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KURZFASSUNG

KURZFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die kontinuierliche Herstellung und Aufarbeitung polymerer
Nanopartikel mit reproduzierbaren und kontrollierten Eigenschaften untersucht, welche auf einer
Kombination der Miniemulsionstechnik mit der Losungsmittelverdampfungsmethode basiert, sowie
Experimente zur Verkapselung hydrophober Substanzen in kontinuierlicher Prozessfiihrung
durchgefihrt.

Die Kombination aus Miniemulsionstechnik und Ldsungsmittelverdampfungsmethode stellt ein
wertvolles Verfahren dar, um eine Vielzahl an funktionellen polymeren (Hybrid-)Materialien
darzustellen und hydrophobe Substanzen effektiv zu verkapseln.

Bei der Entwicklung eines vollstandig, kontinuierlich verlaufenden Prozesses ist es zweckmaBig, nicht
nur die Synthese durchzufthren, sondern auch das Downstream Processing abzudecken. Daher
wurde zu Beginn der Arbeit der Fallfilmmikroreaktor auf seine Wirksamkeit im Hinblick auf ein
kontinuierliches Stripping von Tetrahydrofuran (THF) aus einem THF-Wasser-Gemisch untersucht. Es
wurde ein Massentransfermodell zur Beschreibung des Strippingprozesses eines bindren Systems
entwickelt, das eine gute Ubereinstimmung mit den experimentell gewonnenen Daten zeigt.

Bei dem entwickelten, kontinuierlichen Verfahren wurden ein statischer Mikromischer sowie eine
Durchflussultraschallzelle erfolgreich dazu eingesetzt, eine wohldefinierte Miniemulsion herzustellen.
Die disperse Phase der Emulsion besteht hierbei aus Tropfchen eines organischen Losungsmittels mit
geldstem Polymer und wird umgeben von einer kontinuierlichen wassrigen Phase, welche Tensid zur
Stabilisierung enthalt. Das Verdampfen des Losungsmittels erfolgte kontinuierlich und héchst effektiv
Uber den Fallfilmmikroreaktor und resultierte in der Bildung wassrig-dispergierter polymerer
Nanopartikel.

Abhangig von der Polymerzusammensetzung, experimentellen Parametern (z.B. Flussrate,

Mischverhéaltnis, usw.) sowie der Anwesenheit anorganischer Substanzen konnten mit dem

entwickelten Verfahren erfolgreich und reproduzierbar Partikel mit unterschiedlichen Eigenschaften

und Morphologien hergestellt werden:

= Durch Anpassung der Reaktionsparameter konnten gezielt Polystyrol-Partikel mit Durchmessern
zwischen 50 nm und 250 nm dargestellt werden.

= Das Verfahren ermdglichte eine hohere Verkapselungseffizienz superparamagnetischer
Eisenoxid-Partikel in Polystyrol im Vergleich zur Literatur.

= Es wurden Janus-Partikel aus Polystyrol und Poly-L-Lactid kontinuierlich gewonnen.

= Bei der kontinuierlichen Verkapselung von Nilrot in Polystyrol bzw. Poly(Lactid-co-Glycolid)
(PLGA) kam es im Gegensatz zur Batchmethode zu einer Loéschung der Fluoreszenz. Wird der
Farbstoff jedoch aus den kontinuierlich hergestellten Partikeln wieder freigesetzt, tritt das
Fluoreszenzsignal ohne Verluste in der Intensitat wieder auf, und bietet so das Potential, als
molekulare Sonde verwendet zu werden.

= AbschlieBend konnte eine erhohte Aufnahme von PLGA Nanopartikeln mit verkapseltem
Magnetit in einem angelegten Magnetfeld in humane Glioblastomzellen im Vergleich zu
Versuchen ohne Magnetfeld und zu Versuchen mit Partikeln ohne verkapselte Eisenoxide mit
und ohne Magnetfeld gezeigt werden.
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ABSTRACT

ABSTRACT

In the framework of this PhD thesis the continuous formation and the corresponding downstream
processing of polymeric nanoparticles with well-defined and reproducible properties and
morphologies as well as the encapsulation of hydrophobic compounds were investigated. For this
purpose, a combination of the miniemulsion technigue with highly efficient solvent evaporation in
flow was established as well as a laboratory scale unit developed and evaluated. The method
presents a versatile process for the production of a wide range of functional polymeric hybrid
materials.

For the design of sustainable continuous processes it is important to not only consider the generation
of the nanoparticles but also the purification and downstream processing. Therefore, a falling film
micro reactor was investigated regarding its ability to continuously evaporate tetrahydrofuran (THF)
out of a THF-water mixture. A mass transfer model for the separation process was developed which
showed good agreement between the calculations and the experimental data.

A well-defined miniemulsion was generated by a static micromixer followed by a flow-through
ultrasonic cell. The dispersed droplets consist of preformed polymers dissolved in an organic solvent
within an aqueous surfactant solution as a continuous phase. A continuous and highly efficient
solvent evaporation was performed by using the falling film micro reactor, resulting in the formation
of dispersed polymer-based nanoparticles.

Depending on the polymer composition, experimental parameters (e.g. flow rate, mixing ratio,

surfactant concentration) and the presence of inorganic substances, various kinds of polymeric

particles with different properties and morphologies were successfully prepared:

= By adjusting the reaction parameters, polystyrene particles of diameters between 50 nm and
250 nm were prepared.

= The developed process allowed for a higher amount of superparamagnetic iron oxide particles to
be encapsulated in poly(styrene) compared to batch processes reported in literature.

= Poly(styrene) / poly(L-lactide) Janus particles were continuously generated.

= |n contrast to the batch method, the continuous encapsulation of nile red in poly(styrene) or
poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) inhibited the fluorescence of the dye. After the release of the
continuous encapsulated dye, the fluorescence intensity was fully recovered. This carries the
potential for the use as a molecular sensor.

= Finally, an increased uptake of PLGA nanoparticles with encapsulated magnetite in humane
glioblastoma cells could be observed in an external magnetic field compared to experiments
without a magnetic field and experiments with particles without magnetite with and without an
external magnetic field.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und Etablierung eines
kontinuierlichen Prozesses zur Herstellung polymerbasierter Nanopartikel —mit
kontrollierten Eigenschaften durch Nutzung der Miniemulsionstechnik in Kombination
mit einer technisch relevanten Losungsmittelverdampfungsmethode.

1.1 Allgemeine Einflihrung

Die Nanotechnologie ist eine der SchlUsseltechnologien des 21. Jahrhunderts und hat
sich vor allem in den letzten 30 Jahren rasch weiterentwickelt. Der Nobelpreistrager
Richard P. Feynman gilt als einer der Begrinder der Nanotechnologie. Bereits vor tber
einem halben Jahrhundert sagte er in seiner berthmten Rede , There’s Plenty of Room at
the Bottom” (auf dt. ,Es gibt noch viel Raum nach unten”) im Jahr 1959 auf der
Jahresversammlung der Amerikanischen Physikalischen Gesellschaft den Trend zur
Miniaturisierung voraus durch die ,,...Manipulation und Steuerung von Dingen im
winzigen MaBstab..." !

Die Nanotechnologie ist ein auBerst interdisziplinares Forschungsgebiet, das viele
Themenfelder aus der Chemie, Biologie und Physik vereint. Die daraus resultierenden
Ergebnisse, Erkenntnisse und Anwendungen beeinflussen viele Bereiche wie Medizin
und Pharmazie, die Bau- und Automobilbranche, Lebensmittel- und Kosmetikindustrie,
aber auch Informations- und Kommunikationstechnologie.

Mikro

Nano

I I I I I I 1 I I I
1950 1970 1990 2010 2030

Abbildung 1: Die Nanotechnologie ist ein duBerst interdisziplinares Forschungsgebiet basierend auf
Chemie, Biologie und Physik (modifiziert nach ).
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EINLEITUNG

Damit zeichnet sich die Nanotechnologie ganz besonders durch ihr breites
Anwendungsspektrum aus und fuhrt so zur Neugestaltung und Verbesserung von
Prozessablaufen in nahezu allen technischen und wissenschaftlichen Gebieten. !

Nano kommt aus dem Griechischen und bedeutet Ubersetzt ,Zwerg”. Der Begriff wird
im internationalen Einheitssystem fur den Faktor 10 verwendet, somit entspricht 1 nm
also 1-10° m als SI-Einheit (frz. systeme international d’unités, engl. international system
of units, dt. internationales Einheitssystem).

Als Nanopartikel werden im Allgemeinen Materialien mit einer GréBe von 1 nm bis zu
einigen hundert Nanometern bezeichnet. Damit rangieren sie in der GréBenordnung
von Biomolekdlen und verhalten sich von ihrer GroBe im Vergleich zu einem FuBball so,
wie dieser sich zur Erde verhalt (siehe Abbildung 2).

‘//,//GréBenverhéltms
‘/‘," 1:58.000.000

== 2 ol
e i T )
”~

(/,‘//" , Ry -
f/ GroBenverhaltnis /
f 1:55000000 - wy

o -

4nm 22.¢cm 12.756 km

| | | | | | |

| | | I I I I
10 106 102 100 103 108 10° Meter
nano mikro milli kilo mega giga

Abbildung 2: Graphischer GréBenvergleich eines 4 nm grof3en Nanopartikels, welcher sich zu einem
FuBball so verhalt wie dieser zur Erde.

Die Grundsatze der klassischen Physik kdnnen nur noch bedingt auf Nanopartikel
angewandt werden, vielmehr gelten in dieser GroBenordnung die Gesetze der
Quantenphysik. Im Vergleich zu Masse und Volumen derart kleiner Teilchen wird die
Oberflache extrem groB und hat so wesentlichen Einfluss auf die Eigenschaften des
Objekts.!

Durch eine Miniaturisierung eines Materials in den NanogroBenbereich kann es alleine
durch die Dimensionsverkleinerung zu Anderungen wesentlicher Stoffeigenschaften wie
Loslichkeit, Transparenz, Farbe, Schmelzpunkt, Leitfahigkeit oder katalytischer Potenz
kommen.* Die Variation der TeilchengroBe und weiterer Parameter (Zusammensetzung,
Ladung, Form,...) erdffnet somit neue Dimensionen zur Beeinflussung von
Materialeigenschaften.®! Dies macht Nanopartikel fir ein immens weites Spektrum
unterschiedlichster Anwendungen so interessant.

2



EINLEITUNG

Dadurch kommt der Nanotechnologie eine hohe technologische und wirtschaftliche
Relevanz zu.

So nutzten bereits Menschen im Mittelalter unbewusst und rein empirisch diese
besonderen Eigenschaften von Nanopartikeln, indem sie Gold-Nanopartikel in das Glas
von Kirchenfenster einarbeiteten, da diese Partikel in Abhangigkeit von ihrer GroBe die
Farbe des Glases unterschiedlich beeinflussen.

Nanopartikel und Kolloide werden zunehmend in Produkten des taglichen Lebens zur
Verbesserung der Eigenschaften eingesetzt. Dazu gehoren neben Farben, Lacken und
Dispersionen, die Lebensmittel- und Kosmetikindustrie, die Automobilbranche,
Abwasserbehandlung, Solarzellen, Medizin und Pharmazie und viele mehr.

Die Bedeutung von Nanopartikeln nimmt auch weiterhin zu, da die Fahigkeiten der
Wissenschaft zur gezielten Darstellung und Manipulation von Eigenschaften standig
voranschreiten. Damit wachst auch das Interesse und vor allem die Notwendigkeit far
Verbesserungen und Innovationen der Herstellungsprozesse fur diese Materialien.

Laut der europaischen Patentorganisation und nach Daten der PR NEWSWIRE betrug im
Jahr 2014 der Weltmarkt fir Nanotechnologie-Produkte bereits 23 Mrd. Euro. Bis 2019
soll er auf 59 Mrd. Euro anwachsen und weist damit eine jahrliche Wachstumsrate von
19,8 % auf.l®

Ungefahr 80 % der groBtechnisch gefertigten Produkte werden als Partikel formuliert,
oder diese tauchen an Stellen im Herstellungsprozess auf.”? Dadurch bringt die
industrielle Nutzung ein immenses wirtschaftliches Potenzial fir Innovationen auf dem
Sektor der Partikeltechnologien mit sich.”! Jedoch fehlt es in vielen Bereichen derzeit
noch immer an (billigen) Methoden zur Herstellung nicht aggregierter Nanopartikel.”!

Je nach Anwendung werden unterschiedlichste Anforderungen an die Partikel gestellt.
In der Werkstoff- und Energietechnik besitzen nanoskalige Materialien mit einer hohen
Reinheit und passgenau eingestellten Eigenschaften ein hohes Anwendungspotential.l®
Hochste Anspriche gelten auch fir medizinische Anwendungen in Bezug auf Qualitat,
aber auch im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit der Darstellung insbesondere fir
aggregatfreie Praparate.

Durch geeignete Modifikation von GroBe und Oberflacheneigenschaften konnen
Nanopartikel gezielt so maBgeschneidert werden, dass sie in bestimmte Zellen
eindringen oder aber an diesen andocken. Je nach Spezifikation des Partikels kann
dieser beispielsweise Uber Lumineszenz, Lichtstreuung oder Magnetismus detektiert
werden. Dadurch wird eine Detektion mit hoher Ortsauflésung moglich.”!



EINLEITUNG

DarUber hinaus ist auf diese Weise ein gezielter Transport und — bei entsprechender
Modifikation — sogar eine gezielte Freisetzung von Wirkstoffen in erkranktem Gewebe
maoglich."

Der industrielle Einsatz nanoskaliger Materialien mit hohen Qualitatsanforderungen (z.B.
GroBe und GroBenverteilung, Funktionalisierung, etc.) wird jedoch dadurch verzogert,
dass diese oft nur in Kleinstmengen in ausreichender Qualitat verfgbar sind und daher
nicht ausreichend getestet werden kénnen.!

Dartber hinaus stellt die Reproduzierbarkeit eines der wichtigsten Ziele bei der
Herstellung von Nanopartikeln dar, um nicht nur eine ausreichende Verflgbarkeit sicher
zu stellen, sondern auch um die geforderte Qualitat in Bezug auf GroBe,
GroBenverteilung etc. verlasslich zu erreichen.

Die Problematik der Reproduzierbarkeit ist bei Batchsynthesen, d.h. der Herstellung in
einzelnen Chargen, immanent. Diese Herausforderung kann durch Nutzung der Nano-/
Mikrotechnologie und kontinuierlichen Prozessen adaquat adressiert werden.

Einer der groBen Vorteile der Mikrofluidik / Mikroreaktionstechnik ist die hohe Kontrolle
uber die Reaktionsparameter und damit auch die Mdglichkeit zur Manipulation von
flussig-flussig-Grenzflachen. Kleinste Mengen an Fluiden und Gasen konnen im Bereich
von Picolitern auf unterschiedlichste Weise getrennt und wieder zusammengefihrt
werden, mit verschiedensten Geometrien an Mikrokanalen kontrolliert und hocheffizient
vermischt werden, in kirzester Zeit erhitzt oder abgekuhlt werden; das Repertoire an
Maoglichkeiten ist enorm. .12

Die einzigartigen Eigenschaften beruhen vorwiegend auf dem effizienten, verbesserten
Masse- und WarmeUbertrag durch das groBe Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnis in
Systemen mit derart kleinen charakteristischen Dimensionen, die sich im Bereich von
wenigen Mikrometern bis hin zu einigen hundert bewegen.'?!

Durch diese prazise und vorhersagbare / berechenbare Kontrolle Uber Volumenstrome
wird eine hochdefinierte Prozessumgebung fur (makro-) molekulare Reaktionen
geschaffen, welche denen in konventionellen Laborglasgeraten und sogar industriellen
Reaktoren deutlich Gberlegen ist.l'
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1.2 Motivation und Zielsetzung

Nanopartikel und —strukturen besitzen aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaften ein
enorm groBBes Anwendungsspektrum und sind auch heute schon in vielen Bereichen des
taglichen Lebens vertreten; genannt seien hier beispielhaft Lebensmittel und Kosmetika,
Textilien, Pigmente, Farben, Lacke und Dispersionen.

Insbesondere Nanopartikel mit definierten Eigenschaften und in reproduzierbarer
Qualitat sind von groBem Interesse und Nutzen far Wirtschaft und Gesellschaft,
allerdings sind wesentliche Voraussetzungen zur breiten kommerziellen Anwendung
Gegenstand aktueller Forschung, um wissenschaftliche und technologische Grundlagen
des Verstandnisses zu vervollstandigen.

Die GroBe, chemische Zusammensetzung, Kristallinitdat, Form und viele weitere
Eigenschaften von Nanopartikeln lassen sich Uber die Prozessfihrung, Temperatur,
chemische Zusammensetzung, Konzentration, Oberflachenmodifikation und den pH-
Wert steuern.'™ Durch die hohe Empfindlichkeit der Prozessfiihrung gegentber
kleinsten Anderungen im Multiparameterraum gestaltet sich die Proessentwicklung
auBerst aufwendig und erfordert zudem hochste Anforderungen an die Konstanz aller
Prozessparameter.

Die Mikroverfahrenstechnik bietet die modernste und Ressourcen-schonendste
technische Grundlage zur Entwicklung und industriellen Nutzung kontinuierlicher
Prozesse. Aufgrund ihrer kleinen, aber hoch definierten Strukturen ist einerseits eine
sehr gute Kontrolle Uber die Prozessparameter moglich und andererseits ein extrem
effizienter Warme- und Stofftransport gegeben. Darlber hinaus wohnt der
Mikroverfahrenstechnik immanent die Moglichkeit inne, eine Durchsatzerhéhung durch
ein Scale-up oder ein Numbering-up durchzufihren.

Aufgrund der Maoglichkeit zur prazisen Kontrolle der Reaktionsparameter und deren
dynamische Anderungen drangt sich die Mikroverfahrenstechnik somit zur Synthese von
Nanopartikeln, aber auch zur Prozessentwicklung selbst, geradezu auf.

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit soll daher die Entwicklung eines kontinuierlichen
Prozesses zur reproduzierbaren Darstellung polymerbasierter Nanopartikel mit
kontrollierten Eigenschaften sein.
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Das Herstellungsverfahren soll dabei auf einer Kombination der Miniemulsionstechnik
mit der Losungsmittelverdampfungsmethode, der sogenannten ,Emulsion solvent
evaporation technique”, basieren.

Diese Technik ist als Batchverfahren im Labor bereits gut etabliert und wird in der
Forschung dazu genutzt, eine breite Palette polymerbasierter funktioneller
Verbundwerkstoffe im Submikrometerbereich herzustellen und erfolgreich hydrophobe
Materialien effektiv zu verkapseln.

Um tatsachlich einen komplett kontinuierlich ablaufenden Prozess zu realisieren, ist es
notwendig, eine zu der ausgewahlten Herstellungsmethode kompatible Methode zur
Aufarbeitung des Produktes zu identifizieren, zu evaluieren und zu integrieren.

Auch die Herstellungstechnik fur die Nanopartikel selbst soll mit dem hier entwickelten
Verfahren und dem zugehorigen Laboraufbau anhand unterschiedlicher verwendeter
Polymere und zu verkapselnder Substanzen getestet werden.

Des Weiteren soll untersucht werden, inwiefern unterschiedliche Parameter wie
Polymerart, Molmasse und Konzentration des Polymers, Mischverhaltnisse, etc. einen
Einfluss auf die hergestellten Partikel haben.

Von Interesse ist dabei auch zu untersuchen, ob es zu Unterschieden bei einer
kontinuierlichen Herstellung im Vergleich zur analogen Batchvariante kommt und wenn
ja, worin diese Unterschiede genau bestehen und woraus sie resultieren.

Polymere Nanopartikel stellen auBerst erfolgsversprechende Tragersysteme fir den
Wirkstofftransport mit anschlieBender Wirkstofffreisetzung flr biomedizinische
Anwendungen dar.

Das oberste Anliegen der modernen Forschung bei Freisetzung von Wirkstoffen ist das
Maximieren des therapeutischen Nutzens bei gleichzeitiger Minimierung der
limitierenden, unerwtnschten Nebenwirkungen. In den letzten Jahren wachst daher das
Interesse an sogenannten ,theranostischen” Systemen, welche therapeutische und
diagnostische Eigenschaften vereinen. Sie bieten ein enormes Potential flr eine nicht-
invasive Echtzeitlberwachung der Therapie.

Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit auch biomedizinisch relevante Kolloide prapariert
werden, die als Modellpartikel ihre Eignung zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke
belegen sollen. Zur Durchflhrung dieser Versuche werden humane Glioblastomzellen
der Zelllinie U-251 MG vorgesehen, da diese ein etabliertes Modellsystem fir die Blut-
Hirn-Schranke darstellen.
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1.3 Inhaltlicher Aufbau der Dissertationsschrift

Die vorliegende Dissertation ist so gegliedert, dass nach dieser allgemeinen Einflhrung
in die Thematik der Nanotechnologie, Mikroverfahrenstechnik und polymerer
Nanopartikel sowie einer Einordnung und Motivation der vorliegenden Doktorarbeit
(Kapitel 1) die zum Verstandnis notwendigen Theorien und Grundlagen beschrieben
werden  (Kapitel 2). Im  nachsten  Kapitel ~werden  die  verwendeten
Charakterisierungsmethoden vorgestellt (Kapitel 3).

Das Kapitel ,Ergebnisse und Diskussion” (Kapitel 4) setzt sich aus sechs aufeinander
aufbauenden thematischen Unterkapiteln zusammen:

= In Kapitel 4.1 wird die Leistungsfahigkeit des Fallfilmmikroreaktors (STACK-1x-FFMR-
LAB-V2) zur kontinuierlichen Verdampfung eines Ldsungsmittels aus einem binaren
Gemisch anhand experimenteller Versuche untersucht und mit einem entwickelten
Massentransfermodell validiert.

= Im nachsten Kapitel (Kapitel 4.2) wird Eignung des Fallfilmmikroreaktors zur
semikontinuierlichen Isolierung von Pluronic® L121-Polymersomen gezeigt.

= AnschlieBend wird in Kapitel 4.3 die Einsatzmdglichkeit des Fallfilmmikroreaktors bei der
Herstellung von Poly(Lactid-co-Glycolid)-Partikel durch Nanoprazipitationsmethode im
Batch, semikontinuierlich und kontinuierlich getestet und mit Ergebnissen im Batch
verglichen.

= Kapitel 4.4 beschreibt die Entwicklung der kontinuierlichen Prozessfihrung und des
daraus resultierenden Laboraufbaus zur Herstellung polymerbasierter Nanopartikel
mittels  Miniemulsionstechnik  durch  Kombination von  Mikromischern, einer
Ultraschalldurchflusszelle und des Fallfilmmikroreaktors.

= Das entwickelte kontinuierliche Verfahren wird in Kapitel 4.5 durch die Herstellung von
Janus-Partikeln aus Polystyrol und Poly-L-Lactid, Hybridpartikeln aus Polystyrol und
Magnetit, sowie der Verkapselung von Nilrot in Polystyrol- bzw. Poly(Lactid-co-Glycolid)
evaluiert und Unterschiede zur Batchmethodik beschrieben.

= AbschlieBend wird in Kapitel 4.6 die Partikelaufnahme magnetischer PLGA-
Nanopartikeln durch die humane Glioblastomzelllinie U-251 MG mit und ohne
Magnetfeld untersucht.

In jedem dieser Unterkapitel erfolgt zunachst die Beschreibung des Stands der Technik
des jeweiligen Forschungsgebiets flir eine bessere Einordnung der durchgefihrten
Experimente in den wissenschaftlichen Kontext. Darauf folgt eine Darstellung der fir das
Verstandnis wesentlichen Versuchsparameter. Im Anschluss werden die gewonnenen
Ergebnisse vorgestellt und diskutiert. Am Ende werden die wesentlichen Erkenntnisse
zusammengefasst.
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Die abschlieBende Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse und Erkenntnisse der
hier vorliegenden Doktorarbeit werden in Kapitel 5 prasentiert und es wird noch ein
kurzer Ausblick gegeben.

Eine ausflhrliche Beschreibung der Experimente findet sich im experimentellen Teil
(Kapitel 6).

Kapitel 7 enthalt das Abkurzungsverzeichnis sowie das Abbildungs- und
Tabellenverzeichnis.

Eigene Veroffentlichungen in Form von Publikationen, Vortragen, Postern und eines
Videobeitrags sind in Kapitel 8 aufgelistet.

Das Quellenverzeichnis ist unter Kapitel 9 zu finden.
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2 THEORIE UND GRUNDLAGEN

In diesem Kapitel wird auf die fUr diese Arbeit wesentlichen theoretischen Grundlagen
eingegangen. Im Einzelnen werden folgende Themen naher erdrtert: Nanopartikel,
Heterophasensysteme / kolloidale Systeme, Grundlagen der Mikroverfahrenstechnik und
superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel.

2.1 Nanopartikel

Das Wort Nano leitet sich von dem griechischen Wort ,Navog” (= nanos) fur ,,Zwerg”
oder ,,zwergenhaft” ab.

In den letzten Jahren und Jahrzehnten gibt es ein wachsendes Interesse an dem Gebiet
der Nanotechnologie, da Nanopartikel und —materialien groBartige Chancen und
Maglichkeiten fur die unterschiedlichsten Anwendungsbereiche bieten.

Der Begriff Nanopartikel wird fur kolloidale Teilchen — egal welcher Form — mit einem
Durchmesser von 1 nm - 100 nm verwendet (IUPAC-Empfehlung fir Gel-Nanopartikel)
und beschreibt lediglich die GroBendimension der Partikel.

Treten typische Phanomene auf (Transparenz oder Tribung, Ultrafiltration, stabile
Dispersionen,...) kann die obere Grenze zur Nutzung der Vorsilbe ,nano” auf
Dimensionen kleiner 500 nm erweitert werden.!"®! Rohrchen und Fasern, bei denen zwei
Dimensionen kleiner als 100 nm sind, werden ebenfalls als ,nano” bezeichnet.!'”! In der
Literatur erfolgt eine weitere Unterteilung meist anhand ihrer Herkunft.

Entsprechend der technischen Definition des von der europaischen Kommission
unabhangigen wissenschaftlichen Ausschusses "Neu auftretende und neu identifizierte
Gesundheitsrisiken" (engl. Scientific Committee on Emerging and Newly Identified
Health Risks, SCENIHR) wird ein Material als Nanomaterial bezeichnet, wenn mehr als
0,15 % des Zahlenmittels kleiner 100 nm sind.!"8

Durch die spezifische Darstellung nanoskaliger Materialien in Bezug auf ihr Material, ihre
Struktur, GroBe sowie GroBenverteilung und Oberflacheneigenschaften konnen
neuartige optische, chemische und physikalische Eigenschaften erhalten werden, die
sich deutlich von den korrespondierenden makroskaligen Materialien (,Bulkware”)
unterscheiden.
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Mit GroBen von bis zu einigen hundert Nanometern sind Nanopartikel wesentlich kleiner
als Zellen, die im Durchschnitt 1 pm — 30 pm groB3 sind, aber deutlich gréBer als einzelne
Molekdle, Peptide oder sogar ganze Proteine.l!

e L P ) M

Atome Molekile Nanopartikel Bakterien Zellen Flohe Tennisball FuBball
Lovood vl vl vl v vl v vl ol v vd vl gl
1pm 10 pm 100 pm 1nm 10 nm 100 nm 1 um 10 pm 100 pm 1 mm 10mm 100 mm Tm

Nanomaterialien

Abbildung 3: Der Begriff Nanomaterialien bezieht sich auf den GréBenbereich zwischen 1 nm und
wenigen hundert Nanometer und liegt damit zwischen der GroBe eines einzelnen Atom und der einer
Zelle.

Nanopartikel werden bereits aufgrund ihres enorm groBen Oberflache-zu-Volumen-
Verhaltnisses als Katalysatoren in der chemischen Industrie genutzt. Sie sind aber auch in
Alltagsprodukten wie Kosmetika, zum Beispiel als Sonnenschutzmittel mit verbesserten
Eigenschaften, zu finden. Dartber hinaus werden Nanopartikel bereits standardmaBig in
Membranen und Filtern flr die Abwasserbehandlung verarbeitet, fur antireflektierende
Beschichtungen von Solarzellen verwendet und fir Farben und Lacke genutzt.12%.2"

Zusatzlich besitzen Nanopartikel gro3es Potential fur biomedizinische Anwendungen wie
beispielsweise zur Zellseparation, fir Kernspintomographie oder zur magnetischen
Hyperthermiebehandlung sowie den gezielten Wirkstofftransport in Zellen.12?!

Aufgrund ihrer geringen GroBe sind Nanopartikel in der Lage biologische Barrieren wie
z.B. Zellwande zu Uberwinden. Daher eignen sie sich hervorragend flr den Transport
von Wirkstoffen und biologisch aktiven Substanzen.!??!

2.1.1 Eigenschaften von Nanopartikeln

Im Jahr 1861 beobachtete Thomas Graham, dass es Stoffe gibt, die in Losung unsichtbar
sind, aber dennoch bei der Dialyse nicht durch Membranen diffundieren. Um diese
Stoffe zu beschreiben nutze er den Begriff , Kolloid”, welchen er von dem griechischen
Wort , koMa” (= ,kolla”) fir , Leim” abgeleitet hat.[24-2°!

Nach der IUPAC-Definition besitzen kolloidale Systemen im dispergierten Zustand
mindestens in einer Dimension eine GroBe zwischen 1 nm und 1 um.[24-26!

10
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Das Verhalten nanoskaliger Materialien kann stark von dem entsprechenden
makroskaligen Material differieren. Aufgrund ihrer geringen GroBe resultiert daraus fur
Nanopartikel ein enorm groBes Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis (sieche Abbildung 4),
wodurch auch ihre chemische Reaktivitat erhéht wird. Auch gewinnen Quanteneffekte
enorm an Einfluss auf die optischen, mechanischen, elektrischen, und magnetischen
Eigenschaften.?”!

Kantenlange Oberflache

1m 6 m?
0,5m 12 m?
0,1m 60 m?

100 nm e ‘ 60km> 2 8000 FuBballfeldern

Abbildung 4: Schematische Darstellung wie sich bei gleichbleibendem Gesamtvolumen die Oberflache
vergroBert, wenn eine Zerlegung mit immer kleiner werdender Kantenldange stattfindet.

Bei Nanopartikeln spielen die Oberflachenladung und -aktivitat aufgrund des sehr
groBen  Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnisses eine  wesentliche Rolle fir die
Eigenschaften der Teilchen. Daher nimmt ebenfalls der Einfluss der Oberflachenkrafte
(van der Waals-Krafte) zu. Weil Nanopartikel so klein sind, werden auch
thermodynamische Effekte wie zum Beispiel die Brown’'sche Bewegung immer
entscheidender fur das Verhalten wahrend der Einfluss von Massenkraften abnimmt.

Als Folge der Verkleinerung der Dimension gewinnen Oberflachen- und Quanteneffekte
an Bedeutung und es resultieren die Besonderheiten nanoskaliger Materialien, welche in
den neuartigen optischen, elektronischen, katalytischen und magnetischen
Eigenschaften liegen.?®

Das Auftreten neuartiger Eigenschaften als GroBeneffekt von Nanopartikeln hangt
oftmals neben der GroBe auch von der GroBenverteilung der Teilchen ab.?*

Bei Quantum Dots (kolloidalen Halbleitern) treten eine Reihe interessanter Eigenschaften
auf, die sich allerdings nur beobachten lassen, wenn die untersuchten Proben
monodispers sind.3%

1
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Neuartige Katalysatoren werden aus ultrafeinen Edelmetallpartikeln hergestellt. Die
Aktivitat eines Katalysators kann dabei — umso kleiner und monodisperser die
Metallpartikel im Katalysator sind — bis hin zu einem Vielfachen gesteigert werden. Auch
die Selektivitat derartiger Katalysatoren kann dadurch erhoht werden.'-33]

Nanopartikel sind auBerdem fir den biomedizinischen Einsatz in den unterschiedlichsten
Gebieten (Zellseparation, Bildgebung, Wirkstofftransport,...) von groBem Interesse, da
ihre GroBe in einem Bereich liegt, der dem von Proteinen (5 nm - 50 nm) und Viren
(20 nm - 450 nm) entspricht. Neben der GroBe sind die Oberflacheneigenschaften ein
entscheidender Faktor flr eine Zellaufnahme.

Um eine ausreichende Wasserloslichkeit, Biokompatibilitat oder auch ein ausreichendes
Freisetzungsverhalten zu erreichen, kann es notwendig werden, Materialien definiert in
polymeren Nanopartikeln zu verkapseln.

FUr den Einsatz im menschlichen Kérper sind die Anforderungen an die Eigenschaften
und Qualitat der Teilchen hoch. Neben Aspekten wie Agglomerationsverhalten,
Toxizitat, etc. ist zum Beispiel auch eine moglichst enge GroBenverteilung essentiell 134351

2.1.2 Synthese von Nanopartikeln

Bei der Synthese von Nanopartikeln kann zwischen zwei grundsatzlichen Ansatzen
unterschieden werden (siehe Abbildung 5), der Top Down-Methode (,,vom GroBen zum
Kleinen”) sowie der Bottom Up-Methode (,,vom Kleinen zum GroBen”).

TOP DOWN

Methode

Puder

Nanopartikel

Cluster / Molekiile

BOTTOM UP
Methode

Atome

Abbildung 5: Graphische Darstellung der beiden grundsatzlichen Ansatze zur Herstellung von
Nanopartikeln. Bei der Top Down-Methode wird ein Bulkmaterial so lange zerkleinert bis es die GroBe von
Nanopartikeln hat. Der Bottom Up-Ansatz verlauft genau entgegengerichtet; hierbei werden Atome,
Cluster und Molekile zu Nanopartikeln zusammengesetzt.
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Bei der Top Down-Methode kdonnen mit lithographischen Verfahren tatsachlich aus
groBeren Gebilden Nanopartikel herausgeschnitten und Materialien kleiner 100 nm
erhalten werden.®

In der Regel werden allerdings nanoskalige Partikel in  Mahlprozessen durch
mechanische Zerkleinerung hergestellt.’! Derartige Mahlprozesse weisen jedoch eine
Vielzahl an Nachteilen auf, die Uberwiegend die Anforderung im Hinblick auf Reinheit
und gewdinschte PartikelgroBe betreffen. Durch den hohen Energieeintrag, der bei
dieser Methode notwendig ist, kommt es lokal zu hohen Temperaturen und Kraften, die
zu chemischen oder physikalischen Veranderungen des Materials fihren kénnen.®! Bei
langen Mahlzeiten kann es auch zu Abrieb am Mahlkorper kommen und damit zum
Eintragen von Verunreinigungen. Weiterhin ist der Prozess beschrankt in Bezug auf die
minimal erreichbare PartikelgroBe, bei der es typischerweise dann auch noch zu einer
breiten KorngréBenverteilung kommt.!™!

Bei der Bottom Up-Methode werden Atome oder Molekule zu supramolekularen
Strukturen in NanometergroBe zusammengeflgt.

Zu den Verfahren des Bottom Up-Ansatzes gehoren verschiedene nasschemische
Verfahren wie Fallungsreaktionen, Hydrothermalsynthese, Mikroemulsion,
Templatsynthese oder Sol-Gel-Prozesse aber auch Aerosolverfahren, die I6semittelfreie
Synthesen aus der Gasphase darstellen.[36-3

Durch Gasphasensynthesen konnen besonders reine Partikel gewonnen werden, die vor
allem eindimensionale Nanostrukturen aufweisen. Fir einige Materialien wie pyrogene
Kieselsaure, Ru3 oder Pigmente gibt es seit Jahrzehnten etablierte Herstellungsprozesse,
die im Wesentlichen auf der Verarbeitung gasformiger oder als Aerosol vorliegender
Edukte beruhen.P!

Mit  den  FlUssigphasensynthesen  sind  hingegen  auch  unterschiedlichste
Partikelmorphologien herstellbar.!!

2.1.3 Anwendungsgebiete von Nanopartikeln

Aufgrund ihrer geringen GroBe und des enormen Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis
besitzen Nanopartikel einzigartige Eigenschaften, die sie in ihrem Verhalten deutlich
vom dem des Bulkmaterials aber auch dem einzelner Molekulle unterscheidet. Aus
diesen Besonderheiten der Nanopartikel ergibt sich ein breites Spektrum von
Anwendungen, insbesondere auch durch ihre maBgeschneiderten (Oberflachen-)
Eigenschaften.

13
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Nanopartikel und Kolloide sind zunehmend in Produkten des taglichen Lebens — wenn
auch teilweise versteckt — anzutreffen. Zum Beispiel erhalt Beton seine Stabilitat durch
Nanokristalle. 40!

Aufgrund des enorm groBen Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnisses und dem damit
verbundenen Reaktionspotenzial sind Nanopartikel mittlerweile unverzichtbar fir die
Katalysatortechnik.®

Aluminiumoxid (Al,0s) und Titandioxid (TiO,) sind Bestandteile vieler Produkte der
kosmetischen Industrie wie Deodorants und Zahncremes. Aufgrund veranderter
optischer Eigenschaften lassen sich sogar transparente und wirksamere Kosmetika wie
beispielsweise Sonnenschutzmittel herstellen.

Sogar in der Lebensproduktion werden standardmaBig Nanopartikel eingesetzt wie zum
Beispiel Siliziumdioxid (SiO2) als Verdickungsmittel flr Tomatenketchup, Titandioxid
(TiO;, auch E171) zur Aufhellung von Salatdressings und Aluminiumsilikate zur
Verhinderung von Verklumpung von Lebensmitteln.% Dartiber hinaus werden sie auch
als Geschmacksverstarker und zur Verbesserung der Haltbarkeit, des Mundgefuhls sowie
der FlieBfahigkeit verarbeitet.

Die Kombination aus hoher Festigkeit bei geringem Gewicht macht Nanopartikel auBerst
interessant fur Komposite im Fahrzeugbau.

Die spezifischen Oberflacheneigenschaften kénnen genutzt werden, um wasser- oder
schmutzabweisende Textilien, Anstriche, Fensterglaser, Lacke oder bakterizide
Beschichtungen zu entwickeln.

Aber auch im medizinisch-pharmazeutischen Bereich sind Nanopartikel fir bildgebende
Verfahren oder als neuartige Therapeutika von hochstem Interesse. Durch geeignete
Modifikation von GréBe und Oberflacheneigenschaften konnen Nanopartikel gezielt so
maBgeschneidert werden, dass sie in bestimmte Zellen eindringen oder aber an diesen
andocken. Je nach Spezifikation des Partikels kann dieser beispielsweise Uber
Lumineszenz, Lichtstreuung oder Magnetismus detektiert werden. Dadurch wird die
Detektion mit hoher Ortsauflosung madglich.®! DarUber hinaus ist auf diese Weise ein
gezielter Transport und bei entsprechender Modifikation sogar eine gezielte Freisetzung
von Wirkstoffen in erkranktem Gewebe maglich.

Die Moglichkeiten zur gezielten Veranderung und Anpassung der Partikeleigenschaften
wie Material, Zusammensetzung, GroBe und GroBenverteilung, Form, Ladung,
Oberflacheneigenschaften,  Targeting, = Hydrophobizitat, =~ Verkapselungs-  und
Freisetzungmechanismen, etc. bieten enormes Potential, die Partikel und damit ihre
Wirkung im Korper maBBgeschneidert zu modifizieren.
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2.2 Heterophasensysteme / kolloidale Systeme

Der Begriff Heterophasensysteme beschreibt die feine Verteilung einer Substanz
(disperse Phase) in einem Dispersionsmittel (kontinuierliche Phase). Die beiden
Komponenten sind dabei nicht oder kaum ineinander |6slich. Haufig erfolgt eine
Stabilisierung von Heterophasensystemen durch Dispergiermittel, sogenannte Tenside.!*"

Heterophasensysteme sind im taglichen Leben nicht ungewdhnlich: im Bereich der
Lebensmittel zum Beispiel in Form von Milch, Senf und Bier, in Hygieneartikeln wie
Cremes oder Zahnpasta aber auch in der Farbindustrie als Dispersionsfarben sind sie
wohlbekannt.

Als kolloidal-disperse  Systeme wird die Verteilung eines Stoffes in einem
Dispersionsmittel bezeichnet, wenn mindestens eine Dimension der dispergierten Phase
<1 mm ist.?! Die Abgrenzung kolloidaler Dispersionen gegenuber echten Ldsungen
liegt nach IUPAC-Definition bei etwa 1 nm.[2>26!

Thomas Graham (1805-1869) nutzte den Begriff ,Kolloide” (Kolla = griech. Leim) als
erster und bezeichnete damit Stoffe, die zwar in Losung unsichtbar sind, allerdings
dennoch bei der Dialyse nicht durch porése Membranen diffundieren. [

‘ Emulsionen, Suspensionen ‘

1000 -

‘ Latices, kolloidale Dispersionen |

100 3

‘ Gequollene Mizellen, Mikroemulsionen

10 3

Durchmesser [nm]

Mizellen, Aggregate

echte Losungen

Abbildung 6: Vergleich typischer Durchmesser kolloidaler Systeme (modifiziert nach 2°).

Von Hermann Staudinger wurden drei Grundtypen kolloidaler Systeme zur
Klassifizierung eingefihrt. Dies sind zweiphasige Dispersionen (Dispersionskolloide),
Losungen makromolekularer Stoffe (Molekdulkolloide) und Assoziationskolloide.

Bei den Dispersionskolloiden handelt es sich meist um thermodynamisch instabile
zweiphasige  Systeme  bestehend aus einer dispersen Phase und einem
Dispergiermittel.?#  Die Molekdilkolloide hingegen sind thermodynamisch stabile
einphasige Dispersionen makromolekularer  Stoffe und Biomolekale.!?
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Assoziationskolloide entstehen durch spontane reversible Assoziation
(Selbstorganisation) von Tensiden zu kolloidal-dimensionierten Gebilden, wie zum
Beispiel Mizellen.?> Wahrend makromolekulare Ldsungen einphasige Systeme
darstellen, kann die Bildung von Mizellen sowohl mit Hilfe einphasiger Modelle (nach
dem Massenwirkungsgesetz) als auch Uber zweiphasige Modelle (Phasentrennung)
beschrieben werden.?!

Eine Klassifizierung von Heterophasensystemen erfolgt Uber die Aggregatszustande der
enthaltenen Phasen. Tabelle 1 gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten Typen
zweiphasiger Systeme.

Tabelle 1: Klassifizierung der verschiedenen Arten kolloidaler Verteilungen.2”)

kontinuierliche Phase | disperse Phase Bezeichnung
Feststoff festes Sol, fest-fest-Dispersion, Legierung
Feststoff FlUssigkeit feste Emulsion
Gas fester Schaum
Feststoff Dispersion (Sol, Suspension, Schlicker, Paste)
Fltssigkeit Flissigkeit Emulsion
Gas Schaum
Feststoff Aerosol (fester Teilchen), Rauch
Gas Flissigkeit Aerosol (fltssiger Teilchen), Dunst, Nebel
Gas [keine Kolloide!]

Bei vielen der in Tabelle 1 aufgefihrten Arten kolloidaler Dispersionen besteht die
disperse Phase aus Teilchen bzw. Tropfchen kolloidaler Dimensionen (Neben, Dunst,
Rauch, Aerosole).

Dahingegen stellen Schaume relativ grobe Dispersionen von Gasblasen in einer
FlUssigkeit dar, wobei die einzelnen Blasen durch Flussigkeitsfilme kolloidaler Dicke
voneinander getrennt sind. Ahnlich verhdlt es sich bei Emulsionen bei denen die
Tropfchen einen Durchmesser >> 1 um besitzen. Dies gilt sowohl fur Ol-in-Wasser-
Emulsionen (O/W) als auch fir inverse Emulsionen, bei denen Wassertropfchen in Ol
verteilt vorliegen (W/0).*2 Nahern sich zwei Tropfchen an, wird die kontinuierliche
Phase bis auf einen FlUssigkeitsfilm kolloidaler Dicke verdrangt, welcher fir die Stabilitat
der Emulsion notwendig ist.?%

Bei Suspensionen handelt es sich um Feststoffdispersionen mit einem in der Regel hohen

Dichteunterschied zwischen kontinuierlicher und disperser Phase, sodass die Partikel
aufgrund der Schwerkraft relativ schnell sedimentieren.
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Deshalb ist oftmals eine Stabilisierung lediglich Uber sterische oder elektrostatische
Mechanismen nicht ausreichend. Hier muss zusatzlich der Dichteunterschied zumindest
verringert werden (,density match”), um eine Erhohung der Zeitkonstante des
Sedimentiervorgangs zu erreichen. Dies kann entweder Uber eine Anpassung der
kontinuierlichen Phase durch den Zusatz eines Feststoffes oder Salzes (z.B. CsCl)
erfolgen oder aber durch eine Erhéhung der Viskositat der kontinuierlichen Phase, zum
Beispiel durch Zugabe von Glycerin oder Zucker .

2.2.1 Stabilitat kolloidaler Dispersionen

Aufgrund der auf Teilchen in kolloidalen Suspensionen wirkenden Gravitationskraft
kann es bei unterschiedlichen Dichten von Partikeln und Medium zur Sedimentation
kommen.*¥ Die Brown'sche Molekularbewegung wirkt der Erdanziehung entgegen und
gewinnt mit abnehmender GroBe der Teilchen zunehmend an Bedeutung.

In einer kontinuierlichen Phase besitzen dispergierte Teilchen nur solange eine stabile
kolloidale Verteilung, wie die Teilchen durch repulsive Krafte auseinander gehalten
werden.!?! Dies liegt daran, dass eine kolloidale Dispersion im Vergleich zum
entsprechenden Material in reiner Volumenphase eine erhohte freie Enthalpie
aufweist.””! Durch eine Annaherung und ein irreversibles Aggregieren der Teilchen
nimmt die freie Enthalpie durch Absenken der Grenzflachenenergie spontan ab. Daher
ist eine ausreichend gro3e Energiebarriere notwendig, um eine spontane Verringerung
der freien Enthalpie durch Aggregation zu vermeiden. Die Stabilitat einer kolloidalen
Dispersion wird somit malBBgeblich vom Verhaltnis der auf sie wirkenden attraktiven und
repulsiven Krafte bestimmt.44

Eine Stabilisierung von kolloidalen Dispersionen ist durch das Induzieren abstoBender
Krafte zwischen den Oberflachen der Kolloidteilchen maglich. Man unterscheidet dabei
im Wesentlichen zwischen drei Stabilisierungsmechanismen: der elektrostatischen
Stabilisierung, der sterischen Stabilisierung sowie der Verarmungsstabilisierung.

FUr eine elektrostatische Stabilisierung ist es notwendig, dass das Teilchen an der
Oberflache oder der Grenzflache Ladungen besitzt. Diese Oberflachenladungen werden
von Gegenionen kompensiert, welche sich allerdings nicht direkt auf der Oberflache
befinden, sondern eine diffuse lonenschicht um das Teilchen herum bilden. Durch die
AbstoBung zwischen den diffusen Doppelschichten, welche der Anziehung der Teilchen
durch Van-der-Waals-Krafte entgegenwirkt, kommt es zu einer Stabilisierung der
Dispersion.
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Mit der DLVO-Theorie (siehe Kapitel 2.2.1.3) wird die Gesamtwechselwirkung zweier
kolloidaler Oberflachen basierend auf attraktiven Van-der-Waals-Wechselwirkungen
sowie elektrostatischer Repulsion beschrieben.! Die DLVO-Theorie wurde unabhangig
von Derjaguin und Landau (1941) bzw. Verwey und Obverbeek (1946) entwickelt und
wird mit deren Anfangsbuchstaben abgekurzt.

Bei der sterischen Stabilisierung befinden sich makromolekulare Stabilisatoren durch
Adsorption oder kovalente Bindung an der Oberflache der Partikel. Ist die kontinuierliche
Phase ein gutes Losungsmittel fir die Makromolekule der Hulle, kdnnen sich die Hdllen
der Teilchen nicht wesentlich ineinanderschieben. Durch die raumliche Ausdehnung der
Stabilisatoren wird somit eine zu starke Annaherung und damit ein Aggregieren der
Teilchen verhindert.

Durch geldste, aber nicht gebundene Makromolekile kommt es haufig zu einer
Destabilisierung der Dispersion aufgrund von Verarmungseffekten (engl. depletion
flocculation, dt. Verdrangungsflokkulation). Hierbei kommt es zur Flockung oder
Phasentrennung, wobei beide Prozesse reversibel sind. Bei einer ausreichend hohen
Polymerkonzentration kann es jedoch wieder zu einer Restabilisierung kommen, einer
sogenannten Verarmungsstabilisierung.!?”!

Im Folgenden werden einige der unterschiedlichen Stabilisierungsmechanismen naher
erlautert.

2.2.1.1 Elektrostatische AbstoBung

Damit eine Stabilisierung durch elektrostatische AbstoBung Uberhaupt erfolgen kann,
muUssen sich an der kolloidalen Oberflache ionisierbare Gruppen befinden. In polaren
Flissigkeiten wie Wasser kommt es zum Beispiel durch pH-abhangige Adsorption oder
Desorption von Protonen oder Hydroxylionen und damit zur Bildung von sogenannten
~Makroionen” mit groBBer Elementarladung. Die Gegenionen ordnen sich in elektrischen
Ladungsdoppelschichten um die Kolloide.

Das einfachste Modell zur Beschreibung elektrischer Doppelschichten entwickelte
H.L.F. von Helmholtz im Jahr 1879. Dabei wird die Oberflache der dispersen Phase dicht
von Gegenionen bedeckt. Das Potential W (x) dieser starren Helmholtz-Doppelschicht ist
dabei entsprechend der klassischen Elektrostatik auf beiden Seiten konstant und nimmt
innerhalb der Schichten linear ab.
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Darauf aufbauend haben L.G. Gouy (1910) und D.L. Chapmann (1913) das Modell
weiterentwickelt indem sie — analog zum Modell der lonenwolke der Debye-HUckel-
Theorie — die thermische Bewegung der Losungsmittelmolektle und lonen
berlcksichtigen. Durch Annahme einer statistischen Verteilung der lonen in der diffusen
Doppelschicht, ergibt sich ein exponentieller Abfall des Potentials Uber die Schicht
hinweg. Die Konzentration der Gegenionen nimmt mit zunehmendem Abstand zur
Oberflache kontinuierlich ab.

Wenn das elektrische Potential ¥ (x) nur von der x-Koordinate abhangig ist und man fur
die lonenkonzentrationsverteilung die Poisson-Boltzmann-Gleichung nutzt, ergibt sich
folgende Formel:

dzlp()_ Fz [ZiFlp()]
Tx2 xX) = s Z;c;exp RT x)|. (1)

Y(x) :elektrisches Potential
z;F¥(x) :elektrostatische Anziehungsenergie
gy :elektrische Feldkonstante
g :relative Dielektrizitatskonstante des Dispergiermittels
z; Wertigkeit der lonen
¢; :lonenkonzentration
R :ideale Gaskonstante

T :absolute Temperatur

Im Rahmen der Debye-Hlckel-Naherung mit |z;F¥(x)| < RT ist diese Gleichung
geschlossen I6sbar und es ergibt sich folgender Ausdruck:

2

4 Y(x) = k*¥(x)
dx? (2)

2F2
—z-zci .

mit k% = :
EoErRT

-1

K :Abklingrate = Debye — Huckel — Lange
Die allgemeine Losung dieser Differentialgleichung (Formel (2)) lautet:
¥(x) = ae™ + be™**, (3)
FUr ¥ (x) = 0 mit lim,_, % (x) = 0 ergibt sich als als Losung fur Formel (3):

Y(x) =¥(x)e **, (4)
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Dies bedeutet, dass das Potential exponentiell abnimmt bei zunehmendem Abstand zur

Kolloidoberflache. Also ist das Potential bei einem Abstand von x =% um den Faktor e

kleiner als an der Oberflache des Kolloids. Die Entfernung % von der Oberflache wird

auch als Debye-HUckel-Lange bezeichnet und gibt die Dicke der diffusen Doppelschicht
an. Mit steigender Elektrolytkonzentration nimmt die Dicke der diffusen Doppelschicht
ab.

Je starker die Ladung der Oberflache ist, umso groBer ist dort auch das Potential.

Helmholtz’sche Gouy-Chapman Stern’sche
Doppelschicht Doppelschicht Doppelschicht
+O + © +|®
0 ® ©e |09 %6 |+69°% e
+|® + ) ® +|® ©)
e @ © + ®® @ ®¢ +® o ® o
1S o © 0.9 e 18 e® e
+ @ ® ® + @ @0 @ + 8 @ ®
+|© © +H @ © &) ® +|@® © ©) @ @
-— aduBere Helmholtzfliche
i B E+—Abscherﬂ§che
w, w, N v
0 od

Abbildung 7: Schematische Darstellung der verschiedenen Modelle der elektrischen Doppelschicht:
Helmholtz-Doppelschicht (links), Gouy-Chapman Doppelschicht (Mitte) und Sternsche Doppelschicht
(rechts).

Da in der Theorie von Gouy-Chapman lonen als punktférmig betrachtet werden,
konnen sie dadurch unendlich nahe an die Oberflache des Kolloids herankommen.
O. Stern entwickelte 1924 ein Modell, das die raumliche Ausdehnung der lonen
berlcksichtigt.

In diesem Modell gibt es zwei Schichten: eine innere Schicht (= Stern-Schicht), die der
Helmholtz-Doppelschicht entspricht und eine auBere Schicht, welche der Gouy-
Chapman-Schicht entspricht. Die innere Stern-Schicht besteht aus Gegenionen, die so
fest an der Oberflache adsorbiert sind, dass sie nicht von der thermischen Bewegung der
Losung beeinflusst werden. Besitzen die Gegenionen einen Radius d, so gibt es eine
Ebene auf der die Mittelpunkte der absorbierten Gegenionen liegen und welche um den
Abstand d von der Oberflache entfernt liegt. Diese Ebene wird als auBere Helmholtz-
oder auch Stern-Flache bezeichnet.
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Das elektrische Potential ¥ (x) zwischen der Oberflache und der Stern-Flache nimmt
naherungsweise linear ab. Weiter von der Oberflache entfernt, x > d, im Bereich der
diffusen Doppelschicht gilt analog dem Gouy-Chapman-Modell (siehe Formel (1)) ein
exponentieller Abfall des elektrische Potential ¥ (x).

Als Abscherflache wird die Flache bezeichnet, an der der Ubergang von den
adsorbierten Gegenionen hin zu den thermisch bewegten Gegenionen stattfindet. Der
spezifische Wert, den das Potential ¥ (x) dort besitzt, wird mit { gekennzeichnet. Dieses
(-Potential kann mit elektrophoretischen Messungen bestimmt werden und liegt
typischerweise in einem Bereich von { =4 100 mV.

2.2.1.2 Van-der-Waals Anziehung

Die nach dem niederlandischen Physiker J. D.van der Waals benannte attraktive,
kurzreichweitige von-der-Waals-Kraft ist entscheidend bei der Wechselwirkung zwischen
zwei Teilchen bei nichtstabilisierten Kolloiden. Diese anziehende Kraft liegt in der
Fluktuation der Elektronendichte innerhalb der Elektronenhulle begrindet, welche
wiederum auf der Polarisierbarkeit der Teilchen beruht.[4647]

Die van-der-Waals Wechselwirkung (V,(r)) zwischen zwei Kolloidteilchen lasst sich nach
der Theorie von H. C. Hamaker durch das Aufsummieren aller einzelnen van-der-Waals
Potentiale erhalten:

A 2R? 2R? 4R?
VA(T)=—E ‘r'2—4.R2+ rz +ln 1_r_2

mit A =n%Cq,q,.

Vy(r) :van —der — Waals Wechselwirkung zwischen zwei Kolloidteilchen
A :Hamaker — Konstante
R :Radius eines Kolloidteilchens
r :Abstand der Zentren,der wechselwirkenden Teilchen
C :Interaktionskonstante

q1,q> :Anzahl der Atome bzw. Molekiile pro Volumeneinheit der beteiligten

Stoffe

FUr den Grenzfall groBer Abstande zwischen zwei Kolloidteilchen ergibt sich in Analogie

zu Atomen eine Abnahme der van-der-Waals Wechselwirkung proportional zu r—lé

6
ii_)rgVA(r) = —%A (g) . (6)
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FUr den Grenzfall eines geringen Abstandes der beiden Teilchen ergibt sich fur das
Potential:

A R

T 12(r—-2R)’ 7

B Vo) =

Bei einem Abstand von r = 2R gibt es ein tiefes Minimum der repulsiven Krafte
aufgrund der van-der Waals Wechselwirkung, welches um ein Vielfaches hoher sein
kann als die thermische Energie kgzT. Die durch das disperse Medium vermittelte
thermische Energie ist somit nicht ausreichend fur die Kolloide, um dieses Minimum zu
verlassen, was eine irreversible Aggregation der Teilchen bedingt.

Die Hamaker-Konstante A wird durch die Materialeigenschaften der Kolloide relativ zum
umgebenen  Medium  bestimmt; vor allem durch den Unterschied der
frequenzabhangigen Polarisierbarkeit, welche wiederum durch die
Interaktionskonstante € beschrieben wird.[?!

Sowohl der Abstand der Teilchen als auch der Elektrolytgehalt der Dispersion haben in
erster Naherung keinen Einfluss auf die Hamaker-Konstante A, welche fir Polymere
(Latices) einen Wert von 4 = 0,3 — 1,4 - 1072° J besitzt.2?

Die van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen kolloidalen Teilchen Gber ein Medium
(A131) ergeben sich aus der Wechselwirkung zweier Teilchen miteinander (4,,), der
Wechselwirkung der Teilchen mit dem Medium (4;3) und der Wechselwirkung des
Mediums mit sich selbst (45353):

Ayzg = Aqq + Azz — 2453 (8)
Ai31 :Wechselwirkung kolloidaler Teilchen in einem Medium
A1 :Wechselwirkung zweier Teilchen miteinander
Asz3 :Wechselwirkung des Mediums mit sich selbst

A3 :Wechselwirkung eines Teilchens mit dem Medium

2.2.1.3 DLVO-Theorie

Die DLVO-Theorie wurde nach den beiden Russen B. W. Derjaguin und L. D. Landau
sowie den beiden Niederlandern E. J. W. Verwey und J. T. G. Overbeek benannt, welche
unabhangig voneinander diese quantitative Theorie in den 1940er Jahren entwickelten.
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Die DLVO-Theorie beschreibt die Stabilitat kolloidaler Systeme basierend auf attraktiven
und repulsiven Wechselwirkungen zwischen den dispergierten Teilchen. Bei groB3en
Abstanden der Teilchen voneinander dominieren die repulsiven Krafte zwischen den
elektrischen Doppelschichten, wahrend bei kleinen Abstanden die anziehenden van-der-
Waals Wechselwirkungen Uberwiegen.

Dabei geht die DLVO-Theorie von zwei gleichgroBen, kugelférmigen Kolloidpartikeln
aus. Die Krafte, die zwischen diesen Teilchen wirken, fUhren zu einer potentiellen
Energie V;, die eine Funktion des Abstandes zwischen den Partikeloberflachen ist.?%
Diese besteht aus drei Komponenten, der van-der-Waals Anziehung V,, welche
weitestgehend unabhangig von dem Salzgehalt ist, sowie der elektrostatischen
AbstoBung Vg, welche sehr empfindlich auf die Elektrolytkonzentration reagiert
(vergleiche Kapitel 2.2.1.4) sowie der Bornschen AbstoBBung Vg bei sehr geringen
Abstanden zwischen den Partikeln (< 0,1 nm), die deutlich starker ist als die van-der-
Waals Anziehung:

Vr(r) = Vu(r) + Ve(r) + Vp(r) 9)
Vr(r) :Gesamtwechselwirkung
Vy(r) :van —der — Waals Wechselwirkung
Vr(r) :Elektrostatische Abstofdung
Vg(r) :Bornsche AbstofRung

repulsiv
r
elektrostatische AbstoBung V,
-
e stabilisierende
3 Bornsche AbstoBung V; Energiebarriere
Fi
-
2
_E Abstand r
g Gesamtwechselwirkung V;
E sekundéres Minimum
o
o
van-der-Waals Anziehung V,
L primares Minimum
attraktiv

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Wechselwirkungspotentials Vr bei der Annaherung zweier
Kolloide nach der DLVO-Theorie, welches sich aus der van-der-Waals Wechselwirkung Va, der
elektrostatischen AbstoBung Vs und der Bornschen AbstoBung Ve zusammensetzt.
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Der Ubergang zwischen stabilem und instabilem Kolloid wird in der DLVO-Theorie als
der Wert definiert, an dem das Maximum die x-Achse (Abstand der Partikeloberflachen)
schneidet.

Aufgrund der Bornschen AbstoBung Vj strebt die Gesamtwechselwirkung Vi fir r = 0
nicht gegen oo, sondern besitzt bei einem sehr kleinen Wert fur r ein tiefes,
sogenanntes primares Minimum, welches dem interpartikularen Mindestabstand
aggregierter Kolloide entspricht. Da bei einem direkten Kontakt der Kolloide die
Elektrolytlosung verdrangt wurde und die Gegenionen ihre Hydrathulle verlieren
wdrden, verbleibt in der Regel ein Mindestabstand von zwei Wasserschichten zwischen
den Teilchen. Bei stark hydratisierten Gegenionen oder spezifisch absorbierten groBen,
organischen lonen kann dieser Abstand jedoch auch deutlich groBer sein.

Dadurch kann, wie in Abbildung 8 erkennbar, noch ein weiteres lokales, sogenanntes

. . . . . . . RT
sekundares Minimum auftreten. Wenn dieses sekundare Minimum kleiner ist als -
A

dann konnen sich die Kolloidteilchen reversibel zusammenlagern. Dies wird als
Flokkulation bezeichnet und kann — im Gegensatz zur irreversiblen Koagulation — durch
Schitteln rlckgangig gemacht werden.

Eine Einschrankung bei der DLVO-Theorie liegt darin, dass sie nur fur geringe
Salzkonzentrationen (< ~0,01 M), bei denen elektrostatische Krafte dominieren,
zuverlassig angewendet werden kann, bei hohen Salzkonzentrationen jedoch an
Gultigkeit verliert. Dies liegt darin begrindet, dass bei der DLVO-Theorie die Poisson-
Boltzmann Gleichung, welche lonen in Loésung als Punktladung behandelt, zur
Beschreibung der elektrostatischen AbstoBung verwendet wird, und dadurch die
lonenspezifitat verloren geht. Die Erweiterung der DLVO-Theorie durch Einfihrung eines
zusatzlichen Dispersions-Potentials (Ninham et al.“®)) ermoglicht so die Beschreibung des
Einflusses spezifischer loneneffekte auf die Wechselwirkung zwischen geladenen
Kolloiden.

2.2.1.4 Einfluss der lonenstarke

Die  Starke der elektrostatischen  AbstoBung ist abhangig von  der
Elektrolytkonzentration, da bei steigender lonenstarke die elektrische Doppelschicht,
welche repulsiv wirkt, zunehmend komprimiert wird und somit das AbstoBungspotential
abnimmt; gleichzeitig gewinnen die kurzreichweitigen, anziehenden van-der-Waals
Krafte an Bedeutung und es kann zu einem Koagulieren der Kolloide kommen
(vergleiche Kapitel 2.2.1.1).
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Bewegliche Ladungstrager — lonen - beeinflussen durch eine Abschirmung der
elektrischen Felder kolloidaler Teilchen deren attraktive van-der-Waals Wechselwirkung
(vergleiche Kapitel 2.2.1.2).

repulsiv

4
[l

—

mittlere
/ lonenstirke

| N — o — » Abstand r

\ hohe

lonenstirke

4  Gesamtwechselwirkung V;

L
attraktiv

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Einflusses der lonenstarke auf das
Gesamtwechselwirkungspotential nach der DLVO-Theorie.

Mit  steigender lonenstarke nimmt  das repulsive Maximum des
Wechselwirkungspotentials ab bis bei hohen lonenstarken keine abstoBenden Krafte
mehr wirken.

Bei einer niedrigen lonenstarke und somit einer dicken elektrischen Doppelschicht gibt
es ein ausgepragtes Maximum der potentiellen Energie (siehe Abbildung 9). In diesem
Fall ist eine sehr hohe Aktivierungsenergie notwendig, damit es zur Koagulation
kommen kann, daher kann das Kolloid als (meta-)stabil bezeichnet werden.

Da sich mit zunehmender lonenstarke gleichzeitig die Debey-Lange verringert (aufgrund
der Abschirmung der elektrischen Doppelschicht), nimmt das Maximum des
Wechselwirkungspotentials ab (mittlere lonenstarke) und verschiebt sich hin zu kleineren
Abstanden der Kolloide voneinander oder verschwindet sogar vollstandig (hohe
lonenstarke). Somit kommt es zu einer charakteristischen lonenkonzentration, bei der
eine Koagulation der Teilchen erfolgt. In der Literatur wird dieser Wert mit CCC
(engl. critical coagulation concentration, dt. kritische Koagulationskonzentration)
bezeichnet und oftmals als MaB fur die Stabilitat kolloidaler Dispersionen verwendet.

25



THEORIE UND GRUNDLAGEN

Der CCC hangt stark von der Ladungszahl der Gegenionen ab und wird durch die
Schulze-Hardy-Regel beschrieben. 4!

Die kritische Koagulationskonzentration CCC wird zwar Uberwiegend durch die
Wertigkeit der Gegenionen bestimmt, allerdings andert sie sich auch innerhalb einer
Reihe von homologen lonen; z.B. vom Lithiumion hin zum Casiumion.

Der Einfluss der Gegenionen folgt der lyotropen Reihe, welche von F. Hofmeister bereits
1888 zur Beschreibung der proteinfallenden Wirkung von Salzen aufgestellt wurde
(siehe Abbildung 10).

$0,> > HPO,Z > Oac > cit > OH > CL > NO;y > CLO; > BF, > I > ClO, > SCN > PF;

N(CH;) ,* > NH,* > Cs* > Rb* > K* > Na* > Li*¥ > Ca>* > Mg>* > Ca?*

kosmotrop < > chaotrop

Abbildung 10: Hofmeister Reihe flr Kationen und Anionen.

Auf der linken Seite der Hofmeister Reihe (siehe Abbildung 10) befinden sich die
kosmotropen Salze. Diese erhohen aufgrund ihrer stark hydratisierten Anionen (bzw.
schwach hydratisierten Kationen) die Oberflachenenergie des Losungsmittels und
erniedrigen dadurch die Loslichkeit unpolarer Molekule. Dies wird als , Salting-out”-
Effekt bezeichnet. Im Gegensatz dazu stehen auf der rechten Seite der Hofmeister Reihe
die chaotropen Salze, welche die Loslichkeit unpolarer Moleklle erhéhen und zu einem
.Salting-in" -Effekt fUhren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass kosmotrope Salze hydrophobe
Wechselwirkungen verstarken und somit Dispersionen destabilisieren; chaotrope Salze
hingegen die hydrophoben Wechselwirkungen abschwachen und zu einer Stabilisierung
der Dispersion fihren.1*!

2.2.2 Grenzflachen- und Oberflachenspannung

Als Grenzflache wird die Schicht zwischen zwei nicht mischbaren Stoffen bezeichnet. Bei
einer Phasengrenzflache zwischen Luft und einer Flussigkeit oder einem Festkorper wird
diese auch Oberflache genannt.%

An der Grenzflache zweier nicht mischbarer Flussigkeiten tritt Grenzflachenspannung
auf. Befindet sich eines der beiden Fluide allerdings in der Gasphase, so spricht man an
der Grenzflache von Oberflachenspannung.’>"

Der Grund fur die Existenz von sowohl Grenzflachenspannung als auch
Oberflachenspannung liegt darin begrtndet, dass unterschiedlich starke Krafte auf die
Molekule der Fluide einwirken (siehe Abbildung 11).
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+—— Luft

— Grenzflache

— Krafte
die auf das Molekdil
einwirken

Molekil
auf das die Krafte
einwirken

+—7— Wasser

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Krafte, die auf MolekUle im Wasser und an der Wasser/Luft-
Grenzflache einwirken (modifiziert nach “).

Vergleicht man Molekule innerhalb einer Losung mit denen an der Grenzflache, so sind
sie unterschiedlichen Kraften ausgesetzt. Auf Molekdle innerhalb der gleichen Substanz
wirken durch die Nachbarmolekdle von allen Seiten gleiche Krafte. Im Gegensatz dazu,
finden bei Molekilen an der Grenzflache diese Wechselwirkungen mit den
benachbarten Molekulen nur innerhalb der Losung statt. Daraus resultiert eine ins Innere
der Phase gerichtete Kraft. Dies ist der Grund dafur, dass die Molektle an einer
Grenzflache eine hohere Energie besitzen als diejenigen in der Losung. Diese auf die
freie Oberflache wirkende Kraft wird als Grenz- oder Oberflachenspannung o
bezeichnet und ist daflir verantwortlich, dass FlUssigkeiten bestrebt sind ihre Oberflache
zu minimieren. 4250

Die Oberflachenspannung o lasst sich dadurch bestimmen, dass sie direkt proportional
zu der Arbeit dW ist, welche aufgewendet werden muss, um eine Oberflache A um eine
Flacheneinheit dA zu vergroBern (siehe Gleichung (10)).

dw
T dA

o :Grenz — oder Oberflachenspannung
dW :aufzuwendende Arbeit

o

dA :Vergrofderung der Oberflache

Somit ist die GroBe der Oberflachenspannung abhangig von  den
Wechselwirkungskraften zwischen verschiedenen MolekUlen.F® Daher unterscheiden
sich die Oberflachenspannungen von reinen Substanzen zu denen von Losungen, wobei
auch die Konzentration des gelosten Stoffes eine wesentliche Rolle spielt.?!
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Werden beispielsweise Salze in Wasser gelost, kommt es zu einer Erhohung der
Oberflachenspannung. Die Wechselwirkungen der Salze mit Luft sind unvorteilhafter im
Vergleich zu denen von Wasser mit Luft. Deswegen befinden sich die Salze im Inneren
der L6sung und nicht an ihrer Grenzflache.®°

Organische Substanzen zeigen hingegen die Tendenz sich an der Oberflache anzulagern
und dadurch die die Oberflachenspannung zu senken.?

Besonders stark wird die Oberflachenspannung von grenzflachenaktiven Substanzen wie
Tensiden, Fettsauren und Alkoholen herabgesetzt.!4250l

In Abbildung 12 werden die Trends der Anderung der Oberflichenspannung in
Abhangigkeit der zugegebenen Substanz sowie deren Konzentration schematisch
veranschaulicht.

- Elektrolyte

organische
Losungsmittel

Oberflachenspannung

Tenside

1 T 1 | 1 | |
Konzentration

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Anderung der Oberflachenspannung bei Zugabe
unterschiedlicher Substanzen (modifiziert nach B).

Tenside sind grenzflachenaktiven Substanzen mit amphiphiler Struktur und werden in
Kapitel 2.2.3.1 ausfuhrlich besprochen. Aufgrund ihrer Struktur lagern sich Tenside
bevorzugt an der Grenzflache an, wenn sie in ein Losungsmittel gegeben werden, und
andern dadurch die Oberflachenspannung. Bei Wasser als Losungsmittel verbleibt der
hydrophile Teil des Tensids im Wasser und der hydrophobe Teil ragt in die Luft. Fir diese
Anordnung muss weniger Energie aufgewendet werden als fur Wassermolekule an der
Grenzflache. Daher kommt es bei Zugabe eines Tensids zu einer Verringerung der
Oberflachenspannung.t?

Abbildung 13 zeigt schematisch die Oberflachenspannung ¢ als Funktion der
Tensidkonzentration c.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Abhangigkeit der Oberflachenspannung o vom
Logarithmus der Tensidkonzentration c. Die Oberflachenspannung sinkt mit steigender
Tensidkonzentration bis bei einem spezifischen Wert ein Plateau erreicht wird. Die Konzentration bei der
dieses Plateau beginnt, wird als die kritische Mizellenbildungskonzentration (CMC, engl. critical micelle
concentration) bezeichnet (modifiziert nach “2).

Durch die Anlagerung der Tensidmolektle an die Grenzflache wird die
Oberflachenspannung verringert. Ab einer spezifischen Konzentration, der sogenannten
kritischen Mizellenbildungskonzentration (CMC, engl. critical micelle concentration),
andert sich die Oberflachenspannung nicht mehr, da nun die Oberflache vollstandig mit
Tensidmolektlen belegt und die Volumenphase mit monomeren geldsten
Tensidmolekulen gesattigt ist.[4?!

Bei weiterer Erhohung der Tensidkonzentration, konnen diese weder an der Oberflache
adsorbieren — da diese bereits vollstandig belegt ist — noch sich monomer in der
Volumenphase l6sen — da diese bereits gesattigt ist. Um die ungunstigen
Wechselwirkungen des hydroben Tensidteils mit dem Wasser zu minimieren, lagern sich
die Tensidmolekile zu Mizellen zusammen.

Oberhalb der kritischen Mizellenbildungskonzentration kommt es bei einigen
physikalischen Eigenschaften (Tribung, osmotischer Druck, Oberflachenspannung und
aquivalente Leitfahigkeit) zu signifikanten Anderungen ihres Verlaufs in Abhangigkeit
der Tensidkonzentration. Dies ist in Abbildung 14 schematisch dargestellt.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung einiger physikalischer Eigenschaften (Trlibung, osmotischer
Druck, Oberflachenspannung und aquivalente Leitfahigkeit) und deren Verhaltung unterhalb und
oberhalb der kritischen Mizellenbildungskonzentration (CMC, engl. critical micelle concentration) in
Abhéangigkeit von der Tensidkonzentration (modifiziert nach #3!).

2.2.3 Emulsionen

Emulsionen sind disperse, metastabile Systeme, die aus mindestens zwei nicht
miteinander mischbaren FlUssigkeiten bestehen. Dabei ist eine flissige Phase (disperse /
emulgierte / innere Phase) in Form von Tropfchen in einer anderen flUssigen Phase
(koharente / kontinuierliche Phase) verteilt. Je nachdem welche Komponente die
kontinuierliche Phase bildet, wird das System als direkte Emulsion (Ol in Wasser: O/W)
oder als inverse Emulsion (Wasser in Ol: W/Q) bezeichnet. Es gibt auch die Mdglichkeit
zur Herstellung von Mehrfachemulsionen, also eine O/W-Emulsion in OL (O/W/O) oder
eine W/O-Emulsion in Wasser (W/O/W).

Das Phasenvolumenverhaltnis, die Teilchengroe sowie die GroBenverteilung bestimmen
die physikalischen Eigenschaften von Emulsionen. Bis zu einem Phasenvolumenverhaltnis

0,3 . . . .
von etwa Ez0,4 (also mit einem Anteil von 30 % der inneren Phase am

Gesamtvolumen) werden die Eigenschaften der Emulsion weitgehend von der auBeren
Phase bestimmt.?>! Bei diesem Phasenvolumenverhaltnis bewegen sich die Tropfchen
nahezu unabhangig voneinander und bei O/W-Emulsionen ist die Viskositat ahnlich der
von Wasser. Bei hoheren Anteilen der inneren Phase steigt die Viskositat stark an und es
kommt oftmals zu einer Phasenumkehr.

Aufgrund der thermodynamischen Instabilitat wird die dispergierte Phase bestrebt sein,
durch ein ZusammenflieBen zu einer einheitlichen Phase, den Ausgangszustand vor
Bildung der Emulsion wieder herzustellen.
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In  Abbildung 15 sind die unterschiedlichen Destabilisierungsmechanismen von
Emulsionen schematisch dargestellt.

Flockung Aufrahmung

<

Emulsion

m i
Koaleszenz Brechung

Abbildung 15: Destabilisierungsmechanismen von Emulsionen (modifiziert nach 12°).

Bei einer Destabilisierung einer Emulsion kann es zu einem Agglomerieren der Tropfchen
untereinander kommen (Flockung), welche jedoch reversibel ist und die urspringlichen
TropfchengroBen durch Schitteln oder Rihren wieder hergestellt werden kdnnen. Je
nachdem wie sich die Dichte der dispersen Phase im Vergleich zur kontinuierlichen
Phase verhalt, kann es bei einer geringeren Dichte der dispersen Phase zu einem
Aufschwimmen der Tropfchen kommen (Aufrahmung) oder aber bei einer hoheren
Dichte zu einem Sedimentieren. Im Gegensatz zu einer Feststoffdispersion kann es auch
zu einem ZusammenflieBen der Tropfchen kommen (Koaleszenz). Hierbei werden
kleinere Tropfchen von groBeren aufgenommen bis schlieBlich zwei getrennte Phasen
ubrig bleiben und die Emulsion gebrochen ist.

Die Bildung einer Emulsion erfordert Arbeit, um beim Emulgieren einer flissigen Phase
in einer anderen flUssigen Phase die Grenzflache zu vergroBern. k4

2.2.3.1 Tenside

Tenside werden als Dispergiermittel verwendet und sind Moleklle mit einem
amphiphilen Charakter, d.h. sie besitzen sowohl einen polaren (hydrophilen) als auch
einen unpolaren (hydrophoben) Anteil. Dadurch sind sie grenzflachenaktiv und bilden
Adsorptionsschichten an Grenzflachen unterschiedlicher Polaritat wie beispielsweise bei
einer Emulsion zwischen den beiden nicht mischbaren FlUssigkeiten oder an der
Partikeloberflache einer Dispersion.
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Tenside senken durch diese Verhalten die Grenzflachenspannung y, wodurch die
aufzuwendende Arbeit AG zur Schaffung der Grenzflache A abgesenkt wird.

AG=y-A (11)
AG :aufzuwendende Arbeit
y :Grenzflachenspannung
A :Grenzflache

Je nach Art des polaren Anteils des Tensids kann eine systematische Einteilung in nicht-
ionische und ionische Tenside vorgenommen werden.>!

Nicht-ionische Tenside sind meist hochmolekulare Blockpolymere, welche aus einem
hydrophoben Teil aus langen Kohlenwasserstoffketten und einem polarem Teil aus
Polyolgruppen oder Polyoxyethyleneinheiten wie zum Beispiel P(E/B-b-EO (Poly(ethylen-
co-butylen)-b-ethylenoxid) bestehen. Es gibt aber auch Vertreter mit niedrigeren
Molekulargewichten wie Span 80 (Polysorbat 80) oder Lutensol AT50 (Poly(ethylen-co-
butylen-b-ethylenoxid).

lonische Tenside konnen, je nachdem wie sie geladen sind, noch weiter untergliedert
werden in anionische (z.B. SDS (Natriumdodecylsulfat)), kationische (z.B. CTMA-CI
(Cetyltrimethylammoniumchlorid)) und zwitterionische (z.B. Alkylbetaine).

In Abbildung 16 sind die Strukturformeln der genannten Beispiele fir nicht-ionische und
ionische (anionische, kationische und zwitterionische) Tenside zusammengestellt.

Beispiele fiir nicht-ionische Tenside

(o]

ow_m ~fo~t
6 5 & H
HaG 0 OH H C»E\:I\N\E/\ El'
Hows o B W A 3 e of
CH,

HO "”OH
Span 80 P(E/B-b-EQ) Lutensol AT50
Poly[(ethylen-co-butylen)-b-ethylenoxid]

Beispiele fiir ionische Tenside (kationisch, anionisch, )
C\chH © o_ O Na HsC (\:HS it
+.-CH3 i Hj by a N
H\Eb/N\CHS cl ]E/]:Voésgo HaC‘E/:lZF/N\/KO
CTMA-CI SDS Alkylbetain
Cetyltrimethylammoniumchlorid Natriumdodecylsulfat

Abbildung 16: Zusammenstellung von Beispielen fir nicht-ionische und ionische (anionische, kationische
und zwitterionische) Tenside (modifiziert nach®").
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Tenside fordern den Prozess des Emulgierens und stabilisieren dann die fein verteilten
Tropfchen der Emulsion. Sie dienen dazu, die Grenzflachenspannung herabzusetzen bei
einer moglichst geringen eingesetzten Menge an Tensid.

Es gibt viele Faktoren, die fUr die Wirksamkeit von Emulgatoren entscheidend sind. Dazu
zahlen unter anderem neben ihrer Loslichkeit und der Verteilung von hydrophilem und
hydrophobem Anteil, ihre Diffusions- und Spreitungsgeschwindigkeit.

Diffusionsprozesse sind entscheidend fur die Stabilisierung einer Emulsion. Neugebildete
Tropfchen mussen vor einem erneuten Verschmelzen geschitzt werden. Daher spielt die
Zeit, die ein Emulgator benétigt, um aus der Phase, in der er gelost ist, an die
Grenzflache zu diffundieren und sich dort entsprechend seiner Hydrophilie anzuordnen,
eine wesentliche Rolle fir dessen Wirksamkeit.!?*! Die Anordnung erfolgt in der Regel in
Form eines Films, bei dem der hydrophile Teil des Tensids in die wassrige Phase
eintaucht und der hydrophobe Teil zur Olphase ausgerichtet ist.>!

Die Spreitungsgeschwindigkeit von Tensiden ist relevant, wenn sich ein Teilchen in zwei
kleinere zerteilt. Bei diesem Vorgang ist wahrend der Spaltung ein Teil der Oberflache
nicht von Tensidmolekuilen belegt, wodurch ein Gradient der Grenzflachenspannung
zwischen dem belegten und dem unbelegten Teil resultiert. Um diesen Gradienten
auszugleichen, erfolgt ein Spreiten der Tenside, d.h. eine Verringerung der
Packungsdichte, bis ein Ausgleich durch Diffusion neuer Tensidmolektle erfolgt ist.
Durch Tenside kommt es zu einer Erhohung der Viskoelastizitat der Grenzflache und
verringert so deren Beweglichkeit. Dies flhrt einerseits zu einer kinetischen
Stabilisierung, aber andererseits wird die Zerkleinerung der zu dispergierenden Phase
wahrend des Emulgiervorgangs erschwert.[?!

Durch den Marangoni-Effekt kommt es zu einer Forderung des Emulgiervorgangs. Die
Diffusion von Tensidmolekilen in den engen Bereich zwischen zwei Tropfchen erfolgt
langsamer als die Diffusion an frei zugangliche Oberflache. Dadurch kommt es zu einem
Gradienten der Grenzflachenspannung, der eine Bewegung von Tensiden zusammen
mit einer dinnen FlUssigkeitsschicht in diesen Bereich hinein bewirkt.!?*! Daraus resultiert
eine Verbreiterung des Spaltes zwischen zwei Teilchen und verringert damit
Koaleszenz.”> Der Koaleszenz entgegen wirken ebenfalls die Stromungen und
Turbulenzen, die beim ZerreiBen von Tropfen entstehen und dadurch gleichzeitig die
Entstehung neuer Tropfchen fordern. 2!
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Der Emulgator bestimmt maBgeblich, ob eine Wasser-in-Ol-Emulsion (W/O-Emulsion)
oder eine Ol-in-Wasser-Emulsion (O/W-Emulsion) entsteht.”®  Generell ist die
kontinuierliche Phase diejenige Phase, in welcher sich der Emulgator besser |8st.156:57]

Die bendtigte Menge an Emulgator hangt von unterschiedlichen Faktoren ab. Dies sind
neben der mittleren TropfchengroBe, das Phasenvolumenverhaltnis und die
Grenzflachenspannung. Je feiner die Emulsion werden soll, desto gréBer ist die
Oberflache der Tropfchen und desto mehr Tensid wird zur Stabilisierung benétigt. Auch
bei einem groBeren Phasenvolumenverhaltnis werden zunehmende Mengen an
Emulgator bendtigt. Je starker die Grenzflachenspannung mit der Konzentration an
Tensid abnimmt umso weniger wird von dem Emulgator benétigt. !

Unterschiedliche Gerate konnen fir das mechanische Emulgieren verwendet werden.
Dies sind schnell laufende RUhrwerke, Schitteleinrichtungen, Vibrationsmischer,
Ultraschallgeneratoren, Homogenisatoren, Emulgierzentrifugen, Kolloidmuahlen oder
Zerstauber.12%

2.2.3.2 Stabilitdt von Emulsionen

Die Stabilitat von Emulsionen kann sehr unterschiedlich sein; sie kdnnen nur fir wenige
Stunden aber auch Uber mehrere Jahre hinweg stabil sein. Fur eine Vielzahl von
Anwendungszwecken sollen Emulsionen lager-, warme- und/oder kaltestabil sein und
gleichzeitig ebenfalls unempfindlich gegen Anderungen des chemischen Milieus (pH-
Wert, Salzgehalt).

Ebenso wie bei Dispersionen gibt es zwei wesentliche Stabilisierungsmechanismen
(vergleiche Kapitel 2.2.1): elektrostatische und sterische Stabilisierung.

FUr eine elektrostatische Stabilisierung ist eine ausreichende Aufladung der Grenzflache
der Tropfchen notwendig.l®% Meist erfolgt diese durch ionische Tenside, welche aus
einer  hydrophoben  Kohlenstoffkette  (Schwanz) und  einer  hydrophilen,
ionischen Gruppe (Kopf) bestehen. Dabei ragt der hydrophobe Schwanz des Tensids in
die disperse Phase hinein und die ionische Kopfgruppe zeigt in die kontinuierliche Phase
hinein.

Durch die elektrostatische AbstoBung zwischen den ionischen Gruppen wird eine
Annaherung der Tropfchen (oder Teilchen bei Dispersionen) verhindert.
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Eine sterische Stabilisierung wird durch die Adsorption von héhermolekularen oder
polymeren, nicht-ionischen Tensiden an der Tropfchenoberflache erreicht. Polymere
Tenside sind meist langkettige Blockcopolymere mit hydrophoben und hydrophilen
Anteilen.

FUr eine ausreichende sterische Wechselwirkung zur Stabilisierung der Emulsion sind
eine ausreichende Lange der Polymerketten sowie eine gute Loslichkeit, des sich in der
kontinuierlichen Phase befindlichen Polymerblocks, noétig. Der Polymerblock, der
schlechter in der kontinuierlichen Phase und besser im Tropfchen Iosbar ist, adsorbiert
an der Tropfchenoberflache. Der andere Block hingegen kann sich frei in der
kontinuierlichen Phase bewegen.

Eine weitere, deutlich seltener verwendete Moglichkeit zur Stabilisierung stellen
kovalente Bindungen dar. Diese werden durch die Nutzung von reaktiven,
polymerisierbaren Tensiden, so genannten Surfmeren, erzielt. Surfmer ist ein Kunstwort,
welches aus den beiden Begriffen Surfactant und Monomer gebildet wurde. Sie konnen
sowohl nicht-ionischer als auch ionischer Natur sein und stabilisieren die Tropfchen
erstmal sterisch. Erfolgt die Polymerisation, welche bisher vor allem radikalisch
durchgefihrt wird,'®" werden sie irreversibel in die Polymerhlle eingebaut. Der Einbau
der Surfmere in die Partikelhille verbessert deren Stabilitat, vor allem bei Lagerung und
Transport, wesentlich. Des Weiteren muss die Dispersion nicht wie Ublich von freien
Tensidrtckstanden aufgereinigt werden, die in der folgenden Anwendung schadlich sein
konnten.

Dartber hinaus kommt kinetischen Faktoren eine entscheidende Rolle bei der Stabilitat
von Emulsionen zu. Zusammengefasst kann gesagt werden, dass alle Faktoren, die die
Bewegung der Tropfchen oder ihrer Grenzflachen erschweren, zur Stabilisierung der
Emulsion beitragen.[?’

Eine hohe Grenzflachenspannung erschwert zwar den Emulgiervorgang fihrt aber
gleichzeitig zu einer hoheren Stabilitat. Hilfsstoffe zur Einstellung der Dichte konnen
genutzt werden, um einen maoglichst geringen Dichteunterschied zwischen den beiden
Phasen einzustellen und somit ebenfalls die Stabilitat der Emulsion zu erhéhen. Auch
durch eine Erhoéhung der Viskositat der kontinuierlichen Phase kann eine verbesserte
Stabilitat erzielt werden.

Bei sehr steifen Emulsionen kann unter Umstanden auch eine Zugabe von Plastifikatoren
notwendig sein, um die Viskositat zu erniedrigen. Dies ist zum Beispiel bei Margarine der
Fall, um diese bei Kiihlschranktemperaturen streichfahig zu halten.!”!
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2.2.3.3 HLB-Wert

Der HLB-Wert (engl. fir , hydrophilic-lipophilic balance”) wurde 1954 von W.C. Griffine2
entwickelt und dient zur Kilassifizierung von nicht-ionischen, oberflachenaktiven
Substanzen.
Der HLB-Wert beschreibt den Grad der hydrophilen bzw. lipophilen Eigenschaften eines
Tensids und kann per Definition (siehe Formel (12)) Werte zwischen O und 20
einnehmen:

—20-(1=-M
HLB =20 (1-21). (12)
M; :Molmasse des lipophilen Anteils des Molekiils

M :Molmasse des gesamten Molekils

Der Wert 20 wurde dabei von Griffins als Skalierungsfaktor frei ausgewahlt.

Ein HLB-Wert von O entspricht einer vollkommen hydrophoben Zusammensetzung des
Molekdls, ein HLB-Wert von 20 hingegen einem vollstandig lipophilem Charakter.

In Tabelle 2 sind flr verschiedene Anwendungen typische HLB-Werte der zu
verwendenden Tenside angegeben:

Tabelle 2: Typische HLB-Werte (nach Griffin) fir verschiedene Anwendungen.[®3

HLB-Wert ‘ Anwendung

0-3 Entschaumer
3-8 W/O-Emulsionen

7-9 Netzmittel
8-18 O/W-Emulsionen
11-15 Waschmittel
12-18 Losungsvermittler

DarUber hinaus gibt es noch weitere Methoden zur Bestimmung des HLB-Wertes.
Eine erste einfache Abschatzung des ungefahren HLB-Wertes eines Tensids kann mit

Hilfe der Tabelle von Kreuter®¥ erfolgen, in der das Verhalten bei Zugabe von Wasser
systematisch eingeordnet ist (siehe Tabelle 3):
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Tabelle 3: Abschatzung des HLB-Wertes eines Tensids aus seinem Verhalten gegentber Wasser.

Verhalten bei Zugabe von Wasser HLB-Wert

in Wasser dispergierbar 1-4

sehr schlecht dispergierbar 3-6

milchig nach heftigem Schitteln 6-8
stabile, milchige Dispersion bzw. Emulsion 8-10
durchscheinend bis klar 10-13

klare Losung >13

Eine Moglichkeit zur Berechnung des HLB-Wertes aus Zahlenwerten fir die jeweiligen
chemischen Gruppen des entsprechenden Molekils mit der folgenden Formel (13)
stammt von Davies!® und Davies und Rideal!®!:

HLB =7 + mHy, — nH,. (13)
m :Anzahl hydrophiler Gruppen im Molekiil
H, :Wertder hydrophilen Gruppe
n :Anzahl lipophiler Gruppen im Molekil
H; :Wertder lipophilen Gruppe

Dabei wird jeder funktionellen Gruppen des Tensids ein spezifischer Wert zugeordnet;
einige Beispiele sind in Tabelle 4 angegeben:

Tabelle 4: Beispiele fur HLB-Werte hydrophiler und lipophiler Gruppen nach Davies!®®, Davies und
Rideal®® und Lin7,

Hydrophile Gruppen Lipophile Gruppen

Gruppe Hn-Wert Gruppe Hi-Wert
-SO4Na* 38,7 -CHCH,CH,-0- -0,15
-COOr 21,2 -CHs; -CH,-; -CH= -0,475

tertiares Amin 9,4 Benzolring -0,1662
-OH 1,9 -CF;-; CFs -0,87

Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass eine Gewichtung nach Starke des
Wechselwirkungscharakter der einzelnen Gruppen stattfindet und sich somit auch HLB-
Werte fUr kationische und anionische Tenside definieren lassen.

Allerdings kommt es zu einer starken Abweichung berechneter HLB-Werte, je nachdem
ob die Methode nach Griffin oder Davies angewendet wird.?°!
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2.2.3.4 Einteilung in Makro-, Mikro- und Miniemulsion

Des Weiteren konnen Emulsionen in Makro-, Mikro- und Miniemulsionen unterteilt
werden. Dies erfolgt in Abhangigkeit von TropfchengréBe, Thermodynamik (Stabilitat)
und Herstellung. Im Folgenden werden die drei Emulsionsarten (Makro-, Mikro- und
Miniemulsion) ausfuhrlich beschrieben. Tabelle 5 fasst bereits die wichtigsten Merkmale
und deren Unterschiede zusammen.

Tabelle 5: Auflistung der wesentlichen Merkmale und Unterschiede von Makro-, Mikro- und
Miniemulsionen (modifiziert nach ),

Emulsionstyp Makroemulsion Mikroemulsion Miniemulsion

TropfchengréBe | 500 nm — 500 pm 5-20nm 50 — 500 nm

Tensidmenge wenig Tensid bei wenig | extrem viel Tensid, wenig Tensid
Grenzflache Cotensid

Stabilitat kinetisch stabil gegen thermodynamisch stabil kinetisch kritisch stabilisiert
Koaleszenz

Koaleszenz Nein: Reaktorkonzept Ja: permanente Fusions- Nein: daher Nanoreaktor-
moglich und Fissionsprozesse konzept moglich

Ostwald-Reifung | Ja, aber langsam, weil unzutreffend, da Nein: osmotisch stabilisiert
recht gro3 thermodynamisch stabil

Herstellung RUhren, Mischen spontane Bildung Ultraschall,

Hochdruckhomogenisator

2.2.3.4.1 Makroemulsion

Zur Herstellung von konventionellen Emulsionen (Makroemulsionen) wird durch Rihren
die Olphase in der wassrigen Phase dispergiert. Durch den Zusatz eines Tensids wird das
Emulgieren vereinfacht und die Emulsion stabilisiert.

Der mittlere Tropfchendurchmesser von Makroemulsionen liegt im pm-Bereich. Meist ist
die GroBenverteilung der Tropfchen relativ breit und die Systeme somit polydispers.
Makroemulsionen erscheinen optisch tribe.®! Die Tensidkonzentration wird meist so
gewahlt, dass sie Uber dem CMC-Wert (engl. critical micelle concentration, dt. kritische
Mizellbildungskonzentration) liegt. Daher liegen oftmals parallel noch Tensidaggregate
bzw. Mizellen in der Emulsion vor.

Die Stabilisierung von Makroemulsionen ist kinetisch, allerdings sind sie mehrheitlich
recht instabil und brechen bereits nach kurzer Zeit.
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2.2.3.4.2 Mikroemulsion

Mikroemulsionen haben einen Tropfchendurchmesser im Bereich von < 100 nm. Sie
unterscheiden sich durch thermodynamische Stabilitat, spontane Bildung und optische
Transparenz (klar bis opaleszent) von herkdmmlichen Emulsionen. (256980l

Bereits 1943 wurden von Hoar und Schulman®' erstmals Mikroemulsionen beschrieben,
der Begriff wurde aber erst 1959, ebenfalls von Schulman et al.,’®? eingefuhrt.

Oft entstehen Mikroemulsionen erst, wenn zu der Mischung aus Wasser, Ol und Tensid
noch ein Cotensid oder Cosolvens dazu gegeben wird. Nur innerhalb bestimmter
Gebiete der komplexen Zustandsdiagramme von drei bzw. vier Komponenten-Systemen,
also nur innerhalb enger Konzentrationsbereiche der einzelnen Komponenten, ist die
Bildung einer Mikroemulsion moglich. Der Vorgang der spontanen Bildung von
Mikroemulsionen wird von Schulmann et al.¥?! auf eine negative Grenzflachenspannung
zurlckgefuhrt.

Der Vorteil der spontanen Bildung besteht darin, dass keine hohen Scherkrafte zur
Emulgierung angewendet werden mussen wie es bei anderen Emulsionen der Fall ist.

Bei einer Mikroemulsion gibt es keine Tropfchenidentitat, sondern es existiert ein
standiges Gleichgewicht zwischen Auflésung und Neubildung von Tropfchen.
Mikroemulsionen sind daher auch nach langerem Stehen noch stabil und neigen nicht
zum Brechen.

2.2.3.4.3 Miniemulsion

Miniemulsionen besitzen eine sehr enge TropfchengroBenverteilung im Bereich von
50 nm bis 500 nm und sind kinetisch stabil.®3) Damit ist im Gegensatz zu
konventionellen Emulsionen eine Tropfchenidentitat gegeben und jedes einzelne
Tropfchen kann als eine Art Nanoreaktor verstanden werden, in denen unabhangig
voneinander Reaktionen ablaufen. Daher gibt es bei Verwendung von Emulsionen zur
Miniemulsionspolymerisation bzw. einer Kombination aus der Herstellung einer
Miniemulsion und Losungsmittelverdampfungsmethode eine direkte Abhangigkeit von
der GroBe der Tropfchen der Miniemulsion zu der GroBe, der damit hergestellten
Kolloide.

Die geringe GroBe der Tropfchen sowie eine relativ enge GroBenverteilung wird bei der
Herstellung einer Miniemulsion dadurch erreicht, dass der dispersen Phase ein
hydrophobes Reagenz zugesetzt wird und darlber hinaus nach intensivem Rihren noch
durch den weiteren Energieeintrag eine weitere Zerkleinerung und Homogenisierung
der Voremulsion stattfindet.®!
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Dieser weitere Energieeintrag dient zur Erzeugung hoher Scherkrafte und kann
beispielsweise durch Ultraschall im LabormalBstab oder Hochdruckhomogenisatoren bei
groBeren Malstaben hervorgerufen werden (sieche Kapitel 2.2.5). Derart hohe
Scherkrafte sind notwendig, damit ein stationarer Zustand erreicht wird, bei dem ein
Gleichgewicht zwischen der Teilung und dem Verschmelzen der Tropfchen gegeben
ist. 84l

Die Zugabe einer osmotisch wirksamen Reagenz kann den osmotischen Druck innerhalb
der Tropfchen erhéhen und dadurch weitestgehend die Diffusion der dispersen Phase
aus den Tropfchen heraus, der sogenannten Ostwald-Reifung (siehe Kapitel 2.2.4),
unterdrlicken. Hierdurch erfolgt eine Stabilisierung der Miniemulsion. Im Falle von
direkten Miniemulsionen wird diese osmotisch wirksame Substanz als Ultrahydrophob
bezeichnet und haufig Substanzen wie Hexadecan!®#¢, Polydimethylsiloxan!?®! oder auch
hydrophobe Comonomerel®’#8  eingesetzt. Bei inversen Miniemulsionen kann
beispielsweise Natriumchlorid als entsprechendes lipophiles Reagenz genutzt werden.

Miniemulsionen besitzen die Besonderheit, dass die Grenzflachenenergie zwischen der
dispersen und der kontinuierlichen Phase im Gegensatz zu Makro- und
Mikroemulsionen deutlich groBer Null ist, da die Oberflachenbedeckung der Tropfchen
mit Tensid unvollstandig ist. Im Vergleich zu herkommlichen Mikroemulsionen ist die
verwendete Menge an Tensid gering und liegt meist sogar unterhalb der kritischen
Mizellbildungskonzentration (= CMC, engl. critical micell concentration).

2.2.4 Alterungsprozesse

Die beiden Hauptgriinde fir Alterungsprozesse bei Emulsionen sind die Koaleszenz und
die Ostwald-Reifung. Beide Mechanismen konnen durch ein Anwachsen der Tropfchen
letztendlich zum Brechen der Emulsion fihren.

Bei der Koaleszenz kommt es nach einer Kollision zweier Tropfchen zu deren
Verschmelzen.

Die Ostwald-Reifung beschreibt hingegen die Diffusion der dispersen Phase von einem
kleineren Tropfchen hin zu einem gréBeren Tropfchen. Aufgrund unterschiedlicher
chemischer Potentiale kommt es im weiteren Verlauf zu einem Auflésen des kleineren
zu Gunsten des groBeren Tropfchens. 8

Beide Mechanismen sind in Abbildung 17 schematisch dargestellt und werden im
Weiteren diskutiert.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Koaleszenz und Ostwald-Reifung von Emulsionstropfchen.

Die Stabilitat von dispergierten Teilchen in einer kontinuierlichen Phase ist nur so lange
gewabhrleistet, wie abstoBende Krafte sie auseinander halten und damit der Koaleszenz
entgegenwirken.!°®

Der Vorgang der Koaleszenz lasst sich in einzelne Teilschritte untergliedern. Zuerst
kommt es zu einer Annaherung der Teilchen, wodurch sich die Schichtdicke des
Dispersionsmediums zwischen den Tropfchen verringert. Die Teilchen nahern sich
einander soweit an, bis sich nur noch ein sehr dinner Film zwischen ihnen befindet,
welcher schlieBlich zerreiBt und die beiden Tropfchen sich zu einem groBeren Tropfen
vereinigen. Dabei kommt es zu einer Verkleinerung der Gesamtoberflache.®

Bei der Annaherung der Tropfchen und der damit verbundenen Verdrangung des Films
zwischen den Teilchen andert sich sowohl die GroBe der Grenzflache als auch die
Oberflachenspannung des Films. Dadurch kommt es zu einer Erhohung der freien
Energie (Gibb’schen Energie), welche ein Maximum erreicht. Wird diese Energiebarriere
Uberwunden, findet die Koaleszenz statt, die Gesamtoberflache verkleinert sich und mit
ihr ebenfalls die Gibb’sche Energie (vergleiche Abbildung 18).1°”
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AG

Abbildung 18: Verlauf der Gibb’schen Energie wahrend der Koaleszenz zweier Emulsionstropfchen
(modifiziert nach ©),

Bei einer Annaherung der Teilchen nimmt die Grenzflachenspannung im Bereich
zwischen den Teilchen im Allgemeinen langsamer ab als an der restlichen Grenzflache.
Daher kommt es zur Diffusion von Tensidmolekllen und damit zusammen gelangt auch
eine dunne FlUssigkeitsschicht in den Spalt zwischen den sich annahernden Tropfchen.
Dieser Vorgang wird als Marangoni-Effekt®! bezeichnet und wirkt einer Verringerung
der Spaltdicke und damit der Koaleszenz entgegen.

Ein weiterer Effekt, der der Koaleszenz entgegen wirkt, ist, dass beim ZerreiBen von
Tropfen Stromungen bzw. Turbulenzen entstehen, die die Bildung neuer Tropfchen
begunstigen.®?

Ein weiterer Grund fur die Instabilitat und schlieBlich das Brechen einer Emulsion ist die
Ostwald-Reifung.

Die Ostwald-Reifung tritt auf, wenn der feinverteilte Stoff im Dispergiermittel in diesem
dennoch eine geringe L&slichkeit besitzt. Dann kann es ohne jegliche Berthrung der
Teilchen zu einer Verringerung der Gesamtoberflache des dispergierten Systems
kommen. Dies liegt daran, dass kleine Tropfchen eine verstarkte Tendenz besitzen sich
zu Gunsten der groBeren aufzulosen.®® Der Grund hierfur liegt in unterschiedlichen
Laplace-Dricken (ppapiace) der Tropfchen:

2
PLaplace = TU- (14)
Praplace :Laplace — Druck

o :Grenzflachenspannung

r :Tropfchenradius
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In Gleichung (14) steht o fUr die Grenzflachenspannung und r fir den Radius des
Tropfchens. Aus Gleichung (14) geht hervor, dass kleinere Tropfchen einen wesentlich
hoheren Innendruck und damit eine hohere Loslichkeit im Vergleich zu Tropfen mit
einem groBeren Radius besitzen.3!

Liegt eine breite GroBenverteilung der Tropfchen vor, ist das Gesamtsystem bestrebt
aufgrund der unterschiedlichen chemischen Potentiale einen Ausgleich durch Ostwald-
Reifung herzustellen.!

Wenn Ostwald-Reifung stattfindet, fihrt dies Uber die Zeit hinweg dazu, dass kleinere
Tropfchen verschwinden, die durchschnittliche TropfchengroBe zunimmt und die
GroBenverteilung der Tropfchen immer enger wird.

In einer herkdmmlichen Emulsion ist die Ostwald-Reifung kaum von Bedeutung, da die
Zunahme der TropfchengréBe durch Ostwald-Reifung in Bezug auf den Radius mit riz

abnimmt, wie Gleichung (15) zeigt:

&oc (i) 813 (15)

st \rz) st

Aus Gleichung (15) ergibt sich, dass es zu einer Abnahme der Ostwald-Reifung mit
zunehmender TropfengroBe und bei abnehmender Anzahldichte kommt. Ist die
Emulsion allerdings sehr feinteilig oder besitzt die disperse Phase eine vergleichsweise
hohe Loslichkeit, so ist die Ostwald-Reifung nicht langer vernachlassigbar.!®

Eine Grundvoraussetzung fur ein Stattfinden der Ostwald-Reifung ist die endliche
Loslichkeit der dispersen Phase in der kontinuierlichen Phase. Da der Laplace-Druck
kleinerer Tropfchen deutlich starker ist als bei groBeren Tropfen, kommt es zur Diffusion
der dispersen Phase von kleinen Tropfchen hin zu den groBen. Die
Wachstumsgeschwindigkeit der Tropfen wird dabei durch die Diffusionsrate der am
wenigsten in der kontinuierlichen Phase |6slichen Komponenten des dispersen Systems
bestimmt.

Dieser Prozess kann durch die Zugabe eines Stoffes, der in der kontinuierlichen Phase
unloslich aber in der dispersen I6slich ist, deutlich vermindert werden. Dieser Stoff wird
im Fall einer direkten Emulsion (O/W) als Ultrahydrophob und im Fall einer inversen
Emulsion (W/O) als Ultralipophob oder allgemein als osmotisch aktives Reagenz
bezeichnet. Durch die Zugabe eines in der kontinuierlichen Phase unléslichen osmotisch
aktiven Reagenz, wird in den Tropfchen der dispersen Phase ein osmotischer Druck (IT)
aufgebaut, welcher dem Laplace-Druck entgegenwirkt.®4
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_ NnRT
- gm.s' (16)
I1 :osmotischer Druck
R :Gaskonstante
T :Temperatur
n

: Anzahl der Molekiile der osmotisch aktiven Reagenz

Das Unterdrlcken der Ostwald-Reifung durch Zugabe eines osmotisch aktiven Reagenz
ist in Abbildung 19 veranschaulicht. Wirde Ostwald-Reifung stattfinden, kame es zur
Diffusion von der dispersen Phase aus einem kleineren Tropfchen hinein in einen
groBeren Tropfen (vergleiche Abbildung 17). Durch die Zugabe eines osmotisch
wirksamen Reagenz wirde dieses im kleinen Tropfchen aufkonzentriert, wahrend es im
groBen Tropfen hingegen zu einer Verdinnung flhren wirde. Daher wirkt der
osmotische Druck der Ostwald-Reifung entgegen.

I kontinuierliche Phase
disperse Phase
# osmotisch aktives Reagenz

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Unterdrickung der Ostwald-Reifung durch Zugabe eines
osmotisch aktiven Reagenz (modifiziert nach ©%).

Wahrend der Laplace-Druck als Kraft von auBen auf das Tropfchen einwirkt, ist der
osmotische Druck, die von innen dagegen wirkende Kraft.>®! Die aus der Differenz dieser
beiden Dricke resultierende Nettokraft (siehe Gleichung (17)) ist die Kraft, welche auf
die Grenzflache des Tropfchens wirktl68!:

2 RT
Ap = PLaplace — = 70 - %nnrg (17)

Ap : Nettokraft,die auf Grenzflache der Tropfchen wirkt

2.2.5 Dispergierverfahren

Dispergierverfahren werden eingesetzt, um einen Energieeintrag in ein zweiphasiges
System zu erreichen, um so eine moglichst gleichmalBige Verteilung der dispersen Phase
in der kontinuierlichen Phase zu erreichen.
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Je nach System und gegebenen Bedingungen (chemische Natur der Komponenten,
Menge und Art des Tensids, Temperatur, etc.) werden ab einem bestimmten
Energieeintrag TropfchengroBen erzeugt, bei denen durch die eingesetzte Menge an
Tensid die groBtmogliche Grenzflache stabilisiert wird. Diese TropfchengroBe kann nicht
weiter verringert werden und beschreibt die Grenze zwischen Stabilitat und Instabilitat.

In den folgenden Unterkapiteln werden drei unterschiedliche Dispergierverfahren
(Ultraschall, Hochdruckhomogenisatoren und mikroporésen Membranen) beschrieben.
In Kapitel 2.3.2 wird ausfuhrlich auf das Dispergieren durch Einsatz von Mikromischern
eingegangen.

2.2.5.1 Dispergieren durch Einsatz von Ultraschall

Die Methode des Dispergierens mit Hilfe von Ultraschall ist besonders geeignet zur
Herstellung von Miniemulsionen im LabormaBstab. Mit dieser Vorgehensweise konnen,
in Abhangigkeit von der Schallintensitat, sehr hohe Scherkrafte direkt in das zu
emulgierende System eingebracht werden.

Beim Dispergieren unter Verwendung einer Ultraschallspitze werden (Mini-) Emulsionen
dadurch hergestellt, dass durch die permanenten Auf- und Abwarts-Bewegungen der
Spitze standig wechselnde Unter- bzw. Uberdruckphasen im Medium erzeugt werden.®!
Der so erzeugte Unterdruck, durch die Aufwarts-Bewegung der Spitze, reicht aus, damit
Kavitat auftritt. Das bedeutet, dass aufgrund des Unterdrucks, die Kohasionskrafte der
FlGssigkeit Uberwunden werden und diese ,zerrissen” wird. Dies flhrt aufgrund der
hohen Intensitat der akustischen Felder zur Bildung von Kavitationsblaschen.!*®

In der sich daran anschlieBenden Uberdruckphase, durch die Abwarts-Bewegung der
Spitze, kommt es zum Kollabieren der Blaschen. Dabei kann es in diesen sogenannten
.Hot Spots” zur Entwicklung von Drucken bis zu 1000 bar kommen. Die hierdurch
hervorgerufenen Druckwellen haben FlUssigkeitstromungen von hoher Geschwindigkeit
zur Folge.®>%8 Hierdurch kommt es zu einem ZerreiBen der benachbarten Oltrépfchen.

Allerdings kann nicht die Gesamtoberflache aller neu erzeugten Tropfchen durch das
lokal vorhandene Tensid stabilisiert werden, wodurch einige der Tropfchen wieder
zusammenflieBen.  Andererseits  beglnstigen die  FlUssigkeitsstromungen  das
Durchmischen der Emulsion und somit auch die Verfligbarkeit von Tensid zur
Stabilisierung der neu entstandenen Tropfchen. >
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Dieser Vorgang wiederholt sich sehr oft und in sehr schneller Abfolge, wodurch es Uber
die Zeit hinweg zur Bildung und Stabilisierung immer kleinerer Tropfchen kommt. Somit
wird nach einer ausreichend langen Beschallungsdauer — welche auch vom Volumen des
Reaktionssystem abhangig ist — ein Gleichgewichtszustand erreicht, bei dem Tropfchen
mit einer vom Tensid stabilisierbaren maximalen Gesamtoberflache vorliegen.®>

Es ist so mdglich Emulsionen herzustellen, die Tropfchen mit einer engen und
homogenen GréBenverteilung besitzen.

2.2.5.2 Dispergieren durch Einsatz von Hochdruckhomogenisatoren

Hochdruckhomogenisatoren zahlen zu den Stromungsdispergiermaschinen und wurden
urspriinglich dazu entwickelt, um ein Aufrahmen des Milchfetts zu verhindern, indem
eine Feinverteilung der Fetttropfchen in der Milch hergestellt wurde.® Aufgrund ihrer
hohen Durchsatzraten finden sie Verwendung bei der Homogenisierung von
Massenprodukten wie z.B. Milch, Fruchtsaften aber auch Korperlotionen. [

Das Zerkleinern und Homogenisieren basiert bei Hochdruckhomogenisatoren auf dem
Druckentspannungsprinzip und beruht auf der Erzeugung von Kavitation (vergleiche
Kapitel 2.2.5.1). Dabei wird das Gesetz von Bernoulli angewendet, das besagt, dass in
einem durchstromten System die Summe aus dynamischen zu statischem Druck
konstant bleibt.[1%

In  Abbildung 20 ist der Aufbau und das Funktionsprinzip  von
Hochdruckhomogenisatoren schematisch dargestellt.

Ventilsitz Prallring Ventilkorper

/ \

Homogenisierspalt

Abbildung 20: Darstellung des Aufbaus und Funktionsprinzips eines Hochdruckhomogenisators
(modifiziert nach "°").
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Die beiden funktionellen Bauteile eines Hochdruckhomogenisators sind eine
Hochdruckkolbenpumpe und ein Homogenisierventil. Durch den Einsatz mehrerer
Kolben gelingt es einen druckunabhangigen und nahezu pulsationsfreien Volumenstrom
zu erzeugen.

Im Homogenisierventil findet der eigentliche Vorgang des Dispergierens statt. Dazu wird
der Ventilkdrper auf den Ventilsitz gepresst und somit der Homogenisierspalt so weit
verengt, bis der gewUlnschte Druckverlust erreicht wird.® Durch die Verengung des
Kanals des Homogenisierspaltes kommt es zu einer drastischen Erhohung der
FlieBgeschwindigkeit des Fluids. Dies fuhrt zu einem Anstieg des dynamischen Drucks
bei gleichzeitigem Abfall des statischen Drucks. Sinkt der statische Druck dabei so stark,
dass er den Dampfdruck der FlUssigkeit unterschreitet, beginnt diese zu sieden und es
bilden sich Gasblaschen im Schergradienten.

Beim Austritt des Fluids aus dem Homogenisierspalt wird dieses wieder auf den
Umgebungsdruck entspannt. Dadurch implodieren die gerade erst gebildeten Blaschen
und setzen dabei StoBwellen frei, welche zu einer Zerkleinerung der Tropfchen flhren.
Eine zusatzliche Zerkleinerung wird durch das Aufprallen des Fluids auf den Prallring
beim Verlassen des Homogenisierspaltes erreicht.

Je hoher der Einlassdruck und je groBer der Druckabfall Gber den Homogenisierspalt ist,
desto mehr Energie wird zum Dispergieren in das System eingetragen. Durch ein
Erhdhen der Temperatur kann zudem die Differenz zwischen dem statischen Druck und
dem Dampfdruck des Fluides leichter Gberwunden werden.!'%?!

2.2.5.3 Dispergieren durch Extrusion an mikroporosen Membranen

Die beiden Methoden des Dispergierens durch Ultraschall (siehe Kapitel 2.2.5.1) oder
durch den Einsatz von Hochdruckhomogenisatoren (siehe Kapitel 2.2.5.2) ermoglichen
ein sehr effektives Dispergieren, haben aber den Nachteil, dass die zu dispergierenden
Komponenten hohen mechanischen Belastungen ausgesetzt werden. %!

Nakashima et al. veroffentlichten 1991 ein Verfahren beim dem mikropordse
Membranen zur Herstellung monodisperser Emulsionen genutzt wurden.!'** Mit dieser
Methode kdnnen Tropfchen mit groBeren Durchmessern (um-Bereich) generiert werden.
Aufgrund der milderen Prozessbedingungen ist das Verfahren besonders flr Systeme,
die empfindlichere Substanzen enthalten, interessant.!'94.10%]
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Die GroBe der Tropfen und deren Verteilung sind dabei vor allem abhangig von der
PorengroBe der verwendeten Membran. Daher kann durch die Wahl der Membran
gezielt die TropfchengroBe und deren Verteilung eingestellt werden.

Aber auch viele weitere Faktoren — wie die Oberflacheneigenschaften der Membran, die
jeweilige Viskositat von disperser und kontinuierlicher Phase, die dynamische
Grenzflachenspannung  des  verwendeten  Emulgators, die  transmembrane
Druckdifferenz sowie die Stromungsgeschwindigkeit der kontinuierlichen Phase — haben
einen Einfluss auf die TropfchengroBe und die Breite der Verteilung.!'%!

Zum Emulgieren wird bei diesem Verfahren die zu dispergierende Phase mit einem
spezifischen Druck durch eine mikroporése Membran in die nicht-mischbare,
kontinuierliche Phase gedrtckt.!"7]

Der bendtigte Druck, um die disperse Phase durch die mikroporoése Membran zu
dricken, setzt sich aus zwei Anteilen zusammen, dem Kapillardruck und dem
hydraulischen Widerstand.!%!

Der Kapillardruck muss — falls keine Benetzung der Membran mit der dispersen Phase
stattfindet — Uberwunden werden, damit die disperse Phase die Poren der Membran
durchstromen kann. Aufgrund der unregelmafBigen Form und komplizierten Geometrie
der Membranporen kann der Kapillardruck allerdings nur mit Hilfe der
Kapillardruckgleichung (Formel (18)) abgeschatzt werden. Dafir muss sowohl die
Grenzflache y als auch der Randwinkel & der Flussigkeit bekannt sein. DarUber hinaus
wird noch die Annahme getroffen, dass es sich um vereinzelte, zylindrische Kapillaren

handelt.["08]

4K-y-cosé
bk =——

(18)

AP, max

vk :Kapillardruck
K :Konstante,abhangig von der Porenstruktur
y :Grenzflachenspannung
6 :Randwinkel der Flussigkeit

dp max :maximaler Porendurchmesser

Der hydraulische Widerstand R,,, einer Membran beschreibt den Reinstwasserfluss durch
die Poren einer Membran. Eine Abschatzung kann mit der Hagen-Poiseuille-Gleichung
Uber transmembrane Druckdifferenz Ap, erfolgen. Dabei wird vereinfacht
angenommen, dass die Membran aus zylindrischen Kapillaren mit dem Durchmesser dp
und einer Lange [, bestehen. Damit ergibt sich dann folgende Gleichung (19):'%!
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Mpem = Jw M * Ry = =2 (19)
Apim  hydraulischer Widerstand = transmembrane Druckdif ferenz
Jw :Wasserflux durch die Membran
nw :Viskositat des Wassers
R,, :hydraulischer Widerstand
lp :Lange der zylindrischen Pore
vy :mittlere Geschwindigkeit des Wassers in den Poren

dp :Durchmesser der zylindrischen Pore

Die mittlere Geschwindigkeit des Wassers in den Poren vy, lasst sich auch als Quotient
aus dem Wasserflux durch die Membran J,, geteilt durch die Porositat e ausdricken
(siehe Formel (20)). Die Porositat gibt den Hohlraumvolumenanteil, also den fir den
Stofftransport zur Verfligung stehenden Raum, an.!"%¢!

vy =2, (20)

e :Porositit

Ferner lasst sich die Lange Pore [, als Produkt aus der Dicke der Membran 6, und dem
mittleren Tortuositatsfaktor der Membranporen é beschreiben (siehe Formel (21)).0%!
Der mittlere Tortuositatsfaktor der Membranporen ist ein Mal3 fir die Gewundenheit
der Transportwege in den Poren poroser Materialien.

lp=6,"¢. (21)
0, :Dicke der Membran

¢ :mittlere Tortuositatsfaktor der Membranporen

Durch Einsetzen der Formeln (20) und (21) in Formel (19) ergibt sich folgender
Zusammenhang zur Beschreibung des hydraulischen Widerstandes:

— Apem — 326m:€
Jwnw edp

(22)

m

Beim Membranemulgieren kann zwischen zwei Arten unterschieden werden, der
Direktmembranemulgierung (DME) und der Premixmembranemulgierung (PME).
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Bei der Direktmembranemulgierung (DME) wird die disperse Phase direkt durch eine
Membran in die kontinuierliche Phase gedrickt. Bei der Premixmembranemulgierung
(PME) wird zuerst eine Rohemulsion hergestellt, welche dann zur Homogenisierung
durch die Membran gedrlckt wird.

Beide Methoden werden in Abbildung 21 schematisch dargestellt.

a) b)

o
c
3
E=}
£
»
a
2
[

B Membran B Membran

W kontinuierliche Phase 8 kontinuierliche Phase

( disperse Phase  disperse Phase

—e Tensid —e Tensid

Abbildung 21: Schematische Darstellung der a) Direktmembranemulgierung (DME) und der
b) Premixmembranemulgierung (PME) (modifiziert nach [10%).
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2.3 Grundlagen der Mikroverfahrenstechnik

Die Miniaturisierung von technischen Systemen und Bauteilen hat viele Innovationen
und Fortschritte in den letzten Jahrzehnten Uberhaupt erst moglich gemacht. Die Ziele
dahinter sind die Steigerung von Leistung und Geschwindigkeit bei gleichzeitiger
Einsparung von Masse/Material und Energie. Allgemein kann sie als eines der
Standardkonzepte zur Weiterentwicklung bekannter Technologien angesehen werden.

Ein Beispiel aus dem alltaglichen Leben ist der Fortschritt von Mobiltelefonen hin zu
Smartphones. Vor 20 Jahren besal3 nur ein Bruchteil der Bevolkerung ein Mobiltelefon,
welches einige hundert Gramm wog. Mittlerweile sind die Smartphones ein wahres
Massenprodukt und haben durch intensive Forschung und Entwicklung drastisch an
GroBe und Gewicht verloren bei einer enormen Steigerung der Funktion.

Eine entscheidende Voraussetzung fur diese Weiterentwicklung war die Miniaturisierung
der  erforderlichen Bauteile. Dafir ~ war es  zwingend notwendig,
Mikrostrukturierungsverfahren zu etablieren, die prazise kleinste Strukturen in groBer
Stuckzahl herstellen konnten.["

Die Mikroprozesstechnik und die Mikroverfahrenstechnik sind sehr eng miteinander
verwoben und spiegeln diesen Trend in der chemischen Forschung und Industrie wider.
Dabei handelt es sich um chemische und physikalische Prozesse, die in mikrometer-
dimensionierten Reaktionsraumen ablaufen. Hierbei werden Effekte genutzt, die erst
durch den Ubergang von der Makro- hin zur Mikrostrukturierung auftreten o111

Die Forschung auf diesem Gebiet zeichnet sich durch ihre Interdisziplinaritat aus: Zum
einen von dem chemisch/physikalisch/biologischen Standpunkt aus zur Verbesserung
und Optimierung bekannter Synthesen, zum anderen die ErschlieBung vollkommen
neuer Reaktionsrouten und Produkte. Damit einher geht die ingenieurwissenschaftliche
Entwicklung, Konstruktion und Anpassung, der daflr notwendigen Mikroreaktoren.

Mikroprozesstechnik bedeutet nicht, dass die Reaktoren so klein sein mussen, dass sie
nur noch unter einem Mikroskop sichtbar sind, sondern, dass die mikrostrukturierten
Mischer und Reaktoren innere dreidimensionale Strukturen im Mikrometermalstab
besitzen 113112113l

Der Hauptunterschied im Vergleich zu konventionellen Systemen und damit die groB3e

Starke von Mikroreaktoren und Mikromischern liegt in dem sehr hohen Oberflache-zu-
Volumen-Verhaltnis.
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2.3.1 Mikroreaktoren

Als Mikroreaktoren werden dreidimensionale Systeme mit Strukturen im GroBenbereich
von 10 pm bis T mm bezeichnet, die in der Regel im Durchfluss betrieben werden.!''

Im Folgenden werden Vorteile von Mikroreaktoren im Vergleich mit konventionellen
Batchsystemen diskutiert.

Wie bereits in den Grundlagen der Mikroverfahrenstechnik (siehe Kapitel 2.3) erwahnt,
zeichnen sich Mikroreaktoren durch ihr enorm groBes Oberflache-zu-Volumen-
Verhaltnis aus. Bei der Zusammenflhrung zweier FlUssigkeiten in mikrostrukturierten
Bauteilen werden so extrem hohe Grenzflachen generiert.

Da der Vorgang des Mischens generell durch Diffusion der Molekdle erfolgt, kann durch
die enorm groBen Grenzflachen, die fur die Molekule zurlickzulegende Strecke optimiert
werden. Die zum Mischen benétigte Zeit ist proportional zur Strecke, die die Molekdule
daflr durch Diffusion Uberwinden mussen. Da diese Entfernungen in Mikroreaktoren/
-mischern um ein Vielfaches kleiner sind als in Batchsystemen, wird eine viel schnellere
Durchmischung erzielt.

Dadurch koénnen bei Reaktionen in homogener Phase Konzentrationsgradienten rascher
ausgeglichen werden und so in Kombination mit einer angepassten Verweildauer und
einer genauen Temperaturkontrolle, eine Optimierung der Ausbeute erzielt werden bei
gleichzeitiger Minimierung von unerwlnschten Nebenreaktionen. 4

Das modulare Grundprinzip der Mikroprozesstechnik ermdglicht eine individuelle
Anpassung der Reaktionsbedingungen an die durchgeflihrten Prozesse.

Jede ablaufende chemische Reaktion besitzt eine eigene spezifische Zeitkonstante. Die
Verweilzeit in einem Mikroreaktor kann entweder schon durch eine mal3geschneiderte
Fertigung oder einfach durch Einstellen der Flussraten auf den jeweiligen Prozess
angepasst werden. So kann die Bildung des Produktes optimiert und die von
unerwunschten Nebenprodukten minimiert oder sogar komplett unterdrickt werden.

Neben den spezifischen Zeitkonstanten jeder Reaktion muss auch immer eine definierte
Aktivierungsenergie (E,) aufgebracht werden, damit die jeweilige Reaktion ablaufen
kann. Warme wird Uber die Oberflache und nicht tber das Volumen Ubertragen. Das
Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis (A/V-Ratio) betragt bei mikrostrukturierten Systemen
10.000 — 50.000 m?/m3, bei Batchreaktoren sind es hingegen lediglich 100 m?/m3.1114
Daher kann bei Mikroreaktoren eine hoch prazise Temperaturkontrolle erzielt werden,
welche die in konventionellen Batchreaktoren weit Ubertrifft.
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Dies kann vor allem entscheidende Vorteile bringen, wenn die Aktivierungsenergie des
unerwunschten Nebenproduktes (leicht) hoher liegt als die des angestrebten Produktes
(siehe Abbildung 22).

potentielle

Energie
fihrt zur Bildung von C und
0 damit zum Verlust von B
/ideal ,,,,,,,,,,,,, e T
+ Mikroreaktor Bat\c‘h/ ___________ - A¥C 4 C

Mikroreaktor /| e[ -- -
b |

f{ . == i et

N Reaktionskoordinate

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Temperaturkontrolle im Vergleich eines Mikroreaktors mit
einem konventionellen Batchsystem (modifiziert nach 1)),

Auf der linken Seite der Abbildung 22 wird schematisch die Breite der
Temperaturverteilung in  einem Reaktionsraum angezeigt. Idealerweise ist die
Temperatur Uberall nahezu gleich. Aufgrund des groBen Oberflache-zu-Volumen-
Verhaltnisses bei Mikroreaktoren ist eine extrem gute Temperaturkontrolle moglich. In
konventionellen Batchreaktoren kann es hingegen zu inhomogener Warmeverteilung
und zu einer Hot Spot-Bildung kommen.

Auf der rechten Seite der Abbildung 22 wird die Reaktion von Edukt A zu Produkt B
(A—B) betrachtet. Damit aus Edukt A das unerwinschte Nebenprodukt C wird, ist die
Aktivierungsenergie nur geringflgig hoher als die bendtige Aktivierungsenergie fur das
Produkt B. Ein gezieltes Design des Mikroreaktors und eine Anpassung der
Reaktionsparameter an die durchzufUhrende Reaktion kénnen im Idealfall dazu fhren,
dass die Bildung eines unerwlnschten Nebenproduktes vollstandig unterdrickt wird.

Die Mikroreaktortechnologie kann aufgrund der extrem hohen Temperaturkontrolle
genutzt werden, um sowohl stark endotherme als auch stark exotherme Reaktionen
durchzuflhren, die konventionelle Batchsysteme an die Grenzen ihrer Leistungsfahigkeit
bringen wirden. 4o

Dartber hinaus ermaoglichen Mikroreaktoren auch Reaktionen, die so im Batch nicht
durchfihrbar sind.
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Beispielsweise konnen durch extrem schnelles und reproduzierbares Mischen Strukturen
(z.B. Polymersome, Niosome,...) durch Selbstorganisation hergestellt werden, fir welche
dies im Batch nicht maoglich ist. Versucht man dieselben Ausgangsstoffe im Batch zu
mischen, fallen diese aus, da der Mischvorgang viel zu langsam ist und zu hohe lokale
Konzentrationsgradienten auftreten (vergleiche Kapitel 4.2). Auch ist es maglich, bei
entsprechender Auslegung der Reaktoren sowie der Gesamtanlage, Reaktionen bei sehr
hohen Temperaturen und/oder Drucken, sogar bei Uberkritischen Bedingungen
durchzuflhren und sich somit neue Reaktionsfenster zu erschlieBen.

Mikroreaktoren sind systemisch effizienter und daher auch im Hinblick auf
Prozesssicherheit sehr interessant. Aufgrund ihres geringen Innenvolumens befindet sich
immer nur eine kleine Menge Chemikalien im Reaktionsraum. Sollte trotz der
Parameterkontrolle doch einmal eine Reaktion durchgehen, so ist diese wegen der
geringen Volumina deutlich besser wieder in den Griff zu bekommen als bei einem
herkdmmlichen Batchansatz. Sollte es dazu kommen, dass es zu einem Ausfall der
Pumpen oder anderen Unfallen kommt, konnen keine schwerwiegenden Explosionen
auftreten. Durch ein einfaches Pumpen-Stoppsystem kann beispielsweise beim Ausfall
eines Kuhlsystems innerhalb weniger Sekunden der Reaktor herunter gefahren
werden. 140!

Wurde eine Anlage konzipiert und die optimale Prozessfihrung etabliert, gibt es zwei
unterschiedliche Wege um gréBere Mengen herzustellen. Zum einen durch ein reines
Numbering-up, bei dem analoge Aufbauten parallel betrieben werden oder bei
ausreichender Kenntnis der Reaktoreigenschaften und Maglichkeiten eines Scale-ups
unter Beibehaltung der Reaktionsbedingungen ist es auch maoglich, Reaktoren in
groBeren Dimensionen zu fertigen.

Zu den Nachteilen der Mikroreaktortechnologie gehdrt vor allem die Problematik des
Verstopfens. Darlber hinaus stellen FlUssigkeiten mit sehr hoher Viskositat sowie
fest/flUssig-Gemische (feine Dispersionen und kolloidale Losungen) ernst zu nehmende
Herausforderungen flr das Prozessieren dar und kénnen manchmal nur durch Nutzung
groBerer Strukturen im Millimeterbereich gelost werden.

Eine Limitierung far die Nutzung der Mikroprozesstechnik stellt die Kinetik der

jeweiligen Reaktion dar, welche ausreichend schnell sein muss, um sinnvoll im
kontinuierlichen Fluss abgebildet zu werden .14
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2.3.2 Dispergieren durch Einsatz von Mikromischern

Der Vorgang des Dispergierens zahlt zu den mehrphasigen Mischprozessen. Dies
bedeutet, dass mehrere ineinander unldsliche Komponenten miteinander vermischt
werden. ['7]

Mikromischer sind seit Gber 15 Jahren Bestandteil der Forschung und haben Einzug in
eine groBe Anzahl unterschiedlichster Anwendungsgebiete gehalten.!'®

Allgemein kann der Prozess des Mischens bei mikrofluidischen Systemen in zwei Arten
unterteilt werden: das aktive und das passive Mischen.[""®!

Beim aktiven Mischen erfolgt dazu ein Energieeintrag von einer externen Energiequelle.
Einige Beispiele hierfur sind Ultraschall, durch Blaschen induzierte Vibration, periodische
Variation der Flussraten oder magnet-induzierte hydrodynamische Bewegung.!"'?

Im Gegensatz dazu wird beim Vorgang des passiven Mischens lediglich die Flussenergie
innerhalb des Mischers genutzt. Die drei wesentlichen Prinzipien des passiven Mischens
in Mikromischern sind die Multilamination, das SAR-Prinzip (engl. split and recombine,
dt. aufspalten und wiedervereinen) sowie die Turbulenz. Alle drei Vermischungstypen
beruhen letztendlich auf Diffusion. Bei der Multilamination und dem SAR-Prinzip wird
mit laminaren Stromungen gearbeitet, bei der Turbulenz hingegen mit turbulenten
Stromungen.

Aufgrund der kleinen Volumina, der groBen Grenzflachen und der daraus resultierenden
hohen Mischkapazitat bei geringen Mischzeiten eignen sich Mikromischer besonders fir
schnell ablaufende Reaktionen, die eine hohe und genaue Reaktionskontrolle erfordern.
Zudem ermoglichen Mikromischer eine hervorragende Temperaturkontrolle durch
schnelle und effektive Abfuhr der Reaktionswarme. So konnen unerwunschte
Nebenreaktionen reduziert oder sogar unterdrickt werden. Die Kombination des
geringen Reaktionsvolumens mit einer sehr guten Warmeabfuhr erlaubt ein
kontrolliertes Durchflhren , gefahrlicher” Reaktionen, beispielsweise mit Peroxiden oder
elementarem Fluor, bei minimiertem Risiko.!""7:118l

Auch  bei  mikrostrukturierten  Mischern  besteht, wie allgemein bei der
Mikroverfahrenstechnik, die Gefahr eines Verstopfens der feinen Strukturen.!'

Es gibt eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden zur Kontaktierung der zu mischenden
Phasen, Mischprinzipien und Mischergeometrien.
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In Abbildung 23 wird ein schematischer Uberblick Gber unterschiedliche aktive und
passive Mischprinzipien gegeben, wobei die in dieser Arbeit verwendeten Mischertypen
(Schlitz-Interdigitalmischer, vergleiche Kapitel 2.3.2.2, und Raupenmischer, vergleiche
Kapitel 2.3.2.1) farblich hervorgehoben sind.

Schlitz-Interdigitalmischer

Splitting and
recombination

= \// m\
Injection into a main Forced mass \\\\
stream transport )

> /& Decrease of Contacting

} diffusion path

&’ =

High energy collision

Abbildung 23: Schematische Darstellung unterschiedlicher passiver und aktiver Mischprinzipien von
Mikromischern (modifiziert nach 13112119 Die beiden in der Arbeit verwendeten Mischertypen sind in der
Abbildung farbig markiert: Schlitz-Interdigitalmischer (O) und Raupenmischer (O).

Im Folgenden werden die beiden in dieser Arbeit verwendeten Mischertypen mit
Mischprinzip und genauen Spezifikationen beschrieben; dies sind im Einzelnen der
Raupenmischer (CPMM-V1.2-R300) und der Schlitz-Interdigitalmischer (SIMM-V2 und
SIMM-V4).

2.3.2.1 Raupenmischer

Der Name des Raupenmischers (CPMM, engl.: caterpillar micro mixer) lasst sich von
seiner inneren, raupenartigen Mischstruktur herleiten (siehe Abbildung 24). Das zu
Grunde liegende Mischprinzip ist das SAR-Prinzip (engl. split and recombine,
dt. aufspalten und wiedervereinen).
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Abbildung 24: Raupenmischer CPMM-V1.2-R600/12. Foto des geschlossenen Mischers mit fluidischen
Anschlissen (links).l'2°! Mikroskopische Aufnahme der Mischstruktur mit den beiden Einlassen, den
12 Mischstufen und dem Auslass (Mitte). Mikroskopische Teilaufnahme der Mischstufen (rechts).[2%

Bei dieser Technik werden Fluidstrome aufgespalten und wiedervereint. Dazu werden im
einfachsten Fall zwei FlUssigkeiten nebeneinander durch einen Kanal in einem
Mikromischer im laminaren Strom zusammengefihrt. Dort werden die Strome aufgrund
der speziellen Kanalgeometrie mehrfach getrennt und wieder vereint und so eine sehr
groBe Anzahl sehr diinner Lamellen erhalten (siehe Abbildung 25).

0 0.0005  0.001 (m}
0.00025 0.00078

Abbildung 25: Modell der Mischstruktur des Raupenmischers (links) und das theoretische Mischprofil
nach dem SAR-Prinzip (engl.: split and recombine, dt.: Aufspalten und wiedervereinen) (rechts).

Bei jeder Stufe des Mischens verdoppelt sich die Anzahl der einzelnen
Flssigkeitslamellen, somit ergeben sich nach n-facher Wiederholung 2" Schichten. Die
Durchmischung findet durch Diffusion innerhalb von wenigen Millisekunden zwischen
den sehr dinnen Lamellen statt.!"?" Prinzipiell entspricht dieses Prinzip also auch der
Multilamination. Eine zusatzliche Vermischung aufgrund von Turbulenzen tritt bei
hoheren Reynoldszahlen auf, welche bei hoheren Flussraten durch die Struktur
begUnstigt werden.

Neben der relativ einfachen Fertigung der Raupenmischer, zahlen zu den weiteren
Vorteilen dieser Mikromischer, dass auch FlUssigkeiten mit hoherer Viskositat prozessiert
werden kénnen und die Strukturen nicht so leicht verstopfen. Daher konnen mit
Raupenmischern sogar Fallungsreaktionen durchgefihrt werden.
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In den Versuchen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurden, kam der CPMM-
V1.2-R300 zum Einsatz (siehe Kapitel 4.2). Die Spezifikationen dieses Mischers sind in
Tabelle 6 aufgefihrt.

Tabelle 6: Spezifikationen der Raupenmischer CPMM-V1.2-R300 ['?2]

Modellbezeichnung ‘ CPMM-V1.2-R300
GroBe (L x B x H) [mm] ‘ 60 x 45 x 20
Mischkanalbreite [um] ‘ 300 x 300
Inneres Volumen [pL] ‘ 10
Material ‘ Edelstahl 1.4435
Betriebstemperatur [°C] ‘ -40 — 220
Druckstabilitat [bar] ‘ 100
Flussrate [L/h] ‘ 05-4
Verweilzeit [ms] ‘ 3,6-72
Maximale Viskositat [mPas] ‘ 100

2.3.2.2 Schlitz-Interdigitalmischer (SIMM = Slit Interdigital Micro Mixer)

Beim Schlitz-Interdigitalmischer (SIMM = engl. Slit Interdigital Micro Mixer) werden zwei
Strome A und B entgegengesetzt in einen Mikromischer eingeleitet und dort in eine
definierte Anzahl an Lamellen aufgesplittet. Dies wird durch eine Mehrfachgabelung in
einer kammartigen Struktur erreicht. Die so erzeugten Lamellen werden dann mittels
einer Schlitzmaske alternierend bzw. interdigital in der sich abwechselnden Reihenfolge
A-B-A-B-... zusammengefihrt und Uber einen Schlitz im 90 °-Winkel aus dem Mischer
wieder ausgeleitet. Der Schlitz kann durch eine Lochblende weiter verkleinert werden,
um eine hohere Fokussierung und damit ein weitere Verringerung der Lamellenbreite
aufgrund der raumlichen Verengung zu erreichen. Entsprechend fuhrt diese zusatzliche
Fokussierung zu einer Beschleunigung der Vermischung durch Diffusion.l'?3-1261 Das
Funktionsprinzip ist in Abbildung 26 graphisch dargestellt.

Abbildung 26: Funktionsprinzip des Schlitz-Interdigitalmischers: Zwei entgegen gerichtete
FlUssigkeitsstrome A und B werden aufgrund der Mikrostruktur des Mischers in eine definierte Anzahl an
Lamellen aufgeteilt (interdigital). Bei Austreten durch den Schlitz im rechten Winkel zur Einstrémrichtung

werden die Lamellen alternierend zusammengefihrt.
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Um eine gleichmaBige Beflllung der einzelnen Kanale im Mischer zu gewahrleisten,
werden die Strukturen so gewahlt, dass ein hoher Druckabfall erreicht wird. Der Strom,
der sich durch die Zusammenflihrung der beiden Flissigkeiten A und B ergibt, zeichnet
sich durch die abwechselnde Reihenfolge (A-B-A-B-...) der Schichten aus sowie durch
ein hohes Gleichmal3 der laminaren Schichten.

Abbildung 27: Fotos von zwei Modellen des Schlitz-Interdigitalmischers: a) SIMM-V2 und b) SIMM-V4,
beide gefertigt am Fraunhofer IMM. Bei beiden Mischern sieht man Ober- und Unterteil des Gehauses
sowie das jeweilige mikrostrukturierte Inlay.

Die genauen Spezifikationen der Modelle SIMM-V2 und SIMM-V4 sind in Tabelle 7
aufgelistet.

Tabelle 7: Spezifikationen der SIMM-V2!"2! und -V4 Mikromischer

Modellbezeichnung SIMM-V2 SIMM-V4
GrofBe [mm] 30x40x 30 (LxBxH) 25x20 (D x H)
Inneres Volumen [pL] 8 8
Edelstahl 1.4571 (Halter)
Edelstahl 1.4435 (Inlay)
Betriebstemperatur* [°C] -40 - 220 -40 - 500
Druckstabilitat* [bar] Bis zu 100 Bis zu 100
Flussrate [L/h] 0,04-2,5 0,04-2,5
Verweilzeit [ms] 14,4 - 720 14,4 - 720
Maximale Viskositat* [mPas] 10000 10000
*abhangig vom Anwendungsbereich und dem verwendeten Dichtungsmaterial

Material Edelstahl 316L

Das Modell SIMM-V4 stellt eine Weiterentwicklung des SIMM-V2 dar. Der maBgebliche
Unterschied zwischen den beiden Mischern ist, dass sich beim SIMM-V2 die
Interdigitalstruktur im Inlay befindet und der Schlitz im Gehause; beim SIMM-V4 sind
sowohl der Schlitz als auch die Interdigitalstruktur im selben Bauteil, dem Inlay (siehe
Abbildung 27, rechtes Bild).

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl der SIMM-V2 als auch der SIMM-V4
Mikromischer verwendet.
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2.4 Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel

Superparamagentische Eisenoxid-Nanopartikel (SPIO = engl. superparamagnetic iron
oxides) gelten im Allgemeinen als biokompatibel und werden bereits seit den
1990 Jahren fir medizinische Anwendungen genutzt!'2% (siehe Kapitel 2.4.6).

SPIO und SPIO-basierte Systeme sind aufgrund ihrer Eigenschaften nicht nur
ausschlieBlich fur Therapie oder Diagnostik interessant, sondern auch fir eine
Kombination aus beidem, der sogenannten Theranostik.!'28124

Eisenoxide konnen in 16 unterschiedlichen Modifikationen vorkommen, welche sich in
Oxide, Oxid-Hydroxide und Hydroxide unterteilen lassen.l'®® Die drei am weitesten
verbreiteten eisenhaltigen Mineralien sind Magnetit (Fes04), Maghemit (y-Fe,Os) und
Hamatit (a-Fe,0s3).

2.4.1 Kiristallstrukturen von Magnetit und Maghemit und Hamatit

Kristallstrukturen kénnen durch ihr jeweiliges Kristallgitter beschrieben werden. Dieses
gibt die dreidimensionale Anordnung von Punkten bzw. den einzelnen Atomen
innerhalb eines Kristalls an. Ein Gitter lasst sich in Elementarzellen unterteilen, welche
alle Informationen enthalten, die zur Beschreibung des Gitters notwendig sind.

2.4.1.1 Magnetit (Fes04)

Der Magnetit ist das alteste bekannte magnetische Material. Bereits im Mittelalter war
die anziehende Wirkung auf Eisen bekannt und wurde spater zur Entwicklung des
Kompasses genutzt.8

Magnetit kristallisiert in einer inversen Spinellstruktur mit kubisch-flachenzentrierter
Elementarzelle, in welcher die Sauerstoffatome in einer kubisch dichtesten
Kugelpackung angeordnet sind.l'"® In den Zwischengitterplatzen befinden sich
Eisenkationen mit zwei unterschiedlichen Koordinationen: Wahrend die Tetraederllcken
durch Fe3* besetzt werden, werden die Oktaederllcken je zur Halfte von Fe?* und Fe3*
aufgefUllt. Somit lasst sich die Struktur der Einheitszelle durch die inverse Spinellstruktur
Uber die Summenformel (Fe3*)g[Fe?tFe3*]30%™ 5, beschreiben; dabei steht () fur die
tetraedrisch und [] fUr die oktaedrisch koordinierten Platze. Eine graphische
Visualisierung ist in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Einheitszelle von Magnetit (Fe;04). Dabei symbolisieren ® dreiwertiges Eisen,
zweiwertiges Eisen und @ Sauerstoff (modifiziert nach 12%).

2.4.1.2 Maghemit (y-Fe,0s)

Maghemit als Alterungsprodukt des Magnetits ist als rotbraunes Mineral im Erdboden
zu finden. Es tritt auch als Produkt von Heizprozessen anderer Eisenoxide unter
Anwesenheit organischer Materialien auf.l'3"

Maghemit (y-Fe,Os) ist im Gegensatz zu Hamatit (a-Fe,Os) stark magnetisch, obwohl
beide die gleiche Zusammensetzung haben (Fe;0s). Das liegt daran, dass Maghemit
(y-Fe;0s) bis auf die Ausnahme kationischer Fehlstellen isostrukturell zu Magnetit (Fe304)
ist. Die kubische Einheitszelle enthalt analog zum Magnetit ebenfalls 32 Sauerstoffionen.
Die tetraedrischen Platze sind — wie auch im Magnetit — mit 8 Eisenkationen besetzt. Die
verbleibenden Eisenkationen verteilen sich statistisch auf die Gbrigen Oktaederllcken.

Als Summenformel ergibt sich daraus (Fe3t)g [D1/3F63+5/3] 0?%™5,; dabei symbolisiert
8

[ ] die Fehlstellen.

Aufgrund der ahnlichen Struktur erklart sich auch, wieso Maghemit aus Magnetit
entsteht. Bei der Synthese von magnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln tritt oftmals eine
Mischung aus den beiden strukturell sehr ahnlichen Varianten Magnetit und Maghemit
auf 1118l

2.4.1.3 Hamatit (a-Fe,0s)

Hamatit ist das am langsten bekannte Eisenoxid und sein Name kann aufgrund der
typischen rote Farbe auf das griechische Wort , Haime” (aipa = Blut) zurickgefuhrt
werden. Hamatit ist das Endprodukt der Reaktionsketten vieler anderer Eisenoxide und
thermodynamisch sehr stabil.?8 Es kristallisiert in der Korundstruktur™>" und ist somit
isostrukturell zu a-Al,05.128
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Die Einheitszelle ist hexagonal und besteht aus Formeleinheiten. Die Struktur enthalt
verzerrte O¢-Oktaeder, deren Zentren zu zweidrittel mit jeweils einem Fe3+-Kation besetz
sind. Die Sauerstoffatome bilden in der hexagonalen ab-Ebene eine verzerrte hcp-
Struktur aus. Dabei kommt es zu einer ABAB Schichtreihenfolge in c-Richtung. Die
Eisenkationen  hingegen weisen  honigwabenartige  Gitterebenen mit  einer
Schichtreihenfolge von ABSABS, allerdings ebenfalls in c-Richtung ausgerichtet.?8!

Abbildung 29: Einheitszelle von Hamatit (a-Fe,0s). Dabei symbolisieren ® dreiwertiges Eisen und
® Sauerstoff (modifiziert nach [28).

Hamatit besitzt eine elektronische Anisotropie, da jedes dritte Oktaederzentrum
unbesetzt ist. Dies wird dadurch ausgeglichen, dass sich die Eisenkationen von ihrem
idealen Oktaederplatz in Richtung der unbesetzten Platze verschieben.

Hamatit weist ein groBen- und temperaturabhangiges komplexes magnetisches
Verhalten auf. Nanopartikel mit einem Durchmesser kleiner 20 nm besitzen
superparamagnetische Eigenschaften.

Makroskopische Kristalle sind bei Raumtemperatur leicht ferromagnetisch, aber
oberhalb ihrer Curie-Temperatur (T, = 956 K) zeigen sie paramagnetisches Verhalten.
Abbildung 29 zeigt eine schematische Visualisierung der Einheitszelle von Hamatit.

2.4.2 Synthese

Die drei wichtigsten Methoden zur Herstellung von magnetischen Eisenoxid-
Nanopartikeln sind die Co-Prazipitation, die thermische Zersetzung und die Templat-
Synthese. Im Folgenden werden diese Methoden kurz vorgestellt.
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2.4.2.1 Co-Prazipitation

Eine einfache und kostenguinstige Maglichkeit zur Herstellung von FesO4-Nanopartikeln
ist die Co-Prazipitation von Eisen(ll)- und Eisen(lll)-Salzen im basischen Medium in der
Abwesenheit von Sauerstoff. Dies ist gleichzeitig auch die schnellste der drei
vorgestellten Synthesemdglichkeiten mit der Maoglichkeit zur Herstellung groBer
Ansatze. Erstmals wurde das Verfahren unter Nutzung von FeCl, und FeCl; von Massart
et al. 1981 veroffentlicht.

Fe?* + 2Fe3* + 80H™ - Fe3;0, + 4H,0

Abbildung 30: Reaktionsgleichung fir die Fallung von Eisen(ll)- und Eisen(ll)-Salzen in wassriger Losung
unter basischen Bedingungen.

Mit dieser Methode erhalt man Nanopartikel mit GréBen von ca. 2 nm bis hin zu 20 nm
in wassriger Dispersion, die allerdings meist relativ breite GroBenverteilungen
aufweisen 11321331

Die GroBe, Form und Komposition der Partikel und damit auch ihre magnetischen
Eigenschaften kdnnen durch verschiedene Parameter wie z.B. Temperatur, pH-Wert,
lonenstarke der Reaktionsldésung, Art und Stochiometrie der eingesetzten Basen und
Eisensalze (Chloride, Nitrate, Sulfate,...) beeinflusst werden.!'? Auch die verwendeten
Stabilisatoren kénnen einen groB3en Einfluss, sowohl auf die Synthese selbst als auch auf
die spateren Eigenschaften unter physiologischen Bedingungen, haben.

2.4.2.2 Thermische Zersetzung

Die thermische Zersetzung oder Thermolyse von Precursor-Verbindungen liefert
monodisperse Eisenoxid-Partikel im GroBenbereich von 3 nm bis 50 nm mit
kontrollierter Form (Kugel, Wrfel, Stabchen,...).[34138!

Der Prozess wird bei Temperaturen von 100 °C bis hin zu 300 °C durchgefthrt und ist
daher extrem energieintensiv.!'20!

Bei dieser Methode wird ein Organometall als Vorlaufermolekdl (= Precursor) in
hochsiedenden Losungsmitteln in der Gegenwart von Stabilisatoren zersetzt. Beispiele
far ~ solche  verwendeten  Ausgangsverbindungen  sind  Eisencarbonylel’#,
Eisenacetylacetonate!’™™ und  Eisen-Fettsauresalzel'36'38 Als  Stabilisator — wird
typischerweise Olsaure verwendet, aber auch andere langkettige Fettséduren, Amine und
Thiole kommen zum Einsatz.['?®! Damit sind die hergestellten Partikel nach der Synthese
hydrophob, kénnen aber Uber einen anschlieBenden Ligandenaustausch auch hydrophil
stabilisiert werden.
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2.4.2.3 Templat-Synthese

Bei der Templat-Synthese wurde 1982 von Inouyel™* zum ersten Mal beschrieben wie
Mikroemulsionen genutzt werden, um auf begrenztem Raum Eisenoxid-Nanopartikel
mit kontrollierter GroBe herzustellen.['2%

Die Methode nutzt mizellare Strukturen als Template. Die mizellaren Strukturen
bestehen dabei aus Tensiden wie z.B. Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB),
Natriumdodecylbenzolsulfonat (SDBS) oder Triton-X 100. Die GroBe der Mizellen
entspricht der GroBe der Reaktionsraume und korrespondiert damit gleichzeitig mit der
GroBe der resultierenden Partikel. Eine Kontrolle der GroBe erfolgt durch die Wahl der
Losungsmittel, der Tenside sowie deren stochiometrische Zusammensetzung.!'2°
Metalloxide werden meistens durch inverse Emulsionen (Wasser in Ol) synthetisiert.

Da die Ausbeuten gering aber gleichzeitig der Losungsmittelverbrauch sehr hoch ist,
eignet sich dieses Verfahren nicht flr groBBtechnische Anwendungen.!'?%!

2.4.3 Grundlagen des Magnetismus

Magnetische Felder lassen sich im Vakuum durch die magnetische Flussdichte oder
Induktion B, die Permeabilitat im Vakuum p, und die Magnetfeldstarke H
beschreiben:!140)

B = uoH. (23)
B :magnetische Flussdichte oder Induktion
Uo :Permeabilitit im Vakuum
H :Magnetfeldstarke

Wird ein Korper in ein homogenes Magnetfeld gebracht, so resultiert in dessen Inneren
eine Induktion Bjunen. Diese setzt sich zusammen aus der auBeren Flussdichte Bgyugen
und der magnetischen Polarisation J. Bestandteil der magnetischen Polarisation J ist die
Suszeptibilitat y, welche die Reaktion der Magnetisierung auf ein angelegtes
Magnetfeld beschreibt:!'41

Binnen = Baugen +J = Baugen + XBaugen- (24)
Binnen :innere magnetische Flussdichte
Baugen :aufdere magnetische Flussdichte
] :magnetische Polarisation
x :Suszeptibilitat
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Ublicherweise wird das Verhalten magnetischer Materialien durch die Magnetisierung M
beschrieben."™! Fir die meisten Materialien (Diamagnete und Paramagnete) besteht
Uber die Suszeptibilitat y ein linearer Zusammenhang zwischen der Magnetisierung M
und der Magnetfeldstarke H:l'2!

M = yH. (25)
M :Magnetisierung

Die Magnetisierung M ist definiert als das magnetische Moment fi,44 pro Volumen V:

__ Hmag
M = Lneg (26)

Umag :magnetisches Moment

V :Volumen

Die Suszeptibilitat y kann zur Klassifizierung verschiedener magnetischer Materialien
genutzt werden:[14%!

Tabelle 8: Klassifizierung nach diamagnetischen, paramagnetischen und ferromagnetischen Materialien
anhand ihrer Suszeptibilitat y.[14"

Diamagnetische Materialien x <0
Paramagnetische Materialien x>0
Ferromagnetische Materialien Jy@>a

Bei diamagnetischen und paramagnetischen Materialien gibt es in Abwesenheit eines
Magnetfeldes keine Wechselwirkungen der einzelnen Spins untereinander und die
atomaren magnetischen Momente sind daher zufallig verteilt. Daraus ergibt sich, dass
der Wert der Magnetisierung null betragt.i4"

Bei Ferro-, Ferri- oder Antiferromagneten gibt es jedoch Domanen mit geordneten
magnetischen Momenten, die durch Domanenwande voneinander getrennt sind. In
diesen, nach dem franzdsischen Physiker Pierre Weiss benannten Weiss’schen Bereichen,
sind wegen weitreichenden Spin-Spin-Wechselwirkungen die magnetischen Momente
jeweils in dieselbe Richtung gekoppelt. Aufgrund des daraus resultierenden
kooperativen und kollektiven Magnetismus folgt eine spontane, von Null verschiedene
Magnetisierung des Materials.['?%
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Die Magnetisierung ist temperaturabhangig. Dies bedeutet, je hoher die Temperatur ist,
desto mehr Fluktuation findet statt und damit sinkt der Wert der spontanen
Magnetisierung.!'20!

Ferromagnetische Materialien besitzen unterhalt einer spezifischen charakteristischen
Temperatur, der sogenannten Curie-Temperatur T, Domanen mit jeweils homogener
Magnetisierung, die Weiss'schen Bereiche. 20!

Je nach Material ist die Spinordnung unterhalb der Curie-Temperatur in den Weiss'schen
Bereichen unterschiedlich (siehe Abbildung 31): bei ferromagnetischen Materialien ist
die Spinanordnung, wie bereits beschrieben, parallel, eine antiparallele Ausrichtung der
Spins findet man bei antiferromagnetischen Materialien und bei ferrimagnetischen
Materialien liegt eine antiparallele Kopplung verschieden groBer Spinmomente vor.[12%
Abbildung 31 fasst diese Unterschiede zusammen und stellt sie schematisch dar.

a) paramagnetisch b) ferromagnetisch ) antiferromagnetisch d) ferrimagnetisch
l > > g < — A
> < > < —

/x\‘ \ F

Abbildung 31: Schematische Darstellung verschiedener Spin-Orientierungen als Modelle fir die
Phanomene des kooperativen Magnetismus bei (a) para-, (b) ferro-, (c) antiferro- und
(d) ferrimagnetischen Materielien (modifiziert nach [4%),

2.4.4 Superparamagnetismus

Im Allgemeinen liegen groBere Partikel aus ferro- oder ferrimagnetischen Materialien als
Mehrdomanenteilchen vor.['20)

Unterhalb einer kritischen GroBe, die in der GroBenordnung der Weiss'schen Bereiche
liegt, sind alle Elektronenspins innerhalb dieses Partikels einheitlich ausgerichtet und es
handelt sich somit um einen Eindomanenpartikel (siehe Abbildung 32). Diese
PartikelgroBe ist materialspezifisch und liegt normalerweise im GroBenbereich von
einigen 10 nm.43
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Abbildung 32: Schematische Darstellung magnetischer Domanen in a) ferromagnetischen und
b) superparamagnetischen Nanopartikeln. a) Bei ferromagnetischen Materialien sind in Abwesenheit eines
Magnetfeldes die magnetischen Ausrichtungen der einzelnen Weiss'schen Bereiche statistisch verteilt.
b) Wird eine kritische GroBe unterschritten — welche etwa in der GréBenordnung der Weiss'schen
Bereiche liegt — sind alle Elektronenspins innerhalb dieses Partikels einheitlich ausgerichtet und es liegen
superparamagnetische Eindoméanenpartikel vor (modifiziert nach [36.144.145]),

Abbildung 33 veranschaulicht, dass bei superparamagnetischen Teilchen in der
Abwesenheit eines Magnetfeldes der magnetische Moment des Gesamtsystems Null
betragt, da die Spinausrichtung zwar innerhalb der Partikel einheitlich ist, aber Gber alle
Partikel hinweg statisch verteilt vorliegt. Setzt man das System einem Magnetfeld aus,
kommt es zu einer Ausrichtung der magnetischen Momente der Partikel.

a) ohne magnetisches Feld b) mit magnetischem Feld

@ @
S ®@@ ®®® @
SIS ® P @
S O il @@
Ze @

Abbildung 33: Schematische Darstellung superparamagnetischer Partikel und ihres Verhaltens ohne und
mit magnetischem Feld. a) Obwohl die magnetischen Momente innerhalb jedes einzelnen Partikels
geordnet vorliegen (1), ist der magnetische Moment des Gesamtsystems, welches die Partikel enthalt, Null
bei ausreichend hohen Temperaturen in der Abwesenheit eines Magnetfelds. b) Wird das System jedoch
einem Magnetfeld ausgesetzt, kommt es zu einer statistischen Ausrichtung der magnetischen Momente
der Partikel (modifiziert nach [14e1),

In Abbildung 34 werden die Ubergange in Abwesenheit und bei Aussetzen in einem
Magnetfeld bei ferromagnetischem und superparamagnetischem Verhalten in
Abhangigkeit von der PartikelgroBe veranschaulicht und erlautert.
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ferromagnetisch

PartikelgréBe

Abbildung 34: Schematische Darstellung der Ubergange bei ferromagnetischem und
superparamagnetischem Verhalten in Abhdngigkeit von der PartikelgroBe (in Anlehnung an Cademartiri et
al.l*N_ Ferro- und ferrimagnetische Materialien zeigen eine Hysterese-Kurve. Wenn ein Magnetfeld mit
der Feldstarke H angelegt wird, kommt es zur Ausrichtung der Spins in den einzelnen Weiss'schen
Bereichen. Mit zunehmender Feldstarke wachst die Magnetisierung M solange an bis eine maximale Spin-
Ausrichtung sowie die Sattigungsmagnetisierung Ms erreicht ist. Wird anschlieBend die Feldstarke wieder
verringert, bleibt eine remanente Magnetisierung Mg, da die Spins der Weiss'schen Bereiche nicht
vollstandig in ihre ursprungliche Orientierung zurlckkehren. Um dies zu erreichen ist es notwendig, ein
Feld Hc (Koerzitivfeldstarke) in umgekehrter Richtung anzulegen und so wieder eine vollstandige
Entmagnetisierung zu erreichen. Superparamagnetisches Verhalten tritt ein, wenn diese ferro- oder
ferrimagnetischen Materialien PartikelgroBen haben, die kleiner sind als die eines einzelnen Weiss'schen
Bereichs. Das Besondere an der superparamagnetischen Magnetisierungskurve ist, dass es keine Hysterese
gibt und somit keine remanente Magnetisierung Mg und auch keine Koerzitivfeldstarke Hc. Wird allerdings
die Blocking-Temperatur Tg unterschritten, kehrt das ferro- bzw. ferrimagnetische Verhalten des Materials
zurGck.120
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Bei magnetischen Momenten kommt es aufgrund der magnetischen Anisotropie dazu,
dass sie sich bevorzugt in eine bestimmte Richtung orientieren (lokales
Energieminimum).[2°’ Somit kann es auch bei Eindomanenpartikeln zu einer remanenten
Magnetisierung kommen. 48l

Eine spontane Umkehrung der Magnetisierung von ausreichend kleinen Partikeln kann
thermisch induziert werden, wodurch sie in die Lage versetzt werden, die
Energiebarriere (Anisotropieenergie) zu Uberwinden. Dieses Phanomen wird als
superparamagnetische Relaxation bezeichnet.l'2% Die Definition dieser Zeitkonstante, der
Néel’'schen Relaxationszeit Ty, lautet:

Ty = Toexp (KVC). (27)

kpT
Ty :Néel'sche Relaxationszeit
K :Anisotropiekonstante des Materials (Anisotropieenergie A = KV,)
Ve :Volumen des magnetischen Kerns
kg :Boltzmann Konstante

T :absolute Temperatur

Eine Neuorientierung der magnetischen Momente kann alleine durch Rotation erfolgen,
wenn die Partikel in einem fllssigen Medium dispergiert vorliegen. Die dafur benétigte
Zeitkonstante ist die Brown’sche Relaxationszeit 7z. Diese steht in einer Abhangigkeit
von den hydrodynamischen Eigenschaften der entsprechenden Partikel V;, und der
dynamischen Viskositat des Mediums n hat. Formel (28) zeigt diesen Zusammenhang:

_ 3nVh
B= Yot (28)
Tg :Brown'sche Relaxationszeit

n :dynamische Viskositiat des Mediums

V, :hydrodynamisches Volumen

In flussiger Phase kommt es zu einer Konkurrenz zwischen den beiden Mechanismen der
Néel'schen Relaxationszeit 7, und der Brown’schen Relaxationszeit tz, wobei der
schnellere Prozess dominiert.'* Die effektive Zeitkonstante ./ ist der Kehrwert aus der
Summe der Kehrwerte der Néel'schen Relaxationszeit ty und der Brown’schen
Relaxationszeit tp:

—=—4— (29)

‘L'eff TN B

Tefr :effektive Zeitkonstante
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Die Gleichungen (27) und (28) zeigen, dass die unterschiedlichen Zeitkonstanten in
unterschiedlicher Weise von der GroBe der Partikel abhangig sind. Mit steigendem
Partikelvolumen  wachst die  Néel'sche Relaxationszeit 7y aufgrund der
Exponentialfunktion extrem stark. So ist fur die effektive Zeitkonstante 7., bei groBen
Partikeln die Brown’sche Relaxationszeit Tz nahezu alleine relevant. Fir kleine Partikel ist
der Magnetisierungsvektor hingegen so beweglich, dass Superparamagnetismus nach
Néel sogar fur immobilisierte Partikel gegeben ist.['**! Diese Abhangigkeit der effektiven
Zeitkonstante 7.7, von den beiden unterschiedlichen Mechanismen, in Abhangigkeit
von der PartikelgroBe, wird in Abbildung 35 graphisch veranschaulicht.

3 Néel'scheRelaxationszeit Ty
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Abbildung 35: Abhangigkeit der Zeitkonstanten ¢ von dem Partikelradius r fir Magnetit-Nanopartikel
(modifiziert nach U'49).

In  Abwesenheit eines magnetischen Feldes verhalten sich superparamagnetische
Teilchen analog zu paramagnetischen Materialien, besitzen jedoch eine wesentlich
hohere Suszeptibilitat. Eine Besonderheit superparamagnetischer Teilchen ist, dass sie —
im Gegensatz zu ferromagnetischen Materialien — keine Hysterese zeigen. Dies
bedeutet, dass ihre Magnetisierung vollstandig reversibel ist und keine Remanenz
zurlckbleibt wie dies hingegen bei Ferromagneten der Fall ist. Unterhalb der Blocking-
Temperatur  reicht die  Energie nicht aus, um eine Anderung der
Magnetisierungsrichtung der superparamagnetischen Partikel zu induzieren und es
dominiert ferromagnetisches Verhalten.!'?°!

70



THEORIE UND GRUNDLAGEN

2.45 Ferrofluid

Ferrofluide sind stabile Dispersionen ultrafeiner magnetischer Partikel oder verkapselter
magnetischer Partikel in einem organischen oder wassrigen Medium.>% Sie sind
superparamagnetisch und besitzen eine sehr geringe Hysterese.

Ferrofluide werden bereits fur die unterschiedlichsten Anwendungen eingesetzt. Dies
sind zum Beispiel magnetische Tinten, Schmiermittel oder Wellendichtungen. Da sie im
Magnetfeld ihre Viskositat andern, koénnen sie als Schwingungsdampfer in
StoBdampfern oder in Lautsprechern genutzt werden.!'>"!

Die magnetischen Partikel im Ferrofluid werden durch ein Tensid stabilisiert. Dies dient
dazu, ein Agglomerieren oder Sedimentieren zu verhindern.!"™>% Wenn die Partikel einem
magnetischen Feld ausgesetzt werden, sollen sie dennoch weiterhin gleichmaBig,
einzeln dispergiert im Tragermedium vorliegen.!"0!

Die in dieser Arbeit verwendeten magnetischen Eisenoxid-Nanopartikel wurden als
sogenanntes Ferrofluid gekauft (Ferrofluid, Webcraft GmbH, Gottmadingen,
Deutschland). Das Ferrofluid besteht zu etwa 80 % aus Eisenoxid-Partikeln, welche in
Mineralol gelost vorliegen. Die Magnetit-Partikel wurden durch basische Fallung von
Fe?*- und Fe*-Salzen synthetisiert. Stabilisiert werden die Partikel mit einem
Durchmesser von 5 nm bis 10 nm durch hydrophobe Olsaure.['®!

2.4.6 Magnetische Nanopartikel in der Medizin

Es gibt bereits eine Vielzahl von Anwendungen fir magnetische Nanopartikel in der
Medizin. Sie finden Einsatz in der Magnetresonanztomographie (=MRT), der
Hyperthermie und werden sowohl zur Zellseparation als auch als Transportsysteme fir
medizinische Wirkstoffe genutzt.'>2 Magnetische Nanopartikel konnen aufgrund ihrer
geringen GroBe in Zellen aufgenommen werden und sogar so modifiziert werden, dass
sie in der Lage sind die Blut-Hirn-Schranke zu Gberwinden 13!

In der Regel werden superparamagnetische Magnetit-Nanopartikel (Fes0.) fir
medizinische Anwendungen eingesetzt. Diese haben den groBen Vorteil, dass sie
aufgrund ihrer superparamagnetischen Eigenschaften, nach Ausschalten des
Magnetfeldes, keine Restmagnetisierung mehr besitzen, was zu einer Aggregation
fuhren konnte. Allgemein ist es sehr wichtig, dass die verwendeten Partikel nicht
agglomerieren, da sonst nicht nur ihre Verbreitung innerhalb des Korpers eingeschrankt
wulrde, sondern es sogar zu Blockaden des Blutfluss flihren konnte. Daher ist es
unbedingt notwendig, eine stabile Dispersion der Partikel zu gewahrleisten.

Ist dies gegeben, konnen die magnetischen Nanopartikel entweder intravends
verabreicht oder in das Gewebe injiziert werden. ">
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3 CHARAKTERISIERUNGSMETHODEN

Zur Untersuchung makroskopischer Proben sind unterschiedlichste Methoden etabliert;
darGber hinaus haben Einzelmolekilmethoden in den letzten drei Jahrzehnten
erhebliche Bedeutung erlangt. Auch die Charakterisierung nanoskaliger Materialien und
Kolloide hat eine mindestens einhundertjdhrige Geschichte, stellt aber aufgrund der
Vielzahl an Parametern und der geringen GroB3e immer noch eine Herausforderung dar.

Die Aufklarung von Struktur und Eigenschaften nanoskaliger Objekte ist aufgrund der
steigenden Anzahl an neuen Materialien und Funktionen von wachsendem Interesse,
wobei sich auch das methodische Repertoire vergroBert.

Eine Charakterisierung in Losung ist zum Beispiel Uber Streumethoden wie der
Lichtstreuung (LS), die Rontgendiffraktion (SAXS) oder Kleinwinkelneutronenstreuung
(SANS) moglich oder aber Uber Fraktionierung mit Hilfe der Gel-Permeations-
Chromatographie (GPC), der Ultrazentrifugation oder der Feld-Fluss-Fraktionierung (FFF).
Darlber hinaus gibt es noch abbildende Methoden zu denen wu.a. die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), Rasterelektronenmikroskop (REM) und die
Rasterkraftmikroskop (AFM) zahlen.

Die Vorteile der Charakterisierung in Ldsung liegen darin, dass die Analyse in dem
Medium erfolgt, in dem die Partikel nach der Darstellung vorliegen oder fir eine
nachfolgende Anwendung udberfihrt werden, und somit die Umgebungseinflisse
berlcksichtigt werden. Darlber hinaus erhalt man eine gute Statistik Uber eine grof3e
Anzahl an Teilchen, aber eben nur Mittelwerte.

Ein Nachteil dieser Methoden ist die Komplexitat der Datenauswertung und die nicht
immer eindeutig zu interpretierenden Daten.

Bei den bildgebenden Methoden hingegen erhadlt man zwar eine direkte
Strukturabbildung; allerdings konnen aufgrund der Probenpraparation (z.B. Trocknen)
Artefakte auftreten. Zudem wird pro Bild immer nur eine begrenzte Anzahl an Partikeln
abgebildet.

Um Nanostrukturen maoglichst genau zu charakterisieren, ist eine sich erganzende
Kombination mehrerer Methoden empfehlenswert.
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3.1 Lichtstreuung

Die Lichtstreuung stellt eine wichtige Methode zur zerstérungsfreien Charakterisierung
von gelosten Makromolektlen dar und liefert Informationen zu den statischen und
dynamischen Eigenschaften.l'!  Darlber hinaus ist die Lichtstreuung eine
Absolutmethode und bendtigt somit keine Eichung.

Der allgemeine Aufbau einer Lichtstreuapparatur ist in Abbildung 36 dargestellt.

Kivette
mit Probe

Primarstrahl temperiertes

Io. Ao / Toluolbad

N it IR EEEEEEE transmittierter Strahl

: Intensitat des Primarstrahls

: Wellenlange des eingehenden Strahls

: Winkel des Primarstrahls und gestreutem Strahls
: Abstand des Detektors von der Probe

: Intensitat des gestreuten Lichts

~a @

Abbildung 36: Schematische Darstellung einer Lichtstreuapparatur.

Bei der statischen Lichtstreuung (SLS) wird Uber ein langeres Zeitintervall hinweg
winkelabhangig die gemittelte Streuintensitat beobachtet. Daraus lassen sich das
Gewichtsmittel M,,, das z-Mittel des Tragheitsradienquadrats (RZ), und der zweite
Virialkoeffizient des osmotischen Drucks A, bestimmen. Dieser zweite Virialkoeffizient
des osmotischen Drucks A, ist ein MaB fir die intra- und intermolekularen
thermodynamischen Wechselwirkungen zwischen dem gelosten Polymer und dem
Losungsmittel. Flr hinreichend groBe Molekile kénnen Uber die Winkelabhangigkeit
des Streulichts Aussagen Uber Form des MakromolekUls getroffen werden.

Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS) wird die zeitliche Fluktuation der
Streuintensitat gemessen und damit indirekt die Brown’sche Molekularbewegung
beobachtet. Darlber kann dann mit der Stokes-Einstein-Beziehung tber das z-Mittel des
Diffusionskoeffizienten D, der kugelaquivalente hydrodynamische Radius R;, ermittelt
werden.
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3.1.1 Statische Lichtstreuung

Bei der statischen Lichtstreuung wird die zeitlich gemittelte Streuintensitat
winkelabhangig gemessen. Anhand dieser Daten kann sowohl das Gewichtsmittel der
Molmasse M,,, das z-Mittel des Tragheitsradienquadrats (R3), sowie der zweite
Virialkoeffizient des osmotischen Drucks A, bestimmt werden.

Durch das fluktuierende, elektrische Feld des Primarstrahls werden oszillierende Dipole in
den Elektronenhullen der Molekule induziert. Diese emittieren dann ihrerseits, da sie
aufgrund der Schwingung des elektrischen Feldvektors der elektromagnetischen
Strahlung ebenfalls schwingen, selber elektromagnetische Strahlung als ungerichtetes
Streulicht. Dabei stimmt der Uberwiegende Anteil dieser Sekundarstrahlung in Frequenz
und Phase mit der Primarstrahlung Uberein.1?°!

Mit der Maxwell’'schen Theorie der Elektrodynamik leitete Lord Rayleigh die
fundamentale Gleichung zur statischen Lichtstreuung theoretisch ab. Dabei zeigte er,
dass die Streuintensitat idealer Gase von der Teilchenzahl, der Wellenlange des Lichts,
dem Beobachtungswinkel und der Polarisierbarkeit abhangt.l'*®! Smoluchowsky!"™” und
Einstein('>8 erweitern dies zur Fluktuationstheorie, in welcher Konzentrations- und
Dichteschwankungen fir die Streuung von Licht bertcksichtigt werden. Diese werden
von der thermischen Bewegung des Streumediums hervorgerufen, was schlussendlich
Schwankungen im Brechungsindex zur Folge hat. Die Theorie kann dadurch nun auch
auf Losungen angewendet werden. Allerdings tragen nur Volumenelemente zur
Streuung bei, deren Brechungsindex verschieden ist von dem der Umgebung. Debye!"!
erweiterte die Theorie auf Makromolektle, bei denen deren Dimension gegentber der
Wellenlange des Lichts nicht mehr vernachlassigt werden durfte.

FUr Losungen kleiner Teilchen (Tragheitsradius < 10 nm), so genannten Punktstreuern,

deren Streuzentren im Molekul so nahe beieinander liegen, dass nur konstruktive
Interferenz auftritt, ergibt sich folgendes Rayleigh-Verhaltnis:
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R(O) = Ir? 4x? 5 (dn)z RTB + ( dn)2 RTM,c
Po\—4c
R(6) :Rayleigh — Verhiltnis

Iy 24N,
Iy, I :Intensitat desPrimarstrahls, Intensitat des Streustrahls

r :Abstand des Streuvolumens zum Detektor
Ao :Wellenliange des Primarstrahls
N, :Avogardo — Konstante
p,po :Dichte der Losung, Dichte des Losungsmittels
n,ng :Brechungsindex der Losung, Brechungsindex des Losungsmittels
R :ideale Gaskonstante
T :absolute Temperatur
[ :isotherme Kompressibilitit
M, :Molmasse des Losungsmittels
Ap  :Dif ferenz der chemischen Potentiale von Losung zu Losungsmittel

: Konzentration der Probe

c
dn
%) : Brechungsindexinkrement nach der Dichte
dn . . ;
d_> : Brechungsindexinkrement nach der Konzentration

c
Der erste Summand der Gleichung (30) beschreibt den Anteil der Dichtefluktuation des

Losungsmittels und der zweite Summand den Beitrag der Konzentrationsschwankungen
zur Streuintensitat.

FUr verdinnte Losungen kann naherungsweise angenommen werden, dass die
Dichteschwankungen des reinen Losungsmittels gleich sind zu denen der Losung.
Daraus ergibt sich folgende Gleichung:

41?02 (dn 2 RTM,c
i, (ac) —=dma @1
Aol Ade 'DO( dcﬂ)

R(6) =

Experimentell erfolgt eine Kalibrierung der Lichtstreuanlage Uber die absolute
Streuintensitat eines bekannten Standards (z.B. Toluol).
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Daraus ergibt sich fir das Rayleigh-Verhaltnis folgender Zusammenhang:

2

r
R(6) = (ILésung - IL('jsungsmittel) 7

32
_ I(Q)Lésung - I(H)Lésungsmittel ( )

1(6 |
I(H)Standard ( )Standard,absolut

V :Grofde des Streuvolumens
I :Intensitat

Die konzentrationsabhangige Anderung des chemischen Potentials ldsst sich durch die
konzentrationsabhangige Anderung des osmotischen Drucks beschreiben.

Stellt man diesen durch eine Entwicklung in einer Virialreihe nach der Konzentration dar,
ergibt sich daraus folgende Gleichung:

(dA”)—MO(dn)—MORT(1+2A +34.c2+ ) (33)
i) = o\ )= % o 2C 3C2 ... ).

Ay, Az :2.bzw.3.Virialkoef fizient des osmotischen Drucks
M :Molekulargewicht der geldsten Probe
Il :osmotischer Druck

Wird diese Gleichung (33) nach dem zweiten Virialkoeffizienten abgebrochen und in
Gleichung (31) eingesetzt, erhalt man nach Umformen:

Ke = ! + 24
Y »C.
4m2n2 sdn\? (34)
mit K = 7 0 (—)
AgN, \dc

Ay, Az :2.bzw.3.Virialkoef fizient des osmotischen Drucks

Teilchen mit einem Tragheitsradius > 10 nm besitzen mehrere Streuzentren innerhalb
des einen Molekauls.
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Durch  EinfGhrung des Partikelformfaktors wird die Winkelabhangigkeit der
Streuintensitat durch das Auftreten intramolekularer Interferenz berlcksichtigt:

Kc

R~ MPg,
N N

1
mit P(g) = FZ Z(exp(iqrij)) (35)
J

1

tq = |_4n ) (6)
mitq = |q —/105m >

+ 24,c.

Py :Partikelformfaktor
q :Streuvektor
r;j :Abstandsvektor der Streuzentreniund j
N :Anzahl der Streuwinkel

0 :Streuwinkel

FUr kleine g liefert eine Taylorentwicklung des Partikelformfaktors folgenden
Zusammenhang:

qz N N
Pp=1- WZ (rf) +... . (36)
j

i

Das Tragheitsradienquadrat ist definiert als der mittlere Abstand aller Polymersegmente
vom Schwerpunkt des Molekdls; fur dieses gilt:

N N N
1 1
(R3) =3 2,01 = 37 ), )08 7)
i i

(R7) :Tragheitsradienquadrat

Setzt man diesen Zusammenhang in Gleichung (36) ein, ergibt sich daraus:
1
P(q) =1- §q2<R§)+ . (38)

Dies gilt allerdings nur fir monodisperse Proben.
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Bei Berlcksichtigung der Polydispersitat von Polymeren ergibt sich fir das
Tragheitsradienquadrat:

“m: M:(R2).
<R§)Z — Zlml l( g)l ] (39)
2imM;
Daraus resultiert fir den Partikelformfaktor:
1
P(q) =1- §q2<R5)z+--- . (40)
Nutzt man fur ng(Rg)z+. ..= x ergibt sich daraus folgende Beziehung:
1
1-x= . 41
* 1+x 1)

Nutzt man nun diese Beziehung aus Gleichung (41) um Gleichung (40) in Gleichung (35)
einzusetzen, erhalt man die Zimm-Gleichung fur polydisperse Systeme:

Kc 1 1
=—(1+=q*R? ) 24,¢ .
Durch Auftragung von % gegen q* + kc in Form des Zimm-Plots (siehe Abbildung 37),

wobei k eine passend zu wahlende Skalierungskonstante darstellt, erhalt man durch
Extrapolation von ¢ - 0 das Gewichtsmittel der Molmasse M,, sowie das z-Mittel des
Tragheitsradienquadrats (R3),.

Die Extrapolation g — 0 liefert ebenfalls das Gewichtsmittel der Molmasse M, und
zudem noch den zweiten Virialkoeffizienten des osmotischen Drucks A,.
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Kc ¢ Extrapolation bei® = 0 gegenc = 0: A,
R(0©)

® Messpunkt
m Extrapolation

1 | - - ) ) )
— T' uxtrapolatmn beic = 0 gegen ® = 0: (Ry),
My

» q®+kc

Abbildung 37: Zimm-Plot: e symbolisieren die gemessenen Daten aus einem Lichstreu-Experiment,
W extrapolierte Werte fir ¢ - 0 bzw. g — 0. Der gemeinsame Schnittpunkt im y-Achsenabschnitt
ergibt 1/My. Aus den Steigungen der Geraden lassen sich A; und <Rg?>, ermitteln.

3.1.2 Dynamische Lichtstreuung

Bei der dynamischen Lichtstreuung (DLS) wird im Gegensatz zur statischen Lichtstreuung
(SLS) nicht die gemittelte Streuintensitat gemessen, sondern die zeitliche Fluktuation der
Streuintensitat und dadurch indirekt die Brown’sche Molekularbewegung erfasst. Damit
kann Uber die Stokes-Einstein-Beziehung das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten D,
bestimmt werden und darUber der kugelaquivalente hydrodynamische Radius Ry
berechnet werden.

Aufgrund der Brown’schen Molekularbewegung kénnen die Teilchen im Losungsmittel
frei diffundieren. Dadurch kommt es zu permanenten Anderungen der Interferenz
zwischen den Streustrahlen und damit auch der Gesamtintensitat.

Anhand dieser Fluktuation kann die Intensitatskorrelationsfunktion g, berechnet
werden. Dazu wird die Intensitat zum Zeitpunkt O mit der zum Zeitpunkt t multipliziert.
Nach vielfacher Wiederholung dieser Operation und der Mittelung Uber die gesamte
Messzeit, erhalt man fir monodisperse Proben eine durch Auftragung von g,(t) gegen
t exponentiell abfallende Kurve als Autokorrelationsfunktion (siehe Abbildung 38), die
mit Hilfe eines Hardwarekorrelators experimentell gemessen wird.

Je kleiner ein Teilchen ist, desto schneller diffundiert es. Damit kommt es zu einer

schnelleren Fluktuation der Streuintensitat und so zu einem steileren Abfall der Kurve
der Korrelationsfunktion.
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It)

A+,

Korrelation
7,

t T

Abbildung 38: Fluktuierende Streuintensitat I(t) und Autokorrelationsfunktion g,(t) (modifiziert nach ['¢%),

1(0)
I(t)
t

()

92(t) = {1(0) - I(D)). (43)

:Streuamplitude zum Zeitpunkt 0

: Streuamplitude zum Zeitpunkt t

: Zeitabstande der Kandle des Autokorrelators
: zeitliches Mittel

Um g,(t) in die Autokorrelationsfunktion des Streufelds g,(t) zu Uberfihren, wird die
Siegert-Relation verwendet. Diese ist definiert als der Quotient aus dem dynamischen
und dem statischen Strukturfaktor:'6"

S(q,t)
S(q)
A

_S(q,t)_ gZ(t)_A
g1(t) = S / 1 (44)

:dynamischer Strukturfaktor
: statischer Strukturfaktor
:experimentell bestimmte Basislinie

FUr kleine, monodisperse Teilchen kann g,(t) als exponentiell abfallende Funktion

ausgedruckt werden:

9:(t) = B - exp(—q*Dt). (45)

B :Signal — Rausch — Verhiltnis

D

:translatorischer Dif fusionskoef fizient
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FUr eine polydisperse Probe muss g,(t) als z-Mittel der Exponentialfunktionen der
Teilchen i ausgedruckt werden:

XimM;Pi(q)exp(—q*D;t)
2imiM; P(q)
D; :translatorischer Dif fusionskoef fizient der Teilchensorte i

g91(t) =B

m; :Massenanteil der Teilchensorte i

M; :Molmasse der Teilchensorte i

d[in(g.(0)]

" gegen g% erhdlt man das z-Mittel des

Durch Auftragung von

Diffusionskoeffizienten.

[d[l"(91(t))]l _ L uimiMiP(@)D; (47)
t-0

dt Xim;M;P;(q) B

Der Diffusionskoeffizient bei polydispersen Systemen wird mit einer Naherung der
logarithmischen Korrelationsfunktion durch eine Kumulantenreihe bestimmt:

I I
Ing,(t) = -t + 2—2'12 — 3—3;1'34—. . (48)

I; :i—ter Kumulant

Aus dem ersten Kumulanten I; =(D;)q?® ergibt sich somit der gemittelte
Diffusionskoeffizient (D;) und damit der zugehorige, inverse gemittelte
hydrodynamische Radius (Ry1).[6%

Der zweite Kumulant I, = ((D?) —(D;)*)q* liefert ein qualitatives MaB fur die
Polydispersitat der Verteilungsfunktion der Diffusionskoeffizienten (op), welches wie
folgt definiert ist:

Jon-om [

(D;) B F_lz “

Op

op :Polydispersitat der Verteilungsfunktion der Dif fusionskoef fizienten
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Unter der Annahme einer gegebenen Funktion fur die PartikelgroBenverteilung — zum
Beispiel eine Verteilung nach Gauss oder Poisson — kann die Polydispersitat der
GroBe (og) Uber die Polydispersitat der Verteilungsfunktion der Diffusions-
koeffizienten (o) berechnet werden:

2y _ 2
o JARE = R (50)
(Ru)
or :Polydispersitat der Grofie

Ist der Formfaktor P;(q) groBer 1, definiert man aus der Anfangssteigung I' einen

scheinbaren, apparenten Diffusionskoeffizienten Dy, der abhangig von q ist:
r=q* Dapp(q). (51)

Dapp :Scheinbarere,apparenter Dif fusionskoef fizient

Zur Berechnung des realen Diffusionskoeffizienten D, von Einzelmolekllen erfolgt
analog zu einem Zimm-Plot eine Extrapolation auf ¢ = 0 und g = 0.

Dapp(q,¢) = D,(1 + C(R2),q*+...)(1 + kgc+...). (52)
C :dimensionslose Grofde, abhingig von der Molekulstruktur
kg =24, —kf—v,

v, :partielles Molvolumen des Polymers

Aus den extrapolierten Werten ergibt sich unter Verwendung des Stokes-Einstein-
Gesetzes ein kugelaquivalenter hydrodynamischer Radius, der den Reziprokwert eines
inversen z-Mittels darstellt.

Ry = (—t = —T (53)
h— R,'? N 6mnyD,

no :partielles Molvolumen des Polymers

J

k :Boltzmann — Konstante 2 1,38-10723 %

Die hoheren Kumulanten aus der Gleichung (52) stellen ein qualitatives Mal3 fir die
Polydispersitat der Probe dar, wenn g,(t) lediglich von der Translationsdiffusion der
Teilchen abhangig ist.
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Durch eine Extrapolation flir g —» 0 des apparenten Diffusionskoeffizienten und ¢ — 0
erhalt man dann das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten D,.

lim [Dapp ()] = Dz (54)
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3.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist eine wichtige Analysemethode fir
kolloidale Partikel (GroBe und Morphologie) und Strukturen in der GréBenordnung von
einigen Mikrometern bis zu wenigen Nanometern.*"!

Die TEM st analog zur Lichtmikroskopie ein direktes Abbildungsverfahren, welche
allerdings  beschleunigte  Elektronen (1 =~ 1073 nm) anstelle sichtbaren Lichts
(A = 380 — 750 nm) nutzt. Dadurch erreicht man mit der TEM eine erheblich bessere
Auflosung (6 = 0,1 —0,2nm) im Vergleich zur klassischen Lichtmikroskopie

(6 = 200 nm).

Die optische Auflosung in der Mikroskopie ist definiert als der minimale Abstand, den
zwei Strukturen (punktformige Objekte oder Linien in einem optischen Gitter) haben
mussen, um auch nach der Abbildung noch als voneinander getrennte Strukturen
wahrgenommen werden zu kénnen.

Die Auflésungsgrenze oder auch Abbe-Limit (nach Ernst Abbe) kann mit folgender
Formel berechnet werden:

§=—2 (55)

nsina’

:erzielbare Auflosung
: Wellenlange des verwendeten Lichts

: Brechungsindex des Immersionsmediums

R IS > O

: Akzeptanzwinkel des Objektivs

Da die numerische Apertur (NA) definiert ist als n-sina, kann die Formel zur
Berechnung der erzielbaren Auflésung auch folgender Mal3en dargestellt werden:

d :Auflosung
NA : Numerische Apertur des Objektivs
Als Faustregel kann als Naherung far die Auflosungsgrenze % angenommen werden.

Da blaues Licht die klrzeste Wellenlange im sichtbaren Spektrum besitzt, betragt die
Auflésungsgrenze konventioneller Lichtmikroskopie somit rund 200 nm.
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Das erste Transmissionselektronenmikroskop wurde bereits 1931 von Ernst Ruska und
Max Knoll gebaut. Daflr erhielten sie 1986 den Nobelpreis fir Physik.

Der Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops ahnelt stark dem eines
Lichtmikroskops (siehe Abbildung 39).

Kat Lichtmikros kop Iransmissions-
a) hode b) elektronenmikroskop

® Lichtquelle Elektronen- \/l

- Anode strahlquelle

/ (Elektronenquelle)

— Elektronen-
strahl

Elektro-
magnetische
Linse

Glaslinse

Elektro-
magnetische
Linse

A

I\-\ elektro- Glaslinse
\'5 magnetische
;’ Objektivlinsen
/

/" Brennebene

- der Objektiv-
linsen Glaslinse

Projektor-
linse 7{ p 7 ’.
Betrachter

Bildschirm
Abbildung 39: a) Schematische Darstellung des Strahlengangs eines Transmissionselektronen-
mikroskops.['®? b) Vergleich des schematischen Aufbaus eines Transmissionselektronenmikroskops (links)
mit einem klassischen Lichtmikroskop (rechts).['63!

Elektro-
@ magnetische

Linse

Okular Fluoreszenzschirm

Die Kathode ist vergleichbar zur Lichtquelle eines klassischen Lichtmikroskops. Durch
thermische Emission wird ein Elektronenstrahl an der Kathode erzeugt, welcher durch
eine angelegte Hochspannung (50 — 200 kV) an die Anode mit definierter Energie
beschleunigt wird. Aufgrund der starken Streuung von Elektronen an Gasmolekilen
muss im Hochvakuum (102 — 10® Pa) gearbeitet werden. ¢4

Wenn der Elektronenstrahl durch eine Bohrung am Boden der Anode austritt erfolgt
eine Fokussierung durch leistungsstarke Elektromagnete. Diese werden auch als
elektromagnetische Linsen bezeichnet, da sie wie optische Linsen in einem
Lichtmikroskop wirken.

Der gebindelte Elektronenstrahl trifft nun auf die Probe und wird beim Durchdringen
gestreut. Die Streuung erfolgt umso starker, je hoher die Elektronendichte ist. Dadurch
erscheinen dickere Strukturen und Atome mit hoher Ordnungszahl als dunklere Bereiche
im Vergleich zu Bereichen mit weniger Material und geringerer Elektronendichte.
Allgemein sollten die Praparate nicht viel dicker als 100 nm sein.
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Die Abbildung, des durch die Elektronen projizierten Bildes, erfolgt auf einem
Leuchtschirm mit einer fluoreszierenden Beschichtung, der beim Aufprall der Elektronen
sichtbares Licht emittiert. Alternativ kann eine CCD-Kamera verwendet werden, die eine
leichte Datenverarbeitung ermaglicht. 6!

Die Praparation der Proben erfolgt entweder durch Eindampfen einer gelésten Probe auf
einem mit Graphit beschichteten Kupfernetz (Grid) oder bei festen Proben durch die
Anfertigung extrem dunner Schichten. Da innerhalb des TEMs ein Hochvakuum
herrscht, ist das Eindampfen von flUssigen Proben zwingend notwendig. Dies setzt
allerdings voraus, dass die Proben im trockenen Zustand stabil sind.

Wahrend des Trocknungsvorgangs kann es allerdings zur Artefaktbildung kommen:
Durch das Trocknen kénnen polymere Kolloide aufgrund der Abgabe eingelagerten
Wassers schrumpfen oder aber bei Verlust der dreidimensionalen Struktur vergroBert
erscheinen. Dartber hinaus kann es wahrend des Trocknens zur Zusammenlagerung von
Partikeln kommen, die allerdings keinen Ruckschluss auf ein Aggregationsverhalten in
Losung erlauben.

3.2.1 Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie (Cryo-TEM)!"®!

Die Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie ermoglicht eine Messung von in Wasser
gelosten Proben in ihrem Medium. Dazu wird die wassrige Probe auf ein dinnes
Kupfernetz aufgetragen und Uberschissiges Wasser abgetropft, sodass lediglich ein sehr
ddnner Wasserfilm auf dem Grid Ubrig bleibt.

Mit Hilfe von flissigem Propan wird das Praparat schockgefroren. Mit dieser Methode
erfolgt das Einfrieren der Probe so schnell, dass das Wasser nicht gendgend Zeit zum
Auskristallisieren hat und die Probe somit in glasartigem Wasser konserviert vorliegt,
welches zudem einen sehr geringen Kontrast aufweist und sich daher hervorragend als
Matrix in der Elektronenmikroskopie eignet.

Im weiteren Verlauf ist es notwendig, das Praparat standig zu kdhlen, um ein Auftauen
zu verhindern.
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3.3 Dichtemessung mit Biegeschwinger

Die Dichte (p) ist als der Quotient aus der Masse (m) und dem Volumen (V) einer
Substanz definiert:

©
Il
<I3
«
3

p :Dichte
m :Masse
V :Volumen

Das Volumen eines reinen Stoffes ist abhangig von der Molmenge (n), der Temperatur
(T) und dem Druck (p):

V=Ff(npT)=nVn(pT). (58)
n :Molmenge
T :Temperatur
p :Druck

FUr das Volumen eines reinen Stoffes existiert keine allgemeine Zustandsgleichung wie
das bei Gasen der Fall ist (ideales Gasgesetz, van-der-Waals-Gleichung). Die Stoffdaten
kdnnen als Tabellen in Handbuchern und Datenbanken nachgeschlagen werden.

FUr Mischungen zweier FlUssigkeiten 1 und 2 mit idealer Mischbarkeit lasst sich das
Volumen des Gemischs (V;4) als Summe der molaren Volumina jeweils multipliziert mit
der Stoffmenge angeben:

Via = f(ny,np) = nyVip g + 13V (59)
ia :imldealfall

Damit ein ideales Mischverhalten von zwei Flussigkeiten vorliegt, mussen die
zwischenmolekularen  Wechselwirkungen der reinen Komponenten untereinander

(€11 und &,,) identisch sein zu denen zwischen den beiden Komponenten (g;, und &;4).

Eig = €11+ €22 = €120 + E21,ia = 2€12,ia- (60)

&xy :zwischenmolekulare Wechselwirkung zwischen Molekiil x und Molekil y

Bei realen Mischungen ist diese ¢g;4-Bedingung jedoch nicht erflllt, sondern die
Exzesswechselwirkung (e£,) wird noch hinzu addiert.
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Ereqr = Eig + 2€E,. (61)

real :im Realfall

Dies macht sich beispielsweise beim Mischen von Wasser mit Ethanol durch eine
Volumenabnahme bemerkbar.

3.3.1 Messprinzip des Biegeschwingers

Das Gerat Mettler Toledo D45 berechnet die relative Dichte (d) einer Probe. Diese wird
aus dem Verhaltnis der Dichte (p) der Probe zur Referenzdichte einer Bezugssubstanz
(po) ermittelt.l6®!

p
d= E. (62)

d :relative Dichte einer Probe
p :Dichte der Probe
po :Dichte einer Referenzsubstanz

Als Bezugsdichte dient die Dichte von Wasser. Dazu ist in dem Gerat die Dichte von
Reinstwasser in der Abhangigkeit von der Temperatur gespeichert.['6®!

FUr die Dichtemessungen wird ein U-férmiges Glasrohr durch einen Magneten zu
elektromagnetisch induzierter Schwingung angeregt.[6¢!

Amplitude

Zeit

Schwingungsperiode (T)

Abbildung 40: Graphische Darstellung einer Schwingungsperiode.['%!

Die Anzahl der Schwingungen pro Minute ist die Frequenz (f).

1
f== (63)
f :Frequenz = Anzahl der Schwingungen pro Minute
T :Schwingungsperiode
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Jedes Glasrohr schwingt in einer Eigenfrequenz, die sich durch das Beflllen mit einer
FlUssigkeit oder einem Gas andert. Mit zunehmender Masse der Befullung wird die
Schwingungsdauer langer und die Frequenz sinkt somit.!6€!

Die Schwingungsperiode (T) wird durch einen Sensor gemessen. Sie ist abhangig von
der Dichte der Substanz (p), dem Volumen der Probe (V) — welches der Kapazitat der
Messzelle entspricht — der Masse der Messzelle (m,.) sowie der Messzellen-

Konstanten(K):[160!
T =2 /”"% (64)

T :Schwingungsperiode
m, :Masse der Messzelle
K :Messzellenkonstante

Daraus folgt:!'6e!

__K 2 _ Mmc
412V, Ve

p (65)

Vereinfacht lasst sich diese Formel mit A und B als Konstanten darstellen, die von der
Struktur, Masse und Elastizitat der Messzelle abhangen. ¢!

p=AT?+B. (66)

Diese Konstanten sind von Zelle zu Zelle unterschiedlich und werden anhand einer
Kalibrierung als Zellfaktor (F) bestimmt. Daflr werden die Schwingungsperioden zweier
Standardsubstanzen (in der Regel Luft (L) und Wasser (W)) mit bekannter Dichte
gemessen. Da sich mit der Temperatur das Volumen und damit die Schwingungsperiode
der Messzelle andert, muss vor einer Messung eine Kalibrierung bei der entsprechenden
Temperatur vorgenommen werden .66l

_ K _ pL-pw
4n2v,  TE-TE'

F :Zellfaktor
L :Schwingungsperiode von Luft
W :Schwingungsperiode von Wasser

Nach der Faktorbestimmung kann Uber die Messung der Schwingungsperiode die
unbekannte Dichte einer Probe (pp) berechnet werden:!%¢!
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F(T? —T§) = (p, — pp)- (68)

Daraus ergibt sich aufgelost nach pp:l®!
pp = p, — F(TZ = T§). (69)

T |

pL=0,00120 P ow—0,99821 "

Abbildung 41: Graphische Bestimmung der unbekannten Dichte einer Probe p, bei 20 °C nach
Kalibrierung mit Wasser und Luft (modifiziert nach ['%%!),

3.3.2 Aufbau der Messzelle und Temperaturregelung

FUr eine moglichst exakte Bestimmung der Dichte ist eine sehr prazise Messung und
Regelung der Temperatur unabdingbar. Eine Messung direkt am U-Rohr ist nicht
moglich, weil hierdurch die Schwingungsverhalten beeintrachtigt wirde. Deswegen
erfolgt eine Messung der Temperatur an drei unterschiedlichen Stellen: Als
Referenztemperatur wird die Temperatur im Inneren des Gerats gemessen
(Temperatursensor 1, siehe Abbildung 42). Die Zelltemperatur wird Uber einen Sensor
direkt Uber dem U-Rohr gemessen (Temperatursensor 2, siehe Abbildung 42). Um die
Steuerung des Thermo-Elements (Peltier Element, siehe Abbildung 42) zu optimieren,
befindet sich ein dritter Sensor am Thermoblock, welcher durch das Peltier-Element
geheizt oder gekdhlt wird.
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Temperaturregler — Temperatursensor 1
(Umgebungstemperatur)

Temperatursensor 2
(Zelltemperatur)

Peltier-Element
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Schwingungsmesser L]
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Warmeisolation

Magnet Temperatursensor3  U-Rohraus Glas
(Blocktemperatur)

Abbildung 42: Aufbau der Messzelle des Biegeschwingers (modifiziert nach 1%°),

Da die Resonanzfrequenz des U-Rohrs von der Dichte der Probe abhangt, welche
wiederum temperaturabhangig ist, muss die Temperatur der Probe durch
aufheizen/abklihlen an die gewahlte Messtemperatur angepasst werden. Das
thermische Gleichgewicht ist erreicht, sobald sich die Schwingungsfrequenz stabilisiert.
Da dies allerdings einige Zeit dauern kann, wurden von Mettler Toledo drei
unterschiedliche Stabilitatskriterien (Stabilitat 0, Stabilitat 1 und Stabilitat 2) definiert,
um eine verkurzte Messzeit zu realisieren.

Bei dem Kriterium ,Stabilitat 0” wird so lange gewartet, bis die das Signal fir
77 Sekunden ein AT < 4 aufweist. Dadurch wird eine Genauigkeit von + 1-10- erreicht.
Mit dem Modus ,Stabilitat”, der bei allen Messungen im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurde, wird anhand eines patentierten Algorithmus der endgultige T-Wert

aus dem Verlauf der Steigung <AT/ATemp) extrapoliert und daraus die Dichte berechnet.

Somit wird die Messzeit bei gleichbleibender Genauigkeit halbiert. Eine weitere
Halbierung der Messzeit ist mit einem weiteren patentierter Algorithmus moglich, der

ebenfalls Uber eine Extrapolation der Steigung (AT/ATemp) die Dichte ermittelt. Bei

dieser Methode wird allerdings nur noch eine Genauigkeit von £ 2-10* erreicht.

Die unterschiedlichen Stabilitatskriterien sind in Abbildung 43 graphisch dargestellt.
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T
endgiiltiger
T-Wert
; Zeit
Ende der Messung mit: Stabilitat 2 Stabilit&t 1 Stabilitat 0

Abbildung 43: Stabilitatskriterien fir Ende der Schwingungsmessung und anschlieBende Extrapolation
der Steigung anhand eines patentierten Algorithmus zur Berechnung der Dichte.[¢!
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3.4 UV/VIS-Spektroskopie

Allgemein nutzen spektroskopische Methoden die Wechselwirkung elektromagnetischer
Strahlung mit Materie, um daraus Rlckschlisse Uber die Eigenschaften der bestrahlten
Probe zu ziehen.

Bei der UV/VIS-Spektroskopie beschrankt man sich auf den ultravioletten (UV) und den
sichtbaren (VIS, engl. fur visible) Wellenlangenbereich.

Trifft eine elektromagnetische Welle auf ein Molekll, kann es zur Absorption, einer
Energieaufnahme, kommen. Dabei erfolgt im Molekll eine Anregung der
Valenzelektronen der duBeren Schale und diese werden auf hdéhere Energieniveaus
angehoben. Die Energieabsorption bei unterschiedlichen Wellenlangen liefert
Informationen Uber die Anwesenheit bestimmter Moleklle in der Probe oder Uber
Bindungsverhaltnisse innerhalb der Molekdile.

Das Lambert-Beersche-Gesetz beschreibt, dass die Abschwachung der Intensitat des
eingestrahlten Lichts (Absorption A durch ein isotropes, homogenes Medium)
proportional zur Konzentration der Probe und der Schichtdicke der Klvette ist.

A=log17°=£-c-d. (70)
A :Absorption durch ein isotropes, homogenes Medium
Iy, 1 :Intensitat der Strahlung vor bzw.nach Durchgang durch die Probe
€ :molarer,dekadischer Extinktionskoef fizient, stof fspezifische
Konstante

¢ :Konzentration der Probe
d :Schichtdicke der Kluvette

Nach Durchfihrung einer entsprechenden Kalibrierung ist eine Konzentrations-
bestimmung der Probe moglich.

Gemessen wird bei der UV/VIS-Spektroskopie in der Regel mit einer Proben- und einer
Referenzklvette. Mit Hilfe eines Monochromators kann nacheinander selektiv jede
einzelne Wellenlange zwischen 200 nm und 800 nm genutzt werden, um Uber einen
Sektorspiegel abwechselnd durch die Probenkivette und die Referenzkivette geleitet zu
werden. Das transmittierte Licht wird von einem Detektor erfasst und Uber die Differenz
der beiden Signale wird die Absorption der Probe bestimmt. Das UV/VIS-Spektrum ergibt
sich aus der Auftragung der Absorption gegen die Wellenlange.
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3.5 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie wird zur Untersuchung fluoreszierender Molekile und
Partikel genutzt. Dabei erfolgt die Anregung der Molekile analog zur UV/VIS-
Spektroskopie  (siehe  Kapitel 3.4) durch  elektromagnetische  Strahlung im
Wellenlangenbereich von 200 nm bis 750 nm.

Das Jablonski-Diagramm in Abbildung 44 zeigt die moglichen Ubergdnge von
Valenzelektronen in die verschiedenen Anregungszustande bei Einstrahlung von Licht

und wieder zurtck zum Grundzustand.

Absorption
-

A
. Internal
S \ cohversion
2 \‘
\'\
Y
HEE Intersystem crossing
Y vy

S -

6 1 Vibrational _ T
relaxation —
o
[TH} Fluorescence Triplet state
=
18}
Phosphorescence
k.
k.
Sy .
Excitation Emission

Abbildung 44: Jablonski-Diagramm mit farblicher Markierung der Absorption (-), Fluoreszenz (-, Stokes-
Linie) und Phosphoreszenz (-) sowie den strahlungslosen Prozessen (-).[67!

Durch elektromagnetische Strahlung angeregte Moleklle (siehe Absorption in
Abbildung 44) haben die Maoglichkeit, diese aufgenommene Energie auf
unterschiedlichen Wegen wieder abzugeben. Sowohl die Schwingungsrelaxation
(siehe Vibrational relaxation in Abbildung 44) als auch interne Konversion (siehe
Internal conversion in Abbildung 44) sind schnelle, strahlungslose Ubergange (10"3s —
102 s) aus angeregten in energetisch tiefer liegende Zustande, bei denen Energie in
Form von Warme an die Umgebung abgegeben wird.

Durch die ablaufende Schwingungsrelaxation kommt es zur Absenkung bis auf den
niedrigsten Schwingungsgrundzustand (v = 0) innerhalb eines elektronischen Zustands
(siehe Vibrational relaxation in Abbildung 44). Die interne Konversion ist ein
strahlungsloser Ubergang zwischen elektronischen Zustanden, von einem angeregten
elektronischen Niveau in das darunterliegende elektronische Niveau derselben
Spinmultiplizitat.
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Bestimmte Molekule konnen durch die Abgabe von Strahlung aus einem elektronischen
Zustand ohne innere Konversion einen niedrigeren erreichen; dies bezeichnet man als
Fluoreszenz (siehe Fluorescence in Abbildung 44).

Bei der Phosphoreszenz (siehe Phosphoreszenz in Abbildung 44) findet zuerst durch
Interkombination (siehe Intersystem crossing in Abbildung 44) ein strahlungsloser
Ubergang von dem elektronisch angeregten Singulett in den Triplettzustand mit einer
veranderten  Multiplizitat  statt.  Erfolgt nach  Erreichen des niedrigsten
Schwingungsgrundzustandes die Ruckkehr in den Grundzustand unter Lichtabstrahlung,
so bezeichnet man dies als Phosphoreszenz.

Die Stokessche Regel besagt, dass normalerweise die abgegebene Energie geringer ist
als die eingestrahlte Energie. Im Falle der Resonanzfluoreszenz stimmt die emittierte
Wellenlange mit der zuvor absorbierten Uberein. In seltenen Fallen kann es vorkommen,
dass die Strahlung sogar mit hoherer Energie emittiert wird. Diese zusatzliche Energie
kann zum Beispiel aus thermischer Energie stammen.[68l

Abbildung 45 zeigt schematisch zwei unterschiedliche Apparaturen zur Fluoreszenz-
Spektroskopie.

a) 90°-Messung

)\ex
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b) ,front face”-Messung
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)‘-ex S

[ 1 .
Lichtquelle Monochromatorb %%‘
®

Filter [N | DN

[ Detekear

Abbildung 45: Schematische Darstellungen von Apparaturen zur Fluoreszenzspektroskopie (modifiziert
nach [169)),
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Wie auch schon bei der UV/VIS-Spektroskopie (vergleiche Kapitel 3.4) erfolgt eine
Selektion der einzelnen Wellenlangen durch einen Monochromator, um dann weiter
durch die Probenkuvette geleitet zu werden.

Standardmalig misst ein Detektor orthogonal zur Anregung die Fluoreszenzintensitat
des emittierten Lichts (siehe Abbildung 45a). Durch einen Filter zwischen der Probe und
dem Detektor wird auftretendes Streulicht abgefangen.

Bei manchen Proben kann, z.B. aufgrund einer hohen Konzentration, Reabsorption
stattfinden, was zu einer starken Schwachung der Fluoreszenz fihrt. Durch die ,front
face”-Messung kann die Reabsorption verringert werden, da bei diesem Aufbau der
Messapparatur die emittierte Strahlung nur noch einen sehr kurzen Weg durch die
Probe zurlcklegen muss.

Die Fluoreszenzspektroskopie bietet die Moglichkeit zur Messung sowohl des Emissions-
als auch des Anregungsspektrums einer Probe.

Zur  Messung eines  Emissionsspektrums  wird  bei  konstant  gehaltener
Anregungswellenlange (A,, = konstant) im Bereich der Absorption A, des
untersuchten Molekuls die Fluoreszenzabhangigkeit in Abhangigkeit der detektierten
Wellenlange (4.,,) gemessen. Beim Anregungsspektrum wird im Gegensatz dazu die
Fluoreszenzintensitat bei Variation der Anregungswellenlange (4.,) gemessen, wahrend
die Wellenlange der Detektion im Bereich des Emissionsmaximums der untersuchten
Probe konstant gehalten wird (A,,, = konstant).

Die spektrale Form sowie die Wellenlange der Maxima von Anregungs- und
Absorptionsspektrum stimmen in der Regel Gberein 1169
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3.6 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie (FACS, engl. Fluorescent Activated Cell Sorting) ist eine
hocheffiziente Methode, um innerhalb kirzester Zeit (> 1000 Zellen/s) Zellen zu
vereinzeln, zu analysieren und in Echtzeit zu klassifizieren und zu sortieren.[7®

Das Verfahren wurde 1968 von Wolfgang Gohde entwickelt und patentiert. Das
weltweit erste kommerzielle Gerat war bereit 1971 erhdltlich. Die Firme Becton
Dickinson (Franklin Lakes, USA) brachte das erste FACS-Gerat 1974 auf den Markt; bei
der AbkUrzung FACS handelt es sich um ein eingetragenes Warenzeichen des
Unternehmens.

In Abbildung 46 ist schematisch das Funktionsprinzip eines Durchflusszytometers
dargestellt.

Zell-Probe

Hiill-

/ flissigkeit

Fluoreszenz

h.\' = .
m | ————»Streulicht

] 1 Ladungselektrode
Ablenk- ' (/0

platten "/ x-

L)

SammelgefaRe
Abbildung 46: Funktionsprinzip eines Durchflusszytometers.['’®! Die Zellen der Zellsuspension werden
durch hydrodynamische Fokussierung mittels einer HdllflGssigkeit in einzelnen Tropfchen vereinzelt. Beim
Durchqueren der Messzelle werden sowohl das Streulicht als auch die Fluoreszenz detektiert. Mit Hilfe
einer Ladungselektrode und einer Ablenkplatte kénnen anschlieBend die Zellen entsprechend ihrer
Markierung und Eigenschaften in Echtzeit sortiert und getrennt gesammelt werden.

In einer Vibrationskammer wird die Zellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung
in feinste Tropfchen zerteilt. Dabei ist die TropfchengroBe so klein gewahlt, dass
lediglich eine Zelle pro Tropfen Platz findet und es so zu einer Vereinzelung kommt.

Beim DurchflieBen der Messkammer passieren die vereinzelten Zellen einen Laserstrahl.
Dabei kommt es zu einer Anregung der Fluorophore von markierten Zellen. Daflr
konnen z.B. fluoreszenzmarkierte Antikorpern genutzt werden.
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DarUber hinaus ist Durchflusszytometrie eine gute Methode um quantitative Aussagen
uber die Zellbindung oder —aufnahme fluoreszenzmarkierter Nanopartikel zu erhalten.

Das durch die Zellen verursachte Streulicht des Lasers wird in zwei unterschiedlichen
Winkeln detektiert und liefert weitere Informationen, da es eine Korrelation zwischen
der GroBe und Komplexitat der Zellen zum Streulicht gibt. Das Vorwartsstreulicht
(FSC = engl. Forward Scatter) ist ein MaB3 fir die GroBe der Zellen und das
Seitwartsstreulicht (SSC = engl. Side Scatter) fur die Granularitat und damit den Zustand
der Zellen.

Bei komplexeren biologischen Untersuchungen kénnen auch unterschiedliche Farbstoffe
zur Markierung genutzt werden. In Abhangigkeit von ihren Eigenschaften oder der
Markierung konnen die Zellen in Echtzeit sortiert und in separaten SammelgefaBBen
aufgefangen werden. Dazu werden die Zellen Uber eine Ladungselektrode kurzzeitig
aufgeladen und Uber eine Ablenkplatte mit einem elektrischen Feld in das jeweilige
Sammelgefal3 gelenkt.
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3.7 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM, engl. Confocal Laser Scanning
Microscopy) geht auf Marvin Minsky zurlick und wurde 1957 patentiert.!'”!

Ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop stellt ein spezielles Lichtmikroskop dar,
welches sich aufgrund seiner hohen raumlichen Auflosung besonders flr die Abbildung
von morphologischen Details von Geweben bis hin zur subzellularen Ebene eignet.

Der Gegensatz zur klassischen Lichtmikroskopie besteht darin, dass nicht das gesamte
Praparat beleuchtet wird, sondern ein fokussierter Laserstrahl die Probe Punkt flr Punkt
und Ebene fir Ebene abrastert.

Die konfokalen optischen Schnitte im zellularen Bereich sind dabei vergleichbar mit
computertomographischen Bildern in der Medizin.

Abbildung 47 zeigt den schematischen Aufbau eines konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops.

Detektor

konfokale Blende'___
(pinhole) ' !

dichroitischer Spiegel\

<

Scanner /¥

Objektiv J_t

Abbildung 47: Schematischer Aufbau eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops.!'7%

Uber einen dichroitischen (=strahlenteilenden) Spiegel wird, wie bei der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie auch, das angeregte Licht einer Wellenlange zur Probe gelenkt
und gleichzeitig das emittierte Licht des Praparats zum Detektor geleitet.
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Eine Fokussierung des Lichts auf einen Punkt in der zu untersuchenden Ebene erfolgt
durch ein Objektiv. Damit nur das emittierte Licht aus der Fokusebene im Detektor
ankommt, wird eine Lochblende (,Pinhole”) verwendet, die das Streulicht aus anderen
Ebenen wirksam abfangt.

Mit galvanometrischen Scanspiegeln gelingt es, mit dem Laserlicht sequenziell die Probe
Punkt fir Punkt abzurastern und so durch punktgenaue Anregung und Emission einen
hochaufgeldsten Schnitt durch die Probe zu erhalten. Mit dieser Methode ist eine
laterale Auflésung von 0,25 um (und sogar weniger) moglich.

Durch schrittweises Verschieben der Fokusebene konnen Stapel unterschiedlicher
Schnitt-/ Fokusebenen zusammengestellt und daraus dann ein dreidimensionales
Gesamtbild konstruiert werden.

Diese  Technik ermoglicht  beispielsweise  eine  genaue  Lokalisierung  von
fluoreszenzmarkierten Nanopartikeln, welche von Zellen aufgenommen wurden. Es
kann damit unterschiedenen werden, ob sich die Nanopartikel tatsachlich innerhalb der
Zelle befinden oder lediglich auBen an der Zellmembran haften.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit prasentiert,
diskutiert und in Zusammenhang mit aktuellen Forschungsergebnissen gestellt.

4.1 Fallfilmmikroreaktor zur kontinuierlichen
Verdampfung eines Loésungsmittels aus einem
binaren Gemisch

Die zur Thematik der Nutzung des Fallfilmmikroreaktors zum kontinuierlichen
Verdampfen eines Losungsmittels aus einem binaren Gemisch gewonnenen Daten und
Erkenntnisse wurden bereits publiziert: S. von Bomhard, K.-P. Schelhaas, S. Alebrand, A.
Musyanovych, et al., , Selective solvent evaporation from binary mixtures of water and
tetrahydrofuran using a falling film microreactor”, Green Processing and Synthesis 6
(2017) 4, 403-411."72

Die kontinuierliche Herstellung von Nanopartikeln Uber die Miniemulsionstechnik in
Verbindung mit der Loésungsmittelverdampfungsmethode unter Nutzung der
Mikroverfahrenstechnik erfordert zur erfolgreichen Partikelisolierung als letzten Schritt
der Synthese, die Anwendung eines Reaktors zum kontinuierlichen Abdampfen des
verwendeten organischen Losungsmittels. Hierfur bietet sich ein Fallfilmmikroreaktor an,
weshalb dieser hier in Kapitel 4.1 beschrieben und in seinem Verdampfungsverhalten
durch Experimente evaluiert wird.

Urspringlich  wurden Fallflmmikroreaktoren fir Reaktionen an der FlUssig-Gas-
Grenzflache entwickelt. In  diesem Kapitel wird nun die Eignung des
Fallfilmmikroreaktors (FFMR) zum Verdampfen von THF aus einem THF-Wasser-Gemisch
durch Stickstoff Stripping vorgestellt. Dazu wurden Messungen des Massentransports
bei unterschiedlichen Temperaturen und Flussraten durchgefthrt. Der verbleibende
Anteil an THF im Eluat wurde mit hoher Prazision (< 0,1%) anhand von
Dichtemessungen quantifiziert. Eine komplette Verdampfung des Tetrahydrofurans (THF)
ist fUr alle drei gewahlten Temperaturen (55 °C, 60 °C und 65 °C) maoglich, wenn die
Flussraten kleiner 2 mL/min fir das Wasser-THF-Gemisch und gréBer 400 mL/min fur
den Stickstoffgasstrom sind.
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Zur theoretischen Beschreibung und um zukinftige Konstruktionsprozesse eines
derartigen binaren Mikro-Stripping-Systems zu unterstitzen, wurde flr diesen Prozess in
Zusammenarbeit mit Dres. Karl-Peter Schelhaas und Sabine Alebrand ein
Massentransfermodell entwickelt. Ausgangspunkt des Simulationsmodells war dabei ein
bereits bestehendes Verfahren, welches den Massentransfer eines
Einkomponentensystems, also eines reinen Losungsmittel selbst, beschreibt.['73.174]

Die gute Ubereinstimmung im gesamten Parameterraum von Rechnung und Experiment
zeigen das groBBe Potential dieses hier entwickelten Modells auf, um bei vorgegeben
Ausgangsbedingungen die optimalen Betriebsparameter einzustellen.

Das gezielte Abdampfen eines Losungsmittels aus einem Losungsmittelgemisch ist
einerseits als Downstreaming-Prozess bei kontinuierlichen Verfahren von groBBem
Interesse. Andererseits bietet sich durch diese Anwendung auch die Maoglichkeit zur
kontinuierlichen Darstellung von Nanopartikeln Uber Aussalzen, wobei es allerdings sehr
schnell zu sekundaren Aggregationsprozessen kommen kann, da eine makroskopische
Fallung erfolgt.

Das schnelle  Verdampfen der organischen  Lésungsmittelkomponente im
Fallfilmmikroreaktor ist hier in der Regel von Vorteil, da die Aufkonzentrierung
einstellbar ist und sekundare Aggregationsprozesse zumeist effektiv unterdriickt werden
konnen.

4.1.1 Uberblick zur Phasenkontaktierung bei Gas-Fliissig-Mikroreaktoren

Separationsverfahren sind ein unerlasslicher Schritt bei nahezu jedem chemischem
Prozess. Bei groBtechnischen Verfahren sind Separationsprozesse, die auf
WarmeuUbertragung beruhen wie z.B. das Verdampfen oder Destillieren, seit langem
etabliert. Im  Bereich  der  Mikroverfahrenstechnik ~ hingegen lag  der
Forschungsschwerpunkt bisher tGberwiegend auf reaktiven Prozessen und nicht auf dem
Gebiet des Downstream Processings.!'’>!

Mikrostrukturierte Reaktoren stellen im Allgemeinen eine hervorragende Maoglichkeit
dar, um mit moderaten Durchsatzen hochwertige und/oder gefahrliche chemische
Produkte auf Abruf und vor Ort in Minifabriken/Pilotanlagen herzustellen.l'’® Ein
wesentlicher Vorteil bei der Miniaturisierung von Separationsprozessen ist, dass der
Massentransfer signifikant gesteigert und somit eine hohere Effizienz des Systems
erreicht werden kann.!"”7-7%I Dies beruht auf dem hohen Verhaltnis von Oberflache zu
Volumen, kurzen Transportwegen und groBBen Gradienten der treibenden Krafte.['””!
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Bisher wurden unterschiedliche Typen von Gas-Flussig-Mikroreaktoren entwickelt und
erfolgreich fUr viele chemische Reaktionen getestet.l''8173-176.180-189] Dje Reaktoren
kdnnen anhand des jeweiligen Prinzips der Phasenkontaktierung unterschieden und
klassifiziert werden.l190-192.1921 Die Einteilung erfolgt danach, ob die Phasen kontinuierlich
oder dispergiert vorliegen (siehe Abbildung 48).

1)} Kontinuierliche Phasen

a) Fallfilmmikroreaktor b) Membranmikroreaktor
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Abbildung 48: In der Literatur beschriebene Funktionsprinzipien von Trennverfahren, die auf
Mikrostripping und Mikroabsorption beruhen (modifiziert nach '77).

Bei den Mikroreaktoren mit kontinuierlichen Phasen bilden FlUssigkeit und Gas zwei
Strome, die getrennt voneinander dem entsprechenden Bereich des Mikroreaktors
zugefihrt werden. Entscheidend fir das Design der Reaktoren ist die Art und Weise wie
die Phasengrenzflache zwischen Flissigkeit und Gas stabilisiert wird.

Beim Fallfilmmikroreaktor wird der FlUssigkeitsstrom durch Gravitation angetrieben. Eine
Stabilisierung des FlUssigkeitsfilms erfolgt durch mikrostrukturierte Kanale auf der Platte,
auf der sich der Film ausbildet. Die Stromungsformen und hydrodynamischen
Eigenschaften  (Filmdicke, Geschwindigkeitsprofil, —usw.) werden durch das
Benetzungsverhalten, Flussraten, Viskositat, Oberflachenspannung, Kontaktwinkel sowie
KanalgroBe und -geometrie beeinflusst.!'”7.193-1%] Die Hydrodynamik beider Phasen ist
miteinander  verknUpft. Bei einer im Vergleich zum Gasstrom hoheren
FlieBgeschwindigkeit der Flussigkeit kann dies z.B. zu einer unerwunschten
Ruckvermischung innerhalb der Gasphase flhren 175!
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Im Falle von Membranmikroreaktoren gibt es keine Durchmischung von FlUssigkeit- und
Gasstrom. Beide Strome flieBen in zwei separaten Kanalen, die durch eine Membran
voneinander getrennt sind. Durch die Mikrostrukturen der Membran werden
Kapillarkrafte induziert, die eine Kontaktierung der beiden Phasen ermaoglichen, aber
gleichzeitig eine Durchmischung verhindern.

Im Gegensatz zum Fallfilmmikroreaktor kommt es bei einem Membranmikroreaktor zu
einer Entkoppelung der Hydrodynamik der beiden Phasen aufgrund der Membran. Eine
Kontrolle der Reaktionsparameter, wie z.B. der Druckdifferenz zwischen Flussigkeit und
Gas ist notwendig, um Durchbriche zu verhindern.l'””]

Bei Mikroreaktoren mit dispergierten Phasen wird eine kontrollierte Verteilung der
Phasen dadurch erreicht, dass der Zustrom des Gases zum Flussigkeitsstrom selbst die
Durchmischung induziert. Einzelne Gasblasen werden durch eine flissige Trennschicht
voneinander isoliert. Dadurch wird die axiale Durchmischung vermindert und die radiale
erhoht. Hieraus resultiert eine Pfropfenstromung mit verbessertem Warme-/
Massentransfer. Das Stromungsmuster wird stark beeinflusst von Flussraten,
Mischverhaltnis, FlieBgeschwindigkeit an den Oberflachen, Oberflachenspannung,
KanalgroBe und Benetzbarkeit der Kanaloberflache.l'21.19¢l

4.1.2 Technische Daten und Funktionsprinzip von Fallfilmmikroreaktoren

Fallfilmmikroreaktoren wurden flr Reaktionen an der Grenzflache Flissigkeit-Gas
entwickelt. Das Funktionsprinzip aller Fallflmmikroreaktoren beruht auf einer Vielzahl
diinner Fallfilme, die durch die Gravitation nach unten ,fallen”. Dies sorgt fir eine sehr
groBe Oberflache bei diinnen Schichtdicken. Die Aufsplittung in viele einzelne schmale
Filme wird vorgenommen, da es bei einem einzigen Film derselben Breite zu deutlichen
Unterschieden der Schichtdicke zwischen dem Zentrum und den Randern des Films
kommen konnte. Zudem neigen breite Filme zur Wellenbildung und es kommt haufig
auch zu Lochern innerhalb des Films. Um den FlUssigkeitsstrom kontrolliert in eine
Vielzahl dunner Fallfilme aufzuspalten, werden feine Kanale in eine Stahlplatte geatzt.
Durch dieses Fertigungsverfahren haben die Kanale keine rechteckigen MaBe, sondern
sind eher halbkreisférmig.

Der FFMR besteht aus einer mikrostrukturierten Platte mit einer definierten Anzahl an
Kanalen. Diese Platte kann von der Ruckseite mittels eines Thermostats temperiert
werden. Oberhalb der Platte befindet sich ein Freiraum flr einen Gasstrom, welcher
durch eine Glasplatte abgeschlossen wird. Dieses Glasfenster ermdglicht einen Blick auf
den Reaktionsraum und ermoglicht gleichzeitig eine Kontrolle der Benetzung der
einzelnen Kanale.
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Die mikrostrukturierte Platte kann formal in drei Bereiche gegliedert werden: Den
Zufuhrbereich, in dem der FlUssigstrom auf die einzelnen Kanale aufgeteilt wird, den
Reaktionsbereich, in dem die eigentliche Reaktion stattfindet sowie den Austrittsbereich,
in dem sich die Probe ansammelt bevor sie den FFMR verlasst. Dieser letzte Bereich ist
sowohl notwendig um einen gleichmaBigen Ausfluss zu garantieren als auch um ein
Trockenlaufen einzelner Kanale durch Kapillarkrafte zu verhindern.

Gaseous
reactant

/

Reacting
section

Withdrawal
zone

Outlet
section

Abbildung 49: Schematische Darstellung der mikrostrukturierten Platte des Fallfilmmikroreaktors.

Ein zirkulierendes Warmemedium auf der Rickseite der mikrostrukturierten Platte
ermdglicht eine prazise Temperierung. Uber Warmefihler an dem Ein- und Ausgang des
Warmemediums kann ein entstehender Temperaturgradient quantifiziert werden.
Zwischen der Stahlplatte und der Glasscheibe an der Vorderseite des Reaktors befindet
sich der Gasraum, in dem ein Gasstrom in gleicher oder entgegengesetzter Richtung
zum FlUssigkeitsstrom angelegt werden kann.

Temperierung Gasphase

Abbildung 50: STACK-1x-FFMR-LAB-V2 mit Abbildung 51: Schematische Darstellung des
danebenliegendem Isoliergehause aus PEEK. Funktionsprinzips eines Fallfilmmikroreaktors beim
Verdampfen.
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Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete STACK-1x-FFMR-LAB-V2 wurde am Institut fur
Mikrotechnik Mainz im Rahmen seiner Dissertation von Christian Willel'*”! entworfen
und angefertigt.

Dieser Reaktor verflgt Gber 5 Kanale mit einer Lange von 25,5 cm Uber eine Breite von
10 mm. Diese haben eine Breite von 1,2 mm und eine Hohe von 0,4 mm. Die Hohe des
Gasraums betragt 4 mm, wodurch eine spezifische Oberflache von bis zu 16.500 m?/m?
erreicht werden kann. Eine Besonderheit der STACK-FFMR-Baureihe ist, dass der Reaktor
verlotet wurde. Dies ermdglicht einerseits das Arbeiten bei Dricken von bis zu 10 bar,
verhindert jedoch andererseits ein Austauschen der mikrostrukturierten Stahlplatte.

Der STACK-1x-FFMR-LAB-V2 eignet sich besonders zur Parametrisierung von Prozessen
far die ein spateres Upscaling geplant wird, da es bereits entsprechend grof3volumige
Reaktoren mit 50 Kanalen (STACK-1x-FFMR-LARGE) und 500 Kanalen (STACK-10x-
FFMR-LARGE) gibt. Diese FFMR arbeiten bei identischem Design entsprechend ihrer
erhohten Anzahl an Kanalen auch mit dem 10 fachen bzw. 100 fachen der Flussrate des
STACK-1x-FFMR-LAB-V2.

4.1.3 Darstellung der wesentlichen Versuchsparameter

Der Verdampfungsprozess einer wassrigen 33 %igen THF-Losung (Volumenprozent)
wurde mit einem STACK-1x-FFMR-LAB-V2['%8 Fallfilmmikroreaktor durchgefiihrt. Der
Einfluss unterschiedlicher Reaktionsparameter auf den THF Gehalt im Eluat wurde
untersucht. Zu diesem Zweck wurde die Flussrate des THF-Wasser-Gemischs variiert
(1 m/min, 2 mU/min, 4 mL/min). Die Temperatur der HeizflUssigkeit wurde auf
verschiedene Temperaturen unterhalb des Siedepunkts von THF (65,81 °C) eingestellt
(55 °C, 60 °C und 65 °C) und durch einen zirkulierenden Wasserkreislauf konstant
gehalten.

DarUber hinaus wurde die Flussrate des Stickstoffstroms schrittweise von 0 mL/min bis
zu 1000 mL/min eingestellt. Der Gasstrom wurde im Gegenstrom zur Flussrichtung des
THF-Wasser-Gemischs angelegt. Sowohl die Gasphase als auch die flissige Phase
wurden nicht vorgewarmt, sondern gelangten mit Raumtemperatur (22 °C) in den
Reaktor. Das Eluat verlieB den Reaktor durch einen am Ausgang befestigten Schlauch
und wurde gesammelt.

Die Quantifizierung des Restgehalts an THF im Eluat erfolgte mit hoher Prazision (Fehler
< 0,1 %) durch Dichtemessungen mit einem Mettler Toledo DE45 Biegeschwinger.
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Die effektive Verdampfungsrate von Wasser und THF wurde Uber die Flussratendifferenz
am Ein- und Ausgang des Reaktors ermittelt.

Der Aufbau der Anlage zum Betrieb des Fallfilmmikroreaktors ist in Abbildung 52
schematisch dargestellt.

Fallfilmmikroreaktor

THF- Pumpe — .
Wasser- ————-G————=—] H ey gty <

Gemisch

Kiihlfalle
Warme-

tauscher

Durchfluss-
regler

]‘ AAAAAAAA %.“.“é
Dewar

Eluat

Abbildung 52: Aufbau des Fallfilmmikroreaktors zum kontinuierlichen Verdampfen.

FUr detailliertere Beschreibungen der Versuchsdurchfihrung siehe Kapitel 6.3.1.

Kalibrierung der Dichtebestimmung

Vorversuche haben gezeigt, dass prinzipiell der Restgehalt an THF in Wasser mit einer
online-ATR-IR-Sonde bestimmt werden kann. Bei der ATR- (engl. attenuated total
reflection, dt. abgeschwachte Totalreflexion) IR- (Infrarot) Spektroskopie wird die
wellenlangenabhangige Absorption der Probe gemessen.

Hierbei lag die Untergrenze jedoch bei etwa 1 Vol% THF in Wasser. Ein qualitativer
Nachweis von THF in THF-Wasser-Gemischen ist somit moglich, jedoch keine eindeutige
quantitative Messung, da eine Separation des THF-Peaks von dem des Wassers nicht
erreicht werden konnte.

Die  Nachweisgrenze  mit  Gaschromatographie lag  bei  Verzicht  auf
Anreicherungsverfahren sogar nur bei 5 % THF in Wasser.

Der Mettler Toledo DE45 Biegeschwinger kann die Dichte einer FlUssigkeit mit einer
Genauigkeit von 4,5 Nachkommastellen bestimmen. Dadurch ist nach Erstellung einer
Kalibrierung eine Quantifizierung des Restgehalts an THF im Eluat mit hoher Prazision
(eine Nachkommastelle) moglich.
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Abbildung 53: Dichtemessgerat Mettler Toledo D45 mit Probenzufuhr und Reinigungseinheit SC1.

Zur Kalibrierung wurde eine Verdinnungsreihe fur THF in Wasser (von 100 Vol% THF
bis zu 0,01 Vol% THF in Wasser) aufgestellt.

Um den Fehler moglichst gering zu halten, wurden die Anteile an THF und Wasser Uber
deren in der Literatur angegebene Dichten berechnet und bei 20 °C eingewogen. Der
Fehler der Waage (KERN ABJ 320-4NM) betragt + 0,1 mg, dies entspricht einem
maximalen Fehler von weniger als einem Prozent bei der geringsten Verdinnung.

Die Dichtemessungen wurden jeweils dreimal in einer auf 25 °C temperierten Messzelle
durchgeflihrt. Die einzelnen Messpunkte wurden dann mit einem Polynom 2.Grades

angefittet, siehe Abbildung 54.

1 ,00 1 1 1 1 1
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Abbildung 54: Kalibrierung anhand von Dichtemessungen zur Bestimmung des THF-Gehalts von THF-
Wasser-Gemischen mit definierten THF-Gehalt, Messung bei 25 °C, Anpassung mit y = a + bx + cx? mit
a=0,99974, b =-2,21053-10* und ¢ = -9,23885-10*.
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4.1.4 Simulation des Massentransfers

Beim Stripping handelt es sich um ein physikalisches Trennverfahren, bei dem eine oder
mehrere Komponenten aus einer flissigen Phase durch Desorption in die Gasphase
Uberflhrt werden. Hierbei wird die Tatsache genutzt, dass der Partialdruck eines Gases
Uber einer Flussigkeit direkt proportional zur Konzentration des Gases in der FlUssigkeit
ist (Henry-Gesetz). Der Stofflibergang Uber die Phasengrenzflache FlUssigkeit-Gas wird
basierend auf dem Massentransfer, anhand eines Filmmodells fir den Widerstand des
Ubergangs zwischen unbewegten Schichten von Flissigkeit und Gas, beschrieben.

Es wird angenommen, dass an der Phasengrenzflache zwischen FlUssigkeit und Gas ein
Gleichgewicht herrscht und innerhalb der Flissigkeit beide Stoffe vollstandig vermischt
vorliegen. Letzteres ist gegeben, wenn die Fourier-Zahl sowohl fur Wasser als auch far
THF groBer als 0,8 im gesamten Betriebsbereich ist. Die Fourier-Zahl ist eine
dimensionslose Kennzahl, die zur Beschreibung von Problemen der instationaren
Warmeleitung dient. Diese ist definiert als das Verhaltnis aus der Transportrate zur
Speicherungsrate.

Fo :Fourier — Zahl
a :Temperaturleitfahigkeit
t :charakteristische Zeit
L :charakteristische Lange
A :Warmeleitfahigkeit
Cp :spezifische Warmekapazitat bei konstantem Druck
p :Dichte

In dem gewahlten Temperaturbereich (55 °C bis 65 °C) ist THF komplett in Wasser
|6slich. Der Siedepunkt von THF betragt 65,81 °C. Aufgrund des hohen Dampfdrucks
von in Wasser gelostem THF, sollte der Massentransfer aus der FlUssigkeit in die
Gasphase den Verdampfungsprozess dominieren. Darlber hinaus gibt es noch weitere
Prozesse, die den Massentransfer erhohen; diese werden im folgenden Abschnitt
besprochen.

Bei einer Vielzahl an Experimenten mit dunnen Filmen, die unter isothermen

Bedingungen eine geneigte oder vertikale Platte hinunter flieBen, kam es zu einer
Entstehung von Wellen an der freien Oberflache durch hydrodynamische Instabilitat.!"!
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So beobachteten Wasden wund Dukler unter anderem eine Steigerung des
Massentransfers aufgrund solcher Wellen.?%! Bei dinnen Filmen, die Gber eine heiBe
Platte flieBen, kann die Bénard-Maragoni-Konvektion auftreten, die zu einer Erneuerung
der flUssigen Schicht flhrt. Bei Fallfilmen, die von longitudinalen Kanalen geflhrt
werden, spielt dies allerdings lediglich eine untergeordnete Rolle, da die transversale
Bewegung der Flussigkeit durch die kleinen Dimensionen behindert wird. 20"

Mouschou et all'"% haben den FlUssigkeitsstrom von iso-Propanol wahrend des
Verdampfens in einem STACK-1x-FFMR-LAB-V2 Fallfilmmikroreaktor mit Hilfe eines
Mikroskops untersucht. Dabei machten sie folgende Beobachtungen: Bei einer Flussrate
von 1 mL/min sind die Mikrokanale mit FlUssigkeit geflllt, wenn der Reaktor nicht
beheizt wird und kein Gasstrom angelegt wird. Durch Erhitzen des FFMRs sowie
steigender Gasflussrate kommt es zu einem signifikanten Verdampfen des Losemittels
bis hin zu einem kompletten Austrocknen der Kanale (bei Gasflussraten um die
100 mL/min). Bei FlUssigkeitsflussraten von 10 mL/min des iso-Propanol kommt es zu
keinen trocknen Stellen im Bereich der betrachteten Gasflussraten (bis 700 mL/min).
Wenn die FlUssigkeitsflussraten von einem hohen auf ein niedriges Level gedrosselt
werden, scheint die Flssigkeit im mittleren der finf Kanale in die entgegengesetzte
Richtung zu flieBen. Dieses Verhalten tritt bereits bei mittleren Flussraten (3 — 6 mL/min)
auf. Die seitlichen Kanale sind in der Regel geflllt. Ungleichverteilung und das
Trockenfallen von Kanalen kann den Massentransfer stark beeinflussen, sowohl positiv
als auch negativ durch eine Reduzierung der Grenzflache als auch durch Erneuerung des
Oberflachenbereichs. Aufgrund all dieser beschriebenen Effekte geht das Modell von
einer konstanten Gasschicht aus. Jeglicher weiterer hier beschriebene Effekt wird in
Form eines Korrekturfaktors in die Berechnung mit einbezogen.

Die im Rahmen dieser Arbeit angewandte Modellgleichung zur Beschreibung des
Strippingprozesses von einer Komponente aus einem System zweier Fllssigkeiten basiert
auf der Arbeit von Mouschou et al.'”3 — in welcher die Verdampfung eines reinen
Losungsmittel beschrieben wurde — und wurde darauf aufbauend dann fdr binare
Systeme entsprechend erweitert.

Die molare Flussrate der flissigen Phase (L) ergibt sich aus der Summe der beiden
Komponenten THF (T) und Wasser (W) mit (x) als dem Molenbruch der fltssigen Phase:

FL =FLT+FLW =xTFL+waL. (72)
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Die Gasphase (G) enthalt zusatzlich Stickstoff (S) als Strippinggas, (y) ist der Molenbruch
der Gasphase:

F
Fg = Fgs + For + Fow = Fos + yrFg + ywkc = 1—yTnyw' (73)

Leitet man F; nach den Molenbriichen von T und W ab, folgt daraus:

dFg _ 0Fg _ Fgs
oyr  dyw  A-yr—yw)?

(74)

Die Anderung der molaren Flussrate auf der Gasseite entlang der z-Achse kann Uber das
totale Differential ausgedrlckt werden

dFg _ OFgdyr , OFg dyw _ Fgs (dyT dyW) _ dFer 4 dFgw (75)
dz dyr dz oyw dz (A-yr—yw)? \ dz dz dz dz

Dieses ist gekoppelt mit einer Anderung der molaren Flussrate der fliissigen Phase:

dFg _ dFy, _ dFyr dFrLw

dz ~ dz dz dz (76)

Der Fluss der Komponenten K (= T oder W) Uber die FlUssigkeit-Gas-Grenzflache mit der
Flache A; wird berechnet Uber die Massenbilanz bei der (N) der molare Fluss und (p,,,)
die molare Dichte ist:

Nic = = kegyepm (Vi — i) = kox 2 (vk = ¥x). 77)

wobei ki den Massentransferkoeffizienten in der Gasphase bezeichnet.

Die molare Dichte wird Uber das ideale Gasgesetz erhalten:

Pm = o (78)

Dariiber hinaus wird vorausgesetzt, dass der Molenbruch y der Komponente K sich aus
dem Dampf-FlUssigkeit-Gleichgewicht (VLE) ergibt und von dem Molenbruch x; der
Gesamtflussrate der flissigen Phasen abhangt:

J’Ii( = frLe(xk). (79)
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Aufgrund der sehr effektiven WarmeUlbertragung zwischen dem zirkulierenden
Wasserkreislaufs des Thermostats und dem Fallfilmmikroreaktor wird eine isothermale
Arbeitsweise des FFMRs angenommen. Um dies zu Uberprifen, wurde am Ein- und
Ausgang des Reaktors mit Thermoelementen die Temperatur des Wasserkreislaufs
gemessen. Dabei war die Temperaturdifferenz im gesamten Betriebsbereich immer
kleiner 1 °C.

Der Molenbruch der Gasphase y% von THF und Wasser an der Grenzflache Flissigkeit-
Gas wurde mit ASPEN Plus™ unter zu Hilfenahme des NRTL-Aktivitatsmodells berechnet.
Zur Validierung der Verwendung des Modells von ASPEN Plus™ wurden die berechneten
Daten mit experimentellen Ergebnissen aus der Dortmunder Datenbank!?°? verglichen.
Dies zeigte Uber einen groBen Temperaturbereich eine zufriedenstellende
Ubereinstimmung. Die berechneten Werte fir y% sind in Abbildung 55 aufgetragen.

081 1par N
0,7 i IRERERERE 65 °C

064 ——55°C . L
0,5 - L
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0,3 - L

Y'THF, Wasser [mol/mol]

0,2 - ’.7-7', ________________________________________ Wasser -

014 7 =

0,0 T T T T T T ' T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

XTHF [mol/mol]

Abbildung 55: Molenbruch der Gasphase von THF und Wasser an der FlUssigkeit-Gas-Grenzflache.

Kombiniert man die Gleichungen (75) und (77) miteinander und ersetzt dA* durch
nwdz, wobei (n) die Anzahl der mikrostrukturierten Kanale und (w) die Kanalbreite ist,
ergibt sich daraus die endgltige Differentialgleichung fur den Molenbruch der
Gasphase:

dyg p nw

= kex RT Fon (v — )’K)(l —yr —yw)?. (80)
Die Grenzbedingungen fir das gesamte System sind

Filz=1 = FLin, Xr|z=1 = XTin: Xwlz=1 = Xw in

(81)
Fglz=0 = Fgn . Yrlz=0=0 , Ywlz=0 =0
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Die Formel fUr kg wurde von van Male et al.?%! (lbernommen, die den Warme- und
Massentransfer in von einer Seite beheizten Mikrokanalen mit quadratischem
Querschnitt untersucht hat. Im Rahmen dessen entwickelten sie eine Korrelation fur die
Sherwood-Zahl (Sh) als Funktion der Graetz-Zahl (Gz) fir laminare Stromung und
Pfropfenstromung:

_ ShKDKN _ Gzg 0.835
ke = corr TEXN Sp =243 (1 + (E) ) (82)

Die Sherwood-Zahl ist eine dimensionslose Kennzahl und beschreibt das Verhaltnis der
effektiv Ubergehenden Stoffmenge zu der durch reine Diffusion transportierten
Stoffmenge. Die Graetz-Zahl ist ebenfalls eine dimensionslose Kennzahl und gibt das
Verhaltnis von konvektiv Ubertragener zu abgeleiteter Warme an.

Die Graetz-Zahl selbst hangt sowohl von der Reynolds- (Re) als auch von der Schmidt-
Zahl (Sc) ab:

RegSckh _ __bUn pNundp
GZ = — SC — , Re = —
K P K = o Drn G i (83)

wobei (h) die Hohe und (d},) den hydraulischen Durchmesser des Gaskanals angeben, (i)
die dynamische Viskositat und (u) die durchschnittliche Geschwindigkeit beschreiben.
Die Reynolds-Zahl ist eine dimensionslose Kennzahl und beschreibt das Verhaltnis der
Tragheitskraft zur Reibungskraft in einer Stromung. Mit Hilfe der Reynolds-Zahl kann der
Umschlag von laminarer zu turbulenter Stromung bestimmt werden.

Die Schmidt-Zahl ist ebenfalls eine dimensionslose Kennzahl und ist definiert als der
Quotient der kinetischen Viskositat eines Fluids und dem Diffusionskoeffizienten eines
darin enthaltenen Stoffes. Damit kann das Verhaltnis von diffusivem Impulstransport zu
diffusivem Stofftransport beschrieben werden.

Mouschou et al.l'3 haben gezeigt, dass diese Formeln zur Beschreibung des
Massentransfers zwischen der Oberflache eines Fallfilms und dem Massenstrom des
Gases verwendet werden konnen. Der zusatzliche Korrekturfaktor (corr) dient zur
Berucksichtigung jeglichen Massentransfers, der in den folgenden Ursachen begrindet
liegt: Ungleichverteilungen im Fluss, Austrocknen eines Kanal oder Erneuerung einer
Oberflache durch den Marangoni-Effekt sowie Wellenbildung.
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Der Marangoni-Effekt ist die Stromung, die durch einen Oberflachenspannungs-
gradienten hervorgerufen wird. Unterschiede in der Grenzflachenspannung kénnen aus
einer Anderung der Temperatur, der Konzentration eines geldsten Stoffes oder der
Ladungsdichte entstehen.

4.1.5 Diskussion der experimentellen Daten

In Abbildung 56 werden die experimentellen wie auch die berechneten Daten
vergleichend aufgetragen. In der linken Spalte sind die Volumenanteile an THF im Eluat
bei unterschiedlichen FlUssigkeitsflussraten dargestellt. Die Messungen wurden bei drei
unterschiedlichen Temperaturen (55 °C, 60 °C und 65 °C) und dort bei jeweils drei
unterschiedlichen Flussraten (~1 mL/min, ~2 mL/min und ~4 mL/min) des THF-Wasser-
Gemischs (33 Vol% THF) durchgefuhrt. Die rechte Spalte der Abbildung 56 zeigt die
jeweils dazugehorigen Volumenstrome.

Alle Graphen in Abbildung 56 zeigen den zu erwartenden Zusammenhang, dass der
Volumenanteil an THF im Eluat sowohl fir steigenden Stickstoffstrom als auch fur
sinkende FlUssigkeitsflussraten abnimmt. Des Weiteren ist der Abfall des THF-Anteils mit
steigendem Stickstoffstrom umso groBer je hdher die Temperatur ist.

Um also ein maoglichst effizientes Stripping des THFs zu erreichen, sollte bei hohen
Temperaturen eine niedrige Flussrate fir den Feedstrom und ein hoher Volumenstrom
des Stickstoffgases eingestellt werden.

Besonders erwahnenswert, vor allem aus technologischer Sicht, ist die Tatsache, dass ein
komplettes Verdampfen des THFs bei allen drei untersuchten Temperaturen maoglich ist,
sobald die FlUssigkeitsflussrate kleiner 2 mL/min und der Stickstoffstrom groBer
400 ml/min ist. Dartber hinaus zeigt sich an Hand der Graphen in der rechten Spalte
der Abbildung 56, dass der Volumenfluss des Eluats mit steigendem Stickstoffstrom
langsam abnimmt. Dies kann damit erklart werden, dass die Kombination aus dem
azeotropen Verhalten, erhdhter Temperatur und Stickstoffstrom dazu fuhrt, dass auch
etwas Wasser mit verdampft.
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Abbildung 56: Flissiger Volumenanteil an THF (Abbildungen links) und Volumenstrom des Eluats
(Abbildungen rechts) jeweils in Abhdngigkeit vom Volumenstrom des Stickstoffs bei eingehenden
Volumenstromen von etwa 1 mL/min, 2 mL/min und 4 mL/min Wasser mit 33 Vol% THF und
Temperaturen von 55 °C, 60 °C und 65 °C. Die experimentellen Daten sind mit Symbole (¢, A, ®)
gekennzeichnet, die berechneten Daten sind als durchgezogene Linien in der, dem jeweiligen
Volumenstrom entsprechenden Farbe eingezeichnet.

Es wurde gezeigt, dass sowohl die Temperatur als auch die Flussraten des Feedstroms
sowie des Stickstoffstroms einen groBBen Einfluss auf das Verdampfungsverhalten des
Systems haben.
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Um die Bedeutung des Drucks bei den unterschiedlichen Gasflussraten auf die
diskutierten Ergebnisse zu bewerten, wurde mit dem Programm Druckverlust 6.2
(Software-Factory, Schifferstadt, Deutschland) eine Abschatzung des Druckverlustes
innerhalb des verwendeten Fallfilmmikroreaktors bei maximaler Temperatur (65 °C) und
Stickstrom (1000 mL/min) durchgefihrt (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Berechnung des Druckverlustes mit Hilfe des Programms Druckverlust 6.2 (Software-Factory,
Schifferstadt, Deutschland) bei Nutzung des STACK-1x-FFMR-LAB-V2 bei einer Temperierung auf 65 °C
und einer Flussrate von 1000 mL/min des Stickstoffgases.

Rohrbezeichnung Einlass Gasraum Auslass
Fordermedium Luft / gasférmig Luft / gasformig Luft / gasformig
(1,0 bar, 60 °C) (1,0 bar, 60 °C) (1,0 bar, 60 °C)
Volumenstrom [mL/min] | 1000 1000 1000
Dichte [kg/m?3] ‘ 1,045 1,045 1,045
Dynamische Viskositat [10-°kg/ms] ‘ 19,730 19,730 19,730
Temperatur Eingang [°C] ‘ 20 65 65
Temperatur Ausgang [°C] ‘ 65 65 20
Rohrleitungselement ‘ Kreisrohr Rechteckrohr Kreisrohr
24,78 mm B xHxL[cm] 24,78 mm
Elementabmessung L:2cm 1x0,4x25,5 L:2cm
Stromungsgeschwindigkeit [m/s] ‘ 0,929 0,417 0,929
Reynolds-Zahl \ 235 126 235
Stromungsform ‘ laminar laminar laminar
Rohrreibungszahl ‘ 0,272 0,518 0,272
Zeta-Wert ‘ 1,139 23,096 1,139
Druckverlust [mbar] ‘ 0,006 0,021 0,005

Die Abschatzung des Druckverlustes innerhalb des Fallfilmmikroreaktor mit der Software
Druckverlust 6.2 (Software-Factory, Schifferstadt, Deutschland) ergibt einen Wert von
lediglich 3,2-10° bar bei der hochsten eingestellten Temperatur von 65 °C und dem
maximalen Stickstoffstrom von 1000 mL/min. Daher wird die Annahme getroffen, dass
der  Druckabfall
Verdampfungsverhalten des Fallfilmmikroreaktors vernachlassigbar ist.

unter den  gewahlten  Reaktionsparametern  auf das

Zusammengefasst zeigen die experimentellen Daten die Machbarkeit und Steuerbarkeit
des THF-Strippings mittels eines Mikroreaktors.

Oftmals ist es bei der Aufarbeitung nach der Herstellung von Nanopartikeln von Noéten,
die erhaltene Dispersion aufzukonzentrieren. Dies liegt daran, dass bei der Synthese der
Kolloide meist in niedrigen Konzentrationen gearbeitet werden muss, um eine maglichst
geringe Polydispersitat und vor allem ein Agglomerieren der Partikel zu vermeiden.
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Jedoch sollte man berdcksichtigen, dass ein Aufkonzentrieren einer kolloidalen
Dispersion auch zu einem Ausfallen oder Agglomerieren der Partikel fihren kann, es
also nicht fUr alle Systeme geeignet ist.

Um den Faktor der Aufkonzentrierung bei dem verwendeten Fallfilmmikroreaktor zu
bestimmen — welcher angibt, das Eluat im Vergleich zum Feed aufkonzentriert wurde —
wurden gravimetrisch die tatsachliche Flussrate des Feedstrom und die jeweilige
Flussrate des Eluats fur alle untersuchten Reaktionsbedingungen (Feedflussrate,
Temperatur, Stickstoffgegenstrom) gemessen (siehe Tabelle 10).

Der Faktor der Aufkonzentrierung ist der Quotient aus der Flussrate des Eluats geteilt
durch die tatsachliche Flussrate des Feedstroms:

Faktor der Aufl i Flussrate Eluat
aktor der Aufkonzentrierung = :
f g Flussrate tatsachlicher Feedstrom

(84)

Tabelle 10: Berechnung des Faktors der Aufkonzentrierung ausgehend von der tatsachlichen Flussrate
des Feedstroms und der gravimetrisch bestimmten Flussrate des Eluats in Abhangigkeit der Flussrate des
Feedstrom und des Stickstoffgegenstrom sowie der jeweiligen Temperatur.

eingestellte Flussrate Flussrate Eluat Faktor
(tatsachliche Flussrate) Aufkonzentrierung

Feedstrom

[mL/min] [mL/min]

099 | 097 | 0,9 | 1,00 1,02 1,03 0

1,00 0,71 | 069 | 0,62 | 1,39 | 1,43 | 1,60 | 200
(0,99) 060 | 059 | 053 | 1,65 | 1,68 | 1,87 | 500 |
0,56 | 0,55 | 0,50 | 1,77 | 1,80 | 1,98 | 650 PN=
1,97 | 1,91 | 1,81 | 1,00 [ 1,03 | 1,00 | 0 |
1,55 | 1,49 | 1,37 | 1,27 | 1,32 | 1,44 | 200 |
(f:g% 1,31 | 1,24 | 1,20 | 1,50 | 1,59 | 1,64 | 500 %
1,24 | 1,23 | 1,16 | 1,59 | 1,60 | 1,70 | 650 |S8=
116 | 0,96 | 1,00 | 1,70 | 2,05 | 2,00 | max |4
393 | 383 | 3,77 | 1,00 | 1,03 | 1,04 0 -
4,00 335 | 300 | 296 | 1,17 | 131 | 1,33 | 200 P
(3,93) 2,81 | 265 | 256 | 1,40 | 1,48 | 1,54 | 500

2,67 | 264 | 246 | 1,47 1,49 1,60 | 650
55°C | 60°C | 65°C | 55°C | 60°C | 65°C

Temperatur

Anhand der Daten aus Tabelle 10 ist ein klarer Trend zu beobachten: je hoher die
Temperatur und je hoher die Flussrate des Stickstoffgases sind, desto gréBer ist der
Faktor der Aufkonzentrierung.
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Bei allen drei eingestellten Feedstromflussraten (1 mL/min, 2 mL/min und 4 mL/min) wird
bei der niedrigsten untersuchten Temperatur von 55 °C ohne angelegten
Gasgegenstrom die Losung nicht aufkonzentriert. Die hdchste Aufkonzentrierung (um
den Faktor 2,05) wird bei einer Feedstromflussrate von 2 mL/min, 60 °C und maximalem
Stickstoffgegenstrom erzielt.

Vergleichbare  Aufkonzentrierungsfaktoren ~ werden  sowohl bei  gleicher
Feedstromflussrate (2 mL/min), einer Temperatur von 65 °C und maximalem
Stickstoffgegenstrom und damit einem Faktor von 2,00 als auch bei einer
Feedstromflussrate von 1 mL/min, 65 °C und einem Stickstoffgegenstrom von lediglich
650 ml/min mit dem Faktor 1,98 erreicht.

Betrachtet man ausschlieBlich den Faktor der Aufkonzentrierung hat der
Stickstoffgegenstrom einen groBeren Einfluss als die Temperatur.

Bisher wurden der Anteil an evaporiertem THF und der Faktor der Aufkonzentrierung
diskutiert. Da es sich bei Wasser-THF um ein azeotropes Gemisch handelt, wird im
Folgenden eine Bilanzierung des verdampften Wassers diskutiert.

Durch die Dichtemessungen des Eluats konnten nach Erstellung einer Kalibrierkurve der
Gehalt an THF und damit auch direkt der Anteil an Wasser bestimmt werden.
Berlcksichtigt man nun noch die Ausgangskonzentration an Wasser sowie die
Flussraten von Feedstrom und Eluat, lasst sich daraus der prozentuale Anteil an
verdampftem Wasser berechnen (siehe Tabelle 11).
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Tabelle 11: Anteil des verdampften Wasser in Abhangigkeit der Flussrate des Feedstrom und des
Stickstoffgegenstrom sowie der jeweiligen Temperatur.

eingestellte Flussrate Anteil an
(tatsachliche Flussrate) = evaporiertem Wasser
[mL/min] [%]

(0,99) 13,4 | 150 | 256 | 500

19,1 | 208 | 298 | 650 =

0 | 30 | 81 | 0 =

52 | 11 | 7,3 | 200 |S=

2,00 10,7 | 12,5 | 151 | 500 |

(1,97) 1]

132 | 11,0 | 17,1 | 650 |

18,0 | 29,9 | 28,0 | max ¥4

0 25 | 4.1 0 |

4.00 16 | 88 | 32 | 200 N
(3,93) 9,1 10,5 8,4 | 500

11,6 7.4 10,8 | 650
55°C | 60°C | 65°C

Genau wie schon bei dem Anteil an verdampften THF und der Aufkonzentrierung ist

auch bei der Bilanzierung des Wassergehalts im Eluat ein klarer Trend erkennbar (siehe
Tabelle 11). Wie zu erwarten war, nimmt der Anteil an verdampftem Wasser sowohl bei
Erhohung der Temperatur als auch bei steigenden Flussraten des Stickstoffstroms zu; bei
zunehmender Flussrate des Feedstroms sinkt der Anteil an verdampftem Wasser.

4.1.6 Vergleich der experimentellen Daten mit der Simulation

AbschlieBend erfolgt ein Vergleich der experimentell gewonnenen Ergebnisse mit denen
der Modellberechnungen, um somit eine Aussage Uber die Vorhersagekraft des Modells
hinsichtlich der Reaktionsparameter treffen zu kénnen.

Die berechneten Daten sind als durchgezogene Linien in Abbildung 56 eingezeichnet
und zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten Uber den
gesamten Bereich der betrachteten Reaktionsparameter. Die Uberschatzung des
Volumenflusses des Eluats bei hohem Stickstoffstrom ist vermutlich auf eine
Beeinflussung der fllssigen Phase durch den Gasstrom zurlck zu fuhren, wie z.B. durch
Ungleichverteilungen im Fluss, Trocknen eines Kanal oder Oberflachenerneuerung sowie
der Bildung von Wellen.
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Im Folgenden wird beschrieben, wie die Anpassung des Modells erfolgte. Die Evaluation
wurde in zwei Schritten durchgefthrt. Im ersten Schritt wurde das differentielle
Gleichungssystem (80) entlang der z-Koordinate integriert. Die Ergebnisse wurden dann
an die gemessenen experimentellen Daten durch Variation des Korrekturfaktors
angepasst. In Abbildung 57 sind 8 der 9 betrachteten Kombinationsmoglichkeiten der
FlGssigkeitsflussrate (Q,) und Temperatur aufgetragen. Fur den Fall Q, = 1 mL/min und
T = 65 °C konnte kein eindeutiges Ergebnis evaluiert werden. Es hat sich gezeigt, dass
der Korrekturfaktor im Bereich von 0,4 bis 1,2 ansteigt und lediglich von der
FlGssigkeitsflussrate (Q,) abhangig ist. Der Korrekturfaktor wachst linear und Q, kann
durch die Formel (85) beschrieben werden:

corr = 0.27891 - Q. [mL/min] + 0.15264. (85)
1.4
e Experiment
] corr = 0.27891*Q( [mL/min] + 0.15264
1,21
_ R? der Fit-Funktion = 0,98101
o 95 % Konfidenzintervall
< 1,04
‘=
2
S 081
S ]
X
0,6
0,4 -
T T T T T T T
1 2 3 4
QL [mL/min]

Abbildung 57: Korrekturfaktor (corr=0,27891-Q.[mL/min]+0,15264) in Abhadngigkeit der
Flissigkeitsvolumenstroms.

Im zweiten Schritt der Evaluation wurde die Wiederholung der Integration des
differentiellen Gleichungssystem (80) unter Anwendung der Korrekturfaktoren, die
durch den linearen Fit erhalten wurden, durchgefuhrt. F, und F; wurden durch die
Integration von Formel (75) und (76) erhalten.

Wurde also einmal der Fit fur den Korrekturfaktor flr eine gegeben Reaktorgeometrie
erstellt, kann das Modell dazu verwendet werden, Trends fur das Strippingverhalten fur
unterschiedliche Reaktionsparameter (z.B. Temperatur, THF-Ausgangskonzentration, ...)
zu bestimmen. Quantitativ exakte Vorhersagen sind jedoch kritisch, da sie stark von den
Materialparametern abhangig sind. Daher musste das Modell bei Verwendung anderer
Materialsysteme spezifisch auf diese angepasst werden.
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DarGber hinaus wurde das Modell auch zur Bestimmung der Anzahl an
Ubertragungseinheiten (NTU = number of transfer units) des Mikroreaktors genutzt.

Der Begriff NTU stammt aus dem Bereich der Warmeulbertragung und wird zur
Auslegung von Warme- oder Stofflibergangen verwendet. Dabei ist die NTU definiert
Uber das Produkt des Stoffiibergangskoeffizienten und der Ubertragungsflache pro
Volumenstrom.

Die Anzahl der Ubertragungseinheiten fir den STACK-1x-FFMR-LAB-V2 wurde mittels
des folgenden Quotienten berechnet:

NTU = Yrlz=L — Yrlz=0 (86)

yT|z=L - yTlequil

Wobei yrlequin @anhand zweier nichtlinearer Gleichungssysteme mit Hilfe von ASPEN
Plus™ berechnet wird. Die hieraus resultierenden Ergebnisse sind in Abbildung 58

aufgetragen.
B 55°C,1mL/min © 60°C,1mL/min @ 65°C,1mL/min
1,4 - ® 55°C,2mL/min © 60°C,2mL/min ® 65 °C,2 mL/min
A 55°C,4mL/min & 60°C,4mbL/min A 65°C,4 mL/min
1,2 1
m &
1 ]
2 10- 5 © R ]
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Abbildung 58: Anzahl der Ubertragungseinheiten in Abhédngigkeit vom Volumenstrom des Stickstoffs
und der eingehenden Flussigkeitsflussrate von ca. 1 mL/min, 2 mL/min und 4 mL/min bei Temperaturen
von 55 °C, 60 °C und 65 °C.

Insgesamt betrachtet, kann man feststellen, dass die NTU bei ungefahr 1 liegt und mit
zunehmendem Stickstoffstrom etwas ansteigt. Dies demonstriert den Nutzen und das
Potential fUr das Stripping von Losemitteln im Kontext des kontinuierlichen Downstream
Processing; insbesondere flr das Scale-up von Fallfilmmikroreaktoren.
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Eine hochskalierte Version des Fallfilmmikroreaktors wurde bereits erfolgreich far
FlGssigkeit-Gas-Reaktionenl?04-2%61  getestet. Daher waren bei einem Transfer des
Strippingprozesses auf die groBere Version des Reaktors deutlich hohere
Durchflussmengen bei ahnlichem Strippingverhalten zu erwarten.

4.1.7 Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Leistungsfahigkeit des STACK-1x-FFMR-LAB-V2 in
Bezug auf das kontinuierliche Stripping von THF aus einem THF-Wasser-Gemischs
untersucht. Daflr wurde der Massentransfer fur das Stripping mit Stickstoff bei
unterschiedlichen Reaktionsparametern (Temperatur, FlUssigkeits- und Gasflussrate)
gemessen.

Bei einer Durchflussmenge von 1 mL/min des Feedstroms konnte bei allen drei
untersuchten Temperaturen (55 °C, 60 °C und 65 °C) ab einem Stickstoffgegenstrom
von 500 mL/min ein vollstandiges Abdampfen des THF erzielt werden. Wurde die
Durchflussmenge des Feedstroms auf 2 mL/min eingestellt, konnte bei 65 °C und
maximalem Stickstoffgegenstrom das THF ebenfalls vollstandig abgedampft werden. Ein
Restgehalt an THF von < 1 % wurde bei 65 °C und einem Stickstoffgegenstrom von
650 mL/min und bereits bei 60 °C bei einem Stickstoffgegenstrom von 1000 mL/min
erreicht. Bei der hochsten Feedflussrate von 4 mL/min wurde immerhin bei 65 °C und
einem Stickstoffgegenstrom von 650 mL/min der THF-Gehalt auf unter 2 % reduziert.

Ausgehend von der Arbeit von Mouschou et al.l'”3], die sich mit dem Verdampfen eines
reinen Losungsmittels befasst hat, wurde in Zusammenarbeit mit Dres. Karl-Peter
Schelhaas und Sabine Alebrand ein Massentransfermodell zur Beschreibung des
Strippingprozesses eines binaren Systems entwickelt.

Die gute Ubereinstimmung der experimentellen und simulierten Daten erlaubt es, das

Modell fur die Vorhersagen fir erforderliche operative Parameter zum Stripping von THF
aus einem THF-Wasser-Gemischs mittels eines STACK-1x-FFMR-LAB-V2 zu verwenden.
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4.2 Semikontinuierliche Isolierung von Pluronic® L121-
Polymersomen unter Verwendung des
Fallfilmmikroreaktors

Im Rahmen der Dissertationen von Dr. Raphael Thiermann!''® und Dr. Regina Bleul!?"
wurde basierend auf amphiphilen Blockcopolymeren die Selbstorganisation nanoskaliger
Polymerstrukturen mit Hinblick auf die Entwicklung von Wirkstofftragersystemen
untersucht.

Durch Verwendung von statischen Mikromischern konnten kontinuierlich u.a.
biokompatible, multifunktionelle Polymersome aus Pluronic® L121 mit einer niedrigen
Polydispersitat hergestellt werden. Eine Stabilisierung der ansonsten sehr instabilen
Vesikel konnte erfolgreich durch eine hydrophobe In-situ-Beladung erzielt werden.['"®!

Die Herstellung basiert dabei auf dem Prinzip der Co-Losungsmethode mit THF als
gutem Losungsmittel und Wasser als selektivem Losungsmittel. Da der Prozess sehr gut
zu kontrollieren ist, wurde er ausgewahlt, um im Rahmen dieser Arbeit, die Fahigkeit
des Fallfilmmikroreaktors STACK-1x-FFMR-LAB-V2 zum Abdampfen eines Losungsmittels
aus einem Losungsmittelgemischs im Rahmen eines Downstream Processings,
aufbauend aus den Erkenntnissen aus Kapitel 4.1, an einem konkreten
Prozess/kolloidalem System zu Uberprifen. Parallel dazu wurde jeweils noch eine Probe
diskontinuierlich im Batch abgedampft, um eine gleichbleibende Gute der Vesikel beim
kontinuierlichen Abdampfen zu verifizieren.

4.2.1 Herstellungsmethoden und Anwendungsbeispiele von Polymersomen

Pluronic® ist der Markenname fir die Poloxamere, die in den 1950 Jahren von der BASF
entwickelt wurden und unter dem sie bis heute vermarket werden. Poloxamere sind
amphiphile Blockpolymere aus Poly(ethylenoxid) (=PEO) (= Poly(ethylenglycol) = PEG) als
hydrophiler und Poly(propylenoxid) (=PPO) als hydrophober Block.

Pluronic®-Polymere sind biokompatibel und nicht toxisch.207:2081 Zwar sind die PEO-PPO-
PEO Blockpolymere biologisch nicht abbaubar, aber aufgrund einer gewissen Loslichkeit
koénnen sie bis zu einem Molekulargewicht von 10-15 kg/mol sogar langsam Uber die
Niere ausgeschieden werden1209.210]

Die Loslichkeit der Pluronic® Blockpolymere in Wasser ist sowohl abhangig von der
Struktur, also der jeweiligen Lange des hydrophilen und des hydrophoben Blocks, als
auch der betrachteten Temperatur.?'! Eine Erhdhung der Temperatur fihrt durch
Dehydratisieren zu einer verringerten Loslichkeit.!™
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Die CMC-Werte der typischerweise fur Drug delivery verwendeten Pluronic®-
Blockpolymere liegen bei Kérpertemperatur (37 °C) in einem Bereich zwischen 1 uM bis
1 mM (ca. 5103 bis 1 wt%).2" Der CMC-Wert hangt ab von der Lange des PPO Blocks
und der Lange der PEO Blocke.211-2131

Die Zulassung etlicher Poloxamere durch die US-Behdrde FDA (engl. Food and Drug
Administration, dt. Lebensmittelbehérde) fur verschiedene Anwendungen — z.B. als
Emulgatoren in einer Vielzahl an kosmetischen Produkten!?' oder auch in medizinischen
Formulierungen von hydrophoben Nanotherapeutika wie Interferonen (Rebif®)™! —
macht sie fUr die Forschung im biomedizinischen Bereich auBerst interessant.[208.211.216-218]
Aufgrund der strengen Zulassungsregularien und den damit verbundenen enormen
Kosten fur neue Medikamente, erhoht die Entwicklung von Wirkstofftragersystemen auf
der Basis bereits zugelassener Materialien die Chance, den hohen Anforderungen im
Rahmen der klinischen Studien zu entsprechen.!'2%

In der chemisch-technischen Industrie werden Pluronic®-Polymere als schaumdampfende
nichtionische Tenside zum Emulgieren und Dispergieren eingesetzt.!'°!

Die Tendenz der Selbstorganisation von Pluronic®-Polymere variiert je nach GroBe der
Blocke und dem Verhaltnis von PEO zu PPO zueinander.!'?% Die treibende Kraft dahinter
ist die hydrophobe Interaktion des PPO-Blocks.?™  Untersuchungen  mit
Triblockcopolymeren mit dem Aufbau PEO-PPO-PEO und einem hohen hydrophilen
Anteil zeigen, dass diese dazu neigen in Wasser mizellaren Strukturen mit einer
hydrophilen PEO-Hulle und einem hydrophoben PPO-Kern zu bilden.1220221]

Das in dieser Arbeit verwendete Pluronic® L121 ist ebenfalls ein Triblockcopolymer aus
Poly(ethylenoxid)-block-Poly(propylenoxid)-block-Poly(ethylenoxid), allerdings mit einem
sehr geringen Anteil von nur 10 % an PEO und damit relativ hydrophob. Pluronic® L121
besitzt jeweils 5 Wiederholungseinheiten EO und 68 Wiederholungseinheiten PO. Der
HLB-Wert wird vom Hersteller je nach Blocklangenverhaltnissen mit 1 — 7 angegeben. 222

Ho'e\/oz'(w/\o'g\/oiﬂ

Abbildung 59: Strukturformel von Pluronic® L121 mit farblicher Kennzeichnung der hydrophilen
Poly(ethylenoxid)-Blocke (PEQ) in Blau und des hydrophoben Poly(propylenoxid)-Blocks in Rot.!'2°!

Das Phasenverhalten zeigt die Tendenz zur Bildung von lamellaren Strukturen und
eignet sich dadurch besonders gut zur Darstellung von Polymersomen. 2%
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Diese Vesikel bestehen aus einem hydrophilen inneren Kompartiment sowie einer
hydrophoben auBeren Membran, die den Innenraum umschlieBt. Hierdurch bieten diese
Systeme gute Voraussetzungen um unterschiedliche Wirkstoffkomponenten zu l6sen
und zu transportieren.l2%

Selektives

n WWWWN] Lsungsmittel

—_—mm)
hydrophil  hydrophob  hydrophil

Abbildung 60: Schematische Darstellung eines Blockcopolymers und der daraus aufgebauten Struktur
eines Polymersoms und einem Querschnitt zur Verdeutlichung der Struktur [

Bei Polymersomen handelt es sich um die kunstliche Nachbildung von biologischen
vesikularen Strukturen durch amphiphile Blockpolymere. Das natlrliche Vorbild fur
derartige Strukturen sind Liposome, die aus Phospholipiden aufgebaut sind.

Abbildung 61: Schematische Darstellung der Struktur eines Liposoms.['2%

Der Begriff ,, Polymersom” stammt aus einer Verschmelzung der Begriffe , Polymer” und
.Liposom"”. Aufgrund der guten Kontrolle bei der Darstellung haben Polymersome
gegenuber ihren nattrlichen Analoga, den Liposomen, eine deutlich groBere Variabilitat
sowie eine erhdhte chemische und physikalische Stabilitat.223-226!

Es gibt unterschiedliche Methoden, die zur Herstellung von Polymersomen genutzt
werden und von den Techniken zur Liposomen-Herstellung abgeleitet sind.!'2%

Bei der Filmrehydration (siehe Abbildung 62) wird eine kleine Menge an Polymer in
einem guten Losungsmittel fur beide Polymerblocke gelost. Durch Abdampfen des
Losungsmittels kommt es zu einer Filmbildung. Im nachsten Schritt wird zu dem
getrocknetem Film Wasser gegeben und dieser durch Energiezufuhr in Form von
Schitteln, Ruhren oder Ultraschall wieder von der Wand des Gefal3es abgelost und
zerkleinert.
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Zwar ist es moglich mit diesem Herstellungsprozess uni- und multilamellare Vesikel

Membran-

Blockcopolymer
extrusion

Gutes Losungs-
mittel

herzustellen, jedoch weisen diese meistens eine breite GroBenverteilung auf.[227.228l
o S?Iektives‘
o_. : Lésungsmittel

Losungsmittel
abdampfen AliAE
R —
B B T Y
B e e
|

Abbildung 62: Schematisch Darstellung des Prozesses der Filmrehydration.['2%!

I

o l % Amphiphiles
I
|

Bei der Elektroformation wird ebenfalls zuerst ein dinner Polymerfilm dargestellt,

diesmal allerdings direkt auf den Elektroden. Durch ein oszillierendes elektrisches Feld
erfolgt anschlieBend der Vorgang der Rehydration in Wasser. Mit dem Verfahren ist es
maoglich sehr groBe unilamellare Vesikel im MikrometermalBstab (engl.: GUV = giant
unilamellar vesicles) mit relativ enger GroBenverteilung zu erzeugen.!'?%!

Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung von Polymersomen ist die Detergenz-Methode.

Hierbei wird das Polymer mit Hilfe eines Detergenzes in Wasser dispergiert. Durch
Dialyse wird das Detergenz nach der Bildung der Polymersomen wieder entfernt.[2?°!

Bei der Nanoprazipitation (siehe Abbildung 63), auch als Co-Lésungsmittelmethode

bezeichnet, wird das Polymer in einem organischen, wassermischbaren Losungsmittel
gelost. Diese Polymerlosung wird dann in Wasser als selektives Losungsmittel — welches
ein Losemittel fir den hydrophilen, aber ein Nichtlosemittel fir den hydrophoben Block
darstellt — getropft und somit eine Strukturbildung induziert. AbschlieBend wird das
organische Solvent durch Dialyse oder Verdampfen entfernt. Es ist moglich diesen
Prozess auch invers durchzuflhren. Dabei wird die Polymerlosung vorgelegt und unter
RUhren sukzessive Wasser zugegeben bis eine Strukturbildung stattfindet. Auch bei
dieser Vorgehensweise ist es in der Regel notwendig, das Losungsmittel aus der
Polymersomen-Dispersion zu entfernen.[230.231]

3
%  Amphiphiles
Selbst- Lésungsmittel Blockcopolymer
organisation abdampfen Gutes Losungs-
o (v] L] » mittel
[+] Selektives
o o 'v) Losungsmittel

Abbildung 63: Schematisch Darstellung der Co-Lésungsmittelmethode.['%!
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Als ein Modell fur amphiphile Polymere wird haufig das nicht-bioabbaubare
Blockcopolymer Polybutadien-block-Polyethylenoxid (PB-PEO) verwendet.'2°1 Mit PB-PEO
ist es moglich Vesikelstrukturen durch Filmrehydration zu erhalten oder auch mit der Co-
Losungsmittelmethode, indem sukzessive Wasser zu der Polymerlosung (in THF)
zugegeben wird.!"2%

Die Herstellung von Polymersomen aus Pluronic® L121 stellt verglichen damit eine
Herausforderung dar. Durch den hohen hydrophoben Anteil (90 %) und der daraus
resultierenden Molekuilgeometrie neigt das Polymer zur Bildung von groBeren lamellaren
Strukturen; die Bildung von Vesikeln, vor allem kleinerer Vesikel mit hoher
Krimmungsenergie ist dagegen thermodynamisch nicht bevorzugt.322331 Dies fuhrt in
der Kombination mit dem hohen CMC-Wert (engl. critical micelle concentration,
dt. kritische Mizellbildungskonzentration) des Polymers dazu, dass die Vesikel nur
wenige Stunden bis Tage stabil sind.!""®!

Mit Hilfe der Doppelemulsionsmethode gelang es Foster et al. Vesikel im Mikrometer-
Bereich darstellen.?¥ Die Herstellung kleinerer Vesikel mit Radien unter 100 nm erfolgte
bisher meist in 2-stufigen Prozessen unter Verwendung von Ultraschall und
anschlieBender  Extrusion durch eine Polycarbonat-Membran mit  definierter
PorengroBe.233.2351

Die Nutzung von Mikromischern zur kontinuierlichen Herstellung von Polymersomen aus
PB-PEO wurde erstmals von Muller et al.?*® im Jahr 2009 gezeigt. Darauf basierend
entwickelte Raphael Thiermann!''®! die Methode weiter, optimierte sie und passte sie flr
Pluronic® L121 an. Das Herstellungsprinzip orientiert sich hierbei an der konventionellen
Co-Losungsmittelmethode, bei der ein kontrollierter Transfer des Polymers vom guten
Losungsmittel in ein selektives Losungsmittel erfolgt.

FUr die Auswahl des Co-Losungsmittels ist es entscheidend, das dieses sowohl fir alle
Blocksegmente des Polymers ein gutes Losungsmittel darstellt als auch eine Beladung
des Vesikels ermdglicht. Dartber hinaus sollte es unbegrenzt mit Wasser mischbar sein.
Losungsmittel, die diese Anforderungen flr eine Vielzahl an Anwendungen erflllen,
sind beispielsweise DMSO und THF.

DMSO wird zwar oftmals in der Biologie eingesetzt, ist aber flr die kontinuierliche

Herstellung und Beladung von Pluronic® L121-Polymersomen mit Eisenoxid aus
unterschiedlichen Grinden nicht geeignet.
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Da DMSO nicht mischbar mit Alkanen ist, konnen somit Olsdure-stabilisierte Eisenoxid-
Partikel nicht gelost werden und wrden ausfallen.

Zudem besitzt DMSO eine vergleichsweise hohe Dichte (1,1 g/cm® und Viskositat
(2,14 mPa-s bei 20 °C), wodurch die Vermischung mit Wasser bis zur Homogenisierung
relativ langsam verlauft, bedingt durch eine langsame Diffusion. Auch der hohe
Siedepunkt von 189 °C macht ein Entfernen des Co-Losungsmittels Gber die Gasphase
nach dem Vorgang der Nanoprazipitation deutlich schwieriger.

Im Gegensatz dazu hat THF eine deutlich geringe Dichte (0,89 g/cm?3), Viskositat
(0,55 mPa-s bei 20 °C) und Siedepunkt (66 °C). Hierdurch wird ein deutlich schnelleres
Mischverhalten in der mikrofluidischen Anlage gewahrleistet. Auch die Eisenoxide, die in
die Membran eingelagert werden sollen, sind in THF [oslich.

Durch den kontinuierlichen Herstellungsprozess koénnen Probleme und Nachteile
herkdmmlicher Batchverfahren minimiert bzw. unterbunden werden. Bei Arbeiten mit
sehr hydrophoben Blockpolymeren und Komponenten, welche in die Vesikelmembran
eingelagert werden sollen, besteht die Gefahr, dass diese bei Kontakt mit Wasser als
selektives Losungsmittel ausfallen. Erfolgt die Selbstorganisation der amphiphilen
Blockpolymere gentigend schnell, kann ein Ausfallen verhindert werden.

Neben der zugegebenen Polymermenge hat auch die GUte der Durchmischung beim
RUhren einen groBen Einfluss auf die Bildung der Vesikel. Durch das schnelle,
kontrollierte Mischen konnen lokale Konzentrationsgradienten verringert werden und
eine groBere Reproduzierbarkeit erreicht werden. Bei den klassischen Batchverfahren ist
der Durchsatz begrenzt und einzelne Ansatze kdnnen sich voneinander unterscheiden.
Die kontinuierliche ProzessfiUhrung hat — wie der Name es bereits sagt — einen
kontinuierlichen Durchsatz mit reproduzierbarer Qualitat und bietet oftmals einfache
Maglichkeiten, das Verfahren hoch zu skalieren.

Bleul et al. haben gezeigt, dass die Mikromischer-Technologie eine wertvolle und
zuverlassige Methode ist, um mit Wirkstoff beladene, magnetische Polymersomen
herzustellen.?37.237.238 - Dazu wurden hochst definierte Hybridpartikel hergestellt,
basierend auf dem von der FDA zugelassenen Triblock-Polymer Pluronic® L-121. Es
erfolgte eine in-situ Beladung der Vesikel sowohl mit magnetischen Nanopartikeln als
auch mit dem Krebsmedikament Camptothecin.
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Mittels TEM-Aufnahmen konnte die erfolgreiche Aufnahme der magnetischen
Nanopartikel bestatigt werden. Uber dynamische Lichtstreuung-Messungen wurde eine
enge GroBenverteilung der beladenen Vesikel gezeigt. Die Stabilitat der Partikel in
Anwesenheit von Serumproteinen wurde mit Vielwinkel-Lichtstreuung nachgewiesen.

Eine Studie zur Wirkstofffreisetzung von Bleul et al.*% zeigte, dass eine nachhaltige
Freisetzung des Camptothecins Uber mehrere Tage hinweg bei starker
Beladungseffizienz (100 pyg/mL  Camptothecin in der polymeren Formulierung)
stattfindet. Wahrend wirkstofffreie Vesikel keine Toxizitat zeigten, kam es bei mit
Camptothecin beladenen Polymersomen zu einer signifikanten Reduzierung der
Viabilitat von Prostatakrebszellen (PC-3) Gber einen Zeitraum von 72 Stunden.

Darlber hinaus wurden der Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 647 und das Krebs-
targeting-Peptid Bombesin kovalent an die Hybridpartikel gekoppelt. AnschlieBend
wurde die spezifische Zellaufnahme der Vesikel mit konfokaler Mikroskopie und mit
Durchflusszytometrie beobachtet.

Solche magnetischen Polymersomen besitzen groBBes Potential, um in Echtzeit ihre
Biodistribution zu verfolgen. Dies liegt darin begrindet, dass sie signifikante T2-
gewichtete Kontraste bei der Kernspintomographie zeigen, welche Uber Relaxometrie-
Messungen quantifiziert werden kénnen.

4.2.2 Darstellung der wesentlichen Versuchsparameter

Zur  kontinuierlichen Darstellung von mit Eisenoxid-Nanopartikeln  beladenen
Pluronic® L121-Vesikeln wurde eine Polymerlosung in THF mit 10 g/L in einem Reservoir
vorgelegt. Die hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel wurden ohne weitere vorherige
Aufreinigung zu der Polymerlésung zugegeben und die Menge so gewahlt, dass die
Konzentration 25 % in Bezug auf die Polymerkonzentration betrug. In einem zweiten
Reservoir befand sich Reinstwasser als selektives Losungsmittel.

Die Polymer-Eisenoxid-Losung und das Wasser wurden durch einen Raupenmischer im
Verhaltnis 1,5 : 10 (absolute Flussraten: 1,5 mL/min Polymer-Eisenoxid-Losung,
10 mL/min Wasser). Die Versuchsdurchfihrung erfolgte in Anlehnung an die Arbeiten
von Dr. Raphael Thiermann!"'® und Regina Bleul!'2%
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Die hergestellten Vesikel wurden in einem Vorratsgefa3 gesammelt und von dort aus,
um das THF abzudampfen, Uber einen auf 60 °C temperierten STACK-1x-FFMR-LAB-
V21981 Fallfilmmikroreaktor gepumpt.

Die Flussrate des Stickstoffgases wurde auf 650 mbL/min Uber einen Gasflussregel
eingestellt und im Gegenstrom zur Flussrichtung der Partikeldispersion angelegt. Das
Eluat wurde in einer Schraubdeckelflasche gesammelt.

Konnte bei einer Geruchsprobe noch THF festgestellt werden, wurde es erneut bei
gleichen Parametern (Flussrate, Temperatur, Stickstoffgegenstrom) Uber den
Fallfilmmikroreaktor gepumpt und separat aufgefangen.

Als Referenz wurde jeweils noch ein Probengefal3 zum Abdampfen bei Raumtemperatur
so lange stehen gelassen, bis in der Probe kein THF mehr vorhanden war
(Geruchskontrolle/ olfaktorischer Test). Die Geruchsschwelle von THF liegt bei
2 —7,4 ppm.[20
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Abbildung 64: FlieBschema zur kontinuierlichen Darstellung von Pluronic® L121-Nanopartikeln
beladenen mit hydrophoben, magnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln Gber Nanoprazipitation und
kontinuierlichem Abdampfen des THFs mittels des Fallfilmmikroreaktors.
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Die Quantifizierung des Restgehalts an THF im Eluat erfolgte Uber Dichtemessungen.
Dazu wurde die Probe bei 20.000 rpm (engl.: revolutions per minute, dt. Umdrehungen
pro Minute) fir 30 min zentrifugiert, um ein Abtrennen der Vesikel zu erreichen und
anschlieBend die Dichte des Uberstandes gemessen.

Die ausfuhrliche Versuchsdurchfihrung wird in Kapitel 6.3.2 beschrieben.

4.2.3 Diskussion der Ergebnisse

Um die in Kapitel 4.1 charakterisierte Fahigkeit des Fallfilmmikroreaktors STACK-1x-
FFMR-LAB-V2 zum Abdampfen eines Losungsmittels aus einem Losungsmittelgemischs
an einem konkreten Beispiel zu Uberprtfen, wurde die kontinuierliche Herstellung von
Polymersomen aus Pluronic® L121 ausgewahlt. Dabei wurde der Prozess, wie in den
Arbeiten von Dr. Raphael Thiermann ['"® und Dr. Regina Bleul 1'2% beschrieben, in Bezug
auf Mischer, Konzentration, Flussraten etc. durchgefuhrt.

Damit der Prozess aber tatsachlich fir ein kontinuierliches Downstream Processing bei
der Kolloiddarstellung einsetzbar ist, ist es zwingend notwendig, dass durch das schnelle
Abdampfen keine grundlegenden Veranderungen der Eigenschaften und Qualitat der
Partikel, z.B. Aggregation oder ein Brechen der Dispersion stattfinden.

Der STACK-1x-FFMR-LAB wird in dem 2009 herausgegebenen , The catalogue” 2! vom
Institut fUr Mikrotechnik Mainz GmbH mit einer Flussrate von 0,02 L/h — 0,12 L/h 242
angegeben; dies entspricht 0,33 mL/min - 2 ml/min. Moschou et al.l'’4 haben bei den
Untersuchungen zur Verdampfung von Isopropylalkohol mit Flussraten im Bereich
1 mL/min — 10 ml/min gearbeitet.

Ausgehend von den Erkenntnissen aus Kapitel 4.1 wurde eine Flussrate von 4 mL/min
far die Polymersomen-Dispersion gewahlt. Damit konnte sichergestellt werden, dass
kein temporares Trockenfallen eines einzelnen Kanals stattfand, wodurch es dann zum
Ausfallen und Ablagern von Feststoff im Kanal hatte kommen kdnnen. Bei Vorversuchen
ist dies vereinzelt schon bei einer Flussrate von 2 mL/min und einem Stickstoffstrom ab
500 mL/min bzw. 650 mL/min aufgetreten.

Die Untersuchungen des STACK-1x-FFMR-LAB-V2 mit Wasser-THF-Gemischen haben
gezeigt, dass bei einem Stickstoffstrom von 500 mL/min bzw. 650 mL/min sehr effektiv
THF abgedampft werden kann und eine weitere Erhohung des Gasstroms zu keiner
deutlichen Steigerung mehr fihrt.
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Allerdings waren bei einem THF-Ausgangsgehalt von etwa 30 Vol% in Wasser, einer
Flussrate von 4 mL/min, einem Gasstrom von 500 mL/min bzw. 650 mL/min, bei 55 °C
noch 8,5 Vol% THF, bei 60 °C noch 5 Vol% THF und bei 65 °C noch 1,4 Vol% THF im
Eluat messbar. Bei der Herstellung der Pluronic® L121-Polymersomen betragt die THF
Konzentration nach dem Mischvorgang vor der Aufarbeitung jedoch lediglich 13 Vol%.

Da beladene Polymersome sehr vielversprechend fir biomedizinische Anwendungen
sind, bei denen es oft von Interesse ist temperatursensitive Strukturen zu verkapseln,
musste ein  Kompromiss zwischen der Effizienz des Verdampfungsprozess und
moderaten Temperaturen fdr einen schonungsvollen Umgang mit den Vesikeln
gefunden werden. Deswegen wurde bei einer Temperatur von 60 °C gearbeitet.

Pluronic® L121-Vesikel haben eine sehr diinne (3 - 5 nm)!"'® und flexible Membran, die
sehr gut fUr Wasser und andere hydrophile Molekule durchlassig ist.133!

Die Neigung zur Bildung lamellarer Strukturen mit geringer Krimmung in Kombination
mit der hohen CMC des Polymers und der geringen Dicke der ausgebildeten Membran
fUhrt dazu, dass die Vesikel nur wenige Stunden bis Tage stabil sind!"'® und die zuerst
sehr enge GroBenverteilung mit der Zeit zunehmend polydisperser wird.[?3?

Bisher war die Einsatzfahigkeit sehr begrenzt, da die Membran zur Stabilisierung mit
einem hydrophoben Crosslinker beladen werden musste. Die Vernetzung wird in der
Regel durch UV-Bestrahlung oder Radikalstarter aktiviert. Durch das entstehende
Netzwerk, welches die gesamte Schale durchdringt, wird eine Stabilisierung der
Membran erreicht. Allerdings wird damit die urspriingliche Natur des Vesikels ebenfalls
verandert. DarUber hinaus sind derartige Stabilisatoren in der Regel nicht biokompatibel
und machen das System somit uninteressant als Wirkstofftransporter oder Biomarker in
biomedizinischen Anwendungen.!'"®! Zusatzlich muss bedacht werden, dass potentielle
zu transportierende Wirkstoffe empfindlich gegenlber UV-Strahlung oder Radikalen sein
kénnen.

Dr. Raphael Thiermann konnte in seiner Dissertation!''® zeigen, dass die direkte
Einlagerung  hydrophober, superparamagnetischer  Eisenoxid-Partikel zu  einer
Stabilisierung der Pluronic® L121-Vesikel fUhrt, die sogar eine engere GroBenverteilung
besitzen als die unbeladener Polymersome.
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Dies kann damit erklart werden, dass durch die Beladung der hydrophoben Membran
mit dem ebenfalls hydrophoben Eisenoxid die Hydrophobizitat insgesamt gesteigert und
dadurch ein Herausdiffundieren einzelner Polymerketten unterdrickt wird.["®

An Hand von Cryo-TEM Bildern konnte eine gleichmaBige Verteilung der Eisenoxid-
Nanopartikel in der Vesikelmembran visualisiert werden.

Mit Hilfe dynamischer Lichtstreuung zeigte Dr. Raphael Thiermann!''®, dass Vesikel mit
einer Eisenoxidkonzentration von 50 % im Verhaltnis zum Polymer sogar Uber Monate
hinweg stabil waren.

Wie schon im vorherigen Kapitel 4.1.3 beschrieben, eignen sich weder die ATR-IR-
Spektroskopie noch die Gaschromatographie flr einen quantitativen Nachweis des
Restgehalts an THF im Eluat.

Deswegen wurden wassrige THF-Losungen mit unterschiedlichem Gehalt an THF (50 %,
25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 %, 0,25 % und 0,1 %) hergestellt. Bei allen Proben
wurde mit dem Mettler Toledo DE45 Biegeschwinger die Dichte gemessen.

Danach wurden die Proben bei 20.000 rpm fdr 30 min zentrifugiert und direkt erneut
die Dichte gemessen. Dabei waren die Messergebnisse bis auf 5 Nachkommastellen
identisch, bzw. unterschieden sich maximal in der 5. Nachkommastelle, und damit
< 0,1 % Differenz des THF-Gehalts.

Als Schnelltest wurde olfaktorisch auf THF geprtft, wobei der Nachweis problemlos bis
zu einer Untergrenze von 0,1 % gelingt. Laut Sicherheitsdatenblatt befindet sich die
Geruchsschwelle von THF bei 2 — 7,4 ppm.[249

Beim Abdampfen des THF im semikontinuierlichen Modus Uber den Fallfilmmikroreaktor
wurde nach jedem Durchgang ebenfalls mittels eines olfaktorischen Tests auf einen
Restgehalt an THF kontrolliert. Bei jedem der drei Versuche waren funf Durchlaufe notig
bis kein THF mehr bei der Geruchskontrolle wahrgenommen wurde.

Um einen Referenzwert fir die Gute der Partikel zu erhalten, wurde jeweils noch ein
Probengefall zum Abdampfen bei Raumtemperatur Uber Nacht stehen gelassen, bis in
der Probe kein THF mehr vorhanden war (Geruchskontrolle). Dies dauerte etwa
12-18 Stunden.
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Sobald THF olfaktorisch nicht mehr nachweisbar war, wurde die Probe — wie bereits im
vorangehenden Abschnitt beschrieben — fir 30 min mit 20.000 rpm zentrifugiert. Vom
Uberstand wurde dann dreimal die Dichte gemessen.

Diese betrug bei jeder einzelnen Messung exakt 0,99705 und war somit identisch mit
der Dichte von Reinstwasser bei 25 °C.

Damit konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, sowohl mit dem Abdampfen im
Batch durch einfaches Stehenlassen bei Raumtemperatur, aber auch durch den Einsatz
des Fallfilmmikroreaktor im semikontinuierlichen Betrieb, THF vollstandig aus der
Pluronic® L121-Vesikel Dispersion zu entfernen.

Ein wichtiger Aspekt bei den Experimenten war es darlber hinaus nicht nur
nachzuweisen, dass das THF aus der Dispersion mit Hilfe des Fallfilmmikroreaktors
entfernt werden konnte, sondern auch dass sich bei dem schnellen Abdampfen keine
Agglomerate bilden oder sich die GroBenverteilung signifikant verbreitert.

Eine Agglomeration von Partikeln hat viele negative Folgen: zum einen flhrt sie zu einer
deutlichen Verbreiterung der GroBenverteilung und damit deutlichen Minderung der
GUte. Des Weiteren kann es zu einem Ausfallen von Feststoff fUhren, der Kanale oder
Kapillaren zusetzt. Derartige Proben sind in der Regel nicht mehr fir biologische
Anwendungen einsetzbar. Zudem bewirkt eine Agglomeration durch makroskopische
Fallung auch immer einen nicht unwesentlichen Materialverlust.

Die PartikelgroBe der Polymersome wurde nach dem Abdampfen des THFs an
unverdinnten Proben mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel
von 180° charakterisiert.

Tabelle 12: Vergleich der PartikelgroBe der Pluronic® L121-Vesikel nach dem vollstandigen Abdampfen
von THF im Batch bzw. semikontinuierlich mit dem Fallfilmmikroreaktor gemessen mit dynamischer
Lichtstreuung am NANO-flex® ohne Verdlinnung bei einem Winkel von 180°.

VesikelgroéBe [nm] ‘
95 + 30
94 + 28

THF abgedampft im Batch
THF abgedampft mit Fallfilmmikroreaktor

Die mittels Lichtstreuung gemessenen PartikelgroBen nach dem vollstandigen
Abdampfen von THF im Batch (95 nm =+ 30 mn) bzw. semikontinuierlich
(94 mn + 28 nm) mit dem Fallfilmmikroreaktor zeigen, dass es zu keiner Anderung der
GroBe, GroBenverteilung noch zu einer Agglomeration der Vesikel kommt, wenn das
THF durch den Fallfilmmikroreaktor im Fluss entfernt wird.
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Die enge unimodale GroBenverteilung unter Vermeidung von Fallungsverlusten, ist ein
klares Indiz daflr, dass das gesamte, eingesetzte Eisenoxid in die Vesikelmembran
eingebaut wurde, da die starke Hydrophobie der durch Olséure stabilisierten Eisenoxid-
Nanopartikel in freier wassriger Losung sofort zur Aggregation bzw. Fallung fuhren
wurde.

Da die Vesikel aufgrund ihrer dinnen Membran beim Trocknen instabil werden, wurden
sie im Cryo-TEM vermessen. Dazu wurden die Proben in kondensiertem Propan unter
Kdhlen mit flGssigem Stickstoff Schock gefroren (Abkudhlrate ~ 1034 K/min). Mit dieser
Methode kann durch die sogenannte Vitrifizierung das Auskristallisieren von Wasser
verhindert werden.

Aufgrund des geringen Kontrastunterschiedes zwischen dem Polymer und dem
Wasserfilm im Cryo-TEM kann man ausschlieBlich die Eisenoxid-Nanopartikel sehen.

Da diese, wie bereits oben beschrieben, in die Vesikelmembran eingelagert wurden und
nicht frei vorliegen, kénnen so die Vesikel indirekt visualisiert werden.

THF abgedampft
im Batch

THF abgedampft mit
Fallfilmmikroreaktor

Abbildung 65: Cryo-TEM Bilder von Pluronic® L121-Polymersomen mit verkapselten magnetischen
Eisenoxid-Nanopartikeln, bei denen nach der kontinuierlichen Herstellung das THF im Batch (oben) bzw.
semikontinuierlich (unten) mit Hilfe eines Fallfilmmikroreaktors abgedampft wurde.

Die Cryo-TEM Bilder zeigen eine gleichmaBige Verteilung der Eisenoxid-Nanopartikel
innerhalb der Membran der Pluronic® L121-Vesikel.

137



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.2.4 Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Fallfilmmikroreaktor STACK-
1x-FFMR-LAB-V2 erfolgreich zum semikontinuierlichen Abdampfen von THF als
Downstream Processing nach der kontinuierlichen Herstellung von Pluronic® L121-
Polymersomen eingesetzt werden kann.

Durch Verwendung eines statischen Mikromischers wurden im ersten Schritt durch
Selbstorganisation des amphiphilen Blockcopolymers Polymersome mit einer niedrigen
Polydispersitat hergestellt. Die Vesikelbildung funktioniert nach dem Prinzip der Co-
Losungsmethode mit THF als gutem Losungsmittel und Wasser als selektivem
Losungsmittel. Eine Stabilisierung der instabilen Strukturen erfolge durch die In-situ-
Beladung mit hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikeln. Die Reaktionsparameter wurden
analog zu denen der Dissertationen von Dr. Raphael Thiermann!''® und Dr. Regina
Bleull"2% eingestellt.

Um eine unveranderte Gute der Vesikel beim kontinuierlichen Abdampfen im Vergleich
zur konventionellen Vorgehensweise (Stehenlassen bei Raumtemperatur) zu zeigen,
wurde jeweils eine Referenzprobe diskontinuierlich im Batch abgedampft.

Anhand von Dichtemessungen konnte gezeigt werden, dass das THF vollstandig aus der
Vesikeldispersion entfernt werden konnte. Lichtstreumessungen und Cryo-TEM Bilder
bestatigen, dass es zu keiner Anderung der GroBe der Vesikel oder der Glte der
Dispersion im Vergleich zum Batchverfahren kommt.

4.2.5 Ausblick

Um den Fallfilmreaktor langfristig im Downstream Processing zum kontinuierlichen
Abdampfen des selektiven Ldsungsmittels einzusetzen, ist es notwendig, dass die
Flussraten des Darstellungsprozesses und die Kapazitat des Fallfilmmikroreaktors
aufeinander abgestimmt und angepasst werden.

Das THF lasst sich nach der Herstellung der Pluronic® L121-Polymersomen relativ
schlecht entfernen; es waren funf Durchlaufe Uber STACK-1x-FFMR-LAB-V2 bei
4 mL/min, 60 °C und 650 mL/min Stickstoff-Gegenstrom notwendig, um das
Losungsmittel vollstandig zu entfernen.

Eine andere Maoglichkeit konnte das Upscaling, also eine VergroBerung bzw.
Hochskalierung des Reaktors sein.
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Speziell fur den STACK-1x-FFMR-LAB existieren bereits zwei vom Fraunhofer IMM
entwickelte hochskalierte Versionen des Fallfilmmikroreaktors mit der Kapazitat far
einen 10-fachen (STACK-1x-FFMR-LARGE) und 100-fachen (STACK-10x-FFMR-LARGE)
Durchsatz (siehe Abbildung 66).

STACK-1x-FFMR-LARGE

STACK-10x-FFMR-LARGE

STACK-1x-FFMR-LAB

Abbildung 66: Der STACK-1x-FFMR-LAB (A) ist die Laborversion mit 1/10 an Durchsatz des STACK-1x-
FFMR-LARGE (B), von dem es auch noch eine hochskalierte Version mit 10-fachem Umsatz gibt, den
STACK-10x-FFMR-LARGE (C).

Die genauen Spezifikationen der drei Fallfilmmikroreaktoren sind in Tabelle 13
aufgefihrt.

Tabelle 13: Spezifikationen der Fallfilmmikroreaktoren STACK-1x-FFMR-LAB?*?!, STACK-1x-FFMR-
LARGER*2 ynd STACK-10x-FFMR-LARGE?42

Modellbezeichnung
1x-FFMR-LAB 1x-FFMR-LARGE | 10x-FFMR-LARGE
(STACK-...)
GroBe (L x B x H) [cm] 294 x 28 x 19 296 x 118 x 12 296 x 118 x 75
Reaktionskanal (B x H) [um] 1200 x 400 1200 x 400 1200 x 400
Reaktionskanal (L) [cm] 25 25 25
Anzahl Reaktionskandle 5 50 500
Gasraum (H) [mm] 4 4 4
Gasraum (V) [mm?] 7300 73000 730000
Material Edelstahl 1.4571 Edelstahl 1.4571 Edelstahl 1.4571
Betriebstemperatur* [°C] 180 Bis 800 @ 1 bar Bis 800 @ 1 bar
Druckstabilitat* [bar] 10 Bis 50 @ 25 °C Bis 50 @ 25 °C
Flussrate [L/h] ~ 0,02-0,12 ~0,24-1,20 ~24-12,0
Verweilzeit [ms] ~23-8 ~23-8 ~23-8
Schichtdicke Flissigkeitsfilm [um] ~ 60 - 100 ~ 60 - 100 ~ 60 - 100
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FUr den hier durchgefUhrten Versuch, kame ein reines Scale-up mit den hier
angeflhrten Modellen allerdings nicht in Frage, da die hochskalierten Modellen so
designed wurden, dass trotz des deutlichen hoheren Durchsatzes, die
Reaktionsparameter (Lange, Dimension der Kanale, Verweildauer etc.) konstant gehalten
wurden.

Somit wurde man bei einem Scale-up durch STACK-1x-FFMR-LARGE oder den STACK-
10x-FFMR-LARGE zwar einen wesentlich hoheren Durchsatz erzielen konnen, allerdings
musste auch mit entsprechend hoheren Flussraten gearbeitet werden, um ein
Trockenfallen einzelner Kanale auszuschlieBen.

In den durchgeflhrten Versuchen hat sich gezeigt hat, dass finf Durchlaufe Gber den
STACK-1x-FFMR-LAB-V2 ~ notwendig  waren, um das THF nach  der
Polymersomenherstellung vollstandig zu entfernen.

Daher ware ein sogenanntes Numbering-up eine relativ einfache Mdaglichkeit diesen
semikontinuierlichen Prozess in einen kontinuierlichen zu Uberfihren. Dies widrde
bedeuten, dass man anstatt die Dispersion fnf Mal Gber einen Fallfilmmikroreaktor zu
pumpen, finf Reaktoren in Reihe schaltet. Aufgrund der dabei immer abnehmenden
Flussrate bedingt durch das Abdampfen konnte es sein, dass bereits vier Reaktoren in
Reihe ausreichen wirden.

Die Azeotropbildung von Wasser und THF Gemischen flhrt dazu, dass die Verdampfung
von THF aus dem Gemisch immer auch gleichzeitig Wasseranteile entfernt. Daraus
resultiert eine Aufkonzentrierung der Dispersion. Dies ist in diesem Fall aber ein positiver
und durchaus erwtinschter Effekt, da zur Praparation zunachst sehr verdiinnt gearbeitet
werden muss, um eine definierte VesikelgroBe bei moglichst geringer Polydispersitat zu
erhalten. Wunschenswert fir viele potentielle Anwendungen ist aber eine hdohere
Konzentration, die eingesetzten Eisenoxid-Partikel vollstandig in die Vesikelhulle
einzubauen und dennoch Prazipitation zu vermeiden.

Das Verdampfen beinhaltet darlber hinaus die Mdglichkeit zur Rickgewinnung des
entfernten  Losungsmittels und  damit  einer  Resourceneinsparung  und
Prozessintensivierung. Die Herausforderung hierbei wird allerdings darin liegen, dass THF
vom Wasser wirtschaftlich zu trennen. Eine Moglichkeit daftr wirde zum Beispiel das
Ausfrieren darstellen.

Eine elegantere Methode um eine aufwendige Aufreinigung zu sparen, ware Uber eine
Dichtemessung die Zusammensetzung des abgedampften Gemischs zu bestimmen und
dieses soweit mit Wasser zu verdinnen, dass es erneut im Prozess eingesetzt werden
kann.
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4.3 Batch und (semi-) kontinuierliche Herstellung von
PLGA-Nanopartikeln durch Nanoprazipitation

Um die Einsatzmdglichkeit des Fallfilmmikroreaktors bei der kontinuierlichen Herstellung
von Nanopartikeln zu testen, wurden Poly(Lactid-co-Glycolid)-Partikel mittels der
Nanoprazipitationsmethode im Batch, semikontinuierlich und kontinuierlich dargestellt.

4.3.1 Nanoprazipitation als Methode zur Herstellung bioabbaubarer
Nanopartikel

PLGA ist die Abkurzung fur Poly(Lactid-co-Glycolid). Das Copolymer ist aufgrund seiner
Biokompatibilitat und Bioabbaubarkeit und der Zulassung durch die US-Behérde FDA
(Food and Drug Administration) vor allem fir biomedizinische Anwendungen von
enormem Interesse.

Tabelle 14: Natirliche und synthetische bioabbaubare Polymere. 243244

Polymerklasse Herkunft ‘
Polysaccharide
(z.B. Dextran, Cellulose, Chitin, Chitosan,...)
Proteine
(z.B. Kollagen, Fibrin, Gelatin, Albumin,...)
Polyester
(z.B. Polyglycolid, Polylactid, Poly(e-Caprolacton,...)

natirlich

thetisch
Polyanhydride synthetisc

Polyharnstoffe

Grundvoraussetzungen fur die Bioabbaubarkeit sind chemische Bindungstypen, die
idealerweise enzymatisch gespalten werden konnen; dazu zahlen Ester-, Amid- und
Acetalbindungen. DarUber hinaus mussen entstehende Abbauprodukte im Stoffwechsel
von Bakterien und Pilzen verwertbar sein. Im Idealfall lauft der Metabolismus so
vollstandig ab, dass die Ausgangssubstanzen mineralisiert und in Kohlendioxid,
Sauerstoff und Ammoniak zerlegt werden.
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AN H P4 Extraktion
— s nachwachsende »| Kohlenhydrate
/\f\ Rohstoffe Aufbereitung (Ole, Proteine)
Photosynthese
CO, + H,0 Monomere
Entsorgung -
diifeh Kompostierur& .,‘.‘ Y Polymerisation
Endprodukte |e__ __JI Polymere
Verarbeitung

Abbildung 67: Schematischer Stoffkreislauf biologisch abbaubare Werkstoffe aus nachwachsenden
Rohstoffen. 243

In den letzten Jahren entstand eine groBBe Anzahl nanotechnologischer Ansatze zur
Herstellung ~ nanopartikularer ~ Tragersysteme  aus  PLGA.%  Sowohl  die
physikochemischen Eigenschaften, als auch die Bioabbaubarkeit und das in vivo
Verhalten von PLGA kann durch Anderung des Molekulargewichts, des Lactid-zu-
Glycolid-Verhaltnisses oder der Endgruppen an die spezifischen Anforderungen der
jeweiligen Anwendung angepasst werden. 246!

Es gibt viele verschiedene Techniken zur Herstellung von PLGA-Nanopartikeln, die alle
auf dem Emulsionsprinzip beruhen.?4-2491 Dazu zahlen neben der Nanoprazipitation
auch das mechanische Emulgieren oder das Emulgieren mit Hilfe einer Membran, das
Aussalzen und die mikrofluidische Fokussierung.?¢ Dabei haben alle Methoden
gemeinsam, dass das PLGA in der organischen Phase geldst vorliegt und diese —
entweder als Tropfchen oder im Bulk — in einem Antisolvent dispergiert wird. Das
Entfernen des organischen Losungsmittels erfolgt normalerweise Uber Verdampfen,
Extrahieren oder einer Kombination aus beidem. Jede Methode zur Nanoverkapselung
hat ihre spezifischen Vor- und Nachteile.

Bei der Nanoprazipitation (oder auch Co-Losungsmittelmethode) wird das hydrophobe
Polymer in einem organischen, wassermischbaren Losungsmittel gelost und mit einem
groBen Uberschuss an Wasser vermischt. Dabei kommt es zu einem spontanen
Emulgieren und es bildet sich eine kinetisch stabilisierte Nanoemulsion. Bei diesem
sogenannten Ouzo Effekt werden hydrophobe Agenzien als nanoskalige Tropfchen oder
Partikel in Wasser dispergiert.l?4¢l Da Wasser in der Regel ein Nichtldsemittel (Antisolvent)
far organische Polymere darstellt, erfolgt Aggregation und damit kommt es zur Bildung
von Nanopartikeln.
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Von Fessi et al.?*0 wird diese Methode auch als Losemittelverdrangung bezeichnet.
Wichtig bei diesem Prozess ist, dass das Losemittel in jedem Verhaltnis mit Wasser
mischbar ist und sowohl ein gutes Losemittel flr das Polymer darstellt als auch einfach
durch Verdampfen und/oder Extrahieren nach der Partikelbildung wieder entfernt
werden kann.48251 Gangige hierfir verwendete Losungsmittel sind Aceton, Acetonitril,
Dimethylacetamid, Dimethylformamid (DMF), Dimethylsulfoxid (DMSO), 2-Pyrrolidon, N-
methyl-2-pyrrolidon, Polyethylenglykol und Tetrahydrofuran (THF).1#! DarUlber hinaus
finden vereinzelt auch binare Losungsmittelgemische Anwendung, wie zum Beispiel
Aceton-Ethanol.

Die GroBe sowie die Verkapselungseffizienz von PLGA-Partikeln, die Uber die
Nanoprazipitation hergestellt werden, sind abhangig von einer Reihe von Faktoren. Dies
sind neben dem gewahlten organischen Ldsungsmittel, das PLGA-Polymer (GréBe,
Zusammensetzung, Polydispersitat,...), das Verhaltnis von Polymer zu verkapselnder
Substanz, das Tensid, das Mischungsverhaltnis von organischer Phase zum Antisolvent.
Auch die Art des Mischens spielt eine Rolle bei der Qualitat der erzeugten Partikel, da
der Lésungsmittelaustausch in einer uneinheitlichen Umgebung mit groBen lokalen
Konzentrationsgradienten erfolgt. Gerade flr diese Problemstellung sind Mikromischer
besonders geeignet, da sie sehr kontrolliert und reproduzierbar mischen. Die etablierten
Maglichkeiten des Mischens sind:

1) Zugabe in einer einzigen Portion:
a) des Antisolvents zu der organischen Phase oder
b) der organischen Phase zu dem Antisolvent.

2) Kontrollierte tropfchenweise Zugabe:
a) des Antisolvents zu der organischen Phase oder
b) der organischen Phase zu dem Antisolvent.

3) Dialyse der organischen Phase gegen das Antisolvent.

Der Mischvorgang bei der Nanoprazipitation erfordert keinen hohen Energieeintrag,
groBBe Scherung oder hohen Druck, da die Bildung der Nanopartikel durch die spontane
Diffusion des organischen Losungsmittels ins Wasser getrieben wird. 246!

Ein Vorteil der Nanoprazipitation sind die kleineren PartikelgroBen im Vergleich zu
denen des Emulsions-Losungsmittelverdampfungs/-extraktions Prozesses. Darlber
hinaus kénnen nicht halogenierte Losungsmittel genutzt werden um das Polymer zu
|6sen.
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Diese sind im Allgemeinen weniger toxisch und deutlich umweltfreundlicher als die
Losungsmittel die beim Emulsions-Lésungsmittelverdampfungs/-extraktions Prozess
eingesetzt werden (Chloroform, Dichlormethan).

Der groBte Nachteil dieser Methode ist allerdings, dass er auf einen sehr engen Bereich
der Zusammenstellung von Polymer und Losungsmittel zum Antisolvent begrenzt ist, der
sogenannten Ouzo Region 12462522531 Ayf3erhalb dieser Region kommt es eher zur Bildung
von Mikro- als Nanopartikeln.

4.3.2 Darstellung der wesentlichen Versuchsparameter

Das Darstellungsprinzip der Nanopartikel aus PLGA (Poly(D,L-lactid-co-glycolid)) basiert
auf der Methode der Nanoprazipitation.

PLGA wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,25 wt%, 1 wt%, 2 wt% und
3wt%) in THF gelost. In allen Versuchen wurde Wasser mit 3 wt% SDS
(Natriumdodecylsulfat) als Antisolvenz zur Fallung verwendet. In unterschiedlichen
Versuchen wurden verschiedene Mischverhaltnisse der beiden Phasen (1:3, 1:5 und 1:7
organische zu wassrige Phase) hergestellt.

FUr die Herstellung von PLGA-Nanopartikeln im Batch wurde die wassrige Phase
vorgelegt und gerthrt. Dazu wurde unter Rihren die organische Phase zugegeben. Bei
der Zugabe tribte sich das Gemisch unmittelbar. Um das THF abzudampfen, wurden die
Proben auf einer temperierbaren Schuttelplatte fir 3 h auf 40 °C erwarmt.

Abbildung 63 in Kapitel 4.2.1 zeigt eine schematische Darstellung der Co-
Losungsmittelmethode.

Bei der semikontinuierlichen sowie der kontinuierlichen Herstellung der PLGA-
Nanopartikeln erfolgte ein kontinuierliches Mischen der organischen PLGA-Losung mit
Wasser durch einen Mikromischer (SIMM-V2). Es wurde eine Gesamtflussrate flr beide
Phasen zusammen von 4 mL/min eingestellt.

Die Proben wurden nach dem Mischer gesammelt und das THF - analog zum
Batchverfahren — fur 3 h bei 40 °C auf einer temperierbaren Schittelplatte abgedampft.

Bei der kontinuierlichen Herstellung erfolgt auch das Abdampfen des THFs kontinuierlich
durch einen Fallfilmmikroreaktor (STACK-1x-FFMR-LAB-V2) im direkten Anschluss an das
Mischen. Der Fallfilmmikroreaktor wurde bei 65 °C und mit einem Stickstoffgegenstrom
von 650 ml/min betrieben. Nach Durchlaufen des FFMRs war der olfaktorische
Nachweis von THF in der Probe negativ.
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Abbildung 68 zeigt schematisch den Aufbau zur kontinuierlichen Darstellung der PLGA-
Nanopartikel durch Nanoprazipitation mittels Mikrotechnologie.

Fallfilm-
mikroreaktor
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Abbildung 68: FlieBschema zur kontinuierlichen Darstellung von PLGA-Nanopartikeln Uber
Nanoprazipitation und kontinuierlichem Abdampfen des THFs mittels des Fallfilmmikroreaktors.

4.3.3 Diskussion der Ergebnisse

In Abbildung 69 sind die mittleren gemessenen Durchmesser, der mit der
Nanoprazipitationsmethode hergestellten PLGA-Nanopartikel graphisch in Abhangigkeit
von der jeweiligen Prozessfihrung (Batch, semikontinuierlich, kontinuierlich), der PLGA
Konzentration in THF (0,25 wt%, 1 wt%, 2 wt% und 3 wt%) und der Mischverhaltnisse
(1:3, 1:5 und 1:7 der organischen zur wassrigen Phase) dargestellt.

Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wurde auf eine zusatzliche Darstellung der
Fehlerbalken verzichtet. Der Fehler bzw. die Abweichung der PartikelgroBen betragt
unter allen Herstellungsbedingungen, sowohl fir die Batchmethode als auch fir den
(semi-) kontinuierlichen Prozess, 25 % - 35 %.
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Abbildung 69: Vergleich der mittleren Durchmesser von PLGA-Nanopartikeln, die durch
Nanoprazipitation dargestellt worden sind, in Abhangigkeit von der Polymerkonzentration und dem
Mischverhaltnis im Batch und bei (semi-) kontinuierlicher Prozessfiihrung.

In Tabelle 15 werden die Zahlenwerte der mittleren Durchmesser sowie die jeweilige
dazugehdrige mittlere Abweichung in der PartikelgroBe aufgelistet. Die PartikelgroBen
wurden mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel von 180°
gemessen.

Tabelle 15: Vergleich der mittleren Durchmesser und der mittleren Abweichung gemessen mit
dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel von 180° von PLGA-Nanopartikeln, die
durch Nanoprazipitation dargestellt worden sind, in Abhangigkeit von der Polymerkonzentration und dem
Mischverhaltnis und der Herstellungsmethode (Batch, semikontinuierliche oder kontinuierliche

Prozessfihrung).
Polymerkonzentration in THF [wt%]
0,25 1 2 3

155,7 =+
198,2 =
204,7
166,3
227,0
219,3
164,7
213,5
182,9

59,0
65,8
71,0
63,6
77,9
71,0
65,4
76,0
70,0

2441 =+
253,7
218,2
247,6
2421
2141
252,2
225,5
222,5

83,8
78,0
69,2
84,5
84,0
77,1
98,8

2586 =+
2547
2251
2571
246,5
2225
2446
89,8 | 254,2
76,0 | 224,9
PartikelgroBe [nm]

101,4
92,2
74,6
108,6
99,2
81,2
1191
105,7
83,2

249,2 =+
217,8
213,2
245,9
2315
207,5
258,1
248,6
210,2

105,6
79,5
66,7
106,3
84,4
68,4
109,6
99,0
74,5

Prozessfiihrung

i)
c
&=
i
<
.
)
>
<
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i)
=
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Aufgrund der Polydispersitat der Partikel ist kein grundlegender Unterschied zwischen
den Herstellungsprozessen und den einzelnen Prozessparametern zu benennen; einige
Trends fallen jedoch ins Auge.

Es muss hier erwahnt werden, dass im Unterschied zu allen Batchpraparationen, sowohl
bei der semikontinuierlichen als auch der kontinuierlichen Prozessfihrung, jede
makroskopische Fallung vermieden wurde. Dies muss auf den Mischvorgang selbst
zurlckgefuhrt werden: bei der Batch-Methode erfolgt das Mischen unter Ruhren der
wassrigen Tensidphase und kontrollierter Zugabe des in THF geldsten Polymers per
Hand. Dadurch kommt es an den Eintropfstellen zu groBen lokalen
Konzentrationsunterschieden. Zudem ist dieses Verfahren im Bezug auf die
Reproduzierbarkeit den koninuierlichen Verfahren deutlich unterlegen, da bei diesen der
Mischvorgang mit genau einzustellenden Flussraten in hochst prazisen Mikrostrukturen
stattfindet und hochreproduzierbare Prozessparameter bietet.

Am auffalligsten bei den aus Abbildung 69 ersichtlichen Trends sind die mit einer GroBe
von ~160 nm deutlich kleineren Proben bei der Batchherstellung und einer sehr
geringen Konzentration an PLGA (0,25 wt%) im Gegensatz zu allen anderen Proben die
einen Durchmesser groBer 200 nm haben.

Sobald die Polymerkonzentration im organischen Losungsmittel = 1 wt% ist, haben die
mit dem komplett kontinuierlichen Verfahren - kontinuierliches Mischen und
kontinuierliches Abdampfen — hergestellten PLGA-Partikel immer den kleinsten mittleren
Durchmesser sowie die geringste Abweichung bei der GroBenverteilung im Vergleich
zum semikontinuierlichen Prozessieren oder der Darstellung im Batch.

Sowohl die im Batch als auch die mit dem semikontinuierlichen Verfahren hergestellten
Partikel haben oftmals einen ahnlichen mittleren Durchmesser. Dabei sind die
diskontinuierlichen hergestellten Nanopartikel jedoch meist etwas groBer und weisen
eine im Vergleich verbreiterte GroBenverteilung auf.

Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass nicht nur der Mischvorgang an sich fir die
GroBe und Qualitat der Partikel entscheidend ist, sondern auch der Prozess des
Abdampfens. Beim Abdampfen des organischen Losungsmittels durch Einsatz eines
Fallfilmmikroreaktors wird innerhalb weniger Sekunden das THF komplett abgedampft,
wahrend dies beim Batch bzw. dem semikontinuierlichen Prozess mehrere Stunden
dauert.

Die Charaktersierung der hergestellten PLGA-Partikel erfolgte mittels Lichtstreuung und
Transmissionselektronenmikroskopie.
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Wie bereits aus den Ergebnissen der Lichtstreumessungen zu erwarten war, lieferten die
TEM-Bilder fur alle Partikel ahnliche PartikelgroBen und -verteilungen.

& s

Abbildung 70: TEM-Bilder von PLGA-Nanopartikeln, die kontinuierlich durch Nanoprazipitation
dargestellt worden sind, bei einer Ausgangskonzentration von 1 wt% (links), 2 wt% (Mitte) und 3 wt%
(rechts) PLGA in THF und einem Mischverhaltnis der THF-Phase zur wassrigen Phase von 1:3.

Zusammengefasst konnte anhand der durchgefihrten Experimente gezeigt werden,
dass sich die im Batch bzw. (semi-) kontinuierlichen durch Nanoprazipitation
dargestellten PLGA-Nanopartikel miteinander vergleichen lassen. Die kontinuierlichen
Verfahren fahren dabei unter  den meisten Reaktionsbedingungen
(Polymerkonzentration in THF > 1 wt%) zu etwas kleineren Partikeln mit geringfligig
schmalerer GréBenverteilung. Aufgrund der GroBenverteilung, die bei allen Proben
ca. 25 % - 35 % Radienpolydispersitat  aufweist, kann dies aber nur als
semiquantitativer Trend gewertet werden.

4.3.4 Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Herstellung von PLGA-Nanopartikeln mit der
Nanoprazipitationsmethode im Batch und mit (semi-) kontinuierlicher Prozessfiihrung
untersucht. Dafir wurden unterschiedliche Reaktionsparameter (Polymerkonzentation
im organischen Losungsmittel sowie das Mischverhaltnis der organischen zur wassrigen
Phase) untersucht. Unter den gewahlten Flussraten (insgesamt 4 mlL/min) konnten bei
dem kontinuierlichen Verdampfen THF vollstandig aus dem Produkt entfernt werden.

Dieser Vorgang kann im Vergleich zum diskontinuierlichen Abdampfen (RUhren im

temperierten Wasserbad fur mehrere Stunden) innerhalb weniger Sekunden
abgeschlossen werden.
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Die gemessenen PartikelgroBen zeigen die Tendenz, dass das kontinuierliche Mischen
der organischen mit der wassrigen Phase gegenuber der manuellen Zugabe der
Polymerlésung zum Antisolvent zu einer etwas kleineren PartikelgroBe mit einer engeren
GroBenverteilung fahrt.

Die einzige Ausnahme hierzu bildet die Batchsynthese bei einem PLGA Anteil von
0,25 wt% in THF bei allen drei untersuchten Mischverhaltnissen. Dabei entstehen mit
160 nm kleinere Partikel als bei allen anderen Reaktionsbedingungen mit zwischen
200 nm und 250 nm liegenden PartikelgroBen. Allerdings ist anzunehmen, dass der
erhebliche Materialverlust durch Fallung im Batch-Verfahren zu diesem Ergebnis
beitragt.

Ein klarer Vorteil sowohl des kontinuierlichen als semikontinuierlichen Prozessierens
gegenuber der Batchmethodik ist, dass bei der Herstellung der PLGA-Partikel im Batch in
jedem einzelnen Experiment makroskopische Aggregate ausgefallen sind, die die
Ausbeute an Nanopartikeln verringert haben und durch Filtration abgetrennt werden
mussten, wahrend es hingegen bei der (semi-)kontinuierlichen Prozessfihrung in keinem
der durchgefihrten Experimente zur Bildung makroskopischer Aggregate gekommen
ist.

Dies zeigt, dass der Vorgang des Mischens einen wesentlichen Einfluss auf die Qualitat
und Ausbeute bei der Partikelherstellung hat. Im kontinuierlichen Verfahren wird hochst
effizient und definiert gemischt, bei der Batchherstellung hingegen kommt es zu gro3en
lokalen Konzentrationsunterschieden bei Zugabe der Polymerlésung zum Antisolvent.
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4.4 Kontinuierliche Prozessfiuhrung zur Herstellung
polymerbasierter Nanopartikeln mittels
Miniemulsionstechnik durch Kombination von
Mikromischern, Ultraschalldurchflusszelle und
Fallfilmmikroreaktor

Die Entwicklung eines kontinuierlichen Prozesses zur Darstellung polymerbasierter
Nanopartikel basierend auf einer Kombination der Miniemulsionstechnik in Verbindung
mit der Ldsungsmittelverdampfungsmethode, der sogenannten ,emulsion solvent
evaporation technique”, wird im Folgenden beschrieben.

Diese Technik stellt ein wertvolles Verfahren dar, um eine breite Palette polymerbasierter
funktioneller Verbundwerkstoffe im submikrometer Bereich herzustellen.>+2571 Bisher
bestehen konventionelle Laboraufbauten lediglich aus einem Becherglas und einem
RUhrer oder einer Ultraschallsonotrode.!?>>2%¢ Dies bedingt aber Schwierigkeiten bei der
Reproduzierbarkeit und vor allem bei einer Produktion im vergroBerten MaBstab. Zur
Losung dieser Schwierigkeiten eignen sich insbesondere kontinuierliche Prozesse.

Im Hinblick darauf wurde im Rahmen dieser Arbeit ein kontinuierlicher Prozess
entwickelt und ein Laboraufbau etabliert, mit dem polymerbasierte Nanopartikel
reproduzierbar mit definierten Eigenschaften unter kontinuierlichen Bedingungen
herzustellen waren.

Der Aufbau mit Entwicklung, Planung und Umsetzung wird in Kapitel 4.4.2 beschrieben
und anschlieBend erfolgt in Kapitel 4.4.3 ein energetischer und 6konomischer Vergleich
des kontinuierlichen Verfahrens mit der etablierten Batch-Methode.

Durch die Verwendung eines statischen Mikromischers gefolgt von einer
Durchflussultraschallzelle wird eine Miniemulsion mit gut definierter TropfchengroBe
erzeugt. Direkt im Anschluss erfolgt das Verdampfen des Losungsmittels der
kontinuierlichen Phase effizient und im Fluss mit einem Fallfilmmikroreaktor. Als Produkt
erhalt man eine wassrige Nanopartikeldispersion.

Um den Einfluss einzelner Reaktionsparameter (Polymer- und Tensidkonzentration,

Molekulargewicht, Mischverhaltnis) auf die resultierende PartikelgroBe und deren
Reproduzierbarkeit zu untersuchen, wurde Polystyrol als Referenzpolymer verwendet.
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Im nachfolgenden Kapitel (siehe 4.5) wird darGber hinaus die Darstellung
unterschiedlichster Hybridpartikeln mit dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
kontinuierlichen Aufbaus beschrieben.

4.4.1 Darstellung polymerbasierter Nanopartikel mit der Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik

Eine der groBten Herausforderungen der modernen Kolloidchemie ist das Design und
die Herstellung so genannter smarter Materialien flUr medizinische Anwendungen, im
Gesundheitssektor und zur Einsparung von Energie und Ressourcen. 2%

Mit der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik lassen sich Nanopartikel und
-kapseln herstellen, die speziell an Anwendungen mit hohen Anforderungen an die
verwendeten Materialien bezlglich Reinheit und Toxizitat angepasst sind, wie zum
Beispiel in der Biomedizin oder der Elektronik.12%®!

Die Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik ist eine einfache und schnelle
Methode zur Herstellung einer Vielzahl unterschiedlichster Mikro- und Nanopartikel und
Mikro- und Nanokapseln. Diese Methode stellt eine interessante Maoglichkeit zur
Herstellung komplexer Nanopartikel dar, die die Tropfchen einer Miniemulsion als
Schablone fur Partikel nutzt, die durch anschlieBendes Verdampfen des Losungsmittels
gebildet werden.1?*¢! Bei einer Miniemulsion handelt es sich um ein stabiles kolloidales
System ohne signifikanten Massentransfer zwischen den einzelnen Tropfchen. 25!

Das Funktionsprinzip basiert darauf, dass ein bereits fertig polymerisiertes Polymer oder
eine Mischung unterschiedlicher Polymere in einem geeigneten guten Losungsmittel
gelost werden, um dann mit einem anderen nicht-mischbaren Losungsmittel, welches
Tensid enthalt, vermischt und emulgiert zu werden. AnschlieBend kann das
Losungsmittel durch Erwarmen oder durch das Anlegen eines schwachen Vakuums
entfernt werden und eine Dispersion stabilisierter Nanopartikel wird erhalten (siehe
Abbildung 71).12%9

. . & Polymer
Loésungsmittel Hydrophobes
verdampfen 2 :
Losungsmittel
Wasser
~ Tensid
Emulsion Dispersion

(Miniemulsion)

Abbildung 71: Schematische Darstellung der Emulsions-Lésungsmittelverdampfungstechnik.
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Die Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik ist eine alternative Methode zur
Herstellung dispergierter Nanopartikel und -kapseln, wenn aufgrund der notwendigen
Reaktionsbedingungen die etablierten Methoden der Emulsions-126%26  Miniemulsions-
2621 oder Mikroemulsionspolymerisation!?63.264l nicht angewendet werden konnen.

Des Weiteren hat diese Methode gegenuber den Heterophasenpolymerisationen den
entscheidenden Vorteil, dass es nicht notwendig ist, in einem weiteren
Aufreinigungsschritt  aus der hergestellten Dispersion Restmonomer und/oder
Initiator/Katalysator zu entfernen, was immer auch eine Destabilisierung der Partikel
verursachen kann.’?*¢! Dies gilt naturlich nur, wenn das verwendete vorher synthetisierte
Polymer vor dem Einsatz in der Emulsions-Losungsmittelverdampfungsmethode bereits
aufgereinigt wurde.

Die Nachteile der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik sind die in der Regel
relativ breite GroBenverteilung von 20 % - 50 % der Partikel bzw. Kapseln, der
Ublicherweise geringe Feststoffanteil der Dispersion sowie das noch vorhandene
Tensid. 2%

Die erste Publikation dieser Herstellungsmethode stammt von Burton und O’Farrell aus
dem Jahr 1977.1265 Bereits ein Jahr zuvor wurde von Vanderhoff et al. ein Patent auf
diesen Prozess unter Nennung zahlreicher moglicher Beispiele angemeldet, welches
1979 erteilt wurde. Seitdem wurde diese Technik hauptsachlich im Bereich der
pharmazeutischen  Wissenschaft genutzt, um  Wirkstoffe in  bioabbaubaren
Polymeren(262¢71 yor allem im MikrometermaBstab?¢® zu verkapseln.

Obwohl der Hauptteil der Publikationen sich mit Herstellung von Mikropartikeln befasst,
gibt es ebenfalls Literatur Gber Partikel und Kapseln im Nanometermalstab.?>¢! Um solch
kleine Kolloide zu erhalten wird oftmals Ultraschall verwendet, um madglichst kleine
Tropfchen zu erzeugen.?*! Durch den Eintrag der Ultraschallwellen wird Kavitation
erzeugt, welche zu hohen Scherkraften und Mikroturbulenzen fihrt.

Meistens wird Wasser als kontinuierliche Phase genutzti?*®, aber es wurde auch Uber
inverse Systeme mit Wasser als Losungsmittel berichtet!?69279 sowie Gber nicht-wassrige
Emulsionen?’" wie zum Beispiel Dimethylformamid in Paraffini2’2, Dichlormethan in
fluoriertem Losungsmittel flr Mikropartikel?”s! oder Ameisensaure in Paraffin fir
Nanokapseln!274,

Heutzutage wird der Prozess dazu genutzt, um sowohl Mikro- und Nanopartikel als

auch Mikro- und Nanokapseln aus einem breiten Spektrum unterschiedlicher Polymere
herzustellen. 25!
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Dabei sind Polymere mit bestimmten spezifischen Eigenschaften von besonderem
Interesse, wie zum Beispiel bioabbaubare!?552752761  halbleitendel?’”! oder stimuli-
responsivel?’8 Materialien.

Darlber hinaus werden derartige Kolloide dazu genutzt, um eine groBe Vielzahl
unterschiedlicher Materialien wie beispielsweise magnetische Nanopartikel27?],
Biomaterialien?®?,  perfluorierte Kohlenstoffe als Kontrastmittel zur Ultraschall-
Bildgebung!?8'282l Farbstoffel?®3l oder Wirkstoffe flr selbstheilende Materialien?84285 jn
ihrem Inneren zu verkapseln.

Es ist moglich, unterschiedliche Arten von Polymermischungen und -typen wie die
Mischung  verschiedener  Polymerel?77.286-2881 = statistische ~ Copolymerel?®  und
Blockcopolymerel?78285-2921 in diesem Prozess zu verwenden.

Eine der entscheidendsten, aber auch kritischsten Eigenschaften von Nanopartikeln ist
ihre GroBe und deren Verteilung. Somit gebihrt der Kontrolle der GréBe hochste
Aufmerksamkeit und Prioritat. Da die Partikel ausgehend von Trépfchen gebildet
werden, ist ihre GroBe auch stark abhangig von der GroBe der Ausgangstropfchen. Im
Falle der Miniemulsion ist die TropfchengroBe abhangig von der Tensidkonzentration.?%3!
DarUber hinaus wird die TropfchengroBBe aber auch von der Art des Losungsmittelsi?®4,
der Rdhrgeschwindigkeit und der Zeit sowie Intensitat des Ultraschalleintrags?®!
beeinflusst. Ein langerer bzw. intensiverer Emulgierungsprozess erzielt in einem
begrenzten Umfang meist kleinere und enger verteilte Partikel.??! Allerdings ist es
schwierig, den Einfluss eines konkreten Parameters zu beschreiben, da die Parameter
nicht unabhangig voneinander sind.°¢!

Die physikalischen Prozesse, die fir die Destabilisierung einer Emulsion und damit fir
deren finale GroBe verantwortlich sind, sind die Ostwald Reifung und die Koaleszenz
von Tropfchen. Durch die Zugabe einer kleinen Menge einer Chemikalie, eines
sogenannten osmotisch aktiven Agenz, welches nur in der dispergierten Phase sehr gut
16slich ist, kann die Ostwald Reifung unterdrickt werden.® Diese Chemikalie wird
deshalb als osmotisch aktives Agenz bezeichnet, da sie ohne chemische Veranderungen
hervorzurufen und das System zu beeinflussen einen osmotischen Druck innerhalb des
Tropfchens aufbaut und dadurch dem LaPlace Druck des Tropfchens entgegenwirkt.126!
Hierdurch wird eine Stabilisierung der Emulsion erreicht.
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Im Falle der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik wird normalerweise kein
zusatzliches osmotisch aktives Agenz zur Unterdrickung der Ostwald Reifung
verwendet, da das verwendete, geldste Polymer selbst unloslich in der kontinuierlichen
Phase ist und somit als osmotisch aktives Agenz wirkt.[2°!

Allerdings muss die Konzentration des Polymers Uber einem spezifischen Grenzwert
liegen, um tatsachlich die Ostwald Reifung unterbinden zu konnen.??! Andrew Loxley
und Brian Vincent haben vermutet, dass die relativ breite GroBenverteilung bei der
Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik durch Koaleszenz der Tropfchen bedingt
ist.297 Anhand von DLS Messungen, bei denen sowohl die TropfchengréBe in Emulsion
als auch die GroBe der resultierenden Partikel gemessen wurde, konnte der Koaleszenz
unter bestimmten Bedingungen eine wichtige Rolle bei der Partikelbildung
zugeschrieben werden. 2%

Erst krzlich konnte mit Hilfe von dual-color fluorescence cross-correlation spectroscopy-
Messungen (DC-FCCS) von Staff, Schaeffel et al.l29°3%! gezeigt werden, dass bei einer
ausreichenden Stabilisierung der Tropfchen der Anteil der Koaleszenz nicht signifikant ist
(siehe Abbildung 72). Die genaue Versuchsdurchfihrung wird im Folgenden naher
erlautert:

Es wurden zwei Emulsionen hergestellt, bei denen jeweils ein anderes Polymer in dem
hydrophoben Losungsmittel der dispersen Phase gelost wurde; die kontinuierliche Phase
bestand immer aus Wasser mit Tensid. Beide Polymere waren jeweils mit einem anderen
Farbstoff markiert. In einer dritten Emulsion wurden die beiden Sorten an Farbstoff-
markierten Polymeren gemeinsam im hydrophoben Losungsmittel gelost und dann erst
mit Wasser emulgiert.

Diese Versuchsflhrung gestattete die Praparation einer Positivprobe bei der beide
Polymere im hydrophoben Losungsmittel gelost wurden und dann erst emulgiert, sowie
von zwei Negativkontrollen mit jeweils nur einem der markierten Farbstoffpolymere.
Diese beiden Negativkontrollen wurden nach dem Abdampfen zu einer finalen
Negativkontrolle zusammengemischt.

Fur die , aktuelle Probe” wurden hingegen die beiden Emulsionen mit jeweils nur einem
Farbstoff/Polymer vor dem Abdampfungsschritt vermischt und nach dem Abdampfen
sowohl mit der Positiv- als auch der Negativkontrolle verglichen (siehe Abbildung 72A).
Von allen Nanopartikeldispersionen wurde anschlieBend DC-FCCS-Messungen
durchgefiihrt (Abbildung 72B).
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Der Anteil an mit zwei Farbstoffen markierten Nanopartikeln betrug in der , aktuellen
Probe” lediglich 10 %.13% Damit wurde gezeigt, dass kaum Koaleszenz auftritt, da
ansonsten bei allen Partikeln eine Markierung mit beiden Farbstoffen zu erwarten
gewesen ware. Aus diesem Ergebnis ergibt sich die Schlussfolgerung, dass kaum
Koaleszenz auftritt und diese deswegen auch nicht fur die relativ breite
GroBenverteilung  der  mit  der  Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik
hergestellten Nanopartikel verantwortlich ist.

Daher wird angenommen, dass die Polydispersitat im Emulgierungsschritt begrindet
liegt und dieser noch besser untersucht und optimiert werden muss, um maoglichst
monodisperse Teilchen zu erhalten. 2!
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Abbildung 72: (A) Schematische Darstellung der Probenherstellung fir die Untersuchungen mit DC-FCCS
und FRET um eine Koaleszenz der Tropfchen zu untersuchen.®° (B) Korrelationskurven (Symbole) und
gefittete Funktionen (Linien) der DC-FCCS Messungen: (a) FCCS-1-P als Positivkontrolle, (b) FCCS-1-N als
Negativkontrolle und (c) FCCS-1-A als aktuelle/tatsachliche Probe. 3%

Chen et al. konnten zeigen, dass die Viskositat der FlUssigkeiten eine signifikante Rolle
fur die resultierende Morphologie von Hybridpartikeln bestehend aus Polystyrol (PS) und
Poly(methylmethacrylate) (PMMA) hat 0"

155



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Auch das Molekulargewicht von PS und PMMA spielt eine Rolle fir die Morphologie der
resultierenden Partikel.?#”) Dartber hinaus ist auch die Verdampfungstemperatur und
-rate von groBer Bedeutung fir die Bildung einer thermodynamisch metastabilen
Partikelmorphologie.[289:290302]

Weiterhin kann die Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik aber auch genutzt
werden, um Kolloide aus nicht-polymeren Materialien herzustellen, beispielsweise fir
anorganische Nanokristalle BaCrOa, welches zuvor in einem organischem Losungsmittel
dispergiert wurde.B%3%  Dabei bilden sich  beim Abdampfen nach dem
Emulgierungsschritt spharische Aggregate aus.l?*¢! Die Methode wurde auch ebenfalls
schon dazu verwendet, um Nanomaterialien aus Manganferrit / Graphenoxidi*%*! sowie
mit sSIRNA beladene magnetische, metallische Nanopartikel®%! herzustellen. 2!

4.4.2 Aufbau einer Versuchsanlage im LabormaBstab

Die grundlegende Motivation dieser Arbeit war es, eine kontinuierliche
Darstellungsmethode fir polymerbasierte Nanopartikel zu entwickeln.

Nachdem die Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik als  Methode  zur
Partikelherstellung ausgewahlt wurde, sollte dieses Verfahren nun in einen
kontinuierlichen Prozess Uberfihrt werden.

Der Batchprozess gestaltet sich aus zwei Schritten: dem Emulgieren und dem
Verdampfen des Losungsmittels. Soll diese Methode kontinuierlich durchgefihrt
werden, kann ein Aufsplitten des Emulgiervorgangs in zwei Schritte notwendig werden:
Dem Zusammenfihren beider Phasen und der Generierung einer Pra- oder
Makroemulsion, die dann im Anschluss weiter zur Miniemulsion homogenisiert wird.

Losungsmittel

abdampfen

Mini- Nanopartikel
emulsion Dispersion

Wasser
“ Tensid

Makro-
emulsion

"I\‘

A4
5 w1y
B oaRp? g s
' Qb\ Homogenisieren

Hydrophobes
Lésungsmittel
&p.  Polymer

Abbildung 73: Schematische Darstellung der einzelnen Stufen der Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik bei Durchfiihrung im kontinuierlichen Fluss.
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Der Fallfilmmikroreaktor (STACK-1x-FFMR-LAB-V2) wurde bereits als gute Maglichkeit
zum kontinuierlichen Abdampfen von Lésungsmittel (THF) aus Wasser identifiziert,
allerdings ist er fur ein erfolgreiches, kontinuierliches Abdampfen auf eine maximale
Gesamtflussrate von etwa 4 mL/min limitiert.

Bei der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik ist das Mischen einer der beiden
entscheidenden Schritte fur die Reproduzierbarkeit definierter Nanopartikel.

Um eine immer gleichbleibende Zusammensetzung und Mischqualitat der Praemulsion
sicherzustellen, ist es unabdingbar, die kontinuierliche und die disperse Phase
reproduzierbar zu mischen.

Mikromischer besitzen groBes Potential fir das Dispergieren von Flissigkeiten.B! Als
Vorteile konnen neben einer Vorhersage der TopfchengroBe bei einer relativ engen
TropfengréBenverteilung auch eine hohe Energieeffizienz und die Maglichkeit durch ein
Numbering-up als Scale-up-Konzept sowie eine Production-on-demand aufgefihrt
werden.3%7]

Es gibt eine Anzahl von Arbeiten, die sich alle mit der Charakterisierung bzw. dem
Vergleich  unterschiedlicher ~ Mikromischer  miteinander befassen.['23307-3111  Die
Mischeigenschaften einzelner kommerziell erhaltlicher Mischer mit unterschiedlichen
Mischprinzipien wurden anhand unterschiedlicher Kriterien (mittlerer
Tropfendurchmesser und Breite der VerteilungB®!, Druckverlustbestimmung!23:308310]
Visualisierung  mittels  Mikroskop!'?%3%], Modifikation ~ der Villermaux/Dushman
Methodel?%31% Phasentransfer eines solvatochromen Farbstoffes zwischen zwei nicht
mischbaren FlUssigkeiten®1%, einer Neutralisation mit anschlieBender Hydrolysel®'" sowie
einer Diazokupplung®'") bei verschiedenen Flussraten bewertet. DarUber hinaus wurde
eine CFD-Simulation (mathematische Berechnung der Stromungsdynamik) Uber das
Mischen in einem RaupenmischersB%®! erstellt, die sehr gut mit den experimentellen
Resultaten Ubereinstimmte.
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Abbildung 74: Mittlerer Tropfchendurchmesser als Funktion der Gesamtflussrate beim Dispergieren von
n-Heptan in einer wassriger SDS-Losung im Verhaltnis von 1:5 bei fur verschiedene Mikromischer (SIMM
V2, CPMM-V1.2-R600/8, CPMM-V1.2-R1200/8) und 1:10 fUr den StarLam15.%7

Bei den Raupenmischern haben sowohl die Kanalbreite als auch die Anzahl der
Mischstufen einen wesentlich Einfluss auf seine Mischeigenschaften.

Ein Raupenmischer mit 8 Mischstufen und einer Kanalbreite von 600 pm erzielt einen
mittleren Tropfchendurchmesser von 20 um bereits bei einer Gesamtflussrate von
65 mL/min, bei der gleichen Anzahl an Mischstufen aber einer Kanalbreite von 1200 pm
benodtigt man daflr eine Gesamtflussrate von 400 mL/min. Im Vergleich dazu wird
dieser mittlerer Tropfchendurchmesser mit einem SIMM V2 Interdigitalmischer bereits
bei 25 mL/min erreicht.B07.308l

Vor allem aufgrund seiner hervorragenden Mischeigenschaften bei geringen Flussraten,
wie bei der fur diesen Aufbau gewahlten Gesamtflussrate von ~ 4 mlL/min, ist der
Interdigitalmischer am  besten geeignet, um eine Praemulsion mit hoher
reproduzierbarer Qualitat und maoglichst kleiner TropfchengroBe bei der vorgegeben
Gesamtflussrate herzustellen.

Betrachtet man die Dispergiereigenschaften des SIMM-V2 Ag40 anhand der Messdaten
von Stephan Hollomotz3%! (siehe Abbildung 75) ware eine Gesamtflussrate von
20 mL/min ideal um eine Praemulsion mit moglichst kleinen Tropfchen bei sehr enger
GroBenverteilung herzustellen. Durch die Verwendung des STACK-1x-FFMR-LAB-V2
Fallfilmmikroreaktor ist die Gesamtflussrate jedoch auf 4 mL/min limitiert.
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Abbildung 75: Vergleich der mittleren TropfchengréBe in Abhangigkeit von der Gesamtflussrate beim
Dispergieren von n-Heptan in einer wassriger SDS-Losung im Verhaltnis von 1:4 bei Verwendung des
SIMM V2 Ag40 Mikromischers3°8!,

Als Pumpen wurden HPLC-Pumpen fir den Aufbau gewahlt, da diese relativ
pulsationsarm mit konstantem Fluss auch gegen hohen Druck férdern kénnen und ein
relativ kleines Zulaufvolumen besitzen. Alternativ kann flr das separate Zumischen eines
hydrophoben Cargos zur Polymerlésung auch eine Spritzenpumpe verwendet werden,
wenn nur ein sehr begrenztes Volumen an Cargo zur Verflgung steht.

Da bei einer maximalen Gesamtflussrate von ungefahr 4 mL/min selbst mit dem
Interdigitalmischer SIMM-V4 lediglich eine Makroemulsion erhalten werden kann, war
es notwendig noch einen weiteren Homogenisierungsschritt in den Prozess mit
einzubeziehen.

Bei Batchverfahren im Labormalstab hat es sich etabliert, Ultraschall zu nutzen, um eine
Miniemulsion zu erzeugen.255:2%8l

Nach eingehender Recherche wurde die Ultraschallzelle der Firma Hielscher (Berlin,
Deutschland) bestehend aus einer Mini-Durchfluss-Zelle/Minireaktor mit Glasrohr als
Beschallungsraum und einem Ultraschall-Prozessor in Spezialausfiihrung zum Betreiben
der Mini-Durchflusszelle ausgewahlt. Die Leistung des Ultraschall-Prozessors betragt
250 Watt bei einer Frequenz von 24kHz, mit automatischer Frequenzregelung. Die
Amplitude kann auf 20-100% eingestellt werden.

Dieses System bietet den groBen Vorteil, dass es keinen direkten Kontakt zwischen der
Sonotrode und der Emulsion gibt. Dadurch kann sowohl eine Verunreinigung der
Sonotrode als auch ein Abtrag des Sonotrodenmaterials in die Emulsion hinein
ausgeschlossen werden.
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Der Nachteil dieser indirekten Beschallung ist allerdings, dass lediglich der
Bruttoenergieeintrag mit Hilfe des Leistungs-Messgerat PowMet230 quantifiziert werden
kann. Eine Bestimmung des Nettoenergieeintrags hingegen ist sehr komplex, da der
Energieeintrag in Form von Ultraschall in die Emulsion nur indirekt erfolgt. Theoretisch
kann er bestimmt werden, indem die Erwarmung des Kihlwassers gemessen wird und
vom Bruttoenergieeintrag abgerechnet wird.

Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt, sondern lediglich der
Bruttoenergieeintrag des Ultraschallprozessors aufgezeichnet.

Kiihl- Ultraschall
kreislauf Prozessor
~ 24 kHz

o
e
= = T =

Abbildung 76: Ultraschalldurchflusszelle der Firma Hielscher (links) und deren schematischer Aufbau
(rechts oben) und Funktionsweise (rechts unten).

Der Ultraschall-Prozessor ist fest an dem hantelformigen aus Edelstahl bestehenden
Beschallungsbereich angebracht. Durch diesen fuhrt ein Glasrohr, durch welches die
Praemulsion gepumpt wird.

Das Glasrohrchen mit der Emulsion ist von einem Kuhlwasserkreislauf umgeben, der
einen Druck von 6,5 -7 bar hat. Dies ist notwendig um maglichst wenig Kavitat, und
somit Energieverlust, im Kuhlwasser und moglichst hohen Energieeintrag in die Emulsion
zu erreichen.

Dieses Glasrohr, in welchem die indirekte Beschallung stattfindet, hat eine Lange von
ca. 300 mm und einen Innendurchmesser von 2,4 mm. Die tatsachliche
Beschallungszone erstreckt sich allerdings lediglich Gber 140 mm. Daraus ergibt sich ein
Volumen von 0,633 mL, das sich gleichzeitig in der Beschallungszone befindet.

Bei einer gewahlten Gesamtflussrate von ca. 4 mU/min entspricht dies einer
inkrementellen Beschallungsdauer von 10 sec.
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Um die allgemeine Tauglichkeit der Ultraschalldurchflusszelle zur Herstellung einer
Miniemulsion zu testen, wurden Versuche mit Rapsol als disperser Phase und einer
wassrigen SDS-Losung als kontinuierlicher Phase durchgefihrt. Dafir wurden Rapsol (O)
und die wassrige SDS-Losung (W) im Verhaltnis 1:8 (O:W) mit einer Gesamtflussrate von
1,27 mUmin gemischt. Dies entspricht einer Verweildauer von 30sec in der
Beschallungszone.

Rein optisch konnte man am Eingang der Durchflusszelle noch die makroskopischen
Tropfen aus Rapsol in der wassrigen SDS-Losung erkennen. Jeweils nach 2-5 min stellte
sich am Ubergang von Schlauch zu Glasrohr ein gleichméBiges Einstromen der Tropfen
in das Glasrohr ein.

Am Ausgang der Ultraschallzelle konnte man ab 80 % Amplitude, 16,5 Watt Energie-
eintrag, eine gleichmafig milchig aussehende Emulsion erhalten (siehe Abbildung 77).

Abbildung 77: (a) Einstromen einer Makroemulsion aus Rapsol und einer wasserigen SDS-Lésung in die
Ultraschalldurchflusszelle bei Ubergang von Schlauch auf Glasrohr. (b) Ausstromen der Miniemulsion aus
der Ultraschallzelle.

Daruber hinaus wurden Emulsionen nach Beschallung mit 0 %, 60 %, 80 % und 100 %
Amplitude gesammelt und Uber 96 Stunden hinweg beobachtet. Die Emulsion mit dem
hochsten Energieeintrag (21,3 Watt) bei einer Amplitude von 100 % sah sogar noch
nach 96 Stunden optisch homogen aus (siehe Abbildung 78).

Ultraschallintensitat:

Energieeintrag (brutto):

Abbildung 78: Langzeittest zur Stabilitat von einer in der Ultraschalldurchflusszelle hergestellten
Miniemulsion aus Rapsél (O) in einer wasserigen SDS-Losung (W) bei einem Mischverhaltnis von 1:8 (O:W)
und einer Gesamtflussrate von 1,27 mL/min, was einer Verweildauer von 30 sec in der Beschallungszone
entspricht, nach 96 h.
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Dieses Experiment demonstriert die prinzipielle Eignung zur effektiven Herstellung

metastabiler Emulsionen.

So konnte das FlieBschema zur Planung des Laboraufbaus erstellt werden, siehe
Abbildung 79. Es gibt jeweils ein Vorratsgefal3 fir die wassrige Tensidlosung und das in
einem hydrophoben Losungsmittel geloste Polymer.
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Abbildung 79: FlieBschema zur kontinuierlichen Herstellung polymerer Nanopartikel mit der Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik bestehend aus je einem VorratsgefaB fur die wassrige Tensidldsung
und das in hydrophobem Ldsungsmittel geldste Polymer, zwei Pumpen, einem Mikromischer, einer
Ultraschalldurchflusszelle mit Thermostat und separater Pumpe zum Druckaufbau, einem
Fallfilmmikroreaktor mit angeschlossenem Thermostat, einem Stickstoff-Gasanschluss und einer Kihlfalle.

Soll ein hydrophober Wirkstoff oder anderer Cargo (Farbstoff, magnetisches Eisenoxid)
verkapselt werden, wird dieser bereits mit dem Polymer zusammen im gewunschten

Verhaltnis gelost und vorgelegt.

Beide Phasen werden durch jeweils eine Pumpe durch einen Mikromischer vereint und
bilden eine definierte Pra-/ Makroemulsion. Diese flie3t direkt im Anschluss durch die
Ultraschalldurchflusszelle, in der eine Zerkleinerung und Homogenisierung der

TropfchengroBe stattfindet.

Als letzter Schritt erfolgt im Fallfilmmikroreaktor das Verdampfen des hydrophoben
Losungsmittels, so dass eine wassrige Dispersion polymerer Nanopartikel erhalten wird.
Das verdampfte Losungsmittel wird in einer Kihlfalle kondensiert und aufgefangen.
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Um den Aufbau noch etwas universeller fir die Verkapselungen hydrophober
Substanzen zu gestalten und vor allem, um den Gehalt an hydrophobem Cargo noch
flexibler, schneller und sparsamer zu dosieren, wurde ein weiterer Mischer in das
FlieBschema fur den Aufbau integriert, siehe Abbildung 80.

Durch das Einflgen dieses zusatzlichen Mischers ist es nun moglich, jeweils eine
Stammlosung des Polymers sowie des zu verkapselnden Cargos vorzulegen und diese je
nach Bedarf in unterschiedlichen Verhaltnissen zu mischen.
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Abbildung 80: FlieBschema zur kontinuierlichen Herstellung polymerer Nanopartikel mit der Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik bestehend aus je einem Vorratsgefal fir die wassrige Tensidlésung,
das in hydrophobem Lésungsmittel geldste Polymer sowie dem das in hydrophobem Lésungsmittel
gelosten zweitem Polymer oder hydrophobem Cargo, drei Pumpen, zwei Mikromischer, einer
Ultraschalldurchflusszelle mit Thermostat und separater Pumpe zum Druckaufbau, einem
Fallfilmmikroreaktor mit angeschlossenem Thermostat, einem Stickstoff-Gasanschluss und einer Kihlfalle.

Dadurch entfallt das Ansetzen einzelner Stammlosungen, wenn unterschiedliche
Gehalte an Cargo gescreent werden sollen. Der Anteil an Cargo kann Uber einen breiten
Bereich variiert werden, da er wohlkontrolliert werden kann und bei einem Wechsel zu
einer anderen Konfiguration bereits das Totvolumen zwischen Vorratsgefal3 und Mischer
gefullt ist. Nachteilig hingegen ist, dass dadurch die absolute Polymerkonzentration im
Losungsmittel leicht variiert.

Dennoch bietet dieser Aufbau den groBen Vorteil, relativ einfach und schnell viele
unterschiedliche Anteile an verschiedenen zu verkapselnden Cargos zu untersuchen.

Aufbauend auf dem erstellten FlieBschema (Abbildung 80) wurde in enger
Zusammenarbeit mit Silvio Kraus von diesem eine CAD-Zeichnung (Abbildung 81) zur
praktischen Umsetzung erstellt.
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Zur Montage der Komponenten wurde anhand der Abmessungen der CAD-Zeichnung
eine Aluminiumlochplatte hergestellt.

Abbildung 81: CAD-Zeichnung von Silvio Kraus angefertigt (links) und deren Umsetzung als Aufbau im
Labormafstab (rechts).

Der fertige Aufbau kann je nach Bedarf mit zwei Pumpen und einem Mischer
(Abbildung 79) oder auch drei Pumpen und zwei Mischern (Abbildung 80) betrieben
werden.

Die Totvolumina der fertigen Anlage wurden flr beide Betriebsvarianten (siehe
Abbildung 82) anhand des fertigen Aufbaus berechnet. Im Fall, dass der Aufbau mit
zwei Pumpen und einem Mischer betrieben wird, ergibt sich ein Totvolumen von
3,96 mL fur die komplette Anlage. Werden hingegen drei Pumpen und zwei Mischer
genutzt, vergroBert sich das Totvolumen lediglich um 1 mL und betragt somit 4,96 mL.
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Abbildung 82: Berechnung des Totvolumens flr die beiden Betriebsmdglichkeiten — 2 Pumpen,
1 Mischer (oben) und 3 Pumpen, 2 Mischer (unten) — des kontinuierlichen Aufbaus im LabormafBstabs
(siehe Abbildung 81) zur Herstellung polymerer Nanopartikel mit der Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik.

Im Rahmen der Veranstaltung , Open House 2016" des Fraunhofer IMM wurde der
Aufbau im kontinuierlichen Betrieb Uber 6 Stunden hinweg kontinuierlich betrieben. Es
wurden mit dem Farbstoff Nilrot beladene PLGA-Nanopartikel hergestellt. Dazu wurde
eine 3 wt% Losung von PLGA in Chloroform vorgelegt und mit 0,35 mL/min gepumpt.
Der zu verkapselnde Farbstoff wurde mit 0,5 wt% in Chloroform gelést und mit einer
Geschwindigkeit von 0,05 mL/min mit der PLGA-Losung vermischt. Als kontinuierliche
Phase diente eine 2 wt%ige Losung von SDS in Wasser, die mit einer Flussrate von
3,2 ml/min gepumpt wurde.

Der Fallfilmmikroreaktor wurde auf 60 °C temperiert und mit einer Flussrate von
500 mL/min Stickstoffgegenstrom betrieben. Nach jeweils einer Stunde wurde eine
Probe genommen und die GroBe der Partikel mit dem NANO-flex® (Microtrac,
Meerbusch, Deutschland) mittels Lichtstreuung gemessen. Die GroBe betrug im Mittel
154 + 59 nm mit einer Abweichung < 2 % Uber alle 7 Messungen hinweg.
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4.4.3 Energetischer und o©konomischer Vergleich des kontinuierlichen
Verfahrens mit der Batch-Methode

Bei technischen Aufbauten ist es meist nicht nur erforderlich deren Funktionsfahigkeit zu
zeigen, sondern auch eine energetische Betrachtung des Prozesses und ein Vergleich der
Bilanz mit Referenzmethoden durchzufihren.

Die Funktionsfahigkeit des, im Rahmen dieser Arbeit entwickelten und etablierten
kontinuierlichen Prozesses, wird in Kapitel 4.4 demonstriert.

Im Folgenden wird eine energetische Betrachtung des kontinuierlichen Aufbaus im
Vergleich mit dem Standard-Labor-Batch?>>27° Vorgehen diskutiert.

Bei dem hier als ,Labor-Batch Prozess” bezeichnetem Verfahren, wird eine definierte
Mengel?s! (3 wt%)12”?! Polymer in 10 g Chloroform gel6st. In 24 g der wassrigen Phase
werden 72 mg SDS als Tensid gelést. Zum Erhalt einer Makroemulsion werden beide
Phasen, wassrig und organisch, mit einem Magnetrthrer fir 60 min bei 500 rpm schnell
gerthrt. Danach wird die erhaltene Praemulsion unter EiskGhlung fdr 180 s
(20 s Beschallung, 10 s Pause) mit 70 % Amplitude durch Ultraschall mit einem Branson
450 W Sonifier mit einer Y"-Spitze zerkleinert und homogenisiert. Die erhaltene
Miniemulsion wurde in einen 50 mL Weithalsrundkolben umgefullt und Uber Nacht far
18 h bei 40 °C im Olbad geriihrt um das organische Losungsmittel komplett zu
entfernen.
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Tabelle 16: Leistung der verwendeten Gerate im Vergleich zwischen dem kontinuierlichen Aufbau und
dem Standard Labor-Batch-Verfahren®?> fiir jeweils 24 mL Partikeldispersion. Dabei wurde angenommen,
dass die Effizienz der Ultraschallsonotrode bei mindestens 50 % liegt; das Cryostat also nur eine
Kdhlleistung von 10 Watt aufbringen muss um die Kihlwassertemperatur konstant zu halten (Ultraschall-
Bruttoleistung 20 Watt).

Gerit Leistung [W] ‘ Zeit [min] Energie [k)]
HPLC-Pumpen 12 7,5 5,4
Sonotrode 20 7,5 9,0
|G DT T T Kreiselpumpe 50 7,5 22,5
Aufbau Cryostat 10 7,5 4,5
Thermostat 20 7,5 9
=504kl
Ruhrplatte 4 60 14,4
Labor-Batch- Sonotrode 115 3 20,7
Aufbau Olbad 5 1080 324
X =359,1kJ

Betrachtet man die Leistung der eingesetzten Gerate und multipliziert diese mit der Zeit,
die das jeweilige Gerat eingesetzt wird, erhalt man die bendtigte Energie zur Herstellung
einer definierten Menge an Nanopartikel-Dispersion.

Vergleicht man nun die bendtigte Bruttoenergie beider Prozesse (siehe Tabelle 16),
bendtigt der kontinuierliche Prozess mit 50,4 kJ nur 1/7 der Energie verglichen mit
Standard-Labor-Batch?>>279 Methode mit 359, 1 kJ.

Allerdings kann die bendtigte Energie fur die Standard-Labor-Batch??>5279-Methode
relativ einfach noch deutlich optimiert werden:

Wird fur den 60 mindtigen RUhrprozess fur die Herstellung der Praemulsion eine
MultirGhrplatte (Variomag Multipoint, Komet, Thermo Scientific) verwendet kénnen,
dort beispielsweise bis zu 15 Proben gleichzeitig gerthrt werden bei einer Leistung von
11,1 W und somit sinkt die bendtigte Energie fur eine einzelne Probe von 14,4 kJ auf
2,7 k). Bei der Beschallung ist keine weitere Optimierung ohne eine Anderung des
Vorgehens bzw. der Laborausstattung maglich.

Der Hauptteil der Energie bei der Herstellung wird allerdings auch im letzten
Prozessschritt benotigt. In einem herkémmlichen Olbad kdnnen bei definierter
RUhrgeschwindigkeit bis zu 3 Rundkolben platziert werden, damit wirde die bendtige
Energie von 324 kJ auf 108 kJ sinken. Hier besteht noch weiteres enormes Potential zu
einer Energieeinsparung, wenn die Dauer dieses Prozesses auf ein Minimum reduziert
wurde. Insgesamt ergibt sich also ein Energiebedarf von 131,4 kJ.
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Hierdurch verringert sich der Energiebedarf des Batch-Prozesses von dem 7-fachen des
kontinuierlichen Aufbaus auf das 2,6-fache.

Vergleicht man nun jedoch nicht nur das Volumen der Partikeldispersion, sondern auch
deren Feststoffgehalt, muss das Verhaltnis der benotigten Energie der beiden Prozesse
noch einmal angepasst werden.

Geht man jeweils von einer Ausgangskonzentration von 3 wt% Polymer in der dispersen
Phase aus, wird beim kontinuierlichen Aufbau maximal im Verhaltnis 1:4 (disperse
Phase : kontinuierliche Phase) gemischt. Somit werden 10 mL Polymerldsung mit 40 mL
wassriger SDS-Losung emulgiert, nach dem Abdampfen des hydropoben Losungsmittels
erhalt man somit 40 mL Partikeldispersion. Bei der Labor-Batch Methode werden
hingegen lediglich 6,8 mL Polymerlésung mit 24 mL wassrige SDS-Losung emulgiert,
dies entspricht einem Mischverhaltnis von 1:3,5 (disperse Phase : kontinuierliche Phase).

Dadurch kann der Energiebedarf der Labor-Batch Methode nochmal um den Faktor 1,14
verringert werden, wenn beide Prozesse nicht anhand des Volumens der
Partikeldispersion, sondern anhand des Feststoffgehalts verglichen werden sollen. So
ergibt sich fir den bendtigten Energiebedarf des Labor-Batch Prozess 115,3 kJ. Dies ist

nun ,nur” noch etwa mehr als das Doppelte der bendtigten Energie des
kontinuierlichen Aufbaus.

In beiden Standard-Labor-Batch!?>>27?-Methoden, mit denen hier der Vergleich geflhrt
wird, erfolgt das Abdampfen Uber Nacht und wird mit 18 h angegeben. Wirde man
diese Zeit von 18 h auf 6 h reduzieren, ergabe sich damit unter Bertcksichtigung aller
bereits erwahnten Optimierungen eine bendtige Energie flir den gesamten
Herstellungsprozess von 52,1 kJ. Damit lage der Energiebedarf nur um etwa 4 % hoher
im Vergleich mit dem kontinuierlichen Aufbau.

Bei dem kontinuierlichen Aufbau mussen — um eine umfassende Betrachtung zu
gewahrleisten — noch zusatzlich zu der energietechnischen Betrachtung die Kosten fur
das verbrauchte Stickstoffgas berlcksichtigt werden.

Dies sind Uber den Zeitraum von 7,5 min, der betrachtet wurde, 4,875 L bei 1 bar
Druck. Dies ergibt bei handelstblichen Stickstoffflaschen mit technischem Gas etwa
einem Wert von 0,8 Cent und entspricht damit hochgerechnet auf eine Stunde Kosten
fur den Stickstoffgegenstrom im Fallfilmmikroreaktor von etwa 0,70 Euro.
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Bei einem Preis von 28,69 Cent pro kWh (https://www.strompreise.de/strompreis-kwh/,
24.02.2017, 10:07 Uhr) warde das Energiekosten von 0,4 Cent flr den kontinuierlichen
Aufbau entsprechen. Zusammen mit den Kosten flr das Gas ergabe das einen
Gesamtpreis von 1,2 Cent fir das betrachtete Volumen.

FUr den Labor-Batch-Prozess ergaben sich Kosten zwischen 0,42 Cent und 2,9 Cent je
nach Optimierungsgrad.

Somit scheint der Labor-Batch Prozess durch Optimierung den kontinuierlichen Aufbau
bezuglich der laufenden Kosten fir Strom und Gas unterbieten zu konnen.

Geht man allerdings davon aus, dass der Stickstoffstrom nach der Kuhlfalle oder sogar
in einer moglichen optimierten Version des Aufbaus, mit Durchflussrickflusskihler
anstelle der Kuhlfalle (siehe Abbildung 83), direkt wieder in den Fallfilmmikroreaktor
eingespeist werden kénnte, wirden die laufenden Kosten fir Stickstoff entfallen und
somit die Gesamtkosten des kontinuierlichen Prozesses wieder unter die eines
optimierten Labor-Batch Prozesses sinken.
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Abbildung 83: FlieBschema zur kontinuierlichen Herstellung polymerer Nanopartikel mit der Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik bestehend aus je einem VorratsgefaB fur die wassrige Tensidldsung,
das in hydrophobem Losungsmittel geldste Polymer sowie das in hydrophobem Losungsmittel geloste
zweite Polymer oder hydrophobe Cargo, drei Pumpen, zwei Mikromischer, einer Ultraschalldurchflusszelle
mit Thermostat und separater Pumpe zum Druckaufbau, einem Fallfilmmikroreaktor mit angeschlossenem
Thermostat, einem Stickstoff-Gasanschluss und einem Rickflusskihler mit angeschlossenem Kuhlkreislauf.

Ein weiterer Vorteil eines derartigen Rickflusskihlers ware die potentielle
Ruckgewinnung und das Recycling des abgedampften Losungsmittels. Dies wurde im
Rahmen dieser Arbeit aber noch nicht realisiert.
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Wie in den hier durchgeflihrten energietechnischen Betrachtungen gezeigt werden
konnte, betragt die bendtigte Leistung pro Volumen bzw. Feststoffgehalt des im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten Aufbaus zur kontinuierlichen Herstellung polymerer
Nanopartikel mit der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik im Vergleich zur
Standard-Labor-Batch!#>>27° Methode - auch wenn diese noch zusatzlich optimiert
wurde - maximal 70 %. Ohne weitere Annahmen zur Optimierung in Bezug auf die in
der Literatur beschriebene Methode, liegt die bendtige Energie sogar bei nur 14 %.

Ein Vorteil der Labor-Batch Methode im Vergleich zum kontinuierlichen Prozess liegt
darin, dass beim Wechsel des polymeren Systems oder des zu verkapselten Cargos fur
eine einzelne Probe insgesamt weniger Material notwendig ist. Dies kann damit erklart
werden, dass beim kontinuierlichen Aufbau zuerst das Totvolumen mit der
entsprechenden Losung geflllt werden muss und normalerweise am Anfang ein
definierter Teil der Probe verworfen wird zur Reproduzierbarkeit und Qualitatssicherung.

Insgesamt soll aber auch noch einmal auf die bendtigte Zeit zur Herstellung eines
gewissen Volumens hingewiesen werden: bei der Labor-Batch Methode wird etwa ein
Tag bendtigt, bei dem kontinuierlichen Verfahren lediglich 7,5 min. Somit ist das
kontinuierliche Verfahren fir die Herstellung einer einzelnen Probe um den Faktor 200
schneller und damit auch erheblich gunstiger.

4.4.4 Darstellung der wesentlichen Versuchsparameter zur Evaluierung der
Versuchsanlage

Die Herstellung der Polystyrol-Nanopartikel basiert auf einer Kombination der
Miniemulsionstechnik mit der Losungsmittelverdampfungsmethode, der sogenannten
Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik.

Hier an dieser Stelle werden der Versuchsaufbau und die -durchfihrung lediglich im
Allgemeinen beschrieben, um ein Verstandnis fir die Bearbeitung der Fragestellung zu
bekommen. Die flr die jeweiligen Experimente verwendeten spezifischen
Konzentrationen, Mischverhaltnisse und Flussraten werden in Kapitel 6.3.4 detailliert
beschrieben.

In einzelnen Versuchsreihen wurden unterschiedliche Parameter mit dem Ziel variiert,
den entwickelten Aufbau zur kontinuierlichen Herstellung polymerbasierter Nanopartikel

Uber Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik zu evaluieren.
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Dazu wurde jeweils mit einer organischen Phase mit definierter Konzentration an
geldstem Polystyrol in Chloroform als disperser Phase (O) sowie einer kontinuierlichen
wassrigen Phase (W) aus entionisiertem Reinstwasser mit einem definierten Anteil des
anionischen Tensids SDS (Natriumdodecylsulfat) gearbeitet.

In der ersten Versuchsreihe wurde systematisch der Einfluss der Herstellung einer
Praemulsion (T-Sttck oder Mikromischer (SIMM-V4)) sowie des Abdampfens (Batch oder
kontinuierlich Gber den Fallfilmmikroreaktor) auf die GroBe der resultierenden Polystyrol-
Nanopartikel untersucht.

Die Reorganisation und Homogenisierung der Tropfchen der Praemulsion durch
Energieeintrag hin zu einer Miniemulsion erfolgte in allen Experimenten durch eine
Ultraschalldurchflusszelle.

Eine 2 wt % Losung von Polystyrol (Mw = 192.000 g/mol) in Chloroform wurde im
Verhaltnis 1 : 4 mit einer wassrigen 3 wt% SDS-L6sung bei einer Gesamtflussrate von
4,10 mL/min gemischt. Dies entspricht einer Flussrate von 0.82 mL/min fur die disperse
(O) und 3.28 mL/min fir die kontinuierliche Phase (W).

Das diskontinuierliche Abdampfen im Batch erfolgte unter Ruhren (500 rpm) in einem
Rundkolben mit Weithals Gber Nacht in einem temperierten Olbad bei 40 °C.

FUr das kontinuierliche Abdampfen wurde der Fallfilmmikroreaktor bei einer Temperatur
von 60 °C betrieben. Der Stickstoffstrom betrug 650 mL/min und wurde im Gegenstrom
zum flUssigen Strom angelegt.

Um den Einfluss der Molmasse (Mw) auf die PartikelgroBe zu untersuchen, wurde
Polystyrol mit drei unterschiedlichen Molmassen (Mw = 35000 g/mol,
Mw = 192000 g/mol  und My = 280000 g/mol)  unter  ansonsten  gleichen
Reaktionsbedingungen wie im vorherigen Versuch unter Verwendung von
Mikromischer, Ultraschalldurchflusszelle und Fallfilmmikroreaktor verwendet, da sich
diese Prozessparameter als die vielversprechendsten / mit dem vorliegenden Aufbau am
breitesten anwendbar herausgestellt haben.
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DarUber hinaus wurde in einem weiteren Experiment die Konzentration an SDS in der
kontinuierlichen Phase variiert (1,5 g/L, 3,0 g/L und 4,5 g/L), um deren Einfluss auf die
PartikelgroBe zu untersuchen. Zusatzlich wurden unterschiedliche
Polymerkonzentrationen (5 g/L, 20 g/, 30 g/L and 50 g/L) an Polystyrol
(Mw = 192.000 g/mol) eingestellt.

AbschlieBend wurde der Einfluss des Mischverhaltnisses auf die resultierende
PartikelgroBe untersucht, indem die disperse Phase (O) und die kontinuierliche Phase (W)
nicht nur im Verhaltnis 1:4 sondern auch im Verhaltnis 1:8 gemischt wurden und dabei
jeweils noch zusatzlich die Konzentration (5 g/L, 20 g/L, 30 g/L and 50g/L) des Polystyrol
(Mw = 192.000 g/mol) in Chloroform variiert wurde.

Dabei wurde darauf geachtet, dass die Gesamtflussrate jeweils 4.10 mL/min betrug; dies
entspricht flr das Mischungsverhaltnis von 1:4 (O:W) Flussraten von 0,82 ml/min (O)
und 3,28 mL/min (W) und fir das Mischungsverhaltnis von 1:4 (O:W) Flussraten von
0,46 mL/min (O) und 3,64 mL/min (W).

4.4.5 Diskussion der Ergebnisse

Die Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik ist ein wertvoller Prozess zur
Darstellung polymerer Nanopartikel mit kontrollierten Eigenschaften. Um die Vorteile
kontinuierlicher Prozessfihrung auf diese Methode zu Ubertragen, die in bisherigen
Laboraufbauten lediglich aus einem Becherglas und einem RUhrer oder einer
Ultraschallsonotrode besteht!?>5257 wurde im Rahmen dieser Arbeit ein kontinuierlicher
Aufbau entwickelt und etabliert.

Dazu wurde der Einfluss des Mikromischers auf die GUte der Praemulsion im Vergleich
zu einem T-Stlck untersucht. Die resultierende PartikelgroBe von Polystyrol-
Nanopartikeln wurde verglichen je nachdem, ob im Batch Uber Nacht abgedampft
wurde oder kontinuierlich mittels des Fallfilmmikroreaktors.

Anhand von Polystyrol als Referenzpolymer wurde die Auswirkung unterschiedlicher
Molekulargewichte, Phasenmischverhaltnisse sowie der Polymer- und
Tensidkonzentration bei ansonsten konstant gehaltenen Reaktionsbedingungen auf die
resultierende PartikelgroBe analysiert.
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4.4.5.1 Einfluss bei der Verwendung eines T-Stlcks bzw. eines Mikromischers zur
Formulierung der Praemulsion sowie der Methodik zum Abdampfen des
organischen Losungsmittels (Batch oder Fallfilmmikroreaktor) auf die GréBe der
resultierenden Teilchen anhand von Polystyrol-Partikeln

Der Unterschied in der GuUte des Mischvorgangs — im Vergleich T-Stdcks mit
Mikromischer und damit direkt der Qualitat der Praemulsion und den daraus
hergestellten Partikeln — wurde anhand der GréBe von Polystyrol-Partikeln untersucht
und beurteilt.

DarUber hinaus wurde die resultierende GroBe von Polystyrol-Partikeln nach dem
kontinuierlichen Abdampfen durch Nutzung des Fallfilmmikroreaktors mit der GroBe
von analog hergestellten Polystyrol-Partikeln, allerdings nach Abdampfen im Batch
verglichen (siehe Kapitel 4.4.5.1).

Tabelle 17: Vergleich des Einfluss auf die resultierende GroBe von Polystyrol-Partikeln beim Emulgieren
der Prdemulsion mit einem T-Stlick oder einem Mikromischer und dartber hinaus beim Abdampfen im
Batch Uber Nacht unter Rihren im Olbad oder kontinuierlich Gber den Fallfilmmikroreaktor gemessen mit
dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel von 180°.

Emulaiermethode T-Stuck + T-Stuck + Mikromischer + Mikromischer +
9 Ultraschall Ultraschall Ultraschall Ultraschall
Abdampfmethode Batch FFMR Batch FFMR

PartikelgroBe [nm] 170 + 89 166 + 87 125 + 66 109 + 51

¥

TEM Bilder

Erfolgt das Emulgieren ausschlieBlich mit einem T-Stlck oder alternativ auch mit einem
Mikromischer, aber ohne jeden Einsatz der Ultraschalldurchflusszelle, fihrte dies
lediglich zur Erzeugung einer Makroemulsion (vergleiche Abbildung 75, Kapitel 156).

In Tabelle 17 ist deutlich der Unterschied bei der Verwendung eines T-Stlcks im
Vergleich zum Mikromischer auf die GroBe der Polystyrol-Partikel zu sehen:
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Bei Nutzung des T-Stlicks zur Erzeugung der Praemulsion werden Partikel mit einem
Durchmesser von 170 + 89 nm beim Abdampfen im Batch bzw. 166 + 87 nm beim
kontinuierlichen Abdampfen erhalten.

Beim Emulgieren mit einem Mikromischer anstelle des T-Stuck ist der Durchmesser der
erhaltenen Partikel mit 125 + 66 nm beim Abdampfen im Batch im Mittel 40 nm kleiner
als die Vergleichsprobe mit T-Stick; beim Abdampfen mittels des Fallfilmmikroreaktors
haben die Partikel einen Durchmesser von nur 109 + 51 nm und sind somit sogar im
Mittel knapp 60 nm kleiner.

Damit sind bei ansonsten stabilen Bedingungen die Partikel um 25 % kleiner beim

Abdampfen im Batch und sogar um 35 % kleiner beim kontinuierlichen Abdampfen.
Allerdings ist die GroBenverteilung mit ca. £ 50 % bei allen Proben ahnlich breit.

4.45.2 Einfluss der Molmasse (Mw) des Polymers auf die PartikelgroBe anhand von

Polystyrol-Partikeln

Um den Einfluss der Molmasse des Polymers auf die resultierende PartikelgroBe zu
untersuchen, wurden mit Polystyrol als Referenzpolymers Nanopartikel unter konstant
gehalten Reaktionsparametern jedoch mit drei unterschiedlichen Molmassen
(35.000 g/mol, 192.000 g/mol und 280.00 g/mol) hergestellt. Die Viskositat der
jeweiligen Polymerldsung wurde nicht bestimmt.

Tabelle 18: Vergleich des Einfluss der Molmasse des Polymers anhand von Polystyrol als Referenz auf die
GroBe der hergestellten Nanopartikel gemessen mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei
einem Winkel von 180°.

M., Polystyrol
[g/mol]
PartikelgroBe [nm] 110 + 58 148 + 82 184 + 87

. > s
v v { "
L AT Ay

35.000 192.000 280.000

TEM Bilder

Vor allem anhand der Lichtstreudaten wird deutlich, dass es eine eindeutige Tendenz
gibt, dass mit steigender Molmasse auch die GroBe der resultierenden Nanopartikel
ansteigt, wenn alle anderen Parameter in der Herstellung nicht variiert werden.
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Sind die Partikel ausgehend von einer Molmasse von 35.000 g/mol lediglich 110 nm im
Durchmesser, so wachst ihre GroBe auf 148 nm an ausgehened von einer Molmasse von
192.000 g/mol. Bei der groBBten verwendeten Molmasse von 280.000 g/mol wurden
sogar Partikel mit einem Durchmesser von 184 nm erhalten. Die Standardabweichung
der PartikelgroBe liegt jeweils bei knapp 50 %.

Anhand mittels Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik hergestellter,
biokompatibler und  bioabbaubarer  Poly(3-Hydroxybutyrate-co-Hydroxyvalerate)-
Nanopartikel (PHBV) konnten bereits Leimann et al.®'?l zeigen, dass ein hoheres
Molekulargewicht des Polymers groBere Partikel zu Folge hat. Bei einer Molmasse (Mw)
von 369.900 g/mol wurden Partikel mit einem Durchmesser von 222 nm. PHBV mit
einer Molmasse (Mw) von 44350 g/mol wurde durch Esterspaltung mit
Natriumborhydrid (NaBH,) in einer Methanolyse erhalten.

Bei Verwendung des Polymers mit der deutlich geringeren Molmasse wurden Partikel
mit einem Durchmesser von 116 nm erhalten. Die Tendenz zur Ausbildung kleinerer
Tropfchen und damit kleinerer Partikel fihren die Autoren auf die geringere Viskositat
bei kleineren Molmassen zurtick. Die im Umkehrschluss hohere Viskositat bei groBeren
Molmassen erschwert die Bildung einer Dispersion.®! Ein analoges Verhalten wurde
ebenfalls von Baran et al. anhand von PHBV Kapseln, von Musyanovych et al.?>*! anhand
von PLLA-Nanopartikeln (Poly(L-Lactid)) sowie PCL-Nanopartikeln (Polycaprolacton) und
von Gaspar et al.B™ bei PLGA-Nanokapseln beschrieben.

4.45.3 Einfluss der Tensidkonzentration an SDS auf die PartikelgroBe von Polystyrol-

Partikeln bei unterschiedlichen Polymerkonzentrationen

Um den Einfluss der Tensidkonzentration an SDS auf die resultierende Partikelgrof3e zu
untersuchen, wurden mit Polystyrol als Referenzpolymer Nanopartikel unter konstant
gehalten Reaktionsparametern jedoch mit drei unterschiedlichen SDS-Konzentrationen
(1,5 g/L, 3,0 g/L und 4,5 g/L) hergestellt.

Die kritische Mizellenbildungskonzentration (= CMC, engl. critical micelle concentration)
betragt 8,2 mM in reinem Wasser bei 25 °C3"!: dies entspricht 2,36 g/L.
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Tabelle 19: PartikelgroBe von Polystyrol-Partikeln in Abhangigkeit von der Polystyrol- (0,5 g/L, 2 g/L, 3 g/L
und 5 g/L) sowie der SDS-Konzentration (1,5 g/L, 3 g/L und 4,5 g/L, CMC = 2,36 g/L) bei einer
Gesamtflussrate von 4.1 mL/min und einem Mischverhaltnis von 1:4 (organische Phase (0.82 mL/min) :
wassriger Phase (3.28 mL/min)) gemessen mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem
Winkel von 180°.

Konz. SDS [g/L]

1,5 3 4,5

79 | x| 47 | 47 | £| 19 | 41 | x| 19
Konz. . "

152 | | 82 | 109 | | 56 91 | =| 47 PartikelgroBe

Polystyrol

205 | +| 126 | 148 | +| 82 | 136 | +| 76 [nm]
[Wt%]

254 | £| 146 | 220 | £| 121 | 188 | =| 108

Anhand von Tabelle 19 sind unterschiedliche Trends zu beobachten:

Betrachtet man die GroBe der Nanopartikel bei verschiedenen Polymerkonzentrationen
und konstant gehaltenem Tensidanteil, zeigt sich, dass der Durchmesser mit
zunehmender Polymerkonzentration ansteigt.

Liegt die SDS-Konzentration mit 1,5 g/L unterhalb der CMC von 2,36 g/L erhalt man bei
gleicher Polymerkonzentration groBere Partikel als bei Tensidkonzentrationen oberhalb
der CMC.

Ist die Konzentration hoher als die CMC werden die Partikel mit zunehmendem
Tensidanteil kleiner. In der Literatur wurde dieser Zusammenhang bereits fir PHBV-
KapselnB'?, PLLA-Nanopartikel?>* und PLGA-Partikel*'¢-3"8 beschrieben.

Die Standardabweichung der GroBenverteilung liegt bei ungefahr + 50 %. Bei einer sehr
geringen Polymerkonzentration (0,5 wt%) und SDS-Konzentrationen Uber der CMC
(3 g/L und 4,5 g/L) ist die Abweichung mit 40,4 % und 46,3 % am geringsten. Die
prozentualen Abweichungen sind bei 1,5 g/L am groBten (verglichen jeweils bei der
gleichen Polymerkonzentration) und bei 3 g/L Tensid am geringsten.
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Abbildung 84: Abhangigkeit der PartikelgroBe von Polystyrol-Partikeln sowohl von der Polymer- als auch
der SDS-Konzentration bei einer Gesamtflussrate von 4.1 mL/min und einem Mischverhaltnis von 1:4
(organische Phase (0.82 mL/min) : wassriger Phase (3.28 mL/min)).

Anhand der in Abbildung 84 aufgetragenen Graphen lasst sich ein nahezu linearer
Anstieg des Partikeldurchmessers bei steigender Polymerkonzentration erkennen. Aus
Grinden der Ubersichtlichkeit wurde darauf verzichtet, Fehlerbalken in das Diagramm
einzuzeichnen.

4.4.5.4 Einfluss des Mischverhaltnisses auf die PartikelgroBe

Um den Einfluss der Mischverhaltnisse von der dispersen zur kontinuierlichen Phase auf
die resultierende PartikelgroBe zu untersuchen, wurden mittels Polystyrol als
Referenzpolymer Nanopartikel unter konstant gehalten Reaktionsparametern jedoch bei
zwei unterschiedlichen Mischverhaltnissen (1:8 und 1:4; disperse Phase : kontinuierlicher
Phase) hergestellt.

Bei Mischverhaltnissen mit einem geringeren Anteil als 1:4 (O:W) der kontinuierlichen
Phase, wurde ein geringer Anteil an makroskopischen Teilchen in der resultierenden
Dispersion beobachtet. Um sicher zu stellen, dass es zu keinem Verstopfen der
Mikrokanale des Fallfilmmikroreaktors kommt, wurde ein Verhaltnis von 1:4 (O:W) als
Maximum gewahlt.

In Tabelle 20 sind die resultierenden PartikelgroBen mit Standardabweichung bei zwei

verschiedenen Mischverhaltnissen der dispersen sowie der kontinuierlichen Phase
angegeben, wobei zusatzlich noch die Konzentration des Polymers variiert wurde.
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Aus den gemessenen Durchmessern der Polystyrol-Partikel in  Abhangigkeit des
Mischverhaltnisses (O:W) sowie der Polymerkonzentration zeigt sich, dass die
PartikelgroBe sowohl mit zunehmender Polymerkonzentration ansteigt als auch bei
geringeren Volumenunterschieden von disperser zu kontinuierlicher Phase zunimmt. Die
Standardabweichung betragt auch in dieser Versuchsreihe wieder etwa + 50 %.

Aus der Auftragung der Messwerte kann fir beide Mischverhaltnisse ein linearer Anstieg
der PartikelgroBe mit zunehmender Polymerkonzentration angenommen werden. Aus
Grinden der Ubersichtlichkeit wurde darauf verzichtet, die Fehlerbalken in die
Abbildung 85 einzuzeichnen. Die Steigung der Geraden bei einem Mischverhaltnis von
8:1 (W:0) ist um den Faktor 1,5 steiler als bei einem Mischverhaltnis von 4:1.

250
g - m- Mischverhaltnis (W:0) = 8:1 ®
- ®- Mischverhiltnis (W:0) = 4:1
© 200 W-:0) -
) Ik
0 P
0 .-
150 e =
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| = 4 -
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>
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Polystyrol-Konzentration in CHCI, / wt%

Abbildung 85: Auftragung der PartikelgréBe von Polystyrol-Partikeln in Abhangigkeit von der
Polystyrolkonzentration sowie dem Mischverhaltnis zwischen der organischen und der wassrigen Phase bei
einer festen Ausgangskonzentration von 3,0 g/L der wassrigen SDS-Losung gemessen mit dynamischer
Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel von 180°. Die Gesamtflussrate betrug jeweils 4.1
mL/min, dies entspricht bei einem Mischverhaltnis von 1:4 (organische Phase (0.82 mL/min) : wassriger
Phase (3.28 mL/min)) und bei einem Mischverhaltnis von 1:8 (organische Phase (0.46 mL/min) : wassriger
Phase (3.64 mL/min)).

Bei Betrachtung der TEM Bilder in Tabelle 20 ist die GleichmaBigkeit der Partikel bei
einem Mischverhaltnis von 1:4 (O:W) und einer Polymerkonzentration von 3 wt%
auffallig. Aufgrund dessen und der Tatsache, dass flr die meisten potentiellen
Anwendungen eine moglichst hohe Partikelkonzentration von Interesse ist, wurden
diese Reaktionsparameter als Standard fur weitere Experimente ausgewahlt.
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Tabelle 20: PartikelgroBe von Polystyrol-Partikeln in Abhangigkeit der Polymerkonzentration sowie dem
Mischverhaltnis zwischen organischer und wassriger Phase bei einer festen Ausgangskonzentration von
3,0 g/L der wassrigen SDS-Losung gemessen mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem
Winkel von 180°. Die Gesamtflussrate betrug jeweils 4.1 mL/min, dies entspricht bei einem
Mischverhaltnis von 1:4 (organische Phase (0.82 mL/min) : wassriger Phase (3.28 mL/min)) und bei einem
Mischverhaltnis von 1:8 (organische Phase (0.46 mL/min) : wassriger Phase (3.64 mL/min)).

Konz.
Polystyrol

[Wit%]

Mischverhaltnis (O:W)

PartikelgroBe

[nm]

220 £ 121

i
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Musyanovych et al.?®! konnten bei Batchversuchen keinen groBen Einfluss bei
unterschiedlichen Mischverhaltnissen (1:2,4 und 1:4,8 (O:W)) auf die GroBe der
hergestellten PLLA-Nanopartikeln feststellen.

Bei der Herstellung von PHBV-Partikeln durch Leimann et al.B'? waren die Partikel bei
einer Erhohung des Anteils der organischen Phase von 20 % auf 30 % deutlich groBer
und wiesen eine breitere GroBenverteilung auf. Dies wurde auf die hohere
Konzentration an Tropfchen zurlickgefUhrt und damit einer gréBeren Wahrscheinlichkeit
der Koaleszenz.

4.4.6 Schlussfolgerung

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Versuchsanlage basierend auf der Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik wurde erfolgreich konstruiert, aufgebaut und
anschlieBend anhand der Darstellung von Polystyrol-Nanopartikeln als Referenzmodell
evaluiert.

Eine energetische und 6konomische Betrachtung des kontinuierlichen Verfahrens
konnte unter den getroffenen Annahmen Vorteile in Bezug auf bendtigte Energie und
Zeit im Vergleich mit der Batch-Methode aufzeigen. Darlber hinaus kommt es durch die
Prozessfihrung zu einer deutlichen Minimierung des subjektiven Einflusses des
durchfihrenden Operators.

Unter den vorgegebenen maximalen Flussraten (limitiert durch die Kapazitat des
Fallfilmmikroreaktors) haben weder ein T-Stlick noch ein Mikromischer (SIMM-V4)
ausgereicht, um eine Miniemulsion zu erzeugen. Um einen ausreichend hohen
Energieeintrag zu erhalten, ist der Einsatz einer Ultraschalldurchflusszelle notwendig.

Es wurde weiterhin gezeigt, dass die Art des Voremulgierens — T-Stick oder
Mikromischer — einen wesentlichen Einfluss auf die GroBe der resultierenden
Nanopartikel hat. Beim Einsatz des Mikromischers werden um bis zu 35 % kleinere
Partikel erhalten.

Auch die Art des Abdampfens — im Batch oder kontinuierlich — beeinflusst die GroBe der

dargestellten Partikel. Bei Nutzung des Fallfilmmikroreaktors werden um 10 % kleinere
Nanopartikel erhalten.

180



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bei  Verwendung unterschiedlicher  groBer  Polystyrole  (Mw = 35000 g/moal,
Mw = 192000 g/mol und My = 280000 g/mol) zeigte sich ein klarer Trend, dass mit
zunehmender Molmasse der Polymere ebenfalls die daraus gebildeten Partikel im
Durchmesser anwachsen. Dies stimmt mit ahnlichen Ergebnissen aus der Literatur
uberein.

Bei der Variation der Polymerkonzentration zeigt sich deutlich, dass mit zunehmender
Konzentration der Durchmesser der Partikel zunimmt, da durch die hohere
Konzentration in jedem Emulsionstropfchen mehr Polymer enthalten ist und somit die
verbleibenden Partikel nach dem Abdampfen gréBer sind.

Liegt die Tensidkonzentration unterhalb des CMC-Wertes, so sind die dargestellten
Partikel deutlich groBer als bei Konzentrationen oberhalb des CMC-Wertes, zudem
weisen sie eine breite GroBenverteilung auf. Ist die Tensidkonzentration groBer als der
CMC-Wert, andert sich die GroBe auch bei hoherer Konzentration des Tensids kaum
noch.

Wird der Anteil der kontinuierlichen Phase am Mischverhaltnis erhoht, so kommt es
dadurch zu einer Verringerung der Partikeldurchmesser.

Bei allen Versuchen war die Standardabweichung in der PartikelgroBenverteilung
ahnlich.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass mit der entwickelten Versuchsanlage

durch Variation der Reaktionsparameter reproduzierbar Polystyrol-Partikel mit
Durchmessern zwischen 50 nm und 250 nm hergestellt werden konnten.
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4.5 Kontinuierliche Herstellung von Hybridpartikeln

Im vorangehenden Kapitel wurde die Entwicklung eines kontinuierlichen Prozesses
sowie die Etablierung des resultierenden Laboraufbaus zur Darstellung polymerbasierter
Nanopartikel, beruhend auf der Losungsmittelverdampfungsmethode, beschrieben.

Des Weiteren wurde der Einfluss unterschiedlicher Reaktionsparameter (Polymer- und
Tensidkonzentration, Molekulargewicht, Mischverhaltnis) auf die resultierende
PartikelgroBe und deren Reproduzierbarkeit anhand von Polystyrol als Referenzpolymer
untersucht.

In diesem Kapitel wird darlberhinausgehend gezeigt, dass ebenfalls unterschiedlichste
Hybridmaterialien  dargestellt  werden  koénnen und somit das  breite
Anwendungsspektrum, das sich daraus ergibt, demonstriert.

Eine Kontrolle Gber die Morphologie der dargestellten Nanopartikel konnte anhand der
Darstellung von Janus-Partikeln bestehend aus Polystyrol und Polylactid mit variierenden
Polymeranteilen gezeigt werden (siehe 4.5.1).

AuBerdem erfolgte eine Verkapselung hydrophober Substanzen; zum einen
magnetische Eisenoxid-Partikel mit unterschiedlichem Massenanteil in Polystyrol (siehe
Kapitel 4.5.2) und zum anderen der hydrophobe, solvatochrome Farbstoff Nilrot in
Polystyrol bzw. in Poly(Lactid-co-Glycolid) (siehe 4.5.3).

4.5.1 Janus-Partikel aus Polystyrol und Poly-L-Lactid

Anhand der Darstellung polymerer Janus-Partikel aus Polystyrol und Poly-L-Lactid wird in
diesem Unterkapitel gezeigt, dass mit dem in dieser Arbeit entwickelten kontinuierlichen
Prozess nicht nur zwei unterschiedliche Materialien in einem Partikel vereint werden
koénnen, sondern darUber hinaus auch eine Kontrolle der Morphologie maoglich ist.

4.5.1.1 Ubersicht der Darstellungsmethoden von Janus-Partikel

Janus-Partikel sind anisotrope Partikel mit zwei unterschiedlichen Kompartimenten an
der Oberflache. Aufgrund dieser auBergewohnlichen Struktur konnen unterschiedliche
Funktionen, raumlich getrennt in ein und demselben Partikel eingebaut werden.

Dazu gehoren u.a. unterschiedliche Polaritaten oder magnetische und optische
Eigenschaften.B™
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Der Begriff Janus-Partikel wurde erstmals 1988 von Casagrande und Veyssiel329
verwendet, um kugelformige Glaspartikel mit einer polaren und einer apolaren
Halbkugel zu beschreiben. Die Partikel hatten eine GroBe von 50 — 90 pm. Die
Herstellung erfolgte im Milligramm-MaBstab durch die Anordnung der Klgelchen an
einer Wasser/Ol-Grenzflache und der anschlieBenden Modifikation einer Halfte mit
langkettigen Alkanen.B3'

Der romische Gott Janus — der Gott des Anfangs und den Endes, der Gott mit den zwei
Gesichtern, mit denen er gleichzeitig in die Vergangenheit und die Zukunft blicken kann
— dient als Namenspatron?>??l fir die anisotropen Teilchen, die es ermaoglichen,
multifunktionelle  Eigenschaften in  partikular aufgebauten  Festkorpern  zu
kombinieren.B™

Abbildung 86: Zeichnung des romischen Gott Janus mit seinen zwei Gesichtern, diegleichzeitig in die
Vergangenheit und die Zukunft blicken®'?! (links) sowie ein TEM Bild von Janus-Partikeln aus Polystyrol
und Poly-L-Lactid (rechts).

Es gibt verschiedene Moglichkeiten Janus-Partikel in Klassen einzuteilen. Eine Variante ist
die Klassifizierung nach der Art der chemischen Zusammensetzung in anorganische-
anorganische (hard), organische-organische (soft) und anorganische-organische Partikel
(hybrl'd)_[319,321]

Aufgrund der groBBen Bandbreite und Kombinationsmaglichkeiten der unterschiedlichen
Materialien zur Herstellung von Janus-Partikeln sowie der groBen Anzahl an Formen sind
die potentiellen Anwendungsgebiete vielfaltig und aufgrund dessen besteht in den
letzten Jahren ein groBes Interesse an derartigen Strukturen. Die besondere Attraktivitat
von Janus-Partikeln beruht auf ihrer Amphiphilie sowie potentiellen optischen,
magnetischen und katalytischen Eigenschaften.'232"1 Mogliche Nutzungsfelder sind
Stabilisatoren fur Grenzflachen (z.B. fur wasserabweisende Textilien), Biosensoren,
Wirkstofffreisetzung (drug delivery), Displays flr E-Paper, selbstangetriebene
Nanomotoren, optischer Bildgebung und Katalyse.1321-327]
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Es gibt eine ganze Reihe an Review Artikeln322323328-335 in denen die Vielzahl
synthetischer Darstellungsmethoden flr Janus-Partikel, sowie deren Eigenschaften und
Anwendungsmaglichkeiten, beschrieben werden.

Die primare Eigenschaft von Janus-Partikeln ist ihre Anisotropie. Um diese zu induzieren,
ist es notwendig durch die Synthese eine Differenzierung der Reaktionsraume zu
erzielen. Neben diesem Anspruch liegt eine groBBe Herausforderung in einem hohen
Durchsatz fur ihre Herstellung, der fir industrielle Anwendungen unabdingbar ist, sich
aber fUr viele Darstellungsstrategien als schwierig erweist.13'!

Als gangigste Methode zur Herstellung von Janus-Partikeln wird von Mller et al.B™! die
zweidimensionale Technik beschrieben. Dabei werden Partikel auf einer Oberflache
immobilisiert oder in ein Substrat eingebettet um anschlieBend die freiliegende,
ungeschitzte Seite zu funktionalisieren. Dies kann z.B. Uber nasschemische
Modifizierung oder das Abscheiden von Metallen erfolgen. Der Vorteil dieser Methode
liegt in der einfachen und schnellen Darstellung wohldefinierter Partikel. Allerdings
konnen pro Ansatz nur eine sehr begrenzte Menge hergestellt werden und somit ist
eine Prozessgestaltung mit groBerer Skalierung schwierig.3'!

Eine Weiterentwicklung dieser Methodik ist die Nutzung von Pickering Emulsionen, bei
der die Stabilisierung der Tropfen durch Feststoffpartikel erfolgt. In Abhangigkeit der
Benetzbarkeit der Partikel mit den beiden Phasen der Emulsion, liegen die
Feststoffpartikel dann etwas mehr oder weniger in der polaren oder apolaren Phase.
Durch die Orientierung an der Grenzflache entstehen zwei getrennte Reaktionsraume,
die selektiv funktionalisiert werden kdnnen.[323:330.331,334,336]

In Abhangigkeit von der gewahlten Syntheseroute sind zahlreiche unterschiedliche
Partikelmorphologien darstellbar (siehe Abbildung 87).13'!

a) b) Q d) e) f)

Abbildung 87: Ubersicht mdglicher Morphologien von Janus-Partikeln: a) Kugel mit zwei
Kompartimenten, b) oberflachen-modifiziert mit kleinen Molekulen, ) hantelférmig,
d) schneemannformig, e+f) zylindrisch oder scheibenférmig.
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Die gangigsten Herstellungsmethoden fur polymere Janus-Partikel sind neben der
Phasenseparation(?’7:337.338 die auch im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit genutzt
wurde, die Mikrofluidik®39-342] oder das Elektrospinning!333:343-345],

Pang et al. beschreiben die Phasenseparation als die praktikabelste Methode zur
Herstellung polymerer Janus-Partikel, da sie einfach und bequem durchfdhrbar ist.[32"
Diese Technik kann mit Hilfe dreier Mechanismen erklart werden: zum einen anhand der
Wechselwirkung zwischen Polymer und Monomer oder der Wechselwirkung zwischen
zwei unterschiedlichen Monomeren oder der Grenzflachenspannung zwischen den
Polymerpartikeln und dem Wasser 132"

Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass auf eine simple Art eine Vielzahl streng
zweiphasiger Janus-Partikel mit unterschiedlichen Morphologien Uber eine groBe
Langenskala (einige hundert Nanometer bis wenige Mikrometer) hinweg hergestellt
werden koénnen.®2" Die Einschrankungen der Methode liegen in einer relativ
schwierigen GroBenkontrolle, einer breiten GroBenverteilung und einer hohen
Verdunnung der erhaltenen Dispersion. 32"

Die mikrofluidische Herstellung hat sich zu einer weitverbreiteten Methodik entwickelt.
Der Vorteil dieses Verfahrens sowie des Elektrospinnings liegt in den bereits
vorhandenen Maglichkeiten zum Upscaling, um groBere Mengen kontinuierlich zu
produzieren.l32" Beide Verfahren sind allerdings limitiert auf PartikelgroBen von 5 pm -
100 pm.22" Ein Druckabfall oder das Verstopfen von Kanalen kann zu Problemen
fuhren. Das Elektrospinning ist zudem nur fir leitfahige Polymere geeignet und damit in
der Auswahl begrenzt.32"

4.5.1.2 Darstellung der wesentlichen Versuchsparameter zur Herstellung von Janus-
Partikel aus Polystyrol und Poly-L-Lactid

Das  Darstellungsprinzip  der  Janus-Partikel bestehend  aus  Polystyrol
(Mw = 192.000 g/mol) und Poly-L-Lactid (Mw = 145.000 g/mol) beruht auf der
Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik.

Eine schematische Darstellung der kontinuierlichen Versuchsanlage und der dort
ablaufenden Schritte ist in Abbildung 88 dargestellt und im Weiteren naher beschrieben.
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Abbildung 88: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus und der stattfinden Schritte zur
Darstellung von Janus-Partikeln.

FUr die Herstellung der organischen Phase (O) wurden definierten Mengen beider
Polymere in Chloroform geldst, sodass die Gesamtpolymerkonzentration jeweils 30 g/L
betrug. Die Menge an Polystyrol an der Gesamtpolymermenge wurde schrittweise von
100 % bis 0 % variiert.

Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus entionisiertem Reinstwasser mit einem 3 wt%
des anionischen Tensids SDS (Natriumdodecylsulfat).

Im ersten Prozessschritt wurde durch kontinuierliches Mischen in einem statischen
Mikromischer (SIMM-V4) eine Praemulsion erzeugt.

Das Mischverhaltnis von disperser Phase zu kontinuierlicher Phase (O:W) betrug bei
jedem Versuch 1:4. Dies entspricht bei einer Gesamtflussrate von 4.10 mL/min, einer
Flussrate von 0.82 mL/min flr die disperse (O) und 3.28 mL/min fur die kontinuierliche
Phase (W).

Im zweiten Prozessschritt erfolgte die Herstellung einer Miniemulsion durch
Reorganisation und Homogenisierung der Tropfchen mittels Energieeintrag in der
Ultraschalldurchflusszelle.

Im dritten und letzten Prozessschritt wurde Uber einen Fallfilmmikroreaktor (STACK-1x-
FFMR-LAB-V2) das Chloroform abgedampft. Dazu wurde der Reaktor bei einer
Temperatur von 60 °C betrieben. Der Stickstoffstrom wurde im Gegenstrom zum
flissigen Strom angelegt und betrug 650 mL/min.

Die Nanopartikeldispersion wurde am Ausgang des FFMRs in Schraubdeckelglaschen
gesammelt.
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4.5.1.3 Diskussion der Ergebnisse

Anhand der Darstellung polymerer Janus-Partikel wurde in diesem Kapitel gezeigt, dass
mit der Methode der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik sich nicht nur zwei
unterschiedliche Materialien in einem Partikel kombinieren lassen, sondern durch die
Wahl der Materialien eine Kontrolle der Morphologie maglich ist.

Eine Kontrolle Uber die Morphologie der dargestellten Nanopartikel konnte anhand von
Janus-Partikeln  bestehend aus Polystyrol und Poly-L-Lactid mit variierenden
Polymeranteilen gezeigt werden.

In Tabelle 21 sind die jeweiligen PartikelgroBen und dazugehorige TEM-Bilder der Janus-
Partikel aus Polystyrol und Poly-L-Lactid fUr die variierenden Mischverhaltnisse
aufgelistet. Die Gesamtpolymerkonzentration betrug in der organischen Phase bei jedem
Ansatz immer 30 g/L. Es wurden unter identischen Versuchsbedingungen ebenfalls
Partikel hergestellt, die lediglich aus Polystyrol bzw. nur aus Poly-L-Lactid bestehen.

Betrachtet man die GroBen der Partikel in Tabelle 21 fallt auf, dass diese zwar eine
GroBenverteilung mit einer Polydispersitat von bis zu 50 % aufweisen, allerdings
dennoch bzgl. ihrer GroBe sehr dicht zusammen liegen. Die Durchmesser der einzelnen
Mischverhaltnisse liegen alle zwischen 156 nm und 165 nm (Ergebnis der dynamischen
Lichtstreuung am NANO-flex®).

Um tatsachlich Unterschiede in der Morphologie nachzuweisen und die Bildung von
Partikeln lediglich aus einem der beiden eingesetzten Polymere auszuschlieBen, wurden
alle Proben mit dem TEM untersucht. Da es bei Poly-L-Lactid im Elektronenstrahl zur
Kettenspaltung kommt, 34347 wurde unter ,, pseudo-cryo Bedingungen” gemessen, d.h.
der Probenhalter wurde mit flissigem Stickstoff gekuihlt und so das Schmelzen des Poly-
L-Lactid verzogert.
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Tabelle 21: Auflistung der jeweiligen Zusammensetzung von Janus-Partikeln aus Polystyrol und Poly-L-
Lactid bei einer festen Ausgangskonzentration von 3 wt% Polymer in der organischen Phase sowie der
PartikelgroBe gemessen mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel von 180° und
TEM Bildern. Die Ausgangskonzentration der wassrigen SDS-Lésung betrug bei allen Versuchen 3,0 g/L.
Die organische und wassrige Phase wurden im Verhaltnis 1:4 (O:W) gemischt bei einer Gesamtflussrate

von 4,1 mL/min.

TEM Bilder

Konz. Konz. Partikel-
Polystyrol  Polylactid groBe
(/L] [9/L] [nm]
30 0 165 + 71 : %
24 6 164 + 83
19.5 10.5 160 + 66
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15 15 161+ 72
10.5 19.5 156 £ 75
6 24 159 + 80

0 30 164 + 78 *
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4.5.2 Hybridpartikel aus Polystyrol und Magnetit

In diesem Unterkapitel wird der Einsatz des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
kontinuierlichen Prozesses zur effizienten und kontrollierbaren  Verkapselung
hydrophober Komponenten demonstriert.

Dazu werden Hybridpartikel aus Polystyrol mit unterschiedlichem Massenanteil an
magnetischen Eisenoxid-Partikeln dargestellt und charakterisiert.

Die verkapselten Magnetit-Partikel werden dartber hinaus auch als Modell-Substrat aus
dem kolloiden GroBenbereich von wenigen Nanometern genutzt.

4.5.2.1 Verkapselung superparamagnetischen  Eisenoxid-Nanopartikel in__ einer

kolloidalen Polystyrolmatrix

Ferrofluide bzw. magnetische Fluide sind stabile Dispersionen ultrafeiner magnetischer
Partikel oder verkapselter magnetischer Partikel in einem organischen oder wassrigen
Medium.[>® Die Stabilisierung der Partikel erfolgt durch ein Tensid, wodurch ein
Agglomerieren oder Sedimentieren verhindert wird.l>% |dealerweise liegen die Partikel,
wenn sie einem magnetischen Feld ausgesetzt werden, auch weiterhin gleichmaBig,
einzeln dispergiert im Tragermedium vor.[15%

Abbildung 89: TEM-Bilder der Eisenoxid-Partikel (Ferrofluid, Webcraft GmbH, Gottmadingen), die zur
Verkapselung in eine Polystyrolmatrix verwendet wurden; 0,3 mg Ferrofluid in 1 mL THF.

Magnetische Nanopartikel besitzen Eigenschaften, die sie flr die unterschiedlichsten
Anwendungsszenarien vor allem in den Bereichen Biologie und Medizin interessant
machen und kdnnen dementsprechend maBgeschneidert synthetisiert werden 348349 Sje
konnen zur Immobilisierung von Nukleinsauren, Proteinen und Enzymen, aber auch fir
Immunassays und zur Aufreinigung und Isolierung von RNA und DNA eingesetzt
werden. Darlber hinaus sind sie zur magnetischen Separierung von Zellen und
Proteinen, zum Einsatz in der Kernspintomographie oder der Hyperthermie sowie zur
magnetisch kontrollierten Freisetzung von Krebsmedikamenten geeignet.[146:350-35
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Das Hauptanliegen bei der gezielter Wirkstofffreisetzung (engl. Drug delivery) ist es, zur
richtigen Zeit eine definierte Menge an Wirkstoff am Zielort im Korper freizusetzen.279!
Dies kann durch die Verkapselung des Wirkstoffs in einen magnetischen
Polymernanopartikel erreicht werden. Nach Injektion in ein BlutgefaB konnen die
Partikel durch das Anlegen eines auBeren Magnetfelds gerichtet am Zielort angereichert
werden und dann die Wirkstofffreisetzung induziert werden.[14436%

Das Verkapseln magnetischer Partikel (und anderer Komponenten) in einer
Polymermatrix bietet viele Vorteile: Einflhrung neuer, zusatzlicher Funktionalitaten in
den Partikel, Verringerung der Toxizitat der verkapselten Substanz durch Verhinderung
eines  direkten  Kontakts mit Umgebung und die Madglichkeit  einer
Oberflachenfunktionalisierung, um die Partikel gezielt an den Wirkort zu adressieren. 127!

Um fir biomedizinische Anwendungen geeignet zu sein, muissen magnetische,
polymere Partikel einige Anforderungen erflllen. Dazu zahlen eine hohe kolloidale
Stabilitat (kein  bzw. nur ein sehr langsames Sedimentieren), eine enge
GroBenverteilung, ein hoher Magnetitanteil, superparamagnetisches Verhalten, keine
Toxizitat und keine Freisetzung von Eisen.!?°!

DarGber hinaus sollte die zur Verkapselung verwendete Polymermatrix weder
kanzerogen, mutagen noch allergen sein, es sollten keine oder nur minimalste
immunologische Reaktionen hervorgerufen werden, der freizusetzende Wirkstoff sollte
in einer ausreichenden Konzentration verkapselt vorliegen und es ware winschenswert,
dass die Polymermatrix bioabbaubar ist und auch die eben aufgezahlten Kriterien auf die
Abbauprodukte zutreffen.[279.367]

Zur Herstellung magnetischer Polymerpartikel gibt es zwei Wege: zum einen das
Beschichten von Eisenoxid-Nanopartikeln mit einer oder mehreren (Polymer-)Schichten
oder zum anderen das Verkapseln von Magnetit in einer Polymermatrix.l27?!

In den letzten 25 Jahren gab es eine Reihe von Review-Artikeln zu diesem Thema:

Arias et al.B®2 nutze den Prozess der Emulsionspolymerisation um Magnetit-Poly(Ethyl-2-
Cyanoacrylate)-Nanopartikel mit einer GroBe von 145nm zu synthetisieren.
Magnetische Partikel aus Poly(D,L-Lactid-co-glycolid) (PLGA)B&-3%)  bzw. Poly-e-
Caprolacton (PCL)=%! mit mittleren Durchmessern zwischen 100 nm und 280 nm
wurden durch die Emulgierungs-Diffusions-Technik erhalten. Bei dieser Methode
werden sowohl das Polymer als auch die Magnetit-Partikel in einem organischen
Losungsmittel dispergiert und dann mit einer wassrigen Tensid-haltigen Phase emulgiert.
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Durch weitere Zugabe von Wasser, sinkt der Losungsmittelanteil in der wassrigen Phase
und weiteres Losungsmittel diffundiert aus den Tropfchen heraus in die wassrige Phase.
Dadurch kommt es zu einem Prazipitieren des Polymers mit dem Ergebnis einer Bildung
von Magnetit-Polymer-Hybridpartikeln.17°!

Um mit Hilfe von Polymeren magnetische Partikel herzustellen wird oftmals auch die
Emulgierung-Verdampfungs-Technik  angewendet. Dazu wird eine organische
Suspension, die sowohl Magnetit als auch das Polymer enthalt, mit einer wassrigen
Tensid-haltigen Phase emulgiert. Durch das Verdampfen des organischen Losungsmittel
kommt es zu einem Ausfallen des Polymers und magnetische Nanopartikel mit einer
Polymerhlle bilden sich.279!

Mittels dieser Methode wurden PLGA-Partikel mit einem mittleren Durchmesser von
280 nm und einem Verkapselungsanteil von bis zu 13,5 wt% Magnetit‘Maghemit
hergestellt.*6”) PCL-Partikeln mit einer GréBe von 160 nm konnten durch Nutzung dieser
Technik erfolgreich mit bis zu 25-30 wt% Magnetitt® und sogar einem
Krebsmedikament**?! beladen werden

Durch Ausnutzen der Wechselwirkung von entgegengesetzt geladenen Magnetit-
Partikeln und Polyelektrolyten kénnen mit dem sogenannten Layer-by-Layer-Verfahren
ebenfalls magnetische Partikel erhalten werden. So konnten etwa 640 nm groB3e Kern-
Hulle-Partikel mit einem Polystyrol Kern und einer mehrschichtigen Hulle bestehend aus
FesOs und Polyelektrolyte (Poly(Diallyldimethylammoniumchlorid) (PDADMAC) bzw.
Poly(Allylaminhydrochlorid) (PAH)) dargestellt werden. Der Beladungsanteil betrug dabei
10-20 wt%PB7%, war jedoch sehr ungleichmaBig verteilt.

Ein bedeutender Vorteil der Miniemulsionstechnik ist die Maoglichkeit magnetische
Polymerpartikel sowohl ausgehend von hydrophobem (durch Olsaure stabilisiert)3”" als
auch Uber eine Doppelemulsion mit hydrophilem (in wassrigem Tensidmedium
vorliegend)!'>%3723731 Magnetit zu synthetisieren.

Mit Hilfe der Miniemulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik gelang es bis zu
31 wt% an Magnetit-Partikeln mit einem Durchmesser von 10 nm und sogar 39 wt%
an Magnetit-Partikeln mit einem Durchmesser von 25 nm erfolgreich in einer PLLA-
Matrix zu verkapseln. Die resultierenden Partikel wiesen eine relative enge
GroBenverteilung auf bei einem Durchmesser von 80 nm bis 100 nm und mit 10 nm
groBBen, verkapselten Magnetit-Partikeln bzw. einen Durchmesser von 120 nm bei
25 nm grol3en, verkapselten Magnetit-Partikeln. 27!
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4.5.2.2 Darstellung der wesentlichen Versuchsparameter zur Herstellung von

Hyvbridpartikeln aus Polystyrol und Magnetit

Das Darstellungsprinzip der Hybridpartikel aus Polystyrol (Mw = 192.000 g/mol) und
Magnetit beruht auf der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik.

Zur Herstellung von Hybridpartikeln aus Polystyrol und Magnetit wurde ein Ferrofluid
aus Olsaure-stabilisierten  Eisenoxid-Nanopartikeln  ohne  weitere  Aufreinigung
verwendet.

FUr die Herstellung der organischen Phase (O) wurde Polystyrol (Mw = 192.000 g/mol) in
Chloroform gel6st, sodass die Polymerkonzentration nach Zugabe einer definierten
Menge an Ferrofluid 30 g/L betrug. Die zugegebenen Mengen an Ferrofluid betrugen
3g/L,64g/lL,99g/l, 1249/, 159g/L, 18 g/L, 24 g/L und 30 g/L.

Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus entionisiertem Reinstwasser mit einem 3 wt%
des anionischen Tensids SDS (Natriumdodecylsulfat).

Um den Einfluss der Herstellungsmethodik (Batch oder kontinuierlich) auf die
hergestellten Partikel vergleichen zu kénnen, wurden jeweils ausreichende Mengen an
organischer und wassriger Phase hergestellt, um identische Ausgangsbedingungen far
die Darstellung der Partikel zu haben.

Bei der kontinuierlichen Herstellung der Hybridpartikel wurde eine Praemulsion Uber
einen Mikromischer (SIMM-V4) erzeugt und direkt im Anschluss durch die
Ultraschalldurchflusszelle weiter zu einer Miniemulsion zerkleinert. AbschlieBend
erfolgte das kontinuierliches Abdampfen des Chloroforms tber den Fallfilmmikroreaktor
(STACK-1x-FFMR-LAB-V2) bei 60 °C und einem Stickstoffgegenstrom von 650 mL/min.

Das Mischverhaltnis von disperser Phase zu kontinuierlicher Phase (O:W) betrug bei
jedem Versuch 1:4. Dies entspricht bei einer Gesamtflussrate von 4.10 mL/min, einer
Flussrate von 0.82 mL/min flr die disperse (O) und 3.28 mL/min fur die kontinuierliche
Phase (W).

Bei der vergleichenden Batchherstellung wurde die wassrige Phase vorgelegt. Eine
Zugabe der organischen Phase erfolgte im Verhaltnis 4:1 (W:0), sodass sich stets ein
Gesamtvolumen von 20 mL ergab. Diese Mischung der beiden Phasen wurde dann
unter EiskGhlung mit einem ULTRA-TURRAX® fur 2 min bei 15.000 rpm vordispergiert.
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Die so erhaltene Praemulsion wurde unter EiskUhlung fir 180 s (20 s Beschallung,
10 s Pause) mit 70 % Amplitude durch einen Ultraschallstab zerkleinert und
homogenisiert. Die erhaltene Miniemulsion wurde uber Nacht bei 40 °C und 500 rpm
auf eine temperierbare Schuttelplatte gestellt, um das Chloroform vollstandig zu
entfernen.

4.5.2.3 Diskussion der Ergebnisse

Mittels der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik, die im Rahmen dieser Arbeit
auf einen kontinuierlichen Aufbau Ubertragen wurde, erfolgte eine erfolgreiche
Verkapselung unterschiedlicher Massenanteile magnetischer Eisenoxid-Partikel in
Polystyrol.

Da bereits im vorherigen Kapitel (siehe Kapitel 4.4) Polystyrol als Referenzmaterial
gewahlt wurde, um die Eignung des entwickelten Aufbaus zur Herstellung polymerer
Nanopartikel sowie den Einfluss unterschiedlicher Reaktionsparameter auf die
resultierende PartikelgroBe zu untersuchen, wurde in diesem Kapitel ebenfalls Polystyrol
als Referenz einer Polymermatrix flr die Verkapselung hydrophoben Magnetits
verwendet.

Es gibt jedoch weitere Grinde, wieso Polystyrol zur Verkapselung hydrophober
Komponenten fir biomedizinische Anwendungen gut geeignet ist®74: Polystyrol ist ein
kostengunstiges, hydrophobes Polymer, dass zum einen durch physikalische Absorption
mit Antikdrpern oder Proteinen funktionalisiert werden kann oder auch durch
EinfGhrung funktioneller Gruppen (z.B. Carboxy) kovalent an Antikérper, Proteine oder
Zellen gekoppelt werden kann.['>°!

In Tabelle 22 ist die Konzentration an Polystyrol (3 wt%), die jeweils bei den einzelnen
Versuchen eingewogene Menge an Magnetit in %wt (Gewichtsprozent), das Verhaltnis
von Magnetit zu Polystyrol sowie die GroBe der dargestellten Partikel aufgefihrt. Als
Referenz dienen Versuche unter identischen Bedingungen ohne Magnetit. Die
untersuchten, zu verkapselnden Anteile an Magnetit betrugen 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 80 % und 100 % bezogen auf die eingewogene Menge an
Polymer.
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Tabelle 22: PartikelgroBe von Hybridpartikeln aus Polystyrol und Magnetit mit einem Massenanteil an
Magnetit von 0 % - 100 % im Verhaltnis zu Polystyrol gemessen mit dynamischer Lichtstreuung am
NANO-flex® bei einem Winkel von 180°.

Konz. Polystyrol Konz. Magnetit Magnetit : Polystyrol  PartikelgroBe

(Wt%] (Wt%] [(wt%] [nm]
3 0 0 132 + 68
3 0,3 10 141+ 75
3 0,6 20 128 + 61
3 0,9 30 139+ 70
3 1,2 40 127 £ 77
3 1,5 50 134 + 73
3 1,8 60 136 + 69
3 2,4 80 146 + 71
3 3,0 100 142 £ 72

Betrachtet man die mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel
von 180° gemessene GroBe der Partikel in Tabelle 22, so besitzt die Referenzprobe ohne
Zugabe an Magnetit eine mittlere PartikelgroBe von 132 nm + 68 nm. Die mittlere
PartikelgroBe innerhalb der Versuchsreihe liegt zwischen 127 nm bei 40 wt%
verkapseltem Magnetit und 146 nm bei 80 wt% verkapseltem Magnetit. Die
GroBenabweichung schwankt dabei zwischen + 61 nm bei 20 wt% verkapseltem
Magnetit und + 77 nm bei 40 wt% verkapseltem Magnetit. Insgesamt liegen die
mittleren PartikelgroBen relativ eng zusammen, mit einer Abweichung von weniger als
10 %. Weiterhin besteht weder ein Trend bezlglich einer Zu- oder Abnahme der
PartikelgroBe noch einer Abweichung bei zunehmendem Anteil an verkapseltem
Magnetit.

In Abbildung 90 sind TEM-Bilder von Polystyrol-Partikeln mit ansteigendem Anteil an
verkapseltem Magnetit (A) 0 %, (B) 10 %, (C) 20 %, (D) 30 %, (E) 40 %, (F) 50 %, (G)
60 %, (H) 80 % und (I) 100 % und der jeweiligen Angabe der mittleren GroBe. Alle
Messungen und Bilder der Partikel wurden ohne weitere Aufreinigung nach der
kontinuierlichen Herstellung durchgefuhrt und aufgenommen.

Bei allen Bildern fallt auf, dass die Eisenoxid-Partikel nicht gleichmaBig innerhalb der
Hybridpartikel verteilt sind, sondern es an einem Pol zu einer Anhaufung des Magnetits
kommt. Dies ist auf eine Phasenseparation von Polymer und Magnetit innerhalb der
Tropfchen in der Miniemulision wahrend des Abdampfens des Losungsmittels bei der
Herstellung zurtckzufihren.
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0 wt%

30 wt%
139 + 70 nm
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20 wt%
128 £ 61 nm

40 wt%
127 + 77 nm

50 wt%
134 + 73 nm

60 wt%
136 £ 69 nm

80 wt%
146+ 71 nm

100 wt%
142 =72

Abbildung 90: TEM-Bilder von Polystyrol-Partikeln mit ansteigendem Anteil an verkapseltem Magnetit
(A) 0 %, (B) 10 %, (C) 20 %, (D) 30 %, (E) 40 %, (F) 50 %, (G) 60 %, (H) 80 % und () 100 % und der
jeweiligen Angabe der mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel von 180°
gemessenen GroBe sowie die Abweichung der Partikel.

Bis zu einem Anteil von 40 wt% an verkapseltem Magnetit sind keine Eisenoxid-Partikel
auBerhalb der Partikel auszumachen. Das TEM-Bild bei einem Anteil von 50 wt% an
verkapseltem Magnetit erscheint gegendber allen anderen Versuchen dieser Reihe
auBergewohnlich, da sich dort ein groBer Teil der Magnetit-Partikel in den
Zwischenraumen der Hybridpartikel aus Polystyrol und Magnetit befindet. Schon bei
einem Anteil von 60 wt% an verkapseltem Magnetit sehen die TEM-Aufnahmen ahnlich
zu den anderen aus; allerdings sind oberhalb 60 wt% Verkapselungsgrad, sowohl
einzelne freie Magnetit-Partikel als auch kleinere Agglomerate im Bereich von etwa
100 nm zu beobachten.
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Dies kann darauf zurlckgefliihrt werden, dass bis 60 wt% eine maximale
Verkapselungseffizienz unter den Herstellungsbedingungen fir diese Magnetit-Partikel
in dem hier verwendeten Polystyrol erreicht wurde. Dies steht in Einklang mit den
Ergebnissen von Urban et al.?’?!, die unter optimierten Reaktionsparametern einen
maximalen Verkapselungsgrad von 39 wt% an verkapseltem Magnetit erzielen konnten.
Im Unterschied zu den hier durchgefiihrten Versuchen wurden in deren Experimenten
jedoch anstelle des Polystyrols von Urban et al.?’®! PLLA verwendet.

Abbildung 91: Hybridpartikel bestehend aus Polystyrol mit zunehmendem Massenanteil an Magnetit von
0 wt%, 20 wt%, 40 wt%, 60 wt% und 100 wt% im Verhaltnis zum Polymeranteil.

Wie auch in Abbildung 91 erkennbar, weisen alle kontinuierlich hergestellten Proben als
Dispersionen mit Massenanteilen zwischen 0 wt% und 100 wt% an verkapseltem
Magnetit ein absolut homogenes Aussehen auf. Bei keiner der Proben wurde auch Gber
einen Zeitraum von 18 Monaten hinweg ein Ausfallen von Partikeln beobachtet.
Aufgrund ihrer GroBe und spezifischen Dichte kam es zu einem Sedimentieren der
Proben, diese konnten jedoch ohne groBen Aufwand redispergiert werden.

Um die Qualitat des entwickelten kontinuierlichen Verfahrens mit der etablierten
Batchmethode zu vergleichen, wurde unter vergleichbaren Bedingungen im Batch-
Verfahren Magnetit in unterschiedlichen Gewichtsanteilen in Polystyrol verkapselt.

Bei denen im Rahmen dieser Versuchsreihe durchgeflhrten Batchversuchen wurden im
Unterschied zu den anderen Batches ein ULTRA-TURRAX® (IKA®-Werke GmbH & Co.
KG Staufen, Deutschland) zum Vordispergieren und eine beheizte Schittelplatte zum
Abdampfen verwendet, um eine Beeinflussung der Magnetit-Partikel durch die
normalerweise eingesetzte magnetische Ruhrplatte ausschlieBen zu kénnen.
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Die erste Beobachtung bei der Herstellung von Polystyrol-Partikeln mit verkapseltem
Magnetit im Batch ist das Ausfallen eines dunklen, magnetischen Feststoffs —
unverkapselter Magnetit — bei allen Proben. Bei 10 wt% und 20 wt% an Magnetit ist
der unverkapselte Anteil auBerst gering, ab 30 wt% an Magnetit steigt er stark an.

Dies legt die Vermutung nahe, dass mit den verwendeten Edukten und den gewahlten
Reaktionsparametern der Verkapselungsanteil auf etwa 20 wt% begrenzt ist. Bei
kontinuierlich prozessierten Proben fallt bei keiner der Proben Feststoff aus, sogar bis hin
von einem eingesetzten Anteil von 100 wt% Magnetit.

Betrachtet man Abbildung 92 fallt auf, dass die im Batch hergestellten Polystyrol-Partikel
mit 20 wt% Magnetit etwas kleiner sind als die kontinuierlich hergestellten. Allerdings
ist die Verteilung der Magnetit-Partikel innerhalb der Hybridpartikel bei den
diskontinuierlich hergestellten Partikeln deutlich inhomogener im Vergleich zu den
kontinuierlich hergestellten Partikeln und es befinden sich auBerdem etliche Magnetit-
Partikel auBerhalb der Hybridpartikel, was bei den kontinuierlich hergestellten Partikeln
erst ab einem Anteil von 50 wt% an Magnetit der Fall ist.

Abbildung 92: TEM-Bilder von Polystyrol-Partikel mit 20 wt% Magnetit hergestellt im a) Batch-Verfahren
bzw. durch b) kontinuierliches Prozessieren.

Vergleicht man die mittlere GroBe und deren Verteilung bei den unterschiedlichen
Herstellungsmethoden (Tabelle 23), liegen diese sehr eng beieinander wobei die im
Batch dargestellten Partikel meist etwas kleiner sind als die kontinuierlich produzierten.
Generell gibt es keinen qualitativen Unterschied zwischen dem Batch-Verfahren und der
kontinuierlichen Prozessierung.
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Tabelle 23: Vergleich der mittleren PartikelgréBe und deren Verteilung bei der Herstellung von
Hybridpartikeln aus Polystyrol und Magnetit mit einem Massenanteil an Magnetit von 0 -100 % im
Verhéltnis zur Polystyrolkonzentration im Batch-Verfahren bzw. bei kontinuierlicher Prozessierung

gemessen mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel von 180°.

Anteil an verkapseltem PartikelgroBe [nm]

Magnetit in Polystyrol [wt%] Batch-Verfahren Kontinuierliches Verfahren
0 125 £ 66 132 £ 68
10 133+ 72 141+ 75
20 117+ 59 128 £ 61
30 141 £ 73 139+ 70
40 135+ 75 127 =77
50 129 + 71 134+ 73
60 142 + 70 136 + 69
80 141 +76 146 = 71
100 137 £ 70 142 + 72

Beim optischen Vergleich von im Batch bzw. kontinuierlich hergestellten Proben (siehe
Abbildung 93) ist deren unterschiedliche Farbe bei vergleichbarer Polymer-Magnetit-
Konzentration augenfallig.

Abbildung 93: Alle vier Proben bestehen aus Polystyrol-Nanopartikel mit 20 wt% an verkapseltem
Magnetit in Wasser. Die beiden Proben a) und b) wurden im Batch hergestellt, die beiden Proben c) und
d) mit dem kontinuierlichen Verfahren. Die Proben a) und d) sind im dispergierten Zustand, die Proben
b) und c) wurden fur drei Stunden - wie auf dem Bild zusehen — dem Magnetfeld eines Dauermagneten
ausgesetzt.

Alle dargestellten Hybridpartikel bestehen aus Polystyrol mit unterschiedlichen Anteilen
an verkapseltem Magnetit und besitzen superparamagnetische Eigenschaften.

Setzt man die im Batch-Verfahren hergestellte Probe mit 20 wt% an verkapseltem
Magnetit sowie die entsprechende kontinuierlich prozessierte Probe flr drei Stunden
dem Magnetfeld eines Dauermagneten aus, diffundieren die magnetischen
Hybridpartikel hin zum Dauermagneten (siehe Abbildung 93).
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Bei der kontinuierlich hergestellten Probe (Abbildung 93c) sammeln sich alle Partikel
innerhalb von Minuten bis maximal einer halben Stunde an der GefaBwandseite zum
Magneten hin.

Bei der im Batch hergestellten Probe kommt es zwar auch zu einer Aufkonzentrierung
der Partikel an der GefaBwandseite hin zum Magneten, allerdings weist das gesamte
Probenvolumen noch eine braunliche Farbung auf, was als Folge der vorhandenen nicht
verkapselten Magnetit-Partikel verstandlich ist.

Die superparamagnetischen Eigenschaften der Partikel sind so groB, dass sie nach
Aufkonzentrierung der Partikel am GefaBBrand hin zum Magneten in der Lage sind, beim
langsamen Bewegen des ProbengefaBes den Magneten hinter sich herzuziehen.
DarUber hinaus fihren die paramagnetischen Eigenschaften dazu, dass das gesamte
Probengefall nach einem Wegziehen vom Magneten sich Uber eine gewisse Distanz
hinweg selbststandig zurick zum Magneten bewegen kann.

Dieser Versuch wurde nur mit den jeweiligen Proben mit einem verkapselten Anteil von
20 wt% an Magnetit durchgefihrt. Der verwendete Magnet ist wirfelférmig mit einer
Kantenlange von 12 mm, einem Eigengewicht von 12,88 g sowie einer Haftkraft von
6,3 kg (Webcraft GmbH Supermagnete, Gottmadingen, Deutschland: Wirfelmagnet
12 mm, Neodym, N48, vernickelt, Haftkraft ca. 6,3 kqg).

Die ProbengefaBe wurden mit 1,5 mL Partikeldispersion beflllt und hatten jeweils ein
Gesamtgewicht von 4,06 g. Die berechnete Masse an Magnetit in 1,5 mL
Probenvolumen betragt lediglich 1,8 mg.

Bei diesem Experiment gab es einen signifikanten Unterschied bei der Entfernung Uber
die das ProbengefaBB gezogen wurde zwischen der im Batch und der kontinuierlich
hergestellten Probe. Die im Batch hergestellte Probe wurde nur bis zu einer Distanz von
3 mm zurtck zum Magneten gezogen, die kontinuierlich prozessierte Probe jedoch Uber
eine Entfernung von 6 mm, also genau doppelt so weit.

Dies ist ein zusatzliches Indiz dafdr, dass bei den kontinuierlich hergestellten Partikeln
kein freier Magnetit auBerhalb der Hybridpartikel vorliegt, wie es bei der Batch-Methode
beobachtet werden konnte. Das bedeutet, dass insgesamt mehr Eisenoxid-Partikel in der
Gesamtmenge der Kolloiddispersion vorhanden sind.
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Bei naherer Betrachtung von Abbildung 92 fallt auf, dass in der im Batch hergestellten
Probe deutlich mehr Partikel frei auBerhalb der Polymerpartikel vorliegen.

Eine anisotrope Verteilung dieser unverkapselten Eisenoxid-Partikel hin zu einem Pol der
Hybridpartikel scheint bei den kontinuierlich hergestellten Partikeln starker ausgepragt
zu sein. Das konnte evtl. die Orientierung des Magnetits innerhalb der Matrix in einem
Magnetfeld begunstigen und somit zu dem beobachteten Effekt beigetragen haben.

4.5.3 Verkapselung von Nilrot in Polystyrol- bzw. Poly(Lactid-co-Glycolid)

Nachdem in den beiden vorangegangen Kapitel gezeigt werden konnte, dass der im
Rahmen dieser Arbeit entwickelte kontinuierliche Prozess sowohl zur Darstellung
polymerer Janus-Partikel aus Polystyrol und Poly-L-Lactid als auch zur effizienten und
kontrollierbaren Verkapselung hydrophober Eisenoxidpartikel genutzt werden kann,
wird in diesem Kapitel nun die Verkapselung des lipophilen Fluoreszenzfarbstoffes Nilrot
in zwei unterschiedliche Polymermatrices (Polystyrol bzw. (Poly(D,L-lactid-co-glycolid)
(PLGA)) untersucht. Durch die Beladung eines Hybridpartikels mit einem
fluoreszierenden Farbstoff erhalt man zum Beispiel die Maglichkeit, die Zellaufnahme
dieser Partikel zu untersuchen.

Der verkapselte Farbstoff wird darlber hinaus auch als Modell-Substrat aus dem
molekularen GroBenbereich genutzt.

Es werden vergleichbare Proben sowohl kontinuierlich als auch im Batch hergestellt, um

mit Hilfe der solvatochromen Eigenschaften des Nilrots zu Uberprifen, ob die
Herstellungsmethode einen Einfluss auf die Eigenschaften der dargestellten Partikel hat.

4.5.3.1 Besonderheiten des Farbstoffs Nilrot

Nilrot oder auch Nilblau-Oxazon (Strukturformel siehe Abbildung 94a) ist ein
hydrophober, fluoreszierender Farbstoff und gehort zu der Familie der Phenoxazin-
Farbstoffe.

Die Elektronendichte des 9-Diethylamino Substituent ist Gber das Ringsystem hinweg bis
zur Carbonylgruppe delokalisiert (Mesomerie in Abbildung 94). Diese spezielle
Anordnung der Elektronen im Molekll ist vermutlich der Grund fur die besonderen
Fluoreszenzeigenschaften des Nilrots.37"!
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Abbildung 94: Strukturformel und Mesomerie des Fluoreszenzfarbstoffs Nilrot.

Die Dipolmomentanderung (Ap) zwischen dem angeregten Zustand (u,) und dem
Grundzustand (ug) des Farbstoffs wird je nach Paper mit einem Wert zwischen 1,0 DB
(Debye) bis hin zu 11 DBE””I angegeben.378-381

Ap = py — - (87)

Der Farbstoff ist zwar in einer groBen Anzahl von Ldsungsmitteln und
Losungsmittelgemischen 10slich, besitzt aber eine extrem schlechte Loslichkeit in Wasser
(< 1 mg/L).&

Abbildung 95: a) 50 pL Nilrot in THF (0,3 g/L) gelést und mit 2 mL Wasser vermischt; b) Probe nach
Abdampfen des THF.

Aufgrund des sehr guten Emissionsvermogens und seiner solvatochromen Eigenschaften
im Vergleich zu anderen Farbstoffen besteht seit Jahrzehnten groBes Interesse an Nilrot
als Sonde.B7>382-3%1 Das solvatochrome Verhalten in unterschiedlichen Losungsmitteln
(vergleiche Tabelle 24) wird einem Twisted Intramolecular Charge Transfer (TICT,
engl. gedrehter intramolekularer Ladungstransfer) zugeschrieben, der exponentiell von
der lokalen Polaritat des Mediums abhangt.?’?? Aufgrund der hohen Sensitivitat
gegenlber der Polaritat der unmittelbarer Umgebung wurde Nilrot schon oftmals
genutzt um die lokale Polaritat in heterogenen Systemen wie Mizellen®*? und inversen
Mizellen®8!, Dendrimeren%3=3%I!  Liposomen3%3%7]  Proteinent®%83%1  Zeolithen®”?! und
ionischen Flussigkeiten387:4%1 zy untersuchen.

202



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Tabelle 24: Abhangigkeit vom Losungsmittel der Absorptions- und Emissionsmaxima sowie der relativen
Fluoreszenzintensitat von Nilrot.137>)

Losungsmittel | Amaxabs Amaxemi | Relative Fluoreszenzintensitat

[nm] [nm]
Wasser 591 657 18
Ethanol 559 629 355
Aceton 536 608 687
Chloroform 543 595 748
iso-Amylacetat 517 584 690
Xylol 523 565 685
n-Dodecan 492 531 739
n-Heptan 484 529 585

Die Daten in Tabelle 24 zeigen eine starkere Korrelation der Fluoreszenzintensitat mit
der Starke der Wasserstoffbriickenbindungen als mit der Polaritat des Mediums.B7*! Der
bathochrome Effekt hingegen ist, passend zu einer Stabilisierung der relativ polaren
angeregten Zustande, eine Funktion der Polaritat des Solvenz.37>!

Die Loslichkeitsvermittlung fur Nilrot durch Verkapselung wurde in der Forschung zur
Wirkstofffreisetzung (Drug Delivery) in Bezug auf die hydrophoben Wechselwirkungen
des Farbstoffs mit dem wunpolaren Inneren des nanopartikularen Gerusts
diskutiert.1383401-406] Obwohl Nilrot vielfach als hydrophobes Substrat genutzt wird, gibt
es nur sehr wenige Veroffentlichungen, die sich mit dem Aggregations- und
Grenzflachenverhalten auseinandersetzen.

Die nicht-kovalente Selbstorganisation von 2-Deoxyuridine modifiziertem Nilrot wurde
von Varghese und Wagenknecht“”! untersucht. Dabei konnten sie im Unterschied zum
unfunktionalisierten Farbstoff eine hypsochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums von Amaxass = 570 nm in Methanol zu Amaxass = 540 nm beim
Ubergang zum polareren Wasser beobachten. Es wurde vermutet, dass diese
auBergewohnliche hypsochrome Verschiebung auf die Bildung von H-Typ artigen
Aggregaten zurtickzufihren sei.

Bei H-Aggregaten kommt es zu einer hypsochromen Verschiebung (,,Blauverschiebung”)
bei fehlender oder nur noch auBerst geringer Fluoreszenz.!*%® Damit verhalten sich H-
Aggregate komplementar zu den verbreiteten J-Aggregaten. Bei diesen kommt es durch
den Einfluss des Losungsmittels, von Additiven oder der Konzentration zu einer
supramolekularen  Selbstorganisation, welche eine bathochrome Verschiebung
(,Rotverschiebung”) hin zu langeren Wellenlangen bei gleichzeitiger Beobachtung
hoherer Absorptionskoeffizienten bedingt.!48!
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Ebenso wurde die Bildung von H-Aggregaten bei hohen Beladungsdichten von Nilrot in
Zucker-PEG-basierten Polymeraggregaten in wassriger Losung®® sowie dendritischen,
mehrschaligen Kern-Hulle-Nanopartikeln®%3! beobachtet. Spektroskopische Messungen
zeigen, dass es bei hoher Farbstoffkonzentration in wassrigen Losungen zur Bildung von
nicht-emittierenden H-Typ artigen Dimeren kommt.383]

Kurniasih et al.B®! untersuchten mit UV/VIS- und Fluoreszenzspektroskopie sowie
dynamischer Lichtstreuung und Rasterkraftmikroskopie (AFM, engl. atomic/scanning
force microscopy) das Verhalten von Nilrot in wassriger Tensidlosung (SDS, CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromid) und Triton X-100 (tert-Octylphenylether)) auch unter
Bildung mizellarer Strukturen.

Aufgrund ihrer Ergebnisse bei den durchgeflihrten Loslichkeitsversuchen, ergibt sich die
Schlussfolgerung, dass der Farbstoff nicht in die hydrophoben Regionen der Mizellen
vordringt, sondern sich an der Oberflache der Mizellen in der auBeren polaren
Grenzregion anordnet.B8!

Liegt Nilrot in geringen Konzentrationen in wassrigen Losungen vor, besitzt es eine hohe
Fluoreszenzintensitat, da der Abstand der einzelnen Moleklle voneinander gro3 genug
ist. Wird die Konzentration allerdings erhoht und Ubersteigt einen fdr jedes System
spezifischen Wert, kommt es zu einer Blauverschiebung des Absorptionsmaximums und
einer graduellen Abnahme der Fluoreszenzintensitat. Das liegt daran, dass mit
zunehmender Farbstoffkonzentration die Anzahl nicht-emittierender H-Typ Dimere
ansteigt.’®3 Das Loschen der Fluoreszenz wird durch ein Ubereinanderschichten der
aromatischen Ringsysteme verursacht. Dabei kann das Loschen als ein Indikator fur
intermolekulare - m Wechselwirkung der Chromophore angesehen werden.[383!

Aufgrund seiner auBergewodhnlichen Eigenschaften kann Nilrot nicht als Standardmodell
fur hydrophobe Proben verwendet werden und muss mit Bedacht genutzt werden,
wenn es als lokale Sonde zur Bestimmung von Mikropolaritaten eingesetzt wird. 38!

Die besonderen Eigenschaften des Farbstoffs Nilrot legen nahe, auch seine Freisetzung
aus hydrophober Verkapselung, aufgrund der Anderung seiner Eigenschaften,
einzusetzen.
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4.5.3.2 Darstellung der wesentlichen Versuchsparameter zur Verkapselung von Nilrot in

Polystyrol- bzw. Poly(Lactid-co-Glycolid)

Das Darstellungsprinzip der Hybridpartikeln aus Polystyrol (M. = 192.000 g/mol) bzw.
PLGA (Poly(D,L-lactid-co-glycolid)) (Resomer® RG 752 H) und Nilrot beruht auf der
Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik.

Fir die Herstellung der organischen Phase (O) wurde eine Ldsung mit einer
Konzentration von 30 g/L des jeweiligen Polymers zusammen mit Nilrot (30 mg/L) in
Chloroform vorbereitet.

Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus entionisiertem Reinstwasser mit einem 3 wt%
Anteil des anionischen Tensids SDS (Natriumdodecylsulfat).

Bei der kontinuierlichen Verkapselung des Nilrots in einer kolloidalen Polymermatrix
wurde die Praemulsion mit Hilfe eines Mikromischers (SIMM-V4) hergestellt.

Direkt im Anschluss wurde diese dann durch die Ultraschalldurchflusszelle zu einer
Miniemulsion weiterverarbeitet. Das Chloroform wurde Uber den Fallfilmmikroreaktor
(STACK-1x-FFMR-LAB-V2) bei 60 °C und einem Stickstoffgegenstrom von 650 mL/min
abgedampft.

Auch bei der Herstellung im Batch wurden die wassrige Phase und die organische Phase
im Verhaltnis 4:1 gemischt. Es wurde stets ein Gesamtvolumen von 20 mL hergestellt.
Zur Erzeugung einer Makroemulsion wurden beide Phasen mit einem Magnetrthrer fir
60 min schnell gerthrt.

Die so erhaltene Praemulsion wurde unter Eiskdhlung ftr 180 s (20 s Beschallung, 10 s
Pause) mit 70 % Amplitude durch Ultraschalleintrag zerkleinert und homogenisiert. Die
erhaltene Miniemulsion wurde in einen 50 mL Weithalsrundkolben umgefullt und Uber
Nacht (18 h) bei 40 °C im Olbad geriihrt um das organische Losungsmittel komplett zu
entfernen.

Freisetzungsversuche wurden durchgefiihrt, indem 1 mL der kontinuierlich hergestellten
Probe (PLGA) mit 1 mL Chloroform versetzt und dann fir 3 min bei 2400 rpm/min mit
einem Vortexer kraftig durchmischt wurde. Die so erhaltene Praemulsion wurde analog
zur Herstellung im Batch unter EiskUhlung fir 180 s (20 s Beschallung, 10 s Pause) mit
70 % Amplitude durch Ultraschalleintrag zerkleinert und homogenisiert.
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Die daraus resultierende Miniemulsion wurde aufgrund der geringen Probenmenge nur
far 3 Stunden bei 40 °C und auf einer temperierbaren Schittelplatte gerthrt, um das
Chloroform vollstandig zu entfernen.

4.5.3.3 Diskussion der Ergebnisse

In diesem Kapitel wurde der hydrophobe Fluoreszenzfarbstoff Nilrot in  zwei
unterschiedliche Polymermatrices (Polystyrol bzw. PLGA (Poly(D,L-lactid-co-glycolid))
verkapselt.

Es werden Proben sowohl kontinuierlich als auch im Batch hergestellt, um den Einfluss
der Herstellungstechnik auf die dargestellten Partikel zu untersuchen.

Bei Verkapselung von Nilrot in Polystyrol haben die Partikel einen mittleren Durchmesser
von 131 nm (Batch-Verfahren) bzw. 125 nm (kontinuierliches Prozessieren). Wird Nilrot
unter identischen Bedingungen in PLGA verkapselt, haben die dargestellten Partikel
einen Durchmesser von 154 nm (Batch-Verfahren) bzw. 143 nm (kontinuierliches
Prozessieren). Damit sind die Partikel mit einer PLGA-Matrix ungefahr 20 nm groBer und
weisen eine etwas engere GroBenverteilung auf als die Partikel mit Polystyrol-Matrix.

Bei Betrachtung von Tabelle 25 fallt auf, dass die im kontinuierlichen Verfahren
hergestellten  Partikel  geringfligig kleiner sind und eine minimal engere
GroBenverteilung aufweisen im Vergleich zum Batch-Verfahren.

Tabelle 25: Vergleich der PartikelgroBen bei der Verkapselung von Nilrot in Polystyrol bzw. PLGA
(Poly(D,L-lactid-co-glycolid)) im Batch bzw. kontinuierlich prozessiert gemessen mit dynamischer
Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel von 180°.

Polymer PartikelgréBe [nm]
Batch-Verfahren Kontinuierliches Verfahren
Polystyrol 131 £ 68 125 + 63
PLGA (Poly(D,L-lactid-co-glycolid)) 154 + 59 143 + 54

Bei der Herstellung der Partikel fiel auf, dass beide im Batch-Verfahren erzeugten Proben
wie erwartet, eine intensive Rosafarbung aufwiesen. Beim kontinuierlichen Prozess
hingegen trat sowohl bei Verwendung von Polystyrol als auch bei PLGA wahrend des
Verdampfens Uber die Lange des Fallfilmmikroreaktors hinweg ein Farbumschlag von
rosa nach blau auf (siehe Abbildung 96).
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Abbildung 96: a) Nilrot verkapselt in Polystyrol-Partikel im Batch-Verfahren (links) bzw. hergestellt durch
kontinuierliches Prozessieren (rechts). b) Nilrot verkapselt in Poly(Lactid-co-Glycolid) im Batch-Verfahren
(links) bzw. hergestellte durch kontinuierliches Prozessieren (rechts).

Beide Proben wurden jeweils unter vergleichbaren Bedingungen hergestellt, lediglich mit
dem Unterschied in der Prozessfuhrung: Batch-Methode versus kontinuierliches
Verfahren. Da beim Abdampfen die Farbanderung aufgetreten ist, ist der Effekt
vermutlich durch die Geschwindigkeit des Abdampfens begriindet.

Die Mikrokanale des FFMR haben ein Innenvolumen von 0,612 mL, d.h. bei einer
Gesamtflussrate von 4,10 mL/min betragt die Verweildauer lediglich 0,15 Sekunden.

Die etwas hohere Temperatur von 65 °C beim kontinuierlichen Abdampfen im
Gegensatz zu den 40 °C des Olbads beim Batchprozess sollten nicht der Grund fir den
Farbunterschied sein.

Die Beobachtung dieses gravierenden Farbunterschiedes und die hypsochrome
Verschiebung des Absorptionsmaximums mit der deutlichen Farbanderung weist auf die
Bildung von aggregierten Farbstoffmolektlen als sogenannte H-Aggregate hin. Durch
das extrem schnelle Abdampfen des organischen Losungsmittels aus der Miniemulsion
haben die Farbstoffmolekdle keine Zeit, sich in der auBeren polaren Grenzregion in der
Grenzflache zum stabilisierenden Tensid anzuordnen, wie es Nilrot laut Studien von
Kurniasih et al.B®! bevorzugt tut, sondern wurde innerhalb des Polymerpartikels
eingeschlossen, also in deutlich hydrophoberer Umgebung lokalisiert.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben wurde (vergleiche Kapitel 4.5.3.1), zahlt Nilrot
zu den positiv solvatochromen Chromophoren und besitzt eine hohe Abhangigkeit der
Farbigkeit von der Polaritat des Losungsmittels und der lokalen Umgebung sowie des
pH-Wertes.
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Bei den Proben, bei den Nilrot in Polystyrol verkapselt wurde, konnten keine
Absorptions- und Fluoreszenzspektren gemessen werden, da die Proben sehr tribe
waren und nach einer Verdinnung der Proben die Signale viel zu schwach waren.

Die Methode der ,front face”-Messung (vergleiche Abbildung 45b in Kapitel 3.5) mit
Nutzung einer Dreiecksklvette als erfolgsversprechende Methode zur spektralen
Charakterisierung ware maoglich, war aber leider nicht verflgbar.

Im Weiteren werden nur noch die Partikel mit PLGA-Matrix diskutiert. Zur Vereinfachung
wird im Folgenden die Probe, bei der Nilrot im Batch-Verfahren in PLGA verkapselt
wurde, mit PLGA-Batch bezeichnet und die Probe, bei der Nilrot im kontinuierlichen
Prozess in PLGA verkapselt wurde, mit PLGA-konti bezeichnet.

Die stark unterschiedlichen Verlaufe der Absorptionsspektren von PLGA-Batch und
PLGA-konti sind in Abbildung 97 aufgetragen.

" PLGA-Batch
— PLGA-konti

=l

=Y
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Abbildung 97: Vergleich der Absorptionsspektren (a) und der normierten Fluoreszenzspektren (b) der im
Batch hergestellten (PLGA-Batch) bzw. der kontinuierlich prozessierten PLGA-Partikel (PLGA-konti) mit
verkapseltem Nilrot.

Abbildung 98 zeigt einen Vergleich der Fluoreszenzspektren von PLGA-Batch und PLGA-
konti, wobei als erstes auffallt, dass PLGA-konti eine wesentlich geringe Intensitat
aufweist. Zur Verdeutlichung der bathochromen Verschiebung bei PLGA-konti wurden
die Spektren nach der Fluoreszenz normiert in Abbildung 98b aufgetragen.
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Abbildung 98: Vergleich der Fluoreszenzspektren (a) und der normierten Fluoreszenzspektren (b) der im
Batch hergestellten (PLGA-Batch) bzw. der kontinuierlich prozessierten PLGA-Partikel (PLGA-konti) mit
verkapseltem Nilrot.

Stellt man eine Verdinnungsreihe der beiden Proben her und misst deren
Absorptionsspektren, ist bei PLGA-Batch lediglich eine Verringerung der
Absorptionsintensitat zu beobachten wahrend die Form des Spektrums erhalten bleibt
(siehe Abbildung 99a). Normiert man alle Spektren mit dem Verdlinnungsfaktor, liegen
alle gemessen Spektren nahezu deckungsgleich tbereinander (siehe Abbildung 99b).

a) 2,0 I \ Zugab:e je 1mL Probe; b) 107~ ‘ I Zugabelje L Probe:
0 mLHO = 0 mLHO
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[l ’ N 2 s O ¥ 2
5, 1 mLH0 S, & 1 mLHO
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S 5] i Q£
<™ < 20,2 \,
| z
V \\
0,0 T T T /\\‘ 0,0 T T T T —\I -
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Abbildung 99: Absorptionsspektren des in PLGA verkapselten Nilrots bei Zugabe von Wasser (je 500 pl
Probe); a) gemessene Signalstarke, b) Verdinnungsfaktor herausgerechnet.

FUhrt man die gleiche Verdinnungsreihe bei Probe PLGA-konti durch, fallt zum einen
die Form des Spektrums auf mit zwei Maxima im Bereich zwischen 500 nm und 700 nm.
Je verdunnter die Probe ist, desto mehr kommt es zu einer Glattung des Spektrums weg
von den zwei Maxima hin zu einem Peak, welcher sich zudem in Richtung kurzerer
Wellenlangen hin verschiebt. AuBerdem verschwindet der Peak bei etwa 430 nm
zunehmend mit steigender Verdlinnung (siehe Abbildung 100a).

Durch eine Normierung Uber den Verdinnungsfaktor wird dieser Sachverhalt noch
veranschaulicht (siehe Abbildung 100).
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Abbildung 100: Absorptionsspektren des kontinuierlich verkapselten Nilrots in PLGA bei Zugabe von
Wasser (je 500 pl Probe); a) gemessene Signalstarke, b) Verdinnungsfaktor herausgerechnet.

Dieser Effekt beim Verdlnnen ist auch mit bloBem Auge an den Proben zu erkennen;

siehe Abbildung 101.

Wahrend bei PLGA-Batch die Probe lediglich schwacher in der Farbintensitat wird, wird
zwar bei PLGA-konti ebenfalls die Farbintensitat geringer, jedoch verandert sich die
Farbigkeit von blau hin ins Violette.

Abbildung 101: Im Batch-Verfahren verkapseltes Nilrot in PLGA (1) und verdlnnt mit doppeltem
Volumen an Wasser (2). Kontinuierlich verkapseltes Nilrot in PLGA (4) und verdiinnt mit doppeltem
Volumen an Wasser (3).

Misst man nun bei der vorgenommenen Verdinnungsreihe den pH-Wert der Proben
PLGA-Batch und PLGA-konti sowie einer 3 wt% Ldsung von SDS in Wasser, erhalt man
folgende Messwerte: siehe Tabelle 26.
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Tabelle 26: Messung des pH-Wertes von einer Verdinnungsreihe von im Batch und kontinuierlich
verkapseltem Nilrot in PLGA mit Stabilisierung der Partikel durch SDS sowie von einer 3 wt% wassrigen
SDS Lésung.

Zugegebene

Menge Wasser Batch Kontinuierliches | 3 wt% SDS in
je 500 pL Probe Verfahren Verfahren Wasser
0 4,24 2,53 8,73
125 4,26 2,57 8,58
250 4,30 2,58 8,42
500 4,33 2,63 8,28
1000 4,37 2,72 8,16
1500 4,40 2,79 7,81
2000 4,44 2,85 7,59
5000 4,62 3,03 7,54

Bei der Messung der pH-Werte zeigt sich, dass eine 3 wt% Losung von SDS leicht im
Basischen liegt. Die Hybridpartikel aus PLGA und Nilrot hingegen sind deutlich im sauren
Bereich, wobei die Probe PLGA-konti mit pH-Werten zwischen 2,5 und 3 je nach
Verdlinnung trotz gleicher stochiometrischer Zusammensetzung saurer ist als die Probe
PLGA-Batch mit pH-Werten von 4,2 bis 4,6.

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die unterschiedliche Farbe der Proben zu
untersuchen, wurde bei der Probe PLGA-konti mit dem Verdinnungsfaktor von 1:10 mit
Hilfe einer 1 N NaOH-Losung der pH-Wert von pH 3,03 an den pH-Wert von PLGA-
Batch (ebenfalls um denselben Faktor verdinnt) auf einen pH-Wert von 4,64
angeglichen; dazu wurden fur 4 mL Partikeldispersion 200 pyL 1 N NaOH bendtigt.

AnschlieBend wurden von allen drei Proben (PLGA-Batch, PLGA-konti, PLGA-konti mit

angepasstem pH-Wert) Absorptions- und Fluoreszenzspektren gemessen, siehe
Abbildung 102.
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Abbildung 102: Normiertes Absorptionsspektrum (a) und Fluoreszenzspektrum (b) des im Batch und des
kontinuierlich verkapselten Nilrots in PLGA bei Verdlinnung mit Wasser um den Faktor 10 sowie die
kontinuierlich hergestellte Probe bei gleicher Verdiinnung und mit 1 N NaOH angepassten pH-Wert zu der
im Batch hergestellten Probe.

Wie anhand der dargestellten Spektren in Abbildung 102 zu sehen ist, hat der pH-Wert
in diesem Fall keinen Einfluss auf Absorption und Emission der Proben.

Damit sind Farbanderung, die Verschiebung der Spektren und das starke
Abschwachen/Quenchen der Fluoreszenz durch Bildung von H-Aggregaten beim extrem
schnellen Abdampfen des organischen Losungsmittels bei der kontinuierlichen
Herstellung mittels des Fallfilmmikroreaktors als Erklarung auBerst wahrscheinlich.

Um zu Uberprafen, ob die Aggregatbildung und damit das Loschen der Fluoreszenz
reversibel ist, wurde 1mL der Probe PLGA-konti mit 1 mL Chloroform, welches bereits im
Herstellungsprozess als gutes Losungsmittel fUr das PLGA verwendet wurde, durch
3 mindtiges Vortexen gut gemischt. Wahrend des Durchmischens wechselte die Farbe
bereits innerhalb der ersten 60 Sekunden von blau nach rosa.

AnschlieBend erfolgte analog zum Batch-Verfahren eine Homogenisierung der Probe
durch Ultraschall. Das Abdampfen erfolgte ebenfalls diskontinuierlich, aber aufgrund der
geringen Probenmenge nicht wie bei PLGA-Batch unter Rihren mit 500 rpm im Olbad
bei 40 °C Uber Nacht, sondern lediglich fir 3 Stunden auf einer temperierbaren
Schuttelplatte, aber ebenfalls bei 40 °C und 500 rpm.

Dynamische Lichtstreumessungen am NANO-flex® bei einem Winkel von 180° zeigen,

dass die kontinuierlich hergestellten Partikel etwas kleiner sind als die im Batch
hergestellten.
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Werden nun die kontinuierlich prozessierten Partikel durch Zugabe von Chloroform und
unter Mischen wieder aufgelost, um dann im Batch-Verfahren erneut mit der Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik Partikel zu bilden (PLGA-konti-Batch), liegen diese
im gleichen GréBenbereich wie die beiden anderen Proben, sind jedoch sogar etwas
groBer als die Probe PLGA-Batch. Dies kann an dem hohen Anteil an Chloroform in der
Emulsion liegen.

Tabelle 27: Vergleich der PartikelgroBen bei der Verkapselung von Nilrot in PLGA (Poly(D,L-lactid-co-
glycolid)) im Batch (PLGA-Batch), kontinuierlich prozessiert (PLGA-konti) und nach Auflésen der
kontinuierlich hergestellten Partikel und erneuter Partikelbildung im Batch (PLGA-konti-Batch), gemessen
mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei einem Winkel von 180°.

Probe ‘ PartikelgroBe [nm]

PLGA-Batch 154 + 59
PLGA-konti 143 + 54
PLGA-konti-Batch 166 + 65

Zur Uberprifung der Absorptions- und Fluoreszenzverhaltens von Nilrot nach
kontinuierlicher Verkapselung in PLGA und der damit einhergehenden Bildung von nicht
bzw. nur sehr schwach emittierenden Farbstoffaggregaten, Auflésung der Hybridpartikel
und erneuter Partikelbildung im Batch-Verfahren wurden Adsorptions- und
Fluoreszenzspektren aller drei Proben (PLGA-Batch, PLGA-konti und PLGA-konti-Batch)
gemessen und miteinander verglichen (siehe Abbildung 103).
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Abbildung 103: Normiertes Absorptionsspektrum (a) und Fluoreszenzspektrum (b) des im Batch (PLGA-
Batch) und des kontinuierlich verkapselten Nilrots in PLGA (PLGA-konti) sowie die kontinuierlich
hergestellte Probe nach Zugabe an Chloroform im Verhaltnis 1:1 zum Probenvolumen, 3 mindtigem
Vortexten, Ultraschallbehandlung und Abdampfen des Chloroforms im Batch (PLGA-konti-Batch).

Abbildung 103 zeigt deutlich, dass sowohl die Absorption als auch die Fluoreszenz des
Nilrots der Probe PLGA-konti-Batch sich deutlich von der Probe PLGA-konti durch eine
bathochrome Verschiebung unterscheiden.
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Die Spektren sind nahezu identisch mit denen von PLGA-Batch, wenn auch geringfligig
schwacher in der Intensitat. Damit kann eindeutig gezeigt werden, dass die
Aggregatbildung und damit das Loschen der Fluoreszenz durch das schnelle
kontinuierliche Abdampfen des Losungsmittels erklarbar wird, da die Farbstoffmolekule
im apolaren, noch fluiden Partikel wechselwirken unter H-Aggregat-Bildung und nicht
mit dem organischen Losungsmittel an die Grenzflache diffundieren (,, trapping”).

4.5.3.4 Theoretische Betrachtung der experimentellen Ergebnisse

Anhand der makroskopischen Beobachtungen (Farbe der Partikeldispersion) der
experimentellen Ergebnisse konnte einerseits gezeigt werden, dass sich die
solvatochromen Nilrot-Molekdle beim Abdampfen im Batch an der auBeren polaren
Grenzregion der Partikel an der Grenzflache zum stabilisierenden Tensid anordnen, wie
es der Farbstoff laut Studien von Kurniasih et al.®®! bevorzugt tut. Wird das organische
Losungsmittel  hingegen sehr schnell im  kontinuierlichen Fluss Uber den
Fallfilmmikroreaktor STACK-1x-FFMR-LAB-V2 abgedampft, kommt es zu einem Trapping
der Farbstoffmolektle und der Bildung von H-Dimeren und —Aggregaten innerhalb des
Polymerpartikels.

Alle bisher beschriebenen Beobachtungen und daraus abgeleiteten Schlussfolgerungen
beruhen auf makroskopischen Beobachtungen. Im Folgenden wird nun der Einfluss des
schnellen Abdampfens Uber den Fallfilmmikroreaktor auf mikroskopischer Ebene
diskutiert.

Geht man von einem Partikeldurchmesser von etwa 150 nm aus, entspricht dies einem
Radius von 75 nm (£ 7,5-10° cm). Daraus ergibt sich fur das Volumen des Partikels ein
Wert von 1,77-10">cm?; siehe Formel (88).

4
V= §m‘3 (88)

4
§Tl’(7,5 -107% cm)?3

=1,77-10"15 cm3
V :Volumen

r :Radius

Geht man des Weiteren davon aus, dass die Dichte des Polymers ungefahr 1 g/cm?3
betragt, folgt somit ein Polymergehalt von 1,77-10"> g Polymer je Partikel.
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Da das Polymer mit einer Konzentration von 3 wt% in Chloroform als Losungsmittel
geldst wird, kann man daraus das Gewicht des Chloroforms in einem Tropfchens vor
dem Abdampfen bestimmen. Dies sind 5,72 -10'* g je Tropfchen.

Da Chloroform eine Dichte von 1,48 g/cm3 hat, folgt daraus ein Volumen von
3,87-10 cm?3. Die Loslichkeit von Chloroform in Wasser (8 g/L bei 25 °C) wurde bei
den hier durchgefihrten Berechnungen nicht berlcksichtigt.

Durch Umstellen von Formel (88) nach r=3/%V errechnet sich daraus unter

Vernachlassigung des gelosten Volumenanteils an Polymer ein Tropfchenradius von
2,10-10° cm, was 21 pym entspricht und damit einem Durchmesser von 42 ym.

Die Kanale des verwendeten Fallfilmmikroreaktors haben eine Hohe von 400 pm. Wenn
diese vollkommen gefullt waren, betrlige die Kanalhche noch nicht einmal das 10fache
des Tropfchendurchmessers. Somit besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass es zu
einer Grenzflachen-nahen Anordnung der Partikel an der Oberflache des
Flissigkeitsfilms hin  zum  Stickstoffgasgegenstrom kommt. Dies beglnstigt und
beschleunigt den Verdampfungsvorgang deutlich. Durch das stetig groBer werdende
Verhaltnis von Oberflache zu Volumen kommt es zu einer weiteren Beschleunigung des
Abdampfens des Losungsmittels.

Mit Hilfe der Stokes-Einstein-Beziehung (siehe Formel (89)) und Kenntnis des
Diffusionskoeffizient von Nilrot in Wasser, welcher Dygy,o = 4,27-10‘10%2 betragt,

|asst sich der Radius von Nilrot in Wasser bei 20 °C berechnen.

_ kT

- 61N 1,0 DNr 1,0
=503-10""m
~ 0,5nm

TNR,H,0

TwrH,0 :Radius von Nilrotin Wasser

J

k = 1,38-10723 e Boltzmann — Konstante

T =20°C 2 293,15K : absolute Temperatur

Nw,0o = 1073Pa-s : dynamische Viskositit des Losemittels
2
m
Dnru,o = 4,27-10710 < : Dif fusionskoef fizient von Nilrot in Wasser
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Aus Berechnung der Stokes-Einstein-Beziehung (Formel (89)) ergibt sich fdr Nilrot in
Wasser ein Radius von 0,5 nm, d.h. Nilrot besitzt einen Durchmesser von etwa 1 nm.

Analog kann der Durchmesser von Nilrot in Chloroform bestimmt werden. Dabei ist

2
Dngcuct, = 7-10‘10% und ncyer, = 0,58+ 1073Pa - s. Durch Einsetzen der Werte in

Formel (89) ergibt sich ein Radius von 5,29:-1071%m ~ 0,53nm und damit ein
Durchmesser von 1,06 nm fur Nilrot in Chloroform.

Der Durchmesser von Chloroform wurde mit Hilfe bekannter Atomradien,
Bindungslangen und —winkel #9431 durch Christian Hofmann mit dem Programm
Creo 3 (PTC, Needham, Massachusetts, USA) konstruiert (siehe Abbildung 104).

1 ) |? 2 a) 2 b) @  Wwasserstoff
/C""C| . Kohlenstoff
Cl \CI

' Chlor

Abbildung 104: 1) Keilstrichformel von Chloroform. 2) Konstruktion des Chloroform-Molekdls anhand
bekannter Atomradien (Wasserstoff: 31 pmi*'%, Kohlenstoff: 76 pm®*'", Chlor: 102 pm!#'?)),
Bindungslangen (C-H: 108 pm, C-Cl: 177 pm)*'“ und Bindungswinkel (CI-C-Cl: 110,3 °) mit Hilfe des
Programms Creo 3 (PTC, Needham, Massachusetts, USA) durch Christian Hoffmann; Ansicht von
oben (2a) und Ansicht von vorne (2b). Die teilweise transparente Kugel in 2a) und 2b) wurde verwendet
um den Radius des MolekUls abzuschatzen.

Durch Einflgen einer teilweise transparenten Kugel, die das gesamte Molekdl
umschlieBt, wurde der Durchmesser von Chloroform auf 0,29 nm abgeschatzt.

Zusatzlich wurden von Steffen Treiling zur Bestimmung der GréBen von Nilrot und
Chloroform DFT-Berechnungen mit Hilfe des ORCA-Programmpakets (Version 4.0.1)
durchgefihrt.“™ Fir alle Berechnungen wurde dazu das B3LYP Funktional“'®-48l ynd die
RIJCOSX Naherung verwendet.[4194200 s wurden sowohl fur die Geometrieoptimierung
als auch fir das SCF enge Konvergenzkriterien verwendet (Keywords tightopt und
tightscf des ORCA-Programmpakets).

Relativistische Effekte wurden mittels der “zeroth-order regular approximation” (ZORA)

berlcksichtigt, >l durch dieses findet automatisch eine relativistische Anpassung des
Basissatzes statt.
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Zur BerUcksichtigung von Losungsmitteleffekten wurde ein Referenz-Screening-Model
(CPCM) verwendet, mit welchem Methanol als Losungsmittel in allen Berechnungen
modelliert wurde.??!

Geometrieoptimierungen wurden mit Ahlrichs’ split-valence tripple-§ Basissatz def2-
TZVPP  durchgeflhrt, welcher Uber Polarisationsfunktionen  fir alle nicht-
Wasserstoffatome verfligt.[*234241 Eine Dispersionskorrektur wurde durch das Becke-
Johnson Programm (D3BJ) durchgefiihrt.[425426]

Nach Durchflhrung der eben beschriebenen Berechnung ergab sich fur Nilrot ein
gerundeter Durchmesser von 1,35 nm und fir Chloroform von 0,29 nm.

Tabelle 28: Zusammenstellung der mit unterschiedlichen Methoden abgeschatzten und berechneten
Durchmesser von Nilrot und Chloroform.

Chloroform Nilrot
o o . . in H0 - 1,00 nm
Abschéatzung iliber Stokes-Einstein-Beziehung
In CHCl3 - 1,06 nm
Konstruktion mit Creo 3 und graphische Abschatzung 0,29 nm -
Berechnung mit ORCA 0,29 nm 1,35 nm

Daruber hinaus wurden zur Veranschaulichung noch 3D-Modelle der beiden Molekdile
(Nilrot und Chloroform) von Steffen Treiling simuliert (siehe Abbildung 105).

]

Abbildung 105: Mit Chemcraft durch Steffen Treiling erstellte 3D-Modelle der Molekdle a) Chloroform
und b) Nilrot. Die ® sollen dabei Kohlenstoffatomen entsprechen, die © Wasserstoffatomen, die
® Sauerstoffatomen, die ® Stickstoffatomen und die ® Chloratomen.

Bei bekanntem Radius kann durch Umstellung der Stokes-Einstein-Beziehung (Formel
(89)) der Diffusionskoeffizient berechnet werden (siehe Formel (90)).
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D = kT (90)
CHCLs 6T chci,TeHcls

~ 26431072 ’"72

m2
Dcuci, = Dif fusionskoef fizient von Chloroform ITl

k =138 10_23é : Boltzmann — Konstante

T =20°C £ 293,15K : absolute Temperatur
Ncuc, = 0,56-1073Pa - s : dynamische Viskositit des Losemittels™“?’!

Teuc, = 0,145 nm = 1,45 - 1071% m: Radius von Chloroform

Somit ergibt sich fur Chloroform ein Diffusionskoeffizient von 2,643-107° mTz

Verglichen mit dem Diffusionskoeffizienten von Nilrot in Chloroform, der Dyg cuci, = 7

2
10‘1°m7 betragt, sind die Chloroform Molekule also um den Faktor 3,8 schneller als die

Nilrot Molekdile.

Berlcksichtigt man nun, dass die Mikrokanale des verwendeten Fallfilmmikroreaktors
ein Innenvolumen von 0,612 mL haben, bedeutet dies, dass bei einer Gesamtflussrate
von 4,10 mU/min die Verweildauer lediglich 0,15 Sekunden betragt. Es konnte
experimentell gezeigt werden, dass diese Zeit ausreicht, um das Chloroform vollstandig
aus der Partikeldispersion abzudampfen.

Dies zeigt, dass noch weitere Aspekte berlcksichtigt werden mussen, die dazu fihren,
dass bei dieser extrem kurzen Verdampfzeit die Nilrot Molekdile nicht ausreichend Zeit
haben, sich aus dem Inneren des Tropfchens an die Oberflache des entstehenden
Partikels zu bewegen.

Der angelegte Gegenstrom des Stickstoffgases begunstigt das Gleichgewicht des
Verdampfungsprozesses zu Gunsten des Chloroformaustritts. Damit einher kommt es
mit fortschreitendem Abdampfen des Polymers zu einer Verkleinerung des Tropfens und
damit in  Relation zu einem immer groBer werdenden Oberflache-zu-
Volumenverhaltnisses, das wiederum das Abdampfen beschleunigt.

Zusatzlich erhoht sich somit die Viskositat innerhalb des Tropfchens kontinuierlich und
die Diffusion fir das sperrige Farbstoffmolekul wird stetig erschwert.
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Eine experimentelle Moglichkeit, die unterschiedliche Verteilung der Farbstoffmolekile
innerhalb der Polymerpartikel je nach Art / Schnelligkeit des Abdampfvorgangs
nachzuweisen, ware deuteriertes Nilrot zu verwenden und Neutronenstreuung zu
messen. Da die Nanopartikel einen Durchmesser von etwa 150 nm haben, sollten sie
groB genug sein um einen Unterschied in der Verteilung zu detektieren.

4.5.3.5 Berechnung der Anzahl an Farbstoffmolektlen pro Polymerpartikel

Da sowohl die GroBe der Polymerpartikel als auch die Konzentration des Farbstoffs pro
Mengeneinheit Polymer sowie die Molmasse von Nilrot bekannt sind, kann mit Hilfe
einiger Annahmen und Abschatzungen, ein Wert fur die Anzahl der Farbstoffmolekile
pro Polymerpartikel berechnet werden.

Wie aus der Versuchsbeschreibung (Kapitel 4.5.3.2) hervorgeht, betragt die
Konzentration an Farbstoff 1 g je Kilogramm Polymer. Wird die Dichte des Polymers mit
1 g/mL angenommen, kann die Masse eines Polymerpartikels bestimmt werden.

Wird in Ubereinstimmung mit den Daten aus den Experimenten (Kapitel 4.5.3.3) von
einem Partikeldurchmesser von 150 nm ausgegangen — dies entspricht einem Radius
von 75 nm — kann mit Formel (91) (analog Formel (88)) das Volumen des Partikels
berechnet werden.

4
V= §m‘3 (91)

4
= §Tl’(7,5 -107% cm)?3

=1,77-10"15 cm3
V :Volumen

r :Radius

Das Volumen eines Polymerpartikels betragt somit etwa 1,77-10'> cm3. Bei einer
Konzentration von 1 g Farbstoff je Kilogramm Polymer und einer angenommenen
Dichte von 1 g/mL flr das Polymer, so resultiert daraus eine Menge von 1,44-10" g
Nilrot je Partikel.

Bei einer bekannten Molmasse von 318,369 g/mol fir Nilrot kann nun mit Hilfe von
Formel (92) die Stoffmenge des Farbstoffes je Nanopartikel errechnet werden.
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~m
"Tu
= 5,551-10"%Ymol

n :Stoffmenge
m = 1,77 1078 g : Masse an Nilrot pro Partikel
M

= 318,369 g :molare Masse
mol

Somit enthalt jeder Polymerpartikel im Durchschnitt 4,523-102' mol Nilrot. Ein Mol
entspricht 6,022 - 1023 Teilchen (= Avogadro-Konstante). Daraus folgt, dass sich im
Mittel in jedem Polymerpartikel 92 Farbstoffmolekile befinden.

Nun kann mit Formel (93) die Oberflache eines Partikels mit einem Radius von 75 nm
berechnet werden.

Ay = 4mr? (93)
= 4m(75 nm)?
= 70.686 nm?
A, :Oberflache einer Kugel

Teilt man nun dieses Ergebnis von 70.686 nm? durch die mittlere Anzahl von
92 Farbstoffmolekilen pro Partikel, ergibt dies, dass bei einer gleichmaBigen Verteilung
auf der Oberflache des Partikels jedes Farbstoffmolekil etwa 770 nm? Platz hatte — dies
entspricht einer Kantenlange der Flache von knapp 28 nm - bei einer
abgeschatzten/simulierten EigengroBe des Farbstoffes von etwa 1 nm (vergleiche
Kapitel 4.5.3.4).

4.5.3.6 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass mit der Emulsions-Losungsmittelverdampfungs-
technik Nilrot erfolgreich sowohl in Polystyrol als auch in PLGA (Poly(D,L-lactid-co-
glycolid)) in Partikeln mit einem Durchmesser von etwa 150 nm verkapselt werden
konnte. Anhand des solvatochromen Effekts des Farbstoffs konnte dartber hinaus
demonstriert werden, dass die Art der Prozessierung — im Batch oder kontinuierlich —
und je nach Art des Systems, einen enormen Einfluss auf die Eigenschaften der
Verkapselung haben kann.
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Das extrem schnelle Verdampfen des organischen Losungsmittels mit Hilfe des
Fallfilmmikroreaktors fuhrt dazu, dass die Nilrot-Molekule nicht ausreichend Zeit haben,
sich in der auBeren polaren Grenzregion der Partikel an der Grenzflaiche zum
stabilisierenden Tensid anzuordnen, wie es der Farbstoff laut Studien von Kurniasih et
al.1’83 bevorzugt, sondern innerhalb des Polymerpartikels eingeschlossen wurde.

Dadurch kommt es vermutlich zur Bildung von H-Dimeren und H-Aggregaten in
Verbindung mit einer bathochromen Verschiebung und einem Quenchen der
Fluoreszenz.

Uber ein Auflésen der kontinuierlich prozessierten Partikel mit Chloroform und
anschlieBender Partikelneubildung im Batch-Verfahren konnte die Reversibilitat der
Fluoreszenzloschung gezeigt werden.

Hieraus ergeben sich vielversprechende, potentielle Anwendungsmaoglichkeiten fir
Partikel mit kontinuierlich verkapseltem Nilrot. Gerade in der Biomedizin z.B. far
Zellaufnahmestudien bei Wirkstoffverabreichung ist eine Fluoreszenzmarkierung zur
Auswertung unabdingbar, da dies das Hauptinstrument ist, um die Aufnahmewege
nachzuverfolgen, und herauszufinden, wohin der Wirkstoff transportiert wird.

Werden allerdings Tragersysteme zur Wirkstofffreisetzung genutzt, kann eigentlich nur
verfolgt werden, wo sich das Tragermaterial befindet. Das groBe Potential der im
Rahmen dieses Unterkapitels kontinuierlich hergestellten Partikel liegt darin, dass
solange die Partikel intakt sind, diese auch nicht fluoreszieren. Erst beim Auflésen der
Partikel steigt die Quantenausbeute des Farbstoffs Uber die Detektionsgrenze. Somit
konnte die Freisetzung von Nilrot aus solchen Partikeln anhand der auftretenden
Fluoreszenz direkt verfolgt werden.

Wegen der Vielzahl an erforderlichen, weiterfihrenden Versuchen zur Freisetzung, wie
etwa der sauren oder enzymatischen Spaltung der Polymermatrix, dem Verhalten des
Gesamtsystems in biologischer Umgebung etc., wurde auf weitere Experimente dazu im
Rahmen dieser Arbeit verzichtet.

DarUber hinaus zeigen die Ergebnisse der Verkapselung von Nilrot in PLGA, dass die Art
der Formulierung einen Einfluss auf die Verteilung der zu verkapselnden Substanz hat.
Dies kann wie in diesem Fall dazu flhren, dass sich der Farbstoff bei der Herstellung im
Batch?3® an der Grenzflache des Partikels hin zum Medium orientiert oder aber bei der
kontinuierlichen Prozessfihrung auf Grund des extrem schnellen Abdampfvorgangs
innerhalb der Polymermatrix reversibel fixiert wird.
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4.6 Partikel-Aufnahme magnetischer PLGA-
Nanopartikeln durch die humane
Glioblastomzelllinie U-251 MG

Im abschlieBenden Abschnitt des Kapitels ,Ergebnisse und Diskussion” wird die
Aufnahme von magnetischen, fluoreszenzmarkierten PLGA-Nanopartikeln (Poly(Lactid-
co-Glycolid)) in Glioblastomzellen der Zelllinie U-251 MG in einem Magnetfeld
untersucht. Neben der Familie der Gliazellen zahlen Glioblastomzellen mit zu den
wichtigsten Zielzellen fr Nanopartikel. Zum Vergleich wurde die Partikelaufnahme ohne
Magnetfeld sowie von PLGA-Partikeln ohne verkapseltem Magnetit in An- und
Abwesenheit eines Magnetfeldes beobachtet.

Im Batch-Verfahren wurden mit der Emulsions-Losungsmittelverdampfungsmethode
superparamagnetische Eisenoxid-Partikel zusammen mit dem Fluoreszenzfarbstoff PMI
(N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-dicarbonacidimide)  in ~ PLGA-Nanopartikeln
verkapselt. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden von Helen Onyema durchgefihrt.

Es erfolgte eine Quantifizierung der Zellaufnahme mit und ohne Magnetfeld in
Glioblastomzellen der Zelllinie U-251 MG sowie ein Viabilitatstest der Zellen mit Hilfe der
fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie. Die Lokalisation der aufgenommenen
Nanopartikel wurde mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) untersucht.

Um neben dem Einfluss des Magnetfelds auch eine Aussage Uber die Wechselwirkung
von mit Magnetit beladenen Partikeln im Gegensatz zu Partikeln ohne Magnetit auf die
Zellaufnahme bzw. die Wechselwirkung der Partikel mit den Proteinen des Blutplasmas
treffen zu konnen, erfolgte eine massenspektrometrische Analyse der Proteinkorona
nach Inkubation in Blutplasma.

4.6.1 Aufbau und Funktion des Blut-Hirn-Schranke (BHS)

Noch immer stellt die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) bei der Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen (z.B. Demenz), von Hirntraumata oder —tumoren eine
groBBe Herausforderung dar.1#?8
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Nanopartikel stellen ein vielversprechendes System als Wirkstofftrager dar, um die
Barriere der BHS zu passieren und dann an den Zielorten im Gehirn den transportierten
Wirkstoff freizusetzen .18

Die BHS bildet einen homoostatischen Schutzmechanismus vor im Blut zirkulierenden
Giftstoffen und Krankheitserregern.#29-431]

Dringen Pathogene, Toxine oder Immunzellen ins Hirn ein, kann dies zu Entzindungen
oder sogar bis hin zum Zelltod im Hirn fihren und dieses maBgeblich in seiner Funktion
storen.#32431 Auf Grund dessen ist eine intakte BHS fur die Funktion des Gehirns absolut
essentiell.

Der Aufbau der BHS ist schematisch in Abbildung 106 dargestellt und beschrieben.

tight junction = Neuron

Lumen des &
KapillargefaBes e .
- Astrozyt

Perizyt =
"B Endothelzelle

Basalmembran

Abbildung 106: Schematische Darstellung des zelluldren Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke*?®! (modifiziert
von Helen Onyemal®?® nach “3Y). Die Blut-Hirn-Schranke besteht hauptséchlich aus Kapillarendothelzellen,
welche von einer Basalmembran umgeben sind. Die BHS ist Gber die EndfiiBchen der Astrozyten mit
Neuronen verbunden. Die Astrozyten fordern Uber die Ausschittung spezifischer Wachstumsfaktoren die
Bildung sowie den Erhalt von tight junctions (TJ). Perizyten generieren durch Kontraktion den Blutfluss der
Hirnkapillaren, sind aber nicht essentiell fir die Bildung der BHS.[428!

Die BHS besteht aus Kapillarenendothelzellen (EZ) der zerebralen BlutgefaBe mit einer
geringen endozytotischen Aktivitat. Die EZ sind durch tight junctions (TJ) und adherent
junctions (AJ) eng miteinander verbunden. Dadurch entsteht eine Art Versiegelung,
welche die parazellulare Diffusion einschrankt und so einen Stoffaustausch minimiert.!34
Dies hat zur Folge, dass die Versorgung des Hirns mit essentiellen Nahrstoffen nur Gber
spezifische Transportsysteme, Pumpen oder Rezeptoren erfolgen kann [430.431:435-437]
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Zur Versorgung dieser Transportsysteme besitzen die EZ eine groBe Anzahl an
Mitochondrien, die die notwendigen hohen Energiemengen flr den aktiven Abtransport
von Abfallstoffen sowie den Erhalt des lonengradientens bereitstellen. [433:438-440]

Eine intakte BHS hat einen transendothelialen elektrischen Widerstand (TEER) von bis zu
8.000 Q/ cm?, eine Undichte jedoch nur von 100-200 Q/ cm?.[441.:442]

Die Hirnkapillaren, in denen sich die EZ befinden, werden von einer 100 nm dicken
Basalmembran umgeben.?® Der Blutfluss innerhalb dieser Kapillaren wird durch
Kontraktion von Perizyten, die sich auf der auBeren Achse der zerebralen Kapillaren
befinden, kontrolliert und geregelt.[#28443-448]

Durch das Stromen des Blutes entsteht Scherstress an den EZ.37] Dieser betragt in
Venen lediglich 1-4 dyn/cm?, in Arterien hingegen 4-30 dyn/cm? #4401 ynd gilt als
Grund far die Bildung von Zell-Zell-Verbindungen. Ein erhdhter Scherstress flhrt zu einer
groBeren Anzahl an TJ.#51-454 Bei einem Verlust von Perizyten kann aufgrund von lokal
verringertem  Blutfluss und  damit  geringerem  Scherstress  die  BHS
zusammenbrechen 14554561

Die Hirnkapillaren werden - abgesehen von den Perizyten - von den EndfuBen der
Astrozyten umschlossen .2 Dabei kann eine Astrozyte gleichzeitig mehrere Kapillaren
umgeben.®1 Astrozyten sind sternformig verzweigte Zellen, die zu den Gliazellen
zahlen. ,Gliazelle” stellt einen Sammelbegriff fir Zellen im Nervengewebe dar, die sich
strukturell und funktionell von den Nervenzellen (Neuronen) abgrenzen lassen.!*8l Sie
sind nicht nur am Stofftransport, dem  FlUssigkeitsaustausch  sowie der
Aufrechterhaltung der Homdostase im Gehirn beteiligt, sondern bilden auch gleichzeitig
ein Stltzgerust fur Nervenzellen und isolieren diese durch ihre Umhullung.!#%8!

Neben der Induktion und Aufrechterhaltung der BHS zahlen zu den weiteren Funktionen
der Astrozyten die FlUssigkeitsregulation und damit direkt verbunden die Regulation des
extrazellularen pH-Haushalts des Gehirns sowie die Versorgung der Neuronen Uber die
Kontakte zu den BlutgefaB3en.

AuBerdem sind sie ein wichtiger Bestandteil des 2012 entdeckten Mikrokreislaufs dem
sogenannten glymphatischen Systems 4594601 — zyr Abfallentsorgung aus dem Bereich
des Gehirns heraus.!6"

Es gibt eine Vielzahl von Transportwegen uber die BHS, welche schematisch in
Abbildung 107 zusammengefasst sind.
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+ i
junction ; Endothglzelle

B
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Abbildung 107: Transportwege an der Blut-Hirn-Schranke (modifiziert von Helen Onyema*?®! nach 13").
a) Passive Diffusion wasserloslicher Stoffe parazelluldr Uber tight junctions. b) Transzelluldre Diffusion
lipophiler Stoffe. ¢) Transportproteine fir groBe Molekule (z.B. Glukose oder Aminosauren). d) Spezifische
Rezeptor-vermittelte Transzytose flr Proteine (z.B. Insulin oder Transferrin). e) Adsorptions-vermittelte
Transzytose basierend auf elektrostatischer Interaktion zwischen einem positiv geladenem Molekdl (z.B.
Albumin) und der negativ geladenen Plasmamembran. f) Aktiver Efflux (aktive Transporter/ Pumpen wie
z.B. p-gp) zur Entfernung unerwinschter Molekdile.

Uber passive Diffusion konnen kleine wasserldsliche Molekile, meist mit einem
Molekulargewicht unter 500 kDa und weniger als funf Protonendonatoren, 462463 die T)
tberwinden und gelangen so ins Gehirn.1*64 Kleinen lipophilen Molekdulen ist es moglich
durch passive Diffusion die Zellmembran der EZ zu passieren. [430.:437.464]

Ein aktiver Transport Uber Transportproteine, Rezeptor- oder Adsorptions-vermittelte
Transportwege sind fur kleine polare (z.B. Glucose, Aminosauren) oder groBBe Molekdle
(z.B. Proteine, Peptide) notwendig um die BHS zu Uberwinden. 430437

Eine chemische Modifikation (z.B. Konjugation mit einem spezifischen Liganden fur
einen Rezeptor der BHS) oder eine Verkapselung in Liposomen oder Nanopartikel ist fur
einen gezielten und effizienten Wirkstofftransport Uber die BHS zur Behandlung von
Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) notwendig.!#?8

Bei einer Verkapselung des Wirkstoffs werden, wie in Abbildung 108 dargestellt, hohe
Anforderungen an das Tragersystem gestellt. Dazu zahlt vor allem, dass das verwendete
Material nicht toxisch sein darf, es muss mit den Rezeptoren der BHS interagieren
konnen und eine definierte Struktur im Hinblick auf GréBe, Form und
Oberflacheneigenschaften besitzen 1120464
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Abbildung 108: Rationales Design eines nanopartikuldren Wirkstofftragersystems.[2%!

DarUber hinaus gibt es auch noch alternative Moglichkeiten fir den Wirkstofftransport
Uber die BHS.1#28 Durch Erhohung der Lipophilie kann die Aufnahme deutlich gesteigert
werden;1#% so wird Heroin (Diacetyl-Morphin) im Vergleich zu Morphin 25-fach starker
aufgenommen.*¢  Auch kann eine kurzzeitige, reversible Offnung der BHS zur
Wirkstoffaufnahme Uber verschiedene Stimuli erzielt werden. Moglich ist dies entweder
biologisch, chemisch, mittels hochfrequentem, fokussiertem Ultraschalls oder aber mit
elektrischen Feldern.[467-46]

Eine reversible Offnung der TJ kann beispielsweise durch Injektion einer
hyperosmotischen Zuckerlésung (z.B. Arabinose) in die Halsschlagader und dadurch
induziertem Ausstromen des Wassers aus den Kapillaren und infolgedessen einem
Schrumpfen der EZ erzielt werden 47047 Ein Offnen der TJ, und damit verbunden eine
deutliche Erhdéhung der Durchlassigkeit der BHS, kann allerdings auch mit RMP-7
(Cereport, ein Bradykanin-Rezeptoragonist) hervorgerufen werden.#72-474

Eine groBe Gefahr bei der induzierten Offnung der BHS ist, dass nicht nur die
gewunschten Wirkstoffe die Barriere passieren und ins Gehirn gelangen, sondern auch
gleichzeitig unerwlinschte Krankheitserreger.1*?8 Dies kann mit der Nutzung vesikularer
Transportwege durch Nanopartikeln, Liposomen, Dendrimere oder Cyclodextrine
verhindert werden. 475476l
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Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden flUr die Zellversuche, Zellen der
Glioblastomzelllinie U-251 MG fur Partikelaufnahmeversuche, im Hinblick auf einen
Wirkstofftransport Uber die BHS hinweg, verwendet.

Beim Glioblastoma multiforma handelt es sich um den haufigsten, bosartigen Tumor des
ZNS und ist die zweithaufigste Krebsform, die zum Tod bei unter 35-jahrigen fihrt.14”7]
Es weist feingewebliche Ahnlichkeiten mit den Gliazellen des Gehirns auf “78 und
zeichnet sich durch schnelles Wachstum, starke Ausbreitung und Angiogenese aus.!”!
Im Gegensatz zu anderen Krebsformen greifen diese Zellen willklrlich umliegendes
gesundes Gewebe an, sodass eine komplette operative Entfernung erschwert ist.[4 Die
mittlere Uberlebenszeit liegt bei wenigen Monaten ohne Behandlung und rund
15 Monaten bei aktuell gangigen Therapiemethoden, welche aus der operativen
Reduktion der Tumormasse, Bestrahlung, Chemotherapie und Immuntherapie
bestehen ) [478,479,481]

Aufgrund ihrer groBen Vielfalt und ihrer GroBenkompatibilitat zu biologischen Systemen
sind Nanopartikel flr biomedizinische Anwendungen von hochstem Interesse.*8? Die
geringe GroBe zusammen mit der Modifizierbarkeit ihrer Oberflache zeichnen
Nanopartikel als Wirkstofftrager zur gezielten Freisetzung (target drug delivery) und zur
Uberwindung von Barrieren wie Zellmembranen und der BHS aus.1255483-4831 Dar(iber
hinaus kdnnen sie nicht nur zum Transport von Wirkstoffen genutzt, sondern auch zur
Visualisierung in vitro und in vivo eingesetzt werden 123482484871 Daf(jr ist es notwendig,
dass die Partikel sowohl wasserloslich und biologisch abbaubar als auch nicht toxisch
(vergleiche Abbildung 108) sind.[120.488.48

Gangige Polymere flr biologisch abbaubare Nanopartikel sind neben den FDA
zugelassenen Polymeren Poly(lactid) (PLA) und Poly(D,L-lactid-co-glycolid) (PLGA) auch
Poly(butylcyanoacrylat) (PBCA). Der Grund daflr ist, dass alle drei Materialien sowohl
stabil in der Blutbahn sind 90492 als aquch relativ schnell durch enzymatische Spaltung
der Esterbindung der Alkylgruppen abgebaut werden konnen.[493-4%]

Die Aufnahme von Nanopartikeln in Zellen kann Uber verschiedene passive oder aktive
Transportmechanismen erfolgen. Meist findet die Partikelaufnahme allerdings Uber
Rezeptor- oder Adsorptions-vermittelte Endozytose statt. Bei einer erfolgreichen
vesikularen Partikelaufnahme ins Cytoplasma, sinkt der pH-Wert innerhalb der
Endosomen oder Lysosomen in den sauren Bereich.?8!
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DarUber werden lysosomale Enzyme (z.B. Phosphatase oder Lipasen) aktiviert, welche zu
einem Abbau der Polymermatrix fuhren, so dass deren Inhalt dann ins Zellinnere
abgegeben werden kann. 4!

Wie bereits in Kapitel 4.5.2 “Hybridpartikel aus Polystyrol und Magnetit” beschrieben
wurde, haben superparamagnetische Eisenoxid-Partikel ein breites
Anwendungsspektrum im biomedizinischen Bereich.

Sie werden zur Visualisierung in bildgebenden Verfahren durch Zellmarkierung in vitro
oder als Kontrastmittel in der Kernspintomographie genutzt, aber finden auch Einsatz
zur Aufreinigung und Isolierung von RNA und DNA, zur Immobilisierung von
Nukleinsauren, Proteinen und Enzymen, aber auch flr den Stofftransport in vivo oder
zur Hyperthermiebehandlung.!146:350-359,428:496,497]

Eine gangige Methode zur Stabilisierung von Nanopartikeln in wassrigem Medium ist
Uber die Oberflachenladung. Dadurch sind die Eigenschaften der Partikel stark von der
Zusammensetzung des umgebenden Mediums abhangig.*?®! Vor allem bei der
Uberfiihrung von Partikeln in ein biologisches System, z.B. Blut oder Plasma, spielt die
Wechselwirkung der Partikeloberflache mit den darin vorkommenden, geladenen
Makromolekllen eine entscheidende Rolle, da dies im schlechtesten Fall zum
Agglomerieren der Einzelpartikel fihren kann. 49849

Werden Nanopartikel in Blut appliziert, interagieren sie dort mit den Serumproteinen
und bilden eine individuelle, charakteristische Proteinkorona aus. Diese besteht aus
unterschiedlichen, adsorbierten Proteinen bei denen vor allem Albumin und
Apolipoproteine  einen  Hauptbestandteil  ausmachen. Uber die jeweilige
Zusammensetzung wird die biologische Identitat der Partikel definiert.!498:500.501]

Die GroBe, das Material und die Oberflacheneigenschaften von Nanopartikeln
beeinflussen nicht nur die entstehende Proteinkorona, sondern damit direkt auch ihre
Biokompatibilitat und Toxizitat.502-504l

Ein haufiges Problem konventioneller Wirkstoffe, welche aus relativ kleinen Molekdlen
bestehen, besteht in ihrer kurzen Halbwertszeit im Blutkreislauf bevor sie aufgrund ihrer
geringen GroBe in den Nierenkorperchen vom Blut abgetrennt und Uber den Harn
ausgeschieden werden (= renale Clearence).
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Diese Molekdule sind so klein, dass sie sich wahrend der begrenzten Verweildauer relativ
gleichmaBig im ganzen Korper verteilen. Dabei konnen sie auch in gesundes Gewebe
diffundieren und dort Nebenwirkungen hervorrufen. Dies flhrt dazu, dass nur relativ
kleine Wirkstoffmengen am Zielort ankommen. 428!

Das ist der Grund, wieso Nanopartikel als Wirkstofftransporter von groBem Interesse fir
die Medizin sind. Durch Verkapselung eines Wirkstoffs in eine Polymermatrix kann die
Halbwertszeit in der Blutbahn deutlich verlangert werden. Somit wird gleichzeitig die
benodtigte Dosis verringert als auch ein Erreichen und Anreichern am Zielort gefordert.
Durch die systematische Verbreitung eines Arzneistoffes im Korper wird dieser nicht nur
ausschlieBlich an den gewdlnschten Zielort transportiert, sondern gelangt auch in
gesundes Gewebe. Bei einem intaktem Lymphsystem wird der Arzneistoff
normalerweise auch wieder abtransportiert.!>%!

Durch eine spezifische Adressierung der Nanopartikel Uber aktives Targeting
krankheitsspezifischer Rezeptoren kann eine Rezeptor-vermittelte Endozytose ins
Zielgewebe induziert werden. So kann eine unspezifische Partikelaufnahme in gesundes
Gewebe reduziert und systemische Nebenwirkungen minimiert werden.5!

Auch ist es maoglich, durch die Verkapselung die Loslichkeit hydrophober Wirkstoffe
(z.B. das Chemotherapeutikum Doxorubin gegen Brust- und Eierstockkrebs) enorm zu
erhohen, und somit neben einer erhohter Wirkstoffdosis im Zielgewebe gleichzeitig
sowohl die Nebenwirkungen als auch die Wirkstoff-Clearance deutlich zu
verringern.[491:507]

Bei einem GroBteil der malignen Tumoren unterscheidet sich hingegen das Gewebe
physiologisch und biochemisch von gesundem Korpergewebe. Fir diese Differenzierung
gibt es viele Ursachen: Angiogenese (= Ausbildung neuer BlutgefaBe), ein geschadigtes
Lymphsystem oder porose Endothelzellen (Fenestrierung). Dadurch kommt es zu einer
passiven Anreicherung von Makromolekulen, Liposomen oder Nanopartikeln in
Tumorgeweben (siehe Abbildung 109), dem sogenannten EPR-Effekt (engl. enhanced
permeability and retention = ,erhdhte Permeabilitat und Retention”). Dies wird im
gesunden Gewebe durch eine intakte Endothelschicht und ein intaktes Lymphsystem
verhindert. Durch Ausnutzung des EPR-Effekts ist ein passives Drug Targeting, eine
passive aber dennoch gezielte Pharmakotherapie maglich. 08509
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Abbildung 109: Schematische Darstellung des EPR-Effekts (engl. enhanced permeability and retention,
dt.erhéhte Permeabilitdt und Retention) (modifiziert von Helen Onyemal*?8! nach '9),

4.6.2 Darstellung der wesentlichen Versuchsparameter

Im Folgenden werden die flir den Versuch relevanten Versuchsparameter zur Darstellung
der magnetischen, fluoreszierenden PLGA-Nanopartikel, deren Aufnahme in
Glioblastomzellen sowie die Analyse der Zellen mittels fluoreszenzbasierter
Durchflusszytometrie und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie beschrieben. Darlber
hinaus erfolgte eine massenspektrometrische Analyse der Proteincorona der Partikel.

4.6.2.1 Darstellung magnetischer, fluoreszierender PLGA-Nanopartikel

Das Darstellungsprinzip der mit PMI  (N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-
dicarbonacidimide) fluoreszenzmarkierten Hybridpartikeln aus Poly(Lactid-co-Glycolid)
und Magnetit beruht auf der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik.

Zur Darstellung der organischen Phase (O) wurde eine Losung mit einer Konzentration
von 30 g/L des Polymers PLGA (Poly(Lactid-co-Glycolid, Resomer® RG 752 H) zusammen
mit 24 mg/L des Fluoreszenzfarbstoffs PMI (N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-
dicarbonacidimide) in Chloroform vorbereitet.

Bei der zweiten dargestellten Probe wurden darlber hinaus noch 6 g/L (& 20 wt%)
Ferrofluid (Webcraft GmbH, Gottmadingen, Deutschland) in die Polymerldsung
eingewogen. Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus entionisiertem Reinstwasser mit
einem 3 wt% des anionischen Tensids SDS (Natriumdodecylsulfat).
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Die wassrige und die organische Phase wurden im Verhaltnis 8:1 gemischt, so dass sich
stets ein Gesamtvolumen von 20 mlL ergab. Zur Erzeugung einer Makroemulsion
wurden beide Phasen unter Eiskihlung mit einem ULTRA-TURRAX® fir 2 min bei
15.000 rpm dispergiert.

Die so erhaltene Praemulsion wurde unter EiskUhlung fur 180 s (20 s Beschallung,
10 s Pause) mit 70 % Amplitude durch Ultraschalleintrag zerkleinert und homogenisiert.
Die erhaltene Miniemulsion wurde Uber Nacht bei 40 °C auf eine temperierbare
Schittelplatte gestellt, um das Chloroform vollstandig zu entfernen. AbschlieBend
wurde die Partikeldispersion flr 2 Tage gegen Reinstwasser dialysiert.

Die Partikelkonzentration wurde gravimetrisch bestimmt bevor die Proben fir weitere
Versuche an Helen Onyema weitergegeben wurden.

4.6.2.2 Nanopartikel-Aufnahme der Glioblastomzellen(428!

Die Versuche zur Partikelaufnahme in Glioblastomzellen wurden von Helen Onyema
durchgefihrt.

In diesem Experiment wurde die Aufnahme der magnetischen mit SDS stabilisierten
PLGA-Nanopartikeln (PLGA-FeO-SDS) in humane Glioblastomzellen der Zelllinie U-251
unter Einfluss eines Magnetfeldes (MagnetoFACTOR-24 plate, Chemicell GmbH, Berlin)
analysiert. Im Vergleich dazu wurde die Aufnahme von den PLGA-Partikeln mit
verkapselten Eisenoxid-Nanopartikeln und von PLGA-Partikeln ohne verkapseltes
Eisenoxid (PLGA-SDS) ohne Einfluss eines Magnetfeldes durchgefihrt.

Die Aufnahme der Nanopartikel wurde mit einer Partikelkonzentration von 150 pg/mL

fur 0,5 Stunden, 1 Stunde, 3 Stunden und 6 Stunden bei 37 °C und 5% CO; untersucht.
Zusatzlich wurden als Negativkontrolle (NK7) Zellen ohne Zugabe von Partikeln kultiviert.

4.6.2.3 Analyse der Zellen mittels fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie!*28!

Die Messungen zur Partikelaufnahme und Zellviabilitat mittels fluoreszentbasierter
Durchflusszytometrie wurden von Helen Onyema durchgefthrt.

Sowohl die Partikelaufnahme als auch die Zellviabilitat wurden mit Hilfe von
fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie untersucht. Zunachst erfolgte daflr eine
Anregung der Zellen mit einem Laser bei einer Wellenlange von 488 nm.
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Dabei wurde mit dem Kanal FL1 (Filter 533/30 nm) die Fluoreszenzintensitat des
Fluoreszenzfarbstoffes Perylenmonoimid (PMI) der von den Zellen aufgenommen Partikel
bestimmt.

Mit Hilfe von gates konnen Bereiche, welche nicht in die Analysen miteinbezogen
werden sollen, ausgegrenzt werden. Hierzu zahlen Bereiche, in denen sich z.B. eine
erhohte Anzahl an bereits zerfallenen oder toten Zellen befindet.

Bei dieser Analyse wurden 10.000 events aus dem gate aufgenommen. Dabei entspricht
ein event einer Zelle. Da Nanopartikel von sterbenden und bereits toten Zellen
unspezifisch gebunden werden, wurden bei der Auswertung nur lebende Zellen
.gegatet”. Die anschlieBende Analyse der Messergebnisse erfolgte mit der
BD Accuri C6-Software. Bei der statistischen Auswertung der Partikelaufnahme wurde
der Median aller Messergebnisse des Kanals FL1 verwendet.

Es fand eine Normierung der Messergebnisse des Medians statt, da nicht davon
ausgegangen werden konnte, dass tatsachlich jeder Partikel eine identische Anzahl an
Fluoreszenzfarbstoffen beinhaltet. Dazu wurde die Fluoreszenzintensitat der jeweiligen
Partikel dreifach spektrometrisch gemessen. AnschlieBend wurde mit Hilfe der Formel
(94) die Normierung der Fluoreszenzintensitat fur die Partikelaufnahme durchgefihrt:

Mittelwertnp mit hochster Fluoreszenzintensitat Median FL1 (94)
Mittelwertyp NP:

Normierung FL1yp =

Gleichzeitig erfolgte eine Quantifizierung der Zellviabilitat. Hierfir wurde der rote
Viabilitatsfarbstoff 7-Actinoaminomycin (7-AAD) verwendet. Dieser kann nur die
Zellmembran von toten bzw. sterbenden Zellen mit poroser Zellmembran durchdringen.
Dabei lagert sich der Farbstoff zwischen den Basen Cytosin und Guanin der DNA ein,
sodass die Farbung ausschlieBlich in toten bzw. sterbenden Zellen erfolgt. &'

4.6.2.4 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)“28!

Die Untersuchungen am CLSM zur Verifizierung der Partikelaufnahme wurden am
Forschungszentrum fUr Immuntherapie in Mainz ebenfalls von Helen Onyema
durchgeflhrt.
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Es wurden vier unterschiedliche Farbstoffe mit sich unterscheidenden Anregungs- und
Emissionswellenlangen verwendet um gezielt den Zellkern (Hochst 33342), die
Zellmembran (Cell Mask™ orange) und die Lysosomen (Lysotracker® Deep Red)
anzufarben, um diese von dem Fluoreszenzsignal des in den Nanopartikel verkapselten
PMI-Farbstoffes unterscheiden zu kénnen.

4.6.2.5 Massenspektrometrische Analyse der Proteincorona der Nanopartike|“2®!

FUr eine Identifizierung der Proteine, welche an einer Passage der Nanopartikel Uber die
BHS beteiligt sein kdnnten, wurden massenspektrometrische Messungen und Analysen
vom Institut fir molekulare Biologie gGmbH (IMB) in Mainz durchgefuhrt.

4.6.3 Diskussion der Ergebnisse

Um die Aufnahme von magnetischen, fluoreszenzmarkierten PLGA-Nanopartikeln
(Poly(Lactid-co-Glycolid)) in Glioblastomzellen der Zelllinie U-251 MG unter dem Einfluss
eines Magnetfelds zu untersuchen, wurden nacheinander durch Nutzung
unterschiedlicher Messmethoden folgende Fragestellungen bearbeitet:

= Werden magnetische Nanopartikel unter Einfluss eines Magnetfeldes schneller in
Glioblastomzellen aufgenommen? Wie grol3 ist dabei der Einfluss des Magnetfeldes
und wie hoch der Einfluss, der erhdhten Dichte der Partikel durch die verkapselten
Eisenoxid-Partikel?

= Wirken die dargestellten Nanopartikel toxisch auf die Zellen? Gibt es einen
Unterschied zwischen Partikeln mit verkapseltem Magnetit und denen ohne?

= Hat das verkapselte Eisenoxid Einfluss auf die Proteinkorona? Kann anhand einer
massenspektrometrischen Analyse der Proteinkorona der verwendeten PLGA-
Nanopartikel ein Ruckschluss Uber relevante Proteine flr eine erfolgreiche
Partikelaufnahme gemacht werden?

In den nachfolgenden Unterkapiteln werden diese Fragen anhand der durchgeflhrten
Experimente und deren Ergebnisse diskutiert.
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4.6.3.1 Darstellung magnetischer, fluoreszierender PLGA-Nanopartikel

Das Darstellungsprinzip der mit  PMI  (N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-
dicarbonacidimide) fluoreszenzmarkierten Hybridpartikeln aus Poly(Lactid-co-Glycolid)
und Magnetit beruht auf der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik.

In Vorversuchen hat sich herausgestellt, dass der bereits im vorherigen Kapitel 4.5.3
verwendete Fluoreszenzfarbstoff Nilrot keinen ausreichenden Unterschied im
Emissionsspektrum zu den Farbstoffen, die fUr die standardisierten Viabilitatstest
ublicherweise verwendet werden, aufweist. Aus diesem Grund wurde der Farbstoff PMI
(N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-dicarbonacidimide, BASF, Deutschland) zur
Fluoreszenzmarkierung verwendet. Dieser Farbstoff wurde bereits erfolgreich von Urban
et al.’”?! zusammen mit superparamagnetischen Eisenoxid-Partikel mit der Emulsions-
Losungsmittel-Verdampfungstechnik in PLLA verkapselt.

Da allerdings nur sehr geringe Mengen des Farbstoffs zur Verflgung standen, mussten
die Proben fur die Zellaufnahmeexperimente im Batch hergestellt werden.

Die Partikel ohne Magnetit haben einen Durchmesser von 110 nm + 43 nm und sind
damit etwa 20 % kleiner als die Partikel mit verkapseltem Magnetit, die einen
Durchmesser von 140 nm + 61 nm haben; vergleiche Tabelle 29. In den vorangegangen
Versuchen zur Darstellung von Hybridpartikeln aus Poly(styrol) und Magnetit (vergleiche
Kapitel 4.5.2) gab es keinen signifikanten GroBenunterschied zwischen den
dargestellten Nanopartikeln mit und ohne verkapselten Eisenoxid-Partikeln und auch
keinen klaren Trend bei zunehmendem Anteil an verkapseltem Eisenoxid im Verhaltnis
zur Polymermenge.

Das (-Potential der beiden Partikel ist mit -59 mV + 4 mV fur PLGA-SDS und -55 mV = 4
mV PLGA-FeO,-SDS sehr ahnlich, was darauf zurlickzuflhren ist, dass in beiden Fallen
die Stabilisierung jeweils Gber SDS erfolgte.

Die Konzentration der Partikel bzw. der Feststoffgehalt der Dispersion wurde
gravimetrisch bestimmt. Der Unterschied der Konzentration von 5,5 g/L fur PLGA-SDS
im Vergleich zu 6,7 g/L folgt direkt aus den 20 wt% an verkapseltem Magnetit bei
ansonsten identischen Reaktionsparametern; siehe Tabelle 29.
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Tabelle 29: Auflistung der PartikelgréBe (gemessen mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® bei
einem Winkel von 180°), des {-Potential sowie der Feststoffkonzentration der mit SDS stabilisierten und
mit PMI fluoreszenzmarkierten PLGA-Nanopartikel ohne (PLGA-SDS) und mit verkapseltem Magnetit
(PLGA-Fe,0,-SDS).

Probe PartikelgroBe @ {-Potential Konzentration
[nm] [mV] [g/L]
PLGA-SDS 110 £ 43 -59+4 5,5
PLGA-Fe,0,-SDS 140 = 61 -55+4 6,7

Auf den TEM-Bildern in Abbildung 110 ist in beiden Bildern eine relativ breite
GroBenverteilung zu erkennen, die allerdings der Herstellungsmethodik geschuldet ist.
In dem rechten Bild, Abbildung 110 b, ist zu sehen, dass die superparamagnetischen
Eisenoxid-Partikel relativ gleichmaBig in allen Partikeln verteilt sind und keine freien
Partikel auBerhalb einer Polymermatrix vorliegen. Das Eisenoxid hat einen deutlich
groBeren Kontrast (ist dunkler) als die Polymermatrix.

Abbildung 110: TEM Bilder von PLGA-Nanopartikel mit PMI-Farbstoff sowohl ohne (a) als auch mit
verkapseltem Eisenoxid (b).

4.6.3.2 Untersuchung der Nanopartikel-Aufnahme mit magnetischen Nanopartikeln

Um die Aufnahme von magnetischen Nanopartikeln in Glioblastomzellen zu
untersuchen, wurde in diesem Experiment die Partikelaufnahme mit magnetischen,
fluoreszenzmarkierten PLGA-Magnetit-Hybridpartikeln (PLGA-Fe.O,-SDS) unter Einfluss
eines Magnetfeldes sowie ohne Magnetfeld analysiert.

FUr einen weiteren Vergleich wurde die Aufnahme mit Partikeln mit (PLGA-Fe.O,-SDS)
und ohne verkapseltem Magnetit (PLGA-SDS) ohne Einfluss eines Magnetfeldes
untersucht. Dazu wurden 100.000 Zellen in 1 mL DMEM-Medium pro well mit einer
Flache von 1,9 cm? ausgesat.
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Die Partikelaufnahme erfolgte fur 0,5 Stunden, 1 Stunde, 3 Stunden und 6 Stunden.
Sowohl die Partikelaufnahme als auch die Zellviabilitat wurden mit Hilfe von
fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie bestimmt. Zur Analyse wurden 10.000 events
aus dem gate, welches den Bereich mit dem hochsten Anteil lebender Zellen eingrenzt,
aufgenommen.

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie (FACS, engl. fluorescence-activated cell
sorting) ermaoglicht das Zahlen und Sortieren von Zellen. Darlberhinaus konnen die
Zellen auch im Hinblick auf ihre physikalischen und molekularen Eigenschaften analysiert
werden.

Das Funktionsprinzip beruht auf der Streuung von Licht und der Emission von
Fluoreszenzfarbstoffen. Fluoreszenzmarkierte und in Suspension vorliegende Zellen
passieren mit Hilfe einer Tragerfllssigkeit einzeln einen fokussierten Lichtstrahl. Durch
Messung des Vorwartsstreulichts (FSC) konnen Aussagen Uber die GroBe der Zellen und
anhand des Seitwartsstreulichts (SSC) Uber die Granularitat der Zellen getroffen werden.
Die Fluoreszenzintensitat korreliert dabei mit der Anzahl aufgenommener,
fluoreszenzmarkierter Partikel 1428512513l

In Abbildung 111 ist die Inkubationszeit flur die Partikelaufnahme gegen die
Fluoreszenzintensitat aufgetragen. Mit zunehmender Inkubationszeit steigt die
Fluoreszenzintensitat an. Dies lasst sich auf eine erhohte Partikelaufnahme der Zellen
Uber die Zeit hinweg zurlckfihren.

Insgesamt werden von PLGA-Fe,O,-SDS mehr Partikel aufgenommen als von PLGA-SDS.
Vergleicht man die Partikelaufnahme von PLGA-Fe,O,-SDS mit und ohne Einfluss eines
Magnetfeldes, ist eine leichte Steigerung von 5-10 % der Aufnahme unter Einfluss des
Magnetfeldes erkennbar.

FUr eine Beurteilung der Signifikanz der Ergebnisse wurde von Helen Onyema eine
zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, engl. analysis of variance) mit Tuckey-Post-Test
durchgeflihrt. Dieser ergibt, dass es nach 30 mindtiger Inkubationszeit keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Partikelaufnahme von PLGA-SDS und PLGA-
Fe.0,-SDS mit und ohne Magnetfeld gibt. Nach 1 Stunde bzw. 3 Stunden
Inkubationszeit gibt es immerhin einen signifikanten Unterschied von einer 3,3 %igen
Wahrscheinlichkeit. Nach langerer Inkubationszeit von 6 Stunden, sinkt dieser auf eine
Wahrscheinlichkeit von nur noch 0,2 %.
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Abbildung 111: Partikelaufnahme in Zellen der humanen Glioblastomzelllinie U-251 MG von PLGA-
Nanopartikeln mit (PLGA-Fe.O,-SDS) und ohne (PLGA-SDS) verkapselten, magnetischen Eisenoxid-Partikel
jeweils stabilisiert mit SDS mit einer Partikelkonzentration von 150 pg/ml fir 0,5 h, 1 h, 3 h und 6 h bei
37 °C und 5% CO;. Zum Vergleich wurden die Versuche mit PLGA-Fe,O,~-SDS mit und ohne Einfluss eines
Magnetfeldes durchgefihrt. Es erfolgte eine Normierung auf den Wert von PLGA-SDS nach 6 h.
Durchfihrung einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Tuckey-Post-Test zur Bestimmung der
Signifikanz (*: P < 0,0332; **: P < 0,0021).
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Gleichzeitig wurde der Einfluss der Partikelaufnahme auf die Zellvitalitat experimentell
untersucht. In Abbildung 112 ist der Anteil lebender Zellen nach den unterschiedlichen
Inkubationszeiten (0,5 h, 1 h, 3 h und 6 h) aufgetragen. Als Referenz wurde fur jede der
drei Versuchreihen (PLGA-SDS, PLGA-Fe,0,-SDS mit und ohne Magnetfeld) eine
Negativkontrolle (NK7) ohne Zugabe von Partikeln inkubiert.

Die Viabilitat der Zellen liegt meist zwischen 80 % und 85 %, sowohl fur die Kontrollen
(NK7) als auch bei Partikelzugabe. Eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Tuckey-Post-
Test kann zu keiner Inkubationszeit einen signifikanten Unterschied feststellen.
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Abbildung 112: Toxizitats- bzw. Viabilitatsanalyse fUr die Partikelaufnahme in Zellen der humanen
Glioblastomzelllinie U-251 MG von PLGA-Nanopartikeln mit (PLGA-Fe,0O,-SDS) und ohne (PLGA-SDS)
verkapselten, magnetischen Eisenoxid-Partikel jeweils stabilisiert mit SDS mit einer Partikelkonzentration
von 150 pyg/ml fir 0,5 h, 1 h, 3 h und 6 h bei 37 °C und 5 % CO, mit und ohne Einfluss eines
Magnetfeldes. Flr die Negativkontrolle (NK7) wurden Zellen ohne Nanopartikel kultiviert.
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Somit konnte gezeigt werden, dass weder die Partikel PLGA-SDS noch PLGA-FeO,-SDS
mit und ohne Einfluss eines Magnetfeldes toxisch fur das Zellwachstum far Zellen der
humanen Glioblastomzelllinie U-251 MG sind.

4.6.3.3 Verifizierung der Nanopartikel-Aufnahme mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie

Ein Nachteil der Durchflusszytometrie ist, dass nicht nur Zellen, welche tatsachlich
Partikel aufgenommen haben, detektiert werden, sondern auch solche Zellen, bei denen
lediglich Partikel auf der Oberflache adsorbiert sind. Dies hat zur Folge, dass die exakte
Lokalisation der Nanopartikel durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)
unbedingt erganzend verifiziert werden musste.

Im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie wird bei der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie (CLSM) nur ein Bruchteil des Praparates ausgeleuchtet. Das
Praparat wird dabei schichtweise von einem fokussierten Laserstrahl gerastert. Dabei
werden die Hintergrundsignale aus anderen Schichten auf Grund des konfokalen
Aufbaus der Lichtquelle sowie der Lochblende ausgeblendet. Gleichzeitig kdnnen durch
den Laserstrahl Moleklle angeregt und ihre Fluoreszenz mit aufgenommen werden.

Aus den einzelnen Bildern der verschiedenen Schichten kann dann ein dreidimensionales
Bild rekonstruiert werden.'

Die Partikelaufnahme erfolgte flr PLGA-SDS mit einer Konzentration von 150 pyg/mL fur
20 Stunden. Durch die Farbung von Zellmembran und Zellkern sollte eindeutig belegt
werden, ob die Nanopartikel tatsachlich in den cytoplasmatischen Raum zwischen Kern
und Membran aufgenommen wurden. AuBBerdem sollte mit Hilfe der Lysosomfarbung
durch Uberlagerung der Farbstoffe eine intrazelluldre Lokalisation der Partikel in den
Lysosomen erbracht werden.
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Abbildung 113: Aufnahmen der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie von Zellen der humanen
Glioblastomzelllinie U-251 MG. Die einzelnen Zellkompartimente wurden mit folgenden Farbstoffen
angefarbt: Zellmembran rot mit Cell Mask™ orange, Zellkern blau mit Hochst 33342 und Lysosomen rot
mit Lysotracker® Deep Red. a) und b) zeigen Negativkontrollen ohne eine Zugabe von Partikeln bei denen
die Zellkompartimente (Zellkern, - membran und Lysosomen) angefarbt wurden. Fir ¢) und d) wurden die
Zellen mit der Probe PLGA-SDS mit einer Partikelkonzentration von 150 pg/ml fir 20 Stunden bei 37 °C
und 5% CO;inkubiert Die Partikel wurden mit dem griin fluoreszierenden Farbstoff PMI (N-(2,6-
diisopropylphenyl)-perylene-3,4-dicarbonacidimide) angefarbt. ¢) Zur Verifizierung der Partikelaufnahme
wurden die Zellmembran in Rot und die Zellkerne in Blau angefarbt. d) Nach der Partikelaufnahme
wurden der Zellkern blau und die Lysosomen rot gefarbt.

Abbildung 113 zeigt Aufnahmen der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie von Zellen
der humanen Glioblastomzelllinie U-251 MG. In der Abbildung 113a und in der
Abbildung 113b sind Negativkontrolle zusehen, bei welchen lediglich die
Zellkompartimente der Zellen (Zellkern, - membran und Lysosomen) ohne eine Zugabe
von Nanopartikeln angefarbt wurden.

Bei Abbildung 113c wurden die Glioblastomzellen mit den Partikeln der Probe PLGA-

SDS fur 20 Stunden mit einer Partikelkonzentration von 150 pg/mL inkubiert. Danach
wurden sowohl die Zellmembran als auch die Zellkerne spezifisch angefarbt.
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Dadurch lasst sich bei einem Ubereinanderlegen der einzelnen Bilder erkennen, dass die
Mehrzahl der Nanopartikel erfolgreich in den cytoplasmatischen Raum der Zellen
aufgenommen wurde. Allerdings ist ein Teil der Partikel in der Zellmembran verblieben.
Dies lasst sich an der Co-Lokalisation des griinen Farbstoffs der Nanopartikel und dem
roten Farbstoff der Zellmembran in Gelb/Orange erkennen.

Bei Abbildung 113d wurden die Glioblastomzellen ebenfalls fir 20 Stunden mit einer
Konzentration von 150 pg/mL der Partikel PLGA-SDS inkubiert. Danach wurden
allerdings nicht die Zellmembran sondern die Lysosome und die Zellkerne spezifisch
angefarbt. Bei Farbung der Lysosomen wurde allerdings auch teilweise die Zellmembran
mit angefarbt. Auch hier kommt es zu einer Co-Lokalisation, erkennbar an der gelben
Farbe. Hier Uberlagern sich die grune Fluoreszenz der Partikel mit der roten der
Lysosomen bzw. der teilweise ebenfalls angefarbten Zellmembran. Die Nanopartikel
scheinen nur vereinzelt in den Lysosomen vorzuliegen, dennoch ist eine eindeutige
Aussage auf Grund der z.T. ebenfalls eingefarbten Membran nicht moglich.

4.6.3.4 Massenspektrometrische Analysen der Proteinkorona

Werden Nanopartikel einer biologischen Umgebung ausgesetzt, erfolgt eine Bedeckung
mit BiomolekUlen vorallem durch Proteine aufgrund von Sorptionsisothermen.*! Die
Ausbildung einer Proteinkorona findet innerhalb weniger Sekunden statt, wobei sie
allerdings einem teilweise reversiblen Prozess unterliegt.[>%!

Der Aufbau dieser spezifischen Proteinkorona ist fir die biomedizinische Anwendung
von Nanomaterialien von hochster Relevanz, da die Wechselwirkung mit den
biologischen Systemen nicht mehr durch die eigentliche Oberflache der Kolloide
bestimmt wird, sondern durch die resultierende Proteinkorona.l*?! Die Zusammensetzung
dieser individuellen Proteinkorona definiert die biologische Identitat der Nanopartikel
und vermittelt Zellantworten, Nano- und Okotoxizitdten.[°1>516!

Die Massenspektrometrie wird zur Identifizierung von Proteinen und Peptiden mit Hilfe
einer lonenquelle verwendet. Als lonenquelle wird entweder die matrixunterstitzende
Laserdesorptionsionisation (MALDI, matrix-assisted laser desorption-ionisation) oder die
Elektronensprayionisation (ESI, electrospray ionisation) eingesetzt. Die lonenquelle
wandelt die Analyten in gasformige lonen um. Diese werden dann durch ein elektrisches
Feld in Richtung eines Detektors beschleunigt. Gleichzeitig wird anhand von Flugzeit-
Messanalysatoren (TOF, time-of-flight) die Flugzeit der lonen bis zum Erreichen des
Detektors gemessen.
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Da die Geschwindigkeit eines lons abhangig von seiner Masse und seiner Ladung ist,
kann so die Identifizierung der Peptide und Proteine unter Zuhilfenahme einer
Datenbank erfolgen 57,

Es wurden massenspektrometrische Analysen der Proteinkorona der Partikel PLGA-SDS
und PLGA-Fe,Oy-SDS durchgefiihrt, um verantwortliche Proteine fir eine erfolgreiche
Partikelaufnahme Glioblastomzelllinie  U-251 MG zu
identifizieren. Darlber hinaus wurde untersucht, ob die verkapselten, magnetischen

in Zellen der humanen

Eisenoxid-Partikel einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Proteinkorona haben.

Zur Ausbildung der Proteinkorona wurden die Partikel fir eine Stunde bei 37 °C und
500 U/min mit Blutplasma inkubiert. Um die Intensitaten der Nanopartikel von den
Intensitaten der Proteine subtrahieren zu konnen, wurden zur Referenz die Nanopartikel
unter den gleichen Bedingungen mit PBS inkubiert.

Die genauen Zahlenwerte der Zusammensetzung der jeweiligen Proteinkorona sind in
Tabelle 30a und Tabelle 30b zusammengefasst.

Tabelle 30: Auflistung der jeweils 10 haufigsten Proteine in der Proteinkorona von PLGA (a) und PLGA-
FexOy-SDS (b) nach massenspektrometrischen Analysen. Zur Vorbereitung wurden Partikel mit jeweils einer
Gesamtoberflache von 0,1 m? mit 500 pl Blutplasma flr eine Stunde bei 500 U/min auf dem Heiz-
ThermoMixer bei 37 °C inkubiert.

a) PLGA-SDS b) PLGA-Fe,O,-SDS
Protein Anteil an Protein Anteil an
Proteinkorona Proteinkorona
Albumin 20,1% Albumin 8,3%
Apolipoprotein H 7% Complement component 3 12,2%
Complement component 3 3,8% Complement factor H 4,8%
Fibrinogen gamma chain 2,1% Fibrinogen alpha chain 4,4%
Filamin B, beta 7,1% Fibrinogen gamma chain 5%
Gamma actin 17,1% Filamin B, beta 4,7%
Hemoglobin subunit epsilon 4% Gamma actin 9%
Histidine-rich glycoprotein 12,3% Histidine-rich glycoprotein 6,6%
Inter-alpha-trypsin inhibitor Inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4 5,5% heavy chain H4 5,1%
Talin 1 5,5% Kininogen-1 5,3%
Sonstige 12,5% Sonstige 34,6%
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Die Ergebnisse der beiden massenspektrometrischen Analysen werden in Abbildung 114
graphisch dargestellt.

a) PLGA-SDS
3,9%2,2% 7.3%
I Atbumin
l:l Complement component 3
- Fibrinogen gamma chain
I Fitamin B, beta
Gamma actin

Histidine-rich glycoprotein

- Inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4

- Apolipoprotein H
Hemoglobin subunit epsilon

P raiin 1

5.7% - Sonstige

41% 729

b) PLGA-Fe O -SDS

5%  47%

I Atbumin

l:l Complement component 3
- Fibrinogen gamma chain
[ I Filamin B, beta

I:I Gamma actin

I:I Histidine-rich glycoprotein
- Inter-alpha-trypsin inhibitor
4,8% heavy chain H4

- Complement factor H
- Fibrinogen alpha chain
- Kininogen-1

- Sonstige

Abbildung 114: Massenspektrometrische Analysen der Proteinkorona von PLGA-SDS und PLGA-Fe,O,-
SDS. Zur Vorbereitung wurden Partikel mit jeweils einer Gesamtoberflache von 0,1 m? mit 500
Blutplasma fur eine Stunde bei 500 U/min auf dem Heiz-ThermoMixer bei 37 °C inkubiert. Die Messungen
und Analysen wurden vom Institut fir molekulare Biologie gGmbH (IMB) in Mainz durchgefiihrt. Die
Kreisdiagramme zeigen die 10 Proteine, welche den groBten Anteil an der Proteinkorona besitzen.

6,6%

8,3%
5,1%

4,4%

34,6%

Bei den Partikeln PLGA-SDS machen die drei Proteine Albumin (20,1 %), Gamma actin
(17,1 %) und Histidin-rich glycoprotein (12,3 %) fast die Halfte aller Proteine der
Proteinkorona aus.

Die drei in der Proteinkorona der Partikel PLGA-Fe,Oy-SDS am haufigsten vertretenen

Proteine sind Complement component 3 (12,2 %), Gamma actin (9,0 %) und Albumin
(8,3 %).
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Die Proteinkorona enthalt keine Apolipoproteine, aber dafir insgesamt 9,4 %
Fibrinogene (Summe aus den Anteilen von Fibrinogen gamma chain und Fibrinogen
alpha chain).

Die verkapselten Eisenoxid-Partikel haben augenscheinlich einen enormen Einfluss auf
die Proteinkorona der Partikel.

Am grofBten ist der Unterschied im Albuminanteil, dieser ist bei PLGA-SDS 2,5fach so
hoch wie bei PLGA-Fe,O,-SDS. Auch der Gehalt an Gamma actin ist fast doppelt so hoch
bei PLGA-SDS im Vergleich zu PLGA-FeO,-SDS. Daflr betragt der Anteil an
Complement component 3 in der Proteinkorona von PLGA-SDS nur ein Viertel
verglichen mit PLGA-FeO,-SDS.

4.6.4 Schlussfolgerung

Bei Untersuchungen zum Wirkstofftransport Uber die BHS mit anschlieBender
Wirkstofffreisetzung  haben  sich  polymere  Nanopartikel als einer  der
erfolgversprechendsten Tragersysteme ergeben.>'®5l Die Untersuchungen der BHS in
dieser Arbeit konzentrierten sich auf die humane Glioblastomzelllinie U-251 MG. Die
Glioblastomzellen gehdren zu den Gliazellen und stellen eine der wichtigsten Zielzellen
fur Nanopartikel als Wirkstofftransporter ins Hirn dar.

Eine gesteigerte Partikelaufnahme von PLGA-Nanopartikeln  mit verkapselten,
magnetischen Eisenoxid-Partikeln in Zellen der humanen Glioblastomzelllinie U-251 MG
wurde unter Einfluss eines magnetischen Feldes beobachtet. Bereits ohne Magnetfeld
zeigte sich eine erhohte Aufnahme der Partikel mit verkapseltem Magnetit im Vergleich
zu Partikeln ohne. Die Eisenoxid-Partikel erhohen die Dichte der Nanopartikel, sodass
diese schneller sedimentieren. Somit erreichen die Partikel die adharenten Zellen am
Boden des Gefales friher und konnen so eher aufgenommen werden. Wie bereits in
anderen Arbeiten gezeigt werden konnte, hat die Aufnahme der magnetischen PLGA-
Partikel in die Zellen keinen negativen Einfluss auf das Zellwachstum.>20

Da bei der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie nicht nur Zellen detektiert werden,
welche Nanopartikel erfolgreich in ihrem Cytoplasma aufgenommen, sondern auch
solche, die lediglich auf ihrer Oberflache absorbiert werden, erfolgte zusatzlich eine
Verifizierung der Partikelaufnahme mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
(CLSM).
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Hierbei wurde deutlich, dass die PLGA-Nanopartikeln groBtenteils erfolgreich in den
cytoplasmatischen Raum der Glioblastomzellen aufgenommen worden sind. Ein geringer
Anteil der Partikel lag jedoch auch in der Zellmembran vor.

Da die Verkapselung von Eisenoxid-Partikeln in eine kolloidale PLGA-Matrix einen
starken Einfluss auf die Zusammensetzung der Proteincorona zu haben scheint,
unterscheiden sich die ansonsten sehr ahnlichen Nanopartikel deutlich voneinander.
Daher ware es interessant auch mit den PLGA-Partikeln mit verkapseltem Eisenoxid noch
mikroskopische Aufnahmen der Zellaufnahme zu untersuchen.

Die Aufnahme von Nanopartikeln durch Zellen erfolgt meist Uber Rezeptor- oder
Adsorptions-vermittelte Endozytose. Durch die Aufnahme der Partikel in Endosomen
sinkt ihr pH-Wert in den sauren Bereich, so dass sie sich weiter zu Lysosomen
entwickeln.

Dies hat zur Folge, dass die Partikelhille abgebaut und der verkapselte Inhalt freigesetzt
wird.B2" Daher wurde erwartet, dass eine Vielzahl der Partikel in Lysosomen bzw.
Endolysosomen (= mit Lysosomen verschmolzene Endosomen) vorzufinden sind.[>22-52%]
Dies ware durch Co-Lokalisationen in gelb bzw. orange des roten Lysosomenfarbstoffes
mit dem grunen Farbstoff der PLGA-Partikel zu beobachten gewesen.

In der Arbeit von Frohlich et al.5?%! wurden Polystyrol-Nanopartikeln mit einer GroBe von
uber 100 nm erst nach 24 Stunden in lysosomalen Strukturen vorgefunden. Da im
Rahmen dieser Arbeit allerdings nur eine Inkubation fur 20 Stunden erfolgte, ist davon
auszugehen, dass sich die PLGA-Partikel noch in frihen endosomalen Strukturen
befinden. Diese Strukturen sind nicht sauer, sodass sie sich nicht mit dem
Lysosomenfarbstoff Lysotracker® Deep Red anfarben lassen. Hinzu kommt, dass eine
exakte Lokalisierung von PLGA-SDS nicht maoglich war, da auch ein Anfarben der
Zellmembran stattgefunden hat. Dies lasst vermuten, dass durch in bzw. an der
Membran befindliche Partikel der pH-Wert dort sehr stark gesenkt wurde und diese
deswegen ebenfalls angefarbt wurde.

Tumorzellen, wie die Glioblastoma, besitzen eine hohe Anzahl an LDL-Rezeptoren an
ihrer Zellmembran, welche ApoE als Liganden haben.52”! Bereits in anderen Arbeiten
konnte beobachtet werden, dass bei Stabilisierung mit Tween®80 die Proteincorona zu
einem groBen Teil aus ApoE besteht, was dann zu einer erhdhten Partikelaufnahme der
Zellen fuhrte 1428
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Alle im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Nanopartikel wurden mit SDS stabilisiert und
zeigen keine erhohten Mengen an Apolipoproteinen in ihrer Proteinkorona, was eine
gezielte Partikelaufnahme ins Cytoplasma der Zellen fordern wurde. AuBerdem besitzt
PLGA-SDS einen hohen Anteil an Albumin in seiner Proteinkorona. Dies kann nach
Ergebnissen von Zensi et al.>®! eine Partikelaufnahme an der BHS stark reduzieren. Bei
Verwendung von auf Albumin basierten Nanopartikeln ist eine erfolgreiche Aufnahme
der Partikel ins Cytoplasma nur durch Funktionalisierung mit Apolipoproteinen
maoglich.? Die Ergebnisse der Masterarbeitarbeit von Helen Onyemal*?® unterstitzen
die Hypothese, dass eine Aufnahme von Nanopartikeln ausschlieBlich ins Cytoplasma
nur dann erfolgt, wenn die Proteinkorona zu einem Grof3teil aus Apolipoproteinen und
Complement components besteht.*?®! Daher waren zukUlnftige Aufnahmestudien mit
den Partikeln PLGA-Fe,Oy-SDS auBerst interessant, da diese im Vergleich zu PLGA-SDS
einen deutlich geringeren Anteil an Albumin und daflr einen wesentlich hoheren Anteil
an Complement components in ihrer Proteinkorona aufweisen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die reproduzierbare Darstellung
polymerbasierter Nanopartikel mit kontrollierten Eigenschaften untersucht, ein
kontinuierlicher Prozess entwickelt und ein daraus resultierender Laboraufbau etabliert.
Dieser Laboraufbau basiert auf einer Kombination der Miniemulsionstechnik mit der
Losungsmittelverdampfungsmethode, der sogenannten ,,emulsion solvent evaporation
technique”. Diese Technik stellt ein wertvolles Verfahren dar, um eine breite Palette
polymerbasierter ~ funktioneller ~ Verbundwerkstoffe im  Submikrometerbereich
herzustellen und hydrophobe Materialien effektiv zu verkapseln.

Der hier entwickelte kontinuierliche Prozess erlaubt durch Anpassung der
Reaktionsparameter die reproduzierbare Darstellung unterschiedlicher polymerer
Nanopartikel mit Durchmessern zwischen 50 nm und 250 nm. Im Vergleich zur
Durchfihrung mittels der klassischen Batch-Methodik konnte eine engere
GroBenverteilung sowie ein hoherer Grad der Verkapselung in deutlich kdrzerer Zeit und
mit wesentlich geringerem Energieaufwand realisiert werden.

Die Prozessfihrung erfolgt durch Verwendung eines statischen Mikromischers mit
nachgeschalteter Durchflussultraschallzelle, um so eine Miniemulsion mit definierter
TropfchengroBe herzustellen. Direkt im Anschluss erfolgt das effiziente Verdampfen des
Losungsmittels der kontinuierlichen Phase mittels eines Fallfilmmikroreaktors als
sogenanntes .~Downstream Processing”. Die resultierende wassrige
Nanopartikeldispersion erfordert so keine weitere Aufreinigung.

Wesentlich zur Gestaltung des Gesamtprozesses waren die Untersuchungen des STACK-
1x-FFMR-LAB-V2 Fallfilmreaktors bezuglich seiner Wirksamkeit fur das kontinuierliche
Stripping von Tetrahydrofuran (THF) aus dem eingesetzten THF-Wasser-Gemisch
(33 Vol% THF in Wasser). Dafur wurde der Massentransfer flr das Stripping mit
Stickstoff bei unterschiedlichen Reaktionsparametern (Temperatur, FlUssigkeits- und
Gasflussrate) gemessen. In enger Zusammenarbeit mit der Simulationsabteilung des
Fraunhofer IMM wurde ein  Massentransfermodell zur Beschreibung des
Strippingprozesses eines binaren Systems entwickelt, das eine gute Ubereinstimmung
mit den experimentell gewonnenen Daten besitzt.
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DarUber hinaus konnte die Eignung des Fallfilmreaktors fiur effizientes Verdampfen im
Rahmen des Downstream Processings bei der Herstellung sowohl von Poly(lactid-co-
glycolid)-Nanopartikeln (PLGA) als auch von Pluronic® L121-Polymersomen mit der
Nanoprazipitationsmethode demonstriert werden.

Dabei wurde gezeigt, dass es durch das extrem schnelle Abdampfen von THF als Co-
Losungsmittel im Falle der Herstellung der Pluronic® L121-Polymersomen zu keiner
Anderung der GroBe oder Gite der Kolloide kommt.

Dahingegen wurden bei der Darstellung von PLGA-Nanopartikeln unter Einsatz des
Fallfilmmikroreaktors zum kontinuierlichen Abdampfen des THF als selektivem
Losungsmittel kleinere Partikel mit einer etwas engeren GroBenverteilung erhalten im
direkten Vergleich zu den Partikeln, bei denen das Abdampfen im Batch stattgefunden
hat.

Das sehr schnelle, kontinuierliche Abdampfen des Antisolvents Uber den
Fallfilmmikroreaktor zeigt somit einen positiven Einfluss auf die GroBenverteilung und
damit die Gute der Partikel bei der Herstellung von PLGA-Nanopartikeln Uber
Nanoprazipitation.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine Versuchsanlage zur kontinuierlichen
Darstellung polymerer Nanopartikel mit der Miniemulsionstechnik in Verbindung mit der
Losungsmittelverdampfungsmethode entwickelt, konstruiert und aufgebaut.

Eine  Evaluierung erfolgte durch  Untersuchung des Einflusses einzelner
Reaktionsparameter ~ (Polymer-  und  Tensidkonzentration, = Molekulargewicht,
Mischverhaltnis) auf die resultierende PartikelgroBe und deren Reproduzierbarkeit mit
Polystyrol als Referenzpolymer.

Bei dieser Versuchsreihe konnten reproduzierbar Partikel mit mittleren Durchmessern
zwischen 50 nm und 250 nm hergestellt werden. Gleichzeitig wurde exemplarisch
gezeigt, dass geringe Anderungen der Reaktionsparameter reproduzierbar Anderungen
der Partikeleigenschaften hervorrufen.

Um die Eignung des Aufbaus flr eine Vielzahl unterschiedlicher Polymere zu
demonstrieren, wurden exemplarisch einige ausgewahlte Beispiele (Polylactid und
Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA)) naher untersucht.

Der Aufbau ist ebenfalls zur Darstellung unterschiedlicher Hybridpartikel geeignet:
Modellhaft wurde das Potential einer hocheffizienten Verkapselung hydrophober
Komponenten in einer Polymermatrix anhand von Polystyrol-Nanopartikeln mit
unterschiedlichen Massenanteilen an magnetischen Eisenoxid-Partikeln demonstriert.
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Es hat sich gezeigt, dass dadurch sogar hohere Verkapselungseffizienzen im Vergleich
zur Literatur erzielt werden konnten.

Dartber hinaus wird durch die Darstellungsmethode der Partikel — die Kombination aus
Miniemulsionstechnik und Losungsmittelverdampfungsmethode — eine Kontrolle Uber
die Partikelmorphologie ermoglicht; dies wurde durch die Darstellung polymerer Janus-
Partikel — bestehend aus Polystyrol und Poly-L-Lactid — in unterschiedlichen
Zusammensetzungen gezeigt.

Besonders fur biomedizinische Anwendungen ist es oftmals in der Diagnostik
notwendig, eine Fluoreszenzmarkierung zu nutzen. Daher wurde Nilrot als
fluoreszierende Modellsubstanz mittels PLGA als polymerer Matrix kolloidal verkapselt.
Dabei zeigten sich abhangig von der Art der Prozessfihrung deutliche Unterschiede im
Lumineszenzverhalten der isolierten Nanopartikel. Wahrend die klassische Batch-
Methodik fluoreszierende Partikel generierte, wurde bei kontinuierlicher Prozessfiihrung
eine Loschung der Fluoreszenz durch die Verkapselung beobachtet.

Dies kann auf das extrem schnelle Abdampfen des organischen Losungsmittels Uber den
Fallfilmmikroreaktor zurlckgefihrt werden. Interessanterweise hat sich auch gezeigt,
dass durch ein Auflésen der Partikel und erneute Bildung im Batch-Verfahren
vergleichbare Fluoreszenzwerte zu den Partikeln, die direkt im Batch hergestellt wurden,
erzielt werden konnten, was beweist, dass es durch die kontinuierliche Verkapselung zu
keinen negativen EinflUssen auf den Farbstoff gekommen ist.

Perspektivisch konnten diese kontinuierlich prozessierten Partikel als molekulare Sonden
von Bedeutung sein, bei denen erst ein Fluoreszenzsignal auftritt, wenn der Farbstoff
aus dem Hybridpartikel freigesetzt wird.

Durch eine kontinuierliche Prozessfihrung kann so ein , Ausschalten” der Fluoreszenz
bei Verkapselung und ein erneutes , Einschalten” zur Verfolgung der Freisetzung gezielt
herbeigefihrt werden.

Derartige nanopartikulare Sonden sind von besonderem Interesse flr biomedizinische
Untersuchungen, bei welchen eine getriggerte Wirkstofffreisetzung erst am Zielort
erfolgen soll. Konventionelle fluoreszenzmarkierte Partikel leuchten zu jeder Zeit und es
ist nicht unbedingt eindeutig zu belegen, ob das Fluoreszenzsignal von dem gesamten
Hybridpartikel kommt oder lediglich von einem einzelnen Farbstoffmolekil nach einer
Wirkstofffreisetzung.

Demgegentber hatte die Sonde den Vorteil, dass erst bei Freisetzung ein
Fluoreszenzsignal beobachtet werden kdonnte und so die genaue Zeit oder Zeitspanne
sowie der Ort bestimmt werden kénnten.
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An dieser Stelle wurden sich weitere Versuche anbieten, die sich mit folgenden
Fragestellungen beschaftigen:

= Nutzung einer Polymermatrix bei der eine gezielte Freisetzung z.B. durch
Temperatur oder pH-Wert getriggert werden kann.

= Experimente zur gleichzeitigen Verkapselung weiterer Substanzen wie z.B. von
Wirkstoffen.

= Untersuchungen von geeigneten solvatochromen Farbstoffen, auch unter
relevanten physiologischen Bedingungen.

Polymere Nanopartikel sind eines der erfolgversprechendsten Tragersysteme fir den
Wirkstofftransport Uber die Bluthirnschranke mit anschlieBender Wirkstofffreisetzung.
Um die Uberwindung der Bluthirnschranke zu fokussieren, wurden magnetische
Eisenoxid-Partikel in Poly(lactid-co-glycolid)-Nanopartikeln verkapselt. Die Eisenoxid-
Partikel bieten nicht nur die Maoglichkeit, Gber ein externes Magnetfeld gezielt
angereichert zu werden, sondern auch Udber Hyperthermie fir eine gezielte
Wirkstofffreisetzung genutzt zu werden. Darlber hinaus konnen sie gleichzeitig fur
bildgebende in vivo-Verfahren verwendet werden.

Um dies zu zeigen, wurde in abschlieBenden Zellversuchen mit der humanen
Glioblastomzelllinie U-251 MG, die Partikelaufnahme von Poly(lactid-co-glycolid)-
Nanopartikeln mit und ohne verkapselte magnetische Eisenoxid-Partikel in An- und
Abwesenheit eines Magnetfeldes untersucht.

Bereits ohne Einfluss eines Magnetfeldes wurde eine gesteigerte Partikelaufnahme im
Vergleich zu vergleichbaren Nanopartikeln ohne Eisenoxide erzielt. Durch Anlegen eines
Magnetfeldes wurde eine schnellere und signifikant erhohte Aufnahme beobachtet. Die
Aufnahme der Nanopartikel hatte keinen negativen Einfluss auf die Viabilitat der Zellen.
Die Ergebnisse sind eine vielversprechende Grundlage fur weitere Untersuchungen mit
einer zusatzlichen Beladung der Partikel mit einem Wirkstoff.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind damit richtungsweisend fir eine schnelle,
kostengunstige Darstellung polymerbasierter Nanopartikel mit breitem
Anwendungsspektrum und die eigens entwickelte Versuchsanlage erlaubt selbst die
Herstellung komplexer biomedizinisch-relevanter Nanopartikel.
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Das entwickelte kontinuierliche Verfahren bietet nicht nur die Maoglichkeit zur
Herstellung maBgeschneiderter Hybridpartikel, sondern besitzt auch in Zukunft durch
eine automatisierte Prozesssteuerung sowie die Integration von inline/online Analytik
groBes Potential um den Prozess und die Anlage fir ein steriles, GMP-konformes
Arbeiten zu modifizieren.

Je nach Anwendung kann es langfristig notwendig werden, den Durchsatz des
entwickelten Verfahrens zu erhohen. Dafur bietet die Mikroverfahrenstechnik
Maoglichkeiten, dies durch Scale-up oder ein Numbering-up aufgrund des hohen
Prozessverstandnisses vergleichsmaBig einfach zu erreichen.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde eingehend die kontinuierliche Herstellung und
Aufarbeitung polymerer Nanopartikel sowie die Verkapselung hydrophober Substanzen
untersucht. Aufbauend auf den daraus resultierenden Erkenntnissen wurde ein
Verfahren entwickelt sowie ein Laboraufbau konzipiert und evaluiert.

Die Vielfalt der bereits erfolgreich hergestellten Nanopartikel in Verbindung mit dem
generierten hohen Prozessverstandnis legen eine wertvolle Grundlage fir weitere
Forschungsarbeiten zur reproduzierbaren Herstellung maBgeschneiderter, funktioneller
Hybridpartikel fir die unterschiedlichsten Anwendungsgebiete.
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

6.1 Verwendete Chemikalien und Losungsmittel

Chloroform: 99.0-99.4% stabilisiert, AnalaR NORMAPUR® ACS, Reag. Ph. Eur. zur
Analyse, VWR Chemicals, Deutschland.

Ferrofluid: (hydrophobe mit Olsdure stabilisierte Eisenoxid-Partikel), Webcraft GmbH,
Gottmadingen, Deutschland bezogen.

Nilrot: Fluka, Buchs, Schweiz
PLGA: Poly(D,L-lactid-co-glycolid), Resomer® RG 752 H, acid terminated, Lactid zu
Glycolid-Verhaltnis = 75:25, Sigma-Aldrich, Mw = 4.000-15.000 g/mol, Sigma Aldrich,

Deutschland.

PLLA: Biomer L9000, Hersteller: Biomer, Poly(L-lactid), Mn ~ 66500 g/mol,
Mw ~ 145000 g/mol.

Pluronic® L121: Poly(ethylene glycol)-block-poly(propylene glycol)-block-poly(ethylene
glycol), Mn ~4,400, Sigma-Aldrich, Deutschland.

PMI: N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-dicarbonacidimide (PMI), BASF,
Deutschland.

Polystyrol: drei unterschiedliche Molmassen (Mw = 35.000 g/mol, Mw = 192.000 g/mol
und Mw = 280.000 g/mol), Sigma-Aldrich, Deutschland.

Reinstwasser: Milli-Q Plus, Merck Millipore, Deutschland.
SDS: Sodiumdodecylsulfat, Sigma Aldrich, Deutschland.
THF: > 99.9%, inhibitor-free, Sigma-Aldrich, Deutschland.

Die fur die Zellaufnahmestudien in Kapitel 4.6 bendtigten Gerate, Chemikalien, etc.
werden separat in Kapitel 6.3.6 aufgelistet.

253



EXPERIMENTELLER TEIL

6.2 Verwendete Gerate

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Gerate aufgeflhrt mit
Ausnahme derer aus den Zellaufnahmestudien (Kapitel 4.6), diese werden gesondert in
Kapitel 6.3.6.7 aufgefihrt.

6.2.1 Partikelherstellung

HPLC Pumpe: AZURA P 4.1S, Knauer, Berlin, Deutschland, mit 10 mL/min Pumpenkopf
aus Edelstahl.

Spritzenpumpe: Nexus 6000 Syringe Pump, nexus automation GmbH, Eberstalzell,
Osterreich.

SIMM-V4: statischer Mikromischer SIMM-V4, Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland.

ULTRA-TURRAX®: T 18 digital ULTRA-TURRAX®, IKA®-Werke GmbH & Co. KG
Staufen, Deutschland.

Die Ultraschalldurchflusszelle der Firma Hielscher (Berlin, Deutschland) bestand aus

folgenden Einzelkomponenten:

UIS250MFC: Ultraschall-Prozessor in Spezialausfihrung zum Betreiben einer
Mini-Durchflusszelle (DMINI), Leistung: 250 Watt, Frequenz 24kHz, automatische
Frequenzregelung, Amplitude einstellbar 20-100%, Generator und Schallwandler
getrennt

DMINI:  spezielle  Mini-Durchfluss-Zelle/Minireaktor ~ mit  Glasrohr  als
Beschallungsraum, @ innen: 2,4mm, Lange: «ca. 300mm, davon
Beschallungszone: 140mm, im Edelstahlmantel, mit je 2 AnschlUssen far Kahl-
und Schallibertragungsflissigkeit

ST250 UIP250: Stativ zur Aufnahme eines UIP250MFC mit DMINI aus Edelstahl
ValveMano fir UIS250MF: Regulierbares Uberdruckventil mit Manometer zur
Regelung und Anzeige des Druckes der Kuhl- und Schalliibertragungsflissigkeit
an der DMINI

PowMet230: Leistungs-Messgerat PowMet230, fir die Anzeige der
Momentanleistung, der kumulierten Energieaufnahme und kumulierten
Betriebszeit, 230V-1P, 50-60Hz.

Fallfilmmikroreaktor: STACK-1x-FFMR-LAB-V2, Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland.
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LAUDA ECO E 4 Temperierbad, LAUDA DR. R. WOBSER GMBH & CO. KG, Lauda-
Kénigshofen, Deutschland.

Postnova PN 1610 Syringe Dosing System pump, Postnova Analytics GmbH, Landsberg
am Lech, Deutschland.

Branson 450 W Digital Sonifier, Marshall Scientific, USA.

Temperierbare Schuttelplatte: DITABIS HLC Heiz-Thermomixer MHR 23, DITABIS AG -
Digital Biomedical Imaging Systems AG, Pforzheim, Deutschland.

Vortexer, Heidolph™ Vortex Top Mix Stirrers, Thermo Fisher Scientific, Deutschland.
Magnetrthrer mit Thermometer, Heidolph, Schwabach, Deutschland.

Kern ABJ 320-4NM Feinwaage, KERN & SOHN GmbH, Balingen-Frommern,
Deutschland.

6.2.2 Lichtstreuung

Die PartikelgroBe und Standardabweichung wurde mit dynamischer Lichtstreuung an
einem NANO-flex® (Microtrac, Meerbusch, Deutschland) bei einem Winkel von 180°
ohne weitere Aufreinigung bestimmt. In Einzelfallen wurden die Proben mit
Reinstwasser zum Messen verddnnt.

6.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die  Morphologie  der  Partikel wurde mit einem Zeiss EM 902
Transmissionelektronenmikroskop bei 120 kV Beschleunigungsspannung mit einer CCD-
Kamera aufgenommen.

Dazu wurden die Dispersionen mit Reinstwasser verdinnt, auf 300er Kohlenstoff-
beschichteten Kupfergrids getropft und bei Raumtemperatur getrocknet.

Fur die Cryo-TEM-Aufnahmen wurde ein Vitrobot (FEI) zur Vitrifizierung der Proben

genutzt. Die Grids (Holey Carbon Films R2/1, Quantifoil) wurden im Plasma-Ofen im
Argon-Sauerstoff-Strom gereinigt und anschlieBend 5 ulL Probe aufgetragen.
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Die Probe wurde in kondensiertem Propan unter Kuhlen mit flissigem Stickstoff vor der
TEM-Analyse schockgefroren.

Ein GrofBteil der in dieser Arbeit gezeigten TEM-Analysen wurde dankenswerterweise
von (oder nach Anleitung von) Raphael Thiermann aufgenommen.

6.2.4 Dichtemessung

FUr die Dichtemessungen wurde mit dem Dichtemessgerat Mettler Toledo D45 mit
automatisierter Probenzufuhr und Reinigungseinheit SC1 von der Mettler-Toledo GmbH
(GieBen, Deutschland) gearbeitet. Durch einen Ansaugschlauch konnte die Messzelle
gespllt und anschlieBend beflllt werden. Das Gerat hat automatisch die Probe auf die
jeweils eingestellte Temperatur temperiert und so lange Messungen durchgefihrt bis die
Ergebnisse konstant waren.

6.2.5 UV/VIS-Spektroskopie

Die UV/VIS-Spektren wurden mit demUV/VIS-Spektrometer Cary Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer des Herstellers Agilent Technologies (Deutschland) durchgefthrt.

Die UV/VIS-Spektren wurden in einem Wellenlangenbereich von 1050 nm bis 200 nm
mit einer Geschwindigkeit von 200 nm/min gemessen. Die Konzentration der Proben
wurde so angepasst, dass die Absorption < 1 war. Die Messungen erfolgten in
Prazisions-Klvetten aus optischem Spezialglas der Firma Hellma. Die Auswertung
erfolgte mit der Software ,, Excel”.
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6.3 Versuchsdurchfihrung

Im Folgenden werden die genauen Versuchsdurchfihrungen unter Angabe aller
Reaktionsparameter detailliert beschrieben.

Vor jeder Synthese im Mikromischer wurden die Pumpen auf Ungenauigkeiten der
Flussrate, die Mischer auf Verstopfung und die Schlauche auf Verunreinigungen gepruft.

Nachdem durch Starten der Pumpen der jeweilige Prozess gestartet wurde, wurde das
1,5 fache des Totvolumens des jeweiligen Aufbaus an eluierter Probe verworfen, um
sicher zu stellen, dass der Prozess einen stabilen Zustand erreicht hat. Danach wurden
die Proben in Schraubdeckelglasern aufgefangen.

6.3.1 Verdampfen von THF aus einem THF-Wasser-Gemisch durch Stickstoff
Stripping mit dem Fallfilmmikroreaktor STACK-1x-FFMR-LAB-V2

Die Versuche zum Strippen von THF wurden mit einer wassrigen 33 %igen THF-L6sung
(Volumenprozent) mit einem  STACK-1x-FFMR-LAB-V2['8l Fallfilmmikroreaktor
durchgefihrt. Der STACK-1x-FFMR-LAB-V2 Fallfilmmikroreaktor wurde am Institut fur
Mikrotechnik Mainz entwickelt und gefertigt und ist erhaltlich bei microdindustries
GmbH, Deutschland.

Zur Evaluierung unterschiedlicher Reaktionsparameter auf den THF Gehalt im Eluat
wurde die Flussrate des THF-Wasser-Gemischs mittels einer Postnova PN 1610
Spritzenpumpe variiert (1 mL/min, 2 mU/min, 4 mU/min). Die Temperatur der
HeizflUssigkeit wurde mit dem Warmethermostat LAUDA ECO E 4 auf verschiedene
Temperaturen unterhalb des Siedepunkts von THF (65,81 °C) eingestellt (55 °C, 60 °C
und 65 °C) und durch einen zirkulierenden Wasserkreislauf konstant gehalten.

Die Flussrate des Stickstoffgases wurde schrittweise von 0 mL/min bis zu 1000 mL/min
Uber einen Gasflussregler eingestellt. Der Gasstrom wurde im Gegenstrom zur
Flussrichtung des THF-Wasser-Gemischs angelegt. Sowohl die Gasphase als auch die
flissige Phase wurden nicht vorgewarmt, sondern gelangten mit Raumtemperatur
(22 °C) in den Reaktor. Das Eluat verlieB den Reaktor durch einen am Ausgang
befestigten Schlauch und wurde gesammelt.

Die Quantifizierung des Restgehalts an THF im Eluat erfolgte mit hoher Prazision (Fehler
< 0,1 %) durch Dichtmessungen mit einem Mettler Toledo DE45 Biegeschwinger.

257



EXPERIMENTELLER TEIL

Die effektive Verdampfungsrate von Wasser und THF wurde Uber die Flussratendifferenz
am Ein- und Ausgang des Reaktors ermittelt.

Dazu wurde Uber einen definierten Zeitraum das Eluat in einem Messzylinder gesammelt
und mit einer Kern ABJ 320-4NM Waage die Masse des ELuats bestimmt.

FUr eine schematische Darstellung des Aufbaus der Anlage zum Betrieb des FFMRs siehe
Abbildung 52, Kapitel 4.1.3.

DurchflUhrung der Kalibrierung zur Dichtebestimmung

Zur Kalibrierung wurde eine Verdinnungsreihe fir THF in Wasser aufgestellt. Daflr
wurden Gemische mit folgendem Volumenanteil an THF hergestellt: 100 %, 75 %, 50
%, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 %, 0,25%, 0,1 %, 0,05 % und 0,01 %.

Um den Fehler maglichst gering zu halten, wurden die Anteile an THF und Wasser Uber
deren Literaturdichte berechnet und bei 20 °C eingewogen. Der Fehler der Waage
(KERN ABJ 320-4NM) betragt + 0,1 mg, dies entspricht einem maximalen Fehler von
weniger als einem Prozent bei der geringsten Verdinnung.

Die Dichtemessungen wurden mit einem Mettler Toledo DE45 Biegeschwinger in der auf
25 °C temperierten Messzelle durchgeflihrt und jeweils dreimal wiederholt. Die
Auswertung erfolgte in Origin Uber ein Anfitten der Messdaten mit einem Polynom
2.Grades (vergleiche Abbildung 54, Kapitel 4.1.3).
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6.3.2 Kontinuierliche Darstellung von mit Eisenoxid-Nanopartikeln beladenen
Polymersomen aus Pluronic® L121 mit separatem kontinuierlichen
Abdampfen von THF liber den Fallfilmmikroreaktor

Eine Losung von Pluronic® L121 in THF mit einer Konzentraion von 10 g/L wurde im
Reservoir vorgelegt. Die hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel wurden ohne weitere
vorherige Aufreinigung zu der Polymerldsung zugegeben und die Menge so gewahlt,
dass die Konzentration 25 % in Bezug auf die Polymerkonzentration betrug. In einem
zweiten Reservoir befand sich Reinstwasser als selektives Losungsmittel.

Aus jedem Reservoir wurde mit jeweils einer HPLC-Pumpe (Knauer AZURA P 4.1S) das
Wasser bzw. die Polymer-Eisenoxid-Losung hin in den Raupenmischer (Modell CPMM-
V1.2-R300) gepumpt. Das Mischverhaltnis betrug in Anlehnung an die Arbeiten von
Raphael Thiermann(® und Regina Bleul? 1,5 : 10 mit absoluten Flussraten von
1,5 mL/min fur die Polymerlésung und 10 mL/min fir das Wasser.

Da der Tribungspunkt von Pluronic® L121 bei 14 °C fir eine 1%ige wassrige Losung???
liegt, wurden sowohl die Vorratsflaschen mit der Polymer-Eisenoxid-Losung und dem
Wasser sowie der Raupenmischer in ein auf 22 °C temperiertes Wasserbad gestellt, um
bei konstanter und reproduzierbarer Temperatur zu arbeiten und einen Abfall der
Loslichkeit der Polymere bzw. einen Phasenlbergang auszuschlieBen.

Die hergestellten Vesikel wurden in einem Vorratsgefal3 gesammelt und von dort aus —
um das THF abzudampfen — mit einer Postnova PN 1610 Spritzenpumpe Uber einen
STACK-1x-FFMR-LAB-V2['%8 Fallfilmmikroreaktor gepumpt.

Mit Hilfe des Warmethermostat LAUDA ECO E 4 wurde der Fallfilmmikroreaktor auf
60 °C temperiert.

Die Flussrate des Stickstoffgases wurde auf 650 mlL/min Uber einen Gasflussregel
eingestellt und im Gegenstrom zur Flussrichtung der Partikeldispersion angelegt. Sowohl
die Gasphase als auch die flUssige Phase wurden nicht vorgewarmt, sondern gelangten
mit Raumtemperatur (22 °C) in den Reaktor. Das Eluat verlie3 den Reaktor durch einen
am Ausgang befestigten Schlauch und wurde in einer Schraubdeckelflasche gesammelt.
Konnte bei einer Geruchsprobe noch THF festgestellt werden, wurde es erneut bei
gleichen Parametern (Flussrate, Temperatur, Stickstoffgegenstrom) erneut Uber den
Fallfilmmikroreaktor gepumpt und erneut in einer separaten Schraubdeckelflasche
aufgefangen.
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Als Referenz wurde jeweils noch ein Probengefal3 zum Abdampfen bei Raumtemperatur
stehen gelassen wurde, bis in der Probe kein THF mehr vorhanden war
(Geruchskontrolle/ olfaktorischer Test). Die Geruchsschwelle von THF liegt bei 2 —
7,4 ppm.[249

Die beiden Versuche (Abdampfen im Batch und semikontinuierliches Abdampfen)
wurden jeweils dreimal wiederholt.

Die Versuchsdurchflhrung ist schematisch in Abbildung 64, Kapitel O dargestellt.

Die PartikelgroBe wurde mit dynamischer Lichtstreuung am NANO-flex® ohne weitere
Verdunnung bei einem Winkel von 180° charakterisiert.

Eine Visualisierung der Vesikel erfolgte durch Transmissionselektronenmikroskopie mit
dem Zeiss EM 902 bei 80 kV.

Die Quantifizierung des Restgehalts an THF im Eluat erfolgte Gber Dichtemessungen mit
einem Mettler Toledo DE45 Biegeschwinger. Dazu wurde die Probe bei 20.000 rpm
(engl.: revolutions per minute, dt. Umdrehungen pro Minute) fir 30 min zentrifugiert
um ein Abtrennen der Vesikel zu erreichen und anschlieBend die Dichte des Uberstandes
gemessen.

6.3.3 Herstellung im Batch, semikontinuierlich und kontinuierlich von PLGA
Nanopartikeln durch Nanoprazipitation

Das Darstellungsprinzip der Nanopartikel aus PLGA (Poly(D,L-lactid-co-glycolid))
(Resomer® RG 752 H, My = 4.000-15.000 g/mol Lactid zu Glycolid-Verhaltnis = 75:25,
Sigma-Aldrich) basiert auf der Methode der Nanoprazipitation.

Herstellung im Batch:

Bei der Batchherstellung von PLGA-Nanopartikeln wurde in einem Gefal3 eine 3 wt%
wassrige SDS-Losung (Natriumdodecylsulfat) bei Raumtemperatur mit 500 rpm gerUhrt.
Dazu wurde dann in verschiedenen Mischverhaltnissen (1:3, 1:5 und 1:7 organische zur
wassrige Phase) die organische Phase zugegeben. In der organischen Phase lag PLGA in
unterschiedlichen Konzentrationen in THF geldst vor (0,25 wt%, 1 wt%, 2 wt% und
3 wt%). Bei der Zugabe tribte sich das Gemisch sofort.
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Um das THF abzudampfen, wurden die Proben fir 3 h bei 40 °C und 500 rpm auf eine
temperierbare Schittelplatte (DITABIS HLC Heiz-Thermomixer MHR 23) gestellt.

Semi-kontinuierliche Herstellung:

Bei der (semi-) kontinuierlichen Herstellung von PLGA-Nanopartikeln wurde das
kontinuierliche Mischen einer PLGA-LOosung mit Wasser durch einen Mikromischer
(SIMM V2) umgesetzt.

Als Tensid wurde SDS mit 3 Gewichtsprozent (wt%) in Wasser, dem Antisolvent flr die
Nanoprazipitation von PLGA, gelost und in einem Vorratsreservoir vorgelegt. In dem
zweiten Reservoir befand sich in THF gelostet PLGA in unterschiedlichen
Konzentrationen (0,25 wt%, 1 wt%, 2 wt% und 3 wt%).

Mit Hilfe von zwei HPLC-Pumpen (Knauer AZURA P 4.1S) wurde eine Gesamtflussrate
von 4 ml/min eingestellt. Dabei wurden Mischverhaltnisse von 1:3 (1 mL/min:
3 mL/min), 1:5 (0,65 mL/min: 3,35 mL/min) und 1:7 (0,5 mL/min: 3,5 mL/min) von der
organischen zur wassrigen Phase eingestellt.

Zum Abdampfen des THFs wurden die Proben nach dem Mischer gesammelt und fur 3 h
bei 40 °C und 500 rpm auf einer temperierbaren Schuttelplatte (DITABIS HLC Heiz-
Thermomixer MHR 23) gerthrt.

Kontinuierliche Herstellung:

Bei der kontinuierlichen Herstellung erfolgte das Abdampfen des THFs kontinuierlich im
direkten Anschluss an den Mischer Uber einen Fallfilmmikroreaktor (STACK-1x-FFMR-
LAB-V2). Dieser wurde auf 65 °C temperiert und mit einem Stickstoffgegenstrom von
650 mL/min betrieben. Nach Durchlaufen des FFMRs war der olfaktorische Nachweis
von THF in der Probe negativ.

Eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus befindet sich in Kapitel 4.3.2,
Abbildung 68.

Die GroBenbestimmung der hergestellten Partikel erfolgte mit Lichtstreuung am NANO-

flex® bei einem Winkel von 180° und es wurden zudem von einigen Proben TEM-Bilder
aufgenommen.
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Dazu wurde fUr die getrockneten Proben ein mit flissigem Stickstoff geklhlter Halter
verwendet, damit ein Degradieren der Partikel durch Kettenspaltung der Polymere
vermieden werden konnte.B%:341 Die TEM-Aufnahmen wurden freundlicherweise von
Raphael Thiermann durchgefihrt.

6.3.4 Darstellung von Polystyrol-Nanopartikel durch die Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik und Evaluierung des entwickelten
Versuchsaufbaus durch Variation unterschiedlicher Parameter

Die Herstellung der Partikel basierte auf einer Kombination der Miniemulsionstechnik
mit  der  Losungsmittelverdampfungsmethode, der sogenannten  Emulsions-
Losungsmittel-verdampfungstechnik.

Das jeweilige Polymer wurde mit einer definierten Konzentration in Chloroform gel6st
und fungierte als disperse Phase (O). Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus
entionisiertem Reinstwasser mit einem definierten Anteil des anionischen Tensids SDS
(engl. Sodium dodecy! sulfate, dt. Natriumdodecylsulfat).

Beide Phasen wurden nicht vorgewarmt, sondern bei einer Raumtemperatur von 22 °C
von jeweils einer HPLC Pumpe (AZURA P 4.1S, Knauer, Berlin, Deutschland, mit 10
mL/min Pumpenkopf aus Edelstahl) im ersten Prozessschritt durch einen statischen
Mikromischer SIMM-V4 (Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland) (engl. Slit interdigital
micro mixer, dt. Schlitz-Interdigital-Mikromischer) zur Erzeugung einer Praemulsion
gepumpt.

In der Regel betrug das Mischverhaltnis von disperser Phase zu kontinuierlicher Phase
(O:W) 1:4. Dies entspricht bei einer Gesamtflussrate von 4.10 mL/min einer Flussrate von
0.82 ml/min fur die disperse (O) und 3.28 mL/min fur die kontinuierliche Phase (W).

Im zweiten Prozessschritt erfolgte durch Energieeintrag eine Reorganisation und
Homogenisierung der Tropfchen in der Ultraschalldurchflusszelle (DMINI mit UIS250MFC

Ultraschallprozessor, Hielscher, Berlin, Deutschland) und es entstand eine Miniemulsion.

Der Kuhlwasserkreislauf hatte eine Wassertemperatur von 6 — 8 °C und wurde auf einen
Druck von 6,5 — 7,0 bar eingestellt.
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Im dritten und letzten Prozessschritt erfolgte im Fallfilmmikroreaktor (FFMR) (STACK-1x-
FFMR-LAB-V2, Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland) ein kontinuierliches Abdampfen
des organischen Losungsmittel. Dazu wurde der Reaktor bei einer Temperatur von 60 °C
betrieben. Der Stickstoffstrom betrug 650 mL/min und wurde im Gegenstrom zum
flissigen Strom angelegt.

Die Nanopartikeldispersion wurde am Ausgang des FFMRs in Schraubdeckelglaschen
oder —flaschen gesammelt.

Um den Eintritt des Prozesses in die experimentell stabile Phase zu sichern, wurde erst

5 min nach Einstellung der jeweiligen Reaktionsparameter mit dem Sammeln einer
Probe begonnen.

6.3.4.1 Einfluss bei der Verwendung eines T-Sticks bzw. eines Mikromischers zur

Formulierung der Praemulsion sowie der Methodik zum Abdampfen des

organischen Losungsmittels (Batch oder Fallfilmmikroreaktor) auf die GroBe der

resultierenden Teilchen anhand von Polystyrol-Partikeln

In diesem Experiment wurde in der Halfte der Versuche der Mikromischer des
Standardversuchsaufbaus durch ein T-Stlick ersetzt um die Qualitat des Mischvorgangs
und damit der Praemulsion zu ermitteln.

AuBerdem war der Einfluss der Losemittel-Abdampfmethodik (Batch  oder
Fallfilmmikroreaktor) auf die resultierende PartikelgroBe und —qualitat von Interesse.

Das diskontinuierliche Abdampfen erfolgte unter Rihren (500 rpm) in einem
Rundkolben mit Weithals Gber Nacht in einem temperierten Olbad bei 40 °C.
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Tabelle 31: Reaktionsparameter zur Untersuchung des Einflusses der Emulgier- sowie der
Abdampfmethode auf die resultierende PartikelgréBe

Probenname PS-TUB ‘ PS-TUK PS-MUB PS-MUK
Konz. Polystyrol [wt%] 2 2 2 2
Mw Polystyrol [g/mol] 192.000 192.000 192.000 192.000
Konz. SDS [g/L] 3 3 3 3
Mischverhaltnis (O:W) 1:4 1:4 1:4 1:4
Gesamtflussrate [mL/min] 4,10 4,10 4,10 4,10
Flussrate (O) [mL/min] 0,82 0,82 0,82 0,82
Flussrate (W) [mL/min] 3,28 3,28 3,28 3,28
SR T-Stlck + T-Stlck + Mikromischer + | Mikromischer +
Ultraschall | Ultraschall Ultraschall Ultraschall
Abdampfmethode Batch FFMR Batch FFMR

6.3.4.2 Einfluss der Molmasse (Mw) des Polymers auf die PartikelgroBe anhand von

Polystyrol-Partikeln

Um den Einfluss der Molmasse (Mw) auf die PartikelgroBe zu untersuchen, wurde
Polystyrol (3 wt% in Chloroform) mit drei unterschiedlichen Molmassen
(Mw = 35.000 g/mol, Mw = 192.000 g/mol und Mw = 280.000 g/mol) unter ansonsten
gleichen Reaktionsbedingungen verwendet wie in Kapitel 6.3.4.1, da sich diese
Prozessparameter als die vielversprechendsten / mit dem vorliegenden Aufbau am
breitesten anwendbar herausgestellt haben, siehe Tabelle 32.

Tabelle 32: Reaktionsparameter zur Untersuchung des Einflusses der Molmasse (M) auf die resultierende
PartikelgroBe

PS-280k

Probenname PS-192k

Konz. Polystyrol [wt%] ‘ 3 3
Muw Polystyrol [g/mol] | 35.000 | 192.000 | 280.000
Konz. SDS [g/L] | 3 3 3
Mischverhaltnis (O:W) | 14 1:4 1:4
Gesamtflussrate [mL/min] ‘ 4,10 4,10 4,10
Flussrate (O) [mL/min] | 082 0,82 0,82
Flussrate (W) [mL/min] | 328 3,28 3,28
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6.3.4.3 Einfluss der Tensidkonzentration an SDS auf die PartikelgroBe von Polystyrol-
Partikeln bei unterschiedlichen Polymerkonzentrationen

In diesem Experiment wurde die Konzentration an SDS in der kontinuierlichen Phase
variiert (1,5 g/L, 3,0 g/L und 4,5 g/L), um deren Einfluss auf die PartikelgroBe zu
untersuchen. Zusatzlich wurden unterschiedliche Polymerkonzentrationen (5 g/L, 20 g/L,
30 g/L and 50g/L) an Polystyrol (Mw = 192.000 g/mol) eingestellt.

Tabelle 33: Reaktionsparameter zur Untersuchung des Einflusses der Tensid- sowie der
Polymerkonzentration auf die resultierende PartikelgroBe

Mw Polystyrol [g/mol] 192.000
Mischverhaltnis (O:W) 1:4
Gesamtflussrate [mL/min] 4,10
Flussrate (O) [mL/min] 0,82
Flussrate (W) [mL/min] 3,28

6.3.4.4 Einfluss des Mischverhaltnisses auf die PartikelgroBe

Um den Einfluss des Mischverhaltnisses auf die resultierende PartikelgroBe zu
untersuchen, wurde die disperse Phase (O) und die kontinuierliche Phase (W) sowohl im
Verhaltnis 1:4 als auch 1:8 gemischt und dabei jeweils noch die Konzentration (5 g/L,
20 g/L, 30 g/L and 50g/L) des Polystyrol (Mw = 192.000 g/mol) in Chloroform variiert.

Es wurde darauf geachtet, dass die Gesamtflussrate jeweils 4.10 mL/min betrug; dies
entspricht fUr das Mischungsverhaltnis von 1:4 (O:W) Flussraten von 0,82 mL/min (O)
und 3,28 mL/min (W) und fur das Mischungsverhaltnis von 1:4 (O:W) Flussraten von
0,46 mL/min (O) und 3,64 mL/min (W).
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Tabelle 34: Reaktionsparameter zur Untersuchung des Einflusses des Mischverhaltnisses bei
unterschiedlichen Polymerkonzentrationen auf die resultierende PartikelgroBe

PS-0.5- PS-2-
M-1.4 M-1.4

PS-3-
M-1.4

PS-5-
M-1.4

PS-0.5-
M-1.8

PS-2-
M-1.8

PS-3-
M-1.8

PS-5-
M-1.8

Probenname

Konz. Polystyrol
[Wt%]

Mw Polystyrol
[g/mol]

Konz. SDS [g/L] 3 3 3 3 3 3 3 3
Mischverhaltnis
((ORW)

0,5

0,5

192.000 | 192.000 | 192.000 | 192.000 | 192.000 | 192.000 | 192.000 | 192.000

1:4 1:4 1:4 1:4 1:8 1:8 1:8 1:8

Gesamtflussrate
[mL/min]
Flussrate (O)
[mL/min]
Flussrate (W)
[mL/min]

4,10 4,10 4,10 4,10 4,10 4,10 4,10 4,10

0,82 0,82 0,82 0,82 0,46 0,46 0,46 0,46

3,28 3,28 3,28 3,28 3,64 3,64 3,64 3,64

6.3.5 Kontinuierliche Herstellung von Hybridpartikeln

Im Folgenden werden die Details zur kontinuierlichen Herstellung von Janus-Partikeln
aus  Polystyrol  und  Poly-L-Lactid  (Kapitel ~ 4.5.1), zur  Verkapselung
superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikel in einer kolloidalen Polystyrolmatrix
(Kapitel) und zur Verkapselung des Farbstoffes Nilrot in Polystyrol- bzw. Poly(Lactid-co-
Glycolid) (PLGA) ausfihrlich beschrieben.

6.3.5.1 Kontinuierliche Herstellung von Janus-Partikeln aus Polystyrol und Poly-L-Lactid

Das Darstellungsprinzip der Janus-Partikel bestehend aus Polystyrol (Mw = 192.000
g/mol) und Poly-L-Lactid (Mw = 145.000 g/mol) beruht auf der Emulsions-
Losungsmittelverdampfungstechnik.

Eine schematische Darstellung der kontinuierlichen Versuchsanlage findet sich in
4.5.1.2, Abbildung 88.

FUr die Herstellung der organischen Phase (O) wurden definierte Mengen (siehe Tabelle
35) beider Polymere in Chloroform geldst, sodass die Gesamtpolymerkonzentration
jeweils 30 g/L betrug. Der Anteil an Polystyrol an der Gesamtpolymermenge betrug in
den einzelnen Experimenten zwischen 0 % und 100 % (0 %, 20 %, 35 %, 50 %, 65
%, 80 % und 100 %).
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Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus entionisiertem Reinstwasser mit einem 3 wt%
des anionischen Tensids SDS (engl. Sodium dodecyl! sulfate, dt. Natriumdodecylsulfat).

Keine der Phasen wurde vorgewarmt, sondern bei einer Raumtemperatur von 22 °C von
jeweils einer HPLC Pumpe (AZURA P 4.1S, Knauer, Berlin, Deutschland, mit 10 mL/min
Pumpenkopf aus Edelstahl) im ersten Prozessschritt durch einen statischen Mikromischer
SIMM-V4 (Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland) (engl. Slit interdigital micro mixer, dt.
Schlitz-Interdigital-Mikromischer) zur Erzeugung einer Praemulsion gepumpt.

Das Mischverhaltnis von disperser Phase zu kontinuierlicher Phase (O:W) betrug bei
jedem Versuch 1:4. Dies entspricht bei einer Gesamtflussrate von 4.10 mL/min, einer
Flussrate von 0.82 mL/min fur die disperse (O) und 3.28 mL/min fur die kontinuierliche
Phase (W).

Im zweiten Prozessschritt erfolgte die Herstellung einer Miniemulsion durch
Reorganisation und Homogenisierung der Tropfchen mittels Energieeintrag in der
Ultraschalldurchflusszelle (DMINI mit UIS250MFC Ultraschallprozessor, Hielscher, Berlin,
Deutschland).

Der KUhlwasserkreislauf hatte eine Wassertemperatur von 6 — 8 °C und wurde bei
einem Druck von 6,5 — 7,0 bar betrieben.

Im dritten und letzten Prozessschritt erfolgte im Fallfilmmikroreaktor (FFMR) (STACK-1x-
FFMR-LAB-V2, Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland) ein kontinuierliches Abdampfen
des organischen Losungsmittel. Dazu wurde der Reaktor bei einer Temperatur von 60 °C
betrieben. Der Stickstoffstrom betrug 650 mL/min und wurde im Gegenstrom zum
flissigen Strom angelegt.

Die Nanopartikeldispersion wurde am Ausgang des FFMRs in Schraubdeckelglaschen
oder —flaschen gesammelt.

Um eine Stabilisierung des Prozesses zu erreichen, wurde mit dem Sammeln einer Probe
erst 5 min nach Einstellung der jeweiligen Reaktionsparameter begonnen.

In Tabelle 35 werden alle Reaktionsparameter und die Angaben zu den verwendeten
Mengen der jeweilige Polymere sowie des Tensids zusammengefasst.
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Tabelle 35: Zusammenstellung der Reaktionsparameter zur Herstellung von Janus-Partikeln mit
unterschiedlichen Anteilen an Polystyrol und Poly-L-Lactid.

o PS-0.5- | PS-2-M- PS-3-M- | PS-5-M- | PS-0.5- PS-2-M- PS-3-M-
M-1.4 1.4 14 14 M-18 18 18
Konz. Polystyrol | Regs 24 1,95 15 1.05 0.6 0

[Wt%]

Mw Polystyrol
[g/mol]

Konz. Poly-L-
Lactid [wt%]
Mw POly-L-
Lactid [g/mol]

192.000 | 192.000 | 192.000 | 192.000 | 192.000 | 192.000 | 192.000

0 0,6 1,05 1.5 1,95 2,4 3,0

145.000 | 145.000 | 145.000 | 145.000 | 145.000 | 145.000 | 145.000

Konz. SDS [g/L] 3 3 3 3 3 3 3
Mischverhaltnis
((OR)]
Gesamtflussrate
[mL/min]
Flussrate (O)
[mL/min]
Flussrate (W)
[mL/min]

1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4

4,10 4,10 4,10 4,10 4,10 4,10 4,10

0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82

3,28 3,28 3,28 3,28 3,28 3,28 3,28

6.3.5.2 Verkapselung  superparamagnetischen  Eisenoxid-Nanopartikel in  einer
kolloidalen Polystyrolmatrix

Das Darstellungsprinzip der Hybridpartikel aus Polystyrol (Mw = 192.000 g/mol) und
Magnetit beruht auf der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik.

Zur Herstellung von Hybridpartikeln aus Polystyrol und Magnetit wurde ein Ferrofluid
(Webcraft GmbH, Gottmadingen, Germany) aus Olsaure-stabilisierten Eisenoxid-
Nanopartikeln ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Kontinuierliche Herstelluna:

FUr die Herstellung der organischen Phase (O) wurde Polystyrol (Mw = 192.000 g/mol) in
Chloroform gelost, sodass die Polymerkonzentration nach Zugabe einer definierten
Menge an Ferrofluid (Webcraft GmbH, Gottmadingen, Deutschland) (siehe Tabelle 36)
30 g/L betrug. Die zugegebenen Mengen an Ferrofluid betrugen 3 g/L, 6 g/L, 9 g/L, 12
g/L, 15 g/L, 18 g/L, 24 g/L und 30 g/L.

Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus entionisiertem Reinstwasser mit einem 3 wt%
des anionischen Tensids SDS (engl. Sodium dodecy! sulfate, dt. Natriumdodecylsulfat).
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Keine der Phasen wurde vorgewarmt, sondern bei einer Raumtemperatur von 22 °C von
jeweils einer HPLC Pumpe (AZURA P 4.1S, Knauer, Berlin, Deutschland, mit 10 mL/min
Pumpenkopf aus Edelstahl) im ersten Prozessschritt durch einen statischen Mikromischer
SIMM-V4 (Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland) (engl. Slit interdigital micro mixer, dt.
Schlitz-Interdigital-Mikromischer) zur Erzeugung einer Praemulsion gepumpt.

Das Mischverhaltnis von disperser Phase zu kontinuierlicher Phase (O:W) betrug bei
jedem Versuch 1:4. Dies entspricht bei einer Gesamtflussrate von 4.10 mL/min, einer
Flussrate von 0.82 mL/min fdr die disperse (O) und 3.28 mL/min fir die kontinuierliche
Phase (W).

Im zweiten Prozessschritt erfolgte die Herstellung einer Miniemulsion durch
Reorganisation und Homogenisierung der Tropfchen mittels Energieeintrag in der
Ultraschalldurchflusszelle (DMINI mit UIS250MFC Ultraschallprozessor, Hielscher, Berlin,
Deutschland).

Der KUhlwasserkreislauf hatte eine Wassertemperatur von 6 — 8 °C und wurde bei
einem Druck von 6,5 — 7,0 bar betrieben.

Im dritten und letzten Prozessschritt erfolgte im Fallfilmmikroreaktor (FFMR) (STACK-1x-
FFMR-LAB-V2, Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland) ein kontinuierliches Abdampfen
des organischen Losungsmittels. Dazu wurde der Reaktor bei einer Temperatur von
60 °C betrieben. Der Stickstoffstrom betrug 650 mL/min und wurde im Gegenstrom
zum flUssigen Strom angelegt.

Die Nanopartikeldispersion wurde am Ausgang des FFMRs in Schraubdeckelglaschen
oder —flaschen gesammelt.

Um eine Stabilisierung des Prozesses zu erreichen, wurde mit dem Sammeln einer Probe
erst 5 min nach Einstellung der jeweiligen Reaktionsparameter begonnen.

In Tabelle 36 werden alle Reaktionsparameter und die Angaben zu den verwendeten
Mengen der jeweilige Polymere sowie des Tensids zusammengefasst.
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Tabelle 36: Reaktionsparameter zur Herstellung von Hybridpartikeln aus Polystyrol und Magnetit mit
einem Massenanteil an Magnetit von 0 -100 % im Verhaltnis zu Polystyrol.

Probenname

Konz. Polystyrol
[Wt%]

Mw Polystyrol
[g/mol]

Konz. Magnetit
[Wt%]

Magnetit :
Polystyrol [wt%]
Konz. SDS [g/L]
Mischverhaltnis
(O:W)
Gesamtflussrate
[mL/min]

Flussrate (O)

[mL/min]

Flussrate (W)

[mL/min]

Probenname

Konz. Polystyrol
[Wt%]
Mw Polystyrol
[g/mol]
Konz. Magnetit
[Wit%]

Ratio Magnetit :
Polystyrol [wt%]
Konz. SDS [g/L]
Mischverhaltnis
((OR")]
Gesamtflussrate
[mL/min]
Flussrate (O)
[mL/min]
Flussrate (W)
[mL/min]

PS-FeO- PS-FeO- PS-FeO- PS-FeO- PS-FeO- PS-FeO- PS-FeO-
0 10 20 30 40 50 60
3 3 3 3 3 3 3

192.000 192.000 192.000 192.000 192.000 192.000 | 192.000
0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8
0 10 20 30 40 50 60
3 3 3 3 3 3 3
1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4
410 410 410 4,10 4,10 4,10 4,10
0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82
3,28 3,28 3,28 3,28 3,28 3,28 3,28

PS-FeO- PS-FeO-

80 100
3 3

192.000 192.000
2,4 3,0
80 100
3 3
1:4 1:4
4,10 4,10
0,82 0,82
3,28 3,28
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Herstellung im Batch:

Bei der vergleichenden Batchherstellung von Hybridpartikeln aus Polystyrol
(Mw = 192.000 g/mol) und Magnetit wurde in einem Gefal3 eine 3 wt% wassrige SDS-
Losung (Natriumdodecylsulfat) und bei Raumtemperatur mit 500 rpm vorgelegt.

Zur Darstellung der organischen Phase (O) wurde Polystyrol (Mw = 192.000 g/mol) in
Chloroform gel6st, sodass die Polymerkonzentration nach Zugabe einer definierten
Menge an Ferrofluid (Webcraft GmbH, Gottmadingen, Deutschland) (siehe Tabelle 36)
30 g/L betrug. Die zugegebenen Mengen an Ferrofluid betrugen 3 g/L, 6 g/L, 9 g/L,
12 g/L, 15 g/L, 18 g/L, 24 g/L und 30 g/L.

Die wassrige Phase und die organische Phase wurden im Verhaltnis 4:1 gemischt, sodass
sich stets ein Gesamtvolumen von 20 mL ergab. Dies wurde dann unter Eiskihlung mit
einem ULTRA-TURRAX® (IKA®-Werke GmbH & Co. KG Staufen, Deutschland) fir 2 min
bei 15.000 rpm vordispergiert.

Die so erhaltene Praemulsion wurde unter Eiskihlung ftr 180 s (20 s Beschallung, 10 s
Pause) mit 70 % Amplitude durch Ultraschall mit einem Branson 450 W Sonifier mit
einer Ya"-Spitze zerkleinert und homogenisiert. Die erhaltene Miniemulsion wurde Uber
Nacht bei 40 °C und 500 rpm auf eine temperierbare Schuttelplatte (DITABIS HLC Heiz-
Thermomixer MHR 23) gestellt, um das organische Losungsmittel vollstandig zu
entfernen.

6.3.5.3 Verkapselung von Nilrot in Polystyrol- bzw. Poly(Lactid-co-Glycolid)

Das Darstellungsprinzip der Hybridpartikeln aus Polystyrol (M, = 192.000 g/mol) bzw.
PLGA (Poly(D,L-lactid-co-glycolid)) (Resomer® RG 752 H, M,, = 4.000-15.000 g/mol,
Lactid zu Glycolid-Verhaltnis = 75:25, Sigma-Aldrich) und Nilrot (Fluka, Buchs, Schweiz)
beruht auf der Emulsions-Losungsmittelverdampfungstechnik.

Kontinuierliche Herstellung:

FUr die Herstellung der organischen Phase (O) wurde eine Losung mit einer
Konzentration von 30 g/L des jeweiligen Polymers zusammen mit Nilrot (30 mg/L) in
Chloroform vorbereitet.
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Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus entionisiertem Reinstwasser mit einem 3 wt%
Anteil des anionischen Tensids SDS (engl. Sodium dodecyl sulfate, dt.
Natriumdodecylsulfat).

Keine der Phasen wurde vorgewarmt, sondern bei einer Raumtemperatur von 22 °C von
jeweils einer HPLC Pumpe (AZURA P 4.1S, Knauer, Berlin, Deutschland, mit 10 mL/min
Pumpenkopf aus Edelstahl) im ersten Prozessschritt durch einen statischen Mikromischer
SIMM-V4 (Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland) (engl. Slit interdigital micro mixer, dt.
Schlitz-Interdigital-Mikromischer) zur Erzeugung einer Praemulsion gepumpt.

Das Mischverhaltnis von disperser Phase zu kontinuierlicher Phase (O:W) betrug bei
jedem Versuch 1:4. Dies entspricht bei einer Gesamtflussrate von 4.10 mL/min, einer
Flussrate von 0.82 mL/min flr die disperse (O) und 3.28 mL/min fur die kontinuierliche
Phase (W).

Im zweiten Prozessschritt erfolgte die Herstellung einer Miniemulsion durch
Reorganisation und Homogenisierung der Tropfchen mittels Energieeintrag in der
Ultraschalldurchflusszelle (DMINI mit UIS250MFC Ultraschallprozessor, Hielscher, Berlin,
Deutschland).

Der KUhlwasserkreislauf hatte eine Wassertemperatur von 6 — 8 °C und wurde bei
einem Druck von 6,5 — 7,0 bar betrieben.

Im dritten und letzten Prozessschritt erfolgte im Fallfilmmikroreaktor (FFMR) (STACK-1x-
FFMR-LAB-V2, Fraunhofer IMM, Mainz, Deutschland) ein kontinuierliches Abdampfen
des organischen Losungsmittels. Dazu wurde der Reaktor bei einer Temperatur von
60 °C betrieben. Der Stickstoffstrom betrug 650 mL/min und wurde im Gegenstrom
zum flUssigen Strom angelegt.

Die Nanopartikeldispersion wurde am Ausgang des FFMRs in Schraubdeckelglaschen
oder —flaschen gesammelt.

Um eine Stabilisierung des Prozesses zu erreichen, wurde mit dem Sammeln einer Probe
erst 5 min nach Einstellung der jeweiligen Reaktionsparameter begonnen.
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Herstellung im Batch:

Zur Darstellung der organischen Phase (O) wurde eine Losung mit einer Konzentration
von 30 g/L des jeweiligen Polymers zusammen mit Nilrot (30 mg/L) in Chloroform
vorbereitet. Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus entionisiertem Reinstwasser mit
einem 3 wt% des anionischen Tensids SDS (engl. Sodium dodecyl sulfate, dt.
Natriumdodecylsulfat).

Die wassrige Phase und die organische Phase wurden im Verhaltnis 4:1 gemischt, sodass
sich stets ein Gesamtvolumen von 20 mL ergab. Zur Erzeugung einer Makroemulsion
wurden beide Phasen mit einem MagnetrUhrer fir 60 min schnell gerUhrt.

Die so erhaltene Praemulsion wurde unter Eiskihlung fir 180 s (20 s Beschallung,
10 s Pause) mit 70 % Amplitude durch Ultraschall mit einem Branson 450 W Sonifier
mit einer %4"-Spitze zerkleinert und homogenisiert.

Die erhaltene Miniemulsion wurde in einen 50 mL Weithalsrundkolben umgefullt und
Uber Nacht fir 18 h bei 40 °C im Olbad gerlhrt, um das organische Losungsmittel

komplett zu entfernen.

Freisetzungsversuch:

Es wurde 1 mL der kontinuierlich hergestellten Probe (PLGA) mit 1 mL Chloroform
versetzt und fir 3 min bei 2400 rpm/min mit einem Vortexer kraftig durchmischt. Die so
erhaltene Praemulsion wurde analog zur Herstellung im Batch unter Eiskihlung fur
180 s (20 s Beschallung, 10 s Pause) mit 70 % Amplitude durch Ultraschall mit einem
Branson 450 W Sonifier mit einer %" Spitze zerkleinert und homogenisiert. Die erhaltene
Miniemulsion wurde aufgrund der geringen Probenmenge fir 3 Stunden bei 40 °C und
500 rpm auf eine temperierbare Schuttelplatte (DITABIS HLC Heiz-Thermomixer MHR
23) gestellt, um das organische Losungsmittel vollstandig zu entfernen.

6.3.6 Partikel-Aufnahme in die humane Glioblastom-Zelllinie U-251 MG

Im Folgenden werden alle Versuchsparameter zur Darstellung der magnetischen,
fluoreszierenden PLGA-Nanopartikel, die Zellkultivierung und die Aufnahme der Partikel
in Glioblastomzellen dargestellt. AnschlieBend wird die Analyse der Zellen mittels
fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
sowie die massenspektrometrische Analyse der Proteincorona der Partikel beschrieben.
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6.3.6.1 Darstellung magnetischer, fluoreszierender PLGA-Nanopartikel

Das Darstellungsprinzip der mit  PMI  (N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-
dicarbonacidimide) fluoreszenzmarkierten Hybridpartikel aus Poly(Lactid-co-Glycolid) und
Magnetit beruht auf der Emulsions-Lésungsmittelverdampfungstechnik.

Zur Darstellung der organischen Phase (O) wurde eine Losung mit einer Konzentration
von 30 g/L des Polymers PLGA (Poly(Lactid-co-Glycolid)) ((Resomer® RG 752 H,
Mw = 4.000-15.000 g/mol Lactid zu Glycolid-Verhaltnis = 75:25, Sigma-Aldrich)
zusammen mit 24 mg/L des Fluoreszenzfarbstoffs PMI (N-(2,6-diisopropylphenyl)-
perylene-3,4-dicarbonacidimide, BASF, Deutschland) in Chloroform vorbereitet. Bei der
zweiten dargestellten Probe wurde dartber hinaus noch 6 g/L (& 20 wt%) eines
Ferrofluids (Webcraft GmbH, Gottmadingen, Germany) in die Polymerlésung
eingewogen. Die kontinuierliche Phase (W) bestand aus entionisiertem Reinstwasser mit
einem 3 wt% des anionischen Tensids SDS (engl. Sodium dodecyl sulfate, dt.
Natriumdodecylsulfat).

Die wassrige Phase und die organische Phase wurden im Verhaltnis 8:1 gemischt, so
dass sich stets ein Gesamtvolumen von 20 mL ergab. Zur Erzeugung einer
Makroemulsion wurden wurden beide Phasen unter Eiskihlung mit einem ULTRA-
TURRAX® fir 2 min bei 15.000 rpm dispergiert.

Die so erhaltene Praemulsion wurde unter Eiskihlung ftr 180 s (20 s Beschallung, 10 s
Pause) mit 70 % Amplitude durch Ultraschall mit einem Branson 450 W Sonifier mit
einer Ya"-Spitze zerkleinert und homogenisiert. Die erhaltene Miniemulsion wurde Uber
Nacht bei 40 °C und 500 rpm auf eine temperierbare Schuttelplatte (DITABIS HLC Heiz-
Thermomixer MHR 23) gestellt, um das organische Losungsmittel vollstandig zu
entfernen.

AbschlieBend wurde die Partikeldisperion fur 2 Tage gegen Reinstwasser dialysiert. Das
Wasser wurde dreimal pro Tag ausgetauscht.

Die Partikelkonzentration wurde gravimetrisch nach Abdampfen des Losungsmittels im

Vakuum bei 40 °C bestimmt, bevor die Proben fir weitere Versuche an Helen Onyema
weitergegeben wurden.
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6.3.6.2 Zellkultur®

Die Zellkultur wurde von Helen Onyema betreut.

Die Kultivierung der Gliablastomzellen der Zelllinie U-251 MG wurde in DMEM-Medium
mit 10% FCS und 1% Pen/ Strep bei 37 °C und 5% CO; unter sterilen Bedingungen
durchgeflhrt.

Zweimal pro Woche wurde die Lebendzellzahl mit einer Neubauer Zahlkammer
bestimmt. Durch Zugabe von Trypanblau zur Diskriminierung der lebenden und toten
Zellen wurden die toten Zellen spezifisch angefarbt.

Alle verwendeten Medien, Puffer und Enzyme wurden vor Beginn der Zellpassage im
Wasserbad auf 37 °C temperiert. Zuerst wurden die Zellen mit 5 mL PBS gewaschen.
Das Ablosen der adharenten Zellen erfolgte durch Zugabe von 1 mL Accutase und
zweiminutiger Inkubation bei 37 °C und 5% CO,. Gestoppt wurde die Reaktion durch
Zugabe von 5 mL vorgewarmtem DMEM-Medium.

Die Accutase wurde mit 400 g flr 5 Minuten zentrifugiert und anschlieBend mit dem
Uberstand entfernt. Das sedimentierte Zellpellet wurde in frischem Medium
resuspendiert und mit einer Zelldichte von 800.000 Zellen pro 25 cm?-Zellkulturflasche
ausgesat.l428!

6.3.6.3 Nanopartikel-Aufnahme der Glioblastomzellen®28!

Die Versuche zur Partikelaufnahme in Glioblastomzellen wurden von Helen Onyema
durchgefihrt.

In diesem Experiment wurde die Aufnahme der magnetischen mit SDS stabilisierten
PLGA-Nanopartikeln (PLGA-FeO-SDS) in humane Glioblastomzellen der Zelllinie U-251
unter Einfluss eines Magnetfeldes (MagnetoFACTOR-24 plate, Chemicell GmbH, Berlin)
analysiert. Im Vergleich dazu wurde die Aufnahme von den PLGA-Partikeln mit
verkapselten Eisenoxid-Nanopartikeln und von PLGA-Partikeln ohne verkapseltem
Eisenoxid (PLGA-SDS) ohne Einfluss eines Magnetfeldes durchgefihrt.
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Alle verwendeten Medien, Puffer und Enzyme wurden auf 37 °C im Wasserbad
vortemperiert. Die Zellen wurden fir die Experimente zur Partikelaufnahme mit einer
Konzentration von ca. 100.000 Zellen in 1 mL DMEM-Medium pro well mit einer Flache
von 1,9 cm? ausgesat. Zur Adhasion wurde tber Nacht bei 37 °C und 5% CO; inkubiert.
Bevor am darauffolgenden Tag die Partikel zu den Zellen hinzugegeben wurden,
erfolgte ein Wechsel des Mediums.

Die Aufnahme der Nanopartikel wurde mit einer Partikelkonzentration von 150 pg/mL
fur 0,5 Stunden, 1 Stunde, 3 Stunden und 6 Stunden bei 37 °C und 5% CO, untersucht.
Zusatzlich wurden als Negativkontrolle (NK7) Zellen ohne Zugabe von Partikeln kultiviert.
Bei allen nachfolgenden Schritten wurden zur Analyse der Partikelaufnahme Medium
und PBS jeweils in 5 mL-ReaktionsgefaBen aufgefangen. Zuerst wurde das Medium
abgenommen und die Zellen mit 1 mL PBS gewaschen. Das Losen der adharenten Zellen
erfolgte durch Zugabe von 1 mL Accutase bei 37 °C und 5% CO, fir 2 Minuten. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mL DMEM-Medium gestoppt. Nach Zentrifugation
bei 400 g fur 5 Minuten wurde durch Abnehmen des Uberstandes die Accutase
entfernt. AnschlieBend wurde das entstandene Zellpellet dann in 300 yL DMEM-
Medium resuspendiert.[428!

6.3.6.4 Analyse der Zellen mittels fluoreszenzbasierter Durchflusszytometriel428!

Die Messungen zur Partikelaufnahme und Zellviabilitat mittels fluoreszentbasierter
Durchflusszytometrie wurden von Helen Onyema durchgefihrt.

Sowohl die Partikelaufnahme als auch die Zellviabilitat wurden mit Hilfe von
fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie untersucht. Zunachst erfolgte daflr eine
Anregung der Zellen mit einem Laser bei einer Wellenlange von 488 nm.

Dabei wurde mit dem Kanal FL1 (Filter 533/30 nm) die Fluoreszenzintensitat des
Fluoreszenzfarbstoffes Perylenmonoimid (PMI) der von den Zellen aufgenommen Partikel
bestimmt. Mit Hilfe von gates konnen Bereiche, welche nicht in die Analysen
miteinbezogen werden sollen, ausgegrenzt werden. Hierzu zahlen Bereiche, in denen
sich z.B. eine erhohte Anzahl an bereits zerfallenen oder toten Zellen befindet. Bei dieser
Analyse wurden 10.000 events aus dem gate aufgenommen. Dabei entspricht ein event
einer Zelle. Da Nanopartikel von sterbenden und bereits toten Zellen unspezifisch
gebunden werden, wurden bei der Auswertung nur lebende Zellen ,, gegatet”.

Die anschlieBende Analyse der Messergebnisse erfolgte mit der BD Accuri C6 Software.
Bei der statistischen Auswertung der Partikelaufnahme wurde der Median aller
Messergebnisse des Kanals FL1 verwendet.
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Es fand eine Normierung der Messergebnisse des Medians statt, da nicht davon
ausgegangen werden konnte, dass tatsachlich jeder Partikel eine identische Anzahl an
Fluoreszenzfarbstoffen beinhaltet. Dazu wurde die Fluoreszenzintensitat der jeweiligen
Partikel dreifach spektrometrisch gemessen. AnschlieBend wurde mit Hilfe der Formel
(94) die Normierung der Fluoreszenzintensitat fur die Partikelaufnahme durchgefihrt:

Mittelwertnp mit hochster Fluoreszenzintensitit | Median FL1 (9 5)
Mittelwertyp NP-

Normierung FL1yp =

Gleichzeitig erfolgte eine Quantifizierung der Zellviabilitat. HierfGr wurde der rote
Viabilitatsfarbstoff 7-Actinoaminomycin (7-AAD) verwendet. Dieser kann nur die
Zellmembran von toten bzw. sterbenden Zellen mit pordser Zellmembran durchdringen.
Dabei lagert sich der Farbstoff zwischen den Basen Cytosin und Guanin der DNA ein,
sodass die Farbung ausschlieBlich in toten bzw. sterbenden Zellen erfolgt. "

Daflr wurden zu jeder Probe 5 pyL 7-AAD hinzugegeben und fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Fluoreszenzintensitat konnte mit Hilfe des Kanals FL3
(Filter 670 nm long pass) bestimmt werden. 8!

6.3.6.5 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)1428l

Die Untersuchungen am CLSM zur Verifizierung der Nanopartikel-Aufnahme wurden am
Forschungszentrum fUr Immuntherapie in Mainz ebenfalls von Helen Onyema
durchgeflhrt.

Zur Analyse der Zellen mittels CLSM wurden pro Fach eines Kammerdeckglaschen
30.000 Zellen ausgesat. Damit eine Adhasion der Zellen erfolgte, wurden sie tGber Nacht
bei 37 °C und 5% CO; inkubiert.

Danach wurden die Zellen fur 20 Stunden mit 150 pg/mL Nanopartikeln inkubiert.
AnschlieBend wurde das Medium verworfen und 300 pL frisches DMEM-Medium
dazugegeben. Zur Farbung der Zellkerne wurden die Zellen mit 1,62 mM Hochst 33342
fur 30 Minuten bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Der Farbevorgang wurde durch
Verwerfen des Mediums und zweimaliges Spulen mit 300 pL PBS gestoppt und nicht
aufgenommene Nanopartikel wurden entfernt. Dann wurden erneut 300 pL frisches
DMEM-Medium hinzugegeben.

Zur Farbung der Zellmembran wurde direkt vor den Untersuchungen am CLSM 0,5
mg/mL Cell Mask™ orange zugegeben bzw. zur Farbung der Lysosomen 0,01 mM
Lysotracker® Deep Red.
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Die verwendeten Fluorochrome sind mit der jeweils emittierten Farbe, der Anregungs-
und Emissionswellenlange sowie dem angefarbten Zellbestandteil in Tabelle 37
aufgelistet.4?8l

Tabelle 37: Ubersicht der verwendeten Farbstoffe und Fluorochrome. 428!

Farbstoff Anregung Emission = Emittierende Angefarbter
[nm] [nm] Farbe Zellbestandteil
Hochst 33342 350 461 blau Zellkern
Cell Mask™ orange 554 657 rot Zellmembran
Lysotracker® Deep Red 647 668 rot Lysosomen
Perylenmonoimid (PMI) 488 530 grin Nanopartikel

6.3.6.6 Massenspektrometrische Analyse der Proteincorona der Nanopartikel#28

Die massenspektrometrischen Messungen und Analysen wurden vom Institut fur
molekulare Biologie gGmbH (IMB) in Mainz durchgefahrt.

FUr eine Identifizierung der Proteine, welche an einer Passage der Nanopartikel Gber die
BHS beteiligt sein konnten, wurden massenspektrometrische Analysen durchgefihrt.

Die Inkubation der Partikel mit Blutplasma erfolgte in einem Verhaltnis von 0,1 m?
Partikeloberflache in 150 uL Nanopartikel-Losung zu 500 pL Blutplasma. Dies wurde mit
folgender Gleichung (96) berechnet:

Oberfliche von 100 ml NP = p% - Feststof fgehalt des NP. (96)

In den Kontrollen wurde statt des Plasmas der PBS Puffer verwendet. Die Proben wurden
far 60 Minuten bei 37 °C und 500 U/min auf einem Heiz-ThermoMixer inkubiert.

Die Reaktion wurde durch Auffullen auf 1 mL Gesamtvolumen mit PBS und
anschlieBendem Vortexen gestoppt. Nicht adsorbiertes Protein aus dem Plasma wurde
durch viermaliges Zentrifugieren mit 20.000 g bei 4 °C fir 30 Minuten abgetrennt.
AbschlieBend wurde das Pellet in 10 uL PBS resuspendiert und bis zum Transport ans
IMB bei -80 °C gelagert. Der Transport fand auf Trockeneis und mit Kihlakkus statt.!428!

278



EXPERIMENTELLER TEIL

6.3.6.7 Ubersichtstabellen der verwendeten Gerate, Softwares, Verbrauchsmaterialien,

Reagenzien und Medien fur die Zellkultivierung

Tabelle 38: Ubersicht der verwendeten Gerate. 428l

Gerat Name des Gerdtes ‘ Hersteller

CO;-Inkubator HERAcell 150i Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Durchflusszytometer BD Accuri™ C6 Flow cytometer | Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA

Fluoreszenz- und CKX41 Olympus K.K., Shinjuku, Japan

Phasenkontrastmikroskop

Konfokales Laser-Scanning- | 710 NLO Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Mikroskop (CLSM) Deutschland

Magnetplatte MagnetoFACTOR-24 plate Chemicell GmbH, Berlin

Mikroplatten-Photometer Victor™ X3 PerkinElmer Inc., Waltham, USA

Neubauer Zahlkammer Neubauer-improved Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen, Deutschland

Pipette (10, 20, 100, 200, Eppendorf Research® Eppendorf AG, Hamburg,

1250 pl) Deutschland

Pipettierhilfe accu-jet® pro Brand GmbH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

Sicherheitswerkbank SAFE 2020 Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Vortexer Reax control Heidolph Instruments GmbH &
Co.KG, Schwabach, Deutschland

Vortexer TopMix FB15024 Fisher Scientific GmbH, Schwarte,
Deutschland

Wasserbad WNB7 Memmert GmbH + Co.KG,
Schwabach, Deutschland

Zentrifuge (groB) Heraeus MULTIFUGE 3s Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Tabelle 39: Ubersicht der verwendeten Softwares. 428l

Name der Software ‘ Hersteller

BD Accuri™ C6 Software Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA
Victor™ Software Version 3.00 release 2 PerkinElmer Inc., Waltham, USA
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Tabelle 40: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien.1428!

Verbrauchsmaterial ‘ Hersteller

Falcons (15, 50 ml)

VWR, Radnor USA
Sarstedt AG & Co, NUrnbrecht, Deutschland

Kammerdeckglaschen (8 Kammern)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Magnetplatte (fir 24er well-Platten)

Chemicell, Berlin, Deutschland

Pipettenspitzen (10, 20, 100, 200, 1250 ul)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG & Co, Nurnbrecht, Deutschland

ReaktionsgefaBe (1,5, 5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

serologische Pipetten (5, 10, 25, 50 ml)

VWR, Radnor, USA
Sarstedt AG & Co, NUrnbrecht, Deutschland

well-Platten (24er)

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Zellkulturflaschen (25 cm?)

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Tabelle 41: Ubersicht Gber verwendete Reagenzien.*28

Reagenzien

7-Aminoactinomycin (7-AAD)

Hersteller
Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, USA

Accutase

Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund,
Deutschland

Cell Mask™ orange

Life technologies, Carlsbad, USA

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS)

Gibco by life technologies, Carlsbad, USA

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Hochst 33342

Life technologies, Carlsbad, USA

Humanes Blutplasma

Isoliert aus 10-20 gesunden Blutspenden,
vermengt, hitzeinaktiviert und steril filtriert

Lysotracker® Deep Red

Life technologies, Carlsbad, USA

Penicillin/ Streptomycin (Pen/ Strep)

Gibco by Life technologies, Carlsbad, USA

Trypanblau

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tabelle 42: Ubersicht der eingesetzten Medien fur die Zellkultivierung.#2®

Medium

Zusatz

DMEM (fir U-251MG)

10% FCS, 1% Pen/ Strep
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7.1 Abklrzungsverzeichnis

7-AAD Viabilitatsfarbstoff 7-Actinoaminomycin

Al engl. adherent junction, dt. Adhasionsverbindungen

ANOVA engl. analysis of variance, dt. Varianzanalyse

ATR engl. attenuated total reflection, dt. abgeschwachte Totalreflexion

BHS Blut-Hirn-Schranke

°C Grad Celsius

CCC engl. critical coagulation concentration, dt. kritische Koagulations-
konzentration

CLSM engl. confocal laser scanning microscopy, dt. konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie

CcMC engl. critical micelle concentration, dt. Mizellbildungskonzentration

CPMM engl. caterpillar micro mixer, dt. Raupenmischer

DC-FCCS engl. dual-color fluorescence cross-correlation spectroscopy, dt. Zwei-
Farben Korrelationsspektroskopie

DLS engl. dynamic light scattering, dt. dynamische Lichtstreuung

DLVO-Theorie

Theorie nach B. W. Derjaguin, L. D. Landau, E. J. W. Verwey und J. T. G.
Overbeek

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA engl. deoxyribonucleic acid, dt. DNS = Desoxyribonukleinsaure

dt. Deutsch

e.g. lat. exempli gratia, dt. zum Beispiel

engl. Englisch

EPR-Effekt engl. enhanced permeability and retention, dt. erhdhte Permeabilitat und
Retention

etc. lat. et cetera, dt. und so weiter

EZ Kapillarenendothelzellen

FACS engl. fluorescence-activated cell sorting, dt. fluoreszenzbasierten
Durchflusszytometrie

FDA engl. Food and Drug Administration, dt. Lebensmittelbehorde

Fes0, Eisen(llIll)-oxid = Magnetit

frz. Franzosisch

FRET Forster-Resonanzenergietransfer
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G GUV

H h
HLB
HPLC

| IMB
IR
IUPAC

J

K kg

L lat.
LCST

M  MALDI-TOF

min
mL
Mrd.
MRT

N NA
NaBHa

NP
NRTL-Modell

NTU

O/W/0

engl. giant unilamellar vesicles, dt. sehr groBe unilamellare Vesikel im
Mikrometermalstab

engl. hour, dt. Stunde

engl. hydrophilic-lipophilic balance, dt. Grad der lipophilen bzw.
hydrophilen Eigenschaften einer Substanz

engl. high performance liquid chromatography, dt.
Hochleistungsflissigkeits-chromatographie

Institut flr molekulare Biologie gGmbH, Mainz

Infrarot

engl. International Union of Pure and Applied Chemistry, dt. Internationale
Union flr reine und angewandte Chemie

Kilogramm

Latein
engl. Jlower critical solution temperature, dt. untere kritische
Losungstemperatur

Kombination der Matrix—Assistierte Laser-Desorption—lonisierung (MALDI)
mit der Flugzeitanalyse (engl. time of flight = TOF) freigesetzter lonen zur
Massenspektrometrie

Minute

Milliliter

Milliarden

Magnetresonanztomographie

Numerische Apertur

Natriumborhydrid

Nanopartikel

engl.  Non-Random-Two-Liquid-Modell,  dt. ,nicht-zufdllig,  zwei
Flissigkeiten”-Modell, ein thermodynamisches Modell: Korrelation der
Aktivitatskoeffizienten eines chemischen Stoffgemischs

engl. number of transfer units, dt. Zahl der Ubertragungseinheiten

Ol in Wasser-Emulsion
Ol in Wasser in Ol-Doppelemulsion
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Pa

PAH
PBCA
PB-PEO
PCL
PDADMAC
PEEK
PEG
PEO
PHBV
PLGA
PLLA
PMMA
PMI

PPO
PS

rnm

SAR
SCENIHR

SDS
SIMM
SLS
SPIO

TEER
TEM
THF
TICT
T)

usw.
UVNVIS

Vol%

Pascal (1Pa = 1 = 1-2)
Poly(Allylaminhydrochlorid)
Poly(butylcyanoacrylat)
Polybutadien-block-Polyethylenoxid
Polycaprolacton
Poly(Diallyldimethylammoniumchlorid)
Polyetheretherketon

Polyethylenglycol

Polyethylenoxid
Poly(3-Hydroxybutyrate-co-Hydroxyvalerate)
Poly(D, L-lactid-co-glycolid)

Poly(L-Lactid)

Polymethylmethacrylat

Perylenmonoimid =N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-
dicarbonacidimide

Polypropylenoxid

Polystyrol

engl. revolutions per minute, dt.Umdrehungen pro Minute

engl. split and recombine, dt. aufspalten und wiedervereinen

engl. Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks,
dt. von der europaischen Kommission unabhangigen wissenschaftlichen
Ausschusses "Neu auftretende und neu identifizierte Gesundheitsrisiken"
engl. sodium dodecy! sulfate, dt. Natriumdodecylsulfat

engl. slit interdigital micro mixer, dt. Schlitz-Interdigital-Mikromischer
Statische Lichtstreuung

engl. superparamagnetic iron oxides, dt. super-paramagnetische Eisenoxide

transendothelialer elektrischer Widerstand
Transmissionselektronenmikroskopie

Tetrahydrofuran

engl. twisted intramolecular charge transfer, dt. gedrehter intramolekularer
Ladungstransfer

engl. tight junctions, dt. dichte Verbindung, lat. Zonula occludens

und so weiter
UV = ultraviolettes Licht, VIS = engl. visible, dt. sichtbares Lichts

Volumenprozent
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w  W/O Wasser in Ol-Emulsion
W/O/W Wasser in Ol in Wasser-Doppelemulsion
wt% engl. weight percent, dt. Gewichtsprozent
X
Y
z z.B. zum Beispiel
ZNS Zentrales Nervensystem
ZORA engl. zeroth-order reqular approximation, dt. regelmaBige Naherung

nullter Ordnung
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7.2 Symbolverzeichnis

Das Symbolverzeichnis ist untergliedert in die Kapitel, in denen Symbole in Formeln

verwendet werden.

7.2.1 Theorie und Grundlagen (Kapitel 2)

7.2.1.1 Elektrostatische AbstoBung (Kapitel 2.2.1.1)

z,F¥ (x)

: lonenkonzentration

: Eulersche Zahl

:ideale Gaskonstante

:absolute Temperatur

: Wertigkeit der lonen

: elektrische Feldkonstante

: relative Dielektrizitatskonstante des Dispergiermittels
: Abklingrate = Debye — Hiickel — Lange

:elektrisches Potential

:elektrostatische Anziehungsenergie

7.2.1.2 Van-der-Waals Anziehung (Kapitel 2.2.1.2)

A

A131

: Hamaker — Konstante

: Wechselwirkung kolloidaler Teilchen in einem Medium

: Wechselwirkung zweier Teilchen miteinander

: Wechselwirkung des Mediums mit sich selbst

: Wechselwirkung eines Teilchens mit dem Medium

: Interaktionskonstante

: Anzahl der Atome bzw. Molekile pro Volumeneinheit der beteiligten

Stoffe

: Radius eines Kolloidteilchens
: Abstand der Zentren, der wechselwirkenden Teilchen
:van — der — Waals Wechselwirkung zwischen zwei Kolloidteilchen
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7.2.1.3 DLVO-Theorie (Kapitel 2.2.1.3)

V4y(r) :van —der — Waals Wechselwirkung
Vg(r) :Bornsche Abstoflung

Vr(r) :Elektrostatische AbstofRung

Vr(r) :Gesamtwechselwirkung

7.2.1.4 Grenzflachen- und Oberflachenspannung (Kapitel 2.2.2)

¢ :Tensidkonzentration
dA :Vergrofderung der Oberflache
dW :aufzuwendende Arbeit

o :Grenz — oder Oberflachenspannung

7.2.1.5 Tenside (Kapitel 2.2.3.1)

A :Grenzflache
AG :aufzuwendende Arbeit
y :Grenzflachenspannung

7.2.1.6 HLB-Wert (Kapitel 2.2.3.3)

H, :Wert der hydrophilen Gruppe

H; :Wertder lipophilen Gruppe

M :Molmasse des gesamten Molekils

M; :Molmasse des lipophilen Anteils des Molekiils
m :Anzahl hydrophiler Gruppen im Molekil

286



ANHANG

7.2.1.7 Alterungsprozesse (Kapitel 2.2.4)

n
Ap

pLaplace

Q 3« 3= =

: Anzahl der Molekiile der osmotisch aktiven Reagenz

: Nettokraft,die auf Grenzflache der Tropfchen wirkt
: Laplace — Druck

: Gaskonstante

: Tropfchenradius

: Temperatur

: Zeit

: osmotischer Druck

: Grenzflachenspannung

7.2.1.8 Dispergieren durch Extrusion an mikropordsen Membranen (Kapitel 2.2.5.3)

dp
dP,max

Jw

: Durchmesser der zylindrischen Pore

: maximaler Porendurchmesser

: Wasserflux durch die Membran

: Konstante, abhangig von der Porenstruktur

: Lange der zylindrischen Pore

: Kapillardruck

:hydraulischer Widerstand = transmembrane Druckdif ferenz
: hydraulischer Widerstand

: Grenzflachenspannung

: Randwinkel der Flussigkeit

: Dicke der Membran

: Porositat

: Viskositat des Wassers

: mittlere Tortuositatsfaktor der Membranporen
:mittlere Geschwindigkeit des Wassers in den Poren
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7.2.1.9 Grundlagen des Magnetismus (Kapitel 2.4.3)

B :magnetische Flussdichte oder Induktion
Binnen :innere magnetische Flussdichte
Baugen :aufdere magnetische Flussdichte
H :Magnetfeldstarke
] :magnetische Polarisation
M :Magnetisierung
V' :Volumen
Wo :Permeabilitit im Vakuum
Hmag :magnetisches Moment
x :Suszeptibilitat

7.2.1.10 Superparamagnetismus (Kapitel 2.4.4)

K :Anisotropiekonstante des Materials (Anisotropieenergie Ay = KV;)
kg :Boltzmann Konstante
T :absolute Temperatur
Ve :Volumen des magnetischen Kerns
V, :hydrodynamisches Volumen
n :dynamische Viskositat des Mediums
Tg :Brown'sche Relaxationszeit
Ty :Néel'sche Relaxationszeit

Tefr :effektive Zeitkonstante
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7.2.2 Charakterisierungsmethoden (Kapitel 3)

7.2.2.1 Statische Lichtstreuung (Kapitel 3.1.1)

Ay, As
c

Io I
M

M,

N

N

:2.bzw. 3.Virialkoef fizient des osmotischen Drucks

: Konzentration der Probe

: Intensitat desPrimarstrahls, Intensitat des Streustrahls

: Molekulargewicht der gelosten Probe

: Molmasse des Losungsmittels

: Anzahl der Streuwinkel

: Avogardo — Konstante

: Brechungsindex der Losung, Brechungsindex des Losungsmittels

: Brechungsindexinkrement nach der Dichte

: Brechungsindexinkrement nach der Konzentration

: Partikelformfaktor

: Streuvektor

:ideale Gaskonstante

: Tragheitsradienquadrat

: Rayleigh — Verhdltnis

: Abstand des Streuvolumens zum Detektor

: Abstandsvektor der Streuzentren i und j
:absolute Temperatur

: Grofde des Streuvolumens

: isotherme Kompressibilitat

: Streuwinkel

: Wellenlange des Primarstrahls

:Dif ferenz der chemischen Potentiale von Losung zu Losungsmittel
: osmotischer Druck

: Dichte der Losung, Dichte des Losungsmittels
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7.2.2.2 Dynamische Lichtstreuung (Kapitel 3.1.2)

A
B
C
D

app

: experimentell bestimmte Basislinie

:Signal — Rausch — Verhdltnis

: dimensionslose Grofde, abhingig von der Molekilstruktur
:translatorischer Dif fusionskoef fizient

: scheinbarere, apparenter Dif fusionskoef fizient
:translatorischer Dif fusionskoef fizient der Teilchensorte i
:z — Mittel des Dif fusionskoef fizienten

: Streuamplitude zum Zeitpunkt 0

: Streuamplitude zum Zeitpunkt t

J

: Boltzmann — Konstante 2 1,38-10723 e
=24; — ks —v,

: Molmasse der Teilchensorte i

: Massenanteil der Teilchensorte i

: Zeitabstande der Kandle des Autokorrelators

:dynamischer Strukturfaktor

: statischer Strukturfaktor

:i — ter Kumulant

: partielles Molvolumen des Polymers

: Polydispersitat der Verteilungsfunktion der Dif fusionskoef fizienten
: Polydispersitat der Grofie

:partielles Molvolumen des Polymers

: zeitliches Mittel

7.2.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) (Kapitel 3.2)

NA

NS 3I O R

: Numerische Aperatur des Objektivs

: Akzeptanzwinkel des Objektivs

: erzielbare Auflosung

: Brechungsindex des Immersionsmediums
: Wellenlange des verwendeten Lichts
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7.2.2.4 Dichtemessung mit Biegeschwinger (Kapitel 3.3)

rim Idealfall

:im Realfall

: Molmenge

: Masse

: Druck

: Temperatur

:Volumen

: zwischenmolekulare Wechselwirkung zwischen Molekul x und
Molekil y

: Dichte

7.2.2.5 Messprinzip des Biegeschwingers (Kapitel 3.3.1)

d
F
f
K
L

mc

b§ﬁ<'ﬂ

Pp

: relative Dichte einer Probe

: Zellfaktor

: Frequenz = Anzahl der Schwingungen pro Minute
: Messzellenkonstante

: Schwingungsperiode von Luft

: Masse der Messzelle

: Schwingungsperiode

:Volumen der Probe

: Schwingungsperiode von Wasser
: Dichte der Probe

: Dichte einer Referenzsubstanz

: Dichte einer unbekannten Probe

7.2.2.6 UV/VIS-Spektroskopie (Kapitel 3.4)

oS

m o~ &0

: Absorption durch ein isotropes, homogenes Medium

: Konzentration der Probe

:Schichtdicke der Kuvette

: Intensitat der Strahlung vor bzw.nach Durchgang durch die Probe
:molarer, dekadischer Extinktionskoef fizient, stof fspezifische

Konstante
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7.2.3 Ergebnisse und Diskussion (Kapitel 4)

7.2.3.1 Simulation des Massentransfers (Kapitel 4.1.4)

= Q

~ =

e =2 X -

R
Sc
Sh

(3]

N & »n

~

VLE

T E ST R OR

Pm

: Flache der Flissig — Gas — Grenzflache
: Temperaturleitfahigkeit

: spezifische Warmekapazitat bei konstantem Druck
: Dif fusionskoef fizient

:molare FLussrate

: Fourier — Zahl

:Graetz Zahl

:Gas

:Stof fubergangszahl

: Komponente (Stickstof f, Tetrahydrofuran oder Wasser)
: charakteristische Lange

:liquid = Flissigkeit

: Molmasse

: Molenfluss

: Druck

:universelle Gaskonstante

: Reynolds Zahl

:Schmidt Zahl

: Sheerwood Zahl

: Stickstof f

: charakteristische Zeit

: Temperatur

: Tetrahydrofuran

: Dampf — Flissigkeit — Gleichgewicht
: Molenbruch

: Molenbruch der Gasphase

:Wasser

: Warmeleitfahigkeit

:dynamsiche Viskosittat

: Dichte

: molare Dichte
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7.2.3.2 Vergleich der experimentellen Daten mit der Simulation (Kapitel 4.1.6)

corr :Korrekturfaktor
NTU :Number of transfer units = Anzahl der Ubertragungseinheiten
Q, :Flissigkeitsflussrate

7.2.3.3 Theoretische Betrachtung der experimentellen Ergebnisse (Kapitel 4.5.3.4)

mZ
Dcuei, :Dif fusionskoef fizient von Chloroform [Tl

2

m
Dnru,0 = 4,27-10710 ~ Dif fusionskoef fizient von Nilrot in Wasser
k = 1,38 10_23£ : Boltzmann — Konstante
r :Radius
Teuc, = 0,145 nm = 1,45 - 107 m: Radius von Chloroform

"wrH,0 :Radiusvon Nilrotin Wasser
T =20°C & 293,15K : absolute Temperatur
V :Volumen
Ncuc, = 0,56-1073Pa - s : dynamische Viskositit des Losemittels*?’!

NH,0 = 1073Pa - s : dynamische Viskositit des Losemittels

7.2.3.4 Berechnung der Anzahl an Farbstoffmolekllen pro Polymerpartikel (Kapitel
45.3.5)

Ay :Oberflache einer Kugel

M = 318,369i:molare Masse
mol

m = 1,77-10718 g : Masse an Nilrot pro Partikel
n :Stoffmenge

r :Radius

V' :Volumen
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Abbildung 107: Transportwege an der Blut-Hirn-Schranke (modifiziert von Helen Onyemal*?®! nach #31). a)
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Abbildung 114: Massenspektrometrische Analysen der Proteinkorona von PLGA-SDS und PLGA-FeO,-SDS.
Zur Vorbereitung wurden Partikel mit jeweils einer Gesamtoberflache von 0,17 m2 mit 500 pl
Blutplasma flr eine Stunde bei 500 U/min auf dem Heiz-ThermoMixer bei 37 °C inkubiert. Die
Messungen und Analysen wurden vom Institut fiir molekulare Biologie gGmbH (IMB) in Mainz
durchgeflhrt. Die Kreisdiagramme zeigen die 10 Proteine, welche den gréBten Anteil an der
Proteinkorona DESITZEN. . .....oii i e 242
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