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1 Einleitung

Kugelformige Partikel im Grofenbereich zwischen 1 um und 1000 pm (auch bis zu 5000 pm)
werden als Mikrokapseln, Mikrokugeln, Mikroperlen, Granules oder auch Microbeads be-
zeichnet, deren Matrix meist auf einen polymeren Ursprung zuriickzufiihren ist" %,

Das Potential der Mikroverkapselung, Matrixeinschluss oder Membraneinschluss, liegt in der
Immobilisierung von Wirkstoffen (Pulverkatalysatoren®, Kolloide, Metallkomplexe®, Enzyme,
Farbstoffe) fiir technische Anwendungen, oder auch im Einschluss von Bakterien’, Hefen und
Zellen® fiir gezielte Wirkstoffproduktion im biotechnologischen MaBstab.

Auf dem Gebiet der Pharmazie konnten bereits auf der Grundlage von Mikrokapseln, gefiillt

mit entsprechenden pharmazeutischen Wirkstoffen'?

, sogenannte Drug-Release-Systeme,
Drug-Delivery-Systeme oder auch Depotpriparate entwickelt werden, mit denen es gelungen
ist, die Freisetzung von Medikamenten iiber einen langeren Zeitraum steuern zu konnen. Als
Vorteil kann hierbei nicht nur die gleichméBige und kontrollierte Abgabe angesehen werden,
sondern zusitzlich die ortliche Erh6hung der Konzentration der entsprechenden Therapeutika
und die damit gesunkene Belastung des Gesamtorganismus, was sich in der Einschrankung
von Nebenwirkungen, z. B. im Verdauungstrakt, duf3ert.

Ein weiteres Potential solcher Verkapselungssysteme liegt im immunoprotektiven Einschluss
von Zellen ** %, Bakterien® ?’ und Viren, die in der Lage sind, Wirkstoffe in vitro bzw. in
vivo zu produzieren, welche in biomedizinischen bzw. therapeutischen Applikationen, sowohl
im veteriniren” als auch im humanen Bereich®’ Anwendung finden.

Unter Betrachtung wirtschaftlicher Aspekte lassen sich nur schwer Daten iiber Umsatzzahlen
von Mikrokapselsystemen, bezogen auf den Weltmarkt, ermitteln. Jedoch konnen auf Wachs-
tumsmarkten derzeit Umsétze von fiinf Milliarden Dollar jdhrlich, mit einer Wachstumsrate
von fiinf bis sieben Prozent pro Jahr erreicht werden. Als Wachstumsmérkte werden die kon-
trollierte Freigabe von Wirkstoffen bei Medikamenten und Futtermitteln, neu entwickelte
Klebe- und Befestigungsmittel, als auch der Markt der mikroverkapselten Kunststoffadditive
angesehen’’.

Eine weitere Erhohung des Jahresumsatzes liele sich auf dem Gebiet der Humanmedizin mit
dem Einsatz verkapselter Zellen, Bakterien und Viren und der damit verbundenen kontinuier-
lichen Produktion von Therapeutika durch lebende Organismen erzielen.

Fiir die Anwendung von zellverkapselnden Microbeads in der Medizin sind aufwendige und
oft biirokratische Zulassungsverfahren notwendig und derzeit ist keine Anwendung im huma-

nen Bereich klinisch zugelassen. Die Griinde sind einerseits auf die Zurilickhaltung der phar-



mazeutischen Industrie zuriickzufiihren, vor allem wegen der hohen finanziellen Aufwendun-
gen in der Zellzucht und Zellkultivierung und der logistischen und fristgerechten Bereitstel-
lung solcher Systeme. Andererseits entspricht die unzureichende Biokompatibilitdt der ver-
wendeten Implantatmaterialien, und eine ausreichende mechanische Stabilitdt bzw. Langzeit-
stabilitdt des Matrix- bzw. des Membranmaterials nicht den Vorstellungen der Pharmaindust-
rie und somit ist das unternehmerische Risiko fiir einen Einsatz im humanen Bereich fiir die

Unternehmen nicht abschitzbar.

2 Anwendung mikroverkapselter Zellen

2.1 Einsatzbereiche

Der Hauptteil des potentiellen Einsatzbereiches zellverkapselnder Systeme liegt zum einen in
der Bereitstellung von Enzymen®' oder Hormonen, die durch Unterfunktionen oder Ausfall
der jeweiligen Driise nicht zur Verfiigung gestellt werden konnen, und zum anderen in der
gezielten Beeinflussung genetisch veridnderter Zellen in Tumoren durch den Einsatz retrovira-
ler Vektoren (RV), die durch retrovirale Verpackungszellen (RV-VPC) innerhalb von Mikro-
kapseln produziert werden konnen, und somit ein erhebliches Potential fiir die Genthera-
pie’” ** aufweisen.

Bei der Kompensation von Driisenunterfunktionen durch verkapselte Zellen bildet der Diabe-
tes mellitus, d. h. die Unterfunktion der Insulin produzierenden B-Zellen in den Langerhanss-
chen Inseln der Bauchspeicheldriise®™’, das Kernfeld der enzymbildenden Mikroverkapse-
lung.

Weiterhin sind Gegenstand der derzeitigen Forschungsbemiihungen auf dem Gebiet der Mik-

roverkapselung:

e die Immobilisierung von Schild- und Schildnebendriisenzellen®,

61-66

e die Immobilisierung von Leberzellen zur Versorgung mit entsprechenden Hormonen

oder Enzymen oder

67-69

. 24 . .
e der Einschluss von Spermazellen” ™" und Tumorzellen™ zur erweiterten Konservierung.



Einen weiteren Schwerpunkt der gegenwirtigen Entwicklung auf dem Gebiet der Mikrover-
kapselung stellt die Gentherapie’**’ dar.

Hierbei werden Zelllinien, meist Myoblasten88 oder Fibroblastengg, genetisch so verdndert,
dal} sie befdhigt sind, Hormone oder Enzyme zu produzieren, die mit ihrer eigentlichen Her-
kunft nicht in direkter Verbindung stehen. Diese Zellen konnen auto-, allo- oder xenogenen
Ursprunges sein.

Eine zweite Moglichkeit der Gentherapie liegt in der gezielten Manipulation von Zellen, die
befdhigt werden, retrovirale Vektoren (RV) zu verpacken. Diese RV’s sind in der Lage, gene-
tische Verdnderungen der DNA, z. B. im Gewebe von Tumoren, zu detektieren und diese De-
fekte durch gesunde DNA-Sequenzen auszutauschen. Somit wird eine Gesundung des Gewe-
bes ohne operativen Einsatz oder weitere medikamentose Behandlung durch Chemotherapeu-
tika oder radioaktive Bestrahlung mit den jeweiligen, relativ hohen, Nebenwirkungen mog-
lich.

Dies kann beispielsweise durch Injektion von immunoprotektiv verkapselten Zellen erfolgen,
die in die zum Tumor fiihrende Arterie eingespritzt werden. Da der Durchblutungsfaktor in
Tumoren im Vergleich zu gesundem Gewebe deutlich hoher ist, werden sich die Mikrokap-
seln vorrangig in den GefdaBen des Tumors ansammeln und diese zum Teil verschlieBen. Dies
stellt zusdtzlich einen Vorteil dar, da hierdurch der Metabolismus innerhalb des Tumors ge-
hemmt wird, was sich positiv auf eine verminderte Gro3enzunahme auswirken kann.

Diese Anwendung von Mikrokapseln stellt speziell fiir die Behandlung von Gehirntumoren
ein erhebliches Potential dar, welche eine Erweiterung der Moglichkeiten in der allgemeinen
Krebstherapie und insbesondere in der Neurochirurgie bieten konnte, da dort der operative
Eingriff meist mit der Beeinflussung von sensiblen Bereichen des Gehirns bzw. des Nerven-
gewebes verbunden ist und hierdurch Bereiche zugédnglich werden, die bisher nicht oder nur

unzureichend versorgt werden konnten.

2.2 Eigenschaftsbild der Mikrokapseln

2.2.1 Anforderungen in vitro

Um die Uberlebensfihigkeit mikroverkapselter Zellen zu garantieren, lassen sich generelle
Aussagen beziiglich der erforderlichen in vitro Eigenschaften zellverkapselnder Systeme po-
lymeren Ursprungs treffen. Zellverkapselnde Materialen miissen einen hohen Grad an Bio-

kompatibilitét, d. h. keine Toxizitdt gegeniiber den zu verkapselnden Zellen aufweisen, sich



im pH-neutralen Bereich mit geringer Belastung der Zellen, z. B. durch Scherbeanspruchung,
verarbeiten lassen. Weiter ist zu garantieren, da3 der Metabolismus der Zellen, z.B. Néhrstof-
fe und Stoffwechselendprodukte, die Freisetzung der durch die Zellen produzierten Stoffe,
z. B. Genprodukte, durch Diffusion, schematisch dargestellt in Abb. 2.1, durch die Permeabi-
litdt der sich bildenden Kapselmembran oder Kapselmatrix nicht oder nur gering beeinflusst

wird.

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Diffusionsprozesse”

2.2.2 Anforderungen in vivo

Zusitzlich zu den genannten in vitro Eigenschaften kommen fiir in vivo Anwendungen weite-
re Anforderungen an die Eigenschaften der Mikrokapseln hinzu, um die entsprechenden the-
rapeutischen Wirkungen erzielen zu kdnnen. Hierzu gehort die immunoprotektive Auslegung
der Mikrokapsel, d. h. die Membran bzw. Matrix entsprechend permeabel zu gestalten, daf3
die korpereigenen Bestandteile der zelluldiren Abwehr diese nicht passieren konnen, wie in
Abb. 2.2 dargestellt, wobei die bereits in Kap 2.2.1 erwéhnten Aussagen beziiglich der Per-

meabilitdt zusétzlich giiltig bleiben.



Abb. 2.2: Immunoprotektion der Zellen (schematisch)”

Weiterhin ist eine entsprechende Applikation solcher Systeme nur moglich, wenn das einge-
brachte Kapselmaterial eine entsprechend hohe Biokompatibilitit zu dem umgebenden Gewe-
be aufweist, damit beispielsweise Fibrillenbildung oder mitogene Prozesse und damit Absto-
Bung der Microbeads verhindert werden konnen.

Wie bereits im Abschnitt 2.1 aufgezeigt, sollen Mikrokapseln in den Blutkreislauf injiziert
werden konnen. Hierfiir ist eine entsprechende GroBe bzw. Grofenverteilung der Kapseln
erforderlich, um bei der Durchfiihrung des Injektionsprozesses ein Verstopfen der Injektions-
kaniile zu vermeiden und zum anderen zu gewéhrleisten, dafl nur Blutgefd3e mit definiertem
Durchmesser von den Kapseln verschlossen werden und hierdurch ein Verschluss groferer
Arterien, mit drohender Thrombose, verhindert werden kann. Die Kapseln miissen zusétzlich

eine ausreichende mechanische Stabilitit haben.

3  Ziel und Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit

Ziel der Arbeit ist die Herstellung und quantitative Charakterisierung von Mikrokapseln aus
Na-Alginat mit einer spezifischen Grofenverteilung von 100 bis 350 um. Hierfiir sollen ver-
schiedene tropfenbildende Herstellungsverfahren auf ihre Anwendbarkeit, beziiglich Mono-
dispersitdt oder Verteilungsbreite der zu erzielenden Kapselgroflen, und deren Beeinflussung
durch die zur Verfiigung stehenden Verarbeitungsparameter charakterisiert werden.

Kernfeld der Untersuchungen fiir die Herstellung der Microbeads soll das AirJet-Verfahren

bilden. Durch Variation der Kapillardurchmesser, der Volumenstrome innerhalb der Zwei-



stoffdiise und durch den Einsatz geeigneter Viskosititen der verwendeten Na-Alginat-
Losungen soll Einfluss auf die KapselgroBen bzw. GroBenverteilungen genommen und mit
Technologien, die deutlich hdéheren technischen Aufwand aufweisen, z. B. Vibrations-
Verfahren und JetCutter-Verfahren, verglichen werden.

Hierbei wurde zusétzlich die generelle Eignung des JetCutter-Verfahrens zur Immobilisierung
von tierischen Zellen durch Mikroverkapselung an APA-Kapseln evaluiert und die Uberle-
bensfahigkeit der immobilsierten Zellen mit den Ergebnissen der alternativen Verkapse-
lungsmethoden verglichen.

Weiter soll die mechanische Stabilitit von Membranen oder Matrizes durch Untersuchungen
mittels rasterakustischer Mikroskopie, auch Scanning Acoustic Microscopy (SAM) genannt,
charakterisiert und Aussagen iiber die Eignung des Verfahrens zur Bestimmung der elasto-

mechanischen Eigenschaften an Mikrokapseln getroffen werden.



4 Theoretische Betrachtungen und Stand der Literatur

4.1 Einfluss der Kapselgrof3en auf biologische Systeme

4.1.1 Einfluss auf die Immunabwehr

Im Bereich zellverkapselnder Systeme ist die GroB3e der Microbeads nicht nur fiir die Mog-
lichkeit der Applikation durch Injektion ein nicht zu vernachlissigender Faktor. Untersuchun-

91-93

gen zeigten, dall die GroBe der Mikrokapseln einen entscheidenden Einfluss zur Vermin-

derung der Immunabwehr bei der Implantation, z. B. in der epidermalen Fettschicht von Rat-

ten93, 94

in Form von Bindegewebsbildung zwischen Mikrokapsel und umgebenden Gewebe,
aufweist. Durch die Verringerung des Kapseldurchmessers von 1247 auf 326 pm konnte
Fibrose, bei nahezu identischem Implantationsvolumen der Kapseln, bei Erhohung der zu
implantierenden Kapselzahl, signifikant verringert und somit die Biokompatibilitit der Mik-

rokapseln entscheidend verbessert werden”.
4.1.2 Einfluss auf immobilisierte Zellen

Fiir die Immobilisierung von Zellen in Mikrokapseln ergeben sich ebenfalls deutliche Vortei-
le” durch den Einsatz von Microbeads mit einer GroBe unterhalb von 350 pm. So konnte fiir
Mikrokapseln dieses Durchmessers z. B. eine erhohte Freisetzung von Insulin®® und eine ver-
besserte Versorgung mit Sauerstoff’’ nachgewiesen werden, was auf den Einfluss von Diffu-
sionsprozessen zuriickzufiihren ist. Andererseits sinkt die Freisetzung von Insulin bei Kapseln
mit einem grofleren Durchmesser von 650 um, gekoppelt an das daraus resultierende ineffi-
zientere Oberfldchen-Volumen-Verhéltnis. Dadurch kann von einer nicht ausreichenden Ver-
sorgung der Zellen mit den fiir den Metabolismus notwendigen Faktoren ausgegangen wer-
den, die fiir die Produktion von Insulin bzw. fiir das Uberleben der Zellen notwendig sind.

Andererseits kann die niedrigere Freigabe von Insulin bei Mikrokapseln mit 650 um, bei glei-
cher Produktionsmenge von Insulin nach Stimulation mit Glukose, auf die dann kleinere
intrakapsuldre Konzentration von Insulin zuriickgefiihrt werden. Diese miisste um einen Fak-
tor von ca. 8 hoher, im Vergleich zu Kapseln mit einem Durchmesser von 350 um, sein, damit

die Diffusionsrate aufgrund des Konzentrationsunterschiedes dquivalent bleibt”™.



Generell verhilt sich die Diffusionsrate fiir Stoffe, die die Kapselmembran oder Kapselmatrix

passieren konnen:

a) direkt proportional zur dritten Potenz des halben Kapseldurchmessers des Volumens der
Kapseln%,
b) direkt proportional zur Oberflache der Kapsel sowie

c) umgekehrt proportional zum Diffusionsabstand.

Allgemein ldsst sich der Fluss J durch das 1. Ficksches Gesetz, sieche Gl. 4.1

Am Ac

J = =—D-A.— Gl. 4.1
At Ax

mit,

Am - diffundierende Masse,

At - Zeitraum,

D - Diffusionskoeffizient,

A - Flache,

Ac . .

— - Konzentrationsgradient,

Ax

darstellen.

o : . Ac : ) .
Hierbei stellt der Konzentrationsgradient A_ der einzelnen fiir den Metabolismus der Zellen
X

bendtigten Stoffe, bzw. aller in der Losung befindlichen Stoffe, die treibende Kraft dar *®.



4.2 Wasserlosliche Polymere zur Zellverkapselung

4.2.1 Wasserlosliche Polymere allgemein

Fiir die Immobilisierung von Zellen, durch Matrix- oder Membraneinschluss, steht eine Viel-
zahl von wasserldslichen Polymeren zur Verfiigung. Hierbei konnen diese nach Herkunft, in
natiirliche und synthetische Polymere, unterteilt werden. Eine weitere Unterteilung ist dem
Ladungszustand der Polymere zuzuordnen, so konnen diese als Polykationen, als Polyanionen
oder neutral vorliegen.

In der Literatur existiert eine Vielzahl von Artikeln zum Material-Screening’ %, die Aus-
kunft iiber die Eignung von wasserloslichen Polymeren zur erfolgreichen Verkapselung von
Zellen, in Form verschiedener Auswahlkriterien und Zusammenhénge, geben.

Ein hervorzuhebendes Protokoll fiir eine denkbare Standardisierung eines solchen Evaluie-

rungsverfahrens ist in Abb. 4.1 aufgezeigt.

Cytotoxicity Screen
Insulinoma Cells with Polymers

Beaker Tests, of Selected
Atomizer Individual Polymers
and Capsules

2
Polymer Screening A Biocompatibility 3

Capsule Mechanical
Stability

Capsule Optimization

Binary vs. Quaternary Blends,
Molecular Weight Optimization,
Concentration Optimization,
Reaction Time, Coating

[=2]

Capsule Properties
Permeability, Size

Sphericity, Swelling

Surface Smoothness,

Elasticity, Stability,
Wall Thickness

Islet —
. Isl 9
Isolation \ slet Perifusion Screen

Insulin Release,
Glucose Levels

Animal Models f

Spohtangous Long Term Stability of 10
Diabetic

i Implanted Capsules
NOD Mice Extra-Capsular Fibrotic
Growth, Islet Recovery
and Response Tests

o

Abb. 4.1: Screenig-Protokoll zur Eignung von wasserldslichen
Polymeren zur Immobilisierung von Zellen '
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In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich ein Polyelektrolyt-System, bestehend aus Na-
Alginat (Polyanion) und Poly-;-lysin (Polykation), zur Immobilisierung von Zellen verwen-
det, an dem weiterfilhrend Zusammenhénge zur Bildung von Mikrokapseln aus Na-Alginat
(Matrixeinschluss) bzw. zur Bildung von Komplexen aus den genannten Polyelektrolyten

(Membraneinschluss), betrachtet werden sollen.

4.2.2 Na-Alginat

Systeme unter Nutzung von Na-Alginat, einem anionischen Polysaccharid gewonnen aus
Braunalgen, bestehend aus dem Natriumsalz der Alginsduren, D-Mannuronsiure und
L-Guluronsdure, dargestellt in Abb. 4.2.a, bilden eines der grofften Anwendungsgebiete, so-
wohl des Matrix- als auch des Membraneinschlusses, im Bereich der Mikroverkapselungen'"’.
Na-Alginate werden im Handel, z. B. in Chemikalienkatalogen, meist in drei Klassen angebo-
ten, die nach ihren Viskosititen in wissriger Losung in LV (low viscosity), MV (medium

viscosity) und HV (high viscosity) unterteilt werden.

OH

@ oH OH

H

)
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G-block M-block G-block GM-block G-block

Abb. 4.2: Stukturen des Na-Alginat'®

a) D-Manuronsdure (M) und L-Guluronséure (G)

b) Ausschnitt aus einer Sequenz eines Makromolekiils
¢) Mochgliche Sequenzverteilung im Makromolekiil

Diese Einteilung eignet sich lediglich fiir eine Vorauswahl des anzuwendenden Verfahrens
zur Tropfenbildung aus Na-Alginat-Losungen. Eine Auskunft iiber die Zusammensetzung,
dem Verhéltnis aus D-Manuron- und L-Guluronsdure, ist dieser Einteilung nicht zu entneh-

men. Eine mdgliche Zusammensetzung ist in Abb. 4.2.b und ¢ schematisch dargestellt.
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4.2.2.1 Ionotrope Gelbildung

Eine der bedeutendsten Methoden der Herstellung von Mikrokapseln aus Na-Alginat ist die
ionotrope Gelbildung, dargestellt in Abb. 4.3, durch di- bzw. multivalente Kationen, wie z. B.
Metallionen des Calciums (Ca>"), des Bariums (Ba®") oder des Eisens (Fe'"). Hierbei wird ein
Tropfen aus Na-Alginat-Losung z. B. in eine CaCl,-Losung eingebracht, wobei zunéchst eine
diinne, ionendurchldssige Membran aus Ca-Alginat gebildet wird. Durch weitere Diffussion
von Ca”"-Ionen in den noch fliissigen Kern aus Na-Alginat entsteht letztlich eine von aufien
nach innen vollstindig durchgelierte Matrix aus Ca-Alginat. Die Gelierung wird hierbei im
hohen Mafle von der Wechselwirkung des Guluronsidure-Anteils des Na-Alginates mit den
Ca®"-Tonen beeinflusst'”’, was sich in der mechanischen Stabilitit des Alginates dufBert. Ein
vor dem Gelierungsprozel3 in die Na-Alginat-Lésung gebrachtes Material, z. B. Zellen oder

Pharmazeutika, wire demnach durch Matrixeinschluss immobilisiert.

oé’
0
OH OH
codP
+ Ca 24
OH COO°
OH o
OHO HO
0 0
=OH OH
- % 0~ cod®
+Ca?
aZ—
[©)]
L()() 00
| 0
o
Ccoo® O...
OH

Abb. 4.3: Tonotrope Gelbildung mit Ca™ -Ionen (schematisch)

Der Gelierungsprozess kann aber auch in umgekehrter Richtung, von innen nach auflen ge-

fiihrt werden. Beispielsweise kann CaCl, in einer den Ca*"-Ionen autarken Polyanion-Lésung,
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z. B. Methylzellulose oder Carboxymethylzellulose, gelost und in eine Na-Alginat-Losung
eingetropft werden. Letztendlich erhélt man nach entsprechenden Waschschritten eine Kapsel

aus Ca-Alginat mit einem fliissigen Kern aus Methylzellulose oder Carboxymethylzellulose.

4.2.2.2 Biokompatibilitidt von Na-Alginat

In der Literatur werden unterschiedliche Auffassungen zur Biokompatibilitit aufgezeigt.
Hierbei werden einerseits Zusammenhéinge bezogen auf die chemische Zusammensetzung
diskutiert. Dementsprechend lassen sich beziiglich der Vertraglichkeit der implantierbaren
Na-Alginat gegensétzliche Standpunkte aufzeigen, bei denen sowohl ein hdoherer
D-Mannuronsiure-Anteil'® ''° bzw. ein héherer L-Guluronsiure-Anteil'''™ *bevorzugt wird.
Andererseits werden Kontaminationen in Na-Alginaten, z. B. Fettsduren, Proteine, Phispholi-
pide, Polyphenole, Endotoxine, usw., fiir mitogene Prozesse, z. B Fibrose, verantwortlich ge-
macht'”. Durch aufwendige Aufreinigung''* '"> kommerziell erhiltlicher Na-Alginate und
einer nachfolgenden Uberpriifung durch entsprechende klinische Anwendung, konnte eine

deutliche Verbesserung der Biokompatibilitit nachgewiesen werden '

4.2.3 Komplexierung mittels Poly-; -lysin

Nicht nur durch ionotrope Gelbildung lassen sich Na-Alginate zur Immobilisierung einsetzen.
Eine weitere Moglichkeit bietet das Membraneinschlussverfahren. Hierbei wird der Schritt
der ionotropen Gelbildung lediglich unter der Betrachtung der Formgebung der Mikrokapseln
genutzt, die anschliefend mit einem der D-Manuronsdure entgegengesetzt geladenen Polyka-
tion, Poly--lysin (PLL), beschichtet wird.

Dieser Schritt, die Bildung eines Polyelektrolytkomplexes aus dem Salz der Manuronsiure
und Poly-; -lysin, ist unter der Betrachtung der Immunoprotektion von Zellen der entschei-
dendste, da das Molekulargewicht des sich in wissriger Losung befindlichen PLL’s entschei-
denden Einfluss auf den Cut-Off der sich bildenden Membran, beziiglich der zur Diffusion

fahigen MolekiilgroBen, hat''"™'".

Hierbei konnten ebenfalls Auswirkungen in der
Wechselwirkung zwischen der Zusammensetzung des Na-Alginates und Poly--lysin, in

Hinblick auf die Biokompatibilitit, der Mikrokapseln nachgewiesen werden'%.



13

4.3 Bildung sphérischer Partikel aus Polymerlosungen

4.3.1 Tropfenbildende Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln im Uber-
blick

Der Bildung sphérischer Partikel aus polymeren Losungen liegt die Tropfenbildung aus einer
axialsymmetrischen Strdmung von Fluiden mit der Dynamik freier Oberflaichen zu Grunde,
die nicht nur fiir den Bereich der Mikroverkapselung von Interesse ist, sondern die Grundlage
ganzer Industriezweige und verfahrenstechnischer Forschung bildet. In der Literatur ldsst sich
ein ausfiihrlicher geschichtlicher Abriss'?! iiber das Studium der Tropfenbildung hervorheben,
der bis auf die erste wissenschaftliche Darstellung in einem Buch iiber die Bewegung von
Fliissigkeiten durch Mariotte im Jahr 1686 zuriickreicht.

Malfgeblich fiir die Herstellung von monodispersen Microbeads bzw. Mikrokapseln mit eng
verteilten GroBen ist, neben den Stoffgroen Viskositét v4 (kinematische), Oberflichen- bzw.
Grenzflichenspannung y4 und Dichte p4, die Austrittsgeschwindigkeit v4 des Fluids im Be-
reich des Abtropfens und Zertropfens. In Abhingigkeit von v4 lassen sich entsprechende Aus-
bildungsformen einer ausstromenden Fliissigkeit aus einer Diise in einem Diagramm der di-
mensionslosen Ohnesorgezahl Oh iiber der Reynoldszahl Re, Abb. 4.4, darstellen'*”. Durch
doppelt logarithmische Auftragung wurden die Bereichsgrenzen, die Potenzgesetzen folgen,

entsprechend linearisiert abgebildet.

10!

NN (5

10° \&rwellen T . B
'§ Abtropfen \
© 1077
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1
g 102 O O Zertml:lfen \
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100 102 10*
Re = vp-dp/Vv

Abb. 4.4: Ausbildungsformen einer aus einer Diise austretenden
Fliissigkeit'** '
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Zur Herstellung von Mikrokapseln steht eine Vielzahl von Methoden zur Verfiigung. Neben

dem Spray Coating und der Spriihtrocknung ist es moglich, tropfenbildende Verfahren zur

Produktion von Microbeads zu nutzen. Eine Ubersicht ist in Tab. 4.1 illustriert.

Tab. 4.1: Methoden zur Herstellung von Mikrokapseln

124

Encapsulation tech-

nology

Code

Name

Example

Spray coating

Cells/islets contact a mist containing a polymer

solution with additives

Droplet generation by inverse-

Sterically stabilized water-in oil process. Can

2
emulsion polymerisation involve internal gelation of alginate with calcium
liberated from fine powders of calcium salts that
are activated by acid
3 Droplet generation using a | Rotating spray dryer with 103 nozzles
spray dryer
4 Droplet formation by extrusion | Asymmetric membrane formation by co-extrusion
with liquid followed by a coat- | of a polymer solution into an insoluble liquid that
ing extracts the solvent and precipitates the polymer
5 Droplet formation by extrusion | Air-stripping with piezoelectric control
with gas followed by a coating
6 Droplet generation with a spin- | Polymer solution is propelled from a rotating disk
ning disk where it is atomized and travels 1-2 meters prior to
collection
7 Droplet generation by me- | Rotating wire cuts steam(s) of a pressurized poly-
chanical cutting of jet mer cell suspension
8 Droplet generation with rotat- | Droplets are propelled from the needle tips
ing nozzle ring through the rotation of the nozzle ring
9 Droplet generation using a | Rayleigh instabilities causes jet fragmentation into
vibrating nozzle droplets. Size is depend on vibration frequency
10 Droplet formation by extrusion | Electrostatic potential applied between needle an
under electrostatic force collecting solution creates an electrostatic force
that pulls the droplet off the needle tip
11 Droplet formation by extrusion | Extrusion of aqueous polymer solution through

through membrane pores

stainless steel or glass membranes of uniform pore
size into an organic solvent to form an inverse-

emulsion with controlled droplet diameters

In dieser Arbeit wurden drei tropfenbildende Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln,

das AirJet-Verfahren, das Vibrations-Verfahren und das JetCutter-Verfahren, auf deren Taug-
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lichkeit zur Immobilisierung von Zellen, unter Beriicksichtigung der geforderten GréBen bzw.

GroBenverteilung der Mikrokapseln und der Uberlebensfihigkeit der Zellen, untersucht.

4.3.2 Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln

4.3.2.1 AirJet-Verfahren

Das AirJet-Verfahren, auch AirStripping-Verfahren genannt, ist eine Methode zur Kapselher-

stellung, mit dem sich Zellen erfolgreich immobilisieren lassen' '*¢

. Im Vergleich zu den
anderen beiden verwendeten Methoden zur Produktion von Mikrokapseln, kommt dieses die-
ses mit einem niedrigem technischen Aufwand aus.

In Abb. 4.5 ist das Prinzip des AirJet-Verfahrens schematisch dargestellt.

a - Rohrchen 1

b - Rohrchen I1

¢ - Kapillare

Abb. 4.5: Prinzipskizze des AirJet-Verfahrens

Das Rohrchen a durchstromt ein Gasvolumenstrom v,, z. B. O,, N, CO, oder Luft, der den

am Ende der Kapillare ¢ hingenden Fliissigkeitstropfen, hervorgerufen durch einen Volumen-

strom an Fliissigkeit v,, abreiBt. Die Kapillare wird hierbei durch das Rohrchen a und b zent-

riert und endet 2 mm vor dem Austritt des Rohrchens a.
Durch Variation des Volumenstroms v, und des AuBendurchmessers d., der Kapillare ¢, bei

gegebenen Innendurchmesser d,; des Rohrchens a und Volumenstrom V., lisst sich die GroBe
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der Tropfen und damit die GroBe der sich bildenden Mikrokapseln einstellen. Die hierbei un-
ter laminaren Fliissigkeitsstrom, im Bereich des Abtropfens, dargestellt in Abb. 4.4, kleinst-
moglichen, im monodispersen Bereich liegenden Tropfen, besitzen den AuBendurchmesser

127, 128

dc, der Kapillare c . Eine Beeinflussung der entstehenden Kapselgroen durch die Varia-

tion des Volumenstromes v, der Na-Alginatlosungen konnte nicht nachgewiesen werden'”.
Fiir die Bestimmung der entstehenden TropfengrofBen ldsst sich nachfolgende Modellvorstel-
lung aufzeigen'®.

Unter rein gravimetrischen Verhiltnissen, d. h. ohne den Gasstrom v,, lisst sich im Moment
des Abldsens eines Tropfens vom Ende einer Kapillare ¢ die Masse m des Tropfens wie folgt

ermitteln,

m-g=n-d_ -y, Gl 4.2

va — Oberflaichenspannung der dispersen Phase (z. B. Na-AlginatLosung)
g — Gravitationskonstante

m — Masse.

Vor dem Moment des Ablosens, d. h. zum Zeitpunkt der beginnenden Instabilitét des Trop-
fens, kommt es zu einer Einschniirung und ein Massenteil des hingenden Tropfens wird nach
dem Freiwerden zur Kapillare ¢ zuriickgezogen. Dieser Vorgang wird durch einen Formfaktor

¢ beriicksichtigt. Durch Einsetzen dieses Formfaktors in Gl. 4.2 ergibt sich GI. 4.3 '*°

m-g:n-dca-yd-(l)3 Gl 4.3
Durch

s 3
ngd pd Gl. 4-4
mit,

m=V-g Gl 4.5
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und

Ve EdTS Gl 4.6
6

ergibt sich durch Einsetzen von Gl. 4.4, Gl. 4.5 und GI. 4.6 in GI. 4.3

Zdpy g =mdy, v, ¢ Gl 4.7

6

Unter der Bedingung, dal3 die entstehenden Tropfen mit dem Durchmesser dr den Kapillarau-
Bendurchmesser d., nicht unterschreiten, kann der Tropfendurchmesser bei angelegtem Vo-
lumenstrom des Gases (kontinuierliche Phase) v, durch Erweiterung der Gl. 4.7 mit dem
Term der Widerstandskraft, die durch die Viskositdt der kontinuierlichen Phase ni hervorge-
rufenen wird"*’, beschrieben werden. Dies wird unter der Kenntnis der Stromungsgeschwin-
digkeit der kontinuierlichen Phase vy und dem Term der Dissipation der kinetischen Energie,

mit der Dichte der kontinuierlichen Phase pi ', in der Gl. 4.8 beriicksichtigt.

T
3-m-my v, -d; +0,055-7-p, 'Vi 'dT2+g'dT3 '(pd_pk)'g:n'dca "Ta '¢3 Gl. 4.8

Unter der Voraussetzung, da3 erstens der Tropfendurchmesser den Durchmesser der Kapillare
nicht unterschreitet, der freiwerdende Tropfen sphérisch ist, das Vorhandensein der Kapillare
keine Storung der Widerstandskraft des riickstromenden Fliissigkeitsanteils hat und zweitens
die durch den Tropfen benetzte Fliche der Kapillare klein gegeniiber dem Kapillardurchmes-
ser ist und der Kapillardurchmesser geringen Einfluss auf die Tropfengrofle hat, vereinfacht

sich GI. 4.8 zu GI. 4.9.
18-m, -v, -d; +0,33-p, 'Vi 'dT2 +'dT3 “(Pg—pPr)-g=6-d, 74 '¢3 Gl 4.9

Fiir ¢ konnte unter Verwendung der Daten von '* eine Korrelation unter Beachtung des Ver-

héiltnisses von dr/d. < 1,3 ermittelt werden'?%,
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0,3
d
o= 03813'(d—TJ Gl 4.10

ca

Bei Strémungsgeschwindigkeiten zwischen 10 und 50 m/s gilt nach Poncelet'*®, daB die Gro-
e der Dissipation an kinetischer Energie signifikant grofer ist als die Beitrdge der durch die
Viskositdt der kontinuierliche Phase ng hervorgerufenen Widerstandskraft und der Gravitati-

onskraft. Damit lasst sich Gl. 4.9 zu GI. 4.11 reduzieren.

033:p, - v; dy" =6-d, 79’ Gl 4.11

Durch Umstellung der GI. 4.11 berechnet sich der Tropfendurchmesser d durch Gl. 4.12.

3
R L Gl 4.12
0,33-p, - vy
4.3.2.2 JetCutter-Verfahren

Eine weitere Mdoglichkeit der Herstellung von sphirischen Partikeln bietet das JetCutter Ver-

32 Mit dieser Methode ist es moglich, auch héherviskose Fluide zu verarbeiten und

fahren
dabei enge Grofenverteilungen, bei einer Partikelgrosse < 1 mm, mit hohen Durchsétzen zu
erzeugen. Mit diesem Verfahren konnten beispielsweise Metallkatalysatoren®, Pilzsporen'®’,
pflanzliche Zellen immobilisiert werden. Eine Prinzipskizze des JetCutter-Verfahrens zeigt

Abb. 4.6.

Druck

Schneiddraht

ab\QESChnittene

Zylinder

Abb. 4.6: Prinzipskizze des JetCutters'”*
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Das Prinzip der Tropfenbildung beruht bei diesem Verfahren auf dem mechanischen Heraus-
trennen von Fliissigkeitszylindern eines aus einer Diise heraustretenden fluiden Vollstrahls.
Der Trennprozess erfolgt hierbei durch ein rotierendes, mit Drihten bestiicktes Werkzeug.
Aus den Zylindern bilden sich, getrieben durch die Oberflichen- bzw. Grenzflachenspannung
des Fluids iiber eine entsprechende Fallstrecke, sphirische Partikel aus.

Nachteilig, im Vergleich zum AirJet-Verfahren und Vibrations-Verfahren, ist ein systembe-
dingter Betriebsverlust der sich aus dem Schnitt- und Spritzverlust, dargestellt in Abb.
4.7 a"**, zusammensetzt. Durch Neigung des Schneidwekzeuges zum fluiden Vollstrahl Lisst
sich dieser jedoch durch die geeignete Wahl des Neigungswinkels a auf den Spritzverlust,

illustriert in Abb. 4.7 b'**, reduzieren.

Cutter nicht geneigt - diagonaler Schnitt geneigter Cutter - vertikal Schnitt
'6' Flissigkeitsstrahl Flissigkeitsstrahl
0\
o>
',' Schnittverlust  Neigungswinke hnitta
. cnni '
ﬂ Spritzsverlust . .é--- t! Schnittverlust
2 ’ 1
o 'o' (Tropfenvolumen) (Tropfenvolumen
* Spritzsverlust
S’

Abb. 4.7 a: Betriebsverlust resultierend aus b: Betriebsverlust reduziert auf Schnittverlust
Schnitt- und Spritzverlust bei bei vertikalem Schnitt durch Neigung des
diagonalem Schnitt'** Cutters'**

Fiir den Fall des vertikalen Schnittes mit optimalem Neigungswinkel, ldsst sich aus dem Trop-

fenvolumen Vr der Durchmesser des Tropfens wie nachfolgend aufgezeigt berechnen’:

VT = VZylindcr - VVcrlust Gl. 4.13
mit,

T 2
VZylinder = Z'd ‘H Gl. 4.14
mit,

V..
H = h + dDraht = i

- Gl 4.15
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und

T
VVerlust = Z ’ d2 : dDraht Gl. 4.16

ergibt durch Einsetzen der Gl. 4.14, GI. 4.15 und GI. 4.16 in Gl. 4.13

s Vi T
V, ==.d? .(ﬂ_dmhtj :g.di Gl. 4.17

n-z

Durch Umstellen der Gl. 4.17 kann nun der Tropfendurchmesser dr nach Gl. 4.18

— 3 2 VFluid
dr ‘3\/5"1 '(—n_z ~ o Gl 4.18

berechnet werden.

Eine Ubersicht der verwendeten Fluide, zum Einschluss verschiedenster Materialen, ist der
Tab. 4.2 zu entnechmen.

Tab. 4.2: Verwendete Fluide und immobilisierte Materialien '*

e Verwendbare Fluide e Verkapselte Materialien
e Alginat e Pharmazeutika, tierische Zellen136,
Pflanzenschutzmittel

e DPektinat e Vitamine, Aminosiuren
e Chitosan e Aromen
e Gelatine e Bakterien, Pilze, Enzyme
e Cellulosederivate e Farbstoffe

(MC, CMC, SEC, CS)
e Wachse e Pigmente (A-Kohle, TiO5)
e Polymerschmelzen e Magnetit
e Anorganische Sole e Metallkatalysatoren

(AL,03, SiO)
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4.3.2.3 Vibrations-Verfahren

Das zum Vergleich zur AirJet- und JetCutter-Methode verwendete Vibrations-Verfahren be-
ruht auf dem Prinzip der Ubertragung einer Stdrung, in Form von Vibration mit entsprechen-
der Frequenz, auf einen durch eine Diise austretenden laminaren Fliissigkeitsstrahl.

Das auf die Versuche durch Lord Rayleigh'”’ zuriickzufithrende Prinzip der Charakterisierung
des Stabilitdtsverhaltens eines zylindrischen, nicht zédhen Fliissigkeitsstrahls belegt, dafl ein
Fliissigkeitszylinder zerfallt, wenn die Wellenlédnge A einer rotationssymmetrischen Schwin-
gung grofler wird, als der Umfang des ungestorten Strahls.

Fiir den Zerfall eines zdhen bzw. viskosen Fliissigkeitsstrahles, in Tropfen einheitlicher Gro-
Be, kann durch Gl. 4.19 die optimale Wellenlinge'*® Aopt ermittelt werden, bei der jedoch die

kontinuierliche Phase und nicht-NEWTONSsche Fluide unberiicksichtigt bleiben.

1

2 2

A =2nd |14 |—Na Gl 4.19
P YaPadp

Fiir die rechnerische Bestimmung eines Tropfendurchmessers'?’ mit disperser Phase (z. B.
Losungen aus Na-Alginat oder Na-Alginat-Zellen-Lésung) und Luft als kontinuierlicher Pha-
se und der aus beiden Phasen resultierenden Grenz- bzw. Oberflichenspannung yp als trei-
bende Kraft zur Tropfenbildung geht man wie folgt vor:

Der Tropfendurchmesser wird bestimmt durch Volumenstrom und Anregungsfrequenz der
dispersen Phase, wobei die Liange des Fliissigkeitszylinders der Wellenldnge entspricht, die
zur Ausbildung eines Tropfens fiihrt.

Nach '* lasst sich durch Massenbilanzierung der Tropfendurchmesser dr nach Gleichung Gl.

4.20 berechnen. Aus

d, = Gl. 4.20

f=— Gl 4.21
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folgt

I3
dT =3 Edsz‘opt

wobei Aop; in Gl. 4.19 dargestellt ist.

Gl. 4.22

Der Tropfendurchmesser ist nach Gl. 4.22 nur abhédngig von den Stoffgréen ng, y4 ,pq und

dem Strahldurchmesser dp (entspricht dem Diisendurchmesser) der dispersen Phase.

Eine schematische Darstellung einer moglichen Anordnung des Vibration-Verfahrens ist in

Abb. 4.8 abgebildet.

o B
) f
1

polymer-cell mixtur

-

5

sl
e .. LI
i i solution
i - i % pressure
i Lo ébalance
vy

Oooooooooo

=]

Motor .

waste

Abb. 4.8: Vibrations-Verfahren (schematisch)'’
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4.4 Mechanische Stabilitdt von Mikrokapseln

Um den Injektionsprozess in den menschlichen Korper zu {iberstehen, miissen die Mikrokap-
seln eine entsprechende Stabilitdt gegeniiber mechanischen Einfliissen, z. B. Scherkriften und
Druckkréften innerhalb der Injektionskaniile, aufweisen. In der Literatur lassen sich nur
schwer vergleichbare Aussagen beziiglich der mechanischen Stabilitdt der hergestellten Mik-

rokapseln finden.
4.4.1 Untersuchungsmethoden

Mikrokapseln polyelektrolytischen Ursprungs konnen mit einer modifizierten Variante des
Druckversuches'*, '*! untersucht werden. Da jedoch nicht wie iiblich auf eine Ausgangsfli-
che Ay zuriickgegriffen werden kann, wird bei der Evaluierung der Druckstabilitdt von Mik-
rokapseln entweder auf einen bestimmten Verformungsgrad® oder auf die maximale Kraft bis
zum Bruch'**'*” der Mikrokapsel zuriickgegriffen. Weitere Methoden nutzen fluoreszierende
Substanzen und deren Freisetzung nach Bruch der Kapsel, in Folge mechanischer Belas-
tung'*® oder die Anderung der dielektrischen Konstante in Folge der Alterung der Mikrokap-
seln'®’.

Eine weitere Moglichkeit zur Charakterisierung der mechanischen Stabilitdt von Mikrokap-
seln, beziiglich der Beeinflussung durch Scherkréfte, bieten rheologische Messverfahren, z. B.

mit einem Kegel-Platte System'’.
In dieser Arbeit sollen die elasto-mechanischen Eigenschaften an Microbeads " '** mit Hilfe

der Scanning Acoustic Microscopy (SAM), einem zerstorungsfreien Messverfahren, unter-

sucht werden.

4.4.2  Akustische Rastermikroskopie (SAM)

4.4.2.1 Grundlagen des Verfahrens

Eine Moglichkeit zur quantitativen Charakterisierung elasto-mechanischer Eigenschaften von

Materialien bietet die akustische Rastermikroskopie oder auch Scanning Acoustic Mikrosko-
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py (SAM)"**°® In Abhingigkeit von der verwendeten Ultraschallfrequenz liegt das raumli-
che Auflosungsvermogen im mikroskopischen oder mesoskopischen Bereich.

Akustische Mikroskope verwenden hdufig das Reflexionsverfahren, bei dem ein Schallimpuls
der Intensitét po mit einer Saphirlinse auf die Oberflache der Probe fokussiert wird und die
von der Probenoberfliche reflektierten Signale mit der Intensitit p, zur Auswertung genutzt
werden. Ein moglicher Versuchsaufbau ist in Abb. 4.9 aufgezeigt. Durch einen Scan in x-/y-

Richtung (sogenannter. C-Scan) entsteht ein zweidimensionales Bild der Probenoberfliche.

Sender > Switch > Receiver
ZnO-transducer
/ sapphire lens
X-y-z-
scan

/coupling fluid

specimen

Abb. 4.9: Aufbau eines akustischen Rastermikroskops (schematisch)"’

Zur Herstellung einer akustischen Kopplung ist zwischen Linse und Probekdrper ein Kopp-
lungsmedium aufzubringen. Ublicherweise wird hierbei Wasser verwendet, dessen Démp-

fungsfaktor relativ klein ist und dessen akustische Impedanz Z,, ,, dargestellt in Gl. 4.23,

Zy 6 =Puo Cuo Gl 4.23
mit
Puo - Dichte des Wassers,

Ch0 - Schallgeschwindigkeit in Wasser,

temperaturabhédngig sehr gut bekannt ist.
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Uber den in Gl. 4.24 aufgefiihrten Reflexionsfaktor R kann unter der Voraussetzung, daB sich
die Probe im Fokus befindet und der Schallimpuls senkrecht zur Probenoberfliche einge-

strahlt wird, die akustische Impedanz der Probe Zp berechnet werden.

RoP_ZrZuo

= Gl. 4.24
po Lyt ZHZO

Der zur Verfligung stehende Frequenzbereich des verwendeten akustischen Mikroskops er-
streckt sich von wenigen MHz bis hin zu 2 GHz, wobei das rdumliche Auflosungsvermogen
und die Eindringtiefe frequenzabhingig sind. Mit Wasser als Kopplungsmedium und einer
Sendefrequenz von 10 MHz betrigt die Eindringtiefe einige cm. Hingegen ist bei einer Fre-
quenz von 2 GHz aufgrund der mit der Frequenz zunehmenden Didmpfung des Schalls nur
noch eine Eindringtiefe von ca. 1 um vorhanden. Bei dieser Frequenz betrigt das rdumliche
Auflosungsvermogen dann weniger als 1 pm und ist damit vergleichbar mit dem des Licht-

mikroskops.

4.4.2.2 FElasto-mechanische Eigenschaften

Unter der Voraussetzung der Verwendung isotroper Festkorper ldsst sich der Zusammenhang
zwischen Schallgeschwindigkeit und den elasto-mechanischen Eigenschaften wie folgt for-

mulieren:

akustische Impedanz Z

Z=pc, Gl 4.25
Steifigkeit Cy;
Cll = pc12 Gl. 4.26

Elastizititsmodul E

1+ v)(1-2v)
E =pc’ (d+v)d=2v)
PC (1 _ U) Gl. 4.27
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Hierbei ist ¢; die Schallgeschwindigkeit in longitudinaler Richtung, p die Dichte und v die
Poisson-Zahl der Probe.

4.4.2.2.1 Akustische Impedanz

Da die akustische Impedanz Z ein experimentell relativ einfach zugénglicher Parameter ist,
wird sich bei den Messungen elastischer Eigenschaften mittels SAM auf eine Frequenz um
1 GHz konzentriert. Fiir die direkte Bestimmung von Z muss fiir die verwendete Frequenz
durch entsprechende Kalibrierung eine Impedanznormale ermittelt werden, da beispielsweise
bei Kunststoffen auf Grund von auftretenden Dispersion der Schallwellen im Kunststoff die
gemessenen Impedanzen frequenzabhingig sind. Dies muss verstindlicherweise auch beim
Kopplungsmedium Wasser beriicksichtigt werden. Untersuchungen haben gezeigt, dal Was-
ser bis 2 GHz keine Dispersion der Schallwellen aufweist'®.

Messungen der akustischen Impedanz sind sowohl bei Materialen auf dem Gebiet der klassi-
schen Werkstoffcharakterisierung'*’, z. B. Sichtbarmachung von Identifizierungsnummern'®’,
als auch bei biologischen Materialien'®" wie Knochen'*'%’, Zahnen'®® '®, lebenden Zel-

170-172 . 1
70-172 \ind Bakterien'”® bekannt.

len
Beispiele von hochauflosenden Bildern, anhand von Images der akustischen Impedanz, sind
in Abb. 4.10 a und b dargestellt. Die Messungen erfolgen in superfluidem Helium als Kopp-

lungsmedium bei einer Temperatur von 0,2 K.

Abb. 4.10: Hochauflosende SAM Images'”,
a) bipolarer Transistor auf einer integrierten Siliziumschaltung (f = 4,5 GHz),
b) Myxobakterium (f = 8 GHz)
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4.4.2.2.2 Multi-Layer-Analyse

Die quantitative Bestimmung der Impedanz erfordert einerseits, da3 sich die Probe im Fokus
der akustischen Linse befindet, und andererseits beim x/y-Scan eine exakte Parallelitit der
Probenoberfliche und der Scanebene. Die einzuhaltende Toleranz sollte hierbei einen Betrag
von 0,05 um nicht tiberschreiten. Jedoch ist, bedingt durch die zur Verfligung stehenden Pra-
parationsverfahren, eine Neigung der Probenfldche nicht zu vermeiden. Beispielsweise kon-
nen Gefiigebestandteile eines Werkstoffes auf Grund unterschiedlicher Hirte bei der Prapara-
tion der Oberfldche unterschiedlich herausgearbeitet werden. Dies fiihrt zu einer entsprechen-
den Ausbildung eines Oberfldchenreliefs, mit unterschiedlichen Abstinden zur scannenden
Linse des SAM, so daB sich nie alle Oberflichenpunkte gleichzeitig im Fokus befinden kon-
nen.

Hierfiir ist es hilfreich, zur Erzeugung eines Bildes eine Folge von C-Scans mit stufenweiser
Verianderung des z-Abstandes durchzufiihren. Hieraus lassen sich 2D und 3D Bilder von der
Topographie der Probe, auf Grundlage quantitativer Analyse der akustischen Impedanz, er-
zeugen. Die Methode wird in der Literatur unter dem Bergriff Multi-Layer-Analyse (MLA)'®
gefiihrt. Hierbei ist die maximale Scantiefe in z-Richtung von der Fokustiefe der verwendeten

Linse abhingig.

A V@)

- v

Abb. 4.11: Multi-Layer-Analyse (schematisch)'®’
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Wie in der Abb. 4.11 schematisch dargestellt, wird bei der MLA mit einer positiven Defokus-
sierung aller Bereiche der Probe begonnen (dargestellt in den mittelgrauen Schichten in der
Bildmitte) und endet mit einer negativen Defokussierung des zu untersuchenden Bereiches
der Probe (hellgraue Schichten). Anhand der gewonnen Daten, ldsst sich aus den Punkten
jeder einzelnen Schicht das z-Profil eines Bildpunktes extrahieren (rechte Bildhilfte).

Aus diesem ist es moglich, in Abhidngigkeit vom z-Abstand (Fokustiefe) die maximale Ampli-
tude V(z) (dunkelgraue Schicht) abzuleiten. In einem ,Maximum Image* konnen die
maximalen Amplituden aller Scanpunkte zusammengefasst werden, d. h., auf diesem Bild
befinden sich alle Oberflachenstrukturen im Fokus. Dieses bildet die Basis fiir die quantitative

Bestimmung der akustischen Impedanz.
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S Experimentelles

5.1 Herstellung und Charakterisierung von Na-Alginat-Losungen

5.1.1 Herstellung von Na-Alginat-Lésungen

Die in dieser Arbeit untersuchten Natrium-Alginate (Na-Alginate), aufgefiihrt in Tab. 5.1,
wurden in zweifach deionisierten und steril gefilterten Wasser, Filter 0,2 um unter Riihren mit

einem Magnetriihrer, liber einen Zeitraum von mindestens 24 h gelost.

Tab. 5.1: Untersuchte Na-Alginate

Na-Alginate

Typ Katalog-Nr. Lieferant
Acros 17777-2500 Acros
Inotech E 1105 Inotech
Sigma 1 A 2128 Sigma
Sigma 2 A 2033 Sigma
Sigma 3 A 2158 Sigma
Fluka 71238 Fluka

Der verwendete Konzentrationsbereich der Losungen lag hierbei zwischen 1,0 und 2,0 %
(w/v). Sie wurden zur Messung der Viskositét stets frisch angesetzt, um Alterungserscheinun-
gen, hervorgerufen durch biologischen Abbau des Na-Alginates verbunden mit undefinierten

Viskosititen der Na-Alginat-Losungen, auszuschlielen.
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5.1.2  Viskositidtsmessung von Na-Alginat-Losungen

Zur Bestimmung der Werte der Nullscherviskositit o wurde zunéchst die dynamische Visko-
sitdt 1, bei einer Temperatur von 20 °C, ermittelt. Verwendung fand das Rotationsviskosime-
ter CLS 100 der Firma Carri-Med (TA Instruments, Alzenau) mit einem Kegel-Platte-System
mit zugehoriger Fliissigkeitsfalle. Die geometrischen Daten sind in Tab. 5.2 aufgefiihrt.

Tab. 5.2: Geometrie des Kegels

Parameter des Kegels

Durchmesser [mm] 60
Winkel [°] 2
Rate-Faktor 28,6
Stress-Faktor 0,0177
Spalt (zur Platte) [um] 57

Die Messung der Viskositit 1 beruht auf der Messung des Drehmomentes, das aufgebracht
werden muss, um die Drehzahl des Rotors (Kegel) gegen den Widerstand der Na-Alginat-
Losung aufrecht zu erhalten. Aus dem ermittelten Drehmoment wird die Schubspannung t

errechnet. Aus dem Quotienten von Schubspannung t und Schergeschwindigkeit » lésst sich

die dynamische Viskositdt nach Gl. 5.1 und GI. 5.2 berechnen.

GL 5.1

=-]qa

mit,

. dy dv
T dy Gl 5.2
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Polymere, insbesondere Polymerldsungen, konnen sich durch unterschiedliches rheologisches
Verhalten auszeichnen. Mit steigender Schergeschwindigkeit kann die dynamische Viskositét
einerseits mit einer Erh6hung (dilatantes Verhalten) verbunden sein, konstant bleiben (NEW-
TONsches Verhalten) oder anderseits mit Erniedrigung (strukturviskoses Verhalten) verbun-
den sein. Auch zeitliche Aspekte der Einwirkung der Schergeschwindigkeit kénnen Einfluss
auf die dynamische Viskositdt haben. Hierbei wird in rheopexes Verhalten und thixotropes
Verhalten unterschieden.

Die Messungen zur Bestimmung der dynamischen Viskositdt der Na-Alginat-Losungen wur-
den mit einer Schergeschwindigkeit von 1 bis 700 s™ durchgefiihrt, wobei stets frisch ange-
setzte Losungen vermessen wurden. Hierbei wurde das Mel3system auf 20 °C temperiert.

Es konnte bei allen Na-Alginat-Losungen ein strukturviskoses Verhalten, gekennzeichnet
durch den Abfall der dynamischen Viskositét bei Zunahme der Schergeschwindigkeit, nach-
gewiesen werden. Weiterhin wurde weder ein rheopexes noch thixotropes Verhalten festge-
stellt.

Im Anhang unter A 1 sind am Beispiel der Konzentrationsreihe des Na-Alginates vom Typ
Acros die Graphen der Messungen im Konzentrationsbereich von 1,00 — 2,00 % (w/v), mit
einer Schrittweite von 0,25 % (w/v), dargestellt.

Fiir den Vergleich der FlieBeigenschaften der unterschiedlichen Na-Alginat-Losungen und
Konzentrationen wurde die Nullscherviskositit 1o, d. h. die Viskositit bei einer Scherge-
schwindigkeit von null s, durch Extrapolation der dynamischen Viskositit 1 ermittelt. Die

Werte sind in der Abb. 5.1 a und b graphisch dargestellt.

Sigma
Sigma2
Sigma3 N
Fluka
Acros
Inotech

200

4O x> O e

150 +

100+

n, [Pas]

50

T
1,00 1,25 1,50 1,75 2,00
[% (wiv)]

CNa»AIginat

Abb. 5.1 a: Viskosititen der Konzentrationsreihen
der Na-Alginat-Losungen aus  Tab. 5.1,
T =20 °C, markierter Bereich siche Abb. 5.1 b
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Abb. 5.1 b: Markierter Bereich aus Abb. 5.1 a
dargestellt mit gednderter Skalierung,
T=20°C

In Tab. 5.3 sind die einzelnen Werte fiir die ermittelten Viskositdten 1y der einzelnen Na-

Alginat-Losungen aufgefiihrt.

Tab. 5.3: Viskosititswerte 1o der gemessenen Na-Alginat-Losungen bei 20 °C

CNa-Alginat No [Pa S]

% [(WV)]| Sigma 1 | Sigma2 | Sigma3 | Fluka | Acros |Inotech

1,00 6,1450 | 0,1778 0,0330 | 0,1941 | 0,4255 | 0,0328

1,25 36,8400 [ 0,6037 0,0604 | 0,3242 | 0,6938 | 0,0516

1,50 72,3800 | 1,4490 0,0793 | 0,4818 | 1,4340 | 0,0766

1,75 114,0000 | 1,9040 0,1220 | 1,0860 | 1,7590 | 0,1179

2,00 ]208,0000 | 2,8250 0,1778 1,6300 | 3,6920 | 0,1817

Es ist eine deutliche Zunahme der Viskositit bei Erhohung der Konzentration des Na-
Alginates in der Losung innerhalb einer Konzentrationsreihe zu verzeichnen. Vergleicht man
die Konzentrationsreihen untereinander, so ist festzustellen, daf} erhebliche Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Na-Alginat-Typen bestehen. Diese kdnnen einerseits auf unterschiedliche
Molekulargewichte bzw. Molekulargewichtsverteilungen zuriickgefiihrt werden und anderer-
seits auf die mengenméfige Verteilung der Blocke an Guluron-Sdure und Manuron-Saure. So

ist bekannt, dafl mit steigendem Guluron-Siure-Anteil im Na-Alginat, bei gleichbleibendem
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Molekulargewicht, ebenfalls ein Anstieg der Nullscherviskositit oder auch der dynamischen
Viskositit zu verzeichnen ist'". So kann beispielsweise nicht davon ausgegangen werden, daf
das Na-Alginat Sigma 3 und Na-Alginat Inotech (Verhédltnis Guluron-Siure zu Manuron-
Sdure, 70 : 30) die gleiche Zusammensetzung aufweisen, obwohl die Werte der Nullschervis-
kositdten in allen vergleichbaren Konzentrationsverhiltnissen der Konzentrationsreihen nahe-

zu deckungsgleich sind.

5.1.3 Dichtemessung von Na-Alginat-Losungen

Zur Messung der Dichte wurde ein Chempro/Paar Densimeter DMA 60 mit der Messzelle
DMA 602 der Anton Paar KG, Osterreich, basierend auf der Bestimmung der Eigenfrequenz
eines zur Schwingung angeregten U-Rohrs eingesetzt. Fiir die Bestimmung der Dichtewerte
in Tab. 5.4 kamen Na-Alginat-Lésungen der bereits in Kap. 5.1.1 genannten Na-Alginat-
Typen und Na-Alginat-Konzentrationen zum Einsatz. Es ist zu erkennen, daf} sich die Dichte

mit Erh6hung der Konzentration des Na-Alginates erwartungsgemal nur geringfiigig dndert.

Tab. 5.4: Dichtewerte der Na-Alginat-Losungen bei 20 °C

. 3
CNa—Alginat DlChte pNa—Alginat [g/ cm ]

% [(W/V)]| Sigma 1 | Sigma?2 | Sigma 3 Fluka Acros | Inotech

1,00 1,004552 | 1,0047 1,0045 1,0045 | 1,0043 | 1,0043

1,25 1,0055 1,0055 1,0053 1,0059 | 1,0056 | 1,0055

1,50 1,0071 1,0071 1,0071 1,0072 | 1,0073 | 1,0072

1,75 1,0086 1,0086 1,0086 1,0092 (1,008156( 1,0081

2,00 1,0099 1,0098 1,0098 1,0109 | 1,0096 | 1,0096
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5.1.4 Oberfldchenspannung von Na-Alginat-Losungen

Zur Charakterisierung der Oberflichenspannung von Na-Alginat-Losungen wurde die Plat-
tenmethode verwendet. Als Messapparatur wurde ein Tensiometer DCAT 11 der Firma Da-
taphysics GmbH, Filderstadt, eingesetzt.

Zur Bestimmung der Oberflaichenspannung wurden die einzelnen Na-Alginat-Typen in zwei-
fach destilliertem und steril gefiltertem Wasser iiber einen Zeitraum von mindestens 24 h ge-
16st'”> '7°. Um den biologischen Abbau durch Mikroorganismen und die damit verbundene
Verfilschung der Messwerte zu vermeiden, wurden die Na-Alginat-Losungen sofort vermes-
sen, bzw. die nicht verwendeten Na-Alginat-Ldsungen bei einer Temperatur von 4 °C gela-
gert. In der Tab. 5.5 sind die gemessenen Werte der Oberflichenspannung der einzelnen Na-
Alginate, Konzentrationsbereich 0,01 — 2,0 % (w/v), zusammengefasst. Auf Grund mangeln-
dem Probenmaterials musste auf die Messung des Na-Alginat vom Typ Acros verzichtet wer-

den.

Tab. 5.5: Oberflichenspannungswerte yna-alginat der Na-Alginat-Losungen bei T = 20 °C

CNa-Alginat YNa-Alginat [mN/m]
% [(w/

o Lw)] Sigma 1 Sigma 2 Sigma 3 Fluka Inotech
0,01 70,15 61,85 61,19 - 59,01
0,02 68,45 60,18 58,52 - 62,44
0,03 63,76 61,51 52,47 71,80 63,86
0,05 54,55 57,42 49,81 68,85 59,41
0,07 53,41 57,93 48,79 54,90 55,08
0,25 50,01 52,17 50,49 48,43 56,70
0,50 52,51 53,00 50,45 49,64 50,02
0,75 54,26 51,33 51,80 53,69 49,63
1,00 56,38 59,80 54,51 50,14 45,34
1,25 54,32 56,13 52,43 51,99 47,49
1,50 52,06 55,52 53,72 51,33 47,76
1,75 50,65 53,67 54,32 50,65 47,43
2,00 49,36 57,66 52,03 49,97 46,45

Den Diagrammen, im Anhang unter A Il und der Tab. 5.5, ist zu entnehmen, dal3 kleine

Mengen an Na-Alginat, bis etwa 0,25 % (w/v), zu einem starken Abfall der Oberflachenspan-
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nung fithren, wéihrend eine weitere Erhohung der Konzentration an Na-Alginat in der Losung
zu keinem weiteren Abfall der Oberflichenspannung fiihrt. Somit kann Na-Alginat in wassri-
ger Losung ein tensidischer Charakter, mit Ausbildung einer pseudo-CMC'”®, bescheinigt

werden.

5.2 Herstellung von Alginatkapseln nach dem AirJet-Verfahren

Gegenstand der Untersuchungen war die Evaluierung der Einfliisse der Stoffgroflen bzw.
Verarbeitungsparameter auf die Bildung einheitlicher Kapselgroflen bzw. auf eine entspre-
chend enge GroBenverteilung der Mikrokapseln.

Da sich die Oberflachenspannungen der Na-Alginat-Losungen in dem verwendeten Konzent-
rationsbereich von 1,0 bis 2,0 % (w/v) nicht wesentlich voneinander unterscheiden, vergleiche
Kapitel 5.1.4, und die Dichte ebenfalls nur gering beeinflusst wird'*” 13 stellt die Viskositit
Mo der Na-Alginat-Losungen die limitierende Stoffgréfe flir die Verarbeitung der Losungen
dar.

Zur Beeinflussung der MikrokapselgroBen konnen, wie in Kapitel 4.3.2.1 beschrieben, der

Volumenstrom v, des Gases und der AuBendurchmesser d., der Kapillare c als variable Fak-
toren angesehen werden. Die in Tab. 5.6 aufgefiihrten Kapillaren C1 - C4 der Firma Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ und C5 - C7 der Gesellschaft fiir Lottechnik (GLT), Pforz-
heim, wurden beziiglich des Aulendurchmessers d., und des Innendurchmessers d.; mit einem
Mikroskop Leica, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim, vermessen, deren Werte
der Tab. 5.6 entnommen werden konnen.

In Anlehnung an die von London u. a.'® beschriebene Apparatur fand ein Verkapselungs-
rohrchen geméfl der Abb. 4.5 mit einem Innendurchmesser a von d,; = 5,0 mm Verwendung,
welches, unter Beriicksichtigung der zu verkapselnden Zellen und der damit verbundenen
Notwendigkeit zur Sterilisation durch Autoklavieren, aus Edelstahl (V4A) gefertigt wurde.

Im Gegensatz zu London u. a.'® sollte die Verkapselungsapparatur mit Stickstoff N betrieben

werden.
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Tab. 5.6: Maf3e der verwendeten Kapillaren

MafBe der Kapillaren

Bezeich- | AuBBendurch- | Wandstérke | Innendurch- Liange 1.

nung messer d, [mm] messer di[mm] [mm]

[mm]

Cl 1,2 (18 G*) 0,14 0,92 100*
C2 0,9 (20 G*) 0,14 0,62 100*
C3 0,7 (22 G*) 0,11 0,48 100*
C4 0,55 (24 G*) 0,1 0,35 100*
C5 0,5 0,1 0,3 100*
C6 0,4 0,09 0,22 100*
C7 0,3 0,06 0,18 100*

* Herstellerangabe

5.2.1 Vorversuche

Fiir entsprechende Vorversuche wurde wie von London et al.'* ebenfalls eine Na-Alginat-
Losung von 1,5 % (w/v) des Typs Sigma 3 (A 2158) herangezogen. Im Gegensatz zu London
u. a."”® konnten mit dieser Na-Alginat-Losung keine Tropfen bzw. Kapseln hergestellt wer-
den, da die Nullscherviskositit dieser Losung von ng = 72,3800 Pa-s mit den zur Verfiigung
stehenden Spritzenpumpen, Perfusor Secura FT B. Braun Melsungen AG und KD Scientific,
Model 100, Philadelphia, PA nicht durch die in Abb. 5.6 aufgefiihrten Kapillare C1 gefordert
werden konnte.

Auf Grund der zu hohen Nullscherviskositdt der Na-Alginat-Losung vom Typ Sigma 3 wurde
auf Grundlage der in Kap 5.1.2 ermittelten Ergebnisse bei der Wahl des Na-Alginates fiir wei-
tere Vorversuche auf den bei dieser Konzentration im Mittelfeld der Viskositit liegenden Typ
Acros, mit einer Nullscherviskositit ng = 1,4340 Pa-s bei einer Konzentration von 1,5 % (w/v)

des Na-Alginates, zurlickgegriffen. Wie in allen anderen nachfolgenden Versuchen wurde das

Na-Alginat mit einem Volumenstrom VAlg = 10 ml/h dem Verkapselungsrohrchen iiber die

Kapillare ¢ mittels oben genannter Spritzenpumpe von KD Scientific Model 100 zugefiihrt.

Der zu wéhlende Volumenstrom an Stickstoff von VNZ = 4,250 m’/h wurde aus den Ver-

suchen von London w.a.'”, der mit einem Volumenstrom an Sauerstoff
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V02 =3,51/h=0,21 m’/h arbeitete, abgeleitet und unter Beriicksichtigung der geforderten

Kapselgrofle, vergleiche Kap. 3, iiber die Reynoldszahl Re, wie im Anhang unter A III darge-
stellt, berechnet. Die fiir die Gase O, und N, zugehorigen Werte fiir die Dichte und Viskositét
(dynamische) wurden der Literatur'”’ fiir 20 °C entnommen. Der Geltungsbereich fiir die iiber
die Reynoldszahl ermittelten Stromungsgeschwindigkeiten entspricht denen der ungestorten
Stromung der Gase durch einen Ringspalt.

Wie bei allen nachfolgenden Versuchen wurde der Volumenstrom des Gases iiber ein fiir
Stickstoff kalibriertes Rotameter, PD 08 (fiir R = 20 °C), Funke Medien GmbH, Radebeul,
iiber eine am Messgerédt angebrachte Regelungseinheit eingestellt.

Die resultierenden Kapselgrofien sind in der Haufigkeitsverteilung in Abb. 5.2 dargestellt.

120

100

80 7

Anzahl
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40 -
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Abb. 5.2: a) Kapselgrofien bei Verwendung der AirJet-Methode unter Nutzung des
Na-Alginates vom Typ Acros, caiz = 1,5 % (W/v), der Kapillare C1 und
V. =42501/h
b) Lichtmikroskopische Aufnahme, Maf3stab Imm

Wie dem Histogramm zu entnehmen ist, handelt es sich im Gegensatz zu London et al.'* um
eine bimodale Verteilung in den Bereichen 0,04 - 0,33 mm und 0,94 - 1,10 mm. Unter Be-
trachtung der getroffenen Aussage, da3 die Grofen der Mikrokapseln bei Unterschreitung des
AuBendurchmessers d., der Kapillare ¢ nicht zu einheitlichen KapselgroBen fiihren'?” ¥,
kann der GréBenbereich von 0,04 - 0,33 mm auf Sekundartropfenbildung zuriickgefiihrt wer-
den, die entsprechend breit verteilt ist. Sekundirtropfen sind auf die Ausbildung von Filamen-

ten zuriickzufiihren, die wihrend des Abrissvorgangs des primdren Tropfens entstehen.
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Die zu bestimmende Héufigkeitsverteilung der entstandenen Mikrokapseln wurde, wie bei
allen nachfolgenden Versuchen, iiber Bildanalyseverfahren ausgewertet. Zur Aufnahme und
Digitalisierung der Bilder stand ein Inversmikroskop Axiovert 135 (Zeiss, Oberkochen, Ger-
many) mit einer an einem PC angeschlossenen Videokamera und entsprechender Hardware,
WinTV32-Karte (Hauppauge Computer Works, Monchengladbach, Germany), zur Verfii-
gung.

Anschliefend wurden die auf den Bildern festgehaltenen Mikrokapseln in eine Bildverarbei-
tungssoftware ,,analysis“ eingelesen, entsprechend dem im Bild vorhandenen Raster von
2 mm kalibriert und der Kreisumfang der Mikrokapseln ermittelt. Hierbei wurden die Werte
von mindestens 200 Mikrokapseln von mindestens 10 Einzelbildern jedes einzelnen Versu-
ches in einer Excel-Tabelle zusammengefasst und aus dem Kreisumfang der Durchmesser der
Kapseln berechnet. Fiir eine Darstellung der Haufigkeitsverteilung der Microbeads in einem
Histogramm wurden diese in entsprechende GroBenklassen eingeteilt und deren Haufigkeit

bestimmt.

5.2.2  Variation der Kapselgrof3en

Da es Ziel dieser Arbeit ist, Kapseln im geforderten GroéBenbereich von 0,1 - 0,35 mm mo-

nomodal verteilt herzustellen, wird im Folgenden der Einfluss,

e des verwendeten Stickstoffstroms y,, ,

e des KapillarauBendurchmessers d., und

e des Alginat-Typs

auf die Bildung von Mikrokapseln untersucht. Hierbei soll zusdtzlich die Bildung von Sekun-
dértropfen beeinflusst werden, mit dem Ziel, diese in der Ausbildung zu unterdriicken bzw.

stark einzuschrianken.

5.2.2.1 Einfluss des Volumenstroms VV

Fiir die Untersuchung des Einflusses des Volumenstromes wurde die Kapillare C2 mit einem
AuBendurchmesser d., = 0,9 mm und als zu verwendende Volumenstrome VV wurden 2500,

3250 und 4000 1/h gewihlt. Als Na-Alginat wurde wie im Vorversuch, vergleiche Kap. 5.2.1,
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der Typ Acros mit einer Konzentration von 1,5% (w/v) und einer Viskositit von
Nno = 1,43 Pa-s gewéhlt. Ebenfalls wie beim Vorversuch entstanden bimodale GroBenvertei-
lungen der Mikrokapseln.

In der Abb. 5.3 sind die PriméirgroBen dargestellt. Dieser ist zu entnehmen, dafl mit steigen-
dem Volumenstrom VA die GroBe der entstehenden Mikrokapseln abnimmt. Hierfiir wurden,
wie bereits im Kap. 5.2.1 beschreiben, die Groenverteilungen der primdren Mikrokapseln
der Einzelversuche ermittelt und mittels Gaul3-Funktion gefittet um das Maximum jeder ein-

zelnen Verteilung bestimmt.

0,8 L] —a— C2, dca=0,9mm

0,7

0,6

0,5 1

0,4

Kapselgréssen (primar) [mm]

0,3 — ¥ ¥ 7—7—+—
2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250
Volumenstrom N, [I/h]

Abb. 5.3: Primire KapselgroBen in Abhingigkeit von 7,

Im Anhang A IV sind die zugehorigen Histogramme der Grofenverteilungen aufgezeigt. Th-
nen ist zu entnehmen, daB3 der Anteil an Sekundérkapseln im Bereich von 0,04 — 0,2 mm mit
steigendem Stickstoffvolumenstrom stark zunimmt.

Beziiglich der zu erzielenden Kapselgrofen von 0,1 — 0,35 mm zur Immobilisierung von Zel-

len, kann diese Verteilungsbreite mit den verwendeten Parametern nicht erreicht werden.
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5.2.2.2 Einfluss des KapillarauBendurchmessers d.,

Um das in Kap. 3 formulierte Ziel, die Herstellung von Mikrokapseln mit dem geforderten
GroBenbereich, zu erreichen, wurden im Folgenden die KapillarauBendurchmesser d., vari-
lert.

Hierfiir standen die Kapillaren C2 - C7, vergleiche Tab. 5.6, mit einem Aullendurchmesser d,
von 0,9 — 0,3 mm zur Verfligung. Weiter wurden als verdnderliche GroBe, wie in Kap. 5.2.2.1

die Volumenstrome VA von 2500, 3250 und 4000 1/h zur Einflussnahme auf die entstehenden

TropfengroBen festgelegt. Hierbei wurde gleichfalls eine Na-Alginat-Losung vom Typ Acros
mit einer Konzentration von 1,5 % (w/v) und einer Viskositit o = 1,43 Pa-s verwendet.
Die Ergebnisse aus dem Bildanalyseverfahren und der ermittelten GroBenverteilungen sind

zusammengefasst in der Abb. 5.4 dargestellt.

0,85 —a— (C2 (00.90mm)
] —e— (C3 (90.70mm)
0,80 - —a— C4 (@0.55mm)
] —v— C5 (0050mm)
0,75 - —=— C6 (@0.40mm)
. } —*— C7 (90.30mm)
0,70
g 0,65
T 0,60
é .
S 0,55-
= ]
e
200,50
2
2 ]
< 0454
0,40
0,35 %
0,30 T T T T T T T
2500 3000 3500 4000
Volumenstrom N, [I/h]

Abb. 5.4: Kapselgroflen bei Verwendung der AirJet-Methode in Abhédngigkeit
von d., und 7, unter Nutzung des Na-Alginates vom Typ Acros,
cag = 1,5 % (W/v)
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Den einzelnen Graphen ist zu entnehmen, daf3 sich die Primirgroen der sich bildenden Mik-
rokapseln zusitzlich zu der in Kap. 5.2.2.1 getroffenen Aussage, dal mit steigendem Volu-
menstrom der Durchmesser der Primirkapseln sinkt, iiber die Dimension des AuBendurch-
messers d., beeinflussen lassen. Die ermittelten Werte zeigen deutlich, dal mit abnehmendem
d., die Grof3e der entstandenen Microbeads sinkt.

Wie bei den Versuchen in Kap. 5.2.2.1 entstanden bei der Vertropfung der Na-Alginat-
Losung des Typs Acros mit einer Konzentration von 1,5 % (w/v) Sekundérkapseln, wie am
Beispiel der Kapillare C3 im Anhang A V aufgezeigt.

Als Ursache fiir die Bildung von Sekundirtropfen ist die Unterschreitung des Kapillaraulen-
durchmessers dc, anzusehen. Unter Betrachtung der in Kap. 4.3.2.1 getroffenen Aussage, dal3
der kleinstmdogliche, zu erzielende Durchmesser der Mikrokapseln oberhalb von d., liegt, um
Kapseln einheitlicher GroBe herzustellen'?” '%*, ist bei den Kapillaren C2 und C3 diese Vor-
aussetzung nicht erfiillt, da die gebildeten Kapseln bereits bei einem Volumenstrom von 2500
1/h unterhalb des KapillarauBendurchmessers d., liegen.

Hingegen wird bei den Kapillaren C4 - C7 dieses Kriterium in Abhéngigkeit des Volumen-
stroms y,, zum Teil erfiillt, vergleiche Abb. 5.4. Jedoch konnte die Ausbildung von Sekun-

dérkapseln nicht vermieden werden.

Mikrokapseln, die mit der Kapillare C7 und einem Volumenstrom von 4750 I/h hergestellt
wurden, eignen sich in Bezug auf die in Kap. 3 geforderten GroBenverteilungen der Mikro-
kapseln von 0,1 — 0,35 mm nur bedingt flir die Immobilisierung von Zellen und deren spate-
ren Transplantation.

Die Ursache fiir die eingeschriankte Verwendung liegt in der Ausbildung von Sekundérkap-
seln unterhalb von 0,1 mm, dargestellt in Abb. 5.5. Diese Kapseln konnten durch geeignete
Separationsverfahren, z. B. geeignete Siebe, abgetrennt werden.

Hierbei muss jedoch beriicksichtigt werden, da3 dies einen weiteren Arbeitsschritt beim Ver-
kapselungsprozess darstellen wiirde, der eine zusétzliche Belastung der zu immobilisierenden
Zellen darstellt, was zu einer eingeschrinkten Vitalitdt, bis hin zum Absterben der Zellen,

fithren kann.
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Abb. 5.5: Kapselgroflen bei Verwendung der AirJet-Methode unter Nutzung
des Na-Alginates vom Typ Acros 1,5 % (w/v), der Kapillare C7 und

V., =47501/h

5.2.2.3 Kapselherstellung bei eingestellter Viskositit

In den nachfolgenden Untersuchungen soll durch den Einsatz des Na-Alginat-Typs Fluka
1,5 % (w/v), mit einer Viskositit von ng = 0,4818 Pa-s, der Bildung von Sekundértropfen
entgegen gewirkt werden.

Hierbei wurden die Versuche auf die Kapillare C6 und C7 eingegrenzt, da sich bei den voran-
gegangenen Untersuchungen mit diesen Kapillaren Mikrokapseln nahe am gewiinschten Gro-
enbereich herstellen lieBen.

Aus der Abb. 5.6, der Tab. 5.7 und den Abbildungen im Anhang unter A VI ist zu erkennen,
daf} die Viskositit der Na-Alginat-Losungen, eine nicht zu vernachldssigende Grof3e darstellt.
Es ist aus den gezeigten Abbildungen und den zugehdrigen GroBenverteilungen zu entneh-
men, da} im Vergleich zu den Untersuchungen im Kap. 5.2.2.2, bei geeigneter Wahl der Vis-
kositét von ng = 0,4818 Pa-s des verwendeten Na-Alginates, Mikrokapseln mit sehr enger, bis
nahezu monodisperser Verteilung hergestellt werden konnten.

Die in Kap. 4.3.2.1 getroffene Aussage, dal} die kleinstmdglichen zu erzielenden Tropfengro-
Ben mit monodisperser Verteilung im Durchmesser denen des AuBlendurchmessers d., der

Kapillare entsprechen, konnte bestitigt werden.
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Abb. 5.6: KapselgroBen in Abhiingigkeit von d., und y,,

bei Verwendung der AirJet-Methode unter
Nutzung der Kapillaren C6 und C7

Betrachtet man die Groflenverteilung bei der Verwendung der Kapillare C7 mit einem Volu-
menstrom von VV = 4750 1/h im Anhang unter A VI, so ist zu erkennen, dall der Durchmesser

der Mikrokapseln unterhalb des KapillarauBendurchmessers d., von 0,3 mm liegt und dies zur

Bildung erster Sekundértropfen fiihrt.

Tab. 5.7: Kapselgrossen bei Kapillaren C6 und C7
in Abhingigkeit von y,, , hergestellt mit
der AirJet-Methode

. Grofien mit Groflen mit Kapil-
VNz [Vh] | Kapillare C6 [mm] lare C7 [mm]

2500 - 0,559
3250 0,435 0,410
4000 0,375 0,367

4750 - 0,264 (primér)
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5.3 Modell der langsamen Tropfenbildung mit Air-Jet

Da das Einsetzen der in Kap. 5.2.2.3 ermittelten Mikrokapselgrof3en in das von Poncelet er-
stellte Modell'*® nicht zur Ubereinstimmung fiihrte, vergleiche Kap. 5.3.6, soll mittels Dimen-
sionsanalyse eine verbesserte Beschreibung der Zusammenhédnge bei der Ausbildung von
Fliissigkeitstropfen mittels AirJet-Verfahren formuliert werden. In der Abb. 5.7 sind die fiir

die Dimensionsanalyse maf3geblichen Grof3en und die Ausbildung eines Tropfen dargestellt.

v-\_/—!—'—"v\a
koaxiale Gasstromung mit
Gasgeschwindigkeit v

AulBlendurchmesser der Kapillare dc,

-t

Durchmesser des AbriBquerschnitts d”

i
!
!
!
!
!
!
: Tropfenvolumen Vg

Abb. 5.7:Ausbildung des Tropfens (schematisch)

Zur Erstellung des Modells werden folgende Annahmen getroffen.

Die Tropfenbildung wird quasistatisch betrachtet (langsame Tropfenbildung):

e der Impuls der aus der Kapillare stromenden Fliissigkeit kann vernachldssigt werden,

e die Zihigkeit der dispersen Phase (z.B. Na-Alginat-Losung) hat keinen Einfluss.

Weiter wird folgendes vorausgesetzt:

e es bilden sich einzelne Primértropfen,

e es entstehen keine Sekundirtropfen.
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5.3.1 Kréftegleichgewicht

Das Kriftegleichgewicht lésst sich, wie in der nachfolgenden Gleichung dargestellt, beschrei-

ben.

F, +F, —F, =0 Gl 5.3

mit: F, - Gewichtskraft des Tropfens
Fy, - Widerstandskraft der koaxialen Gasstromung auf den Tropfen

F, - Oberflachenkraft des Tropfens in vertikaler Richtung an der schwichsten Stelle

5.3.1.1 Gewichtskraft F,

Die Gewichtkraft F, ldsst sich aus dem Tropfenvolumen V4, der Dichtedifferenz Ap und der

Gravitationskonstante g, wie nachfolgend dargestellt, berechnen.

F,=V,-Ap-g Gl. 54
mit,
Ap=p, —py GL 5.5

5.3.1.2 Oberflachenkraft Fy

Fiir die Bestimmung der Oberflachenkraft, resultierend aus der Oberflichenspannung y und

dem Abrifidurchmesser d°, lisst sich folgender Zusammenhang formulieren.

F =TC'd*"Y Gl. 5.6
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Die Tropfeneinschniirung und somit d ist neben den Stoffeigenschaften abhiingig von:

- dem AuBendurchmesser der Kapillare d.,
- dem Tropfenvolumen V4 und

- der Gasstromung.

5.3.1.2.1 Tropfeneinschniirung ohne koaxiale Gasstromung

Die Einschniirung bei der Tropfenbildung ohne koaxiale Gasstromung wurde experimentell

bereits umfassend untersucht. Sie geht mittels eines Korrekturfaktors f (Lj bzw. @[Lyj in
a V/3
d

. <12
die Berechnung des Tropfenvolumens ein'*’

r= dca
> Gl. 5.7
Wobei r der AuBlenradius der Kapillare ist.
Die Konstante a ist die Kapillarkonstante bzw. Laplacesche Konstante
2.
a= | =1 Gl 5.8
Ap-g

Fiir die Oberfldchenkraft ergibt sich:

r



47

5.3.1.2.2 Tropfeneinschniirung mit koaxialer Gasstromung

Die Gasstromung beeinflusst die Einschnilirung anders als das Gewicht des Tropfens, deshalb
kann der bekannte Korrekturfaktor f bzw. @ hier nicht verwendet werden. Die Gasstromung
wirkt iiber den Stromungswiderstand auf die Oberflédche des Tropfens und zwar ungleichma-
Big. Dagegen wirkt die Schwerkraft gleichmidfig auf das Volumen des Tropfens. Die

Einschniirung ist nicht bekannt.

Fiir kleine Tropfenvolumen geht der Korrekturfaktor f gegen eins, d. h. die Einschniirung geht

gegen null.

Fiir diesen Fall gilt ndherungsweise:

Fo=n-d -y G1.5.10

Diese Gleichung wird fiir die Oberflachenkraft verwendet, wodurch das Modell besonders fiir

groBBe Tropfen das Tropfenvolumen zu grof3 vorhersagt.

5.3.1.3 Stromungswiderstand Fy,

5.3.1.3.1 Stromungswiderstand einer Kugel'”®

Die Umstromung der Kugel wird vom Widerstandsbeiwert c,, in Abhéngigkeit von der Rey-

noldszahl Re, charakterisiert, wobei die Stromung vor der Kugel ungestort sein muss.

:V'dp'pk
N

Re, Gl 5.11

d, - Kugeldurchmesser

Der Stromungswiderstand berechnet sich nach,
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F, :cW(Rep)%-dﬁ PV Gl 5.12

Der Widerstandsbeiwert der Kugel c,, ist bekannt,

- fir Re, <0,5 : (STOKES-Bereich)

Das Stromungsfeld auf der Vorderseite (Luv) und auf der Riickseite ist gleich. Der Wider-

stand ergibt sich etwa zu 1/3 aus den Trigheitskriften und zu 2/3 aus dem Reibungswider-

stand'”®.
. 24
* ~ Re Gl. 5.13

- fur 0,5<Re, < 10° : (Ubergangsbereich)

Bei etwa Re, =1 16st sich die Strdmung von der Kugeloberflidche ab. Mit zunehmender Rey-

noldszahl verlagert sich der Ablosepunkt stromaufwirts und es baut sich eine Wirbelschleppe

hinter der Kugel auf. Der Einfluss der Triagheitskrifte nimmt entsprechend zu.

- fiir 10° <Re, <2,5-10° : (NEWTON-Bereich)

c, =0,44 Gl 5.14

Das Stromungsfeld dndert sich in diesem Bereich nur unwesentlich. Auf der Kugelvorderseite
wird die Kugel laminar umstromt. Auf der Riickseite liegt eine turbulente Nachlaufstromung

vor. Der Stromungswiderstand wird hauptséchlich durch die Tragheitskréifte verursacht.
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5.3.1.3.2 Stréomungswiderstand des an der Kaniile hingenden Tropfens

Die Anstromung des Tropfens wird durch die Kaniile gestort. Dadurch entféllt der Staudruck
und der Reibungswiderstand auf der Vorderseite des Tropfens. Die Stromungsverhéltnisse auf

der Riickseite werden sich dhnlich der Kugelumstrémung aufbauen.

Fiir den STOKES-Bereich und den Ubergangsbereich lisst sich der Stromungswiderstand des

Tropfens nicht aus dem Kugelwiderstand ableiten.

c, =f(v,Vy,d,.p,my) Gl 5.15
und
E, =f(v,V,,d.poNy) Gl 5.16

Fiir den NEWTON-Bereich wird der Stromungswiderstand der Kugel hauptséchlich durch die
Tragheitskréfte verursacht. Die Wirbelschleppe, die den Hauptanteil der Tragheitskrifte bil-
det, diirfte sich bei der Umstromung des hdngenden Tropfens dhnlich ausbilden wie bei der
Kugelumstromung. Deshalb wird angenommen, da der Widerstandsbeiwert wie bei der Ku-

gelumstromung konstant ist.

c, = konst. Gl 5.17
Damit ergibt sich fiir die Widerstandskraft,

Gl. 5.18

Fw :kN V(% 'pk .Vz

kx - dimensionslose empirische Konstante
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5.3.2 Dimensionsanalyse

Die Dimensionsanalyse dient der Verringerung der veridnderlichen physikalischen GroBen.
Durch die Berechnung von Kennzahlen wird das Problem dimensionslos dargestellt. Es gibt
unendlich viele Kennzahlsitze fiir ein Problem, wovon die giinstigsten gefunden werden miis-
sen.

Nach dem Kriftegleichgewicht, Kapitel 5.3.1, ist die langsame Tropfenbildung nach der Air-
Jet-Methode von folgenden physikalischen Groflen abhéngig.

Vi =f(d,,v.p> N Y- AP, 8) Gl 5.19

Die GroBBen Ap und g kommen nur in der Gleichung fiir die Gewichtskraft und dort als Pro-

dukt vor. Sie werden zur Verringerung der Verdnderlichen durch eine Grof3e ersetzt:

Aw=Ap-g. Gl 5.20

Dadurch ergibt sich fiir das Tropfenvolumen:

Vy=1f(d,,v,p>Ni, Y, AW). Gl 5.21

5.3.2.1 Dimensionsmatrix

Die folgende Dimensionsmatrix gibt fiir das MLT-System die Dimensionen der Veranderli-

chen fiir die Masse, die Linge und die Zeit (Time) wieder.

M in kg 0 0 0 1 1 1 1
Gl. 5.22
Linm 3 1 1 -1 -3 0 )

Tins 0 0 -1 -1 0 -2 -2
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5.3.2.2 Ermittlung der Kennzahlmatrix
Die Anzahl der Kennzahlen ergibt sich durch Subtraktion der Spaltenzahl der Dimensions-

matrix und dem Rang der Matrix.

Der Rang der Dimensionsmatrix ist 3, da eine 3-reihige Unterdeterminante ungleich O ist:

0 0 1
I 1 -1=-1#0 Gl. 5.23
0 -1 -1

Die Dimensionsmatrix, Gl. 5.22, hat 7 Spalten (Verdnderliche), somit werden 4 Kennzahlen

zur Beschreibung des Problems bendtigt.

Die Berechnung der Kennzahlmatrix wird am Beispiel der Zeile IT; erldutert. Die ersten 4
Spalten (4 = Anzahl der Kennzahlen) werden wie unten ersichtlich vorgegeben. Zur Ermitt-
lung der letzten 3 Spalten muss je Kennzahl ein lineares Gleichungssystem mit 3 Gleichungen
gelost werden, das sich aus der Dimensionsmatrix ergibt.

Lineares Gleichungssystem fiir I :

Pk Y Aw Vyq

M 1 1 1 0
Gl. 5.24

L -3 0 -2 -3

T 0 -2 -2 0

Die Losung des Gleichungssystems lautet:

I I

Gl. 5.25

| 0 ‘ -3/2 ‘ 3/2 |

Die Zeilen der Kennzahlmatrix lassen sich analog berechnen.
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Kennzahlmatrix:
Vi dea v Nk Pk Y Aw Gl. 5.26
I, 30 0 0 0 -32 372
I, 0 1 0 0 0o -12 12
I, 0 0 1 0o 12 -4 -4
I, 0 0 0 1 -12 -3/4 14

Aus der Kennzahlmatrix ergeben sich die folgenden dimensionslosen Kennzahlen:

- I, zur Beschreibung des Tropfenvolumens

v
M, =— Gl.5.27
ar
mit,
Ty
arp = Gl. 5.28
Ap-g
bzw.,
T
ar=a ) Gl 5.29

a — Kapillarkonstante, ar - Tropfenkonstante

- 14 zur Beschreibung des Einflusses des Kapillardurchmessers

— Gl. 5.30
ar
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- I'l, zur Beschreibung des Einflusses der Tragheitskréfte

a
I, :7T-pk v Gl. 5.31

- I'l;, zur Beschreibung des Einflusses der Tragheitskréfte und der Viskositétskréfte

nZ
M, =—— Gl. 5.32
Py -Y-ar

Die Kennzahl IT, sollte fiir eine schleichende Umstrdmung durch

I, =i, - 11, Gl. 5.33
ersetzt werden, woraus

M
M, =-"%v Gl 5.34

folgt.
5.3.3 Langsame Tropfenbildung ohne Koaxialstromung

Die Kennzahlen I, (GI. 5.27) und IT; (Gl. 5.30) beschreiben die langsame Tropfenbildung

ohne Koaxialstromung. Fiir das einfache Kréftegleichgewicht ohne eine Tropfeneinschiirung,

bei dem der Abrissdurchmesser gleich dem Kapillardurchmesser ist, ergibt sich IT; =11 .
Messungen der Tropfenbildung ergeben in der Darstellung IT,(I1,) fiir beliebige Stoffe und

KapillargroBen ein und dieselbe Kurve. In der Literatur wird meist der Korrekturfaktor'*’

T T T T
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verwendet' .
Dieser Korrekturfaktor ist eine dimensionslose Kennzahl, die sich aus I1,, und IT, berechnen

l4sst.

I
f bzw. ® = H—V Gl.5.35

Die Verwendung der eineindeutigen Funktion IT,(II, ) hat gegeniiber den anderen Kenn-

zahlkombinationen den Vorteil, dal3 sowohl V als auch d¢, nur in jeweils einer Kennzahl vor-

kommen. Deshalb kann sowohl d_ (V,) als auch V,(d_) einfach (ohne Iteration) ermittelt

werden. Falls die Oberfldchenspannung gesucht ist, sollte besser (D{LJ bzw. Iy [iJ

v/ T, |\ s

verwendet werden.

In Abb. 5.8 sind einige Messwerte' > "

IT,(IT, ) dargestellt.

und eine empirische Approximationsgleichung fiir

Die Gleichung liefert eine gute Approximation fiir den gesamten durch Messungen abgedeck-

ten Bereich (0,041 <I1, <2,182).

—p. 11
1, =1, + 2Pty el (, -Hv)"“]] Gl. 5.36
p, —II,

mit,
p, =2,235 p,=09915 p,=1048 p,=1866

Auch die nicht durch Messwerte abgedeckten Bereiche ergeben sinnvolle Approximations-

werte. Geht die Kennzahl IT,, und damit das Tropfenvolumen gegen null, ndhert sich die Ap-
proximationsgleichung der Geraden I1, =II, (Kriftegleichgewicht ohne Tropfeneinschnii-

rung). Dies bedeutet, dall die Einschniirung fiir kleine Tropfen verschwindet, und somit mit

der Realitét libereinstimmt. Die Approximationsgleichung hat die Polstelle ¢, =2,235, bei
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der I1, unendlich wird. Das Tropfenvolumen ist demnach durch IT = 2,235 nach oben

V max

beschriankt. Anders ausgedriickt, bei Anndherung an I1 bleibt der Abrissdurchmesser

V max
konstant, obwohl der Kapillardurchmesser beliebig vergroBert wird. Veranschaulicht kann
formuliert werden, dall von einer benetzten waagerechten unendlichen Flache Tropfen mit der

maximalen GroBe IT fallen. Zur genauen Ermittlung der Polstelle sind noch gezielte

V max

Messungen erforderlich, wodurch sich die Parameter p, und p, verdndern wiirden.

T
I
Langsame Tropfenbildung
©  a)MeRwerte

b) Modell
c) ohne Einschniirung

0,1

0,01

0,1

4,0

3,5 —

3,0 ——+

o

Langsame Tropfenbildung

a) MeRBwerte
b) Modell

c) ohne Einschniirung

2,5

2,0

"':5&,

0,5

1,0
m,

1,5

2,0

Abb. 5.8: Langsame Tropfenbildung ohne koaxiale Gasstromung
a) Messwerte nach HARKINS, BROWN'*und WILKINSON'"
fiir unterschiedliche Stoffe und Kapillargroen
b) Modell nach Gl. 5.36
c) einfaches Kriftegleichgewicht ohne Tropfen-
einschniirung, mit d., als Abrissdurchmesser (IT, =11,,)
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5.3.4 Modell fiir schnelle (NEWTON’sche) Tropfenumstrémung mit Koaxial-

stromung

Voraussetzung fiir die Modellierung der Oberflachenkraft nach Kap. 5.3 sind kleine Tropfen,
bei denen die Einschniirung vernachldssigbar ist. Da das Ziel der Air-Jet-Methode in der Er-
zeugung kleiner Tropfen besteht, wird diese Voraussetzung meist erfiillt sein. Eine grobe Ab-
schitzung des daraus resultierenden systematischen Fehlers ist mittels des Modells ohne Ko-
axialstromung moglich. Wobei nicht beriicksichtigt wird, dal die Tropfenform und damit die
Tropfeneinschniirung von der koaxialen Gasstromung anders beeinflusst wird als vom Trop-

fengewicht. Der relative Fehler der Ermittlung von I1, berechnet sich dann wie folgt.

%

_Hd

IT
Fehler = —4—4 Gl. 5.37
1_Id
mit,
I, =11, Gl. 5.38

und IT, nach GI. 5.36

Eine Abschitzung des relativen Fehlers durch die Vernachldssigung der gewichtsbedingten

Tropfeneinschniirung ist nachfolgend dargestellt.

-1%  fir:IT1, <4-107
Fehler <{-5% fiir: 11, < 0,03
-10% fir: 11, < 0,07

Das Kriftegleichgewicht nach GI. 5.3 ergibt
V, A opy v =
i Ap-g+tky -V pvi-m-d,-y=0 Gl. 5.39

bzw.
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P % b2
Ao - Ap - 2 Ap -
d(ﬁj :Vd.(ﬁj +k.vdé.[9_§j - L 5.40
Ty Ty Ty
mit,
k
k=— Gl 5.41
D

oder unter Verwendung der Kennzahlen nach Kap. 5.3.2.2.
%
I, =10, +k-I1 - I1, Gl. 5.42

Dies ist das dimensionslose Modell fiir die Tropfenbildung mit einer koaxialen Gasstrémung,
bei der die Triagheitseffekte entscheidend sind und die Zéhigkeitseffekte vernachléssigbar. Die
Konstante k muss experimentell ermittelt werden. Die in Kap. 5.3.6 dargestellten Messwerte

ergeben

k=—
27 Gl.5.43

und damit

m, =Hv+2—17-HiA-Hp Gl 5.44

Das Modell gilt fiir beliebige Stoffe und Kapillardurchmesser und fiir Gasgeschwindigkeiten,
die eine NEWTON sche Umstromung des Tropfens ergeben. Die Grundvoraussetzung fiir die
Giiltigkeit des Modells ist die langsame Einzeltropfenbildung, bei der keine Sekundértropfen
entstehen, was entscheidend von der Viskositdt des Tropfens abhéngig ist.

Die Kennzahlen sind wie folgt von d_, ,V, und v abhéngig

ca?

IT,(d,,), Iy (Vy) und IT (V).
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Abb. 5.9 zeigt das Modell nach Gl. 5.44 zur Ermittlung des Tropfenvolumens in unterschied-

lichen Darstellungen.

0,1 —
1 T1=0 (ohne Air-Jet) [t iminer
(L=70)
/ /|n0=100 .
o // n=150] |
’ |m=200
- |11 =300
£ —{11=400
% =600
s P
= 11 =800]
e
P
1E-4 P
Langsame Tropfenbildung
mit Air-Jet
1E-5
0,01 0,1 0,7
1-Id
0,1 ;
Langsame Tropfenbildung
mit Air-Jet
N N
N TN
NN
0,01 h
N
N N
N TN
N N
1E-3 e SN >~ ——(rn-03__|
E d
1,=0.2]
1,70,15]"
t ~—An=01] .
N— o
1E-4 NG _ 11,=0,08 ]
Hd=0,06 -
- 11,=0,04
N 1n,=0,03|"
T =0,02
1E-5
50 100 1000
I
)

Abb. 5.9: Modellierte Werte fiir I'ly in Abhédngigkeit von, Iy bzw. I1, der
langsamen Tropfenbildung
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5.3.5 Nicht-NEWTON sche Tropfenumstromung mit Koaxialstrémung

Falls die Zdhigkeitskréifte der koaxialen Gasstromung einen signifikanten Einfluss auf die
Tropfenbildung haben, ist das Modell nach Kap. 5.3.3 nicht giiltig. Fiir den Ubergangsbereich
nach Kap. 5.3.1.3.2 ist der komplette Kennzahlsatz aus 4 Kennzahlen zur Beschreibung der

Tropfenbildung erforderlich IT, (IT,,IT ,IT, ).

Fiir eine schleichende Tropfenumstromung, bei der die Trigheitskréfte vernachlédssigbar sind,

kann vermutet werden, daf die Kennzahl I1 keinen Einfluss auf die Tropfenbildung hat. Das

Tropfenvolumen berechnet sich dann aus IT,, (IT,, H;) .

5.3.6 Messwerte

Zur Modellierung wurden nur Messwerte genutzt, bei denen eine langsame Einzeltopfenbil-
dung erfolgte. Die Bildung von Sekundértropfen fiihrt zu einer erheblichen Verkleinerung der
Tropfengrofle, die nicht Gegenstand des Modells ist. Die Anzahl der Messwerte ist durch die-

se Einschrankung recht klein.

Die Messwerte wurden zundchst mit dem Modell nach PONCELET'® ausgewertet. Das

Tropfenvolumen wird durch folgendes Gleichungssystem berechnet.

V= % -d2 dr — Tropfendurchmesser nach Gl. 4.6
P
18-d_ - _
(;TS :[ ca y] v, nach Gl. 4.9
' Py
mit
d 0,3

q):q)c'[d_Tj @, =0,813

ca und "¢ 7 nach GL 4.10

Das Gleichungssystem aus Gl. 4.6, Gl. 4.9 und GI. 4.10 zur Bestimmung des Tropfendurch-
messers ldsst sich zusammenfassen und es lésst sich unter Verwendung der dimensionslosen

Kennzahlen fiir Iy durch nachfolgenden Zusammenhang formulieren.
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N
I, =255,18- (H—;‘OJ Gl. 5.45

p

Wie aus der Abb. 5.10 ersichtlich ist, stimmt das Modell nicht mit den Messwerten iiberein.

©71 Langsame Tropfenbildung |
mit Air-Jet :
| Modell nach PONCELET |
ol : : P
€3}
=
€E'e4—
1E-5
0,01 ,
1-Id

Abb. 5.10: Messwerte nach Tab. 5.7 im Vergleich mit dem Modell
nach PONCELET"**

Das Modell nach Gl. 5.44 erzielt mit einem empirischen Modellparameter eine recht gute
Wiedergabe der Messwerte, wie in Abb. 5.11 zu erkennen ist. Die signifikante Abweichung

fur IT, =383 diirfte an einer beginnenden Sekundértropfenbildung liegen, die deutlich an der

TropfengroBenverteilung erkennbar ist.
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Langsame Tropfenbildung | 8
mit Air-Jet g -

0,1 - ;;:;' ::::; ‘ %X

><| X np:O (ohneAil;;Jet) [

0’01 oo

1E-3 RRES

1E-4

Abb. 5.11: Vergleich der Messwerte Tab. 5.7 mit dem Modell nach Gl. 5.44
Messwerte fiir IT) =0 nach!'? 17

5.4 Unterschiedliche Verkapselungsverfahren zur Immobilisierung

von Zellen

Fir die Behandlung von Gehirntumoren sollten genetisch manipulierte Zellen, z. B.
Fibroblasten oder Tumorzellen in Mikrokapseln, die aus einer APA-Membran bestehen, im-
munoprotektiv eingelagert werden, die retrovirale Vektoren zur Behandlung von Gendefekten
innerhalb der DNA der Tumorzellen zur Verfiigung stellen. Diese sollen wie bereits beschrie-
ben dem Tumor durch Injektion iiber eine 18 G Kaniile iiber den Blutkreislauf zugefiihrt wer-

den.
5.4.1 Pre-Prozess zur Verkapselung von Zellen

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, d. h. es wurde, wenn
nicht anders beschrieben, unter einer sterilen Laminar Flow Box der Klasse 2 gearbeitet. Die
verwendeten Losungen und die mit den Losungen in direktem Kontakt stehenden Bauteile

und Gerédtschaften der jeweiligen Verkapselungsapparatur wurden durch Autoklavieren steri-
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lisiert. Bei temperatursensiblen Stofflosungen konnte die Sterilitdt durch Filtration durch ei-

nen sterilen Filter mit 0,22 pm (Merck Eurolab GmbH, Dresden) gewéhrleistet werden.

5.4.1.1 Zelllinien und Zellkultivierung

Zur Beurteilung der unterschiedlichen Verkapselungsmethoden fiir die Eignung zur Verkapse-
lung von lebenden tierischen Zellen standen Fibroblasten von Miusen der Zelllinie GLI328%
(PA317)'*, BHK"®! (Baby Hamster Kidney) Fibroblasten® und die Zelllinie J3T'® (Canine

183-185

Glioma Cells) zur Verfligung . Diese wurden in einem Nihrmedium bestehend aus

DMEM versetzt mit,

e 1 g/l Glukose/Glutamine (Biochrom KG, Berlin),
e 10 % donor calf serum (CS, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe), bet BHK und
J3T mit fetal calf serum (FCS, Biochrom KG, Berlin) an Stelle von CS und

e 1 % Penicillin/streptomycin (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe),

in einem Brutkasten bei 37 °C, mit 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 %-iger CO, Atmosphire,
gelagert bzw. auf Petrischalen (Biochrom KG, Berlin) mit einem Durchmesser von 10 cm

vermehrt.

5.4.1.2 Herstellung von Zellsuspensionen

Zur Suspendierung der einzelnen Zelllinien in Na-Alginat-Losungen wurden die Monolayer
der Zellen mit Hilfe einer Trypsine-EDTA-L6sung (Sigma, Deisenhofen) von den Boden der
Petrischalen geldst, mit Phosphat gepufferter Saline (PBS, Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe) gewaschen und anschlieBend zu Zellpellets zentrifugiert. Diese Zellpellets wurden
entsprechend in die fiir die einzelnen Verkapselungsmethoden geeigneten Na-Alginat-
Losungen des Typs Fluka 71238 im Volumenverhéltnis 1:6 resuspendiert. Die resultierende
Zellsuspensionen wurden vor der Verkapselungsprozedur durch ein 40 um Sieb gefiltert, um
ein Verstopfen der verwendeten Kapillare bzw. Diise durch groBere Zellverbunde zu vermei-

den.
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5.4.2  Prozess der Verkapselung von Zellen

Nachfolgend ist der Verkapselungsprozess von lebenden Zellen mit unterschiedlichen Ver-
kapselungsverfahren dargestellt. Dabei sollte insbesondere die Uberlebensfihigkeit der Zellen
bei den verschiedenen Beanspruchungen durch die Verkapselungsverfahren untersucht wer-
den.

Unabhédngig vom Immobilisierungsverfahren wurden die aus den verschiedenen Herstel-
lungsverfahren resultierenden Tropfen in einer 100 mM CaCl,-Losung, versetzt mit 10 mM
MOPS-Puffer, vernetzt. Die Vernetzerlosung wurde, wenn nicht anders beschrieben, in einem
250 ml Becherglas mittels Magnetriihrer langsam, bei einer Umdrehungszahl von 200 U/min,

gertihrt.

5.4.2.1 Verkapselungsprozess mit dem AirJet-Verfahren

Mit der in Kap. 4.3.2.1 beschriebenen AirJet-Methode konnten die unter Kap. 5.4.1.1 aufge-
fiihrten Zelltypen immobilisiert werden.

Nachfolgend ist die Verkapselung der Zelllinie J3T dargestellt, bei der 2 ml einer Zellsuspen-
sion aus 1 x 107 Zellen/ml einer 1,5 %-igen (w/v) Na-Alginat-Lésung des Typs Fluka 71238
hergestellt wurden.

Um zu dem in der Aufgabenstellung geforderten Durchmesser der Mikrokapseln von 300 pm
zu gelangen, wurde die Einstellung der AirJet-Apparatur wie in Tab. 5.8, unter Beriicksichti-

gung der im Kap. 5.2.2 ermittelten Parameter der Apparatur, gewihlt.

Tab. 5.8: Parameter der AirJet Apparatur

Kapillare C7 @ 300 um (auBen)
Konzentration/Viskositit der Na-Alginat-Losung 1,5 % (w/v) / 0,4818 Pa-s
Volumenstrom Na-Alginat -Lésung 10 ml/h

Volumenstrom N 4750 1/h

Aus der ermittelten GroBenverteilung, dargestellt in Abb. 5.12 a, ldsst sich am Beispiel von
J3T Zellen deutlich zeigen, daB3 das AirJet-Verfahren beziiglich der zu erzielenden Grdfen-
verteilung geeignet ist, tierische Zellen innerhalb der gewiinschten Verteilungsbreite von 100

— 350 um zu verkapseln.
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Entsprechend der geforderten Groflen der Mikrokapseln lie3 sich jedoch die Ausbildung einer
bimodalen Verteilung, mit Sekundartropfen unterhalb des GroBenbereiches von 100 pm nicht
vermeiden, jedoch stark einschridnken. Diese Sekundérkapseln lassen sich durch den Einsatz

von geeigneten Filtern bzw. Sieben, z. B. Siebgewebe 105 pum, separieren.

e — —

=)
)

20
mJ_lJ_I
o -—
004 006 008 01 012 014 016 018 02 022 024 026 028 03 032 034
Klassen [mm] a) b)

Abb. 5.12a: GroBenverteilung der Microbeads mit immobilisierten J3T Zellen, AirJet-
Methode, Na-Alginat Typ Fluka 1,5 % (w/v)
b: Lichtmikroskopische Aufnahme der Kapseln mit den J3T Zellen nach 15 min,
MafBstab 1 mm

5.4.2.2 Verkapselungsprozess mit dem JetCutter-Verfahren

Wie in Kap. 3 dargestellt, soll das JetCutter-Verfahren auf seine generelle Eignung zur Im-
mobilisierung von tierischen Zellen untersucht werden.

Fiir die Verkapselung von GLI328 Zellen mit dem JetCutter-Verfahren wurde eine Zellsus-
pension aus 2 x 10° Zellen und 8 ml einer Na-Alginat-Losung, 1,5 % (w/v) des Typs Fluka
71238 hergestellt, die anschlieBend auf ein finales Volumen von 50 ml Na-Alginat-Losung
gegeben wurde.

Diese wurde aus einem Druckbehilter (Eigenentwicklung) mit Stickstoff unter einem Druck
von 0,75 bar iiber eine PTFE-Leitung durch eine Saphirdiise (laser-drilled) mit einem Durch-
messer von 200 um extrudiert und der Suspensionsstrahl durch das Schneidwerkzeug in ent-
sprechende Segmente geteilt. Die resultierenden Tropfen wurden dem Vernetzungsbad, siche
Kap 5.4.2, zugefiihrt.

Die zugehdrigen Parametereinstellungen des JetCutters wéhrend des Tropfenbildungsprozes-

ses mit GLI328 Zellen sind in Tab. 5.9 aufgefiihrt.
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Tab. 5.9: Parameter des JetCutters

Diisendurchmesser 200 pm

Drehzahl 6500 U/min

Konzentration / Viskositét der Na-Alginat-Losung 1,5 % (w/v) / no = 0,4818 Pa-s
Schneidwerkzeug 48 Drihte (0@ 50 um)
Volumenstrom der Na-Alginatlosung 492 ml/h

Fallhohe der Tropfen 50 cm

Wie aus der GroBenverteilung in Abb. 5.13 zu entnehmen ist, handelt es sich im Vergleich
zum AirJet-Verfahren beim Verkapselungsprozess mittels JetCutter um eine monomodale
Verteilung.

Es ist zu erkennen, dal mehr als 87 % der entstandenen Mikrokapseln innerhalb des in der
Aufgabenstellung geforderten GroBenbereiches liegen. Die oberhalb von 350 pum liegenden
Mikrokapseln sind auf Koaleszens zuriickzufiihren, die aufgrund von Kollisionen wéhrend
des Fluges der Na-Alginat-Tropfen entstanden sind. Resultierend ergibt sich beispielweise bei
der Fusion zweier Mikrokapseln mit einem Durchmesser von 325 um, eine mit dem doppelten

Volumen und einem Durchmesser von nahezu 400 um Durchmesser.
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Abb. 5.13 a: Grossenverteilung der Microbeads mit GLI328 Zellen, JetCutter-Verfahren,
Na-Alginat Typ Fluka 1,5 % (w/v),
b: Lichtmikroskopische Aufnahme der Kapseln mit GLI328 Zellen nach 15 min,
Malfstab 1 mm
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5.4.2.3 Verkapselungsprozess mit dem Vibrations-Verfahren

Fiir die Verkapselung der in Kap. 5.4.1.1 beschriebenen Zelltypen wurden 20 ml einer Zell-
suspension, mit einer Zellkonzentration von 1 x 10’ Zellen/ml Na-Alginat-Losung, vertropft,
wobei, wie bei den vorangegangenen Immobilisierungsverfahren, mit dem Na-Alginat vom
Typ Fluka 71238 gearbeitet wurde. Hierbei musste unter Beriicksichtigung einer mit diesem
Verfahren zu verarbeitenden Na-Alginat-Losung, eine niedrigere Viskositit von

Mo = 0,1941 Pa-s (entspricht einer Konzentration von 1,0 % (w/v)), eingestellt werden.

Die gewihlten Einstellungen zur Verkapselung von z. B. BHK Zellen des von der Inotech AG
(Dottikon, Schweiz) vertriebenen Gerdtes IEM-40 (Inotech Encapsulator Medical-40) sind in
Tab. 5.10 aufgefiihrt.

Im Gegensatz zur AirJet-Methode und JetCutter-Methode wurde das Gerit speziell fiir die
Verkapselung von pharmazeutischen Produkten oder zur Immobilisierung von Zellen unter
GMP (Good Manufacturing Practice) entwickelt.

Zu den Vorteilen zdhlt im Vergleich der zuvor aufgefiihrten Verkapselungsverfahren, da3 die
Apparatur auf Grund eines vollstindig geschlossenen und autoklavierbaren Reaktionsbehil-
ters auch auflerhalb einer Laminar Flow Box fiir die Immobilisierung von Zellen unter sterilen
Bedingungen nutzbar ist.

Daraus ergab sich, daB3 die Handhabbarkeit eines solchen mit dem IEM-40 durchgefiihrten
Immobilisierungsversuches, bezogen auf die beengten Platzverhiltnisse innerhalb der Flow
Box, deutlich verbessert wurde und die Verkapselungsapparatur fiir den angefiihrten Versuch

auch aullerhalb zum Einsatz kam.

Tab. 5.10: Parameter des IEM-40

Diise 0 120 pm

Konzentration / Viskositét der Na-Alginat-Losung | 1,0 % (w/v) /o = 0,1941 Pa-s

Volumenstrom Na-Alginat-Losung 240 ml/h

Anregungsfrequenz der Diise 3000 Hz

Zusitzlich war es moglich, den entstehenden Tropfenstrahl durch eine Ringelektrode, beauf-
schlagt mit einem elektrischen Feld von 1,7 kV, zu fiihren, iiber die die einzelnen Tropfen

elektrisch geladen wurden. Dadurch war es bei hohen Zertropfungsfrequenzen moglich, die
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Tropfenkette, aufgrund des gleichartigen Ladungszustandes jedes einzelnen Tropfens, aufzu-
fachern.

Der Vorteil dieser Zusatzausstattung liegt in einer flichenformigen Auftreffzone der Tropfen.
Dadurch konnten die Kollision und die damit verbundenen Koaleszens der Tropfen zu gréBe-
ren Teilchen zwischen Diise und Vernetzungsbad, vermieden bzw. sehr stark eingeschrankt

werden.

Wie beim JetCutter-Verfahren entstand beim Vibrations-Verfahren zur Immobilisierung von
BHK Zellen ebenfalls eine monomodale GroBenverteilung, dargestellt in Abb. 5.14 a. Die
hergestellten Mikrokapseln entsprachen dem geforderten Gro3enbereich (siehe Kap. 3), wobei
sich alle gebildeten Microbeads innerhalb des Bereiches von 100 — 350 pm befanden.

Im Vergleich zum AirJet- und JetCutter-Verfahren ist es dadurch mdglich, beim Vibrations-
Verfahren auf zusitzliche Separationsschritte, wie z. B. Filtration oder Siebung, zu verzich-

ten.
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Abb. 5.14a: GroBenverteilung der Microbeads mit immobilisierten BHK Zellen, Vibrations-
Methode, Na-Alginat Typ Fluka 1,0 % (w/v)
b: Lichtmikroskopische Aufnahme der Kapseln mit den BHK Zellen nach 15 min,
MafBstab 1 mm

5.4.3 Post-Prozess der Verkapselung von Zellen

Nach jedem einzelnen der unter Kap. 5.4.2 aufgefithrten Immobilisierungsprozesse wurden
die Alginatkapseln durch Sieben von der CaCl,-Vernetzungslosung getrennt, wobei eine ma-

ximale Verweilzeit der Mikrokapseln von 15 min nicht {iberschritten wurde.
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Anschliefend wurden die Microbeads zur Beschichtung einem standardisierten Alginat-Poly-
L-Lysin-Alginat (APA) Protokoll** unterzogen. Im Unterschied zu Lim und Sun®* wurden die
zellimmobilisierenden Mikrokapseln in eine 0,1 % (w/v) Poly-i-Lysin (PLL) Losung iiber-
fiihrt, die nach 10 min dekantiert wurde. Danach wurden die Kapseln mit einer Zellpufferlo-
sung, bestehend aus wissriger 10 mM MOPS- Losung, zweimalig gewaschen, die iiberste-
hende MOPS-Losung dekantiert und zur Beschichtung mit einer dulleren Alginatschicht in
0,03 % (w/v) Na-Alginat-Losung fiir 10 min iiberfiihrt und nach Ablauf der Zeit der Uber-
stand abgesaugt und ebenfalls mit 10 mM MOPS- Lésung gewaschen.

Zur Ausbildung der semipermeablen APA-Membran lie8 sich nach Dekantieren des iiberste-
henden MOPS-Puffers der Alginatkern mit 50 mM trisodium-Citrate Puffer innerhalb von 30
min auflosen. Nach einem erneuten Waschschritt mit MOPS-Puffer wurden die
APA-Mikokapseln in 75 cm® Zellkulturflaschen (Biochrom KG) iiberfiihrt. Die Aufrechter-
haltung des Metabolismus der immobilisierten Zellen wurde durch Zugabe von Nihrmedium

gesichert, welches wochentlich erneuert wurde.
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5.4.4 Vergleich der verschiedenen Verkapselungsmethoden

5.4.4.1 Vergleich anhand des Zellwachstums

5.4.4.1.1 AirJet- und Vibrations-Verfahren

Nach dem Verkapselungsprozess der Zellen konnte bei allen verwendeten Verkapselungsver-
fahren das Uberleben der Zellen anhand von spontan einsetzender Bildung von Zellverbunden

innerhalb eines Zeitraumes von 24 h, Abb. 5.15a, nachgewiesen werden.

Abb. 5.15: Immobilisierte J3T-Zellen in APA-Mikrokapseln, hegestellt mit dem
Vibrations-Verfahren a) nach 1 Tag, b) nach 7 Tagen, c¢) nach 30 Tagen

Beziiglich des Zellwachstums konnte beim AirJet- und Vibrations-Verfahren, bei einer Zell-
konzentration von 1x10” Zellen pro ml Na-Alginat, bereits nach 7 Tagen eine Vermehrung
der Zellen innerhalb der Microbeads festgestellt werden, die auf entsprechende Vitalitdt der
Zellen schlielen ldsst. Nach 30 Tagen waren die Mikrokapseln schlieBlich durch die immobi-
lisierten Zellen komplett ausgefiillt.

Beziiglich des Zellwachstums lieen sich keine Unterschiede zwischen dem AirJet- und dem

Vibrations-Verfahren aufzeigen.
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5.4.4.1.2 JetCutter-Verfahren

Beim JetCutter-Verfahren konnte ebenfalls der Erhalt der Vitalitit der Zellen, anhand der Bil-

dung von Zellverbunden, analog Abb. 5.15 a, nachgewiesen werden.

L/m-..a;-:h;
Abb. 5.16: Immobilisierte GLI328 Zellen in APA-Mikrokapseln, hergestellt mit dem Jet-
Cutter-Verfahren,
a) nach 30 Tagen,

b) nach 40 Tagen

Zwar ist Abb. 5.16 a und Abb. 5.16 b, im Vergleich zum Zeitraum der Vermehrung der Zellen
beim AirJet- und Vibrations-Verfahren, ein verzogertes Zellwachstum zu entnehmen. Jedoch
liegt die Ursache fiir ein unterschiedliches Zellwachstum in der deutlich niedrigeren Zellkon-
zentration, resultierend aus ungleicher Zellbeladung innerhalb der hergestellten Kapseln und
damit nicht identischen Ausgangsbedingungen fiir den Vergleich des Zellwachstum der ver-
wendeten Immobilisierungsverfahren.

Grundsitzlich ist diese Beobachtung nicht auf die Einschrinkung der Vitalitit bzw. Schadi-
gung der Zellen durch den Verkapselungsprozess, beispielsweise durch zu hohe Beanspru-
chung der Zellen beim Passieren der Diise oder dem Schneidprozess des Strahles, der ver-

wendeten Zellsuspension zuriickzufiihren.

Weiterfilhrende Betrachtungen, z. B. Aussagen zum Freisetzungsverhalten von retroviralen
Vektoren (RV), Aussagen zur Immunoprotektion oder dem Verhalten der in Ratten implan-
tierten, zellimmobilisierenden Mikrokapseln und der damit verbundenen therapeutischen Eig-
nung, sind nicht Gegenstand dieser Arbeit, hier wird auf die entsprechende Literatur verwie-

183, 1
sen 83, 86'
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5.4.4.1.3 Nachweis der Lebensfdihigkeit immobilisierter Zellen

Fiir den Nachweis der Vitalitit dienten Mikrokapseln, in den Zellen iiber einen Zeitraum von
12 Wochen immobilisiert waren. Diese in vitro gelagerten zellimmobilisierenden Mikrokap-
seln wurden mit einer Losung aus Acredine Orange (AO) und Ethidium Bromide (EtBr), im
Mischungsverhéltnis 1 : 3, iiber einen Zeitraum von drei Minuten versetzt, um mittels Fluo-
rueszensmikroskopie die Lebensfahigkeit der Zellen charakterisieren zu konnen. Augenmerk
fiir die Vitalitdt der Zellen ist hierbei die Einfarbung der DNA der immobilisierten Zellen
durch Anbindung von AO, welche sich in einen gelbgriinen Farbton dufert.

Wie der Abb. 5.17b zu entnehmen ist, kann von einer ausgezeichneten Uberlebensfihigkeit
der Zellen ausgegangen werden. Durch den den gleichmiBigen Farbverlauf, ist bei der Grofie
der Mikrokapseln von ca. 260 um, nicht von davon auszugehen, dall nekrotischen Bereiche

vorliegen.

100 pim

Abb. 5.17: Nachweis der Zellvitalitdt mikroverkapselter Zellen (nach 12 Wochen),
a) Lichtmikroskopische Aufnahme einer Mikrokapsel,
b) Fluoreszierende Darstellung der DNA durch Anbindung an AO

5.4.4.2 Vergleich anhand verfahrenstechnischer Betrachtungen

Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, eigenen sich die in dieser Arbeit untersuchten
Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln, AirJet-, JetCutter- und Vibrations-Verfahren,
zur Immobilisierung von Zellen, ohne dafl Einschrinkungen beziiglich der Vitalitit und des
Wachstums der Zellen erkennbar waren.

Hingegen lassen sich unter verfahrenstechnischen Betrachtungen deutliche Unterschiede, aus-

gehend von den in Kap. 2.2 aufgefiihrten Eigenschaften, der fiir die einzelnen Immobilisie-



72

rungsverfahren von Zellen unter Berilicksichtigung der zu erzielenden GroBle der Mikrokap-

seln von 100 - 350 um aufzeigen.

5.4.4.2.1 FEinsetzbare Viskositdtsbereiche

Ausgehend davon, daB die mechanische Stabilitdt der zu bildenden Mikrokapseln bei Zunah-
me der Konzentration von Na-Alginat an der Losung mit gleichzeitigem Zuwachs der Visko-
sitit ebenfalls ansteigt’, konnen dem JetCutter-Verfahren deutliche Vorteile, gegeniiber dem
AirJet- und Vibrations-Verfahren zugesprochen werden. Diese Vorteile lassen sich auf den
eigentlichen Tropfenbildungsprozess, der im Gegensatz zu den beiden anderen Verfahren auf
dem mechanischen Heraustrennen von Fliissigkeitszylindern beruht, verbunden mit einem
nachteiligen Betriebsverlust, zuriickfiihren. Demnach ldsst sich dem JetCutter-Verfahren ein
Viskositdtsbereich oberhalb einer Viskositit g = 0,4 Pa-s zuordnen, bei dem das AirJet-
Verfahren unter Einschrankungen und das Vibrations-Verfahren nicht mehr, hinsichtlich der
anzustrebenden MicrobeadgroBen, zu verwenden sind. Unter Betrachtung der Beanspruchung
der Zellen beim Verkapselungsprozess muss jedoch bei steigender Viskositit mit einer zu-
nehmenden Belastung der zu verkapselnden Zellen durch Scherkrifte innerhalb der Diise und
einer damit verbundenen Herabsetzung der Vitalitit bis hin zum Absterben der Zellen gerech-
net werden.

Alternativ lie} sich bei niedrigeren Viskosititen das AirJet-Verfahren fiir den Immobilisati-
onsprozess, innerhalb eines Viskosititsbereiches 1y von 0,18 bis 0,50 Pa-s einsetzen. Hierbei
musste jedoch am oberen Bereich der einzusetzenden Viskositét, in Abhéngigkeit der ver-
wendeten Kapillardurchmesser, mit einem entsprechend niedrigen Volumenstrom von 10
ml/h der Na-Alginat-Losung bzw. Zellsuspension gearbeitet werden. Im Vergleich zum Jet-
Cutter-Verfahren ergab sich hierbei ein deutlich niedrigerer Durchsatz von nur 2 % bezogen
auf den Volumenstrom der verwendeten Zellsuspension, womit der Einsatzbereich des AirJet-
Verfahrens eher der Herstellung von Kleinstmengen an zellimmobilisierenden Mikrokapseln,
beispielsweise bei der Behandlung eines einzelnen Individuums, zuzuordnen ist.

An der unteren Grenze des Viskositétsbereiches muss bei der AirJet-Methode die Auftreffge-
schwindigkeit der Tropfen auf der Oberfliche der CaCl,-Ldosung, hervorgerufen durch die
Stromungsgeschwindigkeit des Stickstoffstroms und der damit verbundenen Beschleunigung
der Tropfen nach dem Abreillen von der Kapillare, berticksichtigt werden. Eine zu hohe Ein-

tauchgeschwindigkeit der Tropfen fiihrt zur unférmigen Ausbildung der Partikel, die auf
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Grund der hohen Vernetzungsgeschwindigkeit der Na-Alginat-Losung durch Ca**-Ionen nicht
reversibel ist und somit fixiert wird. Ein typisches Erscheinungsbild, unabhingig vom ver-

wendeten Alginattyp, jedoch mit vergleichbarer Viskositit, ist in Abb. 5.18 dargestellt.

Abb. 5.18: Deformierte Mikrokapseln auf Grund zu niedriger Viskositit, f/NI = 4750 1/h,
Kapillare C7, hergestellt mit dem AirJet-Verfahren,
a) Mikrokapseln aus Na-Alginat vom Typ Inotech, mit no = 0,1817 Pa:s (2,0 %
(w/v)) (MalBistab 1mm)
b) Mikrokapseln aus Na-Alginat vom Typ Fluka, mit o = 0,1941 Pa-s (1,0 %
(w/v)) (MalBistab 1mm)

Eine Moglichkeit der Verbesserung fiir das Eintauchverhalten der Tropfen und einer mogli-
chen Erweiterung des einsetzbaren Viskositétsbereiches, konnte die Herabsetzung der Ober-
flichenspannung der CaCl,-Losung durch den Einsatz von Tensiden sein. Hierbei muss je-
doch ein negativer Einfluss des verwendeten Tensids gegeniiber den zu verkapselnden Zellen,
im Hinblick auf deren Vitalitit, durch Verwendung geeigneter Tenside, z. B. anionischer oder
nichtionischer Tenside, vermieden werden. Eine zusétzliche Verbesserung der erzielten Kap-
selgrofBen, beziiglich einer monomodalen Verteilung mit schmalerer Verteilungsbreite, lief3e
sich ebenfalls mit dem damit verbundenen Einsatz niedrigviskoserer Na-Alginat-Losungen

bzw. Zellsuspensionen erzielen.

Beim Vibrations-Verfahren lassen sich hingegen unter der Berlicksichtigung der zu erzielen-
den Microbeadgrofen von 100 — 350 um, bedingt durch die Kopplung an Fluide, die nah am
NEWTON’schen Verhalten liegen miissen, nur niedrigviskose Na-Alginat-Losungen bzw.
Zellsuspensionen, mit einer Viskositét n, von 0,03 — 0,20 Pa-s verarbeiten. Hierbei ist an der
oberen Grenze des Viskosititsbereiches eine deutliche Zunahme der Verteilungsbreite der

Mikrokapseln zu verzeichnen. Zuriickzufiihren ist dies auf eine offensichtliche Einschrankung
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der zu iibertragenden Stérung in Form der Uberlagerung des Fluidstrahls mit der ihm aufer-
legten Frequenz.

Eine Verbesserung beziiglich der Verteilungsbreite der Mikrokapseln liee sich durch den
Einsatz von Na-Alginat-Losungen mit niedrigerer Viskositit, wie in Abb. 5.19 dargestellt,
erzielen. Hierbei muss aber eine zu erwartende Abnahme der mechanischen Stabilitdt der

Mikrokapseln beriicksichtigt werden.
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Abb. 5.19: Verteilungsbreite der Mikrokapseln bei Verwendung des
Vibrations-Verfahrens und einer Na-Alginat-Losung des Typs
Inotech, ne= 0,0766 Pa-s, Diise = 120 um, F = 3500 Hz,
Vaie = 240 ml/h

Eine Darstellung des jeweiligen Viskositétsbereiches der einzelnen zellimmobilisierenden

Mikroverkapselungsverfahren ist in der Abb. 5.20 noch einmal zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 5.20: Viskositétsbereiche der verwendeten Immobilisierungsverfahren
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5.4.4.2.2 FEinschdtzung der praktischen Einsetzbarkeit der Verfahren

Wie bereits beim AirJet-Verfahren erwihnt, lassen sich beziiglich der produzierten Menge an
Mikrokapseln entsprechende Einsatzgebiete aufzeigen. Unter Betrachtung der Nutzung einer
einzelnen Diise beim JetCutter- und Vibrations-Verfahren bzw. der Nutzung einer einzelnen
Kapillare beim AirJet-Verfahren und des jeweiligen der Immobilisierungsmethode zuzuord-
nenden Viskosititsbereiches, lassen sich nachfolgende Aussagen treffen.

Fiir den Einsatz bei kleinen Probenmengen von maximal 2 ml, z. B. fiir klinische Studien an
und mit mikroverkapselten Zellen mit begrenzter Verfiigbarkeit, z. B. autogenen Ursprungs,
oder die Immobilisierung von Zellen mit eingeschrinktem Wachstum, z. B. genmodifizierte
Zellen zur Produktion retroviraler Vektoren, ist das AirJet-Verfahren die zu bevorzugende
Variante. Dafiir sprechen beispielsweise das ziigige Anfahrverhalten, verbunden mit der
schnellen Produktion an Mikrokapseln mit der gewlinschten Grof3e, bei sehr niedrigem Ver-
lustvolumen und gegeniiber den anderen beiden Verfahren den niedrigsten Investitionsausga-
ben bei dieser Apparatur zur Immobilisierung von Zellen durch Mikroverkapselung.

Fiir eine groftechnische Produktion zellimmobilisierender Mikrokapseln, im Hinblick auf ein
breites Einsatzgebiet mit Zellsystemen allo- oder xenogenen Ursprungs, die entsprechend
schnell zu vermehren sind, ist das Vibrations-Verfahren mit einem Durchsatz von 240 ml/h

oder das JetCutter-Verfahren mit bis nahezu 500 ml/h zu bevorzugen.

5.4.4.2.3 ,,Scale Up* der Verfahren

Generell ist bei allen drei verwendeten Verfahren ein ,,Scale Up* bei der Herstellung von
Mikrokapseln, durch Erh6hung der eingesetzten Anzahl an Diisen bzw. Kapillaren, unter Be-
rliicksichtigung des zu verwendenden Viskositétsbereiches, moglich.

Beispielsweise lassen sich beim Vibrations-Verfahren in einer Platte mit einem Durchmesser
von 12 cm 17 Diisen unterbringen, bei denen jedoch im Vergleich zum IEM-40 die Vibratio-
nen direkt auf die Na-Alginat-Losung bzw. Zellsuspension iibertragen wird. Hierbei ergibt
sich fiir das Vibrations-Verfahren, unter Betrachtung der durch jede einzelne Diise hervorge-
brachten Na-Alginat-Tropfen bzw. Zellsuspensionstropfen und der daraus resultierenden Kap-
selgroBen mit enger Verteilungsbreite, der deutlichste Vorteile gegeniiber dem JetCutter-
Verfahren. Bei letzterem konnen unter Beriicksichtigung eines optimalen Schnittwinkels nur

zwei gegeniiberlegende Diisen auf der geneigten Schnittebene zu vergleichbaren Grofen der
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Microbeads fithren. Dennoch ist eine Prozessfiithrung mit mehr als zwei Diisen beim JetCutter
bei denen unter den Verhéltnissen des Diagonalschnittes (JetCutter nicht geneigt) identische
Schnittverhidltnisse zwischen Diise und Schneidwerkzeug vorliegen, moglich. Nachteil ist
hierbei ein deutlich erhdhter Betriebsverlust, der sich aus dem Schnitt- und Spritzverlust zu-

sammensetzt.
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5.5 Charakterisierung elasto-mechanischer Eigenschaften von Mikro-

kapseln

Fiir die Charakterisierung der elasto-mechanischen Eigenschaften ist die akustische Impedanz
ein geeigneter Parameter, da diese von der Dichte und der Schallgeschwindigkeit im Medium
abhingt, wobei insbesondere letztere stark von elastischen Eigenschaften abhéngt.

Wiahrend durch die Scanning Acoustic Microskopy SAM die akustische Impedanz Z direkt
ermittelt werden kann, vergleiche Kap. 4.4.2, ist es auch mdglich, diese auf indirektem Wege,
unter Bestimmung der in Gl. 4.25 aufgefiihrten GroBen, zu ermitteln. Uber geeignete Mess-
verfahren lassen sich die Dichte p, z. B. durch das Auftriebsverfahren, und die Schallge-
schwindigkeit c, z. B. durch die Laufzeitanalyse einer Schallwelle innerhalb eines Probekor-

pers, bestimmen und daraus die akustische Impedanz Z berechnen.
5.5.1 Bestimmung der akustischen Impedanz mittels Bulk Methode

Dieses Verfahren ist bei entsprechend hoher Genauigkeit bei der Bestimmung von Dichte und
Schallgeschwindigkeit, fiir die Ermittlung von Z geeignet und sollte gemaB Gl. 4.25 zu identi-
schen Werten im Vergleich zur Untersuchung mittels SAM fiihren.

5.5.1.1 Préparation der Probekdrper

Die fiir die Ermittlung der Dichte p und Schallgeschwindigkeit ¢ benétigten Probekdrper
wurden mit Hilfe von Zellkulturtestplatten (Wellplatten 24-fach, Firma TPP, Schweiz) herge-
stellt. Hierbei wurden die Kavitdten mit Na-Alginat-Losungen des Typs Fluka gefiillt und
langsam in eine Kristallisationsschale mit CaCl,-Losung, 1,5 % (w/v), getaucht. Nach 30 Se-
kunden wurden die Zellkulturtestplatten mit dem zugehoérigen Deckel versehen. Nach 24
Stunden konnten die zylindrischen Probekodrper entnommen und in frische CaCl,-Losung,
1,5 % (w/v), zur Lagerung tliberfiihrt werden. Die fiir die Messreihe verwendeten Na-Alginat-
Losungen wiesen Konzentrationen von 0,1, 1,25, 1,5, 1,75 und 2,0 % (w/v) auf und entspra-
chen somit den Anforderungen fiir eine Verarbeitung mit den zur Verfligung stehenden Im-

mobilisierungsverfahren.
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5.5.1.2 Dichte vernetzter Alginatprobekdrper

Zur Ermittlung der Dichte von Probekorpern aus vernetztem Alginat wurde die Auftriebsme-
thode eingesetzt. Hierflir fand eine Analysenwaage (Sartorius, Typ BP 121S) Verwendung,
die iiber einen Aufsatz fiir die Dichtebestimmung mittels Auftriebsmethode verfiigte.

Als Auftriebsmedium diente zweifach deionisiertes und sterilgefiltertes Wasser, dessen Dich-
te analog der Dichtemessung von Na-Alginat-Losungen in Kap. 5.1.3 bestimmt bzw. iiber-
priift wurde. Um Anderungen der Dichte wihrend der Messungen zu vermeiden, wurden die
zylindrischen Probekorper 2 Stunden und anschlieend 12 Stunden in zweifach deionisierten
und sterilgefilterten Wasser gelagert.

Die ermittelten Werte sind in Abb. 5.21 dargestellt. Der Einfluss der Temperatur von 23 °C
wihrend der Messung wurde bei der Berechnung entsprechend beriicksichtigt. Zur Ermittlung
der Dichtewerte wurden sechs Probezylinder jedes einzelnen Konzentrationsschrittes analy-

siert und die Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen von + 0,0003 g/cm3, berechnet.

1,0145 -

1,0140- }
1,0135-
1,0130-
1,0125- }
1,0120-

1,0115-

101104 }/

150105 T T T T T T T T T T T
1,0 12 1,4 1,6 1.8 2,0

Dichte Alginat (vernetzt) [g/cm3]

Konzentration der Na-Alginat-Losung % (w/v)

Abb. 5.21: Dichte vernetzter Alginatprobekdrper bei T =23 °C
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5.5.1.3 Schallgeschwindigkeit in Alginatprobekorpern

Die Bestimmung der longitudinalen Schallgeschwindigkeit in den Alginatprobekorpern er-

folgte mit einer Puls-Echo-Methode, schematisch dargestellt in Abb. 5.22.

Abb. 5.22: Schema zur Bestimmung der Schallgeschwindigkeit,
1: Probekorper, 2: Wassertank, 3: Ultraschallwandler,
4: z-Verschiebung

Zur Analyse der longitudinalen Schallgeschwindigkeit dienten sechs Probezylinder aus ver-
netztem Alginat pro Konzentrationsschritt, die an je drei Stellen vermessen wurden.

Die Probekorper aus Alginat wurden auf einen - sich in einem mit zweifach deionisiertem
Wasser gefiillten Tank befindlichen - planen und polierten Edelstahlreflektor gelegt und mit
dem Ultraschallwandler, Durchmesser 5 mm, gehalten.

Fiir die Bestimmung der longitudinalen Schallgeschwindigkeit wurde dieser Haltepunkt als
Nullpunkt gesetzt und die Laufzeit t,; eines Schallimpulses (f=6 MHz) zwischen Wandler
und Reflektor ermittelt. Hierfiir fand ein Digitaloszilloskop LeCroy 9430 Anwendung.

Fiir die Bestimmung der Schallgeschwindigkeit nach Gl. 5.46 wurde der Schallwandler um

einen z-Wert von 25 pm verstellt, um die Laufzeit t, zu ermitteln. Bei kleinen Anderungen



80

von z ist davon auszugehen, daf3 eine elastische Deformation des Probekorpers aus vernetztem

Alginat vorliegt und keine signifikante Anderung der Dichte zu verzeichnen ist.

C=—"7" Gl. 5.46

Die aus der Bulk Methode ermittelten Werte der Dichte paj, der Schallgeschwindigkeit ¢
(nach GI. 5.46) der Probekdrper aus Alginat, in Abhingigkeit von der Konzentration der ver-
wendeten Na-Alginat-Losung zur Herstellung der Alginatprobekorper, ist zusammenfassend
der Tab. 5.11 zu entnehmen.

Zusatzlich ist es anhand von paj und caje, der Gl. 4.25 und Gl. 4.26, vergleiche Kap. 4.4.2.2,
moglich, die akustische Impedanz Z und die akustische Steifigkeit C;; der Alginatprobekdrper
zu berechnen.

Diese Werte konnen ebenfalls der Tab. 5.11 entnommen werden.

Tab. 5.11: Ermittelte Grof3en aus der Bulkmethode

Na-Alginat Dichte Schallgeschwin- | Akustische Akustische

CAlg PAlg digkeit caig Impedanz Z | Steifigkeit C;;

[Yo(W/V)] [g/cm?] [m/s] [Mrayl] [GPa]
1,0 1,0110 1,4916 1,5080 2,2493
1,25 1,0113 1,4978 1,5147 2,2688
1,5 1,0114 1,5006 1,5080 2,2775
1,75 1,0123 1,5094 1,5280 2,3063
2,0 1,0142 1,5284 1,5501 2,3692

5.5.2 Charakterisierung mittels akustischer Rastermikroskopie

Wie bereits in Kapitel 3 und 4.4 aufgefiihrt, soll die Eignung der akustischen Rastermikrosko-
pie oder auch Scanning Acoustic Microskopy (SAM) zur Charakterisierung elasto-
mechanischer Eigenschaften betrachtet werden. Fiir die durchzufiihrenden Untersuchungen
stand ein akustisches Rastermikroskop SAM 2000 (Kraemer Scientific Instruments, Herborn)

zur Verfiigung, das bei allen durchgefiihrten Messungen mit einer Frequenz von 0,9 GHz,
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einer Breitbandlinse (0,8 — 1,3 GHz, Offnungswinkel o = 100°, Fokustiefe z = 40 um), im
burst mode betrieben wurde. Als Kopplungsmedium fand deionisiertes und entgastes Wasser,

wegen seiner bekannten akustischen Impedanz, z. B. Z,, , = 1,480 Mrayl (bei 20 °C)">*, Ver-

wendung.

5.5.2.1 Kalibrierung des SAM 2000

Fiir die quantitative Bestimmung der akustischen Impedanz muss das SAM entsprechend ka-
libriert werden. Fiir die Kalibrierung standen flir den hohen Impedanzbereich Zylinder mit
polierten planparallelen Deckflichen aus PMMA und Polycarbonat zur Verfiigung. Zur Ab-
deckung des Bereiches mit niedriger akustischer Impedanz konnten Probenzylinder mit der
bekannten akustischen Impedanz, vergleiche Kap. 5.5.1, aus 2,0 % (w/v) Na-Alginat des Typs
Fluka verwendet werden. Zusétzlich konnten fiir die Kalibrierung Probekdrper, gewonnen aus
einer erstarrten wassrigen Agarose-Losung 2 % (w/v), Carl Roth GmbH + Co, Artikel - Nr.
6352.2, mit einer akustischen Impedanz von 1,38 Mrayl genutzt werden. Die daraus resultie-
rende Funktion zur Berechnung der akustischen Impedanz ergibt sich aus dem Fitten der ein-
zelnen Kalibrierungspunkte der einzelnen oben benannten Proben, die einer Funktion expo-

nentieller Abnahme zweiter Ordnung entspricht, diese ist in Abb. 5.23 graphisch dargestellt.

32- PMMA

1,554 Alginate 2,0 %(w/)

Polycarbonat

1,50- Agarose 2,0 %o(w/v)

£
g 24 y
§ 20- 7 u
= 1,6- Agarose -2,0 Yo(W/V)
Alginat 2,0 %o(w/v)
12+

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Verstirkung [V, /V, ]

Abb. 5.23: Graphische Darstellung der Kalibrierung des SAM"™*
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Die mathematische Formulierung der Fitfunktion zur Berechnung der akustischen Impedanz

Z mit PMMA als Referenzprobe ist in Gl. 5.47 aufgefiihrt.

X, X,

7 =1,50242 + 4,43749 - "% _126912.¢ °3 Gl 5.47

Aus GI. 5.48 lasst sich X, aus dem Produkt des Grauwertfaktor der Probe Fgw, bezogen auf
PMMA und dem Verstarkungsfaktor der Probe Fry, bezogen auf den Verstarkungsfaktor von
PMMA, ermitteln.

X, =Fgy Fre Gl. 5.48

Fiir Fgw lasst sich nachfolgender Zusammenhang, dargestellt in GI. 5.49,

Fow =2; - (GWpyua —GWp o) Gl. 5.49
mit,

a, =1,00445 Gl. 5.50
formulieren.

5.5.2.2 Akustische Impedanz von Mikrokapseln aus Na-Alginat

Zur Bestimmung der akustischen Impedanz wurde Na-Alginat des Typs Fluka gewaihlt.
Grundlage fiir diese Entscheidung lag in der erfolgreichen Immobilisierung von Zellen mit
den im Kap. 5.4.2 verwendeten Verkapselungsverfahren, die mit diesem Na-Alginat Typ
durchgefiihrt wurden und dem damit verbundenen Interesse der Charakterisierung der elasto-
mechanischen Eigenschaften dieses Na-Alginates.

Fir die SAM Untersuchungen wurden Na-Alginat-Losungen mit den Konzentrationen
1,0 - 2,0 % (w/v) und mit einer Schrittweite der Konzentration von 0,25 % (w/v) stets frisch

hergestellt und mit dem AirJet-Verfahren vertropft. Fiir die Herstellung von Mikrokapseln
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wurde die Kapillare C7 und ein Volumenstrom an Stickstoff f/NZ = 4000 I/h genutzt. Die dabei

erzielten GroBen der Mikrokapseln, in Verbindung mit den genannten Herstellungsparame-
tern, war dquivalent zu der in Tab. 5.7 aufgefiihrten GrofS3e.

Fiir die Untersuchungen mittels SAM muss der Ultraschallimpuls senkrecht auf das fixierte
Probenmaterial fallen. Um die Mikrokapseln in ausreichender Form gegeniiber der durch die
x-y-Scan-Bewegung der Linse hervorgerufenen Stromung des Kopplungsmediums zu sichern,
wurden die Microbeads mittels Unterdruck gehalten. Der Unterdruck von 0,2 bar wurde iiber
eine 0,1 mm groBe Bohrung innerhalb einer 2,0 mm starken Platte aus PMMA, die in einer
Kiivette fixiert wurde, auferlegt. Als Dichtmittel zwischen Platte und Kiivette, Abb. 5.24,
wurde Hochvakuumfett verwendet. Zusitzlich wurden die Untersuchungen bei konstanter

Raumtemperatur von RT = 25 °C durchgefiihrt.

[ Wasser
Kiivette
Platte mit 3 Mikrokapsel
Bohrung 0.1 mm NN aaeaaaanoasTAennnannaesas
- Vakuumanschluss
i

Abb. 5.24: Vakuumkiivette fiir SAM Untersuchungen, schematisch

Zur Bestimmung der akustischen Impedanz wurde die Multi-Layer-Analysis MLA, beschrie-
ben in Kap. 4.4.2.2.2, und das akustische Rastermikroskop SAM 2000, wie in Kap. 5.5.2 auf-
gezeigt, genutzt. Entsprechend der maximalen Fokustiefe z von 40 um und einer Schrittweite
von 1 pum konnte aus den daraus resultieren 40 Einzelschichten eine ,,2D Maximum Abbil-
dung®, Abb. 5.25, extrahiert werden.

Aus dieser ,,2D Maximum Abbildung® ist zu erkennen, dal} sich bei der Vernetzung von Na-
Alginat vom Typ Fluka keine ideale glatte Oberfldche ausbildet. Entsprechend den zu ent-
nehmenden Vertiefungen und Erhebungen ist der Mikrokapsel eine hohe Oberflachenrauhig-

keit zuzuordnen.
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Abb. 5.25: ,,2D Maximum Abbildung* des Pols einer Mikrokapsel
aus Na-Alginat vom Typ Fluka, 1,5 % (w/v)

Weiter ist zu erkennen, da3 mit zunehmender Fokustiefe, ausgehend vom Pol der Kapsel (hel-
ler Bereich), die Reflexion der Signale zur Linse bis zum Rauschlevel abnimmt. Lokale Ande-
rungen des Graulevels stellen Inhomogenititen dar, wogegen die stark hervortretenden hellen
Punkte auf anhaftende Gasblasen hindeuten. Die sich ausbildenden konzentrischen Ringe sind
auf die einzelnen z-Inkremente der MLA zuriickzufiihren.

Zusétzlich lieB sich mit Hilfe der MLA das topographische Profil der Mikrokapsel erzeugen.
In Abb. 5.26 ist das Topographieprofil, entlang der gepunkteten Linie in Abb. 5.25, darge-
stellt.

Aus dem Topographieprofil lassen sich einerseits die Dimensionen des untersuchten Berei-
ches, z. B. z-Inkrement vom Pol bis zur Grundlinie des gescannten Bereiches von 15 pm, ab-
leiten. Andererseits ist die bereits erwidhnte Oberflachenrauhigkeit der untersuchten Mikro-

kapsel deutlich zu erkennen.
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Abb. 5.26: Topographisches Profil des Poles der Mikrokapsel aus Abb. 5.25,
Skalieung in pm

Weiter lésst sich aus den gewonnenen Daten der einzelnen erzeugten Layer mittels der MLA

eine ,,3D Maximum Abbildung® der Mikrokapseln, dargestellt in Abb. 5.27, extrahieren.

Abb. 5.27: ,,3D Maximum Abbildung® des Pols einer Mikrokapsel aus Na-Alginat, Typ Flu-
ka 1,5 % (w/v), Skalieung in pm
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Unter Verwendung des ,,3D Maximum Abbildung® ldsst sich beziiglich der rdumlichen Be-
trachtung der Mikrokapseloberflache, eine aussagekriftigere Topographieanalyse im Ver-
gleich zum ,,2D Maximum Abbildung* durchfiihren. Ein weiterer Vorteil ist hierfiir eine mog-
liche Analyse des Objektes aus verschiedenen Betrachtungswinkeln.

In der Abb. 5.28 sind die mittels SAM ermittelten Werte der akustischen Impedanz des zu
untersuchenden und bereits aufgefiihrten Konzentrationsbereiches dargestellt. Es ist bei An-
stieg der Konzentration an Na-Alginat in der Ausgangslosung eine Zunahme der akustischen

Impedanz Z zu verzeichnen.

1,55 - od. |
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=
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Na-Alginat-Konzentration ¢ Ale % [(W/V)]

Abb. 5.28: Akustische Impedanz Z in Abhéngigkeit der Konzentration an
Na-Alginat des Typs Fluka, ermittelt mit SAM

Vergleicht man die ermittelten Werte der ,,Bulk Methode* aus Tab. 5.11 mit den Werten, die
durch die akustische Rastermikroskopie ermittelt wurden, Abb. 5.28, so kann von einer guten
Ubereinstimmung der akustischen Impedanzen in Abhiingigkeit von der verwendeten Kon-

zentration an Na-Alginat ausgegangen werden.
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Abb. 5.29: Vergleich der akustischen Impedanzen aus ,,Bulk Methode*
und SAM

Auf Grundlage der guten Ubereinstimmung der ermittelten Werte aus ,,Bulk Methode* und
SAM lésst sich der akustischen Rastermikroskopie eine generelle Eignung zur quantitativen

Charakterisierung elasto-mechanischer Eigenschaften bescheinigen.

5.5.2.3 Akustische Steifigkeit von Mikrokapseln aus Na-Alginat

Auf Grund der guten Ubereinstimmung der beiden verwendeten Methoden, Bulk Methode
und Scanning Acoustic Microscopy SAM, lésst sich die akustische Steifigkeit der Mikrokap-
seln aus vernetztem Na-Alginat der unterschiedlichen Konzentrationen, vergleiche GI. 4.26 in
Kap. 4.4.2.2, berechnen. Hierfiir wurden die Werte der Dichte und Schallgeschwindigkeit aus
Tab. 5.11, ermittelt mit der ,,Bulk Methode*, herangezogen und in Abb. 5.30 graphisch darge-
stellt.



88

2,40 -
s.d.

2,35

2,30+ /
|
| /./
2254 =

Akustische Steifigkeit C A [GPa]

1,0 1,2 14 1,6 1,8 2,0
Na-Alginat-Konzentration ¢ Ale % [(W/V)]

Abb. 5.30: Akustische Steifigkeit in Abhéngigkeit von der Konzentration an
Na-Alginat vom Typ Fluka, ermittelt mit der ,,Bulk — Methode*

Der Abb. 5.30 ist zu entnehmen, dafl mit steigender Konzentration die akustische Steifigkeit
C,; ebenfalls ansteigt.

Wie bereits dargelegt, eignet sich die SAM zur Untersuchung elasto-mechanischer Eigen-
schaften von Mikrokapseln aus Na-Alginat. Gegeniiber der zweidimensionalen Betrachtung
der zu untersuchenden Objekte bei der Lichtmikroskopie, lassen sich bei der SAM, bei ent-
sprechender Auswertung der Daten, 3D-Abbildung des untersuchten Objektbereiches auf
Grundlage der akustischen Impedanz der Probenoberfldche darstellen. Somit kénnen Bilder-
zeugung und die quantitative Bestimmung materialspezifischer Eigenschaften zeitgleich ge-
nutzt werden.

Fiir die quantitative Charakterisierung von Mikrokapseln, biologischem Gewebe und pflanzli-
cher bzw. tierischer Zellen stellt die SAM eine alternative Untersuchungsmethode dar. Vortei-
le liegen in der zerstorungsfreien Untersuchung des Materials, was gerade bei Langzeitstudien
von Vorteil gegentiber nicht zerstorungsfreien Untersuchungsmethoden ist, da ein und das
selbe Probenmuster fiir die Charakterisierung iiber ein lingeren Zeitraum verwendet werden
kann.

Unter Kenntnis weiterer materialspezifischer Kennwerte, z. B. der Poisson-Zahl v, des Pro-
bematerials lieBe sich die SAM auch zur qualitativen Bestimmung von Materialkennwerten,

beispielsweise zur Ermittlung des E-Moduls, vergleiche Gl. 4.27 in Kap. 4.4.2.2, nutzen.
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Fiir eine Verifizierung ermittelter qualitativer Werkstoffkennwerte, sollten jedoch Ver-
gleichsmessungen, mit den aus der klassischen mechanischen Werkstoffpriifung bekannten

Verfahren, z. B. dem Druckversuch, herangezogen werden.
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6 Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit im Fokus stehenden Ziele umfassten einerseits die Nutzung verschiedener
tropfenbildender Verkapselungsverfahren zur Herstellung von zellimmobilisierenden Mikro-
kapseln. Hierfiir standen tierische Zellen der Linien GLI328"'*’, BHK'®' und J3T"** zur Verfi-
gung. Fiir den Einsatz in der Gentherapie zur Behandlung von Gehirntumoren und der damit
verbundenen Zufiihrung der Kapseln liber den Blutkreislauf stand der geforderte Grof3enbe-
reich mit einer zu erzielenden Verteilungsbreite der Microbeads von 100 — 350 um im Mittel-
punkt der experimentellen Untersuchungen, bei denen als Polymer Na-Alginat bzw. das Po-
lymersystem APA (Alginate-Poly-; -lysin-Alginat) Verwendung fand.

Hierbei lag das Hauptaugenmerk fiir die Partikelherstellung auf dem AirJet-Verfahren, bei
dem der Einfluss der Variation entsprechender Verarbeitungsparameter bzw. Stoffparameter

zu charakterisieren war. Durch geeignete Wahl des Kapillardurchmessers d.,, des Stickstoff-
volumenstroms 7, und der Nullscherviskositit 1o der verwendeten Na-Alginat-Lsung konn-
te die gewliinschte Grofle, z. B. bei der Verwendung von d.,= 0,3mm (Kapillare C7), einem
I./Nz = 4750 I/h und einer no= 0,4818 mPa-s, der Mikrokapseln von 0,264 mm erreicht werden.

Auf Grund der Bestitigung der durch Poncelet'?® getroffenen These, daB die Einstellung des
Volumenstroms an N; an der Apparatur so zu wihlen ist, dal der resultierende Durchmesser
des Tropfens > d., der Kapillare c ist und sich somit Tropfen gleicher Grosse ohne die Bil-
dung von Sekundirtropfen bilden, lie sich ein Modell zur langsamen Tropfenbildung mittels
AirJet-Verfahren formulieren. Durch die Ubereinstimmung des Modells mit den erzielten
Kapselgroflen und der dimensionslosen Betrachtung ldsst sich das Modell auf andere Stoffsys-
teme tibertragen und fiir die Vorhersage von Tropfengréf8en mit den zugehdrigen Parameter-
einstellungen des AirJet-Verfahrens nutzen.

Die etablierten Immobilisierungsverfahren, das AirJet-Verfahren und das Vibrations-
Verfahren, wurden zusétzlich mit einem weiteren tropfenbildenden Verfahren, dem JetCutter-
Verfahren, dessen Eignung zur Immobilisierung von tierischen Zellen bisher nicht evaluiert
wurde, verglichen. Die erzielte GroBenverteilung der Mikrokapseln lag hierbei hauptsachlich
innerhalb der geforderten Verteilungsbreite. Zusétzlich zur Charakterisierung der Grof3e der
Mikrokapseln wurde auch die Ubererlebensfihigkeit der immobilisierten Zellen in APA-
Mikrokapseln iiber einen Zeitraum von zwolf Wochen betrachtet. Dem JetCutter-Verfahren
kann eine generelle Eignung zur Immobilisierung von tierischen Zellen zugesprochen werden,

da sich keine signifikanten Unterschiede in der Uberlebensfihigkeit der immobilisierten Zel-
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len, ermittelt durch Fluoreszensmikroskopie mit Hilfe einer Losung von Acredine Orange und
Ethidium Bromide, im Vergleich zum AirJet- und Vibrationsverfahren erkennen lie3en.

Andererseits stand die Charakterisierung der elasto-mechanischen Eigenschaften von Mikro-
kapseln, hergestellt aus Na-Alginat, im Interesse der durchgefiihrten Untersuchungen. Hierbei
konnte als charakteristische Grofe die akustische Impedanz Z mittels Scanning-Acoustic-
Microscopy (SAM), im Hochfrequenzbereich von 900 GHz, quantitativ bestimmt und mit der
aus der niederfrequenten Bulk Methode (SMHz) verglichen werden. Hierbei konnte ein An-
stieg der akustischen Impedanz Z von 1,505 Mrayl auf 1,55 Mrayl bei gleichzeitiger Erho-
hung der Konzentration von Na-Alginat verzeichnet werden. Der SAM ist nach entsprechen-
der Kalibrierung, auf Grundlage der sehr guten Ubereinstimmung der Ergebnisse mit den er-
mittelten Werten der Bulk Methode, eine generelle Nutzbarkeit zur quantitativen Bestimmung
von elasto-mechanischen Eigenschaften an Mikrokapseln aus Na-Alginat zu attestieren.

Allgemein betrachtet liee sich unter der Voraussetzung, daf die Poisson Zahl des zu untersu-
chenden Probenmaterials bekannt ist, die SAM zur qualitativen Bestimmung des E-Moduls
nutzen, was in Hinblick auf nachfolgende Untersuchung der mechanischen Eigenschaften,
z. B. an APA-Mikrokapseln, genutzt werden konnte. Hierdurch lieen sich beispielsweise
alterungsbedingte Verdnderungen der Kapselmatrix oder auch der Kapselmembran sowohl
quantitativ als auch qualitativ durch das zerstorungsfreie Charakterisierungsverfahren

bestimmen.
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7 Summary

The primary goal of this thesis is the application and improvement of different droplet form-
ing encapsulation processes by using the mammalian cells from the cell line GLI328',
BHK'® and J3T'®. Until now the application of cell immobilizing microbeads has been
prevalent in a wide range of applications e.g. for gene therapy and treatment of brain tumor.
Several requirements in terms of bead injection have been studied by different research
groups. Within the scope of this work, the major goal was to realize a defined size distribution
of microcapsules in the range of 100 to 350 pm. In order to accomplish the required particle
size distribution, a number of experimental set-ups have been carried out. The experiments
were performed by using Na-alginate and the polymeric complex Alginate-Poly-;-Lysine-
Alginate APA as well.

The main part of the experimental work was focused on droplet formation using the “AirJet”
method. This method was investigated by evaluating the influence of processing parameters

and by material property variation. A desired particle size with the Air-Jet method using a

solution of Na-alginate was produced by adjusting practical parameters as nitrogen flow VNZ
and zero shear viscosity 77,. Specifically, a microbead diameter of 0.264 mm required the

following apparatus/system settings: V,,,=4750 L/h and n, = 0.4818 mPas.

In agreement with the results of Poncelet'*® who predicate that the adjustable volume flow of
nitrogen must be large enough in order to produce drops with the resulting diameter larger
than the capillary diameter d.,, in order to avoid secondary drop generation. A mathemati-
cal/theoretical model for drop formation has been developed. The mathematical model has
been evaluated and it is in a good agreement witch the experimental results. The model use

done by the use of non-dimensional considerations, which allow a prediction of particle sizes

with the associated practical AirJet-system parameters (V,,, d,) independent to the applied

materials.

The sophisticated immobilization systems AirJet-method and Vibration-method have been
compared with an additional drop producing method, the “JetCutter” method. The applicabil-
ity of the JetCutter method for mammalian cell immobilization has not been evaluated before.
The achieved microcapsule size distribution by using the above methods was essentially
within the required parameters. Additionally to the characterization experiments on the
microcapsules, viability tests on immobilized cells made by APA-microcapsules over a period

of twelve weeks has been done using the JetCutter-method. A general acceptability for the
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immobilization of the mammalian cells can be assigned to the JetCutter-method. It has been
proven by comparing the experimental result from viability tests done at all three presented
capsule manufacturing methods using fluorescence microscopy with a solution of Acredine
Orange and Ethidium Bromide.

Another major goal of this work was the elasto-mechanical characterization of microcbeads
made by Na-alginate. In this context the characteristic value of acoustic impedance Z using
Scanning Acoustic Microscopy SAM in a high frequency range of 900 GHz was measured
and compared with results of the bulk method in a low frequency range of 5 MHz. The acous-
tic impedance Z increased from 1.505 to 1.55 Mrayl by the increase of the concentration of
Na-Alginate amount. The general ability for quantifying elasto-mechanical properties on
microcapsules made by Na-Alginate using SAM and confirmed with the basic assumption of
calibration and by comparing the results with those from the bulk method. Generally speak-
ing, if the Poisson number of the material of interest is known, the SAM can be applied for
quantifying the E-modul. This should be considered for further investigation of mechanical
properties on microcapsules. That also allows qualitative and quantitative non-destructive

characterization of aging effects of the capsule matrix or capsule membranes.
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8 Weiterfiithrende Arbeiten

Wie bereits im Kap. 5.3.3 aufgefiihrt, kommt es bei der Modellierung der langsamen Trop-
fenbildung ohne Koaxialstromung zur Ausbildung einer Polstelle. Fiir die genaue Bestim-
mung sollten weiterfilhrende Messungen mit Hilfe von groBeren Kapillaren bzw. Réhrchen
durchgefiihrt werden, um das maximale Tropfenvolumen bzw. den maximal moglichen Trop-
fendurchmesser zu bestimmen.

Fiir eine weitere Bestéitigung des Modells, unter Einsatz der schnellen Tropfenumstromung

mittels Koaxialstromung, sollten ebenfalls noch zusétzliche Messwerte mit unterschiedlichen
Kapillardurchmessern dc, und unterschiedlichen Volumenstromen an Stickstoff j-, vorge-

nommen werden, um die bereits ermittelten Werte zu untermauern.

Im Hinblick auf die Immobilisierung von Zellen bzw. Zellsystemen ist eine definierte Parti-
kelgrosse gewdhrleistet. Somit lassen sich perspektivisch unterschiedliche Zellinien und Zel-
len humanen Ursprungs mit Hilfe der AirJet-Methode, unter Beriicksichtigung der physiologi-
schen Anforderungen der Zellen, verkapseln. Neben der Immobilisierung von Zellen zur Be-
handlung von Gendefekten stehen hierbei vor allem die Verkapselung von Leberzellen, Knor-
pelzellen und langerhansche Inselzellen, zur Behandlung von Organdefekten, Organunter-
funktionen bzw. Organersatz, im Vordergrund.

Bei den Untersuchungen mittels SAM ist eine Charakterisierung der sich ausbildenden APA-
Membran von hohem Interesse. Eine quantitative Bestimmung der elasto-mechanischen Ei-
genschaften bei entsprechender Variation der Beschichtungsparameter, z. B. Beschichtungs-
dauer, Zusammensetzung der Beschichtungslosungen, M,, der Beschichtungsmaterialien,
usw., lieBe sich mittels rasterakustischer Mikroskopie aufzeigen. Hierfiir sprechen bereits ers-
te durchgefiihrte Experimente mit vielversprechenden Ergebnissen, die jedoch nicht im Mit-

telpunkt der durchgefiihrten Untersuchungen standen.
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9 Anhang

Al Abhingigkeit der dynamischen Viskositit von der Schergeschwindigkeit von
Na-Alginat-Losungen des Typs Acros bei unterschiedlichen Konzentrationen, T =
20°C

Viskositit [Pa s]

0,1 — — —
1 10 100 1000
Schergeschwindigkeit [1/s]

Abb. 9.1: Abhéngigkeit der dynamischen Viskositdt von der Schergeschwindigkeit
von Na-Alginat-Losungen des Typs Acros bei 1,00 % (w/v), T =20 °C
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Abb. 9.2: Abhéngigkeit der dynamischen Viskositdt von der Schergeschwindigkeit
von Na-Alginat-Losungen des Typs Acros bei 1,25 % (w/v), T =20 °C
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Abb. 9.3: Abhéngigkeit der dynamischen Viskositdt von der Schergeschwindigkeit
von Na-Alginat-Losungen des Typs Acros bei 1,50 % (w/v), T =20 °C
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Abb. 9.4: Abhéngigkeit der dynamischen Viskositdt von der Schergeschwindigkeit
von Na-Alginat-Losungen des Typs Acros bei 1,75 % (w/v), T =20 °C
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Abb. 9.5: Abhingigkeit der dynamischen Viskositdt von der Schergeschwindigkeit
von Na-Alginat-Losungen des Typs Acros bei 2,00 % (w/v), T =20 °C
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A II: Oberflachenspannung der vermessenen Na-Alginat-Losungen in Abhdngigkeit von der

Konzentration des Na-Alginates
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Abb. 9.6: Oberfldchenspannung in Abhédngigkeit von der Konzen-
tration des Na-Alginates vom Typ Sigma 1
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Abb. 9.7: Oberflichenspannung in Abhingigkeit von der Konzen-
tration des Na-Alginates vom Typ Sigma 2
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Abb. 9.8: Oberflachenspannung in Abhédngigkeit von der Konzen-
tration des Na-Alginates vom Typ Sigma 3

80

®
70 -ﬁ

60 -
I S S S S S S S

40

YAlg [mN/ m]
H_'

30
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Konzentration ¢, g % [W/V]

Abb. 9.9: Oberflachenspannung in Abhédngigkeit von der Konzen-
tration des Na-Alginates vom Typ Fluka
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Abb. 9.10: Oberflichenspannung in Abhéngigkeit von der Konzen-
tration des Na-Alginates vom Typ Inotech



A III: Ermittlung des Volumenstromes an N, in Anlehnung an London et al. 125

Berechnung des Stickstoffvolumenstromes fiir die AirJet-Apparatur

stoffdaten der Gase bet T=20% und p =101 5 kPa:
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A TIV: KapselgroBBen bei Verwendung der AirJet-Methode unter Nutzung der Na-Alginat-
Losung 1,5 % (w/v) vom Typ Acros mit no = 1,43 Pa-s und Kapillare C2 (20 G)

Kapillare C2, VN2 = 2500 I/h, VAIgl,5 = 10ml/h, Typ Acros
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A'V: KapselgroBen bei Verwendung der AirJet-Methode unter Nutzung der Na-Alginat-
Losung 1,5 % (w/v) vom Typ Acros mit 1o = 1,43 Pa-s und Kapillare C3 (22 G)

KapselgroRen bei 22G + VAIg1,5 =10 mi/h + VN2 0 25001/h
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Kapillare C4, VN2 = 2500 I/h, VAlg1,5 = 10ml/h, Typ Acros
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Kapillare C5, VN2 = 2500 I/h, VAlgl1,5 = 10ml/h, Typ Acros
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Kapillare C6, VN2 = 2500 I/h, VAlgl,5 = 10ml/h, Typ Acros
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Kapillare C7, VN2 = 2500 I/h, VAlgl1,5 = 10ml/h, Typ Acros
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A VI: KapselgroBen bei Verwendung der AirJet-Methode unter Nutzung der Na-Alginat-
Losung 1,5 % (w/v) vom Typ Fluka mit no = 0,48 Pa-s

Kapillare C6, Vx2=2500 I/h, Vx;=10mV/h, Typ Fluka
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Kapillare C7, Vy,=3250 Uh, V,,=10ml/h, Typ Fluka
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