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Zusammenfassung

Die genaue Kenntnis der Partikelgrofie sowie der PartikelgroRenverteilung ist eine entscheidende
Voraussetzung flir die Entwicklung von kolloidalen Arzneistofftragersystemen. Mit Hilfe der
Asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF4) kénnen auch komplexe und heterogene
Formulierungen uUber einen breiten PartikelgroRenbereich (wenige nm bis hin zu etwa 1 um)
aufgetrennt werden. Ist das Fraktionierungssystem mit einem Mehrwinkel-Lichtstreudetektor (multi-
angle laser light scattering, MALLS) gekoppelt, kann die Partikelgréienverteilung akkurat bestimmt
werden, da der GréRenbestimmung ein Fraktionierungsschritt vorausgeht.

In der vorliegenden Studie wurden drei kommerzielle parenterale Fettemulsionen (Lipofundin 20 N,
Lipofundin MCT 20 und Lipidem) mit AF4/MALLS und konventionellen Lichtstreuverfahren
(dynamische Lichtstreuung, Laserdiffraktometrie mit submikron Instrumentierung) analysiert. Die
Ergebnisse, die mit den verschiedenen Methoden erhalten wurden, zeigen insgesamt eine gute
Ubereinstimmung, wobei jedoch mit der dynamischen Lichtstreuung kleinere mittlere Partikel-
durchmesser erhalten wurden. Von den drei untersuchten Emulsionen weist Lipofundin N die
grolite mittlere PartikelgroRe und die breiteste Verteilung auf. Die Unterschiede zwischen
Lipofundin MCT und Lipidem waren im Gegensatz dazu nur gering, wurden jedoch auch von allen
Methoden erfasst.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die parenteralen Fettemulsionen mit hoher Reproduzier-
barkeit mittels AF4/MALLS aufgetrennt und analysiert werden konnten. Die hohe Trennkapazitat
und Reproduzierbarkeit der Methode wurde in Messungen einer Mischung von Polystyren-
Standard-Nanopartikeln (nominelle Durchmesser von 50, 100, 200, 300 und 500 nm) gezeigt. Die
AF4 bietet des Weiteren die Moglichkeit, Probenfraktionen mit hoher Homogenitat zu erhalten, die

fur weitere Untersuchungen eingesetzt werden kénnen.
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1. Einleitung

Kolloidale Tragersysteme wie zum Beispiel Mizellen, Nanopartikel und Liposomen werden intensiv
als Tragersysteme flr Arzneistoffe erforscht [1,2]. Mit einer PartikelgroRe im nm-Bereich er-
moglichen sie die Formulierung schwer wasserloslicher Arzneistoffe in einem wassrigen Medium
und somit auch eine intravendse Applikation, die physiologische Vertraglichkeit der Bestandteile
vorausgesetzt. Erfolgt die Freisetzung des Arzneistoffs aus den Tragerpartikeln nach Applikation
der Formulierung nur langsam, so wird — im Idealfall — die Verteilung des Arzneistoffs im
Organismus durch das Tragersystem bestimmt. Dies erdffnet die Moglichkeit der passiven oder
auch spezifischen Anreicherung von Arzneistoffen im erkrankten Gewebe (drug targeting), was die
therapeutische Effizienz deutlich erhéht. Die passive Anreicherung von Nanopartikeln mit
geeigneter PartikelgroRe und Oberflacheneigenschaften in erkrankten Geweben (beispielsweise
Tumoren) aufgrund einer gestérten Endothelstruktur ist in der Literatur gut dokumentiert [3]. Eine
gezielte Anreicherung im Zielgewebe kann durch Kopplung von Strukturen, die spezifisch an
Rezeptoren im Zielgewebe binden, an die Partikeloberflache erreicht werden [4]. Fur die
Entwicklung solcher Tragersysteme ist eine genaue Kenntnis der Partikelgrée und Partikel-
grolkenverteilung, der Struktur der Nanopartikel, der Verteilung des Arzneistoffs in den
Tragerpartikeln sowie dessen Freisetzungseigenschaften von entscheidender Bedeutung.
Formulierungen basierend auf physiologischen Lipiden (zum Beispiel Triglyceride, Lecithin) weisen
Ahnlichkeit mit physiologischen Transportvehikeln fir hydrophobe Stoffe (beispielsweise
Lipoproteine) auf und erscheinen insbesondere im Hinblick auf ihre physiologische Vertraglichkeit
gegenuber anderen kolloidalen Tragersystemen wie zum Beispiel Polymer-Nanopartikeln von
Vorteil. Parenterale Fettemulsionen werden seit langem flir die parenterale Ernahrung eingesetzt
und kénnen auch als Tragersysteme flr lipophile Arzneistoffe dienen [5]. Um die Stabilitat und
insbesondere die Freisetzungseigenschaften eingearbeiteter Arzneistoffe zu verbessern, wurden
verschiedene lipidbasierte kolloidale Formulierungen entwickelt und untersucht, beispielsweise
feste Lipid-Nanopartikel (solid lipid nanoparticles, SLN [6]), nanostrukturierte Lipid-Carrier
(nanostructured lipid carrier, NLC [7,8]) und unterkiihlte smektische Lipid-Nanopartikel [9]. Diese
Formulierungen sind haufig sehr heterogen und neben den Lipid-Nanopartikeln kénnen andere
kolloidale Strukturen (Vesikel, Mizellen), die aufgrund des Stabilisatoriiberschusses gebildet
werden, gefunden werden [10]. Auch die Lipid-Nanopartikel selbst kénnen in unterschiedlichen
Morphologien in derselben Formulierung vorhanden sein [9,10].

Die Feld-Fluss-Fraktionierung und insbesondere die Asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-
Fraktionierung stellt eine sehr vielversprechende Methode fiir die Auftrennung und Analyse von
solchen komplexen Systeme dar [11-13]. In der Asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung
erfolgt die Auftrennung von Molekulen beziehungsweise Partikeln in Abhangigkeit von ihrer Groflie

(GréRenbereich von ca. 10 kDa bis hin zu ca. 1 um) durch einen Querfluss, der senkrecht zum
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Trennprinzips in einem AF4-Kanal. Unter gegebenen
Querflussbedingungen akkumulieren kleinere Partikel in héherem Abstand von der Membran
(Akkumulationswall) als groRere und eluieren daher zuerst.

Fluss der Tragerflissigkeit in einem Kanal mit definierter Geometrie angelegt wird. Unter
gegebenen Querflussbedingungen befinden sich kleinere Partikel mehr in der Mitte des Kanals, da
sie aufgrund ihrer héheren Brown'schen Diffusionsgeschwindigkeit im starkeren Ausmall dem
Querfluss entgegen diffundieren kénnen als gréRere Partikel, die starker durch den angelegten
Querfluss beeinflusst und naher an die Membran (Akkumulationswall) gedrickt werden. Aufgrund
des parabolischen Flussprofils im Kanal nimmt die FlieRgeschwindigkeit mit zunehmendem
Abstand von der Membran zur Mitte des Kanals zu und kleinere Partikel eluieren daher vor den
grélReren (Abbildung 1). Bei der Auftrennung von Proben mit einer breiten Partikelgréf3enverteilung
kann ein Querflussgradient angelegt werden, um die Probe in einer angemessenen Zeit zu
eluieren. Wird das Fraktionierungssystem mit einem Mehrwinkel-Lichtstreudetektor gekoppelt,
kann die PartikelgrofRe Gber die gesamte Elutionszeit der Probe bestimmt werden. Auf diese Weise
konnen PartikelgrofRenverteilungen auch von heterogenen Formulierungen akkurat ermittelt
werden.

In der vorliegenden Studie wurden kommerziell erhaltliche parenterale Fettemulsionen mit der AF4
insbesondere im Hinblick auf die Robustheit und Reproduzierbarkeit des Verfahrens und als Basis
fur zuklnftige Studien verschiedener lipidbasierter kolloidaler Formulierungen untersucht.
Fettemulsionen fir die parenterale Ernadhrung haben in der Regel eine recht breite
Tropfengrofienverteilung [14,15] und sind auch aufgrund ihrer vergleichsweise homogenen
Struktur (runde Emulsionstropfen) als Modellsysteme fur die Methodenevaluierung sehr gut

geeignet.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

Fir die Untersuchungen wurden die kommerzielle Fettemulsionen Lipofundin 20 N (LF-N),
Lipofundin MCT 20 (LF-MCT) und Lipidem der Firma B. Braun Melsungen verwendet. Die

Emulsionen enthalten:

20 % unpolare Lipide (LF-N: 20 % Sojabohnendl; LF-MCT: 10 % Sojabohnendl und 10 %
mittelkettige Triglyceride; Lipidem: 10 % mittelkettige Triglyceride, 8 % raffiniertes
Sojabohnendl und 2 % Omega-3-Fettsauren),
1,2 % gereinigtes Eilecithin als Emulgator,

. 2,5 % Glycerol sowie

a-Tocopherol, Natriumoleat und Wasser fur Injektionszwecke.

Die Dispersionen von Polystyren-Standard-Nanopartikeln (1 % m/V) mit nominellen Durchmessern
von 50, 100, 200 und 500 nm (Duke Scientific) wurden von Distrilab (Leuden) bezogen, die

Nanopartikel mit einem Durchmesser von 300 nm von Beckman-Coulter.

2.2. Asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung

Fir die Untersuchungen wurde eine AF4 Anlage (Eclipse F, Wyatt, Dernbach) mit einem
trapezférmigen Trennkanal (LAnge 265 mm, gréfite Breite von 21 mm an der Injektionsstelle, Hoéhe
350 um [16]), der mit einer Membran aus regenerierter Cellulose (mittlere Porengréfie 5 kDa,
Microdyn-Nadir, Wiesbaden) ausgestattet war, eingesetzt. Die Intensitdten des an den Partikeln
gestreuten Laserlichts wurden mit einem Mehrwinkel-Lichtstreudetektor (DAWN EOS, Wyatt) in
einem Messintervall von 1 s unter 15 verschiedenen Winkeln gemessen [16]. Doppelt destilliertes,
konserviertes (0,02 % m/V Natriumazid) und filtriertes (PorengréRe 0,1 um) Wasser wurde als
Tragerflissigkeit und zur Probenverdinnung verwendet.

Wenn nicht anders angegeben, wurden 100 pl der 1:2000 (V/V) verdiinnten Emulsionen im Fokus-
Modus (Fokus-Fluss 2 ml/min) tber 2 min mit ca. 0,2 ml/min injiziert und nach Beendigung der
Injektion weiter fir 1 min fokussiert. Die Proben wurden dann mit einem konstanten Detektorfluss

von 1 ml/min und verschiedenen Querflussraten wie folgt eluiert:

abnehmender Querfluss von 1,0 ml/min auf 0,3 ml/min innerhalb von 5 min,
abnehmender Querfluss von 0,3 auf 0,05 ml/min innerhalb von 30 min,
konstanter Querfluss von 0,05 ml/min fir 10 min und

abnehmender Querfluss von 0,05 ml/min auf O ml/min innerhalb von 10 min.

Die Elution wurde dann fir weitere 10-15 min ohne Querfluss fortgesetzt, um das System zu

spulen.
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Polystyren-Standard-Nanopartikel mit nominellen Durchmessern von 50, 100, 200, 300 und
500 nm wurden in einem Verhaltnis von 40:6:1:1:1 gemischt und zur Etablierung der
Trennkapazitat und im Rahmen der Methodenevaluierung verwendet.

Die Datenauswertung erfolgte mit der Astra-Software Version 4.90 (Wyatt) im Partikel-Modus unter
Annahme von kompakten, spharischen Partikeln [16]. Die primare Grofeninformation der
statischen Lichtstreuung ist der so genannte Gyrationsradius (,;root mean square radius“, RMS
radius [16-18]). Fir spharische kompakte Partikel kann der geometrische Durchmesser nach

folgender Formel berechnet werden [17]:

d o = ZD\/EDRMS
geom 3

Der massengewichtete mittlere Durchmesser wurde aus dem massengewichteten RMS Radius
(bestimmt Uber den gesamten Probenpeak) berechnet. Die charakteristischen Durchmesser D10,
D50 (Median) und D90 wurden aus der massengewichteten kumulativen PartikelgréRenverteilung

ermittelt.

2.3. Laserdiffraktometrie mit submikron Ausstattung

Die Messungen erfolgten mit einem Mastersizer 2000 (Malvern, Herrenberg) mit einer
automatischen Dispergiereinheit (Hydro 2000 S, Malvern) in gereinigtem Wasser bei Raum-
temperatur [16]. Fir jede Messung wurden 5 Einzelmessungen tber 10 s durchgefiihrt und die
Einzelergebnisse gemittelt. Alle Messungen wurden bei einer Laserabschwachung von ca. 5 %
(entsprechend einer Abschwachung des blauen Lichts von ca. 10-12 %) durchgefiihrt. Die
volumengewichteten PartikelgréRenverteilungen wurden mit Hilfe der Mie-Theorie (Brechungs-
indices der Emulsionspartikel, der Polystyren-Nanopartikel und des Dispersionsmediums Wasser
von 1,45; 1,59 bzw. 1,33; Absorption 0,01) berechnet. Gegebene Mittelwerte beziehen sich auf

voneinander unabhangige Messungen der Proben.

2.4. Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Proben wurden nach geeigneter Verdinnung mit gereinigtem und filtriertem (Porengréfle
0,22 ym) Wasser bei 25 °C mit einem HPPS Gerat (Malvern) in Rickstreuung (173 °) gemessen
[16]. Fur jede Probenpraparation wurden 5 Einzelmessungen mit 10-14 Durchgangen Uber jeweils
10 s durchgefuhrt und die Ergebnisse gemittelt. Die mittleren hydrodynamischen Durchmesser
(Z-average) and Polydispersitatsindices (PDI) wurden mit Hilfe der Kumulantenanalyse errechnet.

Angegebene Mittelwerte beziehen sich auf voneinander unabhangige Messungen der Proben.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Analytische AF4

Die Probenfraktionierung sowie Bestimmung der PartikelgrofRen mittels AF4/MALLS soll zunachst
anhand der Messungen der Mischung der Polystyren-Standard-Nanopartikel (Abbildung 2)
erlautert werden:

Der erste Schritt einer AF4 Analyse ist die Injektion und Fokussierung der Probe. Im Fokus-Modus
stromt die Tragerflussigkeit von beiden Enden in den Kanal ein und verlasst ihn ausschlie3lich
uber die Membran (Querfluss). Der Einstrom der Tragerflussigkeit ist so geregelt, dass die Probe
zu einer mehr weniger schmalen Bande hinter der Injektionsstelle fokussiert wird. Ein Teil der
Tragerflissigkeit wird direkt in den Detektor geleitet, also ohne den Kanal zu passieren. Wahrend
der Fokussierung akkumulieren die Partikel in Abhangigkeit vom angelegten Querfluss und
entsprechend ihrer GrofRe in definierten Abstanden Uber der Membran (Akkumulationswall), wobei
groRere Partikel starker durch den angelegten Querfluss beeinflusst und naher an die Membran
gedrickt werden (Abbildung 1 [11-13]). Direkt nach Umschalten in den Elutions-Modus wird
charakteristischerweise der so genannte ,Void“-Peak beobachtet, bevor die Partikel entsprechend

ihrer GroRe — beginnend mit den kleineren

) ) ] ) ) S 0354 ~600 o
Partikel, die sich mehr in der Kanalmitte = ] 5
= ] Ls00 3
befinden — aus dem Kanal eluiert werden 5 025 §
g ™ Laoo @
(Abbildung 2 oben). Obwohl keine Basislinien- % 020 3
. . . S L300
trennung der einzelnen Partikelfraktionen unter = o154
. . 200
den verwendeten Querflussbedingungen erzielt 010+
. . . ] 100
wurde, sind die einzelnen monomodalen —
. . . 0,00 T - - - - : : 0
Fraktionen deutlich anhand der Stufen in den 0 15 20 25 30 35 40 45 50
. .. . Zeit (mi
errechneten Partikeldurchmessern (iber die (i
Elutionszeit der Probe zu erkennen. Mit 2 0201 T =
= 3
Ausnahme der 500-nm-Partikel wurden die % s (/f—/ﬁ Los &
c 194 <
. . [} [}
Durchmesser der einzelnen Nanopartikel- g los 5
T
Fraktionen akkurat bestimmt (Tabelle 1). Der 3 0104 3
'*g Massenanteile L04 %
groBere errechnete Durchmesser fur die ko sl B 82:12:22:2 theoretisch) £
. . - a - i i 78:14:3:2:3 (experimentell) | ¢,
500-nm-Partikel ist wahrscheinlich darauf boi
zuruckzufuhren, dass die Voraussetzungen flr 000 U.\ e —het 0,0
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die Anwendbarkeit der Rayleigh-Gans-Debye Durchmesser (nm)

Abbildung 2: Elutionsprofil (oben) und berechnete
PartikelgréRenverteilung (unten) einer Mischung
hier nicht mehr vollstandig erfullt sind [16,18].  von Polystyren-Standard-Nanopartikeln.

Ist die Struktur der Partikel bekannt
(hier: kompakte Kugeln), kann aus den zu jeder Elutionszeit berechneten PartikelgroRen sowie den

Naherung fur die Partikelgrofienberechnung
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gemessenen Intensitdten des gestreuten Lichts die PartikelgréRenverteilung berechnet werden
(Abbildung 2, unten [16,18]). Auch auf diese Weise konnten — mit Ausnahme der 500-nm-Partikel
aus dem oben genannten Grund — die Durchmesser der einzelnen Nanopartikel-Fraktionen
akkurat bestimmt werden. Erwahnenswert ist auch die gute Ubereinstimmung der experimentell
aus der kumulativen Verteilung bestimmten Massenanteile mit den theoretischen Massenanteilen

der Nanopartikel in der Mischung (Abbildung 2 unten).

Nomineller AF4/MALLS Dynamische Lichtstreuung
Durchmesser (nm) Mean (nm) n Z-average (nm) PDI n
50 499+1,0 3 50,2+0,4 0,02 + 0,01 2
100 99,3+0,7 3 101,9+1,0 0,02 + 0,01 2
200 201,8+1,0 3 202,5+0,7 0,03 + 0,01 2
300 293,725 3 290,4 1,0 0,03 £ 0,01 2
500 541,9+0,2 3 494 +1 (Mean Mastersizer) 3

Tabelle 1: PartikelgroRen der Polystyren-Standard-Nanopartikel bestimmt mittels AF4/MALLS und mittels
Dynamischer Lichtstreuung bzw. dem Mastersizer 2000 fiir die einzelnen Standards.
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Naherung fir die Bestimmung von grofieren parenteralen Fettemulsionen.

Partikeln, muss auch fir die Emulsionen von

einer gewissen Uberschatzung der GroRe der
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Tropfenfraktion mit Durchmessern > 500 nm ausgegangen werden, allerdings im Vergleich zu den
Polystyren-Nanopartikeln (Brechungsindex 1,59) in einem geringeren Ausmal} aufgrund des

kleineren Brechungsindex der Emulsionstropfen (Brechungsindex 1,45 [16,18]).

D10 (nm) Median (nm) Mean (nm) D90 (nm)
Mastersizer 2000 (n = 3)
LF-N 223 +3 3714 397 4 610+ 3
LF-MCT 192 + 1 309 +1 329 +1 492 + 1
Lipidem 182+5 302+ 2 234 + 1 497 +7
AF4/MALLS (n = 6)
LF-N 233+ 1 402+0 423 +7 617 £ 2
LF-MCT 203 £ 1 3200 399 +8 490+ 2
Lipidem 189 + 1 314 +£1 397 7 489 + 2

Tabelle 2: Charakteristische PartikelgroRen der parenteralen Fettemulsionen, die mittels Mastersizer 2000
und AF4/MALLS bestimmt wurden.

Zum Vergleich wurden die Partikelgrof3en

-
o
J

auch mit konventionellen Methoden bestimmt.
Wahrend die Ergebnisse der AF4/MALLS

Messungen mit denen des Mastersizers in

o
™
I

o
[
1

guter Ubereinstimmung waren (Tabelle 2),

Kumulative Massenverteilung

wurden mit Hilfe der dynamischen Licht-

o
'
|

streuung geringere mittlere hydrodynamische

Durchmesser erhalten. Fir Lipofundin N, 024 15

Lipofundin MCT wund Lipidem wurden Z-

Originalemulsion
Fraktionen

. 0,0 T T T T ]
average Durchmesser von 311 + 3; 256 = 3 . ™ T e

und 250 + 6 nm mit Polydispersitatsindices Durchmesser (nm)

von 0,18 + 0,02; 0,12 + 0,01 und 0,13 + 0,01  Abbildung 4: Kumulative PartikelgroRenver-
teilungen (AF4/MALLS) von Lipofundin N (rote
Kurve) sowie ausgewahlter Fraktionen, die
jedoch auf eine groRere mittlere PartikelgroRe wahrend der Fraktionierung der Originalemulsion
i ) ) ) ) . ) aufgefangen wurden (blaue Kurven zusammen mit
in Lipofundin N hin, was in guter Uberein- den D50-Durchmessern). Zur Sammlung der
Fraktionen wurde die Originalemulsion in einer
Verdinnung von 1:200 unter folgenden Be-
der vergleichsweise geringe Unterschied in  dingungen vermessen: abnehmender Querfluss
. . . ) i von 1,0 auf 0,25 ml/min innerhalb von 5 min,
den PartikelgroRen zwischen Lipofundin MCT  konstanter Querfluss von 0,25 mi/min fir 32 min,
abnehmender Querfluss von 0,25 auf 0,05 ml/min
innerhalb von 5 min und abnehmender Querfluss
detektiert (Tabelle 2). von 0,05 auf 0 ml/min innerhalb von 5 min.

erhalten (n = 3). Alle drei Methoden weisen

stimmung mit Literaturdaten ist [14,15]. Auch

und Lipidem wurde mit allen drei Methoden

3.2. Praparative AF4

Neben der akkuraten Bestimmung der Partikelgrofienverteilung (analytische AF4) erscheint die

Feld-Fluss-Fraktionierung auch fir praparative Zwecke interessant, da Probenfraktionen mit hoher
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Homogenitat und mit definierter PartikelgroRe beziehungsweise PartikelgroRenverteilung erhalten
werden koénnen. Lipofundin N wurde mittels AF4 aufgetrennt und Uber die gesamte Elutionszeit der
Emulsion wurden die Fraktionen der eluierenden Probe aufgefangen (Intervall 1 min). Ausgewahite
Fraktionen wurden dann erneut mittels AF4/MALLS vermessen (Abbildung 4). Die Ergebnisse
zeigen deutlich die Homogenitat der einzelnen Fraktionen (starker Anstieg der kumulativen

Grolenverteilung, blaue Kurven) Uber den gesamten GroRRenbereich der Originalemulsion (rote

Kurve).

3.3. Methodenoptimierung

Im Rahmen der Methodenoptimierung wurden verschiedene Bedingungen der Probenfokussierung
untersucht. Unter den Standardbedingungen (Fokussierung fir insgesamt 3 min) wurde immer ein
vergleichsweise grofes ,Void“-Signal beobachtet (Abbildungen 2, 3 und 5 links). Des Weiteren
deutet ein kleines Signal nach Beendigung der Elution und erneutem Offnen der Injektionsleitung
(Abbildung 5 links) auf einen geringfugigen Probenrickstand im Injektionssystem hin. Durch
Verlangerung der Probenfokussierung (Fokussierung fir insgesamt 7 min) konnte das ,Void“-
Signal deutlich verringert werden (Abbildung 5 Mitte). Nach erneutem Offnen der Injektionsleitung
wahrend der Fokussierung (Gesamtfokussierungszeit 6 min) war auch das Signal nach erneutem
Offnen der Injektionsleitung nach Beendigung der Elution kaum noch sichtbar (Abbildung 5
rechts). Obwohl kein Einfluss der Fokussierungsbedingungen auf die errechnete PartikelgroRen-
verteilung gefunden wurde, erscheint eine ausreichend lange Fokussierung als auch ein Spulen

der Injektionsleitung insbesondere im Hinblick auf quantitative Messungen notwendig.
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Abbildung 5: Einfluss der Fokussierungsbedingungen auf das Elutionsprofil von Lipofundin N.
Links: Probeninjektion tber 2 min und weitere Fokussierung fiir 1 min (Standardbedingungen).
Mitte: Probeninjektion Gber 2 min und weitere Fokussierung fiir 5 min.

Rechts: Probeninjektion Uber 2 min und weitere Fokussierung Uber 4 min. Hierbei wurde die Injektionsleitung
erneut flr 2 min geoffnet.
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4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen deutlich die gute Trennkapazitat der AF4 als auch
die Mdoglichkeit der akkuraten Bestimmung von PartikelgroBenverteilungen, wenn das Trenn-
system mit einem Mehrwinkel-Lichtstreudetektor gekoppelt ist. Dies wurde insbesondere bei der
Analyse der Mischung von Polystyren-Standard-Nanopartikeln deutlich, wobei auch das Massen-
verhaltnis der Nanopartikel mit guter Genauigkeit aus der kumulativen massengewichteten
PartikelgroBenverteilung bestimmt werden konnte. Alle AF4 Messungen waren sehr gut
reproduzierbar und es wurden keine deutlichen Membraneffekte (zum Beispiel Probenverluste
durch Adsorption von Partikeln an der Membran) beobachtet. Eine weitere interessante
Moglichkeit ergibt sich aus der Gewinnung von homogenen Fraktionen von komplexen
Formulierungen, die dann weiter im Detail in Hinblick auf die Partikelmorphologie beziehungsweise

ihrer chemischen Zusammensetzung untersucht werden kénnen.
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