~PIBpercnt  cP-11

Dissertation

Norbert Lowa

Entwicklung neuer Kopplungsverfahren zur
Charakterisierung von magnetischen Nano-
partikeln basierend auf der Messung der
nichtlinearen magnetischen Wechselfeld-
Suszeptibilitat

nw-<>

ISSN 1614-953X
ISBN 978-3-95606-377-0

Physikalisch-Technische Bundesanstalt m Braunschweig und Berlin = Nationales Metrologieinstitut






Physikalisch-Technische Bundesanstalt

Chemische Physik
PTB-CP-11

Braunschweig, November 2017

Norbert Lowa

Entwicklung neuer Kopplungsverfahren zur
Charakterisierung von magnetischen Nanopartikeln
basierend auf der Messung der nichtlinearen
magnetischen Wechselfeld-Suszeptibilitat

von der Fakultat V — Verkehrs- und Maschinensysteme der Technischen
Universitat Berlin zur Erlangung des Grades Doktor der Ingenieurwissen-
schaften (Dr.-Ing.) genehmigte Dissertation

ISSN 1614-953X

ISBN 978-3-95606-377-0
https://doi.org/10.7795/110.20250911



Herausgeber:
Physikalisch-Technische Bundesanstalt
ISNI: 0000 0001 2186 1887

Presse und Offentlichkeitsarbeit

Bundesallee 100
38116 Braunschweig

Telefon: (05 31) 592-93 21
Telefax: (05 31) 592-92 92
www.ptb.de

https://doi.org/10.7795/110.20250911



Entwicklung neuer Kopplungsverfahren zur
Charakterisierung von magnetischen Nanopartikeln
basierend auf der Messung der nichtlinearen
magnetischen Wechselfeld-Suszeptibilitat

vorgelegt von
Dipl.-Ing. Norbert Lowa
geb. in Berlin

von der Fakultdt V - Verkehrs- und Maschinensysteme
der Technischen Universitit Berlin
zur Erlangung des akademischen Grades

Doktor der Ingenieurwissenschaften
- Dr.-Ing.-

genehmigte Dissertation

Promotionsausschuss:

Vorsitzender: Prof. Dr.-Ing. Dietmar Gohlich
Gutachter: Prof. Dr.-Ing. Marc Kraft
Gutachter: Prof. Dr.-Ing. Silvio Dutz

Tag der wissenschaftlichen Aussprache: 08.09.2017

Berlin 2017

https://doi.org/10.7795/110.20250911



https://doi.org/10.7795/110.20250911



Ich will nicht alles wissen, ich maochte.
(Emilius Lowa)

https://doi.org/10.7795/110.20250911



https://doi.org/10.7795/110.20250911



Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand parallel zu meiner Tétigkeit als wissenschaftlicher Mitarbeiter an
der Physikalisch-Technischen Bundesanstalt (PTB) und wurde 2017 vom Institut fiir Konstruktion,
Mikro- und Medizintechnik der TU Berlin als Dissertation angenommen. Die intensive wissenschaft-
liche Auseinandersetzung mit der Untersuchung von magnetischen Nanopartikeln fiir biomedizini-
sche Anwendungen hat mich von Anfang an begeistert und doch gleichzeitig vor viele Herausfor-
derungen gestellt. Daher bestand mein Interesse darin, ein Verfahren zu entwickeln, das die Un-
tersuchung von magnetischen Nanopartikeln grundlegend verbessern kann. Dazu hatte ich die Idee
eine hochempfindliche magnetische Messtechnik mit der chromatographischen Partikeltrennung zu
kombinieren. Ich konnte mich aus diesem Grund leicht mit der Aufgabe identifizieren.

Der Entstehungsprozess einer solchen Arbeit ist dem Anschein nach - einem sportlichen Wettkampf
gleich - nur mit Ausdauer und Leidensfahigkeit zu bewaltigen. Tatséchlich sind es hauptséchlich die
allgemeinen Rahmenbedingungen und die Unterstiitzung von anderen, die zum sichtbaren Erfolg
fiihren. Daher mochte ich mich im Folgenden bei allen Personen bedanken, die auf unterschiedliche
Weise zur Entstehung dieser Arbeit beigetragen haben.

Mein aufrichtiger Dank gilt zunéchst Herrn Prof. Marc Kraft, dem Leiter des Fachgebiets Me-
dizintechnik der TU Berlin, fiir das entgegengebrachte Vertrauen und die Freiheit, eigene Ideen
voranzutreiben und umzusetzen.

Mein Dank richtet sich weiterhin an den gesamten Fachbereich 8.2 der PTB, in dem ich seit meinem
Praktikum im Jahre 2010 fast ununterbro hen tétig sein durfte. Es war mir moglich, kontinuierlich
im Bereich der magnetischen Nanopartikel und magnetischen Messtechnik zu arbeiten und ein fun-
diertes Wissen aufzubauen; nicht zuletzt aufgrund der erfolgreichen Einwerbung von Drittmitteln,
die der konstanten iiberzeugenden Leistung des gesamten Fachbereichs zu verdanken ist. Mein ganz
besonderer Dank gilt vor allem Dr. Frank Wiekhorst aufgrund der bedingungslosen Hilfe auf allen
Ebenen wihrend dieser Jahre. Das Verfahren der analytischen Trennung, das mich so begeistert
und motiviert hat, konnte nur durch sein Vertrauen und seine Unterstiitzung zum Thema meiner
Dissertation werden und einen verdienten Platz in der Arbeitsgruppe einnehmen. Weiterhin dan-
ke ich Dirk Gutkelch fiir seine Bereitschaft sich intensiv mit konstruktiven Herausforderungen zu
beschiftigen. Viele seiner Entwicklungen im Fachbereich bilden die Basis fiir eine fundierte wissen-
schaftliche Arbeit. Ernst-Albrecht Welge und Dr. Olaf Kosch waren an der technischen Umsetzung
des magnetischen Trennmoduls beteiligt. Fiir die stets freundliche und hilfsbereite Zusammenarbeit
mochte ich ihnen danken. Ferner gilt mein Dank Dr. Dietmar Eberbeck, der seit meiner Diplomar-
beit stets fiir wissenschaftliche Diskussionen offen war.

Ein besonderer Dank geht an die Kooperationspartner des Verbundprojektes MAPIT fiir die grofkar-
tige Zusammenarbeit im Bereich der Magnetpartikelbildgebung. Der intensive Austausch, die Hin-
weise und Fragen der beteiligten Wissenschaftler des Projektes sind auf vielfdltige Weise in diese
Arbeit eingeflossen. Vor allem danke ich Dr. Bernhard Gleich fiir die offenen Gespréche und Diskus-
sionen. Es war fiir mich eine besondere Aufgabe seine Idee der dynamisch-magnetischen Trennung
umzusetzen. Vor allem mochte ich aber Dr. Andreas Ide fiir die freundschaftliche Zusammenarbeit
danken. Seine zielbewusste und kreative Arbeitsweise habe ich mir zum Vorbild genommen. Dariiber
hinaus hat seine Erfahrung im Bereich der chromatographischen Trennung erheblich zum Gelingen
der Experimente dieser Arbeit beigetragen. Ich mochte weiterhin Dr. Harald Kratz danken, dessen
Partikel die Validierung der dynamisch-magnetischen Trennung ermdoglichten.

Von Herzen danke ich meinem engen Umfeld; meinen Freunden und meiner Familie. Die Zeit, in
der diese Arbeit entstand, ist fiir uns leider perdu. Es ist mein Gliick, dass Euch das nie dauerhaft
verstimmt hat. Friede, Emilius und Finia, Euch ist diese Arbeit gewidmet.
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Abkiirzungen
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aq. dest.
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BW

DD

DLS
DLVO

EG
EM
EMG
F3

FE
FM-D
GUM
HK
LLG
LMU
MATLAB
MCS
MFPT

M-H
MNP
MPI
MPS
MRT
NG
PDI
PTB
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RV
SQUID

TEM

asymmetrische Flussfeld-Flussfraktionierung

destilliertes Wasser (lat. aqua destillata)

Bestimmungsgrenze

Blindwert

Ferucarbotran bzw. DDM128N (MNP-System )

dynamische Lichtstreuung (engl. dynamic light scattering)

Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek (Theorie zur Beschreibung der
interpartikuldaren Wechselwirkung)

Erfassungsgrenze

Endorem® (MNP-System)
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Feraheme® (MNP-System)

FluidMAG-D (MNP-System)

Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement

Partikelsystem der Charité, HK111F3 (MNP-System)

Landau- Lifshitz- Gilbert-Differentialgleichung

lineare Messunsicherheitsfortpflanzung

Matrix Laboratory (Programm)

Monte-Carlo-Simulation

mittlere Zeit bis zum Erreichen einer Schwelle (engl. mean first passage
time)

SQUID-Magnetometrie bzw. Messung der quasistatischen Magnetisierung
Magnetische Nanopartikel

Magnetpartikelbildgebung (engl. magnetic particle imaging)
Magnetpartikelspektroskopie (engl. magnetic particle spectroscopy)
Magnetresonanztomographie

Nachweisgrenze

Polydispersitatsindex (engl. polydispersity indez)

Physikalisch-Technische Bundesanstalt
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interference device)

Transmissionselektronenmikroskopie (engl. transmission electron microsco-
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Verwendete Symbole

Lateinische Symbole:

ai Entwicklungskoeffizient des Streulichtamplitudenelements S

an Fourier-Koeffizient (Realteil) des komplexen MPS-Amplitudenspektrums M,
Aaw Konstante der quantenmechanischen Austauschwechselwirkung

A Querschnitt einer Trennséule

A Hamaker-Konstante (Indizes:

KK = Wechselwirkung zwischen Partikelkernen (Vakuum);

HH = Wechselwirkung zwischen Partikelhiillen (Vakuum);

SS = Wechselwirkung zwischen Solvatisierungsschichten (Vakuum);
KK = Wechselwirkungskonstante von Wasser (Vakuum);

xy = Wechselwirkung zwischen den Medien x und y (Vakuum);

xzy = Wechselwirkung zwischen den Medien x und y im Medium z)

A, Betrag des komplexen MPS-Amplitudenspektrums M,

brok Breite der Fokussierungslinie bei der AF4

bkan Breite des AF%-Trennkanals am Ort der Fokussierungslinie

by Entwicklungskoeffizient des Streulichtamplitudenelements S

bn Fourier-Koeffizient (Imaginérteil) des komplexen MPS-Amplitudenspektrums M,
B magnetische Flussdichte

Bp magnetische Flussdichte des magnetischen Beads

By, Basislinie bei der Autokorrelationsfunktion

B, Amplitudenwert des sinusoidalen Wechselfeldes

¢ Konzentration (Indizes:

I = Ionenkonzentration bzw. -stirke
0 = Konzentration im Standardpotential)

C Konstante der Impulsantwortfunktion
dhyd hydrodynamischer Durchmesser eines magnetischen Partikels
dxap Durchmesser einer Kapillare
dg Durchmesser einer Kugel und Partikelkerndurchmesser
dx,m effektiver magnetischer Durchmesser einer dquivalenten Kugel aus M-H
dx ED Grenzdurchmesser fiir Eindoméanenpartikel
dx sp Grenzdurchmesser fiir Superparamagnetismus
dp Partikeldurchmesser der stationdren Phase einer Trennsiule
dr Durchmesser einer Trennsiule
dTEM Durchmesser aus der TEM-Messung
dy-Av z-Average-Durchmesser der DLS
ix
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Dy translatorischer Diffusionskoeffizient

Dgr Rotationsdiffusionskoeffizient

e Elementarladung (e =1.602-10"% As)

en Einheitsvektor der lokalen Magnetisierungsrichtung

E Energie

Ex Anisotropieenergie

Eaw Austauschwechselwirkungsenergie

Eq Streufeldenergie

Eaq dipolare Wechselwirkungsenergie

FEpw Doménenwandenergie

Fq elektrische Wechselwirkungsenergie

FEela Elastizitdtsmodul

Eges zu einer Gesamtenergie zusammengefasste Energien

Emag Zeeman-Energie

Eg sterische Wechselwirkungsenergie

FE, thermische Energie

Eoqw Van-der- Waals-Wechselwirkungsenergie

f Frequenz

fo Frequenz der MPS-Anregung

[t Grenzfrequenz eines Frequenzfilters

r Rotationsreibungskoeffizient (fr = 61Viyq)

fr translatorischer Reibungskoeffizient (fr = 67nrnyq)

fsamp Abtastrate

F Kraft auf einen magnetischen Dipol im Gradientenfeld

Fp Stromungswiderstandskraft (engl. drag force)

g Landé-Faktor

g1 Feld-Zeit-Autokorrelationsfunktion

go Intensitits-Zeit- Autokorrelationsfunktion

Gg freie Enthalpie (oder Gibbs’sche Energie)

h normiertes Entmagnetisierungsfeld

h Plancksches Wirkungsquantum (h = 6.626 - 10734 Js)

H magnetische Feldstarke

Hy Entmagnetisierungsfeld

Hg Enthalpie

Hyg magnetisches Anisotropiefeld

Hypnag Magnetisierungsfeld

Hy, Amplitudenwert des sinusoidalen Wechselfeldes

Hg magnetisches Streufeld

Iy Intensitét der einfallenden Primérstrahlung

Ig Streulichtintensitét

Jyr Jacobi-Matrix

k Wellenvektor

kg Erweiterungsfaktor der Messunsicherheit U

kg Boltzmann-Konstante (k:B = 1.3805 - 103 J/K)

K Anisotropiekonstante

Kuv Kalibrierfaktor zur Bestimmung der Eisenkonzentration aus dem UV /Vis-Detektor-
signal
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Kp Anzahl der Simulationsschritte bei der MCS

IKan Linge eines AF4-Kanals oder einer Chromatographiesiule
Ikap Linge einer Kapillare

lg Linge einer Trennsdule

L Drehimpuls

L Langevin-Funktion

m Masse

mg relativer Brechungsindex

M Magnetisierung

Mol molare Masse

M, komplexes Amplitudenspektrum

Mg Sattigungsmagnetisierung

n; Anzahl der Gegenionen im Medium

nM Brechungsindex des Mediums

np Brechungsindex des Partikels

Noo Ionenkonzentration einer Probe

N skalarer Entmagnetisierungsfaktor

Na Awogadro-Konstante (Na = 6.022140857 - 10723 mol 1)
Np Anzahl magnetischer Beads

Ngk Anzahl der Einzelkerne in einem Multikern-Partikel
Ng Entmagnetisierungstensor

P Druck

DA Achsenverhéltnis (Langsachse a zu Querachse b) eines Rotationsellipsoids
P Vertrauensniveau der Messunsicherheit

P! eindimensionales Legendre-Polynom

Pp Perioden der MPS-Anregungsfrequenz fj

q Betrag des Streulichtvektors

TB Radius des magnetischen Beads

Th hydraulischer Radius

Thyd hydrodynamischer Radius eines Partikels

TK Radius einer Kugel und Kernradius eines Partikels
T'Kap Radius einer zylindrischen Kapillare

Rog Exzess- Rayleigh-Verhéltnis

S Abstand

S Oberfliache

Sk Entropie

S Amplitudenmatrix des gestreuten Fernfeldes

t Zeit

to Totzeit bei der chromatographischen Trennung

Lavg Mittelungszeit

tr Retentionszeit von Partikeln im Trennkanal

T Temperatur

Trot Drehmoment

u () Unsicherheit einer Grofe x

U erweiterte Unsicherheit

U Geschwindigkeit von Partikeln in einem Feldgradienten
Ugr innere Energie

x1
https://doi.org/10.7795/110.20250911



v Stromungsgeschwindigkeit des Mediums

Vel elektrophoretische Geschwindigkeit

UKap (2) Geschwindigkeitsverteilung in einer zylindrischen Kapillare
vp Stromungsgeschwindigkeit der Partikel

URec () Geschwindigkeitsverteilung zwischen zwei parallelen Platten
|4 Volumen

1% Flussrate

Vo Totvolumen bei der chromatographischen Trennung

Vi Elutionsvolumen (Produkt aus Elutionszeit und Flussrate)
Viz, Einheitsvolumen einer Partikelkonzentration

VKan Detektorflussrate

VFOk Fokusflussrate bei der AF4

Vhyd hydrodynamisches Volumen eines Partikels

Vk Kugelvolumen und Kernvolumen eines Partikels

Vikan freies Volumen in einem Trennkanal

Vian Kanalflussrate bei der AF*

VK,m effektives magnetisches Kernvolumen eines Partikels

Vp Probenvolumen

Vr Retentionsvolumen

Vs freies Volumen in einer Kugelpackung (Trennsaule)

Vi Querflussrate bei der AF4

w Abstand zwischen zwei parallelen Platten; Kanalhohe bei AF*
x (t) Detektorsignal

X Eingangsgrofe
X (t —7) Verschmierungsfunktion
Y Messgrofe (meist eine Funktion der Eingangsgrofien Xj)

Y Schitzwert einer Messgrofe Y
y(t) mit X (¢ — 1) verschmierte Funktion z (¢)
Z Ladung der Gegenionen im Medium

Griechische Symbole:

Q@ Déampfungsfaktor der magnetischen Relaxation
ap Polarisierbarkeit eines Materials
Qry Realteil des komplexen Gewichtungsfaktors fiir M (t)
By Imaginérteil des komplexen Gewichtungsfaktors fiir M (t)
Ba Gerdteparameter der Lichtstreuanlage
Bm Volumenanteil einer Fraktion der M-H-Grofsenverteilung
vy gyromagnetische Konstante
YD Beweglichkeit bzw. inverser Reibungskoeffizient i
Ye reduziertes Oberflichenpotential (7, = tanh (2¢¢/4kpT))
YLaby Labyrinthfaktor einer Kugelpackung
om Dicke der Hiill- oder Stabilisierungsschicht eines Partikels
ds Dicke der Solvatisierungsschicht eines Partikels
Ox Dicke der Stern-Schicht eines Partikels
£0 elektrische Feldkonstante (g9 = 8.850 - 107'? As/(Vm))
Ep Zwischenkornporositét
&r relative dielektrische Konstante
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oy
70
B
exp
Teff
Ti

™
TSpin

©n
bn
bu
dv

X0

Zetapotential von Partikeln

Riccati- Bessel-Funktion

Viskositat

Winkel zwischen Magnetfeldrichtung H und Richtung des magnetischen Moments p
Winkel zwischen Richtung des magnetischen Moments p und Abstandsvektor s eines
Dipols

Winkel zwischen Streulicht- und Primérstrahlrichtung

Debye- Hiickel-Parameter

Wellenlénge

von Brown abgeleitete Eigenfunktionen der Landau- Lifshitz- Gilbert-Differentialglei-
chung

Packungskonstante einer Kugelpackung (gute Packung: 1; schlechte Packung: 10)
magnetisches Dipolmoment

magnetisches Dipolmoment eines Einzelkernpartikels

magnetisches Dipolmoment eines Multikern-Partikels

magnetische Feldkonstante (pg = 471077 Vs/(Am))

chemisches Potential (Indizes:

0 = Standardpotential;

ex = Potential im externen Feld;

Riccati- Bessel-Funktion

Argument der Langevin-Funktion £

winkelabhiingige Funktion des eindimensionalen Legendre-Polynoms P}

Dichte

Grofsenverteilungsdichtefunktion der Durchmesser d

Gauss-formige Volumendispersion

normierte magnetische Anisotropieenergiebarriere

Standardabweichung der logarithmischen volumengewichteten Kerngrofenverteilung
Standardabweichung der logarithmischen volumengewichteten magnetischen Kern-
grokenverteilung aus der M-H-Messung

Standardabweichung der logarithmischen volumengewichteten Kerngrofenverteilung
aus der TEM

Volumenvarianz/Dispersion

Déampfungszeit der magnetischen Ralaxation

Brownsche Relaxationszeit

exponentielle Volumendispersion

effektive Relaxationszeit

winkelabhiingige Funktion des eindimensionalen Legendre-Polynoms P}

Néelsche Relaxationszeit

Spinprézessionszeit

Koeffizient der Taylor-Reihenentwicklung

MPS-Phase des komplexen Amplitudenspektrums M,

Volumenanteil des Hiillmaterials in der Solvatisierungsschicht

Winkel zwischen leichter Achse und magnetischem Moment p eines MNP
magnetischer Feststoffanteil im Probenvolumen

Oberflichenpotential eines Partikels (= ze{/kpT)

magnetische Suszeptibilitét

magnetische Anfangssuszeptibilitét
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wo Winkelfrequenz eines sinusoidalen Wechselfeldes

Weitere Symbole:
1%} geometrischer Durchmesser
s Durchmesser einer Trennsiule
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Abstract

The unique magnetic properties of magnetic nanoparticles make them ideally suited to a broad
spectrum of biomedical applications in the field of therapy and diagnostics. These applications place
particular demands on the magnetic properties of the nanoparticles. For these reasons, research,
production, and quality assurance of magnetic nanoparticles require powerful analytical techniques
measuring all structural and magnetic properties relevant for the specific application. The coupling
of chromatographic separation techniques with complementary detectors in a contained system
allows for comprehensive, accurate and reproducible characterization of nanoparticles. Although
various methods have already been combined for this approach, so far, no detector for real-time
magnetic analysis (online-detection) has been demonstrated.

The objective of this thesis is to develop a magnetic online-detection procedure to measure mag-
netic nanoparticles during chromatographic separation. The procedure adopted here is based on the
rapid and sensitive nonlinear magnetic susceptibility method, also known as magnetic particle spec-
troscopy. In a first step, the physical modelling of the magnetic signalling and separation is used
for investigating detector characteristics, and to deduce design recommendations for a detector
flow cell. This flow cell is designed and manufactured for a given magnetic particle spectrome-
ter to enable a magnetic online-detection. The characterization and performance specification of
the novel magnetic online-detector is performed with regard to a coupling with chromatographic
separation devices. The combination of the magnetic online-detector with asymmetric flow field-
flow-fractionation, and detectors for size determination, enables analysis of the link between particle
size and magnetism. Additionally, the magnetic online detector is coupled with the novel dynamic
magnetic separation. This separation procedure is exclusively designed to improve the magnetic
properties of nanoparticles for magnetic particle imaging. Through this coupling the dynamic mag-
netic separation procedure is established and successfully implemented .

The achievements of this thesis underline the relevance of the magnetic online-detection for coupling
techniques used for analytical and preparative purposes. The detailed provision of performance
specifications for the magnetic online-detector and the proven practicability and reliability of the
new method coupled to separation techniques forms the basis for a targeted development of coupling
techniques in the area of magnetic nanoparticle analysis for biomedical applications.

XV
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Kurzfassung

Magnetische Nanopartikel weisen besondere magnetische Eigenschaften auf, die in einer Vielzahl
biomedizinischer Anwendungen zur Therapie und Diagnostik nutzbar gemacht werden. Diese An-
wendungen stellen verfahrensbedingt hohe Anforderungen an die magnetischen Eigenschaften der
Nanopartikel. Fiir die Forschung, Entwicklung und Qualitétssicherung von magnetischen Nanopar-
tikeln werden daher leistungsfihige analytische Methoden benoétigt, die relevante strukturelle und
vor allem magnetische Parameter erfassen konnen. Durch die Kopplung von chromatographischen
Trennverfahren mit komplementéren Detektoren konnen in einem geschlossenen System umfassen-
de und prézise Informationen iiber Nanopartikel reproduzierbar gewonnen werden. Obwohl bereits
verschiedene Detektoren fiir diesen Zweck eingesetzt wurden, stand bisher kein Detektor zur mag-
netischen Online-Messung zur Verfiigung.

Gegenstand dieser Arbeit ist daher die Entwicklung eines magnetischen Online-Verfahrens zur konti-
nuierlichen Messung von magnetischen Nanopartikeln wihrend der chromatographischen Trennung.
Das Messverfahren basiert auf der hochempfindlichen und schnellen Methode der nichtlinearen mag-
netischen Wechselfeld-Suszeptibilitit; auch bekannt als Magnetpartikelspektroskopie. Zunéchst wird
durch die physikalische Modellierung der magnetischen Signalentstehung und Trennung eine Analyse
der Detektorcharakteristik durchgefithrt und Gestaltungsempfehlungen fiir eine Flusszelle abgelei-
tet. Diese Flusszelle wird im Anschluss fiir ein gegebenes Messgerit konstruiert und hergestellt.
Danach erfolgt die Charakterisierung und Ermittlung von Leistungsspezifikationen des neuen mag-
netischen Online-Detektors im Hinblick auf die Kopplung mit chromatographischen Trennverfahren.
Durch die Zusammenfiihrung des neuen magnetischen Online-Verfahrens mit der asymmetrischen
Fluss-Feldflussfraktionierung und Detektoren zur Partikel-Grofenbestimmung ist es moglich, den
Zusammenhang zwischen der Partikelgroffe und dem magnetischen Verhalten zu untersuchen. In
einer weiteren Kopplungsvariante wird der magnetische Online-Detektor mit der neuartigen dyna-
misch-magnetischen Trennung verbunden. Diese Trennung ist ausschlieflich auf eine Verbesserung
der Signaleigenschaften bei der Magnetpartikelbildgebung ausgerichtet. Durch die Kopplung ist es
moglich, dieses neue magnetische Trennverfahren zu etablieren und erfolgreich einzusetzen.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse unterstreichen die hervorragende Eignung der entwickelten
magnetischen Online-Detektion fiir die Kopplung mit priparativen und analytischen Trennverfahren
fiir magnetische Nanopartikel. Die umfassende Bestimmung von allgemeinen Leistungsspezifikatio-
nen der magnetischen Online-Detektion und der Nachweis der Praktikabilitdt und Zuverldssigkeit
der Methode bei der Kopplung mit Trennverfahren bildet die Grundlage fiir die gezielte Weiter-
entwicklung von Kopplungsverfahren im Bereich der Analytik von magnetischen Nanopartikeln fiir
biomedizinische Anwendungen.
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1 Einleitung

1.1 Stand der Technik

Die Nanotechnologie gilt als eine der derzeit meist beachteten internationalen Forschungs- und
Technologiebereiche mit aussichtsreichem Innovationspotential in industriellen und medizinischen
Anwendungsfeldern. Mit intensiver Forschung und effektiver Umsetzung der Forschungsergebnisse
in neuartige Produkte verbindet sich die Hoffnung, die wirtschaftliche Entwicklung in verschiedenen
Bereichen langfristig positiv zu beeinflussen; vor allem in den Bereichen Elektronik, Umwelt, Energie,
Pharmazie, Medizin, Biotechnologie und moderne Werkstoffe [1, 2|. Triebfeder hierbei ist die Er-
kenntnis, dass Materialien im Ubergangsbereich vom atomaren zum mesoskopischen! Gréfenbereich
verénderte physikalisch-chemische Eigenschaften aufweisen. Diese Eigenschaften erdffnen génzlich
neuartige Moglichkeiten fiir die technologische Anwendung. Ein bedeutender Bereich der Nanotech-
nologie umfasst Nanopartikel. Dies sind iiblicherweise isolierte Strukturen mit Abmessungen kleiner
als 100 Nanometer, bei denen das grofte Oberflichen- zu Volumenverhéltnis fiir nanotechnologische

Anwendungen ausgenutzt wird.
Biomedizinische Anwendungen magnetischer Nanopartikel (MNP)

Eine eigene Klasse der Nanopartikel stellen die magnetischen Nanopartikel (MNP) dar, bei denen
die besonderen magnetischen Eigenschaften im Vordergrund stehen. So spielen sie bei der Entwick-
lung neuartiger therapeutischer und diagnostischer Werkzeuge in der Medizin und Pharmazie eine
zentrale Rolle [3]. Obwohl bereits 1957 die ersten in-vivo-Anwendungen am Menschen publiziert

6000 ————T T Abbildung 1.1: Die Anzahl der Publikationen zum
Thema ,magnetische Nanopartikel“ der Jahre 1980 bis
2016. Die Recherche ist mithilfe der Web of Science Da-
— 4000 |- 2
‘c—'U tenbank erfolgt=.
N
é 2000
0 .
1980 1990 2000 2010

Jahr

'Der mesoskopische Bereich gilt im Gebiet der Festkérperphysik und Chemie als der Ubergangsbereich zwischen der
mikroskopischen und makroskopischen Betrachtungsebene.

’Die Suche in der Web of Science Datenbank ist nach folgenden Begriffen erfolgt: ,magnetic nanoparticles®, ,iron
oxide nanoparticles”, ,single domain nanoparticles, ;superparamagnetic particles“,  ferromagnetic particles*, ,su-
perparamagnetic nanoparticles”, iron oxide nanoparticles”, ,fine ferroparticles”, ;magnetic fluids®, ,ferrofluids®, ,sin-
gle domain nanoparticles“,  maghemite nanoparticles“, ,magnetite nanoparticles“, ,iron oxide nanocrystals“ und

1
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2 1.1. Stand der Technik

worden sind [4], ist das Interesse an MNP aufgrund der vielfdltigen Einsatzmoglichkeiten kontinu-
ierlich gestiegen, wie die exponentielle Zunahme wissenschaftlicher Publikationen in Abbildung 1.1
eindrucksvoll belegt?. Die Einzigartigkeit der MNP besteht im Wesentlichen darin, dass sie aufgrund
ihrer magnetischen Eigenschaften beriithrungslos manipuliert und auch detektiert werden kénnen.
Ihr magnetischer Kern besteht hdufig aus einem biokompatiblen Eisenoxid. Neben dem Kern stellt
die Hiille einen zentralen Bestandteil der MNP dar. Sie erhdht nicht nur die Stabilitdt und Bio-
kompatibilitdt der Partikel, sondern kann als Ankniipfungsstelle fiir Wirkstoffe oder Liganden zur
spezifischen Bindung an Zellen und Gewebe dienen, woraus zahlreiche zusétzliche Anwendungsmog-
lichkeiten resultieren [7].

Verschiedene Konfigurationen von Kern-Hiille-Teilchen werden in innovativen biomedizinischen For-
schungsbereichen und inzwischen auch in kommerziellen Anwendungen eingesetzt. Beim sog. Magne-
tic Drug Targeting werden die MNP als Transportvehikel fiir die Magnetfeld-gefiihrte Anreicherung
von Arzneistoffen im Korper verwendet [8]. Es besteht auch die Mdglichkeit, die Partikel an ih-
rem Bestimmungsort im Korper zu erhitzen, indem sie magnetische Energie von aufen aufnehmen
und als Wérme an den Koérper wieder abgeben. Diese als Hyperthermie bezeichnete Technik soll
zur nicht-invasiven Zerstorung von Tumoren eingesetzt werden und befindet sich seit 2003 in der
klinischen Erprobung [9-11|. In der in-vitro-Zellseparation werden MNP bereits kommerziell ein-
gesetzt. Durch Kopplung mit bioaffinen Liganden kénnen MNP mit bestimmten Zielmolekiilen der
Zelloberflichen reagieren und somit eine Bindung eingehen. Im Anschluss erfolgt eine Anreicherung
der MNP-Zellkomplexe mit einem Magnetfeld. Im Vergleich zu {iblichen mikrofluidischen Verfah-
ren ist die magnetische Zellseparation schneller und daher fiir Hochdurchsatzanwendungen geeignet
[12, 13].

Einen besonderen Stellenwert haben MNP in der diagnostischen Bildgebung bei der Fritherkennung
von Erkrankungen. Als Kontrastmittel bei der Magnetresonanztomographie (MRT) ermdoglichen
sie eine bessere Differenzierung von einzelnen Strukturen bzw. zwischen gesundem und krankem
Gewebe [14-17|. In diesem Bereich sind einige MNP-Systeme fiir die klinische Anwendung bereits
zugelassen worden [18, 19] (z.B. Endorem®, Feraheme®, Resovist®). Inzwischen ist es sogar ge-
lungen, mittels MRT die Position und Bewegung einzelner Zellen zu erfassen, wenn diese zuvor
mit MNP markiert wurden |20, 21|. Dariiber hinaus steht mit der Magnetpartikelbildgebung (engl.
Magnetic Particle Imaging, MPI) eine Methode zur Verfiigung, bei der die MNP direkt als bild-
gebende Sonde eingesetzt werden [22-25]. Diese Technik besitzt das grofe Potential, quantitative
dreidimensionale Bildinformationen mit hoher rdumlicher und zeitlicher Auflésung zu gewinnen.
Dabei iibernehmen die MNP eine Schliisselfunktion, da das besondere magnetische Verhalten dieser
Partikel in Magnetfeldern zur Lokalisation genutzt wird [26-29]. Aufgrund der hohen Anforderungen
an die magnetischen Eigenschaften der MNP ist es bisher nicht moglich gewesen, ein mafgeschnei-
dertes Partikelsystem mit hervorragenden Eigenschaften fiir diese Bildgebung herzustellen. Diese
sowie weitere Fragestellungen konnen seit 2012 mit der Inbetriebnahme der ersten kommerziellen
MPI-Kleintierscanner fiir die priklinische Forschung in Berlin und Hamburg bearbeitet werden®
[30]. All dieses Beispiele verdeutlichen die rasanten und erfolgreichen Entwicklungen im Bereich der
Nanotechnologie.

,biomedical“, ;medical“, ,medicine®.

®Die Zunahme an Publikationen in einem Forschungsbereich ist nicht direkt mit einem wachsenden Interesse verkniipft,
da laut einiger Studien seit dem Zweiten Weltkrieg eine Verdopplung des publizierten Wissens etwa alle fiinf bis
zehn Jahre erfolgt (je nach Disziplin). Dies liegt an der zunehmenden Spezialisierung der einzelnen wissenschaftlichen
Disziplinen [5, 6].

“Die Beschaffung der ersten kommerziellen MPI-Kleintierscanner wurde finanziert durch eine GroRgeriteinitiative
der DFG im Jahre 2012.
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Kapitel 1. Einleitung 3

Charakterisierung von MNP

Alle im vorangegangenen Abschnitt erwihnten Anwendungen stellen allerdings ganz spezielle — vor
allem magnetische — Anforderungen an die Funktionalitit der MNP. Ein gezieltes Materialdesign
von MNP ist somit nur moglich, wenn die Zusammenhénge zwischen Magnetismus, Kristallstruktur,
Morphologie (Groke, Grokenverteilung, Form), Stabilisierung (Umhiillung, Ladung) sowie pharma-
kokinetischen Eigenschaften bekannt sind. Die Aufkldrung dieser Struktur-Funktionsbeziehungen
und die systematische Optimierung der Eigenschaften erfordern leistungsfihige analytische Metho-
den. Grundsétzlich existiert kein einzelnes Messverfahren oder Analysegeréit, mit dem sich sdmtliche
strukturelle und magnetische Parameter ermitteln lassen, so dass eine Kombination unterschiedli-
cher Messverfahren notig ist.

Durch ortsaufgeloste abbildende Verfahren, wie der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM),
kénnen zwar Morphologie und Kristallstruktur der MNP hochaufgelost dargestellt werden; jedoch
kann in der Regel nicht gew#hrleistet werden, dass der gewdhlte Probenausschnitt représentativ fiir
die gesamte Probe ist. Uber einen grofen Probenausschnitt konnen geometrische Informationen mit
integralen Messverfahren wie der Dynamischen Lichtstreuung (DLS) oder der statischen Mehrwin-
kellichtstreuung (MALS) gewonnen werden. Hierbei wird die Analyse der gemessenen Daten durch
die Verteilung der Grofen in der Probe erschwert, da aus einer gemittelten Grofe auf die zugrun-
deliegende Verteilung geschlossen werden muss. Dies fiihrt in vielen Fallen zu ungenauen und z.7T.
fehlerhaften Ergebnissen [31]. Vor allem ist aber die dezidierte Bestimmung von magnetischen Ei-
genschaften von MNP unerlésslich. Die geometrische Grofe ist zwar ein entscheidender Faktor fiir
die magnetischen Eigenschaften der MNP; ein allgemeingiiltiger Riickschluss von der MNP-Grofe
auf die magnetische Funktionalitdt ist jedoch nicht zuldssig [32].

Trennverfahren fiir MNP

Die Schwierigkeiten, die mit der Verteilung von Eigenschaften in einem Nanopartikel-Ensemble
einhergehen, konnen durch die Anwendung von Trennverfahren (bzw. Fraktionierung) umgangen
werden. Dabei wird eine MNP-Probe zunédchst nach einer bestimmten Eigenschaft sortiert aufge-
trennt, um aus dem Ensemble einzelne Fraktionen (quasi ohne Verteilung) zu gewinnen, die dann
einer Analyse zugefiihrt werden [33]. Bei der Analyse wird unterschieden zwischen Offline-Verfah-
ren, bei denen isolierte Fraktionen zunichst gesammelt und anschlieffend charakterisiert werden
und Online-Verfahren, bei denen die Analyse direkt mit einem Trennverfahren verbunden ist und
dadurch nahezu in Echtzeit erfolgt. Dazu wird das Trennmodul mit einem Online-Detektor verbun-
den. Dies wird allgemein als Kopplung bezeichnet®. Durch derartige Kopplungsverfahren kénnen
zuverlédssige Informationen {iber Bestandteile einer Probe gesammelt werden, die iiber den Informa-
tionsgehalt der eigenstindig angewandten Techniken deutlich hinausgehen [66].

Unter den etablierten Verfahren zur Trennung von Nanopartikeln gehort die Flussfraktionierung
in einem Feld, die sog. Feld-Flussfraktionierung (F?), zu den wohl anpassungsfihigsten analyti-
schen Trennverfahren. Fiir die Fraktionierung nach hydrodynamischer Grofe (AF?), Dichte oder
thermischer Diffusion sind bereits kommerzielle Anlagen® erhiltlich. Diese verwenden einen offe-
nen Trennkanal und verzichten auf eine stationire Phase, so dass nur geringe Scherkrifte auf die
Nanopartikel wirken und diese nicht durch die Fraktionierung geschédigt oder in ihren Eigenschaf-

®Genau genommen ist eine Kopplungstechnik auch durch das Hintereinanderschalten von analytischen Detektionsme-
thoden gegeben. Ublicherweise ist damit jedoch die Verbindung von Detektions- und chromatographischen Trenn-
methoden gemeint [66].

5Die Hersteller kommerzieller Anlagen sind: Postnova Analytics GmbH, Wyatt Technology Corporation, ConSenzuS
GmbH.
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4 1.1. Stand der Technik

ten verdindert werden [34-40]. F3-Systeme, die nach magnetischen Gréfen trennen, sind bisher nur
zu Forschungszwecken entwickelt worden [12, 41-44]. Eine kommerzielle Umsetzung ist trotz ver-
schiedener Ansitze bisher noch nicht erfolgt”. Dagegen erfolgt die magnetische Trennung in starken
magnetischen Gradientenfeldern (engl. high gradient magnetic separation, HGMS) {iblicherweise
unter Verwendung einer stationdren Phase. Im grofindustriellen Mafsstab werden so magnetische
Mineralien gewonnen. Im Laboralltag lassen sich auf diese Weise magnetisch-markierte Biomolekiile
oder Zellen effektiv anreichern [49-52|. In der stationdren Phase werden die erforderlichen hohen
magnetischen Feldgradienten durch mikrometergrofse magnetisierte Strukturen (Kugeln, Drahtma-
trix) erzeugt. Trotz geringer Trennschérfe ist die HGMS auch als analytisches Werkzeug zur Cha-
rakterisierung von MNP oder zur Optimierung von Syntheseprodukten als praparatives Verfahren
eingesetzt worden [53-59]. Insbesondere, wenn spezielle Anforderungen an die magnetischen Eigen-
schaften der MNP fiir die jeweilige Anwendung gestellt werden, hat sich die derartige Trennung der
Partikel als hilfreich erwiesen [39, 60—62]. Bestimmen jedoch zusétzlich die dynamisch-magnetisch-
en Figenschaften das Verhalten der MNP in der jeweiligen Applikation (z.B. MPI, Hyperthermie),
sind statische Gradientenfelder fiir eine erfolgreiche magnetische Trennung zu unspezifisch. Die
Verwendung von oszillierenden Magnetfeldern verspricht hingegen, die Trennung sowohl nach dem
magnetischen Moment, als auch nach der magnetischen Rotationsfrequenz der MNP durchfiihren zu
kénnen. Dieses Verfahren wird als dynamisch-magnetische Trennung (DMT) bezeichnet®. Wird die
DMT erfolgreich umgesetzt, ist es z.B. moglich, anhand dieser das Vorhandensein jener MNP in ei-
ner Probe nachzuweisen, die fiir die MPI-Bildgebung besonders gut geeignet sind. Von besonderem
Interesse ist auch die Herstellung von mafsgeschneiderten MNP fiir die MPI-Bildgebung mithilfe
der DMT. Bisher ist es ndmlich nicht gelungen eine Synthese durchzufiithren, aus der ausschliefslich
MNP mit optimalem MPI-Signalverhalten hervorgehen.

Bei allen analytischen Trennverfahren werden die Proben durch den Trennprozess stark verdiinnt.
Dies stellt fiir die nachfolgenden Detektoren eine grofe Herausforderung hinsichtlich der erforderli-
chen Empfindlichkeit dar. Die Anwendung von Online-Verfahren ist dabei immer dann von Vorteil,
wenn die nachzuweisenden Partikel nicht stabil sind oder der Zeit- und Personalaufwand fiir Offline-
Verfahren nicht toleriert werden kann. Durch die kurze Analysezeit der Online-Verfahren sind die
Messergebnisse nahezu in Echtzeit verfiigbar. Ein weiterer Vorteil ist die Vermeidung von Kontami-
nationen der Proben, da Trennung und Charakterisierung in einem geschlossenen System erfolgen.
Aus diesem Grund versprechen die Online-Verfahren auch eine hohere Reproduzierbarkeit [66].

Magnetische Online-Detektion

Die Kopplung von Trennverfahren mit einem magnetischen Detektor ist unerlésslich, wenn zuverlés-
sige Aussagen auch {iber das magnetische Leistungsvermogen der MNP-Fraktionen getroffen werden
sollen. Fiir die magnetische Detektion von MNP in kontinuierlicher Stromung sind bereits einige
Losungen entwickelt worden [67]. Um einzelne Partikel nachweisen zu kénnen, sind technisch aufwén-

"Problematisch bei der magnetischen F* sind der Probenverlust im Trennkanal und die zusitzliche exzessive Banden-
verbreiterung [45]. Um dieser entgegen zu wirken, sind Varianten mit mechanischen Vibrationen [46], periodischen
Unterbrechungen des Magnetfeldes [47], hoheren Scherkréften im Trennkanal [41] oder Varianten nach dem Prinzip
des Fangens und Wiederfreilassens entwickelt worden [48].

®Die Idee der dynamisch-magnetischen Trennung (DMT) ist in einigen Patenten der Firmen Philips und Miltenyi
bereits adressiert worden [63-65].
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dige Systeme aus SQUID®- (engl. superconducting quantum interference device), Hall'®-, GMR!!-
(engl. giant magnetoresistance) oder neuerdings auch GMI-Sensoren'? (engl. giant magneto-impe-
dance) entstanden [68-76]. Eine erfolgreiche Kopplung mit chromatographischen Trennverfahren ist
bisher noch nicht erfolgt.

Eine sehr robuste und schnelle Methode fiir den empfindlichen Nachweis von MNP beruht auf
der Messung der nichtlinearen magnetischen Wechselfeld-Suszeptibilitdt mit konventionellen In-
duktionsspulen. Dabei werden die MNP einer periodischen — meist sinusférmig oszillierenden —
magnetischen Anregung ausgesetzt. Die nichtlineare Magnetisierungsantwort der MNP wird durch
Impendanzénderung der Anregungsspule oder durch Messung der induzierten Spannung in einer
zweiten Spule erfasst. Materialien mit linearem Magnetisierungsverhalten (z.B. umgebendes Medi-
um, Gewebe) liefern dabei keinen Signalbeitrag, wodurch die MNP spezifisch nachweisbar werden.
Unter dem Namen Magnetpartikelspektroskopie (MPS) hat die nichtlineare magnetische Wechsel-
feld-Suszeptibilitidt als nulldimensionale Variante der neuartigen Magnetpartikelbildgebung (MPT)
zur Eignungspriifung von MNP Anwendung gefunden [27, 28, 77-79]. Dariiber hinaus konnte ge-
zeigt werden, dass sich die MPS hervorragend zur Quantifizierung von MNP eignet [80, 81]. Im
weiteren Verlauf dieser Arbeit wird die Bezeichnung MPS synonym fiir die nichtlineare magnetische

Wechselfeld-Suszeptibilitit verwendet.

Die Vorteile der MPS-Methode liegen sowohl in der hohen Messgeschwindigkeit als auch in der hohen
Sensitivitit; ideale Voraussetzungen also fiir eine Kopplung mit Trennverfahren. Eine derartige
Zusammenfiithrung bildet ein neues analytisches Werkzeug zur umfassenden Charakterisierung von
MNP. Insbesondere fiir die Entwicklung, Charakterisierung und Qualitédtssicherung von MNP in
biomedizinischen Anwendungen ist diese Kopplung von grofer Bedeutung.

1.2 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, durch das Zusammenfithren von Trennverfahren mit einer
magnetischen Messmethode eine verbesserte Analyse und Charakterisierung von Verteilungen ma-
gnetischer Nanopartikel zu etablieren. Dariiber hinaus soll der Leistungsumfang von bestehenden
Kopplungsverfahren dahingehend erweitert werden, dass préparative und analytische Trennungen
mit einer magnetischen Online-Charakterisierung durchgefiihrt werden konnen.

Ein Detektor zur magnetischen Online-Messung fiir die genannten Trennverfahren ist nicht verfiig-
bar, so dass ein Schwerpunkt dieser Arbeit in der Entwicklung und Charakterisierung eines MPS-
basierten Messverfahrens zur kontinuierlichen Messung von MNP in einer Stromung liegt. Dazu
gehort auch die Kopplung des Online-Detektors mit Trennverfahren und weiteren Detektoren.
Aufterdem sollen Nutzen und Leistungsfihigkeit dieses neuen Online-MPS-Detektors fiir Kopplungs-

“Siche dazu Abschnitt 3.4.1.

19 Hall-Sensoren sind stromdurchflossene Leiter, die in einem senkrecht zur Stromrichtung verlaufenden Magnetfeld
eine Ausgangsspannung liefern. Diese Spannung tritt senkrecht zur Stromfluss- sowie zur Magnetfeldrichtung auf
und ist proportional zum Produkt aus magnetischer Flussdichte und Strom.

"'Der Riesenmagnetowiderstand (GMR) tritt in Strukturen auf, die sich durch abwechselnde magnetische und nicht-
magnetische Lagen mit einer Dicke von wenigen Nanometern auszeichnen. Die Orientierung der Magnetisierung in
den benachbarten Schichten bestimmt den elektrischen Widerstand der Struktur. Bei einer antiparallelen Ausrich-
tung ist der Widerstand deutlich hoher als bei einer parallelen Ausrichtung. Bereits kleine Anderungen des duferen
Feldes konnen die Orientierung der Magnetisierung dndern.

"?Ein magnetisch induktiver Effekt (GMT) tritt bei weichmagnetischen Drihten auf. Dabei éndert sich der Wechsel-
stromwiderstand (die Impedanz) des Drahtes unter Einfluss eines dufieren Magnetfeldes.
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Abbildung 1.2: Prinzipieller Aufbau zur verbesserten Analyse und Cha-
rakterisierung von MNP durch Zusammenfiihren von Trennverfahren und
Detektoren mit einem magnetischen Online-Detektor (neues Kopplungsver-
fahren).

verfahren anhand der Trennung von unterschiedlichen MNP-Systemen demonstriert werden. Im
Mittelpunkt steht dabei der Zusammenhang zwischen Magnetismus und Grofe der MNP. Dariiber
hinaus soll gekldrt werden, ob eine Verbesserung der MPI-Signaleigenschaften von MNP durch
Trennung nach hydrodynamischer GréRe (etablierte AF?) und insbesondere durch Trennung nach
dynamisch-magnetischem Moment (DMT) zu erzielen ist. Dazu werden in dieser Arbeit zwei Kopp-
lungsverfahren entwickelt, deren schematischer Aufbau in Abbildung 1.2 dargestellt ist.

In Kapitel 2 werden die physikalischen Grundlagen zum Versténdnis des Magnetismus von MNP
vermittelt. Dariiber hinaus werden die grundlegenden Prinzipien der verwendeten Verfahren zur
messtechnischen Charakterisierung und Trennung von MNP vorgestellt. Weiterhin ist die Bestim-
mung der Messunsicherheit mit Bezug auf die Entwicklung des Online-MPS-Detektors Inhalt des
ersten Kapitels.

Die MNP- und Messsysteme sowie das System zur AF*, die in dieser Arbeit zum Einsatz kommen,
werden in Kapitel 3 beschrieben. Ebenso erfolgt an dieser Stelle die Vorstellung des verwendeten
Fertigungsverfahrens fiir die Flusszelle des Online-MPS-Detektors.

Kapitel 4 beinhaltet die Ergebnisse der Modellierung des MPS-Signals in Abhéngigkeit relevanter
Struktureigenschaften, um experimentelle Ergebnisse interpretieren und bewerten zu kénnen sowie
Riickschliisse auf die Sensitivitidt des Messverfahrens ziehen zu kénnen, die fiir eine konstruktive
Umsetzung der Online-Option der MPS-Messung von Bedeutung sind. Zusétzlich erfolgt die Model-
lierung der DMT mit dem Ziel geeignete Prozessparameter fiir diese Art der Trennung zu definieren.
Kapitel 5 beschreibt die Entwicklung einer Flusszelle fiir ein bestehendes MPS-Gerét, um Online-
Messungen bei der Trennung zu ermoglichen.

In Kapitel 6 werden die allgemeinen Leistungsmerkmale des Online-MPS-Detektors bestimmt.
Aufgrund der hohen Verdiinnung der Proben bei der Trennung wird fiir eine valide Interpretation
der Messergebnisse eine Messunsicherheitsanalyse vorgenommen.

Das Kapitel 7 beinhaltet die hardware- und softwaretechnische Integration des Online-MPS-Detek-
tors in ein chromatographisches Analysesystem mit einer detaillierten Darstellung von Steuerung,
Datenerfassung sowie Bearbeitung der Messdaten.

Die Demonstration der Leistungsfihigkeit des neuen Online-MPS-Detektors fiir die praparative und
analytische Trennung erfolgt in Kapitel 8 fiir fiinf unterschiedliche MNP-Systeme.

Die Zusammenfassung der wesentlichen Erkenntnisse und ein Ausblick in Kapitel 9 schliefsen die
Arbeit ab.
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2 Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden zu Beginn die theoretischen Grundlagen fiir das Verstédndnis des Ma-
gnetismus der magnetischen Nanopartikel (MNP) vorgestellt. Im Hinblick auf die messtechnische
Charakterisierung der MNP erfolgt im weiteren Verlauf die physikalische Beschreibung der verwen-
deten magnetischen und optischen Methoden. Zusétzlich werden eine allgemeine Beschreibung der
Trennung von Nanopartikeln vorgestellt sowie Effekte erldutert, die das Trennergebnis zusétzlich
beeinflussen kénnen. Im letzten Abschnitt wird der Ablauf der Messunsicherheitsbetrachtung er-
klart.

Da in einigen Priméarquellen und Biichern andere Einheiten zu finden sind (wie z.B. aus dem cgs-
System), sei gleich zu Beginn dieser Arbeit darauf hingewiesen, dass im Folgenden alle verwendeten
Einheiten sowie Schreibweisen und Darstellungsformen nach dem internationalen Einheitensystem
(SI) ausgefiihrt sind!3.

2.1 Magnetismus und magnetische Materialien

Magnetische Felder

Die Entstehung eines magnetischen Feldes wird allgemein auf die Bewegung von Ladungstrigern
zuriickgefiihrt. So kénnen z.B. einige magnetische Erscheinungen mit der Rotationsbewegung von
Elektronen auf atomarer Ebene erklirt werden'®. Im Makroskopischen ist die Entstehung des Ma-
gnetfeldes unmittelbar mit dem erzeugenden Strom verkniipft. Das geschlossene Linienintegral der
magnetischen Feldstdrke H entspricht dabei genau dem Strom I, den es umfasst (Ampéresches
Gesetz):

%H ds = 1. (2.1)

Die Einheit ist daher A/m. Um hohe Feldstérken zu erreichen, konnen stromdurchflossene Leiter
zu einer langen Zylinderspule gewickelt werden. Die Feldstérke H im Inneren der Spule in Richtung
der Spulenléngsachse kann mit Gleichung (2.1) naherungsweise berechnet werden:

NI

H
l

(2.2)

*Das internationale Einheitensystem (SI) ist in der Normenreihe ISO/TEC 80000 vertffentlicht.

14 Auf atomarer Ebene tragen hauptsichlich die Bewegungen der Elektronen zur Entstehung von magnetischen Feldern
bei. Dabei handelt es sich zum einen um die Eigenrotation und zum anderen um die translatorische Bahnbewegung
des Elektrons im Atom. Je nach Konfiguration der Elektronen im Atom kénnen sich die erzeugten Felder nach
aufen komplett kompensieren [82].

7
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8 2.1. Magnetismus und magnetische Materialien

Dabei ist N die Windungsanzahl und [ die Lénge der Zylinderspule. Bei geniigend grofsem Abstand
zur Spule entspricht das erzeugte Feldmuster aufserhalb der Spule dem eines punktférmigen magne-
tischen Dipols. Das klassische Bild eines Ampéreschen Kreisstroms I, der die Flidche A einschlieft,
wird demzufolge auch zur Erkldrung fiir das Zustandekommen magnetischer Dipole verwendet. Die
Stirke eines magnetischen Dipols, das magnetische Moment p, hat die Einheit Am? und berechnet
sich wie folgt:

pn=1A. (2.3)

Das magnetische Moment der Spule ist dann die Summe der magnetischen Momente der N Win-
dungen.

Das sog. Streufeld Hg, das ein Punktdipol mit magnetischem Moment p an einem Ort mit Abstand
s erzeugt, ist gegeben durch:

(-
4z |sf?

[2cos (0,.) €5 + sin (0,s) €g,,. ] ; (2.4)

mit 0, als jenem Winkel zwischen den Vektoren p und s. Es sei im Kontext dieser Arbeit ange-
merkt, dass die Gleichung (2.4) fiir eine magnetisierte Kugel mit dem Radius ri fiir s > rx ebenfalls
giiltig ist.

Da die erwidhnten Ladungsbewegungen auf atomarer Ebene auch als klassische Kreisstrome aufge-
fasst werden konnen, wird deutlich, weshalb auch Atome ein effektives magnetisches Moment p,
aufweisen. Das magnetische Moment p eines makroskopischen Korpers ergibt sich dann aus der
vektoriellen Summe aller enthaltenen atomaren magnetischen Momente ) p,. Diese erzeugen im
Volumen des makroskopischen Korpers ein Magnetfeld. Die Grofe dieses Magnetfeldes wird als ma-
gnetisches Moment pro Volumeneinheit definiert und erhélt die Bezeichnung Magnetisierung M mit
der Einheit A/m:

1
M= ZV: 1, (2.5)

Im praktischen Anwendungsfall ist es hiufig einfacher die Masse eines Kérpers zu bestimmen und
somit das magnetische Moment pro Masse bzw. die Massenmagnetisierung mit der Einheit Am? /kg
zu ermitteln.

Bei einer zufilligen Orientierung der atomaren magnetischen Momente (Gleichverteilung) ist nach
auflen keine Magnetisierung feststellbar. In einem Feld der Stédrke H konnen die atomaren magne-
tischen Momente jedoch ausgerichtet werden. Bei maximaler Ausrichtung aller atomaren magne-
tischen Momente ist die Sattigungsmagnetisierung Mg erreicht. Das induzierte magnetische Feld B
(bzw. ugs. das Magnetfeld'®) ist durch folgende Beziehung gegeben:

B =y (H+M). (2.6)

Dabei ist pp die magnetische Feldkonstante, die sich aus der Definition der Stromstéirke ergibt
(o = 47 - 1077 Tm/A).

Im Experiment werden grundsétzlich Proben mit endlicher Ausdehnung untersucht. Daher miissen
Randeffekte beriicksichtigt werden, denn an der Oberfliche solcher Proben weist die Magnetisierung
eine Diskontinuitidt auf. Diese entsteht, da die atomaren magnetischen Momente dort ungepaart

15Tm weiteren Verlauf dieser Arbeit wird die magnetische Induktion B als Magnetfeld bezeichnet.

https://doi.org/10.7795/110.20250911



Kapitel 2. Theoretische Grundlagen 9

auftreten. Das von den Polen ausgehende dipolare Feld wird Entmagnetisierungsfeld
Hy = —-NgM (2.7)

genannt. Dies wirkt dem angelegten Feld H entgegen [83]. Der Entmagnetisierungstensor Ny ist
abhéngig von der jeweiligen Probenform. Bei paralleler Ausrichtung von H und M entspricht der
Entmagnetisierungstensor Ng einer skalaren Grofe, deren Wert fiir Rotationsellipsoide entlang der
Ellipsoidachsen berechnet werden kann (siehe Anhang A.3.1) [84] und fiir eine Kugel den Wert
N = 1/3 annimt. Fiir die meisten einfachen Probenkérper kann ein numerischer Wert fiir Ny ta-
belliert werden [85, 86]. Soll die Magnetisierung M einer Probe ermittelt werden, muss daher eine
Entmagnetisierungskorrektur fiir das interne Feld H; = H 4+ Hy der Probe vorgenommen werden
[87]. Allerdings ist nach Gleichung (2.7) die Korrektur nur fiir Proben mit hoher Magnetisierung
erforderlich (88, 89].

Magnetische Krifte

Sowohl im Makroskopischen, als auch im Mikroskopischen (auf atomarer Ebene) beruhen die meis-
ten magnetischen Effekte auf der Wechselwirkung magnetischer Momente untereinander oder mit
dufseren Feldern. Gelangt z.B. ein magnetisches Moment in ein inhomogenes duferes Magnetfeld, so
erfahrt es die Kraft

Fn=-(n-V)B, (2.8)

die versucht, das MNP in die Richtung des grofiten Gradienten zu bewegen. In einem homogenen
statischen Magnetfeld ist daher die parallele Ausrichtung von p und B der energetisch giinstigere
Zustand. Liegt diese nicht vor, wirkt das Drehmoment

Tyt =1 X B, (2.9)

das das magnetische Moment in Richtung des duferen Feldes B (parallele Ausrichtung) zu drehen
versucht'®. Somit veriindern dukere homogene Felder lediglich die Orientierung der Momente, wo-
hingegen inhomogene Felder zu einer gerichteten Bewegung der Momente fithren konnen.

Magnetische Materialien

Materialien verhalten sich in einem &uferen Magnetfeld dia-, para-, ferro-, ferri- bzw. antiferroma-
gnetisch. Fiir die meisten Materialien wird ein linearer Zusammenhang zwischen der Feldstirke H
und der induzierten Magnetisierung M gemessen.

M = yH. (2.10)

Dieser Zusammenhang ist bei dia-!" (antiparallele Ausrichtung; Y < 0) und paramagnetischen
Materialien'® (parallele Ausrichtung der Momente; x > 0) zu beobachten. Beim Dia- und Para-

%Da die elementaren magnetischen Dipole an einen Drehimpuls L gekoppelt sind, bewirkt das Drehmoment T eine
Prézession des Dipols um die Feldachse B. Aus der Bewegungsgleichung des Kreisels ergibt sich die Prazession mit
der charakteristischen Lamorfrequenz w = 27 f =~ B.

17Spin- und Bahnmomente kompensieren sich in Diamagneten komplett. In einem #uReren Magnetfeld wirkt nach
Gleichung (2.9) ein Drehmoment auf das Bahnmoment, welches aufgrund seines Drehimpulses zu prizidieren be-
ginnt. Diese Bewegung entspricht wiederum einem induzierten Strom, der nach der Lenz’schen Regel ein Magnetfeld
erzeugt, das dem externen Feld entgegenwirkt.

18 paramagnetismus tritt auf, wenn Atome oder Tonen ungepaarte Elektronen und damit ein magnetisches Nettomo-
ment besitzen. Die thermische Energie behindert die Ausrichtung in einem Magnetfeld, so dass erst bei sehr hohen
Feldern eine magnetische Sattigung eintritt.
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10 2.1. Magnetismus und magnetische Materialien

magnetismus sind die beobachteten magnetischen Momente eine Folge des dufseren Magnetfeldes.
Dagegen wird der Ferro-, Ferri- und Aniferromagnetimus durch zusitzliche kooperative Effekte!
veruracht, da die atomaren magnetischen Momente iiber die sog. Austauschkopplung wechselwir-
ken. Unterhalb der sog. Curie-Temperatur?® bauen sich Bereiche mit einer permanenten spontanen
Magnetisierung auf, die Weiff’sche Bezirke genannt werden [90]. Im entmagnetisierten Zustand ist
nach aufsen jedoch keine Nettomagnetisierung messbar, da sich die einzelnen Domé&nen-Momente
durch eine zuféllige Anordnung aufheben.

Eine besondere Materialklasse bilden Ensemble von magnetischen Nanopartikeln (MNP), in denen
jeder Partikel aus nur einer Doméne besteht und somit nach aufen ein grofes magnetisches Moment
aufweist. Im Vergleich zu Paramagneten reichen schon sehr kleine externe Felder aus, um eine hohe
Nettomagnetisierung des MNP-Ensembles zu erzeugen. Die thermische Energie der MNP wirkt die-
ser Ausrichtung durch das externe Magnetfeld entgegen, so dass keine remanente Magnetisierung?'
verbleibt. Darum wird dieses Verhalten Superparamagnetismus genannt.

Kollektiver Magnetismus

Fiir die thermodynamische Beschreibung von Systemen ist die freie Enthalpie?? G sehr hilfreich.
Sie dient als Mafs fiir die Triebkraft von Reaktionen und Umbildungsprozessen und wird spéter
auch bei der Beschreibung der Trennung von MNP verwendet. Bei konstantem Druck und gleich-
bleibender Temperatur beschreibt sie jenen Teil der Gesamtenergie, der Arbeit verrichten kann.
Eine Zustandsdnderung in einem geschlossenen System erfolgt demzufolge spontan, wenn daraus
eine Abnahme der freien Enthalpie folgt; d.h. wenn gilt:

dGg < 0. (2.11)

Bei der Beschreibung magnetisch geordneter Materialien kann der betrachtete magnetische Korper
des Volumens V' als Kontinuum aufgefasst werden; d.h. es werden nicht die einzelnen elementaren
magnetischen Momente betrachtet, sondern die iiber ein Volumenelement gemittelte Magnetisierung
M. Die freie Enthalpie Gg setzt sich fiir ein MNP-System aus den folgenden Energiebeitrigen
zusammen:

Austauschenergie

Die magnetische Austauschenergie resultiert aus der kurzreichweitigen quantenmechanischen Aus-
tauschwechselwirkung, die zu einer Kopplung benachbarter atomarer magnetischer Momente fiihrt
[91]. In ferro- und ferrimagnetischen Materialien hat dies eine parallele Ausrichtung der atomaren
magnetischen Momente zur Folge, denn eine Abweichung von diesem homogenen Magnetisierungs-
zustand ist mit einer Energieerhdhung um

Eaw = AAW/[VeM]2 av (2.12)

!9Bei einer ferromagnetischen Ordnung ist die Ausrichtung benachbarter Momente in einer Domine parallel. Die
antiferromagnetische Ordnung zeichnet eine paarweise antiparallele Ausrichtung der Momente aus, die sich somit
kompensieren. Verbleibt trotz antiparalleler Ausrichtung benachbarter Momente noch eine von Null verschiedene
spontane Magnetisierung der Doméne, spricht man vom Ferrimagnetismus.

2ODie Curie-Temperatur ist eine materialspezifische Grofe zur Beschreibung des reversiblen Phaseniibergangs von
ferro- und ferrimagnetischen Stoffen zum paramagnetischen Verhalten. Fiir Magnetit liegt die Curie-Temperatur
bei 578°C und fiir Magh&dmit bei etwa 645°C.

*'Dieser Zusammenhang gilt im Speziellen nur unterhalb der sog. blocking-Temperatur.

221n englischsprachiger Literatur wird die freie Enthalpie als Gibbs’sche freie Energie bezeichnet.

https://doi.org/10.7795/110.20250911



Kapitel 2. Theoretische Grundlagen 11

verbunden. Dabei ist ey = M/M ein Einheitsvektor, der die lokale Magnetisierungsrichtung be-
schreibt und A4y die Austauschkonstante, die die innere atomare Struktur des MNP widerspiegelt
[82, 92]. In MNP resultiert aus dieser Kopplung das grofe magnetische Moment.

Zeeman-Energie

Sie wird durch die Wechselwirkung der Magnetisierung mit dem duferen Magnetfeld hervorgerufen
und liefert den Energieaufwand fiir die Drehung eines magnetischen Moments um den Winkel 6,
(zwischen Magnetfeldrichtung und magnetischem Moment):

Erag = —,uO/MH dV = -—nB = —puBcos(6,). (2.13)
1%

Die Energie ist minimal, wenn p parallel zu B ist und maximal bei senkre hter Orientierung.

Streufeldenergie

Die Magnetisierung einer Probe erzeugt selbst ein Feld mit der Streufeldenergie Eq4 (siehe Gleichung
(2.7) und (2.4)). Die Ursache liegt in der langreichweitigen Dipol-Dipol-Wechselwirkungsenergie Eqq
zwischen zwei magnetischen Momenten (j1; und ;) im Abstand r;; zueinander.

FEaa = —pon; - Hi (i) (2.14)

Die Streufeldenergie ergibt sich folglich aus der Summe der Einzelenergien und kann durch Integra-
tion iiber das Volumen der magnetisierten Probe ermittelt werden??:

1 1
Ey = _EMO/MHd dV = —EMOMMSNCOS ((9“), (2.15)
\%4

wobei der Faktor 1/2 eingefiihrt wird, da die dipolare Wechselwirkung zwischen zwei Momenten
nur einmal zu beriicksichtigen ist [92]|. Fiir eine Kugel, die entlang einer der drei Hauptachsen
magnetisiert ist, vereinfacht sich Gleichung (2.15) zu: Eq = —%,uOVMSQ.

Anisotropieenergie

Neben der Austauschenergie ist auch die Anisotropieenergie Fn quantenmechanischen Ursprungs
und héngt von der Wechselwirkung der elementaren magnetischen Momente ab [91]. Sie spiegelt
die Symmetrien des zugrundeliegenden Kristallgitters, der Form und Oberfliche des MNP wider
[82, 83, 93], so dass durch die magnetische Anisotropie in einem Material eine oder mehrere Ma-
gnetisierungsachsen, die sog. magnetisch leichten Achsen, energetisch bevorzugt sind. Um die Ma-
gnetisierung aus dieser Vorzugsrichtung zu drehen, muss Fj aufgewendet werden. Fiir die spétere
Beschreibung von magnetischen Partikeln aus Magnetit und Magh&mit ist es in vielen Fallen ausrei-
chend, von einer (effektiven) uniaxialen Anisotropie auszugehen (siehe Anhang A.3.2). Diese wird im
Wesentlichen durch die Form des Partikels und das damit verbundene Entmagnetisierungsfeld (siehe
Gleichung (2.7)) bestimmt. Fiir Es von Rotationsellipsoiden mit dem Entmagnetisierungsfaktor N,
in Richtung der langen Achse ist Ez gegeben durch:

Ep = % (1 —3N.) M§Vi sin® (6,) = K Vi sin® (6,,) - (2.16)

*3Eine andere Moglichkeit die magnetostatische Streufeldenergie zu berechnen, ist die Integration iiber das Volumen
aufserhalb der magnetisierten Probe: Fq = %po J HE dV.

aufien
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12 2.2. Kolloidale Dispersionen magnetischer Nanopartikel

Tabelle 2.1: Magnetische Eigenschaften verschiede-
ner Materialien bei 7' = 300 K (nach [94]).

Name Verhiltnisformel Ms Aaw
kA/m pJ/m
Cobalt Co 1430 35
Eisen Fe 1710 15
Magnetit Fe304 480 13
Maghémit  -Fez03 380 10

Dabei ist 6, der Winkel zwischen Magnetisierungsrichtung und Hauptachse z und K ist die uniaxiale
Anisotropiekonstante. Fiir Magnetit iiberwiegt die Formanisotropie gegeniiber der Kristallanisotro-
pie bereits, wenn das Achsenverhéltnis pa = 1.03 ist; d.h. die z-Hauptachse etwa 3% léanger ist als
die kiirzere Achse (siehe Abschnitt A.3.2 im Anhang). Die uniaxiale Anisotropie Ex kann mithilfe
der Sattigungsmagnetisierung Mg auch als ein Anisotropiefeld Hyk ausgedriickt werden:

2K

Hg = .
o Ms

(2.17)

Die notwendigen Materialeigenschaften zur Beschreibung der genannten Energiebeitrige sind fiir
gangige Materialien von magnetischen Nanopartikeln (MNP) in Tabelle 2.1 zusammengefasst.

2.2 Kolloidale Dispersionen magnetischer Nanopartikel

Das Wort Kolloid ist bereits 1861 von Graham geprigt worden, der leimartige Substanzen (von
griechisch kK6A\a, Leim) untersuchte. Es war die von ihm entwickelte Trennmethode, die Dialyse,
die es ihm ermdoglichte, die gemeinsamen Eigenschaften kolloidaler Lésungen zu erkennen und zu
charakterisieren [95]. Die irrtiimliche Annahme, dass der kolloidale Zustand eine Eigenschaft be-
stimmter Stoffe darstellt, ist abgeldst worden durch die heutige Anschauung, dass es sich um einen
besonderen stofflichen Verteilungszustand der Materie handelt. Ein wichtiges Charakteristikum ist
daher die Grofse der Teilchen der dispersen Phase, die zwischen 1 nm und 1000 nm liegt. Die untere
Grenze ergibt sich aus der Uberlegung, dass unterhalb von 1 nm Teilchen und Losungsmittelmole-
kiile nicht mehr voneinander zu unterscheiden sind und die dispergierten Teilchen nicht mehr als
eigenstindige Phase betrachtet werden konnen. Als grobes Kriterium fiir die obere Grenze gilt die
Forderung, dass die Teilchen durch die Brownsche Bewegung in der Schwebe gehalten werden miis-
sen?*,

So zdhlen auch die Nanopartikel (in Suspensionen) zu den Kolloiden. Sie besitzen, wie alle Kolloi-
de, aufgrund ihrer Grofe andere physikalische Eigenschaften als grofsere Teilchen desselben Stoffs.
Besonderheiten treten z.B. in Bezug auf die optischen Eigenschaften auf (siehe dazu Abschitt 2.2.7)
oder im Magnetismus (siehe dazu Abschnitt 2.2.2). Dariiber hinaus ist das Verhéltnis von Ober-
fliche-zu-Volumen deutlich gréfler als bei makroskopischen Teilchen, weshalb zwischenmolekulare
Kréfte an der Phasengrenze grofe Bedeutung fiir die freie Enthalpie Gy des gesamten Systems be-
sitzen. So befinden sich Nanopartikel daher hiufig in einem thermodynamisch instabilen Zustand

241n der Definition der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) von 1971 werden Kolloide als
mikroskopisch heterogene Systeme bezeichnet, bei denen eine Komponente in einer Dimension eine Ausdehnung
zwischen 1 nm und 1000 nm aufweist.
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(z.B. Aggregation), dem durch eine geeignete Modifizierung der Partikeloberfliche entgegengege-
wirkt wird (siehe dazu Abschnitt 2.2.10).

2.2.1 Aufbau von magnetischen Nanopartikeln

MNP setzen sich aus einem magnetischen Kern und einer nichtmagnetischen (meist organischen)
Hiille zusammen. In der Biomedizin besteht der magnetische Kern dabei aus einem Eisenoxid. Von
den 16 bekannten Eisenoxid-Konfigurationen besitzen jedoch nur Magnetit und Maghidmit ausrei-
chend magnetische Eigenschaften, um sie attraktiv fiir eine biomedizinische Anwendung zu machen;
d.h. sie beriihrungslos manipulieren und detektieren zu konnen. Im Gegensatz zu anderen magne-
tischen Metallen wie Nickel, Eisen oder Kobalt weisen Magnetit und Maghdmit zudem eine viel
héhere Biovertriglichkeit auf und kénnen nach dem Abbau potentiell in den Kérpereisenpool iiber-
fithrt werden [96-98|. Bei MNP erfolgt durch die Reaktion mit Sauerstoff sehr hiufig die Umbildung
von Magnetit (Fe3O4) zu Maghémit (7 —Fe203) (99, 100], so dass bei Nanopartikelsynthesen haufig
Mischkristalle aus Magnetit und Maghémit entstehen?>.

Fiir biomedizinische Zwecke werden die MNP zusédtzlich mit einer Hiille ausgestattet. Einerseits hélt
diese die magnetischen Kerne auf Abstand und reduziert somit die magnetische Wechselwirkung,
die ansonsten zu einer Aggregation der MNP fithren wiirde. So kann durch Polymerbeschichtun-
gen (z.B. Dextran, Stirke, Polyethylenglycol) eine sterische (mechanische) Abstofung hervorrufen
werden. Die Beschichtung mit monomeren Molekiilen (z.B. Polycarbonsduren, Aminoséuren, Ami-
noalkohole) fiithrt dagegen zu einer Oberflichenladung und somit zu einer Stabilisierung iiber eine
elektrostatische Abstofung [101]. Andererseits konnen an der Hiille Molekiile mit medizinischen
Wirkstoffen oder Liganden zur Bindung an ein spezifisches Ziel angebracht sein.

Mithilfe geeigneter Synthesewege ist es moglich, MNP mit unterschiedlichen Morphologien (Form,

(a) (b) (<)
O
iy
WY 24
K N\ WA
2:(:}}";‘:;"; S
dhyd

Abbildung 2.1: Aufbau von MNP unterschiedlicher Konfiguration. a) Ein-
kern-MNP bestehen aus einem magnetischen Kern der Grofse di. Da die ato-
maren magnetischen Momente (weife Pfeile) aufgrund der Austauschwech-
selwirkung gekoppelt sind und eine einheitliche Orientierung aufweisen, er-
gibt sich ein permanentes Gesamtmoment (schwarzer Pfeil) fiir den Partikel.
b) Multikern-MNP bestehen aus mehreren Einkern-MNP, deren Gesamtmo-
mente (schwarze Pfeile) unterschiedliche Orientierungen aufweisen konnen.
c) Die in dieser Arbeit eingesetzten magnetischen Beads bestehen aus einer
schwachmagnetischen Matrix, in die Einkern-MNP eingebettet sind. Bei der
Herstellung wird eine homogene Verteilung angestrebt.

%Die Phasenzusammensetzung der Mischkristalle kann z.B. mit der Mdfbauer-Spektroskopie, Nahinfrarotspektro-
skopie oder der Differentialthermoanalyse untersucht werden.
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14 2.2. Kolloidale Dispersionen magnetischer Nanopartikel

Groke, Kristallstruktur) und Oberflicheneigenschaften herzustellen [7, 102-106]. Dariiber hinaus
werden neben den einfachen Einkern-MNP (Abbildung 2.1a), bestehend aus einem Kern mit Hiille,
auch weitaus komplexere Konfigurationen von MNP hergestellt. Von diesen sind im Kontext die-
ser Arbeit die Multikern-MNP (feste Zusammenlagerung von Einkern-MNP, Abbildung 2.1b) und
magnetischen Beads (moglichst wechselwirkungsfreie Verteilung von Einkern-MNP in einer Matrix,
Abbildung 2.1c¢) zu nennen.

Reale Ensemble von MNP weisen i.d.R. eine Verteilung der Kerngrofen dix auf. Diese wird iiblicher-
weise mit einer logarithmischen Normalverteilung beschrieben% [108, 109]. Die Grofenverteilungs-
dichtefunktion p (d) mit dem Median d und der Standardabweichung o des natiirlichen Logarithmus

. (4/4) (2.18)

—e )
V2rod P 202

ist gegeben durch:

2.2.2 Magnetisches Moment eines Nanopartikels

Zur Beschreibung des magnetischen Verhaltens von MNP wird in den meisten Modellen von einer
Eindomé&nen-Struktur der MNP ausgegangen, bei der alle atomaren magnetischen Momente in einem
Partikel iiber die Austauschwechselwirkung (siehe Gleichung(2.12)) einheitlich ausgerichtet sind
(siehe Abbildung 2.1a). Das magnetische Moment kann fiir solche homogen-magnetisierten MNP
aus dem Partikeldurchmesser dk einer dquivalenten Kugel und der Séttigungsmagnetisierung Mg
des Materials wie folgt berechnet werden:

T
p="Ms o .. (2.19)

Fiir grofe Absténde zwischen den einzelnen Partikeln kann somit das magnetische Moment p ent-
sprechend Gleichung (2.19) auf die Grofse der MNP projiziert werden, die als effektiver magnetischer
Durchmesser dk m bezeichnet wird.

Der Aufbau von MNP weicht aber in vielen Féllen von der homogenen Idealstruktur ab; z.B. wenn
magnetisch ungeordnete Bereiche?” oder stabile Agglomerate aus mehreren Partikeln (Multikern-
MNP oder engl. cluster) vorliegen. Dadurch kénnen der geometrische Kerndurchmesser dg und der
effektive magnetische Durchmesser dk r, divergieren [32]. Es wird angenommen, dass fiir kompakte
Multikern-MNP aufgrund der kurzreichweitigen Austauschwechselwirkung (Gleichung (2.12)) die
Momente der Einzelkerne eine Parallelstellung bevorzugen und das Gesamtmoment mit der Anzahl
der Einzelkerne Ngx zunimmt [26, 110, 111]. In lockeren Aggregaten von Einzelkernen dominiert
dagegen die langreichweitige Dipol-Dipol-Wechselwirkung, die zu einer unterschiedlichen Ausrich-
tung der Einzelmomente fithren kann. Numerische Berechnungen der Dipol-Dipol-Wechselwirkung
in Multikern-MNP mit zufélliger Orientierung der Einzelkernmomente ppx haben ergeben, dass
das effektive magnetische Moment uyix solcher Strukturen von der Anzahl der Einzelkerne Npk
abhéngt. Fiir den Bereich kleiner Felder, d.h. 4 B < kp T, wird eine analytische Formel fiir das

26Vereinzelt werden auch Gauf-Verteilungen oder asymmetrische Gammaverteilungen zur Beschreibung der GroRen-
verteilung von Nanopartikeln verwendet [107].

*"Es fiihren z.B. verkantete Spins am Partikelrand zu magnetisch ungeordneten Bereichen. Diese verkanteten Spins
entstehen durch fehlende néchste Nachbarn oder Leerstellen in der Kristallstruktur.
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effektive magnetische Moment eines Multikern-MNP aufgestellt [112]:

pvik = \/ Nek ik

Dabei ist kg die Boltzmann-Konstante (kg = 1.380 648 52(79) - 10723 J/K) und T die Temperatur.
Ohne #uReres Feld ist das Gesamtmoment eines Multikern-MNP daher durch pyvk = NEK HEK =
VNgx Mg Vi ek gegeben. Das magnetische Moment pro Volumen ist fiir ein Multikern-MNP daher
entsprechend kleiner als fiir einen homogen-magnetisierten MNP des gleichen Volumens.

1+

Npx — 1 B\?
EK (HEK > . (2.20)

2 kg T

2.2.3 Quasistatisches Magnetisierungsverhalten eines MNP-Ensembles

Das Magnetisierungsverhalten eines Ensembles von wechselwirkungsfreien, isotropen MNP (d.h.
ohne Anisotropieenergie) kann iiber die Boltzmann-Statistik berechnet werden. Ohne duferes Feld
sind die magnetischen Momente aufgrund der thermischen Energie zuféllig ausgerichtet und weisen
keine Nettomagnetisierung auf. In einem dufseren Magnetfeld drehen sich die einzelnen magnetischen
Momente durch die Zeeman-Energie Ep,,, (siehe Gleichung (2.13)) gegen die thermische Energie
FEin in Feldrichtung, so dass sich im thermodynamischen Gleichgewicht die Magnetisierung M fiir
den Winkel 6 einstellen wird:

o cos (0) exp Lmag ) 40
M£ = (cos (0)) = ’ - = (a Zth > . (2.21)
’ Ji exp (%) a0

Die Integration iiber den Raumwinkel 2 = 0 bis 7 ergibt die Magnetisierung M — bezogen auf die
Séttigungsmagnetisierung Mg — und fithrt auf die sog. Langevin-Funktion £ (&) [113]:

M 1

Emeg _ 1B _ ViMsB
Em  ksT  ksT

(2.22)

mit &y =

mit dem Parameter &y, der sich aus dem Verhaltnis von Feldenergie Emae zu thermischer Energie
E}y, ergibt. Der Verlauf der Magnetisierung ist daher schon bei kleinen Feldern nichtlinear und fiir

1.0 —— —T Abbildung 2.2: Verlauf der Magnetisierung M /Mg in
: Abhéngigkeit des Langevin-Paramters &y, .
05F =
0 . 1

= 00

S . _
05 =
-lob——1L— |

-:10 -5 0 5 10
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16 2.2. Kolloidale Dispersionen magnetischer Nanopartikel

kleine Magnetfelder H — 0 iiber eine Anfangssuszeptibilitidt o definiert:

oM

= — . (2.23)
oH H—0

X0

2.2.4 Richtungsabhingigkeit der Magnetisierung von magnetischen Nanoparti-
keln

Stoner und Wohlfarth haben 1948 ein Modell entwickelt, mit dem sich auch das Magnetisierungsver-
halten von anisotropen MNP beschreiben lisst [83, 114], indem Anisotropieenergie Ex und Zeeman-
Energie Ep,g beriicksichtigt werden:

Eges = KVi sin? (0, — ¢,,) — uBcos (0,,) . (2.24)

Die Orientierungsdifferenz zwischen magnetischem Moment p und dufserem Magnetfeld B wird
durch den Winkel 6, beschrieben, wogegen ¢, der Winkel zwischen leichter Achse und magnetischem
Moment p ist. Fiir den einfachen Fall, dass das dufsere Magnetfeld parallel zur leichten Achse
ausgerichtet ist, existieren zwei Energieminima (dFEges/df, = 0) bei 6, = 0 und 6, = 7 sowie ein
Maximum bei cos (0,) = —H/Hg. Um von einem Minimum in das andere zu gelangen bzw. von der
antiparallelen in die parallele Ausrichtung zum Magnetfeld, muss die Energiebarriere

AEges = Eges (cos (0,,) = —H/Hx) — Eyes (0, = 7) = KV (1 — h)? (2.25)

mit h = H/Hg tiberwunden werden. In diesem Zusammenhang wird Hk auch als das maximal
mikroskopische Koerzitivfeld verstanden?®.

Abbildung 2.3 zeigt Eges als Funktion des Winkels 6, fiir verschiedene Feldstéirken des reduzierten
Feldes h. Abhéngig vom angelegten Feld dndert sich die Hohe der Energiebarriere AFE zwischen
den beiden Minima bzw. verschwindet?® fiir |h| > 1. Fiir |h| < 1 muss zur Ummagnetisierung

' ' Abbildung 2.3: Abhingigkeit der Gesamtenergie fiir
verschiedene Felder h = H/Hg, wenn die leichte Achse
parallel zur Feldachse ausgerichtet ist. Fiir MNP mit der
Séttigungsmagnetisierung Mg = 420 kA /m und der Ani-
sotropiekonstanten K = 10 kJ/m? entspricht dies einem
externen Magnetfeld von B = h - 50 mT.

28Um die makroskopische Koerzitivfeldstirke (Hk) eines Ensembles von nicht-wechselwirkenden MNP zu erhalten,
muss iiber die zufillig verteilten Orientierungen ¢ gemittelt werden. Die makroskopische Koerzitivfeldstirke ist
daher reduziert (Hk) = 0.48Hk [114].

*Die charakteristische Zeit zur Ummagnetisierung wird durch die Spinprizessionszeit eines einzelnen elementaren
Momentes g im externen Magnetfeld B bestimmt: 7spin = g 277/ (uB). Dabei ist i = 6.626-107>* Js das Plancksche
Wirkungsquantum und g der Landé-Faktor (Elektron: g ~ —2).
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die Energiebarriere {iberwunden werden. Dies kann z.B. iiber Aktivierung mithilfe der thermischen
Energie Fyy, stattfinden’.

2.2.5 Magnetische Relaxation

In Abschnitt 2.2.4 ist bereits die thermisch aktivierte Ummagnetisierung erwahnt worden. Die Zeit
bis zum Erreichen des thermodynamischen Gleichgewichtzustandes der magnetischen Momente nach
Anderung der Richtung des Magnetfeldes wird als magnetische Relaxation bezeichnet. Dieser Pro-
zess wird fiir immobilisierte MNP, die nicht mechanisch rotieren koénnen, als Néel-Relaxation be-
zeichnet [116]. Kénnen MNP hingegen mechanisch rotieren, z.B. weil sie in einem Trigermedium
dispergiert sind, so unterliegen sie einem zuséitzlichen Relaxationsprozess, der als Brown-Relaxation
bezeichnet wird.

Néel-Relaxation

Das magnetische Moment von Eindom#nen-MNP mit uniaxialer Anisotropie kann zwei energe-
tisch stabile Ausrichtungen einnehmen: parallel oder antiparallel zur magnetisch leichten Ach-
se. Fiir eine Richtungsumkehr muss entsprechend Gleichung (2.25) eine Energiebarriere AFEgeg
iiberwunden werden, durch thermische Aktivierung FEip, deren Wahrscheinlichkeit proportional zu
exp (AEges/Eyp ) ist. Die Haufigkeit, mit der die magnetischen Momente A FEyes zu {iberwinden ver-
suchen, ist durch die Spinprazessionsfrequenz 7, 1 YeproHy des Elektrons (gyromagnetisches Ver-
hiltnis 7. = 1.76 - 101! 1/sT [117]) im Anisotropiefeld pugHyk des Festkorpers (z.B. im Partikel)
gegeben. Entsprechend der Theorie des Ubergangszustandes (engl. transition rate theory), hat Néel
1949 die nach ihm benannte Formel fiir die Relaxationszeit3! 7y = 79 exp (AEges/Eyn) formuliert
[116]. Einige Zeit spater im Jahr 1963 hat Brown eine genauere Losung angeboten, die auch Zustéin-
de zwischen den Potentialminima beriicksichtigt. Er nutzt dazu die Landau-Lifshitz- Gilbert (LLG)
Differentialgleichung, um die Bewegung des magnetischen Moments von einem Minimum in ein
anderes zu beschreiben. Die Eigenfunktionen Ap, dieser Gleichung fiir kleine und grofse Energiebar-
rieren fiihren zu den hiufig verwendeten Gleichungen fiir die Relaxationszeit 7y, die trotz Browns
Verdienste weiterhin als Néel-Relaxationszeit bezeichnet wird [118, 119]:

-1
™~ = 2Ag; TN,0

AF,
2(1—2om+ gmom) 2, F22 <1

Eth
mit A =4 27 Y2 0b? (1= h2) {(1+h)exp |—om (1 + h)? 2.26)
+(1—h)exp |—om (1 —h)?|}, LS 5 '

Eth
und 7N = (a_l + a) omTo &~ a_lamTo

und Om — KVK/(I{?BT) .

Der dimensionslose Dampfungsparameter « resuliert aus der LLG-Gleichung [120] und nimmt {ibli-
cherweise Werte im Bereich zwischen 0.01 und 0.1 an, weshalb die Naherungsgleichung zur Berech-

30Eine andere Moglichkeit ist das quantenmechanische Tunneln, da Teilchen an jedem Ort eine von Null verschiedene
Aufenthaltswahrscheinlichkeit besitzen und sich damit auch jenseits der Energiebarriere befinden diirfen [115].

31 Néel geht davon aus, dass die magnetischen Momente die Barriere AFEges nur in eine Richtung iiberwinden und
nicht in den Ausgangszustand zuriickfallen kénnen.
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18 2.2. Kolloidale Dispersionen magnetischer Nanopartikel

nung von 7 o geniigt32 [122, 123]. Der Nachteil dieser Gleichungen ist, dass keine analytische Form
existiert, die fiir alle Barrierenhéhen giiltig ist. Besonders im Bereich moderater Energiebarrieren
AFEyes/E, ~ 1 kann keine der beiden Losungen verwendet werden. Eine allgemeingiiltige Losung fiir
die Relaxationszeit liefert indes die Berechnung der mittleren Zeit bis zum Erreichen einer Schwelle
(engl. mean first passage time) fiir beide Potentialminima in Form eines endlichen Integrals (Losung
sieche Abbildung 2.4a). Eine umfassende Beschreibung und der Vergleich mit der Losung von Brown
ist im Buch von Gardiner [124] und in den Ubersichtsarbeiten von Coffey [119, 125] zu finden. Die
Formeln zur Berechnung sind im Anhang A.3.3 aufgefiihrt.

Brown-Relaxation

Die Brownsche Relaxation, die aus der Rotationsbewegung der Partikel resultiert, héingt vom Rota-
tionsdiffusionskoeffizienten Dg = 1/759 ab. Dieser ergibt sich aus dem Verhéltnis der thermischen
Energie Ei, zum Rotationsreibungskoeffizienten fr. Fiir sphérische Partikel, die in einem Tréger-
medium der Viskositdt 1 suspendiert sind, ist die Zeitkonstante fiir diesen Relaxationsprozess in
Abwesenheit eines dufseren Magnetfeldes daher gegeben durch:

SR 3Vhyan

_ _ , 9227
0= 0By~ kpT (2.27)

Das Volumen Vjyq unterscheidet sich in der Regel vom Kernvolumen Vi, da MNP iiblicherweise
von einer Stabilisierungsschicht der Dicke dir umgeben sind.

Wie die Néel-Relaxation, so wird auch die Relaxation nach Brown durch ein externes Magnetfeld
beeinflusst.

Die Zeitkonstante der feldabhingigen Brown-Relaxation, parallel zu einem externen Feld, ist von

(a) (b)
10* G E—
,F O MFPT-Ansatz gl
1070 g (1-hy>>1 - T
9 10° — g (1-hy’<<1 S 6t i
-~ 2 Feas_ ~ _ _
10"} ol d, =25nm
10° I 7=0.001 Pas ]
0 METErERTIT | METETEETTT | METETEETIT
2 1 0 1 2
10% 10 z:cl)- ) 0° 10 10° 10™ ; 10° 10"
0' -

m

Abbildung 2.4: a) Berechnung der Néel-Relaxationszeit mit den ana-
lytischen Formeln von Brown [118] (Linien) und mithilfe des Ansatzes
der mittleren Zeit bis zum Erreichen einer Schwelle [125] (MFPT-An-
satz, Symbole) in Abhiingigkeit der Energiebarriere oy, (1 — h)?. b)
Brownsche-Relaxationszeit in Abhéngigkeit des Langevin-Parameters
&m (Verhiltnis von Feldenergie zu thermischer Energie) fiir einen Na-
nopartikel mit dem Rotationsdiffusionskoeffizienten Dg = 0.175 MHz
(entspricht dpya = 25 nm).

*21n einer neueren Publikation von Fannin et al. [121] wird der Dampfungsparameter « experimentell bestimmt und
liegt zwischen 0.16 und 0.18. Dariiber hinaus wird eine Abhangigkeit des Dampfungsfaktors von der Partikelgrofe
und der Packungsdichte gefunden.
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Martsenyuk et al. [126] mithilfe der Effektivfeld-Methode ermittelt worden?®3.
Die feldabhéngige Brown-Relaxation (fiir thermisch blockierte MNP) in einem sinusoidalen Wech-
selfeld grofer Amplitude H = H,, sin (wt) (fiir &m < 20) ist durch Yoshida und Enpuku [127] mithilfe
der Fokker-Planck-Gleichung simuliert worden3*, woraus sie eine feldabhiingige Relaxationszeit ab-
leiten3?:
2\~Y2
8 =78 (1+0.07&) 7. (2.28)

Effektive magnetische Relaxation

In MNP-Suspensionen iiberlagern sich die beiden Relaxationsprozesse. Da die Zeitkonstante der
Brown-Relaxation 7p nur linear, die der Néel-Relaxation 7y hingegen exponentiell mit dem Parti-
kelvolumen zunimmt, dominiert ab einem hydrodynamischen Durchmesser von dpyq ~ 40 nm fast
ausschlieklich der schnellere Brown-Mechanismus. Da. MNP-Gréfenverteilungen hiufig den Uber-
gangsbereich beider Prozesse iiberdecken, ist es sinnvoll, die Relaxationsprozesse in einer effektiven
Zeitkonstante Teg zusammenzufassen:

Tg =Tty (2.29)

2.2.6 Dynamisches Magnetisierungsverhalten

Die Magnetisierung von MNP in Abhingigkeit eines statischen duferen Magnetfeldes ist in Ab-
schnitt 2.2.3 bereits beschrieben worden. Bei der Magnetpartikelspektroskopie (MPS) werden die
MNP durch ein harmonisch oszillierendes Magnetfeld H (t) = Hy, sin (wot) mit der Winkelfrequenz
wo = 27 fp und der Amplitude H, angeregt (siehe Abbildung 2.5a,b). Zur Beschreibung des MPS-
Signals kann zundchst der Sonderfall betrachtet werden, dass sich die magnetischen Momente stets
im thermodynamischen Gleichgewicht befinden.

Dynamisches Langevin-Modell fiir den Gleichgewichtsfall

Das dynamische Magnetisierungsverhalten von MNP kann fiir diesen einfachen Fall mithilfe des dy-
namischen Langevin-Modells mit dem zeitabhéngigen Langevin-Parameter &, (H(t)) beschrieben
werden (Gleichung (2.22)). Der resultierende Magnetisierungsverlauf M (t) entspricht aufgrund der
nicht-linearen Transferfunktion der MNP nicht mehr einem reinen Sinus (Abbildung 2.5¢) und kann
durch eine Fourier-Reihe ausgedriickt werden; also der Linearkombination von Sinusfunktionen mit
verschiedenen Frequenzen nwg (n € Z) und Amplituden (ay, b, € R):

N
M (t)eq = Z{an sin (nwot) + by cos (nwot)}. (2.30)

n=1

33Die Formel fiir die feldabhingige Brown-Relaxation nach Martsenyuk ist gegeben durch: 78 =

a0 d(In L (&m)) /d(In &m) =78 [€m — 2L (&m) = EmL7 (§m)] [£(Em)]

3 Yoshida und Enpuku simulierten zudem die Brown-Relaxation thermisch blockierter MNP infolge einer Sprung-
funktion der Amplitude H, und leiteten daraus eine Modellfunktion der feldabhingigen Brown-Relaxation ab:
™ =m0 (1+02162) "

35Auf eine Verfeinerung der Gleichung wird in der Arbeit von Ludwig et al. hingewiesen [28]: 78 =
780 (14 0.126 £57) 2,
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Abbildung 2.5: Signalentstehung bei der MPS. a) Ein sinusoidales Wechselfeld mit Amplitude B, =
25 mT und fo = 25 kHz wird erzeugt. b) Die Magnetisierungskurve der MNP (dg = 20 nm) weist
im Bereich der Anregung (weifser Bereich) ein nicht-lineares Verhalten auf. ¢) Die zeitliche Antwort
M (t),,, gleicht daher einer verzerrten Sinusschwingung. d) Das Messsignal (induzierte Spannung in einer
Spule) entspricht der zeitlichen Ableitung der Magnetisierungsantwort dMeq (¢) /dt. e) Die Fourier-
Transformation des Zeitsignals enthalt ausgeprigte ungerade Harmonische A, der Grundfrequenz f
(Balken). Zur besseren visuellen Darstellung der Spektren werden die Amplitudenwerte durch Symbole
dargestellt, die miteinander verbunden sind.

Die sog. Fourier-Koeffizienten a, und b, werden verwendet, um das komplexe Amplitudenspektrum
M, darzustellen (Abbildung 2.5¢):

Mn,eq = FAM (t)eq},, = an + ibn. (2.31)

Aufgrund der Punktsymmetrie der Magnetisierungskurve tragen ohne externes Offsetfeld nur die
ungeraden Harmonischen mit Koeffizienten a, zum Amplitudenspektrum bei. Das allgemeine Funk-
tionsprinzip ist in Abbildung 2.5 dargestellt. Dabei ist zu beachten, dass das eigentliche Messsignal
(induzierte Spannung in einer Spule) der zeitlichen Ableitung des Magnetisierungsverlaufs entspricht
(siehe Abbildung 2.5d). Ohne Kalibrierung des Messgerites wiirde daher eine lineare Verstirkung

der Harmonischen mit w resultieren.
Erweitertes Debye-Modell fiir den Nicht-Gleichgewichtsfall

Im Allgemeinen konnen die Momente der MNP aufgrund der beschriebenen Relaxations-Prozes-
se (siehe Kapitel 2.2.5) dem Wechselfeld nicht instantan folgen, so dass das Langevin-Modell zur
Beschreibung des dynamischen Magnetisierungsverhaltens nur bedingt geeignet ist (siehe dazu Ab-
schnitt 4.2.1). Eine umfassende Beschreibung des dynamischen Magnetisierungsverhaltens von MNP
wird erst durch die numerische Berechnung der stochastischen magnetischen Prozesse moglich. Die-
se Modelle (z.B. Fokker-Planck, Landau-Lifshitz-Gilbert, Felderhof) haben den Vorteil, dass sie
iiber einen weiten Parameterbereich (magnetische Felder, Umgebungsbedingungen etc.) giiltig sind
[118, 128-130]. Allerdings sind die Berechnungen sehr zeitaufwendig, da fiir ein Ensemble von MNP
iiber die einzelnen magnetischen Momente gemittelt werden muss [131-133]. Zur Beschreibung von
Messdaten ist die Verfiigbarkeit von einfachen analytischen Modellen hilfreich. Am bekanntesten ist
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die Effektivfeldmethode, die 1974 durch Martsenyuk et al. [126] eingefithrt worden ist, sowie das von
Debye entwickelte Debye-Modell aus dem Jahre 1929 [134]. Der Giiltigkeitsbereich der Effektivfeld-
methode beschrankt sich auf niedrige Frequenzen, wohingegen das Debye-Modell zunéchst nur den
linearen Magnetisierungsbereich abdeckt. Grund dafiir ist, dass in Gleichung (2.23) die Anfangssus-
zeptibilitédt xo lediglich durch komplexe Gewichtungsfaktoren o, (phasenrichtiger Realteil) und f
(phasenverschobener Imaginérteil) erweitert wird:

M (t) :XoHP{O‘X + Zﬂx}
mit = 1/{1 + (wrer)?} (2.32)
By = wer/{1 + (W)}

Rauwerdink und Weaver [135] sowie Ferguson et al. [136] verwenden einen simplen Ansatz, um
die nichtlineare Magnetisierung im Debye-Modell zu beriicksichtigen. Sie ersetzen xo durch die
zeitabhéngige Steigung xo (t) = dM/dH ~ M (t) eq /Hp. Daraus folgt fiir das Amplitudenspektrum
(entsprechend Gleichung (2.31)) [137]:

M, = (ay +iby) {o, + 1By}, (2.33)

Es gilt zu beachten, dass die eigentliche Messgrofe bei der Magnetpartikelspektroskopie (MPS) das
spektrale magnetische Moment u, = M,V ist.

Die Giiltigkeitsbereiche der unterschiedlichen Modelle werden umfangreich in verschiedenen Arbei-
ten diskutiert [28, 128, 137]. Das erweiterte Debye-Modell dient demnach nur als zeitsparendes
Werkzeug zur qualitativen Beschreibung des nicht-linearen dynamischen Magnetisierungsverhal-
tens®® von MNP fiir kleine &, [128].

2.2.7 Wechselwirkung mit Licht

Prinzipiell kann Strahlung auf zwei Arten mit Materie wechselwirken: Sie kann aufgenommen und
in andere Energieformen umgewandelt werden (Absorption) oder ihre Ausbreitungsrichtung dndern
(Streuung). Bei der Lichtstreuung wird ein Molekiil durch elektromagnetische Strahlung im sicht-
baren Wellenldngenbereich derart angeregt, dass es Sekundérstrahlung abgibt. Das gestreute Feld
einer Probe ergibt sich aus der Uberlagerung der Sekundirstrahlung aller enthaltenen Molekiile. Bei
der Absorption wird die Energie der eintreffenden Strahlung durch das Molekiil aufgenommen und

in andere Energieformen (z.B. Wirmeenergie) umgewandelt?” .

3PFiir £&n > 5 (wr = 1) fithrt das ereiterte Debye-Modell eher zu einer Unterschitzung der Signalamplituden im
Verleich zu leistungsfihigen numersichen Simulationen [128].

3"Die Energie kann auch als elektromagnetische Strahlung emittiert werden. Man spricht in diesem Fall von Fluores-
zenz.
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2.2.8 Statische Lichtstreuung

In der klassischen Physik®® wird elektromagnetische Strahlung als transversale Welle3? betrachtet.
Trifft (linear polarisierte??) elektromagnetische Strahlung im sichtbaren Wellenléingenbereich \ auf
Materie, so wirkt auf die Elektronen um den Atomkern eine periodische Kraft, die sie zum Schwingen
anregt. Dadurch entsteht ein oszillierender Dipol (Hertz’scher Dipol). Dieser emittiert — abhéngig
von der Polarisierbarkeit ap — kreisformig elektromagnetische Strahlung mit derselben Wellenlédnge A
des eingestrahlten Lichts (elastische Streuung) senkrecht zur Oszillationsachse. In einem Medium mit
konstantem Brechungsindex wiirde sich die emittierte Streustrahlung der Dipole durch Interferenz
komplett ausloschen. Bei rdumlicher Variation des Brechungsindex’ my; auf der Léngenskala der
Wellenlénge der einfallenden Strahlung resultiert positive Interferenz. Insbesondere bei sehr kleinen
Partikeln (d < A/20) ist die Phasendifferenz zwischen den emittierten Lichtwellen der einzelnen
oszillierenden Dipole so gering, dass sie sich quasi wie ein einzelnes Streuzentrum (Dipol) verhalten
und in alle Richtungen (im Winkel 6y vom eintreffenden Primérstrahl) konstruktive Interferenz
zeigen (isotrope Streuung). Ist der Unterschied des Brechungsindex’ zwischen Partikel und Medium
gering, kann die normierte Intensitét der Streustrahlung Ig, die im Abstand s vom Streuzentrum
beobachtet wird, mithilfe der Theorie von Rayleigh berechnet werden:

Is _ (4w2ap)2 2
2
To A%s (2.34)
. Mpor 1 dny 1 dnyg
mit ap = : =cV—-

NAg de —c 27 de

Hier steht Iy fiir die Intensitdt der einfallenden Strahlung und ap fiir die Polarisierbarkeit des
Partikels, die weiterhin von der molaren Masse My, der Avogadro-Konstante Na und der Kon-
zentration ¢ abhingt; bzw. vom Volumen des einzelnen Streuers V. Somit wird deutlich, dass die
Intensitéit proportional zum Volumen des streuenden Teilchens ist. Nach Zusammenfassung aller
Konstanten zum optischen Kontrastfaktor K kann das sog. Exzess- Rayleigh-Verhiltnis Ry, fiir das
Streuvolumen V; wie folgt angegeben werden:
2

9 = % : % = K ¢ Mol (2.35)
Man spricht in diesem Fall von der Rayleigh-Streuung.
Die Streulichtintensitét grofserer Partikel (A/20 < d < A/2) ist jedoch winkelabhéngig, da die Pha-
sendifferenz der im Partikel emittierten Wellen nicht mehr vernachléssigbar ist und destruktive
Interferenz mit zunehmendem Streuwinkel g auftritt. Die Theorie von Debye (auch Rayleigh-De-
bye-Gans-Naherung (RDG) genannt) beriicksichtigt die Winkelabhéngigkeit durch Definition des
analytisch berechneten Formfaktors P (fg) [138]:

_ Rog (6s > 0) _ 3 i (qrk) - (2.36)

P(0s) = =—————
(6s) Rpg (0s =0)  qrx

*¥Elektromagnetische Strahlung und die beobachteten Effekte lassen sich auch quantenmechanisch beschreiben. Ab-
sorption, Emission und Streuung werden auf die Wechselwirkung von Elementarteilchen (Photonen) mit den quan-
tisierten Energieniveaus der Atome und Molekiile zuriickgefiihrt.

% Bei der Transversalwelle erfolgt die Schwingung senkrecht zur Ausbreitungsrichtung.

“0Bei der linearen Polarisation ist die Richtung der Schwingung konstant. Die Polarisation einer elektromagnetischen
Welle bezieht sich immer auf die Polarisation der elektrischen Feldkomponente. Elektromagnetische Wellen kénnen
auch elliptisch oder zirkular polarisiert sein, wenn zwei linear polarisierte Wellen iiberlagert werden.
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Dabei ist ¢ = 4mnyg (Asin (0g/2)) " der Betrag des Streulichtvektors. Die sphiirische Bessel-Funkti-
on erster Ordnung ist durch j (z) = [sin (z) — x cos (z)] 7! gegeben. Partikel im GroRenbereich der
Wellenlénge (dx > A/2) zeigen aufgrund der grofen Absténde zwischen den einzelnen Streuzentren
sowohl konstruktive als auch destruktive Interferenz. Die Beschreibung des weitaus komplexeren
Streumusters ist durch die RDG-Theorie nicht abgedeckt. Dariiber hinaus ist der Giiltigkeitsbereich
auf geringe Unterschiede der Brechungsindizes von Medium ny; und Partikel np beschrénkt, fiir die
die folgende Bedingung gilt:

|(np/nM) — 1|<< 1. (237)

Zur allgemeinen Beschreibung der Streuung einer ebenen elektromagnetischen Welle an Kugeln
beliebiger Grofse und Brechungsindizes hat Gustav Mie die nach ihm benannte Theorie zur analy-
tischen Losung der Mazwell-Gleichungen der Elektrodynamik entwickelt?! [139]. Eine umfassende
Beschreibung des Losungswegs ist in [140]| zu finden. Die daraus entnommenen Formeln, die fiir
diese Arbeit relevant sind, befinden sich im Anhang A.4.1.

2.2.9 Dynamische Lichtstreuung

Im vorangegangenen Kapitel 2.2.8 ist die Annahme formuliert worden, dass bei der Lichtstreuung
eine elastische Streuung der eingehenden elektromagnetischen Welle (ohne Impulsiibertrag) erfolgt.
Die eingehende und emittierte Strahlung hitten demnach dieselbe Frequenz. Im realen Experiment
fiihrt die Bewegung der Streuzentren zu einer Frequenzverbreiterung der Streustrahlung, was auf den
sog. Doppler-Effekt zuriickzufiihren ist. Diese Verbreiterung wird bei der dynamischen Lichtstreuung
mithilfe der sog. Autokorrelationsfunktion in der Zeitdomine ausgewertet*2. Die normierte Inten-
sitits-Zeit-Korrelationsfunktion ergibt sich aus dem Vergleich der Intensitédt zum Startzeitpunkt ¢g
mit dem zeitlich versetzten Signal (to + ¢):

g2 (t) = (L (to) I (to + ) (I (o))~ (2.38)

Die Feld-Zeit-Autokorrelationsfunktion einer Probe lasst sich iiber Addition der Einzelbetrige aller
Partikel konstruieren:

g1 (t) = Z ZTG exp (—Dr,iq’t) (2.39)
o3,

und hingt im Wesentlichen vom translatorischen Diffusionskoeffizienten Dt ab, der sich aus dem
Verhéltnis von thermischer Energie Fi, zum translatorischen Reibungskoeffizienten fr ergibt:

_Ea

Dr =" (2.40)

“IDie Magwell-Gleichungen bestehen aus acht gekoppelten partiellen Differentialgleichungen erster Ordnung und
stellen ein Anfangswertproblem dar, welches in der allgemeinen Form mithilfe numerischer Methoden gelost werden
kann.

“2Die Auswertung der Signale im Frequenzbereich wird wegen der experimentell begrenzten Auflésung (~ 107 Hz bei
elektromagnetischen Wellen im sichtbaren Bereich) nicht bevorzugt, da die zu messenden Fluktuationen hiufig zu
langsam sind.
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Mithilfe der Stokes-Einstein-Beziehung®® kann unter der Annahme kugelférmiger Teilchen D in
die hydrodynamische Gréfse dpyq iiberfiihrt werden, da in diesem Fall folgender Zusammenhang gilt:

J1 = 3mndnya. (2.41)

Durch die Siegert-Beziehung kann die Verbindung zwischen theoretischer g; und gemessener Auto-
korrelationsfunktion go hergestellt werden:

l= % (g2 — By). (2.42)
G

Hier ist Sq ein Geriteparameter** und By, die Hohe der Basislinie.

Die einfachste Methode zur Auswertung von DLS-Daten ist die Reihenentwicklung der logarith-
mierten Autokorrelationsfunktion In (g1). Die Koeffizienten erster und zweiter Ordnung werden zur
Berechnung des mittleren hydrodynamischen Durchmessers d, sy und des Verteilungsparameters
(Polydispersitatsindex, PDI) herangezogen. Eine Beschreibung des Verfahrens ist im Anhang A.4.2
zu finden.

2.2.10 Interpartikuldre Wechselwirkung

Eine Fliissigkeit, in der MNP gleichméfig rdumlich verteilt sind, befindet sich in einem Zustand
hoherer freier Enthalpie Hg im Vergleich zum entsprechenden Volumenmaterial. Magnetische Par-
tikel sind vor allem bestrebt eine Umwandlung in einen Zustand mit geringerer Streufeldenergie Fq
vorzunehemen (siehe dazu 2.1), indem sie energetisch giinstigere Uberstrukturen bilden*®. Nur eine
ausreichend hohe Energiebarriere kann diesen Prozess verhindern. Aus diesem Grund ist das Vorhan-
densein ausreichend hoher Energiebarrieren eine notwendige Bedingung zur Herstellung kolloidaler
Systeme mit magnetischer Wechselwirkung.

Die Theorien von Derjaguin, Landau sowie Verwey und Overbeek beschreiben unabhéngig voneinan-
der die elektrostatische Abstofsungs- und Dispersionsenergie. Sie liefern die Grundlage zur Bilanzie-
rung der Wechselwirkungsenergien zwischen zwei Korpern. Aus diesem Grund wird die theoretische
Beschreibung der Stabilitéit von Dispersionen als DLVO-Theorie?® bezeichnet [143, 144]. Als zwi-
schenpartikuldre Krifte werden zunéchst die elektrostatische Repulsion Eg und die Van-der-Waals-
Attraktion FEyqw bilanziert. Letztere entsteht zwischen permanenten elektrischen Dipolen und/o-
der Dipol-induzierten Momenten (London-Anziehungspotential zwischen Atomen) und ist erstmals
von Hamaker durch paarweise Summation aller intermolekularen Wechselwirkungen auch fiir aus-
gedehnte kolloidale Partikel berechnet worden|[145]. Die Losung nach diesem Ansatz enthélt i.d.R.

“3Die Verkniipfung der Beweglichkeit vp = 1/3mndy, q von Teilchen mit dem Diffusionskoeffizienten Dt wird auch
Einstein-Smoluchowski-Beziehung genannt.

*“Der Parameter 3 wird auch als Kohérenzfaktor bezeichnet, der zwischen 0 und 1 liegt. Er entspricht der normierten
mittleren Streuung der Intensitit Is: 8 = (A13)/(1g)2.

*Die Uberstrukturen nehmen zunichst eine Kettenform an. Diese Form ist begiinstigt, da der Entmagnetisierungsfak-
tor N einer Kette gegeniiber dem Volumen der Uberstruktur deutlich stirker abnimmt [84]. Mithilfe der Gleichung
(2.15) wird deutlich, dass somit auch die Streufeldenergie abnimmt. Bei einer hohen Anzahl an Teilchen in der
Uberstruktur werden vermehrt Ringstrukturen gebildet, um den magnetischen Fluss zu schlieRen [141].

4Die DLVO-Theorie ist spiter um zusitzliche Wechselwirkungsbeitrige erweitert worden, wie z.B. osmotische, ste-
rische und auch magnetische Krifte. Diese werden h#ufig als DLVO-Theorie bezeichnet, wobei das z auf die
erweiterten Terme (engl. extension) hinweisen soll [142].

https://doi.org/10.7795/110.20250911



Kapitel 2. Theoretische Grundlagen 25

einen geometrischen Term und die sog. Hamaker-Konstante Axxk, die die Wechselwirkung zwischen
den Materialien der Partikel K charakterisiert*” (abhiingig von Dichte und Polarisierbarkeit). Fiir
den Fall zweier sphérischer Partikel, deren Radius rg deutlich grofer ist als ihr Abstand s zueinander
(rg > s), kann folgende N#aherungsgleichung zur Berechnung von FEyqw angewendet werden:
1

Eqw = —AKKES (243)
Fiir grofere Absténde s und unterschiedliche Geometrien sind weitere Losungen vorhanden, die —
soweit sie hier Verwendung finden — im Anhang A.5 aufgefiihrt sind und ansonsten in den Ubersich-
ten von Bushan [146] und Elimelech [147] zu finden sind. Charakteristisch ist, dass Eyqw sphérischer
Partikel umgekehrt proportional zu deren Abstand abnimmt (EvdW x 3*1).
Die elektrostatische Repulsion entsteht als Folge gleich geladener Partikeloberflichen, die durch
verschiedene Prozesse entstehen konnen®®. Hiufig entstehen Oberflichenladungen durch Absorpti-
on bzw. Desorption von Protonen (z.B. an Sauerstoff- oder Hydroxylionen), weshalb der pH-Wert
einer Losung die elektrostatische Wechselwirkung mafsgeblich beeinflusst. In einer elektrolytischen
Losung werden diese Ladungen durch Gegenionen kompensiert, was die Bildung von Ionenschichten
zur Folge hat. Die innere Schicht (sog. Stern-Schicht) besteht aus Ionen, die unmittelbar an der
Oberfliche absorbiert werden und einen linearen Potentialabfall hervorrufen. Ab einer bestimmten
Entfernung ist die potentielle Energie der Gegenionen geringer als die thermische Energie kpT.
Daher schlieft sich an die innere Schicht eine diffuse dufere Schicht an, deren Potential nach dem
Boltzmann-Ansatz exponentiell mit dem Abstand abféllt. Das Potential an der Gleitebene zwischen
beiden Schichten entspricht in grober Ndherung dem Zetapotential ¢, das z.B. durch Elektrophorese
bestimmt werden kann (siehe Kapitel 3.2.2). Die Dichte der Ionenschicht héngt mafgeblich von
der Elektrolytkonzentration (Anzahl n; und Ladung z; der Gegenionen aufserhalb der Ionenschicht)
bzw. der Ionenstiirke ¢; des umgebenden Mediums ab. Als Maf fiir die Ausdehnung der Schicht*?
gilt die Debye-Léange bzw. der reziproke Debye-Hiickel-Parameter

l o 50€rk:BT
K 2e2 N acr (2.44)
. 1 '
mit ¢ = 5 Zniz?,
1

wenn die Stern-Schicht 6, im Vergleich zur Debye-Linge diinn ist (6, < £~ 1). In Gleichung (2.44)
bezeichnet ¢y die elektrische Feldkonstante, e, die relative dielektrische Konstante und e die Ele-
mentarladung. Nihern sich zwei sphérische Teilchen an, dann fithrt das Uberlappen ihrer Ionen-
schichten zu einem abstofsenden Potential. Fiir geringe Kriimmungen und einen Teilchenradius, der
im Vergleich zur Ionenschicht grof ist (rg > x~!), kann das Potential E niherungsweise wie folgt
berechnet werden:

Eo = 2meoerrkCIn [1 + exp (—ks)] . (2.45)

Erweiterungen zu Eg sind im Buch von Sonntag [148] umfangreich beschrieben und zusétzlich im
Anhang A.5.2 zu finden.

“TFindet die Wechselwirkung in einem Medium statt, muss auch die Wechselwirkung zu den Losungsmolekiilen bei
der Bestimmung der Hamaker-Konstante beriicksichtigt werden (siehe dazu im Anhang A.5.1).

“Ladungen an der Oberfliiche von Teilchen kénnen durch Dissoziation oder Ionisierung von Oberflichengruppen,
Absorption von Ionen/Molekiilen aus der Losung oder Kristalldefekten entstehen.

““Die Debye-Linge gibt jenen Abstand an, bei dem das Potential auf den e-ten Anteil abgefallen ist.
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Da MNP durch Beschichtung (z.B. Polymere) zusétzlich eine sterische Stabilisierung erfahren, muss
diese Abstofsungsenergie ebenfalls in der Gesamtbilanz beriicksichtigt werden. Fiir geringe Deforma-
tionen kann das einfache Modell des elastischen Stofes bei Kenntnis der Elastizitit E,;, der Hiille®®
verwendet werden:

o Eea 5\ %2 1/2
By = o <5H - 5) (ric + 61)". (2.46)

Der wesentliche Wechselwirkungsbeitrag, der einer Stabilisierung von MNP-Suspensionen entgegen-
wirkt, ist die magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkungsenergie Eqq = §2 1 pas~3. Wie in Abschnitt
2.1 bereits ausgefiihrt, nimmt Eyq mit s~3 ab und ist beziiglich der Fernwirkung Eyqw o s~ deut-
lich unterlegen. Dennoch kann FE4q zwischen MNP mit grofsem magnetischen Moment p deutlich
hoher sein, als alle anderen Energiebeitrige. Demzufolge neigen solche MNP zur Instabilitédt. Die
sterische Stabilisierung durch die repulsive Energie Eg kann durch eine entsprechende Dicke der
Partikelhiille 6 erhoht werden. Dagegen héngt die elektrostatische Stabilisierung durch Eg stark
von der Umgebung ab, da die Reichweite (Debye-Linge ') durch die Ionenstirke ¢; und die
Oberflichenladung der Partikel durch den pH-Wert bestimmt werden.

Ob eine Energiebarriere hoch genug ist, hingt von der mittleren thermischen Energie (Fi,) im
System ab. Wenn die Gesamtenergie das Zehnfache von (Ei,) betrigt, geht man davon aus, dass
die Wahrscheinlichkeit fiir die Uberwindung der Barriere ausreichend gering ist und das kolloidale
System in einem (meta-)stabilen Zustand verbleibt [151]. Dariiber hinaus wird die Héufigkeit der
Kollisionen auch vom mittleren Abstand (s) der MNP bestimmt. Dieser kann z.B. aus der Anzahl
der MNP pro Einheitsvolumen Ngy berechnet werden®'.

(s) = N/ — dx. (2.47)

2.3 Trennung von Nanopartikeln

Forschung und Entwicklung in vielen wissenschaftlichen Disziplinen haben bis heute eine Reihe von
Separationsmethoden hervorgebracht (z.B. Chromatographie, Ultra-Zentrifugation oder Elektro-
phorese). Eine allgemeine Beschreibung zur Klassifizierung der verschiedenen Verfahren ist erstmals
durch Giddings erfolgt [152], der die selektive Bewegung von Komponenten in einer Probe auf zwei
manipulative Einflussgrofen reduziert hat: das chemische Potential pnpg., und die Stréomung vo.
Form und Uberlagerung dieser beiden Grofen im Raum beeinflussen mafigeblich den Separations-
prozess und ermoglichen dariiber hinaus die Einteilung der Separationsverfahren in verschiedene
Kategorien.

Bei Trennungen mit kontinuierlichem Fliissigkeitsstrom bietet es sich aus vielerlei Griinden (ver-
besserte Analytik an uniformierten Proben, Prozesskontrolle, Optimierung der Trennung, etc.) an,
die eluierenden Partikel direkt zu untersuchen. Besonders vielversprechend ist daher die kombi-
nierte Anwendung von Trenn- und Detektionsverfahren. Dabei werden unmittelbar am Auslass des
Trennmoduls eine oder mehrere Messgerite angeschlossen, die das Trennergebnis (quasi) in Echt-
zeit liefern. Durch statistische Dispersions- und mechanische Durchmischungseffekte geht jedoch

%0Das Elastizititsmodul (oder Elastizititskoeffizient, Zugmodul oder auch Youngscher-Modul zu Ehren des englischen
Physikers Young) ist ein Materialkennwert, der die Verformung bei linear elastischem Verhalten beschreibt. Fiir
Polymere und biologische Membranen betragt E.., &~ 1 MPa [149, 150].

*'Die Anzahl Nry kann z.B. aus der Eisenkonzentration c (Fe) abgeleitet werden, wenn Partikelgrofe Vi und Kris-
tallstruktur (z.B. FesO4) bekannt sind (siehe dazu Abschnitt 3.1.2).
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jeder Informationsgewinn durch zusédtzliche Detektoren mit einer Abnahme von Auflésung und Si-
gnaliibereinstimmung (zwischen den Detektoren) einher. Die Auswirkungen des zuletzt genannten
Effekts kénnen durch eine nachtréigliche Korrektur der Signale weitgehend minimiert werden.

2.3.1 Gleichgewichtszustand und chemisches Potential

In Abschnitt 2.1 ist bereits die freie Enthalpie G als Maf fiir die Triebkraft von Umbildungs-
prozessen in geschlossenen Systemen eingefithrt worden. In einem offenen System fithrt auch die
Umverteilung von n Teilchen mit identischen Eigenschaften (z.B. MNP) zu einer Anderung von Gf.
Fiir den isobaren, isothermen Prozess gilt dann:

dGg|7rp= pc dn. (2.48)

Die Grofe e wird dabei als chemisches Potential bezeichnet und beschreibt das Umbildungsbestre-
ben eines Stoffes; hier MNP. Das chemische Potential ist dabei definiert als die potentielle Energie
pro Mol (Einheit: J/mol)®2. In einem externen Feld mit der potentiellen Energie Eo, = ,uc,eXNgl
gilt:

He = He,0 + He,ex + NpakgT In (C) (249)

Dabei ist pco das Standardpotential. Die enthaltene Avogadro-Konstante ist definiert als die Teil-
chenzahl pro Stoffmenge mit dem Wert Ny ~ 6.022 - 10?3 mol™!. Der Term NpkpT In(c/cp)
beschreibt den Beitrag der Entropie. Diese nimmt zu, wenn die Konzentration der MNP ansteigt.
Dies bedeutet, dass in einem Raum, in dem ein externes Feld eine Ordnung herstellt (z.B. bei einer
Trennung von MNP), immer auch ein entropischer Transport stattfinden kann, der dieser Ordnung
entgegen wirkt.

Findet ein Teilchenaustausch z.B. nur zwischen den zwei offenen Systemen « und § statt, so bilden
diese zusammen ein geschlossenes System (sieche Abbildung 2.6). Fiir den Gleichgewichtszustand
gilt entsprechend Gleichung (2.11) in diesem Fall [152]

dGE, = dG2 + dGY = (uf - ug) dn = 0. (2.50)

offenes System offenes System Abbildung 2.6: Zwei offene Systeme o und 8 kdnnen dn;
~ Mol der Komponente i austauschen. Zusammen bilden « und
B ein geschlossenes System.

o

N geschlossenes System

*?Das chemische Potential wird in der englischsprachigen Literatur hiufig in der Einheit Gibbs angegeben.
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Mithilfe der Gleichung (2.49) folgt fiir den Verteilungskoeffizient Keq [152]:

K. — f = exp _AMC,O_A:U'C,ex
e o NaksT

mit  Apeo = p1o — 1o
und A:U'C,ex - Mcﬁ,ex - Mg,ex'

(2.51)

2.3.2 Bewegungsgleichung der Partikel wihrend der Trennung

Auch kolloidale MNP sind allen Kréften ausgesetzt, die auch die Bewegung makroskopischer Koérper
bestimmen. Demzufolge wirkt auch die Reibungskraft Fp = —fr (v —vg) der MNP-Bewegung
entgegen. Dabei ist vy die Transportstromung und v die MNP-Geschwindigkeit der MNP durch
das Medium. Der Reibungskoeffizient fr ist fiir kugelférmige MNP mit Gleichung (2.41) bereits
angegeben worden. Zur Beschreibung der Bewegung einer Vielzahl von MNP bei der Trennung wird
die molekulare Transportgleichung aufgestellt [152]:

cMmoiv = —cVn, — frNac (v —vy). (2.52)

Dabei beschreibt My, die molare Masse der transportierten MNP und Vp. die effektive Kraft
auf ein Mol der MNP. Die Stoffmenge der MNP, die bei der Trennung pro Zeiteinheit durch eine
Einheitsflache transportiert werden, bzw. die Stromungsdichte der MNP, ist durch cv gegeben. Fiir
cv ergibt sich im stationiren Fall®® ¥ = 0 und durch Einsetzen von Gleichung (2.49) in Gleichung
(2.52) folgender Zusammenhang:

c kp

T
fTNA (V}lex + VIIO) — f—TVC + vg. (2.53)

Die vektorielle Ausrichtung von vg zu Vy,, sowie deren Ausprigung (vg = 0 oder vy # 0 bzw.

CV = —

1., kontinuierlich oder diskontinuierlich) nutzte Giddings fiir die allgemeine Klassifizierung von
Trennverfahren. Er hat erkannt, dass die selektive Bewegung der Partikel, hervorgerufen durch den
Feldgradienten Vp,,, zu einer vergleichsweise geringen Geschwindigkeit v fiihrt. Dariiber hinaus
ist die Wirkung von Vp, in den meisten Trennungen auf kurze Entfernungen beschrénkt. Dagegen
ist die Transportstromung vg zwar nicht selektiv, kann aber hohe Geschwindigkeiten (Grofenord-
nungen iiber vg) iiber lange Entfernungen problemlos bereitstellen. In vielen Trennungen wird eine
senkrechte Ausrichtung von vg zu v gewéhlt, da somit die riumliche Trennung von unterschiedlichen
Partikeln erheblich verstirkt werden kann. Voraussetzung dafiir ist, dass vy entlang der Anreiche-

rungsachse variiert.

In den meisten Flusssystemen ist die Stromungsgeschwindigkeit v rdumlich nicht konstant, weshalb
Partikel in Abhéngigkeit von der Position mit unterschiedlichen Flussraten transportiert werden.
In einfachen Geometrien kann die Geschwindigkeitsverteilung berechnet werden, wenn keine Turbo-
lenzen (Verwirbelungen) auftreten. Fiir die laminare Kapillarstromung vkap, (mit Radius rgap = )

3Sind die treibende Kraft und der Reibungskoeffizient konstant sowie Geschwindigkeit und Position zum Startzeit-
punkt gleich Null, gilt fiir die Einschwingzeit t., des exponentiellen Sittigungsprozesses: t.q = m/ fr [152]. Die Zeit
bis zum Erreichen eines stationdren Zustands v = 0 liegt fiir Nanopartikel im Bereich von 0.1 ps bis 10 ps und ist
daher fiir die hier zu untersuchenden Prozesse zu vernachlissigen.
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und die laminare Stromung zwischen zwei Platten vgee (im Abstand w = x) ist die Geschwindigkeit
in Abhéngigkeit vom Wandabstand y durch folgende Gleichungen gegeben:

vkap (4) = 2{v0) [2(y/x) — (y/a)?]

(2.54)
vRec () = 6(v0) |y/z = (y/2)?] .

Fiir weitaus komplexere Systeme gibt es verschiedene Ansétze das Stromungsverhalten von Fliis-
sigkeiten zu beschreiben [153]. In der Chromatographie werden haufig Kugelschiittungen gepackter
Sdulen zur Trennung verwendet. Die allgemeine Struktur dieser Séulen wird oft mit der Porositét
beschrieben:

ep = (Vr =N -Vp)/Vr, (2.55)

die aus dem Volumen der Trennséule Vpr = Ar - Lt und der enthaltenen Kugeln N - Vp resul-
tiert. Im Idealfall erhidlt man fiir undurchléssige Partikel eine hexagonale Kugelpackung mit der
Raumerfiillung 1 — ep = v/27/6 = 0.74. Bei breiten Sdulen (Siulendurchmesser dr > 10dp) wird
ep iiblicherweise mit 0.35 bis 0.4 angegeben®® [154]. Die mittlere Stromungsgeschwindigkeit in den
Poren der Kugelschiittung ergibt sich demnach aus der verwendeten Flussrate V, dem Siulenquer-
schnitt At und ep:

<’U0> = V/EPAT. (2.56)

Zur Beschreibung der Geschwindigkeitsverteilung in gepackten Sdulen hat sich das Kapillarmodell
in vielen technischen Fragestellungen als hilfreich erwiesen [155, 156]. Dabei wird die Struktur der
Kugelschiittung durch ein equivalentes Biindel parallel-geschalteter Kapillaren einheitlicher Grofe
ersetzt. Dazu wird zunéchst der sog. hydraulische Radius r, der Kugelpackung mit dem Kugel-

t55. Er stellt das Verhiltnis zwischen freiem Volumen und benetzter Ober-

durchmesser dp bestimm
fliche in der Saule dar. Mit der Porositéit ep und der spezifischen Oberfliche einer Kugelschiittung

Sy =6(1 —¢p) /dp kann 7y, schlieklich berechnet werden [155]:

dp ep

e (2.57)

™ = €0/ Sy =
Der effektive Durchmesser dkap der irreguldr geformten Poren der gepackten Sdule entspricht laut
Definition dem vierfachen hydraulischen Radius r, und kann mit Gleichung (2.54) zur Berechnung
der Geschwindigkeitsverteilung vk, verwendet werden [156]. Von daher kann als Faustregel (mit
ep ~ 0.4) angenommen werden, dass der effektive Porendurchmesser dka, in etwa dem Kugelradius
rp der Kugelschiittung entspricht.
Die Berechnung der Geschwindigkeitsverteilung ist nur unter der Annahme laminarer Stromungs-
bedingungen in der einfachen analytischen Form mdglich. Der Ubergang zur turbolenten Stromung
kann mithilfe der Reynolds-Zahl abgeschitzt werden. Fiir gepackte Séulen ist die Reynolds-Zahl

definiert als:
(vT) p dp

Re = T/ P AP
n (1—ep)

(2.58)

dabei ist (vp) = V/Ar die mittlere Flussgeschwindigkeit der Trennsiule ohne stationire Phase

' Die Porositit einer Trennsiule hingt makgeblich von der Beschaffenheit (porés/undurchlissig) und Art des Ein-
bringens der Partikel ab. Im Idealfall erhdlt man fiir undurchlissige Partikel eine hexagonale Kugelpackung mit
ep = 0.26. Die lockere regelmiRige Packung hat dagegen eine Porositit von ep = 1 — /6 = 0.476.

%Der hydraulische Radius entspricht nicht dem hydraulischen Durchmesser, der laut Definition von der Form eines
Kanals abhingt.
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und p die Dichte des Mediums. Aus empirischen Untersuchungen folgt, dass die Stromung in einer
Kugelschiittung fiir Re < 10 laminar ist [157, 158]. Fiir die Rohrstromung ergibt sich die Reynolds-
Zahl hingegen aus der mittleren Rohrstromung (vg) und dem Rohrdurchmesser di,y, entsprechend
Gleichung (2.59):

Re = (vo) p dkap/n- (2.59)

Der kritische Wert, der den Ubergang zur turbolenten Strémung markiert, liegt bei Re = 2040
[159].

Da die Partikel keine diskrete Position im Geschwindigkeitsprofil einnehmen, sondern entsprechend
Gleichung (2.51) exponentiell verteilt sind®, ist es hilfreich die mittlere Geschwindigkeit der Partikel
(vp) zu berechnen:

[ s (x) v (x)

x
(vp) Testa) (2.60)
x

Das Verhéltnis von mittlerer Partikelgeschwindigkeit (vp) und der Geschwindigkeit des Trégerstroms
vo wird als Retentionsverhéltnis R = (vp)/vo bezeichnet. Partikel unterschiedlicher Eigenschaften,
die sich hinsichtlich ihres chemischen Potentials unterscheiden, bewegen sich demzufolge mit un-
terschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten durch die Trennséule und verlassen diese nach der
Retentionszeit tr. Bestandteile, die ungehindert die Sdule passieren, verlassen diese nach der sog.
Totzeit ty3. Somit kann R auch experimentell bestimmt werden, indem ¢y und ¢g mit einem nachfol-
genden Detektor gemessen werden.

2.3.3 Dispersionseffekte bei der Trennung und Detektion von Nanopartikeln

Infolge statistischer Dispersions- und mechanischer Durchmischungseffekte wird ein rechteckférmiger
Probenimpuls bei der Passage einer Separationsanlage bzw. ihrer Systemkomponenten (Injektion,
Trennsiule, Verbindungselemente, Uberfithrungkapillaren, Flusszellen der Detektoren) verbreitert.

Die Breite der Verteilung einer separierten Partikelfraktion wird durch die Dispersion bzw. Varianz

2

zes der Summe

Jées charakterisiert. Nach den Regeln der Wahrscheinlichkeitsrechnung entspricht o
der Einzelvarianzen der Systemkomponenten i, die entweder einer Gauss-Verteilung og,, entsprechen
oder exponentieller Natur 7ey, sind (siehe Abbildung 2.7):

2 2 2
Oges = E Texp T E Ogau- (2.61)
i i

Die Gauss-formige Dispersion, die wihrend der Trennung entsteht, héingt vom Aufbau der Trenn-

N Abbildung 2.7: Beitrag einzelner Komponenten einer

chromatographischen Anlage zur Dispersion (nach [170]).

|
=
—
—

%Die Konzentration c, und das Potential jtgex,o sollen in diesem Zusammenhang die Maximalwerte an der Kanal-
wand darstellen. Damit sind ¢g () und piges,o (x) Funktionen des Abstandes x.
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sdule ab und wird in offenen Kanélen der Linge lk,n ohne stationéire Phase hauptséchlich von der
Partikelgrofenverteilung ok beeinflusst [160-162]:

O-gau,Kan = (Sd VKanUK)2 . (2.62)

Vkan beschreibt in diesem Zusammenhang das freie Volumen im Trennkanal. S; steht fiir die Se-
lektivitit des Separationsverfahrens (bei der AF* ist Sy = 3). In gepackten Sdulen verbreitert sich
ein Probenimpuls aufgrund des zusitzlichen Mehrwegeffekts®”, der durch die Kugelpackung entsteht
(Packungskonstante Apack ), die Brownsche Bewegung der Partikel in Stromungsrichtung (Labyrinth-
faktor yrany = 0.45 4+ 0.55¢p [156]) sowie die reduzierte Beweglichkeit der Partikel bei Kontakt mit
der stationdren Phase (Verzogerungsfaktor k). Van Deemter hat die bis heute am hiufigsten ver-
wendete und genaueste Gleichung [163] zur Beschreibung der Dispersion in gepackten Trennséulen
mit der Linge Ikan in Abhiingigkeit der Fliehgeschwindigkeit entwickelt®® [156]:

O-gau,Kan = V}%/ZKan {2)\packdp + 2'7LabydPU0 + 0.05kjd%/ [(1 + k)2D] /Uo} . (263)

Zusatzlich zu den Dispersionseffekten wihrend des Trennprozesses treten sogenannte Aufsensidulen-
effekte (engl. extra column effects) auf, die durch die Injektion, Verbindungsleitungen, Totvolumina,
Detektorzellen und durch Zeitkonstanten bei der Datenerfassung verursacht werden.

Die Dispersion in den Verbindungsleitungen entsteht durch das parabolische Flussprofil (siehe Glei-
chung (2.54)), welches sich in Kapillaren der Lénge lkap bei laminarer Stromung ausbildet. Unter
Vernachlissigung longitudinaler Dispersionseffekte ergibt sich bei einer Flussrate V die Gauss-for-
mige Volumendispersion [164] aus folgender Gleichung:

L
2 mlKapiap V.

Ogau,Kap — 24D . (2.64)

Die Theorie zur Dispersion in Detektorzellen ist weitaus komplizierter. Zusatzlich zur parabolischen
Geschwindigkeitsverteilung werden weitere Effekte wirksam, die von der Geometrie der Flusszelle
abhéngen (siehe Abbildung 2.8). Im Extremfall konnen Detektorzellen — aber auch Totvolumina
(z.B. in Verbindungsstiicken oder am Detektoreinlass) — als ideale Mischkammern mit dem Volumen
Vbet angesehen werden. Die turbulente Durchmischung fiithrt zu einem exponentiellen zeitabhidngigen

Abbildung 2.8: Links: Teile der Detektor-
kette des chromatographischen Systems, in de-

*_%—' f nen Turbolenzen auftreten, verhalten sich wie

e Mischkammern. Rechts: Bei geringen Stro-
%\ L\ mungsgeschwindigkeiten gelangen Probenbe-
(@) / 7 standteile nur durch Diffusion in das Totvo-

lumen (Diffusionskammern).

"In einer gepackten Trennsiule kénnen Partikel nicht auf geradem Wege die Trennsiule passieren. Sie sind durch die
Kugelpackung auf einen gewundenen Weg gezwungen. Dieser ist entsprechend lidnger, als der direkte Weg durch
die Saule.

*8Die Trennleistung einer Siule wird in der Chromatographie mit der Trennstufenhéhe Hcyp, beschrieben und ergibt
sich aus der Lingenvarianz o7 bezogen auf die Siulenlinge I. Volumen- oy und Lingenvarianz o; stehen wie folgt
in Verbindung: (ov /Vier)® = (01/1)%.
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32 2.3. Trennung von Nanopartikeln

Beitrag mit der Dispersionskonstanten 7exp pet [165, 166]:
7—epr,Det - V]%et/c‘ (2-65)

Die Konstante C steht fiir den sog. Dispersionsfaktor, der fiir ideale Mischkammern mit expo-
nentiellem Verhalten den Wert 1 annimmt. Ist das Ubertragungsverhalten rechteckformig (keine
Durchmischung), ist C' = 12. Bei einer (diffusionsdominierten) Gauss-Form ist C' = 36. In realen
Systemen, die hdufig eine Kombination von Gauss- und exponentiellem Verhalten aufweisen, wird
tiblicherweise C' ~ 4 angenommen [167, 168].

Eine abrupte Anderungen im Durchmesser (z.B. an Verbindungsstiicken) kann ebenfalls eine Durch-
mischung hervorrufen. Die Dispersion bei reinem Diffusionstransport zwischen dem diinnen Stro-
mungsvolumen und dem umgebenden Medium héngt daher von den Durchmessern der Kapillaren
1 und 2, der Flusrate V und der Diffusionskonstante des Analyten D ab [166]:

Rap,1 — Tap,2 ’
ap, ap,2 ¢
Toep.Det = (%V) : (2.66)
Neben den physikalischen Einflussgrofsen kann eine Dispersion auch durch die Art der Datenerfas-
sung verursacht werden. Schmale Peaks erfordern eine hohe Abtastrate fsamp und eine geeignete
Frequenzfilterung (Grenzfrequenz fgix = fsamp/2). Beide Grofen haben einen Einfluss auf die Dis-
persion [169] [170]:

-2

. -2 .
e = V2 (20fav12)  und 72 pe = V2 (27 framp V12) (2.67)

Die Gleichung fiir die Abtastrate gilt nur unter der Annahme, dass das Signal zwischen zwei Da-
tenpunkten gemittelt wird. Ansonsten wiirde die Abtastung keine Auswirkung auf die Dispersion
haben [171].

Als Faustregel gilt, dass die Detektor-Dispersion gegeniiber der Gesamtdispersion eines eluierenden
Peaks klein sein sollte; d.h. ~ 10% des unverschmierten Peaks entsprechen sollte. Generell kann an-
genommen werden, dass die Detektor-Dispersion dem geometrischen Detektenorvolumen entspricht,
sofern keine Totvolumina vorhanden sind [172].

2.3.4 Dispersionskorrektur

Besonders bei der Verwendung mehrerer Detektoren konnen sich die Dispersionsbeitrdge entspre-
chend Gleichung (2.61) derart aufsummieren, dass die zeitliche Zuordnung der einzelnen Detektor-
signale nicht mehr eindeutig ist. Um die Detektorsignale dennoch in Ubereinstimmung zu bringen,
kann das Messsignal eines vorderen Detektors x (¢) mit geringer Dispersion nachtréglich entspre-
chend verbreitert (oder verschmiert) werden®. Mithilfe einer bekannten Verschmierungsfunktion
X (t — 1) wird durch eine Faltungsoperation das Messsignal x (t) verschmiert [173, 174]:

+o0o
y(t) = 25 X :/_ 2O X (t—7) dn. (2.68)

"Fs ist auch moglich das breitere Messsignal eines hinteren Detektors zu entschmieren. Da die Entschmierung
erfahrungsgeméff zu numerisch instabilen und unphysikalischen Resultaten fiihrt, wird in dieser Arbeit darauf
verzichtet [173].
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Da die Dispersion entsprechend Gleichung (2.61) exponentielle und Gauss-formige Beitriage besitzt,
ist es in der chromatographischen Signalverarbeitung iiblich die Verschmierung mit einer exponenti-
ell-modifizierten Gauss-Funktion (EMG) durchzufithren. Die EMG-Funktion ist gegeben durch die
Gleichung [175]:

A o2 t—tr o t —tgp
X(t) = ex gan 1 —erf gan . 2.69
(*) 2Texp P <2T§Xp Texp ) [ <\/§7—exp ﬂagau ( )

Dabei skaliert A die Amplitude. Der Parameter tg ermoglicht es den Zeitversatz zwischen den

Detektoren zu beriicksichtigen.

2.4 Messunsicherheit

Fiir einen objektiven Vergleich von Messergebnissen sowie fiir Entscheidungen, die auf Grundla-
ge von Messergebnissen zu treffen sind, ist es unerlisslich, die Zuverléssigkeit des Ergebnisses —
die Messunsicherheit — zu beriicksichtigen. Die Messunsicherheit gibt Hinweise auf die Qualitdt und
Zuverléssigkeit gemessener Grofen. Sie markiert den Streubereich, in dem der wahre Wert der Mess-
grofe mit einer definierten Wahrscheinlichkeit zu erwarten ist. Schliefst man grobe Fehler bei der
Messung aus, kann die Abweichung vom wahren Wert Y zuféllig oder systematisch auftreten [176].
Systematische Messabweichungen konnen hiiufig identifiziert und eliminiert werden%?, indem sie als
Korrekturfaktoren in das Ergebnis eingehen [177]. Abweichungen, die nach der Korrektur aufgrund
zufilliger Einfliisse oder unvollkommener Korrektur entstehen, verbleiben als Unsicherheit u und
miissen daher dem Ergebnis als Zusatzinformation beigefiigt werden. Die Messunsicherheit ist somit
definiert als ein ,Kennwert, der zusammen mit dem Messergebnis angegeben wird [...] und den Be-
reich der Werte charakterisiert, die der Messgrofe verniinftigerweise zugeschrieben werden kénnen®
(Internationales Worterbuch der Metrologie) [178].

Die allgemein akzeptierte Richtlinie zur Bestimmung der Messunsicherheit der Messgrofse Y ist
im ISO-Leitfaden Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (GUM) festgehaltenS!.
Dieser Leitfaden verfolgt das Ziel Regeln fiir eine einheitliche Angabe von Messunsicherheiten be-
reitzustellen [179].

2.4.1 Ablauf der Messunsicherheitsbetrachtung

Der Ablauf einer Messunsicherheitsbetrachtung nach dem GUM-Leitfaden kann im Wesentlichen in
folgende Hauptschritte unterteilt werden:

e Aufstellen eines mathematischen Modells der Messung,

59Die Empfindlichkeit des Messverfahrens bestimmt, ob systematische Messabweichungen identifiziert werden kénnen
oder ob sie vom Rauschen der zufilligen Messabweichungen verdeckt werden.

5'Die GUM-Norm gibt seit dem Erscheinen im Jahre 1993 erstmals ein einheitliches Verfahren vor, das die Messwert-
unsicherheit als Summe aller statistischen und nicht-statistischen Einflussgréfen definiert. Eine Uberarbeitung der
Norm erfolgte in den Jahren 1995 [179], 2008 und 2011. Es sind u.a. zwei Beiblitter verfasst worden, die die An-
wendung der Monte-Carlo-Methode zur Bestimmung der Messunsicherheit beschreiben [180] und eine Vielzahl an
Ausgangsgrofen beriicksichtigen [181]. Seit dem Jahr 2014 befindet sich die GUM-Norm in einem Revisionsprozess.
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e Bestimmung der Messunsicherheiten aller relevanten Eingangsgrofen,

e Berechnung der Messunsicherheit der Messgrofe aus den Messunsicherheiten der Ein-
gangsgrofen,

e Angabe des vollstindigen Messergebnisses.

Mathematisches Modell der Messung
Sehr hiufig wird eine Messgrofse Y nicht direkt gemessen, sondern ergibt sich durch n Eingangsgro-

fien Xi aus einem funktionalen Zusammenhang5?:

Y = £ (X1, X2, ., Xn) . (2.70)

Das mathematische Modell wird i.d.R.. aus den physikalischen Grundlagen des Verfahrens abgeleitet.
In besonderen Fillen kann auch nur ein Algorithmus oder ein empirisch ermittelter Zusammenhang
verwendet werden [182]. Durch das Aufschliisseln des funktionalen Zusammenhangs werden die Ein-
gangsgrofen identifiziert, die zunédchst als potentielle Unsicherheitsquellen zu betrachten sind. Aus
diesem Grund wird im GUM der funktionale Zusammenhang nicht mehr auf den wahren Messwert
Y bezogen, sondern verwendet im statistischen Sinne den wahrscheinlichsten Wert, den sog. besten
Schéitzwert y = f (21, x2, ..., 2y ). Durch die unzureichende Kenntnis der Eingangsgrofen X; werden
diese als Wahrscheinlichkeitsverteilungen aufgefasst, fiir die der arithmetische Mittelwert i.d.R. den
besten Schatzwert x; darstellt.

Das mathematische Modell muss nicht alle Grofen explizit erfassen, die Einfluss auf die Messung
haben. Dies gilt z.B. fiir Umgebungsbedingungen, wie Temperatur oder Druck, die ansonsten wah-
rend jeder Messung erfasst werden miissten. Dennoch kénnen Schwankungsbreiten fiir die relevan-
ten Einflussgrofien angegeben werden, die in der Unsicherheitsfortpflanzung der Eingangsgrofen
beriicksichtigt werden. In diesem Zusammenhang kénnen die Eingangsgrofsen selbst auch zusam-
mengesetzte Grofen sein, die durch ein Untermodell beschrieben werden [183].

Messunsicherheiten der Eingangsgrofien

Die Unsicherheit, mit der der beste Schéitzwert der Eingangsgrofe x; angegeben werden kann, wird
durch die Breite der Wahrscheinlichkeitsverteilung der Eingangsgrofe bestimmt. Im GUM werden
zwei Moglichkeiten unterschieden, um die Messunsicherheit v der Eingangsgrofsen zu ermitteln. Sie
kann entweder durch statistische Analyse erhoben (Typ A) oder auf Basis verfiigbarer Informatio-
nen® (Typ B) abgeschiitzt werden.

Bei zufilligen Messabweichungen, die durch stochastische Prozesse verursacht werden, liefert die
Dichtefunktion normalverteilter Zufallsgrofen (von Gauss auch als Fehlerkurve bezeichnet) eine
gute Ndherung zur Beschreibung der Streuung der Messwerte um den wahren Wert der Eingangs-
groke X [184|. Ferner gilt nach dem Zentralen Grenzwertsatz, dass die Summe beliebig verteilter
Zufallsgrofen mit wachsendem Stichprobenumfang gegen eine Normalverteilung strebt [185]. In die-
sem Fall kann der Standardabweichung o direkt eine Wahrscheinlichkeit (mit dem Vertrauensniveau
P = 68.3%) zugeordnet werden, mit der ein Messergebnis in dem Intervall [—o,c], dem sog. Ver-
trauensbereich liegt. Bei der statistischen Analyse nach Typ A gilt es, die Standardabweichung o

%2Nach dem GUM-Verfahren enthilt der funktionale Zusammenhang auch alle notwendigen Korrekturen und Kor-
rekturfaktoren und muss nicht explizit als Funktion darstellbar sein.

%3 Als verfiigbare Informationen gelten z.B.: Datenblattangaben, Kalibrierscheinangaben, Erfahrungswerte, vorange-
gangene Messungen, Unsicherheiten von Referenzdaten, etc.
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der Wahrscheinlichkeitsverteilung um den wahren Wert einer Eingangsgrofe X; zu schitzen, in-
dem Stichproben im Umfang von n Messungen ausgewertet werden. Die resultierende empirische
Standardabweichung s kann mithilfe des arithmetischen Mittelwerts w der Messreihe w; berechnet
werden (bzw. bester Schitzwert der Eingangsgrofe x;):

(2.71)

Wenn von einer Normalverteilung ausgegangen werden kann, geht die empirische Standardabwei-
chung s direkt als Standardunsicherheit u in die weitere Unsicherheitsbetrachtung ein. Es ist daher
hilfreich die vorliegende Verteilung auf Normalverteilung zu priifen. Dafiir eignet sich eine Vielzahl
von Tests. Eine schnelle Variante stellt der Test nach David dar [182]|. Demnach sind die Werte mit
vorgegebener Wahrscheinlichkeit normalverteilt, wenn die Priifgrofe PGpayia (Quotient aus Spann-
weite Aw; und Standardabweichung s) innerhalb der von David angegebenen Grenzwerte liegt [182].
Liegt PGpayid #.B. im Intervall [1.99, 6.18], dann liegt nach Dawvid mit einer Wahrscheinlichkeit von
99.9% eine Normalverteilung vor. In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass bei nicht-nor-
malverteilten Werten die Intervallgrenzen fiir den Vertrauensbereich direkt aus der (empirischen)
Verteilung bestimmt werden miissen und den Mittelwert u.U. nicht symmetrisch umrahmen. Fiir
Unsicherheiten vom Typ B ist die Berechnung der Standardunsicherheiten der Eingangsgrofen unter
Annahme bestimmter Verteilungsformen im GUM entsprechend geregelt [180]. Fiir eine Rechteck-
verteilung im Intervall [Zpax, Tmin] kann die Standardunsicherheit u mit folgender Formel berechnet
werden:

1

u = \/ 5 (Zmax — Tmin)>- (2.72)

2.4.2 Lineare Messunsicherheitsfortpflanzung

Die lineare Messunsicherheitsfortpflanzung (LMU) geméf GUM erfolgt schlieflich auf Basis des
klassischen Fortpflanzungsgesetzes fiir zuféllige Messabweichungen nach Gauss [186]. Dabei wird
der Einfluss der unsicherheitsbehafteten Eingangsgrofen x; auf die Ausgangsgrofe y mithilfe einer
Taylor-Reihenentwicklung erster Ordnung erfasst. Bei Modellen mit mehreren Messgrofen wird die
kompakte Matrizenschreibweise zur Berechnung der Unsicherheit U, bevorzugt [181]:

Uy = J;UJ}
w(z)?  w(z, ) ... u(zy,w,)
w(zo,x1)  w(ze)® ... u(zo, ) (2.73)
mit U, = . . .
w(tn, 1) w(tn,xe) ... u(z,)?

Dabei setzt sich die Kovarianzmatrix U, aus den Varianzen u (z,)? und den Kovarianzen u (z;, Tj) =
7 (xi, zj) (mit dem Korrelationskoeffizienten r € [—1, 1]) zusammen. Die Elemente ¢, ,, der (m x n)-
Jacobi-Matrix J ¢ enthalten die partiellen Ableitungen der Vektorfunktion f (Gleichung (2.70)) [181]:

dfm

Cm,n = Oz
n

(2.74)
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2.4.3 Monte-Carlo-Methode zur Unsicherheitsbestimmung

Das beschriebene Verfahren der LMU hat zwei Schwachstellen. Zum einen fiihrt es nicht zur Kennt-
nis der Wahrscheinlichkeitsverteilung der Ausgangsgrofe, wodurch der Vertrauensbereich u.U. auf
Basis falscher Annahmen bestimmt wird (Normalverteilung). Zum anderen wird vorausgesetzt, dass
der funktionale Zusammenhang durch die Taylor-Reihenentwicklung linearisierbar ist, was unwei-
gerlich zu einem Linearisierungsfehler fithrt. Aus diesem Grund gehort seit der Uberarbeitung des
GUM im Jahre 2008 auch die numerische Berechnung der Wahrscheinlichkeitsverteilung mithilfe der
Monte-Carlo-Simulation (MCS) zu den Praktiken des Leitfadens [180]. Bei der MCS werden Zufalls-
werte aus den Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Eingangsgrofen simuliert und die Ergebnisgrofe
stichprobenartig berechnet. Dabei kdnnen auch Korrelationen fiir die Eingangsgrofen vorgesehen
werden. Um die Ergebnisgrofse nach statistischen Gesichtspunkten auszuwerten, wird eine ausrei-
chend grofie Anzahl an Stichproben simuliert. Fiir die minimale Anzahl der Simulationsschritte Kp
wird das folgende Kriterium vorgeschlagen [180]:

1
Kp>10*——. 2.75
P20t (2.75)
Aus der resultierenden Wahrscheinlichkeitsverteilung kann der Vertrauensbereich mit dem geforder-
ten Vertrauensniveau (z.B. P = 68.3%) anschlieflend numerisch berechnet werden.

2.4.4 Angabe des vollstindigen Messergebnisses

In besonderen Fillen (z.B. Kalibrierung) wird fiir die resultierende Unsicherheit U ein erweiterter
Vertrauensbereich gefordert, gegeniiber jenem, der aus der einfachen Standardunsicherheit resul-
tiert. Diesem wird Rechnung getragen, indem die resultierende Unsicherheit normalverteilter Grofen
durch Multiplikation mit einem Erweiterungsfaktor kg angepasst wird: U = kg - u (y). Die zugeho-
rigen Wahrscheinlichkeiten P sind dafiir tabelliert [187]. Es ist in diesem Zusammenhang darauf zu
achten, dass andere Formen der Verteilung (z.B. Rechteckverteilung) andere Erweiterungsfaktoren
bendtigen, um den gleichen Vertrauensbereich aufzuspannen [186]. In der Analytik wird héufig ein
Vertrauensniveau von P = 90% gewahlt. Durch Multiplikation der Standardunsicherheit mit dem
entsprechenden Erweiterungsfaktor kg = 1.645 ist bei einer Normalverteilung der zugehorige Be-
reich definiert [181, 182, 188]. Fiir eine Rechteckverteilung ist der Erweiterungsfaktor kg = 1.56 fiir
P =90% zu wéhlen (nach [179]).

In der Praxis sprechen hiufig wirtschaftliche Griinde gegen einen grofsen Stichprobenumfang zur
genauen Schitzung von Wahrscheinlichkeitsverteilungen. Fiir jene Félle, bei denen der Stichpro-
benumfang klein ist, sollte der Erweiterungsfaktor kg entsprechend angepasst werden. Die sog. t-
Verteilung (oder auch Student-Verteilung) erlaubt die Berechnung des korrigierten Erweiterungs-
faktors fiir kleine Stichprobenumfinge. Auch dafiir sind entsprechend tabellierte Werte zu finden
[189] (siehe auch Tabelle A.12 im Anhang).

2.4.5 Bestimmung der Sensitivitit eines Verfahrens auf Basis der Messunsicher-
heit

Mithilfe des Vertrauensbereichs um einen Schitzwert lassen sich die Begriffe Erfassungs- (engl.
limit of decision, EG), Nachweis- (engl. limit of detection, NG) und Bestimmungsgrenze (engl.
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limit of quantification, BG) definieren. Diese Grenzen werden herangezogen, um die Sensitivitét
eines Verfahrens festzulegen. Leider werden diese Begriffe in Normen [188, 190-192|, Kommissions-
entscheidungen /-richtlinien®* der Européische Union (96/23/EC, 2002/657/EX, 2003/181/EC, No.
882/2004, No. 333/2007, No. 1881/2006), in der Definition der ,Internationalen Union fiir reine und
angewandte Chemie“ (IUPAC) [193| und im EURACHEM-Leitfaden [194] zum Teil unterschiedlich
verwendet. Daher sei zur klirenden Ubersicht auf die Zusammenfassung der Definitionen im Buch
von Kromidas verwiesen [182].

In dieser Arbeit wird die Definition nach DIN 32645 verwendet. Die Norm geht davon aus, dass
Signale, die im Bereich der Leerwertschwankung liegen, nicht mit ausreichender Sicherheit vom
Leerwert, bzw. Blindwert (BW), unterschieden werden koénnen. Erst ab einer oberen Grenze des
Vertrauensbereichs des Leersignals kann von einem reellen Signal ausgegangen werden. Bei normal-
verteilten Grofen kann die NG wie folgt berechnet werden: NG = BW + kg - s. Da die Messwerte
einer Messgrofe Y an der NG gleichsam mit einer Wahrscheinlichkeit P in einem Vertrauensbereich
aufzufinden sind, werden diese in 50% der Fille unter jene NG fallen. An der EG ist die Wahr-
scheinlichkeit, den Analyten zu detektieren, deutlich hoher. Die Grenze wird derart gelegt, dass die
Wahrscheinlichkeit einer irrtiimlichen Detektion (aufgrund der Leersignalvariation) genauso hoch
ist, wie die Wahrscheinlichkeit, dass der Messwert auferhalb des Vertrauensbereichs der Messgrofe
liegt. Unter der Annahme normalverteilter Grofen gilt: EG = BW+2-kgs. Die relative Unsicherheit
an der EG betrégt in diesem Fall u (EG) /EG = (kg -s)/(2- kg - s) - 100% = 50%, weshalb oberhalb
der EG zunéchst nur qualitative Aussagen iiber den Analyten mdéglich sind. Fiir eine quantitative
Aussage ist die relative Unsicherheit noch zu hoch. Daher wird fiir die BG eine relative Unsicherheit
von 1/kg g mit kg pg > 2 definiert. Ublich in der Analytik ist ein Wert von kg pg = 3, was einer
relativen Unsicherheit von 33.3% entspricht [182]. Somit gilt fiir die BG: BG = BW + kg pckrs.
Entgegen der (hiaufigen) Annahme, dass eine Quantifizierung unterhalb der Grenzen nicht mehr

7 I: unzuverlassiger | II: zuverlassiger Nachweis
-1 Nachweis (qualitative Analyse)

Ill: zuverlassige Bestimmung
(quantitative Analyse)

p(A) m(Fe)

Abbildung 2.9: Zusammenhang von NG (schwarz), EG (rot) und
BG (blau) der Kalibriergeraden As (m (Fe)) (grau). Da normalverteil-
te Messwerte (Vertrauensniveau P = 90%, k = 1.645) angenommen
werden, weisen die Messsignale (Leersignal, Signal an der EG) eine
Hiufigkeitsverteilung p (A3) auf (linkes Diagramm). Die BG (blau) ist
durch die maximal zuldssige relative Unsicherheit u,.; = 33.3% festge-
legt. Die NG, EG und BG definieren die jeweiligen Arbeitsbereiche (I,
IT und III).

%Die Kommissionsentscheidungen regeln den Nachweis von chemischen Elementen in lebenden Tieren und Tierpro-
dukten.
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moglich sei, ist lediglich die Unsicherheit grofer als die Messgrofe selbst. Die Zusammenhénge der
abgeleiteten Grenzen veranschaulicht Abbildung 2.9.
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3 Material und Methoden

Die rasante Entwicklung der Nanotechnologie wird begleitet von einem nicht minder dynamischen
Fortschritt im Bereich der Messtechnik zur Aufklarung von Struktur und Eigenschaften dieser neu-
artigen Materialien. Daraus resultiert, dass heute eine Reihe von analytischen Methoden zur Cha-
rakterisierung nanoskaliger Partikel zur Verfiigung stehen. Héufig werden Modelle verwendet, um
die jeweiligen Grofen aus dem Messsignal abzuleiten. Fiir die spétere Bewertung der Analyseda-
ten sind die zugrundeliegenden Annahmen und Giiltigkeitsbereiche der Modelle von entscheidender
Bedeutung (siehe dazu Kapitel 2). Die magnetischen Eigenschaften werden mit der Magnetparti-
kelspektroskopie (MPS) sowie mithilfe der Magnetometrie (M-H) ermittelt. Diese Verfahren sind
in der Lage das statische und dynamische Magnetisierungsverhalten (siehe 2.2.3 und 2.2.6) von
magnetischen Nanopartikeln (MNP) zu messen. Sie werden hier in Abschnitt 3.4 vorgestellt. Die
Grofenbestimmungsverfahren machen sich im Wesentlichen die Wechselwirkung von Strahlung mit
Materie zunutze. Je nach Grofenbereich der zu untersuchenden Struktur werden Strahlungen unter-
schiedlicher Wellenlinge (Rontgenstrahlung, Elektronenstrahlung, UV- und sichtbares Licht) ver-
wendet. Diese Verfahren sind Inhalt des Abschnittes 3.2. Aus der Absorption von Strahlung kann
auferdem auf die Konzentration der MNP geschlossen werden. Dazu wird in dieser Arbeit die Spek-
trophotometrie eingesetzt, die in Abschnitt 3.3 vorgestellt wird. Die Trennung von MNP nach deren
hydrodynamischer Grofe erfolgt mit der asymmetrischen Flussfeld-Flussfraktionierung (AF*). Das
AF*-Verfahren sowie das verwendete Gerit werden im Abschnitt 3.5 behandelt. Die in dieser Arbeit
untersuchten Partikelsysteme und jene Proben, die fiir die Entwicklung der Online-MPS-Messung
zum KEinsatz kommen, sollen im folgenden Abschnitt 3.1 vorgestellt werden.

3.1 Verwendete magnetische Nanopartikel

Die MNP-Proben, die in dieser Arbeit verwendet worden sind, kamen u.a. bei der Charakterisie-
rung des Messsystems zum Einsatz. Insbesondere die FluidMAG-D-Reihe (Chemicell GmbH ) eignet
sich zur Untersuchung groflenabhéngiger Effekte durch die verfiigbaren unterschiedlichen Gréfsen-
klassen. Dariiber hinaus sind prominente kommerzielle MNP-Systeme ausgewahlt worden, um die
Anwendungsbreite der neuen Mess- und Charakterisierungsstrecke zu demonstrieren. Zu den ausge-
wihlten Proben gehoren Resovist® (RV; auch bekannt unter dem Namen Cliavist®), Endorem®
(EM; auch bekannt unter dem Namen Feridex®) und Feraheme® (FE; auch bekannt unter dem
Namen Rienso®), die alle im Bereich der Magnetresonanztomographie als Kontrastmittel zum Ein-
satz kommen. Laut Herstellerangaben unterscheiden sich diese Systeme signifikant in ihrer Grofe
und Komposition. Fiir RV hat sich zudem eine besondere Eignung im Bereich der Magnetpartikel-
bildgebung (engl. Magnetic Particle Imaging, MPI) herausgestellt, da die Bildgebungseigenschaften
von RV nur von wenigen optimierten MNP-Systemen iibertroffen wird [27]. Das magnetisch aktive
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40 3.1. Verwendete MNP

Basismaterial von RV ist Ferucarbotran (DD). Um den Einfluss der Formulierung fiir den klinischen
Einsatz zu untersuchen, werden beide Herstellungsstufen bei der Charakterisierung beriicksichtigt;
insbesondere weil ein unterschiedliches magnetisches Verhalten von RV und DD mittels MPS festge-
stellt wurde [195]. Zu den Proben mit deutlich besserer MPI-Eignung als RV (bzw. DD) ist u.a. das
patentierte Partikelsystem der Arbeitsgruppe Ezperimentelle Radiologie der Charité (MPI-MNP,
HK) zu zéhlen [196], das ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. Eine Ubersicht der
verwendeten MNP-Systeme (Hersteller, Einsatzbereich, Komposition) ist in Tabelle A.1 zu finden.

Zur dynamisch-magnetischen Trennung (DMT) der MNP wurden magnetische Beads als Teil der
stationdren Phase in einer gepackten Chromatographiesiule verwendet. Die Beads bestehen in der
Regel aus einer Matrix (z.B. Polystyrol, PS), in der MNP eingebettet sind [197]. Durch das grofe
Volumen besitzen die Beads, abhéngig vom Anteil der eingebetteten MNP, ein grofses magneti-
sches Moment. Aus diesem Grund werden sie héufig fiir die magnetische Separation von Proteinen,
Nukleinséduren, anderen biologischen Molekiilen oder sogar Zellen eingesetzt [198]. Dazu kann die
Oberfliche der Beads mit entsprechenden Zielmolekiilen beschichtet werden. Eine Ubersicht der
untersuchten Beads ist in Tabelle A.2 zu finden.

3.1.1 Probenpriparation

Aufgrund der vielfiltigen Verwendung von magnetischen Nanopartikeln (z.B. in Farbstoffen oder
manchen Druckerpatronen) besteht die Gefahr der Kontamination bei der Préparation der Proben.
Aus diesem Grund wird die Anzahl der Préparationsschritte auf ein Minimum reduziert. Zudem
wird zur Bearbeitung der Probengefifse eine Titan-Zange oder ein Keramikmesser verwendet. Die
Lagerung erfolgt in Kunststoffbehéltern, da Kartons aus recycletem Papier signifikante magnetische
Signalbeitrige liefern und die Probengefiafe dadurch kontaminierten (vermutlich Reste von magne-
tischen Druckerpatronen). Dariiber hinaus werden die Proben aus den Originalgefiffen unter einer
mikrobiologischen Sicherheitswerkbank (Klasse II) entnommen, um der Alterung der Originalpro-
ben entgegenzuwirken.

Da die Verdiinnung von MNP den osmotischen Druck auf die Stabilisierungshiille erhoht und daher
langfristig zu einer Aggregation der Partikel fithren kann [199], werden die Verdiinnungsmedien mit
dem jeweiligen Stabilisator versetzt (Massenanteil 0.5%).

3.1.2 Berechnung von Partikelanzahl und Volumenanteil

Ublicherweise wird fiir MNP-Proben die Eisenkonzentration ¢ (Fe) bestimmt (siehe Abschnitt 3.3).
In manchen Fillen kann es jedoch hilfreich sein den Volumenanteil ¢y der MNP im Medium zu
kennen. Dazu muss bekannt sein, in welcher Konfiguration das Eisen vorliegt. In einem Magnetit-
molekiil (FegO4) sind drei Atome des Eisens enthalten, so dass in diesem Fall fiir die Stoffmenge
des Eisens gilt: npe = 3 npe;0,.- Das Einheitsvolumen Vgyz, das ein einzelner MNP aus Magnetit
einnimmt, ergibt sich daher aus ¢ (Fe) und der zugehorigen Stoffmenge np, wie folgt:

NFe 3 NFe;04

Vez = c(Fe)  c(Fe)

(3.1)
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Mithilfe der Masse m (Fe3O4) und der molaren Masse Mpe,0, kann die Stoffmenge npe,0, berechnet

werden:
m (I €3 04) Vi PFe304
A e Anf T Vsl L E N

3.2
MFe304 MFe304 ( )

NFe304 =

Die molare Masse von Magnetit Mpe,0, kann mit der molaren Masse von Eisen Mpe ~ 55.8 g/mol
und von Sauerstoff Mo ~ 16.0 g/mol durch folgende Gleichung berechnet werden: Mpe,0, = 4 Mo+
3 Mpe =~ 232 g/mol. Durch Einsetzen von Gleichung (3.2) in (3.1) kann Viz schlieflich berechnet
werden:

3 PFes0
Vigg = ——FFeaO4  y 3.3
B2 C(Fe) Mpego, - (33)

Der Volumenanteil ¢y ist dann der Quotient aus Vx und Vgyz:
VK . c(Fe) . MFe304

= = 3.4
¢V VEZ 3 PFe304 ( )

3.2 Grollenbestimmung

3.2.1 Statische Mehrwinkellichtstreuung

Bei der statischen Mehrwinkellichtstreuung (engl. multi angle light scattering, MALS) wird die Ab-
lenkung des eingestrahlten Lichts von seiner urspriinglichen Richtung in verschiedenen Winkeln
an einer Probe gemessen. Die zeitlich gemittelte Intensititsverteilung lasst z.B. Riickschliisse auf
das Molekulargewicht und die Grofe der enthaltenen Partikel zu (siehe dazu Abschnitt 2.2.8). Die
MALS eignet sich demnach zur Bestimmung von Partikelgrofsen ab Gyrationsradien von etwa 8 nm
bis hin zu 500 nm; abhéngig von der jeweiligen Probe.

Fiir die Messung wurde ein MALS-Detektor (PN3621) der Firma Postnova Analytics GmbH ver-
wendet. Dieser ist mit einer speziellen Flusszelle (V = 63 pL) ausgestattet [200] um die 21 Photo-
detektoren — entsprechend Abbildung 3.1 — angeordnet sind. Die besondere Geometrie der Flusszelle
fiihrt die Stromung besonders turbulenzarm und reduziert mogliche Scherkréfte. Dies hat einerseits
zur Folge, dass die Absorption von Probenmaterial an der Zellwand verhindert und der Analyt
geschont wird. Andererseits ist dadurch auch die Bandenverbreiterung bei der Separation geringer.
Der Laser (A = 532 nm) des Detektors ist senkrecht zur Stromungsrichtung ausgerichtet (siehe

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau des verwendeten
MALS-Detekors (PN3621, Postnova Analytics GmbH) zur
Detektion des gestreuten Lichtes (Abbildung aus [201]). Zur
winkelabhéngigen Detektion des Streulichtes sind 21 Photodi-
oden um die Flusszelle angeordnet (Streulichtwinkel 6 = 7°
bis 164°).
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Abbildung 3.1). Die Messungen erfolgen mit einer zeitlichen Auflésung von 2.2 s.
Kalibrierung

Zur Kalibrierung der 21 Photodioden des MALS-Detektors ist ein isotrop streuender Standard ver-
wendet worden (Polystyren Sulfonat Sodium Salz, PSS). Dazu werden 20 ul. dieses Standards mit
einer Konzentration von 10 mg/mL injiziert. Mit der Software der Anlage werden die Normierungs-
koeffizienten der einzelnen Diodensignale unter der Annahme eines isotropen Streuers berechnet
und fiir darauffolgende Experimente gespeichert.

3.2.2 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) eignet sich zur Bestimmung von Partikelgrofen im Bereich
von wenigen Nanometern bis hin zu einigen Mikrometern. Dabei wird die zeitliche Variation der
Streulichtintensitét in einem festen Winkel gemessen (siehe dazu Abschnitt 2.2.9). Daraus lésst sich
die hydrodynamische Grofe der Partikel ableiten.

soloig Abbildung 3.2: Prinzip der DLS-Messung mit

-..‘-'f‘L' wl NIBS-Technologie (nach [204]). Links: Zur Messung

+— Kivette ——> || ¢ '..": niedrig-konzentrierter Partikel kleiner Grofe wird

/I LIk, LA ein groferes Messvolumen in der Kiivettenmitte ge-

- S Eokuslinse nutzt, in(.iem die Fokus.l.inse an die Kﬁvtette heran‘ge—
—— -] fahren wird. Rechts: Fiir hochkonzentrierte Partikel

entfernt sich die Fokuslinse von der Kiivette, so dass

»-

das kleinere Messvolumen am Kiivettenrand liegt.
Detektor
Laser

Abbildung 3.2 zeigt den Aufbau des optischen Messverfahrens. Dabei wird die Probe mit kohéren-
tem monochromatischen Licht der Wellenlinge A = 633 nm bestrahlt. Die zeitliche Fluktuation
der Intensitét des Streulichtes wird dabei in einem festen Winkel g = 173° gemessen. Durch die
geringere Streulichtintensitiat groferer Partikel (z.B. Staub) bei grofen Streuwinkeln kénnen kleine
Partikel besser nachgewiesen werden. Das verwendete Gerat zur DLS-Messung (Zetasizer NanoZS,
Malvern Instruments) ist dabei mit einer besonderen optischen Konfiguration ausgestattet, die als
NIBS®—Technologie bekannt ist (engl. non invasive backscatter technology). Durch Verringerung
des Abstandes zwischen Kiivette und Detektor wird das Messvolumen vergrofert und liegt in der
Kiivettenmitte. Aus diesem Grund kénnen kleine und niedrig konzentrierte Partikel besonders gut
gemessen werden. Bei hochkonzentrierten Proben wird der Abstand vergrofert, so dass das kleinere
Messvolumen an der Kiivettenwand liegt, wodurch der Weg des Lichtes durch die Probe reduziert
wird. Die dadurch reduzierte Mehrfachstreuung ermoglicht es gleiche Resultate iiber einen breiteren
Konzentrationsbereich zu erhalten. Dariiber hinaus wird die Dauer der Mittelung automatisch an
die gemessene Streulichtintensitdt angepasst. Im Online-Modus wird eine Flusszelle aus Quartzglas
mit einem Volumen von V = 70 pL verwendet. Um eine Uberlagerung der Diffusionsbewegung
mit der translatorischen Bewegung in der DLS-Flusszelle zu verhindern, sind die Flichennormale
der Streuebene und die Strémungsrichtung parallel zueinander ausgerichtet. Auch die dynamische
Lichtstreuung ist als Verfahren zur Online-Detektion von Partikeln geeignet. Die {ibliche Dauer zur
Aufzeichnung einer Autokorrelationsfunktion und die damit verbundene Abtastrate liegt im Bereich
von 1 s bis 10 s (hier: 3 s). Zur Auswertung wird die Kumulantenanalyse nach ISO 22412 verwendet
[202], die den sog. z-average-Wert d,_ g, fiir die mittlere Partikelgrofe und den Polydispersitétsindex
(PDI) zur Abschétzung der Verteilungsbreite liefert (siehe Abschnitt A.4.2 im Anhang).
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Bei der DLS ist zu beachten, dass die Auto-Korrelationsfunktion das tatsédchliche Messergebnis dar-
stellt. Zur Interpretation der Funktion und zur Ableitung der Partikelgréfsen werden verschiedene
Modelle (z.B. Verteilungsfunktion, Geometrie) und Rechenalgorithmen (z.B. Kumulantenanalyse,
CONTIN-Algorithmus) angeboten, die ihrerseits zu unterschiedlichen Resultaten fithren konnen.
Dariiber hinaus nimmt die Streulichtintensitdt in etwa mit der sechsten Potenz des Durchmessers
zu. Dies stellt gerade fiir polydisperse Partikelsysteme eine grofse Herausforderung dar, da Detek-
toren mit einem grofsen Dynamikbereich erforderlich sind, um jede Grofenklasse zu detektieren.
Demzufolge haben auch Staubpartikel einen gravierenden Einfluss auf die Qualitdt der Ergebnisse,
weshalb besondere Aufmerksamkeit auf sorgfiltiges Hantieren gelegt wird.

Zetapotential

Das Messprinzip der dynamischen Lichtstreuung erlaubt es zudem das Zetapotential ¢ (siehe da-
zu Kapitel 2.2.9 und Anhang A.4.2) kolloidaler Dispersionen zu bestimmen. Wie in Kapitel 2.2.9
bereits beschrieben, erfihrt das gestreute Licht der Wellenldnge A\ aufgrund der Partikelbewegung
eine Frequenzverschiebung A fy4, die auf den Dopplereffekt zuriickzufiithren ist. Durch Anlegen eines
elektrischen Feldes F,; wird zusédtzlich eine elektrophoretische Bewegung der Teilchen erzeugt. Die
gemessene Frequenzverschiebung Afy; = 2sin (¢/2) A\"'vg; hiingt von der Teilchengeschwindigkeit
vg ab. Das Zetapotential kann schlieflich mithilfe der Helmholtz-Smouluchowski-Beziehung unter
Kenntnis von vg; berechnet werden [203]:

NVEI

= —— 3.5
eoerEpy (3:5)

3.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist eine weit verbreitete Technik zur Bildgebung
von kleinen Strukturen (z.B. Nanopartikeln und Nanostrukturen), bei denen konventionelle Licht-
mikroskope aufgrund der begrenzten Auflésung versagen (etwa 1 pm)%, entwickelt. Dabei erreicht
die TEM eine Auflésung, die bis in den atomaren Bereich reicht. Dadurch lassen sich Grofe, Form
und Zusammensetzung von Nanopartikeln sehr gut untersuchen. Fiir eine Einfiihrung in Theorie
und praktische Anwendung der TEM sei das Buch von Thomas und Gemming empfohlen [206].
Die TEM-Untersuchungen dieser Arbeit sind am ZELMI Institut der TU-Berlin durch Dipl. Ing.
Séren Selve durchgefiihrt worden. Das verwendete TEM (Tecnai G? 20 S-TWIN, FEI) ist ausgestat-
tet mit einer LaB®-Kathode® (Beschleunigungsspannung 200 kV, Punktauflésung 0.24 mm), einem
energiedispersiven Rontgendetektor (EDX r-TEM SUTW, EDAX ; Energieauflosung < 136 €V fiir
MnK,) sowie einer CCD-Kamera®’ (MS794 P, GATAN Inc.; 1024 x 1024 Pixel).

Fiir die Analyse wird die fliissige Probe auf ein Kupfergitter aufgetragen und getrocknet. Das Kup-

5Der franzosische Prinz de Broglie hat in seiner Dissertation im Jahre 1924 die These aufgestellt, dass Teilchen mit
einer Ruhemasse grofer als Null (z.B. Elektronen) auch Welleneigenschaften besitzen [205]. Einem Teilchen der
Masse m mit der Geschwindigkeit v kann daher die Wellenlinge A\ zugeschrieben werden (h ist das Plancksche
Wirkungsquantum): A = h/(mwv). Je hoher also v ist, desto kleiner ist A (gem#f Abbeschem Abbildungsgesetz) und
desto grofer ist die mogliche Aufldsung. Bereits sechs Jahre spiter hat Ernst Ruska das erste Elektronenstrahl-
Mikroskop, basierend auf de Broglies Theorie.

5Die Kathode dient als Quelle des Elektronenstrahls. Durch Erhitzen auf hohe Temperaturen kénnen Elektronen aus
der Kathode austreten. Durch das Anlegen einer Spannung zwischen Kathode und Anode werden die Elektronen
beschleunigt.

57CCD-Kameras (engl. charge coupled device) sind in der Lage Ladungen zu speichern, die sie durch Elektronenstrah-
len erhalten haben.
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fergitter wird vorher mit einer Formvar® Kohle-Folie iiberzogen®. Die Auswertung der TEM-Bil-
der erfolgt anschlieflend mit einer Software (JMicroVision 1.2.7). Um die Partikelgrofen mit der
Software statistisch auszuwerten, wird die angegebene Gréfenskala zur Kalibrierung verwendet. An-
schliefend wird die Haufigkeitsverteilung mit einer logarithmischen Normalverteilung entsprechend
Gleichung (2.18) angepasst, um den Median drgy und die Verteilungsbreite opgy der volumenge-
wichteten Grofenverteilung zu erhalten.

Der Vorteil der TEM-Untersuchung liegt im hohen Informationsgehalt. Neben Grofe und Verteilung
konnen auch Aussagen iiber Form (als zweidimensionale Projektion) und Komposition (Einkern,
Multikern) getroffen werden. Die Untersuchung von Oberflichentopographien oder die dreidimensio-
nale Charakterisierung ist jedoch nicht moéglich, da die Probe zur Bilderzeugung durchstrahlt wird.
Da jeder Aufnahme eine Grofenskala zugeordnet ist, konnen absolute Gréfien abgeleitet werden.
Der Nachteil der TEM-Untersuchung ist der hohere Messaufwand im Vergleich zu vielen anderen
Charakterisierungsmethoden fiir MNP. Im Gegensatz zu integralen bzw. Ensemble-Methoden (z.B.
DLS, MALS, MPS) muss immer in Frage gestellt werden, inwieweit der dargestellte Probenaus-
schnitt reprisentativ fiir die Gesamtheit der Probe ist. Zudem konnen Artefakte der Trocknung die
Interpretation der Partikelzusammensetzung erschweren (z.B. Unterscheidung von Einkern- oder
Multikernpartikeln).

3.3 Konzentrationsbestimmung mittels Spektrophotometrie

Fiir die Konzentrationsbestimmung eignet sich die Messung der Absorption mittels Spektrophoto-
metrie (UV-Vis). Ein etabliertes Verfahren zur Bestimmung des Eisengehaltes stellt die Phenan-
throline-Methode dar. Bei dieser Methode wird aus zweiwertigem Eisen und 1,10-Phenanthroline
ein rot-oranger Komplex gebildet, dessen Absorptionsmaximum bei A &~ 510 nm liegt. Die Methode
zeichnet sich durch den grofien pH-Bereich aus, in dem sich diese Komplexe bilden kénnen. Zudem
wird die Reaktion nur durch wenige Fremdionen gestort. Aus der gemessenen Absorption kann an-
schliefsend die Eisenkonzentration abgeleitet werden. Bei der Bestimmung der Eisenkonzentration
im Online-Modus wird verfahrensbedingt auf die Komplexbildung verzichtet (siehe dazu Abschnitt
7.3.3). Dabei wird vorausgesetzt, dass der von der Partikelgrofe abhiangige Beitrag der Streuung im
Vergleich zum Absorptionsverhalten zu vernachlissigen ist. Dies geht allerdings mit einer héheren
Unsicherheit einher.

Durchfiihrung der Phenanthroline-Methode

Zur Bestimmung des Eisengehaltes der untersuchten MNP-Proben mithilfe der Phenanthroline-Me-
thode werden zunéchst 10 pL der Probe mit 20 pL Salzséure (35%) versetzt, um die enthaltenen
MNP (Magnetit, Maghémit) in ihre Eisenbestandteile aufzulésen. Die Probe wird mit einem Vor-
tex-Mixer 30 s geschiittelt. Nach 5 min wird die Probe mit MPS bei B, = 25 mT gemessen. Wenn
das gemessene Signal der dritten Harmonischen iiber der Erfassungsgrenze (EG) liegt (siehe Tabelle
A.15 im Anhang), wird weitere 5 min gewartet. Liegt das Signal unter der EG werden 470 pL aq.
dest. hinzugegeben und die verdiinnte Probe wird {iber 30 s mit dem Vortex-Mixer geschiittelt. Drei
Aliquots mit einem Volumen von je 50 pl. werden in die Geféfe einer 96-Well-Platte gefiillt. Durch
Hinzugabe von 50 pL. Hydroxylamine-Hydrochloride und 150 pL. Phenanthrolinehydrochloride wird

%Da bei der TEM die Proben durchstrahlt werden, miissen fiir Elektronenstrahlen transparente Materialien (z.B.
Kupfergitter mit einem Film aus Kohlenstoff) verwendet werden.
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die Komplexbildung ausgelost und ein Farbumschlag zu rot-orange findet statt. Zuséatzlich sind zur
Kalibrierung der Messsignale 50 pL einer Verdiinnungsreihe eines Eisenstandards sowie zur Unter-
grundkorrektur eine Leerprobe bestehend aus aq. dest. ebenfalls mit Hydroxylamine-Hydrochloride
und Phenanthrolinehydrochloride der gleichen Menge versetzt worden. Nach einer Wartezeit von
15 min wird die Absorption mittels eines Spektralphotometers (SpectraMax Plus 384, Molecular
Devices LLC') bei einer Wellenlénge von A = 510 nm gemessen und bzgl. des Leersignals korrigiert.
Aus der abgeleiteten Kalibrierfunktion des verwendeten Eisenstandards kann die jeweilige Eisen-
konzentration der zu untersuchenden Probe ermittelt werden.

Online-Detektion

Zur Online-Detektion der Eisenkonzentration wird ein UV /Vis-Detektor der Firma Postnova Ana-
lytics GmbH verwendet (PN3211). Dieser ist mit einer temperierten Flusszelle aus Quartzglas aus-
gestattet, die ein Fassungsvermogen von V' = 12 pL aufweist. Der UV /Vis-Detektor wird im Zwei-
Wellenlangen-Modus betrieben (A7 = 280 nm und A\ = 350 nm). Die Zeitkonstante des analogen
Rauschfilters wird dabei auf 1 s gesetzt. Die empfohlene minimale Peakbreite bei halber Hohe in
der Chromatographie liegt demnach bei 4.8 s.

3.4 Magnetische Charakterisierung

3.4.1 Quasistatische Magnetisierungsmessung

Magnetisierungsmessungen an den MNP-Proben sind in dieser Arbeit mit einem SQUID-Magneto-
meter (magnetic property measurement system, MPMS XL5) der Firma Quantum Design durchge-
fiihrt worden. Mit diesem Messgerit lassen sich magnetische Felddnderungen mit hoher Empfindlich-
keit messen. Dies wird durch die sog. SQUID-Sensorik (engl. superconducting quantum interference
device) ermdglicht, deren Funktionsweise auf der Flussquantisierung und dem Josephson-Effekt be-
ruht. Diese Effekte treten jedoch nur bei Supraleitung® auf; ein Zustand der nur durch aufwindige
Kiihlung in einem Kryogefif mit fliissigem Helium erreicht wird. Eine umfassende Ubersicht zu
den Grundlagen der Supraleitung und der Funktionalitit von SQUIDs ist im Buch von Buckel und
Kleiner zu finden [207]. Um das Magnetisierungsverhalten der MNP-Proben zu messen, kénnen mit
dem SQUID-Magnetometer Magnetfelder im Bereich von £5 T erzeugt werden. Dariiber hinaus
verfiigt das Gerét iiber eine hochprizise Temperaturregelung.

Aufbau

In der Mitte des Kryostaten des SQUID-Magnetometers ist der Probenraum eingelassen. Dieser
ist mit einer Temperiereinheit ausgestattet, welche die Probentemperatur regelt (in dieser Arbeit
T = 295 K). Im fliissigen Helium des Kryostaten befindet sich eine supraleitende Hochfeld-Magneti-
sierungsspule, die als Solenoid ausgelegt ist. Im Zentrum dieser Spule ist eine ebenfalls supraleitende
Messspule angeordnet, die ein Gradiometer zweiter Ordnung bildet. In dieser Konfiguration werden
Fluktuationen des Feldes der Hochfeld-Magnetisierungsspule oder entfernter Quellen sehr gut unter-

%Die Supraleitung tritt bei einigen Metallen und Metallverbindungen auf und bezeichnet den Zustand, bei dem diese
Stoffe keinen (messbaren) elektrischen Widerstand mehr aufweisen. Dadurch konnen elektrische Strome nahezu
verlustfrei fliefen. Der Zustand wird bei Unterschreiten einer kritischen Temperatur erreicht und liegt z.B. fiir Niob
bei T =9.26 K.
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driickt sowie Untergrunddriften der SQUID-Sensorik minimiert’®. Wird die Probe im Probenraum
durch die Messspule bewegt, wird durch das magnetische Moment der Probe ein elektrischer Strom
induziert. Durch induktive Kopplung mit der SQUID-Sensorik erzeugt diese eine Ausgangsspannung
proportional zum induzierten Strom. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit ist die SQUID-Elektronik
in einer speziell abgeschirmten Box des MPMS untergebracht. Fiir weitere technische Details des
SQUID-Magnetometers seien die technischen Dokumentationen von Quantum Design empfohlen
[208].

Messablauf

Ein Volumen von V = 75 pL der zu untersuchenden Probe wird in eine Kapsel aus Polycar-
bonat (LOT Oriel) gefiillt und verschlossen. Die Kapsel wird in einem Strohhalm zentriert und
anschlieftend am Probentransport befestigt. Anschliefsend wird eine Messsequenz gestartet, bei der
48 Feldwerte in logarithmischer Abtastung von 0 T bis 5 T eingestellt werden. Bei jedem Feldwert
erfolgt eine Messung (RSO-Modus, Scanlidnge 4 cm, 3 Zyklen, 3 Wiederholungen, Frequenz: 1 Hz).
Das aufgezeichnete Rohsignal wird bzgl. des Untergrundes korrigiert, bevor durch die Software das
magnetische Dipolmoment ermittelt wird. Dies erfolgt, indem das theoretische Signal eines Dipols,
der sich durch ein Gradiometer zweiter Ordnung bewegt, an die korrigierten Messdaten angepasst
wird (lineare Regression). Das notwendige Untergrundsignal wird mit derselben Messsequenz auf-
gezeichnet. Dazu wird eine leere PC-Kapsel verwendet.

Auswertung

Die aufgezeichneten Messsignale der feldabhingigen Magnetisierungsmessungen an den fliissigen
MNP-Proben enthalten sowohl das Messsignal der MNP, als auch jenes des (meist) diamagneti-
schen Mediums (z.B. Wasser).

Aus diesem Grund wird eine Korrektur durch Abzug des diamagnetischen Untergrundsignals (Was-
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Abbildung 3.3: a) Grofenverteilungsdichtefunktionen fy von MNP mit
unterschiedlichem Median dk (10 nm rot, 20 nm griin, 30 nm blau) und der
Standardabweichung der Kerndurchmesser ox = 0.25. b) Simulierte Mag-
netisierungskurven monodisperser MNP der Grofe dk (gestrichelte Linien)
sowie logarithmisch normalverteilter MNP mit Median dx und Standard-
abweichung ox = 0.25 (durchgezogene Linien) fiir unterschiedliche Grofen
dk (10 nm rot, 20 nm griin, 30 nm blau). Weitere Simulationsparameter:
Mg =400 kA /m, T = 310 K.

"Unter der Annahme, dass das Feld der Magnetisierungsspule homogen relaxiert, wird der Fluss durch die Spulen-
windungen im Zentrum des Gradiometers durch die Flussidnderung in den oberen und unteren Spulenwindungen
idealerweise kompensiert.
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ser: xy = —9.035 - 107%) vorgenommen. Bei sehr geringen Konzentrationen von MNP ist die dia-
magnetische Korrektur jedoch zu ungenau, da hiufig nicht alle Bestandteile im Medium bekannt
sind. Eine Alternative ist die Normierung der Magnetisierungskurve auf den Verlauf der Magnetisie-
rung einer dquivalenten hochkonzentrierten Probe bei hohen Feldern. Dabei muss beachtet werden,
dass bei hochkonzentrierten Proben das innere Entmagnetisierungsfeld der Probe einen signifikan-
ten Beitrag liefern kann und eine Korrektur der Feldwerte erforderlich macht (siehe Abschnitt 2.1).
Zur Charakterisierung und zur Bestimmung der effektiven magnetischen Kerngrofie der MNP wird
eine Modellanpassung an die Messdaten mithilfe der Methode kleinster Quadrate durchgefiihrt. Das
verwendete Modell beschreibt dabei das magnetische Moment 7z der Probe durch Integration iiber
die logarithmische Normalverteilung p (dik,m) der einzelnen magnetischen Momente p = Vicm M
eines Ensembles von MNP entsprechend folgender Gleichung:

B= / p (dic;m) Vicm MsL (€,) ddim. (3.6)
dK,m

Die mittlere Magnetisierung M der Gréfenverteilung wird durch Annahme der chemischen Zusam-
mensetzung der MNP mithilfe von Gleichung (3.4) zugénglich:

f P (dK,m) VK,m MS‘C (fu) ddK,m

g d
M=t — g, B

3.7
[ p(dim) Vicm ddi m (3.7)

dK,m

Abbildung 3.3 zeigt exemplarisch verschiedene Magnetisierungskurven fiir monodisperse MNP und
MNP-Gréfenverteilungen. Bei einigen Proben kann die Annahme einer bimodalen Verteilung die
Kurvenanpassung deutlich verbessern [26, 60]. Dazu wird eine Uberlagerung zweier Magnetisie-
rungskurven mit den Anteilen §,, und 1 — 3, angenommen.

M = M Bm + My (1~ Bm)- (3.8)

Fiir die aus den M-H-Daten abgeleiteten MNP-Durchmesser wird in dieser Arbeit stets der mittlere
Durchmesser der volumengewichteten Verteilung angegeben.

3.4.2 Magnetpartikelspektroskopie

Das Grundprinzip der Magnetpartikelspektroskopie (MPS) ist in Abschnitt 2.2.6 vorgestellt wor-
den. Auf eine umfassende Beschreibung des Hardware- Aufbaus des verwendeten Gerits soll an dieser
Stelle verzichtet werden, kann aber z.B. in ausfiihrlicher Form in der Arbeit von Biederer [77] nach-
gelesen werden. Hier sollen in kompakter Form der allgemeine Aufbau und die Gegebenheiten, die
fiir die Entwicklung der Online-Option wichtig sind, vorgestellt werden.

Aufbau

Die wichtigsten Komponenten des MPS-Geriéts sind die Sende- und Empfangskette sowie das Daten-
erfassungssystem (DAS), dessen Hauptaufgaben die Signalgenerierung, -regelung und -akquisition
sind. Zur Anregung der MNP wird ein Sinus mit einer Grundfrequenz von fy = 25 kHz vom DAS
synthetisiert und an die Sendekette iibertragen. Um Felder mit einer maximalen Amplitude von
25 mT erzeugen zu konnen, wird das Signal zunéchst mit einem Audioverstirker verstirkt (Bry-
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Abbildung 3.4: Blockschaltbild des MPS-Gerits mit den wesentlichen Kompo-
nenten (von links nach rechts): Digital-Analog-Wandler (D/A), Verstérker (engl.
power amplifier, PA), Bandpassfilter (BPF), Sendespule (engl. transfer coil, TxC),
Empfangsspule (engl. receive coil, RxC), Bandstopfilter (BSF), rauscharmer Ver-
stirker (engl. low noise amplifier, LNA) und Analog-Digital-Wandler (A /D).

ston, 7B SST; 600 W; Klirrfaktor bei f = 25 kHz: THD = 0.005%). Das Ubertragungsverhalten
von Verstdrkern ist nicht ideal linear. Gerade im oberen Leistungsbereich generiert der Verstér-
ker daher hohere Harmonische, die im Anschluss wieder herausgefiltert werden miissen, um eine
reine Anregung der MNP mit der Sendespule zu ermoglichen. Dazu dient ein Bandpassfilter. Die
Sendespule ist derart aufgebaut, dass sie aufgrund ihrer Grofse in der konzentrisch positionierten
Empfangsspule ein nahezu homogenes Wechselfeld erzeugt. Befinden sich MNP in der Empfangs-
spule, so wird die zeitliche Anderung der Partikelmagnetisierung in ihr eine Spannung induzieren.
Nach dem Faradayschen Induktionsgesetz kann die induzierte Spannung u, fiir jede Harmonische
n am Ort r wie folgt angegeben werden:

un = —po | So(r) Ap (r) wpdV. (3.9)
/

Dabei entspricht die Spulensensitivitit Sy jenem Feld, das die Empfangsspule bei einem Strom
von 1 A erzeugen wiirde. Wahrend das MNP-Signal aufgrund der homogenen Anregung als ortlich
konstant angenommen werden kann, variiert die Sensitivitdt Sy innerhalb der Empfangsspule. Um
eine hohe Reproduzierbarkeit der Messung zu gewéhrleisten, sollte die Probenposition in der Spule
bei jeder Messung gleich sein. Zudem sollte der sensitive Bereich optimal genutzt werden. Neben
der induzierten Spannung durch die MNP-Probe koppelt auch die Anregung mit vielfach hoherer
Intensitéit direkt in die Empfangsspule ein. Um das eigentliche Messsignal nutzen zu konnen, wird
die Anregung zunéchst durch einen gradiometrischen Aufbau der Empfangsspule kompensiert und
im Anschluss zusétzlich mit einem Bandstopfilter unterdriickt. Das schwache Signal wird anschlie-
fend mit einem rauscharmen Verstiarker angehoben. Dabei ist zu beachten, dass die Verstirkung
frequenzabhiingig mit einer charakteristischen Ubertragungsfunktion g (f) erfolgt. Das verstirkte
Signal wird schlieflich an das DAS weitergeleitet, in dem die Fourier-Transformation erfolgt. Das ge-
messene Signal kann jedoch aufgrund des unbekannten Ubertragungsverhaltens der Empfangskette
keiner physikalischen Grofe (z.B. magnetisches Moment) zugeordnet werden. Zu diesem Zweck muss
zundchst eine Kalibrierung des Gerédtes durchgefiihrt werden. Dies erfolgt am vorhandenen MPS mit
einer riickgefiihrten Testspule (Nederlands Meetinstitut, Zertifikatnummer 3350483.04). Neben der
Kalibrierung der Sendekette zur Erzeugung definierter Anregungssignale wird die Testspule zur
Messung der Ubertragungsfunktion der Empfangskette verwendet. Dazu wird bei ausgeschalteter
Anregung ein definiertes magnetisches Moment [ bei einer festen Frequenz (sinusférmig) durch die
Spule erzeugt und das Spannungssignal @ mit der Empfangskette gemessen. Das Ubertragungsver-
halten ergibt sich folglich aus dem Verhéltnis von Moment zur Spannung g (f) = v s/as und wird
fiir alle Frequenzen des Empfangsspektrums ermittelt. Das kalibrierte MPS-Gerét gibt daher das
Amplitudenspektrum in komplexer Form mit Re () und Im (i) in [Am?] an.
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Messablauf

Im konventionellen Offline-Modus wird ein Volumen von V' = 30 pL der zu untersuchenden Probe
in ein PCR-Gefél (Life Technologies) gefiillt. Das PCR-Gefaft wird in den MPS-Probenstab einge-
baut. Dieser wird vorsichtig in das MPS gefiihrt und von oben durch den Gerétedeckel fixiert, bevor
die Messung gestartet wird. Eine vorab aufgenommene Untergrundmessung mit leerem PCR-Gefafs
bei identischer Anregung wird von dem Signalspektrum der zu untersuchenden Probe abgezogen
(Abzug im komplexen Zahlenraum). Alle Messungen sind bei 310 K und einer Mittelungszeit von
tavg = 10 s erfolgt.

Die Implementierung des Online-Modus’ ist Inhalt von Kapitel 7 dieser Arbeit.

Auswertung

Die Auswertung des gemessenen MPS-Spektrums erfolgt i.d.R. in Polarkoordinaten mit der Am-
plitude A, (in [Am?]) und der Phase ¢, (in [°]). Im vorliegenden Fall werden die Spektren fiir
Frequenzen zwischen 2.525 kHz und 2164.14 kHz (Auflésung f,.s = 2.525 kHz) ermittelt. Bei der
magnetischen Charakterisierung von MNP werden jedoch nur die (signaltragenden) ungeraden Har-
monischen n beriicksichtigt. Da messtechnisch bedingt auf die erste Harmonische verzichtet werden
muss (Filterung der Anregungsfrequenz fy), werden nur Signale ab der dritten Harmonischen in
die Auswertung einbezogen (siehe Abbildung 3.5). Im Gegensatz zu ¢, hingt A, neben den Ei-
genschaften der MNP im Idealfall linear von der eingesetzten Menge ab. Die Empfindlichkeit der
Messung fiir MNP A} ergibt sich demnach durch Normierung von A, auf die eingesetzte Eisenmen-
ge: Ay = A, /m (Fe). Daher eignet sich die Methode der MPS ideal zur Quantifizierung von MNP
unbekannter Menge m (Fe) ..., wenn davon ausgegangen werden kann, dass sich die magnetischen
Eigenschaften der Partikel nicht &ndern. Die Berechnung erfolgt entsprechend Gleichung (3.10):

m (Fe)unbk = A3/A§ (310)

Bei der Online-Kopplung der MPS mit Separationsverfahren muss davon ausgegangen werden, dass
MNP in sehr geringen Konzentrationen vorliegen und daher nur wenige Harmonische zur Signal-
interpretation zur Verfiigung stehen. Gerade fiir kleine MNP nimmt die Signalintensitdt mit der
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Abbildung 3.5: a) Grofkenverteilungsdichtefunktionen fy von MNP mit unterschiedlichem Median dk
(10 nm rot, 20 nm griin, 30 nm blau) und der Standardabweichung der Kerndurchmesser ox = 0.25. b)
Simuliertes MPS-Amplitudenspektrum von MNP der Grofe dk (gestrichelte Linien) sowie logarithmisch
normalverteilter MNP mit Median dkx und Standardabweichung ox = 0.25 (durchgezogene Linien) fiir
unterschiedliche Grofen dk (10 nm rot, 20 nm griin, 30 nm blau). Das zugehorige Phasenspektrum ist
in ¢ dargestellt. Aufgrund der geringen Signalamplituden kleiner MNP wird die Auswertung der MPS-
Signale auf die dritte und fiinfte Harmonische beschrinkt (weifier Bereich).
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Zahl der Harmonischen n stark ab (siehe Abbildung 3.5a, rote Symbole). Um dennoch vergleichende
Bewertungen der Form der Spektren, der spezifischen Signalamplitude und des Phasensignals tref-
fen zu konnen, wird das MPS-Signal in dieser Arbeit auf drei grundlegende Grofen reduziert. Da
bekanntlich auf die Amplitude der ersten Harmonischen verzichtet werden muss, wird die signal-
stirkste Amplitude der dritten Harmonischen As und die zugehorige Phase (3 fiir Signalbewertun-
gen genutzt. Die dritte Grofe reprisentiert die Form des Amplitudenspektrums und wird durch das
Verhéltnis von As zu As gebildet (spéter auch As;/As3).

Zur Beschreibung der MPS-Signale wird das vorgestellte Modell (siehe Abschnitt 2.2.6) verwendet.
Wie beim Modell der quasistatischen Magnetisierung (entsprechend Gleichung (3.6)) kann auch
das MPS-Signal als Uberlagerung der beteiligten magnetischen Momente einer GroRenverteilung
p (dk,m) beschrieben werden:

ﬁn = / p(dK,m) VK,m Mn dd}gm. (3.11)

dK,m

Die Darstellung der Gesamtmagnetisierung M, = i, /Viz erfolgt nach der gleichen Berechnungs-
vorschrift, wie sie fiir die M-H-Messung durch Gleichung (3.7) erfolgt.

3.5 Asymmetrische Flussfeld-Flussfraktionierung

Die Feld-Flussfraktionierung (F?) fasst eine Klasse von Trennmethoden zusammen, bei der senk-
recht zur Stromungsrichtung eines Analyten ein Feld angelegt wird. Dabei unterscheiden sich die
einzelnen Trennmethoden im Wesentlichen in der Art des Trennfeldes (z.B. Querfluss, Gravitation,
Temperaturgradient, elektrisch). Im Vergleich zu klassischen Trennverfahren mit stationdrer Phase
wirken bei der F? nur geringe Scherkrifte im offenen Trennkanal. Die Gefahr, die Probe durch das
Trennverfahren zu verdndern, wird dadurch minimiert. Dariiber hinaus ermoglicht die Variabilitat
des Trennfeldes einen groken Anwendungsbereich (ca. 1 nm—100 pm) sowie die individuelle Abstim-
mung der Trennung auf den Analyten bzgl. Trennqualitéiit und Zeitaufwand. In dieser Arbeit wird
zur Trennung der MNP die asymmetrische Flussfeld-Flussfraktionierung (AF?*) verwendet. Einige
theoretische Grundlagen des Trennprinzips sind bereits in Abschnitt 2.3 dargelegt worden. Eine
umfassende Ubersicht zur Theorie und praktischen Anwendung der F3-Methode ist in den Biichern
von Giddings und Podzimek zu finden [152, 160].

Funktionsprinzip

Die Trennung der MNP erfolgt in einem langen flachen Kanal der Hohe w, in dem die Tréger-
fliissigkeit stromt. Die Kanalunterseite besteht aus einer pordsen Fritte, auf der sich eine semi-
permeable (austauschbare) Membran befindet. Dadurch kann orthogonal zur Hauptstromungs-
richtung der sog. Querfluss erzeugt werden, der die treibende Kraft der Gréfsentrennung bildet.
Durch den Querfluss V, werden die Partikel entgegen ihrer Eigendiffusion Dt an der Kanalun-
terseite angereichert. Der mittlere Abstand (Schwerpunkt) dieser Verteilung héngt davon ab, wie
stark das angelegte Feld der Diffusion der Partikel entgegenwirkt. Mit dem chemischen Potenti-

" Alle weiteren Struktur- und Umgebungsparameter sind (soweit nicht anders erwihnt) konstant: Ms = 400 kA /m,
K =5.5kJ/m® (entspricht Formfaktor p = 1.15), éu = 10 nm, o = 0.05, = 0.01 Pa's, T = 310 K.

"Sollte von einer nicht-konstanten Hiillschichtdicke dn ausgegangen werden, muss das Doppelintegral fiir die hydro-
dynamische p (dhyq) und KerngroRenverteilung p (dk,m) gelost werden [78].
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al j(z)ex = v x fr = wVixfr/Vo Na und (2.51) kann die Konzentration in Abhiingigkeit der
Entfernung = zur Kanalunterseite berechnet werden:

c/co = exp (—z/l)

. (3.12)
mit [ =V DT/ (VJ_'LU) .

Dabei ist Vj das sog. Totvolumen (engl. void volume; hier: V; = 1 mL). Die Verteilung hydrodyna-
misch kleiner Partikel mit hoher Diffusion ragt demnach weiter in den Kanal hinein als bei grofien
Partikeln. Aufgrund des parabolischen Flussprofils in Hauptstromungsrichtung (siehe Gleichung
(2.54)) werden Partikel, die am weitesten in Richtung der Kanalmitte diffundieren, am schnells-
ten ausgespiilt. Demzufolge hingt die Retentionszeit tg von der hydrodynamischen Partikelgréfie
dnyd, der quadratischen Kanalhohe w? und dem Verhéltnis von Quer- V| zu Hauptflussrate (bzw.
Kanalflussrate) Vican ab und kann mit folgender Niherungsformel berechnet werden [160]:

w? v
tp = In{1+— 3.13
"= o (3.13)

Direkt nach Injektion der Probe in den AF*-Trennkanal folgt zunichst die sog. Relaxation, sodass
die Partikel ausreichend Zeit zum Erreichen des Gleichgewichtszustandes haben. Dazu wird die Pro-
be in der Ndhe des Kanaleinlasses fokussiert, indem ein zusitzlicher Fokusfluss mit der Flussrate
Vpok durch einen Einlass in der Kanalmitte erzeugt wird. In den Experimenten dieser Arbeit wird
die Probe an der breitesten Stelle des Kanals bk,, = 20 mm fokussiert. Die Fokussierungslinie hat
dabei eine Breite von etwa bpox = 1 mm. Zusammen mit dem Schwerpunkt der Konzentrationsver-
teilung [ im Abstand zur Membran (siehe Gleichung (3.12)) kann das Volumen abgeschitzt werden,
in dem die Partikel ndherungsweise aufkonzentriert werden. Das Fokussierungsvolumen von MNP
mit dpyq = 60 nm im Querfluss Vi=1 mL/min betrigt etwa Viok ~ 20 nL. Bei einem injizierten
Volumen von 20 pL wird die Probe daher unweigerlich um etwa drei Gréfienordnungen aufkonzen-
triert.

Im Anschluss an die Fokussierung wird Vpok bis auf 0 mL/min reduziert, wihrend VKan entspre-
chend erhoht wird, um eine konstante Flussrate am Kanalauslass (bzw. des Detektorflusses) VDet zZu
erhalten. Nach diesem Schritt kann die Probe in Richtung Kanalauslass eluieren. Wahrenddessen
wird héufig auch Vi reduziert, um die Dauer des Trennprozesses zu verkiirzen (bzgl. Dauer, Auf-
16sung, Peakhohe)™. Nach der Fokussierung werden hiiufig Verunreinigungen als erstes eluiert. Sie
tauchen im Detektorsignal zur Totzeit ¢ty (bzw. nach Elution des Totvolumens Vj) als Fehlsignal;
dem sog. void peak, auf™®. Bei unzureichender Fokussierung und Trennung der Probe kénnen auch
Partikel der Proben im wvoid peak auftauchen.

Equipment

Der Aufbau des verwendeten AF*-Systems ist in Abbildung 3.6 gezeigt. Der Trennkanal befindet
sich dabei in einem temperierbaren Ofen (PN4020; Temperaturbereich: 280 — 350 K). Die Trager-
fliissigkeit wird im Degasser (PN7520) entgast, bevor sie fiir den Kanal- und Fokusfluss verwendet
wird. Um diese Flussraten zu erzeugen, werden isokratische Hochdruckpumpen (PN1130; Fluss-

B Wird VL reduziert, so wird auch VKan derart angepasst, dass VDet konstant bleibt.

"Bei Tensid-Losungen kénnen sich wihrend der Fokussierung Mizellen bilden, die aufgrund ihrer geringen Gro-
Re schnell eluieren. Aber auch sehr grofe Verunreinigungen (z.B. Staub) eluieren schnell, da sie durch den sog.
Tragflicheneffekt eine Sogwirkung in Richtung der Kanalmitte erfahren.
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raten’: 0.05 — 9.95 mL/min) verwendet. Der kontinuierliche Querfluss durch die Membran wird
mithilfe von zwei wechselseitig arbeitenden Spritzenpumpen generiert (AF2000). In diesem Modul
befindet sich auch ein Drucksensor zur Messung des Kanalinnendruckes. Das Injektionsventil mit
variabler Injektionsschleife dient dem manuellen Probeneinlass und befindet sich zwischen Kanal-
flusspumpe und Trennkanal. Da die aufgetrennte Probe den Kanal stark verdiinnt verldsst, wird die
Stromung am Kanalauslass gesplittet. Dazu wird an einer zweiten Offnung eine zusitzliche Aus-
lasspumpe (engl. slot outlet pump) angeschlossen. Diese sorgt fiir einen definierten Abtransport der
analytfreien Tragerfliissigkeit und fiihrt somit zu einer 3.3-fach hoheren Partikelkonzentration auf
der Detektorseite.

Einlass VKa,,
l Fokusflus$'
| — ———
{ I v Querfluss V.
HPLC- I > - _{
[ ] Entgaser Pumpe w
I Auslassfluss Druck- Querfluss- )
' < sensor pumpe
I Membran I
mobile .-
Phase

Auslass- l
I pumpe Y 4
V, Temperierofen
ot P 4 Abfall
A zu Detektoren

Abfall

Steuerung und
Datenerfassung

i

Abbildung 3.6: Oben) Prinzipskizze des
Trennmoduls der AF*-Anlage (Postnova Ana-
lytics GmbH) zur hydrodynamischen Trennung
von MNP. Unten) Bild der verwendeten AF*-
Anlage mit Reservoir fiir die Tragerfliissigkeit
(@), Hochdruckpumpen fiir Kanal- und Fokus-
fluss (©), Kolbenpumpe fiir den Querfluss (¢),
Trennkanal im Ofen (d) und Auslasspumpe (e).

Methodenentwicklung

Die Qualitit einer Trennung mittels AF* ist von einer Vielzahl von Parametern abhiingig, weshalb
vor der Analyse neuer Proben geeignete Trennparameter ermittelt werden miissen [209, 210]. Die
Entwicklung einer solchen Trennprozedur sollte daher systematisch erfolgen und ist z.B. im Leitfaden
von Gigault et al. und der Arbeit von von der Kammer et al. festgehalten [209, 210]. Die wesentlichen
Einflussgrofsen, die in diesen Arbeiten hervorgehoben werden, sind:

e Zusammensetzung der Tragerfliissigkeit

"Der minimale Férderbereich der verwendeten Pumpen ist im Datenblatt mit 0.1 mL/min angegeben. Eigene Mes-
sungen haben ergeben, dass auch Flussraten bis 0.05 mL/min von der Pumpe mit einer Genauigkeit von +1.2%
bereitgestellt werden.
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Verhéltnis von Quer- V| zu Kanalflussrate Vican
Kanalhthe

Analytmenge

Relaxationszeit

Membranmaterial.

Diese Einflussgrofien bestimmen nicht nur die saubere Trennung unterschiedlicher Partikelgrofien,
sondern wirken sich auch mafigeblich auf die Wiederfindungsrate (bzw. den Probenverlust) aus. Das
externe Kraftfeld (bzw. der Querfluss) ist die wichtigste Einflussgrofe der Trennung und muss fiir
jede Probe entsprechend angepasst werden. Die Zusammensetzung der Trégerfliissigkeit bestimmt
dagegen hauptséchlich die elektrostatischen Figenschaften der Probe und der Membran. Dadurch
kann z.B. auf das Verhalten der Probe wiahrend der Trennung und die Akkumulation an Oberflichen
(z.B. Membran, Kapillare, Flusszelle) Einfluss genommen werden. Die Kanalhohe bestimmt dage-
gen die Position der Partikel im parabolischen Flussprofil und damit deren Retentionszeit. Durch
Wabhl eines entsprechenden Abstandhalters (engl. spacer) kann die Kanalhohe eingestellt werden.
Grofere Kanalhohen (bzw. Kanalvolumina) eignen sich fiir die Trennung kleiner Partikel, da somit
ihre Aufenthaltszeit verlingert wird und sich dadurch der Abstand zum woid peak vergrofert. Die
Relaxationszeit entspricht der Dauer des Fokussierungsschrittes und sollte lang genug sein, um die
Partikel in ihrer jeweiligen Position im Geschwindigkeitsprofil anzuordnen. Eine zu lange Fokussie-
rung erhoht hingegen die Wahrscheinlichkeit, dass Partikel untereinander oder mit der Membran
wechselwirken. Zudem bilden sich bei tensidhaltigen Trennmedien Mizellen, die den wvoid peak ver-
grofern. Durch Verminderung der Analytmenge kann die interpartikulire Wechselwirkung reduziert
werden. Dies erschwert jedoch den Nachweis der Fraktionen mit den nachfolgenden Detektoren.

3.6 Stereolithografie

Die von der Firma envision TEC entwickelte Perfactory®—Technologie zur generativen Fertigung ge-
hort zu den Verfahren der Stereolithographie (SLA). Damit konnen Designmuster und Einzelstiicke
schnell und werkzeuglos hergestellt werden. Dabei werden Bauteile mit hoher Detailtreue erzeugt,
fiir die inzwischen auch eine breite Palette von Materialien zur Verfiigung steht. Abhéngig vom
verwendeten Material (siehe Tabelle A.7 im Anhang) sind Auflésungen zwischen 25 pm in 100 pm
(in z-Richtung) mit dem verwendeten Gerdt moglich. Die Herstellung der Bauteile mit dem SLA-
Verfahren erfolgt an der PTB (Technisch-wissenschaftliche Infrastruktur, Gerdtebau) durch Dirk
Gutkelch.

Herstellungsprozess

Das Bauteil (oder die Baugruppe) wird vor der Herstellung zundchst mittels CAD-Software ent-
worfen. Aus dem dreidimensionalen Modell wird anschliefiend eine Struktur aus gestapelten Lagen
definierter Dicke erstellt. Diese Lagen werden im Fertigungsprozess einzeln erstellt. Das Fertigungs-
prinzip ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Dabei fahrt eine Tragerplattform (a) in das fliissige Photo-
polymer (c), das sich in einer lichtdurchlissigen Wanne (d) befindet. Beim Aufbau der ersten Lage
entspricht der Abstand vom Wannenboden zur Trigerplattform genau der eingestellten Schichtdicke
des Modells. Durch selektive Projektion der ersten Lage des Modells von unten auf den Wannenbo-
den, und somit auf die Trégerplattform, wird das Photopolymer selektiv ausgehértet. Die Projektion
erfolgt mittels einer digitalen Lichtverarbeitungs-Technologie (engl. digital light processing, DLP),
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bei der das Licht (f) iiber mikroskopisch kleine Spiegel (e) gelenkt wird. Anschliefend wird die
Tragerplattform nach oben bewegt und fiir die neue Schicht entsprechend abgesenkt, bevor die
Projektion und Aushértung der néchsten Lage erfolgen kann. Das Modell wird dadurch Lage fiir
Lage erstellt. Die Auflosung in der z-y-Ebene wird dabei vom DLP-Chip bestimmt, wogegen die
Hubbewegung die Auflésung in der z-Richtung festlegt. Nach der Aushértung werden die Modelle
entsprechend nachbearbeitet (Entfernen von Stiitzstrukturen, Uberarbeitung der Verbindung zur
Tréagerplattform).

Abbildung 3.7: Prinzipskizze vom Aufbau des verwendeten Gerites

zur generativen Fertigung von Bauteilen. Das Bauteil (b) wird schicht-
/ weise aus dem fliissigen Photopolymer (¢) aufgebaut, welches sich in
einer Wanne (d) befindet. Die Polymerisation (Festigung) erfolgt durch
flichenhafte Belichtung des fliissigen Photopolymers. Ein Mikrochip (e),
bestehend aus vielen beweglichen Mikrospiegeln, wird von der Lichtquel-
le (f) bestrahlt und reflektiert das Licht auf die auszuhiirtenden Bereiche

im Bauraum. Das Bauteil wird dadurch schichtweise, kopfiiber an einer
Trigerplattform hingend (a), aufgebaut.

®@
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4 Modellierung der nichtlinearen
magnetischen Wechselfeld-Suszeptibilitat
und der magnetischen Trennung
von Nanopartikeln

Dieses Kapitel beschéftigt sich mit der Modellierung des Verhaltens von magnetischen Nanopartikeln
(MNP) in magnetis hen Wechselfeldern zur Beschreibung der Signalentstehung bei der Magnetpar-
tikelspektroskopie (MPS) sowie der dynamisch-magnetischen Trennung von MNP.

Zunéchst wird untersucht, welche Struktureigenschaften neben der Partikelgrofe das MPS-Signal
mafgeblich beeinflussen. In diesem Sinne soll die Modellierung dazu dienen, den Mehrwert einer
magnetischen Online-Messung bei der Grofentrennung mittels asymmetrischer Flussfeld-Flussfrak-
tionierung (AF*) von MNP aufzuzeigen bzw. eine erste Bewertung der Leistungsfihigkeit dieses
Kopplungsverfahrens zu ermoglichen. Dariiber hinaus werden Riickschliisse auf die Sensitivitat des
Messverfahrens gezogen, die fiir eine konstruktive Umsetzung der Online-Option von Bedeutung
sind. Grundlage sind hierbei die in Abschnitt 2.2.6 beschriebenen analytischen Modelle zur Be-
schreibung des dynamischen Magnetisierungsverhaltens von MNP bei der MPS-Messung.

Im Anschluss erfolgt die Modellierung der dynamisch-magnetischen Trennung (DMT) von MNP, um
eine theoretische Untersuchung von Parametereinfliissen auf die Funktionalitidt des Trennsystems zu
ermoglichen. Ziel ist es, geeignete Prozessparameter zu definieren, die eine erfolgreiche Trennung von
MNP nach dem magnetischen Moment und dem Relaxationsverhalten erlauben und somit zu MNP
mit besseren Eigenschaften fiir die Magnetpartikelbildgebung (MPI) fiihren. Darauf aufbauend wird
zusdtzlich die Kapazitéit einer gegebenen DMT-Sdule ermittelt. So kann festgestellt werden, ob die
Konzentration der getrennten MNP oberhalb der Nachweisgrenze der MPS-Messung liegt und ob
es demnach méglich ist, einen Online-MPS-Detektor gewinnbringend bei der DMT einzusetzen.

4.1 Physikalische Beschreibung der Magnetisierungsdynamik von
magnetischen Nanopartikeln

In Abschnitt 2.2.6 sind die Grundlagen zur physikalischen Beschreibung von MNP in dynamis h-
magnetischen Feldern vorgestellt worden. Zur Modellierung der MPS-Signale im folgenden Kapi-
tel wird das erweiterte Debye-Modell entsprechend Gleichung (2.33) verwendet (siehe Abschnitt
2.2.6). Dabei wird von nicht-wechselwirkenden MNP mit uniaxialer Anisotropie ausgegangen, deren
Anisotropieachsen parallel zur Anregungsrichtung orientiert sind. Demzufolge sind die wesentlichen
Eingangsgrofen dieses Modells der Langevin-Parameter &m o sowie die Relaxationszeit im Verhélt-
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Abbildung 4.1: a) Dritte Harmonische A3 des MPS-Signals
von MNP im thermodynamischen Gleichgewicht normiert auf das
magnetische Moment, p in Abhéngigkeit des Langevin-Parameters
&m berechnet mit dem dynamischen Langevin-Modell (Gleichung
(2.31)). b) Dritte Harmonische A3 des MPS-Signals von MNP
berechnet mit dem erweiterten Debye-Modell normiert auf Az ¢q
in Abhéngigkeit der normierten Relaxationszeit wqTesr.

nis zur Messzeit woTeg. Der Einfluss beider Grofen auf das MPS-Signal ist exemplarisch fiir die
dritte Harmonische As in Abbildung 4.1 dargestellt. Es wird deutlich, dass das Signal fiir kleine
Relaxationszeiten woTeg < 0.05 auch mit dem dynamischen Langevin-Modell beschrieben werden
kann (siehe Gleichung (2.31)), da die Abweichung der Ergebnisse beider Modelle (hier A3z) unter
1% liegt (siehe Strich-Punkt-Linie in Abbildung 4.1b). Da beide Groken & (B, Mg, T,t, Vi) und
woTeft (B, K, Ms, T, Vi, Vayan) komplexe Funktionen struktureller und magnetischer Eigenschaften
der MNP sind, muss eine Reihe von Annahmen getroffen werden, um aus dem MPS-Signal auf
bestimmte Eigenschaften der MNP zu schliefsen. Dabei muss zusétzlich beriicksichtigt werden, dass
reale MNP-Systeme in vielen Féllen polydispers sind, d.h. eine (logarithmische) Normalverteilung
der Groken dig bzw. dnyq aufweisen (siehe Abschnitt 2.2.1).

4.2 Dynamisch-magnetische Suszeptibilitit von Nanopartikeln bei
der Trennung mittels AF*

Bei der AF* werden die MNP nach der hydrodynamischen Grife dnyq aufgetrennt und verlassen den
Trennkanal als Fraktionen mit schmaler Verteilung (siehe Abschnitt 3.5). Fiir die Grofenverteilung
wird daher eine logarithmische Normalverteilung der Kerngrofen (Gleichung (2.18)) mit ox = 0.1
bei konstanter Hiillschichtdicke dr angenommen. Das MPS-Signal wird mit dem erweiterten Debye-
Modell als Uberlagerung der beteiligten Kerngrofen dg = dhya — 20 entsprechend Gleichung (3.11)
berechnet. Die magnetische Anregung entspricht dabei den Betriebsparametern des verwendeten
MPS-Gerites (maximale Anregungsamplitude B, = 25 mT, Anregungsfrequenz fo = 25 kHz, Tem-
peratur 7' = 310 K). Fiir die weiteren Struktureigenschaften werden unterschiedliche Annahmen
getroffen. Fiir die Sattigungsmagnetisierung Mg wird zum einen der Wert fiir Magh&mit (siehe Ta-
belle 2.1) gewahlt. Zum anderen erfolgt die Modellierung auch mit einem reduzierten Wert fiir Mg,
der z.B. aus einer anderen Kristallstruktur resultieren kann. Die aus der Form der MNP resultie-
rende uniaxiale Anisotropiekonstante K wird mithilfe von Gleichung (2.16) fiir den Bereich iiblicher
Achsenverhéltnisse pa € [1.05,1.25] ellipsoider Partikel berechnet. Fiir die Viskositét des Mediums
wird der Wert von Wasser bei T' = 310 K angenommen (n = 0.7 mPa s) [211].
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4.2.1 Einfluss der Grofse von MNP auf das MPS-Signal

Im thermodynamischen Gleichgewicht kann das Magnetisierungsverhalten von MNP in Abhéngig-
keit des dukeren Magnetfeldes mithilfe der Langevin-Funktion beschrieben werden (siehe Gleichung
(2.22)). In Abbildung 4.2a ist zu erkennen, dass die Magnetisierungskurve der MNP zunéchst linear
verlduft. Erst bei hoheren Anregungsamplituden By, wird der Verlauf nichtlinear, bis eine Séttigung
mit dem Grenzwert Mg einsetzt. Dabei miissen fiir kleine MNP wesentlich hohere Felder B, aufge-
bracht werden, um in den nichtlinearen Magnetisierungsbereich zu gelangen, da ihre Suszeptibilitat
deutlich geringer ist. Durch die sinusférmige Anregung bei der MPS wird die Magnetisierungskurve
bis zur Amplitude B,, periodisch abgefahren (siehe Abschnitt 2.2.6). Je gréfer die MNP sind, desto
héher ist daher die maximale Amplitude der Magnetisierungsantwort. Ebenso ist das Magnetisie-
rungsverhalten im Bereich der Anregung fiir MNP stérker durch einen nichtlinearen Verlauf geprégt.
Dieser ist dafiir verantwortlich, dass die zeitabhéngige messbare Magnetisierung der MNP sowohl
die Grundfrequenz fj, als auch hohere Harmonische n - fy enthilt (n = 2-k+4 1 mit k € Z). Dadurch
weist das MPS-Verfahren die hochste Empfindlichkeit A3 zunéchst bei den groften MNP auf. Dies
ist in Abbildung 4.2b fiir die dritte Harmonische A3 des MPS-Signals in Abhéngigkeit der MNP-

*
3,eq

das quasistatische Magnetisierungsverhalten der MNP das MPS-Signal bestimmt (woTeg — 0, siehe
Gleichung (2.31)). Da die magnetischen Momente der MNP nur mit endlicher Geschwindigkeit der

externen Anregung folgen kénnen, kann lediglich im Grenzfall wyTeg — 0 von einem Prozess im

Grofe (dik bzw. dnyq) gezeigt. Die hellblaue Linie markiert dabei den Verlauf von A wenn nur

thermodynamischen Gleichgewicht ausgegangen werden. Mit zunehmender Grofse der MNP nimmt
jene charakteristische Zeit 7eg zu, die die magnetischen Momente zur Ummagnetisierung bendtigen

(a) (b)
400
= =
5 300 :L',__’/
= 2
~_ 200 =
N3 €
= 100 5\5
0 <

Abbildung 4.2: a) Modellierte quasistatische Magnetisierungskurven fiir MNP unterschiedlicher Gro-
e unter der Annahme einer logarithischen Normalverteilung der Kerngrdfsen dx mit ox = 0.1 bei
konstanter Hiillschichtdicke dg = 10 nm. b) Modellierte dritte Harmonische A% des MPS-Signals bei
einer Anregung von B, = 25 mT in Abhéngigkeit der MNP-Grofse. Es wird eine logarithmische Nor-
malverteilung der Kerngrofen dkx mit ox = 0.1 bei konstanter Hiillschichtdicke dy angenommen. Durch
Beriicksichtigung der effektiven Relaxationszeit 7er (durchgezogene Linie) weichen die MPS-Signale ab
dhya ~ 40 nm vom quasistatischen Magnetisierungsverhalten (hellblaue Linie) ab. ¢) Zur Modellierung
der MPS-Signale ist die zusétzliche Beriicksichtigung der magnetischen Relaxationszeit 7eg der MNP
notwendig (Kreise), insbesondere wenn diese in den Bereich der Messzeit gelangt (woTer = 1, graue
Linie). Dazu werden 7g (blaue Linie) und 7v (rote gestrichelte Linie) in Abhéngigkeit der Grofe dnyq
modelliert, die nach Gleichung (2.29) die effektive Relaxationszeit 7o ergeben.

Die Symbole und Farben heben MNP der Kerngrofe dx = 10 nm (rot, Quadrate), 20 nm (griin, Krei-
se) und 30 nm (blau, Dreiecke) hervor. Alle weiteren Struktur- und Umgebungsparameter sind (soweit
nicht anders erwihnt) konstant: Mg = 420 kA /m, pa = 1.15, « = 0.05, n = 0.7 mPa s, T = 310 K.
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(siehe Abbildung 4.2c). Ist die Anderung des duferen Anregungsfeldes zu schnell (bzw. die An-
regungsfrequenz fy zu hoch), konnen die Momente den angestrebten Gleichgewichtszustand nicht
mehr erreichen und die zeitabhingige messbare Magnetisierung bzw. das MPS-Amplitudenspektrum
wird kleiner (siehe schwarze Linie in Abbildung 4.2b). Dies zeigt sich dariiber hinaus auch in einer
zeitlichen Verschiebung der Magnetisierungsantwort bzw. im Phasensignal des MPS-Spektrums. Da
das Relaxationsverhalten der MNP nicht ausschlielich von der Gréfe der MNP abhéngt, werden
weitere strukturelle Einflussgrofen in den folgenden Abschnitten betrachtet.

4.2.2 Einfluss von Formanisotropie und Sittigungsmagnetisierung auf das MPS-
Signal

Abbildung 4.3 zeigt den Einfluss der Séttigungsmagnetisierung Ms und der Formanisotropie (als
Achsenverhéltnis pa) auf das MPS-Signal von MNP unterschiedlicher Grofe. Ist das Achsenver-
héltnis klein (psy =~ 1.05), so konnen die magnetischen Momente der Anregung nahezu ideal folgen
(p3 = 0°) und das MPS-Signal wird durch das quasistatische Magnetisierungsverhalten der MNP
bestimmt (hellblaue Linie). Die geringere Sittigungsmagnetisierung Mg = 210 kA /m fiihrt in die-
sem Fall zu kleineren Signalamplituden A% und einem spéteren Anstieg des As/As-Verhiltnisses mit
der Grofe der MNP (siehe Abbildung 4.3a,b; griine Linien). Fiir po > 1.1 konnen grofe MNP der
Anregung nicht mehr ideal folgen, da die Néel-Relaxationszeit aufgrund der resultierenden Aniso-
tropieenergie F, = KVk zu langsam wird. Dies zeigt sich deutlich im zunehmenden Phasenversatz
3 (siehe Abbildung 4.3c). Fiir A3 und As/As bildet sich hingegen ein Maximum aus, das sich bei
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Abbildung 4.3: Modellierte dritte Harmonische A% (a), Form A5/A3 (b) und Phase ¢3 (c) des MPS-
Signals von MNP in Abhéngigkeit der hydrodynamischen Grofe fiir verschiedene Eigenschaften (Ms,
pa)- Die Modellierung erfolgt unter der Annahme einer logarithmischen Normalverteilung der Kerngro-
fen ox = 0.1 bei konstanter Hiillschichtdicke §iy = 10 nm. Fiir die Séttigungsmagnetisierung wird der
Wert fiir Maghdmit (Mg = 420 kA /m, orange Linien) und ein reduzierter Wert (Mg = 210 kA /m, griine
Linien) gewé&hlt. Zusétzlich werden verschiedene Formfaktoren ps € [1.05,1.25] angenommen. Alle wei-
teren Struktur- und Umgebungsparameter sind (soweit nicht anders erwihnt) konstant: B, = 25 mT,
a=0.05,7=0.7TmPas, T=310 K.

zunehmendem pp in Richtung kleinerer Durchmesser verschiebt (orange Linien). Bei einem geringe-
ren Wert fiir Mg ist dieser Verlauf nicht so stark ausgepréigt (griine Linien). Die Ursache dafiir liegt
in der geringeren Formanisotropie K, die aus dem schwéicheren Entmagnetisierungsfeld von MNP
mit kleinem Mg resultiert. Dieser Zusammenhang ist zusétzlich in der Nebengrafik von Abbildung
4.3b dargestellt.
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Das MPS-Signal bzw. das magnetische Verhalten kann somit nicht eindeutig aus der Grofe der
MNP abgeleitet werden, da zusétzlich ein komplexer Zusammenhang zwischen der Sattigungsma-
gnetisierung und der Anisotropie besteht.

4.2.3 Einfluss der Anregungsamplitude auf das MPS-Signal

Der Einfluss der Anregungsamplitude B, (5 mT lila; 10 mT griin; 25 mT orange) auf das MPS-
Signal von MNP unters hiedlicher Grofe ist in Abbildung 4.4 fiir die Parameter A%, As/A3 sowie
3 in Abhéngigkeit von dpyq dargestellt (pa = 1.15 und Mg = 420 kA /m). Zusétzlich kennzeichnen
die hellblauen Linien den Verlauf der MPS-Signale fiir das quasistatische Magnetisierungsverhalten
(woTer — 0). Es ist zu erkennen, dass das MPS-Signal bei der gréfsten Anregungsamplitude (B, =
25 mT) bis zu einer Gréfe von dnyq ~ 50 nm (bzw. dx = 30 nm) diesem Idealverlauf entspricht. Erst
bei weiterer Zunahme von dyyq hingt das MPS-Signal zusétzlich von der effektiven Relaxationszeit
Teff der MNP ab. Je kleiner By, desto kleiner ist auch der Durchmesser, ab dem das Signal zusétzlich
von Teg abhingt.

Daher kann die Verwendung unterschiedlicher Anregungsamplituden fiir die Strukturaufklarung der
MNP durchaus von Vorteil sein. Es ist in diesem Zusammenhang jedo h zu beachten, dass eine
Reduzierung von Bj, mit einer deutlich geringeren Emfindlichkeit der MPS-Methode einhergeht
(siehe Abbildung 4.4a).
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Abbildung 4.4: Modellierte dritte Harmonische A3 (a), Form As/As (b) und Phase ¢3 (c) des
MPS-Signals von MNP in Abhéngigkeit der hydrodynamischen Grofe fiir verschiedene Anregungs-
amplituden B, (5 mT lila, 10 mT griin, 25 mT orange). Die Modellierung erfolgt unter der Annah-
me einer logarithmischen Normalverteilung der Kerngrofsen ox = 0.1 bei konstanter Hiillschichtdicke
0p = 10 nm. Alle weiteren Struktur- und Umgebungsparameter sind (soweit nicht anders erwéhnt)
konstant: Mg = 420 kA /m, ppn = 1.15, & = 0.05, n = 0.7 mPa s, T = 310 K.

4.2.4 Modellierung der Sensitivitdt der MPS-Methode

Die Abschétzung der Sensitivitit der MPS-Methode ist insbesondere fiir die Entwicklung der Fluss-
zelle fiir die Online-Detektion erforderlich. Im Hinblick auf die Kopplung der MPS mit Separati-
onsverfahren ist die Abschétzung der minimal nachweisbaren Eisenmasse m (Fe) hilfreich, um z.B.
das notwendige Probenvolumen des Detektors festzulegen. Die Modellierung des MPS-Signals hat
gezeigt, dass die Grofe der MNP einen wesentlichen Einfluss auf die Sensitivitdt der MPS-Methode
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hat. Dariiber hinaus ist erkannt worden, dass die Verwendung geringerer Anregungsamplituden B
fiir die Strukturaufklirung von MNP hilfreich sein kann, weil das MPS-Signal von MNP kleiner
Grofe erst bei geringen B, durch das Relaxationsverhalten und somit von weiteren MNP-Struk-
tureigenschaften bestimmt wird. Da auch die Sensitivitit der MPS-Methode dabei abnimmt, wird
diese sowohl in Abhéngigkeit von dpyq, als auch von B}, im Folgenden abgeschitzt.

Ist die Nachweisgrenze (NG) der Harmonischen A, ng bekannt (siehe Abschnitt 6.2.5 und Tabel-
le A.15 im Anhang), kann unter Zuhilfenahme der modellierten Signalamplitude A} die minimale
Eisenmenge berechnet werden, die mit gegebener Wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden kann
(sieche Abbildung 4.5). Die Zielgrofe m (Fe) = 10 ng (blaue Linie) ergibt sich aus der experimentell
bestimmten NG des Konzentrationsdetektors (UV/Vis™®) von ¢ (Fe) ~ 1 pg/mL, wenn ein Messvo-
lumen von 10 pl. der MPS-Messung zur Verfiigung steht. Aus Abbildung 4.5 wird ersichtlich, dass
fiir den Nachweis kleiner MNP dx ~ 10 nm mittels A3 mindestens B, = 10 mT notwendig sind, um
die NG von 10 ng zu erreichen. Zudem ist zu erkennen, dass vor allem unterhalb von B, = 5 mT
die NG fiir alle MNP stark zunimmt. Um eine Eisenmenge von 10 ng bei B = 1 mT nachzuweisen,
miissen MNP eine Grofse von dig > 30 nm aufweisen. Im rechten Teil der Abbildung 4.5 ist zusétzlich
die NG fiir Aj gezeigt. Diese bestimmt, bei welcher Eisenmenge das Amplitudenverhiltnis As/As
zur Charakterisierung noch herangezogen werden kann. Da das Aj/As-Verhéltnis mit abnehmender
MNP-Grofe kleiner wird (siehe Abschnitt 4.2.2b), ist dieser Wert entsprechend hoher als fiir As.
Generell gilt, dass sich die NG proportional zum Volumen der verwendeten Flusszelle verhilt. Fiir
die MPS-Messung im Online-Modus soll es das Ziel sein, MNP mit einer Gréfse von dg = 10 nm
noch nachweisen und bzgl. der Form des Spektrums charakterisieren zu kénnen, wenn sie mit einer
Konzentration von ¢ (Fe) ~ 1 pg/mL (NG des UV /Vis-Detektors) den Detektor passieren. Um dies
zu ermoglichen, muss die Messung bei der hchsten Anregungsamplitude erfolgen und die Flusszelle
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Abbildung 4.5: Berechnung der Nachweisgrenze m (Fe)y aus modellierten MPS-Signalen in Abhén-
gigkeit der Anregungsamplitude By, und der MNP-Grofe dnya = dk + 20y fiir die Signalamplituden
Az und As. Die Modellierung erfolgt unter der Annahme einer logarithmischen Normalverteilung der
Kerngrofien ox = 0.1 bei konstanter Hiillschichtdicke éir = 10 nm. Es werden folgende Annahmen fiir
die Berechnung getroffen: A3 n¢ = 3.07 pAmz, Asng = 1.84 pAmz. Alle weiteren Struktur- und Um-
gebungsparameter sind (soweit nicht anders erwihnt) konstant: pa = 1.15, Mg = 420 kA /m, o = 0.05,
n=0.7TmPas, T"= 310 K.

76UV /Vis-Detektoren gelten als Standardgerite bei der Kopplung mit Trennverfahren, da sie eine ausreichende Sen-
sitivitdt und Stabilitdt aufweisen. Auch bei der Separation von MNP haben sich UV /Vis-Detektoren als niitzlich
erwiesen [38, 39].
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muss mindestens ein effektives Volumen von V' = 10 pL. aufweisen. Die magnetische Charakterisie-
rung bei unterschiedlichen Anregungsamplituden wird dagegen oberhalb von 5 mT erfolgen, da die
NG bei kleineren Feldwerten sehr stark zunimmt.

4.2.5 Schlussfolgerung fiir die MPS-AF*-Kopplung

Die Modellierung zeigt, dass das MPS-Signal nicht zweifelsfrei aus der Groéfse von MNP abgelei-
tet werden kann. Dies liegt daran, dass das dynamische Magnetisierungsverhalten durch das Zu-
sammenspiel von strukturellen und magnetischen Eigenschaften (K, Mg, Vk, Viya) der MNP und
duferen Parametern (B, fo, 7, T') entsteht. Des Weiteren ist das verwendete Modell nur fiir eine
qualitative Beschreibung des MPS-Signals von MNP geeignet [28, 128|. Eine Beschreibung des Ma-
gnetisierungsverhaltens von komplexen Strukturen, wie z.B. Multikern-Partikel, kénnen nur durch
numerische Berechnung der stochastischen magnetischen Prozesse erfolgen, die aber mit einem ho-
hen Rechenaufwand verbunden sind und Annahmen {iber zusétzliche Eingangsgrofen erfordern (z.B.
Wechselwirkung). Aus diesen Griinden wird in dieser Arbeit zur Charakterisierung von MNP nach
der Trennung, neben bekannten Verfahren zur Grofenbestimmung (DLS, MALS), auch die MPS-
Methode zur magnetischen Charakterisierung herangezogen. Die Kopplung dieser Verfahren kann
somit einen entscheidenden Beitrag liefern den komplexen Zusammenhang von Struktur und Ma-
gnetismus der MNP besser zu verstehen.

Aus der Untersuchung der erreichbaren theoretischen Sensitivitdt der MPS-Methode kann fiir die
Kopplung mit der AF* geschlussfolgert werden, dass zumindest bei maximaler Anregungsamplitude
und einem effektiven Volumen von mindestens V = 10 pL. die MNP {iber einen breiten Grofenbe-
reich untersucht werden konnen.

4.3 Modellierung der dynamisch-magnetischen Trennung von mag-
netischen Nanopartikeln

Im folgenden Abschnitt wird zunéichst das Grundkonzept der neuartigen DMT mit einer chroma-
tographischen Trennséule vorgestellt. Anschliekend erfolgt die Bestimmung der notwendigen Pro-
zessparameter aus der Modellierung des Trennvorgangs sowie der Kapazitéit einer gegebenen DMT-
Saule.

Die Idee der DMT ist in einigen Patenten der Firmen Philips und Milteny:i bereits adressiert wor-
den [63-65]. Eine erfolgreiche Umsetzung der DMT erméglicht es durch eine praparative Trennung
mafgeschneiderte MNP fiir eine verbesserte Magnetpartikelbildgebung (MPI) bereitzustellen. Im
Rahmen des BMBF-Forschungsvorhabens MAPIT (engl. Magnetic Particle Imaging Technology,
FKZ:13N11092) ist dazu ein optimierter Aufbau einer DMT-Séule durch Bernhard Gleich (Philips)
vorgeschlagen worden. Die technische Umsetzung dieser Idee ist in enger Kooperation zwischen
Bayer HealthCare und der PTB im Rahmen von MAPIT erfolgt (sieche Abschnitt 7.4.2).

4.3.1 Grundkonzept der dynamisch-magnetischen Trennung

Magnetische Feldgradienten, die mit konventionellen Spulen erzeugt werden konnen, reichen oft-
mals nicht aus, um eine magnetische Trennung von MNP vorzunehmen. Daher werden in einigen
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Ansétzen kleine lokale magnetische Strukturen eingesetzt, die starke magnetische Feldgradienten
erzeugen konnen. Das allgemeine Prinzip der DMT ist es, ein rdumlich homogenes, dufseres Wech-
selfeld anzulegen, das durch mikrometergrofe weichmagnetische Kugeln im Inneren einer Trennsiule
konzentriert wird’” und somit hohe Feldgradienten erzeugt [63]. Da jedoch nur MNP mit grofem
magnetischen Moment angesprochen werden sollen, darf das resultierende Magnetfeld an der Ober-
fliche der magnetischen Kugeln nicht zu grofs sein. Ferromagnetische Materialien sind fiir diesen
Zweck ungeeignet, da an den Doméanengrenzen starke Felder und Feldgradienten auftreten, wodurch
die Selektivitét des Verfahrens fiir grofse MNP wieder verloren geht und eine Ablésung der separier-
ten MNP nach Abschalten des externen Feldes aufgrund der Remanenz erschwert wird. Aus diesem
Grund werden magnetische Beads eingesetzt (siehe Abschnitt 3.1), deren Matrix aus Polystyrol oder
Silica besteht. In die Matrix sind MNP eingebettet, die aufgrund ihrer geringen Grofe (d ~ 8 nm
[212]) der Anregung ideal folgen konnen (siehe Abschnitt 4.2.1). Der erzeugte Feldgradient und das
Feld an der Bead-Oberfliche werden dabei hauptsachlich durch die Form des Beads und dem Gehalt
der inkorporierten MNP bestimmt.

Der Aufbau der stationdren Phase der Trennséule fiir die DMT ist in Abbildung 4.6a gezeigt. Die
magnetischen Beads werden in der stationfren Phase auf Abstand gehalten, indem inerte schwach-
magnetische Beads (z.B. aus reinem Polystyrol) hinzugegeben werden. Das Verhéltnis der magne-

() (b) (c)

B(t)

inerter Bead

magnetischer
Bead

Abbildung 4.6: Modellierung der Wirkung der magnetischen Beads in der stationdren Phase der
DMT-Sdule. a) Zusammensetzung der stationédren Phase der Trennsdule fiir die DMT. Die magne-
tischen Beads (orange) werden durch inerte Beads (grau) auf Abstand gehalten. b) In einer hexagonal
dichtesten Kugelpackung besitzt ein Bead zwolf niachste Nachbarn. ¢) Die Stromung der Trigerfliis-
sigkeit in den Zwischenrdumen der Trennsiule bildet ein parabolisches Flussprofil vkap, (1) aus (siehe
Abschnitt 2.3.2) und bewegt sich in azimutaler Richtung an der Oberfliche des magnetischen Beads.
Fiir die Modellierung ist das magnetische Moment des Beads up in z-Richtung orientiert. Das gemes-
sene Magnetisierungsverhalten g (Bey) von den magnetischen Beads (Dynabeads® M-450) ist in der
Nebengrafik dargestellt.

""Eine andere Variante der DMT nutzt mianderformige Strukturen aus stromdurchflossenem Draht [63]. Das Feld
um den Draht ist gegeben durch B = 1101/(277) und soll zur Trennung grofer magnetischer Momente etwa 10 mT
betragen. Fiir eine ausreichend hohe magnetophoretische Geschwindigkeit der MNP miissen Feldgradienten von
dB/dr ~ 1000 T/m erzeugt werden. Aus diesen Parametern folgt eine Drahtdicke von etwa 10 pm und ein
Strom von I = 500 mA. Die resultierende Stromdichte 1600 A/mm?® wire in dieser Variante mit erheblichen
Kiihlungsproblemen verbunden und ist daher nicht weiter verfolgt worden.
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tischen Beads zur Gesamtmenge an Beads Np/Nges wird derart gewdhlt, dass eine unvorteilhafte
Anordnung der magnetischen Beads in einer Kette selten ist. Waren zwei oder mehr Beads als Kette
in Richtung der Anregung orientiert, wiirde dies zu einem héheren lokalen Feld im Vergleich zu einem
einzelnen Bead fithren (schlechte Selektivitat). Ist die Kette senkrecht zur Anregung ausgerichtet,
wird das Feld lediglich schwécher (keine Trennung). In einer hexagonal dichtesten Kugelpackung
(siehe Abbildung 4.6b) kénnen sechs der zwolf Nachbarn zu einer solchen unvorteilhaften Konfigu-
ration fithren. Die Wahrscheinlichkeit p, dass einer der sechs Nachbarn eines magnetischen Beads
ebenfalls ein magnetischer Bead ist, kann wie folgt berechnet werden (mehrstufiges Zufallsexperi-

p:l—[l—(]]\[\i)r. (4.1)

Kann eine Wahrscheinlichkeit von p = 20% toleriert werden, darf der Anteil magnetischer Beads
somit Np/Nges = 0.04, d.h. 4%, nicht iiberschreiten.
Zur niherungsweisen Beschreibung des Stromungsverhaltens in der Kugelschiittung der Trennséule

ment):

wird das Kapillarmodell verwendet (siehe Abschnitt 2.3.2). In der Nihe eines magnetischen Beads
bildet sich daher das parabolische Flussprofil in einem schmalen Kanal aus, dessen Durchmesser mit
Gleichung (2.57) berechnet werden kann. Abbildung 4.6¢ zeigt die vereinfachte Geometrie bei der
Modellierung der DMT. Fiir das Magnetisierungsverhalten eines magnetischen Beads pup (Bex) wird
die gemessene Magnetisierungskurve einer Probe mit Dynabeads® verwendet (DB; siehe Tabelle
A2).

4.3.2 Notwendige Prozessparameter fiir die erfolgreiche dynamisch-magneti-
sche Trennung

Bei der Modellierung der DMT ist zu beriicksichtigen, dass eine Reihe einschrénkender Modell-
annahmen notwendig sind, um lésbare mathematische Gleichungen zu erhalten. Im vorliegenden
Fall wird daher von kugelférmigen Partikeln ausgegangen, die homogen in einem Fliissigkeitsstrom
verteilt sind und sich zunédchst mit derselben Geschwindigkeit wie dieser bewegen. Die Dipol-Dipol-
Wechselwirkung der MNP untereinander (siehe Abschnitt 2.2.10) wird, wie die Diffusion und die
Sedimentation im Gravitationsfeld, vernachléssigt. Dariiber hinaus soll das Dipolprofil des magne-
tischen Beads durch die Anlagerung von MNP nicht verdndert werden.

4.3.2.1 Magnetfeldgradient

Die magnetische Trennung von MNP erfolgt durch das inhomogene Feld Bg, dass durch die mag-
netischen Beads erzeugt wird (siehe Gleichung (2.8)). Die Stoffmenge der MNP die pro Zeiteinheit
durch eine Einheitsfliche transportiert wird, kann mit Gleichung (2.53) berechnet werden. Fiir den
Fall, dass keine Transportstromung vq vorliegt und die Diffusion zu vernachlissigen ist, folgt aus
Gleichung (2.53) fiir die magnetophoretische Geschwindigkeit vy, der MNP:

1
Vm = —n VBg. (4.2)
Jr

Dabei wird an dieser Stelle zunéchst angenommen, dass sich die magnetischen Momente p der MNP
ungehindert in Richtung des Feldes drehen. Der Betrag der magnetophoretischen Geschwindigkeit
|Vim| in Abhéngigkeit des Feldgradienten ist in Abbildung 4.7a fiir MNP unterschiedlicher Kerngrofe
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Abbildung 4.7: a) Magnetophoretische Geschwindigkeit vy, in Abhén-
gigkeit des Feldgradienten VBg fiir MNP unterschiedlicher Kerngro-
ke dk (weitere Eingangsparameter: 6y = 10 nm, Ms = 420 kA/m,
n = 0.7 mPas, T = 310 K). Die senkrechten Linien markieren den
Feldgradienten, ab dem (vg)min und vy, gleichgrof sind. b) Mittlere Ge-
schwindigkeit der Stromung in den Zwischenrdumen der Beads (vg) fiir
den Bereich der Porositdten e, = 0.26...0.4 (hexagonal dichteste Ku-
gelpackung bis empirischer Wert [154]) in Abhéngigkeit der verwende-
ten Flussrate. Es wird eine Trennsédule mit einem Innendurchmesser von
dt = 10 mm angenommen. Die senkrechten Strich-Punkt-Linien markie-
ren den Bereich der einstellbaren Flussraten mit der verfiigharen HPLC-
Pumpe (siehe Abschnitt 3.5).

dargestellt. Fiir den Durchmesser der MNP werden Werte iiber 20 nm gewé&hlt, da ab dieser Grofe
der Einfluss des Relaxationsverhaltens auf das MPS-Signal (f = 25 kHz) zunimmt und daher eine
Verbesserung des Signals durch eine DMT zu erwarten ist (siehe Abschnitt 4.2.2). Der Abbildung
ist zu entnehmen, dass MNP mit einer Grofe von dg > 20 nm mit realisierbaren Feldgradienten
VBp < 10000 T/m ausreichend schnell bewegt werden kénnen. Damit die magnetophoretische
Geschwindigkeit der MNP vy, gegeniiber der mittleren Zwischenporengeschwindigkeit (vg) in der
Trennséule iiberwiegt, sollten die Feldgradienten dennoch grofer als 1000 T/m sein. Die minimale
Geschwindigkeit (vg)min wird fiir eine Trennsdule mit e, = 0.26...0.4 und dt = 10 mm berechnet
(siehe Gleichung (2.56)) und ist in Abbildung 4.7b in Abhingigkeit der Flussrate V dargestellt. Im
Arbeitsbereich der verfiigharen HPLC-Pumpe (siehe Abschnitt 7.4.2) kann eine mittlere Geschwin-
digkeit (vp) zwischen 28 ym/s und 2.2 mm/s in den Poren der Trennséule erzeugt werden.

Fiir die Modellierung der Geschwindigkeitsverteilung sowie fiir eine erfolgreiche DMT sollte der Tra-
gerstrom in der Trennsiule ein laminares Stromungsverhalten aufweisen. Fiir die Beurteilung des
Stromungsverhaltens wird die Reynolds-Zahl mithilfe von Gleichung (2.58) berechnet. Es wird an-
genommen, dass fiir Re < 10 laminares Stromungsverhalten auftritt [157, 158]. Bei einer Trennséule
mit &g = 10 mm und der maximal verfiigharen Flussrate von 4 mL/min ist mit einer turbulenten
Stromung erst zu rechnen, wenn der Durchmesser der Beads grofer als 2 mm ist.

4.3.2.2 Magnetfeld an der Bead-Oberfliche

Die raumliche Umverteilung der MNP im Feld der magnetischen Beads kann mithilfe des chemischen
Potentials berechnet werden (siehe Abschnitt 2.3.1). Dazu wird die erhohte potentielle Energie der
MNP an der Oberfliche eines magnetischen Beads r = rg im Vergleich zu einer entfernten Position
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betrachtet » >> rg (r entspricht dem Abstand vom Bead-Mittelpunkt, siehe Abbildung 4.6). Der
Verteilungskoeffizient Keq = (¢/co) oq €r8ibt sich dabei aus der Differenz der chemischen Potentiale
Heex = Emag (r) Na der MNP im Feld des Beads Bg. Sofern angenommen werden kann, dass sowohl
Bg (r >> rp), als auch das Standardpotential 1o Null sind, folgt fiir den Verteilungskoeffizienten:

Mg Vic B
<c) MSVK£<—5$> By
— = exp

eq

Co k’BT = €Xp [Sm[’ (Sm)] (43)

In Abbildung 4.8 ist (c/co),, in Abhingigkeit des Feldes an der Bead-Oberfliche aufgetragen. Es
wird deutlich, dass fiir eine signifikante Anreicherung (c/co),, > 10 der gewiinschten MNP-Gréken
zwischen 20 nm und 30 nm das Feld an der Bead-Oberfliche zwischen 2 mT und 8 mT betragen

sollte. Hohere Felder wiirden die Anreicherung von MNP mit kleinem magnetischen Moment und
schlechterem MPS-Signal zur Folge haben (siehe Abschnitt 4.2.1).

10000 g— ———3 Abbildung 4.8: Verteilungskoeffizient (¢/c0)q in Abhiin-
i & 1 gigkeit des Feldes an der Oberfliche der Beads Bg (r = )
4 fiir MNP unterschiedlicher Kerngrofe dx (weitere Ein-

gangsparameter: Mg = 420 kA/m, T' = 310 K).

1000

=10 nm -]

0 5 10 15 20 25 30
B, (r=r,) / (mT)

4.3.2.3 Grofe der magnetischen Beads

Aus dem geforderten Feldgradienten VBg 2 4000 T/m und dem erforderlichen Feld an der Ober-
fliche der Beads Bp (r = rg) zwischen 4 mT und 14 mT kann die Grofe bestimmt werden, die ein
magnetischer Bead aufweisen sollte. Demnach sollten magnetische Beads mit einem Durchmesser
zwischen dp ~ (2 . ﬁ pm) und dp =~ (2 . ﬁ pm) verwendet werden (d.h. 1 pm < dg < 4 pm).
Entsprechend der Abschétzung in Abschnitt 4.3.2.1 ist auch das Auftreten einer turbulenten Stro-
mung in der Trennsiule unwahrscheinlich, da die Beads dazu einen 500-fach groferen Durchmesser
aufweisen miissten.

4.3.2.4 Frequenz des Magnetfeldes

Ziel der DMT ist es, aus einem Ensemble von MNP mit unterschiedlichen magnetischen Eigen-
schaften nur jene zu separieren, die eine hohe MPS-Signalamplitude generieren. Die Obergrenze
der erreichbaren Signalamplitude wird allein durch das magnetische Moment im Anregungsfeld &y,
bestimmt (siehe Abbildung 4.1a). Je grofer die effektive Relaxationszeit woTesr ist, desto stéirker ist
die Abweichung von diesem Maximalwert (sieche Abbildung 4.1b). Die Frequenz des magnetischen
Anregungsfeldes bei der DMT soll daher festlegen, wie schnell die magnetischen Momente der MNP
ihre Orientierung &ndern miissen, um die Kraftwirkung des Feldgradienten zu erfahren. Je héher die
Anregungsfrequenz also ist, desto weniger MNP werden durch die DMT angesprochen. Dies betrifft
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66 4.3. Dynamisch-magnetische Trennung von MNP

vor allem MNP mit grofem Durchmesser und hoher Anisotropie (siehe Abschnitt 4.2.1). Bedingung
soll sein, dass die Abweichung vom Idealverhalten der MNP maximal 1% betragt. Entsprechend
Abbildung 4.1b darf wg7es fiir diesen Fall nicht grofer als 0.05 sein. Bei der verwendeten Messfre-
quenz von fo = 25 kHz entspricht dies einer effektiven Relaxationszeit von 7egpvt ~ 0.3 ps. Die
notwendige Frequenz fiir die DMT kann daher wie folgt berechnet werden:

fomr = (27 Tegpyr) ' = 500 kHz. (4.4)

Dabei ist angenommen worden, dass die Kraftwirkung auf das magnetische Moment zu gering ist,
wenn der Winkel zwischen Moment und Anregungsfeld 45° betréigt, bzw. wenn phasenrichtiger
Anteil o, (27 fpmr) und phasenverschobener Anteil 3, (27 fomr) gleichgrofs sind (siehe Gleichung
(2.32)).

4.3.3 Kapazitit der dynamisch-magnetischen Trennung mit magnetischen Beads

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, die Online-MPS-Methode mit der DMT zu koppeln. Dadurch soll er-
moglicht werden die separierten MNP nach Abschalten des Anregungsfeldes direkt zu detektieren.
Damit die Menge der eluierenden MNP iiber der Nachweisgrenze (NG) des MPS-Detektors liegt
(siehe Tabelle A.15 im Anhang), muss die DMT-Séule eine ausreichende Kapazitéit aufweisen. Da-
zu wird das Anreicherungsverhalten der MNP an einem einzelnen magnetischen Bead modelliert
(Geometrie in Abbildung 4.6¢), um daraus die separierte Gesamtmenge an MNP fiir eine gegebe-
ne Trennsdule abzuschétzen. Fiir das feldabhéingige magnetische Moment pp wird die gemessene
Magnetisierungskurve von DB verwendet (siehe Abbildung 4.6¢). Dabei wird angenommen, dass
das Moment des magnetischen Beads der magnetischen Anregung Bey verlustfrei folgen kann (siehe
dazu auch Abschnitt 7.4.2).
Fiir die Modellerierung der DMT mit einer Trennsdule (Linge Ilg = 45 mm, Durchmesser &g =
10 mm) wird eine Flussrate von V =100 pL /min vorausgesetzt. Weist die Kugelpackung eine Poro-
sitdt von ep = 0.4 auf, so ergibt sich nach Gleichung (2.56) eine mittlere Stromungsgeschwindigkeit
von (vg) = 53 pm/s in den Zwischenraumen der Beads (sieche Abbildung 4.7b). Die resultierende
parabolische Kapillarstromung ist in Abbildung 4.9a dargestellt. Da sich die MNP mit der Ge-
schwindigkeit vi,p in azimutaler Richtung an der Oberfliche des Beads entlang bewegen, muss die
magnetophoretische Geschwindigkeit vy, in radialer Richtung grofer sein, damit eine Anreicherung
iiberhaupt moglich ist (siehe Abschnitt 2.3). Diese Geschwindigkeit vy, kann mit Gleichung (4.2)
berechnet werden. Unter der Annahme, dass sich das magnetische Moment p eines MNP in Ab-
hingigkeit des lokalen Feldes By in diesem ausrichtet, wird Gleichung (4.2) wie folgt vereinfacht
[12]:

1 17

Vi = f—T,u(BB) VBg = 76

Dabei wird das feldabhéngige Magnetisierungsverhalten der MNP mit der Langevin-Funktion (siehe

d¥ M (Bg) VBg. (4.5)

Gleichung (2.22)) beschrieben. Die radiale Geschwindigkeit v, , ergibt sich daher aus dem radialen
Feldgradienten VBg, (sieche Abbildung 4.9c), dem magnetischen Moment p (Bg) und fr (Annah-
men: Mg = 420 kA/m, n = 0.7 mPas, dy = 10 nm, 7" = 310 K). Aus der Bedingung vm , > vkap,e
folgt, dass die Anreicherung von MNP mit einer Grofe von dg = 25 nm nur in einem schmalen
Bereich an der Bead-Oberfliche erfolgen kann (siehe Abbildung 4.9d). Um die ortsabhéngige Kon-
zentrationsverteilung von MNP in der Nihe eines magnetischen Beads zu bestimmen, wird zunéchst
das Streufeld von pp entsprechend Gleichung (2.4) berechnet. Mithilfe von Gleichung (4.3) kann
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Abbildung 4.9: Modellierung der DMT in einem Bereich zwischen dem magnetischen Bead (orange)
und der inerten stationéiren Phase (grau). a) Parabolisches Flussprofil bei Annahme einer mittleren
Geschwindigkeit (vo) = 53 pm/s. b) Betrag des Feldvektors |Bg|. ¢) Feldgradient |V Bg|, in radialer
Richtung bei einer Anregung von Bey = 15 mT. d) Bereich, in dem die magnetophoretische Geschwin-
digkeit vy, grofer als die azimutale Kapillarstromung vkap e ist. €) Verteilungskoeffizient ¢/c. f)
Retentionsfaktor 1/R von MNP (dkx = 25 nm) fiir Bex = 15 mT.

anschliefend der Verteilungskoeffizient ¢/co in der Ndhe des Beads ermittelt werden. Abbildung
4.9b zeigt lokale magnetische Feld vom Bead Bpg, wenn ein externes Feld Bey = 15 mT wirkt. Die
resultierende Konzentrationsverteilung c¢/cy der MNP (Grofe dg = 25 nm) ist in Abbildung 4.9e
dargestellt. Demnach reichern sich die MNP vor allem an den Polen des Beads an. Dies zeigt sich
zudem auch im resultierenden Retentionsfaktor 1/R (siehe Gleichung (2.60)). Der Faktor 1/R gibt
das Verhéltnis von mittlerer Geschwindigkeit in der Trennsdule und in der Ndhe des Beads an.
Demzufolge wird die Bewegung der MNP an den Polen der Beads um das 10-fache verzogert. Die
Eisenmenge der MNP m (Fe), die wihrend der Trennung am Bead gehalten werden, wird aus der
Flache des Anreicherungsbereiches (Abbildung 4.9d) und der darin enthaltenen Konzentrationsver-
teilung (Abbildung 4.9e) fiir beide Pole des Beads bestimmt:

nﬂ%%z?-%"/ y-fdA. (4.6)
A(vr>v0) 0

Nach Abschalten des Anregungsfeldes werden die MNP aus der Trennséule ausgespiilt und sollen

mittels MPS im Online-Modus gemessen werden. Damit die MNP nachgewiesen werden kdnnen,

muss die Signalamplitude As in der Flusszelle (Messvolumen Vyrps = 30 pL) iiber der NG des

MPS-Verfahrens liegen (siehe Tabelle A.15). Unter der Annahme, dass die magnetischen Momente
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68 4.3. Dynamisch-magnetische Trennung von MNP

der MNP der MPS-Anregung ideal folgen kénnen, kann die grofenabhéngige Empfindlichkeit A3 be-
rechnet werden (Gleichung (2.31); siehe Abschnitt 4.2.1), so dass sich die Konzentration an der NG
wie folgt ergibt: ¢ (Fe)ye = Asna/ (A;;’quMPS). Fiir die gegebene Trennséule mit 4% magnetischen
Beads und einer applizierten MNP-Konzentration von ¢ (Fe) = 50 mmol/L wird die Eisenmenge
m (Fe), - ¢(Fe) im freien Sdulenvolumen Vg5 berechnet. In Abbildung 4.10 sind die entsprechenden
Ergebnisse der Modellierung fiir unterschiedliche Anregungsfelder Bey sowie fiir MNP unterschied-
licher Grofsen dyi gezeigt. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die Anregungsamplitude Beyx bei
der DMT grofer als 4 mT sein sollte, sodass die dynamisch separierten MNP mit einer Grofe von
20 nm mit der MPS im Online-Modus nachgewiesen werden kénnen. Je grofer die MNP sind, desto
geringer ist auch die NG und dementsprechend das notwendige Feld bei der DMT.

10" T T Abbildung 4.10: Konzentration der MNP in der Trennsiule mit
dem freien Zwischenporenvolumen Vs (Lénge ls = 45 mm, Durch-
messer Jg = 10 mm, Porositit ep = 0.4, 4% magnetische Beads)
in Abhéngigkeit der Anregungsamplitude B,y fiir unterschiedliche
Grolsen dg von MNP. Die Strich-Punkt-Linien markieren die Kon-
zentration der jeweiligen MNP-Grofse an der NG, wenn ein Volumen
von 30 uL bei der MPS-Messung zur Verfiigung steht.

m(Fe), /V  / (ug/mL)
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5 Entwicklung einer Flusszelle fiir den Online-
MPS-Detektor

Dieses Kapitel beschéftigt sich mit der Entwicklung einer Flusszelle fiir ein bestehendes Gerét zur
Magnetpartikelspektroskopie (MPS). Der Entwicklungs- und Konstruktionsprozess dieser Flusszelle
erfolgt gemif der VDI-Richtlinie’ 2221 in vier Phasen [215]:

(1) Aufgabenprizisierung zur Formulierung einer Anforderungsliste (Abschnitt 5.1),

(2) Festlegung des allgemeinen Losungsprinzips in der Konzeptphase (Abschnitt 5.2),

(3) Entwicklung der Baustruktur durch Festlegung geometrischer, stofflicher und funktionaler
Eigenschaften in der Entwurfsphase (Abschnitt 5.3),

(4) herstellungstechnische Festlegung in der Ausarbeitungsphase (Abschnitt 5.4).

Die wesentlichen Schwerpunkte der Flusszellenentwicklung werden im Folgenden in der Reihenfolge
der vier Hauptphasen vorgestellt.

5.1 Anforderungsliste fiir die Flusszelle

Die grundlegenden Anforderungen an Detektoren fiir Trennverfahren sind eine hohe Sensitivitét
(siehe Abschnitt 2.4.5) und eine geringe Dispersion (siehe Abschnitt 2.3). Die Sensitivitat des MPS-
Gerites wird im Wesentlichen durch den technischen Aufbau bestimmt. Sie hingt u.a. von der Spu-
lensensitivitit, der Qualitiat der Anregungskompensation (Spulenaufbau, Filter), der Schirmung,
dem Verstiarkerrauschen, der Temperaturstabilisierung und der Datenerfassung ab (siehe Abschnitt
3.4). Konstruktiv wird die Sensitivitdt der Online-Detektion durch eine optimale Nutzung des sen-
sitiven Messbereiches und der Verwendung geeigneter Materialien (keine magnetische Verunreini-
gung, keine unspezifische Bindung von MNP) beeinflusst. Auf die Dispersion des Detektorsignals
kann Einfluss genommen werden, indem die Geschwindigkeit der Datenerfassung und die Geometrie
der Flusszelle angepasst werden (siehe Abschnitt 2.3).

Fiir die Entwicklung einer Flusszelle fiir das MPS-Gerét werden somit insgesamt folgende préizisierte
Anforderungen formuliert:

e die Dispersion des Detektors soll nicht grofer als 10% der Gesamtdispersion sein,
e das Detektionsvolumen soll 10 pL. nicht unterschreiten,

"Es existieren unterschiedliche Ansitze eine systematische Produktentwicklung durchzufithren. Neben der VDI-
Richtlinie bieten auch der Produktentstehungsprozess nach Pahl/Beitz [213] und das algorithmische Auswahlver-
fahren zur Konstruktion mit Katalogen nach Roth systematische Ablaufe fiir eine Produktentstehung an [214].
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70 5.2. Designkonzept

e die verwendeten Materialien sollen keine zusétzlichen magnetischen Signale in der Detek-
tionsspule erzeugen,

e der Stromungskanal soll keine scharfen Uberginge aufweisen,

e an den verwendeten Materialien sollen die MNP nicht haften bleiben,

e der Prozess der Online-Detektion soll die MNP nicht verindern (keine Aggregation, keine
magnetische Anreicherung durch die magnetischen Wechselfelder),

e eine Vorrichtung soll eine definierte Positionierung der Flusszelle in der Spule (axial,
radial) ermdglichen,

e der sensitive Bereich der Detektionsspule soll optimal genutzt werden,

e das Totvolumen soll méglichst gering sein,

e die Handhabung soll einfach sein (leichtes Wechseln),

e das Eindringen von Fliissigkeit aus der Flusszelle in das MPS-Gerit soll verhindert werden,
e der Luftstrom zur Probenraumbeliiftung soll nicht unterbrochen werden.

Die komplette Anforderungsliste fiir die Entwicklung der Flusszelle ist im Anhang A.2 zu finden.

5.2 Designkonzept der Flusszelle

Fiir Online-Detektoren sind Flusszellen in verschiedenen Ausfithrungen beziiglich Dimensionierung
und Geometrie kommerziell zu beziehen [37, 216-218]|. Dennoch wird eine Neukonzeptionierung
der Flusszelle fiir den hier verwendeten Detektor durchgefiihrt, da sich aufgrund der magnetischen
Detektion weitere Losungsvarianten ergeben. Diese resultieren u.a. aus den abweichenden Anforde-
rungen an die Materialien, da bei einer magnetischen Detektion z.B. auf transparente, hochwertige
Oberflichen (optische Verfahren) verzichtet werden kann.

Dariiber hinaus unterliegt die Geometrie der Zelle im Vergleich zu den meisten anderen Verfahren
keinen speziellen Formkriterien. Unter Beriicksichtigung der Anforderungen an die Flusszelle wird
eine Losungsvariante ausgearbeitet, bei der die Probe durch eine diinne Kapillare in den sensitiven
Bereich der Detektionsspule geleitet wird, so dass das Totvolumen moglichst gering ist. Das effektive
Messvolumen wird schliefslich durch mehrfache Windung der Kapillare im sensitiven Bereich der De-
tektionsspule erh6ht und kann zusétzlich iiber den Kapillarinnendurchmesser variiert werden (siehe
Abbildung 5.1). Durch die gewéhlte Geometrie werden Dispersionseffekte, die durch Turbulenzen
an scharfen Ubergéingen hervorgerufen werden, verhindert (siche Abschnitt 2.3, Gleichung (2.64)
und (2.65)). Der Vorteil dieser Losung liegt dariiber hinaus in dem einfach adaptierbaren Aufbau.

5.3 Entwurf der Flusszelle

Ausgehend von der Prinziplosung der Flusszelle erfolgt die gestalterische Umsetzung der Baustruk-
tur unter Beriicksichtigung der eingangs aufgestellten Anforderungen. Zur reproduzierbaren Posi-
tionierung wird zuséitzlich eine Halterung fiir die Kapillare vorgesehen, wobei ein modularer Aufbau
oder die Konstruktion eines Vollkorpers als Option zur Verfiigung stehen. Aus diesem Grund werden
sowohl Kapillaren, als auch Photopolymere fiir die generative Fertigung vor der Materialauswahl
untersucht. Um die grofstmogliche Sensitivitdt bei der Messung zu gewéhrleisten, sollen keine Un-
tergrundsignale durch den Aufbau erzeugt werden. Fiir Werkstoffe existieren keine standardisierten
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Abbildung 5.1: Prinzipskizze
der Flusszelle zum Transport | |
der Probe durch eine Kapilla-
re (@ in den Probenraum (b)
und wieder zuriick. Durch die @ | @
gewundene Form der Kapillare
im sensitiven Bereich der Emp-
fangsspule (¢) des MPS-Geriits
wird das effektive Messvolu-
men erhoht. Die Positionierung
im Spulenzentrum wird durch
den Positionierstift (d) des Ge-
rites ermoglicht.

-y

® © e

Priifverfahren oder Daten zum nichtlinearen dynamisch-magnetischen Verhalten bzw. zur Wechsel-
wirkung mit MNP. Daher werden, wie in Abschnitt 5.3.1 dargestellt, geeignete Tests herangezogen,
um die Eignung der Materialien zu bewerten und anschliefend eine Auswahl zu treffen. Dariiber
hinaus ist die Wahl des Kapillarinnendurchmessers bei der Dimensionierung der Flusszelle entschei-
dend, da sowohl die Dispersion (Abschnitt 5.3.3), als auch das Volumen im empfindlichen Bereich der
Empfangsspule davon abhingen. Eine optimale Nutzung des sensitiven Bereichs der Empfangsspule
(Abschnitt 5.3.2) erlaubt daher die Verwendung diinnerer Kapillaren, die wiederum eine geringere
Dispersion verursachen.

5.3.1 Materialauswahl fiir die Flusszelle

Das Material der Flusszelle im sensitiven Bereich der Empfangsspule des Detektors soll frei von
magnetischen Verunreinigungen sein, um das Signal der MNP mit héchster Sensitivitdt zu erfassen.
Aufgrund des Messprinzips kdnnen magnetische Verunreinigungen von Werkstoffen, die eigentlich
als nicht-magnetisch gelten (z.B. Kunststoffe), unerwiinschte Signalbeitrige erzeugen. Neben ein-
gebundenen magnetischen Bestandteilen (Farbstoffe, metallische Beimengungen)™ kénnen magne-
tische Verunreinigungen auch auf die Verwendung metallischer Werkzeuge bei der Herstellung und
Bearbeitung zuriickgefithrt werden (Abrieb). Es sollen nur magnetisch reine Materialien verwendet
werden; nicht nur im Hinblick auf eine hohe Sensitivitit, sondern auch, um das Gerét vor einer
dauerhaften Kontamination durch Materialabrieb zu schiitzen.

Dariiber hinaus beeinflusst die angestrebte Wiederverwendbarkeit (oder die Notwendigkeit zur Rei-
nigung) der Flusszelle die Materialauswahl. Oberfliachen, die mit dem Analyten in Kontakt kommen,
sollen daher keine absorbierenden und desorbierenden Materialeigenschaften besitzen.

"Fiir rotorange bis tiefrote Firbungen werden hiufig Farbpigmente aus Eisen(III)-oxid (z.B. Maghimit) verwendet.
Die magnetischen Eigenschaften von Maghamit sind in Tabelle 2.1 zu finden.

https://doi.org/10.7795/110.20250911



72 5.3. Entwurf

5.3.1.1 Magnetische Verunreinigungen in den Ausgangsmaterialien

Da die Flusszelle oder einzelne Module der Flusszelle in der generativen Fertigung entstehen sollen,
werden die Ausgangsmaterialien (photoreaktive Polymere) auf magnetische Verunreinigungen mit-
tels MPS untersucht. Eine Ubersicht der verwendeten Materialien ist in den Tabellen A.6 und
A7 im Anhang zu finden. Die photoreaktiven Polymere werden im Stereolithografie-Verfahren
(Perfactory® 4 DSP XL, envision TEC GmbH ) zu zylindrischen Testkorpern geformt und anschlie-
fend nachbearbeitet®® (Durchmesser @ = 5.3 mm, Hohe h = 5.3 mm). Die MPS-Spektren werden
schlieklich bei maximaler Anregungsamplitude B, = 25 mT gemessen. Dazu wird die Probe im
Bereich der hochsten Sensitivitdt im MPS positioniert (siehe Abbildung 5.4). Die gleiche Messproze-
dur wird bei den Kunststoftkapillaren angewendet. Diese werden mit nicht-magnetischem Werkzeug
(Keramikmesser, Titan-Zange) auf eine Einheitsldnge gebracht (I = 5 mm). Zur Positionierung der
Kapillaren wird eine Glaskiivette (Innendurchmesser 5 mm) bis zur Hohe von 5 mm mit mehreren
Stiicken der jeweiligen Kapillare befiillt. Die dritte Harmonische A3 des MPS-Signals — normiert auf
das Probenvolumen — ist fiir alle Proben in Abbildung 5.2 dargestellt.

Das Signal fiir die photoreaktiven Polymere liegt unter 0.2 mA/m und betriagt fiir E-Shell 600
nur 0.05 mA /m. Dagegen werden bei den Kapillaren deutliche Signalunterschiede festgestellt. Das
hochste Signal wird fiir rot-gefarbte PEEK-Kapillaren gemessen (A3 &~ 54 mA /m). Dieser Wert ist
tausendfach hoher im Vergleich zum Messwert von FEP-Kapillaren (A3 ~ 0.07 mA/m). Fiir den
Aufbau einer Flusszelle ist RO5Red am besten geeignet, da dieses Polymer feine Strukturierbar-
keit (siehe Tabelle A.7 im Anhang) und geringe MPS-Signalbeitrige vereint. Unter den Kapillaren
qualifizieren sich FEP und Tygon® aufgrund des geringen MPS-Signals, der geringen Wandstéirke
sowie der hohen Flexibilitdt. Diese Materialien werden daher bei der anschliefenden Untersuchung
der unspezifischen Bindung von MNP beriicksichtigt.
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Abbildung 5.2: a) MPS-Signal verschiedener photoreaktiver Polymere fiir die
generative Fertigung (Details zu den Materialien im Anhang A.7). b) MPS-Signal
verschiedener Kapillaren (Details zu den Materialien im Anhang A.6). Alle MPS-
Signale werden auf das jeweils eingesetzte Volumen normiert.

80Die hergestellten Rotationskérper werden an einer Drehmaschine unter Verwendung einer nicht-magnetischen Wen-
deschneidplatte (polykristalliner Diamant) auf Maf gebracht.
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5.3.1.2 Adhision von MNP an der Flusszellenoberfliche

Die Adhésion von MNP an der Kontaktfliche des Kunststoffs (aus photoreaktivem Polymer) wird
gemessen, indem die gleichen zylindrischen Probenkorper (siehe Abschnitt 5.3.1.1) mit einem Sack-
loch versehen werden. Dieses Sackloch, mit einer inneren Oberfliche von 0.5 cm?, wird mit MNP
befiillt (Konzentration ¢ (Fe) = 160 mmol/L) und nach 5 min ausgewaschen (5x mit demineralisier-
tem Wasser gespiilt und 5 min in einem Geféfs mit demineralisiertem Wasser unter Zuhilfenahme
eines Vortex-Mixers gewaschen). Zur Untersuchung der Wechselwirkung von MNP mit den Materia-
lien der Kapillaren wird die Lénge der Kapillaren derart eingestellt, dass jede eine innere Oberfliche
von 0.1 cm? aufweist. Die Quantifizierung der Eisenmenge auf den Materialoberflichen erfolgt mit-
tels MPS. Dazu wird die gemessene dritte Harmonische As einer Materialprobe verglichen mit der
Ajz einer geeigneten Referenzprobe mit bekannter Eisenmenge®!'. Die ermittelten Eisenmassen wer-
den anschlieffend auf die jeweilige Materialoberfliche der untersuchten Probe normiert. Es werden
RV, EM und FM-D/50 aufgrund der unterschiedlichen Hiillschicht als Modellsysteme ausgew&hlt
(siehe Tabelle A.1 im Anhang).

In Abbildung 5.3 ist die ermittelte Menge der untersuchten MNP-Systeme dargestellt, die trotz
der Reinigung an der Materialoberfliche haften. Es ist zu erkennen, dass die Adhésion sowohl vom
MNP-System als auch vom Material abhéngt. Die grofste Adhésion wird fiir FM-D /50 auf der Ma-
terialoberfliche von Tygon® gemessen (2.5 mg/m?). An FEP haften alle untersuchten MNP nur
geringfiigig. Fiir die MNP-Systeme RV und EM liegt die quantifizierte MNP-Menge auf dem Ma-
terial FEP unterhalb der Partikel-abhéngigen BG des MPS-Verfahrens. An den Polymeren bleiben
vor allem FM-D /50 und EM stark haften.

Aufgrund der signifikanten Wechselwirkung von Materialien mit einigen Partikelsystemen und der
Gefahr einer Akkumulation von MNP ist es ratsam, die Flusszelle modular zu gestalten, so dass
Bereiche, die direkt mit den MNP in Kontakt kommen, ausgetauscht werden kénnen. Aufgrund
der geringsten Wechselwirkung mit MNP wird zur Fiithrung des Analyten durch die Empfangsspule
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Abbildung 5.3: Mittels MPS quantifizierte Eisenmenge verschiedener MNP (RV,
EM und FM-D/50) auf dem Polymer RO5Red (a) sowie auf den Kapillaren aus
Tygon® und FEP (b). Alle Eisenmassen werden auf die jeweils benetzte Ober-
fliche (A = 0.5 cm? bzw. A = 1 cm?) normiert.

81Die Eignung der Referenzprobe kann iiber den Formvergleich der Spektren ermittelt werden. Eine genaue Beschrei-
bung des Verfahrens ist in [80, 219] zu finden.
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eine Kapillare aus FEP gewéhlt. Zur Fixierung und reproduzierbaren Positionierung der Kapilla-
re wird eine Halterung aus dem photoreaktiven Polymer R0O5Red gefertigt, das sich durch seine
geringe Schichtdicke (hohe Auflosung) in der Fertigung und geringe magnetische Verunreinigung
auszeichnet.

5.3.2 Sensitivitidtsverteilung

Die rdumliche Variation der Spulensensitivitdt im gegebenen MPS-Gerdt wird mithilfe eines Test-
korpers bestimmt. Dieser besteht aus einer Halterung, in die ein Papierstreifen eingespannt wird.
Die Halterung, die generativ gefertigt wird, wird in Abschnitt 5.4 beschrieben®. Der darin fixierte
Papierstreifen fiillt den Innenraum der Empfangsspule oberhalb des Zentrierstiftes komplett aus.
Durch die Vertiefung im Zentrierstift kann der Messstreifen nur bis auf 1 mm an die Nullposition
der Probenkapseln herangefiihrt werden. Um das MPS-Signal an verschiedenen Positionen in der
Spule messen zu konnen, werden Quadrate mit 2 mm Kantenlinge auf den Papierstreifen (Hohe
20 mm, Breite 10 mm) gedruckt. Durch die Verwendung eines Laserdruckers (HP Laserjet), des-
sen Toner Eisenoxid-MNP enthélt, konnen MPS-Spektren von den gedruckten Quadraten gemessen
werden (siehe dazu Abbildung A.5 im Anhang). In Abbildung 5.4b sind die MPS-Signale fiir zwei
Positionen in der Spule gezeigt (hochstes und geringstes Signal). An allen Messpositionen liegen
die MPS-Signalamplituden As (B, = 25 mT) tiber dem Leersignal (graue Symbole). Damit ist eine
Bewertung der Sensitivitatsverteilung im gesamten Messbereich mdéglich. Dazu werden die MPS-
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Abbildung 5.4: a) Sensitivititsprofil der MPS-Empfangsspule. Die Intensitét von Az an den 50 Stiitz-
punkten (gedruckte Quadrate mit 2 mm Kantenldnge) wird normiert auf As (x = 0 mm, z = 1 mm).
b) Technische Zeichnung des Probenraums vom MPS-Geriit. Die Empfangsspule (a) sitzt in einer Tiefe
von 130 mm unterhalb der Kupferschirmung (oben). Zur Positionierung der Probe dient ein Stift, der
die Probe in der Spule zentriert. Zum Schutz gegen Staub wird der Positionierstift von Luft umstréomt,
die durch die Offnungen nach aufen gelangt.

¥ Die Entwicklung der Halterung ist in ausfiihrlicher Form auch in der Bachelorarbeit von Ptach zu finden [220].
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Signalamplituden As normiert auf die Signalamplitude am Ort der hochsten Sensitivitdt (rot). Das
Resultat ist in Abbildung 5.4a gezeigt. Darin ist zu erkennen, dass die Sensitivitdt Sy vor allem in
z-Richtung sehr schnell abnimmt und bereits in einer Entfernung von 6 mm auf die Hélfte reduziert
ist.

Fiir die konstruktive Umsetzung der Flusszelle folgt daher, dass diese den unteren Bereich bis zu ei-
ner Hohe von 5 mm ausfiillen und eine reproduzierbare Positionierung vor allem in axialer Richtung
gewihrleistet sein sollte.

5.3.3 Dispersion

Da das Designkonzept fiir die Flusszelle eine lange Kapillare vorsieht, sind Dispersionseffekte auf-
grund turbulenter Durchmischung (siehe Abschnitt 2.3) im Messvolumen nicht zu erwarten. Auch
die Mittelungszeit bei der Datenerfassung trégt nur unwesentlich zur Dispersion bei, denn selbst
wenn das MPS-Signal mit maximaler Mittelungszeit von 10 s aufgezeichnet wird, betrégt die Disper-
sion bei einer iiblichen Flussrate von V = 0.1 mL /min nach Gleichung (2.67) nur 7exp pet = 0.8 plL.
Den wesentlichen Beitrag zur Dispersion liefert vielmehr das parabolische Flussprofil in der Kapilla-
re. Dieser Beitrag kann mit Gleichung (2.64) berechnet werden. In Abbildung 5.5 ist die Dispersion
fiir verschiedene Partikelgrofen in Abhéngigkeit des Kapillarinnnendurchmessers dia, gezeigt. Ent-
sprechend der Anforderungen soll die Dispersion nur 10% der Gesamtdispersion des Trennvorgangs
betragen. Die Gesamtdispersion beim AF*-Trennprozess wird durch die Verteilungsbreite ok der
MNP in der Probe bestimmt und kann mit Gleichung (2.62) (Kanalvolumen Vka, = 1.6 mL) berech-
net werden [160, 161]. Besitzt die Probe z.B. eine Verteilungsbreite von ox = 0.1, so entsprechen
10% der resultierenden Dispersion der Trennung oga, ~ 50 pL. Der Abbildung ist zu entnehmen,
dass der Innendurchmesser der Flusszelle kleiner als 1.1 mm sein sollte, damit die Dispersion bei ei-
ner schmalen Grofenverteilung von MNP (ok = 0.1) nicht den geforderten Grenzwert iiberschreitet.
Der Innendurchmesser der Kapillare sollte aber auch nicht zu klein gewahlt werden, da das Mess-
volumen quadratisch von di,, abhéngt und damit die Sensitivitét der Detektion beeinflusst. Fiir
die Flusszelle wird schlieflich — unter Beriicksichtigung der Materialeigenschaften (siehe Abschnitt
5.3.1) — eine Kapillare aus FEP mit einem Innendurchmesser von 0.8 mm gewé#hlt (siehe Anhang
A6).

' ' « : ' ' E ! —~ Abbildung 5.5: Berechnete Dispersion ogau kap
I PO o m/ >§ der Flusszellenkapillare (Linge vom Einlass bis
. 100§' 57 1 o zur MPS-Detektionsspule lka, = 16.9 c¢m) mit
3 101 2 dem Innendurchmesser dka,, fiir verschiedene hy-
\% ’E drodynamische Grofsen von MNP (5 nm, 50 nm,
}:,— L g 500 nm). Weitere Umgebungsparameter sind:
5° £ E 001 S n = 0.001 Pas, T = 310 K. Die rechte Ordi-
3 3 ] 8 natenachse gibt jenen Grofenverteilungsparame-
] m, ter ox an, bei dem die Dispersion ogaukap 10%
T AT = S der Gesamtdispersion ogau Kan des AF*Trenn-

2 3 4 5 6 vorgangs entspricht (siche Gleichung (2.62)).

dKap / mm
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5.4 Generative Fertigung der Kapillarenhalterung

Die konstruktive Umsetzung des entwickelten Konzepts der MPS-Flusszelle erfolgt in Zusammen-
arbeit mit dem Gerédtebau der PTB (Dirk Gutkelch). Die Kapillarenhalterung besteht aus zwei
Modulen: Dorn und Wickelkérper. Der Dorn (u.a. Abbildung 5.6b, oben) dient der Fiihrung so-
wie der Positionierung der Kapillare in der rotatorischen Achse. Dazu wird eine Abschrigung am
oberen Dornende derart geformt, dass der Kippverschluss des Probeneinlasses am MPS-Gerét nur
eine Stellung der Flusszelle zuldsst (siehe Abbildung 5.6d). Dariiber hinaus werden Kerben fiir die
Zugentlastung (Schutz des MPS vor Fliissigkeitseintritt) sowie Materialaussparungen fiir die unge-
hinderte Beliiftung des Probenraumes (Schutz vor Erwirmung im Dauerbetrieb) konstruiert. Der
Wickelkorper (siehe Abbildung 5.6b, unten) ist als eigenstandiges Modul erstellt worden und dient
der reproduzierbaren Windung der Kapillare in der Detektionsspule des MPS-Gerétes sowie der
axialen Fithrung im Bereich der Detektionsspule. Der Wickelkorper wird mit dem Dorn durch eine
Senkschraube (Kunststoff) verbunden. Durch den modularen Aufbau kénnen verschiedene Wickel-
korper oder Module anderer Funktionalitit (siehe Abschnitt 5.3.2, Halterung fiir Papierstreifen)
mit dem Dorn kombiniert werden. Das effektive Probenvolumen in der Detektionsspule kann somit
durch Wahl der entsprechenden Windungszahl oder des Kapillarinnendurchmessers variiert wer-
den (siehe Abschnitt 6.2.6). In dieser Arbeit wird ein Wickelkorper fiir Kapillaren erstellt, mit
dem 3 Windungen {iiber eine Fithrungsnut (Nutradius: 0.5 mm) reproduzierbar eingestellt werden
konnen (Durchmesser des Wickelkorpers 5 mm ). Mit einem Innendurchmesser der Kapillare von
0.8 mm befindet sich ein Probenvolumen von 33.5 uL in der Detektionsspule (inkl. Zuleitung zum
Wickelkorper). Aufgrund der rdumlich variierenden Sensitivitit wird das effektive Probenvolumen
kleiner ausfallen (siehe folgender Abschnitt). Das Gesamtvolumen vom Ein- bis zum Auslass betrigt
V = 243.3 uL. Die Fertigung erfolgt mittels invertierter Stereolithografie (Perfactory® 4 DSP XL,
envisionTEC GmbH) durch lichtinduzierte schichtweise Vernetzung des fliissigen Photopolymers
RO5Red (siehe Abschnitt 3.6).
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Abbildung 5.6: a) 3D-CAD Konstruktion der Flusszelle fiir das MPS-Geréit. b) Dorn
(@ und Wickelkdrper (b) der Flusszelle sind durch eine Senkschraube verbunden und
konnen leicht voneinander getrennt werden, um die Kapillare zu wechseln. ¢) Die Fluss-
zelle wird von oben in das MPS-Gerét eingefithrt. d) Der Kippverschluss des MPS-
Gerites dient der rotatorischen Fixierung der Flusszelle in der Detektionsspule.
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6 Charakterisierung des Online-MPS-Detektors

Mit der Entwicklung einer Flusszelle fiir das Gerat zur Magnetpartikelspektroskopie (MPS) sind im
vorangegangenen Kapitel die Grundlagen fiir eine kontinuierliche magnetische Messung von mag-
netischen Nanopartikeln (MNP) in stromenden Medien geschaffen worden. In diesem Kapitel soll
nun das Detektormodul im Hinblick auf den Einsatz als Online-Detektor fiir chromatographische
Trennsysteme charakterisiert werden. Dieses Modul besteht aus dem verwendeten MPS-Gerit mit
entwickelter Flusszelle.

Besonderes Augenmerk wird dabei auf die Analyse der Messunsicherheit gelegt, da die MNP-Proben
durch die Trennung bei hoher Verdiinnung gemessen werden. Eine valide Interpretation der Online-
Messsignale ist daher nur bei genauer Kenntnis der Messunsicherheit mdglich. Da die systematische
Untersuchung der Messunsicherheit fiir das verfiighare MPS-Geréat sowohl fiir den Online-, als auch
fiir den Offline-Modus bisher noch nicht durchgefiihrt worden ist, werden zunéchst relevante Unsi-
cherheitsquellen identifiziert und deren Beitrag zur Gesamtunsicherheit ermittelt. Daraufhin erfolgt
die Fortpflanzung der Messunsicherheit.

Im zweiten Abschnitt des Kapitels werden die allgemeinen Spezifikationen des neuen Online-MPS-
Detektors im Hinblick auf den Einsatz bei der chromatographischen Trennung von MNP ermittelt.
Dies ist nicht nur notwendig, um spéter die Leistungsfahigkeit verschiedener Detektoren zu verglei-
chen, sondern auch, um das geeignete Trennverfahren und die idealen Trennbedingungen fiir den
jeweiligen Detektor ableiten zu konnen. Dazu werden die zuvor ermittelten Messunsicherheiten zur
Bewertung der Messergebnisse und zur Bestimmung von Nachweis- (NG), Erfassungs- (EG) und
Bestimmungsgrenze (BG) herangezogen.

6.1 Messunsicherheitsanalyse fiir den Online-MPS-Detektor

Die Grundlagen zur Durchfithrung der Unsicherheitsanalyse sind bereits in Abschnitt 2.4 darge-
stellt worden. Es ergibt sich fiir das hier verwendete Verfahren der MPS die Besonderheit, dass
das spektrale magnetische Moment u, eine komplexwertige Messgrofe darstellt, die in kartesischen
Koordinaten oder Polarkoordinaten abgebildet und ausgewertet werden kann. Der funktionale Zu-
sammenhang ist dabei durch die Gleichung fiir das Amplituden- und Phasensignal gegeben:

Ap = \/Re (Nn)2 +Im (Nn)2

o (Im () 180° (6.1)
und ¢, = tan~! (Re (Mn)) . .

Im Allgemeinen wird die Darstellung in Polarkoordinaten aufgrund der besseren Anschaulichkeit

s

bevorzugt (Amplitude A, als Maf fiir das magnetische Moment u, Phase ¢, hat Bezug zur mag-
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80 6.1. Messunsicherheitsanalyse

netischen Relaxationszeit). Dennoch ist eine statistische Analyse und die Fortpflanzung der Mess-
unsicherheit aufgrund der positiv definiten Amplitude und der zyklischen Phase in kartesischen
Koordinaten zu empfehlen (nicht begrenzt und stetig) [221]. Dies gilt vor allem fiir den Fall kleiner
Amplituden bzw. fiir komplexe Grofen in der Niahe des Koordinatenursprungs (NG, EG und BG), da
in diesem Fall die LMU (Gleichung (2.73)) unphysikalische Ergebnisse liefert. Eine Alternative zur
LMU liefert in diesem Fall die Technik der MCS, die auch Inhalt der ersten Erweiterung des GUM
(Beiblatt 1) ist [180]. Bei der MCS werden die zugrundeliegenden Verteilungen der Eingangsgrofsen
numerisch fortgepflanzt, um die Verteilung der Ausgangsgréfse zu erhalten. Der Vertrauensbereich
kann somit direkt — unabhingig von der Verteilungsform — der Verteilung entnommen werden.

Im Rahmen der Unsicherheitsanalyse wird gepriift, inwieweit die Eingangsgrofen (Re (i) und
Im (p4,)) durch besondere Einsatzbedingungen (sog. Einflussgrofien) beeinflusst werden (z.B. Tempe-
ratur, Anregungsamplitude, Schalten zwischen unterschiedlichen Anregungsamplituden). Dadurch
wird aufgeschliisselt, ob einschrinkende Parameterbereiche fiir die Messung angegeben werden miis-
sen (z.B. Temperaturbereich) und ob auftretende Verinderungen statistisch erfasst sowie bei der
Fortpflanzung der Messunsicherheit beriicksichtigt werden miissen [186]. In diesem Zusammenhang
konnen die Eingangsgrofen auch durch entsprechende Untermodelle beschrieben werden (siehe Ab-
schnitt 2.4). Dies ist Inhalt des folgenden Abschnitts.

6.1.1 Identifizierung von Unsicherheitsquellen der Eingangsgrofien bei der MPS-
Messung

Die zufillige Variation von Messgrofen kann durch verschiedene Einfliisse hervorgerufen werden
(z.B. Umgebungstemperatur, Netzspannung, dufere elektrische, magnetische und mechanische Fel-
der, Eigenerwirmung/Uberhitzung etc.) [186]. Es werden potentielle Einflussgroken systematisch
in Kategorien geordnet, die im Ursache-Wirkungsdiagramm in Abbildung 6.1 (auch Ishikawa-Dia-
gramm) gezeigt sind. Dabei ist zu beachten, dass fiir die Einzelprobenmessung und die Messung
mit Flusszelle eine Fallunterscheidung notwendig ist. Fiir den jeweiligen Messmodus konnen nam-
lich einzelne Einflussgrofsen unterschiedliche Beitrédge zur Unsicherheit liefern oder sogar komplett
entfallen.

Einen wesentlichen Beitrag zur Messunsicherheit liefert das Messsystem selbst. Im Dauerbetrieb
der Online-Messung kann die Erwirmung der Elektronik zusétzliche Driften verursachen. Dies ist
insbesondere in Abhé#ngigkeit der Leistungsabgabe zu untersuchen (Anregungsamplitude B,,). Da-
gegen wird der Einfluss der Auflésung®?® als geringfiigig eingeschiitzt und nicht weiter beriicksichtigt.
Die Genauigkeit der Kalibrierung des MPS-Geriites (Anregungsamplitude, Ubertragungsfunktion)
liefert einen signifikanten Beitrag (siehe Abschnitt 3.4.2). Da jedoch der Vergleich mit Messdaten
anderer Geréte nicht Inhalt dieser Arbeit ist, wird die Kalibrierunsicherheit nicht weiter berticksich-
tigt.

Zu den Eigenschaften des Messobjektes gehort z.B. die Menge der Probe bei der Messung. Diese
héngt vom tatsichlichen Volumen im sensitiven Bereich der Detektionsspule ab. Zuséatzlich ist die
Probentemperatur entscheidend. Sie kann u.a. einen Einfluss auf die Magnetisierungsdynamik der
MNP haben (siehe Abschnitt 2.2.6). In Abschnitt 5.3.1.1 ist bereits deutlich geworden, dass das

%Die Auflésung des Messsystems bei der Analog-Digital-Umsetzung verursacht die sog. Quantisierungsabweichung
OQuant- Diese hingt von der Anzahl der Bits bei der Analog-Digital-Umsetzung ab [222]. Im vorliegenden Fall des
verwendeten MPS-Gerites erfolgt die Abtastung bei der Datenerfassung mit 24 Bit, wodurch ein Signal-Rausch-
Abstand von 146 dB resultiert. Eine Beriicksichtigung bei der Unsicherheitsanalyse ist daher nicht notwendig [77].
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Abbildung 6.1: Ursache-Wirkungs-Diagramm (sog. Ishikawa-Diagramm) fiir verschiedene Ein-
flussgrofen auf den Messprozess. Die allgemein als relevant identifizierten und zu quantifizierenden
Beitrige zur Messunsicherheit sind im Diagramm entsprechend (fett) hervorgehoben.

Probengefifs den Messvorgang beeinflussen kann, z.B. durch magnetische Verunreinigungen. Diese
genannten Finflussgréfen werden daher eingehender untersucht. Da nur sehr geringe MNP-Kon-
zentrationen bei der chromatographischen Trennung den Detektor passieren, ist ein mafgeblicher
Einfluss auf die Gesamtunsicherheit unwahrscheinlich. Erst bei sehr hohen Konzentrationen kénnen
Wechselwirkungseffekte das MPS-Signal signifikant beeinflussen [195]. Ebenso wird der Einfluss der
Viskositét der Fliissigkeit nicht weiter untersucht, da in der vorliegenden Arbeit nur geringfiigige
Anderungen vorliegen (Medien, Zusiitze). Anderungen des kolloidalen Zustandes der MNP (z.B.
durch hohe Ionenstérke des Mediums) koénnen starke Abweichungen der Messwerte hervorrufen.
Durch eine entsprechende Etablierung des Verfahrens (siehe Kapitel 8) wird ein Beitrag zur Unsi-
cherheit in dieser Arbeit ausgeschlossen.

Auch die Messstrategie hat einen Einfluss auf die Messunsicherheit. Demnach ist der Einfluss
unterschiedlicher Messsequenzen (Wechsel der Anregungsamplitude) und Flussraten Teil der nach-
folgenden Unsicherheitsanalyse. Zudem wird durch die inhomogene Sensitivitdtsverteilung der Mess-
spule (siehe Abschnitt 5.3.2) der Einfluss der Positionierung des Messobjektes (Position und Ausrich-
tung) quantifiziert. Dagegen kann der Einfluss der Anzahl der Messungen auf die Messunsicherheit
mit den Regeln der LMU berechnet werden®*.

Schwingungen am Standort des Messgerdtes und die Luftfeuchtigkeit sind Umwelteinfliisse, fiir
die ein signifikanter Beitrag ausgeschlossen wird. Der Einfluss der Temperatur im Schlauchsystem
wird dagegen im Zusammenhang mit der Probentemperatur untersucht. Der Druck spielt vor allem
in chromatographischen Anlagen eine grofse Rolle und kann in den Kapillaren mancher Systeme bei
p = 100 bar liegen. Im vorliegenden Fall wird die Wirkung des Druckes auf das MPS-Signal als gering
eingestuft, da der Detektor am Ende der Messkette eingesetzt wird und bereits der Vorsdulendruck

81Bei den MPS-Messungen der folgenden Unsicherheitsanalyse werden mehrere Perioden Pp der Anregungsfrequenz
fo = 25 kHz aufgezeichnet und gemittelt (Mittelungszeit tavg = 105, Pp = 250 000), wodurch sich die Unsicherheit
um den Faktor /Pp vermindert. Zum Zweck der hoheren zeitlichen Auflésung kann es im Anwendungsfall durchaus
notwendig sein kiirzere Mittelungszeiten zu verwenden. Die Unsicherheit erhoht sich dabei entsprechend. Dieses
Verhalten wird zudem messtechnisch verifiziert (siehe dazu Abbildung A.17a im Anhang).
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kleiner als 10 bar ist®. Der Eintrag von magnetischen Verunreinigungen der Umwelt (z.B. Staub) ist
erfahrungsgeméfs bei der Einzelprobenmessung zu beriicksichtigen. Dieser kann auch als Variation
der Kontamination des Probengeféifies verstanden werden und wird daher im Zusammenhang mit
den Einflussgréfsen des Messobjektes untersucht.

Eine statistische Auswertung der zufilligen Messabweichungen setzt voraus, dass systematische Ab-
weichungen identifiziert und ggf. korrigiert werden. Im Anschluss kann der Beitrag der ausgewihlten
Einflussgrofen (hervorgehoben in Abbildung 6.1) zur Messunsicherheit der Eingangsgrofen (Real-
und Imaginérteil) experimentell untersucht werden.

6.1.1.1 Systematische Messabweichungen

Zur Untersuchung geriteeigener systematischer Abweichungen werden Leersignale (ohne Proben-
stab bzw. Flusszelle) gemessen. Dazu werden 150 Messungen im zeitlichen Abstand von 4 s bei
Anregungsamplituden von 0.05 mT bis 25 mT durchgefiihrt. In Abbildung 6.2 ist das zugehorige
Spektrum der Mittelwerte (Anregungsamplitude B, = 25 mT) des Real- (unten) und Imaginér-
teils (oben) gezeigt. Fiir die Harmonischen des Messsignals f = n - fy liegt dieser Mittelwert im
Bereich zwischen +0.01 pAm?. Fiir die Harmonischen n (ausgefiillte Symbole) werden hingegen
deutlich hohere Werte gemessen. Je niedriger die Frequenz, desto hoher ist auch das Leersignal der
Harmonischen. Unterhalb von n < 225 kHz (siehe Nebengrafiken der Abbildung 6.2) zeichnen sich
vorwiegend die ungeraden Harmonischen durch hohe Leersignalbetréige aus und liegen betragsméfig
z.T. drei bis vier Grofenordnungen iiber dem mittleren Signal der restlichen (nicht-harmonischen)
Frequenzen. Dieses Verhalten zeigt zudem eine signifikante Feldabhéngigkeit. Dies ist in Abbildung
6.3 fiir die Mittelwerte des Real- und Imaginérteils der dritten Harmonischen ps gezeigt. Ab ei-
ner Anregungsamplitude von B, ~ 1 mT steigt der Betrag von p3 um drei Grofenordnungen von
~ 0.1 pAm? auf iiber 100 pAm?. Dies wird fiir die anderen Frequenzen f # n nicht beobachtet (hier
nicht gezeigt).

~ j Abbildung 6.2: Mittelwerte des Ima-

' ginér- (rote Quadrate, oben) und Real-
teils (blaue Kreise, unten) vom Spektrum
oy ermittelt durch 150 Leersignalmessun-
gen fiir Frequenzen < 315 kHz. Die Har-
monischen n sind durch ausgefiillte Sym-
bole hervorgehoben. Nebengrafiken: Aus-
schnitte der Diagramme fiir héhere Fre-
quenzen bis 2 MHz.

m = Y 1 1 1 1 1
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g o Spektrum: fA (nf)

% Den stirksten Einfluss des Druckes auf die Magnetisierungsdynamik der MNP wird durch die Anderung der Vis-
kositdt hervorgerufen. Fiir die in dieser Arbeit zu erwartenden Driicke p < 50 bar @ndert sich die Viskositat
1 ~ 0.813 Pas kaum [223]. Zudem geht die Viskositit 7 linear in die Brownsche Relaxationszeit ein (siehe Abschnitt
2.2.6). Eine Beriicksichtigung der Druckiinderung bei der Unsicherheitsanalyse ist demnach nicht notwendig.
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1001 Abbildung 6.3: Abhingigkeit des Betrags von Real- (blaue
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Dieses Verhalten wird Nichtlinearitiiten®® in der Anregungskette (z.B. Verstirker, Filter, etc.) und
schwachen magnetischen Verunreinigungen im Probenraum zugeschrieben. Die héchsten Signalam-
plituden bei der MPS-Messung von MNP werden bei hohen Anregungsamplituden erzeugt. Dabei ist
die Signalintensitit vor allem bei niedrigen Harmonischen des MPS-Spektrums am hochsten (siehe
Kapitel 4). Da fiir diese Kombination (hohe Anregungsamplitude, niedrige Harmonische) auch die
systematische Abweichung stérker in Erscheinung tritt, wird der Leersignalbestimmung besondere
Beachtung geschenkt und erfolgt bei identischen Bedingungen (z.B. gleiche Anregungsamplitude).
Besonders im Hinblick auf die Verwendung von Probenhalterungen (Flusszelle, Probenstab, Kap-
sel), die in den sensitiven Bereich der Messspule ragen, kann eine addquate Untergrundkorrektur
die Sensitivitdt der Messung erheblich — um bis zu zwei Grofenordnungen — steigern.

6.1.1.2 Zeitliche Stabilitit des MPS-Signals (Rauschen)

In der Chromatographie werden fiir das Rauschen hoch- und niederfrequente Beitrige unterschieden
[224]. Das niederfrequente Rauschen bezieht sich dabei auf jenen Rauschbeitrag, dessen Frequenz
geringer ist als die Frequenz der eluierenden Peaks und wird zuriickgefithrt auf Gasblasen und Ver-
unreinigungen im Trennsystem. Hinzu kommt noch niederfrequentes Rauschen durch die Drift des
Signals, die meist auf langsame Verdnderungen der Gerétebestandteile mit der Temperatur oder
dem Alter zuriickzufiihren ist.

Rauschbeitrdge mit hoheren Frequenzen als die der eluierenden Peaks werden dem hochfrequenten
Rauschen zugeordnet [224]. Ursache dafiir sind die statistische Verteilung der thermischen®” und
kinetischen Energie®® der Ladungstriger, die zu einer Variation von Strom und Spannung in der
Detektionsspule und der Elektronik des Systems fiithrt und infolgedessen auch Einfluss auf die Mess-
unsicherheit hat.

Niederfrequentes Rauschen (Drift)

Die Langzeitstabilitdt des MPS-Signals ist vor allem fiir die Online-Detektion bei der Partikel-Tren-
nung erforderlich, da sich die Experimente iiblicherweise iiber einen Zeitraum von mehreren Minuten
bis hin zu wenigen Stunden erstrecken. Fiir die Bestimmung der Stabilitdt werden mit dem leeren
MPS-Gerit (ohne Probenstab bzw. Flusszelle) Messungen bei einer Anregungsamplitude von 25 mT
im zeitlichen Abstand von 4 s {iber einen Zeitraum von 4 h durchgefiihrt. Um den Einfluss der Er-

8Die geraden Harmonischen entstehen, wenn die nichtlineare Magnetisierungskurve einen zusitzlichen Offset auf-
weist.

8"Durch die statistische Wirmebewegung der Ladungstriiger werden Stromimpulse verursacht, die als thermisches
Rauschen bezeichnet werden.

88 Durch die statistische Verteilung der kinetischen Energie der Ladungstriger werden Potentialbarrieren nicht gleich-
miéfig iiberwunden. Die zeitliche Ladungsverteilung ist daher nicht konstant und verursacht das sog. Schrotrauschen.
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Abbildung 6.4: Zeitabhéngigkeit des Imaginér- (rote Quadrate) und Re-
alteils (blaue Kreise) der dritten (oben) und fiinften (unten) Harmonischen
des MPS-Signals ohne Probe (Anregung mit 25 mT). a) Gemessene Drift
der Signale ab 2.5 min nach Einschalten des MPS-Gerits. b) Zeitliche Ent-
wicklung der Signale im Gleichgewichtszustand ab 200 min nach Einschalten
des MPS-Gerits.

wiarmung der Gerédtekomponenten zu erfassen, wird die Messreihe direkt nach Einschalten des MPS-
Gerites (zeitlicher Versatz ¢ = 3 min) gestartet. Die dritte und fiinfte Harmonische des MPS-Si-
gnals in Abhéngigkeit der Messdauer ist in Abbildung 6.4a gezeigt. Es wird deutlich, dass in den
ersten 20 min der Messung vor allem die Signale (Real-, Imaginarteil) der dritten Harmonischen
einer zeitlichen Variation (bzw. Drift) unterliegen (10 pAm?). Etwa 30 min nach Einschalten des
MPS-Gerits stellt sich ein Gleichgewicht ein, so dass im kontinuierlichen Messbetrieb (200 min nach
Einschalten) iiber einen Zeitraum von 35 min die Signaldrift kleiner als 1 pAm? ist (siehe Abbildung
6.4b). Urséchlich fiir die Drift der Signale sind Aufwiarmprozesse der Elektronik, der Anregungs-
spule und der Anregungskompensation nach Einschalten des Gerétes. Fiir empfindliche Messungen
wird das Gerét nach einer Warmlaufphase von mind. 30 min eingesetzt, da nach dieser Zeit die
Unsicherheit durch Driften deutlich geringer ist. Zusétzliche niederfrequente Anderungen, die z.B.
durch das Trennsystem hervorgerufen werden, werden durch eine entsprechende Untergrundkorrek-
tur beseitigt (siehe dazu Abschnitt 7.3.1).

Hochfrequentes Rauschen

Héufig liefert das elektronische Rauschen den gréfsten Beitrag zur Messunsicherheit. Fiir die Fort-
pflanzung der Unsicherheit ist es notwendig, die zufilligen Messabweichungen der Eingangsgrofen
(Real- und Imaginérteil) bzgl. der Verteilungsform und -breite sowie hinsichtlich statistischer Abhén-
gigkeiten (Korrelation) zu untersuchen (siehe Abschnitt 2.4). Zur Quantifizierung des elektronischen
Rauschens werden daher die Signale der 150 Leersignalmessungen ausgewertet (sieche Abschnitt
6.1.1.1). Um weitere Unsicherheitsbeitriage auszuschliefsen (hohe Leistungsabgabe des Verstérkers,
kontaminierte Probengefifie; siehe Abschnitt 6.1.1.3 und 6.1.1.8), wird zunéchst bei geringster An-
regungsamplitude B, = 0.05 mT ohne Probenstab bzw. Flusszelle gemessen.

In Abbildung 6.5b sind die Histogramme der mittelwertbereinigten Real- (unten, blau) und Ima-
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ginérteile (oben, rot) der dritten Harmonischen bei geringster Anregungsamplitude B, = 0.05 mT
gezeigt (Breite der Klassen 0.2 pAm?). Mithilfe des David-Tests (siche dazu Abschnitt 2.4) wird
sichergestellt, dass den Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Leersignale eine Normalverteilung zu-
grunde liegt. Fiir alle Frequenzen des Spektrums liegt die Priifgrofe (Quotient aus Spannweite und
Standardabweichung) des Normalverteilungstests im erforderlichen Intervall [1.99,6.18]. Auch bei
Messungen mit hoherer Anregungsamplitude fillt der Normalverteilungstest positiv aus. Dement-
sprechend wird fiir die erweiterte Unsicherheit (Vertrauensniveau P = 90%) der Erweiterungsfaktor
kg = 1.65 gewihlt und fiir alle folgenden Darstellungen verwendet. Die somit resultierenden Unsi-
cherheiten sind fiir alle Frequenzen des Spektrums in Abbildung 6.5a aufgetragen. In der doppelt-
logarithmischen Skalierung der Achsen ist zu erkennen, dass das Rauschen mit zunehmender Fre-
quenz linear bis auf einen konstanten Rauschpegel von 0.13 pAm? fiir f > 1 MHz abfallt. Da nach
der Kalibrierung des MPS-Geriites die Signale durch die Ubertragungsfunktion {iblicherweise fre-
quenzabhiingig verstirkt werden, nimmt der Rauschpegel mit abnehmender Frequenz zu®’. Dieser
Rauschpegel wird als 1/ f-Rauschen bezeichnet (griine Linie in Abbildung 6.5a) und ist unabhéngig
von der verwendeten Anregungsamplitude [77|. Der Beitrag des 1/f-Rauschens wird mit folgender

Formel approximiert:
1

?.
Fiir die Unsicherheitsfortpflanzung der Eingangsgrofen (Real- und Imaginérteil) ist es notwendig
zu priifen, ob diese korreliert sind (siehe Abschnitt 2.4). Dariiber hinaus vereinfacht sich die Be-
rechnung, wenn fiir beide Eingangsgrofen die gleiche Verteilungsbreite bzw. Unsicherheit vorliegt.

uy/p = 89.7(4) nAm*Hz - (6.2)

Dazu wird die Differenz der Standardunsicherheiten von Real- und Imaginérteil [u (Re) —u (Im)] auf

(a) (b)
10 T T T T T T
7 Re Im , . — Fit: 0=0.65(5) pAm’ ]
1. ® = Harmonische: nf, S 30 David-Test (P=99.9%, n=150): .
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g- Q. 10
~ 1r 0
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Abbildung 6.5: a) Frequenzabhingigkeit der erweiterten Unsicherheit (kg = 1.65) von
Real- (blaue Kreise) und Imaginérteil (rote Quadrate) fiir das gesamte Spektrum aus 150
Leersignalmessungen bei geringster Anregungsamplitude B, = 0.05 mT. Der 1/f-Verlauf
des Spektrums (griine Linie) wird mit Gleichung (6.2) beschrieben. b) Histogramme der
gemessenen Signale von Real- (blau, unten) und Imaginérteil (rot, oben). Die Normalvertei-
lungen werden mittels David-Test belegt. Die Anpassung einer Normalverteilungsfunktion
an die Histogramme ergibt fiir Real- und Imaginérteil eine Standardabweichung von o ~ 0.7.

89Mit der Ubertragungsfunktion wird die gemessene Spannung ding in das magnetische Moment fi umgerechnet. Da
zum einen die induzierte Spannung proportional zur zeitlichen Anderung des magnetischen Moments ist (iind o< w/t)
und zum anderen der Empfangsverstirker ein frequenzabhingiges Ubertragungsverhalten aufweist, ist eine solche
Kaibrierung erforderlich.
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Abbildung 6.6: a) Fiir jede Frequenz der 150 Leersignalmessungen wird die Unsicherheit
bestimmt und anschliefsend die Differenz der Standardunsicherheiten v des Real- und Ima-
gindrteils normiert auf den jeweiligen Mittelwert @ = (u (Re) + w (Im))/2. Die Abbildung
zeigt das Histogramm der berechneten Differenzen fiir alle Frequenzen und die Anpassung
einer Normalfunktion mit der Standardabweichung 0.09 (griine Linie). Nebengrafik: Darstel-
lung der Differenz der normierten Standardunsicherheiten « in Abhangigkeit der Frequenz.
b) Fiir jede Frequenz der 150 gemessenen Leersignale wird der Korrelationskoeffizient r
zwischen Real- und Imaginirteil berechnet. Die Abbildung zeigt das Histogramm der ermit-
telten Korrelationskoeffizienten r fiir alle Frequenzen, angepasst mit einer Normalfunktion
der Standardabweichung 0.09 (griine Linie). Nebengrafik: Darstellung des Korrelationskoef-
fizienten r in Abhéngigkeit der Frequenz.

den jeweiligen Mittelwert normiert und fiir jede Frequenz des Spektrums berechnet. Der Abbildung
6.6a ist zu entnehmen, dass die Differenzen fiir alle Frequenzen f des Spektrums mittelwertfrei
und normalverteilt sind (Standardunsicherheit v = 0.09, siehe Histogramm in Abbildung 6.6a).
Demzufolge kann bei der Unsicherheitsfortpflanzung davon ausgegangen werden, dass die Breite
der Wahrscheinlichkeitsverteilung bzw. die Unsicherheit von Real- und Imaginérteil gleich ist und
im Folgenden durch den jeweiligen Mittelwert u (Re,Im) reprisentiert werden kann. Der Korrela-
tionskoeffizient r der Eingangsgrofen (Real- und Imaginérteil) ist hingegen in Abbildung 6.6b fiir
alle Frequenzen des Spektrums aufgetragen. Aufer fiir die erste und zweite Harmonische liegt keine
signifikante Korrelation vor (Standardunsicherheit v = 0.09, siehe Histogramm in Abbildung 6.6b).
Daher wird die Korrelation bei der Unsicherheitsfortpflanzung nicht beriicksichtigt (r = 0).

6.1.1.3 Signalvariation bei hoher Anregungsamplitude

Hohe Anregungsamplituden B, (bzw. eine hohe Leistung) werden vor allem dann benutzt, wenn die
MPS zum empfindlichen Nachweis von MNP eingesetzt werden soll (siehe dazu Kapitel 4). Es wird
daher untersucht, ob die dafiir notwendige hohe Leistungsabgabe des Verstirkers einen Einfluss auf
das Rauschen der Elektronik und die daraus resultierende Unsicherheit hat. Analog zur Untersu-
chung des Rauschens bei B, = 0.05 mT werden daher 150 Leersignalmessungen (ohne Probenstab
bzw. Flusszelle) bei hoheren Anregungsamplituden bis zu 25 mT aufgezeichnet.

In Abbildung 6.7a ist das Spektrum der mittleren Unsicherheit der Eingangsgrofen u (Re,Im) ge-
zeigt. Im Gegensatz zum Verhalten bei geringeren Feldstirken (siehe Abbildung 6.5a) setzen sich
bei einer Anregungsamplitude von B, = 25 mT die Harmonischen n deutlich vom 1/f-Verhalten
der restlichen Frequenzen ab und liegen bis zu einem Faktor 1.2 iiber dem nach Gleichung (6.2)
berechneten Wert fiir u;,; (siehe Nebengrafik der Abbildung 6.7a). In Abbildung 6.7b ist dieses
Verhalten in Abhéngigkeit der Feldstirke fiir die dritte und fiinfte Harmonische gezeigt. Bei An-
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regungsamplituden < 5 mT kann die Unsicherheit mit dem 1/f-Verhalten nach Gleichung (6.2)
sehr gut beschrieben werden. Fiir hohere Anregungsfelder nimmt die Unsicherheit dagegen um 20%
zu. Dabei wird fiir die dritte und fiinfte Harmonische der gleiche relative Anstieg des Rauschens
u (Re, Im) /uy/; mit der Anregung festgestellt. Die Abhéingigkeit der MPS-Signale von der Anre-
gungsamplitude kann mit einer Sigmoidal-Funktion beschrieben werden (griine Linien in Abbildung

6.7, rechts):

upeld/ur/p = (1 —a1) /(1 + (Bp/a2)®) + a1

a; = 1.22(2) 6.3)
as = 0.009(8) T
asz — 8(5)

Als Ursache fiir das beschriebene Verhalten wird der Leistungsverstirker in der Anregungskette
angesehen, da er bei hoher Leistungsabgabe das Eingangssignal nichtlinear verzerrt?. Aus diesem
Grund wirkt sich das Rauschen ausschlieflich auf die Harmonischen n aus. Diese Charakteristik wird
allgemein als Klirrfaktor bezeichnet [225]. Im Vergleich zu iiblichen Leistungsverstérkern zeichnet
sich der eingebaute Verstiarker (siehe Abschnitt 3.4.2) durch einen besonders geringen Klirrfaktor
(THD = 0.005%) aus. Dennoch treten auch fiir diesen Verstirker nichtlineare Verzerrungen bei

hoher Anregungsamplitude auf.

(a) (b)
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Abbildung 6.7: a) Erweiterte Unsicherheit (kg = 1.65) von Real- und Imaginéirteil
(u(Re) = u(Im)) fiir das gesamte Spektrum aus 150 Leersignalmessungen bei hochster
Anregungsamplitude B, = 25 mT. Der 1/f-Verlauf des Spektrums (griine Linie) wird mit
Gleichung (6.2) beschrieben. Nebengrafik: Quotient aus der ermittelten Unsicherheit der
Harmonischen u (Re,Im) (Real- und Imaginérteil) und der berechneten Unsicherheit aus
dem 1/f-Verhalten. b) Verhéltnis von ermittelter Unsicherheit und berechnetem 1/ f-Ver-
halten der Unsicherheit in Abhéngigkeit der Anregungsamplitude By, fiir die dritte (oben)
und fiinfte Harmonische (unten). Beide Verlaufe werden mit einer Sigmoidalfunktion (siehe
Anhang A.8.1, Gleichung (6.3)) angepasst.

“Nichtlineare Verzerrungen in Leistungsverstirkern werden durch Halbleiterbauteile (z.B. Transistoren) verursacht,
die nur in einem begrenzten Bereich linear arbeiten.
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6.1.1.4 Unsicherheit bei der Bestimmung der Eisenmenge

Zur Normierung des MPS-Signals auf die jeweilige Probenmenge miissen die Konzentration und
das effektive Volumen bekannt sein. Im Offline-Modus hingt die Unsicherheit der Konzentration
von der jeweiligen Bestimmungsmethode ab. In dieser Arbeit wird die Konzentration des Eisens in
der MNP-Probe photometrisch bestimmt (Phenanthroline-Protokoll, siehe Abschnitt 3.3). Sie ist
entsprechend durch Mehrfachmessung bei jeder Eisengehaltsbestimmung abgeschétzt worden und
liegt (abhéngig von der eingesetzten Eisenmenge) im Bereich von 1% (P = 90%). Der Beitrag der
Pipettierungenauigkeit wird auf Basis der Herstellerangaben in die Unsicherheitsbetrachtung ein-
bezogen (siehe Anhang A.8.2). Fiir das iibliche Probenvolumen V ~ 30 pL liegt die Unsicherheit
beim Pipettieren bei etwa 0.5% (P = 90%, siehe Anhang A.8.2).

Auch bei der Messung im Online-Modus muss zur Bestimmung des Eisengehaltes das Probenvolu-
men bekannt sein. Die Unsicherheit des effektiven Probenvolumens der Flusszelle ergibt sich aus der
Riickfithrung des Messsignals aus Abschnitt 6.2.6 und liegt ebenfalls bei etwa 0.5%. Zur Bestim-
mung der Eisenkonzentration im Online-Modus wird ein Spektrophotometer (UV/Vis-Detektor)
eingesetzt, das zuvor mit unterschiedlichen MNP-Systemen kalibriert worden ist (sieche Abschnitt
7.3.3). Die Unsicherheit der linearen Kurvenanpassung bei der Kalibrierung liegt bei u (Kyy) = 9.6%
(P =90%). Da das UV /Vis-Detektorsignal, wie in Abschnitt 7.3.2 beschrieben, bzgl. der Detektor-
Dispersion korrigiert wird, ist auch die Unsicherheit der Dispersionskorrektur zu beriicksichtigen.
Entsprechend Tabelle 7.1 kann die erweiterte Unsicherheit des Dispersionsparameters mit etwa
10.9% angenommen werden.

Fiir die Unsicherheit der Eisenmengenbestimmung mittels UV /Vis ergeben sich damit die relativen
Unsicherheiten von 14.5% fiir den Online- und 1.1% fiir den Einzelproben-Modus.

6.1.1.5 Temperaturvariation im Probenraum

Die Probentemperatur hat Einfluss auf die Magnetisierungsdynamik der MNP (siehe Abschnitt
2.2.6). Die genaue Temperatur der durch die Flusszelle stromenden MNP ist aber nicht ohne wei-
teres bekannt und héngt im Wesentlichen von der Flussrate, dem Temperaturgradienten (Labor,

i | Abbildung 6.8: Resultierende relative Unsicher-
8 B Re HIm | heit aus der Ungenauigkeit der Temperierung der
Probe bei der MPS-Messung. Die angegebene ma-
ximale Unsicherheit max (u.e) ergibt sich entspre-
chend Gleichung (2.72) aus der Differenz der si-
mulierten Real- (blau) und Imaginérteile (rot) des
MPS-Signals bei 308 K und 312 K (kg = 1.56,
Rechteckverteilung). Dazu werden die MPS-Signa-
le von MNP unterschiedlicher Kerngrofen (dx =
5 nm bis 50 nm), Anisotropien (K = 5 kJ/m® bis
15 kJ/m®) und Hiillschichtdicken (6 = 0 nm bis
16 nm) bei unterschiedlichen Anregungsamplituden
(B, =5 bis 25 mT) simuliert”.

rel

max(u_) / %

5mT 10mT 25mT

9 Alle weiteren Struktur- und Umgebungsparameter sind (soweit nicht anders erwihnt) konstant: ox = 0.1, M, =
395 kA/m, o = 0.05, n = 0.001 Pas.
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Probenraum) und der Warmeleitfahigkeit der Kapillare ab. Die Temperatur der klimatisierten La-
borumgebung liegt bei T' = 295 K. Dagegen wird fiir die Temperaturregelung des MPS-Geréts eine
Zieltemperatur von T' = 310 K eingestellt, da dies der Temperatur entspricht, bei der das MPS-
Geriit kalibriert ist. Die Temperatur wird laut Herstellerangabe mit einer Unsicherheit von £2 K
geregelt. Es wird davon ausgegangen, dass die vorliegende Temperaturdifferenz zwischen Labor und
MPS-Probenraum (AT = 15 K) durch das grofe Oberfliche-zu-Volumen-Verhéltnis der Kapillare
(3/47Kqp = 188 1/m) bei den verwendeten Flussraten V' < 200 pL/min ausreichend schnell ausge-
glichen wird. Aus diesem Grund wird die Unsicherheit der geridteeigenen Temperaturregelung in die
Unsicherheitsanalyse einfliefen. Nach GUM sind Typ-B-Unsicherheiten unbekannter Verteilungs-
form immer mit einer rechteckformigen Wahrscheinlichkeitsverteilung zu behandeln [179]. Daher
wird fiir die obere und untere Grenze des Temperaturbereichs [308 K, 312 K] das MPS-Signal von
MNP mit dem in Kapitel 4 verwendeten Modell simuliert. Die Unsicherheit u (uy) der simulierten
Signale ergibt sich bei Annahme einer Rechteckverteilung aus Gleichung (2.72) mit dem zugehorigen
Erweiterungsfaktor kg = 1.56 fiir Rechteckverteilungen (fiir P = 90%).

Da der Einfluss der Temperatur auf die Magnetisierungsdynamik von verschiedenen Strukturda-
ten der MNP abhingt, wird die Modellierung der MPS-Signale bei 308 K und 312 K fiir MNP
unterschiedlicher GroRe (dg = 5 nm bis 50 nm), Anisotropien (K = 5 kJ/m® bis 15 kJ/m?) und
Hiillschichtdicken (0g = 0 nm bis 16 nm) durchgefiihrt. Die Parameter werden entsprechend der
zu erwartenden Strukturdaten gewdhlt. Fiir jede Kombination dieser Eigenschaften wird die Un-
sicherheit entsprechend berechnet und ins Verhéltnis zum simulierten MPS-Signal bei 7" = 310 K
gesetzt (siehe Abbildung A.19 im Anhang). In Abbildung 6.8 ist die resultierende maximale Un-
sicherheit des Real- (blau) und Imaginérteils (rot) der dritten Harmonischen max (Re (us3)) fiir
verschiedene Anregungsamplituden gezeigt. Es wird deutlich, dass die Ungenauigkeit der Temperie-
rung zu einer maximalen Unsicherheit von etwa uy (Re) = 6.7% fithrt und auch bei verschiedenen
Anregungsamplituden #hnlich hohe Werte annimmt. Die grofste Abweichung der Signale wird fiir
Partikeldurchmesser zwischen 15 nm und 30 nm mit der dicksten Hiillschicht (6 = 16 nm) ermit-
telt (siehe Abbildung A.19). Dieses Resultat kann durch Messungen an realen Proben qualitativ
bestétigt werden (siehe Abbildung A.20 im Anhang A.8.5). Fiir die Fortpflanzung der Unsicherheit
wird unabhéngig von den Strukturdaten oder der Anregung die berechnete maximale Unsicherheit
von 6.7% verwendet.

6.1.1.6 Einfluss der Flussrate auf das MPS-Signal

Im Folgenden wird der Einfluss der Kapillarstromung in der Flusszelle auf die Magnetisierungsdy-
namik der MNP untersucht, indem das MPS-Signal von MNP in der Flusszelle bei unterschied-
lichen Flussraten gemessen wird. Dazu werden MNP homogen in einem geschlossenen Kreislauf
(inkl. Flusszelle) verteilt und mittels Schlauchpumpe (ISMATEC® IPC-N4, Cole-Parmer GmbH)
durch das MPS-Geriit geleitet. Das Experiment wird bei Flussraten zwischen V = 0 mL/min und
2.7 mL/min durchgefiihrt, wobei zu jeder Flussrate MPS-Messungen bei verschiedenen Anregungs-
amplituden erfolgen (bis B, = 2 mT bis 25 mT). Es werden MNP-Systeme unterschiedlicher Grofe
(siehe Tabelle A.1 im Anhang) mit einer Konzentration von ¢ (Fe) = 2.5 mmol/L und einem Ge-
samtvolumen von V = 1.5 mL als Testsysteme verwendet (d.h. m (Fe) = 2.09 mg). Aufgrund der
Temperaturdifferenz zwischen Probengefafy und MPS-Probenraum wird nach jedem Wechsel der

“Der Erweiterungsfaktor resultiert aus dem geringen Stichprobenumfang (N = 10; siche Abschnitt 2.4 und Tabelle
A.12).
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Stromungsgeschwindigkeit die erste Messung erst nach einer Zeitspanne von 10 min gestartet, so
dass wihrend der Messung keine Temperaturdriften zu erwarten sind [226].

In Abbildung 6.9 sind Real- (links) und Imaginérteil (rechts) des MPS-Signals der dritten Har-
monischen in Abhéngigkeit der Flussrate aufgetragen. Die Signale werden fiir jedes MNP-System
normiert auf das Signal im statischen Fall ohne Stromung. Es ist zu erkennen, dass die Signale fiir
Flussraten oberhalb von 200 pL/min signifikant vom statischen Fall abweichen. Bei der maximalen
Flussrate (der verwendeten Pumpe) von 2.7 mL/min liegt die Abweichung bei £10% (Realteil) bzw.
+20% (Imaginérteil). Auch bei Verwendung geringerer Anregungsamplituden wird beobachtet, dass
sich die Unsicherheit im Real- und Imaginérteil kaum reduziert (sieche Abbildung A.21 im Anhang).
Interessanterweise wird fiir die Abweichung der Amplitudenwerte der dritten Harmonischen Aj eine
leichte Abhéngigkeit von der hydrodynamischen Grofe der verwendeten MNP-Systeme gemessen.
Wie in der Nebengrafik der Abbildung 6.9 fiir die maximale Flussrate gezeigt, nimmt A3 mit zu-
nehmender Grofe stirker ab bzw. wird fiir kleine MNP gréfser. Eine Erkldrung fiir den Einfluss
der Stromungsgeschwindigkeit auf die Magnetisierungsdynamik von MNP kann das parabolische
Flussprofil in der Kapillare sein. Besonders grofe MNP werden durch die resultierenden Scherkrifte
in ihrem Ummagnetisierungsverhalten (Brownsche Relaxation) beeinflusst. Kleine MNP kénnten
durch den Windschatteneffekt?® in der Strémung Ketten bilden, die in Richtung der Anregung zu
groferen Signalamplituden fithren.

Die maximale Flussrate der Experimente in Kapitel 8 wird daher auf 150 pL/min beschrinkt (AF*:
150 pL/min; DMT: 100 pL/min). Fiir diesen Parameterbereich liegt die Unsicherheit der Eingangs-
grofen unter 2.5%.
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Abbildung 6.9: Gemessener Real- (links) und Imaginérteil (rechts) der dritten Harmonischen in
Abhiingigkeit der Flussrate V von MNP unterschiedlicher hydrodynamischer GréRe dpyq (Symbole) bei
einer Anregungsamplitude von B, = 25 mT. Die Messsignale ;3 werden normiert auf das Signal im
Ruhezustand yu3,9 ohne Strémung V =0mL /min. Die Strich-Punkt-Linie zeigt die {ibliche Flussrate, die
in dieser Arbeit verwendet wird. Der graue Bereich markiert den Vertrauensbereich der normalverteilten
Messwerte (P = 90%, kg = 1.83)?2. In der Nebengrafik ist die maximale Abweichung der Amplitude
der dritten Harmonischen in Abhéngigkeit der hydrodynamischen Gréfse der MNP gezeigt. Die griine
Linie markiert die Anpassung der Messdaten mit einer linearen Funktion.

9Der Nachstrom oder auch Windschatteneffekt sorgt dafiir, dass die Geschwindigkeit hinter einer umstrémten Kugel
nahezu Null wird [227].
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6.1.1.7 Positioniergenauigkeit

Fiir die Gegeniiberstellung der Messresultate ist die Unsicherheit der Positionierung der Flusszelle
von Bedeutung. Im Vergleich zum Offline-Modus, bei dem ein kleines Probenvolumen (V' =~ 30 pL)
im sensitiven Bereich der Messspule positioniert wird, nimmt das Volumen der Flusszelle Bereiche
unterschiedlicher Sensitivitit ein (siehe Abschnitt 5.3.2). Aus diesem Grund werden bei der Kon-
struktion Mafnahmen zur reproduzierbaren Positionierung der Flusszelle getroffen (siehe Abschnitt
5.4).

Zur Untersuchung des Einflusses der Positioniergenauigkeit wird die Flusszelle mit MNP (RV) be-
fiillt, so dass das Volumen in der Kapillare den Messbereich komplett ausfiillt. Die Anregungsam-
plitude und Konzentration der MNP werden derart gewdhlt (B, = 25 mT, ¢ (Fe) = 50 mmol/L),
dass das Rauschen der Elektronik keinen signifikanten Einfluss auf das Messsignal hat. Das Rau-
schen liegt somit 6 Grofenordnungen unter dem MPS-Signal der MNP. Es werden 20 Messungen
durchgefiihrt, wobei nach jeder Messung die Flusszelle entfernt und wieder in das Gerat eingesetzt
wird. Zum Vergleich mit dem konventionellen Offline-Modus werden 30 uL. derselben MNP-Probe
in eine Proben-Kapsel (PCR tube) gefiillt und mit der gleichen Prozedur vermessen. Fiir die Aus-
wertung der Standardunsicherheit wird ein Vertrauensniveau von P = 90% unter Annahme einer
Normalverteilung angesetzt (kg = 1.73)%%.

In Abbildung 6.10 sind die relativen Standardunsicherheiten gezeigt. Es ist zu erkennen, dass sowohl
im Offline-Modus, als auch bei der Messung mit der Flusszelle die relative Unsicherheit unter 0.1%
liegt. Dabei ist die Unsicherheit der Positionierung der Flusszelle nur marginal hoher als im Offine-
Modus. Aufgrund des geringen Beitrags wird die Unsicherheit der Positionierung in dieser Arbeit
nicht weiter beriicksichtigt.

6.1.1.8 Parasitire Beitrdge zum MPS-Signal aus Probengefift und Kapillare

Die Beitriage zum MPS-Signal von unterschiedlichen Kapillaren oder Probengeféfien kénnen auch
bei der Verwendung des gleichen Materials variieren. Ursache dafiir sind magnetische Verunreini-
gungen, die entweder im Material enthalten sind oder daran haften (z.B. elektrostatische Anziehung
von magnetischem Staub aus der Umwelt). Daher werden MPS-Messungen bei verschiedenen An-
regungsamplituden (B, =5 mT bis 25 mT) an 20 Kapillaren (FEP) und 20 Probengefifien (PCR)
durchgefiihrt. Fiir die Auswertung der Standardunsicherheiten wird, wie zuvor, ein Vertrauensni-
veau von P = 90% unter Annahme einer Normalverteilung angesetzt (kg = 1.73)%.

In Abbildung 6.10b sind die ermittelten Unsicherheiten gezeigt. Es ist zu erkennen, dass die Un-
sicherheit der dritten Harmonischen des MPS-Signals sowohl fiir die Kapillaren, als auch fiir die
ProbengefiRe etwa 15 pAm? betriigt. Dieser Wert liegt mehr als eine GroRenordnung iiber dem
Rauschen des MPS-Signals (griine Linie in Abbildung 6.10b). Gleiches gilt auch fiir die Unsicherheit
der fiinften Harmonischen. Zusétzlich wird eine signifikante Abhéngigkeit von der Anregungsam-
plitude festgestellt. Bei B, = 10 mT liegt die Unsicherheit der dritten Harmonischen demnach nur
noch um Faktor 2 {iber dem Rauschen und bei B, = 5 mT kann kein zusétzlicher Beitrag durch
das Probenwechseln ermittelt werden.

Dieser Unsicherheitsbeitrag kann reduziert werden, wenn das MPS-Signal durch den Abzug des

%Der Erweiterungsfaktor resultiert aus dem geringen Stichprobenumfang (siche Abschnitt 2.4 und Tab. A.12).
%Der Erweiterungsfaktor resultiert aus dem geringen Stichprobenumfang (siche Abschnitt 2.4 und Tab. A.12).
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entsprechenden Untergrundes korrigiert wird?®. Dazu muss zuniichst das Signal des leeren Gefifies
aufgezeichnet werden, bevor die Messung im identischen Gefi mit der MNP-Probe erfolgt?”. Im
Offline-Modus wird héufig nicht dasselbe, sondern nur ein dquivalentes Probengefif fiir die Un-
tergrundkorrektur verwendet. Demzufolge ist die Unsicherheit entsprechend hoher als im Online-
Modus. Da bei der Messung mit einer Flusszelle das Wechseln der Probengefife entfillt, wird die
Unsicherheit nicht von der starken Materialvariation dominiert. Durch die signifikante Abhingig-
keit der Unsicherheit von der Anregungsamplitude kann je nach MPS-Signal des MNP-Systems die
Nachweisgrenze bei geringeren Anregungsamplituden niedriger sein.

6.1.1.9 Auswirkung unterschiedlicher Messprozeduren auf die Unsicherheit

Bei der Online-Detektion gibt es die Moglichkeit die MPS-Messung kontinuierlich bei einer festen
Anregungsamplitude B, durchzufithren oder, zur genaueren Strukturaufkldrung (siehe Kapitel 8)
von MNP, Messungen bei verschiedenen Anregungsamplituden durchzufiihren. Da beide Messpro-
zeduren in Kapitel 8 Anwendung finden, sollten mogliche Unsicherheitsunterschiede ausgeschlossen
werden, die z.B. aufgrund unterschiedlicher Erwdrmung der Spule und thermischer Ausdehnung
resultieren konnen. Es werden daher 150 Leersignale (mit Wasser gefiillte Flusszelle) im zeitlichen
Abstand von 4 s kontinuierlich bei einer Anregungsamplitude B, = 25 mT sowie als Folge von drei
Anregungsamplituden (B, = 5 mT, 10 mT und 25 mT) in 50-facher Wiederholung gemessen, so
dass fiir beide Prozeduren die gleiche Gesamtdauer von 35 min erreicht wird. Fiir die Bestimmung
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Abbildung 6.10: Unsicherheit u (kg = 1.65) des Real- (blau) und Imaginirteils (rot) von
tn (Anregung mit 25 mT) der dritten (oben) und fiinften (unten) Harmonischen, die aus
(a) der Positionierungenauigkeit (Probenstab, Flusszelle), (b) der Variation des Materials
(Kapillare, Probengeféft) und (c¢) der Verwendung unterschiedlicher Messprozeduren (kon-
tinuierlich, Wechsel der Anregungsamplituden) resultiert. Die griinen Strich-Punkt-Linien
markieren den Unsicherheitsbetrag des Rauschens bei B, = 25 mT.

9Wird von dem Messsignal einer Probe ein Untergrundsignal abgezogen, so erhdht sich die Unsicherheit der Pro-
benmessung um den Faktor /2. Der Faktor reduziert sich, wenn das Proben- und/oder Untergrundsignal n-fach
gemittelt wird: \/1/nprobe + 1/NUntergrund.

7 Zusatzlich wird beobachtet, dass durch die Reinigung der Probengefifie mit fusselfreien Labortiichern die Signalva-
riation der Probengefifie reduziert werden kann. Fiir sehr empfindliche Messungen empfiehlt sich diese Prozedur.
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der Unsicherheiten werden nur die Messsignale bei 25 mT untersucht. Fiir die Auswertung der Stan-
dardunsicherheiten wird ein Vertrauensniveau von P = 90% unter Annahme einer Normalverteilung
angesetzt (kg = 1.68)%%. Dabei wird fiir beide Messprozeduren nur jeder dritte Messwert der 150
Messungen berticksichtigt.

In Abbildung 6.10c ist die Unsicherheit der dritten (oben) und fiinften (unten) Harmonischen fiir
Real- und Imaginérteil des MPS-Signals in Abh#ngigkeit der Messprozedur gezeigt. Sowohl fiir die
dritte, als auch fiir die fiinfte Harmonische (Real- und Imaginérteil) konnen keine signifikanten Un-
terschiede der ermittelten Unsicherheiten festgestellt werden. Demnach hat die Messprozedur fiir
die untersuchten Félle keine Auswirkung auf die resultierende Unsicherheit der Messung.

6.1.2 Bewertung der Gesamtunsicherheit der Eingangsgrofien

Eine Ubersicht der untersuchten Unsicherheitsbeitriige (Mittelwert von Real- und Imaginérteil) zeigt
Tabelle 6.1. Im Offline-Modus wird die Unsicherheit hauptséchlich durch die parasitiren Signalbei-
trage aus den Probengefifien bestimmt, die mehr als eine Grofenordnung iiber dem elektronischen
Rauschen des MPS-Geriites liegen. Dieser Beitrag entféllt fiir die kontinuierliche MPS-Messung mit
einer Flusszelle, da das Leersignal vor jedem Experiment bestimmt und korrigiert wird und dariiber
hinaus keine signifikante Drift des Messsignals gefunden wird. In diesem Fall dominiert das Rauschen
der Elektronik die Messunsicherheit. Das spektrale Rauschniveau und die Abhéngigkeit von der An-
regungsamplitude werden mit entsprechenden Gleichungen néherungsweise beschrieben (Gleichung
(6.2) und (6.3)). Die Ungenauigkeit der Probentemperierung fithrt hingegen zu einer relativen Unsi-
cherheit von etwa 5% und iiberwiegt daher erst bei grofsen Messsignalen. Dagegen sind der Einfluss
der Messprozedur und der Positionierung zu vernachléssigen. Werden die Messsignale auf die Ei-
senmenge normiert, muss zusitzlich die Unsicherheit der Eisenmasse (Konzentrationsbestimmung,
Volumen) beriicksichtigt werden. Im Online-Modus ist dieser Unsicherheitsbeitrag deutlich hoher
als bei der Einzelprobenmessung. Dariiber hinaus kann festgestellt werden, dass die systematischen
Abweichungen der Eingangsgrofien (Real- und Imaginérteil des MPS-Signals) vor allem bei hohen
Anregungsamplituden eine Korrektur der Messsignale erforderlich machen. Geméf LMU erhéht sich
die Unsicherheit der korrigierten Signale daher um den Faktor v/2.

Tabelle 6.1: Unsicherheitsbeitrige (P = 90%) bei der
MPS-Messung im Online-Modus fiir die dritte Harmonische
bei B, = 25 mT und V - 100 pL/min.

Beitrag | Online-Modus | Offline-Modus
Drift < 0.03 pAm?/min
Rauschen 1.46 pAm?
Kapillare/Probengefify 14.6 pAm? | 18.4 pAm?
Temperatur 4.75%
Positionierung 0.05% | 0.04%
Prozedur < 0.01%
Flussrate < 2.5%
Eisenmenge 14.5% 1.1%

“Der Erweiterungsfaktor resultiert aus dem geringen Stichprobenumfang (siche Abschnitt 2.4 und Tabelle A.12).
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6.1.3 Fortpflanzung der Messunsicherheit

Wie in Abschnitt 6.1 erwihnt, erfolgt die Fortpflanzung der Messunsicherheit der Eingangsgrofen
(Real- und Imaginérteil) auf Grundlage der MCS. Zur Erzeugung von komplexen und mehrdi-
mensionalen Zufallsgrofen im Sinne der MCS ist im GUM-Beiblatt 1 eine Methode fiir korrelierte
Normalverteilungen beschrieben [180, 228|. Dazu wird ein n-dimensionaler Zufallsvektor p’ aus ei-
ner Standardnormalverteilung gezogen (Erwartungswert x; = 0, Standardabweichung o). Mit der
einmalig bestimmten, oberen Dreiecksmatrix D' aus der Cholesky-Zerlegung der Kovarianzmatrix
U, (siehe Gleichung (2.73)) ergibt sich aus der affinen Transformation die n-dimensionale Normal-
verteilung®: 1 = up+DT /. Dabei stellt up den zweidimensionalen Erwartungswert des komplexen
spektralen magnetischen Moments dar und g den unsicherheitsbehafteten Messwert. Die notwen-
digen Varianzen und Kovarianzen der Eingangsgrofen Re (1) und Im (u) sind bereits in Abschnitt
6.1.1 ermittelt worden. Fiir die MCS werden n = 10° Simulationen durchgefiihrt. Diese Anzahl
n liegt deutlich iiber dem empfohlenen Minimalwert von Kp = 3.2 - 10* (siehe Gleichung (2.75)).
Fiir eine Gegeniiberstellung mit der konventionellen LMU (siehe Abschnitt 2.4) wird diese ebenfalls
durchgefiihrt.

Fiir den vorliegenden Fall unkorrelierter Real- und Imaginirteile gleicher Verteilungsbreite (r = 0,
0 := ORe = OIm = 1) mit Erwartungswert |ug|= 0 nimmt die Hiufigkeitsverteilung der Amplituden-
werte p (A) die Form einer Rayleigh-Verteilung an (siehe Abbildung A.22a, rechts, im Anhang)!%°.
Der Mittelwert dieser Verteilung entspricht O'\/m und bildet die untere Grenze der positiv defini-
ten Amplitude. Dieser Schitzwert liegt mit einer statistischen Sicherheit von P = 90% im Intervall
[0.19-0,2.24 - 0]. Fiir das Phasensignal ¢ ergibt die MCS dagegen eine Gleichverteilung zwischen 0°
und 360°. Wird diese Zufallsverteilung von einem ausreichend grofsen Messsignal |ug|> o iiberlagert,
nimmt die Hiufigkeitsverteilung der Amplituden die Form einer Normalverteilung mit Mittelwert
|ur| an und eine entsprechende Phase bildet sich aus (siehe Abbildung A.22b, rechts, im Anhang).
Zur Darstellung der Unsicherheiten u (A) und u (¢) in den folgenden Kapiteln werden MCS zur Fort-

100 E Abbildung 6.11: Berechne-
: te Unsicherheit der Amplitu-
de As (oben) und der Pha-
se 3 (unten) des MPS-Si-
gnals aus den Unsicherhei-
ten der Eingangsgrofen (Real-
und Imaginérteil). Die MCS
und die LMU liefern abwei-
chende Resultate im Bereich
kleiner Messsignale |us].

u(A,) / pAm’*

360

u@y/°

180 %

0.01 1 100

“Die derart generierten Werte z geniigen der sog. multivariaten Normalverteilung. ITm zweidimensionalen Fall spricht
man auch von einer bivariaten Verteilung.

100 Ahweichungen von diesem Idealfall treten auf, wenn korrelierte Eingangsgrofen (r > 0) oder ungleiche Verteilungs-
breiten (ore # omm) angenommen werden. Dabei dndert sich nicht nur das Amplitudensignal, sondern es bilden
sich auch entsprechende Héufungsbereiche in der Verteilung der resultierenden Phase aus.
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pflanzung der Unsicherheiten der Eingangsgrofen (Abschnitt 6.1.1) durchgefiihrt. In Abbildung 6.11
ist die Unsicherheitsfortpflanzung beispielhaft fiir die dritte Harmonische dargestellt, fiir den Fall,
dass die Messung mit einer Flusszelle bei einer Anregungsamplitude von B}, = 25 mT durchgefiihrt
wird. Die gezeigte Unsicherheit u (A) stellt dabei die Differenz zwischen oberer Intervallgrenze des
Vertrauensbereichs (P = 90%) und dem Mittelwert dar. Die Berechnung der gezeigten NG wird im
folgenden Abschnitt 6.2.5 vorgestellt. Bei grofen Messsignalen |ug[> NG stimmen die Losungen
von MCS und LMU iiberein (siehe auch Nebengrafik der Abbildung 6.11, oben). Gelangt jedoch
das Messsignal in den Grofenbereich der NG, nimmt die Unsicherheit der Amplitude ab und lduft
fiir |up|< NG auf den Grenzwert u (A) = 0.98 - ¢ zu. Die Losung der LMU liegt in diesem Bereich
etwa 70% iiber diesem Wert. Auch die Unsicherheit der Phase bewegt sich auf einen Grenzwert
u(p) ~ 162° zu, wohingegen die Losung der LMU keinen Grenzwert findet u (¢) — oo. Es bleibt
festzuhalten, dass die Unsicherheit fiir Phase und Amplitude an der NG etwa 10% kleiner ist, wenn
die Fortpflanzung der Unsicherheit mittels MCS statt mit der LMU erfolgt (siehe Nebengrafiken
der Abbildung 6.11).

Fiir eine physikalisch sinnvolle Abschéitzung der Messunsicherheit bei der MPS ist die MCS zu be-
vorzugen, um die Besonderheiten im Bereich komplexer Messgrofen mit geringer Signalamplitude
zu beriicksichtigen. Bei Messsignalen, die deutlich oberhalb der NG liegen, ist die Fortpflanzung
der Messunsicherheit mittels LMU durchaus ausreichend. Es sollte jedoch darauf geachtet werden,
dass die Messunsicherheit unterhalb der NG unterschétzt wird, wenn die Auswertung der Leersi-
gnalmessung in Polarkoordinaten erfolgt. Dariiber hinaus ist festzustellen, dass die MPS-Signale im
Bereich der NG nicht normalverteilt sind. Die besondere Wahrscheinlichkeitsverteilung sollte bei
der Festlegung der NG, EG und BG beriticksichtigt werden.

6.2 Bestimmung der allgemeinen Detektorspezifikationen

Nach der Bestimmung der Messunsicherheit des MPS-Detektors soll dieser nun im folgenden Ab-
schnitt im Hinblick auf den Einsatz bei der chromatographischen Trennung von MNP charakteri-
siert werden. Die Angabe der Detektorspezifikationen erfolgt dabei in standardisierter Form, um fiir
zukiinftige Anwendungen eine Vergleichbarkeit mit anderen Online-Detektoren herzustellen bzw.
ideale Trennbedingungen fiir den vorliegenden Online-MPS-Detektor ableiten zu kénnen. Umfas-
sende Ubersichten zur Spezifikation definierter Eigenschaften von chromatograpfischen Detektoren
sind in den Biichern von Scott, Kromidas und Stauffer zu finden [182, 224, 229, 230]. Demnach
sollten folgende Eigenschaften von Online-Detektoren angegeben werden:

e Allgemeine Klassifikation des Messprinzips,
e Rauschen,

Linearitét,

Nachweisempfindlichkeit,

Sensitivitét,

linearer dynamischer Bereich,

Flusszellenvolumen /-lénge,

Empfindlichkeit fiir Anderungen der Flussrate,

e Empfindlichkeit fiir Anderungen der Temperatur,
e Empfindlichkeit fiir Anderungen des Druckes,

e Dispersion des Detektors.

https://doi.org/10.7795/110.20250911



96 6.2. Detektorspezifikationen

Die ermittelten Spezifikationen fiir das entwickelte Online-MPS-Verfahren sind in der Zusammen-
fassung des Abschnittes 6.2.8 in Tabelle 6.3 zu finden. Fiir das Rauschen, die Empfindlichkeit fiir
Anderungen der Temperatur, des Druckes!®" und der Flussgeschwindigkeit sind in Abschnitt 6.1.1
bereits Werte angegeben. Die Dispersion wird dagegen im spéteren Abschnitt 7.3.2 in Zusammen-
hang mit der Dispersion des Gesamtsystems (gesamte Detektorkette, Verbindungen, Kapillaren) un-
tersucht. Aus diesem Grund soll im Folgenden neben der allgemeinen Klassifikation des Messprinzips
auch die Bestimmung von charakteristischen Werten fiir die Linearitit, die Nachweisempfindlich-
keit, die Sensitivitdt und den linearen dynamischen Bereich erfolgen. Aufgrund des Messprinzips
unter Verwendung magnetischer Felder und der mdglichen Dipol-Dipol-Wechselwirkung der MNP
(siehe Gleichung (2.14)) ist es zusétzlich notwendig, die Empfindlichkeit fiir hohe Anregungsfelder
des MPS-Detektors zu untersuchen. Zur Untersuchung der Eigenschaften werden die in Abschnitt
3.1 vorgestellten unterschiedlichen MNP-Systeme verwendet.

6.2.1 Allgemeine Klassifikation des Messprinzips

Prinzipiell kénnen Detektoren nach folgenden Messprinzipien klassifiziert werden: zerstérend /nicht
zerstorend, selektiv/spezifisch/universell sowie konzentrations-/massenstromabhéngig [230].

Wenn ein Detektor zerstérend ist, kann er fiir priparative Trennungen nicht eingesetzt werden bzw.
er sollte sich in einer Detektorkette an letzter Stelle befinden. Nach dem physikalischen Prinzip ist
die MPS als nicht zerstérendes Verfahren einzustufen, da die MNP durch ein &ufseres Feld ange-
regt und nicht-invasiv detektiert werden. Dennoch kann durch die Verwendung hoher magnetischer
Anregungsfelder die magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkung von MNP (siehe Gleichung (2.14))
zu einer dauerhaften Verdnderung der Probe fithren. Auch wenn sie keiner Standardspezifikation
fiir Online-Detektoren entspricht, so wird die Empfindlichkeit fiir hohe Anregungsfelder dennoch im
Abschnitt 6.2.7 untersucht.

Héaufig wird die Unterscheidung fiir Detektoren zwischen selektiv und spezifisch umgangen, da sie
nicht immer eindeutig vorzunehmen ist [66, 230]. Definitionsgeméf weist eine spezifische Methode
einen Analyten nach, ohne durch andere Analyten beeinflusst zu werden [182]. Dagegen liefert
eine selektive Methode Ergebnisse fiir alle zu untersuchenden Analyten, da sie in der Lage ist,
die Analyten gleichzeitig ohne gegenseitige Beeinflussung nachzuweisen [182]. Der MPS-Detektor
liefert ein Signal, das in der Regel als MNP-spezifisch bezeichnet wird, da andere Materialien mit
linearem Magnetisierungsverhalten nicht zum Messsignal beitragen [167, 219, 231]. Dabei ist jedoch
zu beachten, dass das MPS-Verfahren fiir unterschiedliche MNP gleiche (mehrdeutige) Messsignale
liefern kann und daher in Bezug auf die Untersuchung der MNP-Struktur nur ein selektives Verfahren
darstellt.

Das vom MPS-Detektor erzeugte Signal héngt von der Konzentration der MNP im Fliissigkeitsstrom
ab, weshalb die MPS (wie die dynamische und statische Lichtstreuung sowie die Spektrophotome-
trie) den konzentrationsabhiingigen Verfahren zuzuordnen ist'?2. Aus diesem Grund wirkt sich die

101 piir spezielle Anwendungen (z.B. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) kann neben der Druckempfindlich-
keit des Detektorsignals auch die Druckempfindlichkeit der Materialien von Interesse sein. Prinzipiell hingt diese
Druckempfindlichkeit von der verwendeten Kapillare ab und kann den zugehorigen Datenblittern entnommen wer-
den. In dieser Arbeit wird der Detektor am Ende der Detektorkette eingereiht, weshalb die Druckbelastung gering
ist.

102\ [assenstromabhiingige Verfahren bestimmen die Anzahl der Teilchen des Analyten. Zihlende Detektoren, wie z.B.
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Aufenthaltszeit einer Fraktion im Messbereich der Flusszelle (bzw. die Flussrate) auf die Breite
des Zeitsignals; das Chromatogramm aus. Fiir die universelle Darstellung der Chromatogramme
und Durchfithrung der Dispersionskorrektur (siehe Abschnitt 7.3.2) wird das Messsignal daher in
Abhiingigkeit des Elutionsvolumens Vi, = ¢ - V dargestellt.

6.2.2 Linearitat

Die Linearitdt des Detektorsignals ist eine wichtige Voraussetzung, um eine bestimmte Partikelspezi-
es quantifizieren zu kénnen. Ein Detektor wird als ideal linear bezeichnet, wenn das Ausgangssignal
y (hier: Signalamplitude A;) als einfache lineare Antwortfunktion y = m - = mit dem konstanten
Anstieg m (hier: Nachweisempfindlichkeit A}) in Abhéngigkeit des Eingangssignals = (hier: Eisen-
masse mye) beschrieben werden kann. Fiir gewohnlich wird die Bedingung fiir Linearitéit aufgrund
von Imperfektionen, die technischen Aufbauten inhérent sind, nur ndherungsweise erfiillt. Dariiber
hinaus ist die Linearitit in vielen Fillen nur in einem bestimmten Konzentrationsbereich gegeben.
Im Bereich niedriger Eingangssignale (d.h. geringe Analytkonzentrationen) wird das Messsignal
vom Rauschen bestimmt (siehe Abschnitt 6.1.1.2). Zudem kann bei sehr hohen Eingangssignalen
das Ausgangssignal nicht-proportional ansteigen bzw. Sattigungseffekte zeigen. Dieser Effekt tritt
haufig aufgrund von physikalischen Grenzen bei der Signalentstehung (z.B. Ausgangsspannung bei
Photodioden) oder in der Elektronik auf. Im vorliegenden Fall kann insbesondere die magnetische
Wechselwirkung der MNP untereinander das Ausgangssignal bei hohen MNP-Konzentrationen be-
einflussen und bedarf daher besonderer Beriicksichtigung [195].

Um die Detektoren hinsichtlich ihrer Linearitdt untereinander zu vergleichen, haben Scott und
Fowlis 1963 vorgeschlagen, die Bewertung der Messsignale einer Konzentrationsreihe mithilfe einer
Potenzfunktion mit dem Reaktions-Index r (engl. response indexr) durchzufiihren. Fiir das MPS-
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Abbildung 6.12: MPS-Signalamplituden Az (a) und A5 (b) von HK in Abhéngigkeit der eingesetzten
Eisenmenge im Einzelproben-Modus (rot) sowie bei der Online-Detektion (blau). Bei der Einzelproben-
Messung werden 30 pL. der MNP-Probe in ein Probengefifs gefiillt und die Signalamplitude gemessen.
Bei der Online-Detektion (Mittelungszeit: tang = 1 s) wird ein Bolus injiziert, der bei einer Flussrate
von V = 100 pL/min durch die Flusszelle strémt. Die aufgezeichneten MPS-Signale As und As werden
fiir jeden Bolus unterschiedlicher Eisenmenge iiber das eluierende Volumen Vg, = V - ¢ integriert (siehe
Nebengrafiken in a und b). Die Unsicherheiten bei der Online-Detektion ergeben sich aus den statistisch
unabhéngigen Einzelunsicherheiten der gemessenen Signalamplitude zu jedem Messzeitpunkt.

das Massenspektrometer sind dieser Kategorie zuzuordnen.
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Signal ergibt sich folgender Zusammenhang:
A, = Alm (Fe)". (6.4)

Dabei stellt A} die Nachweisempfindlichkeit dar, die sich aus dem Anstieg der konzentrationsabhén-
gigen Messsignale ergibt. Im Bereich der Analytik wird ein Detektorsignal als linear angenommen,
wenn 7 zwischen 0.98 und 1.03 liegt.

Um den Reaktionsindex r zu bestimmen, werden Verdiinnungsreihen (1 : 1 bis 1 : 10%) der unter-
schiedlichen MNP-Systeme (siehe Tabelle A.1 im Anhang) angefertigt und anschlieffend im Einzel-
proben-Modus (V' = 30 pL) bei verschiedenen Anregungsamplituden gemessen (B, = 5 mT, 10 mT
und 25 mT).

Zusétzlich wird das MPS-Signal im Online-Modus aufgezeichnet. Dazu werden Boli unterschiedli-
cher Eisenmengen (20 ng, 60 ng, 200 ng und 2000 ng) von RV, EM, FE, DD und HK durch die
Flusszelle geleitet (V = 100 pL/min). Das dabei aufgezeichnete Signal wird integriert (3 Az - AV})
und mit der nominell applizierten Eisenmenge verglichen (siehe dazu Abbildung A.7 im Anhang

AT2).

Abbildung 6.12 zeigt die MPS-Signalamplituden As fiir HK in Abhéngigkeit der eingesetzten Ki-
senmasse m (Fe) fiir die Einzelprobenmessung sowie fiir das integrale Signal As - Vi, des Online-
Modus’ bei B, = 25 mT. Es kann festgestellt werden, dass ein linearer Zusammenhang zwischen
dem MPS-Signal und der eingesetzten Eisenmenge besteht. Doch auch bei sehr hohen Konzentra-
tionen bis 60 mmol/L ist keine Abweichung vom linearen Verhalten erkennbar. Der Reaktions-Index
liegt im untersuchten Konzentrationsbereich bei » = 1. Auch bei der Online-Messung bleibt dieser
Zusammenhang bestehen. Bei keinem der untersuchten MNP-Systeme kann eine Abweichung vom
linearen Verhalten im verfiigbaren Konzentrationsbereich ermittelt werden (max. Konzentration:
¢ (Fe) = 500 mmol/L) und auch der Reaktions-Index liegt bei allen Proben im geforderten Intervall
zwischen 0.98 und 1.03 (siche Abbildung A.6 im Anhang)'%3.

6.2.3 Empfindlichkeit des Detektors fiir den Nachweis von MNP

Die Nachweisempfindlichkeit des MPS-Verfahrens wird iiblicherweise als Signal pro Eisenmasse ange-
geben und kann im Wesentlichen durch die Anregungsfrequenz und die Anregungsamplitude variiert
werden. Zusédtzlich hingt die Empfindlichkeit ab von den magnetischen Eigenschaften des zu detek-
tierenden MNP-Systems (siehe Kapitel 4). Die Beurteilung der Nachweisempfindlichkeit muss daher
immer in Bezug auf definierte Messbedingungen und ein definiertes MNP-System erfolgen [230]. Da
bisher kein Standard fiir MNP existiert, werden fiir die Bestimmung der Nachweisempfindlichkeit
A} unterschiedliche MNP-Systeme (siehe Tabelle A.1) untersucht.

Dazu werden die MPS-Signale von Verdiinnungsreihen der MNP gemessen und ausgewertet. Aus
dem Anstieg der Messsignale in Abhéngigkeit der Eisenmenge wird die Nachweisempfindlichkeit
A% abgeleitet (siehe Gleichung (6.4)). Die hochste Empfindlichkeit wird fiir MNP im Bereich von
dnyg ~ 50 nm bestimmt (HK, RV, DD, FM-D/50). Zusétzlich zeigt sich, dass A} mit zunehmen-
der Anregungsamplitude ansteigt. Dabei ist die feldabhédngige Zunahme von A} fiir jedes MNP-
System unterschiedlich (siehe Abbildung 6.13, links). Ab B, ~ 10 mT beginnen die signalstérks-

'93Es zeigt sich, das einzelne hohere Harmonische bei sehr hohen Konzentrationen c(Fe) > 200 mmol/L dennoch
Sattigungseffekte aufweisen. Insbesondere fiir RV wird dieses Verhalten festgestellt [195].
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Abbildung 6.13: a) Empfindlichkeit des MPS-Detektorsignals (dritte Harmoni-
sche) in Abhéngigkeit der Anregungsamplitude By,. b) Verhiltnis der dritten zur
fiinften Harmonischen A5/ A3 in Abhéngigkeit der Anregungsamplitude B,.

ten MNP bereits Effekte der Séttigung zu zeigen, wohingegen die Signale hydrodynamisch kleiner
MNP (FM-D/30, FE) mit zunehmender Anregungsamplitude bis B, = 25 mT linear an Amplitude
gewinnen. Wird die Anregungsamplitude z.B. von 5 mT auf 25 mT erhoht, kann in etwa eine zehn-
bis hundertfach hohere Sensitivitit erreicht werden. Dariiber hinaus werden die Spektren flacher,
je grober die Anregungsamplitude ist. Dies zeigt sich insbesondere im Verhéltnis der Harmoni-
schen As/As, das kontinuierlich mit By, zunimmt (siehe Abbildung 6.13, Mitte). Dieses Verhalten
entspricht dem in Abschnitt 4.2.1 modellierten Zusammenhang zwischen MNP-Grofe und MPS-
Signal. Um einen mdglichst grofen Anteil MNP mit unterschiedlichen magnetischen Eigenschaften
empfindlich nachzuweisen und zu charakterisieren, ist die Verwendung hoher Anregungsamplituden
notwendig; insbesondere dann, wenn zusétzlich eine Aussage iiber die Form des Spektrums getroffen
werden soll. Gerade fiir kleine MNP fallen die Signalamplituden mit der Zahl der Harmonischen
stark ab. Zur genaueren Strukturaufklirung der MNP ist es hilfreich Messungen auch bei geringeren
Anregungsamplituden durchzufiihren. Dabei muss entsprechend mit einem Verlust an Sensitivitit
gerechnet werden.

6.2.4 Linearer dynamischer Bereich

Der lineare dynamische Bereich (LDB) gibt den Konzentrationsbereich an, in dem der Reaktions-
Index r im geforderten Intervall [0.98,1.03] liegt. Ublicherweise wird der LDB als dimensionslose
Grofe angegeben und berechnet sich aus dem Verhéltnis von Ober- zu Untergrenze des linearen
Bereiches.

Da sich die MPS-Signale der untersuchten Proben iiber den gesamten Bereich der gemessenen Ei-
senmassen linear verhalten, wird der LDB aus der hochsten verfiigharen Eisenmenge und der Ei-
senmenge an der Erfassungsgrenze bestimmt. Der wahre LDB liegt also u.U. noch hoher. Fiir das
MNP-System DD wird der grofte LDB mit 2.5 - 105 ermittelt. Sehr viel hohere Ausgangskonzen-
trationen als bei diesem MNP-System (¢ (Fe) = 935 mmol/L) sind uniiblich. Da auch die EG mit
m (Fe) = 0.6 ng sehr gering ist, sind grofere LDB als fiir das MNP-System DD nicht zu erwarten.
Der LDB wird geringer, wenn die Anregungsamplitude reduziert wird (siehe Tabelle A.14). Diese
Untersuchung demonstriert den bemerkenswert grofsen Bereich von iiber sechs Dekaden des MPS-
Verfahrens.

https://doi.org/10.7795/110.20250911



100 6.2. Detektorspezifikationen

6.2.5 Sensitivitit

Die genauen Definitionen von Nachweis- (NG), Erfassungs- (EG) und Bestimmungsgrenze (BG)
sind bereits in Abschnitt 2.4 herausgearbeitet worden. Bei der MPS-Messung besteht die Besonder-
heit, dass die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Amplitude um den Blindwert BW die Form einer
Rayleigh-Verteilung annimmt (siehe Abschnitt 6.1.3). Bei normalverteilten Grofen und einem Ver-
trauensniveau von P = 90% wiirde die Wahrscheinlichkeit, den BW oberhalb der NG zu finden, 5%
betragen. Da die Wahrscheinlichkeitsverteilung der MPS-Amplitude um den BW einer Rayleigh-
Verteilung entspricht, wird das halbseitige Toleranzintervall mit dem Vertrauensniveau P = 95%
bestimmt. Die Obergrenze gibt die NG an. Fiir Messwerte, die oberhalb dieser Grenze liegen, nimmt
die Wahrscheinlichkeitsverteilung wieder die Form einer Normalverteilung an, so dass mit den ge-
gebenen Formeln der LMU gerechnet werden kann (siehe Abschnitt 2.4, Gleichung (2.73)). Dabei
werden nur die Hauptbeitrége fiir die Online-Detektion nach Abschnitt 6.1.2 beriicksichtigt, um die
NG, EG und BG des MPS-Signals zu berechnen. Die Resultate sind fiir die dritte Harmonische
in Abbildung 6.14 exemplarisch dargestellt. Eine Zusammenfassung der Grenzen fiir den jeweiligen
Messmodus (Einzelprobe, Online) ist fiir die dritte und fiinfte Harmonische im Anhang A.10 (Ta-
belle A.15) zu finden. Anhand der ermittelten Grenzen wird deutlich, dass die Messung im Online-
Modus wesentlich empfindlicher ist, als im Einzelproben-Modus.

Mithilfe der spezifischen Signalamplitude A (siehe Abschnitt 6.2.3) kann nun fiir jedes MNP-Sys-
tem die zugehorige Grenze der nachweisbaren Eisenmenge bestimmt werden. Die Eisenmenge an
der NG wird mit folgender Gleichung berechnet:

m (Fe)xe = Annag/A;. (6.5)

Die NG von As und Aj wird fiir verschiedene MNP fiir den Fall einer Online-Messung mit Flusszelle
mit der Gleichung (6.5) errechnet (siehe Abbildung 6.15). Erwartungsgeméf ist die Eisenmenge an
der NG der dritten Harmonischen fiir jene MNP mit der héchsten spezifischen Signalamplitude am
geringsten (m (Fe)yq < 1 ng), wenn die maximale Anregungsamplitude B, = 25 mT zur Messung
verwendet wird. Mit abnehmender Anregungsamplitude nimmt auch die Empfindlichkeit der MPS-
Messung ab, so dass bei B, = 25 mT = 1 mT im Mittel 1 pg MNP-Eisen fiir den Nachweis notwendig
ist. Diese Resultate zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung mit der modellierten Sensitivitit in
Abschnitt 4.2.4 (siehe Abbildung 4.5). Fiir eine Kerngrofe von dx ~ 22 nm liegt der modellierte
Wert an der Nachweisgrenze bei etwa 30 ng fiir B, = 1 mT und bei etwa 0.1 ng fiir B, = 25 mT.
Diese Werte werden auch fiir RV mit einer Kerngrofse von dix &~ 28 nm messtechnisch ermittelt.

Aufgrund der geringeren NG ist die Messung im Online-Modus deutlich empfindlicher (siehe dazu
Abbildung A.23 im Anhang). Fiir die dritte Harmonische ist die Online-Messung bei B, = 25 mT

1.00 T T

A, ., =16 pAm’ Abbildung 6.14: Wahrscheinlichkeits-
o , verteilungen der dritten Harmonischen
0.75¢ Asqao =3 PAM ; des MPS-Signals p(A3) um den Blind-
= A,y =5 PAM’ wert, (grau), die EG (rot) und BG (blau)
f 0.50 - A,, =9 pAm’ 7 bei einer Anregungsamplitude von B, =
B : 25 mT. 5% der Wahrscheinlichkeitsvertei-
0.25} - lung des Blindwertes liegen oberhalb der
NG (schwarze Strich-Punkt-Linie).
0.00 :
0 5 10 15
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Abbildung 6.15: Ermittelte minimale Eisenmenge an der NG
der dritten (links) und fiinften (rechts) Harmonischen fiir verschie-
dene MNP-Systeme bei unterschiedlichen Anregungsamplituden B,
(0.05 mT bis 25 mT).

um eine Grofsenordnung empfindlicher als im Einzelproben-Modus. Im Einzelproben-Modus tritt
zudem die Besonderheit auf, dass die NG mit der Anregungsamplitude stark zunimmt. In diesem
Fall kann es durchaus sein, dass die Messung bei einer geringeren Anregungsamplitude empfindlicher
ist. Ebenso kann im Einzelproben-Modus bei manchen MNP As empfindlicher sein als A3. Bei By, =
25 mT ist das Verhéltnis der Rauschamplituden u (As) /(As) = 33%. MNP mit einem flacheren
Verlauf der Amplituden As/As > 33% sind empfindlicher iiber As nachweisbar (z.B. DD, FM-
D/50, HK, RV). Bei der Messung im Online-Modus liegt das Verhéltnis der Rauschamplituden bei
u(As) /(As) = 60%. Aus der Theorie (siehe Kapitel 4) ergibt sich, dass selbst ideale MNP keine
flacheren spektralen Verldufe erzeugen kénnen, weshalb die hochste Sensitivitét fiir As besteht.

6.2.6 Flusszellenvolumen /-linge

Der gesamte Detektor bendtigt vom Ein- bis zum Auslass ein Volumen von V' = 243.3 pL. Dies
ist der langen Wegstrecke durch die Schirmung bis in die Messpule und wieder heraus geschuldet.
Das reale Volumen der Flusszelle in der Empfangsspule betrégt nur V' = 33.5 pL. (siehe Abschnitt
5.4). Da die Flusszelle aber Bereiche unterschiedlicher Sensitivitit in der Messspule ausfiillt, ist
das effektive Messvolumen geringer. Fiir jede Konfiguration von Kapillare und Windungszahl muss
daher eine Riickfiihrung des Messsignals iiber eine Referenzmessung im kalibrierten Grundzustand
(Einzelprobenmessung) durchgefiihrt werden.

Dazu werden unterschiedliche MNP-Systeme im Standard-Probengefift und in der Flusszelle gemes-
sen (RV, FE, EM, HK, DD, FM-D/30, FM-D/50, FM-D/100). Als Referenz werden 30 uL jeder
Probe (¢(Fe) = 2.5 mmol/L) in ein PCR-Gefif gefiillt. Um die Ungenauigkeit bei der Pipettie-
rung (siehe Abschnitt 6.1.1) zu umgehen, werden die Volumina gravimetrisch und demzufolge mit

!9, Die fiir diese Arbeit verwendete Flusszelle (Innendurchmesser

héherer Genauigkeit bestimm
di = 0.8 mm, 3 Windungen) wird mit ausreichender Menge der gleichen Probe befiillt, so dass das
in der Kapillare enthaltene Probenvolumen den Messbereich maximal ausfiillt. Die MPS-Messungen
an den Proben in der Flusszelle und im PCR-Geféf erfolgen bei der hochsten Anregungsamplitude

(Bp =25 mT).

1%Die Unsicherheit bei der Pipettierung von V = 30 uL liegt bei 0.15 pL (siehe Tabelle A.13 im Anhang). Die Unsi-
cherheit bei gravimetrischer Bestimmung des Volumens betrigt dagegen 0.01 pL (Waage: SHIMADZU AUW120D).
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102 6.2. Detektorspezifikationen

In Abbildung 6.16 sind die gemessenen Amplituden A, in der Kapillare gegen die zugehorige A,
der Batchmessung fiir jedes MNP-System dargestellt. Dazu werden die Messsignale auf die jewei-
lige Eisenmenge (PCR-Gefifs) bzw. auf die eingesetzte Eisenkonzentration (Flusszelle) normiert.
Der Anstieg der angepassten linearen Funktion ergibt das effektive Messvolumen der Flusszelle
Vet = 29 pL (Unsicherheit: u (V') = 0.2 pL). Das effektive Volumen entspricht somit nur der Hélfte
des tatsdchlichen Volumens in der Messspule (siehe Abschnitt 5.4). Dies ist auf die unterschiedliche
Sensitivitdt der Spule im Messvolumen zuriickzufiithren (siehe Abschnitt 5.3.2). Das ermittelte Vo-
lumen entspricht dennoch dem Dreifachen des geforderten Mindestvolumens von 10 pL.

Ein Einfluss auf die Form der Spektren durch die Messung in der Kapillare wird nicht festgestellt
(siehe Abbildung 6.16). Dies liegt vermutlich daran, dass sich der sensitive Bereich der Messspule im
homogenen Bereich der Anregungsspule befindet. Die detektierten MNP sind daher derselben mag-
netischen Anregungsamplitude ausgesetzt; unabhingig von ihrer Position im empfindlichen Bereich
der Messspule.

6.2.7 Empfindlichkeit fiir hohe Anregungsamplituden

Bei der Online-MPS-Messung mit einer Flusszelle durchlaufen die MNP starke Feldénderungen, be-
vor sie in den homogenen Bereich der Anregungsspule gelangen. Dabei besteht die Gefahr, dass die
MNP durch die Feldgradienten lokal angereichert werden (siehe Gleichung (2.8)) und Aggregate bil-
den. Dariiber hinaus ist durch die gleichméfige Ausrichtung der magnetischen Momente die Dipol-
Dipol-Wechselwirkung zwischen den Partikeln begiinstigt (siehe Gleichung (2.14)). Entsprechend
Abschnitt 2.2.10 kann die sterisch und/oder elektrostatisch aufgebaute Energiebarriere dadurch
leichter iiberwunden werden, wodurch eine irreversible Aggregation entstehen kann. Um derartige
Effekte auszuschliefen, werden MNP mittels Schlauchpumpe (ISMATEC® IPC-N4, Cole-Parmer
GmbH) iiber einen Zeitraum von 10 min bei maximaler Anregungsamplitude (B, = 25 mT) kon-
tinuierlich durch das MPS-Gerit geleitet. Es werden MNP-Systeme unterschiedlicher Grofe (siehe

;.; F T T 30 T T T
3 1c’z’z—SFr::-Tv—zg 0(2) uL ; sof = M, =04% ]
> i nV=22.0e) | i T max(ad, , ), min(ad, , )
T {8 1w,
N—r ~
*\: 2r 3 % 0,@%_6@._69_._@ ————————— @ -1
% 107 E =i
- m DD ¢ HK Q -10F 7" @
v F 1
LT ® EM < FM-D/30
© 107 A FE » FM-D/50 3 -20F
a 3 v RV ¢ FM-D/100
E 10'5 i ! ! ! ! ! i ! -30 L L L L
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Abbildung 6.16: MPS-Signalamplituden der Abbildung 6.17: Prozentuale
ungeraden Harmonischen (n = 3 bis 99) aus x| derung des hydrodynamischen

Messungen verschiedener MNP-Systeme in ei-
ner Flusszelle. Das MPS-Signal der MNP in der
Flusszelle wird aufgetragen iiber das zugehorige
Messsignal der gleichen MNP-Probe im PCR-
Gefafs. Die Signalamplituden werden normiert
auf die jeweilig eingesetzte Eisenmenge (PCR-
Gefil) bzw. auf die Eisenkonzentration (Fluss-
zelle). Die griine Linie markiert den Verlauf der
linearen Kurvenanpassung.

Durchmessers d,_a, (aus DLS) ver-
schiedener MNP-Systeme nach der
Zirkulation (Dauer: 10 min) durch
das MPS-Gerit bei maximaler An-
regungsamplitude (B, = 25 mT).
Auf der Abszissenachse ist d, Ay
des Ausgangszustandes der MNP
aufgetragen.
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Tabelle A.1 im Anhang) mit einer Konzentration von ¢ (Fe) = 2.5 mmol /L und einem Gesamtvolu-
men von V' = 1.5 mL als Testsysteme verwendet (d.h. m (Fe) = 2.09 mg). Nach der Zirkulation einer
MNP-Probe wird die Flusszelle bei eingeschalteter Anregung mit aq. dest. gespiilt (V' = 15 mL).
Anschliefsend wird die Flusszelle aus dem MPS-Gerét entfernt, auf einem Vortex-Mixer geschiittelt
und das enthaltene Volumen ausgespiilt. 100 pL der Probe werden in ein PCR-Gefafs gefiillt und
mittels MPS (B, = 25 mT) gemessen. Zudem wird vor und nach dem Experiment die hydrodyna-
mische Grofe der MNP mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmt.

Das MPS-Signal der gemessenen Spiilungen aller Zirkulationsexperimente liegt unterhalb der BG
von Az g = 121 pAm?. Abhiingig von der MPS-Signalamplitude des jeweiligen MNP-Systems (sie-
he Tabelle A.10 im Anhang) liegt die Eisenmenge somit mindestens unter m (Fe) ~ 180 ng. Bezogen
auf die zirkulierende Gesamteisenmenge ist das ein Anteil von < 0.1%.

Die Resultate der DLS-Messung an den verschiedenen MNP-Systemen vor und nach der 10 min an-
dauernden Zirkulation durch das MPS-Gerat sind in Abbildung 6.17 gezeigt. Es ist zu erkennen, dass
die Abweichung der hydrodynamischen Gréfe d,.avg vor und nach der Zirkulation durch das MPS-
Gerét bei maximal 7% liegt; bezogen auf den Ausgangszustand. Auferdem werden keine systema-
tischen Abweichungen zu groferen Strukturen (Aggregaten) gefunden. Im Mittel ist d,_ 4, nur um
0.4% erhoht. Ein signifikanter Einfluss des Messverfahrens auf die Probe wird daher ausgeschlossen.

6.2.8 Zusammenfassung der Detektorspezifikationen

Mit dem MPS-Verfahren kénnen MNP spezifisch, zerstorungsfrei und mit hoher Empfindlichkeit
(siehe Tabelle 6.3) nachgewiesen werden. Dariiber hinaus ist das Verfahren durch seine hohe Mess-
geschwindigkeit (fo = 25 kHz) besonders fiir die chromatographische Online-Detektion geeignet.
Bei moderaten Flussraten unterhalb von 150 puL/min resultiert durch die Stréomung kein signifi-
kanter Beitrag zur Gesamtunsicherheit. Durch den grofsen LDB kénnen MNP iiber den gesamten
Konzentrationsbereich quantitativ erfasst werden. Die Messung im Online-Modus bietet im Ver-
gleich zum Einzelproben-Modus den Vorteil geringerer Unsicherheitsbeitrige und damit hoherer

Tabelle 6.3: Detektorspezifikationen fiir verschiedene Anregungsamplituden Bj,. Die Detektorspezi-
fikationen sind mit den MNP-Modellsystemen dieser Arbeit ermittelt worden (siehe Tabelle A.1 im
Anhang)!%.

Anregungsamplitude

Spezifikation B, / mT

5 10 25
Rauschen, A3 x / pAm® 1.20 1.38 1.46
Linearitét, 0.988 —1.034 0.992 — 1.032  0.988 — 1.029
Nachweisempfindlichkeit, A5 / (Am®/kg(Fe)) 0.01 -3 0.08 —8 0.7—-20
Sensitivitit, mrc(Fe) / ng 1.5 — 329 0.6 — 56 03-7
(lin.) dynamischer Bereich, LDB / x10° 0.001 — 0.5 0.01 —-1.2 0.07 — 2.5
Messvolumen, V' / nL 33.5
effektives Messvolumen, V' / L 29.0
Gesamtvolumen, V' / uL 243.3
Dispersion des Detektors, Texp / nL 170

105Es ist zu beachten, dass die Detektorspezifikationen mit Modellsystemen ermittelt worden sind. Bei der Verwendung
anderer MNP-Systeme konnen r, A3, mea(Fe) und LDB daher abweichen.
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104 6.2. Detektorspezifikationen

Sensitivitit. Dagegen ist die Normierung der MPS-Signale auf die eluierende Eisenmenge mit einer
groferen Unsicherheit behaftet, da die Kalibrierung des UV /Vis-Detektors und die Korrektur der
Detektor-Dispersion (siehe Abschnitt 7.3.2) derzeit noch zu ungenau sind. Da das MPS-Signal wei-
tere Signalparameter aufweist, die eine Aussage iiber die MNP-Eigenschaften zulédsst (Verhéltnis
der Harmonischen, Phase), die unabhéngig von der MNP-Konzentration erfasst werden, ist eine
magnetische Charakterisierung von MNP auch ohne zusétzliche Detektoren moglich.

Mit der entwickelten Flusszelle aus Kapitel 5 und der umfassenden Charakterisierung des MPS-
Detektors in diesem Kapitel ist ein gezielter und sachgerechter Einsatz als Online-Detektor bei der
chromatographischen Trennung von MNP nun mdglich.
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7  Weiterentwicklung eines chromatographischen
Analysesystems fiir die Trennung und Cha-
rakterisierung von MNP

In den vorangegangenen Kapiteln ist die Entwicklung und umfassende Charakterisierung eines Ge-
rats zur magnetischen Online-Messung auf Basis der Magnetpartikelspektroskopie (MPS) erfolgt.
Ein zentrales Ziel dieser Arbeit ist es, diesen Online-MPS-Detektor mit einem chromatographischen
Analysesystem zu koppeln. In diesem Kapitel wird dazu eine kommerzielle Anlage zur Trennung und
Charakterisierung von magnetischen Nanopartikeln (MNP) um das neue Detektormodul erweitert.
Der Gesamtaufbau wird zu Beginn vorgestellt. Dieser besteht aus Steuerung, Pumpen, Trenn- und
Detektormodulen. Fiir einen automatisierten Betrieb der Anlage wird die Steuerung und Daten-
erfassung des MPS-Detektors an die gerétetechnischen Gegebenheiten angepasst. Dariiber hinaus
erfolgt die Entwicklung einer geeigneten Nachbearbeitung der Messdaten in Bezug auf die spéteren
Messaufgaben. Auferdem wird die erweiterte Anlage verwendet, um das neue Verfahren der dyna-
misch-magnetischen Trennung (DMT) zu testen. Der Aufbau des dafiir entwickelten DMT-Moduls
wird im letzten Teil dieses Kapitels beschrieben.

7.1 Allgemeiner Aufbau der chromatographischen Anlage

Der Online-MPS-Detektor wird in das kommerzielle Trennsystem der Firma Postnova Analytics
GmbH (AF2000, siehe Abschnitt 3.5) integriert. Dieses Trennsystem setzt sich zusammen aus einem
Pumpensystem (inkl. Entgaser PN7520, Filter, isokratische Pumpen PN1130, Drucksensor), dem
Trennmodul zur asymmetrischen Flussfeld-Flussfraktionierung (AF*), einer Detektorkette, beste-
hend aus Spektrophotometer (UV/Vis; PN3211), Mehrwinkellichtstreu-Detektor (MALS; PN3621)
und dynamischem Lichtstreudetektor (DLS; PN3700; siehe Abbildung 7.1), sowie einem Computer
zur Steuerung und Datenerfassung. Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, am Ende der Detek-
torkette einen programmierbaren Fraktionssammler (FC203B, Gilson) anzuschliefen. Mithilfe einer
Relais-Box (PN9020) ist es moglich, die Detektoren (DLS, UV /Vis und MALS) und den Fraktions-
sammler zum Zeitpunkt der Probeninjektion gleichzeitig zu starten und die Detektorsignale (inkl.
Druckmessung) wihrend des Trennvorgangs auszulesen.

Der MPS-Detektor wird fiir die Experimente dieser Arbeit in der Detektorkette an vorletzter Stelle
zwischen MALS- und DLS-Detektor installiert. Zur Verbindung der Detektoren werden Kapillaren
mit einem Innendurchmesser von 0.25 mm verwendet. Die Gesamtlinge der Kapillare betragt 1.87 m
(UV/Vis zu MALS: 35 cm, MALS zu MPS: 90 cm, MPS zu DLS: 62 cm).

105
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106 7.2. Steuerung und Datenerfassung

! !

Ent . HPLC- Injektions-
gase Pumpe schleife
fre— - Druck-
| I sensor
[ ] :‘ - I_<I : >_,.

HI\ 1 1
1 1
l mobile : :
Phase Probe 1 I
1 1
1 1
1

Trennmodul || _ _

[ _ ]
—’I\ DLS MPS MALS UV/Vis
Abfall I ? ?
Frakti(l)ns- Steuerung und
sammler Datenerfassung
el . =’

Relais-Box

Abbildung 7.1: Prinzipieller Aufbau der verwendeten Anlage zur Grofentren-
nung mit HPLC-Pumpenaufbau (oben), Trennmodul (mittig) und Detektorkette
(unten), bestehend aus UV/Vis-, MALS-, MPS- und DLS-Detektor. Die Steue-
rung und Datenerfassung erfolgt iiber einen Computer (rechts). Die Detektoren
werden iiber eine Relais-Box (unten) bei der Probeninjektion zeitgleich gestartet.

7.2 Steuerung und Datenerfassung

Der getriggerte Start der Trennungen erfolgt {iber die Software-Oberfliche der Anlage oder durch
manuelles Offnen der Injektionsschleife. Um auch einen getriggerten Start der MPS-Messung zu
ermoglichen, ist an der PTB ein LabView-Programm entwickelt worden (Zusammenarbeit mit Ernst
A. Welge). Bei Eingang des Triggersignals der Relais-Box am MPS-Rechner wird dort ein zuvor
definiertes Messskript durch das LabView-Programm gestartet. Fiir die Experimente werden zwei
unterschiedliche Messskripte erstellt und verwendet. Das erste Skript fithrt eine definierte Anzahl
an MPS-Messungen kontinuierlich bei der hochsten Anregungsamplitude B, = 25 mT durch. Das
zweite wird fiir Messungen mit drei Anregungsamplituden (B, = 5 mT, B, = 10 mT und B, =
25 mT) in wiederkehrender Reihenfolge definierter Anzahl verwendet. Nach Abschluss des Skriptes
werden die Messdaten ausgelesen und ausgewertet. Die Echtzeitdarstellung der MPS-Messdaten
zusammen mit den anderen Detektorsignalen wird im Rahmen dieser Arbeit nicht realisiert.

7.3 Bearbeitung der Messdaten

7.3.1 Untergrundkorrektur

Zur Datenprozessierung und Auswertung der MPS-Messungen ist ein MATLAB-Programm (The
Math. Works, Inc., R2006b) erstellt worden. Damit konnen die Daten eingelesen, dokumentiert
und bzgl. des Untergrundsignals korrigiert werden. Zur Definition des Untergrundsignals stehen
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verschiedene Verfahren zur Auswahl. Neben der manuellen Eingabe eines Wertes kann auch ein
Bereich ausgewihlt werden, in dem das Untergrundsignal durch Mittelwertbildung bestimmt wird.
Dariiber hinaus kann das Untergrundsignal auch als Funktion der Zeit (linear, polynomial, expo-
nentiell) {iber mehrere Stiitzpunkte definiert werden. Das auf diese Art bestimmte Signal wird von
den Messdaten (getrennt fiir Real- und Imaginérteil) subtrahiert (Beispiel: sieche A.25).

7.3.2 Dispersionskorrektur

Eine eindeutige zeitliche Zuordnung der Detektorsignale ist in vielen Féllen durch die Korrektur
des zeitlichen Versatzes der Signale zwischen den Detektoren moglich. Bei der Verwendung mehre-
rer Detektoren kann zusétzlich eine Korrektur der Dispersion, die sich von Detektor zu Detektor
aufsummiert, notwendig sein (siehe Abschnitt 2.3.4). Die Dispersion, die durch das parabolische
Flussprofil iiber die Gesamtléinge der Verbindungskapillare entsteht, kann mit Gleichung (2.62) ab-
geschétzt werden und liegt fiir MNP mit einer hydrodynamischen Groéfse von d,.ay = 40 nm bei etwa
95 nL. Zusatzlich tragt auch jeder Detektor zur Gesamtdispersion bei (siehe Abschnitt 2.3). In die-
sem Abschnitt wird daher die resultierende Dispersion der Detektorkette messtechnisch ermittelt,
um eine eindeutige zeitliche Zuordnung der Detektorsignale zu gewéhrleisten.

Die Dispersion der Detektorkette wird untersucht, indem Bolusinjektionen (V' = 20 nL, VvV =
100 pL/min) mit verschiedenen MNP-Systemen (DD, RV, HK, EM, FE) durchgefiihrt werden.
Die Detektorsignale (MPS: B, = 25 mT; UV /Vis: A = 280 nm; MALS: s = 92°; DLS: 05 = 173°)
werden aufgezeichnet, bzgl. des Untergrundsignals korrigiert und anschliefend auf das gleiche inte-
grale Signal normiert. Die Korrektur der Detektor-Dispersion wird entsprechend Gleichung (2.68)
mit verschiedenen Verschmierungsfunktionen X (¢ — 7) getestet (siehe Abbildung A.24 im Anhang).
In Abbildung 7.2 sind die Signale des MALS- (blaue Linie) und MPS-Detektors (rote Linie) in Ab-
héngigkeit des Elutionsvolumens (Vu, = V-t) fiir einen Bolus mit HK gezeigt (¢ (Fe) = 2.1 mmol/L).
Die Signale werden zur besseren Anschaulichkeit bzgl. des zeitlichen Versatzes korrigiert. Es ist zu
erkennen, dass sich die Messsignale von MALS- und MPS-Detektor deutlich unterscheiden (Halb-
wertsbreite MALS-Signal: 95 pL, MPS-Signal: 222 pL). Um trotz dieser signifikanten Dispersion
eine zeitliche Zuordnung der Detektorsignale zu gewihrleisten, wird eine Verschmierung des MALS-
Signals vorgenommen (schwarze Linie). Dazu wird das MALS-Signal mit verschiedenen Funktionen
gefaltet. Dabei stellte sich heraus, dass die Exponentialfunktion den Dispersionsprozess am besten
beschreibt, da die mittlere quadratische Abweichung (MSE) zwischen dem gefalteten Signal und dem
MPS-Signal am geringsten ist (sieche Abbildung A.24 im Anhang). Die Verschmierung kann erfolg-

T : T - T - T - Abbildung 7.2: Gemessenes Signal des

X ,=0.17 ml) R MALS- (s = 92°, blaue Linie) und MPS-
::\;ﬁl(_rsexv) ~ 04r § Detektors (B, = 25 mT, rote Linie) ei-
10+ — MPS E 17 nes Bolus mit HK (V' = 20 pL, c¢(Fe) =

2.1 mmol/L) in Abhéngigkeit des eluierten Vo-
lumens (Ve = ¢ - 100 pL/min). Zur besseren
zeitlichen Zuordnung der Messsignale wird das

0.2 =4 1

I/ a.u.
MSE(I

>r ool v v ] MALS-Signal mit einer Exponentialfunktion
00 01 02 03 04 verschmiert (graue Linien). Die beste Uberein-
Texp /' mL stimmung (schwarze Linie) wird fiir eine Expo-
0 / : : - . . . . nentialfunktion mit der Dispersionskonstanten
3.0 3.2 3.4 3.6 Texp = 0.17 mL gefunden (siehe Nebengrafik).
V_/mL
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108 7.3. Bearbeitung der Messdaten

Tabelle 7.1: Dispersionsparameter 7exp, der aus Bolus-Experimenten mit unterschied-
lichen MNP-Systemen abgeleitet wird. Die Dispersion wird fiir die jeweiligen Detekto-
rabschnitte UV /Vis-MALS, MALS-MPS und MPS-DLS bestimmt. Die in den Klam-
mern angegebene Unsicherheit entspricht der Schrittweite der Dispersionskonstanten
bei der Simulation der Verschmierung.

UV/Vis-MALS UV/Vis-MPS MALS-MPS MPS-DLS

MNP-System Texp Texp Texp Texp

nL nL nL nL
EM 13.2(1) 197.2(4) 196.8(4) 37.6(3)
FE 12.0(1) 176.5(4) 176.1(4) 45.4(3)
DD 12.3(1) 179.0(4) 178.6(4) 32.7(3)
HK 15.6(1) 167.8(4) 167.1(4) 34.0(3)
RV 11.2(1) 192.1(4) 191.8(4) 29.4(3)
Texp | 13(2) 183 (12) 182 (12) 36 (6)

reich fiir alle untersuchten MNP-Systeme durchgefiihrt werden sowie fiir alle anderen Abschnitte
der Detektorkette (UV/Vis-MALS und MPS-DLS). Dennoch ist die Dispersion zwischen MALS-
und MPS-Detektor am grofiten (7exp ~ 182 pL) und entspricht etwa dem drei- bis fiinffachen der
anderen Abschnitte (siehe Nebengrafik der Abbildung 7.2). Die ermittelten Dispersionskonstanten
sind in Tabelle 7.1 aufgelistet.

Die Resultate der Dispersionsuntersuchung weisen darauf hin, dass der dominierende Beitrag zur
Verschmierung durch Mischkammereffekte hervorgerufen wird anstatt durch Diffusionsprozesse (z.B.
Volumen-Dispersion in Verbindungsleitungen). Dies betrifft vor allem die Verbindung zwischen
MPS- und MALS-Detektor. Daher liegt die Vermutung nahe, dass sich am Ubergang der englu-
migen Verbindungskapillare (dkap, = 0.25 mm) zur Kapillare der MPS-Flusszelle (dkap = 0.8 mm)
turbulente Stromungsbereiche ausbilden und somit eine Durchmischung verursachen. Um die Dis-
persion zu korrigieren, werden die UV /Vis- (Texp = 200 pL) und MALS-Signale (7exp = 170 pL) im
folgenden Kapitel mit den entsprechenden Funktionen gefaltet. Die verhéltnismifbig geringe Disper-
sion zwischen MPS- und DLS-Detektor wird vernachléssigt.

7.3.3 Konzentrationsbestimmung

Im vorliegendem Fall wird zur Online-Konzentrationsbestimmung ein UV /Vis-Detektor verwendet
(gewéhlte Wellenldnge A = 280 nm). Zur Bestimmung der Eisenkonzentration muss der UV /Vis-
Detektor vorab kalibriert werden. Bei der Kalibrierung werden Verdiinnungsreihen unterschiedli-
cher MNP-Systeme verwendet (Proben: RV, EM, FE, HK; Verdiinnungsfaktoren: 100, 1 000, 3000,
30000), die als Boli bei einer Flussrate von V' = 100 pL/min appliziert werden. Als mobile Phase
dient aq. dest. (mit einem Volumenanteil von 0.2% FL-70 und 2 mmol/L NaNO3). Das zeitabhéngige
Messsignal des Detektors (Auflosung: 2 s) wird aufgezeichnet, bzgl. der Basislinie korrigiert und fiir
jeden einzelnen Bolus integriert (siehe Abbildung 7.3). Die Unsicherheit der gemessenen Spannung
des Detektors wird anhand des Rauschens der Basislinie bestimmt und liegt bei u (U) = 10.4 pV
(P = 90%, kg = 1.65, sieche Abbildung A.13 im Anhang). Die resultierenden Messwerte werden
gegen die applizierte Fisenmenge aufgetragen und lassen sich durch eine lineare Kalibrierfunktion
mit dem Anstieg Kyy = 60 g/(VL) beschreiben (siehe Nebengrafik der Abbildung 7.3). Die relative
Unsicherheit der Kurvenanpassung liegt bei ue (Kyy) = 9.6% (P = 90%). Fiir RV und HK wird
die Kalibrierung zusitzlich in Carboxydextran-Losung durchgefiihrt, um auch die Absorptionsmes-
sung im tritben Medium zu testen. Nur bei einer starken Verdiinnung der Carboxydextran-Losung
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ist eine Kalibrierung moglich gewesen!'% (Massenanteil Carboxydextran von 0.01%). Die Kalibrie-
rung ergibt den gleichen Anstieg wie in der aq.-dest.-Losung (siehe Abbildung A.13 im Anhang).
Mithilfe der NG des UV /Vis-Detektorsignals, die sich aus der Signalvariation der Basislinie ergibt
(sieche Abbildung A.13 im Anhang), kann die minimale Konzentration berechnet werden, die mit
dem Detektor bei gegebenem Vertrauensniveau nachgewiesen werden kann: ¢ (Fe) = 0.6 pg/mL.

7.3.4 Grofienbestimmung von magnetischen Nanopartikeln aus der statischen
Lichtstreuung

Die mitgelieferte Software des MALS-Detektors erlaubt die Bestimmung der geometrischen Par-
tikelgrofen aus der winkelabhéngigen Streulichtintensitét basierend auf der RDG-Theorie (siehe
Abschnitt 2.2.8). Diese ist jedoch nur in einem beschréinkten Bereich der Partikel-Grofe und des
Brechungsindex’ des Materials giiltig [140]. Entsprechend Abschnitt 2.2.8 gilt die RDG-Theorie nur
fiir geringe Unterschiede der Brechungsindizes von Medium ny; und Partikel np. Fiir das hauptséch-
lich aus aq. dest. bestehende Tragermedium kann ny = 1.33 angenommen werden. Der komplexe
Brechungsindex von MNP aus Magnetit ist bei einer Wellenléinge von A = 532 nm wie folgt gegeben:
np = 2.3456+0.0926 -1 [232]. Entsprechend der Bedingung aus Gleichung (2.37) liegen die MNP im
Grenzbereich fiir die Giiltigkeit der RDG-Theorie, da sich |ny/np — 1|= 0.8 ergibt. Die Abweichung
der beiden Modelle ist in Abbildung A.3 im Anhang fiir unterschiedliche Partikelgréfen dargestellt.
Im Hinblick auf die Untersuchung von MNP aus Eisenoxid erfolgt die Bestimmung der MNP-Gro-
fse daher mithilfe des Mie-Modells (siehe Abschnitt A.4 im Anhang). Die Modellanpassung wird
mit einem MATLAB-Programm (The Math. Works, Inc., R2006b) unter der Annahme sphérischer
Partikel aus Magnetit durchgefiihrt.

196 Bei der DMT ist eine 50-fach hohere Konzentration des Carboxydextrans verwendet worden, weshalb eine UV /Vis-
Detektion nicht zur Konzentrationsbestimmung eingesetzt worden ist.
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7.4 Trennmodule

7.4.1 AF*Modul

Um eine Trennung nach dem Prinzip der AF* durchzufiihren, wird auf das kommerzielle Trennmodul
der Firma Postnova Analytics GmbH zuriickgegriffen. Der Aufbau dieses Moduls ist bereits in
Abschnitt 3.5 (siehe Abbildung 3.6) vorgestellt worden. Die Steuerung und Datenerfassung fiir das
Trennmodul sowie fiir das gesamte Trennsystem (inkl. Detektoren) sind daher in einem Rechner

integriert.

7.4.2 DMT-Modul

Der Aufbau von Anlagen zur DMT ist ein Teilprojekt des BMBF-Forschungsvorhabens MAPIT
gewesen (siehe Abschnitt 4.3), das in enger Kooperation der Projektteilnehmer Philips (Theorie der
DMT, Spulenbau), Bayer HealthCare AG (Trennséule, Trennung) und der PTB (Feldgenerator,
Trennung, Charakterisierung) bearbeitet worden ist. Im Laufe des Projektes ist das hier verwendete
Trennmodul entwickelt worden. Die wesentlichen Bestandteile des Moduls sind die chromatographi-
sche Trennséule (siehe Abschnitt 4.3.1) und der Feldgenerator zur Erzeugung magnetischer Wech-
selfelder. Dieser generiert Felder mit einer Frequenz von fpyt & 500 kHz (siehe Abschnitt 4.3.2.4)
und einer maximalen Amplitude von Bg, = 15 mT (siehe Abschnitt 4.3.2.2). Dariiber hinaus wird
ein Feldgenerator zur Erzeugung eines statischen Feldes als Referenzsystem eingesetzt.

Einlass v
Leitungswasser

~ E

Steuerung

Kalte-Umwalz-
thermostat

AC Signal-
generator

Verstarker

/ _ zur Datenerfassung des
v g Trennsystems
zu Detektoren Drucksensor

Abbildung 7.4: Prinzipieller Aufbau des DMT-Moduls mit der Trennsaule
(orange) im Zentrum der DMT-Spule Lo (grau). Die Zuleitung der Kiihlfliissig-
keiten fiir das DMT-Modul erfolgt {iber Silikonschlduche. Diese werden um die
Spule (hellblau) und die Trennséule (rosa) gewickelt und sind mit dem Leitungs-
wasseranschluss bzw. Kélte-Umwilzthermostat verbunden. Die Ansteuerung er-
folgt iiber einen separaten Computer, der die Frequenz und Signalspannung des
Signalgenerators regelt. Das Signal wird durch einen Verstérker entsprechend an-
gehoben, um die notwendige Feldamplitude in der Einkoppelspule L; zu erzeugen.
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7.4.2.1 Feldgenerator des DMT-Moduls

Der prinzipielle Aufbau des DMT-Moduls ist in Abbildung 7.4 dargestellt. Zur Erzeugung dynami-
scher Magnetfelder fiir die DMT wird ein Schwingkreis mit einer Zylinderspule und Kondensatoren
aufgebaut (Zusammenarbeit mit Dr. Olaf Kosch). Der Schwingkreis wird durch induktive Kopplung
mit einer Wechselstromquelle und einer Einkoppelspule in Resonanz betrieben (siehe Nebengrafik
in Abbildung 7.5). Die DMT-Spule besteht aus einem Spulenkorper mit einem Aufendurchmesser
von @, = 55 mm und einem Innendurchmesser von @; = 35 mm. Darauf wird eine Solenoidspule
mit der Gesamtlange von | = 240 mm gewickelt (siehe Abbildung 7.5, a). Die Spule besteht aus 12
Windungen mit jeweils vier parallelen Einzeldréhten. Fiir die Einzeldrihte werden Hochfrequenz-
Litze (Rupalit® V155, Isolierung: zwei Lagen Naturseidenumspinnung, eine Lage Mylar-Folie; Pack
Feindrdihte) verwendet, die wiederum aus einem Biindel von verdrillten Kupferlackdrahten besteht
(23000 Einzeldrahte, Einzeldrahtdurchmesser @ = 20 pum, Biindeldurchmesser & = 5 mm). Der
Vorteil der HF-Litze ist, dass durch die diinnen Einzeldrdhte die Wirbelstromverluste verringert
werden, die vor allem bei hohen Frequenzen und grofien Leiterquerschnitten auftreten [233]. Fiir die
Induktivitit der Spule wird ein Wert von Ly = g N? A/l = 2.13 uH berechnet. Der Schwingkreis
sollte eine Resonanzfrequenz von fpvt = 500 kHz aufweisen (siehe Abschnitt 4.3.2.4). Die dafiir
erforderliche Kapazitit kann mit Gleichung (7.1) berechnet werden:

C= (fR 277\/?2) 0,048 uF. (7.1)

Abbildung 7.5: Foto des Trennmoduls zur DMT, bestehend aus ei-
nem Schwingkreis mit DMT-Spule (@ und Kondensatoren (b) sowie
einer Einkoppelspule (¢) fiir die induktive Kopplung (durch Strich-
Punkt-Linie hervorgehoben). Die Kiithlung der Kondensatoren und der
DMT-Spule erfolgt iiber einen Liifter (c). Dariiber hinaus wird die
DMT-Spule zusiitzlich mit Leitungswasser gekiihlt (d). Nebengrafik:
Elektronische Schaltung des DMT-Trennmoduls. Der Schwingkreis aus
Kondensatoren der Gesamtkapazitit C' = 0.05 uF und der DMT-Spule
mit der Induktivitdt Lo = 2.2 nH wird durch induktive Kopplung mit
einer Einkoppelspule der Induktivitidt L; = 4 pH und einer Wechsel-
stromquelle in Resonanz betrieben.
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Im Aufbau wird schlieflich eine Gesamtkapazitit von Cges = 0.05 pF durch eine Reihenschaltung
von zwei Kondensatoren (CSM 150/200, Celem Power Capacitors) mit C' = 0.1 nF erzeugt, die die
notwendige Spannungsfestigkeit gewéhrleisten (Vimsmax = 1 kV). Die gemessene Resonanzfrequenz
fout = 486 kHz des aufgebauten Schwingkreises liegt nur geringfiigig unter der geforderten und
zuvor berechneten Frequenz fiir die DMT (siehe Abschnitt 4.3.2.4). Die induktive Kopplung des
Schwingkreises erfolgt mit einer Einkoppelspule, die aus zwei Windungen mit einem Innendurch-
messer von @&; = 75 mm besteht. Sie wird direkt auf das untere Ende der DMT-Spule gewickelt
(siehe Abbildung 7.5, e). Die Induktivitit der Einkoppelspule betragt L1 = 2.7 pH. Das notwendige
Sinussignal wird von einen Signalgenerator erzeugt (33120A, Agilent), durch einen Leistungsver-
starker verstarkt (1040L, P = 400 Watt; Electronics € Innovation) und an die Einkoppelspule
weitergeleitet. Durch die starke Erwirmung des Schwingkreises bei hohen Anregungsamplituden
werden Spule und Kondensatoren im Dauerbetrieb mit Leitungswasser und Luft gekiihlt (sieche Ab-
bildung 7.5, d und c).

Zur Steuerung und Regelung des Feldgenerators ist ein LabView-Programm an der PTB entwickelt
worden (Zusammenarbeit mit Ernst A. Welge). Auf der Benutzeroberfliche kénnen die Anregungs-
amplitude, die Frequenz zum Startzeitpunkt und die Dauer der Felderzeugung eingestellt werden.
Um {iber den gesamten Zeitraum der DMT eine konstante Leitungsabgabe des Verstirkers zu ge-
wihrleisten, wird die Frequenz des Sendesignals durch das Programm derart geregelt, dass die
reflektierte Leistung am Verstidrker minimiert wird. Abhéngig von der Leistungsabgabe dndert sich
die Frequenz bei der DMT aus diesem Grund um maximal 3 kHz (< 1%). Fiir die Einstellung der
Anregungsamplitude auf der Benutzeroberfliche muss ein Kalibrierfaktor K¢ bestimmt werden,
der das Verhéltnis zwischen Sendesignal und Feld in der DMT-Spule beschreibt. Da die theoretische
Berechnung von Kac durch Ungenauigkeiten in der Fertigung und Montage bei der Spulenher-
stellung ungeeignet ist, wird eine Kalibrierspule hergestellt, um das erzeugte Feld im Zentrum der
DMT-Spule in Abhéngigkeit der Ausgangsspannung des Signalgenerators zu messen. Die Messung
ergibt einen Wert von: Kac = 17.4 mT/V. Um den Feldgenerator im Dauerbetrieb zu testen, wird
dieser iiber einen Zeitraum von 1 h bei unterschiedlichen Leistungsstufen betrieben. Uber einen
solchen Zeitraum konnen maximal 14 mT erzeugt werden (80% der maximalen Verstirkerleistung).
Fiir hohere Anregungsfelder ist die Abweichung der Feldamplitude im Beobachtungszeitraum gro-
fer als 5%. Daher werden fiir die DMT nur Felder unterhalb von 14 mT iiber den Zeitraum der
Experimente erzeugt (sieche Abschnitt 4.3.3).

Dariiber hinaus wird eine Spule fiir Trennungen mit statischen Feldern entwickelt. Dazu werden
1250 Windungen Kupferlackdraht (@ = 1 mm) in 10 Lagen auf einen Spulenkérper mit Innen-
durchmesser @; = 80 mm gewickelt (Gesamtliange der Spule: [ = 200 mm). Das Verhéltnis zwischen
dem Spulenstrom, der von der Stromquelle bereitgestellt wird, und dem Feld im Zentrum der Spule
wird mithilfe einer Hallsonde ermittelt und betrégt Kpc = 6.9 mT /A. Mit der statischen Feldspule
kénnen 15 mT im Dauerbetrieb von iiber 1 h erzeugt werden (Felddnderung < 5%).

7.4.2.2 Trennsidule des DMT-Moduls

Fiir die Herstellung der Trennséule wird ein Séulenkorper aus Glas mit einem Innendurchmesser
von @ = 10 mm und einer Gesamtléinge von Is = 100 mm (Omnifit® Labware BenchMark Glas-
saule, Diba Industries, Inc.) beschafft. Fiir eine gleichméfige Verteilung der Probe in der Saule ist
diese mit Fritten ausgestattet, die die stationédre Phase einrahmen (siehe Abbildung 7.6, c¢). Da die
Porengrofe der Fritten (10 pm) fiir die verwendete stationdre Phase zu grof ist, werden zusétzliche
Filterpapiere (Porengrofe 0.45 pum, Supor®-450 Polyethersulfon Membranfilterscheiben, Pall Cor-
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poration) zwischen der Fritte und der stationdren Phase eingesetzt (siehe Abbildung 7.6, b). Die
stationdre Phase besteht zu einem Grofteil aus schwachmagnetischen Beads aus Polystyrol (PRP-
Infinity, CS-Chromatographie Service GmbH ) mit einem Durchmesser von 4 pm. Die magnetischen
Beads werden, entsprechend den Uberlegungen aus Abschnitt 4.3.1, mit einem Volumenanteil von
4% in der stationdren Phase verteilt. Die stationdre Phase in der Trennsiule hat eine Lénge von
ls = 45 mm (siehe Abbildung 7.6, a).

Da eine signifikante Erwérmung der stationdren Phase wiahrend der DMT auftritt (siehe Abschnitt
8.4.3), muss die Trennsdule zusitzlich gekiihlt werden. Dazu wird ein Kélte-Umwélzthermostat ver-
wendet. Als Kiihlfliissigkeit dient silikatfreies Vollkonzentrat auf Basis von Glysantin (Anti Freeze
G124+, PEMCO), das durch einen Silikonschlauch gepumpt wird, der um die Trennsdule gewickelt
ist (siehe Abbildung 7.4b.e).

®@ ®0O

Abbildung 7.6: Siule zur DMT von MNP, bestehend aus einem Siulenkdrper aus Glas
(Omniﬁt® Labware BenchMark Glasséule, Diba Industries, Inc.), der mit der stationiren
Phase (a) befiillt wird (Léinge des Sdulenbetts ls = 45 mm). Zur homogenen Verteilung der
Probe auf der stationiiren Phase wird diese durch Fritten eingefasst (¢). Um die Fritten vor
dem Eindringen der Beads zu schiitzen, werden zusitzliche Filterpapiere (b) eingesetzt.

Auswahl der magnetischen Beads fiir die DMT

Das Funktionsprinzip der DMT sieht vor, dass die stationdre Phase zu einem Volumenanteil von
maximal 4% aus magnetischen Kugeln besteht (siehe Abschnitt 4.3.1). Magnetische Beads sind
potentiell fiir die DMT geeignet, da sie aus einer schwachmagnetischen Matrix mit eingebetteten
MNP bestehen. Dadurch kénnen die notwendigen Feldbereiche in der Trennsdule definiert erzeugt
werden (keine starken Feldgradienten an Doménengrenzen). Abhéngig von der Beschaffenheit des
magnetischen Anteils besteht zudem die Mdglichkeit, dass das magnetische Moment des Beads der
hochfrequenten Anregungen verlustfrei folgen kann (geringe Phase). Die Modellierung der DMT
ergibt, dass der optimale Bereich fiir die Grofe der Beads zwischen 1 pym und 4 pm liegt (siehe
Abschnitt 4.3.2.3). Um die Eignung von unterschiedlichen Beads fiir die DMT zu bewerten, sind die
Herstellerangaben bzgl. Gréfte und magnetischem Anteil nicht ausreichend, da vor allem das magne-
tische Verhalten die Qualitdt der Beads bestimmt. Aus diesem Grund wird das quasistatische sowie
das dynamische Magnetisierungsverhalten mittels Magnetometrie (M-H) bzw. MPS an ausgewihl-
ten Beads gemessen (siehe Tabelle A.2). Um die Sedimentation zu unterbinden und das Verhalten
in der stationiren Phase zu imitieren, werden die Proben vor der Untersuchung immobilisiert'07.

Abbildung 7.7a zeigt das feldabhingige magnetische Moment eines Beads up, das sich aus dem
gemessenen magnetischen Moment, dem Volumenanteil des Eisens und der Anzahl der Beads in

197 Zur Immobilisierung der pulverformigen Beads werden diese mit Gipspulver vermengt und nach Zugabe von aq.
dest. getrocknet.
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der gesamten Probe ergibt. Es ist zu erkennen, dass das magnetische Moment von DB und M1 um
Faktor drei grofer ist als bei den anderen Proben. Zur Untersuchung des dynamischen Magnetisie-
rungsverhaltens mittels MPS wurde die Phase der ersten Harmonischen ¢ ermittelt, da diese das
Ummagnetisierungsverhalten des magnetischen Momentes am besten beschreibt. Da die erste Har-
monische mit dem verfiigharen MPS-Gerét nicht gemessen werden kann, wird das Phasenspektrum
zur ersten Harmonischen extrapoliert. Abbildung 7.7b zeigt ¢, fiir die unterschiedlichen Beads in
Abhéngigkeit der Anregungsamplitude. Es wird deutlich, dass ¢; fiir G1 und G2 am geringsten
ist. Einen grofen Phasenversatz zeigen M1 und M2 unterhalb von B = 15 mT. Die Phase der DB
liegt im gesamten Bereich der Anregungsamplituden zwischen —5° und —10°. Es ist zu beachten,
dass die Anregungsfrequenz der MPS deutlich geringer ist als bei der DMT. Dadurch eignet sich
die Auswertung der MPS-Daten nur fiir einen relativen Vergleich der Proben.

Fiir die stationdre Phase der Trennsdule werden die DB ausgewéhlt, da sie im Bereich der verwen-
deten Feldstidrke das hochste magnetische Moment und einen geringen Phasenversatz aufweisen.
Da diese Beads mit COOH-Gruppen funktionalisiert sind, miissen sie durch Spiilung mit basischer

Losung vor der Verwendung neutralisiert werden.

(a) (b)
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Abbildung 7.7: a) Quasistatisches Magnetisierungsverhalten unterschied-
licher Beads fiir die DMT. Das magnetische Moment up eines Beads ergibt
sich aus dem gemessenen magnetischen Moment, dem Volumenanteil des
Eisens und der Anzahl der Beads in der Probe. b) Phase der ersten Harmo-
nischen 1 des MPS-Signals (fo = 25 kHz) von unterschiedlichen Beads in
Abhéngigkeit der Anregungsamplitude B,. Da ¢; der Probe mit dem ver-
fiigharen MPS-Gerét nicht gemessen werden kann, wird diese mittels Extra-
polation des Phasenspektrums zur ersten Harmonischen ermittelt.

7.4.2.3 Zusammensetzung des Trigermediums bei der DMT

Die Zusammensetzung des Trigermediums kann den Erfolg der chromatographischen Trennung
mafgeblich beeinflussen (siche dazu Abschnitt 8.2.1). Bei der DMT liegt im Vergleich zur AF*
die Besonderheit vor, dass durch die engen Zwischenrdume in der stationidren Phase erhebliche
Scherkréfte auf die MNP wirken kénnen. In diesem Zusammenhang besteht die Gefahr, dass jene
MNP, die in der Trennséule zuriickgehalten werden, die stabilisierende Hiille verlieren. Die daraus
resultierende irreversible Aggregation wiirde die magnetischen Eigenschaften der zuriickgehaltenen
MNP und damit den Trennerfolg nachtriglich vermindern. Aus diesem Grund erfolgt die DMT
der MNP in einem Triagermedium mit Bestandteilen der stabilisierenden MNP-Hiillschicht (hier
Carboxydextran, Meito Sangyo). Die Optimierung des Tragermediums mit Stabilisator ist im Rah-
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men des BMBF-Forschungsvorhabens MAPIT zu grofken Anteilen bei Bayer HealthCare durch Dr.
Andreas Ide erfolgt. Dabei ist hauptsichlich die unspezifische Wechselwirkung von MNP mit der
stationdren Phase untersucht worden. Diese kann reduziert werden, indem vor dem Packen der
Trennsédule die Neutralisation der Carboxylgruppen der magnetischen Dynabeads® (Waschen mit
Natronlauge) durchgefiihrt wird. Dariiber hinaus bewirkt ein Tragermedium mit Ammoniak (NHg,
Volumenanteil 0.5%), Natriumazid (NaNg, Massenanteil 0.05%) und Carboxydextran (Massenanteil
0.5%) die geringste Affinitat der MNP zur stationdren Phase. Dieses Trigermedium wird in allen
DMT-Experimenten eingesetzt.
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8 Trennung und Charakterisierung
von MNP mittels MPS-Kopplungstechniken

In den vorangegangenen Kapiteln ist ein Verfahren auf Basis der Magnetpartikelspektroskopie-
Methode (MPS-Methode) fiir die Charakterisierung von magnetischen Nanopartikeln (MNP) in
stromenden Medien etabliert worden (Kapitel 5 und 6). Durch die Kopplung dieses online-fihigen
MPS-Detektors mit einer chromatographischen Anlage (Kapitel 7) besteht nun die Moglichkeit, die
Leistungsfihigkeit dieser neuen Kopplungsverfahren am Beispiel der chromatographischen Trennung
von MNP zu demonstrieren. Im Mittelpunkt steht dabei die Untersuchung des Zusammenhangs zwi-
schen Magnetismus und Gréfe der MNP sowie die Verbesserung der MPI-Signaleigenschaften. Dazu
werden Trennungen nach hydrodynamischer Grofe (etablierte asymmetrische Flussfeld-Flussfrak-
tionierung, AF*) sowie nach dynamisch-magnetischem Moment (dynamisch-magnetische Trennung,
DMT) durchgefiihrt.

Im ersten Teil dieses Kapitels erfolgt die Etablierung einer geeigneten Trennmethode fiir die AF*
mithilfe des Online-MPS-Detektors und die Charakterisierung unterschiedlicher MNP-Systeme mit
diesem Kopplungsverfahren. Darauf aufbauend wird im zweiten Teil dieses Kapitels die DMT zur
Verbesserung der MPI-Signaleigenschaften von MNP eingesetzt. Durch die Kopplung mit dem On-
line-MPS-Detektor ist es moglich, eine geeignete Methode zu entwickeln, die eine Trennung von
MNP mit verbesserten MPI-Signaleigenschaften zur Folge hat.

Zunéchst werden jedoch die bei der Trennung verwendeten MNP-Systeme mit den herkémmlichen
Verfahren zur strukturellen und magnetischen Charakterisierung untersucht.

8.1 Allgemeine Offline-Charakterisierung der MNP

Fiir die chromatographische Trennung mittels AF* werden unterschiedliche kommerzielle MNP-Sys-
teme, wie Feraheme® (FE), Endorem® (EM), Resovist® (RV) sowie Ferucarbotran (DD) — ein
Vorlaufer der endgiiltigen Formulierung RV — eingesetzt. Aufgrund seiner Relevanz fiir das praklini-
sche MPT wird dariiber hinaus HK111F3 (HK), eine Neuentwicklung der Arbeitsgruppe Ezperimen-
telle Radiologie der Charité, fiir die Experimente ausgewihlt. Die Charakterisierung erfolgt zunéchst
mit den Standardmethoden zur Gréfenbestimmung (Transmissionselektronenmikroskopie, TEM!08;
dynamische Lichtstreuung, DLS) und zur Bestimmung der magnetischen Eigenschaften (Magneto-
metrie, M-H) von MNP (fiir Messablauf und Auswertung siehe Kapitel 3) sowie mit Offline-MPS.

108Die TEM-Aufnahmen, die zur Untersuchung von EM herangezogen werden, sind den Arbeiten von Jung et al. und
Casula et al. entnommen [234, 235].
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118 8.1. Offline-Charakterisierung der MNP

Die TEM-Aufnahmen zeigen unterschiedliche morphologische Strukturen fiir die untersuchten MNP-
Systeme. Bei EM und FE konnen die einzelnen Kristalle in den Abbildungen sehr gut unterschieden
werden. Dabei sind fiir FE isolierte Einzelkerne zu erkennen (siehe Abildung 8.1a), wohingegen fiir
EM die Einzelkerne in grofen lockeren Aggregaten organisiert sind (siehe [235]) und [234]). Bei
DD sind Aggregate mit irregulérer Form sichtbar, die aus vielen Einzelkristallen bestehen (siehe
Abbildung 8.1c). In einzelnen Bereichen sind Kristalle gleicher Orientierung erkennbar, die auch
als Einzelkristall-Einheiten aufgefasst werden kénnen. Dariiber hinaus sind in den Aufnahmen auch
isolierte Einzelkristalle sichtbar, die nicht in Aggregaten organisiert sind. Der Volumenanteil der
beiden Populationen in der Probe wird nicht bestimmt, da Trocknungsartefakte eine Zuordnung
zusétzlich erschweren. Bei HK sind zwei unterschiedliche Morphologien fiir die enthaltenen Partikel
festzustellen (siehe Abbildung 8.1b). Zum einen liegen grofie Einzelkristalle mit einem Anteil von
36% in der Probe vor (Typ I). Zum anderen sind kompakte Aggregate zu erkennen (36%), die aus
vielen Einzelkristallen mit einer Grofe von wenigen Nanometern zusammengesetzt sind (Typ II).
Die Grofe der Aggregate entspricht in etwa jener der Einzelkristalle. Im Gegensatz zu DD sind
die MNP von HK anndhernd kugelférmig. Eine TEM-Untersuchung von RV wird in dieser Arbeit
nicht durchgefiihrt, fithrt aber in anderen Arbeiten zu den gleichen Resultaten wie DD in dieser
Untersuchung [27, 39, 236]. Der mittlere volumengewichtete Durchmesser der ermittelten Haufig-
keitsverteilung aus den TEM-Daten ist fiir die untersuchten MNP-Systeme in Tabelle 8.1 zu finden.
Dazu wird die Héufigkeitsverteilung mit einer logarithmischen Normalfunktion angepasst (siehe

(a) (b) (c)
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Abbildung 8.1: TEM-Aufnahmen von FE (a), EM (b) und DD (c) mit VergroRerungsbereich fiir
einzelne Partikel. Fiir HK sind die beiden Partikeltypen (Typ I, Typ II) dargestellt (rote Kreise). Die
magnetische Charakterisierung der MNP erfolgt mittels M-H- (d) und MPS-Messung (e, f). Zur Be-
stimmung der effektiven magnetischen Grofen der MNP werden die M-H-Daten mit der Langevin-
Funktion angepasst (durchgezogene Linien). Die Messung der MPS-Amplituden A% und des Phasen-
spektrums ¢, erfolgt bei B, = 25 mT. Die eingezeichneten Linien in den Abbildungen e und f dienen
der besseren Blickfithrung und stellen keinen funktionalen Zusammenhang dar.

https://doi.org/10.7795/110.20250911



Kapitel 8. Trennung und Charakterisierung von MNP 119

Gleichung (2.18)). Die unterschiedlichen Morphologien lassen auf einen anderen Magnetismus der
MNP-Systeme schliefsen, der mithilfe der M-H-Messung untersucht wird.

Durch die Modellanpassung an die gemessenen Magnetisierungskurven aus der M-H-Messung kann
die effektive magnetische Kerngrofe dk m, der MNP bestimmt werden. Die resultierende mittlere
volumengewichtete Grofe EK,m fiir FE und EM entspricht in etwa der Grofse der Einzelkristalle aus
der TEM-Untersuchung. Die Modellanpassung an die Magnetisierungskurven von RV, DD und HK
fiihrt zu einer deutlichen Verringerung der Residuen, fiir den Fall, dass eine bimodale Verteilung
der Grofen angenommen wird (siehe Abschnitt 3.4.1). Mit einem effektiven magnetischen Durch-
messer von 27.6 nm wird fiir die grofere Population von HK der héchste Wert fiir EK,m ermittelt.
Diese Population ist mit einem Volumenanteil von 50% in HK vertreten. Bei RV und DD ist der
Anteil und die Grofe der zweiten Population deutlich geringer als bei HK. Obwohl RV und DD
aus dem gleichen Basismaterial bestehen, ist der MNP-Durchmesser der zweiten Population von
RV im Vergleich zu DD 15% grofer und etwas haufiger in der Probe vertreten (ca. 6% héufiger).
Die Séttigungsmagnetisierung Mg von RV, DD und HK ist ca. 20% kleiner als bei FE und EM.
Prinzipiell ist z.T. ein sehr unterschiedliches magnetisches Verhalten bei den untersuchten MNP-
Systemen zu erkennen (siehe Abbildung 8.1).

Die Messung der hydrodynamischen Grofe der MNP ergibt fiir EM die breiteste Verteilung mit
dem grofsten Wert fiir d,.ay. FE weist dagegen die kleinste hydrodynamische Grofe bei moderater
Verteilungsbreite auf. Im Vergleich dazu unterscheiden sich RV und DD bzgl. d,.ay und PDI kaum.
Es kann jedoch mittels DLS keine bimodale Verteilung der MNP gemessen werden. Fiir HK wird
zwar eine dhnliche Grofe d, A, gemessen, allerdings ist die Breite der Verteilung deutlich geringer.
Eine AF? ist daher vor allem fiir EM, FE, DD und RV sinnvoll, da die enthaltenen MNP eine breite
Verteilung der hydrodynamischen Grofsen zeigen. Dariiber hinaus wird das Zetapotential ¢ mittels
DLS bestimmt, das fiir alle untersuchten Proben eine negative Ladung der Oberfliche ergibt. Fiir
die Fokussierung bei der AF* kann es daher von Vorteil sein die elektrostatische Abstofung unter
den MNP durch Salzzugabe zu reduzieren.

Tabelle 8.1: Ergebnisse der Charakterisierung unterschiedlicher MNP-Systeme mittels M-H, DLS und
TEM (siehe Kapitel 3). Die Bestimmung des Eisengehaltes erfolgt mit der Phenanthroline-Methode
(sieche Abschnitt 3.3). Fiir die Bestimmung der Verteilung effektiver magnetischer Grofen p (dk,m) aus
den M-H-Daten wird eine logarithmische Normalverteilung angenommen. Dabei kann fiir RV, DD und
HK durch Annahme einer bimodalen Verteilung eine bessere Kurvenanpassung erfolgen. Der Anteil der
jeweiligen Population ist mit 3, angegeben. Fiir die Bestimmung der Grofenverteilungsparameter aus
den TEM-Aufnahmen wird die Haufigkeitsverteilung der MNP mit einer logarithmischen Normalfunk-
tion angepasst (siehe Gleichung (2.18)). Dabei entsprechen drgy und EKJ,, den mittleren Durchmessern
der volumengewichteten Verteilung.

1D drem OTEM Ms dK,m OK,m B oAy PDI ¢
nm Am? /kg nm % nm mV
EM | 6.7(5)" 028(9) | 125.6(2) 5.1(1) 0.44(1) 100 | 111(4) 05(2) | —31(2)
FE | 56(4) 04(1) | 124.8(1) 58(1) 0.32(1) 100 | 27(7) 0.26(3) | —29(2)
RV 104.3(8) 5.2(6) 047(4) 64.4 | 61.6(9) 0.28(1) | —37(3)
22(2)  0.20(1) 356
DD | 55(6)° 02(1) | 107.3(1) 5.0(1) 042(1) 709 | 54(2) 0.22(3) | —40(3)
19.1(1) 0.25(1) 29.1
HK | 34.3(2) 0.25(7) | 109.3(1) 9.0(6) 0.59(2) 50 | 53(2) 0.10(2) | —48(4)
27.6(9) 0.10(1) 50

* Extrahiert aus Messdaten von Casula et al. [235] und Jung et al. [234].
> Grofe der Aggregate. In der Probe liegen auch vereinzelte Kristalle mit einer GroRe von 4.0 (1) nm und
einer Verteilungsbreite von 0.32 (2) vor.
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120 8.2. AF*-Methodenentwicklung

Die MPS-Messung der MNP erfolgt bei einer Anregungsamplitude von B}, = 25 mT. Die Signalam-
plituden A, werden auf den jeweiligen Eisengehalt der Proben normiert. Es ist zu erkennen, dass
die MNP-Systeme mit den grofsten effektiven magnetischen Kerngrofen EK,m (RV, DD und HK)
auch die hochsten Amplitudenwerte iiber den gesamten Bereich der Frequenzen des MPS-Spektrums
aufweisen. Dagegen fallen die Amplituden von FE und EM mit der Zahl der Harmonischen stark ab.
Im Phasenspektrum sind starke Unterschiede zwischen den MNP-Systemen zu erkennen. Es zeigt
sich jedoch, dass der grofste Phasenversatz |ps| bei niedrigen Harmonischen (n < 13) von RV, DD
und HK gemessen wird. Demzufolge sind diese MNP-Systeme aufgrund der hohen Anisotropie oder
der hydrodynamischen Grofe nicht in der Lage, der Anregung bei fo = 25 kHz verlustfrei zu folgen
(sieche Abschnitt 4.2.2).

Die Zusammenfassung der Strukturparameter und magnetischen Eigenschaften der MNP-Systeme
ist in Tabelle 8.1 zu finden.

Fiir die AF*-Methodenentwicklung wird DD gewihlt, da dieses MNP-System entsprechend der
Offline-Charakterisierung sowohl aus kleinen, als auch aus grofsen MNP besteht und daher als re-
préasentativ fiir die anderen MNP-Systeme angesehen werden kann.

8.2 AF*-Methodenentwicklung zur Charakterisierung von
MNP mittels Online-MPS

In den folgenden Abschnitten wird der Online-MPS-Detektor bei der systematischen Methodenent-
wicklung zur Trennung von MNP mittels AF* eingesetzt. Viele Parameter konnen den Trennprozess
bei der AF* beeinflussen. Entsprechend Abschnitt 3.5 konnen als wesentliche Einflussgréfen folgen-
de Parameter genannt werden: Zusammensetzung der Trigerfliissigkeit, Verhiltnis von Quer- V, zu
Kanalflussrate Vican, Kanalhohe, Analytmenge, Relaxationszeit und Membranmaterial.

Auf Grundlage der Zetapotential-Messung an den MNP-Systemen (siehe Abschitt 8.1) wird entschie-
den, fiir den Trennkanal eine Membran aus regenerierter Cellulose (RC, Trenngrenze 10 kDa ~ 1 nm,
Postnova Analytics GmbH ) zu wéhlen. Die negative Ladung der RC fiihrt bei den negativ geladenen
MNP zu einer repulsiven elektrostatischen Wechselwirkung. Dies wirkt der irreversiblen Adhésion
der MNP an der Membran entgegen (vor allem wiahrend des Fokussierungsschritts; siehe Abschnitt
3.5). Ist die repulsive Wechselwirkung zwischen Membran und MNP jedoch zu stark, kann dadurch
die Qualitdt der Trennung negativ beeinflusst werden. Die Zusammensetzung der Tréigerfliissigkeit,
die Konzentration der MNP, das externe Kraftfeld (Querfluss) sowie die Dauer der Fokussierung
(Relaxationszeit) sind daher entscheidende Parameter zur Feinabstimmung der Wechselwirkungsef-
fekte und damit auch des Erfolgs der Trennung [209, 237]. Eine unzureichende Abstimmung kann
sich nachteilig auf die Retentionszeit der Partikel auswirken, da die Partikel entweder das ange-
strebte Konzentrationsprofil im Kanal nicht ausbilden (zu frithe Elution) oder andernfalls an der
Membran haften bleiben (Probenverlust). Diese vier Parameter werden in den nachfolgenden Ab-
schnitten zur Methodenentwicklung variiert. Ein weiterer Einflussparameter — die Kanalstrémung
Vkan — wird nicht gedndert und liegt bei allen Experimenten bei 0.5 mL/min. Geringere Flussraten
wiirden die Analysezeit und die Wahrscheinlichkeit der Wechselwirkung erhéhen. Hohere Flussraten
als 1 mL/min lassen sich mit dieser Anlage nicht erzeugen, da der Kanaldruck sonst zu grof ist.
Auferdem wird eine Kanalh6he von w = 500 pm gewihlt. Da die Retentionszeit tg proportional zu
w? ist (siehe Gleichung (3.13)), fiihrt der hohe Kanal dazu, dass auch die hydrodynamisch kleinen
Partikel der Proben noch einen ausreichenden zeitlichen Abstand zum Leersignal (engl. void peak)
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aufweisen.

Zur Entwicklung einer geeigneten Methode bei der AF* werden sowohl die zeitabhingigen Detek-
torsignale ausgewertet als auch charakteristische Grofen einer Trennung verglichen. Eine solche
Grofe ist die Verweildauer der MNP im Trennkanal. Diese wird durch das Retentionsverhiltnis R
beschrieben, das in Abschnitt 2.3 als das Verhiltnis von Totzeit ¢y und Retentionszeit tr definiert
ist (bzw. durch die zugehdrigen Volumina V = t- Vi ). Fiir das Elugramm der Online-Messung mit-
tels MPS und UV/Vis wird ¢y fiir die Maxima des Messsignals bestimmt. Eine weitere Grofe bzw.

109 yon Trennverfahren ist die Wiederfindungsrate. Sie ergibt

ein entscheidendes Qualitatskriterium
sich aus dem Verhéltnis von injizierter Masse mg und ermittelter Masse m. Die Masse m (Fe) wird
dabei durch Integration des Konzentrationssignals aus dem kalibrierten UV /Vis-Signal bestimmt
(siehe Abschnitt 7.3.3). Zusétzlich erfolgt der Vergleich von injizierter zu detektierter MNP-Menge
mittels Online-MPS. Dazu wird die Probe vor der Trennung mittels MPS im Einzelproben-Modus
gemessen und As o bestimmt (gleiche Menge und Konzentration wie bei der Trennung). Die mittels
Online-MPS detektierte Gesamtmenge bei der Trennung wird durch Integration des Messsignals A3

bestimmt:

Az =

/ AsdVas. (8.1)

Vi

Vmess

Dabei stellt Vieqs das effektive Messvolumen der Flusszelle von 29 puL entsprechend der Detektor-
spezifikationen dar (siehe Tabelle 6.3).

8.2.1 Zusammensetzung des Trigermediums bei der AF*

Die Zusammensetzung des Trigermediums beeinflusst mafgeblich die Wechselwirkungseffekte zwi-
schen den MNP [80] sowie zwischen MNP und Membran wihrend der Trennung [237]. Die Variation
der elektrostatischen Wechselwirkung kann {iber die Ionenkonzentration des Mediums eingestellt
werden (siehe Abschnitt 2.2.10). Zur Kontrolle der Wechselwirkungseffekte kommen aber auch Ten-
sidlosungen in Frage [161]. In dieser Arbeit werden Salzlésungen mit Natriumnitrat (NaNOs), Na-
triumchlorid (NaCl) und Ammoniumnitrat (NH4NO3) sowie Losungen mit dem anionischen Tensid
FL-70® (Fisherbrand®, Fisher Scientific) hergestellt und bei der Trennung getestet. Da die AF*-
Experimente mit einem hohen Zeitaufwand verbunden sind, wird eine Vorabuntersuchung durchge-
fithrt. Durch Berechnungen der Wechselwirkung in Abhéngigkeit der Ionenkonzentration und Offli-
ne-MPS-Messungen kann der Einfluss des Mediums auf die AF* von MNP niherungsweise bestimmt
werden, bevor die AF*-Experimente erfolgen. Dies ist in den folgenden Abschnitten gezeigt.

8.2.1.1 Berechnung der notwendigen Ionenkonzentration

Die Berechnung der Wechselwirkungsenergie in Abhéngigkeit der Ionenkonzentration erfolgt auf
Grundlage der DLVO-Theorie (siehe Abschnitt 2.2.10) unter Beriicksichtigung der elektrostatischen,
sterischen, Van-der-Waals- und magnetischen Dipol-Dipol-Wechselwirkungsenergie. Diese einzel-
nen Energiebeitrige werden fiir die interpartikulire Wechselwirkung zwischen den MNP sowie fiir

1097 wei weitere Kriterien fiir die Evaluation von chromatographischen Trennungen sind die Selektivitit und der
Auflosungsfaktor. Diese geben Auskunft iiber die Leistungsfihigkeit des Verfahrens bei der Trennung von zwei
Komponenten [209].
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122 8.2. AF*-Methodenentwicklung

die Wechselwirkung der MNP mit einer Membran aus RC bilanziert. Die Modellierung erfolgt fiir
die grofse Population von DD (siehe Tabelle 8.1), dessen mittleres magnetisches Moment aus den
M-H-Daten abgeleitet wird: z = Mg § %3. Fiir die Berechnung der Hiillschichtdicke der MNP
werden die Daten aus DLS und TEM herangezogen: dg = (dtem — dzayv) /2

In Abbildung 8.2a ist der Debye-Hiickel-Parameter 1/k als Funktion der Ionenkonzentration cr ge-
zeigt. Dieser Parameter gibt an, wie groft die Ausdehnung der Tonenschicht um ein MNP ist. Es
ist zu erkennen, dass die Ionenschicht durch eine hohere ¢; im Medium deutlich reduziert werden
kann. Die waagerechte Strich-Punkt-Linie markiert dabei den mittleren Partikelabstand von DD,
wenn eine iibliche Eisenkonzentration von c(Fe) = 10 mmol/L bei der AF* injiziert wird. Durch
die Fokussierung steigt die Konzentration um etwa drei Grofenordnungen (siehe Abschnitt 3.5).
Mit der resultierenden Konzentration im Trennkanal kann mithilfe von Gleichung (3.3) das Ein-
heitsvolumen Vgz berechnet werden, das ein MNP belegt. Fiir den mittleren Partikelabstand folgt
dann!1?: (s) = {”/@ — dx. Demzufolge betrégt der mittlere Abstand von MNP aus Magnetit mit
einer Kerngrofse von 48 nm n#iherungsweise 25 nm. Wie in Abbildung 8.2a gezeigt, sollte ¢ des
Trigermediums grofer als 0.6 mmol/L sein, damit sich die Elektronenwolken von zwei MNP nicht
zu stark iiberlappen und die MNP wéihrend der Fokussierung das angestrebte Konzentrationsprofil
schneller erreichen.

Eine hohere Ionenkonzentration fiihrt jedoch zu einer geringeren Energiebarriere der Wechselwir-
kung. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 8.2b fiir den Abstand s der Oberflichen von zwei
Partikelkernen, bzw. in Abbildung 8.2c fiir den Abstand von Partikelkern und Membran gezeigt.
Die Energiebarriere Epp zwischen zwei Partikeln ist bei ¢ &~ 8 mmol/L so gering, dass sie mit hoher
Wahrscheinlichkeit durch FEiy, iberwunden werden kann (siehe Abschnitt 2.2.10). Dariiber hinaus ist

(a) (b) (c)
Ty T T T T T T T T T T T T
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Abbildung 8.2: a) Die Ausdehnung der Ionenschicht um ein MNP wird durch den Debye-Hiickel-
Parameter 1/ reprisentiert. Dieser ist in Abhingigkeit der Ionenkonzentration ¢; aufgetragen. Die
waagerechte Strich-Punkt-Linie markiert den halben mittleren Abstand von zwei MNP (dg = 48 nm,
Magnetit), wenn die Konzentration im Fokussierungsvolumen einen Wert von 10 mol/L erreicht. b)
Verhiltnis von interpartikuldrer Wechselwirkungsenergie Epp und thermischer Energie Ey;, des Systems
in Abhéngigkeit des Abstandes der Oberflichen des Partikelkerns von DD. ¢) Verhéltnis von Partikel-
Membran-Wechselwirkungsenergie Fpy und thermischer Energie Ey, des Systems in Abhéngigkeit des
Abstandes von RC-Membran und Oberfléiche des Partikelkerns von DDL,

H0Dje Berechnung des mittleren Partikelabstands kann auf diesem Wege nur als iiberschligige Abschitzung dienen,
da die Konzentrationsverteilung im Kanal einen exponentiellen Verlauf annimmt. Zudem weisen MNP, abhéngig
von ihrer Grofe, unterschiedliche Konzentrationsverteilungen auf.

H1Weitere Eingangsparameter der Modellierung sind: T = 295 K, e, = 78, ¢ = 8.86 pC/V/m, Axx = 23.2 J von
Magnetit nach [238], Aun = 7.9 J fiir Kohlenwasserstoffe nach [239], Eel, = 10° Pa nach [148], { = —10 mV fiir
RC-Membran nach [240], ¢ = —40 mV fiir DD geméf Tabelle 8.1.
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fiir cf > 8 mmol/L im Bereich der Kontaktebene der MNP-Hiillen die Wechselwirkungsenergie nega-
tiv, da die magnetische Wechselwirkung der MNP-Kerne dominiert. Ab dieser Tonenkonzentration
ist die Wahrscheinlichkeit der Aggregation von MNP deutlich erhéht. Dagegen ist die Energiebarrie-
re der Membran FEpyr generell sehr gering. Ursache dafiir ist das niedrige Zetapotenial von RC. Dies
hat eine geringere elektrostatische Abstoftung der MNP zur Folge. Fiir sehr kleine Absténde s kann
bei hohen Ionenkonzentration c; die Van-der- Waals-Wechselwirkung eine irreversible Adhésion der
MNP an der Membran verursachen.

Aus den Berechungen lisst sich folgern, dass das Trigermedium bei der AF* eine Tonenkonzentra-
tion von ¢ > 0.6 mmol/L aufweisen sollte, damit die Trennung von MNP erfolgen kann. Dabei
sollte beachtet werden, dass MNP bei sehr hohen Konzentrationen ¢; > 8 mmol/L aufgrund der
magnetischen Dipol-Dipol-Wechselwirkung zur Aggregation neigen. Auch die Wahrscheinlichkeit fiir
eine irreversible Adhésion der MNP an der Membran wird bei hohen Ionenkonzentration erhoht.
Durch die Verwendung von anionischen Tensiden konnte der Abstand zwischen Membran und MNP
vergrofert und die Wechselwirkung dadurch reduziert werden.

8.2.1.2 Messung des Aggregationsverhaltens von MNP in unterschiedlichen Triger-
medien mittels MPS und DLS

Um eine Obergrenze der Ionenkonzentration fiir die AF*-Methodenentwicklung experimentell fest-
zulegen, wird das Aggregationsverhalten der MNP in Abhéngigkeit von ¢ mit MPS und DLS im
Einzelproben-Modus untersucht. Dazu werden die MNP-Systeme in unterschiedlichen Salzlésungen
(NH4NO3 und NaNQ3) mit einer Ionenkonzentration ¢ von 0.12 mmol/L bis 1.1 mol /L suspendiert,
wobei die resultierende Eisenkonzentration bei allen Proben bei ¢ (Fe) = 1.6 mmol/L liegt. Nach
5 min werden die Proben mittels MPS (B}, = 25 mT) und DLS gemessen. Die gemessenen Gréfen
(A3, dnyq) werden normiert auf den jeweiligen Messwert in reinem aq. dest. (A3, dhyd,0)-

Abbildung 8.3a zeigt A3/As3 o in Abhingigkeit von ¢1. Darin ist zu erkennen, dass das MPS-Signal
von HK ab ¢ & 5 mmol/L mit zunehmendem ¢; um bis zu 80% stark abnimmt. Fiir RV und DD
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Abbildung 8.3: a) MPS-Messung von HK, DD, RV, EM und FE in aq. dest. mit un-
terschiedlichen Ionenkonzentration (NaNOj3 ausgefiillte Symbole, NH4NOj3 leere Sym-
bole). Das gemessene MPS-Signal A3 wird normiert auf das jeweilige Signal der MNP
in reinem aq. dest. A3 . b) Hydrodynamische Groke dnyq der MNP in Abhéngigkeit
der Tonenkonzentration c; normiert auf dnyq,0 in reinem aq. dest. von HK, DD, RV,
EM und FE. Die eingezeichneten Linien in beiden Abbildungen dienen der besseren
Blickfiihrung und stellen keinen funktionalen Zusammenhang dar.
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setzt diese Signalabnahme erst ab ¢; ~ 50 mmol/L ein. FE und EM zeigen dagegen keine Anderung
von As im Vergleich zum jeweiligen Ausgangszustand. Ein Unterschied zwischen den verwendeten
Salzlosungen (NaNOj3 und NH4NOj3) wird nicht festgestellt.

Auch in der DLS-Messung zeigt sich die starke Abhéngigkeit von ¢r. Die hydrodynamische Grofe
von HK, RV und DD nimmt dabei fiir ¢f > 8 mmol/L um mehrere Gréofenordnungen zu. Fiir EM
und FE kann dagegen keine signifikante Zunahme der Grofe beobachtet werden. Das gemessene Ze-
tapotential zeigt den signifikanten Einfluss der Ionenkonzentration auf das elektrische Potential der
MNP, das mit zunehmendem ¢; kleiner wird (siehe Nebengrafik der Abbildung 8.3b) und dadurch
die Aggregation der MNP begiinstigt (siehe Abschnitt 8.2.1.1).

Diese Untersuchung wird auch in unterschiedlichen Konzentrationen von FL-70® durchgefiihrt. Im
Bereich der untersuchten Volumenanteile von 0.08% bis 3.4% kann weder mit MPS, noch mit DLS
eine Verdnderung der MNP festgestellt werden (siehe Abbildung A.8).

Die experimentellen Ergebnisse bei der Untersuchung des Aggregationsverhaltens von MNP in
Salzlosungen bestitigen die Resultate der Modellierung (sieche Abschnitt 8.2.1.1). Oberhalb von
cr =~ 8 mmol/L erfolgt eine Aggregation von MNP, wenn diese grofe magnetische Momente (HK,
DD, RV) mit grofer Dipol-Dipol-Wechselwirkung aufweisen. Aus diesem Grund wird die Tonenkon-
zentration bei der nachfolgenden AF*-Methodenentwicklung nur im Bereich von ¢; =~ 0.2 mmol/L
bis 8 mmol/L variiert.

Dariiber hinaus erweist sich die MPS-Methode zur Voruntersuchung des Aggregationsverhaltens
von MNP in unterschiedlichen Medien als hilfreich. Zwar ist die Empfindlichkeit der MPS fiir die
Aggregation im Vergleich zur DLS geringer, dafiir konnen jedoch Untersuchungen auch in triiben
Medien durchgefiihrt werden [80, 219]. Fiir diesen Fall sind Lichtstreumethoden in ihrer Leistungs-
fahigkeit beschrankt. Dariiber hinaus ist der Dynamikbereich der MPS-Methode wesentlich grofer,
so dass auch Messungen bei sehr hohen Konzentrationen méglich sind.

8.2.1.3 Einfluss des Trigermediums auf die Trennung von MNP

Die Untersuchung der Wechselwirkung wihrend der Trennung der MNP erfolgt in Tragerfliissigkei-
ten mit unterschiedlichen ITonenkonzentration. Dazu werden NaNO3, NH;NO3 und NaCl verwendet.
Auf Grundlage der vorangegangenen Untersuchungen wird ¢; zwischen 0.03 mmol/L und 8 mmol /L
variiert. Zusétzlich werden Trennungen mit unterschiedlichen Volumenanteilen des Tensids FL-70®
durchgefiihrt (0.005% bis 0.5%). Um die Dauer der Trennung zu reduzieren, wird der Startwert
fiir die Querstrémung V; = 0.9 mL /min im Verlauf der Experimente reduziert. Der zeitabhéngige
Verlauf ist in den jeweiligen Abbildungen dargestellt (z.B. Abbildung 8.4a, oben). Bei den Experi-
menten werden 20.1 pL von DD mit einer Eisenkonzentration von ¢ (Fe) = 12 mmol/L eingesetzt
und iiber einen Zeitraum von tgox = 3 min im Trennkanal fokussiert.

AF# mit unterschiedlichen Salzlésungen

Abbildung 8.4a zeigt den Verlauf der Amplitude A3 sowie der Phase 3 der dritten Harmonischen
des MPS-Signals wihrend der Trennung in Abhiingigkeit vom Elutionsvolumen Vi = t - Viet. Es
ist zu erkennen, dass bei Verwendung von reinem aq. dest. als Trigerfliissigkeit keine Trennung der
MNP erfolgt, d.h. die Elution direkt nach dem Totvolumen V;; = 1 mL stattfindet (siehe graue
Symbole). Erst die Zugabe von NaNO3 zum Triagermedium kann das Retentionsverhalten der MNP
mafgeblich beeinflussen. Fiir ¢ bis 2 mmol/L wird der Abstand zu V) und die maximale Amplitude
As grofer. Fiir ¢; = 8 mmol/L nimmt die maximale Signalamplitude wieder ab. Dariiber hinaus
wird in allen Experimenten ein geringer Anteil von MNP direkt nach dem Totvolumen V; gemessen.
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Auch das Phasensignal 3 wird durch Zugabe von NaNOj beeinflusst. Kleine MNP erzeugen ein
deutlich geringeres MPS-Signal als die ungetrennten Probenanteile bei Vj (siehe Abschnitt 4.2.1).
Daher ist eine Trennung der beiden Anteile besonders wichtig. So ist auch die Uberlagerung der
Verteilungen gering. Bei ¢; = 0.3 mmol/L ist der Einfluss der ungetrennten Anteile noch zu stark,
wodurch der kleinste gemessene Phasenversatz bei |@3|= 2° liegt. Erst bei hoheren Werten von ¢
wird der kleinste mogliche Phasenversatz von 0° gemessen. In aq. dest. erfolgt keine Trennung der
Probenbestandteile, weshalb nur der Wert von ¢3 der Ausgangslosung gemessen wird (vergleiche
Tabelle A.10 im Anhang).

In Abbildung 8.4b (oben) ist der Verlauf der Eisenkonzentration c(Fe) wihrend der Trennung
dargestellt. Wie bei der MPS-Messung zeigt sich auch im Verlauf von ¢ (Fe) eine signifikante Ver-
besserung der Trennung, wenn ¢; erhoht wird. So kann durch die hohere Trennschérfe auch die
bimodale Verteilung der MNP in DD erfolgreich bestitigt werden (siehe Abschnitt 8.1). Besonders
klar ist die Trennung der kleinen Partikelpopulation von dem Anteil der ungetrennten Probe bei Vj
zu erkennen. Wie bei der Online-MPS-Messung zeigt sich die Signalabnahme fiir die Trennung mit
hochster Tonenkonzentration. Dabei wird deutlich, dass sich der Probenverlust im Wesentlichen auf
den zweiten Peak beschrinkt. Dieser enthilt verfahrensbedingt hydrodynamisch grofe Partikel, die
im Trennkanal den geringsten mittleren Abstand [ zur Membran aufweisen. Aufgrund der reduzier-
ten elektrostatischen Stabilisierung durch die hohe Salzkonzentration (siehe Abschnitt 8.2.1.1) ist
eine Adhésion der MNP an der Membran daher wahrscheinlich. Dariiber hinaus ist fiir Trennungen
mit ¢ > 4 mmol/L eine irreversible Erh6hung des Basisliniensignals vom Mehrwinkellichtstreu-
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Abbildung 8.4: a) AF*-Elugramm der Amplitude A3 (oben) und der Phase 3 (un-
ten) aus der Online-MPS-Messung (B, = 25 mT). Die Trennung von DD erfolgt in
unterschiedlichen Verdiinnungen von NaNOjs um den Einfluss der Ionenkonzentrati-
on ¢ auf die AF* zu untersuchen. Die grauen Symbole zeigen das AF*-Elugramm
von DD in reinem aq. dest. ohne weitere Zusédtze. Die gestrichelte Linie markiert das
programmierte Querflussprofil wihrend der Trennung mit einem linearen Abfall nach
Vg = 2 mL. b) AF*-Elugramme der Konzentration (oben) und des Streulichtsignals
bei einem Winkel von g = 154° (unten), die mittels Spektrophotometrie (UV/Vis;
A = 280 nm) und statischer Mehrwinkellichstreuung (MALS; A = 532 nm) gemessen
werden.
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100 Abbildung 8.5: Oben: Wiederfindungs-
rate von MNP nach der AF? in Ab-
héngigkeit der Ionenkonzentration c¢; bei
Verwendung unterschiedlicher Salzlgsun-
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Detektor (MALS-Detektor) bei grofen Streulichtwinkeln zu erkennen. Dies wird auf die Adhésion
von MNP an der Oberfliche der MALS-Flusszelle zuriickgefiihrt!!? (siehe Abbildung 8.4b, unten).
Die Experimente erfolgen durch Zugabe unterschiedlicher Salze (NaNOgs, NaCl, NH4NOj3) zum Tra-
germedium. Die ermittelten Wiederfindungsraten Az ../Azo und m (Fe)_ /m (Fe), sowie Retenti-
onsverhéltnisse Ryy und Ryipg der MPS- und UV /Vis-Detektion sind in Abbildung 8.5 in Abhéngig-
keit der verwendeten Ionenkonzentration dieser Salze dargestellt. Der Abbildung kann entnommen
werden, dass die Trennung der MNP hauptséchlich durch den Anteil der Ionen und nicht durch die
Art der Salzverbindung beeinflusst wird. Die Quantifizierung der detektierten MNP-Menge ergibt,
dass bei ¢; &~ 2 mmol/L der grokte Anteil der applizierten MNP-Menge die Trennséule im Beobach-
tungszeitraum wieder verldsst. Dabei stimmen die mittels Online-MPS und UV /Vis quantifizierten
MNP-Mengen iiberein. Es zeigt sich weiterhin, dass fiir ¢f > 1 mmol/L mit dem verwendeten Quer-
fluss-Programm keine weitere Erhohung der Verweildauer von MNP (bzw. Reduzierung von R) im
Kanal durch Zugabe von Salz moglich ist. Das Retentionsverhéltnis des Maximums vom MPS-Si-
gnal Ryipg entspricht dabei Ryy der zweiten (groferen) Population aus der UV /Vis-Messung (siehe
Abbildung 8.4, unten).

AF% mit unterschiedlichen Tensidlésungen

In Abbildung 8.6a sind A3 und o3 in Abhiingigkeit von Vi, = ¢ - Viet fiir die Trennungen von DD in
FL-70® gezeigt. Die Experimente erfolgen mit dem gleichen Programm fiir V1, wie bei der Trennung
in den Salzlosungen. Bei der geringsten Tensidkonzentration (orange Symbole) ist zu erkennen, dass
grofse Anteile der Probe zusammen mit dem wvoid peak direkt nach dem Totvolumen V{ den Kanal
verlassen. Hohere Konzentrationen cy > 0.02% fiihren indes zu einer deutlich besseren Trennung
der MNP. Dies zeigt sich auch im Phasensignal. Der messbare Bereich von 3 ist fiir ¢,y = 0.2%
am grofsten. Dies spricht fiir eine erfolgreiche Trennung mit hoher Trennschérfe. Durch Zugabe von
Salz erhoht sich die Verweildauer im Kanal zusétzlich (siehe schwarze Symbole).

In Abbildung 8.4b (unten) ist das Retentionsverhéltnis R der MNP in Abhéngigkeit von ¢y gezeigt.
Es ist zu erkennen, dass R mit zunehmender ¢y sinkt und ab etwa 0.2% ein konstantes Niveau von
R = 0.22 erreicht. Dabei stimmen Rypg und Ryvy wie bei der Messung in den Salzlésungen iiberein.

"2Dyrch mehrere Spiilungen der Flusszelle mit konzentrierter Salpetersiure kénnen die MNP aufgelost und der
Ausgangszustand wiederhergestellt werden.
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Durch Zugabe von NaNOg kann R weiter reduziert werden. In Abbildung 8.4b (oben) ist zusétzlich
die Wiederfindungsrate der unterschiedlichen Experimente in Abhéngigkeit von ¢y dargestellt. Der
geringste Probenverlust findet demzufolge zwischen ¢y ~ 0.02% und 0.2% statt und kann auch
durch Zugabe von NaNOj nicht signifikant reduziert werden.
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Abbildung 8.6: a) AF*-Elugramm der Amplitude A3 (oben) und der Phase 3 (un-
ten) aus der Online-MPS-Messung (B, = 25 mT). Die Trennung von DD erfolgt in
unterschiedlichen Verdiinnungen des Tensids FL-70® (farbige Symbole) sowie 0.2%
FL-70® mit 2 mmol/L NaNOj (schwarze Symbole). Die Amplitude A3 (oben) und die
Phase @3 (unten) der dritten Harmonischen werden bei einer Anregungsamplitude von
B, = 25 mT gemessen. Die grauen Symbole zeigen das AF*-Elugramm von DD in rei-
nem aq. dest. ohne weitere Zuséatze. Die gestrichelte Linie markiert das programmierte
Querflussprofil wihrend der Trennung mit einem linearen Abfall nach Vi = 2 mL. b)
Oben: Wiederfindungsrate der MNP ermittelt aus der Online-MPS- (rot) und UV /Vis-
Messung (blau) fiir Trennungen mit unterschiedlichem Volumenanteil von FL-70®.
Unten: Retentionsverhiltnis R beim Maximalwert von Asz (rot) und beim zweiten Ma-
ximum des Konzentrationssignals (blau). Die grau gefiillten Symbole markieren den
Wert fiir FL-70® mit 2 mmol /L, NaNOjs. Die eingezeichneten Linien (rot und blau) in
beiden Abbildungen dienen der besseren Blickfiihrung und stellen keinen funktionalen
Zusammenhang dar.

Die Untersuchung des Einflusses der Tonenkonzentration im Trigermedium auf die Trennqualitit
bestatigt die Ergebnisse aus der Modellierung und der Einzelproben-Messung von MNP. Mithilfe
der Online-MPS-Messung wird bestimmt, dass fiir die AF* von DD die optimale Ionenkonzentra-
tion im Tragermedium bei ¢; = 2 mmol/L liegt. Auch beim Einsatz einer tensidhaltigen Losung
(optimaler Volumenanteil 0.2%) fithrt eine Ionenkonzentration von ¢; = 2 mmol/L zu einer besseren
Trennqualitdt. Diese Kombination der beiden Zusétze wird auch im Hinblick auf den Schutz der
Anlage bevorzugt (z.B. Alterung der Membran, Adhésion von MNP an Oberflichen).

Es kann zusétzlich gezeigt werden, dass die Online-MPS-Messung zu den gleichen Resultaten fiir
die Wiederfindungsrate der MNP fiihrt wie die konventionelle Messung mittels UV /Vis. Die Online-
MPS-Messung eignet sich daher sowohl zur quantitativen Uberpriifung der Trennqualitiit, als auch
zur magnetischen Charakterisierung der MNP.
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128 8.2. AF*-Methodenentwicklung

8.2.2 Dauer der Fokussierung

Wihrend der Fokussierung bildet sich der Gleichgewichtszustand des Konzentrationsprofils der Par-
tikel im Trennkanal aus. Wird die Fokussierung zu frith abgebrochen, ist die Trennung unvollsténdig
und das Elugramm verschmiert. Dagegen kann eine zu lange Fokussierung die Wechselwirkung von
Partikeln und Membran begiinstigen. Bei Tensid-Lésungen konnen sich auferdem Mizellen bilden,
die aufgrund ihrer geringen Grofe schnell eluieren und das Signal kleinerer Partikelpopulationen
iiberlagern.

Der Einfluss der Fokussierung auf die AF* von DD wird fiir Fokussierungszeiten tpox von 3 min bis
13 min mittels Online-MPS untersucht. Bei den Experimenten werden 20.1 pLL von DD mit einer
Eisenkonzentration von c¢(Fe) = 12 mmol/L eingesetzt. Die Trennungen erfolgen in aq. dest. mit
0.2% FL-70® und 2 mmol/L NaNOs3.

—— Abbildung 8.7: AF*-Elugramm der Amplitu-
Coaob = ' ] de A3 (oben) und der Phase ¢3 (unten) aus der
| 005k Online-MPS-Messung (B, = 25 mT). Die Tren-
- 0.00 g nung von DD erfolgt bei unterschiedlichen Fo-
kussierungszeiten tgok. Die Nebengrafik (oben)
zeigt den Bereich des AF*-Elugramms von Aj
zwischen Vg = 0.5 mL und 2.5 mL in 17-fa-
cher Vergrofierung. Die Pfeile zeigen die Ent-
wicklung der Signale mit zunehmender Fokus-

sierungsdauer.
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Durch die Verldngerung von trox kann der void peak deutlich reduziert werden, so dass die MPS-
Amplitude A3 von 0.1 nAm? fiir tpox = 3 min bis auf 0.07 nAm? fiir tpox = 13 min abnimmt. Dieses
Verhalten des MPS-Signals ist in Abbildung 8.7 dargestellt und in der Nebengrafik fiir den Bereich
des Totvolumens Vj entsprechend hervorgehoben. Dariiber hinaus ist dem Phasenverlauf zu ent-
nehmen, dass insbesondere zur Messung kleiner MNP (mit geringer Phase) eine lange Fokussierung
von Vorteil ist. Dies zeigt sich darin, dass der geringste Phasenversatz |ps|= 0° erst ab tpox = 9 min
gemessen wird. Fiir geringere tpok ist das Signal der kleinen MNP noch zu stark vom Anteil unge-
trennter MNP {iberlagert. Die Wiederfindungsrate der Experimente wird mit MPS bestimmt und
liegt bei 86 (2) % (UV/Vis: 82.5(7) %).

Es ist gezeigt worden, dass die Trennung von MNP durch eine ldngere Fokussierungsdauer verbes-
sert wird. Fiir die darauf folgenden Trennungen wird tpox = 9 min gewihlt, da fiir lingere Zeiten
keine signifikante Verbesserung der Trennqualitéit mehr beobachtet wird.

8.2.3 MNP-Konzentration

Die Uberladung des Trennkanals mit MNP kann zu einer verfriihten Elution der Probe fiihren.
Eine Uberladung entsteht, wenn die freie Wegléinge der Partikel so gering ist, dass entweder das
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charakteristische Konzentrationsprofil im Trennkanal nicht ausgebildet werden kann oder die inter-
partikuldre Wechselwirkung zur Aggregation der Partikel fiihrt. Entsprechend Abschnitt 8.2.1.1 sind
diese Effekte besonders fiir MNP mit grofem magnetischen Moment und langreichweitiger Dipol-
Dipol-Wechselwirkung relevant. Dennoch ist eine hohe Konzentration fiir die Trennung wiinschens-
wert, um auch signalschwache MNP (z.B. kleine magnetische Momente) nachweisen zu konnen.
Um den Einfluss der MNP-Konzentration auf die AF* von DD zu untersuchen, werden unter-
schiedliche Konzentrationen von ¢ (Fe) = 1 mmol/L bis 98 mmol/L bei der Trennung eingesetzt
(V = 20.1 pL). Die Trennungen erfolgen in aq. dest. mit 0.2% FL-70® und 2 mmol/L NaNOj und
einer Fokussierungszeit von tpox = 9 min.

Abbildung 8.8 zeigt das Online-MPS-Signal (A3, ¢3) in Abhéngigkeit des Elutionsvolumens fiir die
unterschiedlichen Konzentrationen von DD nach der AF*. Zur besseren Darstellung der konzentra-
tionsabhéngigen Amplitude Az wird diese normiert auf das integrale Detektorsignal As .. Bei der
geringsten Konzentration ¢(Fe) = 1 mmol/L betrégt die Breite des Detektorsignals As bei halber
Hohe 1.7 mL. Bei Verwendung hoherer Konzentrationen ist der gemessene Signalverlauf deutlich
breiter. Bei ¢ (Fe) = 98 mmol/L wird eine Breite von 2 mL bestimmt. Dies ist darauf zuriickzufiih-
ren, dass vor allem hydrodynamisch groffe MNP im Trennkanal das angestrebte Konzentrationsprofil
nicht erreichen und daher zusammen mit den kleineren Partikelgrofen eluieren. Aus diesem Grund
ist auch der Phasenversatz der kleineren Partikelpopulation gréfser als bei der Trennung mit gerin-
geren MNP-Konzentrationen. Dies ist auch in der Nebengrafik von Abbildung 8.8 (oben) fiir das
normierte UV /Vis-Signal zu sehen. Mit zunehmender MNP-Konzentration wird auch das Messsi-
gnal der kleinen Population grofer, wohingegen der Anteil der grofen Population abnimmt (siehe
Pfeile in der Abbildung). Aufgrund der geringen Detektorsignale bis ¢ (Fe) = 4 mmol/L und der
resultierenden hohen Unsicherheit kann die Phase nur in einem geringen Bereich ausgewertet wer-
den. In diesem Bereich wird kein Unterschied zur Phase bei der Trennung mit ¢ (Fe) = 35 mmol/L

festgestellt.
: : : : Abbildung 8.8: AF*-Elugramm der
5 04 120 Amplitude As (oben) und der Phase
X ] c 3 (unten) aus der Online-MPS-Messung
g i _ 177 & (Bp =25 mT). Bei der Trennung werden
<o|’:15 2 3 _EI unterschiedliche Konzentrationen ¢ (Fe)
- = von DD verwendet. Die gestrichelte Linie
< = markiert das programmierte Querfluss-
profil wihrend der Trennung. Die Pfeile
zeigen die Entwicklung der Signale mit zu-
nehmender MNP-Konzentration.
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Fiir das Retentionsverhéltnis wird im untersuchten Bereich von c¢(Fe) insgesamt eine schwache
Abhéngigkeit festgestellt. Auch die Wiederfindungsrate aus der Online-MPS-Messung liegt bei allen
Experimenten bei etwa 90 (2) % (UV/Vis: 91 (2) %).

Die Untersuchung des Einflusses der MNP-Konzentration auf die AF* von DD zeigt, dass fiir den
untersuchten Bereich eine geringere Konzentration zu einer besseren Trennung der MNP fithrt. Um
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eine magnetische Charakterisierung der MNP iiber einen breiten Grofenbereich durchfithren zu
konnen, wird in den weiteren Experimenten eine MNP-Konzentration von 20 mmol/L verwendet.

8.2.4 Querflussrate

Das externe Kraftfeld z&hlt von den untersuchten Parametern (Querflussrate Vl) zu den entschei-
denden Variablen der AF*, da es die Auflésung der Trennung bestimmt und in einem breiten Bereich
sogar wihrend des Experiments geédndert werden kann [160]. Die Retentionszeit tg der MNP kann
bei konstanter Querflussrate V| mit Gleichung (3.13) berechnet werden. Fiir MNP mit einer hydro-
dynamischen Grofe von 20 nm und 60 nm ergibt sich ¢g als Funktion von V|, wie in Abbildung
8.9 dargestellt. Diese sollen die beiden Partikelpopulationen in DD représentieren. Die Verringerung
der bisherige Querflussrate V| = 0.9 mL/min (zu Beginn der Trennung) wiirde demnach zu einer
geringeren Auflosung der zwei Partikelpopulationen in DD fithren. Die Verdopplung von V| lieRe
tg von ca. 100 min auf 150 min ansteigen. Ist die Verweilzeit im Kanal zu lang, steigt die Wahr-

Abbildung 8.9: Modellierter Einfluss der Quer-

125 stromung auf die Retentionszeit tg von MNP
= 100 mit einer Grofe von dnyg = 20 nm (rot) und
€ 5l 60 nm (blau) bei einer Kanalstréomung von Vika, =
:m ol 0.5 mL/min. Die grauen gestrichelten Linien mar-

kieren die bei den Experimenten verwendeten Quer-
flussraten. Weitere Annahmen: 77 = 300 K, n =

b0 05 1o 15 20 1 Pas, w= 500 pm.

V, / (mL/min)

scheinlichkeit, dass Partikel an der Membran haften bleiben. Ist V| zu niedrig, so ist der Abstand
der kleinen Partikelpopulation zum wvoid peak bei V zu klein. Um die Trennung in einem Zeitraum
unter einer Stunde durchfiihren zu kénnen, wird ein Querflussprogramm 1 (t) mit linearem Abfall
gewihlt (0.056 mL/min?). Fiir die Untersuchung des Einflusses von V| (t) auf die Trennung von DD
werden unterschiedliche Startwerte fiir V| festgelegt: 0.6 mL/min, 0.9 mL/min und 1.2 mL/min.
Abbildung 8.10 zeigt das Online-MPS-Signal (A3, ¢3) in Abhéngigkeit des Elutionsvolumens fiir die
unterschiedlichen V| -Raten bei der AF* von DD. Es ist zu erkennen, dass die Elution der MNP mit
zunehmendem V| zeitlich verzogert stattfindet. Auch die Phase 3 der kleinen PartikelgroRen zeigt
keine Veréinderung bei kleinen V. Dennoch ist das Detektorsignal (As) noch nicht abgeklungen,
wenn der Querfluss das Minimum erreicht. Nach Abschalten des Querflusses ist stets ein weiterer,
deutlich kleinerer Signalanstieg zu beobachten. Bei unvollstindiger Trennung kommt es zur Uber-
lagerung beider Signale, die auch mit einer Zunahme der Phase einhergehen. Als Ursache fiir den
zweiten Peak wird vermutet, dass sich nach Abschalten des Querflusses Probenbestandteile von der
Membran 16sen, an der sie wihrend der Trennung hafteten''®. Eine Abnahme der Wiederfindungs-
rate wird jedoch nicht festgestellt. Sie liegt bei den Experimenten im Bereich von 88.8 (8) %.

Fiir die abschliefende Untersuchung von RV, DD, FE und HK wird eine Querflussrate von Vi =
0.9 mL/min als Startwert gew&hlt, da somit ein deutlicher Abstand zum woid peak bei V, ge-
geben ist. Fiir die Trennung wird ein Querflussprogramm mit einem linearen Gradienten von
0.025 mL/ min? verwendet. Dieser ist deutlich schwiicher als bei den vorangegangenen Experimenten

13Dje Membran wird durch den Querfluss auf die pordse Fritte der Kanalunterseite gepresst. Das Abschalten des
Querflusses kann dazu fiithren, dass sich die Membran leicht von der Fritte 16st. Diese Bewegung kann wiederum
dazu fiithren, dass sich gebundene Probenbestandteile von der Membran lésen.
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Abbildung 8.10: AF*Elugramm der

2'5- -3¢ ' — -2'5 Amplitude A3 (oben) und der Phase
. 20r f_ﬁ,\; :Lég § J' 202 3 (unten) aus der Online-MPS-Messung
=T o ==l15 E (Bp = 25 mT). Bei der Trennung von
g oo e, 1 —E‘ DD werden unterschiedliche Querfluss-
= 10 _'ff»f\}‘.\;’/' \: > '_1'0 = raten V| verwendet (rechte Ordinate,
< o5 ',;/?ib\'\ 10.5.> oben-). D.i(? gestrichelten Linienumarkieren
- AR ] das jeweilige Querflussprofil wihrend der
Trennung. In der Nebengrafik ist zusétz-
lich das UV/Vis-Signal in Abhéngigkeit
des Elutionsvolumens Vg gezeigt (oben).

<

(vorher: 0.056 mL/ minz). Damit ist gewéhrleistet, dass die Elution der Probe ohne Storsignale durch
Abschalten des Querflusses abgeschlossen werden kann. Die Trennung von EM erfolgt aufgrund der
deutlich grokeren hydrodynamischen Grofe (siehe Tabelle 8.1) mit einem geringeren Startwert von
V) = 0.6 mL/min und einem schwicheren Gradienten von 0.015 mL/min?.

8.2.5 Reproduzierbarkeit der AF*-MPS-Kopplung

Die Ergebnisse aus Abschnitt 8.2.1 bis 8.2.4 zeigen, dass die AF* empfindlich auf unterschiedliche
Parameter (Medium, Konzentration, Flussbedingungen) reagiert. An dieser Stelle soll die Frage
der Reproduzierbarkeit der Kopplungsmethode untersucht werden. Zu diesem Zweck werden fiinf
aufeinanderfolgende Trennungen von DD durchgefiihrt und die Unsicherheit der Amplitude und der
Phase bestimmt (Vertrauensniveau P = 90%).

Abbildung 8.11 zeigt die Mittelwerte von As und 3 in Abhéngigkeit des Elutionsvolumens Vi nach
der AF* von DD (rote Kreise). Zusitzlich sind die relativen Unsicherheiten uye jeweils dargestellt

Abbildung 8.11: AF*Elugramm der
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(blaue Quadrate). Es ist zu erkennen, dass uye (Ag) im Bereich des Peakmaximums minimal ist.
Die Unsicherheit der Phase ist erst bei groferen MNP (Elution zu einem spéteren Zeitpunkt) am
geringsten. Die Unsicherheit des integralen Detektorsignals liegt unter 3% und belegt die hohe
Reproduzierbarkeit des Verfahrens.

8.3 Charakterisierung unterschiedlicher MNP-Systeme mittels AF4

Eine Fraktionierung von RV, DD, HK, EM und FE mit dem erweiterten AF*-Multidetektor-System
ist schliefslich dadurch gelungen, dass die Trennparameter auf Basis der vorangegangenen Methoden-
entwicklung festgelegt worden sind. Dazu werden die Proben zunéchst auf eine Fisenkonzentration
von 20 mmol/L im Trigermedium (FL-70® 0.2% mit 2 mmol /L. NaNO3) verdiinnt. Bei der Tren-
nung wird ein Probenvolumen von 20.1 pL in den Trennkanal injiziert. Das verwendete Querflusspro-
fil VJ_J ist in Abbildung 8.12 gezeigt (Startwert: 0.9 mL/min, Gradient: 0.025 mL/min?). Fiir EM
wird ein schwiicheres Querflussprogramm V| 5 (Startwert: 0.6 mL/min, Gradient: 0.015 mL/min?)
aufgrund der breiteren Verteilung und den groferen hydrodynamischen Durchmessern gewihlt. Zeit-
gleich zur Trennung werden die Detektorsignale von UV /Vis, MALS, MPS und DLS aufgezeichnet
und ausgewertet. Der charakteristische Verlauf der normierten Detektorsignale ist in Abbildung
8.12 zusammen mit dem verwendeten Querflussprofil (graue Linie) exemplarisch fiir die Trennung
von DD dargestellt. Aufgrund der unterschiedlichen Empfindlichkeit der jeweiligen Detektoren fiir
bestimmte Eigenschaften der MNP (Grofe, Konzentration, magnetisches Moment etc.) sind unter-
schiedliche Intensitdtsverteilungen zu erkennen. Die Bestimmung der MNP-Grofse erfolgt schliefslich
aus den DLS- und MALS-Signalen (siehe dazu Abschnitte 3.2.2 und 3.2.1). Dagegen kann aus dem
UV /Vis-Signal nach Kalibrierung (siehe Abschnitt 7.3.3) die Eisenkonzentration abgeleitet werden.
Fiir die Bestimmung des magnetischen Verhaltens der MNP werden A3, A5/ A3 sowie 3 des Online-
MPS-Signals ausgewertet.

L L Abbildung 8.12: AF*-Elugramme der

oal - pe” Geonm log —~ normierten Detektor-Rohsignale (MPS:

. I —bls  (g173) = schwarz; UV /Vis: griin; DLS: rot; MALS:

S 03 O MALS (67929 0.6 % blau gepunktet) bei der Trennung von

C\U 0.2 I ] oa E RV. Die Querflussrate (graue gestrichelte

- | D~ Linie) wird von anfinglichen 0.8 mL/min

0.1 0.2 - S' ab Vg = 3 mL linear mit einem Gradien-
ool 1 ten von 0.025 mL/min” reduziert.

8.3.1 Online-GréRenbestimmung wihrend der AF*4

Bei allen durchgefiihrten Fraktionierungen ist ein linearer Anstieg der hydrodynamischen Gréfse dyyq
mit dem Elutionsvolumen Vj festzustellen (siehe Abbildung 8.13a). Der Volumenanteil von MNP
der eluierenden Gréfsenfraktionen ist dabei sehr unterschiedlich fiir die jeweiligen MNP-Systeme.
Durch Auftragen der gemessenen Eisenkonzentration c (Fe) gegen dpnyq kann die volumengewichtete
Verteilung der hydrodynamischen Gréfsen dargestellt werden. Diese wird mit einer logarithmischen
Normalverteilung (Gleichung (2.18)) angepasst, um die mittlere hydrodynamische Grofe und Brei-
te der Verteilung fiir jedes MNP-System zu ermitteln. Die Resultate der Kurvenanpassung sind in
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Tabelle 8.2 festgehalten. Durch die Kopplung von AF* und DLS ist es moglich fiir DD und RV eine
bimodale Verteilung von djyq messtechnisch zu erfassen. Im Gegensatz dazu kann diese Verteilung
durch die DLS-Messung an der ungetrennten MNP-Probe nicht aufgedeckt werden (siehe Abschnitt
8.1). Dies liegt daran, dass das DLS-Signal proportional zur sechsten Potenz von dyyq ist und ein
MNP der groften Population etwa die gleiche Signalintensitit aufweist wie 500 MNP der kleinen
Population (siehe Abschnitt 3.2.2). Die hydrodynamisch kleinen MNP sind mit einem Volumenan-
teil von 59% in DD enthalten; fiir RV werden 54% ermittelt. Die magnetische Messung mittels M-H
an der ungetrennten Probe (siehe Abschnitt 8.1) ergibt interessanterweise einen Anteil der kleinen
Population, der um 10% grofer ist (71% fiir DD, 64% fiir RV). Dies legt die Vermutung nahe,

(a)

140

120k 100
75

< isotrop

100

50

80 -

N

o

AY
\

T

60 ©

dhyd / nm
o

40 -

20

- —Fe

c —HK |
> _Em
= DD
=

~ R_V 4
~ ---Fit

(5]

LL

- ]
(&)

40 60 80
dK/ nm

Abbildung 8.13: a) Hydrodynamische Grofe dnyq in Abhéngigkeit des Eluti-
onsvolumens Vi wiihrend der AF* von RV (graue Sterne), DD (rote Quadrate),
HK (blaue Kreise), FE (griine Dreiecke) sowie EM (orange Rauten). Fiir die
Messung wird der Online-DLS-Detektor verwendet. Zwischen dyyq und Vg wird
fiir die verwendeten Querflussprogramme VJ_’l und VJ_’Q ein linearer Zusammen-
hang festgestellt (schwarze Linien). Nebengrafik: Zusammenhang von dpya und
der Kerngrofe dk aus der Online-MALS-Detektion. Die durchgezogene Linie mar-
kiert den Verlauf fiir diyq = di; die gestrichelte Linie gilt fiir die Annahme einer
Hiillschichtdicke von dg = 8.5 nm. Im grau markierten Bereich kann keine Gro-
flenbestimmung mittels MALS erfolgen, da MNP unter 20 nm isotrop streuen.
Gemessene Eisenkonzentration c (Fe) in Abhéngigkeit von dnyq (b) sowie von dk
(c) aus der Online-Detektion mittels UV /Vis und DLS bzw. MALS. Durch die
Anpassung der Messdaten mit logarithmischen Normalverteilungen (schwarze ge-
strichelte Linien) werden die Grofenverteilungsparameter ermittelt (siehe Tabelle
8.2). Im grau markierten Bereich in (c) kann keine Grofenbestimmung mittels
MALS erfolgen (isotrope Streuung).
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Tabelle 8.2: Ergebnisse der Charakterisierung von RV,
EM, FE, DD und HK nach der AF*. Durch Auftragen der
Eisenkonzentration (aus UV /Vis) als Funktion der hydro-
dynamischen Grofe (aus DLS) sowie der Kerngrofe (aus
MALS) wird die Grokenverteilung der MNP bestimmt. Da-
bei entsprechen Ehyd und dx den mittleren Durchmessern
der volumengewichteten Verteilung.

ID dhya Ohyd Bhyd dx oK
nm % nm

DD | 15.3(4) 041(3) 594

42(1)  0.32(2) 406 | 247(1) 0.62(4)
RV | 150(4) 040(3) 538

42(1)  0.31(2) 462 | 265(7) 0.54(3)
HK | 44.5(3) 0.277(7) 100 | 26.3(3) 0.28(1)
EM | 38(1) 091(3) 100 | 24(7) 1.4(2)
FE | 18.4(2) 0.306(8) 100

dass in der hydrodynamisch grofsen Population noch immer MNP enthalten sind, die ein kleine-
res effektives magnetisches Moment aufweisen, welches nur durch Projektion auf eine geometrische
Grofe (= Mg w/6 d%{’m) einen kleineren Durchmesser di i vorgibt. Die hydrodynamische Grofen-
verteilung aller weiteren MNP-Systeme kann durch Anpassung mit einer monomodalen Verteilung
beschrieben werden. Fiir HK bestétigt sich dadurch die schmale hydrodynamische Grofenvertei-
lung, die bereits fiir die Ausgangslosung ermittelt worden ist (siehe Abschnitt 8.1). Im Hinblick auf
die bimodale magnetische Verteilung der HK-Partikel in der Ausgangslésung ist davon auszugehen,
dass auch die Fraktionen von HK sowohl grofte, als auch kleine effektive magnetische Momente
enthalten (dies konnte im spéteren Abschnitt 8.5 belegt werden). Bei der Untersuchung von EM
wird die breiteste Verteilung von dyyq festgestellt, ohne dass eine scharfe Trennung verschiedener
Populationen moglich ist.

Neben der hydrodynamischen Grofe wird auch die Grofe des Partikelkerns di der Proben wih-
rend der Trennung bestimmt. Dazu werden die winkelabhéngigen Streulichtintensitdten des MALS-
Detektors mit dem Mie-Modell angepasst (siehe Abschnitt A.4.1 im Anhang). Durch Auftragen
der Kerngrofe dk gegen die hydrodynamische Grofe dyyq kann die Dicke der Hiillschicht oy der
MNP bestimmt werden. In Abbildung 8.13b ist der Zusammenhang beider Grofen gezeigt. Da ein
nahezu linearer Zusammenhang zwischen dyyq und di besteht, kann eine einheitliche Hiillschicht-
dicke 0y = 8.5 nm fiir MNP mit dx > 20 nm ermittelt werden (siehe gestrichelte Linie in der
Nebengrafik von Abbildung 8.13). Die senkrechte gepunktete Linie zeigt die Grenze fiir die Bestim-
mung der Kerngrofe mit dem MALS-Detektor. Unter dx = 20 nm verhalten sich die MNP nahezu
wie isotrope Streuer, so dass die winkelabhéngige Streulichtintensitit zur Grofsenbestimmung nicht
mehr herangezogen werden kann'!'* (siehe Abschnitt 2.2.8). Auch fiir die Kerngrofen werden die
Parameter der Grofenverteilung durch Auftragen der Eisenkonzentration gegen dx und Anpassung
einer logarithmischen Normalverteilung ermittelt (siche Abbildung 8.13). Da dk von FE vermutlich
kleiner als 20 nm ist (sieche TEM-Aufnahmen in Abbildung 8.1a), kann fiir dieses MNP-System
keine Grofenbestimmung durchgefithrt werden. Fiir die mittlere volumengewichtete Kerngrofe di
der anderen Systeme ergibt sich dagegen ein Durchmesser von ca. 25 nm. Dabei ist die Verteilung
der Kerngrofen von HK mit og = 0.28 am geringsten. Die kleine Population von RV und DD kann,

"4Eine Mdoglichkeit, noch kleinere Partikelgrofen zu bestimmen, kann iiber die Molarmassenbestimmung erfolgen
(siehe Abschnitt 2.2.8).
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aufgrund der begrenzten Empfindlichkeit der MALS fiir dx < 20 nm, nicht gefunden werden.
Die Zusammenfassung der ermittelten Gréfenverteilungen ist in Tabelle 8.2 gezeigt.

8.3.2 Online-MPS-Messung wihrend der AF*

Die magnetische Charakterisierung mittels Online-MPS erfolgt bei drei unterschiedlichen Anre-
gungsamplituden (B, =5 mT, B, = 10 mT und B, = 25 mT) in wiederkehrender Reihenfolge. Da
zu jedem Messzeitpunkt die hydrodynamische Grofe dnyq der MNP aus der Online-DLS-Messung
bekannt ist, werden die MPS-Signale als Funktion von dyyq aufgetragen. Fiir die Darstellungen in
Abbildung 8.14 wird zusétzlich von einer konstanten Hiillschichtdicke dp = 8.5 nm ausgegangen
(siehe dazu Abbildung 8.13b). Unter dieser Voraussetzung ist es moglich, die Kerngrofe zusétz-
lich als obere Abszissenachse aufzutragen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die Bestimmung der
Hiillschichtdicke nur fiir den Bereich von dx > 20 nm valide ist. Die charakteristischen MPS-Signal-
parameter (Amplitude A%, Phase ¢3, Amplitudenverhiltnis As/Aj3) sind in Abbildung 8.14a-c fiir
die unterschiedlichen MNP-Systeme bei B}, = 25 mT gezeigt. Da FE eine schmale Grofenverteilung
im Bereich kleiner MNP-Durchmesser aufweist, konnen nur wenige Signale iiber der NG erfasst und
zur Auswertung mittels MPS herangezogen werden. Im GroRenbereich iiber der NG (dnyg = 18 nm
bis 25 nm) ist fiir FE der gleiche Verlauf der MPS-Signalparameter zu beobachten wie bei EM.
Die MNP in EM koénnen dagegen trotz sehr schwacher Signalamplituden A3 bis zu einer Grofe von
dnya ~ 200 nm nachgewiesen werden. Dabei ist ein schwacher kontinuierlicher Anstieg von A3 mit
zunehmender Grofe zu erkennen. Die Phase o3 dndert sich dagegen kaum (|p3|= 8°). Im Vergleich
mit den anderen MNP-Systemen sind die Anderungen der MPS-Signale von EM mit der Groke
daher sehr gering. Einen deutlich stdrkeren Einfluss von dyyq bzw. dk auf das MPS-Signal wird bei
HK, RV und DD beobachtet. Im Bereich kleiner MNP wird ein steiler linearer Anstieg von A3 und
As/As gemessen, sodass fiir dnyqg = 18 nm bis 38 nm die Amplitude A3 um eine Gréfenordnung
zunimmt. Bei einer Grofe von dhyq =~ 38 nm (bzw. bei dx ~ 21 nm) erreichen A5 und As/A3
ein Maximum und nehmen anschliefend wieder geringfiigig ab. Im Gegensatz dazu wird @3 mit
zunehmender MNP-Groéfe kontinuierlich kleiner. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die magnetischen
Momente der grofen MNP der Anregung schlechter folgen kénnen. Der grofite Phasenversatz von
|ps|= 51.7° wird dabei fiir HK gemessen.

Besonders interessant ist der Unterschied der MPS-Signale von DD und RV bei groferen MNP-
Durchmessern. Denn obwohl fiir Kern- und hydrodynamische Grofse keine signifikanten Unterschie-
de mittels DLS und MALS festgestellt werden kénnen, zeigen beide Systeme im MPS ein unter-
schiedliches magnetisches Verhalten ab dx ~ 20 nm. So zeichnet sich das MPS-Signal der grofen
Population von DD durch ein flacheres Spektrum (hoheres As/As-Verhéltnis) und hohere Signal-
amplituden A3 aus. Die ermittelte Abweichung beider Signalparameter fiir DD und RV betrégt
bis zu 12%. Hervorzuheben ist auch das Phasensignal, das fiir DD iiber alle Grofenklassen hinweg
einen geringeren Versatz dp3 als bei RV zeigt und damit noch empfindlicher das unterschiedliche
magnetische Verhalten beider MNP-Systeme abbildet.

In Abbildung 8.14d-f sind zusétzlich die MPS-Signalparameter von HK in Abhéngigkeit der Grofke
fiir Anregungsamplituden B, von 5 mT, 10 mT und 25 mT gezeigt, die nacheinander in wieder-
kehrender Reihenfolge wihrend der Trennung aufgezeichnet werden. Es ist zu erkennen, dass mit
abnehmender Anregungsamplitude auch die charakteristischen Maxima von A} und A5/ A3 bei etwa
dnyq = 38 nm kleiner werden. Bei einer Anregung mit B, = 5 mT ist kein Unterschied fiir A3 und
As /A mehr festzustellen, wenn dyyq grofer als 40 nm ist. Interessanterweise wird trotz nahezu kon-
stanter Amplitudenwerte ab dpyq > 50 nm dennoch eine signifikante Abnahme von 3 festgestellt.
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Abbildung 8.14: Darstellung der Messdaten aus der Online-MPS-Messung withrend der AF* in Ab-
héngigkeit der hydrodynamischen Grofe der Fraktionen von DD (rote Quadrate), RV (graue Sterne),
HK (blaue Kreise), EM (orange Rauten) und FE (griine Dreiecke). Die obere Abszissenachse zeigt den
Kerndurchmesser dk, wenn eine konstante Hiillschichtdicke von §ip = 8.5 nm angenommen wird. Fiir die
Auswertung der MPS-Signale werden die Amplitude A% (a, d) und Phase @3 (c, f) der dritten Harmo-
nischen sowie das Verhiltnis A5/ A3 (b, e) aus den gemessenen Online-Daten extrahiert. Die schwarzen
durchgezogenen Linien zeigen die Resultate der Modellierung des MPS-Signals in Abhéngigkeit von dgk
und dyyq mithilfe des erweiterten Debye-Modells fiir unterschiedliche Werte der Sattigungsmagnetisie-
rung Ms (Anisotropiekonstante K = 4 kJ/m®). In den oberen Darstellungen a-c sind die MPS-Daten
aller MNP-Systeme fiir eine Anregungsamplitude von By, = 25 mT gezeigt. In d-f sind die MPS-Signale
von HK fiir unterschiedliche B, abgebildet (5 mT: rot; 10 mT: griin; 25 mT: blau).

Die unterschiedlichen Signalverldufe bei der Messung mit unterschiedlichen B, verdeutlichen den
zusétzlichen Informationsgewinn, der dadurch moglich ist. Aufgrund der kurzen Messzeit kénnen
Messungen bei unterschiedlichen B}, in einem Experiment durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus
zeigt sich, dass die Sensitivitét auch bei der geringsten Anregungsamplitude B, = 5 mT noch hoch
genug ist, um den Grofiteil der MNP nach der Trennung zu messen.

Vergleich mit der Modellierung

Der Zusammenhang des MPS-Signals von RV, HK und DD mit der Gréfte kann qualitativ durch das
erweiterte Debye-Modell beschrieben werden (siehe Abschnitt 4.2.1). Zur Veranschaulichung werden
die MPS-Signale in Abhéngigkeit der Grofse modelliert. Dabei gehen die ermittelten Strukturpara-
meter der MNP (dk und dhyq) unter Annahme einer schmalen Gréfenverteilung (ox = 0.2) und
einer Anisotropiekonstanten von K = 4 kJ/ m? in die Modellierung ein. Dieser Schétzwert fiir K
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wird in einer anderen Arbeit mittels Magnetorelaxometrie-Messungen an RV-Fraktionen ermittelt
[40]. Der Wert der Séttigungsmagnetisierung Mg wird in der Modellierung variiert. In Abbildung
8.14a-c sind die Ergebnisse fir Mg = 50 kA/m bis 350 kA /m dargestellt (schwarze Linien). In
der Darstellung wird deutlich, dass auch bei der Modellierung das Maximum von Az und As/As
bei etwa dg = 20 nm liegt. Allerdings ist ebenso offensichtlich, dass der genaue Zusammenhang
zwischen MNP-Grofe und den gemessenen Signalen bei Annahme konstanter Werte fiir K und Mg
durch das Modell nicht abgebildet werden kann. Dabei kénnen die Abweichungen bei kleinen MNP-
Grofken daraus resultieren, dass die Dicke der Hiillschicht g fiir diesen Bereich nicht messtechnisch
belegt werden kann, sondern nur aus den DLS- und MALS-Messdaten fiir dx > 20 nm abgeleitet
wird (siehe Abschnitt 8.3.1). Bei Fraktionierungen von RV mit einem Online-Rontgenstreudetek-
tor wird eine Abnahme der Hiillschichtdicke bei kleineren MNP-Gréfen gefunden [37]. Zusétzlich
wird eine niherungsweise Ubereinstimmung von modellierten und gemessenen Signalen erst bei der
Annahme sehr geringer Werte fiir Mg moglich; d.h. das magnetische Moment der MNP ist kleiner,

uy

6
erst die Annahme eines fiinffach geringeren Wertes von Mg im Vergleich zum Ausgangszustand

als aus dem Zusammenhang p = Mg d:f’( abgeleitet werden kann. Insbesondere bei EM wiirde
(siehe Tabelle 8.1) zu dhnlichen Signalamplituden von Modellierung und Messung fithren. Ursa-
che fiir diese Beobachtungen kann die in Abschnitt 8.1 erwdhnte Struktur von Multikern-Partikeln
sein. Durch die Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen den Einzelkernen kann das effektive magne-
tische Moment eines Multikerns kleiner sein, als es das Gesamtvolumen an magnetischen Kernen
verspricht. Dies wiirde insbesondere die geringe Phase 3 bei EM erkldren. Mithilfe von Gleichung
(2.20) kann das effektive magnetische Moment eines Multikern-Partikels berechnet werden, wenn die
Dipol-Dipol-Wechselwirkung der Einzelkerne dominiert. Fiir eine Fraktion von EM mit dx = 30 nm
(aus MALS) und dem Einzelkerndurchmesser drgy = 6.7 nm (siehe Tabelle 8.1) wire das magne-
tische Moment etwa eine Grofenordnung kleiner als fiir ein homogen magnetisierten magnetischen
Partikel des gleichen Volumens. Bei RV, DD und HK, fiir die ebenfalls Multikern-Partikel in der
Eingangsuntersuchung gefunden worden sind (siehe Abschnitt 8.1), wiirde diese Berechnung zu einer
deutlichen Unterschidtzung des magnetischen Moments fiithren. Dies erkldrt sich aus der kompakten
Struktur der Multikern-Partikel in diesen Proben, die in Abschnitt 8.1 festgestellt worden ist. Uber
den direkten Kontakt der Einzelkerne kann die Austauschwechselwirkung eine Parallelstellung der
benachbarten Momente erzeugen.

8.3.3 Zusammenfassung der AF*-MPS-Kopplung zur Charakterisierung von
MNP

Durch die Online-MPS-Messung wihrend der AF*-Grofentrennung wird gezeigt, dass die dyna-
misch-magnetischen Eigenschaften nichtlinear mit der Kern- und hydrodynamischen Grofe von
MNP zusammenhéngen. Dariiber hinaus werden fiir die untersuchten MNP-Systeme signifikante
Unterschiede der Grofenabhingigkeit des MPS-Signals festgestellt. Diese Unterschiede lassen sich
nur qualitativ mit dem haufig verwendeten Debye-Modell beschreiben. Demzufolge reicht die Mes-
sung von Kern- und hydrodynamischer Grofe allein nicht aus, um valide Aussagen iiber das magne-
tische Verhalten der MNP-Fraktionen zu treffen. Es wird jedoch bestétigt, dass MNP nur in einem
schmalen Grofenbereich hohe MPS-Signale aufweisen. Eine Grofenzunahme allein fiithrt also nicht
a priori zu einem hoheren Signal.

Im Hinblick auf die Eignung einer bestimmten Grofenklasse fiir die MPI-Bildgebung kann fiir HK,
DD und RV eine optimale Grofe bei ca. dpyqg = 38 nm festgestellt werden. Bei der Verwendung
geringerer Anregungsamplituden ist der optimale Durchmesser etwas grofer. Dariiber hinaus kann
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138 8.4. DMT-Methodenentwicklung

fiir DD und RV geschlussfolgert werden, dass iiber die Hélfte der enthaltenen MNP (kleine Popu-
lation) keinen signifikanten Beitrag zum Gesamtsignal der Probe liefern. Fiir eine spétere Offline-
Charakterisierung in Abschnitt 8.6 wird daher eine Fraktion aus der grofsen Population gewahlt.
Diese entspricht dem Elutionsvolumen Vg von 5.2 mL bis 5.5 mL.

Die Online-MPS-Messung liefert demnach wertvolle Erkenntnisse zur Bestimmung von magnetisch-
en Eigenschaften der MNP wihrend der chromatographischen Trennung. Dariiber hinaus kann das
neue Kopplungsverfahren zum besseren Verstéindnis des Zusammenhangs zwischen Struktur und
magnetischen Eigenschaften der MNP beitragen bzw. Datensétze liefern, die eine Validierung von
Modellen zur Beschreibung der dynamisch-magnetischen Wechselfeldsuszeptibilitdt ermdglichen.

8.4 DMT-Methodenentwicklung zur Charakterisierung von MNP
mittels Online-MPS

Fiir die im Folgenden beschriebene Methodenentwicklung der DMT liefern die Resultate der AF*-
MPS-Kopplung wertvolle Informationen zur Vorauswahl geeigneter MNP. Jene Fraktionen mit den
héchsten MPS-Signalamplituden sind zu einem grofen Anteil in den Proben DD, RV und HK ent-
halten. Die Untersuchung der Grofsenverteilung von RV und DD hat zudem ergeben, dass auch in der
grofen Population dieser MNP-Systeme noch immer ein signifikanter Anteil von MNP mit kleinem
magnetischem Moment enthalten ist. Die DMT besitzt daher das Potential, das MPS-Signal von
RV und DD noch weiter zu verbessern, da sie nur grofe magnetische Momente mit hoher Rotations-
frequenz anspricht. Dariiber hinaus kann durch die AF*-Experimente die schmale Gréfenverteilung
der MNP in HK bestétigt werden. Es wird dariiber hinaus geschlussfolgert, dass die Fraktionen mit
hoher MPS-Signalamplitude trotz gleicher hydrodynamischer Grofe unterschiedlich grofe magneti-
sche Momente enthalten. Bei der Methodenentwicklung und Demonstration der Leistungsfihigkeit
der DMT werden daher DD und HK eingesetzt.

Die Trennung mit magnetischen Feldgradienten ist selektiv fiir die Grofe des magnetischen Mo-
ments, das mafgeblich an der MPS-Signalentstehung beteiligt ist. Doch im Hinblick auf hohe Si-
gnalamplituden miissen die grofen magnetischen Momente auch in der Lage sein, der Oszillation
des Anregungsfeldes bei der Messung zu folgen. Die Verwendung von oszillierenden Feldgradienten
ermoglicht es daher, die Trennung sowohl nach dem magnetischen Moment, als auch nach der mag-
netischen Rotationsfrequenz der MNP durchfiihren zu konnen. Dazu wird das in Abschnitt 7.4.2
beschriebene DMT-Modul verwendet. Dieses besteht aus dem Feldgenerator und einer chromato-
graphischen Trennsdule. Durch mikrometergrofte Beads in der Sdule wird das externe Anregungsfeld
Bex im Inneren der Trennsiule lokal konzentriert, wodurch die notwendigen Feldgradienten fiir die
DMT entstehen. Die Anregung ist dabei bei einer Frequenz von fpyr = 486 kHz erfolgt. Die MNP

werden bei den Experimenten als Bolus!!®

mit einem Volumen von V' = 40.87 pL bei einer Flussrate
von V = 100 pL /min durch die Trennséule geleitet. Aufgrund der speziellen Zusammensetzung der
Tréagerfliissigkeit und der Eintriibung durch CDX (siehe Abschnitt 7.4.2.3) wird die Charakterisie-
rung der MNP mit Lichtstreumethoden erschwert. Da die MPS-Signale auch durch triibe Medien
nicht beeinflusst werden, kann die verfahrenstechnische Methodenentwicklung und Charakterisie-
rung des DMT-Verfahrens mittels Online-MPS erfolgen. Die Detektion mittels Online-MPS erfolgt

mit einer Anregungsamplitude von B, = 25 mT.

"5Bine Fokussierung wie bei der AF* findet bei der chromatographischen Trennung mit Siulen nicht statt. Es wird
stattdessen ein moglichst rechteckformiger Probenimpuls (Bolus) auf die Trennsdule gegeben.
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8.4.1 Charakterisierung der DMT-Siule

Zunéchst wird die Charakterisierung der DMT-Saule im Betrieb ohne die Verwendung eines exter-
nen Anregungsfeldes durchgefiihrt, um das Elutionsverhalten von MNP (¢ (Fe)) zu untersuchen, die
durch das externe Magnetfeld nicht zuriickgehalten werden. Die Elution erfolgt daher ohne Anlegen
eines magnetischen Magnetfeldes.

Abbildung 8.15 zeigt die Mittelwerte der MPS-Signalparameter (As, A5/ As und ¢3) von fiinf aufein-
anderfolgenden Durchldufen (rote Kreise) in Abhéngigkeit des Elutionsvolumens Vg. Zusétzlich sind
die relativen Unsicherheiten wue gezeigt (blaue Quadrate). Zunéchst wird anhand des Elugramms
von Ajs deutlich, dass der Peak nach einem Elutionsvolumen Vi = 1.4 mL einsetzt. Dies entspricht
genau dem berechneten Zwischenporenvolumen der Trennsiule, wenn eine Zwischenkornporositit
von ep = 0.4 angenommen wird (siehe dazu Abschnitt 2.3). Demzufolge passiert ein Grofsteil des
MNP-Bolus die Trennséule nahezu wechselwirkungsfrei. Nach dem steilen Anstieg und Erreichen
des Maximums erfolgt ein flacher Abfall des Signals. Dieser, als peaktailing bezeichnete Effekt, kann
verschiedene Ursachen haben (z.B. Uberladung der Siule, Wechselwirkung zwischen stationirer
Phase und MNP). Es kann eine signifikante Uberladung der Siule durch Bolusinjektionen mit un-
terschiedlichen Konzentrationen ausgeschlossen werden (siehe Abschnitt A.7.4 im Anhang).

Das grofenselektive Elutionsverhalten der Sdule kann ebenfalls zur Peakverbreiterung beitragen.
Ob ein solcher Effekt auftritt, kann auf Grundlage der Experimente mit der AF*-MPS-Kopplung
mithilfe der MPS-Signalparameter ¢3 und As/As bewertet werden (siehe Abschnitt 8.3.2). Es ist
zu erkennen, dass 3 mit dem Elutionsvolumen Vg leicht abnimmt und As/As grofer wird. Dies
wird mit einer Zunahme der hydrodynamischen Grofe in Verbindung gebracht, wie dieses Verhalten
auch qualitativ bei der AF* beobachtet wird. Interessanterweise ist in der DMT-Saule die Groken-
selektion im Vergleich zur AF* invertiert, d.h. groke MNP verlassen die Siule zuerst. Die Ursache
fiir dieses Verhalten ist die unterschiedliche freie Weglénge, die kleine und grofte MNP in der Sdule
zuriicklegen konnen. Diese freie Wegldnge ist geringer fiir grofse MNP, so dass sie die Sdule auf
einem direkteren Weg wieder verlassen. Fiir die DMT ist dieses Verhalten eher zu tolerieren, da eine

Abbildung 8.15: Elugramm der mitt-
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140 8.4. DMT-Methodenentwicklung

Uberlagerung im schlimmsten Fall mit kleinen signalschwachen MNP stattfindet. Demzufolge wird
das Anregungsfeld bei den Optimierungsexperimenten der DMT iiber einen Zeitraum von 50 min
(entsprach Vi = 5 mL) generiert. Fiir diesen Fall betrdgt der Signalanteil der noch nicht detektier-
ten MNP des Hauptpeaks 1%.

Dariiber hinaus wird die Wiederholgenauigkeit der Experimente aus der Mehrfachmessung be-
stimmt. Die Unsicherheit des integrierten Detektorsignals (Fliche unter dem Peak) liegt bei et-
wa 4% und ist, wie auch die Unsicherheit der Phase uye (varphis) und des As/As-Verhiltnisses,
geringfiigig hoher als bei der AF* (siche Abschnitt 8.2.5).

8.4.2 Einfluss des Magnetfeldes auf die MINP-Anreicherung bei der magnetisch-
en Trennung

Im néchsten Schritt der Methodenentwicklung wird das Anreicherungsverhalten der MNP in der
Trennsdule untersucht, wenn ein dufieres Magnetfeld anliegt. Um das MPS-Signal zu quantifizieren,
das die MNP nach Abschalten des externen Magnetfeldes nach Vg = 5 mL erzeugen, wird Aj
von Vi = 5 mL bis 8 mL integriert (As s.p) und ins Verhéltnis gesetzt zum integralen Signal des
gesamten Elugramms Az s~ (Peakfliche in [Am? - mL]).

8.4.2.1 Trennung mit statischem Magnetfeld

Um den Effekt der magnetophoretischen Kraft (siehe Gleichung (4.5)) zu untersuchen, werden ma-
gnetische Trennungen in statischen Magnetfeldern Bey der Grofe 5 mT bis 12.5 mT durchgefiihrt.
Abbildung 8.16a zeigt das mittels Online-MPS aufgezeichnete Elugramm von DD. Es ist zu erken-
nen, dass infolge des Abschaltens des Feldes nach 50 min (Vg = 5 mL) ein zweiter Peak auftritt

(a) (b)
T T T 25 T T
B = DD
401 By
— /mT: R 20} eHK i
« +0 -~ §/§
<E( 30f | o S ]
E Lol =75 <
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Abbildung 8.16: a) Elugramm der Amplitude A3 aus der Online-MPS-
Messung (B, = 25 mT) nach magnetischer Trennung von DD. Die Trennung
in der DMT-Saule erfolgt bei unterschiedlichen externen Magnetfeldern By,
die nach Vg = 5 mL abgeschaltet werden. In der Nebengrafik ist die Elution
der MNP, die nach Abschalten von Be, die Trennsaule verlassen, vergrofert
gezeigt. b) Quantifiziertes MPS-Signal nach Abschalten des Feldes in Ab-
hingigkeit des verwendeten Magnetfeldes Bey fiir Trennungen mit DD (rote
Quadrate) und HK (blaue Kreise). Dazu wird das integrale Detektorsignal
Az sep von Vg = 5 mL bis 8 mL ermittelt und ins Verhéltnis zum gesamten
integralen Signal A3 s~ des Experiments gesetzt. Die eingezeichneten Linien
dienen der besseren Blickfiihrung und stellen keinen funktionalen Zusam-
menhang dar.

https://doi.org/10.7795/110.20250911



Kapitel 8. Trennung und Charakterisierung von MNP 141

(siehe Nebengrafik der Abbildung 8.16a). Dieser kann mit jenen MNP in Verbindung gebracht wer-
den, die aufgrund ihrer groffen magnetischen Momente in der magnetisierten Sdule zuriickgehalten
werden konnen. Dies wird bestatigt durch die Zunahme des Peaks, wenn Bey erhoht wird (siehe
dazu Abschnitt 4.3.2.2). Der Signalanteil der magnetisch zuriickgehaltenen MNP im Vergleich zum
Gesamtsignal ist in Abbildung 8.16b in Abhéngigkeit der verwendeten Anregungsamplitude Bey
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bereits ab Bex = 5 mT ein signifikanter Anteil der MNP in der
Séule zuriickgehalten wird. Der Signalanteil der getrennten MNP steigt fiir DD bis auf 13%, wenn
ein magnetisches Feld von Bex = 12.5 mT anliegt. Fiir HK (blaue Quadrate) ist das quantifizierte
Signal sogar um den Faktor 1.5 hoher als bei DD (rote Kreise).

8.4.2.2 Trennung mit dynamischem Magnetfeld

Um die Wirkung eines oszillierenden Magnetfeldes auf die Trenneigenschaften der Sdule zu untersu-
chen, werden Magnetfelder mit einer Amplitude Beyx der Gréfse 5 mT bis 10 mT und einer Frequenz
von fpur = 486 kHz erzeugt.

Das Elugramm der DMT von DD, das mittels Online-MPS aufgezeichnet wird, ist in Abbildung
8.17a gezeigt. Es ist zu erkennen, dass auch bei Verwendung hochfrequenter Magnetfelder nach
Abschalten der Anregung ein zweiter Peak auftritt. Da im Vergleich zur Trennung mit statischen
Feldern nur MNP zuriickgehalten werden, deren Momente der Anregung folgen kénnen, war der
Anteil des quantifizierten MPS-Signals entsprechend geringer (Faktor zwei bis sechs). Dies kann
Abbildung 8.17b entnommen werden. Dabei wird deutlich, dass der quantifizierte Signalanteil fiir
DD leicht hoher war als fiir HK. Beide nehmen bei Verdopplung der Anregungsamplitude Bey um
Faktor drei zu. Dennoch kann der Anteil nicht {iber 3% des Gesamtsignals gesteigert werden, da
héhere Anregungsfelder als 10 mT mit dem Feldgenerator nicht erzeugt werden koénnen.
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Abbildung 8.17: a) DMT-Elugramm der Amplitude A3 aus der Online-
MPS-Messung (B, = 25 mT) nach magnetischer Trennung von DD. Die
Trennung in der DMT-Saule erfolgt mithilfe dynamischer Magnetfelder bei
einer Frequenz von fpyr = 486 kHz und unterschiedlichen Anregungsampli-
tuden Bex. Nach Vg = 5 mL wird das Feld abgeschaltet. In der Nebengrafik
ist die Elution der MNP, die nach Abschalten von Bey die Trennsiule ver-
lassen, vergrofiert gezeigt. b) Quantifiziertes MPS-Signal nach Abschalten
des Feldes in Abhéngigkeit der verwendeten Amplitude des Anregungsfel-
des der DMT Bey fiir Trennungen mit DD (rote Quadrate) und HK (blaue
Kreise). Dazu wird das integrale Detektorsignal As sep von Vg = 5 mL bis
8 mL ermittelt und ins Verhéltnis zum gesamten integralen Signal Az s~ des
Experiments gesetzt. Die eingezeichneten Linien dienen der besseren Blick-
fiihrung und stellen keinen funktionalen Zusammenhang dar.
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8.4.3 Temperatureinfluss auf die Trennqualitit

Ein Effekt, der bei der Verwendung hochfrequenter Anregungsfelder beobachtet werden kann, ist
die Erwidrmung der Trennsdule. Durch die erhdhte Diffusion kann es zu Verschmierungseffekten bei
der Trennung kommen, weshalb eine Temperierung vorgesehen ist (siehe Abschnitt 7.4.2). Da die
Temperatur in der stationdren Phase nicht direkt gemessen werden kann, ist diese indirekt {iber
die Anderung der Viskositit und den damit verbundenen Druckanstieg vor der Siule ermittelt
worden (siehe Abschnitt A.7.5). Dazu werden Boli mit DD durch die Séule gespiilt (V' = 40.87 pL,
¢(Fe) = 1 mmol/L, V = 100 pL/min), wihrend das Kilte-Umwilzthermostat auf —2°C bzw. 21°C
eingestellt ist.

In Abbildung 8.18 ist das Elugramm der DMT (Bexy = 10 mT, fpur = 486 kHz) von DD bei
unterschiedlichen Sdulentemperierungen zu sehen. Die Messung erfolgt mittels Online-MPS bei B}, =
25 mT. Die durchgezogenen Linien zeigen den Temperaturverlauf bei der DMT. Es ist zu erkennen,
dass ohne Kiihlung der Hauptpeak signifikant verbreitert ist. Aus diesem Grund ist der Signalanteil
der zuriickgehaltenen MNP nach Abschalten der magnetischen Anregung nicht mehr im Elugramm
sichtbar, da die Durchmischung mit dem Hauptpeak zu stark ist. Dagegen sorgt die Kiihlung der
Trennsdule dafiir, dass ein deutlicher zweiter Peak nach Abschalten der magnetischen Anregung
erschienen ist (sieche Nebengrafik der Abbildung 8.18).

Fiir die folgenden Trennungen lieferte das Kélte-Umwilzthermostat daher das Kiithlmedium mit

einer Temperatur von —2°C.

1120 Abbildung 8.18: Temperatureinfluss auf die
1100 Trennqualitit, wenn das Kilte-Umwélzther-
< 180 mostat auf —2°C (rot) bzw. 21°C (blau) ein-
<EE 160 O gestellt ist. Nach Vg = 5 mL wird das Anre-
= ] ° gungsfeld (fpmr = 486 kHz, Bey = 10 mT)
~, ] 40 [ abgeschaltet. In der Nebengrafik ist die Eluti-
< 120 on der MNP (DD), die nach Abschalten von
40 Bex die Trennsdule verlassen, vergrofsert ge-

zeigt.

8.4.4 Der Einfluss der Konzentration auf die Trennqualitét

Da der Signalanteil der getrennten MNP sehr gering ist, wird untersucht, inwieweit eine verbesser-
te Anreicherung durch hohere MNP-Konzentrationen moglich ist. Dazu werden bei den Trennun-
gen von DD unterschiedliche Konzentrationen verwendet. In Anlehnung an die vorangegangenen
Experimente werden Boli mit DD durch die Saule geleitet (V' = 40.87 nL, ¢(Fe) = 1 mmol/L,
V =100 pL /min) und mittels Online-MPS aufgezeichnet. Wéhrend der Elution wird ein dynami-
sches Magnetfeld (Bex = 10 mT, fpyr = 486 kHz) iiber einen Zeitraum von 50 min appliziert.

Abbildung 8.19 zeigt die DMT-Elugramme fiir unterschiedliche Konzentrationen von DD. Fiir Kon-
zentrationen c(Fe) bis etwa 10 mmol/L wird die gleiche Form des Hauptpeaks festgestellt, wie
bei der Elution ohne externes Magnetfeld (siehe Abschnitt 8.4.1). Wird ¢ (Fe) weiter erhoht, so
nimmt die Asymmetrie des Peaks deutlich zu. In der Nebengrafik von Abbildung 8.19 ist das
Elugramm fiir den zweiten Peak vergrofert dargestellt. Fiir Boli mit geringen Konzentrationen
(¢ (Fe) = 1 mmol/L) kann kein zweiter Peak detektiert werden, da die Signalintensitét zu gering ist.
Bei ¢ (Fe) = 10 mmol /L wird ein Signalanstieg direkt nach Abschalten der magnetischen Anregung
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detektiert. Dagegen wird bei hoheren Konzentrationen die Elution mehrerer Peaks beobachtet (bei
Vi =4 mL und 6.5 mL).

Eine optimale Trennung kann daher nur erfolgen, wenn die Uberladung der Trennsiule durch zu
hohe MNP-Konzentrationen vermieden wird. Aufgrund der geringen Sdulenkapazitiit sollte die ein-
gesetzte MNP-Menge jedoch nicht zu gering sein, da andernfalls die Sensitivitédt des Detektors nicht
ausreicht, um die MNP zu detektieren bzw. zu analysieren.

—~ 12 _C(Fe)} ' ' ' ' T Abbildung 8.19: DMT-Elugramm der Am-
_ 10| (mmoin): 1 plitude Az aus der Online-MPS-Messung
E 0 :10 (Bp = 25 mT) nach magnetischer Trennung
=~ 081 4100 von DD bei unterschiedlichen Konzentrationen

o 0.6 1000 des injizierten Bolus. Die magnetische Tren-
<\E 04l nung in der DMT-S&ule erfolgt bei einer Fre-
<"° ool quenz von fpyrt = 486 kHz und einer Am-
~ 7l plitude von Bex = 10 mT. Nach Vg = 5 mL

0.0

wird das Feld abgeschaltet. In der Nebengrafik
ist die Elution der MNP, die nach Abschalten
von Bey die Trennsiule verlassen, vergrofsert
gezeigt.

8.5 Dynamisch-magnetische Trennung zur Verbesserung der MPI-
Signaleigenschaften von MNP

Auf Grundlage der vorangegangenen Untersuchungen wird entschieden fiir die abschliefsenden Tren-
nungen eine Eisenkonzentration von 50 mmol/L einzusetzen. Um einer moglichen Peakverbreite-
rung entgegenzuwirken, wird das magnetische Feld zur Trennung iiber einen lingeren Zeitraum von
70 min (entspricht Vg = 7 mL) angelegt. Die magnetische Anregung erfolgt mit Bex = 10 mT und
f = 486 kHz. Die Online-Detektion erfolgt nur mittels MPS, da das spezielle Trigermedium (siehe
Abschnitt 7.4.2.3) eine Messung mit optischen Detektoren erschwert. Zur Bewertung des Trenner-
folgs wird neben der Phase 3 auch das Verhiltnis von Ajg und Ajz zu jedem Zeitpunkt der Trennung
ermittelt. Die 19te Harmonische wird gew#hlt, da sie der Frequenz bei der DMT am néchsten ist:
19 - fo = 480 kHz.

In den Abbildungen 8.20a,b sind die DMT-Elugramme von HK (blaue Quadrate) und DD (rote
Kreise) fiir die ausgewdhlten MPS-Signalparameter (Aj9/As und ¢3) gezeigt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass nach Abschalten des magnetischen Anregungsfeldes (grau gestrichelte Linie) ein
deutlicher Anstieg des Ajg/As-Verhéltnisses von HK beobachtet wird. Dies ist ein Hinweis dar-
auf, dass die DMT-Trennung von MNP zu einem deutlich flacheren MPS-Spektrum fiihrt. Dieses
Verhalten geht ebenso mit einer Reduzierung des Phasenversatzes |¢3] von 40° auf 37° einher. Bei
der DMT von DD kann diese Signalverinderung bei Ajg9/As und @3 nicht festgestellt werden. Fiir
A1g9/As wird sogar eine signifikante Abnahme gemessen; die MPS-Spektren werden demzufolge stei-
ler.

Das Signalverhalten der MNP bei einer Trennung mit statischem Magnetfeld (Bex = 10 mT) ist
in Abbildung 8.20 durch Linien angedeutet (siehe dazu auch Anhang A.11). Es zeigt sich, dass
die zuriickgehaltenen MNP in diesem Fall ein deutlich geringeres Aj9/As-Verhéltnis und grofere
Phasenversétze @3 aufweisen.
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Abbildung 8.20: Online-MPS-Signal (B, = 25 mT) von HK (blaue Kreise)
und DD (rote Quadrate) wihrend der magnetischen Trennung. Das MPS-
Signal ist dargestellt fiir das Verhiltnis der Amplituden Aj9 und Az (a)
sowie fiir die Phase (3 (b) in Abhingigkeit des Elutionsvolumens Vi. Die
Trennung in der DMT-S&ule erfolgt mithilfe dynamischer Magnetfelder bei
einer Frequenz von fpyr = 486 kHz und einer Anregungsamplitude von
Bex = 10 mT. Nach Vg = 7 mL wird das Feld abgeschaltet.

Die durchgezogenen Linien markieren den Verlauf der MPS-Signale bei der
Trennung mit statischem Magnetfeld Bey = 10 mT fiir HK (blau) und DD
(rot).

8.5.1 Zusammenfassung der DMT-MPS-Kopplung zur Verbesserung der MPI-
Signaleigenschaften von MNP

Die Experimente haben gezeigt, dass mit dem DMT-Modul eine Trennung von MNP nach ihrem
magnetischen Moment und dem Relaxationsverhalten méglich ist, wenn dynamisch-magnetische
Felder verwendet werden. Mithilfe des neuen Kopplungsverfahrens konnte dies anhand der DMT
von HK demonstriert werden. Dabei ist eine Verbesserung des MPS-Signals hin zu geringeren Pha-
senversitzen und flacheren Spektren beobachtet worden. Fiir eine spétere Offline-Charakterisierung
in Abschnitt 8.6 wird daher das Elutionsvolumen Vi von 8.5 mL bis 8.8 mL aufgesammelt. Fiir
RV wird hingegen keine Signalverbesserung beobachtet. Dies kann daran liegen, dass die Struk-
tur der Multikern-Partikel in RV keine weitere Signalverbesserung zulésst, da Bereiche mit starker
Austauschwechselwirkung und lockerer Aggregatstruktur in einem Partikel vorliegen [241]. Werden
statische Magnetfelder bei der Trennung verwendet, fithrt dies zu einer signifikanten Signalver-
schlechterung. Die Ursache dafiir kann die schlechtere Selektivitdt statischer Feldgradienten sein,
die alle grofsen magnetischen Momente adressieren. Es ist aber auch moglich, dass durch die stérkere
Anreicherung der MNP auf den Beads eine Aggregation eintritt.

8.6 Offline-Charakterisierung der Fraktionen aus den Trennungen
im Hinblick auf die MPI-Eignung

In den vorangegangenen Abschnitten sind Methoden entwickelt worden, um die AF* und die DMT
zur Trennung von MNP nach unterschiedlichen Eigenschaften effektiv einzusetzen. Dadurch ist es
moglich, MNP derart zu trennen, dass fiir einzelne Fraktionen geringe Phasen und hohe Signalampli-
tuden gemessen werden konnen. Diese Signaleigenschaften sind ausschlaggebend fiir die Eignung von
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MNP als Tracer bei der MPI-Bildgebung. Um den Erfolg der Trennung zu bestéitigen und die Trenn-
ergebnisse im Hinblick auf die Charakterisierung der Ausgangsproben zu bewerten, werden einzelne
Fraktionen direkt nach der Trennung gesammelt. Aufgrund des etablierten Trennprogramms und
der hohen Reproduzierbarkeit wird dabei auf die Detektorkette verzichtet. Die Offline-Charakteri-
sierung erfolgt an Fraktionen von HK und DD. Dazu wird bei der AF* das Elutionsvolumen Vg
von 5.2 mL bis 5.5 mL und bei der DMT von 8.5 mL bis 8.8 mL gesammelt. Die Charakterisierung
mittels TEM, M-H und MPS erfolgt analog zur Untersuchung in Abschnitt 8.1.

Die TEM-Untersuchung wird nur an den AF*- und DMT-Fraktionen von HK durchgefiihrt. Dabei
werden fiir beide Fraktionen schmalere Grofenverteilungen als fiir die Ausgangsprobe ermittelt.
Die Bestimmung der mittleren volumengewichteten Kerngrofe aus TEM drEM ergibt, dass bei der
DMT deutlich grofere MNP getrennt werden. Aus der Untersuchung der morphologischen Struktur
folgt als wichtiges Ergebnis, dass durch die DMT der Anteil der Einzelkern-Partikel von anfangs
36% (siehe Abschnitt 8.1) auf 54% gesteigert wird. Dies deutet darauf hin, dass bei der DMT eine
Selektion von kompakten Einzelkern-MNP stattfindet. Auch in anderen Arbeiten sind fiir MNP mit
derartigem Aufbau hohe MPS-Signale gemessen worden [27, 78, 136].

Die effektive magnetische Kerngrofe dk m der MNP wird aus der gemessenen Magnetisierungskur-
ve der M-H-Messung abgeleitet (siehe Abschnitt 3.4.1). Dabei féllt besonders auf, dass sowohl bei
DD, als auch bei HK weiterhin eine bimodale Verteilung der effektiven magnetischen Kerngrofen in
den DMT- und AF*-Fraktionen gefunden wird. Dennoch steigt der Anteil der groferen Population
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Abbildung 8.21: TEM-Aufnahmen von HK aus der AF* (a) und DMT (b) mit VergréRerungsbereich
fiir einzelne Partikel. Fiir HK sind die beiden Partikeltypen (Typ I, Typ II) dargestellt (rote Kreise).
Die magnetische Charakterisierung der MNP erfolgt mittels M-H- (c¢) und MPS-Messung (d, e). Zur
Bestimmung der effektiven magnetischen Grofen der MNP werden die M-H-Daten mit der Langevin-
Funktion angepasst (durchgezogene Linien). Die Messung der MPS-Amplituden A% und des Phasen-
spektrums ¢, erfolgt bei B, = 25 mT. Die eingezeichneten Linien in den Abbildungen d und e dienen
der besseren Blickfithrung und stellen keinen funktionalen Zusammenhang dar.
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durch beide Trennverfahren deutlich an. Bei HK fiihrt die DMT zu einem hoheren Anteil der grofien
Population, wihrend bei DD die AF* diesen Anteil erhoht.

Durch die MPS-Messung kann gezeigt werden, dass durch beide Trennverfahren die dynamisch-
magnetischen Signaleigenschaften von HK und DD verédndert werden. Dies fithrt zu hheren Ampli-
tuden und flacheren Spektren. Der grokte Signalgewinn ergibt sich demzufolge durch die AF* von
DD. Dadurch nimmt die Amplitude A3 um mehr als Faktor zwei zu. Das grofte MPS-Signal der
untersuchten Proben wird allerdings fiir die DMT-Fraktion von HK gemessen. Die Signalamplitude
A3 ist mehr als Faktor drei besser als fiir DD im Ausgangszustand. Hinsichtlich der MPI-Bildgebung
verspricht vor allem die DMT von HK eine héhere Auflosung und grofere Signalstérke im Vergleich
zum Ausgangszustand. Allerdings ist die Konzentration der DMT-Fraktion zu gering, um mit den
derzeitig verfiigbaren MPI-Systemen Experimente durchfiithren zu kénnen (siehe Tabelle).

Abschliefsend kann festgestellt werden, dass durch die beiden hier untersuchten Trennverfahren eine
deutliche Verbesserung der MPI-Signaleigenschaften von HK und DD (bzw. RV) erzielt wird. Dabei
ist besonders das Resultat der DMT von HK hervorzuheben. Durch das neuartige Verfahren kénnen
vor allem kompakte MNP mit hohem MPS-Signal getrennt werden. Die daraus resultierende Frakti-
on liefert das hochste MPS-Signal in dieser Arbeit. Aufgrund der begrenzten Kapazitéit der Trenn-
sdule ist die Konzentration dieser Fraktion jedoch sehr gering. Angesichts der hohen Sensitivitat des
MPS-Detektors und des robusten Messverfahrens ist es dennoch moglich, eine Methodenentwicklung
durchzufithren sowie eine erfolgreiche Trennung zu detektieren.

Tabelle 8.3: Ergebnisse der Charakterisierung von DD und HK nach DMT und AF*. Bei der
DMT werden die Fraktionen des Elutionsvolumens Vg = 8.5 mL bis 8.8 mL und bei der AF*
von Vg = 5.2 mL bis 5.5 mL untersucht. Die Offline-Charakterisierung erfolgt mittels TEM, M-
H und MPS (siche Kapitel 3). Dabei entsprechen drgy und EK,m den mittleren Durchmessern
der volumengewichteten Verteilung.

ID | Trennung | drem OTEM dx,m OK,m Bm Az c(Fe)
nm nm % Am2/kg | mmol/L
DD keine 55 (6) 0.2(1) 5.0(1) 0.42(1) 709 | 7.944(1) 936

19.1(1)  0.25(1) 29.1

DD AF* 87(5) 0.38(3) 266 | 17.50(3)) | 0.073
26.8(3) 0.108(8) 73.4

DD | DMT 4.7(6) 049(5) 57.0 | 10.93(6)) | 0.023
22.6(4) 021(1) 43.0

HK | keine | 34.3(2) 025(7) | 9.0(6) 0.59(2) 50.0 | 19.87(3) 58.9
27.6(9) 0.10(1)  50.0

HK AF? 34.7(2) 0.21(8) | 4.6(6)  0.6(2) 347 | 21.70(6) | 0.151
22.4(7)  0.13(2) 65.3

HK | DMT 42(2)  023(5) | 6(1) 0.6(1) 31.8 | 25.35(2) | 0.028
28(1)  0.19(3) 682
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Magnetische Nanopartikel (MNP) werden in vielen biomedizinischen Anwendungen eingesetzt. Da-
bei stellt jede dieser Anwendungen spezielle Anforderungen an die Struktur und magnetische Funk-
tionalitdt der MNP. Einzelne isolierte Methoden reichen hiufig nicht aus, um alle relevanten Para-
meter zu erfassen. Vor allem Ensemble-Methoden, die aus einer gemittelten Grofe auf die zugrun-
deliegende Verteilung schliefsen, sind in vielen Féllen zu ungenau und fiithren z.T. zu fehlerhaften
Resultaten. Fiir die Forschung, Entwicklung und Qualititssicherung werden daher leistungsfihige
analytische Methoden benoétigt, die sémtliche strukturelle und magnetische Eigenschaften der MNP
erfassen. Durch die Kombination von chromatographischen Trenn- und Messmethoden zu einem
quasi-geschlossenen, automatisierbaren System steigt nicht nur der Informationsgewinn, der mit
einer Untersuchung erzielt werden kann, sondern es konnen im Vergleich zu den Einzelmethoden
auch Figenschaften der MNP mit hoherer Zuverlissigkeit erhoben werden. Dariiber hinaus ist es
zusétzlich moglich, durch das Vorhandensein einer geeigneten Prozesskontrolle, Proben mit defi-
nierten Eigenschaften herzustellen. Voraussetzung dafiir ist eine geeignete Trennmethodik, die fiir
unterschiedliche Proben etabliert werden muss. Da bisher kein Detektor zur magnetischen Online-
Messung fiir derartige Systeme entwickelt worden ist, ist der Leistungsumfang dieser Kopplungsme-
thoden fiir die Untersuchung von MNP deutlich eingeschrénkt gewesen.

Es ist in dieser Arbeit gelungen, neue Kopplungsverfahren fiir eine verbesserte Analyse und Cha-
rakterisierung von MNP zu entwickeln. Dazu ist ein neu entwickeltes Messverfahren eingesetzt wor-
den, welches auf der Online-Detektion der nichtlinearen magnetischen Wechselfeld-Suszeptibilitit
(Magnetpartikelspektroskopie, MPS) basiert. Dieser neue magnetische Online-Detektor ist mit zwei
unterschiedlichen Trennverfahren sowie komplementéren Online-Detektoren zur Grofenbestimmung
gekoppelt worden. Infolgedessen ist eine magnetische Online-Charakterisierung wihrend préparati-
ver und analytischer Trennungen ermoglicht worden. Der Nutzen und die Leistungsfihigkeit dieses
neuen Online-MPS-Detektors fiir Kopplungsverfahren ist anhand der Trennung von fiinf unter-
schiedlichen MNP-Systemen demonstriert worden. Dabei konnte der Mehrwert dieser Technologie
bei der Ermittlung des Zusammenhangs zwischen Magnetismus und Grofe von MNP eindrucks-
voll belegt werden. Dariiber hinaus hat die Trennung nach hydrodynamischer Grofe (etablierte
AF*) als auch die Trennung nach dynamisch-magnetischem Moment (DMT) zu verbesserten MPI-
Signaleigenschaften der MNP gefiihrt.

Es hat sich gezeigt, dass das MPS-Signal nicht ausschlieflich proportional zur Masse der MNP ist,
da sich die Signalamplituden strukturell unterschiedlicher MNP deutlich unterscheiden. Die MPS-
Methode liefert daher Signale, die selektiv fiir die Struktureigenschaften der MNP sind. Diese Be-
sonderheit erschwert zwar den quantitativen Nachweis von MNP mit der MPS-Methode, erdffnet
aber auch die Moglichkeit, eine Reihe von Strukturdaten von MNP aus dem MPS-Signal abzuleiten,
wenn geeignete physikalische Modelle zur Verfiigung stehen. Dies ist in Kapitel 4 mit verfiigha-
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ren analytischen Modellen gezeigt worden. Es ist ferner dargestellt worden, dass das magnetische
Verhalten der MNP nicht eindeutig aus der MNP-Gréfse abgeleitet werden kann, da weitere Struktu-
reigenschaften mit der MNP-Gréfle in einem komplexen Zusammenhang stehen. Fine Kopplung der
asymmetrischen Flussfeld-Flussfraktionierung (AF*) mit einem MPS-Detektor und komplementren
Detektoren zur Grofenbestimmung besitzt das auferordentliche Potential, diesen Zusammenhang
aufzuschliisseln, woraus ein grofer wissenschaftlicher Mehrwert resultiert. Dariiber hinaus ist die
theoretische Sensitivitdt der MPS-Methode fiir unterschiedliche MNP-Gréfsen abgeschétzt worden,
um das notwendige Messvolumen bei einem gegebenen Rauschniveau zu bestimmen.

Da die MPS-Methode auf dem gleichen physikalischen Grundprinzip wie die Magnetpartikelbild-
gebung (MPI) basiert, wird sie auch bei der Eignungspriifung von MNP fiir die Bildgebung einge-
setzt. Daher ist der MPS-Detektor erfolgreich mit der neuartigen dynamisch-magnetischen Tren-
nung (DMT) gekoppelt worden; mit dem Ziel, besonders gut geeignete MNP fiir das MPI-Verfahren
aus einem MNP-Ensemble abzuscheiden. Durch die Modellierung des Verhaltens der MNP in einer
DMT-Saule sind geeignete Prozessparameter fiir die DMT definiert worden. Dies ist insbesonde-
re im Hinblick auf eine hohe MNP-Konzentration der getrennten MNP erfolgt, um eine effektive
Kopplung mit einem MPS-Detektor zu erzielen. An den diskutierten Ergebnissen zeigt sich bereits
die grofie Bedeutung einer magnetischen Online-Detektion fiir die Trennung von MNP.

Um die Online-Messung zu erméglichen, ist eine Flusszelle fiir ein gegebenes MPS-Gerét entwickelt
worden (Kapitel 5). Dazu wird eine Kapillare verwendet, die den sensitiven Bereich der Detek-
tionsspule durch mehrere Windungen optimal ausfiillt. Der Vorteil einer Kapillare besteht vor allem
in der geringen Dispersion und der kostengiinstigen Verfiigbarkeit verschiedener Durchmesser und
Materialien. Eine modular gestaltete Halterung ermdoglicht die einfache Handhabung sowie eine si-
chere und reproduzierbare Positionierung der Kapillare im Gerét. Bei der Entwicklung der Flusszelle
ist besonders darauf geachtet worden, parasitdre MPS-Signalbeitrige (magnetische Verunreinigung,
MNP-Adhésion) zu vermeiden.

Die Grundlage fiir eine Kopplung mit einem chromatographischen Analysesystem ist mit der ein-
gehenden Charakterisierung des neuen Online-MPS-Detektors in Kapitel 6 erfolgt. Dabei ist der
Messunsicherheitsanalyse des Online-MPS-Detektors besondere Beachtung geschenkt worden. In
diesem Zusammenhang konnten einschrinkende Parameterbereiche angegeben (Flussgeschwindig-
keit) und Handlungsempfehlungen fiir den Messablauf abgeleitet werden (Aufwirmphase des Gera-
tes, Untergrundkorrektur). Hervorzuheben ist dabei die geringere Unsicherheit der Online-Detektion
im Vergleich zum konventionellen Offline-Betrieb, da das Risiko fiir parasitire Signalbeitrige aus
magnetischen Verunreinigungen vermindert ist. Dariiber hinaus werden Detektorspezifikationen fiir
einen Einsatz bei der chromatographischen Trennung bestimmt. Es ist gezeigt worden, dass sich
der magnetische Detektor zum empfindlichen Nachweis von MNP unterschiedlicher Gréfe in der
Stromung hervorragend eignet. Bei der hochsten Anregungsamplitude liegt die Erfassungsgrenze,
abhéngig von den MNP-Eigenschaften, bei wenigen Nanogramm Eisen. Besonders hervorzuheben
ist dabei der grofie lineare dynamische Bereich, der sich iiber bis zu sechs Dekaden erstreckt.

Eine Kopplung mit einem chromatographischen Analysesystem ist erfolgreich durchgefiihrt worden
(Kapitel 7). Das Analysesystem besteht dabei aus zwei unterschiedlichen Trennmodulen (AF*-
und DMT-Modul) sowie weiteren komplementéiren Detektoren (Spektrophotometrie, dynamische
Lichtstreuung, Mehrwinkellichtstreuung). Der automatisierte Betrieb des Gesamtsystems wird durch
eine Anpassung von Steuerung und Datenerfassung ermoglicht. Zusétzlich wird die nachtrégliche
Bearbeitung der Messdaten an die bevorstehende Untersuchung von MNP angepasst (Untergrund-
korrektur des MPS-Signals, Kalibrierung des Konzentrationsdetektors, Bestimmung der Kerngrofe
aus Streulichtdaten). Aufgrund der langen Detektorkette ist eine Korrektur der Detektordispersion
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notwendig, um eine zeitliche Zuordnung der Messsignale zu ermdoglichen. Diese Dispersion wird im
Wesentlichen auf Mischkammereffekte an einem Verbindungselement zuriickgefithrt. Wahrend fiir
die AF* auf ein kommerzielles Modul zuriickgegriffen wird, ist das DMT-Modul, bestehend aus
Trennsdule und Feldgenerator, entsprechend den Anforderungen aus Kapitel 4, entworfen und an
die gerétetechnischen Gegebenheiten des Gesamtsystems angepasst worden.

Die Leistungsfihigkeit des entwickelten neuen Kopplungsverfahrens ist eindrucksvoll durch Trenn-
experimente mit unterschiedlichen MNP-Systemen demonstriert worden (Kapitel 8). Dazu sind
sowohl fiir die AF* als auch fiir die DMT umfassende Parameterstudien durchgefithrt worden. In
beiden Féllen hat sich gezeigt, dass der Online-MPS-Detektor hervorragend geeignet ist, um eine
wirksame Trennmethode fiir MNP zu entwickeln. Insbesondere bei der DMT, die in einem triiben
Trigermedium erfolgt, ist die MPS-Messung den optischen Methoden iiberlegen. Bei den AF*-Expe-
rimenten hat sich der MPS-Detektor zusétzlich bei der Bestimmung der Wiederfindungsrate und des
Retentionsverhéltnisses von MNP bewéhrt. Wie auch in den Untersuchungen der vorangegangenen
Kapitel 1 und 6 hat sich auch hier gezeigt, dass den unterschiedlichen Stabilitdten und Affinita-
ten der MNP besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden muss. Insbesondere bei der Trennung
kann dies zu unterschiedlichem Verhalten der MNP oder sogar zum Probenverlust fithren und das
Ergebnis somit verfilschen. Ziel muss es daher immer sein, den nativen Zustand der MNP bei der
Untersuchung zu erhalten. In diesem Zusammenhang stellt die MPS-Methode im Offline-Modus ein
zuverldssiges Werkzeug zur Vorabuntersuchung solcher Effekte dar.

Die Online-MPS-Messungen zur MNP-Charakterisierung withrend der AF* hat gezeigt, dass die
dynamisch-magnetischen Eigenschaften der MNP nichtlinear mit der Kern- und hydrodynamischen
Grofe der MNP zusammenhingen. Dabei sind signifikante Unterschiede im grofenabhéngigen mag-
netischen Verhalten fiir einzelne MNP-Systeme gefunden worden. Dieses Verhalten kann jedoch nur
qualitativ mit den in dieser Arbeit verwendeten analytischen Modellen erkléirt werden. Im Hinblick
auf die Eignung von MNP fiir die MPI-Bildgebung ist eine optimale hydrodynamische Grofe von
38 nm bei den hier untersuchten MNP-Systemen ermittelt worden.

Die DMT-Experimente haben gezeigt, dass eine Trennung von MNP nach magnetischem Moment
und Relaxationsverhalten moglich ist. Dies ist an einem MNP-System demonstriert worden, das
trotz schmaler Verteilung der Grofen unterschiedliche Partikelmorphologien aufweist (HK). Auf-
grund des MPS-Signals der erhaltenen Fraktion aus der DMT ist eine besonders gute Eignung fiir
die MPI-Bildgebung festgestellt worden. Angesichts der geringen Kapazitéit der Trennséule ist die
resultierende MNP-Konzentration allerdings sehr gering gewesen.

Das Ziel dieser Arbeit, ist durch die Kopplung des magnetischen Online-Detektors mit Trennver-
fahren und der erwiesenen Verbesserung bei der Analyse und Charakterisierung von Verteilungen
magnetischer Nanopartikel erreicht worden.

Durch die robuste und sensitive MPS-Methode ergeben sich weitere interessante Einsatzgebiete, in
denen der neue Online-Detektor gewinnbringend eingesetzt werden kann. Dies kann z.B. die On-
line-Detektion der MNP-Akkumulation bei der Magnetfeld-gefiithrten Wirkstoffanreicherung (engl.
Magnetic Drug Targeting) sein oder die ex-vivo-Uberwachung der MNP-Konzentration im Blut.
Dariiber hinaus kann der Online-Detektor auch zur Uberwachung technischer Prozesse eingesetzt
werden. Vor allem die Kontrolle der Partikelsynthese kann einen alternativen Weg zur verbesserten
Herstellung geeigneter MNP darstellen; insbesondere fiir die Bildgebung mittels MPI.

Dariiber hinaus ist eine Weiterentwicklung des DMT-Verfahrens im Hinblick auf eine héhere Aus-
beute von MPI-tauglichen MNP von wissenschaftlicher Relevanz. Dies kann z.B. durch grofere
Trennsdulen oder ein zyklisches Verfahren durch Wechseln von Flussrichtung und Magnetfeldwir-
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kung erfolgen. Bei der Entwicklung und Umsetzung solcher Ideen kann ein Online-MPS-Detektor
einen entscheidenden Beitrag liefern.

Fiir jene Untersuchungen ist eine Uberarbeitung des derzeitigen Forschungssystems hilfreich. Die
Neuentwicklung des gesamten Messgerdts im Hinblick auf die Online-Messung und die Entwicklung
einer angemessenen Steuer- und Auswertungssoftware kann die Akzeptanz der neuen Technik da-
bei deutlich erhohen. Dies beinhaltet auch das Vorhandensein geeigneter Modelle zur Beschreibung
der Magnetisierungsdynamik von MNP und schneller Algorithmen, um relevante Eigenschaften der
MNP aus den magnetischen Messdaten abzuleiten. Bei der Validierung solcher Modelle kann die
AF*-MPS-Kopplung einen entscheidenden Beitrag leisten.

Als Folge dieser Arbeit wird bereits seit Juni 2016 der Transfer der neuen Technologie in die
Wirtschaft durch das Bundesministerium fir Wirtschaft und Energie unterstiitzt. Ziel des sog.
TransMeT-Programms (Transfer metrologischer Technologien) ist es, einen Online-MPS-Detektor
fiir ein bestehendes chromatographisches Analysesystem der Firma Postnova Analytics GmbH zu
entwickeln.
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A Anhang

A.1 Verwendete MNP und magnetische Beads

In dieser Arbeit werden verschiedene MNP-Systeme mit der neuen Mess- und Charakterisierungs-
strecke untersucht. Dariiber hinaus werden einige zur Charakterisierung des MPS-Detektors einge-
setzt. Eine Ubersicht der verwendeten Proben ist in Tabelle A.1 zu finden.

Zusétzlich werden magnetische Beads bzgl. ihrer Eignung als stationdre Phase bei der dynamisch-
magnetischen Separation verwendet. Diese Proben sind in Tabelle A.2 aufgelistet.
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Tabelle A.1: Allgemeine Informationen zu den verwendeten MNP Systemen dieser Arbeit.

1D Probenname Hersteller Lot. Einsatzbereiche Kernstruktur Hiille dhyd* c (Fe)*
(Wirkstoffname) nm (mmol/L)
FM- FluidMAG-D/30 1006/15 30 160
D/30
FM- FluidMAG-D/50 ) 1106/15 Isolation von 50 220
D/50 Chemicell GmbH Lysosomen und MRT-  Multikern Stiirke
(GER) f -
Diagnostik
FM- FluidMAG-D/100 1206/15 100 220
D/100
FM- FluidMAG-D/200 1406/15 200 250
D/200
FM- FluidMAG-D/300 1306/15 300 280
D/300
EM Endorem® Guerbet (FRA) 08GE601A MR-Leber- und Milz-  Multikern Dextran 150 160
(Ferumoxides) diagnostik
FE Feraheme® AMAG Pharm. Inc. (USA) Ch.-102014 Eisenmangelandmie, Einkern Polyglucose Sor- 25 500
(Ferumoxytol) MR-Angiografie bitol Car-
boxymethylether
RV Resovist® Bayer HealthCare AG (GER) Ch.-B.-21016 MR-Leberdiagnostik, Ein- und Multikern  Carboxydextran 60 500
(Ferucarbotran) MPI-Bildgebung
DD DDM128 Meito Sangyo Co., Ltd. (JPN) DDM128N- MR-Leberdiagnostik, Ein- und Multikern =~ Carboxydextran 60 1000
(Ferucarbotran) HC-S1-006A MPI-Bildgebung
HK MPI-MNP Charité (GER) HK2015 kardiovaskuldre Ein- und Multikern = Carboxymethyl- 50 60
Bildgebung (MRT und dextran

MPI)

https://doi.org/10.7795/110.20250911

*: Herstellerangabe



G8I

Tabelle A.2: Allgemeine Informationen zu den verwendeten magnetischen Beads dieser Arbeit.

ID Probenname Hersteller Lot. Struktur Durchmesser d  Eisenanteil ¢
pm % —w/w

DB Dynabeads® M-450 Tosylactivated Invitrogen Dynal AS (NOR) 93603000 Eisenoxid-MNP in PS-Matrix 5 20.0

G1 MP50 Grace Davison Discovery Sciences (USA) 201400163  Eisenoxid-MNP in Silica-Matrix 2.5 34.0

G2 MP85 Grace Davison Discovery Sciences (USA) 201400003  Eisenoxid-MNP in Silica-Matrix 2.2 9.7

M1 M1-070/60 Merck & Co. (USA) 7142 Eisenoxid-MNP in PS-Matrix 1.03 49.8

M2 M1-070/60 Merck & Co. (USA) 7633 Eisenoxid-MNP in PS-Matrix 2.63 18.9
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A.2 Anforderungsliste fiir eine Flusszelle

Die Anforderungsliste fiir die Flusszelle ist in Tabelle A.3 zu finden.

Tabelle A.3: Anforderungsliste fiir eine Flusszelle. Abkiirzungen: F = Forderung, W = Wunsch, Z = Ziel.

Nr. | F/Z/W | Beschreibung Bezeichnung Zahlenwert
(Name der Anforderung) (Variable) min. exakt max.
1 Geometrie
1.1 F Gesamtldnge der Halterung l 139.5 mm
(von Oberkante)
1.2 F Breite der Halterung (Einlass) %) 22 mm
1.3 F Breite der Halterung (Mitte) @ 13 mm
1.4 F Breite der Halterung in der (%] (%] 10 mm
Messspule
1.5 F Hohe des Messvolumens h 10.2 mm
1.6 7 effektives Messvolumen \%4 10 pL
1.7 7 Gesamtvolumen in der \%
Flusszelle minimal
2 Kinematik
2.1 F genaue axiale Fithrung
der Flusszelle
2.2 F genaue Positionierung
der Flusszelle (radial, axial)
2.3 W% feine Strukturierung des
Strémungskanals
2.4 7 geringes Totvolumen |4
2.5 F Luftstrom im Gerét nicht
unterbrechen
2.6 F Messung soll Probe nicht ver-
dndern
2.7 7 geringe Dispersion Ogau 200 pL
3 Materialien
3.1 F keine unspezifische Bindung
von MNP
3.2 F keine zusétzlichen magnetischen
Signale
3.3 VA feine Strukturierbarkeit (geringe d 10 pm 100 pm
Schichtdicke) in der gene-
rativen Fertigung
3.4 F Temperaturbereich T 10°C 50°C
3.5 F Wirmeausdehnung anpassen
4 Sicherheit
4.1 W% Zugentlastung fiir Kapillare
4.2 F Wechseln der Kapillare
ermoglichen
4.3 W% Mafinahmen gegen mogliche
Leckagen
4.4 F keine Verunreinigungen des
Probenraumes
5 Instandhaltung
5.1 W% Wiederverwendbarkeit
5.2 A\ Reinigungsmoglichkeit
6 W% Gebrauch
6.1 W% leichtes Wechseln der Flusszelle
6.2 W Einzelteile gut zugidnglich
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A.3 Magnetismus von MNP

A.3.1 Entmagnetisierungsfaktor

Die Berechnung des Entmagnetisierungstensors Ny (bzw. dessen Elemente) ist nur fiir einfache
Geometrien auf analytischem Wege moglich. Bei Kérpern mit Oberflichen zweiter Ordnung, wie
z.B. Ellipsoiden, ist das Entmagnetisierungsfeld homogen. Im Hauptachsensystem vereinfacht sich
daher die Berechnung des Entmagnetisierungstensors Ny zu drei skalaren Gleichungen fiir die drei
Raumrichtungen x, y und z [83]. Dabei gilt fiir die Elemente von Ng folgende Summenregel:

N, + Nz + Ny = 1. (A.1)

Fiir ein prolates (verldngertes) Ellipsoid (pao = [/@ > 1) mit dem Achsenverhéltnis pa, das sich aus
der Lange [ und dem Durchmesser @ ergibt, gilt in Rotationsrichtung z:

1
N, = — . PA 1y (pA—f—\/pi—l) —15. (A.2)
pA—l 2 _ 1

2

Fiir oblate (abgeflachte) Ellipsoide (ppo = /2 < 1) gilt hingegen:

1 , _ D arccos (pa) . (A.3)

Die senkrechten Entmagnetisierungsfaktoren N, = N, leiten sich entsprechend aus der Summen-

regel (Gleichung (A.1)) ab. Fiir den Spezialfall p = {/@ = 1 (Kugel) ist N, = N, = N, = 1/3.
Der Entmagnetisierungsfaktor NV in Abhéngigkeit des Achsenverhéltnisses pa ist in Abbildung A.1

N

dargestellt.

| = O

oblat kugelférmig prolat
1.0 —
—X,y
Z 05
13
0.0
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Pa

Abbildung A.1: Entmagnetisierungsfaktor NV, , . ei-
nes Rotationsellipsoids als Funktion des Formfaktors

pa =1/2.
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A.3.2 Anisotropieenergie

Die Anisotropieenergiedichte Fa/Vik von MNP aus Magnetit und Maghédmit setzt sich aus den
dominierenden Beitrigen der uniaxialen Form- und kubischen Kristallanisotropie zusammen!!®.

Die winkelabhéngige Kristallanisotropieenergiedichte wird mit folgender Formel berechnet:
Ea xrist/ Vi = {K1 (a%a% + adal + aga%) + Ko (a%a%a%)}sinQ (0,) . (A.4)

Dabei geben die Richtungskosinus «; die Richtung der Magnetisierung zu den Kristallachsen und
K; die Kristallanisotropiekonstanten (Magnetit: K; = —13.6 kJ/m® und Ky = —4.4 kJ/m?) an [93].
In Abbildung A.2 ist die resultierende Barriere der Formanisotropieenergiedichte als Funktion des
Achsenverhéltnisses pa eines ellipsoiden MNP dargestellt (blaue Linie). Es ist zu erkennen, dass
bereits bei kleiner Abweichung von der Kugelform p =~ 2.3% die Formanisotropie gegeniiber der
Kristallanisotropie {iberwiegt (Schnittpunkt schwarze und blaue Linien). Dabei wird angenommen,
dass zur Ummagnetisierung nicht das winkelabhéngige Maximum (siehe Nebengrafik), sondern nur
die energetisch giinstigere Energiebarriere (z.B. bei 6, = 0) iiberwunden werden muss.

_ rorm Abbildung A.2: Berechnete Barrie-
— Kristall re der Formanisotropieenergiedichte fiir
E unterschiedliche Achsenverhéltisse pa
(blaue Linie, nach Gleichung (2.16)).
Die schwarze Linie markiert die gerin-
gere der beiden Barrieren der Kristall-
anisotropieenergiedichte von Magnetit
(siehe Nebengrafik). In der Neben-
grafik ist die winkelabhingige Form-
(blau) und Kristallanisotropieenergie-
03 dichte dargestellt (schwarz, Schnittebe-
] ne bei 9 = 7/2).

. 3 7
p,=1.023| ]

3
E ANK / (kd/m”)
EN, [ (kIm®)

0.1}

1.0 1.2 14 16 18 2.0

A.3.3 Magnetische Relaxation

Die Berechnung der Néel-Relaxationszeit kann mithilfe des Ansatzes der ,mittleren Zeit bis zum
Erreichen einer Schwelle® erfolgen [119, 125|. Fiir axial-symmetrische Potentiale kann die mittlere
Zeit 7(0) fiir einen Ubergang vom ersten Minimum bei 6, = 0 zur Spitze der Energiebarriere

'8Die Oberflichenanisotropie nimmt erst mit abnehmender GroRe und steigendem Oberflichen-zu-Volumenverhilt-
nis zu. Sie entsteht durch verkantete Spins am Partikelrand (fehlende nichste Nachbarn, Leerstellen) bzw. durch
Wechselwirkung der Oberflichenatome mit absorbierenden chemischen Elementen und gewinnt erst bei kleinen
Partikelgrofien an Bedeutung [242]. Messungen aus dem Jahr 2011 haben ergeben, dass z.B. 93.6% der Oberfli-
chenspins von untersuchten Partikeln mit dx = 3 nm verkantet waren, wohingegen Partikel mit dx = 12 nm nur
38.6% verkantete Spins aufwiesen. Im gleichen Verhiltnis nahm auch die Sittigungsmagnetisierung der jeweiligen
Proben ab [243-245].
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0,, = Oar mit folgender Formel berechnet werden [119]:

1

s —omeaemz] Lerfl [om (14 h)] — erfi [\/om (z + h)] }
7(0) = TN,O\/O_:/G[ 7] 4 1- 2 dz
—h (A.5)

2 4
mit erfi(z) = — [ exp (t2) dt.
VT /
0

Dementsprechend gilt fiir den Ubergang vom zweiten Minimum bei 0, =7 zu 0, = OaEges:

1— 22

“h
T(m) = TN,O\/g/ el-om(z+h)’] {erf [y/om (1= )] + erfi [/om (2 + )] } dz. (A.6)
~1

Die Néel-Relaxationszeit 7y ergibt sich aus 7 (0) und 7 (7) entsprechend Gleichung (A.7):

m = 22070 (A7)

(0) +7(m)
A.4 Wechselwirkung von MNP mit Licht

A.4.1 M:zie-Theorie zur Streuung an einer Kugel

Bei der Losung von Streuproblemen an einzelnen Partikeln geht man von einer sich kugelférmig
ausbreitenden Welle aus, die nicht absorbiert wird. Der Brechungsindex ny des Mediums ist daher,
im Gegensatz zum Brechungsindex np des streuenden Partikels, nicht-komplex (d.h. kein imaginérer
Absorptionsindex bzw. Extinktionskoeffizient). In weiter Entfernung vom Streuzentrum vereinfacht
sich die Beschreibung des Fernfeldes, da die Radialkomponente mit s~2 und die transversale Kom-
ponente nur mit s~! abnimmt. Bei ausreichendem Abstand ist die Welle fast ausschlieflich trans-
versal. Demnach ist die vollstdndige Beschreibung des gestreuten Fernfeldes Fg nach Mie fiir die
zwei Hauptpolarisationskomponenten Ey (mit paralleler || und senkrechter 1 Komponente) wie folgt

Eg| _exp [ik(s—2z2)] (Sy S3 Ey)| (A.8)
Es | —ikr Sy St Eo.1 ) '
2mnum

A

Die Polarisationsrichtung bezieht sich dabei auf die Streuebene, die durch die Richtungsvektoren

gegeben:

mit k=

(A.9)

von einfallendem und gestreutem Licht aufgespannt wird. Ublicherweise ist die Amplitudenmatrix S
voll besetzt. Im Fall sphérischer Partikel verschwinden die diagonalen Matrixelemente S3 = 54 = 0.
In diesem Fall wird ersichtlich, dass eine senkrecht polarisierte einfallende Welle (Ey) # 0 und
Ey | = 0) auch nur senkrecht polarisierte Streuwellen erzeugt. Dies gilt dementsprechend auch fiir
rein parallel polarisierte Wellen. Unter allen anderen Umstédnden zeigt das winkelabhéngige Streu-
verhalten wegen der Amplitudenmatrix S komplexere Muster. Fiir eine reine Betrachtung der win-
kelabhéngigen Amplitudenform in der senkrechten Streuebene Eg | geniigt jedoch die Berechnung
des Elements S7. Durch Summation iiber den Index i kann S; entsprechend folgender Gleichung
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berechnet werden:

o0 .
2i+1
St (098) = ; i(i n 1) [aim COs (93) + b7y cos (93)] . (AlO)
Die Winkelfunktionen 7 (fs) = P! (cos 0s) /sin 0s und 7 (6s) = OP! (cosfs) /00s ergeben sich
dabei aus den eindimensionalen Legendre-Polynomen Pl. In die Berechnung der Entwicklungsko-
effizienten a; und b; gehen schlieRlich der relative Brechungsindex mg = np/ny und die relative
Teilchengrofe x = kri iiber die bekannten Riccati- Bessel-Funktionen & und ; ein.

_ mG (mz) G (2)" = ¢ (2) ¢ (ma)
ComG (ma) & () — & (o) ¢ (ma)
y _ G(ma) G (@) = mG (x) ¢ (ma)
LG (mz) & (z)" — mé& (z) ¢ (max)

Die gemessene Strahlungsintensitét I ; senkrecht zur Polarisation entspricht letztlich dem Betrags-

(A.11)

(A.12)

quadrat des elektrischen Fernfeldes und ist damit proportional zum Element Sj.
Isy o< | Sy (A.13)

Die Auswertung der winkelabhéingigen Streulichtdaten erfolgte in der MATLA B-Umgebung. Dabei
wird das frei zugéngliche MatScat-Softwarepaket erweitert und zur Kurvenanpassung genutzt [246].
Der Vergleich des Mie-Modells und der RDG-Theorie ist anhand der modellierten Streulichtinten-
sitdten fiir unterschiedliche Partikelgrofen in Abbildung A.3 gezeigt.

1.0 .
0.8 .
— L
” 0.6 -
~ L
o 04 -
L Mie RDG
0.2 - —@——=—d=10 nm
| | —@——@—d=50 nm
0.0 . 1 L 1 J —A——4A—d=100 nm
0 50 100 150

g,1°

Abbildung A.3: Winkelabhéngigkeit der Streu-
lichtintensitdt modelliert mit dem Mie-Modell und
dem Formfaktor der RDG-Theorie entsprechend Glei-
chung (2.36) fiir sphérische Partikel unterschiedlicher
Grofe.

A.4.2 Kummulantenanalyse

Ein einfache Methode zur Auswertung der DLS-Daten ist die Kummulantenmethode, die fiir schmale
Grofenverteilungen gegeniiber inversen mathematischen Verfahren zu bevorzugen ist. Die Methode
basiert auf einer Reihenentwicklung der logarithmierten Autokorrelationsfuntkion In(g;) mit den
Koeffizienten Y:

I (jgi) = 3 22 (-1, (A.14)

n!
n
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Der Koeffizient erster Ordnung entspricht dem Produkt aus mittlerem Diffusionskoeffizienten und
quadratischem Streuvektor Y1 = Dg? und dient der Berechnung des mittleren hydrodynamischen
Durchmessers d,_ay. Die Division T2/72 ergibt den sog. Polydispersitiatsindex (PDI), der ein Maf fiir
die Verteilungsbreite der Durchmesser darstellt. Die vorschriftsméfige Ermittlung von d, a, und PDI
ist in der ISO Norm 13321 festgehalten. Diese weist u.a. darauf hin, dass die Kummulantenmethode
nur fiir schmale Grofenverteilungen (PDI < 0.1) eine reprasentative hydrodynamische Grofe d, ay
liefert.

A.5 Interpartikulire Wechselwirkung von MNP

Die interpartikulare Wechselwirkung kann mit der Theorie von Derjaguin, Landau sowie Verwey und
Overbeek beschreiben werden (siehe Abschnitt 2.2.10). Im Folgenden werden die dafiir notwendigen
Gleichungen zur Beschreibung der einzelnen Energiebeitrige vorgestellt.

A.5.1 Van-der-Waals-Energie

A.5.1.1 Hamaker-Konstante

Die Geometrie-unabhéngige Hamaker-Konstante A kann mithilfe der makroskopischen Theorie von
Lifshitz abhéngig von den dielektrischen Eigenschaften des Materials berechnet [247]| oder aus di-
rekten Messungen abgeleitet werden. Die Hamaker-Konstante von Wasser Aww betriagt demzufolge
4.4-10~2Y J. Fiir Eisenoxide, die als MNP Kernmaterial zum Einsatz kommen, sind bereits tabellierte
Werte zu finden (Axk = 23.2 - 10720 J) [238, 248]. Fiir die Berechnung des Beitrags der Solvatisie-
rungsschicht kann Agg unter der Annahme eines definierten Anteils des Hiillmaterials ¢ = 0.25 im
Medium wie folgt abgeschétzt werden:

Ags = [(1 — ¢n) VAww + oV AHH} i : (A.15)

Die Hamaker-Konstante fiir typische Hiillmaterialien (wie z.B. Polystyrol Apg ~ 9 - 10729 J,
Kohlenwasserstoffe Apg ~ 7.9 - 10720 J ) sind ebenfalls in verschiedenen Publikationen tabelliert
[239, 249, 250|. Die Hamaker-Konstante von Zellulose App ~ 5.8 - 10720 J wird in dieser Arbeit
fiir die Berechnung der Van-der- Waals-Wechselwirkung zwischen einer ebenen Membran (Index: P)
und MNP verwendet.

Die Hamaker-Konstante Aj; charakterisiert die Wechselwirkung zwischen zwei gleichen Materiali-
en (mit dem Index j) und wird unter Beriicksichtigung der Geometrie zur Berechnung der Van-
der-Waals-Wechselwirkungsenergie F,g17 von Partikeln verwendet. Findet die Wechselwirkung zwi-
schen zwei unterschiedlichen Materialien (z.B. Kernmaterial mit Index K und Hiillschichtmaterial
mit Index H) statt, verwendet man das geometrische Mittel:

Axn = V Ak Ann. (A.16)

Die Anwendung der Hamaker-Konstante beschrankt sich in dieser Form nur auf die Beschreibung
der Wechselwirkung zweier Materialien im Vakuum. Findet die Wechselwirkung iiber ein drittes
Material hinweg statt (z.B. Wasser mit Index W), muss mit der modifizierten Hamaker-Konstanten
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gerechnet werden:

Axwa = (\/AKH - \/AWW> (\/AKH - \/AWW> . (A.17)

A.5.1.2 Wechselwirkungsenergie

Die Van-der- Waals-Wechselwirkungsenergie F,g kann fiir verschiedene Geometrien berechnet wer-
den. Die in dieser Arbeit verwendeten Formeln basieren auf dem mikroskopischen'' Ansatz von
Hamaker, der alle Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Atomen (bzw. Molekiilen) zweier Me-
dien durch paarweise Summation beriicksichtigt [145]. Eine Ubersicht der verwendeten Formeln ist
in Tabelle A.4 zu finden.

A.5.2 Elektrostatische Energie

Die Berechnung der elektrostatischen Wechselwirkungsenergie erfolgt in dieser Arbeit auf Grundlage
der Integrationsmethode von Derjaguin [251], deren Losungen fiir verschiedene Geometrien in den
Biichern von Sonntag [148] und Elimelech [147] ausfiihrlich beschrieben sind. Eine Auflistung der
hier verwendeten Formeln ist in Tabelle A.5 zu finden.

"9Tm makroskopischen Ansatz nach Lifshitz werden die elektromagnetischen Eigenschaften des gesamten Mediums
zur Berechnung der Wechselwirkung herangezogen [247].
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Tabelle A.4: Van-der-Waals-Wechselwirkungsenergie E, gy flir verschiedene Geometrien. Der Index K bezieht sich dabei auf den Partikelkern, W auf das

Medium (z.B. Wasser), S auf die Solvatisierungsschicht und H auf die Stabilisierungshiille.

Gl Formel

Giiltigkeitsbereich Quelle

AKK
Ada — e

AKK y
A4b ~ 76 [%—i-yf%—i-ln (y+2x>:|

mit r = 2rg 17K,2, Y = s2 + 2rg 18 + 21K 258

Adce —3 (AswsHss + AnsuHun + AkukHxk) — & (A;/s? - AK/QW A;{/il -
{0l A22) (A — 3 ) ) (A2 ) (4 - 42) )

w w—+y
Hss (z,y) I:(5/2—55—5H)(7’K+515+5H)_1 , y=1
Hyu (z,y): 2= (%2—0u)(rx +ou)  , y=1
Hyxx (z,y): x=s/2rg , y=1

mitH(x,y)zﬁ—i—wLﬂ—i—an(L) , w=a4+ay+z

Hsu (z,y) 1 o= (5/2—9s/2—6u) (rk +0u) "', y = (rk +0s + 0u) (r + ou) "

Hxu (z,y): o= (2=du/2)rg" , y=(rk + 0u)rg'

Hgs (z,y) 0 o= (8/2—90n/2—93/2) 7’121 , y=(rk + s+ du) lel

Akp |z x y
Add —76 g -+ Yoz -+ 1Il <m)]

mit xr =1,y =235

22) )

Kugel-Kugel [147]
(0.1 nn < s < 1K)
(TK,l = TK,2)

Kugel-Kugel [147]
(0.1 nm < s)

Kugel-Kugel [148|

2 Schichten (ds, dm)

(0.1 nm < s)
(TK,l = TK72)

(0s,1 = 0s.2)
(0p,1 = Om2)

Kugel-Platte [147]
(0.1 nm < s)
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Tabelle A.5: Elektrostatische Wechselwirkungsenergie F,; fiir verschiedene Geometrien.

Gl.  Formel Giiltigkeitsbereich  Quelle

Ab5.a 12877%7100/{_27&1%,2 exp (—ks) Kugel-Kugel [147]
o S

A5Db QW%nkaTﬁ_2 {(2455,145@2) In {%] + (P2, 4+ 925) In[1 —exp (—2/13)]} Kugel-Kugel [147]
ST

Ab.c 1287TKNook ™ 2Ye1Ve.2 €XP (—KS) Kugel-Platte [147]
oS

Ab5d 271'7‘14711100k‘BT/-ﬂ_2 {(2@67145672) In [HL(_HS)} + (45271 + @2’2) In [l —exp (—2/-{8)]} Kugel-Platte [147]

1—exp(—ks)

(s < 1K)
(rg > 1/x)
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A.6 Einfluss der Hiillschichtdicke auf das MPS-Signal von MNP

Die Hiillschichtdicke bestimmt das magnetische Relaxationsverhalten nach Brown. Abhéngig vom
Néel-Relaxationsverhalten &dndern sich A3 und As/As demzufolge erst ab einer bestimmten Grofke
der MNP. Das MPS-Signal (Anregungsamplitude B, = 25 mT, Anregungsfrequenz fy = 25 kHz)
von MNP in Abhingigkeit von dpyq ist in Abbildung A.4 fiir unterschiedliche Hiillschichtdicken &
gezeigt. Fiir die MNP wird eine logarithmische Normalverteilung der Durchmesser dyyq mit o = 0.1
und eine konstante Hiillschichtdicke dy angenommen (Gleichung (2.18)). Das MPS-Signal resultiert
aus der Uberlagerung der beteiligten Kerngrofen entsprechend Gleichung (3.11).

~
= I
L. 40
5 | S
X 30t g
NE | <(“J
~

$ 20 - <m
=z I
« 210+
< i

0

0 20 40 60 80 100

dhyd /'nm dhyd / nm

Abbildung A.4: Modellierte dritte Harmonische A% (a), Form A5/ A3 (b) und Phase ¢3 (¢) des MPS-
Signals von MNP in Abhéngigkeit der hydrodynamischen Grofe dnyq. Die Modellierung erfolgte fiir
schmale Grofsenverteilungen unter der Annahme einer konstanten Hiillschichtdicke dg. Dabei werden
fiir 0y unterschiedliche Werte angenommen (0 nm schwarz, 5 nm lila, 10 nm orange, 15 nm griin
gestrichelt). Fiir die Sattigungsmagnetisierung ist der Wert fiir Maghidmit (Mg = 420 kA /m) gewéhlt
worden. Alle weiteren Struktur- und Umgebungsparameter sind (soweit nicht anders erwéihnt) konstant:
pa = 1.15, ok = 0.1, « = 0.05, n = 0.7 mPa s, T'= 310 K.

A.7 Messungen

A.7.1 Materialien fiir die MPS-Flusszelle

Fiir die Konstruktion einer MPS-Flusszelle stehen verschiedene Materialien zur Auswahl. In Ta-
belle A.6 sind die Kunststoffkapillaren und in Tabelle A.7 die photoreaktiven Materialien fiir das
Stereolithografie-Verfahren aufgelistet.

Tabelle A.6: Verwendete Kapillaren und deren Eigenschaften fiir den magnetischen Materialtest.

Bezeichnung Handelsname d; dg
mm mm
Silikon Rotilabo®-silicone 1 1.8
Tygon® Tygon® R-3607 1.42 3
FEP Rotilabo®-FEP 0.8 1.59
PVC Rotilabor®-PVC 1 1.8
PEEKsil (natural) Tub PEEK Sil 0.05 1.5875
PEEKSsil (black) Tub PEEK Sil 0.075  1.5875
PEEK (red) Tub PEEK Sil 0.127  1.5875
PEEK (green) Tub PEEK Sil 0.762  1.5875
PEEK (blue) Tub PEEK Sil 0.254 1.5875
195
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Tabelle A.7: Verwendete photoreaktive Materialien von envisionTEC fiir die generative Fertigung und
deren Eigenschaften fiir den magnetischen Materialtest. Die Bestimmung der maximalen Auflésung fiir jeden
Kunststoff erfolgt beim Hersteller fiir jedes Gerit. Die angegebenen Werte gelten daher fiir das verwendete
Gerét an der PTB (Technisch-wissenschaftliche Infrastruktur, Gerédtebau).

Bezeichnung  Klasse Haupteigenschaften — Auflésung in zRichtung
pm

E-Shell 600 biomed. /technisch rosa, opak, biokomp. 100

E-Shell 200  biomed./technisch farblos, klar, fest 100

RO5Gray technisch /abformbar schwarz, fest 25

RO5Red technisch /abformbar rot, fest 25

Zur Untersuchung der Sensitivitéitsverteilung im MPS-Probenraum wird ein Teststreifen mit einem
Laserdrucker (HP Laserjet) unter Verwendung eines eisenoxidhaltigen Toners bedruckt. Die MPS-
Signale des Toners an unterschiedlichen Positionen im MPS-Probenraum sind in Abbildung A.5

gezeigt.

10 ‘ a0 ml‘n‘ =2 mm Abbildung A.5: MPS-Spektren
1l m —O—x=4 mm, z=19 mm] (Bp = 25 mT) der Referenz am Ort
e \ ¢ Leersignal der hochsten (rot) und der geringsten
S 10l l\ 1 Signalamplitude A, (weiR) im Ver-
Z - gleich zum Signal eines unbedruckten
< 10tl ?\ \l\ 1 Teststreifens (grau).

* 0o  %-m
10°F £ ’77?'?.#@\.‘.7@\-
3 7 11 15 19
n

A.7.2 MPS-Signale von MNP

Die Ergebnisse aus den MPS-Messungen im Einzelproben-Modus an Verdiinnungsreihen von unter-
schiedlichen MNP-Systemen sind in Abbildung A.6 dargestellt. Die daraus extrahierten Parameter
(Linearitét, Dynamikbereich, spezifische Signale) sind anschliefend in den Tabellen A.8, A.9 und
A.10 zusammengefasst. Die Messergebnisse der Bolusinjektionen sind exemplarisch fiir RV, HK und
DD (B, = 25 mT) jeweils in den Abbildungen A.7a, A.7b und A.7c gezeigt. Zusétzlich sind die
relevanten Daten aus den dynamischen Messungen in der Tabelle A.11 festgehalten.

196
https://doi.org/10.7795/110.20250911



L61

T Bk B B B B i B - I B B e B ke B i B B B e B B B Ty """ - e B B B B B B B B I b I I IR
, R 60 T ® 1 S 60 pyprer—r—— 1 8 o=y M ] S 60 oy 3 : E
10 \401,§....- S 3 \40:“0 ] E\40-fQ...§ "/ 1 = 40p B E /:/ E
o s le ! Tof| [0eee] o I<Laf ] m ?20'“{ ool ® 1 ]
E 10 $ 0 - 2.4 ..44.. //i E g‘: 0 I gy ] /,- 3 gﬂ O Lol o sl i sl ‘// 3 g': 0 lidu) ey J E 1 7 3
g . 10 10° 10 o E 10° 100 10° 10° @/ ] 10° 10" 10" 10° g ] 01 10t 100 @ M : E
c 10 A =1087 Amzlkg/,’. JAFL786AMKg g 1 AF7.944 Amkg g 1 A,=0.675 Am’/kg S 1A ,=10.476 Am’/kg ‘ij 3
~ jpfreLom % 1 r=1.018 @ i r=1.0134 /H i r=0.998 oN 1r=1.0083 -1 o n=3 ]
c A 3 S, E , E // , 3 7 =95 3
<E % 3 ‘ /. § /: E /‘/ H n=5 ]
10ME_ . _._. _,: ................ R _._ ............ P ¢ D AP _,! .......... £G A-T
..... . /./_._.-._._.-.-.-.-:._.-. - . /.,.._._.-.-.-.-.-E._._.-. - ._.-.-._._.-.-.-E._._.-. ._._.-.-._._.._._._. . Y, -"EGAS-‘:'
i : : HK ; ; ? EM ] ; DD ; *; FE i ? RV 1
E T l'""'l Bk Bk B B B B B Al BA BALL BAL B Bl Ba e T LA B B B B B B B B Ty B B IR B B B B | Ty Ty
R 60 g SOITUN -l b i e A A = ] R 60 prrrrr—rT——m 3 S 60 T ] < E
0°F = 4of 3= wof { ® = ] ® 1 = wb ] ® = E
E 5,40 . ] S5 4fecsassss | _H 7 h i % , R E
R ?20} . é;: . _o @ 1 @ ] < %{Qoooo' ",. < 2 ;*oooooo ] ,I i: 3
] 10 3 g“ 0- P _.“::‘..“ . E $ 0 I ":. _é $ 0 - .42_4 .44..4 - . 3 S; 0 al suned 1yl vousl ml 1umd | ‘- 3 $ _§
E ok 10° 10° 10° 10° ’ 10 100 10° g ] 10" 10° 10 10. 10° 10* 10° 105 ]
c EA',=1.2128 Am’/kg 0 ‘ A =11.51 Am°/kg ,'H 1 A',=6.65 Am’kg ‘ ] A" =7.44 Am®kg - E
— 10°¢ F 1= 0.988 om 4r=1.029 : 4r=1.006 /g/ 4r=1.01 2, 4r=1.11 ., ® n=33
< a ] @ E ™ ] Ql ] Ky m n=5]
................ 3 ._._._._._‘ ._._._._._._._":._._._._._._/. /-—-—-—-—-—EGA—E
...................... S U U ._._ - -._EGA-:
; FM- D/200§ ﬁf FM-D/300
I IITT ERTTTT BRRTIT  ENRTTTT EERTIT T ERRTTTT BRI {IERTITT ERT T M T RTTT BRI EERTTT ARRTITT EERTTT AERTIT

10° 10 10 10°

Abbildung A.6: MPS-Signale (A5 und As) von Verdiinnungsreihen (1

m(Fe) / ng

m(Fe) / ng

: 1 bis 1

m(Fe) / ng

m(Fe) / ng

: 10%) verschiedener MNP-Systeme. Die Messungen sind im Einzelproben-

Modus bei einer Anregungsamplitude von B, = 25 mT an einem Volumen von V = 30 pL durchgefiihrt worden. Die eingezeichneten Nachweisgrenzen fiir die
jeweiligen Harmonischen resultieren jeweils aus der dreifachen Standardabweichung von 20 gemessenen Leerproben. In den Nebengrafiken ist das A5/ As-Verhéltnis
dargestellt, das im Rahmen der Unsicherheit fiir alle MNP-Systeme wéhrend der Verdiinnung unveréndert geblieben ist. Die Unsicherheiten der Amplituden und
Amplitudenverhiltnisse sind angegeben. Die relative Unsicherheit des Eisengehaltes betragt 1.1% (siehe Abschnitt 6.2.6).
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Tabelle A.8: MPS-Signaleigenschaften (spezifische Signalamplitude A%, As/As-Ver-
haltnis, Phase ¢3, Reaktions-Index r, linearer dynamischer Bereich (LDB), Erfassungs-
grenze m(Fe)gg) bei einer Anregung von B, = 5 mT fiir verschiedene MNP-Systeme
im Online-Modus. Da das MPS-Signal iiber den gesamten Messbereich linear mit der
gemessenen Eisenmenge skaliert, ergibt sich der angegebene dynamische Bereich aus
dem Verhéltnis von maximal-verfiighbarer zu minimal-detektierbarer Konzentration. Im
Mittel ergibt sich ein dynamischer Bereich von 0.1 -105. Die minimal detektierbare Ei-
senmenge m (Fe)p wird bestimmt aus dem Verhéltnis von A5 und der EG (siehe
Tabelle A.15). In den Klammern stehen die Ziffern der Standardunsicherheit der letz-
ten angegebenen Ziffer des Messergebnisses. Die Unsicherheit des A5/ As-Verhéltnisses
ergibt sich aus den statistisch unabhéngigen Einzelunsicherheiten der Leersignale von
As und As. Die Unsicherheit der Phase 3 ergibt sich aus den Unsicherheiten des Real-
und Imaginérteils der dritten Harmonischen. Fiir die Unsicherheit von A3 wird zusétz-
lich die Einzelunsicherheit der Eisengehaltsbestimmung beriicksichtigt.

Es ist zu beachten, dass sich fiir den LDB und die EG andere Werte ergeben, wenn
statt im Online-Modus im Einzelproben-Modus gemessen wird (siche Tabelle A.15 im
Abschnitt A.10).

Probenname A5 As/As ©3 r m(Fe)pge LDB

Am? /kg (Fe) % ° ng x10°
FM-D/30 0.017846(4)  3(2)  —0.5(9) 0.9965(9)  229(3)  0.001
FM-D/50 1.135(6)  13.8(2)  —12(1)  1.034(7)  3.60(4)  0.102
FM-D/100 0.4688(1)  13.6(2)  —34(1)  0.988(4)  8.71(1)  0.042
FM-D/200 0.3009(4)  11(1)  —61(1)  1.008(2)  13.6(2)  0.031
FM-D,/300 0.0574(4)  10(3)  —86(3)  1.047(2)  T1(1)  0.007
EM 0.0905(1)  10.8(2) —15.0(3) 1.017(3)  45.1(5)  0.006
FE 0.01243(2)  1(1)  —1.96(8) 1.003(7)  329(4)  0.002
RV 1.3420(2)  18.6(8)  —43(2)  0.993(2)  3.04(3)  0.262
DD 1.222(1)  19.13(9) —26.5(8) 1.0115(2)  3.34(4)  0.469
HK 2735(3)  18.6(4)  —61(2)  1.0134(3)  1.49(2)  0.066
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Tabelle A.9: MPS-Signaleigenschaften (spezifische Signalamplitude A%, As/As-Ver-
haltnis, Phase ¢3, Reaktions-Index r, linearer dynamischer Bereich (LDB), Erfassungs-
grenze m(Fe)pg) bei einer Anregung von B, = 10 mT fiir verschiedene MNP-Systeme
im Online-Modus. Da das MPS-Signal iiber den gesamten Messbereich linear mit der
gemessenen Eisenmenge skaliert, ergibt sich der angegebene dynamische Bereich aus
dem Verhéltnis von maximal-verfiigharer zu minimal-detektierbarer Konzentration. Im
Mittel ergibt sich ein dynamischer Bereich von 0.3 - 105. Die minimal detektierbare Ei-
senmenge m (Fe)p wird bestimmt aus dem Verhéltnis von A5 und der EG (siche
Tabelle A.15). In den Klammern stehen die Ziffern der Standardunsicherheit der letz-
ten angegebenen Ziffer des Messergebnisses. Die Unsicherheit des A5/ As-Verhéltnisses
ergibt sich aus den statistisch unabhéngigen Einzelunsicherheiten der Leersignale von
As und Aj. Die Unsicherheit der Phase 3 ergibt sich aus den Unsicherheiten des Real-
und Imaginérteils der dritten Harmonischen. Fiir die Unsicherheit von A3 wird zusétz-
lich die Einzelunsicherheit der Eisengehaltsbestimmung beriicksichtigt.

Es ist zu beachten, dass sich fiir den LDB und die EG andere Werte ergeben, wenn
statt im Online-Modus im Einzelproben-Modus gemessen wird (siche Tabelle A.15 im
Abschnitt A.10).

Probenname Al As/As @3 r m(Fe)rc LDB

Am? /kg (Fe) % ° ng x10°
FM-D/30 0.11259(5)  3.9(7) 0(1) 0.994(2)  40.3(5)  0.01
FM-D/50 3.68(2) 23.6(2)  —10(1)  1.032(6)  1.23(2)  0.30
FM-D/100 1.627(3)  20.0(1) —33(1)  0.992(5)  279(3)  0.13
FM-D/200 1411(1)  132(3) —60(1)  1.009(2)  3.21(4)  0.13
FM-D/300 0.611(9) 7.6(3)  —72(1)  1.113(8)  7.4(1) 0.6
EM 0.3951(6) 17(1)  —10.8(3)  1.015(2)  11.5(1)  0.02
FE 0.08167(3)  5.3(7)  0.0(1)  1.000(2)  55.5(6)  0.01
RV 3.999(1)  23.5(4)  —45(1)  1.0028(3)  1.13(1)  0.70
DD 3.418(5)  27.9(2) —25.8(5) 1.0167(4)  1.33(1)  1.18
HK 7.835(8)  23.6(3) —61(1) 1.0126(5) 0.58(1)  0.17
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Tabelle A.10: MPS-Signaleigenschaften (spezifische Signalamplitude A%, A5/ As-Ver-
haltnis, Phase ¢3, Reaktions-Index r, linearer dynamischer Bereich (LDB), Erfassungs-
grenze m(Fe)pg) bei einer Anregung von B, = 25 mT fiir verschiedene MNP-Systeme
im Online-Modus. Da das MPS-Signal iiber den gesamten Messbereich linear mit der
gemessenen Eisenmenge skaliert, ergibt sich der angegebene dynamische Bereich aus
dem Verhéltnis von maximal-verfiighbarer zu minimal-detektierbarer Konzentration. Im
Mittel ergibt sich ein dynamischer Bereich von 0.7 - 105. Die minimal detektierbare Ei-
senmenge m (Fe)p wird bestimmt aus dem Verhéltnis von A5 und der EG (siehe
Tabelle A.15). In den Klammern stehen die Ziffern der Standardunsicherheit der letz-
ten angegebenen Ziffer des Messergebnisses. Die Unsicherheit des A5/ As-Verhéltnisses
ergibt sich aus den statistisch unabhéngigen Einzelunsicherheiten der Leersignale von
As und As. Die Unsicherheit der Phase 3 ergibt sich aus den Unsicherheiten des Real-
und Imaginérteils der dritten Harmonischen. Fiir die Unsicherheit von A3 wird zusétz-
lich die Einzelunsicherheit der Eisengehaltsbestimmung beriicksichtigt.

Es ist zu beachten, dass sich fiir den LDB und die EG andere Werte ergeben, wenn
statt im Online-Modus im Einzelproben-Modus gemessen wird (siche Tabelle A.15 im
Abschnitt A.10).

Probenname A5 As/As ©3 r m(Fe)se LDB
Am? /kg (Fe) % ° ng x10°
FM-D/30 1.2128(8) 12.4(2) 0(1) 0.988(2) 4.09(5) 0.07
FM-D/50 11.51(5) 37.6(1) —6(1) 1.029(5) 0.43(1) 0.86
FM-D/100 6.65(1) 29.5(6) —25(1) 1.006(4) 0.75(1) 0.49
FM-D/200 7.44(3) 22.6(3) —42(1) 1.01(1) 0.67(1) 0.63
FM-D/300 5.90(9) 19(1) —46(1) 1.11(1)) 0.84(2) 0.56
EM 1.786(4) 24(2) —5.1(1) 1.018(4) 2.78(3) 0.09
FE 0.675(2) 12.8(4) 0.5(1) 0.998(1) 7.35(8) 0.10
RV 10.476(8) 38.0(8) —30.6(4) 1.0083(7) 0.47(1) 1.68
DD 7.944(1) 40.6(5) —17.4(3) 1.0134(3) 0.62(1) 2.51
HK 19.87(3) 36(2) —41.6(4) 1.0175(6)  0.250(3) 0.40
(a) (b) (c)
T T : 5.0 . T T . . 5.0 T T
—~ 10 - 10°F — 10°
= RV |, [Ew! //‘ ,  HK | ol B w0 / DD |
< < oo <
2 10 B e S r=1.003 e Sw r=0.987
r :(mm* A = 312304 r:ﬁ_ul;s:) 1 E 3.0F 107 ’:\c"s: 5?9.4 nATQL/g(Fel) 1 <é 3.0 " 10°IA% = 231.4 nAm’Lig(Fe)
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: 2 . 00k ) 0.0 .
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Abbildung A.7: Zeitsignal der MPS-Signalamplitude As bei MNP-Bolusinjektionen mit unterschied-
licher Eisenmasse (20 ng, 60 ng, 200 ng und 2000 ng) von RV (a), HK (b) und DD (c). Bei einer ange-
legten Flussrate von 0.1 mL/min werden die Signale mit einer Mittelungszeit von 1 s aufgezeichnet. In
der Nebengrafik ist das integrierte MPS-Signal der A3 in Abhingigkeit der applizierten Eisenmasse des
jeweiligen Bolus aufgetragen. Die griine Linie markiert dabei den Verlauf der linearen Kurvenanpassung
mit Anstieg A5"
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Tabelle A.11: MPS-Signaleigenschaften (spezifische Signalamplitude AS™,
Reaktions-Index r, Rauschlevel und effektives Flusszellenvolumen) bei einer
Anregung von B, = 25 mT fiir verschiedene MNP-Systeme im strémenden
Medium. Hierbei stehen in Klammern die Ziffern der Standardunsicherheit
der letzten angegebenen Ziffer des Messergebnisses. Die spezifische Signal-
amplitude wird mittels Bolusinjektionen bekannter Eisenmengen fiir jedes
MNP-System ermittelt. Dazu werden die gemessenen MPS-Signale {iber das
Elutionsvolumen (Messzeit mal Flussrate) integriert und gegen die appli-
zierte Eisenmenge aufgetragen. Der Anstieg der linearen Kurvenanpassung
ergibt die spezifische Signalamplitude A3™. Die Unsicherheit von A5" re-
sultiert daher aus den Einzelunsicherheiten der gemessenen Amplituden A
des Zeitsignals und zusétzlich aus der Einzelunsicherheit der Eisenmenge des
injizierten MNP-Bolus. Aus dem Verhaltnis der spezifischen Signalamplitu-
den des Einzelproben- und Online-Modus’ kann das effektive Flusszellenvo-
lumen berechnet werden. Der gewichtete Mittelwert der Flusszellenvolumina
ergibt V' = 28.5(6) pL.

Probenname T AT V =A3"/A;
nAm?/(g/L) nL

RV 1.024(1) 312.3(9) 29.8(9)

DD 0.987(4) 231.4(5) 29.1(6)

HK 1.003(7) 559.4(5) 28.2(8)

A.7.3 Untersuchung von MNP in FL-70®

(a) (b)
e DD B FE RV &
12t 4 EM % HK @ - 12 4 m ® "
o °
. = o ® o4
< 10 4—'—‘—*—‘— < L0 @ ®
By = $ &
< Y
0.8 E 0.8} E
0.1 1 10 0.1 1 10
c, | % c, | %

Abbildung A.8: a) MPS-Messung von HK, DD, RV, EM und FE in aq.
dest. mit unterschiedlichen Volumenanteilen FL-70® ¢;,. Das gemessene
MPS-Signal Az wird normiert auf das jeweilige Signal der MNP in reinem
aq. dest. As . b) Hydrodynamische Grofie dhyq der MNP in Abhéngigkeit
des Volumenanteils von FL-70® ¢y normiert auf dpyq, in reinem aq. dest.
von HK, DD, RV, EM und FE.

A.7.4 Peakverbreiterung durch die DMT-S&ule

Verschiedene Effekte konnen in der Chromatographie zum sog. Peaktailing, also zu einem steilen
Anstieg und flachen Auslaufen des Peaks fithren (z.B. Uberladung der Siule, Wechselwirkung des
Analyten mit der stationdren Phase). Die Bestimmung des Faktors fiir die Asymmetrie eines Peaks
(engl. tailing factor) kann nach der I[UPAC Nomenklatur erfolgen [252]. Dazu wird bei 10% des
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Peakmaximums die links- @ und rechtsseitige Peakverbreiterung b gemessen. Der Peaktailing-Faktor
PT ergibt sich aus dem Verhéltnis beider Grofen entsprechend folgender Formel:

PT =1b/a.

(A.18)

Die Bestimmung nach IUPAC ist in Abbildung A.9 dargestellt.

. T . T .
14} tailing-Faktor PT nach IUPAC ]
—~ 12l 8- c(Fe)=1 mmol/L: PT=4.33 ]
a7 JJs @ c(Fe)=10 mmol/L: PT=4.90
£ 10 i
=, 08fF Y
% 3 \:\.
< o6f X
~ L \.\.
ol >
s 0.4+ og\.’
L See
0.2 o
00 L 1 1
2 3
V_/ (mL)

Abbildung A.9: Bestimmung der Peak-
verbreiterung (engl. tailing factor) nach
der TUPAC Nomenklatur [252]. Dazu wird
bei 10% des Peakmaximums die links- und
rechtsseitige Peakverbreiterung gemessen.
Dies erfolgt an den Elugrammen der DMT-
Trennsdule durch Injektion von 1 mmol/L
und 10 mmol/L DD mit einem Volumen
von 40 pL.

A.7.5 Bestimmung der Trennsidulentemperatur

Um die Temperatur in der Trennsiule zu ermitteln, wird die Anderung des Vorsiulendruckes gemes-
sen. Damit wihrend der DMT die Temperatur in der Sdule aufgezeichnet werden kann, wird die Séule
mittels Kélte-Umwélzthermostat (siehe Abbildung 7.4) auf eine definierte Temperatur gebracht. Bei
einer Flussrate von V = 100 pL/min, die jener bei den DMT-Experimenten entspricht, wird der
Vorsdulendruck mittels Drucksensor gemessen. Abbildung A.10 zeigt die gemessenen Druckwerte in

Abhéngigkeit der eingestellten Sdulentemperatur.

F T T T T T
40t Q -
S L
S 35+ D _
g L
o 30F O Messung .
. e
— Fit
25} .
I I I
-20 0 20 40
T/°C

Abbildung A.10: Gemessener Vorsidulen-
druck der DMT-Trennsédule in Abhéngig-
keit der eingestellten Temperatur am Kéilte-
Umwilzthermostat zur Temperierung der
Saule.
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A.7.6 Statische magnetische Trennung von MNP
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Abbildung A.11: MPS-Signalparameter in Abhéngigkeit des Elutionsvo-
lumens Vg bei der Trennung mit statischem Magnetfeld Bexy = 10 mT, das
nach Vg = 7 mL abgeschaltet worden ist. Es sind das Amplitudenverhé&ltnis
Aj9/As (a) und die Phase o3 (b) dargestellt. Die Online-MPS-Messung ist
mit einer Anregungsamplitude von B, = 25 mT erfolgt.

A.8 Messunsicherheitsanalyse

A.8.1 Angabe von Messunsicherheiten

Erweiterungsfaktor kg fiir geringen Stichprobenumfang

Tabelle A.12: Erweiterungsfaktoren kg fiir
ein Vertrauensniveau von P = 90% bei an-
gegebenem Stichprobenumfang N fiir normal-
verteilte Grofsen.

Stichprobenumfang Erweiterungsfaktor

N ke
2 6.31
3 2.92
4 2.35
5 2.13
6 2.02
7 1.94
8 1.90
9 1.86
10 1.83
20 1.73
30 1.70
50 1.68
100 1.66
200 1.65
n — oo 1.65

Modellfunktion (Abhingigkeit von der Anregungsamplitude)
Zur Beschreibung der dritten und fiinften Harmonischen des MPS-Signals in Abhéngigkeit der
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Anregungsamplitude B}, wird eine Sigmoidal-Funktion (Gleichung (6.3)) verwendet.

1.4

Py - - - - Abbildung A.12: Erweiterte Unsicherheit
m n=5 (kg = 1.65) des Real- und Imaginérteils der
— Sigmoidal-Fit dritten (blaue Kreise) und fiinften (rote Qua-

E
<
£ 12 'I T drate) Harmonischen des MPS-Signals bei un-
a terschiedlichen Anregungsamplituden B,,. Die
5 Daten werden mit einer Sigmoidalfunktion an-
x 10 gepasst (Gleichung (6.3)).
=1

0.8 L

5 10 15 20 25
B, I mT

A.8.2 Pipettierunsicherheit

Tabelle A.13: Zufillige Messabweichungen von verwendeten Einkanalpi-
petten mit variablen Volumen (Eppendorf). Die angegebene Unsicherheit
mit dem Vertrauensniveau von P = 90% ergibt sich aus zehn Einzelmessun-
gen (Erweiterungsfaktor kg = 1.83)'20.

Modell pipettiertes Volumen relative Unsicherheit
1% Urel (V)

pL %

1 3.3

0.5 — 10 uL 5 1.5
10 0.7

10 1.3

10 — 100 uL 50 0.5
100 0.3

50 0.5

50 — 200 pL 100 0.5
200 0.4

100 0.5

100 — 1000 pL 500 0.4
1000 0.4

129Der erhohte Erweiterungsfaktor resultiert aus dem geringen Stichprobenumfang (N = 10; siche Abschnitt 2.4 und
Tabelle A.12).
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A.8.3 Unsicherheit des UV /Vis-Detektors

Abbildung A.13: Zeitsignal des UV /Vis-Detektors
ohne Probe. Die Variation der Basislinie liegt bei
6.3 nV. Fiir ein Vertrauensniveau von P = 90% folgt
daraus eine Nachweisgrenze von 10.4 pV.

Abbildung A.14: Eisenmenge von Boli unterschied-
licher Konzentration aufgetragen iiber das zugehorige
(integrierte) Detektorsignal von RV (Quadrate) und
HK (Kreise) unterschiedlicher Konzentration in Car-
boxydextran-Losung (orange) und in aq. dest. (blau).
Die griine Linie markiert die Kurvenanpassung mit
einer linearen Funktion.
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A.8.4 Rauschen
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Abbildung A.15: Spektrum der erweiterten Unsicherheit (kg = 1.65) von
Real- (blaue Kreise) und Imaginérteil (rote Quadrate) des MPS-Signals aus
150 Leersignalmessungen bei Anregungsamplituden B, von (a) 0.05 mT, (b)

5mT, (¢) 10 mT und (d) 25 mT.

100 T T

u(y) I pAm’

0l @ B 10s

100 1000
n-f,/ kHz

Abbildung A.16: Unsicher-
heit w(py) fiir das Spektrum der
ungeraden Harmonischen bei unter-
schiedlichen Mittelungszeiten (0.1 s
bis 10 s), gemessen bei einer Anre-
gungsamplitude von B, = 25 mT. Es
zeigt sich, dass die Signalvariation
erwartungsgemif mit t~/2 abnimmt
(Nebengrafik).
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Abbildung A.17: Histogramme
der mittelwertbereinigten Realteile
der dritten Harmonischen bei unter-
schiedlichen  Anregungsamplituden
B,. Die Standardabweichung der
Verteilung o wird durch Anpassung
einer Normalfunktion an die Daten
ermittelt.
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Abbildung A.18: Mittlere Unsicherheit u (kg = 1.68)
von Real- und Imaginérteil der dritten (oben) und fiinf-
ten (unten) Harmonischen, die aus der Verwendung un-
terschiedlicher Messprozeduren (kontinuierlich, Wech-
sel der Anregungsamplituden) sowie aus dem Wech-
seln der Probengefifie resultiert. Es sind die Resulta-
te der Messung bei verschiedenen Anregungsamplitu-
den B, gezeigt (25 mT: schwarz, 10 mT: rot, 5 mT:
blau). Die griinen Strich-Punkt-Linien markieren den
Wert des Rauschens bei B, = 25 mT.

Tabelle A.14: Zufillige Messabweichungen der drit-
ten und fiinften Harmonischen n des MPS-Signals fiir
den Einzelproben- und Online-Modus. Die empirisch
ermittelten Abweichungen der Messwerte von Real-
und Imagindrteil sind gleichgrof und treten unkor-
reliert, auf (siehe Abschnitt 6.1.1.2 Abbildung 6.6).
Aus diesem Grund ist die mittlere Standardunsicher-
heit von Real- und Imaginérteil fiir die entsprechenden
Harmonischen n angegeben. Der signifikante Einfluss

der Temperierungenauigkeit ist nicht beriicksichtigt.

Modie ﬁ% 1_1 u (Re (gn/_\)r,nlgn (1n))

Fluss 5 g ggg

Fluss 0o 0509

Fluss 25 g 8:22?
Einzelprobe 5 g 8?(1)1
Einzelprobe 10 g (1)?(1)2
Einzelprobe 25 g 13? 563292
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A.8.5 Einfluss der Temperatur auf die Messunsicherheit
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Abbildung A.19: Relative Unsicherheit des Realteils der dritten Harmo-
nischen Re (p3), die aus der Ungenauigkeit der Temperierung der Probe re-
sultiert. Die angegebene relative Unsicherheit (uye) ergibt sich entsprechend
Gleichung (2.72) aus der Differenz des simulierten MPS-Signals bei 308 K
und 312 K dividiert durch das zugehorige MPS-Signal bei 310 K (kg = 1.56,
Rechteckverteilung). Dazu werden die MPS-Signale von MNP unterschied-
licher Kerngrofen (dg = 5 nm bis 50 nm), Anisotropien (K = 1 kJ/m® bis
15 kJ/m®, Linienfarbe) und Hiillschichtdicken (5 = 0 nm bis 32 nm, Lini-
enstil) fiir die verschiedenen Temperaturen simuliert. Die Simulation erfolgt
zusétzlich fiir unterschiedliche Anregungsamplituden By, (5 mT oben, 10 mT
mittig, 25 mT unten). Die absoluten Signale an den Grenzen des Tempera-
turbereichs (schwarze ausgefiillte Kreise: 312 K, leere Kreise: 308 K) sind in
den jeweiligen Nebengrafiken gezeigt (K =5 kJ/ m®, oy = 8 nm).

[y

o

o
T

[y
o
]

' ' ' ' Abbildung A.20: Gemessenes MPS-Signal
E von RV im Vergleich zum simulierten MPS-
Signal bei unterschiedlichen Temperaturen

(308 K bis 312 K).

0.98 (Resovist®, V =30 L, c(Fe)=50 mmol/L) E

(d =12 nm, d,_ =32 nm, K=5 ky/m’,

® Messung

® Simulation

M_=350 kA/m, a=0.05, 7=0.001 Pas)
1 1 1

307

1
308 309 310 311 312 313
T/K
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A.8.6 Einfluss der Flussrate auf die Messunsicherheit

(a)
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e DD O FM-D/100 1 i
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Abbildung A.21: Gemessener Real- (links) und Imaginérteil (rechts) der
dritten Harmonischen in Abhiingigkeit der Flussrate V von MNP unter-
schiedlicher hydrodynamischer Grofie dhyq (Symbole) bei einer Anregungs-
amplitude von B, = 5 mT (a) und 10 mT (b). Die Messsignale werden
normiert auf das Signal im Ruhezustand ohne Strémung V = 0 mL/min.
Die Strich-Punkt-Linie zeigt die iibliche Flussrate, die in dieser Arbeit ver-
wendet wird. Der graue Bereich markiert den Vertrauensbereich der normal-
verteilten Messwerte (P = 90%, kg = 1.83)1%L.

21Der erhéhte Erweiterungsfaktor resultiert aus dem geringen Stichprobenumfang (N = 10; siehe Abschnitt 2.4 und
Tabelle A.12).
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A.9 Monte-Carlo-Methode zur Messunsicherheitsanalyse
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Abbildung A.22: (a): MCS einer zweidimensionalen Normalverteilung 1 mit dem Erwartungs-
wert ug = 0+ -0 und den Standardabweichungen oge = o1m = 1 (links). Haufigkeitsverteilungen
der nach Gleichung (6.1) resultierenden Phasen p (¢) (unten) und Amplituden p (A) (oben) mit
dem Vertrauensbereich fiir P = 90%. (b): MCS einer zweidimensionalen Normalverteilung p mit
dem Erwartungswert ug = 3443 und den Standardabweichungen oge = o1, = 1 (links). Haufig-
keitsverteilungen der nach Gleichung (6.1) resultierenden Phasen p(¢) (unten) und Amplituden
p (A) (oben) mit dem Vertrauensbereich fiir P = 90%.
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A.10 Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze des MPS-De-
tektors

Tabelle A.15: Mittels MCS ermittelter Blindwert (BW) sowie die Nachweis-
(NG), Erfassungs- (EG) und Bestimmungsgrenze (BG) der dritten und fiinften
Harmonischen (n) des MPS-Signals bei unterschiedlichen Anregungsamplituden
B, fiir den Einzelprobenmodus und die Messung mit Flusszelle. Die angegebenen
Unsicherheiten (in Klammern) resultieren aus wiederholten MCS (P = 90%, kg =

1.9)122,
Modus B, n AnBW An,Nc AnEc An,Bc
mT - pAm? pAm? pAm? pAm?
Fluss s 3| 1289(1) 2517(6) 4085(3) 7.2(2)
5 || 07726 (8) 1.513(3) 2.351(2) 4.3(1)
Fluss o 3| 14852 29101 4534(3)  83(3)
5 || 0.8895(9) 1.744(4) 2.781(2) 5.0(2)
Fluss o5 3| L568(2) 3.070(7) 4.960(3) 8.8(3)
5| 0942(1) 1.843(4) 2.792(2)  5.3(2)
: 3 || 1.448(2) 2.832(6) 4.530(3) 8.1(3)
Einzelprobe || 5 o\l 1 9010(9) 1751 (4) 2.784(2)  5.0(2)
. 3 || 2.664(3) 5.22(1) 8.445(6) 14.9(5)
Einzelprobe || 10 o\l (g0 (1) 1.779(4)  2.785(2)  5.1(2)
. 3| 18.82(2) 36.80(8) 60.02(4) 105(2)
Finzelprobe || 25 o\ 6 967(7)  12.26(3) 20.58(1) 35.1(7)

Um die hohere Empfindlichkeit der Messung im Online-Modus zu bestétigen, werden Verdiinnungs-
reihen von MNP sowohl in den iiblichen PCR-Geféfen als auch in der Flusszelle gemessen. Die PCR-
Geféfe sind zuvor gereinigt worden, um anhaftende magnetische Verunreinigungen auszuschlieflen.
Die Flusszelle wird komplett mit der Probe befiillt und nach der Messung mit aq. dest. fiir 3 min
gespiilt. Die Messung bei B, = 25 mT erfolgt ohne Stromung der MNP.

In Abbildung A.23 ist die gemessene As von FM-D/50 fiir verschiedene Eisenmengen aufgetragen.
Es zeigt sich, dass die Signalvariation bei der Messung im Einzelproben-Modus (blaue Quadrate)
frither einsetzt (m (Fe) = 1 ng), als bei der Messung im Online-Modus mit Flusszelle (rote Kreise).

Abbildung A.23: MPS-Messung von FM-D /50 bei
FM-D/50 LI B, = 25 mT im Einzelproben- (blaue Quadrate) und

m P inK | . . . . ..
e e e -« " Online-Modus (rote Kreise). Die gestrichelten Linien
p. ] markieren die EG des jeweiligen Messmodus’.
8 i
9

_____________ '. --NGA, Einzelproben1

L g RO NG A, Online }

k|

10°  10° 100 10 10°
m(Fe) / ng

22Der erhohte Erweiterungsfaktor resultiert aus der geringen Anzahl (N = 8) an Wiederholungen (siehe Abschnitt
2.4 und Tabelle A.12).
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A.11 Dispersionskorrektur der Detektorsignale

Zur Charakterisierung der Detektor-Dispersion werden neben der exponentiell-modifizierten Gaussfunktion
(EMG) weitere Verschmierungsfunktionen X (¢) getestet (siehe Abbildung A.24):

A

In[(t — tr) /p)*

X (t) = exp{- ) (A.19)
V270 gau (t — tR) 20§au
t—t
X (t) = A-exp|— (771‘)], (A.20)
exp
A [(t — tr)]
X (t) = —— exp{———=—"1}. (A.21)
V 2"TUga‘u 2Ugau
—MALS —MPS =—1*X (min(MSE)) I*X Abbildung A.24: UV/Vis- (blau) und
10F ~py = et e = ] MPS-Zeitsignal (rot) von HK (V =
GAU =, ol ST LOG 5, oul 1]
S 8f = 4 Q™| T 3 g™ ] 20 pL, ¢(Fe) = 2.5 mmol/L, dV/dt =
S 6 oo 11 moor 1] 100 pL/min). Das UV /Vis-Detektorsi-
=~ 4 = 0010203 = 00Tz 03 gnal wird mithilfe unterschiedlicher Ver-
ol Ty / ML schmierungsfunktionen derart verzerrt,
ok dass der MSE zwischen verschmiertem Si-
10 ' —_ ] gnal (schwarz) und MPS-Signal (rot) mi-
8 2 0% 1] nimal ist (siche Nebengrafik). Zur Ver-
S ol it 0»2_- schmierung werden eine Gauss- (GAU),
© ot = 00057 «« 03 ] Exponential- (EXP), exponentiell-modi-
=4 L fizierte Gauss- (EMG) und logarithmi-
2r ] sche Verteilungsfunktion (LOG) verwen-
0 1 .1 T r n 1 I det.
3.0 3.2 34 36 38 30 32 34 36 38
VvV /mL V_/mL
elu elu
A.12 Datenprozessierung und -korrektur der Online-MPS-Messung

Das Protokoll des MATLAB-Programms zur Datenprozessierung und -korrektur der MPS-Online-
Messung ist nachfolgend gezeigt. Das unkorrigierte MPS-Signal ist im rechten oberen Diagramm
(Realteil der dritten Harmonischen) aufgetragen (graue Symbole). Der blaue Bereich markiert je-
ne Signale, die zur Bestimmung des mittleren Untergrundsignals herangezogen worden sind. Die
schwarzen Symbole der restlichen Diagramme stellen die untergrundkorrigierten MPS-Signale dar.
Eine alternative Untergrundkorrektur erfolgt durch Auswahl zweier Datenpunkte (rechte obere Gra-
fik, rote Kreise). Das resultierende MPS-Signal ist in diesem Fall als blaue (durchgezogene) Linie in
den restlichen Diagrammen gezeigt.
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ONLINE MPS MEASUREMENT: data handling Fhyslkalisch-Teckniache Bundessnstalt
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Data: Separation:
project name: A4F151 id: A4F151-Feraheme-NaNO3-0p5mM-FOC9-X1-C1223p9 type: hydrodynamic
generated: 16.04.2016(15:48:28) tracer: Feraheme
data: .. A\PTB projects\ Dissertation\ Separations\ final\ A4 F\ MPSflow, c(Fe) mM]: 19.17
V [pLl: 20.1
Measurement: m(Fe) [pgl: 21.518
flow rate [pL/min]: 150
measured: 23.09.2015(17:25:44) focus flow [mL/min]: 1.05
duration [min]: 104.0167 (147) cross flow [mL/min]: 1
field [mT]: 25.000 medium A: NaNO3
frequency [kHz): 25.25 ¢(A) [(mM],[%]: 0.5
averaging [s]: 10.0
background type: area
background Az [Amn?*]: 4.515e-010
noise Az [Am®]: 1.6831e-012

Abbildung A.25: Datenprozessierung und -korrektur der Online-MPS-Messung
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