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Mikroverkapselung Angewandte

Gegenstand dieses Aufsatzes sind neuartige Polyelektrolyt-Mikro- Aus dem Inhalt

kapseln, einschlieflich ihrer Herstellung und Eigenschaften, insbe-

sondere im Hinblick auf ihre mechanischen und Permeationseigen- 1 Einleitung 3851
schaften. Dl.e pfoblemlose Pr.c'iparatz.on durch einen Layer-by-Layer- Herstellung von
Selbstorganisationsprozess, die prizise Kontrolle der Wandstirke und Polyelektrolytkapseln 3852
die Flexibilitdt bei der Wahl der Einzelkomponenten machen die
Kapseln fiir Anwendungen im Life-Science-Bereich und in den 3. Kapseleigenschaften 3867
Materialwissenschaften interessant. Dariiber hinaus konnen die "

. . . . - 4. Fiillen von Kapseln:
Kapseln durch ein spezielles Design der inneren und dufleren Ober- Eigenschaften und potenzielle
flichen als Mikroreaktoren fiir Prizipitations-, Kristallisations- und Anwendungen 3866

Polymerisationsreaktionen und in der enzymatischen und heterogenen

Katalyse verwendet werden.

1. Einleitung

Eine Verkapselung von Materialien dient seit jeher dem
Schutz von Feststoffen oder Fliissigkeiten vor zerstorenden
Umwelteinfliissen. Ein uraltes Beispiel ist die Aufbewahrung
von Wein in Lederbeuteln oder in Flaschen zum Schutz vor
Luftsauerstoff. Die Natur selbst hat vielfaltige Moglichkeiten
der Verkapselung, z.B. in Form von Samen oder Vogeleiern,
hervorgebracht. Besonders im mikroskopischen Bereich
finden sich zahllose Beispiele, etwa pflanzliche und tierische
Zellen. Hier wird neben dem Schutzaspekt eine weitere
wichtige Funktion von Verkapselung deutlich: Die Permea-
tionseigenschaften der Kapselwidnde erméglichen eine selek-
tive Aufnahme oder Abgabe von Stoffen.

Die Funktionalitit natiirlicher Kapselstrukturen geht weit
iiber die bisherigen Moglichkeiten kiinstlicher Kapseln
hinaus. Die in diesem Aufsatz prisentierten Beispiele sollen
aufzeigen, dass die Arbeiten auf dem Gebiet der kiinstlichen
Mikroverkapselung, besonders hinsichtlich der erzeugten
Strukturen und Permeationseigenschaften, bereits in Rich-
tung Herstellung kiinstlicher Zellen gehen, obwohl die ersten
Mikroverkapselungstechniken erst vor ungefdhr 30 Jahren
beschrieben wurden. Heutzutage finden sich Mikrokapseln in
vielen technischen Anwendungen, unter anderem in der
Pharmazie und der Kosmetik, in der Lebensmittel-, Textil-
und Klebstoffindustrie sowie in der Landwirtschaft.

FEines der &ltesten Beispiele technischer Anwendungen
findet sich in der Druckindustrie. Hier dienen farbstoffhaltige
Kapseln, die durch Koazervation von Gelatine und Gummi
arabicum erzeugt und in Papier eingelagert werden, als Ersatz
fir Kohlepapier bei Vervielfiltigungsprozessen. Durch
mechanischen Druck werden die bis dahin undurchléssigen
Kapseln zerstort und der Farbstoff freigesetzt.”

Das hochste Anwendungspotenzial haben Systeme aus
Mikrokapseln gegenwiértig in der pharmazeutischen Indus-
trie, da sie in der Lage sind, den vielféltigen Anforderungen
hinsichtlich des Wirkungszeitpunktes und -ortes von Phar-
maka bei ausreichender Wirkstoffkonzentration zu geniigen.
Ein einfaches Beispiel ist die Verhinderung eines uner-
wiinschten Sdureangriffs auf oral applizierte Pharmaka im
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Magen. Der Schutz erfolgt hier durch die Verwendung von
Gelatinekapseln, die bei den niedrigen pH-Werten im Magen
unloslich sind und so die gewiinschte spitere Freisetzung des
Wirkstoffes im Darmtrakt ermdoglichen.!®!

Fin weitaus schwierigeres Problem ist die verzogerte
Freisetzung von Wirkstoffen im Korper. Normalerweise
erreicht die zur Didmpfung eines Schmerzes notwendige
Wirkstoffkonzentration von Analgetica nach oraler Auf-
nahme ein Maximum nach 20 bis 30 Minuten, danach sinkt
der gewiinschte Effekt schnell wieder ab. Fiir derartige Fille
wiren Verkapselungstechniken wiinschenswert, die eine
gesteuerte  Wirkstofffreisetzung im Magen-Darm-Trakt
ermoglichen. Moderne Wirkstofftransportsysteme auf der
Basis gekapselter Wirkstoffe in Alginat oder Poly(milch-
siure-co-glycolsiure) (PLGA)M ermoglichen eine konti-
nuierliche Wirkstofffreisetzung durch die langsame und
steuerbare Zersetzung der Polymere.[”)

Fin bislang ungelostes Problem ist eine getriggerte
Wirkstofffreisetzung, bei der die verkapselten Pharmaka
ohne Verluste zum Zielorgan gefiihrt und dann durch
spezifische interne oder externe Stimuli freigesetzt werden.
Die Testung unterschiedlicher Auslosesysteme auf der Basis
von Mikrowellen, Laserlicht oder Magnetfeldern als Stimulus
fiihrte bislang nicht zum Erfolg.

Mehrere Ansitze wurden zur Fertigung von Nanokapseln
entwickelt.®! Genutzt werden zum einen Systeme, die durch
Selbstorganisation Nanokapseln bilden. Ein bekanntes Bei-
spiel ist die Aggregation von Lipidmolekiilen zu kugelférmi-
gen Doppelschichtstrukturen (Vesikeln oder Liposomen).*!"!

[*] Dr. L. Dihne

Capsulution Nanoscience AG

Volmerstrale 7b, 12489 Berlin (Deutschland)

Fax: (+49) 30-6392-3601

E-mail: lars.daehne@capsulution.com

Dr. C. S. Peyratout

Max-Planck-Institut fiir Kolloid- und Grenzflichenforschung
14424 Potsdam (Deutschland)

Ein Verzeichnis der hier verwendeten Abkiirzungen findet sich am
Ende des Aufsatzes.
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Diese relativ instabilen Strukturen kénnen als Vorstufen fiir
die Vernetzung der Lipide zu stabilen Nanokapseln dienen.
Die erforderliche chemische Funktionalisierung der Lipide
fithrt jedoch zu einer eingeschrinkten In-vivo-Anwendbar-
keit. In @hnlicher Weise konnen amphiphile Blockcopoly-
mere in wassriger Losung zu vesikuldaren Strukturen aggre-
gieren.'!

Ein zweiter Ansatz zur Erzeugung von Kapseln beruht auf
der Suspensions- und Emulsionspolymerisation von Latex-
partikeln. Fiir die nachtréagliche Entfernung der Latex-
Template sind jedoch drastische Reaktionsbedingungen wie
langere Sdure- oder Laugenbehandlungen bei hohen Tempe-
raturen erforderlich.'> 1!

Eine dritte Methode zur Nanoverkapselung basiert auf
der Anwendung von Dendrimeren oder stark verzweigten
Polymeren.'*'*! Die Herstellung derartiger Systeme bleibt in
jedem Falle eine kostenintensive und langwierige Prozedur,
die den limitierenden Faktor fiir mogliche Anwendungen
ausmacht.

Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung von Kapseln ist
der Aufbau von Membranen auf Templaten, die in einem
Folgeschritt herausgelost werden. Da die Auflosungspro-
dukte aus dem Kapselinneren entfernt werden miissen, bieten
sich fiir diesen Ansatz semipermeable Membranen aus Poly-
elektrolytkomplexen an. Polyelektrolytkapseln wurden erst-
malig durch tropfenweises Hinzufiigen einer Losung eines
Polykations zur Losung eines Polyanions hergestellt. An der
Grenzfliche bildet der entstehende unldsliche Komplex die
Kapselwand. Die FEigenschaften von Polyelektrolytkapseln
werden durch die Konzentration der Losung, die verwende-
ten Polymermaterialien und die Tropfengrof3e bestimmt. Der
Durchmesser solcher Kapseln ist groBer als 20 pm bei
Wandstirken groBer als 100 nm.!'517!

Die Fertigung spezieller Polyelektrolytkapseln geringerer
Abmessungen wurde durch die Anwendung der Layer-by-
Layer(LbL)-Technik!"®! moglich — diese Kapseln sind Gegen-
stand dieses Aufsatzes. Nach einer kurzen Einfiihrung in die
LbL-Technik werden Methoden und Materialien fiir die
Herstellung der LbL-Mikrokapseln beschrieben. Anschlie-
Bend werden entscheidende Eigenschaften, insbesondere die
Permeabilitdt und die mechanische Stabilitit, diskutiert und
unterschiedliche Beladungstechniken vorgestellt.

Claire S. Peyratout erwarb 1990 einen
Abschluss an der Ecole Supérieure de Chimie
Organique & Minerale (Paris). Ein Jahr
zuvor begann sie ihr Promotionsstudium an
der Purdue-Universitdt, Indiana, und
beschiiftigte sich dort unter der Leitung von
Prof. D. R. McMillin mit Studien zur Rolle
von Metallen in biologischen Systemen.
Nach Abschluss der Promotion (1994) wech-
selte sie nach Strasbourg (Frankreich) und
unterrichtete dort Physik und Chemie. Seit
1997 ist sie Forschungsassistentin am Max-

\ K Planck-Institut fiir Kolloid- und Grenzfli-
chenforschung (Abteilung Prof. H. Méhwald). Ihr Forschungsschwerpunkt
ist die Wechselwirkungen von Polyelektrolyten mit Farbstoffen und biologi-
schen Molekiilen.
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2. Herstellung von Polyelektrolytkapseln
2.1. Polyelektrolytfilme auf planaren Oberflichen

Ein Kernbereich der Forschungen zu diinnen Polymerfil-
men auf der Basis nichtkovalenter Wechselwirkungen ist der
elektrostatische LbL-Schichtaufbau (siehe Ubersichtsartikel
Lit. [19-22,159]). Die LbL-Technik, Anfang der 90er Jahre
entwickelt, basiert auf der alternierenden Adsorption mehr-
fach geladener kationischer und anionischer Spezies. Ihre
Popularitédt verdankt die Methode der moglichen Erzeugung
mafgeschneiderter diinner Polymerfilme mit einer nahezu
unbegrenzten Zahl funktioneller Gruppen, die in die Film-
struktur eingebracht werden konnen. Diese Flexibilitdt wird
durch einfache, preiswerte und leicht zugéngliche Adsorp-
tionsprozesse erreicht.

Die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Poly-
ionen in Losung und entgegengesetzt geladenen Grenzfla-
chen bilden die Basis fiir die Herstellung von Filmen aus
polyionischen diinnen Schichten. Wahrend des Selbstorgani-
sationsprozesses schreitet die Polymeradsorption bis zur
vollstindigen Umkehrung der Oberflichenladung fort,
sodass im néchsten Schritt das entgegengesetzt geladene
Polyion adsorbiert werden kann. Die alternierende Adsorp-
tion von Polykationen und Polyanionen kann nach Belieben
wiederholt werden. Die Herstellung und die Eigenschaften
von diinnen Filmen aus elektrostatisch aufgebauten Multi-
schichtsystemen sind kiirzlich umfassend besprochen
worden,™ ! weshalb im vorliegenden Aufsatz nur geladene
Komponenten beschrieben werden, die fiir die Kapselherstel-
lung besonders relevant sind (Schema 1)

2.1.1. Multischichtmaterialien

Eine Vielzahl von geladenen Polymeren, die mit der LbL-
Technik zu diinnen Filmen angeordnet wurden, ist beschrie-
ben worden. Die meisten der verwendeten Polyelektrolye
sind kommerziell erhiltlich, Beispiele sind Poly(ethylenimin)
(PEI), Poly(allylamin) (PAH), Poly(diallyldimethylammo-
niumchlorid) (PDADMAC), Poly(styrolsulfonat) (PSS),

Poly(vinylsulfat) (PVS) und Poly(acrylsdure) (PAA) (Struk-
turen siche Tabelle 2).

Lars S. Ddhne, geboren 1959 in Berlin, stu-
dierte Chemie an der Humboldi-Universitiit
zu Berlin und promovierte 1991 in Organi-
scher Chemie (Prof. J. Bendig). Nach Post-
doc-Aufenthalten an der Universitit Nagoya
(Japan) bei Prof. J. Tanaka und der Techni-
schen Universitdit Braunschweig (Prof. W.
Grahn) wechselte er 1994 an das Institut fiir
Physikalische Chemie der Freien Universitiit
Berlin (Prof. H. Baumgirtel). Fiir seine dor-
tigen Forschungen, die mit dem Preis der
Otto-Rohm-Geddchtnisstiftung ausgezeich-
net wurden, erhielt er 1998 die Habilitation.
1999 wechselte er an das Max-Planck-Institut fiir Kolloid- und Grenzfli-
chenforschung (Abteilung Prof. E. Donath/Prof. H. Méhwald). 2001 griin-
dete er gemeinsam mit Kollegen die Firma Capsulution NanoScience AG.
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Schema 1. Prinzip der Herstellung von Multischichtfilmen durch
abwechselnde Adsorption von anionischen und kationischen Polyelek-
trolyten (mehrfache Wiederholung beider Schritte). Die Darstellung ist
stark vereinfacht, in der Realitit durchdringen sich die Schichten. (In
verdnderter Form aus Lit. [20].)

Der Einsatz von Funktionspolymeren als LbL-Materia-
lien ist weitreichend und umfasst leitfdahige, lichtleitende,
nichtkonjugierte redoxaktive und reaktive Polymere, Poly-
merkomplexe, fliissigkristalline Polyelektrolyte, Polymere mit
nichtlinearen optischen Eigenschaften sowie temperatursen-
sitive und schaltbare Polymere und Dendrimere. Dartiber
hinaus werden gingige Polyelektrolyte, die durch wenige
funktionelle Einheiten modifiziert sind, in Markierungsexpe-
rimenten oder zur Untersuchung von molekularen Erken-
nungsprozessen genutzt. Das zunehmende Angebot an kol-
loidalen Teilchen, die in Multischichten eingebaut werden
konnen, macht den Einbau von Nanopartikeln in LbL-Filme
zu einem umfassend bearbeiteten und schnell wachsenden
Forschungsgebiet. Bislang sind stabile kolloidale Systeme aus
Siliciumdioxid, Metalloxiden, Polyoxometallaten, Halblei-
tern und Fullerenen sowie auch Metallkolloide, supramole-
kulare Metallkomplexe, geladene Latexpartikel, Mikrokris-
talle, Tonpléttchen und geladene anorganische Schichten zur
Erzeugung von LbL-Schichten eingesetzt worden. Weiterhin
finden natiirlich vorkommende Polyelektrolyte wie Nuclein-
sduren, Proteine, Polysaccharide, aber auch geladene supra-
molekulare biologische Ensembles wie Viren oder Membran-
fragmente Anwendung in der LbL-Technik. Die Motivation
fiir derartige Untersuchungen ist die Nachahmung biologi-
scher Funktionen, beispielsweise zur Biokompatibilisierung
von Oberfldchen, zur Sensorentwicklung oder fiir Unter-
suchungen von Enzymaktivititen sowie zur molekularen
Erkennung.

2.1.2. Substrate

Da fiir die Aufbringung von Polyionen nur eine minimale
Oberflachenladung erforderlich ist, wurde bereits eine Viel-
zahl an Substraten verwendet. Die Oberflachenladung kann
entweder bereits vorhanden sein oder durch Oberfldchenbe-
handlung erzeugt werden. Hier sollen hauptsidchlich Sub-
strate aus Siliciumdioxid und Polystyrol (PS) erwihnt sein,
die haufig in der Kapselherstellung Anwendung finden. Auch
einige biologische Template wurden bereits verwendet: So
wurden Multischichten auf stark zelladhidsiven biologischen
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Oberflichen wie Extrazellularmatrix oder Typ-I-Kollagen
aufgebracht, um Zell- und Protein-Adhésion auf solchen
Oberflichen zu verhindern.?%?")

2.1.3. Permeabilitdt

Die Permeabilitdt von LbL-Schichten ist eine entschei-
dende Eigenschaft von Polyelektrolytkapseln, sodass wir hier
einige Studien zu den Permeationseigenschaften planarer
Polyelektrolytfilme vorstellen, die teilweise auf Kapselsys-
teme tibertragbar sind. Rubner und Mitarbeiter untersuchten
den Einfluss des pH-Wertes auf diinne Filme schwacher
Polyelektrolyte wie PAA und PAH.”®! In diesen Systemen
kann die Ladungsdichte entlang der Ketten leicht durch
Variation des pH-Wertes der zum Schichtaufbau verwendeten
Polyelektrolytlosungen eingestellt werden. Auf diese Weise
lasst sich die Schichtdicke der adsorbierten Schichten aus
schwachen Polykationen und Polyanionen zwischen 5 und
80 A variieren. Die Inkubation zuvor aufgebrachter Multi-
schichten bei anderen pH-Werten hat starke und irreversible
Anderungen der Filmmorphologie zur Folge. Beispielsweise
zerstoren bei Schichten aus schwachen Polysduren (z.B.
PAA) niedrige pH-Werte die ionische Bindung zwischen
den Ketten durch Protonierung der Carboxylat-Gruppen und
beeinflussen den Ladungsausgleich innerhalb der LbL-Filme.
So entstehen mikropordse Strukturen mit bis zu 100 nm
grof3en Poren, die gegeniiber den urspriinglichen Filmen eine
zwei- bis dreifach hohere Schichtdicke aufweisen.”

Kiirzlich wurden die Fiillkapazitit und das Freisetzungs-
verhalten von PAA/PAH-Filmen mithilfe des Indikatorfarb-
stoffes Methylenblau untersucht. Diese Filme, die bei pH-
Werten von 2.5 aufgebaut wurden, akkumulierten den Farb-
stoff bei hoheren pH-Werten aufgrund von entstehenden
Bindungsstellen und einer permeablen Struktur der Multi-
schichten. Die Autoren konnten die pH-sensitiven Bela-
dungs- und Freisetzungsmechanismen des Farbstoffes in LbL-
Filmen eindrucksvoll zeigen.[3!

Der Einfluss der Salzkonzentration auf die Stabilitit, die
Permeabilitdt und die Schichtdicke von Multischichtfilmen
aus einer schwachen Polysdure und einem stark dissoziierten
Polykation wurde ebenfalls untersucht. Bereits gebildete
Multischichten zerfallen bei hohen Salzkonzentrationen
schnell und im Falle von Polyelektrolyten mit hohem
Molekulargewicht beider Komponenten auch vollstindig.
Die Auflosung der durch Polymer-Polymer-Wechselwirkun-
gen gebildeten LbL-Filme wird durch konkurrierende Bin-
dung zu den externen lonen des Salzes verursacht, wie durch
elektrochemische  Untersuchungen an Polyelektrolyt-
beschichteten Elektroden nachgewiesen wurde.?

Die Permeabilitdt von LbL-Filmen fiir Ionen, Gase und
geloste Stoffe war ebenfalls Gegenstand verschiedener
Untersuchungen. Als ein Beispiel sei die konduktometrische
Bestimmung von Ionen-Permeabilititen genannt.”” Die
multi-bipolare ~ Struktur von Polyelektrolytmembranen
ermoglicht die Trennung von einfach und doppelt geladenen
Ionen infolge des Donnan-Potentials. Die Permeabilitdtsge-
schwindigkeit der Ionen und die Selektivitdt werden durch
Faktoren wie Salzkonzentration, pH-Wert und Ladungsdichte
der Polymere bestimmt. Diese Effekte wurden in Abhéingig-
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keit von der Ladungsdichte und der Konzentration von
Uberschussladungen in Polyelektrolytmembranen unter-
sucht.?¥

Die selektive und steuerbare Permeabilitit der LbL-
Filme hat zu einer Anwendung als Wasserstoffperoxid-Sensor
gefiihrt, der in Gegenwart interferierender Substanzen wie
Ascorbinsdure, Harnsdure und Acetaminophen eingesetzt
werden kann. Wasserstoffperoxid kann ungehindert durch die
Polyelektrolytmembran zur Platinelektrode diffundieren,
wihrend die anderen Stoffe aufgrund ihrer groBeren Abmes-
sungen ausgeschlossen bleiben.!

2.2. Beschichtung von kolloidalen Partikeln mit Polyelektrolyten

Die Techniken fiir die Erzeugung von Polyelektrolyt-
Hohlkapseln wurden bereits separat beschrieben™ ! und
sollen im folgenden Abschnitt nur vergleichend zusammen-
gestellt werden.

Die Schwierigkeiten bei der Ubertragung der LbL-Tech-
nik von makroskopisch planaren auf kolloidale Substrate
resultieren hauptsichlich aus Problemen der Abtrennung des
iiberschiissigen Polyelektrolyten von den beschichteten Kol-
loiden vor dem nichsten Beschichtungsschritt. Auflerdem
tritt bei der Zugabe von Polyelektrolyten zu den entgegen-
gesetzt geladenen Partikeln héufig eine Ausflockung auf. Um
solche unerwiinschten Effekte zu verhindern, sollte das
kolloidale Ausgangssubstrat, ebenso wie die verwendeten
Polyelektrolytspezies, eine ausreichende Ladung tragen. Der
Prozess sollte so gefiihrt werden, dass die Partikel zu der
Polyelektrolytlosung gegeben werden, dariiber hinaus muss
sichergestellt sein, dass die Menge der zu adsorbierenden
Polyelektrolyte fiir die Beschichtung ausreichend ist. Sind
diese Bedingungen nicht erfiillt, resultieren unvollstédndiges
Schichtwachstum sowie Aggregation von Partikeln unter-
schiedlicher Ladungsdichte. Geeignete Adsorptionsbedin-
gungen fiir die Abscheidung von Polyelektrolytschichten auf
kolloidalen Partikeln konnten von Ansédtzen zum Aufbau
planarer Filme iibernommen werden. Ublicherweise wird
eine wissrige Losung (1 mgmL™") eines Polyelektrolyten in
0.5M NaCl innerhalb von mindestens 20 Minuten adsorbiert.
Um einen Uberschuss an Polyelektrolyt zu gewdhrleisten,
sollte die benotigte Menge iiber die Kolloidoberflache abge-
schitzt werden. Trocknungsprozesse zwischen zwei aufeinan-
derfolgenden Abscheidungsschritten, die beim Aufbau pla-
narer Filme oft ausgefiihrt werden, konnen bei der Beschich-
tung von Partikeln nicht angewendet werden.

Die LbL-Beschichtung kolloidaler Teilchen kann auf zwei
Wegen erfolgen (Schema2): Entweder ist die Menge an
Polyelektrolyt fiir jeden Adsorptionsschritt genau fiir die
Bildung einer vollstdndigen Schicht ausreichend, oder die
Adsorption erfolgt in einem Uberschuss Polyelektrolyt. In
diesem Fall muss {iiberschiissiges Polyelektrolyt vor der
Zugabe der entgegengesetzt geladenen Komponente durch
Zentrifugation oder Filtration entfernt werden, um die
Bildung von Polyelektrolytkomplexen in der Losung zu
verhindern.*!) Diese Vorgehensweise ermoglicht das sequen-
zielle Wachstum von Multischichten auf kolloidalen Parti-
keln.'# Polyelektrolyte konnen auch in einem einstufigen
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Schema 2. Prinzip der Polyelektrolytabscheidung mit nachfolgender
Zerstérung des Templatkerns am Beispiel der Erzeugung von PSS/
PAH-Kapseln: Durch alternierenden Zusatz entgegengesetzt geladener
Polyelektrolyte wird stufenweise ein Film auf der Oberfliche des Mel-
aminformaldehyd (MF)-Templats aufgebaut. Vor dem Aufbringen der
einzelnen Schichten wird durch Zentrifugations- und Waschzyklen
liberschiissiges Polyelektrolyt entfernt. Nach dem Aufbringen der
gewiinschten Zahl von Schichten wird der MF-Kern durch Salzsiure
(pH 1) zerstért. Nach Waschen erhilt man eine Suspension hohler
Polyelektrolytkapseln.

Verfahren — durch kontrollierte Prizipitation™ — auf kolloi-
dalen Templatoberflichen abgeschieden werden. Die Vor-
und Nachteile dieser Techniken werden im Folgenden
betrachtet.

Die aufeinanderfolgende Zugabe von Polyelektrolyten
genau abgestimmter Konzentrationen kann sehr schnell
erfolgen, weil die Polyelektrolyte innerhalb weniger Minuten
adsorbiert werden und keine Waschschritte erforderlich sind.
AuBerdem treten keine Verluste an Polyelektrolyt auf.*! Die
Wahrscheinlichkeit von Partikel-Aggregation und der Bil-
dung freier Polyelektrolytkomplexe in der Losung ist jedoch
sehr hoch. Dieses Problem kann durch Verwendung stark
verdiinnter Partikel-Suspensionen und durch exakte Bestim-
mung der fiir die vollstindige Bedeckung der Partikel
erforderlichen Polyelektrolytmenge umgangen werden.
Trotzdem kann Partikel-Aggregation, besonders bei Kolloi-
den im Submikrometerbereich, bei dieser Methode nicht
vollstiandig verhindert werden. Haufig wird daher ein Uber-
schuss an Polyelektrolyt eingesetzt, wobei nach der Adsorp-
tion jeder Schicht und vor der Zugabe der entgegengesetzt
geladenen Komponente iiberschiissiges Polyelektrolyt aus der
Partikelsuspension entfernt werden muss. Dies geschieht
durch mindestens drei Waschzyklen mit reinem Wasser oder
0.1m NaCl-Losung. Die Abtrennung der Partikel aus der
Losung durch Zentrifugation wird bei kleinen Partikeln
geringer Dichte héufig durch Sedimentations- und Redisper-
sionsprobleme und den damit verbundenen Materialverlust
und hohen Zeitaufwand beeintréchtigt. Alternativ kann eine
Filtrationsmethode genutzt werden, die auf der Abtrennung
des Polyelektrolyt-Uberschusses durch groBenangepasste
Filter basiert.*!l Da nicht permanent, sondern regelbar
geriihrt wird, ist die mechanische Belastung der Partikel
gering. Das Fliissigkeitsvolumen iiber dem Filter kann durch
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die Optimierung von Reagentienzufluss und Filtrationsge-
schwindigkeit reguliert und das Filtrat leicht zuriickgewonnen
werden. Daher ist die Filtration bislang die einzige Methode,
die sich automatisieren ldsst und somit fiir den technischen
Malstab geeignet ist. Kleine Kolloide fithren jedoch héufig zu
Filterverstopfungen und damit zu steigendem Zeitaufwand
und Partikelverlust.

Im einstufigen Verfahren wird die langsame Heteroko-
agulation von Polymeren in Gegenwart einer kolloidalen
Partikelsuspension genutzt. Die Methode der kontrollierten
Prézipitation (CP) kann bei Systemen angewendet werden,
die einen unloslichen Komplex aus dem Polyelektrolyten und
mehrwertigen Ionen bilden. Die Loslichkeit des Polymers
kann auch durch Verwendung geeigneter Losungsmittel
herabgesetzt werden.*! Diese schnelle Methode zur Herstel-
lung von Polyelektrolytkapseln geht aber mit einem Verlust
der definierten Schichtstruktur einher. Durch eine geeignete
Wahl des Konzentrationsverhiltnisses zwischen Polymeren
und Partikeln und der optimalen Koagulationsgeschwindig-
keiten kann eine Partikelbeschichtung mit definierten
Mengen an prizipitierten Polymeren erzielt werden.[*!

Das kontrollierte Schichtwachstum auf kolloidalen Syste-
men wurde mit verschiedenen Methoden analysiert. Mithilfe
der Partikelelektrophorese kann die vollstindige Ladungs-
umkehr bei der Beschichtung mit entgegengesetzt geladenem
Polyelektrolyt durch Messung des {-Potentials gezeigt
werden. Bei der Verwendung von Ampholyten oder schwach
geladenen Molekiilen tritt héufig statt einer Ladungsumkehr
nur eine geringe Ladungsalternanz zwischen schwach und
stark positiven (oder negativen) §-Potentialen auf. Durch
Lichtstreuungsmessungen an Einzelpartikeln (SPLS) kann
die Adsorption einzelner Schichten an monodispersen Parti-
keln nachgewiesen werden. Mit dieser Methode kann auBler-
dem zwischen Einzelpartikeln und Aggregaten unterschieden
werden. !

Die Neutronen-Kleinwinkelstreuung wurde auf PAH/
PSS-Multischichten auf deuterierten Latexpartikeln ange-
wendet. Diese Methode erméglicht eine direkte Bestimmung
der Dicke von Polyelektrolyt-Multischichten auf kolloidalen
Partikeln in Wasser. Ermittelt wurde eine mittlere Dicke der
einzelnen Schichten von 16.6 A, die unabhiingig ist von der
Kriimmung der Kolloidoberfldche und nur wenig abhéngig
von der Zahl der adsorbierten Polyelektrolytlagen.!*’ Mithilfe
der Transmissionselektronenmikroskopie konnte die Poly-
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elektrolytbeschichtung speziell auf sehr kleinen Partikeln
verfolgt werden."*] Die Kraftmikroskopie ermoglicht die
Untersuchung des Oberflichenprofils, der Form und des
Fiillungsgrades sowie die Bestimmung des Durchmessers und
der Schichtdicken von getrockneten und kollabierten Kap-
seln. =2

2.3. Template

Die Entfernung der gekapselten Template ist der ent-
scheidende Schritt bei der Herstellung von Kapseln. An
geeignete Template werden drei Anforderungen gestellt:

1. Sie miissen unter den Bedingungen des LbL-Prozesses
stabil sein.
2. Unter den Bedingungen zur Templatauflosung diirfen die

Multischichtstruktur nicht zerstort werden.

3. Die aufgelosten Teilchen miissen riickstandslos aus den

Kapseln entfernbar sein.

Dariiber hinaus ist fiir die Mehrzahl der Anwendungen
Monodispersitidt und eine sphirische Gestalt der Template
wiinschenswert.

Zur Kapselpriparation wurden unterschiedliche Tem-
plate genutzt, darunter schwach vernetzte Melaminformalde-
hyd(MF)-Latices,™® organische und anorganische Kris-
talle,**"  Siliciumdioxidpartikel '  Polystyrol-Latices,*
Metallnanopartikel und -nanorods*****! sowie biologische
Template.F"¢1 Keines dieser Template erfiillt alle genann-
ten Hauptbedingungen, sodass ein Forschungsbedarf hin-
sichtlich alternativer Spezies verbleibt. Haufig verwendete
Templatkerne und ihre Eigenschaften sind in Tabelle 1 auf-
gefiihrt.

Die Mehrheit der Kapseln wurde bislang mit MF-Tem-
platen hergestellt. Schwach vernetzte, monodisperse MF-
Template werden im GroBenbereich 500-5000 nm hergestellt
(Microparticles GmbH, Berlin). Sie sind oberhalb pH 5 stabil,
was den Aufbau der Polyelektrolythiille bei neutralem pH-
Wert ermoglicht. Die Template kénnen mit 0.1m HCI in
Sekunden zu protonierten MF-Oligomeren aufgelost
werden.”) Die On-line-Beobachtung der Zerstorung der
MF-Template im konfokalen Laser-Rastermikroskop zeigt,
dass die Kapseln wahrend des Auflosungsprozesses anschwel-
len (Abbildung 1a). Die Oligomere sind zu grof3, um unge-

Tabelle 1: Zur Herstellung von hohlen Polyelektrolytkapseln genutzte Template.

Parameter Melaminformaldehyd  Polystyrol-Latex?®
Groéfie [um] 0.3-10 0.1-5

Gestalt sphirisch sphirisch
Monodispersitit  sehr gut sehr gut

kommerziell + +

zuginglich

Preis sehr hoch moderat

Probleme beim mechanische Belastung, mechanische Belastung,
Auflssungsprozess Riickstinde Riickstinde

Siliciumdioxid"®!  Erythrocyten!'®d CdCO;, PLA/
MnCO;, PLGA®
CaCoO,

0.03-100 5.5-7.5 3-8 0.2-20

sphirisch diskotisch kristallin, sphirisch
porés

gut bis gut mifig gering

sehr gut

+ + - +/-

gering gering - gering

Aggregation chemische Belastung,  keine Belas-  Riickstinde

Wandzerstérung tung

Angew. Chem. 2004, 116, 3850—3872

www.angewandte.de

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3855


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

3856

~

D fbum O €
al 0Os 8s 165 28s
O ol e PE

b} 0Os Bs 125 100s

Abbildung 1. On-line-Beobachtung der Auflésung von Templatkernen
durch konfokale Laser-Rastermikroskopie (CLSM). In der oberen,
farbig dargestellten Reihe sind jeweils die fluoreszenzmarkierten Kap-
selwande abgebildet (Fluoreszenzkanal), in der unteren Reihe die Tem-
platkerne (Transmissionskanal). a) Aufldsung von MF-Partikeln

(3.5 um, beschichtet mit 12 PAH/PSS-Schichten) mit 0.1m HCI.

b) Auflésung von SiO,-Partikeln (2.8 pm, beschichtet mit 16 PAH/PSS-
Schichten) mit 1m HF.

hindert aus dem Kapselinneren zu gelangen. Die zeitweise
hohe Konzentration an gelosten MF-Oligomeren im Inneren
der Kapseln erzeugt einen osmotischen Druck, der zum
Anschwellen der Kapseln und einer damit verbundenen
hohen mechanischen Belastung der Polyelektrolytfilme
fihrt. Dieser Effekt steigt stark mit der Zahl der aufgebrach-
ten Schichten und dem Durchmesser des Templats an.
Kapseln mit einem Durchmesser von 5 um und acht bis
zwolf Schichten schrumpfen nach dem Auflosungsprozess
langsam wieder, wihrend eine hohere Zahl von Schichten zur
kompletten Zerstorung der Kapselwinde fiihrt. Die GroBe
der bei der Templatauflosung entstehenden Oligomere hingt
stark von der Qualitdt und dem Alter der verwendeten MF-
Chargen ab und kann zwischen 5000 gmol™' und
12000 gmol ' variieren. Demzufolge hingt auch die Kapsel-
qualitit stark von den verwendeten MF-Templaten ab, was
generelle Aussagen zu den Permeabilitdts- und anderen
Eigenschaften erschwert. An dieser Stelle sei deshalb auf
die eingeschriankte Reproduzierbarkeit der Untersuchungen
an MF-Kapseln hingewiesen. Dariiber hinaus hingt die
Einheitlichkeit der entstehenden Kapseln vom pH-Wert des
Mediums zur Auflosung der Templatkerne ab, wobei ein
optimaler Wert bei pH 1 gefunden wurde. Hohere Protonen-
konzentrationen beschleunigen zwar den Auflésungsprozess,
erzeugen aber einen groffen MF-Oligomer-Gradienten und
induzieren einen hoheren osmotischen Druck. Geringere
Protonenkonzentrationen hingegen fordern die weitere Ver-
netzung der MF-Oligomere und fithren zu Riickstdnden mit
hoherem Molekulargewicht, deren geringe Diffusionsge-
schwindigkeit durch die Kapselwand ebenfalls zu einem
erhohten osmotischen Druck fiihrt.®? Auferund dieser
Mechanismen sind im Allgemeinen 5-20 % der MF-Kapseln
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nicht intakt. Die verbleibenden Kapseln zeigen merklich
hohere Permeabilitéten als vergleichbare planare und mecha-
nisch unbelastete Polyelektrolytfilme der gleichen Zusam-
mensetzung und Dicke. Wie schon beschrieben wurde, ist die
Permeabilitdt planarer Polyelektrolytfilme selbst fiir kleine
Tonen, Farbstoffe oder Gase relativ gering.*®*! Die Wiinde
von MF-Kapseln werden von Verbindungen mit Molekular-
gewichten bis 10000 gmol ™! hingegen problemlos durchdrun-
gen, wihrend grofle Molekiile teilweise zuriickgehalten
werden (Abbildung 2b,c). Vermutlich fiihrt die hohe mecha-

Abbildung 2. Permeabilitit von Kapseln fiir unterschiedliche Sonden-
molekiile bei neutralem pH-Wert. a) SiO,-Kapseln (2.8 um) in 107*m
Rhodamin6G; b) MF-Kapseln (4.1 um) in 107*m Rhodamin6G; c) MF-
Kapseln in Rhodamin-markiertem PAH (2x1072m, M,,= 70000 gmol™).

nische Belastung wihrend der Templatauflosung zu Poren
oder strukturell geschwichten Regionen in der Kapselwand,
was die Permeabilitit stérker beeinflusst als die intrinsische
Diffusionsgeschwindigkeit in ungestressten Polyelektrolytfil-
men. Diese Annahme wird durch die Beobachtung von Poren
in den Kapselwinden nach Behandlung mit Siure gestiitzt.”]
Um die Permeabilitit von MF-Kapseln zu reduzieren,
konnen nach dem Herauslosen der Template weitere Poly-
elektrolytschichten aufgebracht werden. Dadurch werden die
Poren verschlossen und die Permeabilitdt wird selbst fiir
kleine Farbstoffmolekiile herabgesetzt.[*®!

Ein weiterer Nachteil von MF-Kapseln sind MF-Riick-
stande, die wegen ihrer Abmessungen oder der Wechselwir-
kung mit den inneren PSS-Schichten im Kapselvolumen
verbleiben und 20-50% der Gesamtmasse der Kapseln
ausmachen.P!! Die Gegenwart von MF-Oligomeren und die
Bildung von negativ geladenen Komplexen mit PSS-Mole-
kiilen der Kapselwand kann jedoch fiir den Einschluss von
wasserloslichen Substanzen wie Albumin und Peroxidase
genutzt werden.”%®! Diese Einschlussmethode fiihrt aber
wegen der nicht kontrollierbaren Menge an MF-Oligomeren
zu schlecht reproduzierbaren Ergebnissen.

In einigen Féllen wurden kolloidale PS-Latices als THF-
l6sliche Template genutzt.”) Ein Quellen von PS in THF
fithrt zu einer Volumenzunahme und dadurch zu Kapselbrii-
chen. Der Anteil zerstorter Kapseln héngt daher stark von
den Bedingungen der PS-Auflosung ab.

Eine Alternative zu MF-Templaten sind rote Blutkorper-
chen, die gegeniiber konventionellen Templaten einige Vor-
teile aufweisen. Sie sind in nichtkugelformiger Gestalt
erhiltlich, sind quasi monodispers und vergleichsweise
kostengiinstig. Ein Nachteil bei der Verwendung biologischer
Zellen als Template ist die begrenzte Membranstabilitdt. Um
eine Zerstorung zu verhindern, werden Human-Erythrocyten
vor der Beschichtung mit Polyelektrolyt mit Glutaraldehyd
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stabilisiert.’” Zur Auflosung der biologischen Template kann
Natriumhypochlorit-Losung bei pH 12 eingesetzt werden. Es
wurde jedoch gefunden, dass unter diesen drastischen Bedin-
gungen auch die Polyelektrolytwédnde oxidiert werden, was
Verluste an positiver Ladung und an Polyelektrolytmaterial
verursacht. Dariiber hinaus erfolgt eine Vernetzung der
Kapselwinde.”! Das AusmaB dieser Verinderungen hingt
von der Temperatur, der Dauer des Auflosungsprozesses und
der Konzentration der Natriumhypochlorit-Losung ab. Man
erhilt also entweder intakte Kapselwdnde mit merklichen
Erythrozyt-Riickstdnden im Kapselinneren, oder man akzep-
tiert eine weitgehende chemische Verdnderung der Kapsel-
wiinde.!

Als vielversprechende Alternative wurden kiirzlich SiO,-
Partikel als Template genutzt und anschlieBend in Flusssdure
gelost.'* Diese Partikel sind in einem breiten GroBenbereich
und oft auch mit einer hohen Monodispersitit erhiltlich. Die
Template werden mit 1m Flusssdure in wenigen Sekunden zu
SiFs* -lonen abgebaut, die die Kapselwinde wihrend des
Auflésungsprozesses problemlos durchdringen. Mit CLSM
wurde dieser Prozess an 3 pm groB3en SiO,-Partikeln mit 16
PAH/PSS-Schichten beobachtet (Abbildung 1b). Dieser Auf-
l6sungsprozess ist zwar ebenso schnell wie die Auflosung von
MF-Templaten, verlduft aber ohne Anschwellen der Kapseln.
Wegen der geringen mechanischen Belastung der Kapsel-
winde bleibt die Polyelektrolyt-Schichtstruktur erhalten, was
zu einer niedrigen Permeabilitédt fiihrt. Im Unterschied zu
MF-Kapseln durchdringen kleine Farbstoffmolekiile die
SiO,-basierten Kapseln nicht (Abbildung 2a), selbst Ionen
dringen nur langsam ins Kapselinnere ein. Ein Nachteil dieser
Systeme besteht aber in der Gefahr beim Umgang mit
Flusssdure und in Aggregationsproblemen wihrend des Auf-
16sungsprozesses.

Eine aktuelle Entwicklung besteht in der Verwendung
von anorganischen Templaten wie CdCO; CaCO; und
MnCO,, die mit geringer Dispersitit im GroBenbereich
zwischen 2 und 8 um herstellbar sind. Die Auflosung kann
unter milden Bedingungen erfolgen, und die Reaktionspro-
dukte konnen das Kapselinnere problemlos verlassen. Aller-
dings sind diese Template héufig poros, sodass die ersten
Polyelektrolytschichten ins Innere eindringen und auch dort
eine Komplexbildung stattfindet.

2.4. Kapselmaterial

Die Existenz von geladenen Gruppen ist eine Grund-
voraussetzung fiir Materialien zum Aufbau von Kapselwén-
den. Bei Polyelektrolyten sollten mindestens 50% der
Monomereinheiten eine Ladung tragen.” Da das LbL-
Verfahren fiir planare Filme im Allgemeinen auf kolloidale
Oberfliachen iibertragbar ist, sind theoretisch alle dort
genutzten Materialien auch fiir die Herstellung von Kapseln
verwendbar. Jedoch gibt es bei der Kapselherstellung einige
Beschrankungen, die aus der mechanischen Stabilitét freiste-
hender Polyelektrolytfilme und der Aggregationsproblematik
der kolloidalen System resultieren. Dennoch ermoglicht die
Vielzahl potenzieller Materialien eine groe Variabilitdt der
chemischen und physikalischen Kapseleigenschaften.
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2.4.1. Funktionalisierte Polyelektrolyte

Ebenso wie bei den planaren Polyelektrolyt-Multischicht-
filmen wurden kommerzielle synthetische Polyelektrolyte wie
PSS, PAH!" und PDADMAC bisher am hiufigsten in der
Kapselherstellung eingesetzt (Tabelle 2).""! Die meisten Stu-

Tabelle 2: Eine Auswahl an Polyelektrolyten, die zur Herstellung von hohlen

Kapseln verwendet werden.

Poly(styrolsulfonat), Natriumsalz
(PSS)

Poly (allylamin) (PAH) +\{]/\}\

Poly (diallyldimethylammoniumchlorid)

PDADMAC N
( ) N o

H,C = CH,

H
A
Poly (ethylenimin) (PEI) Z
NH,

Poly(acrylsaure) (PAA) +\—ln‘*

COOH
Poly (vinylsulfonat) (PVS) 4{—\—}?'

SO,Na

[(CF2CF2),»CFCFal,

Nafion (OCF,CF),CFy
OCF,CF,S03H
N SN
N -REON H Metalli
metallosupramolekulare Polyelektro- N &} N etallion &
lyte (MEPE)

H+e— I

dien befassten sich mit Kapseln aus der Materialkombination
PAH/PSS, es wurden jedoch auch Kapseln auf der Basis
anderer synthetischer Polyelektrolyte wie Poly(ethylenimin)
oder Nafion pripariert (Tabelle 2).7>7*! Wegen potenzieller
Anwendungen von Kapseln in der pharmazeutischen Indu-
strie werden auch zunehmend Forschungen zum Einsatz
natiirlich vorkommender Polyelektrolyte wie Polysaccharide
unternommen. Kiirzlich wurden LbL-Kapseln auf der Basis
von Carrageenan,’!! Dextransulfat,[”™ Chitosan/Chitosansul-
fat,”"! Natriumalginat, Carboxymethylcellulose”” und Pro-
tamin[™ beschrieben.

Um die Kapselwidnde mit speziellen Eigenschaften aus-
zustatten, wie Farbe oder Oberfldchenstrukturen von bio-
logischer oder technischer Relevanz, wurden funktionali-
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sierte Polymere oder Materialien zum Schichtaufbau ver-
wendet. Zur Untersuchung der Kapselwidnde mit CLSM
wurden Polymere mit kovalent gebundenen Fluoreszenzson-
den oder Copolymere von Farbstoffen und Polyelektrolyten
in die Kapselwidnde eingebaut. Das Markieren von Kapseln
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen erschlie3t ein
weites Anwendungsfeld in der In-vitro-Diagnostik. Anders
als bei etablierten Partikelassays kann das Innere der Kapseln
beispielsweise zur Immobilisierung von Antikorpern, Nucleo-
tiden oder anderen biologisch relevanten Materialien genutzt
werden. Fiir solche kombinatorischen Anwendungen wurde
PAH mit je einem von vier Farbstoffen (Pyren, Fluorescein,
Rhodamin 6G, Bisindolenylpentamethin (Cy5)) modifiziert,
die aufgrund ihrer gut getrennten Anregungswellenldngen
und Emissionsspektren ausgewéhlt wurden. Eine Bibliothek
von 15 Kapseln (PAH/PSS)s wurde durch Schichtaufbau mit
unterschiedlichen Farbstoffkombinationen hergestellt (Ab-
bildung 3).1" Durch den Aufbau nichtmarkierter Zwischen-

Abbildung 3. Bibliothek von 15 farbstoffmodifizierten Kapseln mit
(PAH/PSS)s-Schichten, hergestellt durch Schichtaufbau mit unter-
schiedlichen Farbstoffkombinationen. (In verinderter Form aus
Lit. [164].)

schichten ist sichergestellt, dass unerwiinschte Wechselwir-

kungen zwischen den Farbstoffen unterdriickt werden.

Obwohl alle Kapseln gleiche GroBen und Eigenschaften

haben, konnen sie leicht mit CLSM oder Flow-Cytometrie

unterschieden werden. Farbstoffmarkierte Kapseln weisen

gegeniiber kommerziellen farbstoffmarkierten Partikelbiblio-

theken folgende Besonderheiten auf:

1. Niedrige Sedimentationsgeschwindigkeit
geringeren Masse;

2. geringe Wechselwirkungen zwischen den unterschiedli-
chen Farbstoffen;

3. die duBere und die innere Oberfliche der Kapseln konnen
fiir chemische Reaktionen genutzt werden;

wegen der
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4. die kovalente Anbindung der Farbstoffe in der Kapsel-
wand verhindert das Ausbluten des Farbstoffs;

5. die Kapseln sind gegen die meisten organischen Losungs-
mittel stabil;

6. alle Farbstoffmolekiile konnen nahe der dufleren Ober-
fliche angeordnet werden, was einen effizienten Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) in modernen separa-
tionsfreien Partikelassays ermdglicht.[”

Kapseln mit anderen interessanten Eigenschaften sollen
hier kurz genannt werden: Eine erhohte Stabilitit wurde
durch Vernetzung von wasserloslichen Jonen-Vorstufenpoly-
meren in der Wand erreicht. Aus den Fluoren-Einheiten in
der Multischicht-Hiille resultieren lumineszierende konju-
gierte Oligofluorene.” Ein Copolymer aus Polyanilin und
PSS wurde zur Herstellung von Kapselwédnden mit reduzie-
renden Eigenschaften zur Erzeugung von Metallpartikeln
entwickelt.[)

Beim LbL-Aufbau von Polymeren mit photosensitiven
Diazo-Gruppen wird die Ionenbindung zwischen den negativ
geladenen PSS-Molekiilen und den positiv geladenen Diazo-
harzen, die urspriinglich den Zusammenhalt der Schichten
sicherstellt, in eine kovalente Vernetzung umgewandelt.
Vernetzte Hohlkapseln sind in verschiedenen chemischen
Umgebungen mechanisch stabiler als die entsprechenden
ionischen Systeme.®!! Photochrome Hohlkapseln wurden aus
Azobenzol-Polyenen hergestellt. Die thermische E/Z-Rela-
xation der photochmisch erzeugten cis-Isomere verlduft in
der einschrinkenden Geometrie der Polymere langsamer als
in wissriger Losung.” Unterschiedliche ionen- und sauer-
stoffsensitive Fluorophore wurden ebenfalls in Kapseln ein-
gefithrt, die Autoren untersuchten jedoch nicht, ob die
Fluoreszenzsonden auf der Oberfliche adsorbiert, in die
Wand eingebaut oder im Kapselinneren immobilisiert
waren, 5%

2.4.2. Einbau kleiner Molekiile in die Kapselwand

Auf monodispersen Templaten wird eine begrenzte
Adsorption von wasserunloslichen niedermolekularen Spe-
zies beobachtet. Eine interessante Frage betrifft die Moglich-
keit des Einbaus von Verbindungen mit niedrigem Moleku-
largewicht und geringer Ladung als Bausteine im LbL-
Selbstorganisationsprozess.

Die Adsorption von dreiwertigen Kationen Tb** oder Y**
in Kombination mit PSS wurde durch Radichenko et al.®™
beschrieben. Die erhaltenen Multischichten sind jedoch nicht
sehr stabil und dissoziieren bei steigender Temperatur oder
bei physiologischer Salzkonzentration. Diese Eigenschaft und
eine nachfolgende Beschichtung der wenig stabilen Kapseln
eroffnet jedoch eine Moglichkeit zur Verkapselung von
Makromolekiilen in Polyelektrolytkapseln (N#heres siehe
Abschnitt 4).

Ein genereller Aspekt ist der Einbau von wasserunlosli-
chen Verbindungen in LbL-Filme. Durch die alternierende
Anwendung von wissriger Polyelektrolytlosung und nicht-
wissriger Farbstofflosung konnten Dai et al.l*! unterschied-
liche wasserunlosliche organische Farbstoffe in die Kapsel-
winde einbringen. Die Autoren konnten die Bildung von
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Farbstoffaggregaten nach der Adsorption auf Polyelektroly-
ten spektroskopisch nachweisen. Zur Herstellung von LbL-
Filmen aus nicht oder nur wenig geladenen Molekiilen lassen
sich offensichtlich auch hydrophobe und Van-der-Waals-
Wechselwirkungen nutzen. In weiterfithrenden Experimen-
ten konnte durch die definierte Anordnung von drei Cyanin-
Farbstoffen, die entweder als Antenne, Ubermittler oder
Empfianger fungieren, innerhalb der Wiande von hohlen
Mikrokapseln eine zweistufige Energietransferkaskade
erzeugt werden.’® Die Farbstoffe wurden in zwei unter-
schiedlichen Anordnungen eingebaut, die den FRET-Mecha-
nismus entweder innerhalb einer Schicht oder durch die
Schichten von auB3en nach innen ermdoglichen.

Funktionelle Polyelektrolyte aus der metallosupramole-
kularen Chemie sind ebenfalls zur Kapselpridparation ver-
wendet worden. So wurden negativ geladene Makromolekiile
und positiv geladene Koordinations-Polyelektrolyte, Fe'-
MEPE (Tabelle 2), alternierend auf schwach vernetzten
MF-Partikeln abgeschieden. Die nachfolgende Zerstorung
und Entfernung des MF-Templates ergab hohle Fe"-MEPE/
PSS-Kapseln, die anders als freies Fe"™-MEPE-Polymer iiber-
raschenderweise stabil gegen saure Losung oder chelatisie-
rende Reagentien sind.’®*"!

2.4.3. Komposite aus organisch-anorganischen Nanopartikeln

Unterschiedliche anorganische Materialien, die in Form
geladener Nanopartikel erzeugt werden konnen, sind als
Schichtmaterialien im LbL-Prozess einsetzbar. SiO,, TiO,,
Laponit® und CdTe-Nanopartikel wurden bereits zur Her-
stellung von Kapseln verwendet. Weiterfiihrende Ubersich-
ten zu Kern-Hiille-Partikeln finden sich in der Literatur.**¥

LbL-Abscheidung
von Polyelektrolyten
Palymeradsorption l

1)5i02
l 2)PAH

11510,
2IPDADMAC

haohla SiDz-Kugeln
1) des Templats

2) der 5i0,-Partikel

Zerstorung
Lésungsmittel

hohle anorganische Hybridkugeln Shell-in-Shell-Struktur

Schema 3. Verfahren zur Herstellung von anorganischen hohlen
Hybridkugeln und Shell-in-Shell-Strukturen. (In veranderter Form aus
Lit. [98,100].)
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Der Einbau einer stabilen kolloidalen Dispersion gelade-
ner SiO,-Nanopartikel als anionische Komponente der Kap-
selwand liefert organisch-anorganische Materialien mit einer
regelméBigen Beschichtung. Die Schichtdicke kann im Nano-
meterbereich gesteuert werden.””® Die Multischichten
wurden durch die aufeinanderfolgende Abscheidung von
Nanopartikeln und Polyelektrolyten auf kolloidalen Templa-
ten unter Nutzung elektrostatischer Anziehungskrifte aufge-
baut. Abhingig von der Wahl der Methode zur Entfernung
des Templates werden entweder hohle organisch-anorgani-
sche Hybridkapseln (durch Auflosung des MF-Templates in
HCI) oder hohle SiO,-Kugeln (durch thermische Zerstérung
(Calcinierung) der organischen Komponente) erhalten
(Schema 3).1%8:9%

Spezielle Kapselarchitekturen, z.B. nanopordse Kapsel-
winde oder Shell-in-Shell-Strukturen wurden durch alternie-
rende Adsorption von Polyelektrolyten und SiO, auf Mel-
aminformaldehyd-Partikeln und nachfolgende Auflosung der
MF-Template mit HCI und Zerstorung der zwischen den
stabilen PAH/PSS-Winden eingebetteten SiO,-Partikel-
schichten hergestellt. Durch Markierung der inneren Hiille
mit Fluorescein und der duBeren Hiille mit Rhodamin B
konnte mit CLSM trotz des geringen Abstandes von nur
ungefihr 50 nm zwischen innerer und duflerer Hiille unter-
schieden werden (Abbildung 4).1%!

1 pm

Abbildung 4. CLSM-Fluoreszenzabbildung einer Kapsel bestehend aus
(PSS/PAH/PSS/PAH-FITC) (SiO,/PAH/SiO,) (PAH-TRITC/PSS/PAH/
PSS/PAH) nach Entfernung der SiO,-Schichten. Die rote Emission
stammt von den Rhodamin-Molekiilen der duReren Schicht, die gelbe
Emission von den Fluorescein-Molekiilen der inneren Schicht. (In ver-
dnderter Form aus Lit. [100].)

2.4.5. Nanopartikel mit magnetischer, katalytischer und
Fluoreszenzaktivitdt

Zur Erzeugung von magnetischer, katalytischer oder
Fluoreszenzaktivitdt wurden funktionelle Nanopartikel in
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Kapseln eingebracht. Eisenoxidpartikel mit superparamagne-

tischen Eigenschaften haben Anwendungspotenziale in Wirk-

stofftransportsystemen und in der Diagnostik, wobei die

Partikel durch ein externes magnetisches Feld dirigiert

werden konnen. Weiterhin ist die gesteuerte Freisetzung des

Inhalts einer magnetischen Kapsel durch ein externes alter-

nierendes Magnetfeld denkbar. Superparamagnetischer

Magnetit (Fe;O,) wurde als Komponente in der Kapsel-

wand!"1% oder als Teil des Kapselinneren verwendet.'"”!

Wegen der Loslichkeit der magnetischen Partikel bei pH 1

konnten magnetische Kapseln auf der Basis von MF-Tem-

platen bisher nicht direkt durch die schichtweise Adsorption
von magnetischen Nanopartikeln und Polyelektrolyten her-
gestellt werden. Sie wurden entweder unter Verwendung von

PS-Templaten, die in THF l16slich sind, oder durch das

Aufbringen einer zusitzlichen Schicht von Magnetit-Nano-

partikeln auf hohlen MF-Kapseln hergestellt."* Die Calci-

nierung von Kern-Hiille-Strukturen mit magnetischen Nano-
partikeln bei erhohter Temperatur liefert ebenfalls intakte
magnetische Kugeln.'” Andere Kern-Hiille-Systeme, bei-
spielsweise auf Titanbasis!'"®!”) oder auf der Basis lumines-
zierender CdTe-Halbleiterkristalle,'®'%! konnten ebenfalls
hergestellt werden, es wurden jedoch bislang keine Hohlkap-
seln erzeugt. Durch Calcinierung von Kompositsystemen, die
aus einem Polymerkern und einer LbL-Hiille aus PDAD-

MAC und Gold-SiO,-Nanopartikeln (Au@SiO,) aufgebaut

sind, konnten Hohlkugeln aus Au@SiO, hergestellt

werden."™ Zur Erzeugung von neuartigen katalytischen

Systemen wurden Edelmetalle, z. B. Silber, in das Innere der

Kapseln oder in die Kapselwénde eingelagert. Dazu wurden

drei Vorgehensweisen beschrieben:

1. Einlagerung von Ag" in Polyelektrolyt-Multischichten
mit nachfolgender Reduktion der Ionen durch Laserbe-
strahlung bei 480 nm (Abbildung 5);

2. Einschluss der Silberionen innerhalb einer Hiille aus
einem PSS-Polyanilin-Copolymer;

3. Abscheidung des Metalls auf der kolloidalen Oberfldche
durch chemische Reduktion (Silberspiegelreaktion).[*"

Abbildung 5. ,Ag-Nanographik“: Jeder Silberpunkt auf der Kapsel-
oberfliche wurde mit einem fokussierten CLSM-Laserstrahl ge-
schwirzt. (Aus Lit. [80].)
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2.4.6. Biochemische Funktionalisierung

Die LbL-Strategie ermoglicht die Herstellung funktiona-
ler Filme auf Kolloiden mit einer hohen Dichte an Bio-
makromolekiilen, die beispielsweise fiir Anwendungen als
Multienzym-Biokatalysatoren interessant sein konnen. Wih-
rend die Einlagerung von Biomolekiilen in planare Filme
bereits mehrfach beschrieben wurde, gab es bislang nur
wenige Ansidtze mit Kolloiden. Biokolloidale Partikel mit
maligeschneiderten enzymatischen Aktivitdten kénnen iiber
Protein-Multischichtarchitekturen auf Kolloidpartikeln her-
gestellt werden. Es wurden bereits Multischichtsysteme auf
der Basis von Rinderserumalbumin,"” unmarkiertem!""!
oder fluoreszenzmarkiertem!!! Immunglobulin, B-Glucosi-
dase,"™  Glucoseoxidase,'>  Meerrettich-Peroxidase!'?!
und Urease!"'”! durch alternierende Abscheidung der Proteine
und entgegengesetzt geladener Polymere erfolgreich auf
Polystyrolpartikeln angeordnet. Diese Protein-Multischicht-
systeme konnten mit Schichtdicken von einigen bis zu
mehreren hundert Nanometern hergestellt werden.

Die Moglichkeiten zur Praparation von Hohlkapseln aus
bioaktiven Molekiilen sind jedoch wegen der drastischen
Reaktionsbedingungen, die fiir die Auflosung der Template
erforderlich sind, begrenzt. Auflosbare Hohlkapseln auf der
Basis von Desoxyribonucleinsdure (DNA) und einem nieder-
molekularen organischen Molekiil, z.B. dem natiirlich vor-
kommenden Triamin Spermidin (SP), konnten durch Aufbau
von DNA/SP-Multischichten auf Kolloiden und nachfolgende
Entfernung des Templates hergestellt werden (Abbildung 6).

Abbildung 6. Kraftmikroskopie(AFM)-Bild einer biokompatiblen Hohl-
kapsel bestehend aus a) (DNA/SP),/DNA und b) (ALG/PL),/ALG. Die
Dimensionen der z-Achse (maximale Hohe) des AFM-Bildes betragen
250 nm (a) und 150 nm (b). Die Hohlkapseln wurden durch Abschei-
dung der entsprechenden Multischichten auf kolloidalen MF-Partikeln
mit einem Durchmesser von 5.7 um und nachfolgende Entfernung des
Templatkerns mit einer HCl-Lésung bei pH 1.5-1.6 erhalten. c) Trans-
missionselektronenmikroskopie(TEM)-Bild von hohlen (DNA/SP),/
DNA-Kapseln, hergestellt aus DNA/SP-Schichten auf MF-Partikeln mit
einem Durchmesser von 1.8 um. (In verinderter Form aus Lit. [58].)
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Die hohlen DNA/SP-Kapseln sind empfindlich gegen hohe
Salzkonzentrationen und werden z.B. bei zwolfstiindigem
Aufbewahren in 5M NaCl vollstindig zerstort.”™ Diese
Instabilitdt wird durch die niedrige Ladung des Spermidins
verursacht und kann durch die Verwendung von Molekiilen
mit anderer Ladung modifiziert werden.

Derartige Systeme sind fiir die Verkapselung und die
kontrollierte Freisetzung verschiedener Substanzen interes-
sant. So konnte beispielsweise die Freisetzung von verkap-
selten Farbstoffen, Pharmaka oder DNA aus den biokom-
patiblen DNA/SP-Kapseln durch Einbringen in eine zer-
storend wirkende Umgebung, z.B. in das Blut oder in Zellen,
gesteuert werden. Zuvor sind jedoch noch diverse Probleme
im Zusammenhang mit der Prdparation solcher sensitiver
Kapseln zu losen: Einerseits muss der Aufbau bei einer
minimalen Salzkonzentration erfolgen, andererseits miissen
die Kapseln auch wihrend des Auflosungsprozesses stabil
bleiben.

Als Modelle fiir biologische Membranen wurden haufig
Lipidvesikeln und planare Lipiddoppelschichten herangezo-
gen. Ein Nachteil von Liposomen ist ihre relativ geringe
Stabilitdt und strukturelle Uneinheitlichkeit. In der Natur
werden die Biomembranen durch das polymere Netzwerk des
Zellskeletts stabilisiert. Die Kombination von Lipiden und
Polyelektrolytkapseln erzeugt ein kiinstliches System mit
dhnlichen Eigenschaften, das geeignet ist, biologische Mem-
branen zu simulieren. Untersuchungen an derartigen Lipid-
schicht-Polyelektrolyt-Kapseln konnen wichtige Beitrdge
zum Verstindnis der Wechselwirkungen zwischen Membra-
nen und Biopolymeren leisten. Schichten aus Dipalmitoyldi-
phosphatidsdure (DPPA) und Dipalmitoyldiphosphatidyl-
cholin (DPPC) oder Sphingosin wurden entweder durch
Adsorption vorgeformter Vesikeln oder durch ein Losungs-
mittelaustauschverfahren auf die Oberfliche von Polyelek-
trolytkapseln aufgebracht. Abbildungen von Kapseln, die mit
fluoreszierenden Lipiden beschichtet sind, zeigen innerhalb
der Auflosung des konfokalen Mikroskops eine homogene
Bedeckung der Kapseloberfliche mit DPPA/DPPC-Doppel-
oder Multischichten."®!

Die elektrischen Eigenschaften von Lipid-Polyelektrolyt-
Kompositkapseln wurden mithilfe der Elektrorotation unter-
sucht. Die erhaltenen Leitfihigkeiten im Bereich von 10~
10" mSm ™" sind hoéher als die Werte fiir einfache Lipidmem-
branen. Die Leitfdhigkeit steigt mit der Elektrolytkonzentra-
tion in der Volumenphase, was auf das Vorhandensein von
Poren oder Defekten im Lipidfilm zuriickgefiihrt wird, die ca.
0.01 % der gesamten Kapseloberfliche ausmachen.!"'”)

2.4.7. Dendrimere

Bei planaren LbL-Filmen auf Glassubstraten wird typi-
scherweise eine Grundierungsschicht aus stark verzweigtem
Polyethylenimin aufgebracht. Dieses Polymer ermoglicht
wegen seiner dendritischen Struktur den Aufbau hoher
Ladungsdichten pro Volumeneinheit. Daher sollte auch ein
Einbau dendritischer Strukturen in die Kapselwand moglich
sein, was kiirzlich anhand von Poly(amidoamin) (4G-
PAMAM), einem Dendrimer der 4. Generation, gezeigt
werden konnte. Kern-Hiille-Partikel, die PAMAM-Multi-
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schichten enthalten, adsorbieren und speichern negativ
geladene Farbstoffe aufgrund starker elektrostatischer Wech-
selwirkungen mit den tiiberschiissigen inneren Dendrimer-
Ladungen, die nicht fiir die LbL-Wechselwirkungen genutzt
werden. Durch die von der Salzkonzentration abhéngige
Bindung der Farbstoffe kann deren Freisetzung gesteuert
werden.[""]

Zur Herstellung von Hohlkapseln wurden PSS/(4G-
PAMAM)-Multischichten auf kolloidale MF-Partikel aufge-
bracht, wobei nur geringe Ausbeuten diinnwandiger, hoch-
poroser und empfindlicher Kapseln erhalten wurden. Die
Ausbeute konnte durch Kompensation der elektrostatisch
nicht abgesittigten negativen Ladungen von PSS in den
Schichten durch die Bildung unldslicher Komplexe mit
kationischen Verbindungen etwas erhoht werden. Hierfiir
wurden die mit PSS/(4G-PAMAM) beschichteten MF-Parti-
kel vor dem Herauslosen der Template mit dem fluoreszie-
renden kationischen Anthracyclin Doxorubicin (DOX)
behandelt."

2.4.8. Stabilitit der Polyelektrolytkapseln

Die typischen PAH/PSS-Kapseln sind in wéssriger Losung
bei hoher Ionenstdrke im Bereich pH 0-13 stabil, wobei
interessanterweise die mit LbL erzeugten PAH/PSS-Kapseln
bei hohen pH-Werten stabiler sind als durch Fallung
gebildete PAH/PSS-Komplexe in Losung. Der pH-Stabilitéts-
bereich fiir Kapseln aus Kombinationen schwécherer Poly-
elektrolyte kann erheblich schmaler sein. Wie bereits im
Abschnitt 2.4.6 beschrieben wurde, konnen hohe Ionenstir-
ken zu einer Auflésung von Kapseln aus Komponenten mit
geringer Ladungsdichte fithren. Aber auch PAH/PSS-Kap-
seln zeigen eine zunehmende Permeabilitdt mit steigender
Ionenstdrke, was auf eine Abschwédchung der Bindung
zwischen den Polyelektrolyten durch die Konkurrenz der
Salzionen hinweist.!*”) PAH/PSS-Kapseln konnten ohne Ver-
lust der Kapselform und -stabilitdt durch schrittweisen
Losungsmittelaustausch in unterschiedlichen organischen
Medien suspendiert werden,['” wobei steigende Permeabili-
taten in organischen Losungsmitteln auf Verdnderungen in
der Wandstruktur schlieBen lassen.'"™ Die Stabilitit in
organischen Losungsmitteln macht die Herstellung von Ol-
in-Wasser-Emulsionen (sieche Abbildung 7) und Wasser-in-
Ol-Emulsionen ohne Tensidzusatz moglich. Besonders beim
Wirkstofftransport kann der Verzicht auf zusitzliche Emul-
gatoren vorteilhaft sein. Dariiber hinaus sind derartige
Mikrotropfchen sehr stabil und hochgradig monodispers.
Eine Verwendung unterschiedlicher, nichtmischbarer
Losungsmittel innerhalb und auBlerhalb der Kapseln konnte
durch das nanoskalige unlosliche Polymernetzwerk auch fiir
die Phasentransferkatalyse interessant sein.

3. Kapseleigenschaften

3.1. Permeabilitdit

Die Permeabilitit der Polyelektrolyt-Mikrokapseln ist fiir
die kontrollierte Freisetzung des gekapselten Materials der
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Abbildung 7. Ol-in-Wasser-Suspension. Konfokale Aufnahme von Poly-
elektrolytkapseln aus (PSS/PAH),o-Schichten, die durch einen Lésungs-
mittelaustauschprozess mit Rhodamin-B-markiertem Octanol gefullt
und in Wasser resuspendiert wurden. Abbildungsgréfie: 50x 50 pm.
(In veranderter Form aus Lit. [122].)

entscheidende Faktor. Fiir Permeabilitidtsuntersuchungen an
Kapseln konnen zwei Ansdtze genutzt werden. Der erste
Ansatz beruht auf einer Verkapselung l6slicher Materialien
und der anschlieBenden Messung der Freisetzung aus dem
Kapselinneren. Diese Methode hat den Nachteil, dass die
Kapselherstellung und die Freisetzung bei unterschiedlichen
Gleichgewichtsbedingungen (pH, Losungsmittel) erfolgen
und dass eine Variation der chemischen Umgebung die
Permeabilitédt erheblich beeinflussen kann. Weiterhin fiihrt
die Auflésung der Template zu einem osmotischen Druck im
Kapselinneren, was sich besonders bei hohen Séttigungskon-
zentrationen bemerkbar macht, da hohe Druckdifferenzen
erhohte Freisetzungsgeschwindigkeiten ergeben.

Die zweite Moglichkeit fiir Permeabilitdtsuntersuchungen
besteht in der Zugabe von fluoreszenzmarkierten permea-
tionsfahigen Substanzen zu einer Kapselsuspension. Das
Eindringen der Fluoreszenzfarbstoffe ins Kapselinnere kann
mit CLSM verfolgt werden, wobei die Permeabilitét einzelner
Kapseln untersucht werden kann. Wegen der breiten Vertei-
lung der Kapselpermeabilititen sind fiir generelle Aussagen
jedoch statistische Auswertungen einer Vielzahl von Kapseln
notig. Diese Methode wurde fiir die ersten Permeabilitéts-
untersuchungen an MF-Kapseln mit (PSS/PAH), genutzt.
Anhand von Untersuchungen mit fluoreszenzmarkierten
PAH-Molekiilen wurde ein ungefihrer Grenzwert von
5000 gmol ™' angegeben.'! Spitere Untersuchungen zeigten
jedoch, dass weitere Faktoren wie lonenstidrke, pH-Wert,
Kapselalter und Losungsmittel die Permeabilitét stark beein-
flussen. Die Permeabilitét differiert auch zwischen einzelnen
Chargen in Abhingigkeit vom Templatdurchmesser und vom
Prozess der Templatauflosung, der, wie bereits in Kapitel 2.3
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beschrieben wurde, die Grofie der entstehenden MF-Oligo-
mere bestimmt, die durch die Kapselwand nach auflen
gelangen miissen.

3.1.1. Permeabilitdt als Funktion der lonenstiirke

Die Struktur der Multischichten und damit auch die
Permeabilitdt hingen stark von der wahrend der Adsorption
und den Waschprozessen eingestellten Ionenstdrke und dem
pH-Wert ab. Diese Effekte wurden schon an planaren Filmen
ausfiihrlich untersucht. 36412+

Die Salzkonzentration der Polyelektrolytlgsungen ist ein
essenzieller Parameter des LbL-Prozesses.'** 121271 So fanden
von Klitzing und Mitarbeiter einen linearen Anstieg der
Schichtdicke von PAH/PSS-Filmen mit der Quadratwurzel
der Salzkonzentration.'”! Mit Kraftmikroskopie wiesen Fery
et al. bei Variation der Ionenstérke betriachtliche Strukturin-
derungen auf der Oberfliche von PAH/PAA-Filmen nach:
Waschprozesse mit reinem Wasser zwischen den einzelnen
Adsorptionsschritten fithrten zu Filmen mit merklicher Ober-
flachenrauigkeit (effektive Rauigkeit von ca. 17 nm fiir Filme
aus zehn Schichten), wohingegen relativ glatte (effektive
Rauigkeit 1 nm) und homogene PAH/PA A-Multischichtfilme
resultierten, wenn die Salzkonzentration wihrend der
Adsorptions- und Waschprozesse konstant gehalten wurde.
Die Inkubation dieser Filme in reinem Wasser fiihrte zu
intrinsischen und reguliren nanometergroBen Poren.!'?*!

Typische (PSS/PAH),-Kapseln auf MF-Templaten zeigen
ein semipermeables Verhalten. In reinem Wasser sind sie fiir
markiertes PAH mit einem Molekulargewicht tiiber
15000 gmol ™' nicht permeabel, wihrend Farbstoffe wie
Fluorescein und Rhodamin leicht eindringen konnen (Abbil-
dung 2b,c). Bei Erhohung des Salzgehaltes auf Konzentra-
tionen iiber 107*M werden die Kapseln selbst fiir PAH mit
einem Molekulargewicht von 70000 gmol™' permeabel.'™"!
Daraus wurde abgeleitet, dass sich bei Erhohung der Salz-
konzentration die elektrostatische Wechselwirkung zwischen
den Polyelektrolyten durch die konkurrierenden Ionen des
Salzes abschwicht.”” Die Intercalation von Salzionen ver-
starkt das Anschwellen der Kapselwand, hervorgerufen durch
die osmotische Einlagerung von Wasser. Die Wandstruktur
zeigt nur noch einen losen Zusammenhalt und die Maschen-
weite wird grofer, was steigende Diffusionsgeschwindigkei-
ten des Sondenmolekiils PAH induziert. Die Offnung der
Kapselwand ist jedoch reversibel, denn nach Entfernung des
Salzes sind die Kapseln erneut fiir das Polymer undurchléssig.
Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurde ein Verfahren
zur Beladung von Kapseln mit Polymeren entwickelt, das die
Salzkonzentration zum Schalten der Kapselpermeabilitét
nutzt.>

Analoge Untersuchungen wurden an Kapseln auf der
Basis von Erythrozyt-Templaten durchgefiihrt.™ Die Ergeb-
nisse zeigen einen dhnlichen Trend, wurden jedoch anders
interpretiert: Wegen der Verwendung stark oxidierender
Agentien zur Entfernung des Templats entstehen grofie
Poren oder Defekte in der Kapselwand, die ein Eindringen
von Makromolekiilen ermoglichen. Bei niedrigen Salzkon-
zentrationen verhindert die elektrostatische Abstoung zwi-
schen den permeierenden Molekiilen (Humanserumalbumin)
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und der geladenen Oberfliache der Kapseln ein Eindringen
der Molekiile. Hohe Ionenstdrken hingegen schirmen die
Ladungen ab und ermdoglichen eine Permeation durch die
Poren. Diese Hypothese wird durch den Befund gestiitzt, dass
neutrale Molekiile wie Dextran unabhéngig von der Ionen-
stirke eindringen konnen. AusschlieBlich elektrostatische
Effekte werden als Erklédrung fiir die Ionenstirkenabhingig-
keit der Permeabilitit von Polymeren bei Chitosan/Chito-
sansulfat-Kapseln genannt."" Gegen diese Erklarung spricht
jedoch die mehrfach nachgewiesene starke Abhéngigkeit der
Permeabilitit von der Schichtzahl der Kapseln. Uberein-
stimmend mit den Ergebnissen aus den Diffusionsuntersu-
chungen beobachteten Antipov et al., dass die Freisetzung
von verkapselten Fluorescein-Mikrokristallen aus PSS/PAH-
Kapseln mit steigender Salzkonzentration stark beschleunigt
wird. 13

Eine Diffusion unabhingig von der Salzkonzentration
wurde fiir den Wirkstoff Ibuprofen, gekapselt in unterschied-
lichen Typen von Polyelektrolyt-Multischichten, beschrie-
ben.! Allerdings wurden diese Ergebnisse fiir Salzkonzen-
trationen zwischen 0.25 und 1M erhalten, die weit oberhalb
der bis dahin untersuchten Ionenstirken liegen.!™

3.1.2. Permeabilitdt in Abhdngigkeit von der Filmdicke

Verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe, z.B. Pyren- und
Fluorescein-Mikropartikel, wurden mit PSS/PAH-Schichten
unterschiedlicher Zahl beschichtet. Die Verkapselung
erfolgte unter Bedingungen, bei denen die Farbstoffe
schwer 16slich sind.®*> ' Durch Zusatz von Ethanol zu
gekapseltem Pyren oder durch Anderung des pH-Wertes
einer Fluorescein-Dispersion konnten die Template gelost
und die Fluoreszenzfarbstoffe aus den Mikrokapseln frei-
gesetzt werden. Der Verlauf der Freisetzungskurve als Funk-
tion der Dicke der Multischichten wurde fluoreszenzspek-
troskopisch quantifiziert. Die kristallinen Anteile des Fluo-
resceins und des Pyrens beeinflussen wegen der Selbstlo-
schung im festen Zustand das Fluoreszenzsignal der Losung
nicht. Die fiir PSS/PAH-gekapseltes Fluorescein erhaltenen
Ergebnisse ergaben steigende Freisetzungsgeschwindigkeiten
bei zunehmender Ionenstidrke und zunehmendem pH-Wert
und sinkende Freisetzungsgeschwindigkeiten bei zunehmen-
der Zahl der aufgebrachten Schichten.”” Eine Verkapselung
mit bis zu sechs Schichten beeinflusst die Farbstoffauflosung
kaum, wihrend eine weitergehende Beschichtung in einer
merklichen Verlangsamung der Freisetzung resultiert. Der
Diffusionskoeffizient pro Schicht sinkt bis zu einer Zahl von
zehn aufgebrachten Schichten und erreicht dann einen kon-
stanten Wert von ca. 107" m*s~". Fiir planare PAH/PSS-Filme
wurden demgegeniiber Diffusionskoeffizienten zwischen
107" und 107 m?s™' gemessen.'"*? Als Erklirung fiir diese
Abweichungen fiihrten die Autoren unterschiedliche Pripa-
rationsprozesse und eine Vernachldssigung von Poren beim
Messprinzip an planaren Filmen an. Allerdings wurden die
Freisetzungsgeschwindigkeiten fiir Fluorescein-Partikel in
Pufferlosungen gemessen, um den pH-Wert konstant zu
halten. Die daraus resultierenden hoheren Ionenstdrken
konnen bereits die Ursache fiir eine hohere Permeabilitét
sein. AuBBerdem kann der osmotische Druck, der durch die
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gesittigte Fluoresceinlosung im Kapselinneren einerseits und
das umgebende reine Wasser andererseits entsteht, die
Freisetzungsgeschwindigkeiten erhohen. Messungen bei nied-
riger Ionenstéirke ergaben um zwei Grolenordnungen gerin-
gere Diffusionskoeffizienten und zeigten einen Gerade-
ungerade-Effekt in Abhingigkeit von der Ladung der dufle-
ren Schicht. Bei hohen Schichtzahlen nivelliert sich dieser
Effekt (Abbildung 8).

a)

b)

de/dt

0.1

0.01 ——T——T— T —
0 2 4 6 & 10 12 14 16 18

[l —
1

Abbildung 8. a) Freisetzungskurven fiir Fluoresceinkristalle (Durch-
messer 4-6 um), verkapselt mit 0, 9, 8, 15 und 14 Polyelektrolytschich-
ten; gestrichelte Kurven markieren eine positive Oberflachenladung.
Die Freisetzung erfolgte in Natriumtetraboratpuffer (¢=6x10"* M,
PH 9.16); Cri.(100% Freisetaung) = 1.4 x 107 M. b) Abhingigkeit der maxima-
len Freisetzungsgeschwindigkeit dc/dt von der Zahl der Schichten n,
und der Oberflichenladung. Quadrate markieren PSS (negativ) als
duflere Schicht und Kreise PAH (positiv) als duere Schicht. Deutlich

ist der Gerade-ungerade-Effekt bei mittlerer Schichtdicke zu erkennen.

Donath und Mitarbeiter beschrieben einen &hnlichen
Ansatz mit dem Wirkstoff Ibuprofen (IB) als Modellsub-
stanz,[>" wobei die pH-abhiingige Loslichkeit von Ibuprofen
zur Variation des Konzentrationsgradienten genutzt wurde.
Die Freisetzungsgeschwindigkeit steigt mit der Loslichkeit
von IB, die durch den pH-Wert der Volumenphase bestimmt
wird. Bei pH 7.4 hat der Wirkstoff eine sehr hohe Loslichkeit,
sodass IB rasch freigesetzt wird. Bei pH 1.4 (sehr niedrige
Loslichkeit von IB) dauert die Freisetzung mehrere Stunden
bei einer Geschwindigkeit proportional zur Wanddicke. Diese
Resultate stiitzen ein Modell, nach dem zwei Freisetzungs-
mechanismen wirken: Freisetzung durch Diffusion bei pH 1.4
und druckabhéngig bei pH 7.4 durch eine porenédhnliche
Struktur. Auf molekularer Ebene sind die Polyelektrolytfilme
nicht vollstdndig glatt und koénnen nanoskopische Poren
aufweisen, die durch den pH-Wert oder die Salzkonzentration
beeinflusst werden konnen. 213!
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Wir untersuchten die Diffusion von Farbstoffen in Hohl-
kapseln, die nach Herauslosen der MF-Template durch
zusitzliche Multischichten modifiziert wurden.* Bereits
wenige Schichten versiegeln die Kapselwinde und verhindern
das Eindringen von Makromolekiilen. Das Aufbringen von
acht zusétzlichen Schichten auf die Kapseln ergab eine stark
verringerte Permeabilitét selbst fiir kleine Farbstoffmolekiile.
Dieses Ergebnis eroffnet neuartige Moglichkeiten zur Bela-
dung und zur vollstindigen Immobilisierung von Polymeren
im Kapselinneren durch die Adsorption weniger zusétzlicher
Schichten.

3.1.3. Permeabilitit in Abhdngigkeit vom pH-Wert

Antipov et al. nutzten die bereits geschilderte pH-Sensi-
tivitdt schwacher Polyelektrolyte zur Kontrolle der Permea-
bilitdt der Wiande von PAH/PSS-Kapseln und zur Verkapse-
lung von Makromolekiilen.'"”! Die PAH/PSS-Kapseln
wurden bei neutralen pH-Werten hergestellt und konnten
durch Anderungen des pH-Wertes zwischen einem durch-
lassigen und einem nichtdurchlédssigen Zustand geschaltet
werden. Makromolekiile konnen bei niedrigen pH-Werten
ins Kapselinnere gelangen und werden bei pH-Werten >7
zurlickgehalten. Dieser reversible Vorgang ermoglicht es,
verschiedene Substanzen bei milden Bedingungen innerhalb
weniger Minuten einzukapseln. Die Autoren erkldren dieses
Schaltverhalten mit Protonierungs-Deprotonierungs-Vorgin-
gen der schwachen Polybase PAH. pH-Anderungen beein-
flussen die Wechselwirkungen innerhalb der PAH/PSS-Kap-
selwidnde und erzeugen im Film lokale Ladungen und
Defekte. Leider konnte dieses Verhalten bislang nicht voll-
standig reproduziert werden. Mehrere unabhingig durchge-
fithrte Untersuchungen zur Erhohung der Permeabilitdt von
PSS/PAH-Kapseln durch Verringerung des pH-Wertes ver-
liefen nicht erfolgreich.

3.1.4. Permeabilitdt in Abhdngigkeit von den Wandmaterialien

Donath und Mitarbeiter untersuchten die Permeation von
Ibuprofen durch Kapselwénde aus unterschiedlichen Poly-
elektrolytmaterialien.” Die Permeabilitit wird hauptsich-
lich durch die Ladungsdichte der Polymere, die die Kapsel-
winde bilden, und die Hydrophobie der Substanzen, die
durch die Kapselwédnde diffundieren, beeinflusst. Als Erkla-
rung wurde eine These von Tieke und Mitarbeitern®®!
angefithrt, die sich aus der lonenpermeabilitdt planarer
Polyelektrolyt-Multischichtfilme ableitet. Demnach werden
fiir die Permeation durch Polyelektrolyt-Multischichtmem-
branen zwei Typen von Hohlrdumen genutzt, und zwar kleine,
stark hydrophobe und groBe, weniger hydrophobe Cavitéten.
Polyelektrolyt-Multischichten mit einer hohen Ladungsdichte
tendieren zur Ausbildung kleiner hydrophober Hohlrdume,
wihrend solche geringer Ladungsdichte groe Hohlrdume
bilden. Der Modellwirkstoff Ibuprofen sollte als relativ
hydrophobes Molekiil nach der Erwartung eher durch die
groBen, weniger hydrophoben Hohlrdume transportiert
werden. Wahrscheinlich konnen nur Polyelektrolyt-Multi-
schichten mit hoher Ladungsdichte und optimalen Ladungs-
abstdnden ausschlieBlich kleine hydrophobe Hohlrdume
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bilden, ansonsten weisen Polyelektrolyt-Multischichten all-
gemein groBe Hohlrdume auf. Permeabilitdtsuntersuchungen
von grofleren Molekiilen konnten diese Hypothese stiitzen.

PAH/PSS-Kapseln auf MF-Basis haben eine geringere
Permeabilitdt als PDADMAC/PSS-Kapseln, die fiir Polymere
mit Molekulargewichten von bis zu 2 x 10° gmol ! durchléssig
sind. Obwohl PSS und PDADMAC hohe Ladungsdichten
aufweisen, bilden sie offensichtlich besonders grof3e Poren
(Nidheres siche Abschnitt 3.2.5 zur Beschreibung der Struk-
turen der Kapselwinde).

3.2. Mechanische Eigenschaften

Die mechanischen Eigenschaften von Polyelektrolytkap-
seln in wissriger Losung spielen fiir viele Anwendungen eine
wichtige Rolle. Trotz dieser Bedeutung wurden bisher nur
wenige systematische Untersuchungen der mechanischen
Eigenschaften durchgefiihrt. Im Allgemeinen kann in LbL-
Filmen eine hohere mechanische Stabilitdt erreicht werden
als in Fluidmembranen oder Liposomen. Dariiber hinaus
konnen die mechanischen Eigenschaften durch die Verwen-
dung unterschiedlicher Polyelektrolytkombinationen und
durch die Erhohung der Zahl der abgeschiedenen Schichten
tiber einen weiten Bereich variiert werden. Die kovalente
Vernetzung der elektrostatisch gebundenen Polyelektrolyte
kann die Kapselstabilitiit ebenfalls erh6hen, wobei ein Uber-
gang von plastischem zu elastischem Verhalten ausgelost
wird. Im Folgenden werden Methoden beschrieben, mit
denen die mechanischen FEigenschaften von Hohlkapseln
untersucht wurden.

3.2.1. Anwendung eines externen osmotischen Drucks

Wegen der Undurchlissigkeit von Kapseln fiir grof3e
Molekiile kann durch den Zusatz von geladenen Polymeren
zur umgebenden Losung ein hoher duflerer osmotischer
Druck erzeugt werden, der hauptsédchlich durch die Kon-
zentration der Gegenionen bestimmt wird. Losungen von Na-
PSS mit einem Molekulargewicht von 70000 gmol™" wurden
Suspensionen von kugelformigen PAH/PSS-Kapseln zuge-
setzt. Oberhalb einer spezifischen Konzentration von PSS
oder eines kritischen Drucks P, wurde ein Ubergang von
sphérischen zu sichelférmigen Kapseln beobachtet (Abbil-
dung 9). Ein theoretisches Modell wurde entwickelt, das die
Abhingigkeit dieses kritischen osmotischen Drucks P, vom
Elastizitdtsmodul und von der Zahl der Schichten sowie von
geometrischen Parametern der Kapseln beschreibt. Da die
Wandstirken und Abmessungen in definierter Weise variier-
bar sind, konnte das Modell verifiziert und Elastizitdtsmoduln
zwischen 500 und 700 MPa in Abhingigkeit vom unter-
suchten System bestimmt werden. Diese Werte sind fiir
makroskopische plastische Materialien typisch und spiegeln
die starken lokalen Wechselwirkungen zwischen Polyanionen
und Polykationen wider.!"*¥

Untersuchungen unterschiedlicher Polyelektrolytsysteme
zeigen, dass die Elastizitdt ebenfalls stark von den verwen-
deten Materialien abhidngt. PSS/PDADMAC-Kapseln zeigen
beispielsweise eine merklich geringere Elastizitidt als PSS/
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Abbildung 9. Durch duferen osmotischen Druck verursachte Deformation von Polyelektrolytkapseln: CLSM-Abbildung von Kapseln aus zehn
Schichten PSS/PDADMAC als Funktion der Konzentration von PSS (M, = 70000 gmol™) in der Volumenphase. Die PSS-Konzentrationen sind als

Gew.-% angegeben. Skalierung: 5 um. (In verinderter Form aus Lit. [71].)

PAH-Kapseln.""! Ein hohere Stabilitiit gegen duBeren Druck
wurde mit den in Abschnitt 2.4.3 beschriebenen Shell-in-
Shell-Kapseln erreicht, die bei gleicher Schichtzahl wie bei
den normalen Vergleichskapseln und gleichem osmotischem
Druck die sphirische Kapselform beibehalten. Bei diesem
System wird eine doppelwandige Kapsel durch den osmoti-
schen Druck der dazwischenliegenden PAH-Losung von
50 nm Dicke stabilisiert.!'™

3.2.2. Anwendung eines internen osmotischen Drucks

Umgekehrt zur Anwendung eines &duBleren Drucks
wurden Mikrokapseln mit Polyelektrolyten beladen und ihr
Quellverhalten bei Variation der dufleren Polyelektrolytkon-
zentration untersucht. Eine Beladung von Kapseln mit einer
1M PSS-Losung durch eine ,,ship in a bottle“-Synthese (siche
Abschnitt 4.1) fiihrt in wéssriger Losung bis zu einer Verdrei-
fachung des Kapseldurchmessers (Abbildung 10), bevor die

Abbildung 10. Auswirkung eines inneren osmotischen Drucks auf PSS/
PAH-Kapseln. CLSM-Bilder gleicher Kapseln vor (a) und nach der Fiil-
lung durch Polymerisation mit 1 m Styrolsulfonat-Lésung (b) sowie
nach Schrumpfung dieser Kapseln durch osmotischen Druck, hervor-
gerufen durch 2m PDADMAC-Lésung in der Volumenphase (c). (Aus
Lit. [52].)

Kapseln platzen. Deformationen dieses Ausmales sind nicht
reversibel. Die Verringerung des osmotischen Drucks durch
Salz- oder Polyelektrolytzusatz zur umgebenden Losung fithrt
daher nicht zu einem Schrumpfen der aufgebldhten Kapseln,
sondern zur Deformation der sphérischen Struktur, was auf
einen  nichtelastischen  Prozess  hinweist.  (Abbil-
dung 10b,c).”

Bei geringerem Anschwellen der Kapseln wurde dagegen
ein teilweise reversibles elastisches Verhalten beschrieben.
Kapseln, die mit der Methode der kontrollierten Prazipitation
gefiillt und in Wasser aufgebldiht wurden, zeigten eine
Schrumpfung bis zu einer gewissen Grofle, wenn der duflere
osmotische Druck wieder erhoht wurde.® Ein weiterer
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Hinweis auf ein elastisches Verhalten konnte durch detail-
lierte Untersuchungen der Auflosung von MF-Templaten
erhalten werden (siche Abbildung 1). Nach einem Anschwel-
len der Kapseln von 4 auf 6 pm wéhrend der Auflosung
schrumpften die Kapseln langsam wieder auf ihre urspriing-
liche GroBle zuriick, nachdem die MF-Oligomere aus dem
Inneren herausdiffundiert waren.[>'*!

3.2.3. Untersuchungen mit einer Mikropipette

Die Deformierbarkeit und die osmotischen Eigenschaften
von PSS/PAH-Kapseln auf der Basis von loslichen MF-
Templaten wurden mithilfe der Mikropipettentechnik unter-
sucht.*¥ Die Polyelektrolyt-Mikrokapseln reagieren auf das
Ansaugen mit einer Mikropipette mit einer plastischen
Deformation. Dabei wurde ein oberer Grenzwert des Plas-
tizititsmoduls Dp von ungefihr 5kPa abgeschitzt. Ein
Lipidzusatz zu den Polyelektrolytschichten verdndert die
mechanischen Eigenschaften merklich. Nach der mechani-
schen Deformation durch die Mikropipette regenerierte sich
die Form der Kapseln vollstindig. Daraus wurde geschlossen,
dass aufgebrachte Lipidschichten eine hohere Plastizitit
mindestens in der Groenordnung der angewandten mecha-
nischen Krifte bewirken.!*

3.2.4. Nanostrukturen von Kapseln: eine indirekte Methode zur
Abschdtzung der mechanischen Eigenschaften

Anhand der Nanostrukturen getrockneter Kapseln auf
Glimmer wurden mithilfe der Rasterkraftmikroskopie (SFM)
Riickschliisse auf die Kapselstabilitit gezogen.*!*! Die
getrockneten Polyelektrolytkapseln zeigen bei hoher Auf-
losung eine kornige Struktur, die aufgelagerten Polyelektro-
lytkomplexen zugeschrieben wird. Bei PSS/PDADMAC-
Kapseln werden signifikant groBere Korner (124 £ 10 nm)
als bei PSS/PAH-Kapseln (50-100 nm) beobachtet.” Wie in
Abschnitt 3.2.1 erwdhnt, ist die Elastizitit von PSS/PDAD-
MAC-Kapseln geringer als die Elastizitit von PSS/PAH-
Kapseln, weshalb die Autoren auf eine Korrelation zwischen
der KorngroBe der Aufwachsungen und der Stabilitdt und
Elastizitdt der Kapseln schlossen.

3.2.5. Einfluss von Temperprozessen auf die Wandstruktur

Ebenfalls mit Rasterkraftmikroskopie an getrockneten
Kapseln wurde der Temperatureinfluss auf die Wandstruktur
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von PSS/PAH-Kapseln untersucht.® Eine Erwirmung auf
70°C fiihrt zu einem temperaturinduzierten Schrumpfen der
Kapseln, wobei mit Verringerung des Kapseldurchmessers
die Wandstarke zunimmt. Diese GroBenverdnderungen
werden durch einen Ubergang zu einer stirker verkniulten
Anordnung der einzelnen Polyelektrolytmolekiile in den
Multischichten erklart. Durch Auflosungs- und Reorientie-
rungsprozesse von lonenpaaren entsteht eine volumingsere
Konfiguration der Polymere. Es muss jedoch angemerkt
werden, dass diese Annahmen auf einer relativ schwachen
experimentellen Basis stehen. Getemperte Kapseln aus
PDADMAC/PSS zeigen beispielsweise ein umgekehrtes
Verhalten: Der Durchmesser nimmt beim Tempern bereits
bei 40°C zu, bei einer weiteren Temperaturerhohung auf
70°C zersetzen sich diese Kapseln.'"*! Offensichtlich ist die
elektrostatische Anziehungskraft zwischen PDADMAC und
PSS geringer als zwischen PAH und PSS, was die bereits
beschriebene hohere Permeabilitit von PDADMAC/PSS-
Kapseln bestitigt (siche Abschnitt 3.2.1). Diese schwicheren
Wechselwirkungen werden auf topologische Restriktionen
zwischen den beiden starren und volumindsen Polymeren
zuriickgefiihrt.['"

Wir zeigten durch FRAP-Experimente (FRAP = fluores-
cence recovery after photobleaching), dass durch kurzzeitiges
Tempern bei 80°C die Geschwindigkeit des Eindringens von
Fluorescein in PSS/PAH-Kapseln um bis zu drei Grofen-
ordnungen verringert wird. Eine Umorientierung von Poly-
merketten wird auch als Mechanismus fiir die Ausheilung der
bei der Templatauflosung gebildeteten Poren in der Kapsel-
wand angefiihrt.!'!]

4. Fiillen von Kapseln: Eigenschaften und
potenzielle Anwendungen

4.1. Verkapselung von Makromolekiilen und Kristallen

Die einfachste Methode zur Verkapselung besteht darin,
die einzuschlieBende Substanz als Templat zu nutzen. Haupt-
problem hierbei ist die Herstellung kolloidaler Kristalle
geringer Dispersitdt im gewiinschten GroBenbereich und
mit einer volumindsen Form: Lange Nadeln oder amorphe
Materialien sind als Template ungeeignet. Dariiber hinaus
muss das Material unter den Bedingungen der Polyelektro-
lytabscheidung eine geringe Loslichkeit haben. Bei wasser-
loslichen Substanzen werden wirkstoffgeséttigte Polyelektro-
lyt- und Waschlosungen verwendet, was die Auflosung der
Template verhindert. Wenn diese Vorbedingungen erfiillt
sind, lassen sich Polyelektrolytschichten auf solchen kolloi-
dalen Materialien abscheiden. So konnten beispielsweise
Proteinaggregate und Farbstoffkristalle gekapselt werden.
Bei schwach geladenen Kolloiden kann das Aufbringen einer
Grundierung aus Tensiden oder Blockcopolymeren zur
Erhohung der Oberflichenladung erforderlich sein. %13

Die Fiillung von hohlen Kapseln zur Herstellung von
monodispersem verkapseltem Material ist eine schwierige
Aufgabe. Es wurde gefunden, dass die Prézipitation von
Molekiilen mit niedrigem Molekulargewicht hauptsichlich an
den Kapseloberflichen oder in der Losung, aber nicht im
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Kapselinneren erfolgt.'*'*1 Zur Losung dieses Problems
konnen funktionelle Makromolekiile im Inneren von Kapseln
immobilisiert werden. Dabei entstehen gegeniiber der Volu-
menphase gednderte physikalische Eigenschaften (pH-Wert,
Ionenstirke, Hydophobie), die zu einer bevorzugten Prazipi-
tation auch kleinerer Molekiile durch attraktive Wechselwir-
kungen mit der Polymerfiillung im Kapselinneren fithren. Zur
permanenten Immobilisierung von Makromolekiilen inner-
halb von Kapseln stehen drei Methoden zur Verfiigung:
Fine elegante Verkapselungstechnik fiir synthetische
Makromolekiile nutzt die semipermeablen Eigenschaften
von Polyelektrolytkapseln zur Polymersynthese in Gegenwart
von Kapseln (Schema 4).°% Bei diesem ,,ship in a bottle*-

~%3 D
‘L'J‘ﬂ_ e

Polvmerisation

Waschen

Monomere

Schema 4. Fiillung von Polyelektrolyt-Mikrokapseln mit Polymeren
durch ,;ship in a bottle“-Synthese.

Verfahren werden die Monomere in Gegenwart von vorge-
formten, ungefiillten Kapseln zur Reaktion gebracht. Die
kleinen Monomermolekiile und der Initiator Kaliumperoxo-
disulfat diffundieren ins Kapselinnere. Durch Temperatur-
erhohung wird die Polymerisation innerhalb und auBerhalb
der Kapseln gestartet. Wiahrend die kleinen Monomermole-
kiile ins Kapselinnere diffundieren konnten, gelangen die
synthetisierten Makromolekiile nicht mehr nach auflen.
Durch nachfolgendes Wegwaschen der auB3erhalb entstande-
nen Polymere konnen Kapseln isoliert werden, die Polymere
in hohen Konzentrationen enthalten (Abbildung 10).
Obgleich diese Methode schon in verschiedenen Polymer-
synthesen angewendet wurde, sind einige Schwierigkeiten zu
bedenken. Abhingig von der Oberflichenladung der Kap-
selwand wird eine inhomogene Verteilung des Initiators
beobachtet, die zu einer tiberproportionalen Polymerbildung
in den Kapselwédnden oder an den Oberfldchen der Winde
fiihrt, wodurch wiederum die Eigenschaften der Kapselwénde
modifiziert werden. Hohe Konzentrationen an PSS in der
Kapselwand fiihren beispielsweise nach Zusatz organischer
Kationen zu einer Zerstorung der Kapselwand und der
Freisetzung der verkapselten Makromolekiile."”

FEine weitere Methode zur Verkapselung von Makro-
molekiilen beruht auf einem zweistufigen Prozess. Im ersten
Schritt werden die zur Befiillung vorgesehenen Polymere auf
einem Templat abgeschieden. Eine geeignete Methode ist die
Komplexierung des Polyelektrolyten mit mehrwertigen
Ionen, denn Multischichten aus Polyanionen und mehrfach
geladenen Metall-Ionen wie Tb*" und Y** sind instabil und
konnen leicht zerstort werden.™ In einem zweiten Schritt
werden klassische, stabile LbL-Polyelektrolyt-Multischichten
aufgebracht. Das Templat wird unter Zerstorung der Metall-
ionen-Polymer-Schichten aufgelost, wobei die kleinen mehr-
wertigen Ionen in die Volumenphase diffundieren und die
verbleibenden grofien Polymere das Kapselinnere fiillen.!*!
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Dextran, PSS und PAH wurden bereits mit dieser Technik
verkapselt.

Eine weitere Methode zur Verkapselung von Makro-
molekiilen besteht in der Beladung vorgeformter Kapseln
durch umgebungsabhéngiges Schalten der Kapselpermeabili-
tit durch pH-Anderungen®'*""*! oder Variation der Ionen-
starke™ (sieche auch die Abschnitte 3.1.1 und 3.1.3). Mit
dieser Methode lassen sich jedoch nur geringe Mengen
verkapseln.

Physikochemische Unterschiede der Polymerlosung im
Inneren der Kapseln und dem &duBeren Medium konnen
genutzt werden, um kleine Molekiile oder Nanopartikel
selektiv im Inneren zu akkumulieren oder zu prézipitieren.
Superparamagnetische Fe;O,- oder fluoreszierende CdTe-
Nanopartikel unterschiedlicher Grole und Emissionswellen-
linge wurden durch elektrostatische Wechselwirkungen mit
dem Polymer im Inneren immobilisiert."*'**'4"l Durch Aus-
wahl unterschiedlich geladener Thiole zur Stabilisierung der
Nanopartikel wurde ihre Oberflichenladung an das Polymer
angepasst (Abbildung 11). Die Menge der immobilisierten
Nanopartikel héngt dabei von der Konzentration der Nano-
kristallsuspension und der Konzentration an freien Polyelek-

1T

Abbildung 11. Oben: Fluoreszenzbild einer Mischung von Kapseln,
beladen mit CdTe-Nanokristallen unterschiedlicher Grée. Die
Mischung enthilt sowohl einfarbmarkierte (Emissionswellenlingen
548, 558, 581, 615 und 633 nm) als auch mehrfarbmarkierte Mikro-
beads (Mischungen der fiinf angegebenen Wellenlidngen). Unten: Ver-
gréRerung der griin, rot und orangefarben codierten Kapseln (Fiinffarb-
markierung). (Aus Lit. [146].)
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trolytmolekiilen im Inneren der Kapseln ab.l*¢! Allerdings ist
zu erwarten, dass die Nanopartikel in Gegenwart hoherer
Salzkonzentrationen oder von Stoffen mit hoherer Affinitét
zum eingeschlossenen Polymer langsam wieder herausdiffun-
dieren, was eine vorgeschlagene Verwendung in kombinato-
rischen Bibliotheken einschrénkt.

Durch Ausnutzung eines Polaritdtsgradienten zwischen
der Umgebung und dem Inneren der polymergefiillten
Kapseln konnten schwer wasserlosliche Wirkstoffe, z.B. der
Farbstoff Disperse Red 1, verkapselt werden.'*s! Der Polari-
tiatsgradient entsteht durch die Hydratation der Polyelektro-
lytladungen, sodass in einem Gemisch aus Wasser und z.B.
Aceton der Wasseranteil im Inneren der Kapseln deutlich
hoher als in der umgebenden Losung ist.

FEine selektive Prézipitation im Kapselinneren wurde bei
einigen Farbstoffen und anorganischen Salzen, z.B. Fluores-
cein, Rhodamin, Pseudoisocyanin, Calciumcarbonat und
Bariumcarbonat, durch langsame Erhohung der Sattigungs-
konzentration durch Austausch des Losungsmittels, des
Gegenions"” oder durch Anderung des pH-Wertes in Gegen-
wart von MF-Kapseln erreicht. Dabei spielen wahrscheinlich
Wechselwirkungen mit den im Inneren der Kapseln verblie-
benen MF-Oligomeren eine Rolle. Ein pH-Gradient bei
Kapseln, die mit Polystyrolsulfonsidure befiillt waren, wurde
zur selektiven Prézipitation von organischen Sduren wie 6-
Carboxyfluorescein  genutzt. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen zeigen, dass die Kapseln komplett mit
kugelformigen Farbstoff-Prizipitaten gefiillt waren. 14
Durch elektrostatische Wechselwirkungen mit PSS konnten
J-Aggregate des kationischen Farbstoffs Pseudoisocyanin im
Inneren von Kapseln erzeugt und nachfolgend mit Tetraphe-
nylborat in Form fluoreszierender Nanopartikel ausgefillt
werden. [

4.2. Verkapselung von Biomolekiilen

Fine Verkapselung von aktiven Biomolekiilen kann
vielen Zwecken dienen. Polyelektrolytkapseln konnen ein-
gelagerte Proteine vor hochmolekularen Denaturierungsrea-
gentien oder Bakterien schiitzen. Weiterhin ermoglichen sie
die Steuerung der Permeabilitidt fiir kleine Molekiile, die
entweder in die Kapseln eindringen oder sie verlassen, um mit
den Biomolekiilen im Kapselinneren zu reagieren. Aktuelle
Anwendungsmoglichkeiten fidnden sich als Mikroenzymreak-
toren, in der Biosensorik,'*? der Gentransfektion!" und der
Polymerasekettenreaktion (PCR) von DNA.

FEine zentrale Methode zur Verkapselung von Enzymen
ist die direkte Beschichtung von Enzymkristallen oder
-aggregaten mit der LbL-Technik."™*!! Die GroBe der
Protein-Priméraggregate, die Aggregatmorphologie und die
hierarchische Umordnung zu Sekundéraggregaten konnen
durch Priparationsparameter wie Proteinkonzentration,
Ionenstiarke, Dauer der Salzbehandlung und Eigenschaften
der fiir die Kapselbildung verwendeten Polyelektrolyte
bestimmt werden, was bei der Verwendung von Enzym-
kristallen als Templaten nicht moglich ist.

Caruso et al. beschrieben die Beschichtung von Katalase-
kristallen mit der LbL-Methode (Abbildung 12).? Trotz
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Abbildung 12. Fluoreszenzbild eines Katalasekristalls, beschichtet mit
acht (PSS/FITC-PAH),-Polyelektrolytschichten. (In veridnderter Form
aus Lit. [152].)

24 h Protease-Exposition blieb die Aktivitdt des gekapselten
Enzyms vollstdndig erhalten. Folglich ist ein diinner Poly-
merfilm mit einer Dicke von ca. 8 nm ausreichend, um die
Proteolyse der verkapselten Katalase zu verhindern.

Die selektive Permeabilitidt der Kapselwédnde fiir Sub-
stanzen und Inhibitoren mit unterschiedlichen Molekularge-
wichten und unterschiedlichen Loslichkeiten wurde mithilfe
des Modellenzyms Chymotrypsin untersucht. Bei Zusatz
eines Inhibitors mit niedrigem Molekulargewicht (Phenylsul-
fonylfluorid (PMSF), M, =174 gmol™") zu einer Suspension
Chymotrypsin-gefiillter Kapseln wurde das verkapselte
Enzym zu 70 % desaktiviert. Bei Verwendung eines Inhibitors
mit hohem Molekulargewicht (des Proteins BPTI, M, =
6500 gmol ") sinkt der Desaktivierungsgrad auf 13 %. Diese
Resultate demonstrieren erneut den semipermeablen Cha-
rakter der Kapselwinde.'™

Lactat-Dehydrogenase wurde ebenfalls mit der LbL-
Methode in Polyelektrolytschichten verkapselt. Die Verkap-
selung dieses Enzyms beeinflusste seine Affinitdt gegen das
Substrat Pyruvat nicht. Gegeniiber der freien Form des
Enzyms zeigt die verkapselte Lactat-Dehydrogenase in ver-
diinnter Losung eine lingere Lebensdauer (1-2 Tage gegen-
tiber 30 Minuten) und eine hohere Stabilitdt gegen basische
Denaturierung. Die Anderungen der katalytischen Eigen-
schaften der verkapselten Lactat-Dehydrogenase werden
vermutlich durch einen Anstieg der effektiven pK-Werte
der Aminosduren verursacht, die durch die Polyelektrolyt-
schichten des Enzyms beeinflusst werden.'>

Eine Verwendung von Enzymaggregaten und -kristallen
hat den Nachteil, dass die GroBe und die Gestalt der
erhaltenen Partikel stark von den préparierten Enzymtem-
platen abhéngig ist. Daher wurde zur Beladung hohler
monodisperser Kapseln mit Enzymen das Konzept der
Verkapselung von Makromolekiilen durch die schaltbare
Permeabilitit der Kapselwinde genutzt (siche Abschnitt 4.1).
Die GroBenverteilung und die Form der Kapseln kann
dadurch einfacher vorherbestimmt werden, auflerdem lassen

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

L. Dahne und C. S. Peyratout

sich die teilweise drastischen Prozeduren der Enzymprizipi-
tation vermeiden.

Tiourina et al. beschrieben die Einlagerung des proteoly-
tischen Enzyms a-Chymotrypsin in hohle PSS/PAH-Kapseln.
Die Verkapselung des Enzyms erfolgte bei pH4, eine
nachfolgende Waschprozedur bei pH 8 verschliefit die
Poren. Das eingeschlossene Protein behilt seine hohe Aktivi-
tiat (50-60%) und Lagerfahigkeit. Die Enzymfunktionalitit
blieb bei Raumtemperatur mehr als eine Woche lang
erhalten. Die Polyelektrolythiille schiitzte die Proteinase o-
Chymotrypsin vor Inhibitoren, wie dem Enzym BPTI mit
hohem Molekulargewicht, wihrend kleine Molekiile das
Enzym im Kapselinneren ungehindert erreichen konnen.!'>

Urease wurde durch einen &hnlichen Prozess in PSS/
PAH-Kapseln eingelagert. Hier bestimmte die Wahl des
Losungsmittels die Permeabilitit der Kapseln.'*! Lvov et al.
nutzten den Umstand, dass die Polyelektrolytwechselwirkun-
gen von der Losungsmittelpolaritit abhingen. Bei einem
Zusatz von Ethanol zu einer Urease/Mikrokapsel-Suspension
offnen sich Poren in den Polyelektrolyt-Kapselwédnden, was
zum Eindringen der Urease fiihrt (Abbildung 13, Mitte).

]

Ethanol/Wasser (1:1) in Wasser

in Wisser

geschlossene Kapseln offene Kapseln  verkapselie Urease

Abbildung 13. Permeation und Verkapselung von Urease-FITC in Multi-
schichtkapseln. Links: in Wasser (die Fluoreszenz ist nur im Uberstand
sichtbar); Mitte: in einer Mischung Wasser/Ethanol (1:1) (fluoreszie-
rende Spezies befinden sich sowohl innerhalb als auch auferhalb der
Kapsel); rechts: verkapselte Urease, resuspendiert in Wasser (die fluo-
reszierenden Spezies befinden sich im Inneren der Kapseln). Oben:
schematische Darstellung; unten: konfokales Fluoreszenzbild. (In ver-
anderter Form aus Lit. [142].)

Nach einer Resuspension der gefiillten Kapseln in reinem
Wasser schliefen sich die Poren wieder, und das Enzym ist
verkapselt (Abbildung 13, rechts). In diesem Beispiel behilt
die verkapselte Urease nur 13 % ihrer Enzymaktivitit gegen-
iiber der freien Urease in Ethanol. Diese Verringerung ist
vermutlich auf Schwierigkeiten beim Eindringen des Sub-
strats in die Kapseln zuritickzufiihren. Das Problem, dass nur
ein geringer Teil des in Losung befindlichen Enzyms ver-
kapselt wird, ldsst sich losen, indem im Kapselinneren
zusitzliche Polyelektrolytmolekiile eingebracht werden, die
eine Bindung und Prézipitation begiinstigen. So konnten
Verkapselungseffizienzen bis zu 90 % erreicht werden.[*”-*"!
Mithilfe derartiger Urease-gefiillter PSS/PAH-Polyelek-
trolytkapseln konnte die biomimetische Synthese von Cal-
ciumcarbonat ausschlieBlich im Kapselinneren ausgefiihrt
werden. Die Carbonat-Ionen wurden durch Urease-kataly-
sierte Harnstoffzersetzung im Inneren der Kapseln erzeugt.
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Der Zusatz von Calcium-Ionen verursachte einen Nieder-
schlag von Calciumcarbonat, der das gesamte Kapselvolumen
ausfiillte. Durch die problemlose Moglichkeit zur Variation
experimenteller Parameter wie Wandstérke, interne Zusam-
mensetzung und Diffusionsgeschwindigkeit von auf3en nach
innen ist dieses System auf der Basis von Polyelektrolytkap-
seln gut zur Untersuchung grundlegender Aspekte von
Biomineralisationsprozessen geeignet.['”]

5. Zusammenfassung und Ausblick

Seit der Einfithrung des LbL-Verfahrens zur Erzeugung
diinner Polyelektrolytfilme vor etwa zehn Jahren!® wurden
beeindruckende Fortschritte zur Weiterentwicklung dieser
Methode und zum Verstidndnis der theoretischen Hinter-
griinde erzielt, aber auch wichtige Erfolge im Anwendungs-
bereich, woraus eine Vielzahl an Patenten fiir potenzielle
Anwendungen hervorgegangen ist, z. B. zur Beschichtung von
Kontaktlinsen.® Ein Meilenstein war 1998 die Verwendung
derartiger Filme zur Erzeugung von Hohlkapseln. Die
primdren Vorteile der neuartigen Polyelektrolytkapseln sind
ihre Modularitit und ihre vielseitige Verwendbarkeit beziig-
lich Materialien und Eigenschaften. Dies fiihrte in den
vergangenen Jahren zu einer rasanten Entwicklung in breit
gefacherten Forschungs- und Anwendungsfeldern, wie
anhand der ausgewdihlten Beispiele dieses Aufsatzes deutlich
gemacht wurde. Wegen der kurzen Entwicklungszeit dieser
Technik und der nahezu unendlichen Moglichkeiten zur
Variation der Préparationsparameter sind noch viele Fragen
offen. Viele interessante Anwendungsmaoglichkeiten konnten
zwar aufgezeigt werden, fiir eine breite Nutzung der Re-
sultate sind aber wesentliche Verbesserungen hinsichtlich
Reproduzierbarkeit und weiterfithrende Untersuchungen
unerldsslich. Gegenwartig ist noch unklar, ob alle vorgeschla-
genen Anwendungen, die in diesem Aufsatz erwdhnt wurden,
auch wirklich mithilfe von LbL-Kapseln realisiert werden
konnen. So ist z.B. die Permeabilitét fiir kleine Molekiile
generell noch zu grof, um eine kontrollierte verzogerte
Freisetzung aus dem Kapselinneren zu erméglichen. Auf3er-
dem ist wegen der breiten Verteilung der Kapselpermeabili-
titen selbst innerhalb einer Charge nur eine ungenaue
Diskriminierung von Molekiilen aufgrund ihres Molekular-
gewichts moglich.

Bei zukiinftigen Entwicklungen auf der Basis von LbL-
Kapseln werden biologische Anwendungen stark im Vorder-
grund stehen. Zur Verbesserung der Biokompatibilitidt wird
insbesondere eine Synthese bioabbaubarer, biokompatibler,
monodisperser und formstabiler Template intensiv
erforscht."®! Die Verwendung von Kapseln als biomimetische
Systeme zur Untersuchung der physikalischen Prinzipien, die
den Zelladhésionsprozessen zugrunde liegen, ist angedacht.
Eine andere bedeutende Entwicklung ist die Modifizierung
der Kapseloberfldache zur Erkennung spezifischer Materialien
oder Oberflichen. Fiir diese Zwecke kann die Oberfldche im
einfachsten Falle positive oder negative Ladungen tragen
oder mit biochemischen Funktionalititen versehen werden,
z.B. mit Proteinen, speziellen Rezeptoren oder DNA-
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Sequenzen. Dies ebnet den Weg fiir die Erzeugung von
Kapseln mit speziellen Adhidsionseigenschaften, die ein
groBBes Anwendungspotenzial fiir diagnostische oder Wirk-
stofftransportprozesse haben.

Eine weitere interessante Entwicklung ist die Modifika-
tion von Kapseln mit Liposomen, was eine Kombination der
hohen Kapselstabilitdt mit der geringen Permeabilitdt der
Liposomen ermoglicht. Die Kapseln konnen mit Lipiddop-
pelschichten beschichtet werden und umgekehrt. Derartige
Lipiddoppelschicht/Polymerschicht-Kompositsysteme  sind
den Lipiddoppelschicht/Cytoskelett-Kompositsystemen bio-
logischer Zellen bereits sehr dhnlich. Eine weitere Moglich-
keit zur Nachahmung biologischer Prozesse wire der Einbau
von lonenkanilen und Rezeptoren in solche Kapsel-Lipo-
some.'*l Die Verkapselung von DNA fiir die nichtvirale
Gentherapie ist ebenso eine zukiinftige Entwicklung wie die
Verwendung von Mikrokapseln als Kifige zur Separierung
von Materialien und als Template fiir Biomineralisations-
prozesse.

Um das Potenzial der neuen Kapseltechniken zu verdeut-
lichen, soll dieser Aufsatz mit einer Zusammenfassung der
Nachteile und besonders der Vorteile der LbL-Kapseln
gegeniiber anderen, in Anwendung befindlichen Kapseln
beschlossen werden.

Nachteile:

o Hohe Permeabilitit fiir kleine Molekiile
e Haiufige Aggregationserscheinungen speziell bei kleinen

Kapseln (Durchmesser <1 um)

e Ungeniigende Reproduzierbarkeit der Resultate
Unbekannte Langzeitstabilitét
Zeitaufwindige Herstellungsprozesse

Vorteile:

Einstellbare Semipermeabilitét

Hohe chemische Stabilitét

Ausgedehnter GroBenbereich (100 nm bis 15 pm)

Monodispersitit

Sehr wenig Wandmaterial im Verhéltnis zum Kapsel-

volumen

Moglichkeit zur Mehrfachfunktionalisierung der Kapsel-

wand und der Kapseloberfliche mit einer transversalen

Auflosung im Nanometerbereich

e Spezielle Modifikation der physikochemischen FEigen-
schaften des Kapselinneren ist moglich

e Kapselherstellung aus bioabbaubaren und FDA-erprob-
ten Materialien ist moglich (FDA =Food and Drug
Administration)

Die Liste der Vor- und Nachteile konnte durch spezifi-
schere Faktoren beliebig erweitert werden. Die oben ange-
fihrten Punkte zeigen jedoch bereits deutlich, dass LbL-
Kapseln andere Verkapselungstechniken nicht vollstindig
verdréangen werden, aber zu neuen Anwendungen besonders
im Hochtechnologiebereich fithren konnten. Die Untersu-
chungen an LbL-Polyelektrolytkapseln stehen erst am
Anfang, doch kann jetzt schon abgeschétzt werden, dass auf
diesem faszinierenden Gebiet noch viele neue Entwicklungen
und Uberraschungen zu erwarten sind, mit deren Hilfe
gegenwirtige Nachteile tiberwunden werden konnen.
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Abkiirzungen

4G-PAMAM Poly(amidoamin) der 4. Generation
ALG Alginat

BPTI Rinderpankreastrypsin-Inhibitor
FRET Forster-Resonanzenergietransfer

1B Ibuprofen

LbL Layer-by-Layer

CLSM konfokale Laser-Rastermikroskopie
MB Methylenblau

MEPE metallosupramolekularer Polyelektrolyt
MF Melaminformaldehyd

PAA Polyacrylsiure

PAH Poly(allylamin)

PDADMAC Poly(diallyldimethylammoniumchlorid)
PEI Poly(ethylenimin)

PL Polylysin

PLA Poly(D,L-milchsdure)

PLGA Poly(D,L-milchsdure-co-glycolsiure)
PS Polystyrol

PSS Poly(styrolsulfonat)

PVS Poly(vinylsulfat)

SP Spermidin

THF Tetrahydrofuran
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