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Zusammenfassung

Die Verabreichung von Wirkstoffen ohne einen vorzeitigen Abbau im Korper stellt in manchen
pharmazeutischen Anwendungen eine Herausforderung dar. Untersuchungen von verschiedenen
Transportsystemen wie Liposomen nehmen sich dieser Problematik an. Liposomen sind kugel-
formige Vesikel, die aus einer Phospholipiddoppelschicht bestehen und Bestandteil von natiirli-
chen Membranen sind. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung und der
Analyse eines neuen Herstellungsprozesses von Liposomen aus Wasser-in-Fluorocarbon Nano-
emulsionen fiir die pharmazeutische Anwendung. Der neue Prozess kommt ohne die Verwendung
von organischen Losungsmitteln aus, sodass eine aufwendige Entfernung entfillt. Im Fokus der
Arbeit liegen drei Schwerpunkte, die den wesentlichen Bestandteil des Prozesses ausmachen: Die
Auswabhl des passenden Stoffsystems, deren Charakterisierung mit geeigneten Analysemethoden

und die Herstellung sowie Einkapselungseffizienz von Liposomen.

Der erste Schwerpunkt liegt in der tensiometrischen Wechselwirkung zwischen der wéssrigen
und hydrophoben Phase. Als hydrophobe Phase kommt das Perfluorocarbon Perfluoroperhydro-
phenanthren zum Einsatz, welches aufgrund seiner inerten Eigenschaften fiir die pharmazeutische
Anwendung zunehmend an Bedeutung gewinnt. An der Grenzfliche zwischen dem Perfluorocar-
bon und der wissrigen Phase lagern sich diffusionskontrolliert verschiedene Phospholipide an,
die im Transferprozess als Baustein fiir die Doppelschicht der Liposomen dienen.

Herausfordernd ist die Bestimmung der Grenzflachenspannung zwischen beiden Phasen, da hohe
Dichteunterschiede und fast identische Brechungsindizes den Einsatz von visuellen Methoden
wie der Tropfenprofilanalyse unmdéglich machen. Gegensétzlich der zeitintensiven, nicht-invasi-
ven Spinning Drop Tensiometrie liefert die invasive Du Noiiy-Ring Methode effizienter reprodu-

zierbare Ergebnisse.



Die Analyse der Grenzfldchen zwischen verschiedenen Phospholipid-Suspensionen und der hyd-
rophoben Phase zeigt, dass die Dauer zum Erreichen der Gleichgewichts-Grenzfldchenspannung
mit zunehmender Lange der Fettsdurekette zunimmt. Dies zeigt sich insbesondere bei der minimal
erreichbaren Grenzflichenspannung. Auch der Temperaturbereich beeinflusst den Adsorptions-
prozess, da sich oberhalb der Ubergangstemperatur der jeweiligen Phospholipide der Anlage-
rungsprozess an die Grenzflache beschleunigt und Unterschiede zwischen den Fettsdureketten

nicht mehr auszumachen sind.

Im zweiten Abschnitt erfolgt die Herstellung der Nanoemulsionen iiber die Ultraschallemulgie-
rung mit anschlieBender TropfengroBenanalyse. Ahnliche Brechungsindizes zwischen hydropho-
ber und hydrophiler Phase erschweren die Messung der Nanoemulsionstropfchen mittels
dynamischer Lichtstreuung. Aufgrund des Eintrags von Gasblasen in das System ist der anzahl-
gewichtete Durchmesser als Vergleichswert direkt nach der Herstellung zu bevorzugen. Lang-
zeitanalysen zeigen, dass unabhingig vom verwendeten Phospholipid eine Langzeitstabilitét von
mehreren Wochen bei einer Grofle von <200 nm zu erreichen ist. Die Ergebnisse mit Perflu-
oroperhydrophenanthren und der Vergleich mit anderen Fluorocarbonen zeigen, dass die Eigen-
schaften des Stabilisators weniger ins Gewicht fallen als die Eigenschaften des Fluorocarbons
selbst. Eine geringere Dichte der hydrophoben Phase fiihrt zu groBeren Tropfen und einer hdheren

Polydispersitdt der Nanoemulsionen.

Da die Tropfengrof8e der Nanoemulsionen im Zielbereich liegt, ist der Transfer zur Liposomen-
Herstellung als zweiter Verfahrensschritt moglich. Durch den Transfer entstehen Liposomen mit
einer mittleren GroBBe von etwa 60 nm, welche sowohl mit der dynamischen Lichtstreuung als
auch der Rontgenkleinwinkelstreuung gemessen sind.

Fluoreszein-Natrium, Rinderserumalbumin und Fluoreszenz-markiertes Dextran kamen als Mo-
dellwirkstoffe zum Einsatz. Als Nachweismethode fiir deren Einkapselungseffizienzen dient die
UV-Vis Spektroskopie. Unter Verwendung von Reinstwasser als hydrophile Phase und Fluores-
zein-Natrium als niedrigmolekularem Wirkstoff ist eine Einkapselungseffizienz von bis zu 99%
zu erreichen. Die hochmolekularen Modellwirkstoffe Rinderserumalbumin und Dextran errei-
chen eine Effizienz von bis zu 89% bzw. 98%. Der Zusatz von Salzen in der wéssrigen Phase
verschlechtert die Einkapselungseffizienz. Ebenso fithren unterschiedliche osmotische Bedingun-
gen innerhalb und auB3erhalb des Liposoms zu einem hoheren Verlust der Markersubstanzen. Ana-

log zur Herstellung von Nanoemulsionen zeigt sich, dass auch bei der Einkapselung



Fluorocarbone mit einer geringeren Dichte weniger effizient Wirkstoffe einschlieen. Die hochs-
ten Einkapselungseffizienzen lassen sich mit einer Phospholipidkonzentration zwischen 150 mM
und 300 mM erzielen, wéihrend die Zugabe von Cholesterin als natiirlicher Membranbestandteil

eine Verschlechterung hinsichtlich der Einkapselungseffizienz bewirkt.

Mit Perfluoroperhydrophenanthren als hydrophobem Phasenanteil gelingt die Herstellung stabiler
Wasser-in-Fluorocarbon Nanoemulsionen. Der verfahrenstechnische Zentrifugationsprozess er-
laubt die Produktion von Liposomen mit hohem Einkapselungsvermdgen fiir verschiedene Wirk-

stoffe.






Summary

The delivery of active ingredients without premature degradation in the body is a challenge in
some pharmaceutical applications. Studies of various transport systems such as liposomes are
addressing this issue. Liposomes are spherical vesicles composed of a phospholipid bilayer and
are part of natural membranes. The present work deals with the development and analysis of a
new manufacturing process of liposomes from water-in-fluorocarbon nanoemulsions for phar-
maceutical applications. The new process does not require the use of organic solvents, eliminating
the need for time-consuming removal. The work focuses on three key aspects that make up the
essential part of the process: The selection of the appropriate material system, their characteriza-
tion with suitable analytical methods, and the production and encapsulation efficiency of liposo-

mecs.

The first focus is on the tensiometric interaction between the aqueous and hydrophobic phases.
The hydrophobic phase used is the perfluorocarbon perfluoroperhydrophenanthrene, which is
becoming increasingly important for pharmaceutical applications due to its inert properties. At
the interface between the perfluorocarbon and the aqueous phase, various phospholipids accumu-
late in a diffusion-controlled manner and serve as building blocks for the bilayer formation of
liposomes during the transfer.

Determining the interfacial tension between the two phases is challenging because high density
differences and nearly identical refractive indices make it impossible to use visual methods such
as drop profile analysis. In contrast to the time-consuming, non-invasive spinning drop tensio-

metry, the invasive Du Notiy ring method provides more efficient reproducible results.

The analysis of the interfaces between different phospholipid suspensions and the hydrophobic
phase shows that the time to reach the equilibrium interfacial tension increases with increasing

fatty acid chain lengths. This also holds for approaching the minimum interfacial tension. The



temperature regime has a strong influence on the adsorption process: above the transition tempe-
rature of the respective phospholipids, the adsorption at the interface accelerates and differences

between the chain lengths of phospholipids can no longer be detected.

In the second section, the preparation of the nanoemulsions is carried out via ultrasonic emulsifi-
cation followed by droplet size analysis. Similar refractive indices between hydrophobic and hyd-
rophilic phases complicate the measurement of nanoemulsion droplets by dynamic light
scattering. Due to the occurrence of gas bubbles within the system, the number mean diameter is
preferred as a comparative quantity immediately after preparation. Long-term analyses show that
independent of the used phospholipid, a long-term stability of several weeks can be achieved at a
size <200 nm. The results with perfluoroperhydrophenanthrene and the comparison with other
fluorocarbons show that the properties of the stabilizer are less important than the properties of
the fluorocarbon itself. A lower density of the hydrophobic phase leads to larger droplets and

increased polydispersity of the nanoemulsions.

Since the investigated nanoemulsions have the desired droplet size, transfer to liposome produc-
tion is subsequently possible. The transfer results in liposomes with an average size of about
60 nm, which are measured by both dynamic light scattering and small-angle X-ray scattering.

Fluorescein sodium, bovine serum albumin and fluorescently labeled dextran were used as model
agents. UV-Vis spectroscopy was used as a detection method for their encapsulation efficiencies.
Using ultrapure water as the hydrophilic phase and fluorescein sodium as the low molecular
weight drug, an encapsulation efficiency of up to 99% can be achieved. The high molecular
weight model drugs bovine serum albumin and dextran achieve efficiencies of up to 89% and
98%, respectively. The addition of salts in the aqueous phase worsens the encapsulation effi-
ciency. Similarly, different osmotic conditions inside and outside the liposome lead to a higher
loss of the marker substances. Encapsulation experiments also confirm the observation that flu-
orocarbons with a lower density entrap a lower amount of the drug. The highest encapsulation
efficiencies can be obtained with a phospholipid concentration between 150 mM and 300 mM,
while the addition of cholesterol as a natural membrane component causes deterioration regarding

the encapsulation efficiency.



With perfluoroperhydrophenanthrene as the hydrophobic phase component, it is possible to pro-
duce stable water-in-fluorocarbon nanoemulsions. The centrifugation process leads to liposomes

with high encapsulation capacity for various active ingredients.
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Kapitel 1

Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Im Jahr 2020 sind mehr als 19 Millionen Menschen weltweit neu an Krebs erkrankt, im gleichen
Jahr sind fast 10 Millionen Menschen an Krebs gestorben [1]. Bis heute bleibt Krebs eine der
schwerwiegendsten Erkrankungen, auch wenn die Sterblichkeit aufgrund der stetigen Verringe-
rung des Rauchens und der Fortschritte bei der Friiherkennung und Behandlung von Patienten
insgesamt gesunken ist [2]. Die Zahl der Todesfille ist jedoch fiir einige Krebsarten von 2012 bis
2016 gestiegen, wie z.B. bei Krebserkrankungen der Leber, der Bauchspeicheldriise, der Gebar-
mutter, des Gehirns und des Nervensystems, sodass besonders im Bereich der spezifischen The-
rapie weiterhin grofles Forschungsinteresse besteht [3]. Gingige Methoden zur Behandlung in der
Krebstherapie, wie z.B. der Einsatz von chemotherapeutischen Substanzen, wirken nicht spezi-
fisch auf Krebszellen alleine, sondern beeintrachtigen auch gesunde Zellen und schaden dem Pa-
tienten in hohem MaRe. Die Forschung arbeitet daher stetig daran, die Therapiema3nahmen zu
verbessern.

Eine Moglichkeit, die unndtige Schadigung des menschlichen Korpers zu verhindern, ist die spe-
zifische Ausrichtung auf den Tumor. Dies ist beispielsweise durch die Verwendung von protein-
behafteten Antikorpern realisierbar und Bestandteil der aktuellen Forschung [4]. Statt sich im
gesamten Korper zu verteilen und anzureichern, haften die Antikorper spezifisch an der Tumor-
zelle und setzen dort den Wirkstoff frei. Diese Ansétze stehen jedoch vor dem Problem des vor-

zeitigen Abbaus der Antikorper und Proteine wéhrend des Transports zur Tumorzelle. Die
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korpereigene Abwehr erkennt die Antikorper, die das Wirkprotein tragen, als Eindringling. Bevor
geniigend Wirkstoff die Tumorzelle erreicht, ist ein Grof3teil bereits abgebaut und steht fiir die

Zerstorung der Zielzelle nicht mehr zur Verfiigung.

Ein anderer Ansatz ist die Einkapselung von pharmazeutischen Wirkstoffen in Liposomen [5].
Liposomen sind kugelformige Blaschen, auch Vesikel genannt, mit einem wissrigen Kern, beste-
hend aus zwei Schichten an Fettmolekiilen, der sogenannten Doppelmembran. Enthélt der wiss-
rige Kern einen pharmazeutischen Wirkstoff, kann dieser in den Liposomen durch den Korper
transportiert werden. Die Fettmolekiile, aus denen die Liposomen bestehen, besitzen einen fett-
und einen wasserliebenden Anteil und sind damit amphiphil. Vertreter der Fettmolekiile konnen
z.B. Phospholipide sein. Phospholipide sind, wie auch andere Lipide, Bestandteil von allen Or-
ganismen und bilden als Membran die Barrieren zwischen verschiedenen Zellkompartimenten.
Aufgrund ihres natiirlichen Vorkommens auch in menschlichen Membranen, erkennt das Immun-
system die Phospholipide nicht als korperfremd an. Das Liposom ist sozusagen ein trojanisches
Pferd. Da Phospholipide als absolut unbedenklich gelten und amphiphil sind, werden sie auf3er-
dem héufig als natiirliche Emulgatoren in der Lebensmittelindustrie eingesetzt [6]. Wenn Phos-
pholipide als Emulgatoren oder Bausteine flir Liposomen verwendet werden, tragen sie aufgrund
ihrer eigenen Charakteristiken ebenfalls zu den Eigenschaften des Transportsystems bei. Die Am-
phiphilie und ihr natiirliches Vorkommen in allen biologischen Membranen ermdglichen es da-
mit, einen Wirkstoff im Inneren zu tragen, wéhrend der Transport durch den Blutkreislauf

moglich ist, ohne eine unmittelbare Immunreaktion zu provozieren [6].

An dieser Stelle knlipft die vorliegende Arbeit an. Ziel ist es, einen Herstellungsprozess fiir Lip-
osomen zu erarbeiten und zu optimieren, wodurch letztendlich eine pharmazeutische Anwendung
moglich werden soll. Herausfordernd ist dabei nicht nur die sehr kleine Grof3e der Liposomen,
sodass der Transport durch die Blutbahnen moglich ist, sondern auch deren Einkapselungseffizi-
enz. Das Liposom sollte einen moglichst hohen Anteil an Wirkstoff einkapseln und gleichzeitig
kaum Wirkstoff ungenutzt auBlen vorlassen. Konventionell erfolgt die Herstellung von Liposomen
iiber das Verdampfen von organischen Losungsmitteln wie Methanol. Die Zugabe der wéssrigen
Phase im Anschluss enthélt den Wirkstoff und bewirkt das Aufschwellen und Zusammenlagern
der Phospholipide zu kugelformigen Vesikeln. Die Einkapselung ist jedoch nicht zielgerichtet.
Obwohl Herstellungsmethoden fiir Liposomen bereits seit mehr als 30 Jahren Gegenstand von

intensiver Forschung sind [7], erreicht die Einkapselungseffizienz dieser Methoden vor allem fiir
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hochmolekulare Wirkstoffe nach wie vor nicht mehr als 50% [8,9]. Die Anforderungen an den
Prozess beinhalten auBBerdem, dass die Nutzung organischer Losungsmittel auszuschliefen ist,
denn diese bediirfen einer kaum zu realisierenden vollstindigen und kostenintensiven Entfernung.
Um die Liposomenherstellung effizient gestalten zu konnen, ist der Prozess in seine einzelnen
Bestandteile zu zerlegen — die Charakteristiken der einzelnen Komponenten sind genauso ent-
scheidend wie deren Zusammenspiel. Daher erfolgt in einem ersten Schritt die Untersuchung der
grenzflachenspezifischen Eigenschaften des ausgewéhlten Stoffsystems, bevor aus den Einzel-
komponenten Wasser-in-Fluorocarbon (W/FC) Nanoemulsionen herzustellen sind. Mittels Zent-
rifugation entstechen daraus Liposomen, welche in Bezug auf ihre Grofle und
Einkapselungseffizienz der verwendeten Modellwirkstoffe zu analysieren sind. Ziel des Prozes-

ses ist es, eine moglichst komplette Einkapselung zu erreichen.
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1.2 Zielsetzung

Diese Arbeit verfolgt das Ziel, Liposomen aus Wasser-in-Ol Nanoemulsionen (W/O) im Zentri-
fugalfeld fiir die pharmazeutische Anwendung herzustellen. Dabei ist nicht nur die Effizienz des
Prozesses entscheidend, sondern auch die Auswahl der Stoffkomponenten. Das hier ausgewéhlte
Stoffsystem fiir die Emulsionsherstellung besteht aus einer Phospholipid-Suspension als hydro-
phile Phase und einem Perfluorocarbon als hydrophobe Phase. Der Grund fiir die Auswahl des
Perfluorocarbons liegt in seinen Eigenschaften. Die iiblich verwendeten Ole zeigen eine hohe
Mischbarkeit mit Phospholipiden und begiinstigen daher die Bildung von Gelphasen an Grenz-
flichen [10,11], welches flir den gewiinschten Phasentransfer hinderlich wire. Dariiber hinaus
sind Emulsionen aus natiirlichen Olen weniger stabil und ungesittigte Ole neigen zur schnellen
Oxidation [12]. Fluorocarbone haben sich als gut fiir die Verwendung von pharmazeutischen
Emulsionen erwiesen. Die meisten Fluorocarbone sind inert, sehr stabil, biokompatibel und eine
mogliche Alternative zu herkdmmlichen Olen [13—15]. Die Anwendung von Fluorocarbon- und
Perfluorocarbon-Nanoemulsionen hat entsprechend in den letzten Jahren zugenommen. Sie fin-
den beispielsweise Anwendung in der Magnetresonanztomographie (MRT) als Kontrastmittel
(19F) [16]. Zhang et al. [ 17] nutzten Fluoroamphiphile fiir eine effizientere Proteinverabreichung.
Dartiber hinaus ermdoglichen fliichtige Fluorocarbone aufgrund der niedrigen Verdampfungstem-
peratur eine getriggerte Freisetzung von Wirkstoffen [18]. Diese Eigenschaften machen Perflu-
orocarbone zu einer interessanten Ol-Alternative. Das Verstindnis und die Charakterisierung von
Fluorocarbonen, insbesondere in Kombination mit Phospholipiden, bediirfen jedoch noch aus-

fiihrlicher Untersuchungen, sodass sich folgende Teilaspekte fiir das Ziel dieser Arbeit ergeben:

(1) Verstdndnis des Adsorptionsverhaltens von Phospholipiden an Fluorocarbon-Grenzflichen
Phospholipide sind grenzflachenaktive Substanzen, die wie Tenside wirken und daher die
Grenzfldchenspannung beeinflussen. Mit einer zentrifugalen Herstellung von Liposomen aus
einer W/O Nanoemulsion sind sowohl die Grenzfldche als auch das Verhalten der Phospholi-
pide entscheidend. Zum einen stabilisieren die Phospholipide die Emulsionstropfchen, zum
anderen wandern die Emulsionstrépfchen durch eine mit Phospholipiden beladene Grenzfla-
che wihrend der Zentrifugation. Das Adsorptionsverhalten der Phospholipide zwischen einer

Fluorocarbon- und Wasserphase ist also nétig fiir die weitere Prozessentwicklung.
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In einem ersten Schritt ist daher die Auswahl einer addquaten Messmethode fiir das Fluoro-
carbon-System notwendig. Fluorocarbone sind aufgrund ihrer hohen Dichte, welche deutlich
oberhalb der Dichte von Wasser liegt, nicht zwangslaufig mit jeder beliebigen tensiometri-
schen Methode zu analysieren, sodass hier eine passende Auswahl zu erfolgen hat. Der Du
Noiiy-Ring steht daher im Fokus dieser Arbeit, weshalb dessen Potential im Vergleich zu
herkdémmlichen Methoden herauszuarbeiten ist.

Da auch die grenzflachenspezifischen Eigenschaften zwischen einem Fluorocarbon und einer
Phospholipid-Suspension bisher nicht ausreichend erforscht sind, ist dieser Teilaspekt be-
riicksichtigt. Phospholipide unterschiedlicher Kettenldnge sind auf ihr Adsorptionsverhalten
an die Grenzfldache untersucht und geben Aufschluss dariiber, wann die kritische Mizellbil-
dungskonzentration erreicht ist. Aus dem Adsorptionsverhalten ist auBerdem die Berechnung
der Fliache pro Phospholipid-Molekiil moglich. Diese Informationen dienen der passenden
Einstellung der Wasser-in-Fluorocarbon (W/FC) Nanoemulsionen. Als letzter Aspekt ist die
Temperatur zu betrachten, denn diese beeinflusst die Struktur der Phospholipide und damit

das Adsorptionsverhalten.

Stabilitdtsanalyse von W/FC Nanoemulsionen fiir die spdtere Liposomenherstellung

Mithilfe der Fliche pro Molekiil aus den tensiometrischen Untersuchungen ist die entspre-
chende Konzentration an Phospholipiden fiir die Stabilisierung der W/FC Nanoemulsionen
zu bestimmen. Fluorocarbon-in-Wasser (FC/W) Emulsionen finden bereits erste Anwendun-
gen, der umgekehrte Fall ist jedoch in Bezug auf Stabilitdt und Tropfengroe noch nicht
ausreichend untersucht. Besonders die Anwendung natiirlicher Tenside, wie die hier verwen-
deten Phospholipide, bediirfen genauerer Analysen. Entscheidend fiir den weiteren Prozess
ist zum einen die GroBe der Emulsionstropfchen — diese darf eine bestimmte Gréfe nicht
iiberschreiten, sodass auch die hergestellten Liposomen ausreichend klein fiir den Transport
durch die Blutbahn sind —, zum anderen sollen die Nanoemulsionen stabil sein. Damit ist der
nachgeschaltete Schritt der Liposomenherstellung moglich.

Wie bereits bei den tensiometrischen Untersuchungen der Fluorocarbon-Grenzflache sind
auch die Fluorocarbon-Nanoemulsionen zu analysieren. Es stellt sich die Frage, welche
Messmethode sich fiir die Bestimmung der Tropfengrofe eignen und welche Schwierigkeiten

in Bezug auf das Stoffsystem unter Umstidnden auftreten konnen. Die Stabilitdt der Nano-
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emulsionen ist anhand von Phospholipiden unterschiedlicher Kettenlingen sowie Konzent-
rationen zu untersuchen. Des Weiteren findet ein Vergleich unterschiedlicher Fluorocarbone

zur Emulsionsherstellung statt.

Entwicklung des Herstellungsprozesses von Liposomen aus W/FC Nanoemulsionen sowie

deren Einkapselungseffizienz

Fiir die Herstellung der Liposomen aus den W/FC Nanoemulsionen sind die Erkenntnisse
aus den tensiometrischen Untersuchungen und der Analyse der W/FC Nanoemulsionen zu-
sammenzufiihren. Der Herstellungsprozess ist ohne die Anwendung organischer Losungs-
mittel, welche in jeglichen Vorbereitungsschritten unter Umstanden vorkommen konnten, zu
entwickeln. Die hergestellten Liposomen benétigen aullerdem eine Grole <200 nm, sodass
fiir eine spétere pharmazeutische Anwendung der Transport durch die Blutbahn gewihrleistet
ist. Neben der notwendigen Grof3e ist auBerdem die Einkapselungseffizienz entscheidend.
Hier besteht besonderes Verbesserungspotential im Vergleich zu herkdmmlichen Methoden,
denn die Einkapselungseffizienz ist oft viel zu gering, sodass ein GroBteil des Wirkstoffes
auBlerhalb des Liposoms verbleibt und damit nicht nutzbar ist. Besonders fiir Makromolekiile
oder sensitive Wirkstoffe ist bisher kein effizientes Verfahren etabliert, mit dem eine hohe
Einkapselungseffizienz zu erreichen ist und gleichzeitig die Wirkstoffe nicht zu hohen Be-
lastungen durch chemische Reagenzien ausgesetzt sind. In dieser Arbeit kommen daher so-
wohl der niedermolekulare Modellwirkstoff Fluoreszein-Natrium zum Einsatz als auch die
Makromolekiile Rinderserumalbumin und Dextran. Um die Effizienz zu quantifizieren, ist
aullerdem eine Nachweismethode zu etablieren. Diese sollte die unterschiedlichen Kompo-
nenten, die im Prozess vorkommen, unterscheiden kénnen und auflerdem das Potential fiir

die Skalierbarkeit sowie von Online-Messungen aufweisen.



Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

2.1 Grundlagen der Grenzflichen und kolloidalen Systeme

Die Grundlagen von Grenzflachen und kolloidalen Systemen sind in der Physik und in der Ther-
modynamik zu finden. Sowohl die Eigenschaften der Kolloide als auch die Grenzflichen zwi-
schen allen Bestandteilen beeinflussen das Gesamtsystem. Die in Suspensionen vorliegenden
Kolloide kénnen fest oder fliissig sein und unterschiedliche Gro3enordnungen umfassen. Kollo-
ide Systeme sind nach der heutigen Definition von Wolfgang Ostwald' Teilchen in der GroBen-
ordnung von 1 nm-500 nm, welche in einer homogenen Phase dispergiert sind [ 19]. Kolloide sind
in unterschiedliche Arten unterteilt: Assoziationskolloide sind als Mizellen geformte kleine
Tropfchen, deren Struktur eine Hiille und ein Kern aufweist. Dispersionskolloide sind dagegen
fein verteilte und in sich homogene Teilchen. Als dritte Form sind Molekiilkolloide zu nennen,
welche einzelne Makromolekiile wie beispielsweise Polymere darstellen.

Die Kolloide liegen in der dispersen Phase vor, welche wiederum mit den kolloidalen Teilchen
in einem kontinuierlichem Medium dispergiert ist und aus mindestens einer weiteren Phase be-
steht. Die Phasen sind nicht miteinander mischbar, sodass eine Grenzflidche entsteht, welche je
nach Zustand die Stabilitdt des gesamten Systems beeinflusst. Da die disperse Phase unterschied-
liche Aggregatzustinde einnehmen kann, dndert sich daher auch das System selbst. Ist z.B. die
kontinuierliche Phase fliissig und die kolloiden Teilchen gasformig, ist von einem Schaum zu

sprechen. Das umgekehrte System ist das Aerosol, wihrend zwei feste Bestandteile eine feste

! Carl Wilhelm Wolfgang Ostwald (* 27. Mai 1883, 1 22. November 1943), Biologe und Physikochemiker und einer der Begriin-
der der Kolloidchemie.
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Suspension bilden, in denen sich Adhdsion und Kohésion als vorherrschende Krifte ausbilden.
Beispiele fiir kolloidale Systeme sind Farben oder Lacke mit einer fliissigen kontinuierlichen
Phase und festen Teilchenphase, Rauch mit einer gasformigen kontinuierlichen und festen dis-
persen Phase, auch Aerosol genannt, oder Milch mit zwei fliissigen Phasen, auch Emulsion ge-
nannt. In dieser Arbeit sind die disperse und kontinuierliche Phase wie bei der Milch jeweils
fliissig, sodass eine Emulsion entsteht. Hier sind Grenzflichenspannungen zwischen den Phasen

die vorherrschenden Krifte [19,20].

2.1.1 Oberflichen- und Grenzfliichenspannung im fluiden System

Fiir die Charakterisierung der Oberflachen- oder Grenzflichenspannungen in einem fluiden Sys-
tem ist die Betrachtung der Energie der vorliegenden Molekiile von Bedeutung. Entscheidend ist
das Bestreben der Teilchen nach dem energetisch giinstigsten Zustand. An der Oberfldche besit-
zen die Molekiile eine deutlich hohere Energie als im Inneren des Systems. Durch die Wechsel-
wirkungen der Molekiile mit benachbarten Teilchen innerhalb der Phase ist eine bessere
Absittigung der Valenzen mdglich, sodass auch die Gesamtenergie niedriger ist. Im Zustand der
niedrigsten Energie tendiert die disperse Phase zur geometrischen Bildung einer Kugel, die das
niedrigste Oberfldchen- zu Volumenverhiltnis aufweist.

An der Phasengrenze zwischen zwei Fluiden herrscht ein hoherer Energiezustand, gleichzeitig ist
die Grofle der Phasengrenze abhéngig von den vorliegenden geometrischen Abmessungen. Die
Phasengrenze ist demnach auch keine planare Fldche, sondern bildet einen dreidimensionalen
Raum ab. Wihrend jede Phase fiir sich isotrop ist, besteht die Phasengrenze selbst aus einem
kontinuierlichen Ubergang der Eigenschaften beider einzelnen Phasen (vgl. Abbildung 2.1). Zwi-
schen der Phasengrenze und den Phasen 1 und 2 liegt die als Spannungsflache definierte Grenze,
an der eine sprunghafte Anderung der Eigenschaften auftritt. Ist diese Oberfliche bei konstanter
Temperatur und Volumen zu vergroBern, ist die reversible Arbeit W, zu verrichten. Daraus

ergibt sich auBBerdem die Definition der spezifischen freien Grenzfldchenenergie o
—dW,.., =0 dA, (2.1)
wobei die Anderung der reversiblen Arbeit mathematisch der Anderung der freien Energie dW

entspricht und d4 die Anderung der Oberfliche darstellt. Die Grenzflichenenergie ist damit die
reversible Arbeit, die fiir die VergroBBerung der Oberfliche notwendig ist [19].
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Phasengrenze, welche sich zwischen zwei fluiden Phasen 1 und 2
ausbildet. Die Phasengrenze ist dabei keine planare Fliache, sondern dreidimensional. Die Eigenschaften der Phasen-
grenze hidngen von den Eigenschaften der Phasen 1 und 2 ab und dndern sich kontinuierlich, dargestellt durch den
Farbverlauf. Die sprunghafte Anderung der Eigenschaften tritt an der Phasengrenze auf. Nach [19].

2.1.2 Zwischenmolekulare Kriafte

Kolloide in der dispersen Phase sind, wie die einzelnen Phasen fiir sich, isotrop. Dies bezieht sich
nicht nur auf die Eigenschaften, sondern auch auf die Krifte, welche auf die einzelnen Teilchen
wirken. In der kontinuierlichen Phase selbst wirken von jeder Seite Krifte auf die Kolloide ein
(Abbildung 2.2 A), sodass sich die Krifte zu Null addieren. Anders verhilt es sich mit Kolloiden
in einer Fliissigphase, welche beispielsweise an eine Gasphase grenzt. In diesem Fall sind die
Krifte aus der Gasphase zu vernachléssigen und lediglich die Krifte aus der Fliissigphase wirken
auf die Teilchen (Abbildung 2.2 B). Hier ist die Summe der Kréfte ungleich Null. Dies bedeutet,
dass die Stabilitdt geringer und der energetische Zustand ungiinstig ist. Um diese Teilchen an die
Grenzflache zwischen Gas- und Fliissigphase zu bringen, ist eine Kraftaufwendung notig. Gleich-
zeitig ist das System bestrebt, seine Oberfliche zu minimieren, indem sich z.B. die Kugelform
ausbildet, um damit einen energetisch giinstigeren Zustand zu erreichen. Die Art der Wechsel-
wirkungen, wie beispielsweise Wasserstoftbriickenbindungen oder Dipol-Dipol-Wechselwirkun-
gen, spielen dabei ebenso eine Rolle wie im Fall einer zweiten Fliissigkeit die Eigenschaften
ebendieser. Die Stirke der Wechselwirkungen bzw. die Kraft richtet sich, da sie ungleich Null
ist, in eine Richtung aus und resultiert damit in der Grenzflichenspannung. Diese erlaubt damit
eine Auskunft iiber das Gesamtsystem [21]. Voraussetzung ist, dass sich das System im Gleich-

gewicht befindet. In der Phasengrenze selbst sind die Wechselwirkungen in beiden Phasen zu be-
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Abbildung 2.2: Krifteeinwirkung der Teilchen untereinander bei vollstindig umgebender Fliissigkeit (A) und an der
Grenzflache zur Gasphase (B). Nach [19].

riicksichtigen. Dariiber hinaus sind die Verhiltnisse der Teilchen zu umgebender Phase in der
Volumen- und Grenzphase unterschiedlich, sodass sich folglich auch die Gibbs‘sche? freie Ent-
halpie unterscheidet — jedoch nur in der Oberflichenenergie. Das bedeutet auch, dass je nach
Menge der Teilchen in den vorliegenden zwei Fliissigkeitsphasen die Grenzflichenspannung va-
riieren kann. Durch den Zusatz weiterer Stoffe besteht die Moglichkeit, die Grenzflichenspan-

nung weiter herabzusetzen. Dies konnen beispielsweise Tenside sein [19,20].

2.2 Tenside

Tenside kommen in vielen Bereichen des tiglichen Lebens vor, wie z.B. in Waschmittel oder
kosmetischen Produkten sowie als Stabilisator in pharmazeutischen Emulsionen. Fiir das Ver-
standnis von Grenzfldchen spielen Tenside eine entscheidende Rolle. Im Folgenden sind diese in

threm Aufbau, ihrer Funktion sowie am Beispiel von Phospholipiden genauer erldutert.

2.2.1 Aufbau und Funktion

Charakteristisch fiir Tenside ist die Amphiphilie: Durch den hydrophoben und hydrophilen Anteil
kann das Tensidmolekiil sowohl in einer wissrigen als auch in einer Ol-Phase als Stabilisator
fungieren. Der hydrophobe Abschnitt ist in der Regel eine unpolare Kohlenwasserstoffkette, wo-
hingegen der hydrophile Teil eine polare Kopfgruppe zeigt. Tenside sind anhand ihrer Ladungs-
struktur in verschiedene Gruppen unterteilbar. Positiv bzw. negativ geladene Kopfgruppen

gehoren den Anion- bzw. Kationtensiden an. Eine sich ausgleichende Ladung ist als Amphotensid

2 Josiah Willard Gibbs (* 11. Februar 1839; 1 28. April 1903), US-amerikanischer Physiker.



2.2 Tenside 11

>

B C

Sl e
I P

Oberflachenspannung

lg (Tensidkonzentration) N

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Anlagerung von Tensiden an einer Wasser-Luft Grenzflache (A).
Sobald die Grenzfliche komplett mit Tensiden belegt ist, bilden sich in der kontinuierlichen Phase Mizellen aus. Der
Zeitpunkt wird kritische Mizellbildungskonzentration genannt (CMC). (B) Darstellung einer Mizelle, bei der sich
die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten nach Innen zur dispersen Phase richten, und (C) einer inversen Mizelle,
bei der die hydrophilen Kopfgruppen nach Innen gerichtet sind. Die Kohlenwasserstoffketten ragen in die kontinu-
ierliche Phase.

zu bezeichnen. Keinerlei Ladung besitzen Niotenside. In einem fliissigen System richten sich die
amphiphilen Tenside entsprechend ihrer Hydrophilie aus und belegen die Grenzfliche zwischen
den beiden nicht-mischbaren Phasen. Ist die Grenzflache vollstdndig mit Tensiden belegt, bilden
die librigen Tenside Aggregate in der kontinuierlichen Phase aus, sogenannte Mizellen. Der Zeit-
punkt der Aggregation ist demnach erst bei einer ausreichend hohen Anzahl an Tensiden erreicht
und wird kritische Mizellkonzentration (,,critical micelle conconcentration®, CMC) genannt (Ab-
bildung 2.3 A). Mizellkolloide sind thermodynamisch stabil und nehmen je nach Form des Ten-
sids eine unterschiedliche Geometrie an. So bilden kegelformige Tenside die bekannten
Kugelmizellen aus, wihrend keilférmige Tenside stibchenartige Mizellen formen. Eine schei-
benférmige Doppelschicht ist dagegen das Resultat von zylinderformigen Tensiden. Die Bildung
der Mizellen hingt auch vom eingesetzten Losungsmittel ab. In einer hydrophilen Umgebung
richten sich die Kohlenwasserstoffketten nach innen aus (Abbildung 2.3 B), wihrend in hydro-
phoben Losungsmitteln die Kohlenwasserstoftkette nach innen zeigt und die inverse Mizelle

formt (Abbildung 2.3 C). Eine Sonderform von Tensiden sind Phospholipide [22-24].

2.2.2 Phospholipide in ihrer Funktion als Tensid

Phospholipide sind natiirlich vorkommende Tenside, die zu den Lipiden gehoren, jedoch auf-
grund der vorkommenden Phosphatgruppe dieser Untergruppe zuzuordnen sind. Sie sind weiter
in Sphingomyeline und Phosphoglyceride einzuteilen. In ersteren kommt das Sphingosin im
Grundgeriist vor, welches eine Aminogruppe enthilt. Letztere bestehen aus Glycerin im Grund-

geriist. Wie synthetisch hergestellte Tenside sind sie amphiphil, wobei die zwei Fettsdureketten
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Abbildung 2.4: Schematische Abbildung des Aufbaus eines Lipids mit hydrophober Region und hydrophiler Kopf-
gruppe (links) sowie der Aufbau eines Phosphatidylcholins als Vertreter der Phosphoglyceride (rechts) mit denselben
Regionen.

und das Glycerin der hydrophoben Region zuzuschreiben sind, wihrend die Phosphorsdure und
eine weitere Molekiilgruppe, auch Rest X genannt, den hydrophilen Kopf bilden. Der Rest X,
welcher mit der Phosphatgruppe verestert ist und aus unterschiedlichen Alkoholen besteht, be-
stimmt die Phospholipidklasse. In Abbildung 2.4 ist der Rest X beispielsweise ein Cholin, welche
wiederum zu den Lecithinen gehoren [25]. Phospholipide konnen ihren Ursprung sowohl in na-
tiirlichen Quellen haben, wie beispielsweise im Eigelb und Soja, als auch in der chemischen Syn-
these. Der Vorteil natiirlicher Quellen sind geringere Kosten, allerdings nur so lange keine hohe
Reinheit erforderlich ist. Da Phospholipide aus natiirlichen Ressourcen verschiedene Arten von
Lipiden enthalten konnen, ist eine Aufreinigung entsprechend teuer. Synthetisch hergestellte
Phospholipide besitzen dagegen eine hohe Reinheit und definierte Eigenschaften, sind aber ent-

sprechend teurer [6,26].

Phospholipide sind Bestandteil von menschlichen, tierischen und pflanzlichen Membranen. Sie
trennen Zellkompartimente ab und konnen sich als Mizellen organisieren, um z.B. Cholesterin
durch die Blutbahn zu transportieren oder auch die Aufnahme von lipophilen Substanzen fiir den
Korper zu ermdglichen. Die Anordnung von Doppelmembranen findet hauptsdchlich zwischen
verschiedenen Zellkompartimenten statt. Die Dicke dieser Membran betrigt im Mittel etwa
4,5 nm und kann abhingig von den eingebauten Phospholipiden und Membranproteinen in der

GroBe variieren [24,27].
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2.3 Emulsionen

Emulsionen sind der fliissig-fliissig Fall eines kolloidalen Systems, bestehend aus zwei nicht mit-
einander mischbaren Fliissigkeiten, welche iiber den Eintrag externer Energie eine homogene Mi-
schung bilden. Hinzugefiigte Tenside erlauben eine verbesserte Stabilitét fiir einen Zeitraum von
mehreren Minuten bis hin zu einigen Jahren. Die Grenzfldchenspannungen zwischen den vorlie-
genden Fliissigkeiten stellen die dominierenden Kréfte fiir die Wechselwirkungen in Emulsionen
dar. Die Stabilisatoren minimieren den benétigten Energieaufwand zur Aufrechterhaltung der ge-
nannten Grenzflichen zwischen Tropfen und kontinuierlicher Phase. Je nach Zusammensetzung
der verschiedenen Fliissigkeiten kann beispielsweise ein anderes FlieBverhalten provoziert, die
Konsistenz verschiedener Produkte verdiinnt oder verfestigt werden. Nicht mischbare, fliissige
Inhaltsstoffe sind mit Hilfe von Stabilisatoren beliebig kombinierbar. Diese verschiedenen Eigen-
schaften erlauben die unterschiedlichsten Anwendungen. So hat sich ein sehr breites Einsatzge-
biet fiir Emulsionen entwickelt, wie beispielsweise in der Lebensmittel- und Pharmabranche, in
der Kosmetikherstellung und in der Kunststoffindustrie als Schmiermittel. Fiir diese spezifischen
Anwendungsgebiete ergeben sich unterschiedliche Herstellungsmethoden und Arten von Emul-

sionen. [28,29]

2.3.1 Arten von Emulsionen

Die Unterteilung von Emulsionen erfolgt zum einen nach der Gréf3e der vorliegenden verteilten
dispersen Phase als auch nach dem Aufbau von disperser und kontinuierlicher Phase. Tropfen mit
einer Grofe von 1 pm-1000 pm sind den Makroemulsionen zuzuordnen und weisen in der Regel
eine milchig-weille Farbe auf. Aufgrund der groen Tropfen und der oftmals breiten Tropfengro-
Benverteilung handelt es sich hier um thermodynamisch instabile Emulsionen [30]. Dem entge-
gengesetzt sind die Mikro- und Nanoemulsionen, deren TropfengroBe bei 10-200 nm liegt und
daher im sichtbaren Licht transparent erscheinen. Sie konnen thermodynamisch stabil sein und
sich je nach Beschaffenheit der zugrundeliegenden Fliissigkeiten und etwaiger Tenside spontan
mischen, ohne das extra Energie einzubringen ist.

Die Kategorisierung der Emulsionen erfolgt aber nicht nur nach Grof3e, sondern auch nach ihrer
Morphologie. Ist die kontinuierliche Phase wissrig und die disperse Phase aus Ol, ist von einer

,.direkten, , wasser-basierten” bzw. Ol-in-Wasser (O/W) Emulsion zu sprechen. Das Tensid ist
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Aufbaus verschiedener Emulsionen, wobei blaue Farbe jeweils die
wiissrige Phase (W) darstellt und gelb die Ol-Phase (O). Gezeigt sind eine O/W-Emulsion (A), eine inverse W/O-
Emulsion (B) und eine W/O/W-Doppelemulsion (C).

in diesem Fall {iblicherweise im Wasser l6slich. Gegensétzlich dazu sind die sogenannten ,,inver-
sen”, ,,0l-basierten* bzw. Wasser-in-Ol (W/O) Emulsionen, in denen die kontinuierliche Phase
das Ol darstellt und die disperse Phase aus Wasser besteht. Folglich ist auch das Tensid in der
Regel in der Olphase geldst. Dariiber hinaus sind Doppel-Emulsionen méglich, z.B. W/O/W-
oder O/W/O-Emulsionen [31]. Eine schematische Darstellung der Emulsionen zeigt Abbildung
2.5. Die Analyse von Emulsionen kann iiber optische Methoden wie die Mikroskopie unter An-
wendung verschiedener Kontraststoffe erfolgen. Fiir die deutlich kleineren Tropfen der Nano-
emulsionen sind Methoden wie die dynamische Lichtstreuung (DLS), Rontgenstreuung, Cryo-

Elektronen-Mikroskopie oder Rasterkraftmikroskopie geeignet [29].

2.3.2 Herstellung von Emulsionen

Zur Herstellung von Emulsionen ist meist der Eintrag von Energie erforderlich. Dieser ermoglicht
die Tropfenbildung im zweiphasigen System und bewirkt eine Vergroferung der Grenzflache.
Verschiedene Methoden stehen zur Verfiigung, um Emulsionen herzustellen bzw. die Tropfen-
groBe zu verkleinern und zu homogenisieren. Die gidngigen Methoden sind dabei die Anwendung
von Ultraschall und der Hochdruckhomogenisator, wobei die Emulgierung selbst in mehreren
Schritten erfolgt. Zuerst ist eine Rohemulsion durch Vormischen herzustellen, in der die disperse
und kontinuierliche Phase grob durchmischt sind und grof3e Tropfen vorliegen. Hierfiir kommt
hiufig der Rotor-Stator Mixer zum Einsatz. Zur Herstellung von kleineren Tropfengréfen ist eine

weitere Dispergierung durch hohe Scherkrifte nétig [29,32].

Die Ultraschallsonotrode erzeugt diese Kréfte mittels Kavitation. Im Medium kommt es zu zeit-
lichen und o6rtlichen Druckschwankungen, dem Schwallwechseldruck. Dieser hingt vom Umgeg-

bungsdruck und dem erzeugten Druck durch die Amplitude ab. Unterhalb der Sonotrodenspitze
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entstehen kleine, mit Dampf gefiillte Luftblasen, welche aufgrund des Unterschieds zwischen in-
nerem Blasendruck und Umgebungsdruck expandieren und letztendlich kollabieren. So kommt
es zur Zerkleinerung der Blasen. Der Eintrag von Ultraschall ist dabei sowohl kontinuierlich {iber
eine Durchflusszelle moglich als auch {iber einen Bypass, direkt iiber ein Ultraschallhorn oder

mittels Ultraschallbad [33,34].

Eine weitere géingige Methode ist die Hochdruckhomogenisation. Der Zerkleinerungsmechanis-
mus beruht auf dem Entspannen der Energie, welche iiber eine Hochdruckpumpe aufgebaut und
iiber ein Ventil abgebaut wird. Die Geometrie der eingesetzten Diise ist mafigeblich an der Ver-
weilzeitverteilung der Fliissigkeiten und der GroB3e der Tropfen beteiligt. Unabhédngig von der
Geometrie bewegen sich die Tropfen jedoch durch den Radialspalt nach dem Austreten aus der
Diise in einen groBeren Raum in Richtung des Ventilstempels, wodurch die Entspannung auftritt.
Mogliche Diisen konnen z.B. die Flachdiise, die Zackensiide oder Messerkantendiise sein. Alle
diese Diisenarten sind den Radialdiffusoren zuzuordnen. Bei Gegenstrahldispergatoren bewegen
sich zwei oder mehr Strahlen aus gegeniiberliegenden Ventilen aufeinander zu. Auch eine Loch-
blende kann hier zum Einsatz kommen. Fiir groBere Durchsitze von bis zu 50000 L/h ist der

Hochdruckhomogenisator ideal [35].

Als letzte Emulgiermethode ist das das Membranemulgieren zu nennen. Mittels Druckaufbau
durchdringt die Rohemulsion die feinen Poren einer Membran, welche die grofleren Tropfen in
kleinere aufspaltet. Typischerweise liegt die entstehende Tropfengrofe oberhalb des Porendurch-
messers der verwendeten Membran. Die Wahl der Porengréf8enverteilung hat in diesem Verfah-
ren daher einen entscheidenden Einfluss auf die TropfengroBenverteilung der Emulsion.
Vorteilhaft ist der geringere Energieeintrag im Vergleich zum Ultraschallemulgieren und Hoch-

druckhomogenisieren und dadurch eine geringere Warmebildung.

2.3.3 Instabilititsmechanismen

Grundsétzlich spielen fiir eine stabile Nanoemulsion nicht nur die Herstellungsmethoden eine
Rolle, sondern vor allem die Zusammensetzung und Eigenschaften der beiden fliissigen Phasen.
So sollte die disperse Phase moglichst nicht in der kontinuierlichen Phase 16slich sein, um eine

zu schnelle Ostwald-Reifung zu verhindern [29]. Die Ostwald-Reifung beschreibt den selbstab-
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laufenden Reifeprozess von Kolloiden von kleinen hin zu groBBeren Tropfen. Die kleineren Trop-
fen besitzen einen groferen Dampfdruck als groflere Tropfen und versuchen diesen Unterschied
in einem geschlossenen System, analog zu Konzentrationsunterschieden, auszugleichen. Die gro-
Ben Tropfen nehmen folglich weiter an GréBe zu und die Gesamtzahl der Kolloide verringert sich.
Schreitet der Prozess so weit fort, dass sich alle Kolloide vereinigen, ist von einer Phasentrennung

zu sprechen [36,37].

Die Koaleszenz ist der zweite Hauptmechanismus, durch den sich Emulsionen entmischen. Durch
das aktive Aufeinandertreffen zweier Tropfen vereinigen sich diese zu Einem und kdnnen eben-
falls zu einer vollstindigen Entmischung beider Phasen fiihren. Sowohl die thermische Bewe-
gung, die Anzahl der Tropfen als auch die Viskositit des umgebenden, kontinuierlichen Mediums

wirken sich auf die StoBwahrscheinlichkeit aus [29,38].

Des Weiteren konnen Sedimentation, Aufrahmung oder Flockung auftreten. Hier ist die Dich-
tedifferenz der beiden Phasen von Bedeutung. Bei einer hohen Dichtedifferenz ist ein Auf- oder
Absteigen der Tropfen wahrscheinlich. Bei der Flockung lagern sich die Tropfen zu Aggregaten
zusammen, ohne wie bei der Koaleszenz oder Ostwald-Reifung miteinander zu verschmelzen.
Diesen Prozessen geht in der Regel ein geringerer Energieeintrag voraus, sodass die Mechanis-
men reversibel sind. Bei Nanoemulsionen liegt der Hauptgrund der Instabilitdt bei der Koaleszenz
und Ostwald-Reifung. Sedimentation oder Aufrahmung finden aufgrund der sehr kleinen Trop-

fengrofe seltener statt [39].

Der Zusatz von Stabilisatoren wirkt allen Instabilititditsmechanismen entgegen. Dies konnen bei-
spielsweise feste Partikeln sein, die sich um die Tropfen lagern, oder elektrische Ladungen. Die
Ladung kann dabei sowohl von zugesetzten Stoffen als auch von den lonen in beiden vorliegen-
den Phasen stammen. Auch eine hohe Viskositét der kontinuierlichen Phase hat einen stabilisie-
renden Effekt. Die Tropfenbeweglichkeit verringert sich, es entstehen weniger
Kontaktmdglichkeiten zwischen den Tropfen und damit eine geringere Koaleszenz. Als letztes
seien sterische Behinderungen durch Emulgatoren genannt. Die Verzweigungen von Kohlenwas-
serstoffresten von beispielsweise Phospholipiden, oder Polyethylenoxidgruppen schaffen in dem

Fall eine raumliche Barriere zwischen den Phasen [30].
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2.4 Liposomen

Liposomen sind kugelformige Konstrukte aus Phospholipiden, auch Vesikel genannt, welche als
Doppelmembran vorliegen oder aus mehreren Doppelschichten bestehen konnen und einen inne-
ren, wassrigen Kern aufweisen. Liposomen &hneln von ihrer Struktur den biologischen Doppel-

membranen in Zellen.

2.4.1 Aufbau

Liposomen erfiillen in erster Linie dhnliche Zwecke wie die Phospholipide, aus denen sie beste-
hen, und kénnen sowohl hydrophile als auch hydrophobe Molekiile einkapseln. Hydrophile Mo-
lekiile liegen im Inneren, wiéssrigen Kern vor, wiahrend sich hydrophobe Stoffe innerhalb der
Membran einkapseln lassen. Haufig ist das Medium innerhalb und auB3erhalb des Vesikels iden-
tisch. Die GroBBe der Vesikel als auch die Anzahl der Doppelschichten kann variieren und ist
namensgebend flir verschiedene Arten von Liposomen: Kleine Vesikel, die nur eine Doppel-
schicht enthalten, sind unilamellar (engl. ,,small unilamellar vesicles*, SUV) und weisen eine
GroBe zwischen 0,02 und 0,1 um auf. GroBBe Vesikel (engl. ,,large unilamellar vesicles”, LUV)
liegen bereits zwischen 0,1 und 1 pum, wihrend die sogenannten riesigen Liposomen (engl. ,,giant
unilamellar vesicles*, GUV) auch groBer als 1 um sein konnen. Dartiber hinaus ist die Anzahl der
Doppelschichten Teil der Namensgebung. Neben den unilamellaren Vesikeln sind auch oligo-
und multilamellare Doppelschichten moglich, sodass beispielsweise von groen multilamellaren
Vesikeln (,,multi lamellar vesicle®, MLV) zu sprechen ist (vgl. Abbildung 2.6).. Kiirzlich fand
ebenfalls die Kategorisierung der Liposomen nach ihrer Funktion Einzug, z.B. nach Liganden-

Zielprotein, Freisetzungsrate oder gezielter Freisetzung [40].

Der osmotische Druck kann als Faktor Einfluss auf die Form der Liposomen nehmen. In diesem
Fall besteht ein Unterschied der gelosten Molekiile innerhalb des Vesikels und des umgebenden
Mediums, sodass sich die Liposomen entweder zusammenziehen, ausdehnen oder in gédnzlich
andere Formen libergehen. Statt Kugeln formen sich Ellipsen oder auch lang gezogene, pléttchen-

formige Strukturen [41].
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung eines unilamellaren Vesikels, auch Liposom genannt, mit wissrigem Ein-
schluss (A) und eines multilamellaren Vesikels, bestehend aus mehreren Doppelschichten (B).

Die in Abbildung 2.6 schematisch dargestellten Liposomen bestehen aus ein und demselben Phos-
pholipid. Die innere und duflere Membran kann jedoch auch aus unterschiedlichen Phospholipi-
den bestehen und dhnelt somit den biologischen Membranen. In dem Fall ist von asymmetrischen
Liposomen zu sprechen [42]. In dieser Arbeit sind lediglich uniforme Liposomen aus demselben
Phospholipid Teil der Untersuchungen, die asymmetrischen Liposomen seien jedoch der Voll-

standigkeit halber genannt.

2.4.2 Pharmazeutische Anwendung

Wihrend der letzten 35 Jahre sind Liposomen in den Fokus der biopharmazeutischen Forschung
gelangt und finden grofle Anwendung als Trager von Wirkstoffen. Dies ist aufgrund der Amphi-
philie mdglich. Bereits Verwendung finden sie bei der Vakzination, in der medizinischen Diag-
nostik als Signalverstirker oder -trager, oder als Losungsmittel fiir verschiedene Materialien.
Vorteilhaft ist auch, dass sie geringere Immunantworten im Korper hervorrufen als herkdmmliche
Medikamente, da sie natiirlicherweise Bestandteil von Zellmembranen sind. Besonders im Be-
reich der Krebstherapie ist diese Eigenschaft niitzlich. Dariiber hinaus eignen sich die Liposomen
als Transporter fiir schwer 16sliche Krebsmittel und verbessern damit deren Aufnahme. Thre gute
Bioverfiigbarkeit macht sie zu wertvollen Alternativen, da sie den Wirkstoff {iber ldngere Zeit
transportieren konnen, ohne dass ein vorzeitiger Abbau stattfindet.

Um die Verweilzeit im Korper weiter zu erhdhen, ist es moglich, spezifische Liganden an der
Oberflache der Liposomen anzubringen. Polyethylenglykol (PEG) verldngert beispielsweise die
Zirkulationsdauer von Liposomen im Organismus. Gleichzeitig erhdhen Liganden wie Antikor-
per die Spezifitit der Vesikel. Dies bedeutet, dass ein Liposom mit Antikdrpern als Liganden

aktiv zur Tumorzelle transportiert wird und spezifisch daran binden kann. Antikdrper kdnnen
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auch als Freisetzungsmechanismus flir den Wirkstoff dienen, z.B. {iber Temperatur-sensitive Li-

posomen. Ab einer bestimmten Temperatur brechen die Wéarme-sensitiven Liposomen auf und

geben den Wirkstoff frei [43—45].

Die Herausforderungen bei der Nutzung von Liposomen als industriell hergestellter Wirk-
stofftransporter liegen damit sowohl in einem guten und verldsslichen Freisetzungsmechanismus
als auch bei hohen Einkapselungseffizienzen, der engen GroBenverteilung und ihrer Langzeitsta-

bilitit [46].
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Kapitel 3

Materialien und experimentelle
Methoden

3.1 Materialien

Eine genaue Auflistung aller Materialien, Chemikalien und Geréte ist dem Anhang A1 zu entneh-
men. In den folgenden Abschnitten sei nur auf die wichtigsten Materialien und Methoden genauer

eingegangen.

3.1.1 Phospholipide

In dieser Arbeit kamen verschiedene Phospholipide zum Einsatz, um deren Einfliisse auf die
Grenzfliche zu dem ausgewéhlten Fluorocarbon und der Eignung zur Stabilisierung der Nano-
emulsionen zu lberpriifen. Der Fokus liegt auf der Verwendung von synthetischen Phospholipi-
den unterschiedlicher Fettsdurekettenlingen: 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DMPC) mit einer Kettenldnge von 14 Kohlenstoffatomen (Fettsdurekettenléinge zu Doppelbindun-
gen-Verhiltnis = 14:0), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC, 16:0) und 1,2-diste-
aroyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DSPC, 18:0). Fiir einige Versuche wurde das
Phospholipidgemisch aus Ei-Lecithinen, genannt E80, mit 80% Phosphatidylcholin, verwendet. E80
besteht aus einer Reihe von gesittigten und ungesittigten Phospholipiden mit unterschiedlichen Ket-
tenldngen. Als letztes Phospholipid ist 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-glycerol-Natri-
umsalz (DPPG-Na) zu nennen, ein Phospholipid mit negativ geladener Kopfgruppe. Alle

Phospholipide liegen als Pulver vor und sind von der Firma Lipoid (Ludwigshafen, Deutschland) zur
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Verfligung gestellt. Im Anhang A2 Tabelle A 2.1 sind die verwendeten Lipide und ihr Molekularge-

wicht sowie die Ubergangstemperatur aufgelistet.

3.1.2 Perfluorocarbone

Perfluorocarbone, im Folgenden nur noch Fluorocarbone genannt, sind inerte, Ol-dhnliche Stoffe,
die keine Leitfahigkeit aufweisen, weder hydrophobe noch hydrophile Eigenschaften besitzen,
biokompatibel sind und ein hohes Sauerstoff-Losevermdgen besitzen. Diese Eigenschaft beruht
auf der einfachen physikalischen Auflosung des Sauerstoffes in der Fliissigkeit ohne weitere spe-
zifische Wechselwirkungen mit den Fluorocarbon-Molekiilen [18]. Aufgrund aller genannten
Charakteristiken sind sie flir eine Anwendung in der Pharmazie und Medizin interessant
[13,15,18,47]. In der vorliegenden Arbeit fand hauptséchlich das Fluorocarbon Perfluoroperhyd-
rophenanthren (PFPH) als hydrophobe Phase fiir die Emulsionsherstellung Verwendung. Das
zyklische Molekiil besteht lediglich aus Kohlenstoff- und Fluoratomen (Ci4F24). Weitere unter-
suchte Fluorocarbone waren das Perfluoromethyldecalin (C11F20), Perfluoro-1,3-dimethylcyclo-
hexan (CgF16) und Perfluoroheptan (C7F16). Alle Fluorocarbone sind von der Firma F2 Chemicals
(Preston, UK) bezogen. Fiir spezifische Eigenschaften wie Dichte, Viskositdt und Brechungsin-

dex sei auf die Tabelle A 2.2 im Anhang A2 verwiesen.

3.1.3 Puffersystem

Verschiedene Puffersysteme dienten als Suspensionsmittel flir die Liposomen wéhrend der Ver-
suche. Das iiberwiegend verwendete Puffersystem war ein Phosphatpuffer aus Natriumdihydro-
genphosphat (NaH>PO4) und Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO4). Das NaH>PO4 diente als
Saure-, das Na,HPOg4 als Basenanteil. Aus beiden Chemikalien war eine 1 M Losung in ddH,O
herzustellen und in einem Verhéltnis von 1:4,2 zu mischen. Angestrebt war ein pH-Wert von 7,4,
der unter Umstiinden iiber den Siure- und Basenanteil entsprechend einzustellen war. Die Uber-
priifung erfolgte mittels pH-Sonde (WTW 3110, Xylem). Der 1 M Phosphatpuffer wurde, sofern
nicht anders angegeben, auf 15 mM verdiinnt und im Kiihlschrank bei 4°C fiir 3 Monate gelagert.
Zur Untersuchung verschiedener osmotischer Bedingungen variierte die lonenkonzentration des

Puffers. Die Konzentrationen sind an den entsprechenden Stellen vermerkt.
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Im Fall der Bestimmung des Phosphatgehalts einer Probe, um die Menge an vorhandenen Phos-
pholipiden zu quantifizieren, ist die Verwendung von Phosphatpufter nicht méglich. Die Menge
an Phosphatmolekiilen durch den Puffer wiirde das Ergebnis erheblich verfalschen, sodass unter
diesem Aspekt Reinstwasser als Suspensionmittel einzusetzen war (ddH>O, Arium Pro Reinst-

wasseranlage, Sartorius).

3.2 Herstellungsmethoden

3.2.1 Vorbereitung von Lipid-Suspensionen

Normalerweise sind Phospholipide in dem Medium zu 16sen, zu dem eine héhere Affinitét be-
steht. Bei den verwendeten Phospholipiden wire die Loslichkeit in einem hydrophoben Medium
bevorzugt. Aufgrund der sehr geringen Ldslichkeit von Phospholipiden in PFPH (jenseits der
Nachweisgrenze: < 10°® mM oder niedriger) waren diese jedoch in der wissrigen Phase zu sus-
pendieren und stellten damit die disperse Phase dar.

Da fiir die Tensiometrie besonders gleichméfBige Stammldsungen notwendig sind, erfolgte die
Vorbereitung der Phospholipid-Suspensionen fiir diese Zwecke tiber die sogenannte Filmmethode
(Abbildung 3.1). Bei der Filmmethode erfolgt die Suspendierung nicht direkt in der Dispersphase,
sondern zuerst in Ethanol oder einem Gemisch aus Chloroform und Methanol. Hintergrund ist
die gute Loslichkeit der Phospholipide in den organischen Losungsmitteln, sodass eine gleichmaé-
Bige Verteilung der Lipide, besonders bei Gemischen, stattfindet. Das organische Losungsmittel
verdampft im Rotationsverdampfer und die Phospholipide lagern sich wie ein Film an der Glas-
wand an. Die Rehydrierung des Films erfolgt mit der gewiinschten Fliissigphase, sodass die Phos-

pholipide aufquellen, sich von der Glaswand 16sen und zu MLVs zusammenlagern.

In der vorliegenden Arbeit waren die Phospholipide in 99% Ethanol geldst und anschliefend im
Rotationsverdampfer (Heidolph Instruments, Schwabach, Germany) getrocknet [48]. Die Rehyd-
rierung erfolgte mit doppelt-destilliertem Wasser (ddH20, Arium Pro, Sartorius Gottingen, Ger-
many). Zur weiteren Suspendierung der Phospholipide in der Stammsuspension ist nach der
Herstellung mittels der Filmmethode die Durchmischung mit Ultraschall (100%-Zyklus und 10%

(40 W) Output Control der nominalen Konverteramplitude mit der Sonotrode Digital Sonifier
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Abbildung 3.1: Schematische Zeichnung des Herstellungsvorgangs fiir die Phospholipid-Suspensionen mittels Film-
methode. 1. Die Phospholipide sind in einem organischen, hydrophoben Losungsmittel geldst. 2. Uber den Rotati-
onsverdampfer verdampft das Losungsmittel. 3. Es bleibt ein diinner Film am Glasrand zuriick, in dem die
Phospholipide geordnet vorliegen. 4. Die Rehydrierung des Films erfolgt mit der hydrophilen Phase. 5. Die Phos-
pholipid-Suspension enthélt multilamellare Vesikel und Liposomen, welche iiber Ultraschall eine weitere Gréfenre-
duzierung und Homogenisierung erfahren, und anschlieend als disperse Phase einsatzbereit sind. Nach [48].

450, Branson Ultrasonic Corporation, Danbury, USA, Gesamtnennleistung von 400 W) fiir 10 s
notwendig, gefolgt von einem 50 %-Beschallungszyklus und 10% Output Control fiir 10 min. Die
Sonotrodenspitze weist einen Durchmesser von 3 mm auf. Ein Eisbad wéhrend der Beschallung
kompensierte den Wérmeeintrag und hielt die Temperatur wihrend der Vorbereitung bei 30°C.
Die Denaturierung der Phospholipide ist aufgrund der Temperaturkontrolle und des geringen
Energieeintrags zu vernachlidssigen. Wie von Juliano et al. [49] in deren Experimenten beschrie-
ben, liegt die Menge an Lipid-Radikalen wihrend der Beschallung bei einer Beschallungsfre-
quenz von 20 kHz und voller Leistungseinstellung fiir 6 min unter 2 uM. Da hier lediglich ein
Zyklus von 50% und 10% der Nennleistung zugrunde liegt, ist eine Denaturierung auszuschlie-

Ben.

Fiir eine besonders lange Stabilitit und gleichmafige GroBenverteilung der Phospholipide kam
aulerdem der Extruder (LipexTM Extuder, Transferra Nanoscience, Burnbary, CA) mit 400 und
200 nm Ionen-geschossenen Treck-Etch Membranen (Whatman, GE Healthcare, Little Chalfont,
United Kingdom) zum Einsatz (Abbildung 3.2). Die Suspension passierte die Membranen jeweils
20 Mal. Im Fall der temperaturabhéngigen Tensiometrie betrug die Temperatur wihrend der
Extrusion jeweils 46 °C (DPPC) bzw. 60°C (DSCP). Die finale Phospholipid-Konzentration nach
Sonotrieren und Extrudieren war kolorimetrisch iiber den Nachweis des Phosphats nach Fiske zu
bestimmen [50]. Fiir eine detaillierte Beschreibung sei an dieser Stelle auf den Abschnitt 3.3.4

sowie Anhang A4 verwiesen.



3.2 Herstellungsmethoden 25

Gas-Druckanschluss

Schnellverschluss fiir die Proben-Befiillung
‘ Schnellverschluss fiir die Proben-Befiillung

Druckfester Deckel des temperierbaren
. Probenraums (10 mL)

— Temperier-Mantel fiir den Probenraum

Basis-Platte der Nanoporen-Membran
Bodenplatte fiir druckfeste Verschraubung

Proben-Auslass (drucklos)

Abbildung 3.2: Aufbau des Extruders zur gleichméfigen Herstellung kleiner Lipid-Vesikel bzw. homogen verteilte
Stammsuspension fiir die Tensiometrie-Versuche.

Die Lagerung der Lipid-Suspensionen zwischen den Versuchen erfolgte bei 4 °C im Kiihlschrank.
Vor Verwendung wurden die Proben auf Raumtemperatur gebracht. Der gemessene Brechungs-

index der Phospholipid-Suspensionen betragt 1,39.

Fiir die Emulsions- und Liposomen-Experimente wich die Herstellung der Lipid-Suspensionen
von dem bereits beschriebenen Prozedere fiir die tensiometrischen Versuche ab. Sofern nicht an-
ders angegeben, handelte es sich bei der Dispersphase um Phosphatpuffer (vgl. Abschnitt 3.1.3)
statt des reinem ddH»O mit einer Konzentration von 15 mM und einem eingestellten pH-Wert
von 7,4. Die Konzentration der verwendeten Phospholipide in der Stammsuspension variierte je
nach Versuchsaufbau von 20 bis 300 mM. Die benotigte Menge an Phospholipid war in ein 2 mL-
Reaktionsgefdl (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) einzuwiegen und statt der aufwendigen
Vorbereitung mittels Filmmethode direkt in 1 mL des entsprechenden Phosphatpuffers zu 16sen.
Auch die Extrusion fiel weg. Die gleiche Vorgehensweise war fiir die Experimente der Einkap-
selung durchzufiihren. Hier ist zusitzlich der Farbstoff Fluoreszein-Natrium (FN) der Stammlo-
sung in einer Konzentration von 10 g/L sowie Rinderserumalbumin (,,bovine serum albumin®,
BSA) mit 100 g/L und Fluoreszein-Isothyiocyanat Dextran (FITC-D) mit 50 g/L hinzuzufiigen,

um die Einkapselungseffizienz der hergestellten Liposomen zu bestimmen.
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3.2.2 Herstellung von Nanoemulsionen

1. 2

N N

N L=

Abbildung 3.3: Schematische Zeichnung zur Herstellung von Nanoemulsionen mittels Ultraschall-Sonotrode. 1. Ein
Tropfen der dispersen (wissrigen) Stammsuspension, welche die Phospholipide enthilt, ist in der Mitte des 1 mL-
Reaktionsgefales zu platzieren und 2. mit der Sonotrodenspitze zu emulgieren. Es entstehen inverse Mizellen.

Da Homogenisatoren in einem hohen Druckbereich und mit schnellen Massenstromen arbeiten,
konnen die Phospholipide wegen der kurzen Verweilzeit nicht an der Grenzfliche zwischen der
wissrigen Phase und dem Fluorkohlenstoff adsorbieren [51,52]. Aufgrunddessen ist die Ultra-
schall-Emulgierung wegen des kurzen Energieeintrags bei langer Verweilzeit zur Herstellung der
Nanoemulsionen zu verwenden. Die W/FC Nanoemulsionen enthielten alle 1 vol.-% der disper-
sen wissrigen Phase. Aufgrund des niedrigen Dispersphasenanteils andert sich auch die Viskosi-
tit der Nanoemulsion nur geringfiigig. Mittels der Einsteins® Gleichung [53] lésst sich die

Viskosititsdnderung bei geringen Volumenanteilen disperser Phasen nach

N1 =0+25-C)'n (3.1)

berechnen. Im Fall der W/FC Nanoemulsion ergibt sich eine neue Viskositét #; von 29,1 mPa s

statt der urspriinglichen Viskositét des reinen PFPH 79 von 28,4 mPa s. Der Volumenanteil der

3 Albert Einstein (* 14 Mrz 1879; 1 18. April 1955), deutscher Physiker auf dem Gebiet der theoretischen Physik. Begriinder der
Relativitdtstheorie.
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dispersen Phase geht iiber die Variable C = 0,01 mit ein. Aufgrund der geringfiigigen Anderung

ist keine Anderung im rheologischen Verhalten zu erwarten.

Das Gesamtvolumen der Emulsion betrug insgesamt 1 mL mit PFPH als kontinuierliche Phase,
die Herstellung ist schematisch in Abbildung 3.3 gezeigt. Ultraschall (Digital Sonifier 450, Bran-
son) emulgierte die dispergierte Phase mit dem PFPH, die Herstellung erfolgte analog der Ein-
stellungen zur Vorbereitung der Lipid-Suspensionen. Die Mindestkonzentration der
Phospholipide, die zur Stabilisierung der Wassertropfchen und zur Bildung einer Doppelschicht
aus Phospholipiden im Uberschuss notwendig sind, ist aus dem experimentellen Teil iiber die
Tensiometrie bestimmt und im Anhang A3 beispielhaft berechnet. Die tatsdchlich verwendeten
Konzentrationen an Phospholipiden in der Stammsuspension sind in den jeweiligen Abschnitten

adressiert.

3.3 Analytische Messmethoden

3.3.1 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS; Zetasizer nano ZSP, Malvern Instruments, Worcestershire,
UK) dient der Bestimmung der TropfchengroBe der Nanoemulsionen und Liposomen. Der
Messaufbau ist in Abbildung 3.4 schematisch dargestellt. Das Messprinzip beruht auf der Bewe-
gung der Tropfen oder Partikeln durch die Brownsche* Molekularbewegung. Ein Laserstrahl trifft
dazu auf die Messzelle. Je nach Intensitit des gestreuten Lichts schwicht der Attenuator den La-
serstrahl ab. Zwei unterschiedlich zur Probe angeordnete Detektoren messen die Bewegung des
gestreuten Laserstrahls in Abhéngigkeit der Intensitétsfluktuation und leiten das Signal zur digi-
talen Prozessierung weiter. Die Intensitédtsflukutation ist je nach Grof3e der gemessenen Teilchen
unterschiedlich — je grofer ein Teilchen, desto langsamer bewegt es sich. Kleine Partikeln fluk-
tuieren dagegen sehr stark. Die aufgenommene Fluktuation der Intensitét iiber einen gewissen
Zeitraum ist in der Autokorrelationsfunktion g(t) zusammengefasst [54] und in Abbildung 3.5

schematisch dargestellt:

4 Robert Brown (* 21. Dezember 1773; 1 10. Juni 1858), schottischer Arzt und Botaniker.
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Digitaler Signal-
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Abbildung 3.4: Messprinzip der dynamischen Lichtstreuung. Der Laserstrahl trifft auf den Attenuator und wird je
nach Streuverhalten der Probe abgeschwicht, bevor er auf die Messzelle trifft. Das gestreute Licht wird von zwei
verschiedenen Detektoren aufgenommen, das Signal digital prozessiert und an den Computer weitergegeben. Nach
[55].

g(t) =A+XBe 2007, (3.2)

wobei T die Probenzeit des Korrelators darstellt, 4 die Basislinie und B die Amplitude der Auto-
korrelationsfunktion sind, ¢ ist der Streuvektor und D der Diffusionskoeffizient. In die Formel
des Streuvektores geht auBerdem der Brechungsindex mit ein.

Die Autokorrelationsfunktion ldsst verschiedene Auswertungsmethoden zu, um letzlich eine Par-
tikelgroBe zu erhalten. Die einfachste ist eine Kumulantenanalyse nach ISO13321. Dazu erfolgt

an der Korrelationsfunktion ein Fit mit einem Polynom dritter Ordnung:

In(G) = a+ bt +ct? +dr3, (3.3)

wobei bt die erste, cr? die zweite und dr’ die dritte Kumulante darstellen. Aus der Steigung b
berechnet sich der Diffusionskoeffizient fiir den z-Average, welcher in den mittleren Tropfen-
durchmesser umgerechnet wird und iiblicherweise als Vergleichswert angegeben ist. Dies ist be-
sonders fiir monodisperse Proben der Fall. Die Abweichung des Fits zur Korrelationsfunktion
wird als Polydispersititsindex (PDI) bezeichnet. Ein PDI von 1 weist auf eine besonders polydis-
perse Probe hin, wiahrend ein PDI < 0,3 eine homogene Tropfengréf3enverteilung beschreibt. Die
Kumulantenanalyse ergibt lediglich einen einzelnen mittleren Tropfendurchmesser und ist ein
intensitdtsbasierter Mittelwert, da er aus dem Intensititssignal resultiert. Der hydrodynamische

Durchmesser r; berechnet sich nach

_ kp T
rh_6 9
wnD

(3.4)
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Abbildung 3.5: Intensitatsfluktuation groBer und kleiner Partikel, aufgenommen iiber die Zeit. Daraus berechnet
sich die Autokorrelationsfunktion zu den jeweiligen Zeitpunkten. Nach [55].

mit der Boltzmann-Konstante® k5, der Temperatur 7 sowie der Viskositit des Solvents #. Aus den
Gleichungen (3.2) und (3.4) ist ersichtlich, dass sowohl die Temperatur, Viskositit aber auch der

Brechungsindex fiir die Bewertung der Proben eine Rolle spielen.

Fiir multimodale Verteilungen ist die Kumulantenanalyse nicht mehr geeignet, stattdessen wird
ein Multiexponentialansatz angewendet, um die Tropfengrofe zu berechnen. In erster Linie ergibt
sich auch hier ein intensititsbasierter Mittelwert. Dieser kann jedoch {iber die Mie-Theorie in
einen volumen- und anzahlgewichteten Durchmesser umgerechnet werden. Fiir die Umrechnung
ist der Brechungsindex der Probe relevant. Bei einer Probe mit zwei unterschiedlichen Grofen-
populationen unterscheidet sich das Verhéltnis der Verteilung je nach herangezogenen Parameter.
Dies in Abbildung 3.6 veranschaulicht. Die Unterschiede von anzahl- zu volumengewichteten
Durchmesser begriinden sich in dem Volumen einer Kugel mit d°, der intensitdtsgewichtete

Durchmesser geht aus der Rayleigh-Approximation mit d° in die Berechnung ein [55].

Fiir die Versuchsdurchfithrung wurde jede Probe viermal mit elf Durchldufen innerhalb jeder
Messung bei Raumtemperatur (20,0°C) gemessen. Es kamen Polymethylmethacrylat (PMMA)
Einwegkiivetten mit einem Probenvolumen von 450 pL zum Einsatz, die Menge der Stichproben
betrug n = 3. Die Ergebnisse der DLS-Messung sind als z-Average, als anzahl- und intensititsge-
wichteter mittlerer Durchmesser, als Polydispersitéitsindex (PDI) und in Form der abgeleiteten
Ziahlrate (,,Derived Count Rate*, DCR) dargestellt. Die DCR ist die Streuintensitét, kompensiert
mit der Signalabschwéichung wihrend der Messungen, angegeben in Photonen-Kilocounts pro

Sekunde (kcps).

5 Ludwig Eduard Boltzmann (* 20. Februar 1844 in Wien; 1 5. September 1906), dsterreichischer Physiker und Philosoph.
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Abbildung 3.6: Unterschied der Anzahl-, Volumen- und Intensitétsverteilung einer bimodalen Probe mit gleichem
Anteil an kleinen und grof3en Partikeln. Nach [55].

3.3.2 Rontgenkleinwinkelstreuung

Zusatzlich zur DLS kam bei ausgewihlten Proben die Rontgenkleinwinkelstreuung (,,small angle
X-ray scattering®, SAXS; Xenocs Xeuss 2.0, Sassenage, Frankreich) zum Einsatz. Mit der SAXS
lassen sich sowohl Teilchengréf3en bzw. deren Polydispersitéit bestimmen als auch Oberflachen-
strukturen aufkliren und eine Unterteilung in Primérpartikeln und Aggregate vornehmen. Das
Prinzip der Messung beruht auf der Absorption der Rontgenstrahlung am Objekt. Dazu trifft ein
gebiindelter, monochromatischer Rontgenstrahl mit einer bestimmten Wellenldnge auf eine
Probe. Ein sogenannter ,,beam stop am Detektor blockiert das direkt transmittierte Licht. Der
andere Teil des Lichts streut dagegen in einem bestimmten Streuwinkel im angelegten Vakuum
und trifft dann mit dem Streuvektor ¢ auf den Detektor [56]. Die gemessene Intensitét / (g) ist

dabei eine Funktion des Streuvektors ¢ mit

q=4n/A-sin(6/2), (3.5)

wobei 8 der Streuwinkel und A die Wellenldnge des Cu-K, Rontgenstrahls (4 = 0,154 nm) ist.
Die Intensitit ist ebenfalls eine Funktion des Partikelvolumens V> und der Partikelanzahlkon-
zentration NV*!, wobei die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Messung die Elektronendichtedif-

ferenz Ap? der beiden untersuchten Phasen innerhalb des Systems ist:

1(Q) « NV™1- V2 Ap2 . (3.6)



3.3 Analytische Messmethoden 31
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Abbildung 3.7: Beispielhafte Streukurve fiir ein Liposom mit einer Gréf8e von 100 nm (kleine Streuvektoren) und
einer Doppelschichttdicke von 4 nm (grofe Streuvektoren). Aus [57].

Fiir Liposomen und deren Doppelmembran ist eine beispielhafte Streuintensitét in Abbildung 3.7
dargestellt. Bei kleinen Streuvektoren ist ein Riickschluss auf die Grofe der Vesikel moglich (hier

etwa 100 nm), gro3e Streuvektoren geben Auskunft iiber die Dicke der Bischicht (4 nm).

Als Probenhalter diente ein Gel-Halter mit einem Proben-Detektor-Abstand von 1750 mm. Die
Erfassung der Streudaten mit dem 300 K-S-Detektor betrug 1800 s. Das Modellierungstool fiir
die Datenauswertung von polydispersen, harten Kugeln war die Software IgorPRO (Version
8.04). Die Datenauswertung umfasste die Analyse des Guinier-Regimes, um Informationen tliber
die PartikelgroBe zu erhalten, sowie des Porod-Regimes zur Beschreibung der dufleren Partikel-
struktur. Weitere Informationen iiber die Probenvorbereitung, den Messtechniken und der Daten-

auswertung sind bei Meier® et al. und Beaucage et al. zu finden [58-60].

3.3.3 UV-Vis Spektroskopie

Die UV-Vis Spektroskopie (DH-2000, Ocean Optics, Largo, Florida, USA) diente der Bestim-
mung der Einkapselungseffizienz der hergestellten Liposomen {iber Fluorescein-Natrium, fluo-

reszenz-markiertem Dextran und Rinderserumalbumin. Das zugrunde liegende Messprinzip

¢ Die Probenvorbereitung zur Messung mittels SAXS, die Einstellung der Messtechnik sowie die Datenauswertung wurden dan-
kenswerterweise von Herrn Dr.-Ing. Manuel Meier tibernommen.
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macht von der Absorption bestimmter Molekiilgruppen im UV- (200-400 nm) oder sichtbaren
(400-800 nm) Bereich Gebrauch und beruht auf dem Lambert-Beerschen Gesetz [61]:

=1, e %9 (3.7)

Die gemessene Intensitdt / berechnet sich aus der Ursprungsintensitét /y, dem molaren Extinkti-
onskoeffizienten €, der Dicke der Kiivette d =1 cm und der Konzentration c¢. Die gemessene
Strahlungsintensitit am Detektor variiert dabei zur Ursprungsintensitit, sodass die Extinktion im
gemessenen Bereich zu berechnen ist. Kalibriergeraden sind fiir die Umrechnung der Probenex-
tinktion in die Konzentration notwendig. Gleichzeitig ermdglicht die Kalibriergerade das Abzie-
hen der Extinktion anderer Stoffe und Materialien, wie der kontinuierlichen Pufferphase oder der

Kiivettenwand, von der eigentlichen Anderung der Intensitiit des untersuchten Stoffes.

3.3.4 Phosphat-Assay nach Fiske

Um die Menge an Phospholipiden in Suspensionen, Uberstéinden oder Riickstinden zu bestim-
men, kam das Phosphat-Assay nach Fiske, modifiziert nach Rouser zum Einsatz [50,62]. Die
Methode beruht auf dem kolorimetrischen Nachweis anorganischen Phosphats. Da ein Phospholi-
pid jeweils ein Phosphat-Molekiil enthilt, kann mithilfe einer Kalibriergeraden die Quantifizie-
rung erfolgen. Fiir den Nachweis erfolgt die Trocknung der Probe, anschlieend ist Perchlorsdure
sowie Hitze nétig, um die Molekiilstrukturen der Phospholipide aufzubrechen, sodass das reine
Phosphat als Reaktionspartner zur Verfiigung steht. Ammoniummolybdat reagiert mit dem redu-
zierten Phosphat ein, es entsteht Phosphomolybdéinséure. Der Farbumschlag geschieht durch die
Reduzierung der hinzugefiigten Ascorbinsédure im Wasserbad. Die entstehende blaue Losung ist
im UV-Vis Spektrometer bei 797 nm zu vermessen und iiber die dazugehorige Kalibriergerade,
welche aus einer reinen Phosphatstammldsung besteht und simultan zu behandeln ist, zu quanti-
fizieren. Eine detaillierte Versuchsbeschreibung inklusive aller verwendeten Losungen und ihre

Konzentrationen ist dem Anhang A4 zu entnehmen.
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Kapitel 4

Tensiometrie zwischen Phospholipid-
Suspensionen und Fluorocarbon-Phase’

4.1 Stand der Technik und Zielsetzung

Das Verstdandnis der Adsorptionskinetik von Phospholipiden hilft bei der Verbesserung der Her-
stellung von Nanoemulsionen. Aus dem thermodynamischen Verhalten von Grenzflachenschich-
ten ist die optimale Flache pro Lipidmolekiil abzuleiten, welche herangezogen werden kann, um
die Phospholipid-Konzentration fiir den Emulgierprozess zu bestimmen sowie Informationen
iiber die Emulsionsstabilitit zu erhalten [12]. Daher sind Untersuchungen der Grenzflichenspan-

nungen zwischen Phospholipiden und einer Ol- oder organischen Phase von groBem Interesse.

Der Du Noiiy-Ring® ist, neben der Wilhelmy-Platte, die erste etablierte Methode, welche Grenz-
flichenmessungen erlaubt [64]. Der Du Noiiy-Ring und die Wilhelmy-Platte sind nicht-optische
Verfahren, die insbesondere fiir schnelle Messungen von reinen Oberflachenspannungen von
Fliissigkeiten vorteilhaft sind [65]. Die Fahigkeit, schnell Messdaten eines unbekannten Systems
zu erhalten, ist jedoch mit dem Nachteil verbunden, dass bei der Ringmethode Messartefakte auf-

treten konnen [66].

7 Inhalte dieses Kapitels wurden in Colloid and Polymer Science verdffentlicht und fiir diese Dissertation iibersetzt bzw. ange-
passt. [63] K. Ullmann, L. Poggemann, H. Nirschl, G. Leneweit, ,, Adsorption process for phospholipids of different chain lengths
at a fluorocarbon/water interface”, Colloid and Polymer Science (298) 2020

8 Pierre Lecomte du Noiiy (*20. Dezember 1883;  22. September 1947), franzosischer Biophysiker und Philosoph.
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Mit fortschreitender Forschung fanden weitere Methoden Einzug in die Wissenschaft wie die auf
Gravitation basierende Pendant Drop- oder die Sessile Drop und Spinning Drop-Methode. Hier-
bei handelt es sich um optische Messmethoden. Die Bestimmung der sich ausbildenden Grenz-
flichenspannungen bei diesen Methoden erfolgt {iiblicherweise automatisch mit einem
Kamerasystem. Die Spinning Drop-Methode kommt hauptséchlich fiir die Messung sehr kleiner
Grenzflichenspannungen bis zu 10* mN/m zum Einsatz und beruht auf der Rotation eines Trop-
fens in einer Flissigkeit, dessen Umfang mit einer Kamera erfasst wird. Bei der Sessile Drop-
Methode liegt ein Tropfen auf einer Festkorperoberfldche auf, die Bestimmung der Grenzflachen-
spannung erfolgt optisch {iber die Messung des Kontaktwinkels beider Phasen [67]. Die Pendant
Drop-Methode, auch Profilanalyse-Tensiometrie (PAT) genannt, ist eine der gingigsten Metho-
den zur Bestimmung des Adsorptionsprozesses von Tensiden und gilt als nicht invasiv [68—70].
Unterhalb oder oberhalb einer Nadel, je nach Dichte der beiden untersuchten Phasen, bildet sich
ein Tropfen aus, dessen Profil iiber ein Kamerasystem gemessen wird. Der Durchmesser und die
Form des Tropfens sind neben dem Dichteunterschied zwischen den beiden Phasen entscheidend

fiir die gemessene Grenzflichenspannung [67].

Die Grenzfldcheneigenschaften zwischen organischer Phase und Wasser oder Wasser und Luft
sowie das Adsorptionsverhalten von Phospholipiden, analysiert mit den oben genannten Metho-
den, sind in einer Vielzahl von wissenschaftlichen Publikationen beschrieben [71-73]. Methoden
wie die PAT nutzen dabei die Vorteile der Online-Messung, bei der die Grenzflachenspannungen
und damit der Adsorptionsprozess stindig aufgezeichnet werden. Es sind bisher jedoch nicht viele
experimentelle Daten {iber Grenzfldchenspannungen zwischen zwei Phasen veroffentlicht, von
denen die hydrophobe Phase ein Fluorocarbon ist [74]. Hier ergibt sich die Herausforderung,
diese Systeme messtechnisch zu erfassen. Standardmessverfahren wie die PAT wurden getestet,
erwiesen sich aber als ungeeignet fiir das vorliegende System, da der grof8e Dichteunterschied
zwischen beiden Phasen zu einer schnellen Tropfenablosung fiihrt (zwischen 10 und 30 Minuten)
und die Bildung der fiir die PAT bendtigten langzeitstabilen Tropfen behindert. Daher ist statt
einer unendlichen Messung eine Extrapolation in Richtung des Gleichgewichts notwendig, wel-
che fehlerbehaftet ist. Dariiber hinaus kann die Kamera den Tropfen nicht automatisch erkennen,
da die Differenz der Brechungsindizes An von PFPH und Phosphatpuffer verschwindend gering
ist (An = 0,0004). Die automatische Bilderkennung ist jedoch fiir die Technik zur Bestimmung

des Adsorptionsprozesses von entscheidender Bedeutung. Um den Brechungsindex der wissrigen
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Phase zu beeinflussen und die automatische Bilddetektion mit PAT zu ermdglichen, fanden in der
Arbeitsgruppe von Prof. Nirschl Untersuchungen einer Saccharose- und Natriumchloridlosung
als wissrige Phase statt. Mit den dispergierten Phospholipiden in der wiéssrigen Phase erfolgten
Messungen iiber einen Zeitraum von 2000 s. Diese Messdauer stellt einen Standard fiir die PAT-
Analyse dar. Innerhalb dieser Zeitspanne war jedoch keine Gleichgewichts-Grenzfldchenspan-
nung zu erreichen. Dariiber hinaus zeigten die durchgefiihrten Experimente hohe Standardabwei-
chungen und keine Verdnderung der Grenzflichenspannungen in Abhidngigkeit von der

Konzentration der Phospholipide [75].

Daraus war zu schlielen, dass Standardmessverfahren nicht geeignet sind, um Grenzfldchenspan-
nungen zwischen PFPH und einer Phospholipid-Suspension zu erfassen. Aus diesem Grund
riickte die Du Noiiy-Ringmethode in den Fokus der Arbeit, da sie es erlaubt, nicht mischbare
Phasen mit hohen Dichteunterschieden unabhédngig von deren Brechungsindex und der Triibung
einer wiéssrigen Lipid-Suspension zu messen. Der Du Noiiy-Ring ermoglicht zwar keine Online-
Messungen, allerdings ist der Vorteil dieser Methode, dass die langfristigen Grenzfldchenspan-
nungen leicht zu erfassen sind. Das Adsorptionsverhalten ist ebenfalls iiber den gleichen Zeitraum
zu beobachten. Da die Du Noiiy-Ringmethode allgemein als fehleranfillig gilt, ist eine Verifizie-
rung mittels einer zweiten Messtechnik notwendig und sinnvoll.

Die zweite ausgewahlte Methode in dieser Arbeit ist die Spinning Drop Methode. Die Spinning
Drop Tensiometrie dient dem Vergleich insbesondere deshalb, weil sie im Bereich der unteren
Grenzflachenspannungen genaue Daten liefert und auf einem anderem physikalischen Prinzip
beruht [76]. Dieses Prinzip hat zur Folge, dass die Durchfiihrung der Experimente mit dem Spin-
ning Drop Tensiometer fiir das vorliegende Stoffsystem wesentlich ldnger dauern kdnnten als fiir
typische Materialien wie Hexanol und Wasser. Dies liegt daran, dass der Gleichgewichtszustand
fiir konzentrationsabhéngige Grenzflichenspannungen mit Phospholipiden unter Rotation zu er-
reichen ist und nicht in einer bewegungsfreien Umgebung. Zudem findet das Spinning Drop Ten-
siometer iiblicherweise flir Systeme mit sehr kleinen Grenzflichenspannungen Anwendung, die
fiir die vorliegenden Stoffkompartimente nicht in Génze gelten. Im Gegensatz dazu erlaubt die
Du Noiiy-Ringmethode mehrere Messungen gleichzeitig, welches aufgrund des parallelen Pro-
ben-Equilibrierens die Untersuchung einer gro3eren Anzahl unterschiedlicher Konzentrationen

und Phospholipide in kiirzerer Zeit ermoglicht. Daher ist zu erwarten, dass die Vorteile der Du
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Noiiy-Ringmethode fiir dieses Stoffsystem die genannten Nachteile iiberwiegen. Trotz der ge-
nannten Nachteile haben bereits Kovach et al. [77] Janus-Emulsionen aus Silikondl, Olivendl,
Wasser, Phospholipiden und anderen Emulgatoren mittels der Du Noiiy-Ringmethode erfolgreich
untersucht. Studien von Phospholipiden als natiirliche Tenside und ihrer Adsorptionskinetik an
einer Wasser-Ol-Grenzfliche, gemessen mit dem Du Noiiy-Ring, gibt es bisher allerdings wenig
und es besteht hier der Bedarf weiterer Untersuchungen [78]. Dariiber hinaus fehlt ein direkter

Vergleich zwischen der Du Noiiy- und der Spinning Drop Methode.

In dieser Arbeit finden beide Methoden Anwendung, um die verschiedenen Grenzfldchenspan-
nungen von Lipid-Suspensionen mit Phospholipiden verschiedener Kettenldngen zu messen.
Erstmals dient das Fluorocarbon PFPH als hydrophobe Phase. Die verwendeten Phospholipide
haben die gleiche Phosphatidylcholin-Kopfgruppe, variieren jedoch in ihrer Kettenldnge von 14
bis 18 Kohlenstoffatomen. Dariiber hinaus ist der mogliche Einfluss der Temperatur auf die
Grenzfldchenspannung untersucht. Auch hier lag der Fokus auf Phospholipiden mit verschiede-
nen Kettenléingen, sodass Aussagen zur Ubergangstemperatur der verschiedenen Lipide und de-

ren mogliche Wirkung mdéglich sind.

Aus dem beschriebenen Stand der Technik ergeben sich folgende Ziele fiir dieses Kapitel: Es gilt,
das Potential des Du Noiiy-Rings im Vergleich zu den heute giingigen Messmethoden wie dem
Spinning Drop Tensiometer herauszuarbeiten. Aufgrund des Umfangs und einer genauen ergeb-
nisbasierten Analyse beider Methoden ist der theoretische Hintergrund des Du Noiiy-Rings und
des Spinning Drop Tensiometers sowie die Versuchsdurchfiihrung im Folgenden erldutert. Beide
Methoden sind miteinander verglichen, um eine geeignete Messmethodik fiir die Bestimmung
von Grenzflichenspannungen zwischen Phospholipid-Suspensionen und der Fluorocarbonphase

auszuwahlen.

4.2 Angewandte Methoden zur Messung von Grenzflichen-
spannungen

4.2.1 Ring-Tensiometrie nach Du Noiiy

Die Du Noiiy-Ringmethode beruht auf der Kriaftebestimmung zwischen zwei Grenzfldchen (Ab-
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Abbildung 4.1: Schematische und fotografische Darstellung des experimentellen Aufbaus der angewandten Du
Noiiy-Ringmethode. Links: Schematische Darstellung. Aufgrund der schwereren hydrophoben Phase ist die wassrige
Phase (Phospholipid-Stammsuspension, PLs) oben, sodass sich die Grenzfliche durch Herunterdriicken des Ringes
in Richtung Olphase verformt. Die gemessene Widerstandskraft F ist fiir die Berechnung der Grenzflichenspannung
Y heranzuziehen. Rechts: Fotografische Darstellung der Grenzfliche zwischen dem Fluorocarbon PFPH (unten, klar)
und der Phospholipid-Stammsuspension (0,7 mM DPPC+Cholesterin, oben, triib). Der Du Noiiy-Ring taucht in die
obere Phase ein und verformt unter Kraftaufwendung die Grenzflache. Ein konkaver Meniskus bildet sich aus.

bildung 4.1). Der Ring taucht in die obere Fliissigkeit ein und wird an die Grenzfldche der beiden
Fliissigkeiten bewegt. Aufgrund der Kapillarkraft zieht bzw. driickt der Ring die obere Fliissigkeit
nach oben oder unten, je nach Dichte und Oberfldchenspannung der beiden untersuchten Fliissig-
keiten. Um den Ring und den sich daran formenden Meniskus nach oben zu ziehen, ist eine Kraft
F notwendig, welche mit der Grenzflichenspannung y liber die Summe des Innen- und Au-
Benumfangs des Ringes L und dem Benetzungswinkel 8 in Verbindung steht. Eine Mikrowaage
misst die Kraft F. Der Umfang des Ringes ist herstellerseitig geometrisch definiert und aus Platin-
Iridium, sodass fiir die meisten Fliissigkeiten eine ideale Benetzung und somit ein Benetzungs-

winkel von 8 = 0 anzunehmen ist. In diesem Fall wird der Kosinus-Term zu eins [67]:

y = =T 4.1)

Fiir die Versuche kam das Du Noiiy-Ring-Tensiometer DCAT EC11 (Dataphysics, Filderstadt,
Deutschland) zum Einsatz. Eine schematische und fotografische Darstellung des Messsystems
zeigt Abbildung 4.1 Durch das Betreiben des Gerites in einem temperierten Raum (20°C) und
der unter Verwendung eines Wasserbades ist eine durchgingige Temperatur von 20,0 + 0,1°C

sichergestellt. Die Bestimmung der Oberflichenspannung von Wasser (72 mN/m [79]) diente zur
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Bestimmung der Messgenauigkeit des verwendeten Platin-Iridium-Ringes. Zusétzlich ist eine so-
genannte Anfangsgrenzfldchenspannung fiir alle Messungen notig, reprasentiert durch die Grenz-
flichenspannung zwischen Wasser und PFPH (52,4 mN/m) ohne Zusatz von Phospholipiden. Der
Messwert dient dem Vergleich der Grenzflachenspannung beeinflusst durch die zugegebenen
Phospholipide. Die Bestimmung der konzentrationsabhéngigen Grenzflichenspannung bzw. dy-
namischen Adsorption erfolgte fiir drei verschiedene Phospholipide: DMPC, DPPC und DSPC.
Diese unterscheiden sich in ihrer Kettenlédnge (Fettsdurekettenldnge zu Doppelbindung-Verhélt-
nis; 14:0, 16:0, 18:0). Ein Volumen von 15 mL der hydrophoben Phase war in das Glasgefdl3 zu
iiberfiihren. Vorheriges Reinigen mit Isopropanol und Trocknen in einer Warmekammer erhéhen
die Messgenauigkeit. Um eine Vermischung der Ol- und Wasserphase zu vermeiden, ist es not-
wendig, die wissrige Phase mit den Phospholipiden vorsichtig entlang der Glaswand auf die Ol-

phase zu pipettieren.

Die Konzentrationsabhingigkeit der Grenzflachenspannung der verschiedenen Phospholipide ist
realisiert durch eine Anderung in der Konzentration der wissrigen Phase. Die Erhéhung der Kon-
zentration erfolgte schrittweise durch die Zugabe der Lipid-Stammsuspension zur wéssrigen
Phase desselben Glasgefdfles. Sowohl direkt nach der Konzentrationserhdhung als auch nach Er-
reichen des Quasi-Gleichgewichtszustandes wurde die Messung zur Bestimmung der Grenzfla-
chenspannung durchgefiihrt. Auf diese Weise ist die Bestimmung der Equilibrierungszeit fiir
jedes Phospholipid und fiir verschiedene Konzentrationen vor Beginn der Versuchsreihen mog-
lich und fiir alle weiteren Experimente zu verwenden. Jedes Experiment ist als Triplikat darge-
stellt. Das Abflammen des Ringes nach jeder Messung reinigte diesen von Riickstdanden.

Da die schrittweise Erhohung der Konzentration als Versuchsreihe im Gegensatz zu einer jewei-
ligen Einzelmessung der Konzentration in Bezug auf die Grenzflichenspannung abweichen und
somit auch die Equilibierungsdauer verfalschen konnte, fand eine Verifizierung dessen statt. Es
zeigte sich, dass die schrittweise Konzentrationserhohung zur gleichen End-Grenzfldchenspan-
nung flihrt. Gleichzeitig verkiirzt sich die Equilibrierungsdauer bei dieser Vorgehensweise im
Vergleich zur Einzelmessung der Enkonzentration, sodass die schrittweise Verfahrensweise bei-
behalten werden kann. Die Verifizierung ist im Anhang aufgefiihrt (Anhang A5, Abbildung A
5.1).
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4.2.1.1 Equilibrierung von DPPC

40 —— T 40 T T .
- - -DPPC 0,1 mM B DPPC 0,1 mM
\ - @--DPPC0,13 mM O DPPC 0,14 mM
' --0--DPPC 0,14 mM lineare Extrapolation

351 -4 -DPPC029mM |

___________________

v/ mN-m’!
[\
(9]
————
i
/
!
' -
d
I
|
|
|
|
I
|
|
|
|
I
|
|
|
i
|
H— DR

} T T T T T T T T T (\E; T T T i
0 20 40 60 80 100120140160180 0,000 0,005 0,010 0,015 0,020
Zeit/ h 12 ) 512

Abbildung 4.2: Equilibrierung fiir das Phospholipid DPPC bis zum Erreichen des thermodynamischen Gleichge-
wichts bei Messung der Grenzflichenspannung ¥ mit dem Du Noiiy-Ring. Links: Grenzflichenspannung y aufge-
tragen iiber die Zeit . Rechts: ausgewihlte Daten aus der linken Darstellung, aufgetragen als y iiber 1/t/2. Die
Standardabweichung berechnet sich aus n = 3 Experimenten.

Fiir die Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts ist eine gewisse Zeit notwendig, da
die Adsorption der Phospholipide ein diffusionskontrollierter Prozess ist. Initial war es somit not-
wendig, eine Studie mit dem Du Noiiy-Ring zur Bestimmung der Equilibrierung von DPPC
durchzufiihren, welches als Phospholipid fiir die Validierungsexperimente gewéhlt wurde. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.2 links dargestellt. Aufgetragen ist die Grenzflachenspannung in
Abhéngigkeit von der Messdauer fiir vier unterschiedliche DPPC-Konzentrationen (0,1 mM,
0,13 mM, 0,14 mM und 0,29 mM). Waihrend die Grenzflaichenspannung anfanglich bis zu einer
Messdauer von 48 h abnimmt, ist bei einer lingeren Messdauer keine weitere signifikante Verén-
derung der Grenzflichenspannung zu erkennen. Dies bedeutet, dass das thermodynamische

Gleichgewicht zwischen der wéssrigen DPPS-Suspension und dem PFPH nach 48 h erreicht ist.

Die in Abbildung 4.2 rechts dargestellte zeitlich inverse Auftragung dient der Extrapolation der

t2=0 und einer theoretisch unendlichen Mess-

Gleichgewichts-Grenzfldchenspannung bei 1/
dauer. Die daraus resultierenden Werte sind in Tabelle 4.1 dargestellt und mit den experimentell
ermittelten Ergebnissen nach 48 h Messdauer verglichen. Auch wenn sich eine leichte Konzent-

rationsabhéingigkeit zeigt, bestitigt das Konfindenzintervall von 95% der Standardabweichung
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Tabelle 4.1: Vergleich der extrapolierten Gleichgewichts-Grenzflachenspannung y (¢ — o) mit der gemessenen
Grenzflichenspannung nach 48 h sowie die Standardabweichung sp; fiir das Phospholipid DPPC bei zwei verschie-
denen Konzentrationen, gemessen mit dem Du Noiiy-Ring.

Konzentration / mM Y (t > ) £ Sp; / mN m! Y (48 h) £ 5p;, / mN m!
0,1 25,56 £ 1,64 27,18+ 1,42
0,14 25,32 £ 0,91 25,50 £2,36

eine gute Ubereinstimmung zwischen den extrapolierten und den nach 48 h gemessenen Grenz-
flichenspannungen. Unabhdngig von der Konzentration ist flir alle weiteren Experimente mit

DPPC somit die Messdauer von 48 h ausreichend.

4.2.1.2 Einfluss des Ringes auf die Grenzfliichenspannung

Neben der Bestimmung der Equilibriumszeit der ungestoérten Grenzfliche wurden Untersuchun-
gen zu einem moglichen physikalischen Einfluss des Ringes auf die Grenzfliche durchgefiihrt.
Bei der Verwendung des Du Notiy-Rings stort der physikalische Eintritt des Ringes in die Grenz-
fliche die Monolage der Phospholipide und kann somit die Spannung zwischen den beiden Fliis-
sigkeiten bei Mehrfachmessungen verfilschen. Ziel war es, die Equilibriumszeit nach Kontakt
des Rings mit der Grenzflichenmonolage und dadurch mogliche entstehende Artefakte nach zu
schneller Wiederholung auszuschlieBen. Damit ist auBerdem zu untersuchen, ob eine Mehrfach-
bestimmung der Grenzflachenspannung einer einzigen Probe sinnvoll ist und ob die Phospholi-
pide nach der Messung erneut an die Grenzfliche adsorbieren. Dazu wurde die
Grenzfldchenspannung in Dreifachbestimmung nach Erreichen des Equilibriums nach 48 h sowie
120 h spidter gemessen. Zwischen jeder Messung erfolgte die Reinigung des Ringes. Die Ergeb-
nisse sind in Abbildung 4.3 links dargestellt. Weille Balken stellen die bei der Messung nach 48 h
ermittelte Grenzflichenspannung dar, wobei jeder Balken den einzelnen Messwert der Dreifach-
bestimmung zeigt. Innerhalb einer Probe steigt die Grenzflachenspannung mit jeder aufeinander-
folgenden Messung, nummeriert mit 1, 2 und 3, von 25,7 mN/m auf 30,3 mN/m an. Durch
wiederholtes Eintauchen und Herausziehen des Rings an der Grenzfliche werden die adsorbierten
Phospholipide entfernt und gehen in die wissrige Phase iiber, sodass daraus bei der zweiten und
dritten Messung eine hohere Grenzflichenspannung resultiert. Die grauen Balken stellen die
Messwerte der Dreifachbestimmung 120 h spéter nach der ersten Messreihe dar. Innerhalb dieser
Zeitspanne konnte das System erneut ein thermodynamisches Gleichgewicht an der Grenzflache
herstellen. Dies zeigt die gemessene Grenzflachenspannung von 26,1 mN/m, welche somit trotz

des physikalischen Eintauchens des Ringes innerhalb der ersten Messreihe nach 48 h auf den glei-
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Abbildung 4.3 Links: Bestimmung der Equilibrierung bis das System regeneriert ist und sich der Gleichgewichts-
zustand nach physischem Kontakt mit dem Du Noiiy-Ring erneut eingestellt hat. Beispielhaft dargestellt ist der An-
stieg der Grenzflichenspannung zwischen drei Messungen der gleichen Probe von 0,14 mM DPPC. Weifle Balken
zeigen die Messung nach 48 h, drei Mal hintereinander durchgefiihrt (Messung 1, 2, 3, wobei jede Messung etwa
3 min dauert, 10 min im Gesamten). Graue Balken zeigen dieselbe Probe nach 168 h gemessen und in Dreifachbe-
stimmung. Der Pfeil weist darauf hin, dass die erste Messung fiir die konzentrationsabhdngige Kurve zu verwenden
ist. Rechts: Nachweis mittels zwei unabhédngiger Proben von 0,072 mM DPPC, dass ein wiederholter Kontakt mit
dem Du Noiiy-Ring die finale Gleichgewichts-Grenzflichenspannung nicht beeinflusst. Dargestellt ist die zeitaufge-
16ste Entwicklung der Grenzflachenspannung sowie eine Messung jeweils zu Anfang und am Ende.

chen Wert absinkt, wie zuvor nach 48 h gemessen. Dieser Wert ist dann innerhalb der Wiederho-
lungsmessung fiir die erste und zweite Bestimmung stabil und zeigt erst bei der dritten Messung
eine verzerrte Grenzflache. Dies fiihrt ebenfalls zu der Schlussfolgerung, dass im Adsorptionsre-
gime der Phospholipide der erste gemessene Wert fiir die Grenzfldchenspannung aufgrund der
invasiven Verzerrung der Grenzflachenschicht der einzig genaue ist und Merfachmessungen der-

selben Probe keinen Mehrwert bieten (Abbildung 4.3, schwarzer Pfeil).

Zusatzlich erfolgte die Bewertung eines moglichen Einfluss des Rings wéahrend des Adsorptions-
prozesses mit zwei weiteren unabhdngigen Messprinzipien am Beispiel der Konzentration von
0,072 mM DPPC, dargestellt in Abbildung 4.3 rechts. Das erste Messprinzip bestand aus zeitauf-
geldsten Messungen, wobei sowohl Messungen zu Beginn des Experiments als auch zwischen-
durch zur Beobachtung des Adsorptionsprozesses und damit dem Absinken der
Grenzflachenspannung durchgefiihrt wurden. Fiir das zweite Messprinzip fand die Messung nur
zu Beginn und am Ende des Experiments statt. Die zeitaufgelosten Messungen der ermittelten

Grenzflachenspannung zeigen eine Abnahme der Spannung mit der Zeit von 48,7 mN/m auf
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41,8 mN/m. Die Einzelmessung am Anfang und am Ende stimmt mit diesen Ergebnissen iiberein
und zeigt einen dhnlichen Wert der Grenzflichenspannung bei 0,072 mM DPPC von 46,8 mN/m
zu Beginn und von 42 mN/m nach 48 Stunden. Die Diskrepanz in der Grenzflichenspannung der
ersten Messung jeder Probe ist auf Nicht-Gleichgewichtsbedingungen zuriickzufiihren. Die be-
grenzte Genauigkeit bei der Bestimmung der Adsorptionskinetik ist auf die Nicht-Gleichge-
wichtsbedingungen der Monoschicht selbst zuriickzufiihren, aber wie in Abbildung 4.3 rechts
gezeigt, ist die Gleichgewichts-Grenzflaichenspannung nach 48 h mit hoher Genauigkeit messbar.
Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass selbst bei wiederholtem physischen Kontakt zwischen
dem Ring und der Grenzfliche der Adsorptionsprozess von Phospholipiden iiber einen ldngeren

Zeitraum nur reversibel gestort wird.

4.2.2 Spinning Drop Tensiometer

Als zweite Messmethode kam neben der Du Noiiy-Ringmethode das Spinning Drop Video-Ten-
siometer (SVT20, Dataphysics, Filderstadt, Deutschland) zum Einsatz. Eine schematische und
fotografische Darstellung des Messprinzips zeigt Abbildung 4.4. Die Fliissigkeit mit der hdheren
Dichte wird in einer gldsernen Kapillare vorgelegt, horizontal in das Tensiometer eingespannt
und zum Rotieren gebracht. Unter Rotation erfolgt die Zugabe eines Tropfens der Fliissigkeit mit
geringerer Dichte iiber eine Spritzenkaniile. Die Auslenkung des Tropfens éndert sich je nach
eingestellter Winkelgeschwindigkeit aufgrund der wirkenden Zentrifugalkréfte und kann iiber ein
unterstiitzendes Kamerasystem vermessen werden. Die Berechnung der Grenzflichenspannung
erfolgt nach Vonnegut et al. [76], welche diese aus dem minimalen Energiezustand ableiten. Die
Gesamtenergie £ des Systems besteht aus der Energie durch die Rotation £z und der Energie

durch die Grenzflachenspannung E):

E = Ep +E, = - ApVr2w? +y(2nrL + 4mr?) . (4.2)

Die Energie durch die Rotation des Tropfens setzt sich aus dem Volumen V' des Tropfens, der
Dichtedifferenz der beiden Phasen 4p und der Winkelgeschwindigkeit w zusammen, wéhrend die
Energie durch die Grenzflachenspannung von der Zylinderform des Tropfens abhidngt und somit
auch von der Lénge L des Zylinders. Mit zunehmender Winkelgeschwindigkeit erreicht der Trop-
fen eine zylindrische Form, welcher zur Berechnung des Radius r durch Vermessen des Umfangs

dient. Voraussetzung ist, dass die Lénge L viermal so lang ist wie der Radius 7.
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Abbildung 4.4 Rechts: Schematische Darstellung des Spinning Drop Tensiometers. Eine Kapillare rotiert horizontal
mit einer Winkelgeschwindigkeit w. Die wissrige Phase mit der geringeren Dichte p, bildet einen Tropfen innerhalb
der Olphase mit der hheren Dichte p; aus. Die Bestimmung des Radius 7 erfolgt durch Messen des Umfangs. Eine
Kamera nimmt den Tropfen auf. Links: Fotografische Darstellung des Spinning Drop Tensiometers. Die gldserne
Kapillare wird horizontal im Kapillarenhalter fixiert.

Da der minimale Energiezustand

OF
== (4.3)
zielgebend ist, ergibt sich aus der Gleichung (4.2) die Gleichung (4.4) zur Bestimmung der Grenz-

flichenspannung y.

y = %Ap r3w?. (4.4)

Die Messungen mittels Spinning Drop Tensiometer erfolgten ebenfalls flir das Phospholipid
DPPC. Beide Phasen, hydrophobe und hydrophile Phase, waren zu jeder Zeit bei 20,0+0,1°C

temperiert. Die zuerst eingefiillte Olphase in der Kapillare sollte géinzlich frei von Gasblasen sein.

Die wissrige Phase mit DPPC ist in Abhdngigkeit von der untersuchten Konzentration verdiinnt
und mit einer Spritze dazu zugegeben, die durch das Septum gestochen wurde. Die Kapillare
rotierte wiahrenddessen mit einer Winkelgeschwindigkeit von w = 500 U/min, um ein Anhaften
des Tropfens an der Glaswand zu vermeiden. Wiederholungen der Messung der Grenzfldchen-
spannung wurden durch mindestens fiinfmalige Anderung der Winkelgeschwindigkeit in

200 U/min-Schritten generiert.
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Abbildung 4.5: Grenzflichenspannung ¥ als Funktion der reziproken Zeit 1/£'/2 fiir zwei verschiedene Konzentra-
tionen von DPPC gemessen mit dem Spinning Drop Tensiometer. Die Standardabweichung berechnet sich aus n =3
Experimenten.

Ebenso wie bei der Du Noiiy-Ringmethode war die Bestimmung der Equilibrierung fiir die ab-
schlieBenden Messungen notwendig. Dazu zirkulierte der Tropfen anfangs so lange, bis keine
Anderung der Grenzflichenspannung festzustellen war. Neben der zeitabhingigen Messung wur-
den die Daten gegen Unendlich extrapoliert. Die extrapolierte Grenzflachenspannung als Funk
tion der Zeit fiir zwei mit dem Spinning Drop gemessene DPPC-Konzentrationen in Abbildung
4.5 dargestellt. Die extrapolierten Gleichgewichts-Grenzflichenspannungen, die aus dem Dia-

gramm Y tiber t ~1/2

zu bestimmen sind, zeigen, dass diese Werte nach 24 h innerhalb der Stan-
dardabweichung der gemessenen Grenzfldchenspannung liegen. Der Ergebnisse der gemessenen
und extrapolierten Gleichgewichts-Grenzflichenspannung fiir die Konzentration 0,1 mM und
0,14 mM sind in Tabelle 4.2 aufgelistet. Die Werte beweisen, dass das Gleichgewicht nach einem
Oberflachenalter von 24 h innerhalb einer Fehlerspanne erreicht wird, die kleiner ist als die Stan-
dardabweichung. Die Equilibrierung betrug damit 24 Stunden und wurde fiir alle weiteren Expe-
rimente, unabhédngig von der Konzentration, verwendet.

Tabelle 4.2: Vergleich der extrapolierten Gleichgewichts-Grenzfldchenspannung y (£ — o) mit der gemessenen

Grenzflachenspannung nach 24 h sowie die Standardabweichung Sp; fiir das Phospholipid DPPC bei zwei verschie-
denen Konzentrationen, gemessen mit dem Spinning Drop Tensiometer.

Konzentration / mM Y (t > ©) £5p; / mN m’! ¥ (24 h) £5p;, / mN m’!
0,1 38,09 +£ 0,25 38,34+ 1,10
0,14 33,98 £0,35 33,85 £ 0,68
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automatisch manuell

Abbildung 4.6 Links: Validierung der automatischen Tropfendetektion und die damit verbundene Bestimmung der
Grenzflachenspannung iiber das géngige Kamerasystem im Vergleich zum manuell aufgebrachten Umfang am Sys-
tem Wasser und Hexanol. Rechts: Fotografische Darstellung eines Hexanoltropfens in Wasser in der Kaniile des
Spinning Drop Tensiometers, langgezogen durch die wirkende Zentrifugalkraft. Der griine Zylinder ist exemplarisch
(versetzt zur besseren Sichtbarkeit des Tropfens) dargestellt, um zu illustrieren, wie die Bildanalyse die Form des
Tropfens erfasst, um die Grenzflichenspannung zu bestimmen.

Die Schwierigkeit der Anwendung des Messsystems auf das zu untersuchende Stoffsystem aus
Phospholipid-Suspensionen und Fluorocarbon ist der &hnliche Brechungsindex der beiden Phasen
(,,refractive index*, RI; Phospholipid-Suspension RI = 1,331, RIprpu = 1,335). Normalerweise ist
eine automatische und genaue Erfassung des Tropfenumfangs {iber das Kamerasystem mdoglich.
Die dhnlichen Brechungsindizes der vorliegenden Phasen erlauben jedoch keine automatische
Bestimmung des Umfangs iiber die Kamera, sondern erfordern eine manuelle Messung. Validie-
rungsexperimente mit Wasser und Hexanol dienten dazu, eine ebenso korrekte Messung ohne
automatische Bildaufnahme zu gewihrleisten. Abbildung 4.6 rechts zeigt die fotografische Dar-
stellung eines Hexanoltropfens in Wasser, welcher mittels des griinen Zylinders zu vermessen ist.
Der Unterschied zwischen manueller und automatischer Bildauswertung des Tropfens zeigt Ab-
bildung 4.6 links. Der Abweichung der Messungen betrigt dabei lediglich 0,25%, sodass die ma-

nuelle Bestimmung des Umfangs fiir weitere Experimente hinreichend genau ist.

4.2.3 Vergleich beider Methoden

Basierend auf der ermittelten Equilibrierung von DPPC fand die Du Noiiy-Ringmethode zur Be-

stimmung der konzentrationsabhéngigen Grenzflichenspannung Anwendung. Einige der zuvor
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Abbildung 4.7 Links: Vergleich der Genauigkeit der Du Noiiy-Ringmethode und des Spinning Drop Tensiometers
zur Bestimmung der Grenzflachenspannung y fiir verschiedene DPPC-Konzentrationen c. Rechts:

genannten vermuteten Schwierigkeiten, wie z.B. ein potenziell destruktiver Einfluss des Rings,
konnten bereits widerlegt werden und zeigten keinen Einfluss auf die erste Messung in einer Zeit-
reihe von mehreren Tagen. Die Ubereinstimmung von Einzelmessungen der Du Noiiy-Methode
im Vergleich zum Spinning Drop Tensiometer ist in Abbildung 4.7 gezeigt. In beiden Messreihen
ist zu erkennen, dass die Grenzfldchenspannung bei niedrigen Konzentrationen Werte im Bereich
von 50 mN/m annehmen. Eine Konzentrationserh6hung iiber 0,03 mM fiihrt zu einem signifikan-
ten Abfall der Grenzflachenspannung. Der Bereich, in dem der Abfall der Grenzfldchenspannung
in ein ausgepragtes Plateau bei hoheren Konzentrationen iibergeht, beschreibt die CMC. Beide
Messmethoden erlauben die Darstellung dieses Verlaufs in sehr guter Ubereinstimmung, wenn-
gleich sowohl in der niedrigsten gemessenen Grenzflachenspannung als auch in der CMC Unter-
schiede bestehen. Aufgrund der zum einen statisch durchgefiihrten Untersuchung mit dem Du
Noiiy-Ring und der andererseits dynamischen Versuchsanordnung im Scherfeld des Spinning
Drop sind Diskrepanzen in dieser Groenordnung erwartbar. Die niedrigste mit dem Du Notiiy-
Ring gemessene Grenzflachenspannung betrdgt 25,03 mN/m, die Spinning Drop Methode lieferte
26,83 mN/m als niedrigste Grenzflaichenspannung. Die CMC fiir das Spinning Drop betrdgt
0,258 mM und 0,137 mM fiir den Du Noiiy-Ring.

Beide Methoden stimmen insbesondere im unteren und oberen Konzentrationsbereich gut {iber-

ein, wenn homogene Suspensionen und gesittigte Monolagen vorliegen. Der Unterschied der
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Messwerte zwischen der Du Noiiy-Methode und der Spinning Drop Methode im mittleren Kon-
zentrationsbereich spiegelt genau die Phasentibergéinge der DPPC-Monolage wider. Bei DPPC
existiert fiir y = 40 mN/m eine kontinuierliche fliissige Monolayerphase, fiir 40 = y = 27 mN/m
existieren eine fliissige und eine feste Phase nebeneinander und fiir y < 27 mN/m besteht eine
feste homogene Phase. Diese Verldufe decken sich mit Untersuchungen von Vranceanu et al.
[80]. Des Weiteren liefern Worthman et al. und Stottrup & Keller [81,82] mittels Fluoreszenz-
mikroskopie eine Visualisierung fiir die Koexistenz von fester und fliissiger Phase. Aus der ge-
nannten Literatur und den diskutierten Ergebnissen lassen sich folgende Schlussfolgerungen zum

Phaseniibergang von DPPC ziehen:

1. Die vollig statischen, diffusionskontrollierten Bedingungen der Fluorocarbon-Wasser-
Grenzfldache in der Du Noiiy-Methode begiinstigen die Bildung der kontinuierlichen, aus
Feststoffen bestehenden Phase und betten die fliissige Phase in die Zweiphasen-Koexis-
tenz ein.

2. Im Gegensatz dazu fithren die sehr dynamischen, konvektionskontrollierten Bedingungen
der Spinning-Drop-Methode zu einer kontinuierlichen Phase, bestehend aus einer fliissi-

gen DPPC-Monoschicht, die die DPPC-Feststoffe in die Koexistenz einbettet.

Um diese Schlussfolgerungen zu untermauern, fand eine weitere Untersuchung zum Vergleich
der Du Noiiy- und der Spinning Drop Methode mit einem weiteren Lipid statt, welches jedoch
keine Phaseniibergéinge ausbildet (Abbildung 4.8 links). Die zu diesem Zweck gewihlte natiirli-
che Phospholipid-Mischung aus tierischen Ei-Lecithin enthélt 80% Phosphatidylcholin, genannt
E80, und eine Vielzahl gesittigter und ungesittigter Phospholipide mit unterschiedlichen Fett-
saurekettenldngen. Der Vorteil dieser natiirlichen Mischung besteht darin, dass sie keine Phasen-
iibergdnge und Zwei-Phasen-Ko-Existenzregionen bildet. Die Ergebnisse zeigen eine sehr hohe
Ubereinstimmung beider Methoden, insbesondere im mittleren Konzentrationsbereich. Der Ab-
fall der Grenzflachenspannung ist moderater als bei dem reinen Phospholipid DPPC. Analog zu
DPPC ist auch hier eine Abweichung zwischen den niedrigsten gemessenen Grenzfldchenspan-
nungen aufgrund der dynamischen und statischen Versuchsanordnung zu beobachten. Die Stan-
dardabweichung der  Messwerte  beider  Methoden ist im  Mittel  &hnlich
(Sring = 1,162 mN/m, Ssp, = 0,955 mN/m), was zeigt, dass die Du Notiiy-Ringmethode die Grenz-

flichenspannung mit vergleichbarer Genauigkeit misst. Die fotografische Darstellung des E80-
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Abbildung 4.8 Links: Vergleich zwischen der Du Noiiy-Ringmethode mit dem Spinning Drop Tensiometer fiir das
Phospholipid E80, welches keine Phaseniibergénge ausbildet. Rechts: Fotografische Darstellung eines Tropfens einer
5 mM E80 Stammsuspension in der Kaniile des Spinning Drop Tensiometers. Durch die wirkenden Zentrifugalkrifte
zieht sich dieser in die Lénge.

Tropfens in Abbildung 4.8 rechts verdeutlicht noch einmal die Schwierigkeit der automatischen
Tropfenvermessung mit der Kamera. Mit hohen Kontrasteinstellungen ist der Tropfen dennoch

visuell zu erkennen und manuell ausmessbar.

Beide Versuchsreihen von DPPC und E80 zeigen die gleichen Vor- und Nachteile in Bezug auf
die jeweilige Messmethode. Obwohl die Spinning Drop Methode ebenfalls zuverldssige Daten
ausgibt, liegt die Schwachstelle der Messmethode in der Dauer der Datenerhebung. Fiir die Be-
stimmung eines einzelnen Datenpunktes, bestehend aus drei unabhdngigen Proben, sind drei 24 h
dauernde Messungen notwendig. Die Vermessung des Tropfens nimmt zudem weitere Zeit in
Anspruch. Unter Beriicksichtigung der Reinigung der Kapillare ergibt sich somit eine Gesamt-
dauer fiir einen einzigen Messpunkt von >108 h. Dariiber hinaus ist die Bestimmung des Um-
fangs, welcher zur Berechnung der Grenzflichenspannung nétig ist, manuell durchzufiihren.
Aufgrund der dhnlichen Brechungsindizes der hydrophilen und hydrophoben Phase ist der Kon-
trast dulerst gering, sodass der Umfang zu grof3 oder zu klein gelegt sein kann und damit die
Grenzflachenspannung verfélscht.

Im Gegensatz dazu ist fiir die Bestimmung der Kraft zur Verformung der Grenzfldche aufgrund
des Ringes kein menschliches Eingreifen notwendig und die Messung von drei Proben mittels Du

Noiiy-Ring dauert lediglich etwa 3 x 10 min (inklusive Equilibrierung fiir DPPC 48 h 30 min pro
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Messpunkt). Die Arbeitszeit fiir die vollstindige konzentrationsabhdngige Kurve des rotierenden
Tropfens ist also mehr als doppelt so lang, wihrend die drei Wiederholungsmessungen mit dem
Du Noiiy-Ring alle parallel durchgefiihrt werden konnen. Die Becher sind auBlerhalb des Mess-
gerites vorzubereiten, zu lagern sowie einfach auszutauschen, wobei der Temperaturausgleich

innerhalb von einer Minute vonstattengeht.

Aufgrund der Ubereinstimmung der Grenzflichenspannungen, seiner deutlich héheren Zeiteffi-
zienz und der automatischen Bestimmung der Grenzflachenspannung unabhéingig vom Stoffsys-
tem, ist die Du Notiy-Ringmethode fiir weitere Messungen zu bevorzugen. Besonders fiir Proben,
deren Grenzflache nicht visuell zu bestimmen ist, gibt es momentan keine addquate Alternative.
Da der Vergleich dariiber hinaus mit der Phospholipid-Mischung (E80) durchgefiihrt wurde und
dhnliche Ergebnisse zeigte, deutet dies darauf hin, dass sowohl natiirliche Mischungen als auch

reine Lipide mit dem Du Noiiy-Ring gleichermallen zu messen sind.

4.3 Einfluss der Phospholipid-Kettenlinge

Neben dem Vergleich zwischen der Du Noiiy-Ringmethode und der Spinning Drop Tensiometrie
unter Verwendung des Lipids DPPC sind weitere Grenzflichenspannungen zweier reiner Phos-
pholipide, DMPC und DSPC, untersucht worden. Wie bereits in Kapitel 4.2.1.1 erwéhnt, ist die
Equilibrierung fiir die Experimente entscheidend und vor den konzentrationsabhéngigen Messun-
gen zu evaluieren Abbildung 4.9 zeigt links, dass sich die Equilibrierung in Abhingigkeit von der
Fettsdurekettenldnge der Phospholipide dndert. Wahrend beim DSPC die langsten Fettsdureketten
vorliegen, weillt DMPC die kiirzesten auf. Fiir ¢ = 0,1 mM zeigt DMPC bereits zwischen 24 und
48 h nur eine geringe Verinderung, wohingegen bei DPPC fast keine Anderung der Grenzfli-
chenspannung zwischen 48 und 168 h vorliegt. DSPC benoétigt eine Messdauer von 168 h, bis der
Adsorptionsprozess abgeschlossen ist. Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass die Kettenldngen
der Fettsduren den Adsorptionsprozess beeinflussen. Nach diesen Ergebnissen benétigen langere
Kettenldngen (18:0 bei DSPC) mehr Zeit (168 h) zur Adsorption an die Grenzfliche, wéihrend
kiirzere Kettenldngen (14:0 bei DMPC) den Gleichgewichtszustand wesentlich schneller errei-
chen. Erwdhnenswert ist die hohere Standardabweichung von DSPC (Spspc = 3,68 mN/m), die

auf einen inhomogeneren Adsorptionsprozess hinweist. Dies bestdtigen auch Israelachvili et al.
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Abbildung 4.9 Links: Anderung der Grenzflichenspannung y(t) mit der Zeit fiir die Phospholipide DMPC, DPPC
und DSPC, um die Equilibrierung zu bestimmen. Die Standardabweichung berechnet sich von n = 3 Experimenten.
Rechts: Grenzflichenspannung y fiir die Phospholipide DMPC, DPPC und DSPC abhéngig von der Konzentration
c und gemessen nach der entsprechenden Equilibrierung (24 h fir DMPC, 48 h fiir DPPC, 168 h fiir DSPC). Die
gestrichelte Linie impliziert die Steigung fiir die Bestimmung der Gibbschen Isotherme I, hier exemplarisch gezeigt
fiir DMPC. Die Schnittstelle beider gestrichelten Linien, berechnet iiber lineare Regression, ist definiert als die CMC.

[83], welche ein Modell zur Packung von Phospholipiden in Bilayern beschreiben. Da Phos-
phatidylcholine zu den kegelférmigen Phospholipiden gehoren, ist schnell ein Verhaken der Fett-
sdureketten bei lamellaren Bilayern moglich und somit auch ein inhomogener

Adsorptionsprozess.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen von Kabalnov et al. [74], die ebenfalls
ein Fluorocarbon verwendeten. In diesem Fall maflen sie die Oberflachen- und Grenzfldchen-
spannungen zwischen der wéssrigen Suspension und Perfluoroctylbromid bei 22°C. Sie schétz-
ten, dass Kettenldngen mit mehr als 12 C-Atomen lénger als einen Tag bendtigen, um ein Quasi-
Gleichgewicht zu erreichen. Analog zu den hier gezeigten Ergebnissen betonen sie den Einfluss
der Diffusion auf die Grenzflichenspannung. Equilibrierungen von mehr als 24 h wurden jedoch
nicht beriicksichtigt. Zusétzlich wurde von Kabalnov et al. vor der Bestimmung der Grenzfli-
chenspannung eine Beschallung durchgefiihrt, die die Equilibrierung an der Grenzfldche be-
schleunigte. Maoglicherweise entsprechen hierdurch die gemessenen Gleichgewichts-

Grenzfldchenspannungen nicht denen der hier untersuchten Phospholipide.
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Mit der bekannten Equilibriumszeit fand die Bestimmung der Grenzfldchenspannung und des
Adsorptionsverhalten der untersuchten Phospholipide DMPC, DPPC und DSPC bei verschiede-
nen Konzentrationen statt. In Abbildung 4.9 rechts entstammt jeder Datenpunkt der spezifischen
Equilibriumszeit und einem stufenweisen Anstieg der Konzentration. Die bereits diskutierten Er-

gebnisse von DPPC sind zum Vergleich nochmal dargestellt.

Alle Lipide zeigen konstante Grenzflichenspannungen von 49 bis 55 mN/m im Konzentration-
bereich von weniger als 0,01 mM. Diese Werte entsprechen der Grenzflaichenspannung zwischen
PFPH und reinem Wasser (52 mN/m). Das bedeutet, dass die Phospholipide die Grenzflachen-
spannung in diesem Regime nicht nennenswert beeinflussen. Je nach Phospholipid-Spezies un-
terscheiden sich die Grenzflichenspannungen jedoch im niedrigen Konzentrationsbereich. Mit
steigender Konzentration liegen die Grenzflichenspannungen der einzelnen Phospholipide um
¢ ~ 0,01 mM zunehmend aufeinander. Die Streuung der Daten zwischen drei unabhéingigen
Messungen korreliert im mittleren Konzentrationsbereich mit dem bereits beschriebenen zwei-
phasigen Ko-Existenzbereich zwischen ca. 40 und 27 mN/m. Auflerhalb der Ko-Existenz einer
fliissigen und einer festen Phase bildet sich nur eine Phase (fliissig fiir > 40 mN/m und fest fiir
<27 mN/m) aus. Im Diagramm weif3t dieser Bereich sehr kleine Fehlerbalken auf. Daraus ist zu
schlieBen, dass die Streuung der Daten zwischen unabhéngigen Messungen nicht auf die Mess-
technik zuriickzufiihren ist, sondern auf die mangelnde Reproduzierbarkeit der Probenpriparation
im Zweiphasenbereich. Die Variation der Mikrostruktur der fliissigen und festen Phase im Zwei-

phasenbereich verursacht hier die Abweichungen.

Sprunghaft tritt beit DMPC und DPPC die Abnahme der Grenzflachenspannung mit zunehmender
Konzentration ¢ auf, begriindet mit dem bereits diskutierten Ko-Existenzbereich. Dies kann zu
einer moglichen Ungenauigkeit der berechneten CMC fiihren (vgl. Tabelle 4.3). Die Berechnung
der CMC basiert auf der Schnittstelle der Steigungslinie aus dem Abfall der Grenzfldchenspan-
nung und der linearen Regression der Datenpunkte des Plateaus. Ein besonders steiler Abfall re-
sultiert in einem Schnittpunkt, der bei deutlich niedrigeren Konzentrationen liegt und daher
kritisch zu betrachten ist. Im Gegensatz dazu ist der Abfall der Grenzflichenspannung durch
DSPC weniger stark ausgepragt, bedingt durch die sterische Hinderung der Fettsdaureketten wih-

rend des Adsorptionsprozesses. Dies flihrt zu einer deutlich hoheren CMC von 0,998 mM.
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Tabelle 4.3: Kritische Mizellkonzentration (CMC) und geringste Grenzflaichenspannung y,i, = S mit n = 3 Experi-
menten der untersuchten Phospholipide, gemessen mit der Du Noiiy-Ringmethode. Die Grenzflichenkonzentration
I’ und die minimale Fliche pro Phospholipidmolekiil Amin, berechnen sich aus der Steigung.

Ymin +s/

Phospholipid CMC/ mM mN m-! I' / mol m Amin | A2
DMPC 0,185 17,42 + 0.62 7,24 - 10° 22,94
DPPC 0,136 25,03 + 1.40 8,27 - 10° 20,08
DSPC 0,998 26,03 +0.01 2,50 - 10°° 67,51

Die niedrigste gemessene Grenzflichenspannung fiir DPPC betrdgt 25,03 mN/m bei einer Kon-
zentration von 0,12 mM. Bei DMPC sinkt die Grenzflichenspannung noch weiter ab
(17,42 mN/m bei einer Konzentration von 1 mM). Fiir DSPC ergibt sich die niedrigste ermittelte
Grenzfldchenspannung von 26,03 mN/m bei einer Konzentration von 2 mM. Sterische AbstoBung
der Kohlenwasserstoffketten ist wahrscheinlich die Ursache fiir den Unterschied in der Grenzfla-
chenspannung, wie es auch fiir die Equilibriumszeit der Phospholipide zu beobachten ist. Dariiber
hinaus fiihren ldngere Kettenldngen offensichtlich zu hoheren Gleichgewichts-Grenzfldchenspan-
nungen, was wahrscheinlich auf eine abnehmende Grenzflichenpenetration zuriickzufiihren ist.
Dies wiederum fiihrt zu niedrigeren Grenzfldchenkonzentrationen, wie auch von Kabalnov et al.
beobachtet [74]. Die Autoren betonen, dass die Grenzflichenspannungen mit zunehmender Ket-
tenlédnge abnehme, gleichzeitig aber Kettenldngen, die langer als (C13)2PC sind, den Trend nicht
fortsetzen. Gleichgewichtsexperimente flir Fettsdureketten, die langer als (C13)2PC sind, fiihrten
bei Kabalnov et al. zu keinem erfolgreichen Ergebnis, sodass Gleichgewichts-Grenzfldchenspan-
nungen flr lange Fettsdureketten bisher nicht zu bestimmen sind. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen, dass die Grenzflichenspannungen auch bei langeren Fettséurekettenldngen als Ci3 mess-
bar sind und eine Gleichgewichtseinstellung mdéglich ist. Allerdings nehmen diese Messreihen
(168 h=7 Tage =0,6 x 10° s) eine deutlich lingere Zeitspanne in Anspruch als sie in den Ver-

suchsaufbauten von Kabalnov et al. zu finden ist [74].

Neben der Bestimmung der CMC und der niedrigsten erreichbaren Grenzflichenspannung er-
moglicht die Auftragung des Grenzflichenspannungs-Konzentrations-Diagramms die Bestim-

mung der Grenzfldchenkonzentration I" iiber die Gibbsche Adsorptionsisotherme:

-2, - 565, o5
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Hier ist ¢y die Konzentration der Phospholipide, R die Gaskonstante und 7 die absolute Tempe-
ratur. Aus der Grenzfldchenkonzentration ldsst sich iiber die Avogradro-Konstante N4 die mini-

male Flache pro Molekiil 4, bestimmen:
Amin = m . (46)

Die Berechnung der Grenzflichenkonzentration /" und der daraus resultierenden Flache Amin pro
Phospholipidmolekiil nach den Gleichungen (4.5) und (4.6) ist aus der jeweiligen Verdnderung
der Grenzflichenspannung des 7y iiber cp-Diagramms moglich und in Tabelle 4.3 aufgelistet. Ab-
bildung 4.9 links weist die Schwierigkeiten der Berechnungsmethode auf: Aufgrund des bereits
starken Abfalls der Grenzflichenspannung und der daraus resultierenden Steigung, welche der
Flachenbestimmung zugrunde liegt, ergibt sich fiir die Phospholipide DMPC und DPPC eine ver-
hiltnismiBig kleine Fliche von 23 bzw. 20 A2 In der Literatur beschreiben Li et al. [68] die
mittlere Fliche von DPPC mit 61 A?, Toimil et al. [84] mit 55,1 A? und Hildebrandt et al. [69]
mit 40 A%. Ahnliche Flichen sind fiir das Phospholipid DMPC in der Literatur hinterlegt (53,2 A2
[85] bzw. 61,2 A% [86]). Fiir beide Lipide ist die mittlere Fliche somit mehr als doppelt so grof
wie die hier bestimmten GroBen. Die gemessene Flache fiir DSPC in dieser Arbeit stimmt mit der
Literatur weitgehend iiberein (Chou und Chu [87], 60 A?). Dies liegt an dem flachen Abfall der
Grenzflichenspannung im mittleren Konzentrationsbereich statt der sprunghaften Anderung, wie
sie bei DMPC und DPPC auftritt. Grundsétzlich ist die Bestimmung mittels y vs. ¢p Diagramm
und der Du Noiiy-Ring Tensiometrie also mdglich, jedoch aufgrund der sprunghaften Anderung

der Grenzflichenspannung, insbesondere fiir DMPC und DPPC, ungenau.

Die Temperatur stellt einen weiteren Faktor dar, der Einfluss auf die Grenzfldchenspannung und
somit den Adsorptionsprozess nehmen kann [88]. Die bis hier diskutierten Messungen fanden bei
20°C statt. Hohere Temperaturen, die auch oberhalb der Ubergangstemperatur der jeweiligen

Phospholipide liegen, sind nachfolgend diskutiert.
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4.4 Temperatureinfluss auf die Grenzflachenspannung

Jedes Phospholipid besitzt eine so genannte Ubergangstemperatur T, bei der sich ihr Zustand
andert. Unterhalb dieser Temperatur zeigen sich die Phospholipid-Mono- oder Bischichten in ei-
nem gelartigen und schlecht beweglichen Zustand, wihrend sie oberhalb dieser Temperatur an
Beweglichkeit gewinnen und eine fliissigere Konstitution erreichen. Durch die erh6hte Fluiditit
verdandert sich auch der Anlagerungsprozess an die Grenzfldche. Grundsatzlich besitzen Phos-
pholipide mit langen, gesittigten Fettsiureketten eine hohere Ubergangstemperatur als kurzket-
tige, ungesattigte Phospholipide. Jedoch fillt dieses Verhalten mit zunehmender Kettenldnge
nicht gleichermallen ins Gewicht [89]. Neben der Kettenldnge spielt vor allem auch der Sétti-
gungsgrad der Fettsduren, die Kopfgruppe sowie die Reinheit der Lipide eine Rolle. So ist gerade
bei natiirlichen Phospholipiden mit gro3eren Unreinheiten und unterschiedlichen Lipiden im Ge-
misch die Ubergangstemperatur nicht exakt zu bestimmen, sondern zeigt sich stattdessen als Tem-

peraturbereich [90,91].

Aufgrund des Temperatureinflusses auf die Konformitit der Phospholipide ist eine Uberpriifung
des Einflusses auf die Grenzflichenspannung notwendig. Entsprechend der vorangegangenen
Untersuchungen ist auch hier die zeitabhidngige Messung zum Erreichen des Quasi-Gleichge-
wichtszustands durchzufiihren, um folgend die Grenzflichenspannung konzentrationsabhéngig
zu bestimmen. Tabelle 4.4 zeigt die vom Hersteller angegebenen Ubergangstemperaturen der drei
Phospholipide. Anhand der Ubergangstemperatur lisst sich bereits erahnen, dass die unterschied-
lichen Kettenldngen eine Temperaturabhéngigkeit der Grenzflachenspannung zur Folge haben.
Aufgrund seiner Ubergangstemperatur bei 24°C und damit der Nihe zur Raumtemperatur, kam

das Lipid DMPC fiir die Untersuchungen in Abbildung 4.10 nicht zum Einsatz.

Tabelle 4.4: Ubergangstemperatur 7. der jeweiligen Phospholipide sowie die untersuchten Temperaturen T unter-
halb (T < T¢) und oberhalb (7 > T.) der Ubergangstemperatur fiir die Phospholipide DPPC und DSPC.

Phospholipid T./°C T<T./°C T>T./°C
DMPC 24 - -
DPPC 41 36 48

DSPC 55 48 60
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Abbildung 4.10: Grenzflachenspannung y als Funktion der Zeit t in Abhédngigkeit von der Temperatur fiir die Phos-
pholipide DPPC und DPSC bei einer Konzentration von 0,1 mM. Links: Einstellung des Quasi-Gleichgewichts un-
terhalb der jeweiligen Ubergangstemperatur T,. Rechts: Einstellung des Quasi-Gleichgewichts oberhalb der
jeweiligen Ubergangstemperatur T,. Es sei auf die unterschiedliche Zeitspanne der x-Achse hingewiesen.

Um den Temperatureinfluss effektiv messtechnisch zu erfassen, wurden fiir die untersuchten
Phospholipide eine Temperaturdifferenz von 5°C unterhalb der 7. von DPPC und 5°C oberhalb
der 7. von DSPC festgelegt. Zudem erfolgte ein direkter Vergleich beider Phospholipide bei
48°C. Somit liegen Messreihen fiir beide Lipide unterhalb (Abbildung 4.10 links) und oberhalb
(Abbildung 4.10 rechts) der Ubergangstemperatur vor.

Fiir beide Lipide liegt die Grenzflichenspannung zu Beginn bei 55 mN/m, entsprechend der
Grenzflachenspannung zwischen dem Fluorocarbon und reinem Wasser. Diese Beobachtung ist
unabhingig von der vorherrschenden Temperatur. Innerhalb der ersten 10 Stunden sinkt die
Grenzflichenspannung beider Phospholipide ab. Im Vergleich erreicht DPPC schlussendlich ei-
nen niedrigeren Endwert von 19,5 mN/m als DSPC mit 24,2 mN/m (Abbildung 4.10 links). Ana-
log zu den bereits beschriebenen Ergebnisse in Kapitel 4.3 geht die ausgeprigte Absenkung der
Grenzfldchenspannung durch DPPC mit der geringen sterischen Hinderung einher. Anfédnglich,
wenn kleine Messdauern einen groBen Einfluss auf die Anderung der Grenzflichenspannung ha-
ben, sind groBere Fehlerbalken zu erkennen als im Endzustand. Die Phospholipide sind unterhalb
der Ubergangstemperatur nach wie vor in einem gelartigen und schlecht beweglichen Zustand,
sodass der Anlagerungsprozess inhomogen verlduft. Daraus resultieren grof3ere Unterschiede in

der gemessenen Grenzfldchenspannung und hohere Standardabweichungen. Dennoch zeigen die
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Ergebnisse im Vergleich zu 20°C, dass bereits eine leichte Temperaturerh6hung zu einem schnel-

leren Anlagerungsprozess fiihrt.

Mit Erhéhen der Temperatur oberhalb der jeweiligen 7. (Abbildung 4.10 rechts) beschleunigt
sich der Adsorptionsprozess erneut. Die Grenzflichenspannung beider Phospholipide verringert
sich innerhalb von weniger als einer Stunde auf unter 20 mN/m und erreicht einen Minimalwert
von 14,8 = 0,33 mN/m (DPPC) bzw. 18.4 + 1,4 mN/m (DSPC). Bereits nach einer Stunde weisen
die gemessenen Werte eine geringe Standardabweichung auf. Dies weist auf einen abgeschlosse-
nen Adsorptionsprozess hin. Gleichzeitig ist zu erkennen, dass unabhingig von der Kettenldnge
bei Temperaturen oberhalb der 7. die Messergebnisse beider Phospholipide aufeinanderliegen.
Im Zustand hoher Beweglichkeit hat demnach die Kettenldnge keinen Einfluss auf die Grenzfli-
chenspannung. Durch die erhohte Fluiditdt der Phospholipide findet eine schnellere Adsorption
an die Grenzflache statt. Gleichzeitig erhoht sich durch die hohere Temperatur die Diffusionsge-
schwindigkeit und beschleunigt somit den Anlagerungsprozess. Die sterische Hinderung durch
die Fettsdureketten ist nicht mehr zu erkennen, da die hohe Beweglichkeit der vorherrschende

Mechanismus ist.

Demzufolge sind niedrigere Equilibriumszeiten bei hoheren Temperaturen moglich. Ein direkter
Vergleich der Equilibriumszeiten bei den untersuchten Temperaturen in Abbildung 4.11 veran-
schaulicht die Verkiirzung des Anlagerungsprozesses. Fiir das Lipid DPPC sind bei 20°C 48 h
notwendig, bis das Gleichgewicht erreicht ist. DSPC bendtigt bei 20°C jedoch 168 h. Oberhalb
der 7. kann die Equilibriumszeit bei beiden Lipiden auf 24 h reduziert werden. Dies ist in der

fliissigeren Konstitution begriindet.

Fir die Durchfiihrung der konzentrationsabhidngigen Messungen bei hoheren Temperaturen
sorgte die kiirzere Equilibrierung fiir eine Beschleunigung der Versuchsdurchfiihrung. Auch bei
hoheren Temperaturen ist die anféngliche Grenzflichenspannung bei sehr niedrigen Konzentra-
tionen ¢ < 0,01 mM im Wertebereich von reinem Wasser und PFPH. Mit erhohter Lipid-Menge
sinkt die Grenzfldchenspannung erwartungsgemif3 ab. Abbildung 4.12 verdeutlicht links, dass
DPPC unterhalb von 7. einen Minimalwert von 19,3 mN/m (c¢= 0,1 mM) erreicht, wihrend der
Minimalwert fiir DSPC bei 24,2 mM liegt (¢ = 0,7 mM). Diese Ergebnisse stimmen mit den Ver-
suchen bei 20°C aus Kapitel 4.3 iiberein. Das bedeutet, dass zwar die Dynamik der Anlagerung

durch die Temperatur beeinflusst wird, nicht aber die Gleichgewichts-Grenzflichenspannung, so-
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200

DPPC DSPC

Abbildung 4.11: Vergleich der erforderlichen Zeit fiir die Equilibrierung % der Phospholipide DPPC und DSPC bei
unterschiedlichen Temperaturen. Die Equilibrierzeit ist jeweils oberhalb des Balkens als Zahl dargestellt.

fern die Phospholipid-Monoschichten ihren gelartigen Zustand unterhalb der 7. nicht verlassen.
Oberhalb von 7., wie in Abbildung 4.12 rechts gezeigt, stellen sich deutlich niedrigere Gleichge-
wichts-Grenzflachenspannungen ein. Der Verlauf beider Phospholipide iiberlappt oberhalb der
jeweiligen 7. und zeigt einen starken Abfall der Grenzfldchenspannung fiir beide Phospholipide
auf 13,7 mN/m fir DPPC (¢ = 0,5 mM) bzw. auf 14,3 mN/m fiir DSPC (¢ = 0,075 mM). Die
Kettenldnge und die sterische Hinderung haben oberhalb der 7. keinen Einfluss mehr, da die er-
hohte Fluiditit ein engeres Zusammenlagern der Lipide erlaubt. Somit sorgt die hohere Phos-
pholipidbeweglichkeit nicht nur fiir die Beschleunigung des Anlagerungsprozesses, sondern auch

fiir ein Herabsetzen der minimalen Grenzflachenspannung.

Die an der Grenzfliche erhdhte Phospholipid-Interaktion zeigt sich vor allem auch in der berech-
neten hohen Gibbschen Adsorptionsisothermen und somit in der sehr kleinen Flache pro Molekiil.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.5 aufgelistet. Die aus der Steigung nach den Gleichungen (4.5)
und (4.6) berechnete Flidche pro Molekiil sinkt fiir beide Phospholipide oberhalb der 7. auf etwa
5 A2 ab. Berechnungen von Li et al. [68], welche die Fliche pro Molekiil von DPPC an Chloro-
form berechneten, zeigen fiir DPPC eine Fliche von 61 A2, Auch Hildebrandt et al. [69] berichten
von einer Fliche von 41 A2, ein Wert, der ebenfalls weit von den hier dargestellten Ergebnissen
abweicht. Die Diskrepanz ist vermutlich der ungeeigneten Berechnungsmethode fiir diesen Fall

zuzuschreiben. Der Abfall der Grenzflachenspannung geht sehr schnell vonstatten und ist zeitlich
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Abbildung 4.12: Anderung der Grenzflichenspannung y iiber die Konzentration ¢ der Phospholipide DPPC und
DSPC bei verschiedenen Temperaturen. Links: Anderung der Grenzflichenspannung unterhalb der jeweiligen Uber-
gangstemperatur T,. Rechts: Anderung der Grenzflichenspannung oberhalb der jeweiligen T,.

nicht entsprechend aufzuldsen. Die resultierende Steigung fiihrt daher zu einer kleinen Flache pro
Molekiil. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass die Phospholipide in Doppel- oder Dreifachli-
pidschicht an der Grenzfldache vorliegen [92,93]. Eine Alternative Berechnungsmethode stellen
Li, Miller und Mohwald [68] vor. Sie nutzen statt der konzentrationsabhingigen Berechnung der
minimalen Flache einen zeitabhéngigen Ansatz aus dem Erreichen des Quasi-Gleichgewichts.
Dazu ist die Gleichgewichtsgrenzflichenspannung gegen unendlich extrapoliert und fiir eine
Konzentration aufgetragen. Im folgenden Kapitel findet eine Betrachtung dieser Berechnungs-
weise fiir die Bestimmung der Fliche pro Molekiil und der Vergleich mit der konzentrationsab-
hingigen Berechnung statt.

Tabelle 4.5: Vergleich der CMC in mM und der Mindestfléiche Amin pro Molekiil in A% sowie die minimale gemes-

sene Grenzflachenspannung ¥ ,,i, fiir die untersuchten Phospholipide DPPC und DSPC jeweils unter- und oberhalb
der Ubergangstemperatur Te.

g‘:;‘;t‘;gf;‘:) CMC / mM Amin 1 A2 YominE 5/ mN m™
DPPC (36°C) 0,100 53 1931 £ 0,93
DPPC (48°C) 0,101 4,7 13,67 + 0,45
DSPC (48°C) 0,101 41,6 24,16+ 1,47
DSPC (60°C) 0,103 4,7 1434 + 134
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4.5 Konzentrations- und zeitabhangige Berechnung der Fla-
che pro Molekiil

Grundsétzlich erfolgt die Bestimmung der Flache pro Molekiil A4,.:» aus der Grenzflachenkonzent-
ration I (vgl. Gleichung (4.6)). Diese kann wiederum auf unterschiedliche Art und Weise berech-
net werden. Im vorherigen Kapitel erfolgte die Berechnung der Grenzflachenkonzentration aus
der Steigung eines Grenzflaichenspannungs-Konzentrations-Diagramms mit Hilfe der Gleichung
(4.5). Wie bereits diskutiert liegt die Problematik dieser konzentrationsabhéngigen Berechnung
bei hohen Temperaturen in der schwierigen Auflosung der angfanglichen Verdnderung der
Grenzfldchenspannung. Die daraus resultierende Steigung flihrt zu besonders kleinen Flachen pro
Molekiil. Die Grenzflichenkonzentration ist alternativ auch iiber einen zeitabhéngigen Ansatz zu
bestimmen. Li, Miller und Mohwald [68] verfolgen diesen Ansatz bei der Berechnung der Fliache
pro Molekiil und extrapolieren die Gleichgewichtsgrenzflichenspannung. Dazu wird eine zeitab-
hiangige Messung der Grenzflichenspannung bei einer bestimmten Konzentration ¢ herangezo-
gen. Als Ergebnis der zeitabhingigen Berechnungsweise ergibt sich der Diffusionskoeffizient D
als charakteristische Grof3e fiir den Adsorptionsprozess der Phospholipide. Entsprechend der Dar-
stellung in Abbildung 4.13 links findet hierzu eine Auftragung der gemessenen Grenzflachen-
spannung y iiber v/t statt. Fiir die Phospholipide DPPC und DSPC ist der Anlagerungsprozess
oberhalb und unterhalb der jeweiligen Ubergangstemperatur und bei einer Konzentration von
0,1 mM gezeigt. Der Diffusionskoeffizient berechnet sich aus der Steigung dy /d+/t, welche den
anfianglichen Abfall der Grenzfldchenspannung beschreibt. Mathematisch ergibt sich der diffusi-

onskontrollierte Adsorptionsmechanismus nach Ward und Tordai [94] zu

ay — 2
2| = —2RTc, \E : 4.7)

mit R als universelle Gaskonstante, 7" als absolute Temperatur und ¢y als Tensid-Konzentration.
Durch Umstellen der Gleichung ergibt sich der Diffusionskoeffizient fiir das jeweilige Phospholi-
pid bei entsprechender Temperatur. Die Zahlenwerte sind in Tabelle 4.6 aufgelistet. Fiir die Be-
stimmung der Grenzflichenkonzentration I' mittels zeitabhéngiger Methode ist das Erreichen des
Gleichgewichtszustandes notwendig. Dazu erfolgt die Auftragung der Grenzflachenspannung y
iiber 1/4/t (Abbildung 4.13 rechts) Die Darstellungsweise ist bereits aus Kapitel 4.3 bekannt,

wurde dort allerdings lediglich fiir die Bestimmung der Gleichgewichtsgrenzflachenspannung
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Abbildung 4.13: Links: Auftragung der Grenzfldchenspannung y(t) gegen Vit zur Bestimmung des Diffusionsko-
effizienten der Phospholipide DPPC und DSPC jeweils oberhalb und unterhalb der Ubergangstemperatur bei einer
Konzentration von 0,1 mM. Rechts: Auftragung der Grenzfldchenspannung y () gegen 1Vt zur Bestimmung der
Gleichgewichtsgrenzflachenspannung durch Extrapolation fiir die Phospholipide DPPC und DSCP unter- und ober-
halb der Ubergangstemperatur bei einer Konzentration von jeweils 0,1 mM.

heranzgezogen. Die Hansen-Joos Gleichung beschreibt mathematisch die Extrapolation von t —

oo zur Bestimmung der Grenzflichenkonzentration

dy S
[d(l/\/t)] T o \/; (4.8)

t—oo

und ist in Abbildung 4.13 rechts dargestellt. Die Gleichgewichtsgrenzflachenspannung ist fiir die
Phospholipide DPPC und DSPC oberhalb und unterhalb der Ubergangstemperatur und bei einer
Konzentration von 0,1 mM bestimmt. Die Steigung dy /d (1/+/t) berechnet sich aus dem linearen
Fit der niedrigsten gemessenen Grenzflichenspannungen, extrapoliert gegen unendlich. Aus Glei-
chung (4.8) lésst sich iiber die berechnete Grenzflachenkonzentration /" und der Avogadro-Kon-
stante N4 die minimale Fliche pro Molekiil A4,» nach Gleichung (4.6) bestimmen. Die
Berechnung der Grenzfldchenkonzentration iiber die zeitabhingige Methode hat den Vorteil, dass
Schwankungen aufgrund des Adsorptionsprozesses auszuschliefen sind. Da der Adsorptionspro-
zess zu Anfang stattfindet, ist dieser nicht ausreichend genau aufzulésen. Der Vergleich beider
Methoden zeigt daher, dass iiber die konzentrationsabhingige Berechnungsweise eine deutlich
unterschitzte Fliche pro Molekiil berechnet wird, wihrend die Extrapolation als Grundlage so-

wohl fiir DPPC als auch fiir DSPC Flichen ausgibt, die mit Literaturwerten zu vergleichen sind.
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Abbildung 4.14: Vergleich der Flache pro Molekiil Amin fiir die Phospholipide DPPC und DSPC jeweils oberhalb
und unterhalb der Ubergangstemperatur. Dargestellt als gestrichelte Balken ist der Ansatz iiber die Extrapolation der
Gleichgewichtsgrenzflichenspannung t — oo zur Bestimmung der Isothermen und die daraus berechnete Fliche
nach Li, Miller und Mohwald [68]. In schwarz aufgetragen ist die Berechnung der Isothermen iiber die Steigung bei
konzentrationsabhéngiger Auftragung der Grenzflaichenspannung.

Die berechneten Flachen pro Molekiil mittels zeit- und konzentrationsabhingiger Methode fiir
die Phospholipide DPPC und DSPC sind in Abbildung 4.14 dargestellt. Fiir jedes Phospholipid
fand die Berechnung jeweils oberhalb und unterhalb der Ubergangstemperatur statt. Gestrichelte
Balken zeigen den Ansatz der Extrapolation. Die daraus berechnete Fldche pro DPPC Molekiil
betrigt 50,6 bzw. 46,7 A2 (bei 36 bzw. 48°C), fiir DSPC ergibt sich an einer Grenzfliche zwi-
schen PFPH und einer Lipid-Suspension eine minimale Fliche von 37,3 bzw. 42,1 A? (48 und
60°C). Diese Werte stimmen beispielsweise mit den experimentellen Daten von Hildebrandt et
al. weitgehend iiberein (42 A2 fiir DPPC) [69]. Dariiber hinaus ist ein Unterschied der berechneten
Flichen trotz unterschiedlicher Temperaturen als Versuchsgrundlage mit < 5 A2 sehr gering, so-
dass die zeitabhinige Berechnungsweise deutlich bessere Ergebnisse liefert. Uberraschend ist die
Ubereinstimmung beider Methoden fiir die berechnete Fliche von DSPC bei 48°C. Die Vermu-
tung liegt nahe, dass die Temperaturerhohung die sterische Hinderung durch die Fettsdureketten
nicht génzlich kompensiert. Der Adsorptionsprozess ist daher langsam genug, um diesen in der
konzentrationsabhdnigen Berechnungsweise messtechnisch aufzulésen und fiihrt somit nicht zu

einer Unterschitzung der berechneten Fldche.
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Der Datenvergleich in Tabelle 4.6 zeigt dariiber hinaus, dass im Rahmen der Standardabweichung
die extrapolierte Gleichgewichtsgrenzflichenspannung als auch die minimale Grenzfldchenspan-
nung aus der konzentrationsabhdngigen Auftragung iibereinstimmen. Somit ist die Annahme der
minimalen Fliche pro Molekiil iiber den y - 1/vt- Graphen verlisslich. Fiir die Einordnung des
Diffusionskoeffizienten, welcher anfangs mittels Gleichung (4.7) berechnet wurde, ist im Folgen-
den der translaterale Diffusionskoeffizient nach Stokes-Einstein zum Vergleich berechnet. Die
Berechnung ist hier am Beispiel von DPPC gezeigt. Der zugrundeliegende hydrodynamische
Durchmesser des DPPC- Molekiils von R, = 5,06 A ist der Publikation von Walder et al. entnom-
men [95]. Der Diffusionskoeffizient berechnet sich nach

SE _ kp T
6T Nione.Rn

(4.9)

mit & als die Boltzmann-Konstante, 7" der jeweiligen Temperatur und #on. der dynamischen Vis-
kositédt der kontinuierlichen Phase (Wasser). Damit ergeben sich folgende Diffusionskoeffizien-
ten fiir DPPC bei verschiedenen Temperaturen: D5E3oc = 6,15 x 10713 m?/s, DSEygoc = 7,55 x 107
' m%s und D%gpc = 1,03 x 10712 m?/s. Die experimentell bestimmten Koeffizienten liegen im
selben GroBenbereich und sind erwartungsgemif grofer bei erhohter Temperatur. Die Ketten-
lange selbst fiihrt zu einem grofBeren Diffusionskoeffizienten bei kiirzerer Fettsdurekette, sodass
trotz der deutlich geringeren sterischen Hinderung bei hoher Temperatur diese nicht génzlich aus-

zuschlieBen ist.

Tabelle 4.6: Tabellarischer Vergleich des Diffusionskoeffizienten D aus der Extrapolation sowie die berechnete
minimale Fldche pro Molekiil Amine aus der Extrapolation und Amin,Gisss aus der konzentrationsabhidngigen Berech-
nungsweise. Vergleich der Gleichgewichtsgrenzflachenspannung y, fiir £ — oo fiir die Phospholipide DPPC und
DSPC bei einer Konzentration von 0,1 mM, jeweils unter- und oberhalb der Ubergangstemperatur und der minimalen
Grenzflichenspannung ¥ ,,;n aus den experimentellen Daten.

Phospholipid i Anmin, Gibbs / YexS YmintS
(Temperatur) D/mes? Anin, £/ A2 Az / mN m! / mN m!
DPPC (36°C) 2,43 x 1071 50,6 5,3 18,50+ 0,72 19,31 +0,93
DPPC (48°C) 2,30 x 10712 46,7 4,7 14,11 £0,00 13,67 +0,45
DSPC (48°C) 1,14 x 10713 37,4 41,6 24,53 £0,60 24,16+ 1,47
DSPC (60°C) 1,23 x 10712 42,1 4,7 12,31 +£0,10 14,34+ 1,34
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Aufgrund der vorliegenden Daten ist fiir die Bestimmung der Flache pro Molekiil daher die Me-
thode nach Li, Miller und Mohwald [68] zu bevorzugen. Dies gilt insbesondere dann, wenn die
Phospholipide Ko-Existenzen zwei verschiedener Zustinde in dem Konzentrationsbereich auf-
weisen, welcher fiir die Bestimmung nach Gibbs heranzuziehen ist. Auch fiir zu schnelle Anla-
gerungsprozesse, welche nicht entsprechend genau aufzuldsen sind, bietet der zeitabhéngige

Berechnungsansatz die bessere Alternative.

4.6 Schlussfolgerungen

Die Untersuchung der Du Noiiy-Ringmethode zur Messung von Grenzflachenspannungen zwi-
schen einer wéssrigen Phospholipid-Suspension und dem Fluorocarbon PFPH konzentrierte sich
auf deren Validitat und mogliche Schwierigkeiten der Messgenauigkeit. Messtechnische Arte-
fakte konnen durch den physischen Kontakt des Du Noiiy-Rings mit der Grenzfldche und seiner

Storung der Phospholipid-Monoschicht sowie durch die Relaxationsphase entstehen.

Die Ergebnisse zeigen, dass das gemessene System eine gewisse Zeit braucht, um sich von der
physikalischen Stérung zu regenerieren. Der Ring hat allerdings nur eine kurzfristige, jedoch
keine mittel- oder langfristige Wirkung auf die Grenzfldche und stort die Schicht der Phospholi-
pide lediglich reversibel. Zuséatzlich dienten Messungen mit dem Spinning Drop Tensiometer als
nicht-invasives, aber zeitaufwéndiges Verfahren zum Vergleich. Der Du Noiiy-Ring ist, insbe-
sondere im Zusammenhang mit unbekannten Systemen, eine sehr leistungsfihige Methode.
Durch parallele Probenprédparation und einem schnellen Messprozess sind auf einfache Weise
groBBere Datensétze zu erhalten und weitere Parameter fiir die Charakterisierung des Systems ab-
zuleiten. Dies gilt insbesondere fiir PFPH und Wasser und dhnliche Systeme, die aufgrund nahezu
identischer Brechungsindizes mit Techniken wie PAT nicht messbar sind. Die Du Notiy-Ring-

methode verbleibt momentan daher als einzige praktikable Alternative.

Die Du Noiiy-Methode fand Anwendung zur Bestimmung der Grenzfldchenspannung zwischen
Fluorocarbon und Wasser mit Lipiden unterschiedlicher Kettenldngen bei gleichen Kopfgruppen
(DMPC und DSPC). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass lingere Fettsdureketten (Cis PC)

mehr Zeit (168 h) benotigen, um an der Grenzflache zu adsorbieren, was wahrscheinlich auf eine
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zunehmende sterische Obstruktion und hydrophobe Wechselwirkungen mit zunehmender Ket-
tenlédnge zuriickzufiihren ist. Das Phospholipid DMPC mit der kiirzesten Kettenldnge (Ci4 PC)

fiihrt zu der niedrigsten Grenzflachenspannung von 17,42 mN/m bei Raumtemperatur.

Die Temperatur beeinflusst ebenfalls die Grenzflichenspannung und zeigt, dass die sterische Ob-
struktion bei langen Fettsdureketten geringer ausgepragt ist. Dies verdeutlicht auch die vorhande-
nen Unterschiede im Diffusionskoeffizienten. Temperaturen unterhalb der Ubergangstemperatur
fiihren zu einem schnelleren Anlagerungsprozess im Vergleich zur Raumtemperatur, die erreichte
Gleichgewichtsgrenzflichenspannung dndert sich jedoch nicht. Mit einer Temperatur oberhalb
der Ubergangstemperatur der Phospholipide beschleunigt sich der Adsorptionsprozess erneut. Im
Gegensatz zu Temperaturen unterhalb der Ubergangstemperatur geht dies gleichzeitig mit der
Reduktion der minimal zu erreichende Grenzflichenspannung einher. Die Phospholipide DPPC

und DSPC zeigen keinen Unterschied in ihrem Anlagerungsprozess.

Der durchgefiihrte Berechnungsvergleich fiir die minimale Flache pro Phospholipid-Molekiil
weist die Grenzen der Bestimmungsmoglichkeit tiber die konzentrationsabhéngige Methode auf
und beschreibt die zeitabhidngige Methode als eine gute Alternative. Aufgrund des schnellen Ab-
falls der Grenzflachenspannung im mittleren Konzentrationsbereich ist eine messtechnische Auf-
16sung nicht genau genug, um daraus mittels konzentrationsabhingiger Methode die Flache pro
Molekiil zu bestimmmen. Dariiber hinaus erschwert die Ko-Existenz der Phospholipidzustinde
die Genauigkeit. Der zeitabhingige Ansatz ist unabhingig davon und fiihrt zu Flichen, die auch

in der Literatur bereits beschrieben sind.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse aus den erstmals gemessenen Grenzflachenspannungen zwi-
schen einer Phospholipid-Suspension und dem Fluorocarbon PFPH sind notwendig, um diese auf
pharmazeutische Emulsionen anzuwenden und deren Eigenschaften zu optimieren. Dies ist fiir
den angestrebten Herstellungsprozess fiir Liposomen iiber Zentrifugation von Nanoemulsion re-
levant. Es stellt sich die Frage, inwieweit sich die Verdnderung der Eigenschaften von Emulsio-
nen durch die Stabilisierung mit Phospholipiden auf die Transformation von Emulsionen in
Liposomen nach dem Phasentransfer auswirken. Diese Fragen gilt es in den Kapiteln 5 und 6 zu

beantworten.
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Kapitel 5

Charakterisierung von Fluorocarbon-
Emulsionen’

5.1 Stand der Technik und Zielsetzung

Emulsionen sind ein Mehrphasensystem, welche in vielen Bereichen des alltdglichen Lebens vor-
kommen. Dies kdnnen beispielsweise Lebensmittel wie Milch oder verschiedene Cremes wie z.B.
Sonnencreme sein [19]. Sie alle haben gemeinsam, dass eine Entmischung beider Phasen uner-
wiinscht ist und stattdessen eine lange Haltbarkeit gewihrleistet sein sollte. Die Untersuchung
von Emulsionsstabilititen, insbesondere Langzeitstabilitdten ist daher wesentlicher Bestandteil
der Forschung. Dazu bestehen verschiedene Moglichkeiten, welche im Folgenden beschrieben

sind.

Die Langzeitstabilitdit von Emulsionen ist beispielsweise gut im Zentrifugalfeld zu analysieren.
Die auftretenden Instabilitdtsmechanismen gehen aufgrund der Zentrifugalkrifte schneller von-
statten und ist von verschiedenen Autoren [97-99] auf diese Weise untersucht worden. Die Me-
thode erlaubt die Umrechnung der Stabilitdt im Zentrifugalfeld in die Echtzeit wihrend die

Entmischungsvorginge simultan zu beobachten sind. Die optische Zentrifuge der LUM GmbH

9 Inhalte dieses Abschnitts wurden in Advanced Materials Interfaces verdffentlicht und fiir die Dissertation iibersetzt und ange-
passt [96]. K. Ullmann, M. Meier, C. Benner, G. Leneweit, H. Nirschl, “Water-in-Fluorocarbon Nanoemulsions Stabilized by
Phospholipids and Characterized for Pharmaceutical Applications®, Advanced Materials Interfaces (1) 2021.
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ermdglicht dariiber hinaus, neben der gemessenen Sedimentation oder Aufrahmung der Tropf-

chen, die visuelle Beobachtung iiber die Anderung der Transmission im Zentrifugalfeld [100].

Andere Moglichkeiten zur Analyse der Emulsionsstabilitit sind auBerdem die mikroskopische
Betrachtung, jedoch ist diese Methode auf Tropfen grofer 1 um beschriankt. Auch die Bestim-
mung der Dielektrizititskonstanten ist besonders fiir W/O Emulsionen interessant. Die Dielektri-
zitdtskonstante beschreibt die Wechselwirkungen des Systems untereinander, die bei Anlegen
eines elektrischen Feldes entstehen kdnnen. Andert sich die Dielektrizititskonstante im oberen
und unteren Bereich der Messzelle, deutet dies auf die Stabilititsainderung der Emulsion hin
[101]. Auch das Zeta-Potential findet hdufig Anwendung zur Beschreibung der Emulsionsgiite,
beruhend auf dem Einfluss der diffusen Ionenschicht um die einzelnen Teilchen. Gro3e Potenti-

alunterschiede |[> 30 mV| beschreiben stabile Emulsionen [102].

Es sei dartiber hinaus auf das rheologische Verhalten von Emulsionen hingewiesen, denn bei einer
deutlichen Veriinderung der Viskositit ist auch auf eine Anderung der Emulsion zu schlieBen
[103]. Da die Temperatur Einfluss auf die Viskositit hat, ist im Umkehrschluss auch auf die Sta-
bilitdt der Emulsion ein Einfluss zu beobachten. Quack et al. [104] fiihrten rheologische Stabili-
tatspriifungen kosmetischer Emulsionen durch: Die Temperatur beeinflusst die Stabilitdt, da die
Reaktionskinetik zunimmt. Gleichzeitig beeinflusst die Temperatur neben der Viskositidt auch
andere physikalischen Eigenschaften der Materialsysteme wie die Dichte, und damit auch unter

Umsténden die Teilchengrof3e.

All diese Methoden sind fiir das System aus Fluorocarbon und Wasser jedoch ungeeignet: Fiir die
Zentrifugation in Scheibenzentrifugen, welche auf Messung der Tropfen iiber den Brechungsin-
dex beruht, ist die Analyse nicht mdglich, da die Brechungsindizes beider Phasen quasi identisch
sind. Das gleiche Problem ergibt sich bei der Anwendung der optischen Analysezentrifuge. Auch
eine mikroskopische Betrachtung kommt nicht in Frage, da die Emulsionstropfen deutlich unter
der Mindestgrofe liegen, welche aufgrund der Wellenldnge des Lichts gegeben ist. Transmissio-
nenelektronen-Mikroskopie (TEM) Aufnahmen sind ebenfalls aufgrund des W/O Autbaus un-
moglich, da die kontinuierliche Phase das Ol darstellt und nicht trocknen kann. Die isolatorischen
Eigenschaften von Fluorocarbonen fiihren dazu, dass keine Leitfdhigkeit zu messen ist und so-

wohl die Dielektrizitidtskonstante als auch die Messung des Zeta-Potentials keine Ergebnisse fiir
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den Aufbau Wasser-Ol liefert. Der geringe Dispersphasenanteil verringert dariiber hinaus zu ei-
nem sehr geringen Anteil die Viskositdt der Emulsion, sodass auch iiber diesen Parameter keine

Stabilitdtspriifung zu ermdoglichen ist.

Neben der Stabilitit ist die Tropfengro3e der Nanoemulsion ein entscheidender Faktor, da aus
diesen in einem weiteren Schritt die Liposomen herzustellen sind. Die Tropfen miissen klein ge-
nug fiir die nachgeschaltete Liposomenherstellung sein und dennoch grof3 genug, um eine mog-
lichst hohe Menge an Wirkstoff einzukapseln. Die Grenzen der Tropfengréfe sind auch vom
eingesetzten Emulgator und dessen Eigenschaften gegeben. So zeigten die bereits untersuchten
Grenzflacheneigenschaften verschiedener Phospholipid-Suspensionen und PFPH niedrigere
Grenzflachenspannungen von Phospholipiden mit kiirzeren Kettenldngen und einer erhohten
Temperatur. Nach dem Gibbs-Ansatz ist eine Konzentration von 150 mM notwendig, um Nano-
emulsionen mit einer Tropfengréfe von 200 nm zu stabilisieren, die anschliefend fiir die Herstel-

lung der Liposomen eingesetzt werden (vgl. Anhang A3).

Es bleiben jedoch viele Fragen offen, da das Stoffsystem der Phospholipide und Fluorocarbone
im Allgemeinen und im speziellen PFPH nicht im Detail analysiert ist. Dariiber hinaus sind die
bereits beschriebenen Probleme - die Tropfchengrofle und die Stabilitdt von W/O Emulsionen -
fiir Fluorocarbone nicht ausreichend untersucht. Obwohl von W/FC als auch FC/W Emulsionen
einige wenige Studien vorliegen, stellt die Kontrolle der Tropfchengrofle und Stabilitét nach wie
eine Herausforderung dar. Dariiber hinaus gibt es bisher noch keine Veroffentlichungen iiber
W/FC Emulsionen, die ausschlieBlich Phospholipide als Emulgatoren verwenden. FC/W Emul-
sionen zeigen, je nach verwendetem Fluorocarbon, stabile Tropfchengrof3en fiir einige Wochen
[105,106] und Monate [107], wiahrend W/FC Emulsionen grof8e Tropfchen im Mikrometerbe-
reich aufweisen [13,108]. Die Analyse von W/FC Emulsionen bietet daher nach wie vor grof3es

Potential fiir ein besseres Verstindnis.

Dieses Kapitel zeigt die Charakterisierung von W/FC Nanoemulsionen, die mit PFPH als hydro-
phobe Phase prépariert sind. Der Einfluss verschiedener Kettenldngen und verschiedener Kon-
zentrationen von Phospholipiden, die bereits in den tensiometrischen Messungen Anwendung
fanden, sind im Folgenden auf ihre Féhigkeit getestet, Wassertropfchen in PFPH zu stabilisieren.
Zusatzlich ist das Materialsystem hinsichtlich der Messtechnik und der Schwierigkeiten, die zwi-

schen einer Fluorocarbon- und einer Wasserphase auftreten, untersucht.
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Ziel dieses Kapitels ist es, die Frage zu beantworten, ob das Materialsystem von PFPH und Phos-
pholipiden zusitzlich zu seiner grundsitzlichen tensiometrischen Eignung auch in praktischer
Hinsicht fiir die Herstellung von W/FC Nanoemulsionen anwendbar ist. Dazu gehort die Unter-
suchung, ob gingige Messsysteme wie die dynamische Lichtstreuung zur Charakterisierung ge-
eignet ist und welche Artefakte bei den Messungen zu finden sind. Dariiber hinaus soll der
Vergleich mit weiteren Perfluorocarbonen zeigen, ob diese die Qualitétsanspriiche zur Herstel-
lung von Nanoemulsionen erreichen und damit prinzipiell fiir den weiteren Herstellungsprozess

zur Verfligung stehen.

5.2 Kurzzeitstabilitat von Nanoemulsionen

Fiir ein besseres Verstindnis der Fluorocarbon-Nanoemulsionen ist deren Stabilitit zu bewerten.
Das Fluorocarbon und die Phospholipid-Suspension sind dazu mittels Sonotrode zu emulgieren
(vgl. Abschnitt 2.3.2). Ein Effekt, der direkt nach der Emulgierung und spéter {iber einen Zeitraum
von mehreren Wochen auftreten kann, ist die Anderung der TropfengroBe. Fiir eine mit DPPC
stabilisierte Nanoemulsion ist eine detaillierte Entwicklung der TropfchengroBBe direkt nach der
Ultraschallbeschallung durch die DLS aufgenommen. Uber die Intensititsfluktuation, welche auf-

grund der Tropfenbewegung auftritt, erlaubt die DLS die Bestimmung derTropfengrofle.

In Abbildung 5.1 links ist die gemessene Tropfengrof3e als Funktion der Zeit fiir eine DPPC-
stabilisierte Emulsion dargestellt, welche sich aus 1 vol-% Dispersphasenanteil einer 150 mM
Stammsuspension zusammensetzt. Bezogen auf den intensitdtsgewichteten Durchmesser (,,inten-
sity mean®) sind grole Tropfchen von bis zu 1300 nm wenige Minuten unmittelbar nach der
Emulgierung festzustellen. Nach drei Stunden nimmt die Emulsion eine stabile mittlere Grof3e
der Tropfchen von 200 nm ein. Prinzipiell ist das Messergebnis des intensity mean ein iiberra-
schender und zunédchst nicht erkldrbares Phinomen. Der gemessene Verlauf suggeriert eine Ver-
kleinerung der TropfengrofBe ohne die Zufuhr von Energie. Eine Destabilisierung von Emulsionen
geht liblicherweise durch Koaleszenz mit einer Vergroferung der TropfengroBe einher. Der Ef-
fekt der Erhohung der Tropfengrofe von 100 auf 200 nm innerhalb der ersten Stunden ist im
anzahlgewichteten Durchmesser (,,number mean*) zu erkennen. Das bedeutet, dass gleichzeitig
die Gesamtropfenanzahl abnimmt. Dieser Befund wird durch den Verlauf der Zihlrate (,,derived

count rate*, DCR) unterstiitzt: Anfanglich sind mehr Streuzentren festzustellen. Nach drei Stun-
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Abbildung 5.1: Aufnahme der Tropfengréflenidnderung einer mit DPPC stabilisierten W/FC-Nanoemulsion iiber
eine Zeitspanne von 17 h nach dem Emulgierprozess. Links: Stabilisierung mit einer Konzentration von 150 mM in
der Stammsuspension. Rechts: Stabilisierung mit einer Konzentration von 300 mM in der Stammsuspension. Darge-
stellt sind der mittlere Durchmesser basierend auf Intensitit (schwarz) und Anzahl (orange) sowie die Zéhlrate in
Kilocounts pro Sekunde (kcps).

den sinkt die Zdhlrate auf einen stabilen Wert ab. Eine Erkldrung fiir diese gegenldufigen Mess-
signale kann zu diesem Zeitpunkt nicht geliefert werden, fiihrt aber zu der Frage, ob eine hohere
Konzentration an Phospholipiden in der Suspension das gleiche Phanomen zu Beginn nach dem
Emulgierprozess aufweist. In Abbildung 5.1 rechts zeigt eine 300 mM Stammsuspension von
DPPC ein gegensitzliches Verhalten innerhalb der ersten Stunden mit nahezu keiner Streuung
des intensitétsbasierten Durchmessers. Dieser beginnt bei einer Grofe von 100 nm und steigt nach
drei Stunden auf 200 nm an, was zum gleichen Verlauf fiihrt, wie der fiir den anzahlgemittelten
Durchmesser beobachtete. Im anzahlgewichteten Durchmesser und in der Zéhlrate ergeben sich

fiir beide Stammsuspensionen sehr dhnliche Verldufe.

Diese Befunde lassen zwei Schliisse zu: Einerseits, dass die Nanoemulsionen offenbar noch nicht
direkt nach der Priparation flir den Zentrifugationsprozess zu verwenden sind. Es scheint ein
Zeitraum von mindestens drei Stunden zwischen Priaparation und Zentrifugation der Tropfchen
notwendig zu sein. Andererseits zeigt sich eine von der Phospholipid-Konzentration abhéngige
messtechnische Herausforderung der dynamischen Lichtstreuung. Es ist bekannt, dass die DLS

dann fehleranfillig ist, wenn beide Stoffsysteme einen sehr dhnlichen Brechungsindex (,,refrac-
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tive index“, RI) aufweisen. Genau dies ist hier der Fall. Daher sind die Daten im folgenden Ab-
schnitt unter dem Gesichtspunkt von Messfehlern und spezifischen Merkmalen des Fluorocarbon-

Systems analysiert.

5.3 Messtechnische Herausforderung

Da Fluorocarbone einen hohen Anteil an Sauerstoff absorbieren [109], konnten auch Gasblasen
die grof3e Streuung nach der Ultraschallbeschallung beeinflussen und zu Messfehlern fiihren. Eine
Probe mit reinem PFPH wies nach der Ultraschallbeschallung Tropfchen von bis zu 800 nm auf,
obwohl keinerlei andere Komponenten vorhanden waren. Es ist zu vermuten, dass der Ultraschall
den geldsten Sauerstoff durch Kavitation freisetzt und zur Oberfldche aufsteigende Gasblasen die
Streuung im Messsignal der DLS verursachen. Je nach Phospholipid-Konzentration ist dieser Ef-
fekt unterschiedlich stark zu beobachten. Bei einer hoheren Konzentration stabilisieren die Phos-
pholipide vermutlich nicht nur die Wassertropfchen, sondern auch die Gasblasen, sodass weniger

Streuung im Intensitdtsmittel zu beobachten ist.

Um die Gasblasen aus dem System zu entfernen bzw. die Verdnderungen des Streusignals durch
die Blasen zu detektieren, wurde das reine Fluorocarbon fiir verschiedene Zeitrdume in einen
Vakuum-Exsikkator gegeben. Vorversuche haben ergeben, dass nach 30 Minuten keine signifi-
kante Verdanderung der DCR und Tropfengrof3e mehr festzustellen war, sodass zu diesem Zeit-
raum die Gasblasen vollstindig aus dem reinem Fluorocarbon mittels Vakuum entfernt waren.
Die Dauer von 30 min wurde anschlieBend auf die Entgasung der W/FC Nanoemulsionen ange-
wendet und die Verdnderungen der MessgroBBen mittels DLS analysiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 5.2 dargestellt. Es fanden Messungen zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten statt —
unmittelbar nach der Emulgierung mittels Ultraschallsonotrode, mit 24 h Wartezeit nach der
Emulgierung und nach der Entgasung im Exsikkator fiir 30 min. Fiir jede Messung sind der z-
Average, der intensitdtsgewichtete Durchmesser und der PDI aufgetragen. Der z-Average bezieht
die verschiedenen Messgroflen aus der DLS-Messung mit ein und wird iiberlicherweise als Ver-
gleichswert angegeben, wihrend der intensititsbasierte Durchmesser die direkte Messgrof3e aus
der Intensitatsfluktuation darstellt. Der PDI gibt die Polydispersitit der Probe an und ist daher
ebenfalls von Interesse. Nach der Emulgierung misst der intensitétsgewichtete Durchmesser der

Tropfchen 450 nm und 132 nm mit einer Standardabweichung von 98 nm fiir den z-Average.
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Abbildung 5.2: Darstellung von drei DLS-Messungen, unmittelbar nach der Emulgierung mittels Sonotrode, mit
einer Wartezeit von 24 h nach der Emulgierung und einer Probe, die 30 min im Exsikkator entgast wurde. Abgebildet
sind die mittels DLS bestimmten Groflen des intensitédtsgewichteten Durchmessers (,,intensity mean®), des z-Avera-
ges und des Polydispersitétsindex (PDI) einer 1% W/FC Nanoemulsion, stabilisiert mit einer Stammsuspension aus
150 mM DPPC.

Nach 24 h sinkt der intensitédtsbasierte Durchmesser auf 300 nm, ebenso sinkt der z-Average (123
+ 66 nm). Der PDI liegt ohne die Entgasung zwischen 0,8 und 1, was auf eine besonders polydis-
perse Probe hinweist. Nach der Vakuumbehandlung nimmt die Groe auf weniger als 200 nm
bzw. 117 nm ab, ebenso verringert sich der PDI auf 0,2. Die Verdnderungen der Messgroflen
beschreiben das Phdnomen der starken Streuung durch vorhandene Gasblasen direkt nach der

Beschallung sehr gut.

Die vorliegenden Ergebnisse implizieren, dass direkt nach der Priparation der Nanoemulsionen
Gasblasen die DLS-Messung storen und daher zu Artefakten in den Daten fiihren. Wéhrend der
ersten 24 h findet ein autonomer Entgasungseffekt statt und die Mittelwerte sowie der PDI sinken
leicht. Im Vergleich zu der Nanoemulsion direkt nach der Emulgierung weist dieselbe Probe 24 h
spater ein homogeneres Tropfenkollektiv auf. Der Entgasungseffekt in diesem Zeitraum ist lang-
sam und wird nur durch das Vakuum beschleunigt, sodass letztlich eine geringe Polydispersitét
und kleine TropfengroBen zu verzeichnen sind. Hier ist deutlich zu erkennen, dass der mittlere
Durchmesser basierend auf der Intensitit den Wert des z-Average beeinflusst und dadurch an-
fangs eine allgemeine Uberschitzung der TropfchengroBe stattfindet. Dies macht eine Auswer-

tung direkt nach der Beschallung ungenau. Um einen moglichen Einfluss von Gasblasen auf die
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Langzeitstabilitdt von Nanoemulsionen und die damit verbundenen erkannten Probleme mit den

DLS-Daten zu untersuchen, sind Messungen iiber mehrere Tage notwendig.

5.4 Einfluss von Kettenlinge und Konzentration

Die bisherige Datenlage zeigt eine signifikante Erzeugung von Gasblasen durch die Beschallung.
Da dieser Effekt zum jetzigen Kenntnisstand vornehmlich innerhalb der ersten Stunden auftritt,
gilt es zu iiberpriifen, inwieweit hierdurch die Langzeitstabilitit von W/FC Nanoemulsionen be-
einflusst wird. Insbesondere ist der Frage nachzugehen, ob sich die Kettenldngen und Konzentra-
tionen der bereits diskutierten Phospholipide in ihrer Interaktion mit den Gasblasen

unterschieden.

In Abbildung 5.3 dient der intensitétsbasierte Durchmesser zum Vergleich der Kurz- und Lang-
zeitmessungen. Unter Kurzzeitmessungen sind wenige Stunden zu verstehen, wihrend Langzeit-
messungen mehrere Wochen dauern. Die hergestellten Tropfchen der W/FC Nanoemulsion,
stabilisiert zeigen alle eine Langzeitstabilitdt von bis zu vier Wochen mit einer durchschnittlichen
GroBe von 180 nm im intensitatsgewichteten Durchmesser. Diese Beobachtung steht im Einklang
mit bereits veréffentlichten Daten von Kabalnov et al., die zeigen, dass Nanoemulsionen mit ho-
hem Molekulargewicht des Fluorocarbons stabiler sind als andere [106]. Unmittelbar nach dem
Emulgiervorgang weisen die Wassertropfchen eine Gréfle von 450 nm fiir DMPC und bis zu
700 nm fiir DPPC und DSPC auf, was eine inhomogene Nanoemulsion andeutet. Die bereits dis-
kutierten durch Luftblasen diirften auch hier die Ursache sein. Eine homogene Grof3e ist fiir das
Phospholipid mit der ldngsten Fettsdurekette, DSPC, erst nach 200 h zu messen, was darauf hin-
deutet, dass der autonome Entgasungseffekt deutlich langer bendtigt, als bei Phospholipiden mit

kiirzerer Fettsdurekette.

Abbildung 5.3 links zeigt den Einfluss verschiedener Konzentrationen von DPPC in der
Stammsuspension. Fiir alle Konzentrationen ist direkt nach der Emulgierung als auch iiber den
gesamten Messzeitraum der gleiche Verlauf wie bei den Nanoemulsionen mit unterschiedlichen
Kettenldngen zu beobachten. Die mittlere Tropfengrofe iiber die gesamte Messdauer unterschei-
det sich jedoch. Geringe Konzentrationen von 25 mM in der Stammsuspension weisen eine Grofle

iiber 200 nm auf. Mit erhohter Konzentration verringert sich der Durchmesser der Tropfen und
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Abbildung 5.3: Langzeitstabilitdt von W/FC Nanoemulsionstropfen stabilisiert mit Phospholipiden verschiedener
Kettenldngen und Konzentrationen. Jede Nanoemulsion besitzt einen Dispers-Phasenanteil von 1 vol.-%. Links: Sta-
bilisierung mit den Phospholipiden DMPC, DPPC und DSPC als Vertreter unterschiedlicher Kettenléngen mit einer
Konzentration von jeweils 150 mM Phospholipid in der wissrigen Phase (1,5 mM in der Emulsion). Rechts: Einfluss
verschiedener DPPC Konzentrationen. Dargestellt ist der mittlere intensititsgewichtete Durchmesser.

ist fiir eine150 mM Stammsuspension mit 180 nm am niedrigsten. Hohere Konzentrationen sind

daher zu favorisieren.

In Bezug auf die Stabilitdt dient das Zeta-Potential oft als Erklédrung verschiedener Phdnomene
von Nanoemulsionen und deren Tropfenprofilen [103,110]. AbstoBende elektrostatische Wech-
selwirkungen verhindern die Koaleszenz der Tropfchen und stabilisieren die Nanoemulsionen.
Pal et al. [111] beschreiben als weiteren Stabilitditsmechanismus das Phdnomen der sterischen
Hinderung, auch entropische Stabilisierung genannt, welche die Koaleszenz von O/W Nanoemul-
sionen reduziert und damit die Stabilitdt erhoht. Selbst bei abnehmenden Zeta-Potential und damit
einhergehender Verringerung der elektrostatischen AbstoBBung ist die sterische Hinderung der do-
minierende Effekt fiir die Langzeitstabilitdt in deren Untersuchungen.

Da Fluorocarbone nichtleitend sind, fithren Zeta-Potential Messungen oft zu nicht eindeutigen
Ergebnissen. Zwitterionische Molekiile (Phospholipide) weisen im Allgemeinen ein sehr schwa-
ches Signal auf. Dies erhoht die Schwierigkeit, ein addquates Zeta-Potential zu erhalten. In einer
150 mM DPPC FC/W Emulsionen ergab sich ein Zeta-Potential von 8,29 + 0,557 mV. In umge-
kehrten W/FC Emulsionen sind die Zeta-Potenziale jedoch deutlich kleiner, da die Ladungen der
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inneren wissrigen Phase durch die Monoschicht teilweise abgeschirmt sind. Es ist daher anzu-
nehmen, dass die abstoenden elektrostatischen Kréfte unbedeutend sind. Allerdings kann die

entropische Stabilisierung ein Einflussfaktor sein.

Die Ostwald Reifung, ein anfanglicher Destabilisierungseffekt, der bei vielen Emulgierprozessen
zu beobachten ist, ermoglicht hier keine vollstdndige Untersuchung, um die Zunahme der Tropf-
chengroBle zu Beginn zu erklédren, da die Gasblasen die Messwerte storen (vgl. Abbildung 5.1).
Ein signifikanter Einfluss der Ostwald-Reifung auf die Tropfchengrée und Destabilisierung wird
aufgrund der Eigenschaften des Stoffsystems jedoch nicht angenommen. Es ist bekannt, dass ein-
geschlossene unldsliche Spezies die Ostwald-Reifungsrate aufgrund der Erh6hung des osmoti-
schen Drucks im Vergleich zu 16slichen Kompartimenten senken [36]. Zusétzlich beobachteten
Delmas et al. [112], dass die gleichen unldslichen Kompartimente, wenn sie in Membranen vor-
handen sind, das Verschwinden kleiner Tropfchen verhindern. Da PFPH sowohl fiir lipophile als
auch fiir hydrophile Kompartimente inert und unloslich ist, ist hier die gleiche stabilisierende
Wirkung zu erwarten: Die unldslichen Lipide storen weder die Fluorocarbonphase noch die hyd-

rophile Wasserphase und tragen somit zur langfristigen Stabilisierung der Nanoemulsion bei.

5.5 Untersuchung verschiedener Fluorocarbone

Nach dem Verstindnisgewinn um die Problematik der Gasblasen stellt sich die Frage, ob andere
Fluorocarbone ebenfalls dieselben Qualititen wie PFPH hitten, um fiir den weiteren Transferpro-
zess zur Verfiigung zu stehen. Zur Klarung dieser Frage sind neben PFPH (in diesem Abschnitt
als Ci4F24 bezeichnet) die Fluorocarbone Perfluoroheptan (C7Fi¢), Perfluoro-1,3-dimethylcyclo-
hexan (CsF16) sowie Perfluoromethyldecalin (C11F20) untersucht worden. 150 mM DPPC stabili-

sieren jedes Fluorocarbon in einer 1% (v/v) W/FC Nanoemulsion.

Abbildung 5.4 zeigt den intensitéts- und anzahlgewichtete Durchmesser sowie den z-Average. Es
ist ersichtlich, dass die intensitdts- und anzahlbasiertern Durchmesser bei den Fluorocarbonen
C7F16 und CgF ¢ kleiner sind als der z-Average, was eine erhohte Polydispersitit innerhalb dieser
Proben signalisiert. Dies ist auch an der groen Standardabweichung zu erkennen. Fiir beide Flu-

orocarbone verzeichnet der z-Average Tropfchengréfen deutlich iiber 2000 nm. Aufgrund des
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Abbildung 5.4: z-Average, intensititsgewichteter und anzahlgewichteter Durchmesser fiir 1% (v/v) W/FC Nano-
emulsionen, stabilisiert mit 150 mM DPPC in der Stammsuspension. Die eingesetzte hydrophobe Phase variiert:
Perfluoroheptan (C7F1¢), Perfluoro-1,3-dimethylcyclohexan (CsF¢) sowie Perfluoromethyldecalin (C;1F20) und Per-
fluoroperhydrophenanthren (Ci4F24).

geringeren Molekulargewichts als auch einer niedrigeren Viskositit (vgl. Tabelle A 2.2 im An-
hang) ist davon auszugehen, dass Gasblasen eine untergeordnete Rolle spielen und stattdessen
eine sehr polydisperse Probe vorliegt. Da der z-Average die Polydispersitdt der Probe mit einbe-
zieht, spiegelt diese Messgrofle die Probenbeschafftenheit sehr gut wider. Die Vermutung eines
geringen Gasblasenvorkommens fiir diese beiden Fluorocarbone wird vom intensitdtsgewichteten
Durchmesser unterstiitzt. Wie bereits in Abbildung 5.2 dargestellt, ist der Einfluss der Gasblasen
besonders in dieser Messgrofle zu beobachten. Der intensititsgewichtete Durchmesser liegt hier
jedoch im Bereich von 190 nm und entspricht damit dem gewlinschten GroBenkriterium fiir die
weitere Verwendung. Der anzahlgewichtete Durchmesser liegt fiir beide Fluorocarbone bei
420 nm (C7F16) bzw. 600 nm (CsF1¢), sodass auch anhand dieser Daten von einer erhdhten Poly-
dispersitét innerhalb der Probe zu sprechen ist. Visuell ist zu beobachten, dass die Emulsionen
direkt nach der Herstellung eine geringe Stabilitét zeigen und ein Aufrahmen der Tropfchen statt-
findet.

Das Fluorocarbon C11F2 zeigt eine verringerte Polydispersitit, ersichtlich aufgrund der geringen
Standardabweichung. Das Verhalten dieses Fluorocarbons dhnelt dem des bereits untersuchten
Ci14F24 am meisten — die DLS-Daten weisen auf einen erhdhten Gasblaseneintrag hin, da hier der

intensitdtsgewichtete Durchmesser mit 1050 nm im Vergleich zum z-Average (367 nm) deutlich



76 Kapitel 5. Charakterisierung von Fluorocarbon-Emulsionen

hoher liegt. Da sowohl Viskositit als auch Dichte dieser beiden Fluorocarbone nah beieinander-
liegen, ist ein langsamerer Gasaustrag im Vergleich zu den Fluorocarbonen geringerer Dichte
plausibel. Die Daten lassen den Schluss zu, dass Ci1F20 dhnlich gut fiir den nachfolgenden Trans-
fer zur Liposomenherstellung geeignet wire wie C14F24. Jedoch ist direkt nach der Emulsionsher-
stellung ein Aufrahmen der Tropfchen visuell zu beobachten. Diese Instabilitidten sind mit der
DLS zum Zeitpunkt der Messung moglicherweise nicht erfasst und konnten die Einkapselung des
Modellwirkstoffes unter Umstinden beeinflussen. Die Erkenntnisse decken sich mit den Arbeiten
von Kabalnov et al. [106]: Die Stabilitit der W/FC Emulsionen héngt dabei maB3geblich von den
Stoffeigenschaften der hydrophoben Phase ab, unter anderem vom Molekulargewicht, und nicht

von den eingesetzten Stabilisatoren.

5.6 Schlussfolgerungen

Das Materialsystem aus Phospholipiden und PFPH ist erfolgreich fiir die Herstellung von W/FC
Nanoemulsionen anwendbar. Trotz der Analysesproblematiken des Materialsystems sind vielver-
sprechende Mdglichkeiten fiir die Anwendung von Fluorocarbonen vorhanden. Zusammenfas-
send zeigen die durchgefiihrten Experimente, dass eine Aussage iiber die Grofle der mit der DLS
direkt nach der Priparation gemessenen Tropfchen schwierig ist, da die DLS unterschiedliche
Messgrofen fiir den Durchmesser im Mehrkomponentensystem liefert. Fiir die Charakterisierung
ergibt sich daher die Schwierigkeit einer differenzierten Betrachtung der individuellen Messgro-
Ben. Gasblasen beeinflussen insbesondere den Intensitdtsmittelwert, wodurch sich der z-Average
verschlechtert und nur der anzahlbasierte Durchmesser die tatsdchliche Tropfengro3e der Emul-
sion direkt nach der Herstellung wiedergibt. Die anderen beiden Messgroflen weisen dagegen auf
Messartefakte hin. Ein Tropfchentransfer fiir die Liposomenherstellung ist aufgrund der vorlie-

genden Daten zu diesem Zeitpunkt bei frisch hergestellten Nanoemulsionen nicht giinstig.

Die anfénglich detektierten Gasblasen haben keinen Einfluss auf die Langzeitstabilitit der Emul-
sionen. Da die Gasblasen innerhalb der ersten Tage nicht mehr detektierbar sind, ist die Lang-
zeitstabilitidt mit der MessgroBe des intensititsgewichteten Durchmessers dennoch zu analysieren

und liefert stabile, reproduzierbare und kohirente Ergebnisse. Uber einen Zeitraum von mehr als
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4 Wochen liegt die mittlere Tropfengro3e unter 200 nm. Die Stabilitdt ist aufgrund der entropi-
schen Stabilisierung gegeben, welche auf der Unldslichkeit der Lipide und der wéssrigen Phase

beruht, wobei die Ostwald-Reifung ausgeschlossen ist.

Ein Vergleich von unterschiedlichen Fluorocarbonen liefert weitere Erkenntnisse fiir die Eignung
dieser als hydrophobe Phase. Je geringer die Dichte und Viskositét der eingesetzten hydrophoben
Phase, desto weniger beeinflussen Gasblasen die Messgrof3e des intensititsgewichteten Durch-
messers. In Bezug auf die geplante Einkapselung konnten weniger Gasblasen von Vorteil sein,
sodass die untersuchten Fluorocarbone fiir die Liposomenherstellung zum Einsatz kommen kon-
nen. Abgesehen von PFPH lidsst sich durch visuelle Beobachtung jedoch feststellen, dass eine
Langzeitstabilitdt dieser W/FC Emulsionen nicht gegeben ist und der Zentrifugationsschritt fiir

diese hydrophoben Phasen direkt an die Emulsionsherstellung anzuschlieBen wire.

Zusammenfassend sind typische Stabilitdtsanalysen, wie das Zeta-Potential oder das rheologische
Verhalten, fiir das verwendete Materialsystem nicht aussagekriftig. Fiir die Betrachtung der Na-
noemulsionen und einer ersten Analyse des W/FC-Systems ist die Grofenbestimmung mittels

DLS unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Messgrof3en jedoch hinreichend genau.

Fiir den weiteren Schritt der Liposomenherstellung ist die genaue Groflenbestimmung unabding-
bar, da eine finale parentale Applikation der Liposomen das Ziel sein sollte. Die Liposomen soll-
ten eine Grofe von maximal 200 nm nicht iiberschreiten, um tiber ldngere Zeit in den Blutbahnen
zu zirkulieren (,,long circulating liposomes*) und sich dadurch im Tumorgewebe anreichern zu
konnen. Es ist anzunehmen, dass die messtechnischen Herausforderungen, die sich bei der Emul-
sionsanalyse gezeigt haben, auch bei der Analyse der Liposomen auftauchen. Dariiber hinaus
erschwert der gleiche Brechungsindex innerhalb und auB8erhalb des Liposoms eine Analyse mit-
tels DLS. An dieser Stelle sei auf Vermutung hingewiesen, dass wéihrend der Zentrifugation ein
Olfilm mittransportiert werden konnte, sodass die einzelnen MessgroBen erneut kritisch betrach-
tet werden miissen. Auch der potentielle Einfluss der Gasblasen auf die Liposomenbildung ist zu
untersuchen. Unter diesen Aspekten findet im Folgenden Kapitel 6 die Charakterisierung der Li-

posomen sowie deren Einkapselungseffizienz statt.
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Kapitel 6

Liposomenherstellung mittels Zentrifuga-
tion und deren Einkapselungseffizienz'’

6.1 Stand der Technik und Zielsetzung

Aufgrund ihrer amphiphilen und grenzflichenaktiven Eigenschaften sind Phospholipide als Wirk-
stofftrager in Form von Liposomen interessante Kandidaten [6,114]. Grundsétzlich ist der Einsatz
von Lipiden in der pharmazeutischen Industrie nicht neu. Zu differenzieren sind hierbei die spe-
zifischen Anwendungsfelder. Liposomale Formulierungen fiir Cremes in der dermalen Applika-
tion unterscheiden sich beispielsweise von oralen Formulierungen, deren Verabreichung oft in
Tablettenform erfolgt. Eine dritte Moglichkeit ist die parentale Applikation, bei denen fliissige
Lipidformulierungen injiziert werden Die Wirkung der Formulierung héngt dabei von der Grof3e
der Liposomen ab. Um das Liposom erfolgreich durch die Blutbahn und das Gewebe transportie-
ren zu konnen und an gewiinschter Stelle zu akkumulieren, ist eine Grofe von < 200 nm notwen-
dig [115].

Doxorubicin ist bekannter Wirkstoff, welcher beispielsweise mittels Liposomen verabreichbar
ist. Ist dieser Anti-Krebswirkstoff in einer Lipidhiille aus HSPC, Cholesterin und mPEG-DSPE

eingekapselt, ist er unter dem kommerziellen Namen Doxil erhéltlich. Es ist das erste von der

10 Teilinhalte dieses Abschnitts wurden in Advanced Materials Interfaces verdffentlicht und angepasst, siche auch FuBnote 9,
sowie in Pharmaceutics des MDPI-Verlags [113]: K. Ullmann, G. Leneweit, H. Nirschl, ,,How to achieve high encapsulation
efficiencies for macromolecular and sensitive APIs in liposomes, Pharmaceutics, Pharmaceutics (5) 2021.
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U. S. Behorde fiir Lebens- und Arzneimittel (,,federal drug administration®, FDA) zugelassene

Medikament auf Basis von Liposomen und Wegweiser fiir viele weitere Anwendungen [116,117].

Die Herstellungsmethoden von Liposomen sind sehr vielfaltig. Einige sind im Folgenden genannt
und kurz beschrieben. Fiir eine ausfiihrliche Ubersicht an Produktionsméglichkeiten sei auf die
Publikationen von Patil et al. [45] und Mozafari et al. [46] verwiesen.

Eine der herkdmmlichsten und nach wie vor am héufigsten verwendeten Labormethoden ist die
Filmmethode. Aufgrund ihrer guten Loslichkeit in organischen Losungsmitteln sind die Phos-
pholipide zuerst in Ethanol oder einem Gemisch aus Chloroform und Methanol zu 16sen. In einem
weiteren Schritt verdampft das Losungsmittel im Rotationsverdampfer, sodass sich die Lipide an
der Kolbeninnenwand anordnen. Auch bei einem Gemisch aus verschiedenen Phospholipiden ist
eine gleichmafige Verteilung an der Kolbeninnenwand erreichbar. Die Lipide sind anschlieBend
mit einem entsprechenden Losungsmittel wieder von der Kolbenwand zu entfernen, sodass sich
eine heterogene Suspension aus multilamellaren Vesikeln ausbildet. Das Losungsmittel ist dabei
je nach Beschaffenheit des einzukapselnden Wirkstoffes hydrophil oder hydrophob [7,118].
Weitere Methoden zur Herstellung von MLVs und LUVs, wie die umgekehrte Phasen-Verduns-
tung (,,reverse phase evaporation®), beruhen ebenfalls auf dem Einsatz von organischen Losungs-
mitteln. Das Losungsmittel verdampft jedoch nicht vor der Zugabe der wéssrigen Phase, was die
Entstehung einer W/O Emulsion zur Folge hat. Durch die Entfernung des Losungsmittels bleibt
die wissrige Phase sowie LUVs zuriick [119].

Géngige Methoden finden sich auch in der Mikrofluidik. Die Vermischung einer wéssrigen Phase
und einer alkoholischen Phospholipidlosung findet in einem mikrostrukturierten Kanal statt.
Durch die Reduktion der sich in Wasser losenden Alkohole lagern sich die Phospholipide zu
Doppelschichten an [120].

Die Verwendung von organischen Losungsmitteln im Herstellungsprozess von Liposomen er-
fodert eine umfassende Entfernung im Produktionsprozess, da Losemittel sowohl eine toxische
Wirkung auf Zellen als auch einen destabilisierenden Effekt auf Membranproteine oder Peptide
haben [121]. Somit ist eine Anderung der chemischen Struktur des Wirkstoffes nicht auszuschlie-
Ben. Die Verwendung von Losemitteln wiirde den Herstellungsprozess um einen dufBerst kost-
spieligen und zeitaufwendingen Entfernungsschritt erweitern, da behdrdliche Vorgaben in
medizinischen Anwendungen Restgehalte im ppm- under gar ppb-Bereich erfordern [122]. Eine

komplett I6sungsmittelfreie Praparation wire daher den herkommlichen Methoden iiberlegen.
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Um multilamellare Vesikel zu unilamellaren Liposomen zu reduzieren, sind ebenfalls verschie-
dene Verfahren moglich. Das Aufbringen von Druck mittels Extrusionsverfahren presst die Lipid-
Suspension durch eine Membran und schert die dulere Membranschicht beim Durchtritt der Na-
noporen ab, sodass unilamellare Vesikel entstehen. Die Grof3e der Poren steuert entsprechend die
Grofe der Liposomen [123]. Fiir groBere Produktionsmengen kommt hingegen der Hochdruck-
homogenisator zum Einsatz. Die Lipid-Suspension passiert mehrmals den Kanal, sodass sich die
Vesikel mit jedem Durchlauf verkleinern. Eine minimale Liposomengréf3e von 20 nm ist mit die-

sem Prozess moglich [124,125].

Problematisch ist neben der Verwendung von organischen Losungsmitteln zudem auch die Effi-
zienz der Einkapselung. Die genannten Methoden neigen dazu, einen groen Teil des Wirkstoffs
auBBerhalb der Vesikel ungenutzt zu lassen. Die in der Literatur gefundene Einkapselungseffizienz
fiir Molekiile mit hohem Molekulargewicht variiert von 10 bis 50% [8,126]. Hohere Einkapse-
lungseffizienzen sind bisher nicht etabliert, da eine simultane Beladung von Makromolekiilen
zum jetzigen Zeitpunkt nicht machbar ist. Eine ,,hohe* Einkapselungseffizienz ist von Xu et al.
[9] beschrieben, welche Gefrier-Auftau-Zyklen fiir das EinschlieBen von Proteinen verwenden.
Allerdings iibersteigen die Ergebnisse der Arbeitsgruppe noch nicht die 50%-Marke. De Matos
et al. [127] machten Gebrauch vom Zentrifugationsprozess nach Pautot et al. [128] zur Herstel-
lung von asymmetrischen Liposomen aus einer Nanoemulsion. Die urspriinglich auf Trauble und
Grell [129] basierende Methode hat jedoch den Nachteil einer gelbildenden Schicht zwischen den
Grenzphasen, sodass ein Transfer der Emulsionstropfen unmoglich ist. Gleichzeitig entstehen
Vesikel zwischen 1 und 10 um, welche fiir eine pharmazeutische Anwendung ungeeignet sind.
Obwohl de Matos et al. kleine Liposomen erzeugen, liegt die Einkapselungseffizienz fiir das ver-

wendete Plasmid bei lediglich 10-15%.

An dieser Stelle kniipft die Fragestellung fiir dieses Kapitel an. Es gilt, den verfahrenstechnischen
Zentrifugationsprozess ohne die Nutzung von organischen Lésungsmitteln zu etablieren, sodass
ein Transfer tiberhaupt moglich ist und die produzierten Liposomen den pharmazeutisch notwen-
digen GroBen entsprechen. Es ist eine geeignete Analysemethode fiir die GroBenbestimmung der
Liposomen auszuarbeiten. Dariiber hinaus ergibt sich die Frage, ob mit Hilfe der Zentrifugation
von W/FC Nanoemulsionen eine ausreichend hohe Einkapselungseffizienz zu erreichen ist. Fiir

die Quantifizierung der Einkapselungseffizienz ist die Erarbeitung einer Nachweismethode not-
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wendig, welche fiir verschiedener Modellwirkstoffe anwendbar ist. Zum Einsatz kommen die be-
reits analysierten Fluorocarbon-Nanoemulsionen sowie die Modellwirkstoffe Fluoreszein-Nat-

rium, BSA und fluoreszenz-markiertes Dextran.

6.2 Beschreibung des Herstellungsprozesses

Zur Herstellung von Liposomen kommt das Zentrifugationsverfahren von W/FC Nanoemulsio-
nen zum Einsatz. Der Prozess ist schematisch in Abbildung 6.1 dargestellt. Innerhalb der W/FC
Emulsion ist die wéssrige Phase mit Phospholipiden stabilisiert. Die Mizellen der Emulsion trans-
ferieren mittels der aufgebrachten Zentrifugalkraft in eine zweite hydrophile Phase, wobei die
Grenzfldche zwischen der Emulsion und der aufgeschichteten zweiten Phase mit weiteren Phos-
pholipiden belegt ist. Die Phospholipide stammen aus dem Uberschuss, welche in der W/FC
Emulsion vorliegt. Mit Passieren der Mizellen aus der kontinuierlichen Emulsionsphase bildet
sich eine Bischicht aus, sodass nach der Zentrifugation Liposomen mit eingekapseltem Wirkstoff
vorliegen. Die Grenzen dieses Prozesses haben bereits Sommerling et al. [130] fiir eine begrenzte
Variation der hydrophoben Phase aufgezeigt. Unter Beriicksichtigung der passenden hydropho-
ben Phase kann der Transfer dennoch erfolgreich sein. Da die PFPH-Nanoemulsionen stabil sind,
die notwendige Grofle von <200 nm aufweisen und auch die weiteren untersuchten Fluorocar-
bone Emulsionstropfchen dieser Gréf3e ausweisen, erfiillen sie die Voraussetzungen zur Liposo-
menherstellung. Durch die Verwendung eines Fluorocarbons ergeben sich Vorteile hinsichtlich

des Zentrifugationsprozesses:

e Die Behinderung durch die Grenzflichenspannung wéhrend des Phasentransfers kompen-
siert der hohe Dichteunterschied zwischen der hydrophoben und der wéssrigen Phase
(PWasser = 0,998 g cm™, ppren = 2,03 g cm™). Dies ermdglicht den Transfer.

e Die Gel-Bildung ist nicht mehr nachweisbar.

e Aufgrund der schwereren hydrophoben Phase erfahren die wissrigen Tropfchen wihrend
der Zentrifugation Auftrieb. Dementsprechend findet keine Sedimentation statt.

e Der Auftrieb ermdglicht eine praktikable Entnahme der liposomalen Suspension mittels

Pipette von oben.
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Abbildung 6.1: Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses von Liposomen aus einer W/FC Nanoemul-
sion. Das API (,,active pharmaceutical ingredient*) befindet sich in der hydrophilen Phase der Emulsion, umschlos-
sen von Phospholipiden. Die Grenzflache ist ebenfalls mit Phospholipiden belegt. Die Doppelschicht bildet sich beim
Durchtritt zur wissrigen Phase, welche die geringere Dichte besitzt. Der Pfeil symbolisiert die Bewegungsrichtung
der Tropfen.

Dartiber hinaus besitzt das Verfahren theoretisch die Moglichkeit hohe Einkapselungseftizienzen
zu erzielen, eine komplette Ummantelung der wéssrigen Phase und somit des Wirkstoffes mit
Phospholipiden ist vorstellbar. Nicht auszuschlieBen ist, dass ein Teil des Ols wihrend des Trans-
fers mit in die obere Phase wandert. Wéahrend des Durchtritts konnte sich ein diinner Film um die
mit Phospholipiden stabilisierte Mizelle legen, bevor eine weitere Schicht Phospholipide diese
umschlieBt und die Doppelmembran bildet. Dies ist bei der Auswahl des Messsystems zur Cha-

rakterisierung zu berticksichtigen.

Das Volumenverhéltnis von Emulsion und wissriger Phase betrug 1:1, die Zentrifugation erfolgte
in einer Tischzentrifuge (Eppendorf AG, Hamburg) bei 0°C und 4000 g fiir 30 min. Aufgrund
der hoheren Dichte der FC-Emulsion findet ein Auftrieb der Mizellen in die obere wissrige Phase
statt. Da der Dichteunterschied zwischen den Phasen ungefihr 4p =1 g cm™ betrigt, ist eine
Riickkehr der Liposomen in die Emulsionsphase duflerst unwahrscheinlich. Die Aufrahmge-

schwindigkeit der Tropfchen im Zentrifugalfeld ist in Anhang A6 berechnet.
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6.3 Charakterisierung der Liposomen

Ublicherweise ist die DLS eine der giéingigsten Methoden, um Liposomen zu analysieren [131—
133]. Die herkdmmliche Herstellung der Lipidvesikel beruht allerdings auf der Nutzung organi-
scher Losungsmittel, welche in einem weiteren Schritt verdampft werden. Die erhaltenen Lipo-
somen zeigen daher weder Gasblasen noch Schwierigkeiten aufgrund dhnlicher Brechungsindizes
auf. Das Ziel dieser Arbeit — einen Herstellungsprozess ohne Einsatz von organischen Losungs-
mitteln zu etablieren — geht mit der Vorbereitung der W/FC Nanoemulsionen einher. Demzufolge
konnen sich die Schwierigkeiten bei der Charakterisierung der Nanoemulsionen in Bezug auf die
Gasblasen und den Brechungsindex auch bei der Analyse der Liposomen zeigen. Zusétzlich be-
steht die Vermutung, dass der Transfer von Ol aus der unteren in die obere Phase nicht ginzlich
auszuschlieBen ist. In diesem Fall erschwert der entstehende Dichtegradient zwischen der wiss-
rigen und Ol-Phase die DLS-Messung. Die erhdhte Dichte verindert auch die Partikelbeweglich-
keit. Da die DLS auf der Bestimmung des Diffusionskoeffizienten beruht und dieser aufgrund der
erhohten Dichte nicht die tatsdchliche Bewegung der Liposomentropfchen widerspiegelt, wére
eine Korrelation zwischen Diffusionskoeffizient und Partikelgroe nicht mehr gewihrleistet. Eine
erginzende Methode zur DLS ist daher notwendig. Voraussetzung ist, dass diese Methoden fliis-
sig-fliissig-Systeme im Nanometer-Bereich auflésen konnen.

Eine Moglichkeit wiren TEM-Aufnahmen. Die Probenpriparation ist jedoch aufwendig, zeit-
und kostenintensiv, da flir jeden Versuch mehrere Proben vorzubereiten wiren, um eine aussage-
kréftige und statistisch sichere GroBenverteilung zu erhalten. Problematisch ist auch, dass eine
Trocknung der Proben notwendig ist, welche die tatsdchliche Liposomengrdfe verfalscht. Da mit
Blick auf die geplante Einkapselung von Modellwirkstoffen ausfallende Salze die Bildgebung
beeinflussen, findet diese Methode zur Groenbestimmung keine Anwendung.

Auch der Einsatz einer optischen Zentrifuge, wie sie hiufig zur Analyse von Partikelgrofenver-
teilungen herangezogen wird, ist nicht moglich. Der optische Aspekt der Auswertung setzt einen
ausreichend groBBen Unterschied im Brechungsindex voraus, welcher wie bereits diskutiert nicht
vorhanden ist. Dariiber hinaus bewegen sich die GroB3en der Liposomen am nicht-messbaren Be-
reich. Ebenfalls problematisch gestaltet sich auch hier wieder der mdgliche Ol-Film innerhalb der
ausgebildeten Doppelmembran.

Die Rontgenkleinwinkelstreuung stellt ein Messsystem dar, das unabhédngig von Gasblasen und

Brechungsindex ist. Die SAXS ermdglicht Messungen im gewiinschten Nanometer-Bereich und
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Abbildung 6.2: Schematische Darstellung des Liposoms in der wissrigen Phase nach dem Transfer durch Zentrifu-
gation. Beim Durchtritt der Mizelle aus der Fluorocarbon-Phase in die wéssrige Phase bildet sich vermutlich inner-
halb der Doppelschicht ein diinner Fluorocarbon-Film (A). Der Film bildet die Voraussetzung zur Gréf3enanalyse
mittels SAXS, da der notwendige Elektronendichteunterschied gewéhrleistet ist (B).

ist furr fliissig-fllissig-Systeme geeignet. Der vermutete Fluorocarbonfilm liese sich mit der SAXS
besonders effizient detektieren. Aufgrund des Films zwischen den Schichten wire der Elektro-
nendichteunterschied hoch genug fiir ein signifikantes Streusignal, was wiederum eine Groéf3en-
analyse der Liposomen mdglich macht. Eine schematische Darstellung des vermuteten Ol-Films
innerhalb der Doppelmembran zeigt Abbildung 6.2. Zwischen der inneren und dufleren Phase
entsteht ein Dichtegradient mit Hohepunkt innerhalb der Doppelschicht. Erfolgreiche SAXS-
Messungen wiirden die Vermutung des Ol-Films bestitigen. Da Gasblasen den intensititsgewich-
teten Durchmesser der Nanoemulsionen und damit auch den z-Average in der DLS-Messung be-
einflussen, sollen die SAXS-Messungen die Analyse der Liposomen unterstiitzen. Sie
ermdglichen dariiber hinaus die Evaluation des anzahlbasierten Durchmessers als alternative Aus-
wertungsgroBe zum intensititsgewichteten Durchmesser. Sowohl Konzentration des Phospholi-
pids DPPC als auch die verschiedenen Kettenldngen von DMPC, DPPC und DSPC wurden auf

ihren Einfluss auf die Liposomenbildung und -gr6Be untersucht und mittels SAXS charakterisiert.

6.3.1 Einfluss der Konzentration

Da die Konzentration der Phospholipide in Kapitel 5.4 einen Effekt auf die Stabilitit der Nano-
emulsionen zeigt, werden ebenfalls drei verschiedene Konzentrationen im Rahmen der Liposo-
menproduktion analysiert. Die Charakterisierung fand dabei sowohl mittels DLS als auch mit der
SAXS statt. Abbildung 6.3 zeigt die Ergebnisse der SAXS-Messungen und rechts eine TEM-
Aufnahme von DPPC-Liposomen. Die TEM-Aufnahme dokumentiert die erfolgreiche Herstel-
lung von Liposomen aus den W/FC Emulsionen, wéhrend links Streuintensititskurven zu be-

obachten sind. Hohere Konzentrationen an Phospholipiden zeigen eine erhdhte Streuintensitit
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Abbildung 6.3 Links: Streuintensitét aufgetragen iiber den Streuvektor fiir Liposomen, hergestellt mit verschiedenen
Konzentrationen an DPPC in der Stammsuspension. Fiir die messbaren Konzentrationen von 150 und 300 mM wurde
ein Modellierungsansatz fiir polydisperse, feste Kugeln angewandt, um die GroBe der Liposomen zu bestimmen. Fiir
die niedrigste Konzentration von 25 mM fand der Porod-Fit Anwendung.!! Rechts: TEM-Aufnahme von DPPC-Li-
posomen aus einer 150 mM Stammsuspension. Die Negativ-Farbung der wissrigen Phase, die die Liposomen
umgibt, wurde mit Ammonium-Molybdat durchgefiihrt.'?

iiber den Streuvektor. Dies bestitigt die Vermutung, dass wihrend des Transfers ein Ol-Film in
die Membran eingelagert wird. Die SAXS ist somit fiir die Analyse der Liposomen geeignet und
findet im Folgenden Anwendung.

Eine Konzentrationsdnderung der Phospholipide zeigt, dass eine 25 mM-Stammsuspension zu
Liposomen fiihrt, die groBer als 130 nm sein miissen. Da die Nachweisgrenze der SAXS bei
130 nm liegt, sind grofBere Liposomen nicht zu detektieren. Die Menge an Phospholipid reicht
demnach nicht aus, um auch kleinere Tropfchen zu stabilisieren. Die fraktale Dimension der
Oberflache Dy beschreibt auBerdem eine raue Oberflache mit groBeren Strukturen. Dies fiihrt zu
der Schlussfolgerung, dass der diinne und glatte Fluorocarbonfilm hier nicht vorhanden ist.

Bei einer Konzentration von 150 mM DPPC ergeben sich Liposomen von 61 nm, wéhrend die
zweifache Menge an Phospholipid in der Stammldsung in 64 nm Liposomen im Durchmesser
resultiert. Das bedeutet, dass bei 300 mM ein Uberschuss an Phospholipiden vorliegt, dies aber
nicht zu kleineren Liposomen beitrdgt. Dariiber hinaus ist die Streuintensitit bei Liposomen ab

300 mM groBer als bei den niedrigeren Konzentrationen.

1 Die Messungen und Datenauswertung wurden dankenswerterweise von Herrn Dr.-Ing. Manuel Meier durchgefiihrt.
12 Das TEM-Bild wurde dankenswerterweise von Frau Dr. Barbara Miranda aufgenommen.
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Tabelle 6.1: Daten der DLS-Messung sowie SAXS fiir Liposomen, hergestellt aus einer DPPC-Stammsuspension
fiir die Nanoemulsionen mit verschiedenen Konzentrationen. Aufgelistet ist der z-Average sowie der anzahl- und
intensititsgewichtete Mittelwert fiir die produzierten Liposomen. Die letzte Spalte listet den mittleren Durchmesser
basierend auf den SAXS-Messungen auf.

E:::lszlg:t):;ptli?); z-Average | MM d 4y 05 / NM dintensitse / NM dsaxs / nm
25 mM 407,0+ 18,3 59,6 £4,8 1599,6 + 144,9 -

150 mM 132,9+0,3 64,2 +10,7 260,5+ 74,9 60,9 + 15,8

300 mM 201,7+4.9 65,5+4,1 1345,0 £ 195,2 64,1 £ 16,1

In der Gleichung zur Gréfenbestimmung der Liposomen (vgl. Gleichung (3.6)) ist die Streuin-
tensitit proportional zu den iibrigen Parametern. Unter der Voraussetzung, dass sich der Unter-
schied in der Elektronendichte nicht dndert und auch das Partikelvolumen nur geringfligig
variiert, bleibt als Variable zur Erhdhung der Streuintensitét die Partikelanzahlkonzentration. Da-
raus lédsst sich die Vermutung ableiten, dass sich mit 300 mM DPPC als Stammsuspension wéh-
rend des Transfers mehr Liposomen bilden, wobei die Grofle prozessspezifisch ist. Dennoch ist
es moglich, dass sich bei 300 mM nicht nur eine Bischicht ausbildet, sondern die Membran des

Liposoms um eine weitere Schicht (2 nm) ergénzt ist.

Die DLS-Daten weisen grof3e Unterschiede innerhalb der moglichen Bezugsparameter des Parti-
keldurchmessers auf. Ein Vergleich der Messgrofien ist in Tabelle 6.1 gezeigt. Dies ist auf den
vorhandenen Fluorocarbon-Film zuriickzufiihren, welcher eine Messung mittels DLS besonders
in Bezug auf den intensititsgewichteten Durchmesser erschwert. Der dhnliche Brechungsindex
beider Phasen sowie die erhohte Dichte verféilschen die Brownsche Molekularbewegung, damit
den Diffusionskoeffizienten und letztlich die tatsdchliche Grofe. Der Durchmesser ist entspre-
chend grof} (iber 1 pm) und flieBt in dieser Form auch in die Berechnung des Gesamtmittelwertes
(z-Average) mit ein. Auffillig ist dagegen die Ubereinstimmung von anzahlbezogenen und mit-
tels SAXS bestimmten Mittelwerten. Beide weisen die bereits diskutierten Groflen von etwa

60 nm auf.

Der Vergleich mit der Stabilitidt der Nanoemulsionen zeigt, dass analog dazu eine gewisse Kon-
zentration an Phospholipiden nétig ist, um ausreichend kleine Tropfen zu bilden. Dies gilt nicht
nur fir die Nanoemulsion, sondern auch fiir den darauffolgenden Transfer zur Bildung der Lipo-
somen. Diese Erkenntnis stiitzt auch die Berechnung zur bendtigten Menge an Phospholipiden

zur Stabilisierung der Nanoemulsionen. Entgegen der ersten Annahme, die frisch hergestellten
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Nanoemulsionen seien mdglicherweise nicht fiir die Liposomenbildung aufgrund der Gasblasen
geeignet, zeigen die SAXS-Messungen aullerdem, dass der Transfer erfolgreich ist. Eine direkte
Verwendung der Nanoemulsionen fiir die Liposomenproduktion ist somit ohne Einschrinkungen

moglich.

6.3.2 Einfluss der Kettenlange

Die tensiometrischen Untersuchungen aus Kapitel 4.3 haben gezeigt, dass die Kettenldnge der
Phospholipide einen Einfluss auf die Grenzflichenspannung zwischen der Fluorocarbon- und
Phospholipidphase haben. Eine geringere Grenzflichenspannung ist grundsitzlich zu bevorzu-
gen, da an der Phasengrenze niedrigere Krifte wihrend des Transfers der Nanoemulsionstropf-
chen zu iiberwinden sind. Der Einfluss der Kettenldnge in Bezug auf die Grofe der Liposomen
ist daher auch Gegenstand der Untersuchungen in diesem Kapitel, wobei die Konzentration aller
Phospholipid-Suspensionen (DMPC, DPPC, DSPC) jeweils 150 mM betrigt. Da die Partikelan-
zahlkonzentration und der Elektronendichteunterschied fiir alle Proben ungefahr gleich sind, gilt
die Vermutung, dass die Tropfengrofe auch bei ldngerer Kettenlinge zunimmt. Eine Zunahme

des Tropfenvolumens zeigt sich in der SAXS durch die proportional steigende Streuintensitét.

Die Ergebnisse der SAXS-Messungen in Abbildung 6.4 zeigen ein dhnliches Verhalten in ihrer
Intensititsinderung mit zunehmender Kettenlinge wie mit der Anderung der Phospholipid-Kon-
zentration. Die erhohte Streuintensitit deutet eine Vergroferung der produzierten Liposomen an.
Die Modellierung der Streukurven erfolgt durch einen unified-Fit. Uber den Modellierungsansatz
fiir polydisperse, feste Kugeln ergeben sich Liposomengrofen von 48 nm fiir DMPC, iiber 59 nm
fiir DSPC bis 61 nm bei DPPC. Dies bedeutet, dass ein Einfluss der Kettenldnge auf die Grof3e
der Liposomen besonders im Bereich der kurzkettigen Phospholipide zu erkennen ist.

Neben der Grofe ergibt sich aus dem Porod-Fit auch die Information zur Oberflachenstruktur in
Form der fraktalen Dimension Dy Fiir alle drei Phospholipide liegt dieser unterhalb von zwei,
was auf eine schwache, diffuse Grenzflache hinweist. Die unterschiedlichen Kettenldngen schei-

nen hierauf keinen signifikanten Einfluss zu haben.

Die nach dem Phasentransfer hergestellten Liposomen sind neben der Rontgenkleinwinkelstreu-
ung auch mit dem Prinzip der dynamischen Lichtstreuung vermessen. Ein Vergleich der vier

Messgrofen ist in Tabelle 6.2 dargestellt. Wie bereits im Kapitel zur Charakterisierung der Na-
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Abbildung 6.4: Streuintensitét aufgetragen iiber den Streuvektor aus SAXS-Messungen von Liposomen, hergestellt
mit Phospholipiden unterschiedlicher Kettenldnge. Die Konzentration der Stammsuspension betrédgt fiir alle Phos-
pholipide 150 mM. Die Streukurven sind mit einem Offset zur besseren Ubersichtlichkeit dargestellt. Zur GroBen-
bestimmung der Liposomen wurde ein Modellierungsansatz fiir polydisperse, feste Kugeln angewandt. '

noemulsionen diskutiert, flihren der z-Average und der intensititsbezogene Durchmesser zu deut-
lich hoheren Tropfengréfen als der anzahlgewichtete Durchmesser. Da der z-Average einen ge-
samten Mittelwert fiir monodisperse Proben angibt, ist davon auszugehen, dass vereinzelt grof3e
Partikeln die Messung verfdlschen und dieser Parameter fiir die Charakterisierung nicht geeignet
ist. Dies zeigt sich auch im intensititsbezogenen Durchmesser, welcher deutlich gréere Trop-
fendurchmesser angibt. Die DLS bezieht den Brechungsindex mit ein, um von dem Signal der
Intensitatsfluktuation in die einzelnen Parameter umzurechnen. Bei der Umrechnung ist jedoch
darauf zu achten, dass das Verhiltnis der Verteilung beim intensitétsbezogenen Durchmesser mit
d’ eingeht, sodass ein einzelner groBer Tropfen das Ergebnis massiv verfilschen kann.

Die SAXS ist unabhingig vom Brechungsindex der Proben und beruht stattdessen auf der Elekt-
ronendichtedifferenz zwischen Probe und Umgebung, an der die Rontgenstrahlen gestreut wer-
den. Bei einer deutlich hoheren Anzahl an groflen Tropfen wiirde die Streuung dieser die Streuung
der kleinen Tropfen iiberwiegen, sodass kein eindeutiges Signal ausgewertet werden kann. Da
dies hier nicht der Fall ist, ist davon auszugehen, dass das Tropfenkollektiv mehrheitlich aus Gro-
Ben um die 60 nm besteht. Dies stimmt ebenfalls mit dem anzahlgewichteten Durchmesser iiber-

ein.

13 Die Messungen und Datenauswertung wurden dankenswerterweise von Herrn Dr.-Ing. Manuel Meier durchgefiihrt.
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Tabelle 6.2: Daten der DLS-Messung sowie SAXS fiir Liposomen, hergestellt aus Phospholipid-Suspensionen fiir
die Nanoemulsionen mit verschiedenen Kettenldngen. Die Konzentration betrug jeweils 150 mM. Aufgelistet ist der
z-Average sowie der anzahl- und intensitdtsgewichtete Mittelwert fiir die produzierten Liposomen. Die letzte Spalte
listet den mittleren Durchmesser basierend auf den SAXS-Messungen auf.

f:((;slﬂll\l/;)llpld, dz—Average / mm dnzan | NM dintensitse / MM dgaxs / nm
DMPC 1583+ 1,5 62,7+11,3 392,8 £53,2 47,8 £10,9
DPPC 1329+ 0,3 64,2 +£10,7 260,5+ 74,9 60,9 + 15,8
DSPC 538,8 £ 60,2 55,6 £ 10,2 2342 + 3854 57,8+ 11,9

Die Versuche zeigen, dass der Transfer trotz der zuvor festgestellten Gasblasen in den Nanoemul-
sionen erfolgreich ist und die Liposomen einen GroBenbereich aufweisen, der fiir eine zukiinftige
parentale Anwendung notwendig wire. Fiir die Anwendung ist neben der Grof3e auch eine lange

Stabilitdt der Liposomen wiinschenswert, welche im Folgenden betrachtet wird.

6.3.3 Langzeitstabilitit von DPPC-stabilisierten Liposomen

Die erfolgreich produzierten Liposomen sollten fiir eine spdtere Anwendung nicht nur kurzzeitig
stabil sein, sondern iiber einen lingeren Zeitraum eine gleichbleibende GroBe aufweisen. Hierzu
fanden am Beispiel des Phospholipids DPPC Langzeituntersuchungen in einer weiteren Ver-
suchsreihe statt. Die Stammsuspensions-Konzentrationen betrugen 150 und 300 mM. Fiir die
Langzeitstabilitit wurde eine Lagertemperatur von 4°C gewihlt. SAXS-Messungen empfehlen
sich aufgrund der hohen Rontgenstrahlung nicht fiir eine Langzeitmessung. Bei einer zu langen
Aussetzung von Rontgenstrahlen kdnnte das Messprinzip selbst die Instabilitét der Liposomen
fordern und hierdurch eine schlechtere Brauchbarkeit suggerieren, obwohl die tatsdchliche Stabi-
litdt hoher ist. Daher wurde der anzahlgewichtete Durchmesser aus der DLS fiir die Bewertung

der Langzeitstabilitit herangezogen.

Abbildung 6.5 zeigt die Langzeitstabilitit von Liposomen iiber einen Zeitraum von acht Wochen.
Da das Vermessen einer neuen Probe jeweils die Herstellung der Nanoemulsionen sowie den
Phasentransfer mittels Zentrifugation erfordert, sind sowohl in der Reproduzierbarkeit als auch
im direkten Vergleich beider Messmethoden minimale Abweichungen zu erwarten. Die Liposo-
men aus einer 150 mM DPPC-Suspension zeigen in den ersten 140 h eine GréBe von 90 nm bei
einer leicht erhdhten Standardabweichung von = 17 nm auf. Dies weist auf eine breitere Groflen-

verteilung zu Beginn hin. Der Durchmesser verringert sich {iber den gemessenen Zeitraum auf
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Abbildung 6.5: Langzeitstabilitit iiber 8 Wochen fiir Liposomen, hergestellt aus einer 150 und 300 mM DPPC-
Stammsuspension. Dargestellt ist der anzahlgewichtete Durchmesser dnzant.

60 nm. Moglich ist eine Sedimentation der groBeren Liposomen aufgrund des hoheren Ol-Anteils
in der Membran. Liposomen aus der 300 mM DPPC-Suspension weisen bereits zu Anfang eine
GroBe von durchschnittlich 62 nm auf und verbleiben in diesem GrdéBenbereich fiir die unter-
suchte Zeit. Die Stabilititsuntersuchungen von Stark et al. [134] zeigen ebenfalls eine Stabilitit
von 8 Wochen, wobei hierbei deutlich niedrigere Lagertemperaturen von -18°C sowie Frier-Auf-
tau-Zyklen in der Herstellung verfolgt wurden. Da gegensétzlich zu den Arbeiten von Stark et al.
weder eingekapselte Proteine noch Modifizierungen an den Liposomen vorhanden waren, konnte
mit der Lagerstabilitdt von 4°C eine deutlich hohere Praktikabilitét in der Versuchsdurchfithrung
erzielt werden. Mit derzeitigem Kenntnisstand ldsst sich vermuten, dass eine niedrigere Lager-
temperatur keine Verbesserung der Langzeitstabilitdt von Liposomen aus DMPC, DPPC und
DSPC bringt. Neben der Grof3e und Stabilitét ist auBerdem die bereits diskutierte Einkapselungs-

effizienz von Interesse, welche im Folgenden zu betrachten ist.

6.4 Auswahl der Nachweismethoden zur Einkapselung

Eine grundlegende Herausforderung bestand in der Auswahl einer Nachweismethode fiir die Be-
stimmung der Einkapselungseffizienz. Vorzugsweise ist die Methode einfach zu handhaben,
schnell durchfiihrbar und kann zwischen verschiedenen Stoffkomponenten, wie der Emulsion,

den Liposomen und dem API, unterscheiden. Da sowohl Proteine als auch Fluoreszenz-markierte
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Abbildung 6.6: Absorptionsspektren der verschiedenen Komponenten, die Teil der Liposomenherstellung sind. (A):
Spektrum des reinen Fluorocarbons PFPH (schwarz), Phosphatpuffers (rot) sowie (B) der verwendeten Modellwirk-
stoffe Fluoreszein-Natrium (FN, orange), FITC-D (griin) und BSA (blau). (C): Spektrum einer Emulsion mit und
ohne FN (schwarz und grau), (D) Liposomen mit und ohne FN (gelb und blau) sowie das Spektrum einer FN-Stamm-
16sung in Phosphatpuffer ohne Phospholipide in der Konzentration ¢ = 0,1 g L'! (orange).

Stoffe im ultravioletten und sichtbaren Wellenldngenbereich nachweisbar sind, fand eine Priifung
der Anwendbarkeit der UV-Vis Spektroskopie statt. Weisen die im Vorfeld aufgenommenen
Spektren der Einzelkomponenten grof3e Unterschiede auf, ist dies als besonders vorteilhaft fiir die

Unterscheidung im Mehrkomponentensystem zu werten.

In Abbildung 6.6 sind die Spektren des Fluorocarbons, des Phosphatpuffers, der Emulsion, der

Stammldsung, der Liposomen und die verdiinnten Losungen von entweder Fluoreszein-Natrium,
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BSA oder Dextran dargestellt. Abbildung 6.6 A zeigt die Spektren des reinen PFPHs und des
Phosphatpuffers ohne Phospholipide. Der Phosphatpuffer weist keinen signifikaten Peak im ult-
ravioletten oder sichtbaren Lichts auf, wéhrend fiir PFPH bei 215 nm eine Erhéhung der Absorp-
tion zu verzeichnen ist. Die Phospholipide streuen bei 230 nm, dargestellt anhand verschiedener
DPPC-Konzentrationen in Abbildung A 7.2 im Anhang A7. Die Spektren der eingesetzten Mo-
dellwirkstoffe sind in Abbildung 6.6 B dargestellt. Der Modellwirkstoff Fluoreszein-Natrium
zeigt einen signifikanten Absorptionspeak bei 491 nm, BSA bei 280 nm und FITC-D bei 493 nm.
Weder das Fluorocarbon, der Phosphatpuffer noch unterschiedliche DPPC-Konzentrationen in
den Stammldsungen weisen einen signifikanten Peak an der gleichen Position auf, sodass eine

Unterscheidung der Modellwirkstoffe von den Einzelkomponenten gewéhrleistet ist.

Fiir die Bewertung der Einkapselungseffizienz wihrend des Phasentransfers der Emulsionstropt-
chen sind nicht nur die Spektren der Einzelkomponenten (Abbildung 6.6 A und B), sondern vor
allem die der im Herstellungsprozess notwendigen Zwischenprodukte wie die Nanoemulsion und
die transferierten Liposomen relevant. Ein Vergleich des Absorptionsspektrums einer Emulsion
mit FN und einer Emulsion ohne FN in Abbildung 6.6 C zeigt, dass das Fluorocarbon eine ab-
schirmende Wirkung auf den Farbstoff hat, da der urspriingliche Peak des reinen FN bei 491 nm
ginzlich verschwindet. Ein Nachweis bzw. eine Unterscheidung ist dennoch moglich, da fiir die
Emulsion mit FN ein kleiner Peak bei 458 nm sichtbar ist.

Die Spektren der hergestellten Liposomen mit und ohne eingekapselten FN sind in Abbildung 6.6
D dargestellt. Zum Vergleich ist das Absorptionspektrum des reinen FN erneut abgebildet. Es ist
zu erkennen, dass Liposomen ohne Modellwirkstoff lediglich einen Peak bei 220 nm aufweisen,
wihrend Liposomen, die FN enthalten, den charakteristischen Peak bei 491 nm zeigen. Die Hohe
des Absorptionspeaks lisst Riickschliisse auf die eingekapselte Konzentration anhand einer Ka-
libriergerade zu. Beispielhafte Spektren verschiedener FN-Konzentrationen und die daraus resul-

tierende Kalibriergerade ist dem Anhang A 7 in Abbildung A 7.1 zu entnehmen.

Um Riickstéinde des Farbstoffes in der urspriinglichen W/FC Emulsion nach der Zentrifugation
ausschlieen zu konnen, wurde die hydrophobe Phase nach dem Phasentransfer vermessen. Das
Spektrum des Fluorocarbons ist im Anhang A 7 Abbildung A 7.2 rechts dargestellt und zeigt nach
der Zentrifugation die gleiche Extinktion wie im reinen Zustand. Dies deutet darauf hin, dass
weder FN noch Phospholipide in der hydrophoben Phase verbleiben und der Transfer vollstindig
stattfindet.
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Sowohl die einfache und schnelle Handhabung als auch die Moglichkeit, die einzelnen Stoffkom-
ponenten gezielt unterscheiden zu konnen, machen die UV-Vis Spektroskopie zu einer geeigneten
Nachweismethode der Einkapselung. Die Messmethode ist dariiber hinaus fiir in-situ Messungen
geeignet, sodass bei einer zukiinftigen kontinuierlichen Herstellungsweise der Liposomen eine
online-Beobachtung wéhrend des Prozesses moglich wére. Dies haben bereits Rolinger et al.
[135] und Riidt et al. [136] im Rahmen von Prozess-Analyse Technologien fiir die Aufreinigung

von Proteinen bzw. Virus-dhnlichen Partikeln zeigen konnen.

6.4.1 Einkapselungseffizienz

Die Modellwirkstoffe FN, BSA und FITC-D ergénzen die Stammldsung der Phospholipide mit
10 gL', 100 g L' und 50 g L!. Die finale Konzentration in der Emulsion ist 1:100, da die Emul-
sion 1% der dispersen Phase enthilt. Der komplette Einkapselungsprozess ist in Abbildung 6.7
dargestellt. Die Schritte 1 und 2 zeigen die Herstellung der Emulsion mittels Sonotrode. Anschlie-
Bend erfolgt die Uberschichtung der Emulsion mit der wissrigen, zweiten Phase sowie die Zent-
rifugation und der Transfer der Tropfchen zur Liposomenbildung (Schritte 3-5). Zur Bestimmung
der Einkapselungseffizienz findet nach der Zentrifugation (Schritte 4 und 5) zuerst die Abnahme
der oberen, wissrigen Phase statt. Die Trennung von freiem und eingekapselten API (Schritt 6)
findet in der Zentrifugaleinheit Vivaspin® mit integriertem Filtermodel statt. Fiir FN fand das
Vivaspin 500® mit einer Kapazitit von 500 uL und einem Molekulargewicht cut-off von 50 kDa
Verwendung, das Vivaspin 2® kam fiir BSA und FITC-D mit einer Kapazitit von 2 mL und Mo-
lekulargewicht cut-off von 100 kDa zum Einsatz. Fiir die Trennung der Phasen ist eine Zentrifu-
gationsdauer von 3 h bei 4000 g und 0°C notwendig. Die Liposomen bleiben in der
Filtermoduleinheit des Vivaspins® zuriick und bilden das Retentat, wihrend der freie Modell-
wirkstoff die Membran passiert und mittels UV-Vis Spektroskopie als Filtrat quantifiziert wird.

Die theoretische Einkapselungseffizienz EE ., ist in % angegeben und berechnet sich nach

EEneo(%) = (1) - 100, 6.1)
0

wobei cr die Konzentration an freiem API im Filtrat und ¢y die urspriingliche Konzentration des

API in der Emulsion darstellt.
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Abbildung 6.7: Schematische Darstellung des Einkapselungsprozesses am Beispiel von Fluoreszein-Natrium (FN).
Die Schritte 1 und 2 zeigen die Emulgierung mittels Ultraschall und die daraus resultierende W/FC Nanoemulsion.
Nach der Uberschichtung der wissrigen Phase (hier Phosphatpuffer) in Schritt 3 folgt die Zentrifugation und dadurch
der Transfer der Tropfchen (Schritte 4 und 5). Der erfolgreiche Transfer ist in Schritt 5 anhand der Fotografie zu
erkennen. Schritt 6 beinhaltet die Uberfiihrung der oberen wissrigen Phase in die Filtereinheit des Vivaspins® sowie
Trennung von freiem und eingekapseltem Wirkstoff.

6.4.2 Wiederfindungsrate

Es stellt sich die Frage, ob der gesamte Anteil des Markers nach der Zentrifugation in die obere
Phase libergegangen ist und sich der Modellwirkstoff nur noch als freies Fluoreszein-Natrium im
Filtrat und eingekapselt im Retentat befindet. Aus der Messung der Konzentration des Markers
in der oberen wéssrigen Phase cx, gesam: ldsst sich die Wiederfindungsrate WFx

WE, (%) = (C"'gec%mt) .100 = EE™R L 100 ’ (6.2)

mo
definieren. Der Index x steht fiir FN (Fluoreszein-Natrium), D (Dextran) oder PL (Phospholipid)
und ¢y flir die urspriingliche Konzentration des Modellwirkstoffes in der Stammsuspension. Im

optimalen Fall eines vollstindigen Transfers finden sich 100% der Ausgangsmenge in der wiss-

rigen Phase wieder. Um dies zu ermdglichen, ist die Zugabe einer 70 %-igen Perchlorsdure im
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Abbildung 6.8: Absorptionsspektrum einer Stamm- und Liposomen-Suspension mit FN, beide behandelt mit
Perchlorséure fiir 10 min bei 50°C.

Volumenverhéltnis von 1:1 zur wéssrigen Phase notwendig. Die Perchlorsdure zerstort die Lipo-
somen und setzt das eingekapselte FN frei. Entspricht die Summe aus der Menge FN im Filtrat
mrund der Menge FN im Retentat mr der Ausgangsmenge my, ist eine 100% Wiederfindungsrate

und somit ein vollstdndiger Transfer gegeben.

Der Aufschluss der Liposomen erfolgte fiir 10 min bei 50°C auf einem beheizten Schiittler. Die
Hitze beschleunigt die Reaktion der Sdure mit der Liposomenphase. Die Quantifizierung des Mo-
dellwirkstoffes wurde mit der UV-Vis Spektroskopie bei einer Wellenlédnge von 435 nm und an-
hand einer Kalibrierkurve mit Perchlorséure durchgefiihrt. Die charakteristische Peak-Position
von FN verschiebt sich aufgrund der Zugabe der Saure von 491 nm auf 435 nm. Um die Vorge-
hensweise auf ihre Wirksamkeit zu iiberpriifen und unterschiedliche Resultate zwischen einer
behandelten Stammsuspension und der Liposomenphase auszuschlieBen, wurden beide Phasen
mit Perchlorsdure behandelt. Das Ergebnis ist in Abbildung 6.8 dargestellt und zeigt, dass die
Spektren beider Proben den gleichen Verlauf und einen charakteristischen FN-Peak bei 435 nm
aufweisen. Somit ist von einer Freisetzung des FN in der Liposomenphase durch die Aufschluss-

methode auszugehen.

Die WFrn ist im Folgenden fiir zwei unterschiedliche Konzentrationen der Phospholipide DMPC,

DPPC und DPPG bestimmt und in Tabelle 6.3 zusammengefasst. Beide Konzentrationen an
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DPPG, 150 und 300 mM, zeigen einen hoheren Verlust an FN wihrend des Liposomenherstel-
lungsprozesses mit einer WFry von 81 %, wihrend die WFry fiir 150 und 300 mM DPPC-Lipo-
somen bei 91% liegt. Eine Konzentration von 50 mM DPPC in der Stammsuspension fiihrt
lediglich zu einer WFry von 48%. Dies stimmt mit den Erkenntnissen aus Kapitel 6.3.1 iiberein,
in denen eine Konzentration von nur 50 mM als zu niedrig flir eine ausreichende Stabilisierung
von W/FC-Nanoemulsionen ist. Ergo resultiert daraus eine schlechtere Wiederfindungsrate fiir
die Modellwirkstoffe.

Das Phospholipid DMPC zeigt eine dhnlich niedrige WFry von 45% trotz einer Konzentration
von 150 mM. DMPC besitzt eine Ubergangstemperatur von 24°C, sodass durch die hohere Be-
weglichkeit der Phospholipide ein hoherer Verlust wéhrend des Transfers zu vermuten ist. Zu-
sammenfassend ldsst sich feststellen, dass unter der Berticksichtigung von Verlusten wihrend des
Sonotriervorgangs und des Transfers bei einem hohen Oberflachen-Volumen-Verhéltnis, eine

WFEny von 91 % fiir das Phospholipid DPPC eine hohe Ausbeute zu erreichen ist.

Die in Tabelle 6.3 diskutierten Wiederfindungsraten zeigen, dass ein Teil des Modellwirkstoffes
nicht am Phasentransfer teilnimmt und in der Stammsuspension oder an der Phasengrenze ver-
bleibt. Da die theoretisch mdgliche Wiederfindung von 100% (= cy) nicht erreichbar ist, erfolgt
die Einflihrung einer korrigierten Einkapselungseffizienz EEj.. Diese beriicksichtigt nur die
Mengen, die tatsdchlich am Phasentransfer teilgenommen haben und quantifiziert den eingekap-

selten Anteil der transferierten Menge nach

mr

EExorr (%) = (1 — CCWLF) -100 = (1 — )~ 100 . (6.3)

mr+mpg

Tabelle 6.3: Wiederfindungsrate von Fluoreszein-Natrium in %. Die Wiederfindungsrate WFrn berechnet sich nach
Gleichung (6.2) fiir verschiedene Phospholipide und Konzentrationen.

Phospholipid und Konzentration / mM WFrn | %
150 mM DMPC 45,08
50 mM DPPC 48,13
150 mM DPPC 91,97
300 mM DPPC 91,46
150 mM DPPG 81,26

300 mM DPPG 81,51
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6.4.3 Positivnachweis der Einkapselung
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Abbildung 6.9: Unterschiedliche Berechnungen der Fluoreszein-Natrium Menge (FN) zum Nachweis der Einkap-
selung. Dargestellt ist die Wiederfindungsrate WFry basierend auf der gesamten quantifizierten Menge an FN nach
dem Transfer, die Menge an FN im Filtrat berechnet nach der theoretischen und korrigierten Einkapselungseffizienz
EEmeo und EEker sowie die quantifizierte Menge an FN im Retentat nach zweimaliger Waschung der Membran mit
Perchlorséure.

Die eingefiihrten Berechnungen basieren auf einem Negativnachweis, bei dem vom frei vorlie-
genden Modellwirkstoff auf den eingekapselten geschlossen wird. Am Beispiel von DPPC ist im
Folgenden der Positivnachweis gezeigt und mit den Ergebnissen der Wiederfindungsrate sowie
der theoretischen und korrigierten Einkapselungseffizienz verglichen. Fiir den Positivnachweis
ist die Menge des eingekapselten Wirkstoffes im Retentat zu bestimmen. Das Retentat enthélt die
Liposomen, welche mittels Perchlorsdure aufgeschlossen werden. Durch zweimaliges Waschen
werden die Liposomen aufgrund der Reaktion mit der Sdure zerstért und setzen den Modellwirk-
stoff frei. Die Konzentration des Modellwirkstoffes ist anschlieBend mittels UV-Vis Spektrosko-

pie quantifiziert.

Die Wiederfindungsrate und die mit verschiedenen Methoden berechnete Einkapselungseftizienz
sind in Abbildung 6.9 dargestellt. Die WFry betrdgt fast 100% im Vergleich zur Ausgangskon-
zentration. Da das Filtrat nur geringe Mengen an FN enthilt und die WFry hoch ist, nehmen
sowohl EEye, als auch EE.» Werte von mehr als 99% an. Das auf der Filtermembran des Vi-
vaspin® verbliebene Retentat misst fast 92%, was um 7% von der aus dem Filtrat berechneten

Einkapselung abweicht. Eine Abweichung in der Grof8enordnung liegt darin begriindet, dass sich
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Liposomen auch innerhalb der Filtermembran befinden konnen, wo sich der Aufschluss schwie-
riger gestaltet. Unter diesem Aspekt weisen die Ergebnisse eine gute Ubereinstimmung des Ne-
gativ- und Positivnachweises auf, sodass im Folgenden der Negativnachweis zur Bestimmung der

Einkapselungseffizienz dient.

6.5 Einkapselung verschiedener Modellwirkstoffe

6.5.1 Fluoreszein-Natrium

6.5.1.1 Einfluss verschiedener Fluorocarbone

Im Vorfeld konnte bereits die Eignung von Fluorocarbonen fiir die Emulsionsherstellung festge-
stellt werden. Neben dem bereits intensiv untersuchten PFPH (auch als C14F24 bezeichnet) kamen
drei weitere Fluorocarbone zum Einsatz, um die Einkapselungseffizienz am Beispiel von FN zu
untersuchen: Perfluoroheptan (C7F6), Perfluoro-1,3-dimethylcyclohexan (CsFi6) sowie Perfluo-

romethyldecalin (Ci1F2o).

Die Ergebnisse der vier Fluorocarbone in Abbildung 6.10 sind so zu interpretieren, dass ein grofer
Unterschied zwischen EEue, und EE.» mit einer schlechten Einkapselungseffizienz einhergeht.
Fiir die Fluorocarbone C7Fi6 und CsFis ist eine grof3e Differenz zwischen EEue, und EEko zu
erkennen. Das bedeutet, ein Grofiteil des Modellwirkstoffes verbleibt wihrend des Transfers in
der Emulsion. Das hohermolekulare Ci1F20 weist absolut einen geringeren FN-Verlust bei
gleichzeitig niedrigem Unterschied von 10% in den Einkapselungseffizienzen auf. Dieses
Fluorocarbon verzeichnet demnach einen geringeren Verlust wiahrend des Transfers. Kontrir zu
den Ergebnissen zeigen visuelle Beobachtungen wéhrend der Experimente fiir diese drei
hydrophoben Phasen instabile Nanoemulsionen mit Tropfchen, die bereits ohne Zentrifugation
schnell in die obere Phase libergehen. Dies erschwert die Kontrolle des Prozesses und ist nicht
wiinschenswert. Ci4F24 weist mit Abstand die hochste Einkapselungseffizienz auf und zeigt
keinen signifikanten Unterschied zwischen EE., und EE.~. Visuell sind keine Instabilitidten zu

beobachten.
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Abbildung 6.10: Einkapselungseffizienz EE der Fluorocarbone Perfluoroheptan (C;Fs), Perfluoro-1,3-dimethyl-
cyclohexan (CgF16) sowie Perfluoromethyldecalin (Ci1F29) und Perfluoroperhydrophenanthren (Ci4F24) fiir den Mo-
dellwirkstoff Fluoreszein-Natrium, der in DPPC-Liposomen eingekapselt ist (Stammsuspension von 150 mM fiir die
Stabilisierung der W/FC Nanoemulsion). In dunkelgrau ist die theoretische Effizienz nach Gleichung (6.1) und in
hellgrau die korrigierte Effizienz nach Gleichung (6.3) dargestellt. Ergénzt ist fiir jedes Fluorocarbon die jeweilige
Dichte.

Abbildung 6.10 lasst den Schluss zu, dass die Einkapselungseffizienz mit niedriger Dichte der
Fluorocarbonphase abnimmt. Die Erkenntnis zur Instabilitdt von Nanoemulsionen mit leichteren
Fluorocarbonen decken sich mit der Arbeit von Kabalnov et al. [106]. Ein hoherer Verlust an
Wirkstoff ist wahrscheinlich, wenn die Stabilitdt der Nanoemulsionen bereits schlecht ist und
aufgrunddessen die Mizellen schneller aufbrechen koénnen. Da Ci4F24 die hochste Stabilitét der
Nanoemulsionen erzielt und die besten Resultate zur Einkapselung zeigt, ist dieses im Folgenden

weiter zu verwenden.

6.5.1.2 Einfluss verschiedener Phospholipide und Zugabe von Cholesterin

Sowohl verschiedene Phospholipide als auch Variationen von deren Konzentrationen sind Ge-
genstand der Untersuchungen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.4 aufgelistet. Es zeigt sich, dass
hohere Mengen an DPPC in der Stammsuspension mit einer groleren Menge an verkapseltem
FN einhergehen: Eine hohe Konzentration von 300 mM fiihrt zu einer Einkapselungseffizienz
von 84%, wihrend 50 mM DPPC in der Stammsuspension eine maximale Menge von 48 % ver-

kapseln. Dies ldsst den Schluss zu, dass hohere Ausgangskonzentrationen von Phospholipiden
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Tabelle 6.4: Berechnete Einkapselungseffizienz EExor (%) fiir verschiedene Phospholipide und Konzentrationen fiir
den Modellwirkstoff Fluoreszein-Natrium. Phosphatpuffer wurde als wéssrige Phase verwendet.

Phospholipid EEgor | %
150 mM DMPC 96,8
50 mM DPPC 48,1
150 mM DPPC 80,4
300 mM DPPC 83,6
300 mM DPPC + Cholesterin (60:40) 73,7
300 mM DPPG 63,1

nicht nur zur Stabilisierung der Nanoemulsionen beitragen, sondern auch eine groBere Menge des
Modellwirkstoffes einkapseln. Die Erkenntnis zur Einkapselungseffizienz deckt sich mit den Un-
tersuchungen zur Langzeitstabilitdt der Nanoemulsionen aus Kapitel 5.4. Dariiber hinaus wurde
iiberpriift, ob mogliche Verluste der Phospholipide wihrend des Transfers ebenfalls die geringere
Einkapselung erkldren konnten. Die Verlustanalyse kann dem Anhang A8 aus Tabelle A 8.1 ent-
nommen werden. Der festgestellte Phospholipidverlust von 30% wihrend des Herstellungspro-
zesses begriindet, dass fiir eine Stabilisierung der Wassertropfchen eine groflere Menge an
Phospholipiden notwendig ist.

Die Verwendung des Phospholipids DMPC mit einer kiirzeren Kettenlédnge fiihrt zu einer Ein-
kapselungseffizienz von 96 %. Allerdings ist die WFry im Vergleich zu DPPC mit 45% deutlich
geringer (vgl. Tabelle 6.3). Von den 45% Wirkstoff, die tatsdchlich am Phasentransfer teilneh-
men, wird ein Grofiteil eingekapselt, insgesamt ist jedoch ein hoherer Verlust vermutlich an der

Wand des ReaktionsgefiaBes und in der Phasengrenze zu verzeichnen.

Generell stabilisiert der Zusatz von Cholesterin oder negativ geladenen Phospholipid-Kopfgrup-
pen die Zellmembranen. Eine erhohte Stabilitdt geht mit einer Steigerung der Membranflexibilitét
einher. Ob sich diese positiv oder negativ auf die Einkapselung von FN auswirkt, gilt es einerseits
mit einem Gemisch aus DPPC und Cholesterin im Molverhéltnis von 60:40 und andererseits mit
reinem, anionischen DPPG zu tiberpriifen.

Die Absorption des Filtrats aus DPPC + Cholesterin Liposomen ist deutlich héher als die des
Filtrats von DPPC-Liposomen. Die Einkapselungseffizienz unterscheidet sich dementsprechend
von 83% bei reinen DPPC-Liposomen zu 74 % bei Zugabe von Cholesterin. Ahmad et al. [137]
erreichen fiir eine Mischung aus Phosphaditylcholin (PC) und Cholesterin im Verhéltnis von 0,9:1

eine Einkapselungseffizienz von 25,86 %, die sich bei einem héheren PC-Anteil von 1,1:1 auf
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42,34% erhoht. In dieser Arbeit liegt ein Verhéltnis von 1,5:1 vor. Demzufolge gilt eine Verbes-
serung der Einkapselung durch einen hoheren DPPC-Anteil als wahrscheinlich. Eine Abnahme
der Einkapselungseffizienz mit einer Erh6hung des Cholesterinanteils beschreiben auch Briguila
et al. [138]. Da die Ubergangstemperatur des Phospholipids DPPC wihrend des Prozesses nicht
iiberschritten wird (T¢,pppc = 41,4 °C, Versuchstemperatur 0°C), Cholesterin aber gleichzeitig die
Fluiditét der Membran unterhalb der Ubergangstemperatur erhoht [139], fiihrt dies zu einem ho-
heren Biegemodul bzw. die Zéhigkeit der Doppelschicht. Die Vermutung liegt nahe, dass darin
die geringere Einkapselung begriindet ist. Cholesterin verdndert die Eigenschaften der Membran
und verlangsamt daher die Dynamik der Membranfusion. Chernomordik et al. [ 140] beschreiben
die Membranfusion als eine Funktion der Membraneigenschaften, wie z.B. der Dichte der Fusi-
onsproteine und der Lipidzusammensetzung. Zwei Membranen kommen in Kontakt und bilden
eine Hemifusion, bevor sie zusammenschmelzen. Bei der Zentrifugation fusioniert die Membran
in umgekehrter Weise: Beim Passieren der Zweiphasengrenzfldache bildet sich die Doppelschicht
dynamisch um den Emulsionstropfen. Im Moment der Ablosung der neu gebildeten Liposomen
von der Grenzfldche sind diese noch nicht vollstindig geschlossen, was zu einem Auslaufen des
Modellwirkstoffs fiihrt. Die Schnelligkeit des SchlieBens der Membran hat somit eine Signifikanz
fiir die Einkapselungseffizienz. Da Cholesterin das Biegemodul erhoht, wie auch von Pan et al.
[141] und Needham et al. [142] beschrieben, benotigen die Membranen mehr Zeit, um sich nach

der Ablosung von der Grenzfliche zu schlieBen und verlieren somit mehr des Modellwirkstoffes.

Ebenso zeigen Liposomen, hergestellt mit dem anionischen Phospholipid DPPG, eine geringere
Einkapselungseffizienz von 63% im Vergleich zu Liposomen, die mit dem zwitterionischen
DPPC stabilisiert sind. Jing et al. [143] beobachten eine Reduktion der Lipiddoppelschichtdicke
und -dichte aufgrund einer hoheren Elektronen-Nettoladungsdichte. Dieses Phdnomen ist auf die
negativ geladenen Kopfgruppen des DPPG zuriickzufiihren, deren AbstoBungskraft stirker ist als
die der zwitterionischen DPPC-Molekiile. Dadurch vergroBert sich der Abstand und Neigungs-
winkel zwischen den Kopfgruppen. Zusétzlich erhoht sich die Festigkeit der Membran, wie von
Faizi et al. [144] beschrieben. Es ist anzunehmen, dass die Doppelschicht bei der Verwendung
von anionischen Kopfgruppen durchlissiger und FN daher leichter freizusetzen ist. Cholesterin

und negativ geladene Kopfgruppen wirken somit nicht effizienzsteigernd.
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6.5.2 Einkapselung von Rinderserumalbumin unter Anwendung os-
motischer Bedingungen

Die vorhergehenden Untersuchungen zeigten, dass niedermolekulare Modellwirkstoffe mit sehr
hohen Effizienzen eingekapselt werden konnen. Herausfordernd bleibt die Einkapselung von
hochmolekularen Proteinen. Ein gidngiges Modellprotein ist BSA, welches hier neben FITC-D
Anwendung fand. Beide Modellwirkstoffe sind gréfer als 60 kDa und lassen sich iiber die UV-
Vis Spektroskopie nachweisen. Dariiber hinaus ist es fiir eine pharmazeutische Applikation be-
sonders relevant, verschiedene osmotische Bedingungen zu untersuchen, die im menschlichen
Blut die Einkapselung beeinflussen konnen. Durch Erhéhung der Konzentration des Phosphat-
puffers ldsst sich der osmotische Druck im Inneren oder AuBeren des Liposoms steigern. Auf
diese Weise konnen die Untersuchungen am liposomalen wissrigen Modellsystem Prognosen fiir

den menschlichen Organismus ermdglichen.

In Abbildung 6.11 links ist der direkte Vergleich der Einkapselungseffizienz zwischen FN und
BSA dargestellt. Die Liposomen stammen aus einer 150 mM DPPC-Stammsuspension. Als wéss-
rige Phase innerhalb und auferhalb der Liposomen diente ausschlieBlich ddH>O ohne Phosphati-
onen. Die Einkapselungseffizienz ist flir das als deutlich groBeres Molekiil um 10% niedriger als
fiir FN. Wéhrend in der wissenschaftlichen Literatur die Einkapselungseffizienzen mit Steigerung
des Molekulargewichts signifikant abnehmen [126,145], scheinen durch die verfahrenstechnische
Zentrifugation nur geringe Mengen des hochmolekularen Wirkstoffes verloren zu gehen. Eine
Vermutung fiir die effizientere Einkapselung liegen in der schnelleren Doppelschichtbildung in-
folge der bereitgestellten Phospholipide an der Phasengrenzen und der Zentrifugalbeschleunigung
begriindet. Gegensitzlich zur Filmmethode, bei der die Doppelschichtbildung diffusionskontrol-
liert langsamer ablduft, sorgt der Input infolge der Zentrifugalbeschleunigung beim Phasentrans-
fer fiir einen positiven Effekt. Dariiber hinaus findet {iber die als erstes hergestellte Emulsion eine
gezielte Einkapselung statt, wahrend bei der Filmmethode alle Komponenten unkontrolliert zu-
sammengegeben werden. Dies filihrt zu einem groBen Verlust des Proteins. Das Materialsystem
ist als dritter moglicher Einflussfaktor fiir die verbesserte Einkapselung zu nennen. Das inerte
PFPH lidsst eine Vermischung mit dem Protein nicht zu, sodass dieses in der wéssrigen Phase

verbleibt und zwangsldufig am Phasentransfer teilnimmt.
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Abbildung 6.11: Einkapselungseffizienz EE von DPPC-Liposomen (150 mM in der Stammsuspension) fiir den Mo-
dellwirkstoff BSA. Links: Vergleich der EE zwischen Fluoreszein-Natrium (FN) und BSA, mit ddH,O als wéssrige
Phase. Rechts: Einfluss der Pufferkonzentration auf die EE von BSA. Die innere wissrige Phase enthdlt durchgéngig
83 mM Phosphatpuffer, wihrend die dulere Konzentration des Phosphatpuffers (obere, wéssrige Phase) zwischen
83 mM und 250 mM variiert. Die dullere Konzentration ist auf der x-Achse angegeben.

Die Untersuchungen des osmotischen Einflusses auf die Einkapselungseffizienz von BSA zeigt
Abbildung 6.11 rechts. Die Phosphatkonzentration ist im Inneren des Liposoms konstant bei
83 mM, wihrend die dulere wissrige Phase von 83 mM auf 250 mM schrittweise zunimmt. In-
folge der dulleren hoheren Phosphationenkonzentration entsteht auBBerhalb des Liposoms ein ho-
herer osmotischer Druck. Um den Druck auszugleichen, wandern die Wassermolekiile von Innen
nach Aufen. Der Ausstrom von lonen aus dem Liposom wird in der Mikrobiologie als Efflux
bezeichnet. Es ist zu erwarten, dass mit erhohter Salzkonzentration au3erhalb des Liposoms auch
ein groferer Efflux einhergeht und dieser damit das Auslaufen des Modellwirkstoffes begiinstigt.
Diese Annahmen spiegeln die in Abbildung 6.11 rechts dargestellten Ergebnissen wider. Die bei
gleichen osmotischen Bedingungen innerhalb und auBBerhalb des Liposoms (83 mM Phosphatpuf-
fer) erreichte Einkapselungseffizienz von 78% liegt unterhalb der Effizienz von Reinstwasser
ohne Phosphationen (89%). Da durch die gleiche Salzkonzentration innerhalb und auB3erhalb kein
Efflux entsteht, muss die Phosphatkonzentration die Einkapselungseffizienz wéhrend des Pha-
sentransfers beeinflussen. Eine Erklarung liefern Le et al. [146], welche die Rolle verschiedener
Metallionen auf die Beeinflussung von Phospholipidmembranen untersuchten. Die Autoren stel-
len fest, dass sich Ionen wie Na* oder Mg?" zwischen die Kopfgruppen lagern. Uber den Phos-

phatpuffer (NaH,PO4 und Na,HPO4) werden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls Na"-Ionen der
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Membran zugefiihrt. Dies konnte zu einer hoheren Durchlissigkeit der Membran fithren und so-
mit zu einem Verlust des Wirkstoffes.

Mit steigender Salzkonzentration aullerhalb des Liposoms und zunehmenden Efflux nimmt die
Einkapselungseffizienz weiter ab. Das bedeutet, dass eine erhohte Salzkonzentration auerhalb
des Liposoms im menschlichen Blut eine friihzeitige Freisetzung des Wirkstoffes begiinstigen
wiirde. Ein Efflux im Blut liese sich nur durch Anpassung der Salzkonzentration innerhalb des
Liposoms wihrend des Herstellungsprozesses erzielen.

Bei einer maximalen Differenz der Salzionen zwischen innen und auB3en ist eine Effizienz von
66% festzustellen. Da das Molekulargewicht deutlich hoher ist, erscheint eine Verkapselung
schwieriger und somit ist eine geringere Einkapselungseffizienz auch unter osmotischen Ande-

rungen zu erwarten.

6.5.3 Einkapselung von FITC-D unter Anwendung osmotischer Be-
dingungen

In einem zweiten Experiment ist der umgekehrte Mechanismus — der Influx — am Beispiel von
FITC-D untersucht worden. Der Influx beschreibt eine osmotische Situation, bei der eine gerin-
gere Salzkonzentration auB3erhalb des Liposoms zu einer Bewegung von Wasserionen durch die
Membran in das Vesikel fiihrt und damit zu einer Liposomenvergrof3erung beitragt. Der Efflux
ist der bereits beschriebene gegenteilige Effekt. Fiir beide Fille ist ein maximaler Unterschied in
der Salzkonzentration (0 mM und 250 mM) analysiert worden. Zusitzlich ist ein Vergleich bei

gleichen Bedingungen innerhalb und auBerhalb des Liposoms betrachtet worden.

Auch hier zeigt sich ohne In- und Efflux in Abbildung 6.12 ein &dhnliches Ergebnis wie bei den
Untersuchungen mit BSA. Wéhrend ohne Salz (0 mM) die héchste Einkapselungseffizienz mit
98% zu erreichen ist, reduziert ein Efflux diesen um 31,4%. Im Vergleich dazu kapseln hohe
Salzkonzentrationen von 250 mM weniger Dextran ein aber ein Zufluss stabilisiert das Liposom
und fiihrt zu einer besseren Einkapselungseffizienz (95%). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass ultrareines Wasser innerhalb und auflerhalb des Liposoms zu einer geringeren Beeintréachti-
gung der Phospholipide und zu einer erhohten Stabilitdt fiihrt, wihrend ein Efflux die Lipidvesi-
kel destabilisiert und stets Modellwirkstoff freisetzt. Dies geht einher mit den Ergebnissen aus

Abbildung 6.9, in der die Einkapselungseffizienz fiir DPPC-Liposomen und Fluoreszein-Natrium



106 Kapitel 6. Liposomenherstellung mittels Zentrifugation und deren Einkapselungseffizienz

100

0 9.8 66I,6 8?{,3 9.5
innen O0mM OmM 250 mM 250 mM
aulen O0mM 250mM 250 mM O mM

Abbildung 6.12: Einkapselungseffizienz von DPPC-Liposomen (150 mM in der Stammsuspension) fiir den Modell-
wirkstoff Dextran bei provoziertem Efflux- und Influx-Verhéltnissen: Die erste Zeile der x-Achse bezeichnet die
Konzentration des Phosphatpuffers innerhalb des Liposoms, die Konzentrationsangaben in der zweiten Zeile bezie-
hen sich auf den duBleren Phosphatpuffer nach der Zentrifugation.

als Modellwirkstoff 99% erreicht. Uberraschend ist die Tatsache, dass ein Influx die Stabilitéit der
Vesikel nicht reduziert. Scheinbar ist die Konzentration von 250 mM noch niedrig genug, um ein
Platzen der Liposomen und somit ein Freisetzen von Wirkstoff durch einen starken Influx zu
verhindern. Durch die eintretende Fliissigkeit schwellen die Liposomen zwar an, der Wirkstoff
bleibt aber eingekapselt und erreicht einen dhnlich hohen Wert wie bei einem Transfer ohne Phos-

phationen.

6.6 Theoretische Betrachtung des Transfers

Den Transfer der Emulsionstropfchen diskutierte bereits Sommerling et al. anhand eines Modell-
systems von Silica-Partikeln und der Ol-Phase Squalen [130]. Fiir eine mathematische Betrach-
tung zur Eignung des Transfers fiir das Fluorocarbon-System fehlten bis dato die entsprechenden
experimentellen Daten wie die Grenzfldchenspannungen zwischen den fluiden Phasen. An dieser
Stelle soll daher neben dem praktischen Nachweis der vorangegangenen Kapitel in Anlehnung an

die Theorie von Sommerling et al. ein theoretischer Beweis des Phasentransfers erfolgen.
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Die Autoren stellen eine Energiebilanz auf, welche zeigt, dass der Transfer des Partikels maB3geb-
lich vom Kontaktwinkel zwischen Partikel und Fluid abhéingt. Somit wére eine sehr hohe Zentri-
fugalbeschleunigung fiir einen vollstdndigen Transfer notwendig. Beispielsweise sind bei einem
Kontaktwinkel von 142° theoretisch mehr als 10.000 G nétig, um eine Partikelgréfe von 34 pm
zu transferieren. Diese Zahlen beruhen auf der Energiebilanz zum Phasentransfer nach Sommer-

ling et al. [130]:

1 h
EPT == Ekin + EUOl == Emvz + fO FG - FA(h)dh . (64)

Die fiir den Phasentransfer bendtigte Energie setzt sich aus der kinetischen Energie Exi, des dis-
persen Teilchens mit der Masse m und der Geschwindigkeit v sowie der volumetrischen Energie
E.or zusammen. Als volumetrische Energie wird hierbei das Integral iiber die Kréftedifferenz zwi-
schen Gewichts- und Auftriebskraft F und F4 der Linge 4 definiert. Ubersteigt die Summe der
kinematischen und volumetrischen Energie die fiir den Phasentransfer notwendige Energie Epr,
erfolgt der Phasenwechsel der dispersen Teilchen. Nach Sommerling et al. kann Epr durch In-
tegration der einzelnen Grenzflichenspannungen iiber die Benetzungsflache des dispersen Teil-
chens bestimmt werden. Substitution und Einsetzen der Young'#-Gleichung fiihrt unter Annahme

eines vollstandigen Transfers zu:

Epr(2r) = —cos@ -4 -1 1% ysip7, (6.5)

sodass die Energie zum Phasentransfer lediglich eine Funktion des Kontaktwinkels 6, des Parti-
kelradius » und der Grenzfldchenspannung y;> zwischen beiden Fluiden ist. Ist der Kontaktwinkel
wie bei Sommerling et al. iber 90°, ist von hydrophoben Eigenschaften zu sprechen und Energie
ist notwendig, um den Transfer zu vollziehen. Unterhalb von 90° besitzt das Partikel eine hohe
Benetzbarkeit — ein bewegtes disperses Teilchen kann die Grenzfldche ohne zusitzliche Energie

passieren.

Da es sich in der vorliegenden Arbeit jeweils um fliissig-fliissig-Grenzflachen handelt, ist eine
Umformung der Grenzflachenspannung iiber die Young-Gleichung nicht notwendig. Nach Kral-

chevsky et al. [147] ergibt sich in diesem Fall die Berechnung der Phasentransferenergie iiber die

14 Thomas Young (* 13. Juni 1773; T 10. Mai 1829) war ein englischer Augenarzt und Physiker.



108 Kapitel 6. Liposomenherstellung mittels Zentrifugation und deren Einkapselungseffizienz

A B C
F2 Voo H,0
o I3
ARRARARAI T T of 12
T /f1e2 ) _/pfl = _//pﬁz
71 = /e 0
Fl & ol

Abbildung 6.13: Schematische Illustration des Phasentransfers. (A) Gesamtansicht eines Tropfens wihrend des
Transfers zum Zeitpunkt des Durchtritts von Fliissigkeit F1 (Ol) durch die Grenzfliche ysy2 in die Fliissigkeit F2
(Wasser). Die Grenzfliche ypz zwischen Wassertropfen und Ol kann mit und ohne Phospholipiden belegt sein,
ebenso die Grenzflidche yy2 zwischen dem Wassertropfen und der wissrigen Phase. (B) Im Fall des Transfers eines
Wassertropfchens aus der hydrophoben Phase in die wiassrige Phase entsteht keine neue Grenzfléche. (C) Aufgrund
des diinnen Olfilms innerhalb der sich ausbildenden Membran sind die Grenzflichenspannungen identisch.

Grenzfldchenspannung zwischen dem dispersen Teilchen mit dem Radius 7 und den Fluiden F1

(O), y,11, und F2 (Wasser), y,2 zu

Epr(2r) =4-m- rz(foz - fo1) . (6.6)

Der Wegfall des Kontaktwinkels liegt physikalisch darin begriindet, dass ein Kontaktwinkel zwi-

schen zwei fliissigen Phasen nicht exisitiert.

Schematisch sind die Zustdnde inklusive der einzelnen Grenzflichenspannungen wihrend des
Transfers in Abbildung 6.13 dargestellt. Zuerst sei der Fall betrachtet, dass lediglich ein Wasser-
tropfen von der hydrophoben Phase in die wéssrige Phase iibergeht (Abbildung 6.13 (B)). In die-
sem Fall nimmt die Grenzflichenspannung zwischen PFPH und Wasser einen Wert von
ypr1 =52 mN/m an. Sobald der Tropfen die hydrophobe Phase verldsst, befindet er sich in der
ebenfalls wissrigen Phase mit y,» = 0 mN/m. Einsetzen in Gleichung (6.6) ergibt immer eine ne-
gative Phasentransferenergie — der Transfer ist somit ohne zusitzliche Energie moglich.

In Fall (C) sind zusétzlich die Phospholipide vorhanden. Aus Kapitel 4.3 ist bekannt, dass das
Phospholipid DPPC an der CMC einen Wert von y, = 25 mN/m aufweist. Aufgrund des Olfilms,
der sich um das Emulsionstropfchen und zwischen der Membran bildet, reduziert sich die Grenz-
flichenspannung zwischen Liposom und wissriger Phase y,/> auf 25 mN/m. Die Phasentransfer-

energie wird damit Null und die Summe aus kinetischer und volumetrischer Energie ist zu jeder
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Zeit grofer als Epr. Die Betrachtung zeigt, dass sowohl in der Praxis als auch in der Theorie der

Transfer mit dem Fluorocarbon-System moglich ist.

6.7 Schlussfolgerungen

Die Herstellung von Liposomen ist mit dem Zentrifugationsprozess ohne die Nutzung eines or-
ganischen Losungsmittels erfolgreich gelungen. Dazu sind die Phospholipide im ersten Schritt in
der wissrigen Phase mittels Ultraschall zu suspendieren. Ebenfalls durch Ultraschalldispergie-
rung erfolgt im néchsten Schritt die Herstellung einer Wasser-in-Fluorocarbon (W/FC) Nano-
emulsion. Die darin enthaltenen Mizellen werden durch Zentrifugalbeschleunigung zum
Phasentransfer in eine zweite wissrige Phase gebracht. Wahrend des Aufrahmens bildet sich die

Lipiddoppelschicht dynamisch an der Grenzflache zwischen Nanoemulsion und wissriger Phase.

Zur Bestimmung der mittleren Liposomengrdéf3e nach dem Phasentransfer kam neben der im vor-
herigen Kapitel 5 diskutierten dynamischen Lichtstreuung (DLS) zusétzlich die Rontgenklein-
winkelstreuung (SAXS) zum Einsatz. Aufgrund des Olfilms, welcher sich wihrend des Transfers
in der Membran anlagert, ist ein hoher Elektronendichteunterschied zwischen Membraninneren
und —duBeren gegeben. Der Elektronendichteunterschied ist fiir die SAXS besonders vorteilhaft,
da hierdurch hohe Streuintensititen Riickschliisse zur Liposomengrof3e erlauben. Sowohl die
SAXS-Messungen als auch die Auswertung des anzahlbasierten Durchmessers liefern eine mitt-
lere Liposomengrdf3e von 60 nm.

Eine Studie zur Phospholipidkonzentration zeigte, dass eine Mindestkonzentration von 150 mM
an Phospholipiden notwendig ist, um Liposomen mit einer ZielgroBe < 200 nm herzustellen. Die
Kettenldnge der Phospholipide beeinflusst zwar die Dicke der Doppelschicht, hat aber keinen
signifikanten Einfluss auf die Liposomengrofie. In Bezug auf eine spétere pharmazeutische An-
wendung ist die Langzeitstabilitidt der Liposomen im untersuchten Konzentrationsbereich iiber
mehrere Wochen gewéhrleistet.

Die Problematik mit der Eintragung von Gasblasen wéhrend der Nanoemulsionsherstellung ist
fiir die Liposomenherstellung unbedeutend. Aufgrund des Dichteunterschieds rahmen nicht nur

die Mizellen als Folge der Zentrifugation auf, sondern auch die Gasblasen.
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Zur Uberpriifung der Einkapselungseffizienz der produzierten Liposomen kamen die Modell-
wirkstoffe Fluoreszein-Natrium, BSA und fluoreszenz-markiertes Dextran zum Einsatz. In einem
ersten Schritt wurde die UV-Vis Spektroskopie als Nachweismethode erfolgreich etabliert. Die
eingesetzen Stoffkomponenten weisen unterschiedliche Adsorptionsspektren mit charakteristi-
schen Peaks auf. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetz konnen anhand vorab bestimmter Ka-
librierkurven die eingesetzten Komponenten unterschieden und in ihrer Konzentration bestimmt
werden. Dementsprechend lassen sich nicht nur O/W, sondern auch W/O oder W/FC Emulsionen
analysieren. Da die UV-Vis Spektroskopie auch in-situ Messungen erlaubt, ist die Analytik mit
Blick auf eine kontinuierliche Liposomenherstellung und einer Online-Analytik wihrend des Pro-

zesses vielversprechend.

Je nach eingesetztem Phospholipid liegt die Einkapselungseffizienz fiir Fluoreszein-Natrium zwi-
schen 48 und 98% fiir PFPH. Andere Fluorocarbone mit einem geringeren Molekulargewicht
weisen dagegen eine geringere Einkapselungseffizienz (20-60%) auf. Dies ist sowohl auf die Po-
lydispersitdt innerhalb der zuvor hergestellten Nanoemulsionen zuriickzufiihren als auch auf die
kurze Emulsionsstabilitit. Hier gilt daher: Je hoher das Molekulargewicht des Fluorocarbons,
desto stabiler ist die Nanoemulsion und desto erfolgreicher die Einkapselung. PFPH ist entspre-
chend zu bevorzugen.

Die Konzentration der Phospholipide beeinflusst nicht nur die Liposomengrdfe, sondern auch die
Einkapselungseffizienz — 300 mM in der Stammsuspension kapseln effizienter ein als 150 mM.
Die Ergebnisse zeigen aullerdem, dass sich Komponenten wie Cholesterin oder geladene Phos-
pholipide, welche iiblicherweise biologische Membranen stabilisieren, negativ auf die Einkapse-
lung auswirken. Die erhohte Flexibilitét fithrt im Fall der Einkapselung zu hoheren Verlusten,
weil sich die Membranen der Liposomen beim Durchtritt durch die Phasengrenze langsamer

schlieBen.

Mit der Zentrifugationsmethode gelingt nicht nur die Einkapselung von niedrigmolekularen Ver-
bindungen wie Fluoreszein-Natrium, sondern auch von Makromolekiilen wie BSA oder Dextran
mit einer GroBe von > 60 kDa. Die erreichte Einkapselung betrdgt 89% fiir BSA und 98% fiir
Dextran. Die fiir beide Molekiile untersuchten osmotischen Bedingungen sind denen in der
menschlichen Blutbahn nachempfunden. Prinzipiell wire ein Influx dem Efflux vorzuziehen ist,
obwohl bei einem Influx das Platzen der Liposomen und somit eine frithzeitige Freisetzung des

Wirkstoffes zu erwarten wire. Vorzugsweise herrschen innerhalb und auflerhalb des Liposoms
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jedoch die gleichen Bedingungen, sodass der osmotische Effekt zu vernachlédssigen ist. Fiir diesen
Fall wire exakt die Salzkonzentration des menschlichen Blutes innerhalb des Liposoms wihrend

des Herstellungsprozesses in der Nanoemulsion einzustellen.

Die theoretische Betrachtung des Phasentransfers zeigt, dass mit der Auswahl der passenden hyd-
rophoben Phase ein Transfer moglich ist. Mathematisch sind fiir das fliissig-fliissig-System die
Grenzflachenspannungen zwischen den fluiden Phasen und der Dichteunterschied anstatt des
Kontaktwinkels relevant. Die Summe aus kinematischer und volumetrischer Energie iibersteigt

die bendtigte Phasentransferenergie.

Zusammenfassend sind in Bezug auf die optimalen Bedingungen fiir die Herstellung von Lipo-

somen folgende Aussagen zu treffen:

1. Die Zentrifugationsmethode erlaubt eine nahezu vollstindige Einkapselung verschiedener
Wirkstoffe.

2. PFPH ist unter den bisher untersuchten hydrophoben Phasen am besten geeignet fiir eine
stabile Nanoemulsion als Ausgangskomponente.

3. Die Stabilisierung sollte mit mindestens 150 mM DPPC, bestenfalls jedoch 300 mM er-
folgen.

4. Gleiche Salzkonzentrationen innerhalb und auBerhalb des Liposoms fithren zu héheren

Einkapselungseffizienzen als osmotische Unterschiede.
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Kapitel 7

Schlussfolgerungen und Ausblick fiir
zukiinftige Arbeiten

7.1 Schlussfolgerungen

(1) Verstindnis des Adsorptionsverhaltens von Phospholipiden an Fluorocarbon-Grenzfldichen

Da Phospholipide grenzflachenaktive Substanzen sind, ist die tensiometrische Untersuchung des
Stoffsystems relevant. Im Fokus stand die Auswahl einer geeigneten Analysemethode fiir die
Grenzflichenspannung zwischen Fluorocarbon und Phospholipid-Suspension. Das Fluorocarbon
PFPH lasst sich mit einer doppelt so hohen Dichte wie Wasser aber einem fast identischen Bre-
chungsindex nicht mit allen herkdmmlichen tensiometrischen Methoden analysieren. Ungeeignet
ist beispielsweise die Profil-Analyse Tensiometrie, welche die Grenzflache durch Bilderkennung
identifiziert und vermisst. Stattdessen fand der invasive Du Noiiy-Ring Anwendung. Der physi-
sche Kontakt des Ringes mit der Grenzflache stort kurzzeitig die Phasengrenze, allerdings besteht
kein langfristiger oder irreversibler Einfluss auf die Phospholipid-Schicht. Als nicht-invasive Me-
thode wurde das Spinning Drop Tensiometer herangezogen. Der Vergleich beider Methoden
zeigte eine dhnliche Messgenauigkeit der Grenzflichenspannung. Der Du Noiiy-Ring ist jedoch

fiir das vorliegende Stoffsystem die schnellere und praktikablere Methode.

Mithilfe des Du Noiiy-Rings wurde die Grenzfliche zwischen PFPH und wissrigen Suspensionen
mit Phospholipiden unterschiedlicher Kettenldnge untersucht. Es ist festzustellen, dass mit kiir-
zerer Kettenldnge sowohl die Gleichgewichtsgrenzflichenspannung schneller erreicht als auch

eine niedrigere Grenzflichenspannung im Bereich der CMC zu verzeichnen ist. Dies ist auf die
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sterische Hinderung der Kettenldngen zuriickzufiihren, welche sich mit zunehmender Linge er-
hoht. Die Messungen mittels Du Noiiy-Ring erméglichten eine vollstindige Uberwachung des
Anlagerungsprozesses der Phospholipide. Andere getestete Methoden erlauben diese Uberwa-

chung nicht.

Auch die Temperatur beeinflusst die Adsorption der Phospholipide an die Grenzfliche. Die ste-
rische Hinderung ist bei den Phospholipiden mit langerer Fettsdurekette weniger ausgeprégt,
wodurch der Adsorptionsprozess schneller vonstattengeht.

Die logarithmische Auftragung der Grenzflichenspannung tiber die Phospholipidkonzentration
erlaubt die Berechnung der Fliche pro Molekiil nach Gibbs. Die konzentrationsabhingige Be-
rechnung stof3t bei dem vorliegenden System schnell an Grenzen, da im mittleren Konzentrati-
onsbereich zwei Phasen der Phospholipide starke Schwankungen der Grenzfldchenspannung
verursachen. Der aus einer fliissigen und festen Phase bestehende Ko-Existenzbereich erschwert
somit die Bestimmung der Flache pro Molekiil. Eine geeignete Berechnungsmethode fiir das vor-
liegende Fluorocarbon-System wurde in der linearen Interpolation der Grenzfldchenspannung als
Funktion der Zeit gefunden. Die daraus resultierenden Werte stimmen mit den Flachen pro Mo-

lekiil aus der Literatur Uberein.

Zusammenfassend ist eine Charakterisierung des Stoffsystems PFPH und verschiedener Phos-
pholipid-Suspensionen gelungen. Die zur Stabilisierung von Nanoemulsionstropfchen bendtigten

Mengen an Phospholipiden liesen sich mit den tensiometrischen Untersuchungen quantifizieren.

(2) Stabilititsanalyse von W/FC Nanoemulsionen fiir die spditere Liposomenherstellung

Wihrend O/W oder auch FC/W Nanoemulsionen bereits ausfiihrlich in der Literatur beschrieben
sind, ist die Analyse des umgekehrten Falles herausfordernder. Die Untersuchung der W/FC Na-
noemulsionen ist daher ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden Arbeit. Das System aus PFPH
und Phospholipiden zeigte Schwierigkeiten in der Analyse der Tropfengrofle mit herkdmmlichen
Methoden. Die Bestimmung der Tropfengrofle mittels DLS wies insbesondere direkt nach dem
Emulgiervorgang Messartefakte durch austretende Gasblasen auf, wodurch der iiblicherweise be-
trachtete z-Average als Vergleichswert verfalscht wird. Aussagekriftiger ist der anzahlbasierte
Mittelwert. Anhand dessen lieB3 sich belegen, dass Gasblasen nur kurzfristig zu beobachten sind.

Aufgrund der Unloslichkeit der Phospholipide in der wissrigen Phase findet eine entropische
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Stabilisierung statt, sodass eine Tropfengrofle von etwa 200 nm iiber einen Zeitraum von mehr
als 4 Wochen stabil war. Dabei ist die Art des Stabilisators nicht mafgebend — Phospholipide mit
kiirzerer oder ldngerer Fettsdurekette sind gleichermalen geeignet. Die Konzentration ist hinge-
gen von entscheidender Bedeutung. Je hoher die Konzentration ist, desto kleiner sind die Trop-

fengrofe und stabiler die Emulsion.

Die Langzeitstabilitdt konnte in Untersuchungen mit weiteren Fluorocarbonen nicht bestatigt
werden. Jedoch zeigte eine geringere Dichte und Viskositit der hydrophoben Phase eine Verbes-
serung in Bezug auf die Gasblasen nach der Emulgierung. Insgesamt wiesen die hergestellten
W/FC Nanoemulsionen die gewliinschte Tropfengrof3e auf, sodass diese fiir den nachgeschalteten

Transferschritt als geeignet einzustufen sind.

(3) Entwicklung des Herstellungsprozesses von Liposomen aus W/FC Nanoemulsionen sowie

deren Einkapselungseffizienz

Die Tropfengrofle und die Stabilitdt der W/FC Nanoemulsionen wiesen die gewiinschten Krite-
rien fiir die Herstellung der Liposomen mittels Zentrifugation auf. Im Gegensatz zu den {iblichen
Herstellungsmethoden kann mit der Zentrifugationsmethode auf die Nutzung eines organischen
Losungsmittels verzichtet werden. Mit der Zentrifugation gelang die Herstellung von Liposomen
mit einem mittleren Durchmesser von etwa 60 nm. Der Gro3ennachweis der Liposomen kann
sowohl mit der dynamischen Lichstreuung als auch mit der Rontgenkleinwinkelstreuung erfol-
gen. Ein diinner Olfilm innerhalb der Lipiddoppelschicht, der wihrend des Phasentransfers ent-
steht, fiihrt zu einem hohen Elektronendichteunterschied und ermdglicht die GroB3enbestimmung
der Liposomen mit der SAXS. Fiir stabile Liposomen < 200 nm ist eine Mindestkonzentration an
Phospholipiden von 150 mM notwendig. Unterschiedliche Kettenldngen beeinflussen lediglich
die Dicke der Doppelschicht aber nicht die Liposomengréfe. Eine Langzeitstabilitit konnte {iber
mehrere Wochen beobachtet werden. Die bei der Emulsionsherstellung eingetragenen Luftblasen
storen den Zentrifugationsschritt nicht, da die Luftblasen zusammen mit den Mizellen als Folge

der Zentrifugalbeschleunigung aufrahmen.

Die Einkapselungseffizienz der hergestellten Liposomen wurde mit drei verschiedenen Modell-
wirkstoffe tiberpriift — Fluoreszein-Natrium, BSA und FITC-D. Die letzteren beiden sind als Mak-

romolekiile besonders interessant, da die Einkapselungseffizienzen fiir diese Molekiilspezies nach
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wie vor niedrig sind. Fiir die Quantifizierung der Einkapselungseffizienz fand die UV-Vis Spekt-
roskopie Anwendung, welche nicht nur die Analyse der Fluoreszenz-Farbstoffe ermoglicht, son-

dern auch eine Unterscheidung der einzelnen Stoffkomponenten.

Die Einkapselungseffizienz von Fluoreszein-Natrium in DPPC-Liposomen kann einen Wert von
99% in ddH>O als wissriges Medium erreichen. Unter der Verwendung von Phosphatpuffer sinkt
diese um 14 % auf 85%, was eine Wechselwirkung der Ionen des Phosphatpuffers mit den Phos-
pholipiden indiziert. Der Vergleich mit weiteren Fluorocarbonen zeigt, dass eine niedrigere
Dichte zu einer geringeren Einkapselungseffizienz fiihrt. Von allen untersuchten Fluorocarbonen
stellt PFPH die beste hydrophobe Phase dar.

Eine hohere Konzentration an Phospholipiden von 300 mM fiihrt zu einer verbesserten Einkap-
selungseffizienz, wihrend die Beimischung von Cholesterin die Einkapselungseffizienz ver-
schlechtert. Das hohere Biegemodul der Doppelschicht verlangsamt den SchlieBmechanismus der

Phospholipidmembran, wodurch mehr Wirkstoff in der oberen wéssrigen Phase verloren geht.

Proteine wie BSA weisen eine groflere Oberfldchenaktivitit als 16sliche Komponenten auf, sodass
mit der diffusionslimitierenden Filmmethode eine geringe Einkapselung erzielt wird. Der hier
angewandte Zentrifugationsprozess ermdglicht eine nahezu vollstindige Einkapselung fiir BSA
(89%) und Dextran (98%). Verschiedene Salzkonzentrationen innerhalb und auflerhalb des Lip-
osoms dienten der Imitation von osmotischen Bedingungen im menschlichen Blut. Hier ist eine
bessere Einkapselungseffizienz mit einem erhohten Influx festzustellen, wéhrend ein Efflux zu

einer geringeren Einkapselung der Modellwirkstoffe fiihrt.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass durch Zentrifugation von Wasser-in-Fluorocarbon Nanoemul-
sionen die Herstellung von Liposomen mdglich ist. Der Prozess ist geeignet, Makromolekiile und

sensitive Wirkstoffe effizient und nahezu vollstindig einzukapseln.

7.2 Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse liefern ein vertiefendes Verstédndnis fiir das Fluorocarbon-Phos-

pholipid-System und den Herstellungsprozess der Liposomen. Obwohl eine nahezu vollstindige
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Einkapselungseffizienz zu erreichen ist, bedarf es fiir den Einsatz realer Wirkstoffe erneut ver-
schiedener Einzelanalysen. Es ist jedoch davon auszugehen, dass PFPH aufgrund der inerten Ei-
genschaften auch hier fiir die Emulsionsherstellung und den Transfer geeignet ist. Die
Wechselwirkungen zwischen den eingesetzten Phospholipiden und den Wirkstoffen kann die Ein-
kapselung jedoch beeinflussen. Da die molekularen Wechselwirkungen nicht im Fokus dieser
Arbeit standen, wiren zukiinftige pharmazeutische Analysen sicherlich aufschlussreich, um Ag-

glomerationen oder Anderungen in der Struktur der Wirkstoffe bewerten zu kdnnen.

Ein weiterer Aspekt mit Blick auf die pharmazeutische Anwendung ist der Einsatz von asymmet-
rischen Liposomen. Natiirliche Membranen bestehen nicht aus einem einzelnen Phospholipid,
sondern aus einem Gemisch unterschiedlicher Phospholipide, Cholesterin und Membranprotei-
nen. Dabei variiert auch die Zusammensetzung der inneren und &ulleren Schicht der Doppel-
membran. Die Mischung eines einzelnen Phospholipids und Cholesterin wurde in dieser Arbeit
untersucht und machte die Schwierigkeiten sichtbar, die mit erhdhter Elastizitit der Membran
auftreten. Eine Zugabe von Cholesterin ist zwar moglich, geht aber mit einer geringeren Einkap-
selungseffizienz einher. Da Cholesterin ein Bestandteil natiirlicher Membranen ist, sind Effizienz
und Nutzen in Bezug auf die Cholesterinmenge fiir die Anwendung abzuwigen. Um mdglichst
nah an den Aufbau natiirlicher Membranen heranzukommen, ist eine Adaption des Prozesses fiir
die Herstellung asymmetrischer Liposomen unabdingbar. Denkbar ist hier ein gegenléufiger
Zentrifugationsprozess, bei dem Tropfchen einer W/FC Emulsion mit einem spezifischen Phos-
pholipid-Gemisch und Trépfchen einer FC/W Emulsion mit einem anderen Phospholipid-Ge-
misch stabilisiert sind. Dieser Ansatz wiirde eine Variation der Phospholipide auf der Innen- und
AuBenseite der Membran ermdglichen. Durch Uberschichten beider Emulsionen und anschlie-
Bender Zentrifugation rahmen die leichten wéssrigen Tropfen der W/FC Emulsion auf, wéhrend
die schweren Oltropfen aus der FC/W Emulsion inklusive der Phospholipide in Richtung Phasen-
grenze sedimentieren. Die urspriinglich an den Oltropfen gebundenen Phospholipide stehen an
der Grenzfldche zur Verfiigung und dienen zur Bildung der asymmetrischen Lipidschicht um den
aufsteigenden wassrigen Tropfen. Fiir diesen Prozess wére nicht nur die Verfahrenstechnik ent-
scheidend — wie schnell sedimentiert der Oltropfen im Vergleich zum Aufrahmen des Wasser-
tropfens? — sondern auch die Eigenschaften der FC/W Nanoemulsion. Die Stabilitdt kann sich

grundlegend von den W/FC Emulsionen unterscheiden. Dient die FC/W Emulsion dann noch
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dazu, um zusitzlich zum asymmetrischen Aufbau der Doppelschicht Membranproteine einzu-
bauen, ist eine Stabilitdtsanalyse sicherlich erforderlich. Durch den Einbau von weiteren Protei-
nen oder auch Antikérpern wire in der Anwendung eventuell ein Austausch des inneren und
dulleren Puffers durch zum Beispiel lonenkandle moglich. Der Einbau von Antikdrpern wiirde
den spezifischen Transport des Liposoms sowie die Freisetzung an der gewlinschten Tumorzelle

als Folge des Rezeptorprinzips ermdglichen.

Fiir die industrielle Anwendung ist letzlich vor allem die Skalierbarkeit relevant. Die bisherigen
Versuche beschrinkten sich auf ein maximales Probenvolumen von 1,5 mL in Mikroreaktionsge-
faBBen. In diesem MabBstab ist vor allem die Herstellung der Nanoemulsion mittels Ultraschallso-
notrode unkompliziert. Die Emulgierung von groferen Volumina ist mit der Sonotrode jedoch
ungenau, da der Energieeintrag punktuell erfolgt. Fiir einen erfolgreichen Prozess im Labormal-
stab ist daher ein Wechsel des Emulgiersystems notwendig. Denkbar wire hier die Nutzung eines
Hochdruckhomogenisators. Diverse Zentrifugenvarianten in unterschiedlichen Maf3stdben sind
industriell vielfach vorhanden, sodass eine Ubertragung anhand von Skalierungsparametern mog-
lich ist. Besonders effizient wire ein kontinuierlicher Prozess, in dem fortlaufend die Nanoemul-

sionen zentrifugiert und die Liposomen entnommen werden.
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Die folgenden Tabellen listen die verwendeten Chemikalien, technischen Geréte und das Ver-

brauchsmaterial auf.

Tabelle A 1.1: Auflistung der verwendeten Chemikalien inklusive des Herstellers.

Chemikalie Hersteller Firmensitz
;ﬁ&g}iﬁgﬁ?ﬁggigﬂ?gf 0-3- Lipoid Ludwigshafen, DE
;f&g;ﬁinﬁgﬁile_%%yé)e ro-3- Lipoid Ludwigshafen, DE
;1)f&g;ﬁz{gz?gll;ziy(%;%é) Lipoid Ludwigshafen, DE
[l et g —
2-Propanol Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
gltnmoniummolybdat-tetrahyd- Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
Ascorbinsdure Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
Cholesterin Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
?;;nggrhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
E80 Lipoid Ludwigshafen, DE
Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
Fluoreszein-Natrium Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, DE
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Fluorezein-Isothiocyanat Dex-
tran

Natrium-Di-hydrogenphosphat
(N aH2PO4)

Natronlauge (NaOH)
Perchlorsdure (70 %)

Perfluoroheptan (C7F16)

Perfluoro-m-dimethylcyclohe-
Xan (C3F16)

Perfluoromethyldecalin (Ci1F20)

Perfluoroperhydrophenanthren
(Ci14F29)

Rinderserumalbumin, 98 %

Stickstoff, 200 bar

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
F2 Chemicals Ltd.

F2 Chemicals Ltd.

F2 Chemicals Ltd.

F2 Chemicals Ltd.

VWR Chemicals

Linde AG

St. Louis, USA
Karlsruhe, DE
Karlsruhe, DE
Karlsruhe, DE
Preston, UK
Preston, UK
Preston, UK
Preston, UK
Radnor, USA

Dublin, Irland

Tabelle A 1.2: Auflistung der verwendeten Gerite inklusive des Herstellers.

Geriit

Hersteller

Firmensitz

Blockheizer

Dispenser Dispensette S

Du Noiiy-Ring Tensiometer
DCAT 11EC

Feinwaage Secura 224-1S
Gefrierschrank
Heizthermomixer MHR 13
Lipex™ Extruder

Origin 2021

pH Sonde WRW 3110
Pipetten

Reinstwasseranlage Arium Pro
Rotationsverdampfer

SAXS Xeuss 2.0

Sonotrode Sonifier 450

Stuart Equipment
Brand GmbH + Co. KG
Dataphysics

Sartorius

Privileg by Bauknecht
HLC by DITABIS AG
Transferra Nanoscience
Origin Lab

Xylem Water Solutions
Eppendorf AG
Sartorius

Heidolph Instruments
Xenocs

Branson Ultrasonics

Staffordshire, UK
Wertheim, DE
Filderstadt, DE
Gottingen, DE
Stuttgart, DE
Pforzheim, DE
Burnbary, CA
Northampton, USA
White Plains, USA
Hamburg, DE
Gottingen, DE
Schwabach, DE
Sassenage, F

Brookfield, CT, USA
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Spinning Drop Video Tensio-
meter SVT20

Trockenschrank

UV-Vis Spektrophotometer
UV-1900

Vortex 3
Wasserbad WNB
Zentrifuge 5430 R

Zetasizer Nano ZSP

Dataphysics

Memmert GmbH + Co. KG
Shimadzu

IKA Werke GmbH + Co. KG
Memmert GmbH + Co. KG
Eppendorf

Malvern Instruments

Filderstadt, DE
Schwabach, DE

Kyoto, JP

Staufen im Breisgau, DE
Schwabach, DE
Hamburg, DE

Worcestershire, UK

Tabelle A 1.3: Auflistung des verwendeten Verbrauchsmaterials inklusive des Herstellers.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Firmensitz

Einwegkiivetten Rotalibo Halb-
mikro

Mikroreaktionsgefafl 2 mL

Nuclepore Treck Etch Membra-
nen

Pipettenspitzen

Vivaspin 500 und 2

Zentrifugenrohrchen 15 und
50 mL

Carl Roth GmbH + Co. KG
Eppendorf
Whatman, GE Healthcare

Eppendorf

Sartorius

Falcon®, Corning Incorporated

Karlsruhe, DE
Hamburg, DE
Little Chalfont, UK
Hamburg, DE
Gottingen, DE

Tewksbury, USA
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A2. Informationen zu den Stoffeigenschaften

Die Eigenschaften der hauptsdchlich verwendeten Stoffe, wie die Phospholipide sowie die hyd-

rophilen und hydrophoben Phasen, sind in den folgenden Tabellen aufgelistet.

Tabelle A 2.1: Molgewicht und Ubergangstemperaturen der verwendeten Phospholipide sowie Cholesterin.

Phospholipid Molgewicht / g mol! Ubergangstemperatur / °C
DMPC 677,933 23,5

DPPC 734,039 41,4

DSPC 790,145 55

DPPG-Na 744,95 41

E80 760 Raumtemperatur
Cholesterin 386,76 -

Tabelle A 2.2: Stoffeigenschaften der verwendeter Chemikalien zur Herstellung von Stammldsungen und Nano-

emulsionen.
Molgewicht / g mol- Dichte [20°C] / Viskositit [20°C] Brechungsin-
! g cm’! / mPa s dex
ddH.O 18,015 0,998 1,0087 1,333
Fluorescein
Isothiocyanat 70 000 - - 1,333
Dextran
Fluorescein- 374 /g 0,998 1,0 1,333
Natrium
Perfluoro-1,3-
m-dimethyl- 400,062 1,83 1,919 1,2895
cyclohexan
faelfﬂ“"“’hep' 388,051 1,72 0,938 126
Perfluorome-
thyldecalin 512,089 1,92 6,41 1,3195
PFPH 624 2,03 28,4 1,335
e osphatpul- 0,998 1,0087 1,330
Phospholipid-
stammlosung
(in Phosphat- - 1,00 1,0087 1,396

puffer)
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A3. Berechnung der benotigten Phospholipid-
Konzentration zur Stabilisierung der Nano-
emulsionen

Um die Nanoemulsionstropfchen stabilisieren zu konnen, ist eine bestimmte Menge an Phos-
pholipiden notwendig. Diese ist abhéngig von der Grofe der Tropfchen sowie der Flache pro
Molekiil, welche aus den Tensiometrie-Versuchen hervorgeht. Als Annahmen gelten, dass die
Tropfen der Nanoemulsion eine Grofle von 200 nm aufweisen und kugelformig vorliegen. Als
Anhaltspunkt fiir die Flache pro Phospholipid-Molekiil sind sowohl die eigenen Tensiometrie-
Daten als auch Literaturdaten heranzuziehen, um eine moglichst genaue Abschitzung treffen zu
konnen. Die Berechnung ist am Beispiel des Phospholipids DPPC durchgefiihrt. Unterschiedliche
Flachen pro DPPC-Molekiil aus Literatur und eigenen Daten sind in Tabelle A 3.1 aufgefiihrt:

Tabelle A 3.1: Fliche pro DPPC-Molekiil Ai» aus verschiedenen Literaturquellen sowie eigenen Daten, berechnet

iiber die Gibbsche Adsorptionsisotherme (y vs. ¢y Diagramm) und bei einer bestimmten Konzentration extrapoliert
gegen unendlich (#?-Diagramm).

Quelle Temperatur Amin | A
Li et al. [68] 20°C 61
Toimil et al. [84] 20°C 55,3
Hildebrandt et al. [69] 20°C 40

Y vs. cp Diagramm 20°C 20,08

Y vs. co Diagramm 36°C 53

Y vs. cp Diagramm 48°C 4,7
r2-Diagramm 36°C 50,6
r2-Diagramm 48°C 46,7

Die Tensiometrie-Daten beziehen sich auf eine Monoschicht und die Messung fand an einer ge-
raden Oberfliche statt. Fiir einen Tropfen im Nanometerbereich ist davon auszugehen, dass we-
niger Molekiile an der gekriimmten Oberfldche notwendig sind als im Vergleich zu einer geraden
Fliche (vgl. auch Risselada et al. [148]). Aufgrund dessen fallen Werte unterhalb von 50 A2 fiir
die Berechnung der bendtigten Phospholipidkonzentration raus. Im Mittel ergibt sich ein Wert

von 55,6 A? pro DPPC-Molekiil, welcher dem Berechnungsbeispiel zugrunde liegt.

Weitere Parameter, welche flir die Berechnung nétig sind, sind in Tabelle A 3.2 aufgelistet:



124

Tabelle A 3.2: Parameter fiir die Berechnung der bendtigten Phospholipidkonzentration in der Nanoemulsion.

Parameter Wert Einheit
Molekulargewicht von DPPC M 734,039 g mol’!
‘(Iiorlflll)zli)'llé)iéh;nkonzentration 2.99 - 10 mol m?2
Gesamtvolumen Emulsion Vi 1,0 - 10° m’
Dispersphasenanteil C 1 vol-%
Volumen disp. Phase Vs 1,0 -10%® m’
Tropfendurchmesser d 2,0-107 m

Aus dem Volumen eines Tropfens V' mit

V =2md® = 41910721 [m?] (A 3.1)

ergibt sich unter Beriicksichtigung des Dispersphasenanteils C eine Anzahl an Tropfen n

n="92=239.10" ], (A 3.2)

Uber die Oberfliche O des Tropfens

0 = nd? = 1,26 - 10713 [m?] (A 3.3)

und der damit einhergehenden Oberfliche des Dispersphasenanteils Ouisp

Ogisp = 0 "1 = 0,30 [m?] (A 3.4)

ergibt sich eine Masse an DPPC fiir die Stabilisierung der Tropfen in der Emulsion mgy

Mgm = M -T -0 -1000 = 0,66 [mg] . (A 3.5)

Dies entspricht einer Molaritdt von 89,7 mM, welche mindestens fiir die Stabilisierung von
200 nm groBBen Tropfen notwendig war. Fiir den anschlieBenden Transfer sind die Phospholipide
im Uberschuss hinzuzugeben, sodass eine Menge von 150 mM als Standardmenge gewihlt

wurde.
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A4. Phosphat-Assay nach Fiske [50]

e Fiir die Bestimmung des anorganischen Phosphats ist zuerst eine 0,5 mM Standard-Phos-
phatlésung (NaH2PO4) herzustellen, die der Kalibrierung dient. In Doppelbestimmung ist
die Losung mit 0/20/40/60/80/100/120/160 uL in kleine Reagenzglédser (ca. 10 mL Fas-
sungsvermogen) zu pipettieren.

e Fiir einen spéteren Durchfithrungsschritt kann an dieser Stelle bereits eine 1,2% (w/v)
Hexa-Ammoniummolybdatlosung ((NH4)sMO7024 - H2O) hergestellt werden.

e Die Probenmenge wird ebenfalls in die Reagenzglaser pipettiert und sollte die Menge von
200 pL nicht tiberschreiten. Die ungefdhre Menge an Phosphat in den Proben sollte zwi-
schen 40 und 60 nmol liegen.

e Die Losungsmittelmengen in den Reagenzglisern ist iiber einen Blockheizer bei 180°C
und fiir etwa 30 min zu verdampfen.

e In jedes Reagenzglas sind 300 pL Perchlorséure (70%) zu fiillen. Glasmurmeln auf den
Reagenzglidsern verhindern im weiteren Schritt das Verdampfen der Fliissigkeit.

e Die Proben sind fiir mindestens 45 min und bei 180°C zu erhitzen.

o Zeitgleich ist das Wasserbad auf 100°C vorzuheizen und eine 5% (w/v) Ascorbinsiure in
ddH>O vorzubereiten.

e Nachdem die Proben ausgekiihlt sind, ist 1 mL ddH>O hinzuzufiigen. Anschlieend sind
von der Ascorbinsdure als auch der Ammoniummolybdat-Losung jeweils 500 uL zu pi-
pettieren und zu durchmischen.

e Die Reagenzgléser sind fiir 5 min im heilen Wasserbad zu platzieren.

e Nach erneutem Auskiihlen erfolgt die Vermessung der Proben am UV-Vis Spektrometer
bei 797 nm mit ddH»O als Blank-Probe.

e Die Berechnung der Phosphatmenge erfolgt {iber die Kalibiergerade.
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AS. Schrittweise Erhohung der Grenzflichen-
spannung

Die folgende Grafik A 5.1 zeigt, dass eine schrittweise Erhohung der Konzentration, wie sie in
dieser Arbeit vorgenommen wurde, moglich ist und zum gleichen Ergebnis fiihrt, wie die einma-

lige Zugabe der Endkonzentration.

55 T T T T T
so4 "X .

451 §

g
= 30

251 EIEE%

_|_ M Stufenweise Erhohung 1

OT < 0,43 mM DPPC T

0 100 200 300 400 500 600
Zeit/h

Abbildung A 5.1: Der Adsorptionsverlauf einer schrittweisen (alle 48 h) Erhohung der DPPC-Konzentration auf
0,43 mM im Vergleich zum Adsorptionsverlauf von 0,43 mM DPPC iiber die Zeit. Die Gleichgewichtsgrenzflachen-
spannung fiir verschiedene Konzentrationen ist bei einer schrittweisen Erhohung nach 48 h erreicht. Eine hohere
Anfangskonzentration braucht insgesamt ldnger, um das Gleichgewicht zu erreichen.
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A6. Berechnung zur Aufrahmung der Emulsi-
onstropfchen

Um eine vollstdndige Aufrahmung der Tropfchen zu gewihrleisten, dient die Berechnung nach
Stokes-Einstein'> '® der Bestimmung der minimalen G-Zahl. Als Zentrifugationsdauer ist eine
Zeit von 30 min festgelegt. Die Drehzahl n berechnet sich aus Gleichung (A 6.1):

2, —
v=“m°+f’:m'rz'(2'”'”)z’ A6l

mit der Auftriebsgeschwindigkeit v, dem Durchmesser der Mizellen d, der Dichte von PFPH
perpy Und der Mizelle (analog zur Dichte des Puffers) pp, dem Radius 7 der Zentrifuge und der
Drehzahl n. Durch Umstellen und ersetzen der Geschwindigkeit ergibt sich fiir die bendtigte
Drehzahl n bei einer Zeit ¢t = 30 min und der Fliissigkeitshohe /4 folgende Gleichung (A 6.2):

"= J 18hn (A 6.2)

4trym*d*(pprpH—pPP)

Gleichung (A 6.3) erlaubt die Umrechnung der Drehzahl (mit # in [min™']) in die G-Zahl unter
Anwendung der Umrechnungsformel fiir die Eppendorf-Zentrifuge 5418-R [149]:
G =1118-10">n? 1, . (A6.3)

Daraus ergibt sich nach Tabelle A 6.1 eine Drehzahl von 3735 g, sodass eine Drehzahl von 4000 g

fiir die Versuche angesetzt wurde.

15 Sir George Gabriel Stokes (* 13. August 1819; § 1. Februar 1903), irischer Mathematiker und Physiker.
16 Albert Einstein, siehe auch Fuf3note 3.
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Tabelle A 6.1: Parameter und Ergebnis der Drehzahlberechnung.

Parameter 800 pL in 2 mL Mikroreaktionsgefaly
Hohe & der W/FC Emulsion im Reak-

. .. 0,007
tionsgefall / m
Zentrifugationszeit ¢/ s 1800
Radius der Zentrifuge r, / m 0,077
Erdbeschleunigung g / m s’ 9,81
Mizellendurchmesser d / m 2*%107
Dichte PFPH PPFPH/ kg m'3 2039
Dichte Puffer pp/ kg m™ 997
Dyn. Viskositit #prer / kg m™s™ [10°C] 0,0289
Drehzahl n / s 124,37
G-Zahl 3735,71
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A7. Spektren zum Abschnitt 6.4: Einkapselung

o » »
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Abbildung A 7.1: Absorptionsspektren von verschiedenen Konzentrationen an Fluoreszein-Natrium in 15 mM Phos-
phatpuffer, aufgenommen mit der UV-Vis Spektroskopie (links) sowie die daraus resultierende Kalibriergerade zur
Berechnung der Konzentration cpn in den Proben (rechts). Die Grafiken sind beispielhaft fiir die entstandenen Ka-

libriergeraden zu verschiedenen Versuchen dargestellt.
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Abbildung A 7.2: Absorptionsspektren von Phospholipid-Stammsuspensionen mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen an DPPC (links). Je mehr Phospholipide sich in der Stammsuspension befinden, desto héher der signifikante
Peak bei 230 nm. Auf den charakteristischen Peak von Fluoreszein-Natrium bei 491 nm ist entsprechend kein Ein-
fluss zu sehen. Rechts: Absorptionsspektrum des Fluorocarbons Perfluoroperhydrophenanthrene in reinem Zustand
und erneut gemessen nach Emulsionsherstellung und Transfer fiir die Liposomenproduktion. Die Spektren unter-
scheiden sich nicht, sodass von einem vollstdndigen Transfer aller beteiligten Komponenten auszugehen ist.
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AS8. Verlustanalyse der Phospholipide wahrend
des Transfers

Im Folgenden findet eine Verlustanalyse fiir die Phospholipide im gesamten Transferprozess statt.
Verluste konnen sowohl wéhrend der Herstellung der Stammsuspension als auch wahrend der
Zentrifugation auftreten. Die Bestimmung erfolgte mittels des Phosphat-Assays nach Fiske (vgl.
Anhang A4). Exemplarisch erfolgte die Verlustanalyse fiir das Phospholipid DPPC mit 150 und
300 mM in der Stammsuspension. Die Ergebnisse sind in Tabelle A 8.1 zusammengefasst. Die

Schemata ergidnzen die verschiedenen Quantifizierungsstellen innerhalb des Probengefil3es.

Es ist festzustellen, dass bereits wihrend des ersten Sonotriervorgangs der Stammsuspension ein
Verlust auftritt. Die Stammsuspension enthélt daher nicht die initial eingewogene Menge an Phos-
pholipiden, sondern lediglich 70% dessen (Tabelle A 8.1 Spalten (A) und (B)). Nach der Zentri-
fugation ist ein Grofteil der Lipide in der oberen, wissrigen Phase zu finden (Spalte (C)).
Lediglich kleinere Mengen verbleiben an der Wand des Reaktionsgefdfles, nachdem die hydro-
phobe Phase entfernt ist (Spalte (D)). Fiir die Quantifizierung des Phospholipidverlustes ist in
diesem Fall das Reaktionsgefd3 mit der gleichen Menge an Perchlorsdure zu waschen wie das
vorgelegte Emulsionsvolumen. Spalte (E) stellt die Summe der Phospholipid-Konzentrationen
aus (C) und (D) dar. Der Gesamtverlust wahrend des Transfers berechnet sich auf Basis der quan-
tifizierten Phospholipid-Konzentration in der Stammsuspension (Spalte (A)), wobei 1% der
Stammsuspension als Dispersphasenanteil am Transfer teilnehmen kénnen. Insgesamt ist ein Ver-
lust von etwa 30% fiir alle Phospholipide zu beobachten (Spalte (F)), welche vermutlich an der
Grenzflache verbleiben und nicht vollstindig zu resuspendieren sind. Gleichzeitig ist aufgrund
der geringen Loslichkeit (< 10 ® M) der einzelnen Phospholipide in Wasser eine vollstindige Ak-

kumulation zu Liposomen zu erwarten [150].
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Tabelle A 8.1: Verlustanalyse der Phospholipide. Aufgelistet ist die gemessene Konzentration an Phospholipiden in
der Stammsuspension in mM (A). Die Prozentangabe in Spalte (B) berechnet sich aus (A) und der intial eingewoge-
nen Phospholipidmenge. (C) stellt die Konzentration an Phospholipiden gefunden in der gesamten redispergierten
wiassrigen Phase nach der Zentrifugation dar. (D) sind die Verluste an der Wand des Reaktionsgefélles nach dem
Waschschritt mit Perchlorsdure. (E) stellt die Summe der Mengen (C) und (D) dar. (F) stellt den prozentualen Anteil
der gesamten transferierten Phospholipide dar und berechnet sich analog zur WFp; nach Gleichung (6.2).

Phos- A) (B) © (D) (E) (¥)
pholipid mM % mM mM mM %
150 mM

DPPC 108,72 72,48 0,65 0,17 0,82 75,58
300 mM

DPPC 215,58 71,86 1,11 0,33 1,44 66,72

X
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AbKkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung
BSA
Chol

CMC

DCR
ddH>O
DLS
DMPC
DPPC

DPPG-Na

DSPC
EE
FC
FC/W
FITC-D
FN
GUV
LUV
MLV
MRT
Oo/W

Bezeichnung
Rinderserumalbumin (,,bovine serum albumin®)
Cholesterin

Kritische Mizellkonzentration (,,critical micelle concentra-
tion*)

Zihlrate (,,derived count rate*)

Doppelt destilliertes Wasser

Dynamische Lichtstreuung
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-glycerol-Natrium-
salz

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine
Einkapselungseftfizienz

Fluorocarbon

Fluorocarbon-in-Wasser

Fluoreszein-Isothiocyanat Dextran

Fluoreszein-Natrium

Riesige unilamellare Vesikel (,,giant unilamellar vesicle®)
GroB3e unilamellare Vesikel (,,Jarge unilamellar vesicle®)
Multilamellare Vesikel

Magnetresonanztomographie

Ol-in-Wasser
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O/W/0O Ol-in-Wasser-in-Ol

PAT Tropfenprofilanalyse (,,profile analysis tensiometer*)

PC Phosphatidylcholin

PDI Polydispersitatsindex

PEG Polyethylenglykol

PFPH Perfluoroperhydrophenanthrene

PL Phospholipid

RI Brechungsindex (,,Refractive Index‘)

SAXS Rontgenkleinwinkelstreuung (,,small angle x-ray scattering)
SUV Kleine unilamellare Vesikel (,,small unilamellar vesicle*)
uv Ultraviolett

W/FC Wasser-in-Fluorocarbon

W/O Wasser-in-Ol

W/O/W Wasser-in-Ol-in-Wasser

WF Wiederfindungsrate



Symbolverzeichnis

Lateinische Buchstaben

Symbol
A

Amin

B

C
c

co
co
CF
CF

CWF

D

d

dA

d anzahi
dintensitdt

dsaxs

Dy

Einheit
[-]

[A?]

[-]

[-]
[mM]
[mM]
[¢/L]
[&/L]
[¢/L]
[¢/L] oder [mM]
[m?/s]
[cm]
[m?]
[nm]
[nm]

[nm]

[-]
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Beschreibung
Basislinie der Autokorrelationsfunktion
minimale Flache pro Molekiil

Amplitude der Autokorrelationsfunk-
tion

Volumenanteil der dispersen Phase
Konzentration
Phospholipidkonzentration
urspriingliche Konzentration des API
Menge an API im Filtrat
Konzentration im Filtrat
Konzentration der Wiederfindungsrate
Diffusionskoeffizient

Dicke der Kiivette

Anderung der Oberfléiche
anzahlgewichteter Durchmesser
intensitdtsgewichteter Durchmesser

Durchmesser basierend auf SAXS-
Messwerten

Fraktale Dimension der Oberflache
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Oberfliache

Oberfldche der dispersen Phase
Druck
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hydrodynamischer Durchmesser
maximaler Radius

Radius der Zentrifuge
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Equilibriumszeit

Volumen

Volumen der dispersen Phase
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Partikelvolumen
Wiederfindungsrate

Index
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Griechische Buchstaben

Symbol Einheit Beschreibung

r [mol/m?] Gibbsche Adsorptionsisotherme

Y [mMN/m] Grenzfldchenspannung

Ye [mN/m] Gleichgewichtsgrenzfldchenspannung

Yrif2 [mN/m] Grenzfldchenspannung zwischen
Fluid 1 und Fluid 2

Ymin [mN/m] Minimale Grenzflichenspannung

Yps1 [mMN/m] Grenzfldchenspannung zwischen Par-
tikel und Fluid 1

Yps2 [mMN/m] Grenzfldchenspannung zwischen Par-
tikel und Fluid 2

Ap kg/m?] Dichteunterschied

[
[m?] Elektronendichtedifferenz
[L/mol cm] Extinktionskoeffizient
[mV] Zeta-Potential
[mPas] urspriingliche Viskositét
[mPas] neue Viskositit
[mPas] dynamische Viskositit
Nkont [mPas] Viskositét der kontinuierlichen Phase
cos @ [°] Kontaktwinkel
6 [
A [
[
[
[
[
[
[
[

°] Streuwinkel
nm] Wellenldnge

PPFPH kg/m3] Dichte von Phenanthren

Pwasser kg/m?] Dichte von Wasser

kg/m?] Dichte des Ols
kg/m3] Dichte des Wassers

P1

P2
o mN/m] Grenzflichenenergie

T s] Zeitinterval

W rad/s] Winkelgeschwindigkeit
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