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“Once you eliminate the impossible, whatever remains, however improbable, must
be the truth.”
- Sir Arthur Conan Doyle
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt ein spezielles Herstellungsverfahren zur Erzeu-
gung funktionaler Lipidkapseln, sogenannten Liposomen, aus Nanoemulsionen
und der Entwicklung der entsprechend benétigten Analytik. Eine Wasser-in-Ol
(WO) Nanoemulsion, die den Wirkstoff in den wissrigen Tropfen enthélt, wird als
Zwischenprodukt genutzt. Die beladenen Tropfen werden mithilfe einer Zentrifu-
gation in eine zweite wiassrige kontinuierliche Phase transferiert, wodurch Lipo-
somen erzeugt werden. Aus dem Ziel einer pharmazeutischen Verwendung erge-
ben sich komplexe Anforderungen an den Prozess. Die Tropfengrofe der Emulsi-
on und der resultierenden Liposomen sollte bei etwa 200 nm liegen, mit einer
obligatorischen Verwendung von Phospholipiden als Emulgator. Die Arbeit kon-
zentriert sich auf drei Bereiche: erstens die Stabilisierung von WO Nanoemulsio-
nen, zweitens die Nutzung von NMR zur Charakterisierung des Stoffsystems und
drittens der Untersuchung des Transfers von Kolloiden zwischen zwei Fliissigpha-
sen.

Uber eine Analyse der Emulsionsstabilitit konnte gezeigt werden, dass Phos-
pholipide in WO Nanoemulsionen einer stetigen Instabilitdt unterliegen und es
gelang den zugrundeliegenden Mechanismus zu identifizieren. Die Instabilitét
folgt einem bestimmten Muster, bei dem sich Tropfen zunéchst durch Koaleszenz
vereinigen bis die Grenzfliche ausreichend reduziert wird, um vom Emulgator
belegt zu werden. Im Folgenden kommt es zu Ostwaldreifung, die insbesondere
durch die Anwesenheit von Lipidmizellen vermittelt wird. Eine erhdhte Konzent-
ration an Emulgator fithrt dabei nicht zu einer besseren Stabilitit, da dieser aggre-
giert. Ausreichende Tropfengrofen und Stabilitdt sind daher nur unterhalb der
kritischen Aggregationskonzentration zu erreichen. Mit einem angepassten Ultra-
schallverfahren konnten Tropfengréen von 300 nm und eine ausreichende Stabi-
litét fiir den Transfer erreicht werden.
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Die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) und —diffusometrie ermdglicht die
selektive Analyse einzelner Molekiilspezies und deren Diffusion in einer Emulsi-
on oder in Liposomen. Aus der Diffusion lésst sich die TropfengroBenverteilung
ableiten. Es wurden zwei Verfahren zur Auswertung von komplexen Tropfengro-
Benverteilungen verglichen sowie deren Validitit und Voraussetzungen bewertet.
Fiir die Analyse von Nanoemulsionen konnte das bestechende Modell erweitert
werden, sodass nun TropfengroBen im Bereich unterhalb eines Mikrometers zu-
génglich sind. Weiterhin bietet die NMR die Perspektive die Einkapselung von
Wirkstoff, das Verhalten des Emulgators und einen mdglichen Austausch zwi-
schen den Tropfen oder Phasen zu verfolgen.

Der Transfer kolloidaler Partikel durch eine fliissig-fliissig Phasengrenze, als
Vereinfachung der instabileren Tropfen, wurde mit Modellpartikeln theoretisch
und experimentell beschrieben. Die Bilanzierung der wirkenden Krifte zeigt die
benotigte Arbeit fiir den Transfer, die durch die Zentrifugation aufgebracht wer-
den muss. Der Ansatz konnte experimentell validiert werden und spezifiziert die
Abhéngigkeit von der Partikelgrofle, den Materialeigenschaften und den experi-
mentellen Parametern wie der Zentrifugationsgeschwindigkeit. Der Transfer wird
fir kleine Partikel zunehmend anspruchsvoller, da im Bereich von mehreren
hundert Nanometern die Grenzflichenkrifte dominieren. Nanopartikel neigen zur
Agglomeration an der Grenzfliche und konnen nur mit einem Mindestaufwand
wie gewiinscht als Einzelkorn transferiert werden.

Insgesamt wurde das Herstellungsverfahren fiir Liposomen umfassender unter-
sucht, als es der bisherige Stand der Technik war. Als Voraussetzung fiir das
Verfahren wurden die Emulsionen optimiert, mit der NMR eine leistungsfiahige
Analytik etabliert und der Transfer mit den eingehenden Faktoren analysiert. Die
aufgezeigten Limitierungen bilden die Basis fiir zukiinftige Verbesserungen des
Konzepts.



Abstract

The presented thesis discusses a specific production process for the generation of
functional lipid capsules, also known as liposomes, using nanoemulsions and the
development of the required analytics. A water-in-oil (WO) nanoemulsion, which
contains the active pharmaceutical ingredient (API) within the aqueous droplets, is
used an intermediate. The loaded droplets are transferred into a second continuous
and aqueous phase via centrifugation, thereby producing liposomes. The aim of a
pharmaceutical application leads to complex requirements for the process. The
droplet size of the emulsion and the resulting liposomes should be in the range of
200 nm, with an obligatory use of phospholipids as emulsifier. The thesis is fo-
cused on three aspects: first, the stability of WO nanoemulsions, second, the use
of NMR for the characterisation of the formulation and third, the investigation on
the transfer of colloids between two liquid phases.

By analysing the emulsion stability it was shown, that phospholipids in WO
nanoemulsion are prone to a constant instability and it was possible to identify the
underlying mechanism. The instability is following a certain pattern in which the
droplets are growing due to coalescence, until the interface is reduced sufficiently
to enable a full coverage by an emulsifier. In the following, Ostwald ripening is
dominant, which is enabled by the presence of lipid micelles. An increased con-
centration of emulsifier does not lead to a better stability, because the insoluble
excess forms aggregates. The required droplet sizes and stability is therefore only
available at concentrations below the critical aggregation concentration. With an
adapted ultrasound process, the droplet sizes were reduced to 300 nm and a satis-
factory stability was accomplished.

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and diffusometry allow to
selectively analyse single molecular species and their diffusion within an emulsion
droplet or a liposome. The droplet size distribution can be derived from the diffu-
sion behaviour. Two methods for the evaluation were tested and compared on
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complex droplet size distributions as well as assessing the validity and prerequi-
sites of the approaches. The known model was extended for the analysis of
nanoemulsions, making droplet sizes below one micrometre accessible. Further,
NMR is offering possibilities to consider the encapsulation efficiency of API, the
behaviour of the emulsifier and possible exchange of molecules between droplets
or phases.

The transfer of colloidal particles, as a simplification of the more unstable drop-
lets, was described experimentally and theoretically using model particles. The
balance on acting forces shows the required work for the transfer, which has to be
contributed by the centrifugation. The approach was validated experimentally and
specifies the dependency on the particle size, the material properties and the ex-
perimental parameters, such as the centrifugation speed. The transfer needs in-
creasingly stronger forces for small particles, due to the increasing domination of
the surfaces forces at sizes of several hundred nanometres. Nanoparticles are
prone to agglomerate at the interface and can only be transferred as single parti-
cles with a certain minimum centrifugal force.

Overall the production process for liposomes was comprehensively considered in
all aspects, leading clearly beyond the state of the art. As a condition for the pro-
cess the emulsions were optimised, NMR was established a powerful analysis and
the transfer with all its elements was understood. The presented limitations are the
basis for future improvements of the concept.
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1 Einleitung

1.1  Motivation und Fragestellung

Fiir einen therapeutischen Einsatz sollen pharmazeutische Wirkstoffe in der Regel
moglichst spezifisch sein, um Nebenwirkungen zu minimieren. Insbesondere in
der Onkologie werden toxische Wirkstoffe verwendet, um die erkrankten Zellen
zu inhibieren. Wenn Wirkstoffe jedoch nicht die malignen Zellen erreichen oder
die gesunden Zellen in Mitleidenschaft ziehen, sinkt der Wirkungsgrad oder nega-
tive Effekte treten hervor. Die englischen Begriffe drug delivery system und drug
carrier beschreiben den Transportweg und die Transportart zum Zielort des Wirk-
stoffes. Die Mehrzahl der Pharmazeutika wird parenteral, z.B. durch direkte Injek-
tion in die Blutbahn verabreicht. Dabei muss insbesondere die Stabilitit des Wirk-
stoffes in der Blutbahn beachtet werden und die Konzentration in einem nicht-
toxischen, aber wirksamen Bereich gehalten werden. Weiterhin wird der Wirkstoff
im gesamten Korper verteilt und reichert sich nicht spezifisch im Zielgewebe an.
Ein weit verbreiteter Triager oder Carrier sind Liposomen. Bei Liposomen handelt
es sich um kleine Blédschen, dhnlich den korpereigenen Transportvesikeln, die
iiber eine Membran aus einer Doppellipidschicht verfligen. Liposomen konnen als
Transportbehilter fiir Wirkstoffe dienen. Durch eine Funktionalisierung der Lipid-
schicht konnen positive Effekte genutzt werden: Beispielsweise kann bei der
richtigen Zusammensetzung der Membran die Immunantwort abgeschwécht wer-
den, somit kommt es langsamer zu unerwiinschter Klarung im Blut. Weiterhin
kann die Oberflidche modifiziert werden, um den Wirkstoff spezifischer in oder an
den malignen Zellen freizusetzen. In Summe gibt es durch die Verkapselung des
Wirkstoffes in Liposomen eine Vielzahl von Vorteilen.

Wihrend Liposomen als solche mit relativ geringem Aufwand herzustellen sind,
ist es eine Herausforderung eine hohe Wirkstoffeinkapselung in diesen Vesikeln
zu realisieren. Bei der Herstellung iiber klassische Verfahren ist der Anteil an
eingekapseltem Wirkstoff so gering, dass eine weitere Aufarbeitung notig ist und
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ein grofler Teil des oftmals wertvollen Wirkstoffes verloren geht. Weiterhin finden
vielfach organische Losemitte]l Anwendung oder es werden hohe Scherkrifte
genutzt, die fiir pharmazeutische Prozesse und Molekiile ungeeignet sind. Nur
wenige der bekannten Verfahren sind einfach auf einen industriellen Ma@stab
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Abbildung 1.1: Prinzipskizze fiir die Herstellung von Liposomen aus WO
Nanoemulsionen. Der Wirkstoff (active pharmaceutical ingredient, API) wird in den
wissrigen Emulsionstropfen vorgelegt. Beim Transfer der Tropfen durch
Zentrifugation wird die zweite Lipidschicht aufgebaut.

Ein vielversprechender Ansatz ist der Transfer von Emulsionstropfen mittels
Zentrifugation in eine sekundére wissrige Phase, wie in Abbildung 1.1 dargestellt.
Das Konzept beruht dabei auf einer Vorlage in Form einer Wasser-in-Ol (WO)
Emulsion, deren Tropfen den hydrophilen Wirkstoff beinhalten. Durch Zentrifu-
gation der Emulsion erfahren die Tropfen eine gerichtete Beschleunigung. Treffen
die Emulsionstropfen auf eine kontinuierliche wiassrige Phase mit ausreichender
Menge Emulgator, so treten diese aus dem Ol iiber und erzeugen somit Liposo-
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men. Da Liposomen per Definition und aufgrund ihrer biophysikalischen Eigen-
schaften vornehmlich aus Phospholipiden bestehen, sind diese auch zwingend als
Emulgator fiir die WO Emulsion zu nutzen. Weiterhin sind fiir die Anwendung im
pharmazeutischen Bereich besondere Anforderungen an die Apparate, Chemika-
lien und Eigenschaften gefordert. Sollen die Liposomen parenteral appliziert
werden, so sind die Anforderungen an den Herstellungsprozess sowie die zu erzie-
lende Grofle der Wirkstoffvesikel am anspruchsvollsten.

Der Ansatz Liposomen aus Emulsionen herzustellen, wird seit den 70ger Jahren
diskutiert und wurde seitdem mehrfach von verschiedenen Wissenschaftlern und
Gruppen wieder aufgegriffen und weiterentwickelt, wie ausfiihrlicher im Kapitel
zum Stand der Technik dargestellt. Ziel dieser Arbeit ist, auf Basis der verdffent-
lichten Daten, den Prozess weiter zu charakterisieren und bekannte Limitierungen
zu 16sen, sowie gegebenenfalls den Prozess auf eine kontinuierliche Herstellung
von Liposomen auszulegen.
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1.2  Ansitze zur Prozessoptimierung und Zielstellung

Die Zielstellung der hier vorliegenden Dissertation ist es die bekannten Limitie-
rungen des Herstellungsprozesses im Hinblick auf eine Anwendung im pharma-
zeutischen Bereich zu priifen. Dabei kann als Arbeitshypothese folgendes formu-
liert werden:

Liposomen fiir pharmazeutische Zwecke, wie parenterale Applikationen, miissen
im Grofsenbereich von 100-300 nm liegen. Ist eine Herstellung solcher geeigneten
Liposomen durch den Transfer von WO Emulsionstropfen méglich? Es ist zu
erwarten, dass im genannten Grioffenmafistab die Grenzflichenkrdfte die Emulsi-
on und den Transfer stirker beeinflussen, als es fiir konventionelle, grifiere Trop-
fen der Fall ist. Es gilt zu priifen, ob und wie dieser Effekt die Emulsionsstabilitcit
und den Transfer beeinflusst.

Der Prozess des Phasentransfers von Fliissigkeitstropfen zur Herstellung von
Liposomen kann systematisch in Teilabschnitte gegliedert werden, die thematisch
sinnvoll einen Aspekt beleuchten und detailliert den interdisziplindren Prozess
aufschliisseln. Diese Einteilung ist hilfreich, die hier vorgestellte Arbeit struktu-
riert darzustellen und gibt somit die Gliederung der schriftlichen Ausarbeitung
vor. Ebenso konnen daraus Ziele formuliert werden, die zur Optimierung des
Prozesses als sinnvoll zu erachten sind. Jeder der Aspekte kann kritisch fiir die
Realisation sein.

1) Verbesserung der Emulsionen. Die Emulsionen bilden die Basis, eine
Vorlage fiir die Liposomen. Sie miissen ausreichende temporire Stabili-
tat und gewiinschte Tropfengrofenverteilung aufweisen.

2) Verstindnis der Adsorption von Phospholipiden an die Grenzflachen.
Grenzflachenkrifte bestimmen die oben genannten Emulsionen und ge-
ben Aufschluss iiber die Konformation der Molekiile. Die Tensiometrie
ist eine wichtige Messtechnik in diesem Zusammenhang.

3) Emulsionscharakterisierung. Neben gut etablierten, zumeist optischen
Messmethoden zur Bestimmung der Tropfengréfenverteilungen und po-
tentiell weiterer Parameter wurde mit der NMR Diffusometrie eine sehr
moderne Methode evaluiert und weiterentwickelt.
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4)

5)

6)

7)

Gelbildung. Phospholipide neigen bei bestimmten Bedingungen zur
Gelbildung, was generell negative Auswirkungen auf den Prozess und
die Emulsionen haben kénnte und vermieden werden sollte.

Transfer von Kolloiden. Der Durchtritt von kolloidalen Tropfen oder
Partikeln zwischen zwei fliissigen Phasen ist kritisch fiir den Prozess.
Partikel kdnnen verformt werden oder an der Grenzflache verbleiben.

Eigenschaften der Liposomen. Die Liposomen bilden das Zielprodukt
der Herstellung. GroBle, Asymmetrie der Membran und Einkapselungs-
effizienz sind wichtige Parameter, um den Erfolg zu quantifizieren.

Kontinuierliche Herstellung. Fiir eine industrielle Anwendung ist der
Ausblick auf eine mdgliche kontinuierliche Herstellung und Scale-Up
von Interesse.

Das Gesamtverfahren ist somit sehr umfassend und wurde de facto interdisziplinér
im Rahmen eines europdischen Projektes bearbeitet. Es ergaben sich dadurch

verschiedene Arbeitspakete und Teilprojekte, um die oben beschriebenen Ziele
systematisch aufzuarbeiten und eine Optimierung des Herstellungsverfahrens fiir
Liposomen u.A. mit hohen Einkapselungseffizienzen und immunlogischen Vortei-
len fiir den Patienten zu erreichen.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt insbesondere auf drei Themen:

- der Charakterisierung der Instabilitdt von WO Nanoemulsionen mit
Phospholipiden,

- der Nutzung von NMR als moderne Messmethode an Emulsionen,
und

- dem Transfer von Kolloiden zwischen Fliissigphasen am Beispiel
eines Modellsystems.

Die ausfiihrliche Erlduterung, Analyse und Einordnung in den Stand der Technik
dieser drei Schwerpunkte sollen zusammen eine Einschétzung iiber die mogliche
pharmazeutische Nutzung des Prozesses liefern.
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2 Stand der Technik und Theorie

2.1 Liposomen

2.1.1 Aufbau

Liposomen sind kugelférmige Strukturen, &hnlich den korpereigenen Vesikeln,
die ein Volumen von Wasser durch eine Doppelmembran aus Phospholipiden von
dem umgebenden wissrigen Medium abtrennen. Die Membran besteht aus Phos-
pholipiden (PL), welche entsprechend ihrer amphiphilen Eigenschaften die hydro-
phoben Ketten zusammenlagern und die hydrophilen Kopfgruppen exponieren.
Die somit entstehenden Doppelschichten konnen einzeln auftreten und ein mo-
nolamellares Vesikel bilden, das je nach GroBe als ,.giant“ >1000 nm, ,large*
>100 nm oder ,,small unilamelar vesicle 20-100 nm (GUV, LUV und SUV)
bezeichnet wird. Moglich sind auch multilamellare Strukturen, die entsprechend
als MV bezeichnet werden oder Einschliisse von mehreren Vesikeln, sogenannte
multivesicular vesicle (MVV) [1]. Unterhalb der Gréfe von 20nm sind aufgrund
der starken Kriimmung und Gréfe der Phospholipide einfachere Strukturen, Mi-
zellen, zu finden, deren hydrophobe Gruppen direkt zusammengelagert sind. In
hydrophoben Medien bilden sich mitunter inverse Mizellen.

Die Doppelmembran aus Phospholipiden hat analog zum biologischen Pendant
einige Eigenschaften, welche aus der speziellen Zusammensetzung resultieren.
Die Art und der Anteil der PL in den beiden Membranteilen kann voneinander
abweichen. In einem solchen Fall spricht man von einer Asymmetrie der Memb-
ran. Mit der Zusammensetzung werden auch die Grenzflicheneigenschaft und die
Oberfliche beeinflusst. Die Phospholipide unterscheiden sich in der Kettenldnge
und Art der Kopfgruppe, die den hydrophoben oder hydrophilen Charakter der
Schicht beeinflussen, indem etwa die Polaritét oder Packungsdichte und letztend-
lich die Grenzflichenkrifte verindert werden. Weiterhin sind in biologischen
Membranen Proteine, Zucker und andere Liganden verankert, die fiir die Funktio-
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nalitdt wichtig sind und eine substantielle Rolle z.B. in der Immunantwort, Signal-
transduktion und dem Intermembrantransport spielen.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Struktur eines Liposomes mit einer PL
Doppelmembran. In der inneren wiissrigen Phase konnen hydrophile Wirkstoffe
eingekapselt werden, wiihrend hydrophobe Stoffe in der Doppelschicht eingelagert
werden konnen.

Diese strukturellen Unterschiede sind essentiell fiir die biologische und pharma-
zeutische Wirkung [2], die hier nicht im Detail aufgefiihrt wird, aber idealerweise
durch den vorgestellten Prozess adressiert werden sollte. Einfache Liposomen
verfiigen nicht zwangslaufig tiber alle hier abgebildeten Gruppen, aber die vielfil-
tige Funktionsweise eines Liposoms bildet die Basis fiir deren breite pharmazeuti-
sche Verwendung und Relevanz.

2.1.2 Pharmazeutische Verwendung

Die pharmazeutische Verwendung von Liposomen liegt in der Nutzung als Trans-
portbehélter fiir Wirkstoffe. Die Einkapselung von Wirkstoft bietet vielfache
Vorteile durch eine mdgliche gezielte Freisetzung, Dosierung oder Schutz vor
Degradation, was an einem Beispiel aus der Krebstherapie einfach erldutert wer-
den kann. Der Patient wird dabei durch maligne Zellen bedroht, die in der Be-
handlung zu entfernen oder deren Wachstum zu hemmen sind, etwa durch ein
Zelltoxin. Das Toxin sollte moglichst spezifisch wirken und nur die kranken Zel-
len betreffen, sonst sind weitreichende Nebenwirkungen die Folge. Wird der
Wirkstoff direkt in den Blutkreislauf appliziert, so verteilt er sich unspezifisch im
Kérper, kann zudem eine starke Immunantwort hervorrufen und somit friihzeitig
abgebaut werden oder gesundes Zellgewebe zerstéren. Durch die Einkapselung in
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Liposomen kann der Wirkstoff im Blut héhere Verweilzweiten erreichen und
zielgerichtet zum Tumorgewebe transportiert werden. Die Oberflache der Kapseln
kann durch spezielle Liganden oder Antikdrper modifiziert werden, sodass eine
Aktivierung des Immunsystems und die folgende Degradation z.B. durch Makro-
phagen unterbunden wird. An den Zielzellen kénnen die Liposomen gezielt den
Wirkstoff freisetzen. Dies kann durch Temperatur oder pH-basierte Mechanismen
bis hin zur spezifischen Aufnahme durch antikdrperbasierte Reaktionen erreicht
werden [3,4].

Eingekapselt werden konnen verschiedene Wirkstoffe, wie Proteine in Form von
Enzymen oder Antikdrpern, einzel- oder doppelstrangige RNA und andere mole-
kulare Wirkstoffen [1,5-8]. Es gibt sowohl die Nutzung in dermalen Produkten,
als auch enteral, jedoch steht der parenterale Gebrauch hier im Vordergrund. Die
Grofe der Kapsel muss dabei 200-300 nm betragen, da sonst kein pharmazeuti-
scher Nutzen mit passiver oder aktiver Aufnahme der Liposomen im Zielgewebe
stattfinden kann [9,10]. Es gibt mehrere etablierte Medikamente die Liposomen
nutzen, wie Doxorubicin oder Vincristion, die seit Jahren auf dem Markt verkauft
werden [11-13]. Weiterhin werden Liposomen unter Anfithrung der Biokompati-
bilitdt und Reservoireigenschaft in der Kosmetik eingesetzt.

2.13 Etablierte Herstellungsverfahren

Die ersten etablierten Herstellungsverfahren sind eng verwoben mit der wissen-
schaftlichen Entdeckung der Liposomen durch Bangham et al. [14]. Einfache
Liposomen formen sich in polaren Losemitteln wie Wasser durch Zugabe von
Phospholipiden direkt oder unter geringer Energieeinwirkung zu inhomogenen
lamellaren Strukturen, die jedoch keine gute technische Nutzung zulassen. Die
erste dokumentierte Methode nach Bangham wird oft als ,,Filmmethode* bezeich-
net, bei der durch Trocknung an einer Glaswand ein kontinuierlicher Lipidfilm
gebildet wird. Dieser Film kann, je nach Menge der Lipide, typischerweise durch
Wasser aufquellen, wobei sich multilamellare Liposomen bilden. Die so gebilde-
ten Liposomen konnen durch weitere Verfahren, wie Extrusion, Ultraschall oder
Frost-Tau Zyklen auf die gewiinschte GroBe und Lamellaritdt gebracht werden
[15-19]. Problematisch ist dabei vor allem eine effiziente Beladung mit Wirkstoff,
da bei diesen Verfahren der Wirkstoff in der kontinuierlichen Phase gelost wird
und nur das proportionale Verhéltnis des Volumens eingekapselt wird, welches in
den Kapseln liegt, ergo wenige Prozent. Dadurch ist nachfolgend eine weitere
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Aufreinigung der Formulierung nétig, die insgesamt zu einem untragbaren wirt-
schaftlichen Verlust fiihrt.

Die Beladung der Liposomen wird in aktive und passive Verfahren unterteilt. Die
bereits genannte Filmmethode fdllt dabei unter die passiven Methoden, jedoch
konnen die bestehenden Liposomen auch weiterverwendet werden und nach der
Herstellung aktiv beladen werden. Dazu werden osmotische oder pH Gradienten
durch die Verwendung von Salzen oder energieaufwéndiger aktiver Transport
durch die Membran mittels spezieller Proteine und Enzyme genutzt. Ein aktives
Beladen der Liposomen ist derzeit sehr aufwéindig und in der Regel nicht geeignet
fiir eine industrielle Anwendung [20].

Weitere Verfahren zur Herstellung sind zumeist im Labormafistab etabliert, wie
etwa unter Nutzung von Mikrochips in der Mikrofluidik. Es konnen extrem ho-
mogene Liposomen hergestellt werden, die fiir wissenschaftliche Zwecke sehr
geeignet sind. Eine Produktion wére nur durch grof3skalige Parallelisierungen
denkbar. Weitere Verfahren, die Hochdruckhomogenisation und Ultraschall nut-
zen, sind gut skalierbar, unterscheiden sich jedoch im Produkt der Filmmethode
und bieten keine Moglichkeit zur direkten Beladung der Liposomen. Auch be-
kannt sind Verfahren, die sekundére Losemittel nutzen, wobei durch Eintropfen in
Wasser eine rasche Verdiinnung stattfindet oder nachtréiglich das Losemittel ver-
dampft wird. Die Verfahren liefern valide Ergebnisse und werden durch die Wahl
und Art des Losemittels limitiert, was insbesondere fiir pharmazeutische Anwen-
dungen kritisch ist. Insgesamt sind alle bekannten Verfahren kompetitiv und
miissen einzeln auf ihre Vor- und Nachteile hin bewertet werden. Die Vielzahl der
Moglichkeiten und Anzahl der Forschungsprojekte verdeutlichen, dass sich bisher
kein Verfahren als Optimum durchsetzen konnte, trotz der hohen Relevanz fiir
Wissenschaft und Industrie.

2.2 Emulsionen

2.2.1 Struktur

Bei Emulsionen handelt es sich um eine stabile Mischung von zwei Fliissigkeiten,
welche nicht oder nur sehr gering ineinander 16slich sind. Dabei liegt eine Fliis-
sigkeit als Tropfen vor, die disperse Phase, welche in der zweiten Fliissigkeit, der
kontinuierlichen Phase, verteilt ist. In der Regel handelt es sich bei den Fliissigkei-
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ten um ein Ol, hydrophob und unpolar, und eine wissrige Phase, hydrophil und
polar. Die meisten pharmazeutischen Emulsionen sind Ol in Wasser (OW) Syste-
me, aber insbesondere in Lebensmitteln gibt es viele Beispiele fiir Wasser in Ol
(WO) Emulsionen. Durch die Mischung in kolloidaler Form benétigt das System
viel Energie, da eine sehr grole Grenzflache zwischen den beiden Phasen vorliegt.
Das System ist immer bestrebt in den thermodynamisch stabilen Zustand zuriick-
zukehren, d.h. sich zu entmischen. Eine direkte Folge davon sind kugelformige
Tropfen, da sich bei dieser Form die Fliche minimiert, und eine limitierte Halt-
barkeit der Emulsion, die zwischen Minuten und Stunden, aber auch bis zu Jahren
liegen kann. Damit es tatsdchlich zu solchen langeren Zeitspannen kommen kann,
muss die Emulsion mittels eines Emulgators stabilisiert werden. Dieser beeinflusst
die Grenzflachenspannung und ermoglich somit eine stabilere Emulsion.

Die TropfengroBenverteilung ist einer der wichtigsten Parameter einer Emulsion.
Rheologie, Haptik und Erscheinung sind von der Tropfenzahl, -gréBe und -
verteilung abhingig, also indirekt von der Konzentration oder dem Volumen an
disperser Phase.

222 Herstellung mit Ultraschall und Hochdruckhomogenisation

Bei Herstellung von Emulsionen muss im Allgemeinen Energie eingebracht wer-
den, um die disperse Phase zu zerkleinern und neue Grenzfldchen zu erzeugen.
Diese Arbeit wird meist durch mechanische Energie eingebracht, in Form von
Scherung. Ob die Scherung ausreicht, um einen Tropfen zu zerkleinern, hdngt von
der Stromung, der ZerreiBspannung der Tropfen und erzeugter Grenzfliche ab.
Klassischerweise kann das Emulgieren in mehrere Schritte eingeteilt werden,
unabhingig vom genutzten Dispergierwerkzeug, sieche dazu Abbildung 2.2. Zu-
néchst wird eine grobe Emulsion durch Schiitteln oder Riihren hergestellt. Diese
wird dann mit einem geeigneten Werkzeug weiter zerkleinert, das nach der Art
und beabsichtigen Eigenschaft der Emulsion ausgewdhlt wird. Neu erzeugte
Grenzflichen miissen im Anschluss rasch mit Emulgator belegt werden, um die
Tropfen zu stabilisieren.

Sehr weit verbreitet sind Rotor-Stator Mixer, Hochdruckhomogenisatoren und
Ultraschalldispergierer. Alle Verfahren bringen starke Stromungen in das Fluid,
die dazu fiithren, dass grobe Tropfen weiter zerkleinert werden. Rotor-Stator Mi-
scher erzeugen die Scherung zwischen einer ruhenden und einer bewegten Wand,
sind sehr robust und eigenen sich flir Emulsionen mit Tropfengréfen bis zu einem
Mikrometer. Fiir kleinere Tropfen reicht die erzeugte Scherung nicht aus. Hoch-
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druckhomogenisatoren beschleunigen das Fluid und kénnen bei sehr hohem Druck
in einer Prallkammer extrem hohe Scherkrifte erreichen, die auch fiir Nanoemul-
sionen geeignet sind. Die Geometrie der Diise oder Prallkammer sind dabei neben
dem Druck die entscheidenden Faktoren. Die mittlere Verweilzeit in der Diise ist
sehr kurz, was fiir den Einsatz in der Lebensmittelverfahrenstechnik genutzt wird,
um biologische Komponenten zu schonen. In der Regel wird die Emulsion mehr-
fach zirkuliert, bis die gewiinschte Tropfengrofe erreicht wird. Ultraschall erzeugt
an der Spitze der Sonotrode Kavitation. Die eingetragene Energie kann dadurch
grof} genug sein, um Nanoemulsionen herzustellen. Die Verweilzeit hingt dabei
stark von der Bauart ab, da entweder feste Volumina oder Durchflusszellen ge-
nutzt werden konnen. Alternativ gibt es auch Verfahren in der Mikrofluidik mit
Membranen oder Mikrokandlen, die sehr definierte Einzeltropfen bei geringem
Durchsatz ermdglichen.
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Abbildung 2.2: Phasen der Herstellung einer Emulsion mit Energieeintrag und
Belegung der Grenzflichen [21]

Unmittelbar nach dem Dispergieren miissen die neuen erzeugten Grenzflichen
moglichst schnell mit Emulgator belegt werden, um eine direkte Separation zu
vermeiden. Hier spielt der Konzentrationsgradient, beziechungsweise die Diffusion
des Emulgators, eine grofle Rolle. Die zerteilten Tropfen sind durch den Disper-
giervorgang stark in Bewegung und stofen hiufig zusammen, was Koaleszenz
begiinstigt. Werden die Grenzflichen schnell vom Emulgator belegt, kann dieser
der Koaleszenz entgegenwirken.
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2.2.3 Instabilititsmechanismen

Emulsionen sind thermodynamisch instabil und entmischen sich bis zur komplet-
ten Phasenseparation, wenn kein Emulgator zugesetzt wird. Der Emulgator be-
deckt die Grenzflachen und senkt durch seine amphiphile Struktur mit polarer und
hydrophober Seite im jeweiligen Medium die Grenzflichenspannung zwischen
den Fluiden. Dieser Effekt ist hauptverantwortlich fiir die Stabilisierung einer
Emulsion, allerdings sind ebenso die Viskositdt der kontinuierlichen Phase, der
Dispersphasenanteil, die Dichtedifferenz der Fluide, die Tropfengréfie und -
verteilung, sterische Hinderung und Oberflichenladung durch den Emulgator
sowie der osmotische Druck relevant [22].
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Herstellung und Instabilitiit einer
Emulsion aus Karthik et al [23].

Die Hauptmechanismen fiir die Instabilitit einer Emulsion sind Koaleszenz und
Ostwaldreifung, wie in Abbildung 2.3 dargestellt. Unter Koaleszenz versteht man
die Vereinigung von zwei Tropfen. Voraussetzung fiir Koaleszenz ist das Aufei-
nandertreffen von Tropfen. Diese Bewegung wiederum ist abhidngig von der
Viskositédt des umgebenden Mediums und der GroBe eines Tropfens, da sich die
angestromte Fliache und thermische Bewegung auf die StoBwahrscheinlichkeit
auswirkt. Ebenso ist die Anzahl der Tropfen, also der Dispersphasenanteil, wich-
tig, da es bei wenigen Tropfen zu fast keinen Sté8en kommen kann. Der Emulga-
tor bildet bei einem Stof3 die letzte Barriere, entweder durch rein sterische Hinde-
rung mit langen Molekiilgruppen oder durch elektrostatische Abstoung bei glei-
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chen Ladungen auf der Oberfliche. Das Zetapotential beschreibt die Ladung an
der Schergrenze der Partikel oder Tropfen, wie durch die DLVO (benannt nach
Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) Theorie hergeleitet. Stabile Emulsionen
sollten iiber ein hohes Zetapotential verfligen, jedoch ist es nicht das einzige Krite-
rium. Der zweite wichtige Mechanismus ist die Ostwald Reifung, nach Wilhelm
Ostwald, bei dem per Diffusion Molekiile von kleineren zu groferen Tropfen
wandern. Vorrausetzung ist eine leicht inhomogene Tropfengrofenverteilung, die
in den kleineren Tropfen einen hoheren Kapillardruck, wie durch die Young-
Laplace Gleichung beschrieben, bewirkt. Obwohl beide Fluide als nicht mischbar
und nicht ineinander 16slich gelten, kdnnen Molekiile der dispersen Phase durch
die kontinuierliche Phase diffundieren, um den Potentialunterschied zwischen den
Tropfen auszugleichen. Entsprechend l6sen sich die kleineren Tropfen zugunsten
der GroBeren auf. Der Ostwaldreifung kann z.B. durch den Zusatz von Salzen
entgegen gewirkt werden, da diese den osmotischen Druck veréindern und somit
den Kapillardruck erhéhen. Die Zeitskala fiir Phasenseparation durch Ostwaldrei-
fung liegt aufgrund der zugrunde liegenden Diffusion in wesentlich hdheren Be-
reichen als fiir Koaleszenz.

Zu den Instabilitdtsmechanismen von Emulsionen zéhlen auch das Aufrahmen und
die Sedimentation, sowie die Flokkulation. Das Auf- oder Absteigen von Tropfen
wird durch die Dichtedifferenz der Fluide verursacht, welche im Interesse einer
guten Stabilitdt moglichst gering sein sollte. Der Effekt ist insbesondere fiir grof3e-
re Tropfen relevant, da bei diesen die zuvor genannten Oberfldchenkrifte verhalt-
nisméfBig wenig Einfluss haben. Das Aufrahmen und die Sedimentation sind zwar
meist reversibel durch geringen Energieeintrag, wie das Schiitteln der Probe,
begiinstigen jedoch Koaleszenz und Ostwaldreifung, da die Tropfen wesentlich
dichter gepackt werden und die StoBBwahrscheinlichkeit erhoht, bzw. die Diffusi-
onsstrecke verkiirzt wird. Flokkulation beschreibt das Zusammenlagern von meh-
reren Tropfen zu groferen Clustern, ohne dass diese direkt verschmelzen. Grund
dafiir sind mangelnde abstof3ende Krifte auf der Oberflache der Tropfen oder eine
Komplexbildung, was in der gezielten technischen Anwendung durch den Zusatz
weiterer Hilfsstoffe erreicht wird, bei Emulsionen jedoch unerwiinscht ist. Die
resultierenden groBeren Cluster tendieren stirker zur Sedimentation oder zum
Aufrahmen, sowie final zu einer kompletten Phasenseparation durch Koaleszenz
und Ostwaldreifung.
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2.2.4 Stabilitit von Emulsionen mit Phospholipiden

Wasser in Ol (WO) Emulsionen werden regelmiBig in vielen Lebensmitteln,
Pharmazeutika und Kosmetika benutzt. Normalerweise werden diese dispersen
Systeme durch eine Steigerung der Viskositét stabilisiert, sodass die Tropfen fast
komplett immobilisiert werden. Phospholipide (PL) sind weit verbreitete Emulga-
toren, die aus natiirlichen, nachhaltigen Quellen gewonnen werden [24] und auf-
grund ihrer Biokompatibilitdit und Vorkommen im menschlichen Korper und
anderen Organismen als sichere ,,Generally Recognized as Safe* (GRAS) Sub-
stanz von der Food and Drug Administration (FDA) [25] beurteilt werden. PL
werden meist als Emulgator fiir die wesentlich gingigeren Ol in Wasser (OW)
Emulsionen eingesetzt, zeigen aber fiir die Verwendung in WO Emulsionen eine
Reihe von unerkldrten Stabilitdtsproblemen. Diese Tatsache wiederspricht der
Erwartung aus dem charakteristischen Wert des ,,hydrophilic-lipophilic balance*
(HLB), der mit einem Wert von 5 fiir Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC)
eine gute Eignung fiir WO Emulsionen vorhersagt [26]. Weitere Argumente, die
Nutzung als WO Emulgator zu erforschen, sind die hohen Loslichkeiten von
Phospholipiden in den meisten Olphasen und deren molekulare Struktur. Letzteres
ist insofern interessant, weil die Geometrie einem Zylinder oder Kegel entspricht,
abhéngig von der Sittigung der Fettsdureketten und der GroBe der hydrophilen
Kopfgruppe. Die Form der meisten PL eignet sich stirker fir WO als fir OW
Emulsionen, wenn die Kriimmung der Grenzfliche beachtet wird — ein Wider-
spruch, der bisher nicht hinreichend in der Literatur geklart wurde [27]. WO
Emulsionen, bestehend aus zwei niederviskosen Phasen und Phospholipiden als
Emulgator, werden regelmiBig als instabil bezeichnet [24,28]. Eine Generation
von neuen, stabilen WO Emulsionen wiirden eine Bandbreite von innovativen
Applikationen und Produkten im Bereich von Pharma und Lebensmitteln eroff-
nen.

Die Stabilitdt von Emulsionen wird sowohl durch den Emulgator an der Grenzfla-
che zwischen kontinuierlicher und disperser Phase, als auch durch die Viskositét
der kontinuierlichen Phase und Dichtedifferenz der nicht mischbaren Phasen
bestimmt [29]. Wiahrend der Entstehung der Emulsion ist die Diffusionsgeschwin-
digkeit des Emulgators an die Grenzfliche entscheidend fiir die initiale Bele-
gungsdichte und damit die Stabilitit der Emulsion [30]. PL haben ein Molekular-
gewicht von 700 bis 800 g/mol und diffundieren damit wesentlich langsamer als
andere gebrauchliche Emulgatoren, wie z.B. SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) mit
einem Molekulargewicht von 288 g/mol. Die Dauer und Effizienz des Emulgier-
prozesses sind ausschlaggebend fiir die Auswahl des Emulgators und umgekehrt.
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Mechanische Methoden variieren signifikant, abhéngig von dem physikalischen
Prinzip und der Verweilzeit, in dem Energieeintrag und der —dichte. Dispergier-
werkzeuge wie Rotor-Stator Mixer weisen einen relative niedrigen Energieeintrag
auf, wihrend Hochdruckhomogenisatoren und Ultraschallsonotroden iiber sehr
hohe Energiedichten verfiigen und damit besonders fiir sehr schnelle Emulgatoren
geeignet sind [31]. Wahrend der Ultraschallbehandlung wird die Probe kontinuier-
lich im Batch gemischt oder durch eine Durchflusszelle geleitet [32,33], wiahrend
bei der Hochdruckhomogenisation die Anzahl der Durchldufe in Kombination mit
dem Volumenstrom die Verweilzeit bestimmt. Die optimalen Prozessparameter
bei Homogenisatoren liegen im Druckbereich iiber 1000 bar mit sehr schnellen
Volumenstromen, sodass die Verweilzeiten im Bereich <<1 s liegen [34,35] und
selbst bei vielen Durchldufen keine grolen Summen ergeben. Fiir die relativ ge-
ringe Geschwindigkeit der PL wird ein Prozess benétigt, der sowohl kleine Trop-
fen im Nanometerbereich ermoglicht, als auch lange Verweilzeiten zuldsst. Ob-
wohl die Hochdruckhomogenisation sehr kleine Tropfen erzeugen kann, ist sie
ungeeignet fiir langsame Emulgatoren. Rotor-Stator Mixer erreichen keine Trop-
fengroBenverteilungen unterhalb von 1 um. Ultraschall war daher das Mittel der
Wahl mit der Mdglichkeit die Verweilzeit ausreichend lang einzustellen und hohe
Scherkrifte iiber kurze Intervalle in die Probe einzutragen.

Die Adsorptionskinetik eines Emulgators in einem fliissig-fliissig Zweiphasensys-
tem kann mittels ,,profile analysis tensiometry* (PAT) bestimmt werden [36-38].
Aus dieser zeitabhdngigen Messung der dynamischen Grenzflichenspannung
konnen weiterhin die kritische Aggregationskonzentration (CAC) eines PLs in der
Olphase und die minimale Fliche pro Molekiil an der Grenzfliche bestimmt wer-
den.

Nanoemulsionen auf Basis von Wasser, Squalen und DPPC werden hier als repré-
sentatives System flir pharmazeutische Emulsionen genutzt [39]. Squalen wird
u.a. als Zusatzstoff zur Steigerung der Wirksambkeit in Impfmitteln verwendet und
zunehmend wichtiger fiir Emulsionen [40]. Abgesehen von der Nutzung von
Wasser/Squalen Systemen in der Pharmazie und Kosmetik, kénnen WO Emulsio-
nen in der hier gezeigten Anwendung als Vorstufe fir Liposomen eingesetzt
werden [41,42]. WO Emulsionen mit Phospholipiden werden des Weiteren ver-
starkt in der digitalen Mikrofluidik eingesetzt, um biologische Milieus nachzuah-
men [43].
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Experimente haben gezeigt, dass DPPC und POPC, welche beide regelméfig als
Standard fiir Membranlipide genutzt werden, sehr unterschiedliche CAC und
Grenzflichendichte aufweisen, da die gesittigten und ungeséttigten Ketten ver-
schieden mit der organischen Phase interagieren [44]. Die Féhigkeit die Grenzfla-
chenspannungen im Gleichgewichtszustand auf ein Minimum herabzusenken ist
fiir beide PL &hnlich, sodass beide Kandidaten fiir Nanoemulsionen geeignet
wiren. Die morphologische Struktur und Loslichkeit unterscheiden sich, was
einen Einfluss auf die Stabilitdt an der Grenzflache haben kann. In Zahlen ausge-
driickt, liegt die CAC von DPPC bei 0,103 mM, wihrend POPC eine 12-fach so
hohe CAC mit 1,256 mM aufweist, also auch eine héhere molekulare Loslichkeit
hat. Die Packungsdichte der Lipide an der Ol-Wasser Grenzfliche differieren mit
einer eingenommenen Fliche von 44 A2 pro Molekiil fiir DPPC und 119 A2 pro
Molekiil fiir POPC, wobei DPPC weiterhin Hinweise auf Multischichtstrukturen
an der Grenzfliche aufzeigt [44,45].

Ein Ziel dieser Arbeit ist den Instabilitdtsmechanismus der WO Emulsionen mit
PL zu erkldren und physikalische Modelle fiir die kurze Haltbarkeit der Systeme
zu finden. Aufgrund dieser Erkenntnisse konnten neuartige Formulierungen mit
angebrachten Stoffeigenschaften, geeigneten Mengen und angepassten Methoden
entwickelt werden. Dies ist nétig um stabile WO Emulsionen mit den erwiinschten
TropfengroBenverteilungen fiir eine parenterale Nutzung herzustellen [46].

225 Charakterisierung der Instabilititsmechanismen

Die beiden Instabilititsmechanismen Koaleszenz und Ostwaldreifung gelten als
hauptverantwortlich fiir die Anderung der TropfengroBenverteilung in Nanoemul-
sionen. Um festzustellen, welcher Instabilititseffekt bei einer Emulsion vorliegt,
kann die Anderung in der TropfengrdBenverteilung {iber die Zeit analysiert wer-
den. Dazu gibt es die im Folgenden erklérten Ansétze zu dem spezifischen Wachs-
tum.

2.2.5.1 Ostwaldreifung

Die radiusabhingige Loslichkeit S(r) einer Substanz in Tropfen einer kolloidaler
Dispersion ist abhidngig von der Loslichkeit an einer geraden Grenzflache, also
einer Kugel mit unendlichem Radius S(o0) [47]:
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S(r) = $(e0) exp (1) 2-1)

Mit der Grenzflachenspannung y zwischen den Phasen, dem molaren Volumen der
dispersen Phase V,,, der universellen Gastkonstante R und der absoluten Tempera-
tur 7. Das Verhiltnis der Loslichkeiten wird als Ostwaldgleichung bezeichnet.
Lifshitz, Slyozov und Wagner leiteten daraus eine Wachstumsrate der Tropfen fiir
die Ostwaldreifung her:

3) _8 DS(oo) Vin 2-2)

’

mit dem kritischen Radius eines stabilen Tropfens r. und dem Diffusionskoeffi-
zienten der dispersen in der kontinuierlichen Phase D. Ostwaldreifung kann durch
den Zusatz von Additiven, welche einen héheren osmotischen Druck in den Trop-
fen erzeugen, gemindert werden [48,49].

2.2.5.2 Koaleszenz

Fiir das Wachstum von Tropfen durch Koaleszenz gibt es keinen allgemeingiilti-
gen Ansatz [24]. Deminiere [50] nahmen eine Wachstumsrate basierend auf dem
folgenden Differential an:

dN = —f Adt; (2-3)

wobei die Fliche 4 = N & d* die gesamte Kontaktflache ist, N = 6 V / (nd®) die
Anzahl der Tropfen vom Durchmesser », mit einem Volumen V der dispersen
Phase und der Frequenz der Koaleszenz f. Deminiere [50] beschrieben die Ent-
wicklung der TropfengréBen basierend auf der anfinglichen Grofie als

1
#= a5 It @-4)
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Diese Losung flihrt jedoch zu imagindren Losungen fiir den Tropfenradius bei
hohen Zeiten, da die Annahme getroffen wird, dass die Frequenz der Tropfenkol-
lisionen f'unabhéngig von dem Tropfenradius ist.

Andere Ansitze argumentieren, dass das Tropfenwachstum im Falle von Koales-
zenz von Nanopartikeln ebenso auf der Brown‘schen Molekularbewegung beruht
und daher mit - skaliert [51,52]. Fiir das Verschmelzen der Tropfen ist eine starke
Annéhrung oder Kollision ndtig, daher sind sowohl die Konzentration, als auch
die Mobilitdt der Tropfen wichtig. Koaleszenz findet meistens nach Flokkulation
oder Aufrahmung statt und ist, aufgrund der Abhéngigkeit von hydrodynamischen
und mechanischen Kriften in Kombination mit allen Molekiilen an der Grenzfla-
che, sehr komplex [53]. Ostwaldreifung und Koaleszenz sind schwierig zu unter-
scheiden, da beide zu Tropfenwachstum fiihren, allerdings kann es im Falle von
reiner Koaleszenz iiber lange Zeitrdume zu heterogenen Verteilungen kommen,
wiéhrend die Ostwaldreifung eher zu homogenen Verteilungen neigt [54,55].

2.3  Messtechnik in Bezug auf Liposomen und Emulsionen

2.3.1 Tensiometrie

Die Grenzflichenspannung kann mit verschiedenen Verfahren bestimmt werden.
Dabei wird entweder die Kraft fiir eine Verdnderung der Fliche gemessen oder
geometrisch die Verformung eines Tropfens. Per Definition ist die Grenzflichen-
spannung die Arbeit, die notig ist um eine Fliche zu erzeugen oder alternativ die
Kraft, die auf einer Lange wirkt. Zu den gebrduchlichen Tensiometern gehoren bei
Messung der Kraft die Biigel-, Ring- oder Plattenmethode, bei denen die Kraft auf
einer Strecke gemessen wird. Zu den optischen Methoden gehdren Kontaktwin-
kelmessung, die Tropfenprofilanalyse (PAT), rotierende Tropfenanalyse und
dynamische Volumenoszillation. Die beiden zuerst genannten optischen Metho-
den wurden in dieser Arbeit eingesetzt, um die Grenzflichenspannung zwischen
zwei oder drei Phasen zu bestimmen. Die Kontaktwinkelmessung bestimmt den
Winkel der Benetzung, woraus nach der Young‘schen Gleichung die Grenzfli-
chenspannung berechnet werden kann. Die Tropfenprofilanalyse nutzt einen
Tropfen, der an einer Kapillaren innerhalb einer zweiten Fliissigkeit erzeugt wird.
Die Form des Tropfens wird mit der Gauss-Laplace-Gleichung parametrisiert, um
somit die Grenzflichenspannung zu bestimmen. Bei der Verwendung von Emul-
gatoren wird der neu erzeugte Tropfen entsprechend dem Adsorptionsgleichge-
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wicht und der —kinetik belegt. Mithilfe der Gibbs-Adsorptionsisotherme kann die
Flachendichte des Emulgators im Gleichgewicht bestimmt werden.
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Grenzflichenspannung im Gleichgewicht
iiber die Konzentration mit der zugehorigen Grenzfliiche und Belegung durch den
Emulgator. Phase I stellt die molekulare Losung des Lipids und erste Adsoprtion an
der Grenzfliche dar. Bei steigender Konzentration (Phase II) senkt sich die
Grenzflichenspannung bis es zu einer maximalen Belegung, der CAC kommt. Phase
111 zeigt eine gleichbleibende Grenzflichenspannung [56].

Die Tensiometrie liefert in Summe umfangreiche Ergebnisse zur Charakterisie-
rung des Adsorptionsverhaltens des Emulgators: die Grenzflichenspannung im
Gleichgewicht, die Kinetik der Adsorption, die kritische Aggregationskonzentrati-
on und die Packungsdichte der Molekiile an der Grenzflache. Diese Parameter
konnen genutzt werden, um den Emulgierprozess entsprechend auszuwéahlen oder
anzupassen und umgekehrt.

2.3.2 Stokes-Einstein Gleichung

Aufgrund der thermischen Energie kommt es zu einer ungerichteten Diffusion von
Molekiilen, auch bekannt als Brown’sche Molekularbewegung [57]. Der Diffusi-
onskoeffizient D beschreibt die mittlere Diffusionsgeschwindigkeit fiir eine freie
Diffusion und kann mit Hilfe der Smoluchowski-Einstein Gleichung beschrieben
werden [58]

p="%T 2-5)
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So ist der Diffusionskoeffizient abhéngig von der Boltzmann-Konstante kp, der
Temperatur 7 und der Interaktion y mit der Umgebung, was unter Annahme der
Reibung eines kugelférmigen Partikels des Radius » und Viskositit des umgeben-
den Mediums # zur Stokes-Einstein Gleichung fiihrt

_ kgT

e (2-6)

Diese Gleichung kann somit den Zusammenhang der Bewegung und der Partikel-
grofe wiedergeben, was in diversen Messmethoden angewandt wird und in dieser
Arbeit insbesondere in Bezug auf die Bestimmung der Tropfengrofienverteilung in
Emulsionen mittels dynamischer Lichtstreuung und Magnetresonanzspektroskopie

%o

genutzt wird.

Abbildung 2.5: Skizze der méglichen Diffusionsbewegungen innerhalb der Geometrie

einer Emulsion. Die thermische Bewegung lisst sowohl Diffusion in der dispersen, als

auch kontinuierlichen Phase zu, mit Stéfien an die Tropfenwiinde. Abhéingig von der
Grofle konnen sich auch ganze Tropfen bewegen.

Dabei ist zu beachten, dass innerhalb einer Emulsion verschiedene Diffusionsphé-
nomene auftreten kdnnen. Neben der freien und ungehinderten Diffusion kann es
zu Restriktionen durch die Geometrie kommen. Molekiile der dispersen Phase
konnen je nach Tropfengrofle und zuriickgelegter Strecke, bzw. Diffusionsdauer,
StoBe an der Tropfenwand erfahren. Auch Molekiile in der kontinuierlichen Phase
konnen an die AuBenwinde der Tropfen stoen. Weiterhin unterliegen ab einer
gewissen Grofle die gesamten Tropfen einer Bewegung, die somit eine Vielzahl
von Molekiilen transportieren. Aufgrund von Sté8en zwischen den Tropfen ist
hier auch ein direkter Zusammenhang zur Konzentration an Tropfen und dem
Dispersphasenanteil gegeben. Die Konzentrationsabhéngigkeit beschrinkt die
Giiltigkeit der Stokes-Einstein Gleichung auf hochdisperse Systeme, jedoch gibt
es vielfach Ansitze, diese zu modifizieren [59].
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Niitzlich bei der Abschétzung der mittleren Diffusionsstrecken und Beurteilung
des vorliegenden Ergebnisses ist die Formel der mittleren quadratischen Verschie-
bung, (engl.: root mean square displacement, RMSD)

RMSD (v) =v2n-D -1, (2-7)

mit der vorliegenden rdumlichen Dimension » und der Diffusionsdauer t.

2.33 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) (engl.: Photon-Correlation-Spectroscopy,
PCS) wird genutzt, um PartikelgroBenverteilungen in kolloidalen Systemen zu
bestimmen. Das Messprinzip beruht dabei auf der Beobachtung der Lichtstreuung
einer Suspension oder Emulsion. Die Probe wird dabei mit einem Laser bestrahlt,
dessen Licht an den Partikeln in verschiedene Richtungen streut und in einem
bestimmten Winkel, meist 90°, mit einem photosensitiven Detektor aufgenommen
werden kann. Aufgrund der Bewegung der Teilchen verdndert sich dabei das
Streulichtsignal iiber die Zeit. GroBe Partikel sind entsprechend der Stokes-
Einstein Gleichung einer geringeren Bewegung unterworfen, was zu weniger
Fluktuation im Streulicht fiihrt.
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_ Abbildung 2.6: Darstellung der Auswirkung verschiedener Partikelgrofien auf die
Anderung in der Streulichtintensitit bei der Messung der dynamischen Lichtstreuung.
Uber die Analyse der Fluktuation kann die Partikelgrofie bestimmt werden.

Die Auswertung der Anderungen im Streulicht wird iiber eine Analyse der Auto-
korrelationsfunktion durchgefiihrt, welche die Anderung in der Lichtstreuung
wiedergibt. Die logische Abfolge der Analyse ist in Abbildung 2.6 dargelegt. Es
gibt zwei iibliche Verfahren die angewandt werden. Das Herkdmmliche ist dabei
die Analyse der Kumulanten nach ISO 13321, bei der ein Polynom dritter Ord-
nung an die Daten angepasst wird. Dies ergibt einen ausreichend guten Fit, wenn
es sich um eine monomodale Verteilung handelt. Im Ergebnis erhdlt man eine
mittlere PartikelgroBe (auch Z-Average), die dem hydrodynamischen Aquivalent-
durchmesser entspricht, da das Verfahren urspriinglich Bewegung feststellt. Wei-
ter wird die Polydispersitit, berechnet aus der Abweichung des Polynoms zu den
tatsdchlichen Messdaten, und die Signalintensitit angegeben. Die Signalintensitdt
basiert bei der Rayleigh Streuung nicht nur auf der Konzentration der Partikel,
sondern auch auf der PartikelgroBe, wodurch kein direkter Riickschluss auf die
Konzentration oder den Dispersphasenanteil moglich ist. Das zweite Verfahren ist
eine Anpassung der Autokorrelation mit einem Multiexponentialansatz. Abhéngig
von der Anzahl der Komponenten kann damit eine multimodale Verteilung darge-
stellt werden. Eine entsprechende Angabe einer einzelnen mittleren Partikelgrofie
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trifft in diesem Fall nicht mehr zu. Besser eignet sich die Betrachtung einer Inten-
sitdtsverteilung, die auch nach Anzahl oder Volumen gewichtet werden kann.

Da es sich bei DLS um eine optische Messung handelt, muss das kontinuierliche
Medium transparent sein. Proben mit hohem Dispersphasenanteil miissen in der
Regel stark verdiinnt werden, da es sonst an der Vielzahl von Tropfen zu so star-
ker Mehrfachstreuung und Absorption kommt, dass kein Signal mehr messbar ist.
Neben einem geringen Probenvolumen, um den Weg des Lasers zu minimieren,
muss bei der Verdiinnung beachtet werden, die Probe nicht zu verdndern. Im Falle
von Dispersionen muss mit dem nativen kontinuierlichen Fluid verdiinnt werden,
da es sonst zu einer Anderung der Oberflichenkrifte kommen kann. Bei Emulsio-
nen intensiviert sich die Problematik, da es bei einer Verdiinnung zu einer Veréin-
derung der Emulgatorkonzentration kommt und damit indirekt die Tropfengro-
Benverteilung beeinflusst wird. Die Viskositét einer Emulsion ist stark vom Dis-
persphasenanteil abhéngt, was ebenso in die Auswertung der DLS Daten einbezo-
gen werden sollte. Weiterhin wiirden St6e zwischen den Partikeln das Ergebnis
verfilschen, was wiederrum fiir starke Verdiinnungen spricht.

2.34 NMR zur Bestimmung von Tropfengrofienverteilungen

Emulsionen werden in der pharmazeutischen und Lebensmittelindustrie stark
genutzt, zum Beispiel um den Geschmack zu verstirken, hydrophile Substanzen in
hydrophoben Medien zu 16sen und umgekehrt, sowie den Fettgehalt zu reduzieren
[29,60]. Eine der Haupteigenschaften von Emulsionen, die Aussehen, Viskositit
und Stabilitit beeinflusst, ist die Tropfengrofenverteilung. Es kann sehr heraus-
fordernd sein die Tropfengrofenverteilung zu messen, da alle verschiedenen
Methoden Limitierungen haben. Die meisten optischen Methoden benétigen eine
gewisse Transmission von Licht, miissen also transparent sein und bendtigen sehr
starke Verdiinnungen der Proben und kontinuierliche Phasen die nicht lichtun-
durchldssig sind. Eine andere etablierte, aber nicht im gleichen Maf3e verbreitete
Methode ist die ,,nuclear magentic resonance* (NMR) Diffusometrie, die nicht auf
Proben mit niedrigem Dispersphasenanteil beschrénkt ist. Basierend auf der geo-
metrisch gehinderten Diffusion der Molekiile der dispersen Phase in den Tropfen,
kann die Tropfengréfe berechnet werden, wie von Murday und Cotts beschrieben
wurde [61]. Zusitzlich kann diese analytische Beschreibung der gehinderten
Diffusion in einer Kugel mit einer Verteilungsfunktion kombiniert werden, um
TropfengroBenverteilungen zu beriicksichtigen und von Packer und Rees mit der
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Annahme einer Lognormalverteilung gezeigt wurde [62]. Diese Tropfengréfienbe-
stimmung mit NMR ,,pulsed field gradient — stimulated echo sequence* (PFG-
STE) ist fiir einfache Emulsionen mit Tropfengréfen >1 um gut etabliert. Selbst
fiir den Fall von Mehrfachemulsionen konnte gezeigt werden, dass mithilfe von
PFG NMR die TropfengroBenverteilung, der Dispersphasenanteil und auch der
Austausch zwischen den Phasen bestimmt werden kénnen [63,64].

Die Annahme von Log-Normalverteilungen in einer Emulsion kann diskutiert
werden, da es eine statistische und keine experimentelle Verteilung ist. Es wird
argumentiert, dass die Tropfengréfen und —verteilung stark von dem Herstel-
lungsprozess und der Formulierung abhdngen, was zu ungleichmédfigen oder
multimodalen Verteilungen fithren kann. Um dies zu beriicksichtigen, wurden
weitere Ansitze mit anderen Verteilungsfunktionen erforscht. Ein sehr bekannter
Fall ist der numerische Ansatz der Regularisierung [65—67]. Die beiden Ansétze
werden hier in Hinblick auf die Vor- und Nachteile zur Interpretation der Diffusi-
onsmessungen diskutiert.

Das Modell nach Murday und Cotts, erweitert von Packer und Rees, hat Limitie-
rungen fiir TropfengroBen unterhalb von 1 pm. Tropfen in typischen Lebensmit-
teln und pharmazeutischen Emulsionen konnen in der Praxis wesentlich kleiner
sein als dieser Grenzwert. Nanoemulsionen sind insbesondere fiir pharmazeutische
Anwendungen wichtig und miissen fiir diesen Fall unter 200 bis 300 nm sein [46].
Das Ziel ist daher ein Modell fiir diese wichtige Klasse von Emulsionen zu finden,
um diese mit NMR zu analysieren. Hier wird eine Mdglichkeit vorgestellt, um die
TropfengroBenverteilung mithilfe der Stokes-Einstein Gleichung zu modellieren.
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung eines PFG-NMR Experiments nach
Bernewitz [68]. Durch das angebrachte Magnetfeld erhalten alle Molekiile eine
gleichgerichtete Magnetisierung und werden danach durch einen Gradienten g

ortsabhiingig kodiert. Nach einer Diffusionsdauer A wird diese Kodierung wieder
entschliisselt und das Messsignal S aufgenommen. Ein relativ zum Beginn
gleichbleibendes Signal a) fiihrt zu einer konstanten Intensitit, wiihrend durch eine
Diffusion b) die Intensitiit iiber die Zeit abnimmt.

Abbildung 2.7 zeigt das Prinzip der Diffusionsmessung mit einer PFG-NMR
Sequenz. Teil a) stellt den Fall ohne Diffusion dar, wahrend in b) eine verschie-
bung der Molekiile stattfindet. Beginnend wird auf der linken Seite der Darstel-
lung beginnen alle Molekiile @ bis @ in dem homogenisierten Magnetfeld mit
der gleichen Magnetisierung, die im zweiten Schritt durch einen Gradienten g
ortsabhingig kodiert wird. Ab diesem Zeitpunkt beginnt die Diffusionszeit A, bis
zur Dekodierung mit dem gleichen Gradienten g. Nach dem ersten Gradienten
lauft die Magnetsierung wieder in den urspriinglichen Zustand zuriick, dies wird
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Relaxieren genannt. Eine weiterer Puls der stirke m dreht diese Magnetiserung,
sodass diese in den Anfangszustand zuriicklduft. Kommt es zu einer Diffusion,
wie in b) durch den Tausch von @ und ) angedeutet, liegt nach der Dekodierung
keine homogene Magnetisierung vor. Zum Messsignal S, tragen nur die Komp-
nenten mit horizontaler Richtung bei. In Folge ist in a) ohne Diffusion die Signal-
intensitit vor und nach der Dauer A gleichbleibend, wihrend in b) die Signalstirke
abnimmt.

/2 /2 /2

ACQ 1

Abbildung 2.8: PFG-STE-Sequenz: Im Zeitintervall T, wird die Magnetisierung durch
einen Gradientenpuls kodiert. Durch einen 7/2-Puls wird sie wihrend 7, entlang der z-
Koordinate, d. h. entlang des statischen Magnetfeldes, zwischengespeichert. Mit einem
dritten 7/2-Puls wird die Magnetisierung ausgelesen und iiber einen zweiten
Gradientenpuls dekodiert, so dass nach einer weiteren Zeit t, das stimulierte Echo
beobachtet wird

Abbildung 2.8 hilft die Pulssequenz darzustellen, in den drei Ebenen des anregen-
den Pulses 7f (radio frequency), des Gradienten g und der Signalmessung ACQ
(aquisition). Die Abfolge entspricht der Erlduterung zu Abbildung 2.7 und ver-
deutlicht die Messparameter und deren zeitliche Abfolge. Das aquirierte Messsig-
nal wird durch die Stejskal-Tanner Gleichung beschrieben

E(8,9,4,D,1) = % = exp (—D -y2g*6? - (A — g)) , (2-8)

welche den Zusammenhang zwischen der Signalddmpfung £ und den Parametern
der Diffusionskonstanten D, dem gyromagnetischen Verhiltnis y, dem Gradienten
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g, der Gradientenldnge 6 und der Diffusionszeit A herstellt. Das Produkt der quad-
ratischen Komponenten vy, g und § wird oft durch das Symbol ¢ substituiert.

Das Prinzip der Bestimmung von Tropfengréfenverteilungen mit PFG-NMR ist
die gehinderte Diffusion: Molekiile der dispersen Phase einer Emulsion sind ein-
geschrinkt in ihrer translatorischen Diffusion durch die Grenze zur kontinuierli-
chen Phase. Dies bedeutet, dass die mittlere freie Weglénge dieser Molekiile mit
der eingeschrinkten Geometrie zusammenhéngt. Abhéngig von der Diffusionszeit
und der resultierenden mittleren freien Weglidnge interagieren die Molekiile unter-
schiedlich stark mit der Grenze. Ist die Diffusionszeit A zu kurz, so werden die
Molekiile nicht an die Wiande stofen und die geometrische Einschrinkung wird
keine Auswirkungen auf den Signalzerfall haben, wihrend sehr lange Diffusions-
zeiten zu einer durchschnittlichen Position in der Mitte des Tropfens fiihren und
die Information iiber die Abstinde zur Tropfenwand verloren geht. Zwischen
diesen beiden Extrema wird der PFG-NMR Signalzerfall, eine Funktion der Gra-
dientenamplitude, durch die Grofe der einschriankenden Geometrie bestimmt, zum
Beispiel unter der Annahme einer kugelformigen Geometrie [61,69].

Mit dem Wissen, dass die Tropfen in typischen Emulsionen nicht zwangslaufig
monodispers sind, sondern eine Verteilung vorliegt, wurde die Funktion von
Packer und Rees um die Annahme einer Log-Normalverteilung als Randbedin-
gung erweitert [62]. Heutzutage werden numerische Methoden genutzt, um An-
nahme oder Randbedingungen édlterer Ansétze zu umgehen, in diesem Falle dient
die Regularisierung dazu auf die Normalverteilung zu verzichten [65,66,70].

Abgesehen von der Annahme einer sphdrischen Geometrie und Auswahl der
geeigneten Diffusionszeit und Gradientendauer, wird die PFG-NMR hauptsich-
lich durch den GroBenbereich limitiert. Meist sind die mittleren Tropfengrofien
von NMR Studien zwischen 0,5um und 20pm fiir WO und 0,25um und 20pm fiir
OW [71,72], was eine starke Einschrdnkung fiir moderne Nanoemulsionen bedeu-
tet. Fiir diese Fille kann ein anderer Ansatz gewihlt werden: Betrachtet man die
Tropfen als Partikel, so konnen deren thermische translatorische Diffusion mit der
Stokes-Einstein Gleichung D = (kgT)/(6m - 11 - r) beschrieben werden, mit dem
Diffusionskoeffizienten D, der Boltzmann konstanten k3, der absoluten Tempera-
tur 7, der Viskositéit der umgebenden Phase # und dem hydrodynamischen Radius
des Partikels . Nimmt man an, dass die Molekiile innerhalb eines Tropfen die
Wainde zu hiufig treffen, so liegt die mittlere Position de-facto im Zentrum des
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Tropfens. In diesem Fall kann die Diffusion der Molekiile im Tropfen vernachlés-
sigt werden und die thermische Bewegung kann alleine der Diffusion des gesam-
ten Tropfens zugeschrieben werden. Kombiniert man die Stokes-Einstein Glei-
chung mit dem Ansatz von Packer und Rees, so erhdlt man einen alternativen
Ansatz, der es ermoglicht die TropfengrofBenverteilung von Nanoemulsionen mit
PFG-NMR zu bestimmen. Streng gesehen gilt die Stokes-Einstein Gleichung nur
fiir stark verdiinnte Systeme, jedoch gibt es Modifikationen, die die Konzentration
der dispersen Phase beriicksichtigen [73]. Fiir hochkonzentrierte Nanoemulsionen
lassen diese Modifikationen Raum, auch dort die TropfengroBenverteilung mittels
PFG-NMR und den bekannten Vorteilen einzusetzen.

24 Phasentransfer von Kolloiden

2.4.1 Transfer von Feststoffpartikeln

Der direkte Transfer von kolloidalen Feststoffpartikeln kann als Modell oder
Vereinfachung fiir den Transfer von Emulsionstropfen angesehen werden und
wurde daher genauer untersucht. Bei dem Transfer werden die dispergierten Parti-
kel direkt in eine zweite Phase iibertragen. Der Transfer wird durch eine Schich-
tung realisiert, indem eine Suspension auf einer zweiten, dichteren und nicht
mischbaren Phase aufgetragen wird und die Partikel dann per Zentrifugation oder
einfacher Sedimentation iibertragen werden. Der Transfer ist dabei, anders als eine
fliissig-fliissig Extraktion, nicht nur von thermodynamischen Effekten, wie besse-
rer Loslichkeit, getrieben, sondern basiert auf zusdtzlicher mechanischer Arbeit.
Am Beispiel von SiO, Dispersionen wird der Transfer von kolloidalen Partikel-
systemen in Hinblick auf den Einfluss von Partikelgrole, Viskositét, Dichte und
einem Fokus auf Grenzflacheneffekte diskutiert. Fiir kleine Partikel dominierten
hydrophobe Krifte und erschweren den Transfer durch Absorption an der Phasen-
grenze, dem erhohte Zentrifugalkréifte oder eine Senkung der Grenzflachenkrifte
durch Tenside entgegengesetzt werden konnen. Der Transfer wird im Detail mit
einem Modell beschrieben, das einen Grenzwert der GroBe fiir einen erfolgreichen
Transfer bei gegebenen Bedingungen angibt. Das Modell wird an verschiedenen
Si0, Suspensionen iiberpriift.

Kolloidale Nanopartikel sind in industriellen Anwendungen und Produkten weit
verbreitet. Die Eigenschaften solcher kolloidaler Systeme werden hauptséchlich
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durch ihre Grofle im Mikro- bis Nanometer Bereich bestimmt. In dieser Grofen-
dimension fiihren die extrem groBen Oberflichen zu den gewiinschten oder vor-
teilhaften Effekten, die fiir wissenschaftliche oder industrielle Zwecke genutzt
werden. Die kolloidale Stabilitdt hdngt stark von der Interaktion der Oberfldche
mit der kontinuierlichen Phase ab [74,75]. Um Stabilitdt zu erreichen, miissen
entweder abstoflende Krifte in Form von elektrostatischer oder sterischer Hinde-
rung zwischen den Partikeln vorliegen, oder eine Reduzierung der Mobilitédt durch
Manipulation der Viskositét der kontinuierlichen Phasen. Es gibt mehrere Beispie-
le fir einen bendtigten Tausch der kontinuierlichen Phase, z.B. Umpufferung,
Resuspendierung oder Transfer als solcher. Ein solcher Transfer kann durch me-
chanische Separation mit Filtration oder thermischer Trocknung, gefolgt von einer
Redispergierung, erreicht werden. Dies fiihrt jedoch oft zu irreversibler Aggrega-
tion der Primérpartikel. Der Kontakt der Partikel mit einer Gasphase kann ebenso
negative Effekte, wie unerwiinschte Reaktionen oder Oxidierung, mit sich brin-
gen. Wurden die abstolenden Kréfte, wie in der DLVO Theorie beschrieben,
einmal Uiberwunden, ist die Partikel-Partikel Adhdsion zu stark, um wieder eine
homogene Verteilung herbeizufithren. Ein direkterer Verfahrensansatz ist ein
Transfer durch Sedimentation, mit der Schichtung der Suspension auf einer zwei-
ten Phase, ohne diese zu mischen. Die Partikel werden mithilfe einer gerichteten
Beschleunigung in der Zentrifuge iibertragen. Wird dabei die Position der Partikel
beobachtet, kann die Zentrifugalkraft entsprechend justiert werden, um einen
erfolgreichen Transfer zu erreichen.

Die potentielle technische Nutzung eines direkten Phasentransfers ist in mehreren
Verfahren denkbar. Es konnte a) fiir einen unmittelbaren Wechsel der kontinuier-
lichen Phase, etwa fiir die Lagerung nach einer Synthese, ohne langwierige und
aufwindige Prozeduren, b) fiir eine analytische Prozedur, um die Kraft zu messen,
die fiir einen Transfer ndtig ist und somit die Arbeit oder hydrophobe —und -phile
Krifte zu quantifizieren, c) ein Weg um Partikel zu beschichten, wenn die Ober-
fliche durch Edukte aus der kontinuierlichen Phase benetzt wird oder d) fiir die
Produktion von Liposomen aus Emulsionen, wenn wie in dieser Arbeit beschrie-
ben, wissrige Tropfen transferiert werden.

Ein Transfer kolloidaler Partikel wird in der Literatur fiir einige Partikelsysteme
beschrieben, aber basiert in der Regel auf einer hoheren Affinitit der Partikel zur
Extraktionsphase. RegelméBig steht dieser Transfer in Verbindung mit einer che-
mischen Reaktion, sodass es sich de facto um fliissig-fliissig Extraktionen handelt.
Schiitteln oder Mischen der Phasen fiihrt zum Kontakt der Partikel mit der Extrak-
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tionsphase, die dann aufgrund einer besseren Loslichkeit im Extrakt verbleiben.
Dies gilt insbesondere fiir Metallpartikel, z.B. Au, Ag, Pt, Pd und Magnetit, wie
weitgehend beschrieben wurde [76—82]. Alle Prozesse haben die Gemeinsamkeit,
dass Tenside, Salze oder andere Reaktionspartner genutzt werden, um die Ober-
flache der Partikel oder die Grenzflache zu modifizieren. Ein ,,spontaner Transfer
von Au und Pd Partikeln von Toluol zu Wasser unter der Nutzung einer reversib-
len Bindung von 4-dimethyl-aminopyridine wird von Gittins et al. beschrieben
und hebt hervor, welche Vorteile die Reversibilitit gegeniiber einer kovalenten
Bindung oder Prézipitation hat [78]. Zhao et al. und Manchunsky et al. nutzen
Zentrifugation um den Transfer zu stirken, verwenden jedoch weiterhin mindes-
tens einen Hilfsstoff, der die Partikeloberflache verdndert [77,80]. Die Wahl des
Tensides hat einen grofien Einfluss auf den Ertrag des Transfers und der Grofe
von Agglomeraten [81,82]. Nanopartikel konnen an der Grenzfliche von fliissig-
fliissig Systemen synthetisiert werden, wobei die Verringerung der Grenzflachen-
energie genutzt wird und die Partikel an einer einfach zu erreichenden Position fiir
nachfolgende Schritte lokalisiert sind [76,83]. GroBere Partikel oder Massen
konnen einfach durch nicht-mischbare Phasen transferiert werden, wie im Beispiel
fiir sandbeladene Sedimentstrome beschrieben [84] und sind, aufgrund ihrer viel
hoheren GroBe gegeniiber kolloidalen Systemen, nicht von Grenzflichenkriften
abhéngig, wihrend Nanopartikel ultrazentrifugiert werden miissen, um ausrei-
chende Krifte fiir einen Transfer zu erzeugen [85].

Es gibt zwei groe Herausforderungen fiir einen direkten Transfer:
1.) die Anforderung einen Partikel in zwei verschiedenen Medien, in der Regel
mit gegensitzlichen hydrophoben / hydrophilen Charakter, zu stabilisieren und
2.) den Durchtritt der Partikel durch die Grenzflache der zwei Fliissigkeiten, mog-
licherweise entgegen dem thermodynamisch giinstigeren  Losemittel.
Die Interaktion zwischen Losemittel und Partikel wird oft durch Loslichkeitspa-
rameter beschrieben. Einer der weit verbreiteten, die ,,Hansen Solubility”, be-
schreibt die Affinitit der Partikel mit der kontinuierlichen Phase auf Basis von van
der Waals Kriéften, Polaritdt und Wasserstoftbriickenbindungen [86]. Dies wird
genutzt, um Nanopartikel zu stabilisieren [87,88], ist jedoch aufwindig zu be-
stimmen. Die Oberfldchenenergie von Partikeln in verschiedenen Ldsemitteln,
auch in Kombination mit Tensiden, ist ein Forschungsbereich, der auch fiir die
Stabilitdt von Schdumen und Emulsionen interessant ist [44,89,90]. Die Haftung
kolloidaler Partikel an fliissige Grenzflichen wird viel in der Literatur beschrie-
ben, meist im Zusammenhang mit der Stabilisierung von Grenzflachen in Picke-
ring Emulsionen [91,92]. Im Falle kleiner Partikel ist die Haftung mehrere Gro-
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Benordnungen hdher als die thermische Energie der Partikel, sodass sie an der
Grenzfliche gefangen werden und die Grenzflichenspannung verdndern [93]. In
Kontrast zu einem kompletten Phasentransfer gibt es keine gerichteten Krifte, die
daher auch nicht in den Publikationen weiter behandelt wurden. Die Benetzbarkeit
der Nanopartikel kann mit einer Wilhelmy Plattenmethode und ,,scanning angle
reflectometry* auf zugénglichen Flichen gemessen werden [94-96], jedoch ist
dies nicht filir fliissig-fliissig Grenzflichen moglich. Die Grenzflachenspannung
dndert sich mit der Adsorption von Nanopartikeln, die auch stark mit Tensiden
wechselwirken und sogar Synergien bilden kénnen [97-99]. Ansitze, um die
Oberflachenenergie von Nanopartikeln an einer Grenzfliche zu bestimmen, sind
meist thematisch an die Synthese und Reaktionsenthalpie angelehnt [83]. Mit der
kontrollierten Applikation von Zentrifugalkriften ergibt sich die Mdglichkeit eine
Affinitdt der Partikel zu beiden Medien mit Hilfe einer mechanischen Kraft zu
quantifizieren und somit eine einfache und klare Methode zu etablieren.

Wihrend des Transfers wirken mehrere Krifte auf den Partikel, die stark von der
GroBe abhingig sind. Kurz gefasst sind fiir Nanopartikel die Grenzflichenkrifte
dominant, wahrend fiir groere Partikel die Volumenkréfte eine wichtigere Rolle
spielen. Dies begriindet sich in dem Verhiltnis von Oberfldche zu Volumen, das
fiir Nanopartikel GroBenordnungen héher und fiir Uberlegungen in der Kolloid-
technologie essentiell ist. In dieser Arbeit wurde SiO, genutzt, das in verschiede-
nen PartikelgréBenverteilungen verfligbar ist und sowohl in hydrophoben als auch
hydrophilen Medien dispergiert werden kann, obwohl es grundsitzlich einen
hydrophilen Charakter aufweist, da es iiber exponierte Sauerstoffgruppen verfiigt.
In dem hier gezeigten Fall wurde beobachtet, dass Partikel von mehreren Millime-
tern die Phasengrenze einfach durchtreten, wihrend kleinere Partikel mit Grofen-
verteilungen im Nano- bis Mikrometerbereich an der Grenzflache akkumulieren
und nicht unmittelbar durchtreten. Daher war es essentiell, die Auswirkungen der
beitragenden Krifte in Abhédngigkeit von der Grofle zu verstehen, wie in Form
eines analytischen Ansatzes hier dargestellt wurde, um kritische Fiélle zu identifi-
zieren. Der Ansatz wurde mithilfe von Experimenten gepriift.

Insgesamt kann zusammengefasst werden, dass der Transfer nicht gut beschrieben
ist, obwohl es in mehreren Applikationen Anwendung findet. Das Versténdnis fiir
die enge Korrelation der benétigten Krifte fiir einen erfolgreichen Transfer zu der
GroBe und Grenzflichenenergie ist entscheidend, um die Methode fiir kolloidale
Systeme zu nutzen. Der hier gezeigte theoretische Ansatz hilft die angebrachten
experimentellen Parameter und Materialien zu wéhlen. Zusitzlich kann die Proze-
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dur zum Transfer von Partikeln niitzlich als ergdnzende Methode sein, um Affini-
tat von Partikeln in Dispersionen zu quantifizieren.

2.4.2 Transferprozess nach Triuble und Grell

Der direkte Phasentransfer kolloidaler Systeme liegt auch in der Methode zur
Herstellung von Liposomen vor. Der Transfer von Tropfen einer WO Emulsion in
eine weitere wassrige Phase wurde zuerst von Triuble und Grell [100] beschrie-
ben und von weiteren Autoren weiterentwickelt [41,101]. Es gibt Unstimmigkei-
ten in den Berichten beziiglich der Partikelgrofe, die sich zwischen mehreren
Mikrometern von ,riesige unilamellare Vesikel“ fiir Zellmembranmodelle
[102,103], bis Nanometer bewegt, was fiir pharmazeutisch relevante Liposomen
notig wire [46]. Generell untersuchen die Studien zu Nanopartikeln nicht die
Funktionalitit oder Deformation der Liposomen, wihrend ein erfolgreicher Trans-
fer ohne Produktverlust nur fiir grolere Modelle gezeigt wird [104]. Insgesamt
diskutiert keine Publikation die notwendigen Zentrifugationsgeschwindigkeiten
fiir einen Transfer von Liposomen oder gibt keine Erfolgsrate des Transfers, z.B.
durch Beobachtung der Konzentration oder PartikelgroBBenverteilung im Transfer,
an.
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3.1 Nanoemulsionen mit Phospholipiden

3.1.1 Herstellung von Nanoemulsionen

Bei der Aufklirung des Instabilititsmechanismus von Wasser in Ol (WO) Emulsi-
onen mit Phospholipiden wurden geringe Dispersphasenanteile und Konzentratio-
nen an Emulgator genutzt, um den Einfluss der kritischen Aggregationskonzentra-
tion (CAC) nachzuweisen. Erste Hinweise auf den Einfluss wurden durch empiri-
sche Messungen von Emulsionen mit verschiedenen Dispersphasenanteilen ge-
funden, die zusammen mit der Interpretation der tensiometrischen Daten eine
detailliertere Untersuchung erforderten. Alle genutzten Chemikalien wurden auch
in Hinblick auf die pharmazeutische Konformitit ausgewéhlt. Squalen (C;oHso)
mit einer Reinheit von 98% wurde als kontinuierliche Phase fiir die Emulsionen
genutzt, erworben bei Sigma-Aldrich. Die Viskositit des Reinstoffes liegt bei
12 mPas, die Dichte betrdgt 0,86 g/cm® und zeigt einen Brechungsindex von
1,4990. Wasser von der Qualitét ,,water for injection” (WFI) wurde als disperse
Phase verwendet. Des Weiteren kamen fiir die Versuche zwei verschiedene Phos-
pholipide zum Einsatz: Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC, 734 g/mol) mit
gesittigten Fettsdureketten (16:0, 16:0) und Palmitoyloleoylphoshatidylcholine
(POPC, 760 g/mol) mit einer gesittigten und einer ungesittigten Kette (16:0,
18:1). Die Phospholipide haben beide eine Reinheit > 99% und wurden freundli-
cherweise von der Lipoid GmbH Ludwigshafen zur Verfligung gestellt. Die tensi-
ometrischen Daten wurden mit einem PAT-1 Tensiometer der Firma Sinterface
Technologies erhoben. Eine detailliertere Beschreibung der Messung und Auswer-
tung befindet sich in den Publikationen von Li et al., sowie Hildebrandt et al.
[37,44,45].

Der Emulgierprozess und die anschlieBende Messung der Instabilitét ist auf das
Adsorptionsverhalten der Phospholipide (PL) abgestimmt und wird daher hier
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hergeleitet. Die Probe wird dabei dreimal einer Emulgierung und Messung am
DLS unterzogen. Die Emulgierung wurde mit einer Ultraschallsonotrode der
Firma Hielscher Ultrasonics GmbH, Typ UP 200S mit 200W Maximalleistung
und einer Frequenz von 26 kHz durchgefiihrt. Die Kinetik der Grenzflachenad-
sorption von PL ist entscheidend fiir die Prozessparameter der Emulgierung und
kann mit ,,profile tension analysis“ (PAT) charakterisiert werden. PAT erlaubt die
Beobachtung der charakteristischen Zeiten fiir die Adsorption und Stabilisierung
eines Tropfens, sowie die Bestimmung der ,.critical aggregation concentration®
(CAC) der PL in der Olphase. Die gewonnenen Erkenntnisse wurden auf die
Emulgierung iibertragen: um fiir die relativ langsame Diffusion der PL zu kom-
pensieren, wurden eine repetitive, schrittweise Emulgierprozedur eingefiihrt, die
den PL ausreichend Zeit erlaubt, den Gleichgewichtszustand der Adsorption zu
erreichen. Das Schema erméglicht die Beobachtung der Emulsionsstabilitit nach
jeder wiederholten Emulgierung der gleichen Probe. Weiterhin wurden die
Wachstumsraten der Emulsionstropen und Anderungen in der TropfengroBenver-
teilung systematisch mit DLS untersucht, um den Instabilititsmechanismus zu
identifizieren.

3.1.2 Messung der Stabilitit von Nanoemulsionen

Die Tropfengréfen in der Emulsion wurden dazu unmittelbar nach der Emulgie-
rung fiir 180 min per DLS gemessen, anschlieend wurde der Vorgang der Emul-
gierung und Messung zweifach an der identischen Probe wiederholt. Zunéchst
wurde DPPC in Squalen in Ol mithilfe eines Ultraschallbades dispergiert, mit den
Konzentrationen von 0,03 mg/ml=0,0409 mmol/l oder 0,3 mg/ml= 0,409
mmol/l, im Folgenden als 0,04 mM und 0,4 mM bezeichnet. Im ersten Schritt
wurden Emulsionen mit 0,4 vol-% Wasser und DPPC-Squalen-Losung hergestellt.
Diese wurden zunédchst fiir 10 sec mit der Sonotrode kontinuierlich vorgemischt,
iibergangslos gefolgt von einer 10 min Behandlung bei einer Amplitude von 40%
der Maximalleistung und einem Zyklus von 0,5 s pro Sekunde. Die Temperatur
der Probe wurde mit einem eisgekiihlten Wasserbad kontrolliert, um dem Warme-
eintrag der Sonotrode entgegenzuwirken. In einem zweiten Schritt wurde die
Emulsion weiter auf einen Dispersphasenanteil von 0,08 vol-% mit DPPC-
Squalen Losung verdiinnt, sodass die Konzentration des Emulgators in der Probe
konstant blieb. Die verdiinnte Emulsion wurde fiir weitere 5 min emulgiert. Der
gesamte Prozess aus: i) Vormischen, ii) 10 min Emulgieren, iii) Verdiinnen und
iv) 5 min Emulgieren, wird im Folgenden gesammelt als erste Emulgierung be-
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zeichnet. Die TropfengroBenverteilung der Emulsion wurde dann unmittelbar mit
dem DLS kontinuierlich fiir 180 min bei 20°C bestimmt. Fiir die folgenden Mes-
sungen wurden eine zweite Emulgierung von 10 min Ultraschallbehandlung und
180 min DLS Messung, sowie eine 3. Emulgierung von 10 min und 250 min
GroBenmessung ausgefiihrt. Die Schritte des Vormischens und Verdiinnung wur-
den nur bei der ersten Emulgierung durchgefiihrt, sodass die Konzentrationen bei
allen drei Messungen konstant blieben.

Die Messungen der Tropfengroflenverteilungen wurden mit einem Malvern In-
struments Zetasizer ZS90 mit einer Wellenlédnge von 633 nm bei 90° Streuwinkel
durchgefiihrt. Die Probe wurde in einer Kiivette aus PMMA (Polymethylmethac-
rylat) dispergiert und gemessen. Die Ergebnisse der DLS Messung sind in Form
von Z-Average, Polydispersititsindex (PDI), ,,Derived Count Rate* (DCR) und
intensitdtsgewichteten GroBenverteilungen dargestellt. Der Wert ,,Z-Average®
wird aus der Autokorrelationsfunktion der Streulichtdaten mittels einer Anpassung
mit einem Polynom dritten Grades nach der ISO 13321 berechnet und stellt eine
mittlere intensititsgewichtete monomodale Verteilung dar. Der PDI wird ebenso
aus der Autokorrelation bestimmt und spiegelt die Verteilungsbreite durch einen
Wert der Abweichung von einer idealen unimodalen Verteilung dar. Ein hoher
PDI weist darauf hin, dass das Model die Daten unzureichend beschreibt, daher ist
es generell akzeptiert, dass Ergebnisse mit einem PDI >0,7 nicht mit dem unimo-
dalen Modell beschrieben werden kénnen. Die ,,Count Rate” ist eine quantitative
GroBe fiir die Lichtintensitdt am Photosensor und wird in keps (kilo counts per
second) angegeben, wihrend die ,,.Derived Count Rate (DCR) die bewusste
Signalddmpfung kompensiert und den Wert somit normalisiert. Da es sich physi-
kalisch gesehen um Rayleighstreuung handelt, wird die Streulichtintensitit sowohl
von der Probenkonzentration, als auch von der Tropfengréfie beeinflusst und kann
nicht einem Faktor exklusiv zugeordnet werden.

3.2 NMR Experimente und Parameter

Bei der TropfengroBenbestimmung mit NMR handelt es sich um eine Weiterent-
wicklung der Methodik, daher wurden Emulsionen genutzt, die nicht zwangslaufig
fiir den Herstellungsprozess von Liposomen erforderlich sind. Insbesondere wur-
den Ol in Wasser Emulsionen herangezogen, um die Effekte der Tropfenbewe-
gung und Molekiildiffusion in den Emulsionen zu verdeutlichen.



38 3 Material und Methoden

Fiir den Vergleich der Auswertemodelle mit der Log-Normal-Verteilung nach
Murday-Cotts und der Regularisierung sind stabile OW Emulsionen gemessen
worden. Ol in Wasser Emulsionen mit groBen Tropfen (>1 um) wurden mit
Milchproteinisolat und Xanthan von Sigma-Aldrich stabilisiert, welches die Vis-
kositét der kontinuierlichen Phase erhoht. Der Dispersphasenanteil von 10 vol-%
Sonnenblumendl wurde in destilliertem Wasser mit einem Rotor-Stator System
vom Typ Ultraturrax (IKA GmbH) bei 10.000 rpm dispergiert. Die Messdaten der
bimodale Emulsionen wurden der Veréffentlichung von Bernewitz et al. entnom-
men [105] und weiter analysiert.

Als Fallbeispiel fiir Nanoemulsionen wurden OW Emulsionen mit einem Dispers-
phasenanteil von 10% Squalen hergestellt. Als Emulgator wurde das Lecithin
Produkt E80 der Lipoid GmbH bei einer Konzentration von 6 mg/ml Emulsion
genutzt. Lecithin ist eine Rohmischung aus Phospholipiden, in diesem Fall extra-
hiert aus der natiirlichen Quelle Ei. Die Zahl 80 im Namen bezieht sich darauf,
dass das Lecithin auf einen Gehalt von 80% Posphatidylcholingruppen (PC) auf-
gereinigt wurde. Durch Schiitteln wurde eine grobe Emulsion erzielt, die mithilfe
der Ultraschallsonotrode vom Typ Branson Sonifier 450 mit 400W Maximalleis-
tung dispergiert wurde. Die Probe wurde mit 20% Leistungseintrag, bei 0,5 Zyk-
len iiber 10 min emulgiert.

TropfengroBen wurden bei Raumtemperatur mit einem Bruker SWB 200 MHz
Hochfeld-NMR Spektrometer, ausgeriistet mit einem Diff30 Messkopf, bestimmt.
Das Spektrometer generiert zunichst ein homogenes Magnetfeld iiber die gesamte
Probe. Die Emulsion wird in einem Glasrdhrchen mit 5 mm Durchmesser im
Probenkopf des Gerites eingebracht. Vor der Messung wird die Homogenitét des
Magnetfeldes durch sogenanntes Shimmen optimiert. Der Diff30 Messkopf kann
entlang der Z-Achse der Probe einen magnetischen Gradienten erzeugen und
somit ein Kontrollvolumen magnetisch codieren und das Messsignal spektral
auflosen. Nach einer Diffusionsdauer A wird das Signal decodiert und das Abklin-
gen des Signals entsprechend dem durch Diffusion aus dem Kontrollvolumen
verlorenem Molekiilen ermittelt. Die PFG-STE Pulssequenz wurde mit einer
Gradientendauer & von 3ms {iber eine Amplitude von 1,2 mT/m bis 6 T/m ausge-
fiilhrt. Um die Auswirkung zu beurteilen, wurden die Diffusionszeit A zwischen 20
und 400ms variiert. Die native Gerétesoftware Bruker Topspin v1.5 wurde zur
Fouriertransformation und Phasenkorrektur der Messdaten genutzt. Ebenso wur-
den die Diffusionskoeffizienten und Relaxationszeiten der Reinstoffe bestimmt.
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Die TropfengroBenverteilungen wurden mittels Matlab Skripten ausgewertet, nach
den Ansiétzen der Log-Normalverteilung und der Regularisierung.

3.3 Kolloidale Modellpartikel fiir den Transfer

Zur Darstellung der limitierenden Faktoren im Transfer wurden Modellpartikel
verschiedener GroBen benétigt. Es wurden diverse kolloidale Partikel getestet,
jedoch ist es herausfordernd, diese sowohl in einer wissrigen als auch hydropho-
ben Phase zu suspendieren. In der Definition der Stabilitét kolloidaler Partikel
nehmen Oberflichenkréfte mit repulsiven Wirkungen wichtige Rollen ein, daher
ist die Komplexitit der Suspendierung in verschiedenen Medien nahe. SiO, hat
sich empirisch als geeigneter Kandidat erwiesen, der trotz seines hydrophilen
Charakters, der jedoch stark von der kristallinen Struktur abhéngig ist, in Squalen
und Wasser suspendierbar ist. Weiterhin ist SiO2 in sehr unterschiedlichen Gré-
Ben erhiltlich, jedoch muss die Herstellungsmethode und daraus resultierende
unterschiedliche Oberflichenstruktur, kristalline oder amorphe Struktur und Be-
netzbarkeit beachtet werden.

Die beiden nicht-mischbaren kontinuierlichen Phasen waren hochreines Wasser
(Typ WFI) und Squalen (C;3¢Hso) von Sigma-Aldrich mit 98% Reinheit und einer
Dichte von 0,89 g/ml. Als Partikel wurde SiO, mit verschiedenen PartikelgroBen-
verteilungen genutzt. Makroskopische Kugeln vom Typ ,,Silibeads” in der Gro-
Benordnung zwischen 1-3 mm und einer Dichte von 2,5 g/cm® wurden von der
Sigmund Lindner AG erworben. Kolloidale Partikel vom Typ ,,Sikron®“ SF300,
SF600, SF800, mit mittleren Partikelgrofen von d; 50 = 10, 3 und 2 pm wurden
freundlicherweise von der Quarzwerke GmbH zur Verfligung gestellt. Detaillierte
PartikelgroBenverteilungen sind in Abbildung 3.1 zu finden, die mittels Laserbeu-
gungsmessung mit einem Gerdt vom Typ ,,Helos Quixel* der Firma Sympathek
GmbH bestimmt wurden. Die Suspensionen wurden mit einer 400 W, 20 kHz
Ultraschallsonotrode von der Firma Branson Ultrasonics dispergiert.
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Abbildung 3.1: Partikelgrofienverteilungen der kolloidalen SiO; Produkte SF 300, 600
und 800 der Quarzwerke GmbH, mit mittlerem Partikeldurchmesser ds, von 10, 3
und 2 pm nach Herstellerangaben.

Die Grenzflichenspannung zwischen Squalen und Wasser wurde mittels PAT,
bereits auf Seite 20 im Methodenteil beschrieben, bestimmt und liegt bei
42 mN/m. Der Kontaktwinkel im Dreiphasensystem SiO,, Wasser und Squalen
wurde mit einer Kamera vom Typ Stingray FO33B der Firma Allied Vision Tech-
nologies GmbH bestimmt. Dabei wird ein Wassertropfen in eine mit Squalen
gefiillte SiO, Kiivette gebracht, der aufgrund der Dichtedifferenz zum Boden
sinkt. Am Boden der Kiivette kann dann der Kontaktwinkel durch Anlegen einer
Tangentialen im Zwickel optisch bestimmt werden. Eine weitere Diskussion der
Auswirkung des Kontaktwinkels und der Messung ist im Ergebnisteil auf Seite 75
zu finden. Zur Auswertung wurden zwei Programme herangezogen: ,,Drop Shape
Analysis* der Firma Kriiss GmbH und ,,Image]*, bei dem es sich um Open Source
Software handelt. Erstere versucht den Tropfen mit einer Kugelform zu fitten und
extrahiert am Schnittpunkt mit dem Boden die Tangente, wihrend ImageJ dem
Nutzer den exakten Zwickelpunkt optisch identifiziert und sich zwei Messungen
fiir die rechte und linke Seite ergeben.
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Abbildung 3.2: Kontaktwinkelmessung eines Wassertropfens in Squalen auf einem
SiO; Boden. Die linke Seite zeigt das Stoffsystem ohne Emulgator, bei dem sich ein
Kontaktwinkel von etwa 140° einstellt. Die rechte Seite wurde unter den Anwesenheit
von Tween 20 in Wasser aufgenommen und fiihrt zu einem flacheren Kontaktwinkel.

Tabelle 3.1: Experimentell bestimmter Kontaktwinkel eines Wassertropfens in Squalen
auf einem SiO, Boden. Dargestellt sind Mittelwerte des linken und rechten Zwickels
mit der Software ImageJ und DSA.

Nummer | 1 2 3 4 5
DSA 133,3 1 135,7  150,5  169,8 | 166,55
ImageJ 135,6 | 138,0 | 154,6 | 150,7 @ 166,5

Tabelle 3.2: Experimentell bestimmter Kontaktwinkel eines Wassertropfens in Squalen
auf einem SiO, Boden unter der Verwendung des wasserloslichen Emulgators Tween
20. Dargestellt sind Mittelwerte des linken und rechten Zwickels mit der Software

ImageJ
Nummer 1 2 3 4 5 6
Konzentration 1 1 4 4 20 20
Tween 20 [pul/ml]
ImageJ 125,6 |+ 123,5  117,9  122,9 @ 122,1 1245

Um das im Ergebnisteil 4.3.1 hergeleitete Modell der Eintauchtiefe von Silikapar-
tikeln zu validieren, wurden makroskopische SiO, Kugeln genutzt. Diese lassen
sich bei der GroBle im Bereich weniger Millimeter mit dem Auge oder einem
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Kamerasystem verfolgen. Dazu wurde in einer Kiivette in Schichten Squalen auf
Wasser aufgetragen. Pro Versuch wurde je eine Kugel, deren exakte Grofe zuvor
unter dem Mikroskop bestimmt wurde, mit einer Pinzette in das Squalen getaucht
und fallen gelassen. Abhéngig von der Grofe zeigten sich unterschiedliche Ein-
tauchtiefen, die aus den Bildern, wie in Abbildung 3.3 gezeigt, bestimmt werden
konnten. Der Phasentransfer von Millimeterpartikeln wurde mit einer Kamera
vom Typ Stingray FO033B der Firma Allied Vision Technologies GmbH aufge-
zeichnet, die auch fiir die Messung der Kontaktwinkel genutzt wurde.

Abbildung 3.3: Kameraaufnahme von dem Eintauchen einer SiO2 Kugel mit 1,2 mm
Durchmesser an der Phasengrenze von Squalen (oben) zu Wasser (unten).

Um den Transfer kolloidaler Partikel zu testen, wurde Silika vom Typ SF 600 in
Squalen mittels Ultraschall dispergiert. Die Suspension wurde vorsichtig auf der
Wasserphase mit einer Pipette aufgebracht. Die Suspension zeigt unter Erdschwe-
re eine ausreichende Stabilitdt, sodass die Partikel nicht sedimentieren. Die Ein-
tauchtiefe kann in diesem GrofenmaBstab nicht verifiziert werden. Der Transfer
kann nach Erfolg oder Misserfolg, bei Verbleib der Partikel an der Grenzflache
der Fluide, qualitativ bewertet werden. Fiir den Transfer kolloidaler Dispersionen
wurden zwei verschiedene Zentrifugen genutzt: Die analytischen Zentrifuge, Typ
LumiSizer, der LUM GmbH erlaubt die Messung des Transmissionsprofils ent-
lang der Léngsachse einer Probe wihrend der Zentrifugation mit bis zu 2300 G,
wihrend die Becherzentrifuge vom Typ Hermle ZK 630 fiir hohere Beschleuni-
gungen bis 8000 G genutzt wurde.
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Abbildung 3.4: Skizze der analytischen Zentrifuge [106]

Das Messprinzip der analytischen Zentrifuge erlaubt eine direkte Onlinemessung
wihrend der Zentrifugation und wurde deshalb genutzt, um den Transfer von
Kolloiden zu beobachten. Die Probe mit der Suspension oder Schichtung aus
Suspension und Wasser wird waagerecht auf dem Rotor platziert, wie in Abbil-
dung 3.4 dargestellt. Durch die Bewegung des Rotors erféhrt die Suspension mit
Partikeln eine Zentrifugalkraft in Richtung des Kiivettenbodens, abhidngig von der
Drehzahl (Maximum bei 4000 pro min) und radialen Position der Probe (~2300 G
am Boden der Kiivette). Wihrend der gesamten Dauer kann die Transmission der
Probe iiber ihre Hohe gemessen werden. Diese wird durch den Durchmesser der
Kiivette und die Turbiditit, bzw. Konzentration beeinflusst. Durch die zeitliche
Auflosung mit mehreren Messungen kann die Verdnderung beobachtet werden.
Zu Beginn der Messung zeigt die Suspension eine geringe Transmission, homogen
iiber die ganze Hohe. Durch die Sedimentation sinken die Partikel zum Boden und
die Suspension klart von oben her auf. Eine sehr homogene PartikelgroBenvertei-
lung fiihrt zu einer klaren Sedimentationsfront, wéhrend aus einer breiten Vertei-
lung unterschiedliche Sinkgeschwindigkeiten und eine breite Sedimentationsfront
resultiert. Fiir den speziellen Fall des Transfers und geschichteten Proben kann
somit nachvollzogen werden, wie die Suspension aufgeklart und Partikel an der
Phasengrenze verbleiben oder die wéssrige Phase eintriiben.






4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Stabilitiit von Wasser in Ol Emulsionen

Die Stabilitit von Wasser in Ol (WO) Emulsionen mit Phospholipiden (PL) ist ein
limitierender Faktor fiir die Nutzung des Transferprozesses, da die Tropfen als
Vorlage fiir die Liposomen dienen sollen. Um der Instabilitét entgegen zu wirken,
wurden Untersuchungen durchgefiihrt, die den Zerfall der Tropfen genauer zu
charakterisieren. Die Adsorptionskinetik von PL an die Grenzflichen zwischen
Wasser und Ol hat weitreichende Konsequenzen fiir den Emulgierprozess und die
Stabilitit der Emulsion. Mit Hilfe von ,,Profile Analysis Tensiometry” (PAT)
konnen die Zeitintervalle der Adsorption und die ,,Critical Aggregation Concent-
ration” (CAC) bestimmt werden.
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Abbildung 4.1: Adsorptionskinetik des PLs DPPC gelost in Squalen an der
Grenzfliche zu Wasser, gemessen mit PAT . Die Grenzflichenspannung y sinkt mit
der Zeit , je mehr PL an der Grenzfliiche adsorbiert. Dargestellt sind die
Konzentrationen e 0,5mM, A 0,05mM and V 0,01mM. Auf der linken Seite ist der
klassische Verlauf der Grenzflichenspannung doppellogarithmisch dargestellt,
wiihrend auf der rechten Seite bei einer Auftragung y vs. r'? die extrapolierte
Grenzflichenspannung im Gleichgewicht fiir #(c0) leicht abzulesen ist (siche Tabelle
4.1).

Waihrend der Emulgierung miissen neu erzeugte Grenzflichen mdglichst schnell
von Emulgatormolekiilen belegt werden, um diese zu stabilisieren. Um die Kine-
tik der Adsorption abzuschétzen, wurden PAT Messungen mit einem Wassertrop-
fen in Squalen und definierten Konzentrationen an DPPC durchgefiihrt. Abbil-
dung 4.1 zeigt den Verlauf der Grenzflachenspannung y iiber der Zeit nach der
Erzeugung eines Tropfens flir drei verschiedene Konzentrationen: 0,01 mM,
0,05 mM und 0,5 mM DPPC in der Volumenphase Squalen. Die Adsorption
wurde liber einen Zeitraum von 2000 s beobachtet, nur fiir die hochste Konzentra-
tion wurden die Tropfen, aufgrund niedriger Grenzflachenspannungen instabil,
und I6sten sich von der Kapillare. Da das Ende der Messpunkte durch den Abriss
des Tropfens gekennzeichnet wird, kann die Grenzfldchenspannung im Gleichge-
wichtszustand y, fir lim,_,. y(t) extrapoliert werden [37], wie auf der rechten
Seite von Abbildung 4.1 dargestellt und in Tabelle 4.1 eingetragen. Konkret kann
graphisch die Auftragung von y gegen "2 dargestellt werden, um mit einer Linea-
risierung der letzten Messpunkte und dem dann ermittelten Achsenschnittpunkt
das Gleichgewicht zu ermitteln, wie in der Publikation von Hildebrandt et al. [45]
dargestellt. Weiterhin wurde die CAC fiir DPPC in Squalen ermittelt, welche bei
CAC =0,103 mM liegt, wie in Anhang 1 gezeigt.
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Tabelle 4.1:Grenzflichenspannungen aus der PAT Messung von Wasser und Squalen
mit definierter DPPC Konzentration. Dargestellt sind die Grenzfliichenspannungen
nach 10 min p(10min), im Gleichgewicht y, und das Verhiltnis beider Werte.

Konzentra- | Grenzflichen- Grenzflichen- Relative Grenzfla-

tion DPPC | spannung spannung im | chenspannung

c [mM] ¥ (10min) [N/m] Gleichgewicht ¥, v (10min) /7y.[N/m]
[N/m]

0,01 22,7 19,9 1,14

0,05 11,7 9,59 1,22

0,5 8,5 4,98 1,71

Um eine Abschitzung der Adsorption wihrend der Emulgierung zu ermitteln,
werden die Grenzflichenspannungen nach 10 min dargestellt und relativ zur
Spannung im Gleichgewicht gesetzt. Die Auswahl des Zeitpunktes von 10 min
erfolgte nach zwei Kriterien:

a) In den folgenden Messungen zur Emulsionsstabilitdt mittels DLS ist
nach 10 min eine charakteristische Anderung in der Instabilitit zu sehen
und

b) bei der Herstellung der Emulsionen zeigte sich empirisch ein Minimum
fiir die Tropfengrofe, da bei kiirzeren Ultraschallbehandlungen groBere
Tropfen entstanden und es bei lingeren Behandlungsdauern ebenfalls
keine weitere Verbesserung der Grofle und Verteilung gab.

Tabelle 4.1 zeigt, dass die Grenzflichenspannungen nach 10 min bei 0,01 mM
14% iiber dem Gleichgewichtszustand liegt, wihrend bei den héheren Konzentra-
tionen von 0,05 und 0,5 mM DPPC die Grenzflichenspannung sogar 22% bzw.
70% iiber dem Gleichgewichtswert liegt. Da bei hoheren Konzentrationen auch
ein hoheres treibendes Gefille vorliegt, scheint die Adsorption durch die zuneh-
mende Belegung an der Grenzflache limitiert zu sein. Entsprechend kann gefolgert
werden, dass bei der Emulgierung nach 10 min die Grenzflichen nicht den
Gleichgewichtszustand erreicht haben, der zu einer Stabilisierung der Emulsion
beitragen wiirde.

In Abwidgung der untersuchten Kinetik wurde das Emulgierverfahren mit Ultra-
schalldispergierung angepasst. Jede Probe wurde in drei wiederholten Durchlédufen
untersucht, mit je einem Emulgierschritt gefolgt von einer Stabilitdtsmessung.
Diese Weise ermdglicht es dem Emulgator iiber einen langen Zeitraum und
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Schrittweise die Grenzflachen zu belegen. Das genaue Verfahren ist im Metho-
denteil auf Seite 35 beschrieben.
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Abbildung 4.2: DLS Stabilititsmessung von Wasser in Squalen Emulsionen mit 0,08%
disperser Phase und zwei Konzentrationen an DPPC, die linke Spalte mit 0,04 mM und
die rechte Spalte mit 0,4 mM. Dargestellt sind je Reihe der zeitliche Verlauf des
Durchmessers (Z-Average), der Polydispersititsindex (PDI) und die Signalintensitit
(DCR). Es wurden repetetiv drei Ultraschallbehandlungen an einer Probe
durchgefiihrt, hier dargestellt in vollen Quadraten, offenen Kreisen und offenen
Dreiecken. Deutlich werden zwei Phasen der Instabilitit, die hier als Regime A und B
vor und nach der kritischen Zeit von 10 min eingezeichnet sind und zwischen denen
sich die Wachstumsraten und das DCR verindern.

Die Abbildung 4.2 zeigt den zeitlichen Verlauf instabiler DPPC WO Emulsionen
anhand der Tropfengrofien (Z-Average), Polydispersititsindex und Signalintensi-
tat (DCR). Es wurden zwei Konzentrationen an DPPC untersucht, 0,04 mM und
0,4 mM, welche jeweils unter- und oberhalb der ermittelten CAC von DPPC in
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Squalen (CAC = 0,103 mM) liegen. Deutlich ist eine Anderung in den Steigungen
der Grofe und DCR bei etwa 10 min zu sehen. Dies wurde in den Abbildungen
mit der Einteilung in die Regime A und B eingezeichnet. Die Verldufe wurden mit
einer Potenzfunktion angepasst, die im doppellogaritmischen Plot linear darge-
stellt wird. Die ermittelten Parameter sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Die
Regression hat die Form

logd(t) = m-log (t) + log d(t = 1min)
(4-1)
oder d(t) = d(t = 1min) - t™,

mit dem mittleren Tropfendurchmesser d in Abhéngigkeit der Zeit ¢, mit Exponent
m. Der Fehler in Form des mittleren quadratischen Fehlers (root mean square
error, RMSE) wurde nach folgender Gleichung zur Abweichung der Regression
von den Messwerten berechnet:

RMS Error = \/%Z?zl(aexp(ti) - a(ti))2 . (4-2)

Fiir die mittlere Tropfengréfe ist wahrend der ersten Minuten im Regime A eine
hohere Steigung zu sehen, als in Regime B, wobei die Tropfen durchgehend
wachsen und die Emulsion somit eine deutliche Instabilitit aufweist. Die DCR
zeigt eine negative Steigung, welche im Regime B noch verstirkt wird. Ebenso ist
in Tabelle 4.2 der Schnittpunkt der beiden Regressionen angegeben, die bei etwa
10 min liegt und somit den optischen Eindruck bestatigt.
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Tabelle 4.2: Regression der Grofienentwicklung von WO Nanoemulsionen mit Squalen
und DPPC aus Abbildung 4.2 mit einem Potenzansatz mit der mittleren Grofie d(t)

Konzentration [mM] 0,04 0,4
Dispergierung 1. 2. 3. 1. 2. 3.
Extrapolierte A 151 240 188 42 124 63
Anfangsgréfie [nm] B 242 | 156 117 = 443 360 @ 379
d(t = 1min)

Wachstumsrate m A | 0,60 | (0,21) | (0,16) = 124 | 0,76 | 1.22
[logZ==]in Gl. (4-1) B 034 038 | 032 025 029 | 027
RMS Fehler [nm] nach | A | 5,64 | 982 | 576 1986 5,63 | 304
Gl. 4-2) B | 12,05 723 | 516 | 17,21 | 13,56 | 13.98
Schnittpunkt A+B 6,25 n.a. n.a. 10,8 9,69 6.52
[min]

Um den Instabilitdtsmechanismus genauer zu charakterisieren und Riickschliisse
auf die Art und den Wechsel der Regime zu ziehen, werden im Folgenden die
Wachstumsraten m analysiert. Viele Studien erkldren Ostwaldreifung als Haupt-
mechanismus fiir das Wachstum von Tropfen [107]. Dem Ansatz von Lifshitz-
Slyosov-Wagner (LSW) folgend verhilt sich das Wachstum der Ostwaldreifung
proportional zum Volumen der Tropfen d(t) ~ t*/3, wie in Gleichung (2-2) dar-
gestellt. Koaleszenz ist hingegen nicht durch einen allgemein akzeptierten Ansatz
fiir das Tropfenwachstum beschrieben. Der Ansatz nach Deminiere [50], eine
Proportionalitdt zum hydrodynamischen Durchmesser zu finden, konnte fiir die
vorliegenden Emulsionen nicht nachgewiesen werden. Allgemein ist der Zustand
der Emulsionen sehr fliichtig und eine steigende Elastizitdt o/7 / & InA (mit der
Filmspannung /7 = x(0) - A¢)) wirkt der Koaleszenz entgegen [47]. Die Steigun-
gen in Regime A liegen 0,6 <m, <1,24, wobei die 2. und 3. Dispergierung bei
0,04 mM so geringe Steigungen zeigen, dass keine Unterscheidung zu Regime B
vorliegt und ein stabilisierender Effekt vorliegt. Vereinfacht konnten die Steigun-
gen in Regime A der Koaleszenz zugeordnet werden, da die Werte ein wesentlich
schnelleres Wachstum, als es durch Ostwaldreifung moglich wére, aufweisen.
Eine Uberlagerung der Effekte ist jedoch denkbar und soll anhand weiterer Daten
gezeigt werden.
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Regime B zeichnet sich durch Wachstumsraten mg zwischen 0,32 und 0,38 fiir die
Konzentration von 0,04 mM aus, was sehr stark den theoretischen Werten fiir die
Ostwaldreifung von my,, = 0,33 entspricht. Fiir die hohere Konzentration von
0,4 mM liegen die Werte mp unterhalb dieser Grenze, was auf eine gehinderte
Ostwaldreifung hinweist.

Die Anfangsgréfen der Emulsionstropfen bei Jexp (t = 1 min) liegen fiir
¢=0,04 mM um 180 nm und fir ¢ =0,4 mM um 80 nm, jeweils bei allen drei
Wiederholungen der Emulgierung. Eine Abhédngigkeit der Anfangsgréf3e ist daher
nur von der Konzentration ¢ zu sehen, die den Erwartungen aus der Tensiometrie
entspricht, da die absolute Grenzflichenspannung y niedriger liegt und somit
energetisch giinstiger ist.

Die wiederholte Emulgierung hat keinen positiven Effekt auf die initiale Tropfen-
grofe bei ¢ = 0,04 mM, allerdings ist das Wachstum deutlich reduziert. Bei der 1.
Emulgierung kommt es zu d(100 min) > 1 um, wihrend es bei dem 3. Emulgier-
schritt ein absolutes Maximum bei d(100 min) = 500 nm gibt, sodass im Folgen-
den mp < 0 fallt und die Tropfen wieder kleiner werden. Von diesen beobachteten
Effekten unterscheidet sich die Situation bei ¢ = 0,4 mM sehr stark. Die drei Ver-
laufe sind sehr stark iiberlagert, es gibt in Regime A nach der 3. Emulgierung
sogar leicht groere Tropfen und in Regime B sind insgesamt minimal reduzierte
Tropfengrofien zu sehen. Sehr markant ist der Unterschied den die wiederholte
Emulgierung auf Nanoemulsionen mit einer Konzentration ¢ < CAC hat. Dies
dullert sich in einer stabilisierenden Wirkung und kleineren Tropfen, wéhrend bei
¢ > CAC kein signifikanter Effekt erkennbar ist.

Die Entwicklung der Signalintensitét, in Form der derived count rate (DCR), zeigt
in Abbildung 4.2 e) und f) klare Ahnlichkeiten zu der zuvor dargestellten Evoluti-
on der Tropfengrofen in Abbildung 4.2 a) und b). Fiir die Konzentration von
¢ = 0,04 mM < CAC gibt es einen Ubergang von Regime A zu B, mit einer stirke-
ren Abnahme des Signals in Regime B als es in A der Fall ist. Nach der wieder-
holten Emulgierung beginnt die DCR auf dem gleichen Niveau wie zuvor. Nach
180 min in Regime B liegt die DRC im 2. Durchgang etwa 18 % unter dem 1.
Emulgierschritt, wihrend die 3. Emulgierung zu einer Reduzierung um 38 % am
Ende von Regime A und 78 % am Ende des Regime B fiihrt.

Fiir den Verlauf der DCR in Abbildung 4.2 f), fir die Konzentration von
¢ =0,4 mM > CAC ist ebenfalls ein leichtes Gefille vorzufinden. Bei der 1. und 2.
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Emulgierung nimmt das Signal wihrend der Dauer des Regime A um etwa 10%
ab. Die 3. Emulgierung filihrt zu einer stérkeren Abnahme um 34%. In Regime B
nimmt das Gefille aller drei Emulgierschritte weiter zu, jedoch ist der Unterschied
zwischen den Schritten geringer. Zum Zeitpunkt von 180 min ist die DCR der 2.
Emulgierung 17% geringer als die der 1. Ebenso ist die Abnahme im 3. Schritt
geringer, insbesondere beim Vergleich der Magnituden der Signale zwischen
beiden Konzentrationen von ¢ =0,4 mM und c = 0,04 mM, mit 300 kcps gegen
nur 15 keps.

Der Polydispersititsindex (PDI) in Abbildung 4.2 ¢) und d) ist sehr weit gestreut,
jedoch konnen trotzdem ein paar generelle Trends beobachtet werden: Bei der
Konzentration von ¢ = 0,04 mM steigt der PDI der 1. Emulgierung langsam von
0,2 an und néhert sich breit gestreut dem Wert 1, der ab 180 min konstant bleibt,
wihrend bei ¢ = 0,4 mM der PDI bereits zu Beginn maximale Werte erreicht. Bei
¢=0,04 mM im 2. Emulgierschritt ist mit einem langsam steigenden PDI um 0,2
bis 30 min und erst darauf folgendes Erreichen des Maximums ein dhnliches
Verhalten sichtbar. Wihrenddessen werden fiir ¢ = 0,4 mM friiher mittlere Werte
um 0,5 erreicht, die aber erst gegen 100 min auf 1 steigen. Die 3. Emulgierung
beeinflusst den PDI hingegen bei beiden Konzentrationen stark. Im Falle von
¢ =0,04 mM bleibt der PDI fiir ~300 min im Bereich von 0,2 und steigt erst sehr
spét auf den Maximalwert von 1. Das Verhalten des PID bei ¢ = 0,04 mM ist etwa
gegenldufig, insofern als zu Beginn der Messung starke Schwankungen zwischen
0,1 und 1 vorliegen, die erst fiir Zeiten t > 100 min unterhalb von 0,6 und fiir
Zeiten von t > 300 min unterhalb von 0,2 sinken.

Insgesamt zeigt die mehrfache Emulgierung einen sehr positiven Effekt auf den
PDI, sowohl ober- als auch unterhalb der CAC. Fiir ¢ < CAC wird mit jedem
Schritt ein besserer PDI erreicht, wihrend fiir ¢ > CAC nur beim 3. Emulgier-
schritt deutliche Abnahmen der Tropfengrofe zu beobachten sind.

Die bisher diskutierten Groflen von Z-Average und PDI sind nicht geeignet, um
sehr breite oder multimodale Grofenverteilungen darzustellen, auch wenn sie
generelle Trends gut abbilden. Wie in der Theorie beschrieben, lassen sich aus der
Anderung der Verteilung auch Schliisse iiber den Instabilititsmechanismus ziehen.
Im Folgenden wurden daher TropfengréBenverteilungen aus den Anpassungen der
DLS Daten mit multiexponentialen Funktionen betrachtet. Es wurden fiir beide
Regime die Verteilungen iiber der Zeit aufgetragen, wie in Abbildung 4.3 und
Abbildung 4.4 gezeigt. Abbildung 4.3 behandelt den Verlauf wéhrend des Re-
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gimes A, entsprechend zwischen 1 und 10 min. Abbildung 4.3 a) zeigt die 1.
Emulgierung bei ¢ =0,04 mM mit einer GroBe von d = 180 nm zu Beginn
(~1 min) und einer halbmaximalen mittleren Verteilungsbreite w5, = 79 nm, die
sich dann zu einer GroBe von d(10min) = 524 nm entwickelt mit einer Breite
von Wso = 246 nm.

0.04 mM Regime A 0.4 mM Regime A
— 409 40+
q
= a)
2 I FA
5 304 304 [ v \
S ' b
. . ’ A
3 2 204 o K .
i ' ' ! g
B ! ' : K
5 101 | 10+ ' \ / *
2 . ' . .
= , e , ; . N
0 800 1000 0 200 400 600 800 1000
—~ 409 404
IS
= c) d) i
o P -
S 304 304 R SN
T ' ! K e
2. % N .
& 20 K o .
=2 B N "
v \
2 104 10 ’ N
g . i
= ' K
, N
0 - . 0 . - T - .
0 800 1000 0 200 400 600 800 1000
— 404 40+
B e)
s f
5 a0 30 K N N
5 ST
[ A
J ' g
a ® 20 ; ¥
A I, '.' Ay
§ 104 ) K .
5 h & .
E | - N
0 1 T ) 0 r t —r - 3
0 800 1000 0 200 400 600 800 1000
GroRe [nm] GroRe [nm]

Abbildung 4.3: Entwicklung der TropfengroBienverteilungen in der WO Emulsion mit
DPPC und Squalen. Die drei Reihen zeigen die drei Emulgierschritte (1., 2. und 3.),
wihrend die Spalten die Konzentration an DPPC, mit ¢ = 0,04 mM auf der linken und
¢ =0,4 mM auf der rechten Seite, wiederspiegeln. Alle gezeigten Verteilungen
entsprechen konkreten Zeitpunkten t in Regime A (t < 10 min), explizit bei t ~ 1 min
(schwarze Linie), t ~5 min (rot gestrichelt) und t ~ 10 min (blau strich-punktiert).

Im Vergleich dazu gibt es geringere Anderungen nach der 2. Emulgierung, wie in
Abbildung 4.3 c¢) gezeigt. Die Emulsion zeigt zundchst groflere Tropfen mit
d = 255nm und einer Breite von wgy = 118 nm, die sich zu einer Gréfe und
Breite von d = 414 nm und wgo = 192 nm bei t~ 10 min entwickelt. Die 3.
Emulgierung folgt diesem Trend mit einer fast konstanten Tropfengréfenvertei-
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lung, sieche Abbildung 4.3 e). Die mittlere GroBe bleibt fast konstant bei
d = 211nm und die Verteilungsbreite schwankt leicht von wsy = 150 nm zu
140 nm und 160 nm bei Zeiten von t ~ 1, ~5 und ~10 min. Die Graphen in Abbil-
dung 4.3 b), d) und f), fiir die drei Emulgierschritte bei ¢ = 0,4 mM, zeigen eine
andere Entwicklung: b) legt dar, wie die GroBe nach der 1. Emulgierung von
d = 100 nm auf 700 nm wichst und die Verteilung von ws, = 20 nm auf 285 nm
steigt. Die 2. und 3. Emulgierung in Abbildung 4.3 d) und f) werden ebenso von
starkem Wachstum gepriigt, da beide Kurven bei etwa d = 200 nm starten und auf
700 nm bzw. 900 nm mit Verteilungsbreiten von wgg = 400 nm nach ~ 10 min
steigen. Die beiden Konzentrationen fithren zu entgegengesetzten Entwicklungen
durch die wiederholte Emulgierung mit einer Fokussierung der Verteilung fiir
¢=0,04 mM, wihrend bei ¢=0,4 mM die Tropfen schnell groBler werden und

eine breitere Verteilung einnehmen.

Fiir Regime B, den Zeitraum oberhalb der Marke von 10 min, sind die Tropfen-
grofenverteilungen in Abbildung 4.4 aufgetragen. Wie zuvor in Abbildung 4.3
zeigen die Spalten die Konzentrationen an DPPC, von ¢ = 0,04 mM auf der linken
und ¢ = 0,4 mM auf der rechten Seite. Die drei Wiederholungen der Emulgierung
an einer Probe sind in den drei Reihen von oben nach unten abgebildet. Um die
Entwicklung im Regime B aufzuzeigen wurden TropfengroBenverteilungen zu
den Zeitpunkten ~15 min, ~40 min, ~70 min und ~90 min aufgetragen. Die 1.
Emulgierung bei ¢=0,04 mM, in Abbildung 4.4 a), zeigt einen Verlauf von
d = 814 nm zu 1186 nm, wobei die Verteilungsbreite jedoch konstant zwischen
Wso = 182 nm und 217 nm bleibt. Mit einem Wachstum der mittleren Grofe
d = 493 nm auf 896 nm sind die absoluten GroBen nach dem 2. Emulgierschritt
geringer, die Verteilungsbreite sinkt jedoch von wsy = 271 nm auf 182 nm ab.
Die 3. Emulgierung zeigt wiederum nochmals kleinere absolute Groflen mit einem
Wachstum bis zu d = 458 nm, aber einer leichten Steigung der Verteilungsbreiten
von wso = 108 nm auf 167 nm. Im Vergleich dazu zeigt sich bei der héheren
Konzentration von ¢ = 0,4 mM, iiber die drei Wiederholungen ein gleichsames
GroBenwachstum von etwa d = 900 nm auf 1200 nm, jedoch folgen die Vertei-
lungsbreiten keinem klaren Trend. Die Breiten liegen fiir die 1. Emulgierung
zwischen wsq = 197 nm und 246 nm. Ahnliche Werte, von wgo = 187 nm bis
232 nm, werden auch in der 2. Emulgierung erreicht, wohingegen nur wéhrend
des 3. Durchgangs leicht erhohte Breiten von wsy = 236 nm bis 325 nm erreicht
werden.
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Abbildung 4.4: Entwicklung der TropfengroBienverteilungen in der WO Emulsion mit
DPPC und Squalen. Die drei Reihen zeigen die drei Emulgierschritte (1., 2. and 3.),
wihrend die Zeilen die Konzentration an DPPC, mit ¢ = 0,04 mM auf der linken und
¢ =0,4 mM auf der rechten, wiederspiegeln. Alle gezeigten Verteilungen entsprechen
konkreten Zeitpunkten t in Regime B (t > 10 min), explizit bei t ~ 15 min (schwarze
Linie), t ~ 40 min (rot gestrichelt), t ~ 70 min (blau strich-punkt) und t ~ 90 min (griin

punkt).

Insgesamt kann kein klarer Trend fiir eine Fokussierung oder Verbreiterung der
Verteilungen bei ¢ = 0,4 mM in Regime B gefunden werden. Im Gegensatz zu den
Darstellungen des PDI in Abbildung 4.2 werden die monomodalen Verteilungen
durch die 3 Wiederholungen nicht signifikant beeinflusst, obwohl die komplette
Verteilung, dargestellt durch den PDI, die auch sehr grofle Partikel beinhaltet,
durch die wiederholte Emulgierung geringer wird.
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Abbildung 4.5: Entwicklung des wsy(?), der Verteilungsbreiten bei halbmaximaler
Intensitiit iiber die Zeit. Die erste, zweite und dritte Emulgierung sind entsprechend
durch quadratische, runde und dreieckige Symbole gekennzeichnet. Die linke Grafik

reprisentiert die Konzentration von ¢ = 0,04 mM, die rechte Seite ¢ = 0,4 mM.

Die Entwicklung der Verteilungsbreiten wsy(f) aus Abbildung 4.3 und Abbildung
4.4 konnen zusammenfassend in Abbildung 4.5 dargestellt werden. Auffillig an
der Darstellung ist insbesondere die starke Schwankung der Werte am Wechsel
der Regime A und B bei etwa 10 min. Die Interpretation dieses Verhaltens wird
im folgenden Abschnitt zusammengefasst. Weiterhin sei darauf hingewiesen, dass
weitere Experimente in gleicher Verfahrensweise mit POPC durchgefiihrt wurden,
hier jedoch nicht im Detail dargestellt werden.

4.1.1 Interpretation der Instabilitit

Die prisentierten Messergebnisse sollen nun in einem umfassenden morphologi-
schen Modell dargestellt werden, das die Wechselwirkungen und Strukturen der
drei Phasen beschreibt. Abbildung 4.6 zeigt vier Zustinde fiir die gegebenen
Konditionen in den Regimen A und B, sowie den zwei Konzentrationen an Phos-
pholipid iiber- und unterhalb der CAC.
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Abbildung 4.6: Interpretation des Tropfenwachstums durch Koaleszenz @ und
Ostwaldreifung @ in zwei Regimen A und B, iiber und unter der CAC. Die Bildung
von DPPC Monoschichten @ an der Grenzfliche von Squalen/Wasser und dispersen
inversen Mizellen @ findet bei der Konzentration von ¢ = 0,04 mM (unter der CAC)
statt, wihrend bei ¢ = 0,4 mM (oberhalb der CAC) die inversen Mizellen an den
Monoschichten [100] haften oder grofiere Lipidaggregate @ bilden [42].

Die Tatsache, dass die Wachstumsraten m, in Regime A sowohl fiir ¢ < CAC (nur
1. Emulgierung), als auch fiir ¢ > CAC (alle Emulgierungen) groBer sind als in
Regime B, wird als Ergebnis der niedrigen anfinglichen Oberflachendichte der
Phospholipide gewertet. Eine niedrige Packungsdichte fiihrt zu Koaleszenz der
Tropfen, die aufgrund der Brown‘schen Molekularbewegung kollidieren. Dies ist
in Abbildung 4.6 durch (1) verdeutlicht. Die Vereinigung der Tropfen durch Koa-
leszenz fiihrt zu einer engeren Packung der Lipide, da die Oberfliche reduziert
wird und sich die Monoschichten vereinigen, siche (3). Fiir die Konzentration
¢ < CAC wichst die Tropfengrofle in Regime A bis auf das 3-fache (nur 1. Emul-
gierung), wihrend fiir ¢ > CAC 4 bis 7-fache Werte erreicht werden. Entsprechend
wird die Oberfldche pro Volumen um das 3 bis 7-fache komprimiert. In der Folge
wird die Koaleszenz immer weiter erschwert, da die zunehmende Packungsdichte
nicht weiter komprimiert werden kann und der weiteren Vereinigung entgegen-
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wirkt. Der Ubergang von Regime A zu B wird daher als Effekt der Verhinderung
von Koaleszenz durch steigende Oberflichendichten der Lipide und sterische
Hinderung der Kollision interpretiert.

Wie bereits erwéhnt, liegen die Wachstumsraten m, der 2. und 3. Emulgierung bei
¢ < CAC nicht iiber den Steigungen mp in Regime B, sondern sogar leicht darunter
und fallen daher aus dem Trend. Diese Verhalten wird wie folgt interpretiert:
Nach dem ersten Durchgang bilden sich im Regime B Monoschichten an den
Grenzflachen der Tropfen, die dort auch bei der 2. und 3. Emulgierung verbleiben.
Die Grenzflachen sind somit bereits zu einem hoheren Grad belegt, als es zu
Beginn der 1. Emulgierung der Fall war. Die dicht gepackte Monoschicht hindert
dann, ebenso schon wihrend des Regimes A, die Koaleszenz. Im Gegensatz dazu
steht das Verhalten der Emulsionen bei ¢ > CAC in Regime B, bei denen wir die
Bildung von inversen Mizellen (4) [108] und Lipidaggregaten (5) erwarten. Die
Entstehung von Lipidaggregaten und deren Gréfle wurde in einer eigenstindigen
Studie hinldnglich von Hildebrandt et al. [45] untersucht. Bei der 2. und 3. Emul-
gierung bleiben Lipidaggregate an den Grenzflichen und in den inversen Mizellen
bestehen. Diese Lipide sind bei der erneuten Dispergierung nicht fiir die Stabili-
sierung der Oberfldchen verfiigbar und koénnen daher auch nicht der Koaleszenz
entgegen wirken. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Regime A
durch Koaleszenz dominiert wird, wihrend Regime B hauptséchlich durch Ost-
waldreifung (siehe (2)) geprigt wird, wie durch die zuvor dargestellten Wachs-
tumsraten und deren Vergleich mit der Theorie bestdtigt wird.

Das morphologische Modell in Abbildung 4.6 ist nicht nur mit der Entwicklung
der Tropfengrofie &exp (t) stimmig, sondern es ldsst sich auch auf den Verlauf des
Polydispersititsindexes PDI(#), der Signalintensitét ,,derived count rate DCR(?),
sowie der Evolution der halbmaximalen Verteilungsbreiten wso(f) anwenden.
Zunéchst wird die DCR(¥) betrachtet, dessen Verlauf in Abbildung 4.2 dargestellt
wurde. Aufféllig an dem Verlauf sind dabei i) die linearen Steigungen des Potenz-
ansatzes in der doppellogarithmischen Auftragung und ii) der markante Knick am
Ubergang von Regime A zu B. Die Potenzregressionen resultieren aus der Abhin-
gigkeit der Steigungen von der unmittelbaren Anzahl an Partikeln zum diskreten
Zeitpunkt, nicht zu der anfinglichen Anzahl, was zu einer Linearregression in der
linearen Darstellung fithren wiirde. Fiir den Bereich ¢ < CAC sind die Steigungen
der DCR in Regime A alle gleichwertig fiir jeden Emulgierschritt, wéhrend das
Grofenwachstum fiir die 1. Emulgierung sich von der 2. und 3. Emulgierung
unterscheidet. Daher kann geschlussfolgert werden, dass die Entwicklung der
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DCR in Regime A nicht nur von der Anderung der PartikelgroBe abhingt, sondern
auch durch andere Faktoren beeinflusst wird, wie im Folgenden aufgezeigt wird.

Es gibt starke Hinweise, die auf eine Diffusion von Wasser aus den kleinsten
Tropfen (mit dem hdchsten Druck) hindeuten, welches an den hydrophilen Grup-
pen des DPPC adsorbiert und in Form von inversen Mizellen vorliegt. Die inver-
sen Mizellen werden als ndtiges Transportmittel fiir Ostwaldreifung zwischen den
Tropfen angesehen. Die Bildung von inversen Mizellen durch Phospholipide
wurde in verschiedenen organischen Phasen durch aktuelle Literatur nachgewie-
sen [109,110]. Dabei wurde gezeigt, dass das molare Verhéltnis von Wasser zu
Phospholipid w, im Bereich von w, =1-16 liegt und der hydrodynamische
Durchmesser d), von w, abhingt (d, = 32.6 A +2.8 A x wg) [109]. Es wird ge-
schlussfolgert, dass DPPC in Form von inversen Mizellen die Ostwaldreifung
begiinstigt, da Wasser praktisch unldslich in reinem Squalen ist. Fiir die Konzent-
ration von ¢ = 0.04 mM liegt das molare Verhéltnis von Wasser zu DPPC bei
1100:1, was fiir den hier beschrieben Fall bedeutet, dass ein Reservoir an inversen
Mizellen vorliegt, welches in der Lage ist Wasser aufzunehmen. Ein Wassermole-
kiil, welches an eine inverse Mizelle gebunden ist, triigt nicht zur Signalintensitat
der DCR bei, weil der hydrodynamische Durchmesser mit d;, < 5nm zu klein ist.
Die fallende Signalintensitit des DCR zeigt daher den Transfer von Wasser aus
den Tropfen in inversen Mizellen. Diese Interpretation des Signalverlustes ist
weiterhin durch die Tatsache untermauert, dass nach der 2. Emulgierung die In-
tensitdt der DCR das gleiche Niveau wie zuvor erreicht. Folglich ist der Prozess
des Verlustes von Tropfen durch die Diffusion reversibel.

Im Vergleich zwischen Regime A und B veréndert sich die Steigung der DCR und
wird steiler in Regime B. Dieses Verhalten wird als Konsequenz aus der Ostwald-
reifung interpretiert, bei der es wahrend der Verkleinerung von Tropfen zu einer
Verdichtung der Monoschicht bis zur maximalen Packungsdichte kommt. Bei
einer weiteren Verkleinerung wird DPPC wieder in Form von inversen Mizellen
in Losung gebracht, wodurch sich das Reservoir fiir Wasser in Mizellen weiter
vergrofert. Zum Zeitpunkt von ¢ > 200 min verstérkt sich der Effekt weiter und
die DCR sinkt noch rapider. Dies wird aus der ebenso stark sinkenden Gréfe der
Tropfen heraus so interpretiert, dass die Tropfen nahezu verschwinden und somit
nicht mehr gemessen werden. Weiterhin wird auch dort Lipid in inversen Mizellen
freigesetzt.
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Die Anderungen in der DCR(?) zeigt starke Unterschiede zwischen den Konzent-
rationen iiber und unter der CAC. Offensichtlich nimmt die DCR fiir ¢ < CAC
wesentlich schneller ab, sowohl in Regime A als auch in B. Diese Differenzen
nach Konzentration und Regime werden unabhéngig voneinander kategorisiert
und ebenso mit dem morphologischen Modell nach Abbildung 4.6 erklirt. In
Regime A ist die abweichende Steigung der DCR durch die schnellere Bedeckung
mit einer Monoschicht (siche Abbildung 4.1) und in weiterer Konsequenz mit der
Assoziierung der inversen Mizellen an die dichten Monschichten zu verstehen,
wie auch in der Literatur von Campana et al. 2012 beschrieben [108]. Inverse
Mizellen, die an den Tropfen gebunden sind, fithren zu der Messung von gréferen
Tropfen, was bei gelosten Mizellen aufgrund des starken Unterschiedes zu Trop-
fen nicht der Fall ist. In Regime B wird die Varianz der DCR Steigungen zwi-
schen den Konzentrationen durch dickere Lipidschichten an den Tropfen (siche
(5)) hervorgerufen, die eine Diffusion durch die Wand der Tropfen stirker hem-
men. Weiterhin fiihrt die Diffusion von Wasser in die inversen Mizellen an der
Lipidwand ebenso zu steilerem Gefille in der DCR.

Wird die Entwicklung des PDI(#) betrachtet, scheint es einen generellen Trend zu
einem niedrigeren PDI mit jeder Emulgierung zu geben. Dieser Umstand stimmt
mit dem Verhalten, dass eine lingere Emulgierung zu einer homogeneren Vertei-
lung fiihrt, iiberein, wihrend sowohl Ostwaldreifung, als auch Koaleszenz prinzi-
piell zu einer inhomogeneren Verteilung fithren. Eine detailliertere Ausfithrung
der Instabilitét auf die TropfengroBenverteilung wird im Folgenden mit den Daten
der halbmaximalen Verteilungsbreiten wsy(¢) diskutiert.

Der PDI(#) der 3. Emulgierung bei ¢ > CAC ist auffillig, da es der einzige Fall ist,
bei dem der PID auch fiir Zeiten ¢ > 100 min im kleinen Bereich bleibt. Die analo-
ge Probe fiir ¢ < CAC zeigt einen gegenldufigen Trend. Der Unterschied der bei-
den Proben beléduft sich dabei vor allem in den Grdflen, bei ¢ < CAC liegt die Z-
Average immer < 500 nm, mit weiterem Sinken der Grofe und sehr steil fallenden
DCR im Bereich < 150 keps. Im Gegensatz dazu liegt bei ¢ > CAC die GroBe iiber
1000 nm und die DCR liegt zwischen 500 und 300 kcps. Dies bedeutet, dass die
Tropfen bei ¢ < CAC durch die Sammlung von Wasser in den inversen Mizellen
fast komplett verschwunden sind. Fiir ¢ > CAC hingegen werden die kleineren
Tropfen durch Ostwaldreifung eliminiert, sodass die verbleibenden groBeren
Tropfen eine geringere Polydispersitit aufweisen.
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Die halbmaximale Verteilungsbreite wso(f) aus den Intensitétsverteilungen zeigen
auch klare Ubereinstimmungen mit dem morphologischen Modell in Abbildung
4.6. Drei wichtige Eigenschaften der Breiten wsy(¢) aus Abbildung 4.5 sollen hier
hervorgehoben werden: i) Die starke Steigerung des ws, wihrend des Regime A,
mit bis zu 1430% Steigerung in 10 min; ii) Der fast sprungartige Verlauf mit
einem deutlichen Riickgang in der Transition von Regime A zu B, prozentual
ausgedriickt um maximal 42% innerhalb von 5 min; iii) Der sehr stabile, fast
gleichbleibende, Verlauf des wso(f) im Regime B. Vergleicht man diese drei Fak-
ten mit dem morphologischen Modell kommt man zu dem Schluss, dass im Be-
reich der dominierenden Koaleszenz in Regime A der ws stark steigt, gefolgt von
einem klaren Riickgang der Breite am Ende der Koaleszenzphase durch die Stabi-
lisierung mit dichten DPPC Monoschichten [111]. In Regime B verlduft der ws(f)
fast konstant oder wichst nur sehr schwach. Diese Folgerungen konnen durch die
bekannten Entwicklungen der Instabilitdtsmechanismen gerechtfertigt werden:
Koaleszenz ist unselektiv. Partikel verschiedener Grofen kollidieren zufillig und
vereinigen sich. Der Mechanismus fiihrt folglich zu einem starken Anstieg der
Polydispersitdt, da durch Kollisionen grofiere Tropfen entstehen, jedoch auch
einige sehr kleine Tropfen verbleiben. Im Gegensatz dazu ist Ostwaldreifung ein
selektiver Instabilitétsprozess, da kleinere Tropfen in groBer Anzahl verschwinden
und gréBere Tropfen nur ein geringes Wachstum im Volumen aufweisen. Dieser
Prozess ist in der Transition von Regime A zu B zu sehen, mit dem starken Riick-
gang des wso. Die ersten Messpunkte des ws, in Regime B sind bis zu 58% der
letzten Breite aus Regime A. Im Mittel betrdgt der erste Wert in Regime B 78%
des letzten wsy in Regime A. Auf Dauer bleibt der wsy, wihrend der Ostwaldrei-
fung in Regime B praktisch konstant, sodass die relative halbmaximale Vertei-
lungsbreite wgo(t)/d (t) sinkt. Die hier gezeigte Entwicklung der TropfengroBen
weist darauf hin, dass Ostwaldreifung nicht der alleinige Instabilititsmechanismus
ist. Dennoch trifft ein Riickgang der relativen Breite wso(t)/d (t) fiir 75% der
Daten in Regime B zu, wihrend nur 17% der Verldufe in Regime A das Kriterium
erfiillt. Weiterhin sinkt die absolute Verteilungsbreite in Regime B stetig (wso(t)) -
wso(ti.;) < 0) in 47% aller Daten. Damit konnte gezeigt werden, dass Ostwaldrei-
fung der dominante, aber nicht ausschlieBliche, Mechanismus des Tropfenwachs-
tums in Regime B ist.

Aus dem Tropfenwachstum kdnnen Volumenstrome der Ostwaldreifungsraten
berechnet und mit anderer Literatur verglichen werden, um die Plausibilitdt der
Hypothesen einzuschitzen. Beispielsweise hat Taylor die Loslichkeiten von Alka-
nen in einer kontinuierlichen Wasserphase iiber den Zusammenhang der LSW



62 4 Ergebnisse

berechnet [112]. Abbildung 4.7 zeigt Ostwaldreifungsraten in Abhéngigkeit von
dem molaren Volumen der dispersen Phase, ergénzt um Daten von Suriyarak
[113] und Taylor [112] fiir die Ostwaldraten von Alkanen in OW Emulsionen mit
Tween und SDS als Emulgator. In Abbildung 4.7 wird deutlich, dass die bestimm-
ten Reifungsraten der WO Nanoemulsionen mit Phospholipiden im typischen
Bereich liegen, wenn beachtet wird, dass die absoluten Zahlen, aufgrund des viel
kleineren molaren Volumens von Wassermolekiilen mit einer resultierenden
schnelleren Diffusionsgeschwindigkeit, wesentlich grofer sind. Zusétzlich wirkt
sich die hohere Viskositit der WO gegeniiber der OW Emulsion negativ aus. Mit
einer Korrektur, um den Faktor der Viskositdten, wurden die ermittelten Werte
ebenso mit weiteren Symbolen in die Abbildung 4.7 eingetragen. Die restliche,
geringe Abweichung der experimentellen Werte von der Literatur kdnnen den
unterschiedlichen Emulgatoren und Bulkphasen zugeschrieben werden.

Zusammengefasst ergibt die Analyse der verschiedenen Effekte der Ostwaldrei-
fungsraten bei 0,04 mM DPPC folgende Ergebnisse:

a) Die Ostwaldreifungsrate sinkt stark mit der steigenden Anzahl an
Emulgierschritten, mit einer Minderung um den Faktor 27,7 von
dem ersten zum dritten Emulgierschritt.

b) Wenn die abweichende Viskositdt der kontinuierlichen Phase (hier
Squalen, Wasser im Falle der zitierten Literatur) beriicksichtigt
werden soll, muss ein Korrekturfaktor von 12 angewandt werden.

Fiir die Konzentration von 0,4 mM DPPC ist, mit einem Faktor von 1,3 in der
dritten Emulgierung im Vergleich zum ersten Schritt, keine Abhéngigkeit von der
Anzahl der Emulgierschritte erkennbar. Folglich &ndert sich die morphologische
Struktur des Emulgators an den Wassertropfen fiir die Konzentration oberhalb der
CAC mit der Anzahl an Prozessschritten nicht. Im Gegensatz dazu fiihrt eine
Konzentration unterhalb der CAC mit jeder Emulgierung zu einer Verdichtung der
DPPC Monoschicht an der Grenzflache.
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Abbildung 4.7: Ostwaldreifungsraten von verschiedenen Alkan-in-Wasser Emulsionen
von Suriyarak et al. [113] () und Taylor [112] (m) im Vergleich zu den Reifungsraten
der vorliegenden Wasser-in-Squalen Emulsionen mit 0,04mM DPPC, der ersten (+),
zweiten (¢) und dritten (¢) Emulgierung. Die berechneten Reifungsraten sind fiir die
abweichende Viskositiit der kontinuierlichen Phase korrigiert (A, A und A fiir die
erste, zweite und dritte Emulgierung. Die ungefiillten Symbole repriisentieren die
Raten bei der Konzentration von 0,4mM DPPC. Um die Unterschiede deutlich abzu-
bilden sind einige Symbole versetzt, wie durch eine Hilfslinie angedeutet, und liegen
tatséchlich bei dem molaren Volumen von Wasser.

Die dargestellte Literatur in Abbildung 4.7 nutzt mit Tween und SDS Emulgato-
ren, die wasserldslich sind und méglicherweise die Loslichkeit von Alkanen und
Alkenen im Wasser der OW Emulsionen erhéhen, wihrend im Falle der WO
Emulsionen mit Squalen DPPC eine hohere Loslichkeit im Ol aufweist und somit
die Hypothese der Diffusion mittels inversen Mizellen stiitzt. In einer fritheren
Publikation diskutiert Taylor die Auswirkungen der Emulgatorkonzentration auf
die Ostwaldreifung und folgert, dass sich die Rate unterhalb der CAC linear zur
Konzentration verhilt, wihrend iiber der CAC keine Anderung auftritt [114]. Die
erfassten Daten wurden mit OW Emulsionen aus Alkanen und hauptséchlich SDS
als Emulgator erstellt. Dies stimmt mit dem vorgestellten Modell iiberein, da nicht
nur die Konzentration, sondern auch die intermolekulare Konstellation des Emul-
gators in Form von Mizellen und Léslichkeiten beachtet wird.
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Hoffmann et al. interpretieren small angle neutron scattering (SANS) Messdaten
zum Austausch in Nanoemulsionen und kommen zu dem Schluss, dass Ostwald-
reifung der Hauptmechanismus des Austausches sein muss [115]. Als Hauptfaktor
der Diffusion wird die Loslichkeit des dispergierten Alkens im Wasser identifi-
ziert. Die Wahl des Emulgators hat laut Hoffmann ef a/. kaum Einfluss auf die
Diffusion. Die Beobachtung einer reduzierten Ostwaldreifung mit langkettigeren
Alkenen stimmt mit den theoretischen Erwartungen von Kabalnov [54] iiberein.
Die Studie variiert das Verhiltnis von Emulgator zu dispersen Phase nicht, anders
als die hier gezeigten Ergebnisse und vernachléssigt auch die Kinetik des Emulga-
tors. Hoffmann et al. folgern weiterhin, dass die Bedeckung der Grenzfldche mit
Emulgator einen Einfluss auf Diffusion durch diese hat, wie in den oben darge-
stellten Daten vorgefunden. Der Einfluss der Art und Konzentration des Emulga-
tors auf die Ostwaldreifung ist deutlich durch Weiss [116] gezeigt und eine Ver-
bindung der morphologischen Struktur des Emulgators und der organischen Phase
wird hergestellt. Die Rolle der inversen Mizellen im Transport wird erwéhnt,
jedoch nicht weiter untersucht. Die Formation von DPPC Multischichten zur
Stabilisierung von OW Emulsionen wurde ebenso untersucht, mit der Schlussfol-
gerung, dass weitere Untersuchungen zur Rolle von Mizellen und Liposomen in
diesen Emulsionen nétig sind [117,118].

4.1.2 Fazit zu der Emulsionsstabilitat mit DPPC

Es ist bekannt, dass WO Emulsionen mit Phospholipiden nur sehr schwierig zu
stabilisieren sind und insbesondere bei hohen Dispersphasenanteilen, ohne Ver-
wendung weiterer Additive oder Eindicker [119—-121], zu Instabilitét neigen. Bei
geringen Dispersphasenanteilen sind sie jedoch fiir einige Minuten bis Stunden
stabil. Die gezeigten Ergebnisse erlauben Riickschliisse auf die prinzipiellen In-
stabilitdtsmechanismen zu ziehen und zeigen neuartige Anwendungen von Phos-
pholipiden zur Stabilisierung von WO Emulsionen. Werden Phospholipide vor der
Emulgierung in der organischen Phase in Losung gebracht, haben die Loslichkeit
und Konformation in der organischen Phase starke Auswirkungen auf die zu
erzeugenden Strukturen. Durch die langsame Adsorptionskinetik von Phospholi-
piden an die zu belegenden Grenzfldchen, wurde eine Ultraschallemulgierung in
drei Schritten zur mechanischen Dispergierung des Wassers in der organischen
Phase durchgefiihrt. Diese wiederholte Behandlung brachte wichtige Eigenschaf-
ten in der Entwicklung der Tropfengrofe, Polydispersitit, Signalintensitdt (DCR)
und halbmaximalen Gréfenverteilungsbreiten zum Vorschein. Es wurden Beweise
erbracht, dass der Emulgator DPPC in einer anfanglichen Periode von 10 min von
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Koaleszenz bestimmt wird, gefolgt von einem abrupten Sinken der GréBenvertei-
lungsbreite mit Ostwaldreifung als dominantem Instabilitdtsmechanismus. Diese
zweite Periode, mit einer Hydration der inversen Phospholipidmizellen durch
Wasserdiffusion, bestimmt letztendlich die Langzeiteigenschaften der Emulsion.

WO Nanoemulsionen mit Phospholipiden im Bereich sehr kleiner Tropfengrofen-
verteilungen sind besonders fiir die Anwendung in der hier behandelten Herstel-
lung von Liposomen interessant. Diese kleinen Tropfen konnen nur mit Konzent-
rationen unterhalb der CAC und einer wiederholten Ultraschallbehandlung er-
reicht werden, resultierend in vorldufig stabilen Emulsionen von <500 nm nach
dem dritten Emulgierschritt. Die erzeugten Tropfen sind von einer monomolekula-
ren Phospholipidschicht bedeckt und weisen eine niedrige Polydispersitit auf.
Jedoch fithren die inversen Mizellen durch Adsorption von Wasser zu einer
schnell schwindenden Anzahl an dispersen Tropfen, was sogar in einer scheinba-
ren kompletten Auflésung der Tropfen nach mehreren Stunden resultieren kann.
Sofern Tropfengrofien > 1 um akzeptabel im Sinne der Anwendung sind, kénnen
stabilere Emulsionen mit Konzentrationen ¢ > CAC erzeugt werden. So hergestell-
te WO Emulsionen sind durch eine dichte Monoschicht [95,122], mit angelagerten
inversen Mizellen und Lipidaggregaten, stabilisiert und kénnen durch wiederholte
Ultraschallbehandlung eine geringere Polydispersitét erhalten. Die Diffusion von
Molekiilen aus den Wassertropfen zu den inversen Mizellen ist im Vergleich zu
Emulsionen mit niedrigerer Phospholipidkonzentration stark gehemmt.

DPPC hat sich fiir die Herstellung von Nanoemulsionen als wesentlich besser
geeignet herausgestellt als POPC. Daten zu POPC wurden in der Veroffentlichung
[123] ebenso behandelt, haben jedoch eine andere Adsorptionskinetik und zeigen
daher die gezeigten Effekte nicht in gleicher Deutlichkeit wie DPPC. POPC ver-
hélt sich dennoch analog dem entwickelten morphologischen Modell entspre-
chend.
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4.2  Bestimmung von Tropfengroéfienverteilungen mit NMR

4.2.1 Vergleich des etablierten Modells mit der Regularisierung

Klassische Messungen der Tropfengrofienverteilung mit NMR nach Murday und
Cotts [61] sind meist mit der Annahme einer Log-Normalverteilung nach Packer
und Rees [62] gekoppelt. Diese Verteilungsfunktion ist nicht immer hinreichend
fir Emulsionen, da die TropfengroBenverteilung stark von den Produktionspara-
metern und der Formulierung abhingen konnen. Um die Eignung fiir typische
Emulsionen zu untersuchen, wurden mono- und bimodale Emulsionen gemessen
und die Ergebnisse aus der Regularisierung und Log-Normalverteilung verglichen.

1 0 -1 \ — — — Regularisierung

i \ — MC Log-Normal

0.8

0.6

0.4+

0.2+

0.0

Haufigkeitsverteilung q 5 [1/um]

TropfengrofBe d [um]

Abbildung 4.8: Tropfengrofienverteilung einer Wasser in Ol Emulsion, dargestellt in
einer Hiufigkeitsverteilung ¢; liber dem Partikeldurchmesser d. Die Log-Normal-
Verteilung nach Murday-Cotts und die Regularisierung liefern iibereinstimmende

Ergebnisse.

Im ersten Schritt wurde eine monomodale Emulsion mit einer Tropfengréfenver-
teilung im Bereich von mehreren Mikrometern produziert, wie im Methodenteil
erldutert, und der Signalzerfall mittels NMR Diffusometrie bestimmt. Beide An-
sdtze, die etablierte Methode und die Regularisierung, beschrieben erfolgreich den
Signalzerfall in sehr dhnlichen Tropfengréfenverteilungen, die in Abbildung 4.8
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dargestellt sind. Die Messung ergab eine mittlere Grofe von 1 bis 1,5um und eine
monodisperse Verteilung, die fiir die numerische Methode etwas breiter ausfallt.
Die Randbedingung der Log-Normalverteilung fiihrt zu einer glatteren Kurve,
wegen des analytischen Charakters, wihrend die Regularisierung in diskreten
Intervallen arbeitet, was in der Verteilung sichtbar wird. Im Falle einer unregel-
maBigen Verteilung ist diese Variabilitdt des numerischen Verfahrens von groflem
Vorteil. Fiir die prasentierte Lebensmittelemulsion mit einer gleichméBigen Trop-
fengroBenverteilung zeigt sich kein Vorteil in einer der beiden Methoden. Beide
kénnen verwendet werden und insbesondere im Hinblick auf die Fehlerresiduen
der mathematischen Anpassung auf ihre Validitédt gepriift werden. Auch hier sind
keine Unterschiede zu finden, die Residuen sind in beiden Féllen vernachldssigbar
klein. Um die Methoden weiter zu priifen, wurden anspruchsvollere Verteilungen
analysiert.

—e— 700 ms

0,0 - B - 800 ms
--4--900 ms
..... w1000 ms

Signalddmpfung In(S/S;) [-]

-2,0 T T T T T T T T

Parameter 2 [um=2]

Abbildung 4.9: Signalzerfall einer bimodalen Emulsion fiir die Diffusionszeiten von
700, 800,900 und-1000 ms, ausgewertet mit einer monomodalen Log-Normalverteilung
nach Murday und Cotts. Die Messwerte konnen nicht hinreichend mit dem Modell
approximiert werden.
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Abbildung 4.10: Signalzerfall einer bimodalen Emulsion fiir die Diffusionszeiten von
700, 800,900 und-1000 ms, ausgewertet mit einer bimodalen Log-Normal-Verteilung
nach Murday und Cotts . Deutlich geringere Residuen zeigen eine gute Approximation
der Messdaten.

NMR wird regelmédBig dafiir kritisiert, dass multimodale Verteilungen nicht dar-
gestellt werden konnten. Die ist jedoch prinzipiell eine Frage der implementierten
Software und nicht von physikalischen Restriktionen. Eine bimodale Emulsion,
nach Bernewitz et al. [105], wurde analysiert. Der logarithmische Signalzerfall
log(S/S,) iiber g* = y* - g? - §% dieser bimodalen Emulsion wurde mit einem a)
reguldrem Exponentialansatz mit einer Komponente in Abbildung 4.9 und b) zwei
Komponenten Exponentialanpassung nach Murday und Cotts in Abbildung 4.10
mit entsprechender monomodaler und bimodaler Verteilung dargestellt. Wie in
Abbildung 4.9 zu sehen, kann der Signalzerfall mit dem monomodalen Ansatz
nicht ausreichend beschrieben werden und fiihrt zu groBen Residuen mit offen-
sichtlichen Abweichungen des Modells von den Messdaten. Eine Tropfengrofen-
verteilung kann daraus zwar berechnet werden, wird aber aufgrund der falschen
Anpassung inkorrekt sein. Eine solche Tropfengréfenverteilung kann auch als
Falschinterpretation der Messdaten bezeichnet werden. Das bimodale Modell in
Abbildung 4.10 beschreibt den Signalzerfall sehr gut mit kleinen Residuen. Die
Wahl einer bimodalen Log-Normalverteilung kann daher als gute Approximation
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gewertet werden und fithrt zu der bimodalen Verteilung in Abbildung 4.11. Die
Verwendung der Regularisierung fiir den gleichen Datensatz fiihrt ebenfalls zu
einer guten Anpassung und zeigt die Verteilung in Abbildung 4.12. Vergleicht
man die beiden Verteilungen, zeigen beide erfolgreich die Bimodalitit, allerdings
mit leichten Unterschieden in der Haufigkeit der groBeren Fraktion. Bei beiden
Methoden muss die Qualitdt der Anpassung beachtet werden. Wiahrend die Log-
Normalverteilung dazu neigt die Verteilung zu unterschitzen und ein vereinfach-
tes Modell mit Annahmen verwendet, kann die Regularisierung die Daten auf-
grund des numerischen Charakters iiberinterpretieren. Wird der Algorithmus mit
zu vielen Iterationen durchgefiihrt, so wird Signalrauschen in die Anpassung
miteinbezogen und als polydisperse Verteilung dargestellt.

1’8__ R ——700 ms
1 6_ n - - -800ms
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Abbildung 4.11: Tropfengrofienverteilung, berechnet aus dem Signalzerfall in
Abbildung 4.10. Die bimodale Log-Normalverteilung fiihrt zu einer
Tropfengrofienverteilungen mit zwei Fraktionen um 2,5pum und 7,5pm.
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Abbildung 4.12: Tropfengrofienverteilung, berechnet aus dem Signalzerfall in
Abbildung 4.10. Die Regularisierung fiihrt zu ihnlichen Tropfengrofienverteilungen
wie die bimodale Log-Normalverteilung mit zwei Fraktionen um 2,5pm und 7,5Spm.

4.2.2 Interpretation von Nanoemulsionen mit PFG-NMR

Mit Squalen in Wasser und E80 als Emulgator wurde eine stabile WO Nanoemul-
sion mit enger TropfengroBenverteilung hergestellt. Die TropfengroBenverteilung
wurde mit DLS in hoher Verdiinnung bestimmt und zeigte einen volumengewich-
teten Mittelwert von 300nm. In Abbildung 4.13 zeigt der Signalzerfall S/S, dieser
Emulsion eine starke Abhingigkeit von der Diffusionszeit A, was zu erwarten ist,
wenn die Stejskal-Tanner Gleichung betrachtet wird [124]. Fiir die Emulsionen
kann der relative Signalzerfall durch eine Kombination von einer Verteilungsfunk-
tion P(r) des Radius r beschrieben werden, die im Falle von Murday und Cotts
dem Zerfall in einer limitierenden Tropfengeometrie entspricht. Dabei entsprechen
593 und o dem volumengewichteten mittleren Radius und der Verteilungsbreite,
sodass sich das Signaldimpfung E mit der folgenden Formel ergibt
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Abbildung 4.13: PFG-STE Signalzerfall als Funktion der Diffusionszeit A einer WO
Nanoemulsion mit ca. 300nm Tropfendurchmesser.
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Abbildung 4.14: Log-Normal Tropfengrofienverteilungen berechnet aus dem
Signalzerfall in Abbildung 4.13 nach a) MurdayCotts, mit einer verinderlichen, A
abhéngigen Verteilung und b) nach dem Stokes-Einstein Modell mit einer konsistenten
Verteilung.

Das Modell nach Murday und Cotts selbst ist ebenfalls abhingig von A. Misst
man die Signaldimpfung als Funktion von der Diffusionszeit A, so kann man
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intrinsisch die Messdaten validieren, da die resultierende TropfengréBenverteilung
fiir den Fall einfacher Emulsionen unabhéngig von A sein muss. Zusétzlich kon-
nen so Messfehler entdeckt werden. Insbesondere ist damit ein gut bekanntes
Problem, explizit der Einfluss moglicher Konvektion in der Probe durch Tempera-
turgradienten oder Inhomogenitit, gemeint. Konvektiver Transport wiirde zum
Signalzerfall im PFG Experiment beitragen, der das Ergebnis durch die verstarkte
Diffusion verdndert. Im Falle der Nanoemulsionen, triagt die thermische Bewe-
gung der Tropfen zum Signalzerfall bei. Somit ergibt sich fiir Nanoemulsionen ein
neuer Ansatz, mit der Signaldimpfung auf Basis der Stokes-Einstein Gleichung

K080 = e (a9 20w

Die Bewegung der Tropfen oder Molekiile aufgrund thermischer Energie wird
durch die Stokes-Einstein Gleichung beschrieben. In Emulsionen wird sich die
Bewegung insbesondere im Falle von Ol in Wasser auswirken, da sich die Mobili-
tit proportional zu der reziproken Viskositét der kontinuierlichen Phase verhilt,
und Wasser mit einer sehr geringen Viskositit zu einer hohen Mobilitét der Trop-
fen fiihrt. Die kalkulierte Strecke der Tropfenbewegung eines 300nm Oltropfen in
Wasser liegt bei dem Vielfachen der Grofe, somit iiberwiegt die Stokes-Einstein
Bewegung die gemessene Molekiilverschiebung im NMR Experiment. Die Glei-
chung koénnte fiir hochkonzentrierte Emulsionen um weitere Terme zur Darstel-
lung der Hinderung erweitert werden [125].

Die abweichenden Signalzerfille in Abbildung 4.13 fiihren zu sehr weit gestreuten
TropfengroBenverteilungen, wenn sie mit dem Modell des geometrisch limitierten
Tropfens nach Murday und Cotts interpretiert werden, siche Abbildung 4.14 a).
Dies kann missverstanden werden, da der Signalzerfall nicht alleine durch die
Wiénde der Phasengrenze bestimmt wird, wenn der gesamte Tropfen sich in dem
betrachteten Zeitrahmen bewegt. Wie zuvor beschrieben, zeigt die Molekiilbewe-
gung fiir lange Diffusionszeiten A eine mittlere Position im Zentrum des Tropfens
auf. Korrekter kann die Dislokation mit der Stokes-Einstein Gleichung beschrie-
ben werden, die ebenso mit einer Verteilungsfunktion kombiniert werden kann,
wie zuvor fiir den Ansatz nach Murday und Cotts beschrieben. Abbildung 4.14 b)
zeigt die resultierende TropfengroBenverteilung eines Stokes-Einstein Fits mit
einer Log-Normalverteilung fiir P(r), mit einer guten Anpassung an die Messdaten
und einer konsistenten, A-unabhéngigen, TropfengroBenverteilung. Die Tropfen-
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grofBenverteilung fir alle Diffusionszeiten A konvergiert bei einer mittleren Grofie
von 300nm, was der DLS Messung entspricht. Es kann daher geschlussfolgert
werden, dass fiir Tropfen unter 1um, bei denen die thermische Bewegung Haupt-
faktor fiir die Dislokation ist, der Ansatz nach Stokes-Einstein absolut valide ist.

Es konnte zudem erfolgreich gezeigt werden, dass mono- und bimodale Emulsio-
nen sowohl mit der log-normal Verteilung als auch der Regularisierung nach dem
Ansatz von Murday und Cotts gemessen werden konnen. Beide Ansétze lieferten
gleichwertige Ergebnisse, wenn die Anpassung an die experimentellen Daten
ausreichend ist. Fiir sehr unregelmiflige oder komplett unbekannte Verteilungen
ist die Regularisierung besser geeignet.

Kleine Emulsionen mit Tropfen unterhalb von 1um werden durch die Tropfenbe-
wegung nach Stokes-Einstein beeinflusst. Der Signalzerfall solcher Emulsionen ist
so stark von der Diffusionszeit abhédngig, dass das Modell zur gehinderten Diffu-
sion in Tropfen nach Murday Cotts nicht hinreichend ist. Der Ansatz nach Stokes-
Einstein mit einer Verteilungsfunktion hingegen lésst sich nutzen, um die gewon-
nenen Diffusionsverteilungen in GroBenverteilungen umzurechnen. Um dieses
Verfahren noch weiter zu verbessern, sollte im Falle hoherer Konzentrationen die
Stokes-Einstein Gleichung noch durch erweiterte Ansétze erginzt werden. Diese
adaptieren die Gleichung fiir eine mogliche Interaktion der Tropfen untereinander,
wihrend die Stokes-Einstein Gleichung auf der Annahme einzelner Tropfen be-
ruht.
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4.3  Transfer kolloidaler Feststoffpartikel

In Hinblick auf die beim Transfer von kolloiden Partikeln wirkenden Kriften
wurde ein Modellsystem hinzugezogen, um die Parameter fiir einen erfolgreichen
Transfer zu identifizieren. Dabei wurde zunichst ein allgemeines Modell in einer
Energiebilanz aufgestellt und im Folgenden mit Partikeln verschiedener Grofien
verifiziert. Im makroskopischen Bereich lassen sich die Modellpartikel mit dem
bloBen Auge oder mithilfe optischer Methoden direkt verfolgen. Dies wurde
genutzt, um das Modell anzupassen und zu validieren. Fiir die iibergeordnete
Fragestellung des Transfers von Emulsionstropfen wurden die gewonnenen Er-
kenntnisse auf kolloidale Partikel {ibertragen und ebenso experimentell untersucht.

4.3.1 Modell fiir den Transfer von Feststoffpartikeln
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Abbildung 4.15: Skizze fiir den Transfer von Feststoffpartikeln aus einer leichteren
Olphase in eine wiissrige Phase

Fiir die Abschitzung des Phasentransfers wurde ein einzelnes Partikel betrachtet.
Die grundsitzlich wirkenden Kréfte sind die volumetrischen Krifte der Erdanzie-
hung und des Auftriebs, die im Falle der Zentrifugation durch die entsprechende
relative Zentrifugalbeschleunigung multipliziert werden. Zusétzlich wirken Kréfte
an der Oberfliche des Partikels: 1.) Reibung wihrend der Sedimentation und 2.)
eine Differenz in der Grenzflachenspannung durch das Wechseln der umgebenden
Fliissigkeit. Insgesamt stellt sich ein Gleichgewicht zwischen der Energie die
notig ist, um die Grenzfliche zu &ndern, sowie der Summe aus der kinetischen
Energie der Partikelbewegung zur Grenzfliche und der Energie aus Zentrifugal-
kraft und Auftrieb beim Ortswechsel ein. Das Gleichgewicht aus Phasentransfer
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(Epr), kinetischer Energie (E};,) und potentieller Arbeit, bestehend aus Masse und
Auftrieb, kann daher wie folgt beschrieben werden

Epr = Epin + Epot . 4-5)

Partikel

2R-h—

uoI1eIUBWIPAS

ASchnitt

Wm v Fluid 1

" Fluid 2 \Quul
Ap,fZVp,fZ LU

Abbildung 4.16: Skizze eine Partikels an der Phasengrenze zwischen Fluid 1 und 2, mit
einem Durchmesser von 2R und einer Eintauchtiefe / in die zweite Fliissigphase. Fiir
die Abschitzung des Transfers sind die Flichen A, der fliissig-fliissig Phasengrenze,
die durch den Partikel eingenommen wird, sowie die Oberflichen des Partikels 4,
und 4,5, mit dem entsprechenden Fluid hervorgehoben.

Die Energie des Phasentransfers Epy, die fiir einen erfolgreichen Transfer iiber-
wunden werden muss, kann mit der Benetzung des Partikels mit einem zweiten
Fluid und subsequenter Anderung der Grenzflichenspannung beschrieben werden.
Die Benetzbarkeit und Oberflichenenergie von Nanopartikeln an fliissig-fliissig
Grenzflichen ist Gegenstand aktueller Forschung [94,126,127] und kann sehr
komplex sein, wie im Theorieteil angesprochen. Hier wird eine valide Vereinfa-
chung, die mit komplexeren Ansitzen in Ubereinstimmung steht, fiir die Betrach-
tung der GroBenabhingigkeit R? genutzt [98]. Die Grenzflichenspannung y ist per
Definition die Energie, die bendtigt wird, um eine Kontaktfliche zu dndern. Im
konkreten Beispiel in Abbildung 4.16 wird die Fldche A4,,» des Partikels zu Fluid 2
erhoht und im gleichen MaBe die Fliche 4,/ reduziert. Weiterhin wird wihrend
des Durchtritts die Grenzfldche zwischen den Fliissigphasen Agny verdndert und
zeitweilig durch den Partikel eingenommen, bis ein vollstdndiger Transfer vollzo-
gen wurde.

A Asc ni
Epr(h) = [3" (Wpg2 = Vos1) dAps = Jo*"" V1 p2 dAschnice (4-6)
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Epr(h) = Aps(h) - (Vp 52 — Yp 1) — Aschniee (B - Vv 52, 4-7)

mit der geometrischen Abhangigkeit Ay, r(h) = 2nRh und Agcppiee(h) = 2mRh —

mh?, von dem Partikelradius R sowie der Eintauchtiefe A.

Fluid,

YFIuid 1,2

Y artik /Flui {
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Abbildung 4.17: Die Young’sche Gleichung an einem Dreiphasensystem mit einer
Partikelwand in einem fliissig-fliissig System. Die Affinitit der zwei Losemittel zum
Partikel und umgekehrt kann durch den Kontaktwinkel 6 und der
Grenzflichenspannung y zwischen den Fluiden dargestellt werden.

Die Oberflichenspannung eines Feststoffpartikels zum umgebenden Fluid ist
entscheidend fiir die GréBe und das Vorzeichen von Epr Grenzflichenspannungen
von Feststoffen werden generell mit Kontaktwinkelmessungen bestimmt. Es ist
herausfordernd die Grenzflichenspannung y,, r des Partikels zum Fluid zu mes-
sen, sodass der Term yy, s, — ¥p r1 schwierig zu handhaben ist [128]. Die Young
Gleichung, die oft herangezogen wird, um das Beispiel der Meniskusbildung zu
erkldren, beschreibt das Gleichgewicht zwischen den Grenzflichenspannungen in
einem Dreiphasensystem und kann hier angepasst werden zu ¥, 51 = Vp 52 +
cos(8 ) - ¥r1,r2 mit dem Kontaktwinkel 6. Der Vorteil der Substitution ist, dass
Yf1,r2mit der bereits genutzten und zuverlédssigen fliissig-fliissig Tensiometrie
bestimmt werden kann [45], sodass nur der Kontaktwinkel als Variable bestehen
bleibt. Die Substitution der Gleichung (4-3) mit der Young Gleichung und den
Fldchen einer Kugel fiihrt zu
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Epr(h) = Yf152 - [Th? — 2mRh — 2R - cos(0)] . (4-8)

Diese beschreibt die Energie, die aufgebracht werden muss, um den Partikel in die
zweite Fliissigphase um die Strecke /4 einzutauchen. Im Falle eines kompletten
Transfers ist die Strecke gleich dem Durchmesser zu setzen (2 =2R) und die Fli-
che Agnnie Wird auf null reduziert, wodurch sich folgende Gleichung ergibt

Epr(2R) = f(R?) = —cos(0) - 4mR* - y;1 5, - 4-9)

Diese Gleichung ist stark von dem Kontaktwinkel 6 abhédngig, was auch die relati-
ve Affinitdt der zwei Fluide zum Partikelmaterial widerspiegelt. Eine gute Be-
netzbarkeit liegt per Definition bei einem Kontaktwinkel unter 90° vor. Demnach
wird das Fluid 2 einfacher zum Partikel gezogen, als Fluid 1. Dies ist der Standard
fiir einen Transfer, welcher keinen weiteren Energieeintrag benétigt, da der Cosi-
nus dann zwischen 0 und 1 liegt und Epr damit negativ wird. Das Partikel erreicht
durch den Transfer einen stabileren Energielevel und der Transfer findet ,,spon-
tan“ oder exergonisch in einer fliissig-flissig Extraktion statt, wenn ein Partikel
die Grenzfldche erreicht. Der gegensitzliche Fall wire ein Kontaktwinkel zwi-
schen 90 und 180°, was zu einem positiven Wert flir Epy fiihrt und zeigt, dass der
Transfer einen Energieeintrag benétigt. Dieser Eintrag kann in Form einer gerich-
teten Kraft durch Zentrifugation erzeugt werden.

Die Oberflicheneigenschaften von Silikapartikeln, die hier als Modellsystem
genutzt wurden, sind stark von der Grofe und chemischen Zusammensetzung
abhéngig. Partikel mit exakt den gleichen Oberfliacheneigenschaften wiren ideal,
um den Einfluss der Grofe unmittelbar darzustellen. Es ist jedoch zu beachten,
dass a) die Grenzflacheneigenschaften selbst sich mit der GréBe dndern und b) der
Produktionsweg von Silika sehr unterschiedlich sein kann, was ebenso die Grenz-
flacheneigenschaften beeinflusst. Punkt a) basiert hauptséchlich auf der Tatsache,
dass in kleinerem Maf@stab die Porositét und Rauigkeit auf der Oberfliche stérkere
Auswirkungen fiir kleine Partikel haben, da die Geometrie und Kriimmung den
Kontaktwinkel beeinflusst. Punkt b) ergibt sich aus der chemischen Komposition
bzw. kristallinen Struktur des hier verwendeten Modellsystems Silika, welche
durch das Herstellungsverfahren des Materials beeinflusst wird. Pyrogenes oder
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prézipitiertes Silika haben weitgehend verschiedene Kristallstrukturen, die sich
auch in einer verdnderten Oberflachenladung bemerkbar machen.

Es ist moglich, die Grenzflichenspannung y; r, und den Kontaktwinkel & mit
Tensiden zu beeinflussen. Ein Tensid ist {iblicherweise in einem Medium I6slich,
Ol oder Wasser, und éndert dessen Verhalten deutlich [129]. Wenn das Tensid im
Extrakt (der aufnehmenden Phase) vorliegt, also hier Wasser oder Fluid 2, kann es
Epr reduzieren und somit den Transfer begiinstigen, wihrend ein Tensid in der
primdren Phase ungiinstig wirkt, da Partikel stabilisiert werden und Epr folglich
erhoht wird. Die Bandbreite moglicher Tenside ist sehr grofl und wird in anderer
Literatur diskutiert [24,121,130].

Gegeniiberstehend zu der Energie Epy der Grenzflachenkréfte wirken die kineti-
sche Energie Ej;, der bewegten Partikel an der Grenzfliche und die potentielle
Energie E,,, der Positionsinderung durch die Grenze. Die kinetische Energie kann
mit der Stokes-Sedimentation abgeschitzt werden

1 1
Ein = ;mv? =3V, - p, - V5. (4-10)

Zusammen mit der Annahme der Stokes‘schen Sinkgeschwindigkeit Vgioges =

\R2 —_
2R%Pppr) (‘;’7’1 P11) . g und dem Partikelvolumen v, = §7TR3 ergibt sich

R2(p,— 2
Eun=f(R",0*) =% a* - p, R’ (%ZM)) : (“-11)

Die kinetische Energie erreicht fiir Nanopartikel sehr kleine absolute Werte. Deut-
lich wird in der Gleichung, wie der Partikelradius R mit einer Potenz von 7 und
die Beschleunigung @ in quadratischer Form eingehen. Beide Faktoren weisen
darauf hin, dass die kinetische Energie besonders bei hohen Beschleunigungen
und groBen Partikeln starke Auswirkungen hat.

Zusitzlich zu der kinetischen Energie gibt es volumetrische Krifte, die besonders
wihrend der Zentrifugation relevant werden. Um die Anderung in potentieller
Energie fiir den Transfer abzuschitzen, wird die Arbeit beachtet, die notig ist, um
den Partikel um die Strecke /4 in das Fluid 2 zu bewegen. Es muss dabei beachtet
werden, dass sich wihrend des Transfers der Auftrieb dndert, da sich der volumet-
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rische Anteil des Partikels in dem entsprechenden Fluid dndert. Die Energie aus
dem Volumen ergibt sich damit aus

h
Eput(h) = IO Frasse — Fauftrieb(h) dh. (4-12)
Mit Frugsse =V, pp - @ (-13)
und Fauftrieb(h) = [Vp,fz(h) *Pr2 + Vp,fl(h) : pfl] "a. (4-14)

Mit dem Volumen der Kugelsektion V,, ¢, = %1‘1’h2 - (3R — h), ergibt sich

1 4 1
Fauftrien(h) = [;ﬂhz BR—-h) pp + (;”Rs —mh*-

(3R — h)) 'Pfl] a. (4-15)

Die Integration von Gleichung (4-12) mit den substituierten Termen fiihrt zu

4
Epot(h) = f(RS: a) = §”R3 “Pp-a
(4-16)

- [ll—zn(4R3 —h*) - ppp + (4R — (2R — h)*) -pﬂ] ‘a.

Entsprechend ergibt sich fiir einen kompletten Transfer bei #=2R eine potentielle
Arbeit von

Epot2R) = f(R®,a) =
(4-17)
P 3 _ 4p4). 1_53. .
Vy-pp-a [sn(R 4R*%) Pr2 +3TR pf1] a.

Kombiniert man diese Terme in Gleichung (4-5) ergibt sich ein umfassender Term
fir den Transfer, basierend auf den Parametern des Partikelradius R, Dichte p,
Beschleunigung a, Grenzflichenspannung y mit dem Kontaktwinkel 6 und der
Eintauchtiefe / in das zweite Fluid. Es gibt mehrere angemessene Wege diesen
Zusammenhang zu validieren oder zu nutzen. Fiir groBe Partikel kann die Ein-
tauchtiefe 4 mit einer Kamera beobachtet werden, was genutzt wurde, um das
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Modell zu validieren und die eingehenden Parameter fiir Grenzflichenspannungen
und Kontaktwinkel zu priifen. Fiir kleinere kolloidale Partikel kann die Eintauch-
tiefe nicht gemessen werden, jedoch kann der Erfolg eines Transfers als Anhalts-
punkt genutzt werden. Ein kompletter Transfer mit #=2R fiihrt zu einem Sediment
am Boden der Proben, was experimentell mit variierender Beschleunigung und
Partikelgrofle getestet werden kann.

4.3.2 Experimente zum Transfer von Feststoffen unter Verwen-
dung des Modells

Der Transfer ist grundlegend von der Partikelgrofe abhéngig, insbesondere wenn
Malistdbe zwischen kolloidalen und makroskopischen Dimensionen betrachtet
werden. Ein theoretischer Ansatz zur Abschitzung der involvierten Krifte und
deren Zusammenhang zur PartikelgroBe wurde im vorhergehenden Abschnitt
dargestellt. Es wurde ausfiihrlich hergeleitet, dass wahrend des Durchtritts zwi-
schen zwei Medien Grenzflachenkrdfte (Differenz in der Benetzbarkeit) und
volumetrische Krifte (Masse im Erdschwere- oder Zentrifugalfeld, Auftrieb,
kinetische Energie) auf den Partikel wirken. Die Grenzflichenkréfte dominieren in
kleineren Dimensionen und erschweren den Phasentransfer, wihrend die volumet-
rischen Krifte bei groferen Partikeln entscheidend sind und einen einfacheren
Transfer ermdglichen. Die Zentrifugation kann genutzt werden, um die volumetri-
schen Krifte zu erhéhen und auch kleinere Partikel in die zweite Phase zu brin-
gen, unabhdngig von den Grenzflichenkriften. Verschiedene Groflen an SiO,
Partikeln wurden dazu, mittels einer variierenden Zentrifugalbeschleunigung, von
Ol in die wissrige Phase iibertragen. SiO, Kugeln im Millimeterbereich wurden
mit einem Kamerasystem beobachtet und zeigten Eintauchtiefen, die den Ergeb-
nissen des Modells entsprachen. Partikel im kleineren Mafistab eines kolloidalen
Systems von Nano- bis Mikrometer zeigten eine deutliche Akkumulation an der
Grenzfliche und durchtraten diese als Agglomerate, wenn die Zentrifugalbe-
schleunigung unzureichend war, um Einzelpartikel zu transferieren (siche Anhang
3). Daher beeinflussen Partikelkonzentration und die folgende Akkumulation an
der Grenzfldche ebenso den Transfer. Die Nutzung von Tensiden kann sich positiv
auf den Transfer auswirken, ist jedoch wiederum stark abhingig von der Art des
Tensids in Losung.
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4.3.3 Ablagerung und Transfer von makroskopischen Partikeln

Der Modellansatz erlaubt die Berechnung der Eintauchtiefe /4 einzelner Partikel.
Die Validierung des Modells wurde mit SiO, Kugeln im Millimeterbereich, mit
GroBlen von 0,8 bis 2,2 mm, durchgefiihrt. Bei dieser Grofle wurde beobachtet,
dass die Kugeln bei gegebener Dichte des Materials und einer Beschleunigung
von normaler Erdschwere a=g=9,81m/s? teilweise oder komplett in die zweite
Phase eintauchen. Die Kugeln werden in der oberen Phase platziert und sinken
dann bis in die Grenzfliche ein. Die GroBenskala im Millimeterbereich erlaubt die
Messung der Eintauchtiefe mit der Kamera.



Transfer kolloidaler Feststoffpartikel 83

2.5 - -
2.0 1 I L
=3 S A A I
£
< 154 -
Q
o 1 < L
= EA N
[S] Wl
1.0 M. L
§ a3
c
054 .7 e - - -170° i
— 142°
1 —-—-120° i
004 ---—° g Messwerte| L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24

Partikeldurchmesser [mm]

Abbildung 4.18: Eintauchtiefe /# der SiO, Kugeln mit dem Durchmesser 2R bei einer
Beschleunigung von a=g=9.81m/s” und einer Dichte p = 2.5 g/cm®. Die gepunktete
Winkelhalbierende zeigt einen kompletten Durchtritt der Partikel durch die
Phasengrenze. Die gekreuzten Punkte stellen experimentell bestimmte Eintauchtiefen
der Partikel dar. Die Linien entsprechen den erwarteten Ergebnissen nach dem Modell
mit entsprechenden Kontaktwinkeln von 120° (Strich-Punkt), 142° (Voll) und 170°
(Gestrichelt). Der Schnittpunkt der Winkelhalbierenden und der Modellergebnisse
zeigen die kritische Partikelgrof3e fiir einen kompletten Transfer.

Abbildung 4.18 zeigt die gemessenen Eintauchtiefen h von SiO, Kugeln mit dem
Durchmesser 2R. Experimentelle Werte sind durch gekreuzte Kreise dargestellt,
die Modellberechnung durch Linien, ergédnzt durch die Ursprungsgerade, die einen
vollen Durchtritt markiert. Die Berechnung basiert auf den Gleichungen aus dem
vorhergehenden Abschnitt: Epr(h, R) = Exin(R) + Epoe(h, R), mit der Abhin-
gigkeit der Eintauchtiefe # und dem Kugelradius R, berechnet in einem iterativen
Verfahren, schrittweise fiir jede Eintauchtiefe 4. Zu Beginn des Durchtritts (siche
Abbildung 4.15) liegt die verfligbare Energie in Form von Ej;, und E,,,, iiber der
benoétigten Energie fiir den Transfer Epr, die sich aus der Benetzung des Partikels
ergibt. Mit fortschreitender Eintauchtiefe /4, gibt es zwei mogliche Ergebnisse: a)
Epr = Eyin + Epot, wenn die bendtigte Energie fiir den Transfer groBer wird als
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die verfiigbare, und der Partikel in der Phasengrenze stecken bleibt, oder b) die
Eintauchtiefe 7 wird grofBer als der Partikeldurchmesser 2R und der Transfer
findet komplett statt. Die maximale Eintauchtiefe wurde entsprechend eingezeich-
net. Weitere Parameter in der Berechnung stellt die Beschleunigung bei Erd-
schwere a = g=9.81 m/s?, die entsprechende Dichte von Silika, Ol und Wasser
mit p=2,5, 0,85 und 0,998 g/cm?, sowie die Grenzflachenspannung von Squa-
lendl zu Wasser mit y =47 mN/m dar. Die experimentellen Daten zeigen eine
zunehmende Eintauchtiefe mit zunehmender Grofe der Partikel. Wenn die Ein-
tauchtiefe den Durchmesser iiberschreitet, haben die Partikel die Phasengrenze
durchdrungen und somit den Transfer komplett vollzogen und liegen entsprechend
in der zweiten Phase vor. Dieser Grenzwert ist in der Abbildung 4.18 durch eine
gestrichelte Ursprungsgerade mit Steigung von 1 eingezeichnet. Weiterhin sind
drei Variationen des Kontaktwinkels fiir das Modell eingezeichnet mit 120°, 142°
und 170°. Deutlich wird, dass der Transfer bei kleineren Kontaktwinkeln bereits
fiir kleinere Kugeln moglich ist, die sonst von einer héheren Grenzflichenspan-
nung zuriickgehalten werden wiirden. Der Kontaktwinkel von 142° gibt die expe-
rimentellen Daten am besten wieder und entspricht ebenso separaten Kontaktwin-
kelmessungen.

Um den Kontaktwinkel € zu messen, wurde in einem separaten Experiment ein
Wassertropfen in Squalen auf einer Quartzglasplatte aufgebracht, wie im Metho-
denteil 3.3 dargestellt. Die gemessenen Kontaktwinkel sind relativ weit gestreut,
da die Methode sehr anfillig fiir Fehler ist. Es gibt zwei Hauptfaktoren fiir eine
fehlerhafte Auswertung: Erstens gibt es Limitierungen in der technischen Umset-
zung, z.B. einem guten Kontrast fiir ein hinreichendes Bild und die Lokalisation
des exakten Kontaktpunktes der drei Phasen, und zweitens gibt es Materialeigen-
schaften, wie die Rauigkeit der Oberflichen. Beide fithren zu einer Variation der
Tangente am Tropfen, die den Kontaktwinkel 8 bestimmt. Die Ergebnisse liegen
zwischen 130° und 160°, was in die Validierung des Modells in Abbildung 4.18
als Annahme eingeflossen ist. Weitere Details dieser Messung sind in Material
und Methoden Teil 3.3 zu finden. Alle bestimmten Kontaktwinkel liegen weit
iiber 90°, was bestitigt, dass die Affinitdt von Squalen zu SiO, héher ist als zu
Wasser. Dies stimmt mit der Beobachtung iiberein, dass Partikel dazu neigen an
der Grenzfldche zu verbleiben und nicht einfach durch die Affinitét oder Extrakti-
on iibertreten. Die Messergebnisse schwanken zu stark, um direkt in das Modell
eingebracht zu werden, jedoch sind sie konform mit den Messungen der Eintauch-
tiefe. Wenn das Modell an die Messdaten zum Eintauchen angepasst wird, indem
der Kontaktwinkel variiert wird, so ergibt sich die kleinste Wurzel der mittleren
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Fehlerquadrate bei einem Kontaktwinkel von 142° und einem Fehler von
0,119 mm. Dieser Kontaktwinkel wurde fiir alle weiteren Berechnungen genutzt.

Es ist anzumerken, dass die Oberflicheneigenschaften und resultierenden Grenz-
flachenspannungen und Kontaktwinkel von gréfleren Silikakugeln fiir kolloidales
Silika abweichen konnte, da die chemische Zusammensetzung, Kristallstruktur
und GroBe selbst einen Einfluss haben kénnen [131]. Trotzdem sind die tensio-
metrischen Daten konform mit anderen aktuellen Literaturwerten [126] und pas-
sen zu den in Abbildung 4.18 gezeigten Messergebnissen. In den folgenden Para-
graphen soll der Einfluss der Grofe auf die Energie fiir den Transfer £pr genauer
betrachtet werden, was eine Funktion der Gr63e und des Materials sein kann.

4.3.4 Einfluss der Partikelgrofie auf den Transfer

Die entscheidende Anwendung fiir das Modell ist der angestrebte Transfer von
kolloidalen Partikeln im Bereich von Mikro- bis Nanometern. Die drei Kompo-
nenten aus Gleichung (4-5), Epy, Ey;, und E,,, sind stark von der Grofe abhingig,
wie auch in den Gleichungen (4-9), (4-11) und (4-16) der einzelnen Komponenten
selbst sichtbar. Fiir einen erfolgreichen Transfer muss die Energie Epy von der
Summe aus Ey;, und E),,, libertroffen werden. Abbildung 4.19 zeigt die Abhingig-
keit der drei Komponenten von der Grof3e in einer doppellogarithmischen Auftra-
gung, die die Steigungen verdeutlicht. Epy wird durch die Oberflache des Parti-
kels, also einem quadratischen Beitrag des Radius, bestimmt und unterliegt somit
einer Steigung von 2 in der logarithmischen Auftragung. Die Masse und der Auf-
trieb in E,,, werden durch das Volumen des Partikels festgelegt und haben daher
eine Steigung von 3. Der letzte Faktor £}, hat, durch den Beitrag des Volumens
und der quadratischen Geschwindigkeit, die selbst wieder quadratisch vom Radius
abhingt, eine gesamte Steigung von 7. Diese verschiedenen Steigungen sind in
dem Einschub der Abbildung 4.19 fiir drei verschiedene Beschleunigungen
a=1,100 und 10,000 G mit je einer gestrichelten, einer gepunkteten und einer
strich-punkt Linie gezeigt. Epr ist unabhéngig von der Beschleunigung und bleibt
konstant. Die Summe von Ej;, und E,,,, fithren zu der Darstellung in dem Haupt-
graph der Abbildung 4.19 und zeigen einen deutlichen Knick in der Geraden, der
den Ubergang zwischen den Beitriigen der beiden Komponenten zeigt. Unterhalb
dieser Anstiegsénderung trigt E,, den groferen Anteil bei, wihrend oberhalb £y,
die Summe der beiden Komponenten dominiert.
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Abbildung 4.19: Energieanteile eines Silika-Einzelpartikels nach dem Modellansatz aus
Gleichung (4-5) mit einer Dichte von p = 2.5 g/cm?®, einem Kontaktwinkel von 142°
und der Grenzfléichenspannung von 42 mN/m. Die Energie Epr (Voll) muss durch die
Summe aus Ey;, und E,, iibertroffen werden. Die letzteren beiden sind abhiingig von
der Zentrifugation, wie hier dargestellt fiir 1 G (Strich), 100 G (Punkt) and 10,000 G
(Strich-Punkt). Der Schnittpunkt der Komponenten zeigt den kritischen Radius ab
dem ein Transfer auftritt. Der Einschub verdeutlicht die Steigungen mit 7 fiir Ey,, 4
fiir Evol und 2 fiir EpT.

Um sehr kleine, kolloidale Partikel zu iibertragen, gibt es zwei generelle Moglich-
keiten: Eine Reduzierung der Energie Epr durch eine Beeinflussung der Grenzfla-
chenspannung mit Tensiden oder eine Erhéhung der verfiigbaren Energie durch
hohere Beschleunigungen in einer Zentrifuge. Wie durch den Schnittpunkt von
Eprund der entsprechenden Geraden der verfiigbaren Energie in Abbildung 4.19
verdeutlicht wird, fiihrt eine hohere Beschleunigung von 100 G den Grenzwert fiir
einen kompletten Transfer zu einer Grofle von 290 pm. Die Beschleunigung von
10.000 G reicht aus, um 34 pm Partikel in die Olphase zu bringen. Fiir SiO, Parti-
kel im kolloidalen Bereich tibertrifft die Energie des Transfers Epy die verfiigbare
Energie um 5 bis 10 Ordnungen, da die Steigung in dieser Region von E,, mit

pot
dem Exponenten von 3 bestimmt wird. Der Transfer von kolloidalem Silika kann
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daher nicht ohne sehr grole Beschleunigungen oder dem Einsatz von Tensiden

erfolgen.
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Abbildung 4.20: Die berechnete relative Zentrifugalbeschleunigung in G, die notig ist
um den kompletten Transfer eines SiO, Partikels mit einer spezifischen Gréfie von
Wasser zu Squalen zu realisieren (schwarze Linie). Die Grenzflichenspannung von

42 mN/m und der Kontaktwinkel von 142° gelten aus den hervorgehenden Versuchen.

Die rote gestrichelte Linie zeigt eine niedrigere Beschleuningung fiir Partikel mit einer
Grenzflichenspannung von 10 mN/m und einem Kontaktwinkel von 120°, wie es bei
der Nutzung von Tween 20 der Fall wiire. Die zwei Horizontalen zeigen die
verfiigbaren Zentrifugen: die ZK 630 Becherzentrifuge bei 8000 G (punkt) und
analytischen Zentrifuge LUM mit 2300 G (strich-punkt). Die Pfeile symbolisieren die
Partikelgrofienverteilung eines kolloidalen SiO, vom Typ “SF600” von links nach
rechts mit dem ds 1, d3s0 und ds g, dass fiir weitere Experimente verwendet wurde

In der Folge stellt sich die Frage, welche Beschleunigungen nétig sind, um Parti-
kel einer bestimmten Grof3e zu iibertragen. Abbildung 4.20 zeigt die Abhéngigkeit
der relativen Zentrifugalbeschleunigung von der Partikelgrof3e in einer doppello-
garithmischen Auftragung fiir die spezifischen Eigenschaften der SiO, Partikel.
Der starke Trend zeigt die immensen Beschleunigungen, die ndtig wéren um
kolloidale Partikel zu iibertragen, wenn man von dem Modellansatz ausgehend
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extrapoliert. Wihrend Partikel im Millimeterbereich bei normaler Erdanziehung
durchtreten, liegt die benétigte Beschleunigung fiir Partikel von 10 pm bereits bei
100.000 G, was mit handelsiiblichen Zentrifugen eine Herausforderung darstellt.
Fiir Partikel unterhalb von 1 pm sind Beschleunigungen oberhalb von 107 G nétig,
was aullerhalb der Umsetzbarkeit fiir eine technische Anwendung mit einem
akzeptabelen und angebrachten Aufwand und Komplexitét ist. Die Anwendung
von Tensiden wire ratsam, um die Grenzflichenspannung von Wasser zu Ol, als
auch Wasser zu Silika zu senken, was durch ein wasserldsliches Tensid erreicht
werden kann. Ein 6l16sliches Tensid wiirde nur zu einer besseren Suspension von
SiO, in Ol fiihren, was nicht von Vorteil fiir den Transfer wire. Tween 20 ist ein
gebrduchliches und wasserlosliches Tensid, das die Grenzflichenspannung y
zwischen Wasser und Squalen auf 10 mN/m und den Kontaktwinkel auf 120°
senkt, wie im Methodenteil 3.3 dargestellt. Die gestrichelte Linie in Abbildung
4.20 zeigt den reduzierten Aufwand in der Beschleunigung bei diesen Parametern,
wodurch kleine Partikel bei gleichem Aufwand iibertragen werden konnen.

4.3.5 Transfer von kolloidalen Partikeln als Agglomerate

Experimente haben gezeigt, dass kleine Partikel mit GroBenverteilungen nahe der
kritischen Zentrifugalbeschleunigung dazu tendieren an der Grenzflache zu akku-
mulieren und dann als Agglomerate {iberzutreten, wie in Versuchen mit der pho-
tometrischen Zentrifuge beobachtet. Einzeln Experimente zur Akkumulation des
kolloidalen Silika sind im Anhang dargestellt. Zusammenfassend fiir diese Ergeb-
nisse ist in Abbildung 4.21 fiir Silikapartikel mit einer GroBenverteilung von
d310=1.06 pm, d3 50 =3.71 pm und d; g0 = 10.76 um dargestellt, die in der vorhe-
rigen Abbildung 4.20 mit Pfeilen markiert sind, um die zu erwartende bendtigte
Zentrifugalbeschleunigung abzuschétzen. Die zugehorigen kritischen Beschleuni-
gungen liegen bei 50.000 G fiir die GroBten 10% des Kollektivs und 1.000.000 G
fiir 50% des volumenmetrischen Aquivalents, was entsprechend nur ein kleinerer
Anteil an der gesamten Anzahl der Partikel ist. Die Experimente zeigen, dass
diese Partikel schon bei wesentlich niedrigeren Beschleunigungen von 10.000 G
iibertreten, was einem anderen Mechanismus zugeschrieben werden muss, da
diese Partikel nicht einzeln, sondern als Agglomerate {ibergehen. Einzelne Partikel
verfligten nicht {iber ausreichende Energie fiir den Durchtritt und verbleiben an
der Grenzflache, gefolgt von weiteren sedimentierenden Partikeln. Die maximale
Grofe der Agglomerate wird durch die Konzentration an Partikeln vorgegeben,
wenn die verfiigbare Grenzfliche zwischen den Fliissigphasen konstant bleibt.
Abbildung 4.21 zeigt daher die kritische Zentrifugalbeschleunigung, bei der zuerst
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ein Transfer stattfindet und dass diese fiir niedrige Konzentrationen grof3er ist. Bei
diesen kleinen Konzentrationen konnen sich nur kleine Agglomerate formen,
wihrend hohere Konzentrationen in grofleren Agglomeraten resultieren, die auch
einfacher die Grenzfliche passieren und sich am Boden der Kiivette sammeln. Um
daraus wieder eine kolloidale Suspension herzustellen, wire eine weitere Disper-
gierung notwendig. Dies ist natiirlich unerwiinscht, obwohl es weiterhin anderen
etablierten Methoden, wie beispielsweise einer thermischen Trocknung der Sus-
pension und Re-Dispergierung, vorzuziechen wire. Der Vorteil eines direkten
Phasentransfers liegt in der absoluten Vermeidung von Agglomeraten, was nur
stattfinden kann, wenn einzelne Partikel iiber ausreichend Energie fiir den Trans-
fer verfiigen. Weiterhin sind die vorliegenden Agglomerate nicht genau definiert
und von dem Transport der Partikel zu der Grenzfliche abhéngig. Der gezeigte
Mechanismus benétigt weitere Untersuchungen, insbesondere beziiglich der Ag-
glomeratbildung und deren Eigenschaften.
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Abbildung 4.21: Experimentell bestimmte relative Zentrifugalbeschleuningung fiir
einen erfolgreichen Transfer von kolloidalen SiO2 Partikeln mit einer Grofie von
d;35=3,7 pm in Abhéngigkeit von der Konzentration. Die Messpunkte zeigen die

geringste Beschleunigung fiir einen Transfer, wihrend es darunter zu einer
Akkumulation der Partikel an der Grenzfliche zwischen Wasser und Squalen kommt.

4.3.6 Schlussfolgerungen fiir den Transfer von Emulsionen

Zusammenfassend wurde erfolgreich ein Modell fiir den Transfer von Feststoff-
partikeln zwischen zwei Phasen durch Zentrifugation aufgezeigt und experimen-
tell gepriift. Die Betrachtung der verfligbaren und bendtigten Energie eines Ein-
zelpartikels eroffnet eine Moglichkeit festzustellen, ob ein System bei gegebenen
Umstéinden den Transfer erlaubt, oder ob eine Anpassung, z.B. durch Anderung
der Zentrifugalbeschleunigung oder durch Tenside, erforderlich ist. Der Transfer
wire dann, im Gegensatz zu einer klassischen fliissig-fliissig Extraktion, nicht
durch die Affinitdt der Losungen, sondern durch die eingebrachte mechanische
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Energie getrieben. Mit sinkenden GroBen eines kolloidalen Partikelsystems wird
der Transfer schwieriger umzusetzen, da der Zusammenhang zu den Energieni-
veaus exponentielles Verhalten zeigt. Die benétigte Energie der Benetzung steigt
mit einem Exponenten von 2, wihrend die verfiigbare Energie aus zwei Kompo-
nenten besteht, sodass entweder die kinetische (mit einem Exponenten von 7) oder
die potentielle Energie (mit dem Exponenten von 4) dominiert. Daraus resultiert
ein relativ enger Grenzwert in der Grofe, fiir den ein Transfer erfolgreich mit
Einzelpartikeln moglich ist. SiO, Partikel oberhalb dieser kritischen Grofe zeigten
experimentell ein Verhalten, dass dem vorgestellten Modell fir den Transfer
entspricht. Unterhalb des Grenzwertes neigen Partikel dazu, an der Grenzflache zu
akkumulieren und durchtreten diese nur als Agglomerate, wenn ausreichende
Konzentrationen an kolloidalem Material vorhanden sind.

Eine industrielle Anwendung des Transfers von Einzelpartikeln muss der Heraus-
forderung von sehr hohen Drehzahlen gerecht werden, was es 6konomisch sehr
anspruchsvoll macht. Auf industrieller Ebene wéren die Nutzung anderer Parti-
kelmaterialien und der Einsatz von Tensiden sowie vorhergehende Agglomeration
denkbar. Die Abhingigkeit des Transfers von der GroBe sollte fiir Anwendungen,
wie die Synthese und Lagerung von Metallnanopartikeln [76,83] oder dem Trans-
fer von Emulsionstropfen [41], beachtet werden. Mit dem Wissen iiber einen
moglichen Grenzwert kann der Prozess entsprechend angepasst oder verdndert
werden, um industriell sinnvoll eingesetzt zu werden.

Der Transfer von anderen Partikeln oder Materialien wird von den gleichen, hier
ausfiihrlich dargestellten, Restriktionen betroffen sein. Insbesondere der Transfer
von Emulsionstropfen zur Herstellung von Liposomen ist schwer umzusetzen, da
die Dichtedifferenzen zwischen dem Liposom und den kontinuierlichen Phasen
sehr gering sein kann. Die beabsichtigte Grofe fiir Liposomen im pharmazeuti-
schen Anwendungsgebiet liegt im Bereich von Nanometern, was bereits fiir das
dargestellte System von Silika nicht zugénglich war. Silikapartikel verfligen iiber
eine wesentlich hohere Dichte und gute Stabilitdt als Dispersion, was in Konse-
quenz den Transfer von Liposomen schwieriger erscheinen ldsst. Dem gegeniiber-
zustellen ist, dass eine Benetzung oder Anderung der Grenzfliche fiir Liposomen
tendenziell sehr einfach oder zumindest gering sein kann und sich damit die beno-
tigte Energie flir den Transfer grundlegend anders verhalten kann. Weiterhin
konnen die Tropfen der Emulsion bei dem Transfer deformiert werden oder fliis-
sige Phase mit dem umgebenden Medium ausgetauscht werden.






5 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurden wichtige Voraussetzungen geschaffen, um das Verfahren
zur Herstellung von Liposomen zu realisieren. Weitgehende Fortschritte konnten
insbesondere bei der Minimierung und Stabilisierung der TropfengréBenverteilung
in WO Nanoemulsionen, der Charakterisierung disperser Systeme mit NMR sowie
der Untersuchung des Transfers an der Phasengrenze gemacht werden. Insgesamt
ergibt sich ein sehr detailliertes und komplexes Bild fiir den Prozess. Fiir eine
erfolgreiche Herstellung ist ein weitgehendes Verstidndnis fiir den Sachverhalt
erforderlich, da es eine Vielzahl von Fehlerquellen gibt oder im Umkehrschluss
sehr definierte Parameter fiir eine Realisierung notig sind.

Aus den Prozessanforderungen konnen bei detaillierterer Betrachtung orthogonale
Einfliisse identifiziert werden, die ein Optimierungsproblem darstellen. Allen
voran ergibt sich der Grofteil der Faktoren aus der Anforderung an die Partikel-
oder TropfengroBe. Da diese im kolloidalen Bereich liegt, um den Anspriichen
einer pharmazeutischen Nutzung zu geniigen, resultieren gehobene Ziele fiir den
Emulgierprozess, die Messtechnik und die genutzten Apparate. Allgemein miissen
die Grenzflichenkrifte und kolloidalen Phé&nomene bei allen Schritten beachtet
werden. Dieses soll im Folgenden zusammenfassend erldutert werden.

Die Stabilitdt der Emulsion verhélt sich orthogonal zu der Mobilitdt der Tropfen.
Zwar ist eine stabile Emulsion wiinschenswert, um wohldefinierte Eingangspara-
meter fir den Prozess zu schaffen und eine gute Vorlage fiir das Produkt, die
Liposomen, zu etablieren, jedoch miissen die Tropfen dabei beweglich bleiben,
um den Transfer zu ermdglichen. Eine Erhchung der Viskositét in der kontinuier-
lichen Phase ist insbesondere flir die Stabilisierung von WO Emulsionen iiblich,
hier jedoch nicht mdglich. Um die nétige Stabilitdt zu erreichen, konnte der
Emulgator angepasst werden, jedoch sollten Phospholipide mindestens den
Hauptanteil darstellen, um in den Liposomen tatsdchlich eine gute biologische
Kompatibilitdt und daraus eine gute Vertriglichkeit zu gewahrleisten. Der Dichte-
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gradient zwischen den zwei Phasen ist ebenso im Kompromiss zu wihlen, da
dieser die Sedimentationsgeschwindigkeit beeinflusst. Der Stabilitdt der Emulsion
wire eine geringe Differenz zutrdglich, wahrend der Transfer erschwert werden
wiirde. Denkbar wire es, die Viskositdt der Tropfen selbst zu erhéhen, was den
Emulgierprozess beeintrichtigt, jedoch technisch umsetzbar wire, um somit die
Formstabilitit der Tropfen, auch beim Transfer, zu erhdhen. Die Ausbildung eines
Gels kiime diesem Ansatz nach und wiirde die Tropfen festigen. Es ist eine Viel-
zahl an wasserbasierten Gelformulierungen bekannt, die auch den pharmazeuti-
schen Anspriichen gerecht werden wiirden. Es muss beachtet werden, dass dabei
die Dichte der Tropfen hochstwahrscheinlich erhoht wiirde und die Oberfléchen
der Tropfen dadurch nicht unmittelbar modifiziert werden, sodass Agglomeration
oder eine schnelle Separation weiterhin als Fehlerquellen bestehen blieben.

Im Rahmen einer Bachelorarbeit und einiger vorldufiger Experimente wurde das
Verhalten der Phospholipide zu Gelbildung bereits genauer untersucht. Generell
bildet sich ein Organogel aus, wenn zu einer Mischung aus Squalen und Phos-
pholipid geringe Mengen Wasser gegeben werden. Die Konzentration des Lipids
muss dazu ein Vielfaches dessen sein, was bei einer Emulgierung bendtigt wiirde.
Die Zugabe von Wasser fiihrt zu einer Strukturierung der Lipide, die in NMR
Experimenten durch eine Interaktion des Wassers mit dem Lipid nachgewiesen
werden konnte. Wahlweise sind auch andere Ole fiir eine Gelbildung zu verwen-
den. Fiir den oben beschriebenen Anwendungsfall zur Stabilisierung von Wasser-
tropfen, ist diese Variante des Gels nicht geeignet, da das Ol die Basis bildet.
Dennoch ist es denkbar, dass in Emulsionen die Struktur des Emulgators sehr
lokal an den Phasengrenzen eben dieser Gelform gleicht und somit Auswirkungen
auf die Stabilitit der Grenzschicht hat. Auch kann es bei dem Transferprozess zu
einer Akkumulation der Tropfen mit potentiellen Gelstrukturen kommen.

Wie in den Ergebnissen zum Transfer von Kolloiden dargestellt, spielt die Anzahl
oder Konzentration an Tropfen in der Emulsion eine Rolle fiir den Transfer. Fiir
die experimentelle Begutachtung und Machbarkeitsstudien eignen sich geringe
Tropfenzahlen, um Kollisionen oder andere Interaktionen zu vermeiden. Dies ist
selbstverstdndlich fiir die Effektivitiat des Prozesses negativ zu bewerten, bei dem
eine hohe Anzahl und Dichte an Liposomen erreicht werden sollten. Da die Flache
zwischen den Phasen, der Emulsion und der wiéssrigen Produktphase, frei wahlbar
ist, wire es effektiv diese moglichst grofl zu gestalten. Um eine industrielle Nut-
zung zu ermdglichen, sind die Aspekte einer kontinuierlichen Auslegung und die
Skalierbarkeit interessant. Die Schichtung der zwei Phasen lésst sich prinzipiell in
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einer kontinuierlichen Fliissigzentrifuge umsetzen und bietet klare Vorteile fiir das
Verfahren. Die Grenzfliche zwischen der Emulsion und der wissrigen Pro-
duktphase konnte in Hinblick auf eine groe Fliche besser ausgelegt werden, als
es in einem Batch mdglich ist. Getrennte Feed- und Produktstrome wiirden es
ermdglichen, die Konzentrationen an Tropfen zu manipulieren, etwa indem mehr
Feedemulsion und damit mehr Tropfen, die Produktphase iiberstromt. Dies kdnnte
auch als Anderung der effektiven Fliche bezeichnet werden, die somit sozusagen
grofer wird, als rein geometrisch vorgegeben. In Folge kdnnten Konzentrationen
an Liposomen erreicht werden, die sowohl den pharmazeutischen als auch wirt-
schaftlichen Anforderungen an eine Mindestkonzentration gerecht werden, ohne
dass weitere Verfahrensschritte nach der Zentrifugation angeschlossen werden
miissten.

Durch die Modellbetrachtung des Transfers konnten die Einfliisse der Grenzfla-
chenkrifte klar aufgezeigt werden. Insbesondere die Dimension der beitragenden
Krifte in Abhéngigkeit von der Grofe hebt hervor, dass der Prozess fiir eine Pro-
duktion von Nanopartikeln wesentlich differenzierter von dem Transfer makro-
skopischer Tropfen oder Partikeln gesehen werden muss. Es ergaben sich Limitie-
rungen fiir den Prozess, insbesondere fiir das explizit dargestellte Stoffsystem. Die
bendtigten Zentrifugalbeschleunigungen sind technisch sehr aufwindig. Dies stellt
jedoch keinen Negativbeweis fiir die Machbarkeit dar. Das Modell beriicksichtigt
Grenzflachenkrifte aufgrund der Benetzung an der Partikelgrenze, diese sind fiir
fliissige Tropfen jedoch schwieriger zu quantifizieren. Der modellhafte Aufbau
eines zweiten Layers an Lipiden, wie es fiir ein Liposom nétig wire, wiirde in
anderen energetischen Effekten resultieren. Eventuell muss fiir diesen Fall die
Elastizitit der Lipidschicht an den Grenzflichen der Tropfen als auch zwischen
den zwei kontinuierlichen Phasen, beriicksichtigt werden. Das Phasengleichwicht
in einem solchen System konnte auch als Gleichgewicht zwischen drei Phasen
definiert werden. Obwohl in der Produktphase mit den Liposomen Wasser auf
beiden Seiten der Membran vorliegt, sind diese klar kompartimentiert und bein-
halten verschiedene Stoffe, die im Gleichgewicht beriicksichtigt werden miissen.
Die Modellberechnung benétigt daher eine Erweiterung, um den Transfer von
Tropfen exakt abzuschétzen.

In der gesamten Perspektive muss die potentielle pharmazeutische Nutzung be-
riicksichtigt werden. Dies duflert sich in der Auswahl der Materialien, Chemika-
lien und Anlagen. Es liegt in diesem Bereich noch weiteres Optimierungspotential
vor, da einige der genannten Fragestellungen, wie z.B. die Grenzflachenkrifte
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oder Dichte, direkt von den chemischen Eigenschaften abhéngen und somit den
Prozess beeinflussen. In dieser Arbeit wurden die Wechselwirkungen und Zielpa-
rameter im Detail beschrieben, die bei einer zukiinftigen Auswahl eines anderen
Stoffsystems oder die Ergdnzung um weitere Hilfsmittel eine umfassende Basis
darstellen. Fiir eine nicht-pharmazeutische Nutzung, bei der Liposomen fiir andere
Zwecke, wie einer Verwendung als Mikroreaktor, eingesetzt werden, ist das Ver-
fahren bereits einsetzbar. Moglich sind dabei groBere Liposomen und deren Trans-
fer im makroskopischen Bereich, sowie die Nutzung anderer grenzfldchenaktiver
Substanzen.

Die Messtechniken zur Charakterisierung der Emulsionen, der Grenzflachen und
des Transfers wurden fiir die spezielle Anwendung angepasst und weiterentwi-
ckelt. Insbesondere die NMR Diffusometrie ist eine sehr vielversprechende Me-
thode. Die Messung der Diffusion und Mobilitdt einzelner Molekiilspezies im
Gemisch zu verfolgen bietet weitreichende Vorteile und sogar neue Mdglichkei-
ten, um dieses fliissig-fliissig System zu verstehen. Limitierungen auf stark trans-
parente Losemittel oder hohe Verdiinnungen entfallen bei der NMR, ohne dabei
die Probe zu veréndern, zu zerstéren oder mogliche Messartefakte durch die Pra-
paration einer Probe einzubringen. Uber die Mobilitit der dispersen Phase konnte
die Tropfengrofenverteilung von Emulsionen bestimmt werden. Die Methode
konnte, wie ausfiihrlich im Ergebnisteil dargestellt, sogar um die bisher unerreich-
ten Nanoemulsionen erweitert werden. Weiterhin gibt es vielversprechende An-
sitze auch die anderen Molekiilspezies, wie den Emulgator, die kontinuierliche
Phase und eingekapselte Wirkstoffe, zu lokalisieren. Dadurch kann etwa der Aus-
tausch von disperser Phase zwischen den Tropfen, das Verhalten des Emulgators
an der Grenzfliche und der Bulkphase oder die Einkapselungseffizienz eines
Wirkstoffes im System bestimmt werden. Es ist zudem denkbar die Methode so zu
adaptieren, dass die Wechselwirkung der kontinuierlichen Phase mit den Trop-
fenwinden eingezogen wird, was zusétzlich die Mdglichkeit erdffnen wiirde auch
Suspensionen mit Feststoffpartikeln und deren GroBenverteilung zu bestimmen.
NMR sollte aufgrund dieser Perspektive weiterhin als sehr fortschrittliche Mess-
methode betrachtet werden, auch um die Nachteile hoher Kosten, des Zeitaufwan-
des und des benétigten Fachwissens zu minimieren. Als weitere vielversprechende
Messmethode konnte die analytische Zentrifuge identifiziert werden, mit der eine
Beobachtung des Transfers wiahrend der Zentrifugation moglich wird. Allein das
Verhalten der einzelnen Phasen und das Sedimentationsprofil der Emulsionen
bieten einen Zugang zur Ansteuerung des Herstellungsprozesses. Die Durchfiih-
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rung des gesamten Transfers in der Zentrifuge ist ebenso moglich und sollte der
Auslegung einer kontinuierlichen Anlage vorausgehen.

Restimierend konnten im Rahmen dieser Dissertation wichtige Voraussetzungen
fiir die Herstellung von pharmazeutisch nutzbaren Liposomen geschaffen werden.
Die Stabilitét der Emulsionen ist im Bereich geringer Dispersphasenanteile hinrei-
chend, um den Prozess im Labormalstab zu realisieren. Der Mechanismus der
Instabilitdt von phospholipidbasierten WO Emulsionen konnte weiter aufgeklart
werden. Mit der Erweiterung von NMR Diffusometrie wurden neue Methoden zur
Charakterisierung der Emulsionen und Liposomen geschaffen. Der Transfer als
solche und die wirkenden Krifte wurden mit einem umfassenden Modell be-
schrieben und experimentell bestitigt. Die Vorteile des Herstellungsverfahrens
bleiben als Perspektive bestehen, um ein konkurrenzféhiges und sehr effektives
Verfahren fiir die direkte Einkapselung eines Wirkstoffes in Liposomen mit sehr
hoher Einkapselungseffizienz in die Praxis zu bringen.
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Lateinische Symbole
Boltzmann-Konstante (= 1,381:107)
Fléache

translationale Diffusionskonstante
Energie

Kraft

Molmasse

universelle Gaskonstante (= 8,314)
Radius

Signalintensitdt (NMR)

absolute Temperatur
Zentrifugalbeschleunigung
Konzentration

Durchmesser von Partikel oder Tropfebn
Gravitationskonstante (= 9,807)
Lange

Geschwindigkeit

molares Volumen

Substitut g% = y2g2§2
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b) Griechische Symbole

6 (theta) Kontaktwinkel °

y (Gamma) Grenzflachenspannung N'm' =kg's™
y (Gamma) Gyromagnetisches Verhiltnis N'm' =kg's™
6 (Delta) chemische Verschiebung ppm=1x10"°
6 (Delta) Gradientendauer ms

A (Delta) Diffusionsdauer ms

71 (Eta) dynamische Viskositét Pa's=kgm s
m (P1) Kreiszahl (=3,1415)

p (Rho) Dichte kgm?

d) Abkiirzungen

ACQ Zeit der Datenerfassung bei der NMR(“acquisition ™)

CAC kritische Aggregationskonzentration (,, critical concentration®)
CMC  kritsche Mizellbildungskonzentration (;, critical concentration )
DLS dynamische Lichtstreuung

DPPC  1,2-dipalmatoyl-PC, Phospholipid

h Stunde

min Minute

NMR  Kernspin-Resonanzspektroskopie (,,nuclear magnetic)

PAT Profil-Analyse-Tensiometrie

PC Phosphatidylcholin, Phospholipid

PCS Photonenkorrelationsspektroskopie (,, corellation )

PDI Polydispersitétsindex, Lichtstreuung

POPC  1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-PC, Phospholipid

] Sekunde

PL Phopholipid

WO Wasser-in-Ol Emulsion

ow Ol-in-Wasser Emulsion

SDS Sodium Dodecyl Sulfate, Natriumlaurylsulfat, Tensid

PFG Pulsed field gradient, PFG-STE, NMR Pulssequenz

STE stimulated echo, PFG-STE, NMR Pulssequenz

WFI water for injection
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DSA drop shape analysis, Tensiometrie
DCR derived count rate, Lichtstreuung
RMSD root mean square displacenment
RMSE  root mean square error

%-vol  Volumenprozent



Anhang

A.1 Tensiometrische Daten
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Anhang 1: Tensiometrische Daten von DPPC in Squalen an der Grenzfliche zu Wasser
im Equilibrium. Mit steigender Konzentration an DPPC sinkt die
Grenzflichenspannung von etwa 20 mN/m bis auf 4 mN/m. Die CAC liegt bei
0,103 mM.
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Anhang

A.2 Daten zu Versuchen des Transfers von Feststoffpartikeln
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Anhang 2: Beispielhafte Darstellung der Transmission iiber der Position der Kiivette

fiir den Transfer von kolloidalen Partikeln. Der Zeitverlauf ist durch den

Farbgradienten von rot zu griin gekennzeichnet. Im oberen Teil der Kiivette zwischen
108 und 119mm wurde eine kollodale Suspension mit SF600 in Squalen iiber einer
wiissrige Phase geschichtet, die von 120 bis 130mm zu sehen ist. Die Transmission wird
durch die Suspension auf 20% reduziert und bildet wiihrend der Zentrifugation eine
Sedimentationsfront aus, sodass die Partikel zu der Phasengrenze wandern. In der
wiissrigen Phase ist hingegen keine Anderung festzustellen, sodass geschlussfolgert

werden kann, dass keine Partikel die Grenze durchtreten.
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Anhang 3: Kiivetten mit Schichtungen aus einer Dispersion mit SF600 iiber Wasser
nach der Zentrifugation. Links ist eine Konzentration von 0,8% mit deutlich
ausgeprigter Zwischenschicht und Tropfen von ~Imm am Kiivettenboden zu sehen.
Die rechte Seite zeigt eine Konzentration von 0,1% mit sehr kleinen Agglomeraten an
der Phasengrenze.
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