nm beobachtet, um den G-Faktor
in diesem Bereich zu bestimmen. Die Rohdaten des Excitationsanisotropiespektrums be-
finden sich im Anhang in Tabelle 4.10.
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Abbildung 4.16: Aufnahme eines Excitationsanisotropiespektrums des Porphyrinfluoro-
phors in Propylenglykol bei -70°C
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4.2 Auswertung der FD-Anisotropiemefidaten

4.2.1 Auswertung der FD-Anisotropiemefidaten der Porphyrinsonde im
C;2TAB / 1-Hexanol - System

Die FD-Anisotropiemefdaten der Porphyrinsonde im C13TAB / 1-Hexanol - System wur-
den mit den festen Parametern Fundamentalanisotropie ro = 0.32 (siche Abbildung 4.16)
und einer Abklingzeit 7 von 10.18 ns in 0.22 molarer C;2TAB-Losung (siehe Tabelle 4.3)
bzw. von 10.40 ns in einer 0.22 molaren C;2TAB-Losung mit zugesetztem 0.11 molaren 1-
Hexanol gefittet. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 4.4. Fiir eine kugelférmige Mizelle ergibt sich
bei einer Rotationskorrelationszeit von 5.65 ns (siehe Tabelle 4.4) unter Annahme einer
Temperatur von 298 Kelvin und einer dynamischen Viskositét von Wasser von 0.890 cPoise
ein Volumen von 2.61 - 10~2m? und ein Mizellradius von 18.4 Angstréom (nach Gleichung
1.61 und mit Hilfe von Viygel = % -m-13). Der Radius fiir eine C12 TAB-Mizelle, der mittels
Neutronenstreumessungen gewonnen wurde, betragt nach Tabelle 1.2 20.0 Angstréom. Ein
weiterer Wert fiir den Mizellradius einer sphérischen Ci3TAB-Mizelle wurde durch eine
NMR-Technik zu 21.1 Angstrom ermittelt. Der ermittelte Radius fiir den aliphatischen
Kern dieser Mizelle wird zu 16.7 Angstréom angegeben und die Lange des Kopfbereichs zu
4.5 Angstrom [40]. Dieser fluorimetrisch ermittelte Wert des Mizellradius liegt nahe bei
den Mizellradien, die durch Neutronenstreuung- und NMR-Experimente erhalten wurden.
In der Literatur wurde noch kein Anisotropieabklingverhalten eines Fluorophors in Mizel-
len als monoexponentiell beschrieben, alle bislang bekannten Anisotropieabklingverhalten
sind mindestens biexponentiell [2] oder multiexponentiell [3]. Ein monoexponentielles Ab-
klingverhalten kann sich durch zwei Mdoglichkeiten ergeben: die Fluorophorprobe bewegt
sich frei in der Mitte der Mizelle, &hnlich wie die Bewegung in einem Losungsmittel. Dann
wiirde sich aber eine wesentlich kiirzere Rotationskorrelationszeit von ca. 0.5 ns ergeben,
wie im Beispiel der Probe in Tetrahydrofuran. Die andere Mdoglichkeit ist, daf3 die Probe
fest in der Mizelle verankert ist und die globale Rotationsbewegung der Mizelle mitmacht.
FEine gemessene Rotationskorrelationszeit von 5.65 ns 148t diesen Schlufl zu. Die Publikati-
on von Matzinger et al. [3] gibt eine langsame Rotationskorrelationszeit 7'52) fiir HANS in
C12TAB Mizellen von 4.8 ns an und fiir DANS in diesen Mizellen von 3.6 ns. Damit sind
diese experimentell ermittelten Rotationskorrelationszeiten deutlich schneller als die mit
der Porphyrinsonde gemessene Korrelationszeit. Ihre Aminonaphthalinsulfonsédurefluoro-
phore sind damit weniger fest an diese Mizellen gebunden und kénnen die Gesamtbewegung
der Mizelle schlechter wiedergeben als der Porphyrinfluorophor.

In den C12TAB-Systemen mit und ohne zugesetztem 1-Hexanol nimmt der Wert der Fit-
giite x? nicht ab, sondern bleibt in etwa gleich, falls man von monoexponentiellem zu biex-
ponentiellem Anisotropieabklingverhalten {ibergeht. Das bedeutet, daf§ das Vorhandensein
von nicht-sphérischen Mizellen im C12TAB / 1-Hexanol System nicht sicher nachgewie-
sen werden kann. Die beiden nach einem biexponentiellem Anisotropieabklingverhalten
gefitteten Rotationskorrelationszeiten fiir dieses System erscheinen plausibel. Nimmt man
fiir dieses System an, daf} die gebildeten Mizellen bei 298 K und einer dynamischen Vis-
kositéit des Losungsmittels Wasser von 0.89 cPoise ein Volumen von 2.49 - 10726m3 und
ein Achsenverhiltnis von 3.14 besitzen, so lassen sich die Rotationskorrelationszeiten fiir
diesen prolaten Ellipsoid berechnen (siehe Gleichungen 1.67, 1.68, 1.69, 1.70, 1.71, 1.72).
Sie betragen 9.61 ns, 5.22 ns und 13.35 ns. Die kurze und die lange Rotationskorrelations-
zeit stimmen dann mit den aus den Meflergebnissen gefitteten Rotationskorrelationszeiten
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sehr gut iiberein. Das modellierte Achsenverhiltnis von 3.14 stimmt in etwa mit dem Wert
von 2.65 (aus Tabelle 1.2 errechnet) iiberein. Uberraschend ist der Befund, daf§ das Vo-
lumen einer C12TAB / 1-Hexanol - Mizelle etwas kleiner modelliert wird als eine reine
C12TAB-Mizelle, siehe Tabelle 4.5.

e Cewet Fit n ow G0 %2 gp x® Tabelle
0.22 0 16 10.18 0.320 5.65 0.156 4.21
0.22 0.11 10 1040 0.320 5.675 0.545 4.22

0.22 0.11 206 1040 0.320 13.34 5.23 0.919 0.463 4.22

Tabelle 4.4: Auswertung der Anisotropiemefidaten fiir das System C12TAB / 1-Hexanol.
go ist der Anteil an den Amplituden der einzelnen Komponenten der Anisotropie mit
g1 + g2 = 1, wie in Gleichung 1.32 definiert.

CC19TAB CHezanol Volumen 1 2
mol/l mol/l Angstrom3  Angstrom  Angstrom

0.22 0 26100 18.4 18.4

0.22 0.11 24900 12.4 38.8

Tabelle 4.5: Modellierung der Mizellen des Systems C12TAB / 1-Hexanol

4.2.2 Auswertung der FD-Anisotropiemefldaten der Porphyrinsonde in
Natriumoctylsulfat, -decylsulfat und -dodecylsulfat

Die Meflergebnisse fiir diese drei Tenside werden am besten durch jeweils monoexponen-
tielles Anisotropieabklingverhalten der Porphyrinsonde beschrieben. Damit haben diese
Mizellen Kugelform. Die Fitergebnisse sind in der Tabelle 4.6 zusammengefaft.

Tensid S5 Fit 5 "o m  X°  Tabelle A‘q/zzl;%% Aﬁgngfm
NaOS 043 10 10.88 0.320 4.01 0.621 4.23 18500 16.4
NaDS 038 10 10.53 0.320 4.60 0.385 4.24 21300 17.2
SDS 022 160 9.13 0.320 5.66 0.326 4.25 26200 18.4

Tabelle 4.6: Auswertung der Anisotropiemefidaten fiir Natriumoctylsulfat, -decylsulfat
und -dodecylsulfat

Fiir Natriumoctylsulfatmizellen ergibt sich eine Rotationskorrelationszeit von 4.01 ns. Un-
ter Annahme der Parameter Temperatur gleich 298 Kelvin und dynamischer Viskositét
von Wasser gleich 0.890 cPoise ergibt sich ein Mizellvolumen von 1.85 - 10725m2 und ein
Mizellradius von 16.4 Angstrom. Bei Decylsulfatmizellen wurde eine mittlere Korrelati-
onszeit von 4.60 ns gemessen. Es ergibt sich ein Mizellvolumen von 2.13 - 10726m3 und
ein Mizellradius von 17.2 Angstrém. Die mittlere Rotationskorrelationszeit einer Natri-
umdodecylmizelle wurde zu 5.66 ns bestimmt. Diese Mizellen haben ein Volumen von
2.62-10725m3 und einen Radius von 18.4 Angstrom. Damit sind Natriumdodecylmizellen
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und Dodecyltrimethylammoniumbromidmizellen gleich groff. Nimmt man an, dafl der Mi-
zellradius sich aus der Lange einer Kopfgruppe und der Lénge einer gestreckten Alkylkette
ergibt, so lassen sich Mizellradien berechnen. Fiir die Lange einer Alkylkette nimmt man
nach der Tanford-Gleichung an [39]:

lmae = 1.5 4 1.265 - n (4.1)

Dabei bedeutet [,,,, die Linge der Kette in Angstrom und n. die Zahl der Kohlen-
stoffatome in der Kette minus eins. Fiir Octylkohlenwasserstoffkette ergibt sich l,q. zu
10.4 Angstrom, fiir eine Decylkette zu 12.9 Angstréom und fiir eine Dodecylkette zu 15.5
Angstrom. Addiert man zu diesen Kettenlingen noch die Lange einer Sulfatkopfgruppe,
die 4.7 Angstrom betragt (nach Literaturstelle [20]), so erhélt man fiir das Octylsulfat 15.1
Angstrom, fiir das Decylsulfat 17.6 Angstrom und fiir das Dodecylsulfat 20.2 Angstrom.
Man sieht, daf3 die gemessenen Mizellradien in der Ndhe der theoretischen Mizellradien
liegen.

4.2.3 Publizierte Daten iiber Radien von Natriumalkylsulfat- und Al-
kyltrimethylammoniumbromidmizellen

Israelachvili [46] gibt den Radius einer SDS-Mizelle zu 17 Angstrom an. Bockstahl et al.
[47] haben den Radius von SDS-Mizellen bei 294 Kelvin in 0.28 molarer SDS-Losung durch
»positron annihilation lifetime* Spektroskopie bestimmt. Ihre Meldaten wurden nach zwei
unterschiedlichen Hypothesen ausgewertet und ergaben einen hydrophoben Coreradius von
18.8 und 19.0 £+ 0.3 Angstrom, sowie nach der anderen Hypothese einen Radius von 16.9
und 17.2 4+ 0.3 Angstrom.

Bergstrom et al. [48] bestimmten den Radius von SDS- und C12TAB-Mizellen bei 40°C in
wéBriger Tensidlosung mit oder ohne zugefiigtes Natriumbromid durch SANS-Experimente.
In reinem D3O ergeben sich bei beiden Tensiden scheibenférmige Mizellen. Der kurze Ra-
dius erhoht sich von 8.9 Angstrom bei einer 0.25 %igen SDS-Losung auf 12.0 Angstrom
bei einer 1 %igen Losung. Der lange Radius erhoht sich nur geringfiigig von 19.9 auf 20.3
Angstrom. In 0.5 %iger C1oTAB-Losung liegt der kurze Radius bei 8.7 Angstrém und
erhoht sich bei einer 1 %igen Losung auf 12.3 Angstrom. Der lange Radius erniedrigt sich
leicht von 21.7 auf 21.4 Angstrom.

Vass et al. [49, 50] untersuchten mit SANS-Experimenten den Radius von Natriumdecyl-
und -dodecylsulfatmizellen. Thre Ergebnisse als Coreradius fiir das Decylsulfat sind 12.6
und 13.1 4+ 0.3 Angstrom und 15.7 + 0.3 Angstrom als Coreradius des Dodecylsulfats.
Missel et al. [51] haben mit quasielastischer Lichtstreuung die Mizellradien von Natrium-
octyl-, -decyl- und -dodecylsulfat in 0.1 molarer Natriumchloridlosung bestimmt. Sie er-
hielten 15.53 + 0.19 Angstréom fiir Natriumoctylsulfat, 19.82 4+ 0.06 Angstrom fiir Na-
triumdecylsulfat und 25.20 4+ 0.07 Angstréom fiir Natriumdodecylsulfat.

Berr et al. [52] bestimmten den Coreradius von C12TAB-Mizellen mit SANS-Messungen
zu 13.1 Angstréom und die Lénge des Sternbereich dieser Mizellen zu 9 Angstrom. Es ergibt
sich so ein Mizellradius von 22.1 Angstrom.

Diese publizierten Mefldaten zeigen, dafl gemessene Mizellradien eines Tensids durchaus
unterschiedlich sein konnen. Bedingt durch die Mefimethode, die im Fall von SANS-
Messungen nur den Corebereich erfassen, oder durch unterschiedliche Parameter wie Tem-
peratur oder Salzgehalt der Losung ergeben sich beim gleichen Tensid unterschiedliche
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Resultate. Die durch Anisotropiemessungen der Porphyrinprobe gewonnenen Mizellradien
sind etwas kleiner als der Durchschnitt der publizierten Mizellradien des gleichen Tensids.

4.2.4 Auswertung der FD-Anisotropiemefidaten der Porphyrinsonde in
Tetrahydrofuran

Das Anisotropieabklingverhalten der Sonde in Tetrahydrofuran ist monoexponentiell. Gibt
man die Fundamentalanisotropie zu 0.32 vor, so wird die Intensitdtsabklingdauer zu 5.96
ns und die Rotationskorrelationszeit zu 0.567 ns gefittet. Der Wert fiir x2 betrigt 0.040.
Die deutlich verkiirzte Abklingdauer von etwa 6 ns verglichen mit ca. 10.5 ns in Mizellen
deutet darauf hin, daf§ die Fluorophore in Tetrahydrofuran aggregieren und es so zu einer
teilweisen Fluoreszenzselbstloschung kommt. Fittet man die MeBergebnisse nach einem
biexponentiellen Anisotropieabklingverhalten so werden die y? Werte wieder grofier. Mit
dieser Messung zeigt sich, daf3 der freie Fluorophor eine sehr kurze Rotationskorrelations-
zeit von einer halben Nanosekunde hat. Daraus 148t sich schlieflen, daf§ der Fluorophor in
Losungsmitteln frei beweglich ist. Dagegen liegt er in Mizellen an das Aggregat gebunden
VOr.

4.2.5 Auswertung der FD-Anisotropiemef3idaten der Porphyrinsonde im
System SDS / Tetradecyldimethylaminoxid

Die nachfolgende Tabelle 4.7 gibt die Ergebnisse eines Fits der FD-Anisotropiemefldaten
der Sonde im System SDS / Tetradecyldimethylaminoxid an. 60 millimolare Losungen
von SDS und TDMAO wurden dabei im angegebenen Verhéltnis gemischt. Fiir die reine
SDS-Losung ergibt sich bei dieser Konzentration eine Rotationskorrelationszeit von 5.625
ns, welche vergleichbar ist mit der bei der 0.22 molaren Konzentration gemessenen von
5.65 ns.

Beim Mischungsverhéltnis SDS : TDMAO von 9 : 1 und 8 : 2 lassen sich die Meflergebnisse
nicht nach einem biexponentiellem Abklingverhalten fitten. Bei einem Mischungsverhilt-
nis von SDS : TDMAO von 7 : 3 und 6 : 4 lassen sich die Meflergebnisse nach einem
biexponentiellem Abklingverhalten fitten, jedoch erniedrigt sich erstmals beim Mischungs-
verhiltnis von 6 : 4 der Wert von x? um mehr als die Hilfte verglichen mit dem y2-Wert
eines monoexponentiellem Anisotropiefits. Daher kann erst sicher von nichtsphérischen
Mizellen ab dem Mischungsverhéltnis von 6 : 4 und kleiner gesprochen werden.

Bei einem Mischungsverhiéltnis von 7 : 3 lassen sich die erhaltenen beiden Rotationskorrela-
tionszeiten von 46.32 und 7.60 ns durch einen prolaten Ellipsoid erkldren, der ein Volumen
von 3.57 - 1072m3 und ein Achsenverhiiltnis von 6.0 aufweist. Fiir diesen Ellipsoid las-
sen sich 3 Rotationskorrelationszeiten berechnen, die die Werte 7.64, 20.51 und 46.84 ns
haben. Vergleicht man das Achsenverhéltnis von 6.0 mit dem aus den publizierten Daten
errechneten von 2.25 aus Tabelle 1.3, so ergibt sich ein deutlicher Unterschied.

Bei einem Mischungsverhéltnis von 6 : 4 lassen sich die erhaltenen beiden Rotationskorrela-
tionszeiten von 51.62 und 7.89 ns durch einen prolaten Ellipsoid erkléren, der ein Volumen
von 3.69 - 10726m3 und ein Achsenverhéltnis von 6.3 aufweist. Fiir diesen Ellipsoid lassen
sich 3 Rotationskorrelationszeiten berechnen, die die Werte 7.89, 21.70 und 52.03 ns ha-
ben.
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Bei einem Mischungsverhéltnis von 5 : 5 lassen sich die erhaltenen beiden Rotationskorrela-
tionszeiten von 14.71 und 8.89 ns durch einen prolaten Ellipsoid erkléren, der ein Volumen
von 4.32 - 10726m3 und ein Achsenverhiltnis von 2.1 aufweist. Fiir diesen Ellipsoid las-
sen sich 3 Rotationskorrelationszeiten berechnen, die die Werte 8.93, 12.67 und 14.74 ns
haben. Vergleicht man das Achsenverhéltnis von 2.1 mit dem aus den publizierten Daten
errechneten von 3.44 aus Tabelle 1.3, so ergibt sich wiederum ein Unterschied.

Bei einem Mischungsverhiéltnis von 4 : 6 lassen sich die erhaltenen beiden Rotationskorrela-
tionszeiten von 13.45 und 8.09 ns durch einen prolaten Ellipsoid erkléren, der ein Volumen
von 3.90 - 10725m3 und ein Achsenverhiltnis von 2.12 aufweist. Fiir diesen Ellipsoid las-
sen sich 3 Rotationskorrelationszeiten berechnen, die die Werte 8.07, 11.53 und 13.44 ns
haben. Vergleicht man das Achsenverhiltnis von 2.12 mit dem aus den publizierten Daten
errechneten von 3.44 aus Tabelle 1.3, so ergibt sich ein Unterschied.

Bei einem Mischungsverhiltnis von 3 : 7 lassen sich die erhaltenen beiden Rotationskorrela-
tionszeiten von 13.51 und 7.71 ns durch einen prolaten Ellipsoid erkldren, der ein Volumen
von 3.74-10726m3 und ein Achsenverhiltnis von 2.23 aufweist. Fiir diesen Ellipsoid lassen
sich 3 Rotationskorrelationszeiten berechnen, die die Werte 7.74, 11.40 und 13.54 ns ha-
ben. Das von den publizierten Daten errechnete Achsenverhéltnisses von 3.52 ist wiederum
verschieden vom modellierten Wert von 2.23.

Die erhaltenen Unterschiede lassen sich moglicherweise dadurch erkléren, dafl bei den mo-
dellierten Ellipsoiden ein Modell fiir einen prolaten Ellipsoid zugrunde gelegt wurde, bei
der Publikation von [20] jedoch ein allgemeiner Ellipsoid mit drei verschiedenen Achsen.
Bei den Mischungsverhéltnissen von 2 : 8 und 1 : 9 treten bei einem gefitteten biexponen-
tiellen Anisotropiezerfall jeweils Komponenten mit kurzer Abklingzeit (ca. 3.2 bis 3.6 ns)
auf, die einen geringen Anteil am Gesamtanisotropieabklingverhalten haben. Das kann be-
deuten, dafl der Fluorophor bereits eine geringe Eigenbewegung innerhalb dieser Mizellen
hat.

Alle modellierten Grofen fiir das System SDS / Tetradecyldimethylaminoxid sind in Ta-
belle 4.8 zusammengefaflt.
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SDS: TDMAO Fit I g o & g x?>  Tabelle
10:0 1© 858 0320 5.625 0219  4.11
9:1 10 892 0320 5.647 0.458  4.12
8:2 10 920 0.320 6.684 0271  4.13
7:3 10 922 0320 7.698 0.265  4.14
7:3 20 922 0320 4632 7.60 0992 0281 4.14
6:4 10 953 0320 8.914 1132 415
6:4 20 953 0320 5162 7.89 0916 0549  4.15
5:5 10 919 0320 9.280 0.401  4.16
5:5 20 919 0320 1471 889 0917 0448 4.16
4:6 1© 9.06 0320 9.654 0.358  4.17
4:6 20 906 0320 1345 8.09 0662 0.771  4.17
3:7 1© 844 0320 8.370 1.083  4.18
3:7 20 844 0320 1351 7.71 0852 1.094 4.18
2:8 1© 7.74 0320 6.375 3.637 419
2:8 20 7.74 0320 658 319 00123 5765  4.19
1:9 10 951 0320 10.975 0.391  4.20
1:9 20 951 0320 1123 357 0021 0391  4.20
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Tabelle 4.7: Auswertung der AnisotropiemefBdaten fiir das System SDS / Tetradecyldi-

methylaminoxid

SDS : TDMAO 50885 Tgstrom  Tngeirom
10:0 26000 1837  18.37
9:1 26100 1840  18.40
8:2 30900 1946  19.46
7:3 35700 1124 67.44
6:4 36900 1118 7045
5:5 43200 17.00 3570
4:6 30000 1638  34.72
3:7 37400 1588 3541

Tabelle 4.8: Modellierung der Mizellen fiir das System SDS / Tetradecyldimethylamin-

oxid
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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Modellierung verschiedener Mizellen, deren Gréfle und Form be-
reits publiziert sind. Diese Aufgabe wurde mit Hilfe eines selbstgebauten FD-Fluorimeters
bewéltigt, der das Anisotropieabklingverhalten einer neu synthetisierten Fluorophorprobe
mift. Die erhaltenen Anisotropiemefdaten wurden nach einem mono- oder biexponenti-
ellem Abklingverhalten gefittet, wobei die dazu benétigten Parameter Intensitéitsabkling-
zeit und Fundamentalanisotropie des Fluorophors separat ermittelt wurden. Es stellte
sich heraus, dafl dieser Fluorophor in allen mizellaren Losungen monoexponentielles In-
tensitdtsabklingverhalten zeigt und damit innerhalb der Mizellen nur eine einzige fluo-
reszierende Spezies vorliegt. Weiterhin zeigte der Fluorophor in reinen SDS-, C1oTAB-,
Natriumoctylsulfat-, und Natriumdecylsulfatmizellen ein monoexponentielles Anisotropie-
abklingverhalten. Die erhaltenen jeweiligen Rotationskorrelationszeiten erlaubten es, das
Volumen und den Radius dieser Mizellen nach der Stokes-Einstein-Gleichung zu bestim-
men. Diese Werte stimmen sehr gut mit publizierten Werten iiberein. Messungen der Ro-
tationskorrelationszeit des Fluorophors in Tetrahydrofuran zeigten, dafl diese im Bereich
einer halben Nanosekunde lagen und damit ca. ein Zehntel der Rotationskorrelationszeit
in Mizellen betragen. Daraus konnte geschlossen werden, dafl der Fluorophor in Mizellen
fest an das Mizellaggregat gebunden ist. Prolate Mizellen konnten ebenfalls modelliert
werden, hier ist jedoch die Ubereinstimmung mit den Literaturdaten weniger gut. Am
besten gelang dies am Beispiel von C12TAB-1-Hexanol-Mizellen, deren Achsenverhéltnis
zu 3.14 modelliert wurde verglichen mit einem Wert von 2.65 aus einer Auswertung von
Kleinwinkelneutronenstreumessungen. Die Ergebnisse im SDS-TDMAO-System stimmten
am wenigsten mit den Literaturdaten iiberein. Dies konnte vielleicht daran liegen, dafl
diese Methode eine Mindestgroe eines Achsenverhéltnisses braucht, um den Unterschied
zwischen einer sphérischen und einer prolaten Mizelle zu detektieren. Ist jedoch dieses
Achsenverhiltnis grof, so entwickelt der Fluorophor eine Eigenrotation und kann somit
die globale Rotation dieses Typs von Mizellen nicht mehr sondieren. Eine andere Mo6glich-
keit ist, dafl die Mizellen nach einem prolaten Ellipsoid modelliert wurden, die publizierten
Daten im SDS-TDMAO-System jedoch von einem allgemeinen Ellipsoid ausgehen.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dafl die entwickelte Methode, die auf der Messung des
Anisotropieabklingverhaltens einer in Mizellen eingebrachten Fluorophorprobe beruht, ei-
ne kostengiinstig und schnell durchfithrbare Alternative zu etablierten Methoden darstellt.
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Anhang

Die ersten beiden Tabellen geben die Rohdaten des Excitationsanisotropiespektrums des
Porphyrinfluorophors in Propylenglykol an. Die erste Spalte gibt die Wellenldnge in nm
und die zweite Spalte den Fundamentalanisotropiewert bei dieser Wellenldnge an.

Die nachfolgenden 10 Tabellen geben jeweils Anisotropiemef3daten fiir den Fluorophor
im System SDS / Tetradecyldimethylaminoxid wieder, beginnend bei 10 Volumenantei-
len SDS und 0 Volumenanteilen Tetradecyldimethylaminoxid bis zu 1 Volumenanteil SDS
und 9 Volumenanteilen Tetradecyldimethylaminoxid. Die Gesamtkonzentration aller Ten-
side liegt bei 60 mmol/l.

Danach folgen 2 Tabellen, die die Medaten fiir den Fluorophor in einer 0.22 molaren
wéafrigen C12TAB-Losung und in einer 0.22 molaren wéfirigen C1oTAB-Losung mit zuge-
setztem 0.11 mol/l 1-Hexanol angeben.

Die sich daran anschliefenden 3 Tabellen geben die Meflergebnisse fiir den Fluorophor in
einer 0.43 molaren Natriumoctylsulfatlosung, in einer 0.38 molaren Natriumdecylsulfatls-
sung und in einer 0.22 molaren SDS-Lésung an.

Die letzte Tabelle gibt die Meflergebnisse einer Messung des Fluorophors in THF an. Fiir
alle Tabellen gilt, dal die erste Spalte jeweils die Meffrequenz in MHz angibt, die zweite
Spalte den Phasenshift in Grad, die dritte Spalte die Modulation, die vierte Spalte die
Standardabweichung des Phasenshifts und die fiinfte Spalte die Standardabweichung der
Modulation.
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425 -0.02922 466  0.14817 507  0.04577
426 -0.02567 467  0.12783 508  0.043

427 -0.02314 468  0.09605 509  0.05353
428 -0.00053 469  0.0781 510  0.05034
429  0.04292 470 0.05473 511  0.06803
430  0.0633 471 0.02102 512 0.07293
431 0.09018 472 -0.00486 513 0.07929
432 0.10566 473  -0.03792 514  0.09438
433  0.12074 474 -0.05015 515  0.09976
434 0.12774 475  -0.06333 516  0.10342
435 0.12227 476 -0.08037 o17  0.1177

436  0.10964 477 -0.08259 518  0.12234
437 0.09402 478 -0.08974 519  0.12692
438  0.07749 479  -0.08421 520  0.13802
439  0.05982 480 -0.07828 521 0.145

440  0.04563 481 -0.07267 522 0.1566

441  0.02803 482 -0.06232 523  0.15407
442 0.02389 483  -0.0492 524 0.16968
443  0.03166 484 -0.04915 525  0.1672

444 0.03904 485 -0.04617 526 0.16985
445 0.04716 486  -0.0316 527 0.17308
446  0.06825 487 -0.03729 528  0.17303
447 0.09213 488 -0.03377 529  0.17819
448  0.11786 489 -0.02545 530 0.16861
449 0.14408 490 -0.02583 531  0.16713
450  0.17293 491 -0.01794 532  0.1621

451  0.19976 492 0.00536 533 0.14772
452 0.21816 493  0.00518 534  0.14716
453  0.23142 494 0.00723 535  0.13967
454 0.25205 495 0.00214 536 0.12317
455 0.25876 496  0.00192 537 0.10035
456  0.26344 497  0.00023 538  0.08413
457  0.2655 498 -0.00587 539  0.07875
458  0.2563 499 -0.00134 540  0.06452
459  0.26059 500 -0.00428 541 0.05516
460 0.24704 501  0.00596 542 0.02941
461  0.23769 502  0.01529 543 0.02259
462 0.227 503  0.01922 544 0.01532
463 0.2263 504  0.02768 545 0.01924
464 0.1879 505  0.0303 546 -0.00549
465 0.16363 506  0.0453 547 0.00665

Tabelle 4.9: erster Teil der Rohdaten des Excitationsanisotropiespektrums des Porphy-
rinfarbstoffes in Propylenglykol
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548
549
550
551
552
553
954
555
956
557
958
559
560
561
562
563
564
565
566
967
568
569
570
071
572
o973
074
LYE)
976
LY
o978
579
580
581
582
583
o84
585
586
o987
588

0.00051
-0.00811
-0.00924
-0.00836
-0.00597
-0.01412
-0.01994

-0.0237
-0.01461
-0.00874

-0.0194
-0.01406
-0.01591
-0.00887
-0.00813
-0.00936
-0.00666

0.00109

0.00662

0.01666

0.02772
0.05378
0.05442
0.06425
0.07833
0.09875
0.11049
0.11575
0.13486
0.14431
0.16229
0.17227
0.17862
0.19412
0.20543
0.19602
0.20577
0.20548
0.20455
0.20097

0.1816

589
590
991
592
593
594
995
596
997
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629

0.16668
0.15388
0.13901
0.11756
0.11261
0.08602
0.09362
0.08995
0.07615
0.09185
0.09679
0.10763
0.12418
0.13045
0.14855
0.15891
0.17443
0.1747
0.17785
0.20114
0.21158
0.21599
0.20979
0.22812
0.23787
0.22215
0.24348
0.26206
0.25397
0.26866
0.28575
0.29126
0.2925
0.30862
0.31558
0.31663
0.30129
0.32338
0.32179
0.31898
0.31557

630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
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0.32116
0.31739
0.31028
0.30796
0.30007
0.29654
0.2902
0.27201
0.26999
0.2693
0.25805
0.2546
0.23787
0.24247
0.24875
0.2626
0.24879
0.25094
0.24687
0.24969
0.25919
0.26801
0.26573
0.27274
0.28924
0.28363
0.29675
0.29014
0.28481
0.27967
0.28978
0.30263
0.28544
0.27946
0.28949
0.30214
0.28346
0.3099
0.29112
0.32091
0.38711

Tabelle 4.10: zweiter Teil der Rohdaten des Excitationsanisotropiespektrums des Por-

phyrinfarbstoffes in Propylenglykol
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3.14 1.907 1.4381 0.448 0.0037
3.57 2364 1.4355 0.428 0.0035
4.05 2.695 1.4408 0.377 0.0033
4.60 2,949 1.4422 0.380 0.0036
5.23 3.286 1.4456 0.354 0.0034
5.93 3.817  1.4477 0.510 0.0037
6.74 4.178 1.4542 0.403 0.0036
7.65 4.802 1.4590 0.387 0.0036
8.69 5.395 1.4647 0.435 0.0039
9.87 6.017 14721 0.432 0.0044
11.21  6.746 1.4791 0.391 0.0044
12.73  7.475 14895 0.413 0.0042
14.46 8.213 1.5055 0.436 0.0047
16.42 9.236 1.5230 0.459 0.0048
18.65 9.968 1.5447 0.519 0.0060
21.18 10.858 1.5687 0.584 0.0065
24.05 11.827 1.6025 0.652 0.0089
27.31 12.408 1.6362 0.815 0.0113
31.02 13.202 1.6743 0.790 0.0194

Tabelle 4.11: Anisotropiemefldaten des Porphyrinfarbstoffes reinen SDS Mizellen

3.14 1.903 1.4314 0.456 0.0029
3.57 2.542  1.4281 0.367 0.0033
4.05 2.892 1.4322 0.387 0.0030
4.60 3.190  1.4342 0.360 0.0030
5.23 3.570  1.4364 0.379 0.0033
5.93 3.988 1.4402 0.374 0.0031
6.74 4.512  1.4437 0.394 0.0032
7.65 5.116  1.4493 0.411 0.0033
8.69 5.684 1.4552 0.404 0.0036
9.87 6.475 1.4624 0.371 0.0038
11.21  7.231 1.4671 0.436 0.0036
12,73  8.003 1.4811 0.533 0.0043
14.46  8.897 1.4961 0.451 0.0043
16.42 9.868 1.5150 0.486 0.0046
18.65 10.923 1.5352 0.496 0.0049
21.18 11.971 1.5595 0.495 0.0060
24.05 12.808 1.5928 0.643 0.0073
27.31 13.646 1.6300 0.753 0.0083
31.02 14.484 1.6711 0.790 0.0115

Tabelle 4.12: Anisotropiemefidaten des Porphyrinfarbstoffes in SDS / TDMAO Mizellen
im Verhéltnis 9:1
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3.14
3.57
4.05
4.60
5.23
5.93
6.74
7.65
8.69
9.87
11.21
12.73
14.46
16.42
18.65
21.18
24.05
27.31
31.02

2.275
2.482
2.895
3.231
3.673
4.177
4.619
5.213
5.810
6.630
7.402
8.182
8.966
9.944
10.831
11.965
12.542
13.409
14.114

1.4708
1.4719
1.4766
1.4797
1.4821
1.4866
1.4909
1.4951
1.5044
1.5138
1.5181
1.5340
1.5500
1.5714
1.5982
1.6201
1.6550
1.6874
1.7162

0.601
0.557
0.553
0.592
0.551
0.606
0.581
0.611
0.671
0.682
0.739
0.716
0.717
0.720
0.800
0.767
0.933
1.283
1.137

0.0051
0.0051
0.0059
0.0066
0.0065
0.0064
0.0062
0.0063
0.0062
0.0071
0.0073
0.0079
0.0075
0.0084
0.0080
0.0104
0.0161
0.0222
0.0302
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Tabelle 4.13: Anisotropiemefdaten des Porphyrinfarbstoffes in SDS / TDMAO Mizellen

im Verhéltnis 8:2

3.14
3.57
4.05
4.60
5.23
5.93
6.74
7.65
8.69
9.87
11.21
12.73
14.46
16.42
18.65
21.18
24.05
27.31
31.02

2.303
2.702
3.026
3.419
3.790
4.299
4.806
5.375
6.089
6.772
7.503
8.339
9.180
9.958
10.869
11.686
12.676
13.405
13.841

1.5161
1.5177
1.5187
1.5225
1.5260
1.5295
1.5348
1.5404
1.5536
1.5630
1.5743
1.5875
1.6073
1.6314
1.6539
1.6819
1.7144
1.7341
1.7673

0.588
0.534
0.560
0.574
0.549
0.581
0.574
0.614
0.605
0.707
0.656
0.692
0.745
0.790
0.765
0.903
0.977
1.100
1.207

0.0062
0.0076
0.0067
0.0070
0.0077
0.0081
0.0073
0.0078
0.0067
0.0071
0.0071
0.0087
0.0093
0.0091
0.0114
0.0122
0.0211
0.0308
0.0384

Tabelle 4.14: Anisotropiemefidaten des Porphyrinfarbstoffes in SDS / TDMAO Mizellen

im Verhéltnis 7:3
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3.14 2.469 1.5557 0.366 0.0034
3.57 2,560 1.5587 0.370 0.0033
4.05 3.075 1.5586 0.378 0.0037
4.60 3.419 1.5633 0.371 0.0033
5.23 3.817 1.5697 0.376 0.0034
5.93 4.263 1.5726 0.400 0.0033
6.74 4.873 1.5798 0.408 0.0036
7.65 5.342 1.5876 0.425 0.0038
8.69 6.023 1.5955 0.424 0.0037
9.87 6.637 1.6060 0.452 0.0044
11.21  7.437 1.6161 0.451 0.0045
12,73 8.227 1.6335 0.457 0.0050
14.46  9.049 1.6529 0.474 0.0053
16.42 9.829 1.6755 0.510 0.0053
18.65 10.662 1.7043 0.518 0.0062
21.18 11.359 1.7328 0.527 0.0064
24.05 11977 1.7711 0.646 0.0083
27.31 12.659 1.8114 0.748 0.0116
31.02 13.235 1.8485 0.755 0.0209

Tabelle 4.15: AnisotropiemeBdaten des Porphyrinfarbstoffes in SDS / TDMAO Mizellen
im Verhéltnis 6:4

3.14 2.286 1.5806 0.398 0.0033
3.57 2.662 1.5808 0.341 0.0034
4.05 2,964 1.5844 0.326 0.0034
4.60 3.450 1.5873 0.358 0.0032
5.23 3.855 1.5909 0.420 0.0035
5.93 4.342  1.5949 0.331 0.0032
6.74 4.940 1.6022 0.358 0.0036
7.65 5.601 1.6100 0.417 0.0037
8.69 6.053 1.6194 0.400 0.0039
9.87 6.843 1.6307 0.416 0.0041
11.21 7.452 1.6438 0.456 0.0044
12,73 8.211 1.6597 0.455 0.0048
14.46  9.016 1.6818 0.417 0.0049
16.42 9.793 1.7067 0.520 0.0054
18.65 10.647 1.7350 0.498 0.0063
21.18 11.119 1.7640 0.597 0.0068
24.05 11.631 1.8052 0.628 0.0094
27.31 12.067 1.8466 0.726 0.0114
31.02 12.573 1.8877 0.798 0.0144

Tabelle 4.16: Anisotropiemefidaten des Porphyrinfarbstoffes in SDS / TDMAO Mizellen
im Verhéltnis 5:5
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3.14 2.359  1.5957 0.390 0.0033
3.57 2.650 1.5990 0.350 0.0031
4.05 2980 1.6014 0.337 0.0033
4.60 3.402 1.6051 0.314 0.0033
5.23 3.814 1.6092 0.342 0.0033
5.93 4.263 1.6139 0.354 0.0030
6.74 4.763 1.6210 0.311 0.0038
7.65 5.324 1.6280 0.440 0.0037
8.69 5.900 1.6386 0.419 0.0040
9.87 6.531 1.6502 0.399 0.0041
11.21  7.295 1.6624 0.428 0.0042
12,73 7.826 1.6801 0.768 0.0049
14.46 8.553 1.7015 0.452 0.0050
16.42  9.396 1.7264 0.531 0.0052
18.65 9.964 1.7545 0.526 0.0059
21.18 10.621 1.7837 0.582 0.0075
24.05 10.999 1.8221 0.632 0.0088
27.31 11.451 1.8634 0.869 0.0111
31.02 11.729 1.8984 0.795 0.0168

Tabelle 4.17: Anisotropiemedaten des Porphyrinfarbstoffes in SDS / TDMAO Mizellen
im Verhéltnis 4:6

3.14 2.357 1.5643 0.415 0.0041
3.57 2397  1.5697 0.378 0.0036
4.05 2,723  1.5723 0.383 0.0034
4.60 3.102  1.5769 0.456 0.0033
5.23 3.524 1.5808 0.367 0.0034
5.93 3.994 1.5843 0.384 0.0034
6.74 4.394 15924 0.386 0.0036
7.65 4.860 1.5993 0.489 0.0043
8.69 5.342  1.6082 0.415 0.0042
9.87 5.985 1.6192 0.380 0.0046
11.21 6.574 1.6292 0.438 0.0045
12,73 7.203 1.6460 0.450 0.0049
14.46 7.856 1.6656 0.578 0.0055
16.42 8.411 1.6877 0.501 0.0059
18.65 8.922 1.7118 0.569 0.0066
21.18 9413 1.7370 0.643 0.0072
24.05 9.772  1.7691 0.905 0.0095
27.31 10.190 1.8038 0.728 0.0152
31.02 10.513 1.8224 0.915 0.0290

Tabelle 4.18: Anisotropiemefidaten des Porphyrinfarbstoffes in SDS / TDMAO Mizellen
im Verhéltnis 3:7
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3.14 1922 1.5007 0.422 0.0035
3.57 2196 1.5049 0.334 0.0032
4.06  2.468 1.5064 0.339 0.0032
4.60  2.695 1.5066 0.358 0.0033
5.23  3.080 1.5119 0.361 0.0031
5.93 3.485 1.5165 0.349 0.0034
6.74  3.871 1.5235 0.343 0.0034
7.65 4314 1.5297 0.396 0.0035
8.69  4.820 1.5379 0.381 0.0042
9.87 5.341 1.5465 0.402 0.0040
11.21 5948 1.5529 0.388 0.0040
12.73  6.395 1.5721 0.409 0.0050
14.46 6.868 1.5883 0.481 0.0054
16.42 7.391 1.6060 0.527 0.0055
18.65 7.875 1.6280 0.558 0.0054
21.18 8.322 1.6489 0.519 0.0072
24.05 8.755 1.6783 0.715 0.0090
27.31 8.855 1.7063 0.715 0.0102
31.02 9.111 1.7313 0.943 0.0181

Tabelle 4.19: AnisotropiemeBdaten des Porphyrinfarbstoffes in SDS / TDMAO Mizellen
im Verhéltnis 2:8

3.14 2449 1.6249 0.396 0.0037
3.57 2.749 1.6248 0.345 0.0036
4.05 3.196  1.6289 0.354 0.0034
4.60 3.495 1.6340 0.374 0.0033
5.23 3.902  1.6395 0.349 0.0030
5.93 4.319 1.6459 0.330 0.0033
6.74 4919 1.6523 0.355 0.0036
7.65 5.464 1.6607 0.380 0.0038
8.69 6.009 1.6732 0.401 0.0041
9.87 6.740 1.6845 0.406 0.0041
11.21  7.299 1.6997 0.383 0.0049
12,73 8.023 1.7165 0.425 0.0050
14.46 8.616 1.7432 0.491 0.0051
16.42 9.317 1.7689 0.440 0.0057
18.65 9.792 1.7993 0.528 0.0066
21.18 10.520 1.8315 0.577 0.0075
24.05 10.784 1.8697 0.651 0.0100
27.31 11.167 1.9110 0.663 0.0134
31.02 11.310 1.9388 0.864 0.0267

Tabelle 4.20: Anisotropiemefidaten des Porphyrinfarbstoffes in SDS / TDMAO Mizellen
im Verhéltnis 1:9
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3.14 2437  1.3888 0.389 0.0033
3.57 2.548 1.3919 0.354 0.0030
4.05 3.040 1.3941 0.340 0.0028
4.60 3.338  1.3961 0.330 0.0030
5.23 3.830 1.3994 0.360 0.0030
5.93 4.367 1.4032 0.333 0.0033
6.74 4.863 1.4078 0.365 0.0032
7.65 5.521 1.4132 0.349 0.0030
8.69 6.161 1.4210 0.396 0.0034
9.87 6.936 1.4291 0.398 0.0036
11.21  7.796 1.4363 0.407 0.0042
12.73  8.664 1.4522 0.462 0.0040
14.46  9.564 1.4677 0.467 0.0048
16.42 10.546 1.4887 0.458 0.0051
18.65 11.639 1.5172 0.530 0.0064
21.18 12.569 1.5427 0.576 0.0062
24.05 13.559 1.5779 0.726 0.0082
27.31 14.146 1.6196 0.785 0.0113
31.02 15.032 1.6572 0.900 0.0218

Tabelle 4.21: Anisotropiemefldaten des Porphyrinfarbstoffes in C15TAB-Mizellen

3.14 2499 1.3884 0.417 0.0031
3.57 2,689 1.3903 0.375 0.0030
4.05 3.063  1.3923 0.341 0.0031
4.60 3.483  1.3928 0.356 0.0033
5.23 3.915 1.3965 0.352 0.0031
5.93 4391 1.4002 0.354 0.0033
6.74 4.956 1.4033 0.382 0.0030
7.65 5.571 1.4084 0.388 0.0033
8.69 6.316 1.4158 0.402 0.0038
9.87 7.119 1.4231 0.422 0.0038
11.21 7941 1.4322 0.487 0.0043
12.73  8.851 1.4466 0.456 0.0045
14.46  9.778 1.4626 0.477 0.0055
16.42 10.771 1.4819 0.480 0.0056
18.65 11.752 1.5064 0.564 0.0061
21.18 12.732 1.5306 0.581 0.0065
24.05 13.653 1.5696 0.708 0.0105
27.31 14.611 1.6050 0.817 0.0188
31.02 15.422 1.6286 0.965 0.0319

Tabelle 4.22: Anisotropiemefdaten des Porphyrinfarbstoffes in C;2TAB / 1-Hexanol-
Mizellen
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3.14 2217 1.2782 0.505 0.0037
3.57 2477 1.2887 0.430 0.0041
4.05 2.824 1.2899 0.397 0.0034
4.60 3.159  1.2931 0.378 0.0038
5.23 3.661 1.2922 0.575 0.0037
5.93 4.022  1.2972 0.427 0.0038
6.74 4.670 1.3003 0.486 0.0041
7.65 5.259 1.3037 0.425 0.0042
8.69 5.862 1.3069 0.533 0.0043
9.87 6.574 1.3119 0.445 0.0047
11.21  7.523 1.3178 0.483 0.0050
12,73 8.426 1.3286 0.572 0.0053
14.46  9.432 1.3384 0.664 0.0060
16.42 10.467 1.3532 0.587 0.0075
18.65 11.760 1.3688 0.627 0.0073
21.18 13.029 1.3845 0.749 0.0116
24.05 14.067 1.3982 1.009 0.0279
27.31 15.567 1.4060 1.802 0.0337

Tabelle 4.23: AnisotropiemeBldaten des Porphyrinfarbstoffes in Natriumoctylsulfat-
Mizellen

3.14 2.291 1.3253 0.417 0.0029
3.57 2476 1.3293 0.355 0.0027
4.05 2834 1.3305 0.379 0.0027
4.60 3.216 1.3332 0.348 0.0029
5.23 3.660 1.3349 0.329 0.0029
5.93 4.098 1.3381 0.387 0.0029
6.74 4.579 1.3416 0.351 0.0031
7.65 5.184 1.3459 0.361 0.0030
8.69 5.825 1.3496 0.383 0.0032
9.87 6.570 1.3576 0.396 0.0038
11.21  7.424 1.3630 0.391 0.0037
12,73  8.256 1.3775 0.414 0.0039
14.46  9.197 1.3917 0.530 0.0046
16.42 10.222 1.4086 0.493 0.0050
18.65 11.273 1.4282 0.469 0.0052
21.18 12.349 1.4511 0.547 0.0059
24.05 13.335 1.4831 0.714 0.0079
27.31 14.347 1.5184 0.767 0.0109
31.02 15.268 1.5526 0.928 0.0179

Tabelle 4.24: Anisotropiemefidaten des Porphyrinfarbstoffes in Natriumdecylsulfat-
Mizellen
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3.14
3.57
4.05
4.60
5.23
5.93
6.74
7.65
8.69
9.87
11.21
12.73
14.46
16.42
18.65
21.18
24.05
27.31
31.02

2.181
2.494
2.760
3.086
3.501
3.965
4.514
5.078
5.684
6.365
7.089
7.878
8.883
9.744
10.759
11.704
12.412
13.378
14.149

1.4218
1.4210
1.4263
1.4247
1.4316
1.4346
1.4385
1.4430
1.4490
1.4569
1.4630
1.4768
1.4927
1.5103
1.5333
1.5578
1.5910
1.6286
1.6698

0.400
0.332
0.315
0.329
0.338
0.331
0.336
0.341
0.348
0.408
0.404
0.395
0.464
0.457
0.524
0.519
0.578
0.710
0.812

0.0028
0.0028
0.0028
0.0031
0.0029
0.0030
0.0030
0.0032
0.0037
0.0037
0.0037
0.0041
0.0042
0.0047
0.0053
0.0061
0.0077
0.0088
0.0109
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Tabelle 4.25: AnisotropiemefBdaten des Porphyrinfarbstoffes in Natriumdodecylsulfat--

Mizellen

3.14
3.57
4.05
4.60
5.23
5.93
6.74
7.65
8.69
9.87
11.21
12.73
14.46
16.42
18.65
21.18
24.05
27.31
31.02

Tabelle 4.26: Anisotropieme3daten des Porphyrinfarbstoffes in Tetrahydrofuran

0.563
0.521
0.671
0.723
0.840
0.894
1.041
1.221
1.391
1.593
1.724
2.016
2.270
2.667
2.939
3.341
3.805
4.331
5.045

1.0836
1.0858
1.0854
1.0866
1.0858
1.0867
1.0868
1.0874
1.0871
1.0877
1.0865
1.0870
1.0884
1.0888
1.0901
1.0896
1.0915
1.0939
1.0964

0.382
0.376
0.404
0.355
0.336
0.361
0.392
0.360
0.388
0.402
0.408
0.454
0.471
0.502
0.568
0.576
0.777
0.886
0.968

0.0028
0.0026
0.0025
0.0024
0.0024
0.0025
0.0026
0.0027
0.0029
0.0031
0.0031
0.0035
0.0036
0.0037
0.0044
0.0042
0.0052
0.0071
0.0086
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