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Zusammenfassung

Die Ultraschallfalle bietet eine besondere Mdglichkeit zur Handhabung von Proben im Mikroliter-
mafstab. Durch die akustische Levitation wird die Probe kontaktfrei in einer gasférmigen
Umgebung positioniert und somit dem Einfluss fester Oberflachen entzogen. In dieser Arbeit
werden die Mdglichkeiten der Ultraschallfalle fir den Einsatz in der Analytik experimentell
untersucht. Durch die Kopplung mit typischen kontaktlosen Analysemethoden wie der Spektrosko-
pie und der Rontgenstreuung werden die Vorteile dieser Levitationstechnik an verschiedenen
Materialien wie anorganischen, organischen, pharmazeutischen Substanzen bis hin zu Proteinen,
Nano- und Mikropartikeln demonstriert. Es wird gezeigt, dass die Nutzung der akustischen
Levitation zuverlassig eine beriihrungslose Probenhandhabung fiir den Einsatz spektroskopischer
Methoden (LIF, Raman) sowie erstmalig Methoden der Rontgenstreuung (EDXD, SAXS, WAXS)
und Réntgenfluoreszenz (RFA, XANES) ermdglicht. Fir alle genannten Methoden erwies sich die
wandlose Probenhalterung als vorteilhaft. So sind die Untersuchungsergebnisse vergleichbar mit
denen herkdmmlicher Probenhalter und tibertreffen diese teilweise hinsichtlich der Datenqualitét.

Einen besonderen Erfolg stellt die Integration des akustischen Levitators in die experimentellen
Aufbauten der Messplatze am Synchrotron dar. Die Anwendung der Ultraschallfalle am BESSY
konnte im Rahmen dieser Arbeit etabliert werden und bildet derzeit die Grundlage intensiver
interdisziplindrer Forschung. AuRerdem wurde das Potential der Falle zur Aufkonzentration
erkannt und zum Studium verdunstungskontrollierter Prozesse angewendet. Die wandfreie und
konzentrationsabhdngige Untersuchung uber einen Volumenbereich von drei Gréfienordnungen an
derselben Probe ist eine einzigartige Moglichkeit. So konnte wesentlich zur Aufkldrung von
Fragestellungen der unterschiedlichen Forschungsgebiete beigetragen werden. Diese Untersuchun-
gen sind die ersten in situ Studien der Agglomeration in einem akustisch levitierten Tropfen,
angefangen von kleinen (an)organischen Molekiilen (ber Proteine bis hin zu Nanopartikeln.
Zusammenfassend er6ffnen die Ergebnisse dieser Arbeit einen breiten Anwendungsbereich zur

Benutzung der Ultraschallfalle als analytisches Werkzeug.



Abstract

The ultrasonic trap offers an exceptional possibility for sample handling in the scale of microlitres.
Using acoustic levitation the sample is positioned in a containerless gaseous environment and
therefore evades the influence of solid surfaces. In this work, the possibilities of the ultrasonic trap
are investigated experimentally for its operation in analytics. In combination with typical
contactless analytical methods, like spectroscopy and X-ray scattering, the advantages of this
levitation technique are demonstrated at several materials, such as inorganic, organic and
pharmaceutical substances as far as proteins, nano and micro particles. It is shown that the
utilization of acoustic levitation enables reliable a contactless sample handling for the use of
spectroscopic methods (LIF, Raman) as well as for the first time of methods of X-ray scattering
(EDXD, SAXS, WAXS) und X-ray fluorescence (RFA, XANES). For all these methods the
containerless sample handling turns out to be advantageous. The obtained results are comparable
with those of conventional sample holders and, moreover, they partly surpass them with regard to
the obtained data quality.

A novel experimental approach was the integration of the acoustic levitator in the experimental
set-up at the synchrotron. The application of the ultrasonic trap at BESSY was established during
this work and actually represents the basis of intensive interdisciplinary research. Additionally the
potential of the trap for enrichment was recognized and applied to study evaporation controlled
processes. The containerless and concentration dependent analysis over a sample volume region of
three orders of magnitude at the same sample is a unique possibility. It allowed essentially
contributing to the elucidation of questions of several areas of research. These investigations are the
first in situ studies of the agglomeration in an acoustic levitated droplet, starting from small
(in)organical molecules over proteins up to nanoparticles. This comprises fields of research like
biomineralisation, protein agglomeration, distance dependent effects of nanocrystalline quantum
dots and the in situ observation of early crystallization stages. In summary, the results of this work

open a broad area of application to use the ultrasonic trap as an analytical tool.
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1. Einleitung

1. Einleitung

Charakteristisch fir viele aktuelle analytische Fragestellen sind kleine Probenvolumina, da oft nur
geringe Probenmengen verfiigbar oder erschwinglich sind (z. B. Proteine). Ein Schritt zur Lésung
dieser Fragen ist eine entsprechende Miniaturisierung analytischer Instrumente [1, 2]. Die
Handhabung solch kleiner Mengen ist mit herkdmmlichen Probehaltern erschwert, da diese
wahrend der Anwendung analytischer Verfahren Verschmutzung und andere Einfliisse zeigen. Bei
groBem Probenvolumen sind derartige Effekte meist vernachldssigbar, aber bei sehr kleinem

Volumen oft limitierende Faktoren.

Die akustische Levitation ermdglicht eine kontaktlose Handhabung von Proben ohne stérende
Wandeffekte (z. B. Kivette, Kapillare). Ein resonantes Ultraschallfeld ermdglicht dabei freies
Schweben kleiner Probenvolumina in einer gasformigen Umgebung. Die Proben sind gefangen in
einer sogenannten Ultraschallfalle. Diese erlaubt die chemische Probenvorbereitung wie
Anreicherung, Extraktion und Derivatisierung ebenfalls in Kombination mit konventionellen

analytischen Techniken. Vakuum erfordernde Methoden sind dabei prinzipiell ausgeschlossen.

_Synchrotron | Labor
7" XRF EDXRD gaxs ., Raman  GPC T
XD anes e WAKSS U WMS
—————————————— ;'_"7-;“ -"';';:.‘.:“_":———————'-""_‘_‘
/ N \
",\\ \\_ /f \?‘ ’/ 3 VAN
;\_, ; A\ & Mikroskopie

Akustischer Levitator REM

TEM
Anorg. Knsta!l(/’// \rhermometne

organisch Proteine : Nanopartikel ~ Polymere

gﬁk Quantendotsm
v > nm

Abb. 1  Analytische Anwendungen akustischer Levitation, von kleinen (links) zu grofien (rechts)
Abmessungen.
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1. Einleitung

1.1  Aufgabenstellung und Gliederung

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung der akustischen Levitation als analytisches Werkzeug.
Dementsprechend soll die Ultraschallfalle als Arbeitsmittel eingesetzt und ihre Vorteile gegeniiber
anderen Probenhaltern untersucht werden. Neben dem vergleichenden Einsatz liegt der Schwer-
punkt auf Anwendungen, die nicht nur "auch™ in der Falle, sondern ausschlieBlich in der Falle
realisiert werden konnen. Durch die geeignete Wahl kontaktloser Analysemethoden wie
Spektroskopie und Streuung sollen verschiedene Materialien anhand von anorganischen,
organischen, pharmazeutischen Beispielen bis hin zu Proteinen, Nano- und Mikropartikeln
untersucht werden. Abb.1 gibt einen Uberblick iber die verwendeten Einsatzgebiete der
Ultraschallfalle und mdgliche analytische Methoden.

Diese Arbeit ist wie folgt gegliedert: Im ersten Kapitel wird in die Thematik eingefihrt, die
Entwicklung des akustischen Levitators beschrieben, Anwendungen vorgestellt und entsprechende
Literatur diskutiert. Kapitel 2 enthdlt zum Verstdndnis der Arbeit notwendige Grundlagen und
Definitionen. Darauf aufbauend folgt in Kapitel 3 die Beschreibung verwendeter Methoden und
Techniken. Die Anwendung der Ultraschallfalle in der Analytik ist Gegenstand von Kapitel 4. Es
werden erreichte Ergebnisse prasentiert und ausfihrlich diskutiert. Am Ende der Arbeit werden
eigene Studien zur Realisierung weiterer Anwendungen der Ultraschallfalle und im Ausblick noch
offene Fragestellungen thematisiert. Als Abschluss erfolgt in Kapitel 5 eine Zusammenfassung.

1.2 Akustische Levitation

Die Ultraschallfalle wurde im Ergebnis jahrzehntelanger Forschung entwickelt. Uber die akustische
Levitation und die Falle sind ber 200 detaillierte Arbeiten erschienen, die im Folgenden kurz

zusammengefasst werden.

Levitation (nlat. levitatio zu lat. levitas, freies Schweben) bezeichnet die (scheinbare) Aufhe-
bung der Schwerkraft [3] und ist ein alter Traum der Menschheit. Naturwissenschaftlich
dokumentiert wurde die technische Umsetzung erstmals 1933 von Biicks und Miiller, die das
Halten kleiner Alkoholtropfen in Luft mit Hilfe resonanter Ultraschallfelder beschreiben [4]. Dabei
wurden akustisch (griech. akoustikés, das Gehdr betreffend) induzierte Kréfte ausgenutzt, um
Flussigkeiten im Gas ohne einen festen Halter zu platzieren. Die erste Beobachtung der Wirkung
des Schalldrucks auf Partikel wurde 1866 dokumentiert, als sich in einem Kundt'schen Rohr
Staubteilchen im stehenden Ultraschallfeld als charakteristisches Muster anordneten [5]. Die erste
theoretische Beschreibung erfolgte 1934 fir feste Partikel [6], 1955 fur flissige Tropfen [7] und
1969 fur komprimierbare Partikel [8]. Danach werden Gleichgewichtskrafte durch hochintensive

Schallwellen generiert, welche der Gravitation entgegenwirken und die Schwerkraft (iberwiegen.
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1. Einleitung

Diese nichtlinearen Effekte wurden bis heute hinreichend untersucht und einige Ableitungen
brachten zufrieden stellende Beschreibungen durch theoretische Modelle [6, 9-12]. In der Folge
wurden einige Arbeiten zur Technik verdffentlicht [13-16]. Ab den 50er Jahren wurde die Technik
von den Weltraumorganisationen als Maglichkeit fiir terrestrische Schwerelosigkeit gefordert und
verschiedene Levitatoren entwickelt, z. B. fiir die NASA [15, 17-20], ESA [21] und NASDA! [22].
Die Weiterentwicklung seit den sechziger und siebziger Jahren erfolgte besonders fiir Experimente
unter Mikrogravitation an Flissigkeiten, vor allem an Schmelzen [13, 15]. 1998 wurde erstmals
iber die Anreicherung von Gasen in stehenden Ultraschallfeldern berichtet und dieses Phdnomen
als Kaltgasfalleneffekt (engl. cold-gas traps) bezeichnet [23, 24]. Es folgten systematische
Untersuchungen und eine erste theoretische Interpretation dieses Dichte-Effekts [25]. Behalterlose
Schmelzen und Nukleation eines Flissigkristalls wurde ebenfalls in einem akustischen Levitator
beobachtet [26]. Aufgrund der vielféltigen Anwendung wurden bis 2005 allein 13 Patente gezahlt
[27]. Der Einfluss von Schallwellen auf Tropfen wurde 2007 theoretisch beschrieben und das
Dichteverhéltnis durch bedingende Kréfte erklart. Im Gegensatz zu harten Kugeln wirken auf
flissige Proben Kréfte entlang oder entgegengesetzt zur Ausbreitungsrichtung der akustischen
Welle [28]. Auf levitierte Tropfen wurden Oberflachenschichten erzeugt und charakterisiert [29].
Die Kinetik von trocknenden Einzeltropfen lasst sich flir Proteinformulierungen nutzen [30, 31]
und wurde modelliert [32]. Im akustischen Schallfeld wurde ein Farbstofftropfen erstmalig als
optischer Resonator zur Erzeugung von Laserlicht verwendet [33] und als potentieller Container flr
Intra-Kavitat-Absorbanz vorgeschlagen. Es ist mdglich, sowohl die Stromaufnahme als auch die
Kosten des akustischen Levitators um zwei GréRenordnungen bei gleichbleibender Levitations-
leistung zu reduzieren und die Abstandsanpassung zu automatisieren [34]. Allein in den letzen

Jahren haben sich einige Doktorarbeiten der akustischen Levitation gewidmet [35-39].

! National Space Development Agency (NASDA), ist eine der drei Vorlauferorganisationen der
japanischen Raumfahrtagentur Japan Aerospace Exploration Agency (JAXA).
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1. Einleitung

1.3 Anwendungen

Zu den vielfachen Nutzungsmdglichkeiten des Ultraschalls gehdren wichtige technische
Anwendungen wie die Kommunikation unter Wasser, Echolotung, zerstorungsfreie Materialpru-
fung, Werkstoffbearbeitung, das Entgasen von Flissigkeiten oder Schmelzen und die Ultraschall-
mikroskopie. Im flissigen Medium dient Ultraschall der Oberflachenreinigung, Reinigung von
Trinkwasser sowie zur Aufarbeitung von Abwasser. In der Medizin wird Ultraschall zur Therapie
sowie zur Diagnostik (Sonographie) als bildgebendes Untersuchungsverfahren mit hochfrequenten
Ultraschallwellen (f= 1-10 MHz) verwendet [40]. Die Anwendungen von Ultraschall in der
Umwelttechnik und -forschung sind vielseitig [41, 42]. Ein ganzes Teilgebiet der Chemie, die
Sonochemie, befasst sich mit der chemischen Wirkung des Ultraschalls [43, 44] z. B. auf Synthese
und Kristallisation [45, 46]. Infolge Kavitation kann lokal begrenzt, fir einige Mikrosekunden, die
Temperatur auf 10 000 °C und der Druck auf 10° Pa steigen. Dadurch lassen sich chemische
Bindungen spalten (Sonolyse) und es kann zur Entstehung freier Radikale sowie zur Lichtemission
(Sonolumineszenz) kommen [47, 48], an deren Verstandnis noch gearbeitet wird [49, 50].
AuRerdem konnen erhéhte Reaktionsgeschwindigkeiten, z. B. bei der Reaktion von metallischem
Lithium mit halogenierten Kohlenwasserstoffen zu lithiumorganischen Verbindungen und bei
kiinstlicher Alterung alkoholischer Getranke sowie erhdhte katalytische Aktivitat folgen [51]. Die
angeblich durch akustische Kavitation erzeugte Kernfusion ist Gegenstand aktueller Forschung [52,
53]. Die wohl am weitesten verbreitete Anwendung ist die Reinigung mittels Ultraschallbad
(Labor, Optiker). Im Gegensatz dazu ist die Energielibertragung von einem geeigneten Ultra-
schallwandler an Gase um einen Faktor 10*-10° geringer als an Fliissigkeiten.

Schon 1963 wurde das Zerplatzen von akustisch levitierten Flissigkeitstropfen durch Schock-
wellen untersucht und eindrucksvoll photographiert [54]. Die Visualisierung des Schallfeldes
gelang 1980 mittels zeitgemittelter Hologramme und erlaubt die direkte Beobachtung des
Einflusses gekriimmter Oberflachen von Sonotrode und Reflektor (Krimmungsradius 5 cm) [14].
Der Akustische Levitator wurde ab 1985 zur Bestimmung von physikalischen Eigenschaften wie
spezifischer Dichte, Viskositdt und Oberflachenspannung [15] sowie zum Studium der Auswirkun-
gen von Oberflachenschwingungen [55] genutzt. 1989 gelang die erfolgreiche optische Kopplung
mit IR-Spektroskopie [56] und 1995 die Untersuchung physikalische Parameter unterkihlter
Flussigkeiten [57]. Bald wurden akustisch levitierte Tropfen zu Aufkonzentrationen verwendet und
die maximale GréRe von einigen Fliissigkeiten verschiedener Oberflachenspannung bestimmt [58].
Die Methode wurde 1998 erweitert und mit Kapillarelektrophorese gekoppelt [59] und deren
Selektivitat gesteigert [60]. Als mikroskalierte Probenvorbereitung eignet sich der akustischer
Levitator, wenngleich sich die Notwendigkeit eines Autosamplers zur Handhabung von
Probenvolumina einiger Mikroliter stellt [61].

12 BAM-Dissertationsreihe



1. Einleitung

Die sekundéare Partikelbildung als Aggregation von diversen Aerosolen beschreibt die akustische
Agglomeration [62-65]. Eine technische Anwendung ist die Reinigung von Abgasen [66, 67], dabei
fligen sich feinste Partikel (& = 100 nm) zu gréReren zusammen, welche dann mit Durchmessern
einiger Mikrometer mit konventionellen Filtern gesammelt werden konnen. Die schnelle
Koagulation von suspendierten Aerosol Partikeln in einem stehenden Ultraschallfeld wurde
erstmals 1927 durchgefiihrt und 1931 publiziert [68].

Die Tropfenverdampfung ist zur Untersuchung atmosphérischer Prozesse (Bildung von Eispar-
tikeln) und technischer Anwendungen (Einspritzvorgang im Verbrennungsmotor) von Bedeutung.
Die Verdampfungseigenschaften von Tropfen diverser Losungsmittel wurde eingehend charakteri-
siert [69]. Die freie Einstellung von Temperatur, Druck und relativer Feuchte in der Probenumge-
bung erlauben die Simulation atmosphérischer Bedingungen [37]. Mittels IR-Thermographie
konnten die Temperaturen auf der Oberflache fester und flissiger Proben bestimmt werden [70].
Diverse spektroskopische und weiterer Methoden sind kompatibel mit der akustischen Levitation
und ermdglichen durch eine Kopplung interessante Analyseansdtze [71]. Die Vermeidung
heterogener Keimbildung an festen Probenwénden unterdriickt die Unterkiihlung von flissigen
Proben [72] und wurde letztlich zur Untersuchung von Unterkiihlungseigenschaften wassriger
NaCl- und KCI-Lésungen eingesetzt [73]. 2004 wurde ein Ultraschallgenerator mit einer
Arbeitsfrequenz von 4 MHz zur Entnahme von Mikropartikeln aus einer gebrduchlichen 96-Loch-
Mikrotitterplatte, zur Aufkonzentrierung und anschlieBender Detektion mit konfokalem Laser
Scanning Mikroskop verwendet [74]. Die Technik der akustischen Levitation scheint auch fiir den
Transport von pulverférmigem Material geeignet [75]. Akustische Nahfeldlevitation (NFAL, engl.
near-field acoustic levitation) wurde schon untersucht [76] und fir den Materialtransport eingesetzt
[77, 78]. So lieRen sich Proben mit einer Masse von 10 kg bewegen [78] und ein Ultraschallmotor

realisieren [79].
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1. Einleitung

1.4 Alternative Techniken zur Probenhalterung

Derzeit ist keine Methode bekannt um Gravitation aufzuheben, bzw. die Gravitationskraft
abzuschirmen. Allenfalls die hypothetische Erzeugung einer Masse auf der erdabgewandten
Probenseite wird diskutiert, welche die Gravitationskraft aufhebt oder ein theoretischer Raum in
der Mitte einer groBen Masse, z. B. unserer Erde. Sédmtliche bekannte Levitationsmethoden
erzeugen demnach lediglich Kompensationskrafte zum scheinbar freien Schweben von Proben
(Abb. 2). So wird der Satellit im Gleichgewicht zwischen Gravitation und Zentripetalkraft gehalten.

:l Z I @ Ej;H.::'
@ - . i A e
G 4 0 oo T 20 S

Diamagnetisch ~ Magnetisch Elektrisch Optisch Bernoulli Nahfeld Luftkissen  Stehende Welle

Abb. 2  Einige Prinzipien der Levitation schematisch, angelehnt an [27].

Andere in Frage kommende Krafte beruhen auf elektromagnetischer Wechselwirkung angesichts
ausreichender, aber wesentlich geringerer Reichweite. Statische magnetische bzw. elektrische
Felder wirken auf elektrisch geladene bzw. magnetische Proben. Eine stabile Levitation ist generell
mit statischen 1/r>-Felder unméglich, aufgrund des Theorems von Earnshaw [80] von 1842,
welches sich auch direkt aus den Maxwellschen Gleichungen ableiten ldsst. Es lassen sich

Sattelpotentiale aber keine gew(inschten Potentialtopfe erzeugen.

Durch geschickte aktive Rickkopplung lassen sich dynamische Levitationstechniken realisie-
ren. Das funktioniert sowohl mittels magnetischem (Magnetgreifer) als auch elektrischem Feld
(Elektrostatische Waage, engl. electrostatic balance). Ersteres kann man sich als Spule vorstellen,
die eine magnetische Probe gegen die Gravitation hebt und ausgeschaltet wird, sobald ein gewisser
Mindestabstand unterschritten wird. Durch die Gravitation fallt die Probe wieder nach unten und
vergroRert den Abstand zur Spule, welche in der Folge wieder aktiviert wird. Durch schnelle
Regelung und Tragheit der Probe scheint diese frei zu schweben, waobei sich recht grole Abstéande
und Massen positionieren lassen, deren Limit von der Starke des Feldes bestimmt wird [81]. Ein
bekanntes Beispiel ist der schwebende Globus. Die zweite Variante wird fur eine Ladung im
elektrostatischen Feld realisiert, die mittels aktiver Riickkopplung in Elektrostatischen Levitatoren
(ESL, engl. electrostatic levitator) gehalten wird [82, 83]. Zu den funktionell beeindruckendsten
Vertretern z&hlt der BESL (engl. beamline electrostatic levitation) am Marshall Space Flight
Center (Huntsville, Alabama) [84], der sich beispielsweise firr die Untersuchung von Hochtempera-

turmaterialien eignet [85].

Eine dynamische Variante zur Levitation sind zwei gekreuzte Sattelpotentiale die sich schnell

einander abwechseln (hochfrequente Wechselfelder) und Funktionsprinzip der elektrodynamischen
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1. Einleitung

Falle sind. So kdnnen geladene Partikel oder auch einzelne Teilchen (lonen) mittels zeitlich
verénderlicher elektrischer Felder (Paul-Falle) oder durch eine Kombination statischer elektrischer
und magnetischer Felder (Penning-Falle) eingefangen werden (Nobelpreis 1989). Dabei ist die
Umgebung auf Héchstvakuum (etwa 10°° Pa) beschrénkt. Die ProbengréRe kann auf wenige, auch
nur 1 lon reduziert werden. Das Limit liegt unterhalb eines Probendurchmessers von 100 pm, da
sonst die Wechselspannungsfrequenz mit akustischer Resonanz interferieren wirde. Ladungsdich-
ten auf der Probe beeinflussen die Verdampfungsgeschwindigkeit des Tropfens und kénnen zu
Coulombexplosionen fiihren [86-90]. Dabei kann die Aufladung der Tropfen schon in einer Spritze
durch Influenz geschehen [91]. In &hnlichen elektromagnetischen Fallen kdnnen auch neutrale
Teilchen (z. B. Neutronen oder Atome) eingefangen und durch Verdampfung eines Teils der
gespeicherten Atome weiter gekiihlt werden [51]. Dazu werden sie auf Temperaturen unter 1 K
gekuhlt damit sie gentigend kleine Geschwindigkeiten haben, um eingefangen zu werden.

Zusammenfassend ist eine stabile Positionierung nur in dynamischen Systemen mdglich,
welche auf eine oft teuere und fehleranféllige Regeltechnik angewiesen sind. Es bleibt die
Einschrankung auf leitende Materialien (im allgemeinen Metalle) oder auf Materialien, die
zumindest Ladung tragen konnen. Zur Manipulation nicht leitender Substanzen wie organische

Materialien und Keramiken muss auf andere Levitationsmethoden ausgewichen werden.

Mit diamagnetischen Materialien lassen sich eigenstabile Schwebezustdnde erreichen, das
gelingt in einem starken Magnetfeld (einige Tesla) mit diamagnetischen Proben oder magnetischer
Probe (Permanentmagnet) zwischen der stabilisierenden Wirkung zweier Diamagneten [92]. Dabei
wird die Hubkraft durch einen starken (oft supraleitenden) Magneten erzeugt und schwacher
Diamagnetismus (z. B. der Fingerspitzen) verursacht geringe abstoRende Krafte. So gelang die
eindrucksvolle Levitation eines Frosches, in dem eine magnetische Flussdichte von 0,2 mT und ein
Strom von 2 A induziert wurde, was aber ungefahrlich scheint aufgrund verlustloser Elektron-
Orbital-Bewegungen. Die meisten organischen Substanzen haben diamagnetische Eigenschaft,
&hnlich der von Wasser. Ohne Supraleiter kénnten Tropfen mit einem maximalen Durchmesser von
160 um levitiert werden. Fir die Levitation eines Menschen waren 40 T und Energie von einigen
GW erforderlich [92].

Als Nachteil ist anzufthren, dass nicht alle Proben diamagnetisch, magnetisch und immer der
Wirkung starker magnetischer Felder ausgesetzt sind. Der Vorteil ist die Kraftwirkung auf jedes
Elementarvolumen der Probe, was gut eine Schwerelosigkeit simuliert. Das ist ein entscheidender
Unterschied zu Probenhaltern und auf Oberflachen wirkende Methoden sowie akustischer
Levitation, welche stets auf die Gesamtheit der Probe wirken. So ist ein Tropfen nicht rund,
sondern oblat und wie ein Ei unten durch die Gravitation etwas dicker. Durch die stetige Wirkung

der Gravitation kdnnen sich suspendierte Partikel unten im Tropfen ablagern.
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Bei der Aerodynamischen Levitation werden divergierende Stromung (Gas- oder Flissigkeitsstrahl)
und Gewichtskraft ausgenutzt, &hnlich dem tanzenden Ball auf einem Springbrunnen. Durch
Schwingungen konnen grofRe Instabilitdten in der Positionierung entstehen, nichtsdestotrotz ist es
eine einfache Madglichkeit, um Proben schweben zu lassen. Allerdings ist die Positionierung fir
kleiner werdende Proben limitiert. Durch Kombination mit anderen Positionierungsmethoden
gelang aber schon die Levitation von Proben mit Durchmessern von 4-25 mm, Dichten bis 9 g/cm®
und bei Temperaturen bis zu 2700 K [93]. Unter Ausnutzung von Gasstrémungen gelingt das
Schweben auch groRer Festkorper, so durch den Druckaufbau bis in den Bereich vieler Meter eines

Luftkissenschiffes.

Feste Probenhalter als speziell optimierte Probengefafe, z. B. aus Teflon, kdnnen Kontamina-
tionen verringern [94]. Zur weiteren Minimierung von GefaBwandeinflissen dienen speziellen
Oberflachen, auf denen Tropfen sitzen [95], an in einer Drahtschlaufe (Innendurchmesser bis
3 mm, Tropfenvolumen 10-70 pL) [96] oder am Ende von Kaniilen [97-99] héngen. Diese Tropfen
wurden mit elektrochemischen und spektrometrischen Methoden [96-100] untersucht. Hangende
Tropfen wurden zur Aufkonzentrierung der Probenlésung durch Verdampfen des Ldsungsmittels
[101] und fir Flissig/Flissig-Extraktionen [102] verwendet.

Fir die optische Levitation werden Laserstrahlen hoher Apertur auf einen Tropfen fokussiert.
Analog zur Technik der optischen Pinzette durchdringen die Strahlen die Probe und erzeugen
Kréfte, welche die Probe auf die Strahlmitte zentrieren. Somit ist die Transparenz der Probe und
Kontrast der Brechzahl zum umgebenden Medium gefordert. Erstere Einschrankung l&sst sich
durch geschicktes Kreisen des Laserstrahls um nichttransparente Proben umgehen. Die Vorteile
sind, dass sich mehrere Strahlen beliebig durchdringen kénnen und damit zur Levitation mehrerer
Proben dienen und die Positionierbarkeit durch einfache Richtungsmanipulation der Strahlen (z. B.
mit Spiegeln) maoglich ist. Optische Levitation hat die Einschrankung nur fir relativ kleine
Probenmengen zu funktionieren und im Allgemeinen optisch transparente Proben zu benétigen,
was aber fiir die Mehrzahl der Proben nicht gegeben ist. Zu beachten ist auch die Wirkung so stark

fokussierter elektromagnetischer Wellen auf die Probe.
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2. Grundlagen

In diesem Kapitel werden Begriffe eingefiihrt, geordnet von makro- hin zu mikroskopischen
GroRen. Aufgrund der thematischen Breite wird fiir weitere Erklarungen auf passende Literatur

verwiesen.

2.1 Stromung und Schall

Die gerichtete Bewegung von Materie oder Teilchen lasst sich als Strémung beschreiben.
Geschieht der Fluss in Schichten, welche sich untereinander nicht vermischen, spricht man von
laminarer Strémung und bei starker Durchmischung in Wirbeln von turbulenter Strémung. Zur
Klassifizierung zwischen Stokes-Reibung (F~v) und Newton-Reibung (F~Vv?) kann die
Reynoldszahl verwendet werden [103]. Zahlreiche weitere Kraft-Geschwindigkeits-Gesetze finden
in Spezialfallen Anwendung, beispielsweise fiir gedlte Oberflichen oder bei sehr hohen
Geschwindigkeiten [104]. Immer handelt es sich um den Transport von Masse (Konvektion),
welche den Kréften eines Potentials unterliegt. Diese Bewegung erfolgt in Richtung von
Gradienten, z. B. aufgrund unterschiedlicher Dichte, potentieller Energie oder Stoffkonzentration
(Diffusion). Ist die Ursache die Stromungsgeschwindigkeit, l&sst sich die Z&higkeit von
Flussigkeiten und Gasen als Viskositat quantifizieren. Diese gibt darliber Auskunft, wie hoch der
Widerstand gegen eine freie Bewegung von Teilchen in diesem Medium ist. Der Diffusionskoeffi-
zient quantifiziert einen Teilchenstrom aufgrund eines Konzentrationsgradienten [104]. Dieser lasst
sich z.B. mit der dynamischen Lichtstreuung (Kap. 3.7, S.48) ermitteln und erlaubt die

Bestimmung von PartikelgroRenverteilung und hydrodynamischem Radius.

Im Vergleich zu Strémungen (Transport von Materie) erfolgt bei Schallwellen eine Ubertra-
gung von Energie. Dabei schwingen Teilchen fester, flussiger oder gasformiger Materie langs zur
Ausbreitungsrichtung (longitudinale Welle). Beschrieben wird eine Schallwelle durch Amplitude
(Schallintensitat, Schalldruck, in dB) und Frequenz (in Hz). Zur Charakterisierung dieser
elastischen Wellen in Materie eignen sich Kennzahlen der Ddmpfung (Absorption) und Ausbrei-
tungsgeschwindigkeit (welche quadratisch dem reziproken Produkt aus Kompressibilitdt und
Dichte entspricht). Ultraschall besitzt Frequenzen gréfRer 20 kHz und ist vom menschlichen Ohr
nicht wahrnehmbar. Als obere Grenze gilt 10 GHz, wo die Wellenlange (A = 255 nm in Stahl) den
GrolRenbereich sichtbarer Strahlung (berstreicht und Beugungserscheinungen an Bedeutung
verlieren. Hohere Frequenzen werden aufgrund wesentlicher atomarer Absorptionsfrequenzen
deutlich starker in Materie absorbiert. Der Bereich der elastischen Schwingung im Festkdrper endet
im Hyperschall bei 10 THz, da die Wellenlédnge nicht kirzer als der doppelte Atomabstand
(A =172 pm = 1,72 A in Luft) werden kann.
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2.2 Licht und Materie

Licht beschreibt den Teil des elektromagnetischen Spektrums, der vom menschlichen Auge ohne
Hilfsmittel wahrgenommen werden kann [105]. Im Allgemeinen wird der Begriff ebenso fir
angrenzende Spektralbereiche verwendet, auch wenn hier der Begriff ,,Strahlung” verwendet
werden sollte. Laserstrahlung als spezielle elektromagnetische Strahlung zeichnet sich durch hohe
Kohérenz, kleine Divergenz und hohe Monochromasie aus, wodurch sich gunstige Eigenschaften,
wie gute Fokussierbarkeit, hohe Intensitét und hohe Reichweite ergeben. Abb. 3 zeigt schematisch
die Wirkung von Materie auf Strahlung, wobei Wechselwirkungen vernachlassigt werden.

Abb. 3  Strahlung trifft auf Materie (Ellipse), schematisch im Modellbild der geometrischen
Optik.

Am Beispiel eines Laserstrahls als Vertreter elektromagnetischer Strahlung werden die folgenden
Begriffe mit Photonen als Tréger elektromagnetischer Wechselwirkung definiert. Die Intensitat
beschreibt die Anzahl der Photonen (Lichtquanten) und die Energie ihre Frequenz (bzw.
Wellenlédnge). Transmission bezeichnet den Quotienten aus der Strahlungsintensitét | hinter einer
Probe zur einfallenden Intensitét Iy und kann einen Wert zwischen Null und Eins annehmen; fiir
T=1 gibt es keine Dampfung. In der Praxis wird die Transmission oft in Prozent angegeben
(T[%] =100% x 1/lg). Da menschliche Sinne nach dem Weber-Fechner-Gesetz logarithmisch
arbeiten [106] und Zahlenwerte handhabbar sein sollen, die mehrere GréRenordnungen Uberstrei-
chen, kann man den Logarithmus der Transmission bzw. ihres reziproken Wertes verwenden. Dazu
eignet sich besonders der dekadische Logarithmus. Der Wert fir die Extinktion (Absorbanz, ND)
als Funktion der Wellenlange ist wie folgt definiert:

18 BAM-Dissertationsreihe



2. Grundlagen

ND = —logT = —logi
1, )

I=1,-10"=1,-T
Der Extinktionskoeffizient a()), konsequenterweise Absorptionskoeffizient, gilt als Mal, wie viel
elektromagnetische Strahlung fester Wellenlange eine Substanz in molarer Konzentration bei einer
Weglénge |1 =1cm absorbiert. Seinen Wert erhalt man abgeleitet aus dem Lambert-Beerschen
Gesetz mit Absorption (A oder OD, engl. optical density), Konzentration (conc, mol/m® oder mol/I)

der Loésung in der Messkivette und der Schichtdicke | der Messkiivette:

I = Io X e—a/k)xcancxl . (2)

Mit dem molaren Extinktionskoeffizient (&, auch dekadischer Extinktionskoeffizient) folgt:

log]i:A(?»)ze(k)xconcxl. 3)

0
Die Absorption verhélt sich also im Gegensatz zur Transmission proportional zur Konzentration.
Die optische Dichte bezieht sich auf den natlrlichen Logarithmus, wodurch noch der Faktor e =~ 2,3

zur Umrechnung eingefligt werden muss:

=1, . g~ oxconex] gexconexl @)

=1I,xexl

Der Extinktionskoeffizient kann z.B. auch vom pH-Wert abhdngen und hat die Einheit
m>mol™cm™ oder mol/cm. Als Voraussetzung muss die Strahlung monochromatisch und kollimiert
(paralleler Strahlengang) sein. Absorbierendes Material ist homogen verteilt und es finden weder
Streuung noch Wechselwirkungen untereinander statt. Ebenso sind Reflexion und Streuung an der
Oberflache auszuschlieBen. Die gesamte Abschwéchung von Strahlung als Extinktion umfasst
neben der Absorption sdmtliche Strahlungsverluste wie Streuung und Reflexion. Als Lésung gilt
eine molekulardisperse Mischung, in der Molekille mehrerer Stoffe fein durchmischt sind und
Teilchen unterschiedlicher Art nicht oder vergleichbar wie Teilchen gleicher Art wechselwirken
[104]. Das Lambert-Beersche-Gesetz gilt selbst nur als Grenzfall fir verdiinnte Lésungen und ist in
der Dispersionstheorie verfeinert [107]. Die wellenldngenabhéngige Absorption und Brechzahl
werden in der weiterfuhrenden Theorie zum komplexen Brechungsindex zusammengefasst.

Polarisation spielt oft eine Rolle, z. B. sobald Strahlung nicht senkrecht auf Grenzflachen féllt.

Bei der elastischen Streuung elektromagnetischer Strahlung in einem Medium wird nach dem
Verhdltnis zwischen Wellenl&nge der Strahlung und Durchmesser der Streuer unterschieden. Sind
die TeilchengrdRRen kleiner gleich der Wellenldnge, lassen sich die Intensitatsanteile von Reflexion,
Beugung und Brechung nicht mehr unterscheiden und werden als Raleigh-Streuung behandelt. Sind
die Streuer wesentlich groRer als die Wellenldnge, so kdnnen Interferenzerscheinungen auftreten,

welche quantitativ in der Mie-Theorie (L6sung der Maxwellschen Differenzialgleichungen fiir
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kugelférmige Teilchen) [108] oder nach Kubelka-Munk (Vereinfachte Theorie fiir optisch dichte
Medien, urspriinglich fur Farbanstriche entwickelt) [109] behandelt werden. Soweit fir diese
Arbeit wichtig, wird im jeweiligen Abschnitt auf elastische Streuung (Kap. 3.6, S.41) und
dynamische Streuung (Kap. 3.7, S. 48) ausfiihrlicher eingegangen.

Ein Spezialfall ist die gerichtete Streuung, die als Refraktion bezeichnet wird, woflr in isotro-
pen Medien das Snellius-Gesetz fiir eine Grenzflache gilt. Zu beachten ist, dass durch Mehrfachre-
flexion (z. B. an einer planparallelen Schicht) oft erhebliche Beitrdge zur gesamten Refraktion
(Riotar) geliefert werden (GI. 5).

I ©)
Beim Ubergang von einem optisch dichteren (n;) zu einem optisch diinneren Medium (Brechungs-
index n, < n;) wird das Licht vom Lot weggebrochen. Fir grofer werdende Winkel o ergibt sich
somit ein Grenzwinkel, bei dem das gebrochene Licht parallel zur Grenzflache verlauft. Es gilt
nach dem Gesetz von Snellius:

‘ n, . n
sina,,, = —=sm90° == (6)
Lo Lo

Fir groere Winkel wird die Strahlung nahezu ohne Intensitatsverlust reflektiert. Totalreflexion ist
nach Gl. 6 ein empfindliches Mass fiir die Brechzahl und kann mit einem Totalrefraktometer
bestimmt werden. Bei bekannten Brechzahlen ist der Grenzwinkel leicht berechnet (z.B.
Ogrenz = 41° fir Kronglas mit n = 1,51 oder ogen, = 49° flir Wasser mit n=1,33 gegen Luft). So
sind ein bzw. zwei Totalreflexionen im Inneren von Regentropfen verantwortlich fur den sichtbaren
Haupt- bzw. Nebenregenbogen. In dieser Arbeit wird der Einfluss von Totalreflexionen deutlich,

wenn ein wassriger Tropfen im Laserstrahl levitiert wird.

Im Gegensatz zur elastischen Streuung zahlt der Raman-Effekt zur unelastischen Streuung. Als
Resultat ist die Wellenlange der gestreuten Strahlung gréRer (Stokes) bzw. kleiner (Anti-Stokes) als
die Wellenlange der Primérstrahlung. Angeregt werden Molekilschwingungen (Rotations- und
Streckschwingungen). Eine Verkleinerung der Wellenlédnge (und damit VergréRerung der Energie)
kann erfolgen, wenn das streuende Molekil schon vor der Wechselwirkung in einem angeregten
Schwingungszustand ist. Die Wahrscheinlichkeit p dafir folgt der Boltzmann-Verteilung nach

_hv

p=e il ™
und ist fir Raumtemperatur sehr gering, wodurch Stokes-Streuung ca. 10>-fach intensiver als Anti-
Stokes-Streuung ist. Rayleigh-Streuung ist wiederum 10%-fach intensiver als Stokes-
Ramanstreuung [107]. In Abb. 4 sind diese Prozesse im Energiediagramm schematisch dargestellt,

wobei der Raman-Effekt die energetisch kleinen und oft schwer beobachtbaren oder nicht IR-
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aktiven Ubergénge zwischen elektronischen Niveaus (N,) auf groRere Energiebereiche der
Molekiilschwingungen abbildet. Erfolgt die Anregung des Grundzustandes (Sp) tritt keine Anti-

Stokes-Streuung auf.

S
A
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©
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=
S VAVA VA VA - 3
S | R s
8 hVR hvs hVA
Ll
NX
2 4
So N1 *T L’L\
IR Rayleigh Stokes Anti-Stokes
Intensitét: 10° 10° 1
Energle: Eein = Eaus Eein > Eaus Eein < Eaus

Abb. 4 Schematisch Rayleigh- und Raman-Streuung im Energiediagramm.

Die Strahlungsemission von Material nach der Bestrahlung mit Licht heit Lumineszenz. Dabei
wird unterschieden zwischen Fluoreszenz und Phosphoreszenz. Phosphoreszenz bezeichnet den
Ubergang geringerer Wahrscheinlichkeit vom Triplett- in den Singulettgrundzustand unter
Aussendung eines Photons. Zur theoretischen Beschreibung dieser so genannten spinverbotenen
Ubergange ist es notwendig, die nichtrelativistische Naherung zu verlassen und eine Wechselwir-
kung zwischen Bahndrehimpuls und Elektronenspin (Spin-Bahn-Kopplung) zuzulassen. Zu den
spinverbotenen Ubergéngen gehoren auch strahlungslose Prozesse, die als Intersystem-Crossing
(ISC) bezeichnet werden. Aufgrund der geringen Ubergangswahrscheinlichkeit lasst sich
Phosphoreszenz im Allgemeinen relativ lange (ms) nach dem Ende der Bestrahlung nachweisen.
Dagegen verlischt Fluoreszenz (Singulett-Singulett-Ubergang) fiir den Beobachter im Allgemeinen
zeitgleich mit dem Bestrahlungsende (ns-ps). Das Abklingverhalten kann allerdings genauer
untersucht werden und liefert die Fluoreszenzabklingzeit. Diese hangt, wie auch die Fluoreszenz-
Quantenausbeute eines Farbstoffes, von der Umgebung des Fluorophors ab (z. B. Lésungsmittel,
Temperatur). Demzufolge konnen Anderungen in der Fluoreszenzabklingzeit Auskiinfte tber
Anderungen der lokalen Umgebung liefern. Nur aufgrund dieser Nachleuchtdauer lassen sich die
Ubergangsprozesse also nicht exakt klassifizieren. Abb. 5 stellt diese Prozesse zusammen mit
Forster-resonanter-Energietransfer (FRET) zwischen Donor-Akzeptor schematisch im Jablonski-

Diagramm dar.
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Abb.5  Prinzip FRET im Energiediagramm vom Donor (links) zum Akzeptor (rechts).

FRET st ein physikalischer Prozess der strahlungsfreien Energielibertragung eines angeregten
Donors auf ein Akzeptormolekiil uber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen [110]. Dabei wechselt der
Donor durch Absorption (a) eines Photons v, vom elektronischen Grundzustand S, in einen
angeregten Zustand S,. Durch thermische Umverteilung (interne Konversion unter Energieerhalt)
und Schwingungsrelaxation (b) wird Uberschussenergie als thermische Energie abgegeben bis zum
Erreichen des ersten angeregten Singulettzustands (S;) als elektronischem Grundzustand. Dieser
kann mit hoher Wahrscheinlichkeit durch Fluoreszenz (f) unter Abgabe eines Photons (vf) oder
strahlungslos durch ISC (c) in den Triplettzustand (p) verlassen werden. Nach der Kasha-Regel
erfolgt die Emission vom angeregten Zustand geringster Energie [111]. Durch Phosphoreszenz (p)
erfolgt die Rickkehr unter Abgabe eines Photons (vp) in den elektronischen Grundzustand. Alle
Energieniveaus konnen zusammenfassend durch strahlungslose Desaktivierung (d) verlassen
werden. Bei FRET erfolgt der Ubergang vom angeregten Singulett- in den Grundzustand mit
Energietibertrag auf einen Akzeptor strahlungslos (ET). Dieser kann wiederum vom angeregten
Singulettzustand fluoreszieren (e). FRET kann somit sowohl (ber die Abnahme der Donor-

Fluoreszenz (vf) als auch die Zunahme der Akzeptorfluoreszenz (v.) detektiert werden.

Da die Intensitat der Ubertragung mit der sechsten Potenz des Abstandes d abnimmt, treten
Abstéande von wenigen Nanometern (< 10 nm) auf. Die Effizienz des Energietransfers 7 ist vom
Forster-Radius rg abhéngig, der als Abstand zwischen beiden Fluorophoren definiert ist und bei
dem die Energielibertragung zu 50 % vom Donor auf den Akzeptor erfolgt.

Ty

- o +d°

Nr (8)
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FRET dient zur Bestimmung von molekularen Distanzen, wie Bindungsabstanden und lasst sich
zur Quantifizierung von Nukleinsduren mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (engl. real-time-quantitative-PCR) in der Molekularbiologie [112, 113] bis hin zur

Agrar- und Lebensmittelchemie [114] nutzen.

2.3 Rontgenstrahlung

Interatomare Abstande im Bereich 0,1-3 nm sind mit auf Licht basierenden Untersuchungen (VIS,
A =370-700 nm) nur eingeschrankt zugénglich. Rontgenstrahlung (A = 50-230 pm) wechselwirkt
jedoch mit den Elektronen eines Atoms. Je energiereicher (hérter) Rontgenstrahlung ist, desto
kernnaher sind absorbierende Elektronen, wodurch die ohnehin geringe Absorption in Materie
weiter abnimmt. Neben der Mdglichkeit von Absorptionsuntersuchungen sind Réntgenstrukturana-
lyse und Rontgenspektroskopie verbreitete Anwendungen.

Klein- und Weitwinkelréntgenstreuung (Kap. 3.5 und 3.6) sind Methoden der elastischen
Streuung. Die Streuung an einer periodisch dreidimensional geordneten Struktur (Kristall) ergibt,
durch Interferenz, zahlreiche in verschiede Raumrichtungen beobachtbare Reflexe und heif3t
Roéntgenbeugung. Streuwinkel 6 werden nicht (wie in der Optik) gegen die Oberflachennormale,
sondern gegen die Oberflache (Kristallgitterebene) gemessen. Die Methode, aus der Vermessung
dieser Reflexe des Streubildes, ihrer rdumlichen Anordnung und Intensitdt sowohl auf die
Geometrie als auch die Anordnung der Atome zu schlieRen, heil3t Réntgenstrukturanalyse [115].
Wird ein Kristall untersucht, entstehen Reflexe nach der grundlegenden Bragg-Gleichung, wobei d
der Abstand zwischen benachbarten Gitterebenen ist:

n\ = 2d sinf . 9)
Im Gegensatz zu den durch Interferenzen der Rontgenstrahlung auftretenden Punktmustern (Laue-
Diagramm) folgen fur die gleichzeitige Untersuchung mehrerer Kristalle radial um die Strahlachse
verteilte Intensitaten (konzentrische Debye-Scherrer-Ringe [116]). Die Verteilung auf diesen
Ringen ist besonders gleichméRig, wenn viele, zueinander ungeordnete, Kristalle vorliegen
(6rtliche Mittelung, Pulverdiffraktometrie) und die Probe gedreht wird (zeitliche Mittelung).
Werden die Intensitaten fiir jeweils festen Abstand zum Mittelpunkt azimutal integriert, lasst sich
im Diffraktogramm die Intensitét als Funktion des Streuwinkels auftragen.
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Tabelle1 ~ Wellenlange gebrauchlicher Rontgenréhren [115] und der pSpot Beamline am
BESSY im Vergleich.

Mo Cu Fe Bessy pSpot
K [A] 0,70926  1,54051 1,93597
K [A] 0713543 154433 1,93991
KN[A] 0,710688 1,54178 1,93728 0,821 1,034 1,377
E [keV] 17,45 8,04 6,40 15,10 11,99 9,004
Fluss [Photonen/s] ca. 1x10°

Die Bragg-Gleichung gilt fiir eine definierte Wellenlange und Tabelle 1 fihrt ausgewahlte, in dieser
Arbeit wichtige, GroRen auf. Wird keine monochromatische Strahlung verwendet, so spricht man
von kontinuierlicher oder ,,weiler* Rontgenstrahlung und die gestreute Strahlung muss wellenlén-
genselektiv (bzw. energiedispersiv) detektiert werden (Kap. 3.4). Die Intensitatsverteilung tber die
verschiedenen Energien konnen aufgrund der bekannten Geometrie des Strahlengangs in

Diffraktogramme umgerechnet werden.

Elastische Streuung an kleinen Partikeln nach Rayleigh bedeutet quadratische Abnahme der
Streuintensitat mit der Entfernung und mit der vierten Potenz der Wellenl&nge. Intensitaten werden
addiert und steigen mit der sechsten Potenz des Teilchenradius (I ~ r®). Streuung an groReren
Partikeln bedeutet addieren der Amplituden. Die Rayleigh-Gans-Debye-Né&herung ergibt neben
dem Molekulargewicht auch Informationen zur Molekiilgréfie und Form. Die Fernfeldn&herung
(d > 2r%/}) ergibt den Formfaktor, mit dem Rayleighstreuung eines unendlich kleinen Molekiils mit
gleichem Molekulargewicht zu Kkorrigieren ist. Dies ergibt sich aus der Doppelsumme {ber die
Anzahl der Streuzentren und nach Abbruch der unendlichen Reihe l8sst sich fir die meisten
Molekiile ein ausreichend genauer Formfaktor ermitteln. Die MolekdilgréRe, als das Tragheitsmo-
ment des streuenden Teilchens, wird mit dem Gyrationsradius abgeschétzt. Neben dem Gyrations-
radius lassen sich auch der zweite Viralkoeffizient und das Molekulargewicht elegant aus
Extrapolation der Konzentration und des Streuwinkels gegen Null abschatzen (Zimm-Plot). Durch
Interferenzeffekte dominiert die VVorwartsstreuung. Die Intensitét folgt grob lediglich der zweiten

Potenz der Teilchengrolie.

In der optischen Spektroskopie sind die bindenden Elektronen eines Molekiils im Energiebe-
reich bis zu einigen Elektronenvolt entscheidend (,,Leuchtelektronen®). Innere Elektronen besitzen
wesentlich héhere Bindungsenergien und kdnnen daher nur mit energiereicher Strahlung oder auch
energiereichen Teilchen angeregt oder gar abgespalten (lonisation) werden. Es kénnen kurzwellige
Strahlung analog zur Fluoreszenz, mit einer bestimmten Energieverteilung [117] (R6ntgenspekt-
rum, bestehend aus kontinuierlicher Bremsstrahlung [118] und charakteristischer Strahlung
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aufgrund diskreter elektronischer Ubergénge des bestrahlten Atoms) oder energiereiche Elektronen
(Elektronen-Emissions-Spektroskopie) emittiert werden.

Die Rontgenspektroskopie beruht auf dem Auffillen einer Elektronenliicke durch Schalen-
spriinge der Elektronen von weiter auBen liegenden Schalen. Wird das Loch durch Teilchenbestrah-
lung (z. B. Protonen mit Energien einiger MeV) erzeugt, spricht man von PIXE (engl. particle
induced X-ray emission). Fir Elemente mit Ordnungszahlen groRer als 12 erhoht sich der
Wirkungsquerschnitt fiir die Entfernung innerer Elektronen, so dass Element-Konzentrationen unter
10 g/L und Stoffmengen unter 10™® g nachweisbar sind [119]. Wird das Loch durch elektromag-
netische Strahlung erzeugt, wird von Réntgenfluoreszenz (RFA, Réntgenfluoreszenzanalyse oder
XRF, engl. X-ray fluorescence) gesprochen. Bei den erforderlichen Elektronenspriingen erfolgt der
Energieverlust der Elektronen durch Abgabe von Rodntgenquanten (&hnlich Fluoreszenz im
sichtbaren) mit mehr oder weniger scharfen Rontgenlinien. Die Linien werden durch die Haupt-
quantenzahl definiert und durch weitere Quantenzahlen modifiziert (Aufspaltung in Feinstruktur).
So entsteht je nach Gesamtdrehimpulsquantenzahl K, bzw. K,,. Die Wellenlange dieser K-Linien,
genauer die Wurzel der Frequenz steigt im Allgemeinen linear mit der Ordnungszahl (Kernladung
entscheidend, Moseley-Gesetz [120]). Bei der Réntgenabsorptionsspektroskopie (XAS, engl. X-ray
absorption spectroscopy) ist der Anteil absorbierter und gestreuter Quanten proportional zur
einfallenden Strahlung. So lasst sich analog zum Lambert-Beer-Gesetz eine Absorption definieren.
Die Absorption fiir Energiebereiche auBerhalb der Linien (Kanten) steigt mit der dritten Potenz der
Wellenlange. Mit XAS wurden erfolgreich Kristallisationsvorgange beobachtet (z. B. von NiO-
Nanopartikeln [121]) und durch Synchrotronstrahlung hochauflésende Kantenspektren erméglicht
(EXAFS, engl. extended X-ray absorption fine structure). Ein weiteres Teilgebiet ist die
Auswertung elementspezifischer Feinstrukturen der Absorptionsbande in der Néhe der Absorpti-
onskante (NEXAFS bzw. XANES).
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2.4 Aggregation

Die Ansammlung von Partikeln (Atome, Molekiile, Kristalle) zu gréReren Systemen kann unter
dem Begriff Aggregation zusammengefasst werden und lasst sich nach der Art der Partikel und
gebildeten Aggregate Kklassifizieren: Koagulation bezeichnet die unter Flockung eintretende
Umwandlung eines Sols (z. B. Blut, Milch, Eiklar) in ein Gel [122]. Agglomeration beschreibt die

allgemeine Anh&ufung von Partikeln ohne spezielle Ordnung.
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Wachstum
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Abb.6  Prozesse der Nukleation im Energiediagramm. Keimwachstum bis rc vergrdRert die

Enthalpie (schraffierter Bereich); erst fiir groere Keimradien gelingt das Wachstum sta-

biler Partikel.
Kristallisation beschreibt den Vorgang der Kristallbildung, wobei eine periodisch dreidimensionale
Ordnung aus Atomen aufgebaut wird. Die Bildung von Kristallen aus Losung kann im Labor durch
Methoden der Fallungskristallisation und Umkristallisation erfolgen, wobei sich der Vorgang der
Kristallisation prinzipiell in die funf Abschnitte: Ubersattigung, Keimbildung, Kristallwachstum,
Reifung und Rekristallisation einteilen lasst. Ubersattigung des Ausgangsstoffes gilt als
Voraussetzung und l&sst sich durch Verdunstung des Ldsungsmittels erreichen. So bilden sich
Keime, wobei nach der klassischen Keimbildungstheorie [123] der aktuelle Ubersattigungsgrad die
Keimbildungsrate beeinflusst. Keime kdnnen sich bei Konzentrationen oberhalb der Sattigungs-
konzentration (homogen) oder darunter (heterogen) bilden. Heterogene Keimbildung geschieht an
schon vorhandenen Grenzflachen der metastabilen Phase in Ldsung, z. B. Gefdlwénde, Verunrei-
nigungen, schon vorhandene Kristalle oder Nukleierungsmittel [124]. Zur Induktion des
Kristallisationsprozesses konnen geringste Mengen von als Kristallisationskeime wirkenden
Stoffen (z. B. Impfkristalle) in unterkiihlte bzw. Giberséttigte L&sungen oder Schmelzen eingebracht

werden (Impfen) [122]. Gradienten von Temperatur, pH-Wert oder Druck kénnen zur Bildung
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kleinster Aggregate (auch subkritische Keime oder Clustern) filhren [125], die strukturelle
Eigenschaften eines Festkorpers haben. Diese Vorstufen wachsen durch Uberschreiten einer
kritischen GroRe zu stabilen Keimen (Abb. 6). Wird der kritische Wert nicht erreicht, l16sen sie sich
wieder auf [124].

Stabile Keime haben aufgrund ihrer GroRe eine aktive Grenzflache, an der sich weitere Keime
bilden kénnen. Der kritische Keimradius r¢ lasst sich durch das Maximum der freien Keimbildung-
senthalpie bestimmen und berechnet sich mit der Oberflachenspannung ooF auf

T_ZO'
CTAG,

(10)

Die freie Keimbildungsenthalpie AGk ist die Summe zweier gegenldufiger Terme, die beide
Funktionen der KeimgréRe sind. Der Oberflachenterm AGog ~ r? ist positiv und der Volumenterm
AGy ~ r¥ in Uberséttigten Systemen negativ, da die Ubersattigung durch die Keimbildung verringert
wird. Die Zahl der gebildeten Keime pro Zeit- und Volumeneinheit wird als Keimbildungsrate im
Gleichgewichtsansatz nach Arrhenius beschrieben [4]. Oft besteht Interesse an mdglichst groRen
Kristallen (Einkristallstrukturanalyse) oder an mdglichst engen KristallgroRenverteilungen
(Medikamentenherstellung). Somit ist die Kontrolle von spontaner Keimbildung kontra Keim-
wachstum bedeutend (Abb. 7). Der Kurvenverlauf ist stark systemabhangig und kann sowohl linear
[126] als auch mit abnehmender Steigung verlaufen [127].

Nuklgation

| Spontane Keimbildung
| 96%694°

1 Ubersattigungskurve

labile Zone

Konzentration —

metastabile
Zone

Temperatur ——
Abb. 7  Schematisch Nuklfzation versus Kristallwachstum in der metastabilen Zone zwischen
Loslichkeits- und Ubersattigungskurve. Verlauf der Konzentration als Funktion der Tem-
peratur.

Mischbedingungen spielen eine nicht zu unterschdtzende Rolle bei der Nukleation und dem
Kristallwachstum. Die direkte Beeinflussung der Kristallqualitat (GréRe, Tribung) ist sehr
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empfindlich auf Mengenskalierung und macht die Kristallisation oft zu einem sehr schwierigen in
die Produktion zu Ubertragenden Prozess (ausfihrliche Diskussion siehe [127]).

Reifung ist das Wachsen groRerer kolloider oder kristalliner Teilchen auf Kosten kleinerer, die
schlieBlich aufgezehrt werden (Ostwald-Reifung) [128]. Nach der Ostwald-Stufenregel geht ein in
verschiedenen Energiezustdnden vorkommendes chemisches System beim Energieentzug (z. B.
Abkihlen) nicht direkt, sondern tber Zwischenstufen in den energiedrmsten (stabilsten) Zustand
Uber. Dabei entsteht gewohnlich zundchst die weniger dichte (und weniger stabile) Modifikation
(Ostwald-Volmer-Regel) [129]. Rekristallisation bezeichnet die Bildung neuer oder groRerer
Kristalle auf Kosten der &lteren oder aus polykristalliner Materie unter Einwirkung von Temperatur
oder Verformungskréaften. Umkristallisation ist die Reinigung kristalliner Verbindungen durch
Ldsen in geeigneten Losungsmitteln und anschliefendem Auskristallisieren, wobei Verunreinigun-
gen in der Mutterlauge geldst verbleiben [122]. Polymorphismus bezeichnet kristalline Strukturen
verschiedener Form und ist durch die Neigung einer Substanz charakterisiert, in mehr als einer
Struktur zu kristallisieren [130].

Bei der Polymerisation entsteht, unter anderem durch die Aufspaltung von Kohlenstoff-
Doppelbindungen, aus einzelnen Molekilen (Monomeren) ein gréReres Makromolekil (Polymer).
Die resultierenden Polymere bestehen aus Monomer-Wiederholeinheiten, die meist lange Ketten
bilden. Daruber hinaus koénnen durch die Wahl geeigneter Kettenmolekile mit mehreren
Verknupfungspunkten vernetzte Molekiile entstehen (Harze, Kautschuk, u.a.). Polymerisationen
kénnen in ionische (anionisch, kationische) sowie in radikalische Polymerisationen unterteilt
werden. Fir die radikalische Polymerisation wird ein Initiator (Aktivator, Startsubstanz) bendétigt.
Dieser zerfdllt in einer Startreaktion ausgeldst durch verschiedene &ufRere Einflisse (Wéarme, UV-
oder andere Strahlung) in Radikale, die aufgrund ungepaarter Elektronen sehr reaktionsfreudig
sind. In der folgenden Wachstumsreaktion reagiert ein Radikal mit einem Monomermolekl unter
Aufspaltung der Doppelbindung des Monomers und bildet ein neues, grofReres Radikal, das mit
weiteren Monomeren noch gréRere Radikale bilden kann. Diese Kettenreaktion dauert so lange an,
bis entweder keine Radikale oder keine Monomere mehr verfiighbar oder aufgrund erhohter
Viskositat nicht mehr beweglich genug sind, um in die N&he eines weiteren Radikals zu gelangen.
In der Abbruchreaktion werden die Kettenradikale durch Rekombination zweier Radikale bzw.
Disproportionierung terminiert. Diese Terminierung lasst sich gezielt durch Zugabe von z. B.
Lésungsmittel steuern.

In der Polykondensation verbinden sich zwei Molekule unter Abspaltung eines Kleineren
Molekiils (zumeist Wasser) zu einem Makromolekiil. Durch Uberschuss eines "Mittlers” kann die
Polykondensation zu einem dreidimensionalen Polymeren (sog. Polykondensat) fortschreiten. Die

Polyaddition ist eine weitere Form von Polymerbildung, nach dem Mechanismus der nucleophilen
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Addition von Monomeren zu Polyaddukten (z. B. Polyurethan). Dabei werden verschiedenartige
Molekiile mit mindestens zwei funktionellen Gruppen unter Protoneniibertrag miteinander
verkniipft. Voraussetzung ist wieder, dass die funktionellen Gruppen einer Molekdlsorte
Doppelbindungen enthalten. Der Verlauf ahnelt der Polykondensation, jedoch ohne die Bildung
niedermolekularer Nebenprodukte. Die Art der Polymerisation beeinflusst malgeblich Molmasse

und Polydispersitat (Breite der Molmassenverteilung) von Polymeren.
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3. Methoden und Techniken

In diesem Kapitel werden verwendete Methoden eingefuihrt und grundlegende Techniken erldutert.
Zu Beginn werden, nach der Charakterisierung des akustischen Levitators, neue Moglichkeiten aus
der Kombination mehrerer Levitatoren vorgestellt.

3.1 Charakterisierung der Ultraschallfalle

In der Ultraschallfalle (Tec5, Oberursel) wandelt ein Piezokristall Wechselspannung in mechani-
sche Schwingungen um und ubertrégt diese Uber die Sonotrode S auf das Arbeitsmedium (meist
Luft). Die entstehende Schallwelle breitet sich longitudinal aus und wird vom konzentrisch
installierten Reflektor R zurlickgeworfen. Betragt der Abstand zwischen Sonotrode und Reflektor
ein Vielfaches der halben Wellenlénge, bildet sich dazwischen eine stehende Welle aus; es kommt

zur Resonanz.

Justierung der

Resonatorlange Levitationsachse

[ J Reflektor (R)
el w Ebenen der
et # Druckknoten

@‘!— Levitierte Probe

“d——Schalldruck

Ultraschallfalle D Sonotrode (S)
Abb. 8  Prinzip der Ultraschallfalle als akustischer Levitator. Schallpegel um 160 dB iberwiegen

die Gravitation. In jeden Druckknoten kénnen Proben levitiert werden, wie in den drei

mittleren Schallknoten durch die Levitation von drei Styroporballen dargestellt.
Die stehende Welle mit einem Schallpegel von ca. 160 dB erzeugt lokale Dichteunterschiede mit
aquidistanten Druckknoten, in denen sich feste, flissige und einige gasférmige Proben positionie-
ren lassen (Abb. 8). Es treten durch den Bernoullieffekt, und verstarkt durch den konkaven
Reflektor, neben den axialen, auch ein Finftel kleinere radiale Krafte auf. Diese zentrieren die
Proben in dem sie umgebenden Gas. Durch den Einbau der Falle in eine Glovebox? ist es leicht
mdglich in kontrollierten Umgebungen, wie z. B. unter einer Stickstoffatmosphére, deren Reinheit
in hoher Qualitdt sichergestellt werden kann, zu arbeiten. Da die Schallgeschwindigkeit eine
Eigenschaft des Gases ist, muss auch der Resonanzabstand des akustischen Levitators angepasst

werden. Im Prinzip kann akustische Levitation bis zu hohen (2700 K [93]) und sehr niedrigen
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(218 K [131]) Temperaturen eingesetzt werden, beispielsweise zur containerlosen Praparation von
Schmelzen [132].

Die Vorteile der akustischen Levitation sind vielféltig: Feste, flissige und ausgewahlte gasfor-
mige Proben kodnnen ohne Vorbereitung direkt in einen Schallknoten platziert werden. Dazu sind
einfache Mittel wie Pinzette fur feste bzw. Pipette fur flissige Proben vollkommen ausreichend,
wie in der Photoserie der Injektion eines Wassertropfens in Abb. 9 erkennbar ist. Es eignen sich
Hamilton-Pipetten mit Edelstahlspitze ebenso wie Eppendorf-Pipetten (beispielsweise der GroRe
0,5-10 pL) mit Kunstoffspitze, wobei fur einige Proben die Ablésung von der Pipettenspitze durch
die Verwendung oberflachenoptimierter Pipettenspitzen (low retention tip, nerbe plus GmbH)
erleichtert wird.

Abb. 9 Injektion eines Wassertropfens mittels pL-Pipette in den akustischen Levitator.

Im Gegensatz zu anderen Levitationstechniken ist keine Probenmodifikation erforderlich, wie z. B.
das Anbringen elektrischer Ladung fur die elektrodynamische Levitation. Der Probezugriff ist
jederzeit moglich und die Probe kann ganz oder teilweise aus dem Ultraschallfeld entnommen
werden. Zur Aufnahme fliissiger Proben werden Tropfen einfach durch Abschaltung des Levitators
in flussigen Stickstoff fallen gelassen und sind somit fiir weitere Untersuchungen, z. B. als
Querschnitt durch Mikrotome, verflighar. Akustische Levitation eignet sich zur Untersuchung
einzelner Partikel in der Gasphase unter Ausschluss von Wandeffekten, wobei die vorhandene
Grenzflache zum Studium von Stoffaustauschprozessen mit der umgebenden Gasphase genutzt
wird. So ist die Phasenumwandlung einzelner Partikel wandfrei médglich, was die Untersuchung
physikochemischer Prozesse erlaubt. Durch Erhdhung des Schallpegels l&sst sich die Tropfenform
von kugelférmig Uber die Form eines Rotationsellipsoids bis hin zu einer flachen Scheibe
einstellen. In Abb. 10 reflektiert eine Ringbeleuchtung auf der wéssrigen Tropfenoberflache und

verdeutlicht die Tropfenform.

2 Glovebox (dt. Handschuhbox)
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Abb. 10 Suspendierte Siliciumcarbid-Partikel verschiedener Tropfenformen durch variierten
Schallpegel.

Zu den Grenzen der akustischen Levitation z&hlt der eingeschrénkte GroBRenbereich fir feste
(Durchmesser 0,1-6 mm) und flissige Proben (Volumen 1nL-20uL). Fir die verwendete
Arbeitsfrequenz von f = 58 kHz sind Proben mit einem Durchmesser von 0,2-2 mm bzw. einem
Volumen von 5 nL-5 pL typisch. Der maximale Tropfendurchmesser bestimmt sich letztendlich
aus Oberflachenspannung und spezifischer Dichte der Flissigkeit, als Verhdltnis von hydrostati-
schem zu kapillarem Druck. Fir Verhaltnisse (Bond Nummer) groer 1,5 zerteilt sich der Tropfen
(Desintegration) [58]. Flr Wasser ist beispielsweise das obere Limit der Tropfengrée 155 pL und
fir die meisten organischen Ldsungsmittel ungefahr 40 uL [16]. Akustisch levitierbare Dichten
reichen bis zu der des schwersten Festkorpers (Iridium, p=22,6 g/cm®) und der schwersten
Flussigkeit (Quecksilber p=13,6 g/cm® [133]. Wird die Versuchsdauer nicht durch die
Verdunstung der Probe limitiert, kann diese mehrere Tage stabil levitiert werden, wobei die Lage
des Scherpunktes nur um wenige Mikrometer um die Levitationsachse schwankt.

Die TropfengroRe ist eine Funktion der Wellenlédnge, wobei unter atmospharischen Bedingun-
gen der maximale Tropfendurchmesser ungefédhr der halben Wellenldnge entspricht [16].
Levitatoren einer Frequenz von 20-100 kHz erzeugen Wellenlangen von 17-3,4 mm, das
kugelférmigen Tropfen mit einem Volumen von 2,6 mL-21 uL entspricht. GroRere Proben sind mit
kleiner werdender Schallfrequenz mdéglich, welche dann nicht nur fir den Menschen hérbar sind
(160 dB), sondern auch mehr und mehr in den Bereich aerodynamischer Levitation driften
(Tischtennisball schwebt Uber einem Basslautsprecher). Fir kleinere Tropfengrofen nimmt die
Positioniergenauigkeit ab, wobei Proben bis zu einem minimalen Volumen von 1 nL beobachtet
wurden. Noch Kleinere Proben kdnnen nicht mehr stabil levitiert werden. Die Grenze sollte mit
héheren Schallfrequenzen, Abschirmung externer Luftstromungen und mehr-achsiger Levitatoren

noch weiter sinken.

Als Nachteil ist anzufithren, dass immer ein Medium zur Schalliibertragung vorhanden sein
muss. Die akustische Levitation funktioniert also nicht im Vakuum, wurde aber schon erfolgreich
unter verschiedenen Schutzgasen verwendet. Alternative Methoden zur Probenlevitation werden

ausfihrlich in Kapitel 1.4 beschrieben.
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3.2 Kombination mehrerer Ultraschallfallen

Arbeiten zur Charakterisierung einer Falle finden sich hinreichend in der Literatur, z. B. [16]. Ein
mehr-achsiger Levitator, mit sich Uberlagernden Schallfeldern ist aus der Literatur bekannt, wurde
allerdings bisher ausschlielich zur Stabilisierung von nur einer levitierten Probe verwendet, z. B.
um eine aerodynamische Levitation zu stabilisieren [93]. Die Levitation eines Probenensembles als
zweidimensionales Tropfenfeld wurde durch statische Aufladung der einzelnen Tropfen gezeigt,
wodurch sich diese nicht zu einem grofRen vereinigen sondern abstoen [134]. Durch Kopplung
zweier Fallen hingegen, lassen sich ganz neue, erweiterte Mdglichkeiten, ganz ohne Probenmanipu-
lation (wie Aufladung), nutzen. Diese wurden im Rahmen dieser Arbeit erprobt und sind im

Folgenden dargestellt.

g )} 3 /
o - ' 3 _;i. T o )

Abb. 11 Aufbau zweier gekreuzter Levitatoren. Horizontale @ _und vertiale@ Fall-e sind
ineinander verschiebbar @, so dass sich die Schallfelder im gekoppelten Zustand senk-
recht zueinander durchdringen.

Zwei baugleiche Ultraschallfallen wurden so kombiniert, dass ihre Levitationsachsen einen Winkel

von 90° bilden und sich die horizontale® in die vertikale@ Falle schieben l&sst (Abb. 11).

Interessant ist eine Visualisierung der Schallfelder mit einem Mikroskop® um ihre Ausbreitung

bzw. Anordnung in stationdren Feldern zu charakterisieren. Diese lieen sich unter Verwendung

von Trockeneis sichtbar machen. Gase, die schwerer als das umgebende Trégergas sind, kénnen in
den Druckknoten eines intensiven stehenden Ultraschallfeldes angereichert werden (z. B. Brom und

Eisaerosole, vgl. 1.3). Gase mit geringerer Dichte als das umgebende Trégergas werden hingegen

aus der Falle herausgedrangt. Hier gefriert Luftfeuchte durch das kilhlende Trockeneis zu feinem

Eisnebel, welcher riickstandsfrei sublimiert. Durch senkrechte Beobachtung zur Beleuchtung ergibt

sich ein optischer Eindruck der Feldverteilung. Es zeigen sich sehr deutlich funf ,,oblate Blasen

(Abb. 12), welche theoretisch bestimmte toroidale Wirbel wiedergeben. In jedem Blasenzentrum ist
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Levitation mdglich, was an den hellen Punkten gut sichtbar ist, denn dort agglomerieren erste
Eispartikel [24].

Abb. 13 Trockeneisversuche mit zwei gekreuzten Ultraschallfallen.

Die Visualisierung zweier gekreuzter Ultraschallfelder ergibt offenbar eine komplizierte
Uberlagerung (Abb. 13). Nach exakter Abstimmung der Schallfelder sowohl im Resonato-
rabstand®, als auch Lage® und Schallamplitude®, wird die Ausbildung einer gitterférmigen
Verteilung mit &hnlichen Blasen wie im einachsigen Levitator sichtbar. Die Levitation mehrerer
Proben parallel in verschiedenen Druckknoten scheint zumindest nahe der Uberlagerung beider
Fallenachsen mdglich. Tatsachlich lassen sich durch die Kreuzung der Schallfelder zweier
Levitatoren 2-dimensional verteilte Levitationsmdglichkeiten erreichen. Im Folgenden wird die
Methode anhand der Darstellung von Wirfelzahlen (a—f) demonstriert. Es lasst sich mit
Wassertropfen (Abb. 14) oder Styroporkugeln (Abb. 15) ,,wirfeln“, das die zeitgleiche Positionier-
barkeit mehrerer Proben, sowohl fest als auch flissig, im Raum beweist. Die dreidimensionale

Probenanordnung im Raster durch Levitation scheint méglich.

Abb. 15 Wirfelspiel mit Styroporkugeln.

Eine anndhernd rotationssymmetrische Probe rotiert normalerweise um ihre Hauptrotationsachse in
einer vertikalen Falle, da es keinerlei ausgezeichnete Kraft gibt, die eine Rotation verhindert. Durch
Anderung des Schallpegelverhaltnisses zweier Fallen lasst sich eine Drehung dieser Rotationsachse
erreichen. Oblates Styropor rotiert um die horizontale Achse (Abb. 16a), welche sich immer mehr
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in eine Vertikale (d) drehen lasst. Selbst eine Drehung um die Achse senkrecht zum Papier (e) ist
mdoglich, was gut sichtbar an den roten Kreisen ist, welche durch einen Punkt auf der rotierenden

Oberflache erzeugt werden!

Abb. 16 Drehung der Rotationsachse eines rotationsellipsoidalen Styroporballichens.

Neben der kontaktlosen Positionierung mehrerer Proben im Raum und der Richtungsmanipulation
ihrer Rotationsachse, ist eine Kombination zweier Proben interessant. Eine Vereinigung ist am
Beispiel der zwei Substanzen, flussiger Wassertropfen und fester Styroporkugel, gezeigt. Dazu
kann das horizontale Schallfeld zweier gekreuzter Ultraschallfallen verringert werden (Tropfen-
Tropfen in Abb. 17 und Tropfen-Kugel in Abb. 18) oder zwei getrennte Fallen ineinander
geschoben werden bis sich deren Levitationsachsen kreuzen (Tropfen-Kugel Abb. 19). Letztere

Technik ermdglicht die Uberbriickung beliebig groRer Distanzen.

Abb. 17 Vereinigung zweier Wassertropfen in gekreuzten Ultraschallfallen durch Anderung der
Schallfelder.

Abb. 18 Vereinigung von Styroporkugel mit Wassertropfen in gekreuzten Ultraschallfeldern.

Abb. 19 Vereinigung von Styroporkugel mit Wassertropfen durch Positionieren zweier
Ultraschallfallen.

Durch die schnelle Vereinigung zweier Substanzen und sofortige, durch innere Strémungen im
Tropfen unterstiitzte Vermischung lassen sich z. B. chemische Reaktionen wandfrei verfolgen und
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untersuchen. Ebenso scheint diese Methode geeignet, schnell Kristallisations- und Polymerisati-
onsprozesse zu starten. Im Unterschied zu ,stop-flow-Experimenten® in denen sich zwei
Tropfenstrahlen vereinigen und die Analyse, auf die Tropfenfrequenz getriggert, zeitlich je nach
Abstand zur Vereinigung stattfindet, ermdglicht der Kreuzlevitator ein und dieselbe Probe zeitlich
sequenziell zu analysieren. Das ist ein wesentlicher Vorteil fur instabiles Probenmaterial und wenn

nur geringste Mengen vorhanden sind.
3.3 Synchrotron- und konventionelle Réntgen-Strahlung

Rontgenstrahlung ist in analytischen Methoden vielseitig einsetzbar (Kap. 2.3). Einige dieser
Methoden werden erst moglich bzw. praktisch realisierbar durch Verwendung intensiver Strahlung
(Strahlung hoher Intensitat). Fir die Wellenlangenbereiche der Mikrowellen (Maser [135]) Gber das
Infrarote (IR), Sichtbare (VIS) bis hinunter ins Vakuum Ultraviolett (VUV) existieren fir viele
Anwendungen geeignete Strahlungsquellen (Laser) aufgrund der Entwicklung strahlungsemittie-
render Resonatoren (Kap. 2.2). Der Erzeugung intensiver Rontgenstrahlung in konventionellen
Rontgenrohren (Anodenspannungen < 100 kV) ist durch den erreichbaren Wirkungsgrad (0,1-1 %)
eine Grenze gesetzt. Dieser ist definiert als Quotient aus Strahlungsleistung und Anodenleistung
(Pa= iaxUa) und ergibt fiir moderate Leistungen ndherungsweise = 10° V'xZxU,. Die
elektrische Leistung liegt im handhabbaren Bereich von einigen kW (z.B. Generator
230V x 10 A= 2,3kW, Rontgenrohre 40 kV x40 mA =1,6 kW), aber der Schmelzpunkt des
Anodenmaterials (meist Cu) wird bei hoheren Betriebsparametern erreicht. Die parasitare \WWé&rme
kann nicht schneller abgefiihrt werden und begrenzt letztendlich die Intensitat der Réntgenquelle.
Eine rotierende Anode (Drehanode) ermdglicht hdhere Intensitaten (x 10) bei einer elektrischen

Leistung der Rontgenrdhre von ca. 30 kW, was einer Strahlungsleistung von 30 W entspricht.

Sowohl bei konventioneller Rohre, als auch bei Drehanoden ist die Intensitat | erzeugter
Photonen der Energie E proportional zur Ordnungszahl Z des genutzten Anodenmaterials:

I~Z(E, —E), (11)

wobei E.., die maximale Photonenenergie darstellt und der Energie der erzeugenden Elektronen
entspricht [136, S. 53]. Fir kleine E ist | maximal und féllt linear bis auf Null fir E = Eja.
Niederenergetische Photonen werden sowohl im Target als auch Fenster der Rdéntgenrdhre
absorbiert, so dass die nutzbare Intensitat fur kleine Energien gegen Null geht. Nach der Art der
Entstehung werden die von Elektronen, infolge ihrer Beschleunigung im elektrischen Feld von
Atomkernen, emittierte Bremsstrahlung (kontinuierliches Spektrum) und charakteristische
Rontgenstrahlung (Réntgenfluoreszenz) der Atome unterschieden. Die charakteristische Strahlung
ist monochromatisch (diskrete Spektrallinien) und enthdlt je nach Filterung nur Bruchteile bis

einige Prozent der Gesamtintensitat [136]. Fir Streuexperimente wird die Strahlung mittels
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Réntgenspiegel fokussiert und Blenden kollimiert. Bei Streuexperimenten ist ein Ansatz fir hdhere
Intensitat im Gegensatz zum Punktfokus ein spaltartiges Strahlprofil, z. B. in einer Kratky-Kamera,

was allerdings die Riickrechnung des verschmierten Streubildes bedingt.

Synchrotronstrahlung ist seit ihrer Vorhersage 1949 [137] und Nachweis 1956 [138] eine
relativ aufwendige Quelle intensiver Strahlung kleiner Divergenz uber einen weiten Energiebe-
reich, vom Infraroten bis hin zu harter Rontgenstrahlung [139]. Typischerweise werden von einer
Gliihkathode Elektronen ausgel6st, durch die Anodenspannung (ca. 100 keV) und im Magnetfeld
eines Mikrotrons auf Bahnen mit immer grofRer werdendem Umfang beschleunigt bis eine Energie
von ca. 50 MeV erreicht ist. Im folgenden Synchrotron werden die Elektronen durch starke
Magnete auf einer Bahn durch ein ringférmigen Vakuumrohr gehalten und erneut durch
Wechselfelder eines Hohlraumresonators auf die Endenergie (bis einige GeV) beschleunigt. Damit
die Elektronen auf ihrer Bahn bleiben, wird die Feldstarke des Magnetfeldes synchron zu ihrer
kinetischen Energie erhoht. Die erreichbare Energie wird von der magnetischen Flussdichte Bjax
der Ablenkmagneten, vom Ringradius r und der Elementarladung des Teilchens gg bestimmt. Es
gilt Enax = rx (e x Bnaxx C. Die Elektronen werden anschlieend in einen groReren Speicherring

eingeschleust (Injektion).

In diesem Speicherring erfolgt die Abgabe elektromagnetischer Strahlung durch Ablenkung der
Ladungen in Magnetfeldern. Das entspricht einer starken Radialbeschleunigung, die durch den
sogenannten Ablenkradius charakterisiert ist. Durch die hohe Geschwindigkeit der Teilchen
(nahezu Lichtgeschwindigkeit) wird die Strahlung mit geringer Divergenz tangential zur Bewegung
in Vorwdrtsrichtung abgestrahlt. Die entstehende Synchrotronstrahlung ist eine Hertzsche
Dipolstrahlung, deren Strahlungscharakteristik aber durch relativistische Effekte stark zu einer
Strahlungskeule deformiert ist. Wiggler und Undulatoren kdnnen das nutzbare Strahlungsbiindel
weiter intensivieren. Synchrotronstrahlung ist in der Ringebene linear polarisiert (der elektrische
Feldvektor schwingt in dieser Ebene). AuBerhalb dieser Ebene ist die Strahlung elliptisch
polarisiert [140]. Fur ideal polarisierte Strahlung kénnen Intensitaten gestreuter Strahlung korrigiert
werden [141]. Der Energieverlust durch Strahlungsabgabe wird bei jedem Elektronenumlauf im
Speicherring durch Beschleuniger (Hohlraumresonatoren, engl. cavities) ausgeglichen. Allerdings
wird die Anzahl der Elektronen z. B. durch Streu- und Absorptionsprozesse und damit der durch sie
erzeugte Ringstrom und die Intensitat der Synchrotronstrahlung vermindert. Die Auffillung der

Elektronenanzahl erfolgt in zyklischen Injektionen.

Eine vielversprechende Strahlungsquelle fiir intensive Rontgenstrahlung ist der Freie-
Elektronen-Laser (FEL). Zur Erzeugung sehr kurzer Pulse (fs) sind mehrere Projekte in Entwick-
lung. Neben dem EUV-Bereich im FLASH (DESY, Hamburg) sind zukiinftig weiche Rontgen-
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strahlung im FEL (24 eV-1keV BESSY, Berlin, 2010) und harte Roéntgenstrahlung im XFEL
(10 eV-17 GeV, Hamburg, 2012) geplant. Bis zur Entwicklung anderer, vollig neuer und
kontinuierlich arbeitender Strahlungsquellen mit hohen Intensitaten ist das Synchrotron die
Strahlungsquelle der Wahl fur zeitaufgeloste Experimente. Der eigentliche Vorteil fir diese Arbeit
sind kurze Messintervalle im Sekundenbereich, was die Untersuchung zeitabh&ngiger Experimente
im Minuten- bis Stundenbereich ermdéglicht. In einem Laboraufbau dauert die Datenaufnahme

vergleichbarer Streuexperimente relativ lange (viele Minuten bis Stunden).

Das Synchrotron der Strahlquelle BESSY |1 besitzt einen Radius von 15,3 m und Elektronen
kreisen im Speicherring (Umfang 240 m, Radius 38,2 m) mit nahezu Lichtgeschwindigkeit etwa
10%s mehrere Stunden lang. Sie erzeugen eine Stromstérke bis zu 0,4 A (2 x 10' Elektronen). In
Ablenkmagneten (DP, Dipole), sowie in gerade Sektionen eingebauten Geréten (ID, engl. insertion
devices), entsteht Synchrotronstrahlung. Letztere wurden fir den langwelligeren Spektralbereich
(Wiggler und Undulatoren) und zur Gewinnung extrem kurzwelliger Strahlung (Wellenlangen-
schieber, WLS) optimiert. Erzeugte Strahlung verlasst den Speicherring durch bis zu 40 m lange
Strahlrohre und gelangt Gber Spiegel und Monochromatoren zu den Experimentierstationen.
Monochromatoren (Multilayer oder Doppelkristalle) ermdéglichen das Wellenlangenband zu
selektierten und es kontrolliert zu variieren. Die Fokussierung der Synchrotronstrahlung kann durch
konkave Spiegel (eingeschliffen oder gebogen) erreicht werden (Abb. 20). Bevor der Strahl auf die
Probe trifft, passiert er eine lonisationskammer und erzeugt ein Signal proportional zur Strahlinten-
sitdt. Dessen zeitliche Auswertung kann besonders bei langen Experimenten wichtig sein.
Unmittelbar nach jeder Injektion betrégt der Ringstrom ca. 300 mA und féllt innerhalb von 8 h auf
ungefahr 200 mA ab.

Undulator (Wiggler, DP oder WLS)

Vorspiegel

. Eintrittsspalt
Steuerung und

o ‘ Monochromator Datenverarbeitung
g e ,l
Spiegel {'D \/ﬁ\ I

Strahl-
konditionierung Austrittsspalt

Strahl-
erzeugung

Elektron

\ cre
Refokussier- =l
Spiegel @ - * Probe

© 2008, BESSY GmbH, Berlin (angepasst) Experiment  Detektor
Abb. 20 Schematisch Erzeugung, Konditionierung und Nutzung von Synchrotronstrahlung.

38 BAM-Dissertationsreihe



3. Methoden und Techniken

3.4 Energiedispersive Rontgenbeugung

Bei der energiedispersiven Rontgenbeugung (EDXD, engl. energy dispersive X-ray diffraction)
wird eine Probe in einen weillen Rontgenstrahl gebracht. Kristalline Bereiche beugen, wenn die
Bragg-Bedingung erfiillt ist (Gleichung 9 S.23). Die gestreute Strahlung wird unter einem festen
Winkel mit einem Detektor flr verschiedene Energien aufgenommen. Dort werden einfallende
Photonen gezéhlt (Intensitat) und in verschiedene Energiebereiche (Kandle) sortiert, deren Breite
somit die spektrale Auflésung bestimmt. Pro Energiekanal verhalt sich die Messzeit reziprok zur
Anzahl der Kandle. Der Streuvektor q ist definiert als

= %sme — 1,01355E sinf , (12)

wenn g in A%, A in A, E in keV und der halbe Streuwinkel 0 im BogenmaR eingesetzt werden.
Somit lassen sich flr eine beliebige, aber konstante, Wellenldnge gemessene Intensitaten pro
Energiebereich als Funktion des Streuvektors oder Streuwinkels in Streukurven, analog einem
winkeldispersiv gemessenen Diffraktogramm, umrechnen. Zuweilen wird der Streuvektor auch als
s = 2n x ¢ definiert, was eine Fouriertransformation symmetrisch macht [141].

Rdéntgenstrahlung lasst sich gut dber einen weiten Spektralbereich herstellen und liefert eine
wesentlich hdhere Intensitdt als derzeitige monochromatische Rdntgenquellen. Breitbandige
Nutzung fordert so eine schnelle Datenaufnahme, was das Studium zeitaufgelGster Prozesse
ermdglicht. Im Vergleich zur sequenziellen Anderung der Beugungswinkel hat die Methode den
Vorteil, das gesamte Diffraktogramm quasi zur gleichen Zeit aufzunehmen. Gelegentlich wird die
Zeitauflosung nur von der Messelektronik bestimmt, kann aber deutlich erhéht werden, wenn
lediglich ausgewdhlte Bereiche im Diffraktogramm interessieren [139]. Schon 1985 konnte die
effektive Messzeit auf 20 ms reduziert werden [142]. Da unter einem fixen, in gewissen Grenzen
waéhlbaren, Streuwinkel gemessen wird, ist diese Technik gut geeignet fiir Experimente unter
eingeschrankten Probenumgebungen. Da nur gebeugte Photonen eines begrenzten Bereichs des
Debye-Scherrer-Rings auf den Detektor treffen, geht ein Teil der Streuintensitit am Detektor
vorbei. Es gibt die Mdglichkeit diesen Verlust unter Verwendung energiedispersiver Flachendetek-
toren zu kompensieren. Diese erfordern aber einen entsprechend gréReren Winkelbereich zur
Beobachtung und erschweren noch mehr kurze Auslesezeiten. Ein technisches Ziel ist, mdglichst
unter allen Streuwinkeln alle Energien zu detektieren. Aufgrund der relativ begrenzten Energieauf-
losung verwendeter Detektoren liefert EDXD generell ein deutlich schlechter aufgeltstes
Diffraktogramm im Vergleich zu winkeldispersiven Techniken, welche im Folgenden beschrieben

werden.

39



3. Methoden und Techniken

3.5 Roéntgenweitwinkelstreuung

Fiir Streuwinkel groRer g =1 nm™ finden sich Informationen tiber Struktur, Phase und Kristal-
litgroRe. Rontgenweitwinkelstreuung (WAXS, engl. wide-angle X-ray scattering) und Réntgen-
diffraktometrie (XRD, engl. X-ray diffraction) sind analytische Methoden und letztere lasst sich in
die Pulverdiffraktometrie (XPD, engl. X-ray powder diffraction) und Einkristall-
Rontgenstrukturanalyse (SCD, engl. single crystal diffraction oder SCA, engl. single crystal
analysis) zur Untersuchung kristalliner Proben gliedern. Wie anfangs erwéhnt, ist Streuung an
Elektronenhillen einer periodisch geordneten Struktur die Grundlage. Diese muss aus einigen
Atomen bestehen um Beugung von Réntgenstrahlung generell zu ermdglichen, woraus sich bei
idealen Voraussetzungen (schwere Elemente mit vielen Elektronen, hoher Kontrast und

Symmetrie) das erforderliche Probenvolumen auf einige Kubiknanometer abschétzen lasst.

Uber den Interferenzgrad, also die raumliche Breite von Beugungsreflexen lasst sich die
mittlere KristallitgroRe abschatzen. Gemessene Bragg-Reflexe sind nicht beliebig scharf, sondern
weisen eine endliche Breite auf. Quantitativ beschreibbar ist das durch eine Breite D(hkl), welche
eine Funktion des Streuwinkels ist und auferdem von apparativen Faktoren, wie z.B. der
Brillanz/Monochromasie der benutzen Réntgenstrahlung abhangt. Bei Verwendung von
charakteristischer Rontgenstrahlung, ohne Einsatz eines hochauflésenden Monochromators,
bestimmt sich die spektrale Breite der emittierten Priméarstrahlung aus der Lebensdauer der
involvierten Elektronenzustande. Aulerdem haben geometrische Faktoren des Messaufbaus wie
Aperturwinkel (bestimmt durch die Gréf3e und Position der Blenden), die Abweichungen von der
prézisen Bragg-Brentano Geometrie (tangentiale Anordnung zum Fokusierungskreis durch
Probenschicht) und die Dicke der Probenschicht einen Einfluss. Der apparative Beitrag zur
Auflésung und Reflexbreite ist bestimmbar durch eine Probe mit sehr einheitlichem Gitterparame-
ter sowie hoher KristallitgréfRe und ist ebenfalls eine Funktion des Streuwinkels. Kristallitdimensi-
onen lassen sich mit Hilfe der von Scherrer aufgestellten Gleichung 13 abschétzen, in der Az als
Wellenldnge der verwendeten Rontgenstrahlung, 6 fir die Winkellage des betrachteten Bragg-
Reflexes und wg (im BogenmaR) als seine Breite auf der 20-Skala mit der KristallitgroRe Dy
korreliert wird [143].
ks X

D N5 Ak
wy cosB

(13)

(hkl) —

Der Faktor ks ist kleiner oder gleich eins und héngt sowohl von der Reflexform als auch der Art des
Kristalls ab. Er wird bei Gebrauch der Halbwertsbreite bei halber Maximalintensitat (FWHM)
gleich 0,89 und bei Verwendung der integralen Halbwertsbreite eins gesetzt und kann zudem noch
von der Kristallitform abhéngen. Wegen D) ~ 1/cos 6 ist die Reflexverbreiterung am auffalligsten

fir groRe Streuwinkel. Ein gemessenes Diffraktogramm entsteht aufgrund der Faltung des
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theoretischen Diffraktogramms einer unendlich groRen Korngréfe. Somit setzt sich die gemessene
Verbreiterung nicht additiv aus der Verbreiterung aufgrund der endlichen Korngrée und der

apparativen Auflésungsbreite zusammen.

Als Renninger-Effekt werden Reflexe aufgrund von Umweganregung bezeichnet. Im Vergleich
zur direkten Reflexion an einer Netzebene erfolgt die Reflexion im Anschluss an einer Primérebene
nochmals an einer Sekundéren oder Weiteren. Aufgrund dieser Doppel- oder Mehrfachreflexion
haben die Reflexe geringere Halbwertsbreiten als direkte Bragg-Reflexe. Durch eine ¥-Rotation
des Kristalls um wenige Grad oder Messung unter verschiedenen Winkeln lassen sich solche oft

zusétzlichen und unerwiinschten Reflexe leicht identifizieren [115].

Die Thermisch-Diffuse-Streuung (TDS) kann die Intensitéat bei groRen Beugungswinkeln um
bis zu 25 % erhdhen. Dieser Effekt verfalscht nicht die Lage der Reflexe, sondern beeinflusst etwas
die Auslenkungsfaktoren und wird daher fast immer vernachléssigt. TDS ist allerdings wichtig bei

der Ermittlung von Deformationsdichten (ausfihrlich in [144]).

3.6 Roéntgenkleinwinkelstreuung

Die Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS, engl. small-angle X-ray scattering) gibt Aussagen zur
Partikelgroe, GroRenverteilung, Form- und Strukturfaktor. Informationen Uber Strukturen im
Bereich einiger Nanometer befinden sich im Winkelbereich 8 < 3°. Die Messung solch kleiner
Winkel ist experimentell aufgrund der Nahe zum Primaérstrahl, der ein Vielfaches der Signalintensi-
tat verursacht, problematisch. Praktisch werden Winkel bis 1/1000° erreicht, die Messungen an
Strukturen von 1 nm bis 1 um erlauben. Charakteristische Merkmale solch grofRer Probenabmes-
sungen sind fundamental verschieden von denen atomischen MaRstabs. Wéhrend Kristalle ein
hoher Grad an Ordnung und uniforme Bausteine charakterisieren, sind auf der Nanometerskala die
Bausteine eher ungleichférmig sowie komplex und selten gut geordnet. Daraus ergeben sich, im
Vergleich zu den scharfen Beugungsreflexen fur XRD, unscheinbare diffuse Streubilder der
Kleinwinkelrdntgenstreuung. SAXS eignet sich zur Beschreibung von Strukturen mit GréRen im
typischen Bereich von 1-100 nm.
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Reziproker Raum Realer Raum
x 5(q) F
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Abb. 21 Das magische Quadrat der Streuung kombiniert Funktionen im realen Raum (Absténde
d) und Funktionen im reziproken Raum (Streuvektor q).

In der mathematischen Beschreibung ist typischerweise die Streuamplitude A(q) die Fouriertrans-
formierte F der Elektronendichteverteilung p(r). Experimentell zugénglich ist jedoch das
Betragsquadrat von A(q) als Intensitatsverteilung 1(q), so dass bei der Messung die Phaseninforma-
tion verloren geht (so genanntes Phasenproblem). Die Fouriertransformation ist eine eineindeutige
Transformation und erlaubt die Rekonstruierung der Elektronendichteverteilung bei Kenntnis der
Streuamplitude. Die Zusammenhdnge sind in Abb. 21 im so genannten Magischen Quadrat aus
P(q), p(r), p(r) und A(q) dargestellt. Aus 1(q) kann tber P(q) die p(r), die Paarabstandsverteilungs-
funktion (PDDF, engl. pair distance distribution function) wieder eineindeutig tber eine inverse
Fouriertransformation (IFT) bestimmt werden. Aus dieser kann mit dem Programm DECON [145]
versucht werden, die p(r) zu ermitteln. Auch der Berechnungsweg tber A(q) ist moglich [146]. Eine
Alternative bietet das Erraten der p(r), aus deren Modellierung mit geeigneten Computerprogram-
men sich dann alle weiteren Funktionen geschlossen ergeben, zumindest aber numerisch berechnen

lassen (SINGLEBODY [147], MuLTIBODY [148]).

Fur Réntgenstrahlung wird die Streuldnge eines einzelnen Elektrons auf einen Wert von
b, = 0,28 x 10 cm = 2,8 x 10°® nm angegeben, woraus sich die Streulange fiir jedes Atom als
Vielfaches ergibt. Die Streuldngendichte (SLD, engl. scattering length density) ist definiert als
Quotient aus der Streulangensumme der einzelnen Atome und dem ausgefiilltem Volumen:

CCDTS =cm?. (14)

b
SLD — & ', [SLD]=
v
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Die mittlere Elektronendichte

p. =Z,p, =Ny %p (15)
beschreibt die Anzahl der Elektronen pro nm?® und berechnet sich aus der entsprechenden mittleren
Massendichte p,, multipliziert mit der Anzahl der Elektronen pro Gramm, Z,. Diese ist gegeben
durch die Avogadrozahl N, die Anzahl der Elektronen pro Molekiil Z, und dem Molekulargewicht
M;. Multipliziert mit der Streulénge eines Elektrons folgt die SLD, tabellarisch fir verwendete

Materialien in Tabelle 2 zusammengestelit.

Tabelle 2 Streuldngen und Elektronendichten benutzter Materialien im Vergleich.

Name 'E;/cm3] E_:jr/mol] Z. pele/nm?] SLD[nm?] SLD[A?] Formel
Wasser 0,997 18,015 10 333,55 0,9339x10°® 9,339x10° H,0

Gold 19,32 196,97 79 4666,3 13,07x10° 130,7x10° Au

Ethanol 0,785 46,067 26 266,61 0,7471x107 7,471x10°  C,HsOH
Stearinsaure 0,847 284,48 94 167,13 0,4719x10°° 4,719x10°  Cy7H35sCOOH
Citronenséaure 1,542 192,12 100 483,34 1,353x10° 13,53x10°  CgHg0;
Calciumcarbonat 2,715 100,09 50 816,75 2,2869x10°  22,87x10° CaCO;

Die Verwendung der Elektronendichte ist also gleichbedeutend mit der SLD. Durch Messung
relativer Intensitaten lassen sich GréRe, Form und Struktur von Nanopartikeln bestimmen. Durch
Absolutmessungen kann zusatzlich das Molekulargewicht und die Anzahl von Nanopartikeln

ermittelt werden.

Nach dem Babinet’schen-Theorem ist der Kontrast der Elektronendichte Ap, fir die Intensitét
der Kleinwinkelstreuung entscheidend, man kann nur durch weitere Grundannahmen zwischen
Suspension und porésem Festkdrper (,,Kéasebatzen®/,, Kase mit Lochern®) unterscheiden. Fiir SAXS
sind im Allgemeinen Messungen bis zu einem Elektronendichtekontrast von 100 Elektronen pro
Kubiknanometer gut méglich, fiir Werte kleiner als 20 e/nm®wird es schwierig bis problematisch.

Im Vergleich zur Beugung erfolgt Streuung auch an nur einem Streuzentrum (Atom) und die
Uberlagerung mehrerer Streuzentren erfolgt konstruktiv. Werden nur unabhéngige Partikel (z. B.
verdlinnte Losung) untersucht, entspricht die Streuintensitat 1(q) dem Formfaktor P(q). Wechsel-
wirken die Partikel miteinander (z. B. konzentrierte Lésung), setzt sich 1(q) aus dem Produkt von
Formfaktor P(q) und Strukturfaktor S(q) zusammen. Dieser Faktor S(q) wird in der Kristallographie
als Begriff Gitterfaktor verwendet, da er Informationen tber die Positionen der Teilchen in Bezug
zueinander enthalt. Fir steigende g-Werte sinkt der Grad der Interferenzen zwischen den Partikeln

und der Strukturfaktor strebt im Mittel gegen eins:

S—— 1. (16)

q— o0
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Fir eine Probe mit N Partikeln des Volumens V und der Elektronendichte p, verhélt sich die

gesamte Streuintensitat auf einem Detektor nach Gleichung 17:
[ 1)~ o, T N 22V P(g), (17)

wobei der Abstand zum Detektor dpp, die Transmission der Probe T, der konstante Streuquerschnitt

eines Elektrons o, = 7,9406 x 10”2 cm?, der Elektronendichtekontrast 4p, und der Formfaktor P(q)
eingehen [149]. Fur eine moglichst hohe Qualitét der Streudaten ergeben sich aus dem Absorpti-
onsvermdgen, der Materialdichte und verwendeter Strahlungsenergie optimale Probendicken im
Bereich von einigen Mikrometern bis zu einigen Millimetern. Bei der Verwendung von Syn-
chrotronstrahlung sind im Allgemeinen Flussdichte (Strahlintensitét pro Querschnittsflache) und
Elektronendichtekontrast zur Abschatzung des detektierbaren Probenvolumens limitierende
Faktoren. Ist die Intensitat zu hoch, kénnen empfindliche Proben, z. B. Proteine, durch Strahlscha-
den zerstért werden. Eine externe Kihlung mindert den Effekt, wird aber meist zur Qualitétsver-

besserung von Beugungsreflexen eingesetzt.

Durch eine Guinier-Anndherung kann der Streumassen-, bzw. der Gyrationsradius (definiert
wie der Trégheitsradius in der Mechanik, Rg) direkt aus den Streukurven ermittelt werden. Der
Streumassenradius Rg eines Teilchens ist eine modellfreie Grolienangabe, ohne auf die Geometrie
des Teilchens Rucksicht zu nehmen. Denn jeder Korper besitzt einen Tragheitsradius. Dieser steckt
in der Krimmung der Streukurve bei g — 0. Entsprechend dem Momenten-Theorem der
Fouriertransformation, ist das Tragheitsmoment (zweite Moment) der Funktion proportional der
negativen Krummung (zweite Ableitung) der Fouriertransformierten. Der Gyrationsradius ist im

Allgemeinen aus der Dichteverteilung p(r) definiert [150]:

f’rzp(r)dv
Rj =+ (18)

fp (rmdv

v

Im einfachen Fall fur kugelférmige Streuer mit Radius ry l&sst sich Rg geschlossen darstellen:

fr4p(r)dr =
2 _ 0 _
Rg - Ty -

f rdr

0

o

3 . 3
= 31”02 somit R, = \/%TO (19)

0

—

3
r

w ||t

In der Naherung nach Guinier wird eine Streukurve durch eine Gaul’sche Glockenkurve
approximiert. Fir einfache geometrische Figuren ergeben sich geschlossene Ausdriicke [151],
welche in Tabelle 3 dargestellt sind.
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Kreiszylinder

Tabelle 3~ Formeln fiir Gyrationsradius Rg, hydrodynamischen Radius Ry und Volumen V.
Modell Formel Re Ry Vv
Kugel 2y = 3 r 4_
(Radius r) Y 5" S
Oblates Ellipsoid 2 4 42 2 2 | 12 [2_ 2 2
(2 groBe =1 [2a+b b _ma’h
Halbachsen aund ¢ 5 arctan(~Ja* —b* /b)

kleine Halbachse

b)

Prolates Ellipsoid .2 242 2 2 [2 12 N
(groRe Halbachse — + Y R 1 ,/a 2 : , ’ ‘ 3™
aund 2 kleine 5 In [(a ++a® — bz)/b}

Halbachsen b)

Gerader oty =0 1L2+% 2n(l/r)—0,19 wr?

(zylinder, Lange | fir 0 <z <1

und Radius r)

1/|-8,24/In(l/ 1)
+12/In(1 /1)

Unter Verwendung dieser Formeln konnen mit der Software SINGLEBODY [147] Streukurven als

Funktion p(r) und PDDFs als Funktion P(q) fur beliebige mathematische Kdrper mit konkreten

Werte nach der Monte-Carlo-Methode simuliert werden (Abb. 22). Dabei erfolgt die Berechnung

fiir zuféllig ausgewahlte Punkte im Volumen.

- -

— 10" E
< 3 E
c 3
[ ]
R 3
g ] ~.
Y ) N
g 10 _g “‘\‘" _é
=} ] v ]
= ] Kugel %
10" - Oblat VA
E R Prolat 3
1 —-—--Zylinder
10° +———— ——————r . .
005 0,1 1 4

Streuvektor g [nm™]
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Kugel
Oblat
Prolat
Zylinder

P(n)

r [nm]
Abb. 22  Streukurve und PDDF einfacher geometrischer Kérper wie Kugel, Oblat, Prolat und
Zylinder.

Die Kurven I(q) wurden fiir kleinste Streuvektoren g = 0,05 nm™ auf die Intensitat 10° normiert, wo
sie einen horizontalen Verlauf zeigen. Deutliche Unterschiede sind fur groRere Streuvektoren
sichtbar. Die Minima fallen dabei theoretisch, fiir einen konkreten g-Wert, auf Null ab und haben in
einer praktischen Messung zumindest den gleichen Wert. Die gezeigten Kurven ergeben sich
aufgrund der logarithmischen Skalierung und Berechnung der Streuintensitat fur diskrete
Streuvektoren. Dabei unterscheiden sich die Streukurven nicht nur im g-Wert ihres Abfalls,
sondern auch in der Form ihres weiteren Verlaufs. Somit sind anhand markanter Streukurven
einfache Kdrper gut zu unterscheiden, was noch deutlicher beim Vergleich der zugehdrigen p(r)
wird (Abb. 22, unten).

Aulerdem lassen sich fur alle einfachen Modellkorper aus Tabelle 3 konkrete Werte berechnen,

welche in Tabelle 4 zusammen mit der schematischen Form dargestellt sind.
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Tabelle 4  Beispiele fiir Gyrationsradius Rg, den hydrodynamischen Radius Ry und das
Volumen V fiir diverse Formen mit Singlebody (S) oder mit theoretisch abgeleiteten

Formeln aus Tabelle 3 berechnet (T).

Modell R [nm] Ru[nm] V[nm?]
Kugel S: 7,745+3x10°° S: 4209+263
r=10nm T: 7,746 T: 10 T: 4189
Oblates Ellipsoid a S: 6,467+4x1073 S: 1244424
a =10 nm 4 T: 6,465 T:75 T: 1257

b=3nm o
4
8
Prolates Ellipsoid S: 4,851+1,2x10% S: 370+83
a =10 nm T: 4,857 T:3,7 T: 377
b =3nm
Gerader Kreiszylinder S: 3,214+1,8x10° S: 13512
r=3nm T: 3,214 T: 25,4 T: 503
I =10 nm
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3.7 Dynamische Lichtstreuung, Zeta-Potential und Dichteschwinger

Die Streuung elektromagnetischer Strahlung an Proben ganz analog zu SAXS kann mit Wellenlén-
gen im sichtbaren Spektralbereich erfolgen und wird als statische Lichtstreuung (SLS) bezeichnet.
Im Gegensatz dazu ermittelt die dynamische Lichtstreuung (DLS) nicht den statistischen zeitlichen
Mittelwert gestreuter Strahlung, sondern die zeitliche Fluktuation der Streuintensitadt bzw.
Wellenlangenverbreiterung (quasielastische Lichtstreuung). Daraus lassen sich Informationen zur
Dynamik und PartikelgréRenverteilungen gewinnen. Inkoharente Streuung (unabhangige Teilchen,
verdlnnte Losung) und eine hohe Kohérenzlénge der Strahlung (Laser) werden vorausgesetzt.

Die Streuintensitat folgt einer spektralen Lorentzverteilung und die Halbwertsbreite ist im
Vergleich zur einfallenden Laserstrahlung mit f, ungefahr um einen Faktor von Af = 10° verbreitert
(Dopplerverbreiterung). Daraus ldsst sich bei bekannter Geometrie und bekanntem Wellenvektor
die Diffusionskonstante D direkt berechnen (D = 2nAf/g?). Da die direkte Messung bei einer
geforderten Auflésung von fy/f ~ 10* technisch nicht méglich ist, wird zur Bestimmung erst der
Offset der gestreuten Strahlung eliminiert (self beating spectroscopy) [107]. Der andere Zugang
moderner Gerdte ist die statistische Auswertung der Intensitatsfluktuationen mittels Autokorrelati-
on (auch PCS, engl. photon correlation spectroscopy). Entsprechend der Brownschen Molekular-
bewegung haben kleinere Partikel eine héhere Geschwindigkeit als gréRere und gestreutes Licht
fluktuiert schneller. Dabei ergibt sich eine Exponentialfunktion g(t) als Faltung (I * I) mit der

Korrelationszeit t:

g(t) =14 Ce >, (20)
wobei 0 < £ <1 ein Gerdteparameter und q der bekannte Streuvektor ist. Dabei muss im Gegensatz
zur Rontgenstreuung ein Faktor fiir die Brechzahl n#1 beriicksichtigt werden. Die mittlere
Relaxationsrate (Abklingrate, Dg?) ergibt die Diffusionskonstante, woraus sich nach Stokes-
Einstein der hydrodynamische Teilchenradius zu:

T
R, = K
6mnD

(21)

bestimmt, wobei 7 die Viskositat des Dispergiermediums ist. Mit DLS werden im Allgemeinen
Diffusionskoeffizienten im Bereich 10°-10"° cm™ s bestimmt, welche TeilchengréRen von 5 nm—
5 um entsprechen. Diese kdnnen, je nach Form, in Gyrationsradien (Kap. 3.6) umgerechnet

werden, woraus sich geometrische Abmessungen bestimmen lassen (Tabelle 3).

Das verwendete Instrument (ZetaSizer Nano ZS, Malvern) funktioniert nach dem Autokorre-
lationsprinzip. Ein roter Laserstrahl (He-Ne, A =633 nm, P =4 mW) bestrahlt die Probe in einer
temperierbaren Kiivette. Gestreute Intensitdten werden unter einem Streuwinkel von 173° in

Ruckstreuung aufgenommen (NIBS, engl. non-invasive back-scatter, 7° zwischen ein- und
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ausfallendem Strahl). Dadurch wird der Einfluss von Mehrfachstreuungen vermieden und es ist
zusammen mit einer einstellbaren Fokuslage mdglich, auch stark absorbierende Proben (iber einen

groBen Konzentrationsbereich zu vermessen (Abb. 23).

Detektor

He-Ne Laser

Transmissions-
Probe (positionierbar) monitor
—

Abschwacher

Riickstreuoptik \ Kivettenhalter

Abb. 23 Optikschema und prinzipieller Aufbau des Zetasizer mit Blick von oben auf eine offene
Standardkivette (angelehnt an Malvern Instruments, UK).

Es werden Intensitaten gemessen und die Intensitatsautokorrelationsfunktion berechnet:

(I(t)xI(t+ 7))
91(7’)* [(t)

Nach der Umrechnung in die Feldkorrelationsfunktion g,(r)=1+ g,(r)* konnen daran

(22)

Funktionen nach CONTIN [152] oder NNLS [153] angendhert werden [154]. In der Kumulanten-
analyse nach Koppel [155] wird unter Annahme logarithmischer Normalverteilung ein Polynom
mindestens zweiten Grades angepasst:

Ing,(t)=c, +c,T+c, 7 (+ ...). (23)
Der Parameter ¢, entspricht der Abklingrate. Entsprechend Formel 20 und 21 ergibt sich der
mittlere intensitatsgewichtete Partikelradius, der hdufig auch als so genannter z-Average bezeichnet
wird und durch die Mittelung Uber die Streulichtintensitiaten gewichtet ist. Er entspricht dem
Durchmesser einer Kugel gleichen Diffusionskoeffizienten, die sich so mit der gleichen
Geschwindigkeit wie das gemessene Partikel bewegt. Dieser hydrodynamische Radius Ry ist oft
groBer als der geometrische Radius, da meist noch eine Hiille aus Lsungsmittel mitbewegt wird.
Der Polydispersitatsindex (PDI, 100% PDI= 100 PDI¥?) berechnet sich als Quotient des
quadratischen Terms (cs) und des linearen Terms (c,) auf 2cs/c,®. Er beschreibt mathematisch den
Unterschied der gemessenen Autokorrelationsfunktion zur angepassten Korrelationsfunktion und
ist ein MaR fur die Breite der Verteilung (Kumulantenanalyse, 1ISO 13321 [156]). Zum Vergleich
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mit anderen Messmethoden, kann der intensitatsgewichtete z-Average in volumengewichtete oder
anzahlgewichtete Mittelwerte umgerechnet werden. Mittels Mie-Theorie gelingt das flr Teilchen
mit einem Durchmesser kleiner als 100 nm problemlos und fir gréBere durch Kenntnis des
komplexen Brechungsindex der Teilchen ebenso [157]. Zehnfacher Teilchenradius bedeutet bei
gleicher Teilchenanzahl 10°-faches Volumen und 10°-fache Intensitét.

AuRerdem kann parallel das Zeta-Potential als das Coulomb-Potential an der Abscherschicht
eines bewegten Partikels in Suspension bestimmt werden. Es indiziert, ob einzelne Partikel
koagulieren (ausflocken) oder sich noch getrennt voneinander bewegen. So kann leicht z. B. die
Qualitat der Stabilisierung von Gold Nanopartikeln tberpriift werden. Die Methode basiert letztlich
auf der Nettoladung der Partikeloberfldche aufgrund gegebener lonenverteilung. So wird durch
Elektrophorese an der Partikelsuspension die elektrophoretische Mobilitat ermittelt (Henry-
Funktion), die Geschwindigkeit der Partikel mittels Laserdopplergeschwindigkeitsmessung (LDV,
engl. Laser Doppler Velocimetry) bestimmt und die Leitfahigkeit in Siemens festgestellt. Zur
Vermeidung von Agglomeration ist ein mdglichst hohes Zeta-Potential erwiinscht, beispielsweise

firr langzeit-stabile Dispersionen.

Zur Bestimmung ergénzender Probeneigenschaften lassen sich Dichte, relative Dichte und
Konzentration mit dem Dichteschwinger DMA 5000 (Anton Paar) ermitteln. Dafiir wird ein
U-férmiges Glasrohr mit der flussigen Probe (V =1 mL) befullt und elektronisch uber Piezoele-
mente zur Schwingung bei seiner Eigenfrequenz fsgen angeregt. Optische Messwertaufnehmer
messen die Schwingungsperiode Pgigen = 1/feigen, die sich nach Formel 24 zur Probendichte p

proportional verhalt, wobei A und B Gerateparameter sind.

p=A-P

vigen — B (24)
Die Justierung erfolgt durch Bestimmung der Gerdtekonstanten mit Luft und Wasser. Aus der
Probendichte lassen sich weitere dichtebezogene GrolRen, wie die Konzentration, berechnen.
Viskositatshezogene Fehler, die ansonsten allen Arten von Biegeschwinger-Dichtemessgeraten
anhaften, werden automatisch eliminiert. So werden eine Unsicherheit von 5 x 10 g/cm3 und eine

Wiederholgenauigkeit von 1 x 10 g/cm®erreicht.
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3.8 Lasetinduzierte Fluoreszenz

Ein Fluorophor wird mit einer geeigneten Strahlungsquelle beleuchtet und emittierte Strahlung als
Fluoreszenzspektrum beobachtet (Kap. 2.2 S.18). Im Vergleich zur Lampe ist die Bestrahlung mit
einem Laser (laserinduzierten Fluoreszenz, LIF) monochromatisch und ermdglicht aufgrund des
hochkollimierten Strahls auch bei groBem Abstand der Quelle zur Probe eine einfache Strahlhand-
habung. Oft ist elastisch gestreute Anregungsstrahlung deutlich intensiver als die Fluoreszenz und
behindert die Datenaufnahme. Bei Verwendung von Laserstrahlung lasst sich die Streuung elegant

mit einem Notchfilter® um einen Faktor von 108 unterdriicken.

Eine Fluoreszenzverminderung (Fluoreszenzldschung, engl. quenching) kann durch Zugabe
von Fremdstoffen (Fremdldschung) oder durch hohe Konzentrationen des fluoreszierenden Stoffes
(Selbstléschung) auftreten. Uberlagern sich Absorbtions- und Fluoreszenzspektrum des Fluo-
rophors, kann einmal emittierte Strahlung gleich wieder absorbiert werden. Diese Reabsorption als
Teil des Innerfiltereffekts (engl. inner filter effect) verfalscht das aufgenommene Spektrum und ist
eine Funktion der Fluorophorkonzentration. Die eintretende Verschiebung des Fluoreszenzmaxi-
mums zu groReren Wellenldngen heilit bathochrom (rot-shift), zu kurzwelliger Strahlung dagegen
hypsochrom (blau-shift). Ein weiterer Innerfiltereffekt beruht auf der Abschwéchung der
Anregungsstrahlung durch absorbierende Fluorophore. Dabei erreicht nur geringere Intensitat im
Strahlengang nachfolgende Fluorophore, wodurch die Intensitat vermindert wird, sich der Verlauf
des Fluoreszenzspektrums aber nicht andert. Die Anderung emittierter Strahlung muss fir
Fluoreszenzanalysen beachtet werden [158, 159]. Fluoreszenzintensitat und Absorption fluoreszie-
render Substanzen steigen unterhalb einer optischen Dichte von A = 0,05 linear mit der Konzentra-
tion an [107]. Entsprechende maximale Konzentrationen (cna.x) eines Farbstoffs bestimmt das
Lambert-Beer-Gesetz nach Formel 25. Durch nichtlineare Kalibrationskurven gelingt auch die
Messung von Fluorophoren mit einer hdheren optischen Dichte. Dennoch bestimmt die Reabsorpti-

on auch hier wieder eine obere Grenze.

A

CT??HT = T ora (25)
2.303le( )

Auch Raman-Banden (siehe Kapitel 2.2) kénnen Emissionsspektren beeinflussen. Als Test darf
sich bei variierender Anregungswellenldnge nur die Intensitat des Emissionsspektrums, nicht aber
seine Form andern. Einige optische Komponenten zeigen eine eigene Fluoreszenz; hier hilft die
Untergrundbestimmung an einem leeren Probenhalter (Kiivette) oder der komplette Ausschluss

durch containerlose Probenhalterung.

% Spez. Kerbfilter (engl. notch filter), Sperrfilter zur Déampfung sehr schmalbandiger Frequenzen
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3.9 Mikroskopie mit Photonen und Elektronen

Das Auflésungsvermdgen eines Mikroskops ist durch die Wellenlange der abbildenden Strahlen
begrenzt. So lassen sich in einem Lichtmikroskop nur Objekte mit Abstédnden groRer als 400 nm,
im Ultravioletten (UV) ab 200 nm trennen. Strahlung im Bereich des VVakuum-Ultravioletts (VUV)
und Rontgen lassen sich nur eingeschrankt verwenden, da es keine transparenten Materialien zur
Herstellung von geeigneten Linsen gibt. Eine Alternative bilden hier Spiegeloptiken im Réntgenbe-
reich, deren Schwierigkeit in den hohen Reflexionsverlusten liegen. Nach de Broglie kann einem
bewegten Elektron eine Materiewelle zugeordnet werden, deren Wellenlange von der kinetischen
Energie des Teilchens abhéngt und flr eine Beschleunigungsspannung von 100 kV ungefahr 4 pm
ergibt. Trotz der Schwierigkeit geeignete Elektronenlinsen mit vertretbaren Abbildungsfehlern
herzustellen, wird mit einem Elektronenmikroskop eine Auflésungsgrenze von ca. 0,1 nm erreicht,
was ausreicht, einzelne Atome im Kristall zu erkennen. Durch elektronenholographische Methoden

kann die Auflésung bis in den (Sub-)Angstrémbereich (< 10° m) verbessert werden.

Im Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM) durchstrahlt ein Biindel beschleunigter Elekt-
ronen die Probenschicht und gestreute Elektronen werden analog zum Lichtmikroskop abgebildet.
Verglichen mit Rontgenstrahlen haben Elektronen nur eine geringe Eindringtiefe, so dass nur
dinne (< 1 um) und trockene Prédparatschnitte verwendet werden. Als Probentréger dienen 20—
50 nm dicke Kunststofffolien, eventuell mit einer Kohleaufdampfschicht verstarkt, die Uber
Tragernetze mit 100-200 um Maschenweite gespannt sind. Bei der Abbildung kristalliner Proben
durch Elektronenbeugung (ED) verursachte Kontrasterscheinungen lassen sich zur Analyse der
Elemente und Kristallstruktur nutzen. Zur Herstellung dinner Probenschichten sind Diinnschnitt-
technik (Fixation, Polymerisierung und Zerschneiden im Ultramikrotom in 20-200 nm dicke
Scheiben) oder Gefrierdtztechnik (Einfrieren, Spalten unter Hochvakuum, Verdampfen des Eises

zur Freilegung eines Oberflachenreliefs und Herstellung eines Oberflachenabdrucks) typisch.

In der Rastermikroskopie wird die Probe mit einer Sonde abgetastet, wobei deren Durchmesser
das laterale Auflésungsvermdgen begrenzt und vom vertikalen Aufldsungsvermdgen (bertroffen
werden kann. Die Art der bildgebenden Sonde unterscheidet das Laserscanning-Mikroskop mit
einem fokussierten Laserstrahl, das (optische) Nahfeldmikroskop mit einer metallisierten Glasfaser,
das Rasterelektronenmikroskop (REM, engl. SEM scanning electron microscope) mit einem
Elektronenstrahl als Sonde, das Ultraschallmikroskop, das Rastertunnelmikroskop (STM, engl.
scanning tunnel microscope) mit einer feinen Metallspitze als Tunnelkontakt, das Rasterkraftmik-
roskop (AFM, engl. atomic force microscope) mit einem Kraftmessbalken (Kantilever) als
Kraftaufnehmer und das Reibungsmikroskop. Im REM entsteht ein Bild des Reflexionsvermdgens
fur Elektronen, durch erzeugte Sekundérelektronen ein Bild des Sekundaremissionsvermdgens und

durch den Elektronenstrahl angeregte charakteristische Rontgenstrahlung ein Bild der Verteilung
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der chemischen Elemente an der Probenoberflache. Die Untersuchung einer gefrorenen, an der
Bruchstelle beobachteten, Probe heit, analog zu kryo-TEM, kryo-REM. Das STM gibt
Aufschlisse (ber die Elektronendichteverteilung in der Probe. AFM und Reibungsmikroskop
liefern Aussagen tber Kréfte zwischen Probenoberflache und Kantilever und damit Gber die an der

Oberflache wirkenden elektromagnetischen Felder.

In der Arbeit wurden die Methoden TEM (Phillips EM 420 bei 120 kV, ausgeriistet mit einer
1024 x 1024 Pixel ORCA-ER Kamera und AMT Image Capture Engine v5.42.540a), REM (Zeiss
DSM 940 bei 10 kV) und kryo-REM (FEI Nova 600 Nanolab bei 2-10 kV) verwendet. Fir
verbesserte Leitfahigkeit wurden die Proben mit einer Goldschicht weniger Nanometer besputtert
(Baltec MEDO020). Als AFM diente ein Nanosurf Mobile S (Nanoscience Instruments, Inc.). Um
Artefakte auszuschlielen, wird das System batteriebetrieben und auf einem schwingungsisolierten
Tisch verwendet (Halcyonics, Inc.). Der dynamische Kraft-Modus (engl. tapping mode) erlaubt die

zerstérungsfreie Untersuchung empfindlicher Nanostrukturen.
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4. Einsatz der Ultraschallfalle in der Analytik

Wand-Effekte haben oft einen entscheidenden Einfluss sowohl auf die Probe (z. B. Keimbildung
und damit auf die Entstehung von Kristallen) als auch auf die Messung (z. B. Streuuntergrund der
Kiuvette). Als behélterfreien Probenhalter bietet sich die Verwendung einer Ultraschallfalle an. Sie
wird in diesem Abschnitt fir analytische Fragestellungen getestet. Es werden Einsatzfelder der
Ultraschallfalle gezeigt, die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse aufgefiihrt und direkt
zur Methode diskutiert. Erste Experimente zeigten neben dem Vorteil der wandlosen Probenhalte-
rung einen weiteren VVorzug der Ultraschallfalle: Levitierte Flissigkeiten eignen sich aufgrund ihres
hohen Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnisses zum Studium verdunstungskontrollierter Prozesse.
Verdampft lediglich Losungsmittel lasst sich die Analytkonzentration zeitabhéngig &ndern bzw.
durch geeignete gasformige Umgebungen mit entsprechendem Dampfdruck einstellen. Eine
Anderung im handhabbaren Volumen iber mehrere GréRenordnungen léasst sich nur durch die
Verkleinerung in allen drei Raumdimensionen erreichen. Diese herausragende Mdoglichkeit der
Ultraschallfalle zur verlustlosen Aufkonzentrierung erlaubt somit die Untersuchung sowohl von
Kristallisation, Aggregation (Atome und Molekile) als auch Agglomeration (Nanopartikeln).

Zuerst allerdings noch einige grundlegende Arbeiten, die zur erfolgreichen Durchfiihrung

analytischer Anwendungen notwendig waren.

4.1 Kontaktlose Volumenbestimmung

Zur Anwendung analytischer Methoden, genauer flir eine Konzentrationsbestimmung, ist die
hinreichend genaue Kenntnis des Probenvolumens erforderlich. In der Literatur werden einige
Techniken zur kontaktlosen Volumenbestimmung von Ellipsoiden beschrieben. Hier wird ein
robustes Verfahren vorgestellt, das fir beliebig geformte Rotationskérper ohne spezielle
Probeneigenschaften gilt und ein genaueres Volumen (o =1 %) liefert. Die Voraussetzung der
Rotationssymmetrie ist fur Flissigkeiten und ausgewéhlte Festkdrper (z. B. Kugeln) erfullt. Zur
quantitativen Bestimmung des Volumens der zu untersuchenden Probe bietet sich im wandlosen

Zustand der Levitation die kontaktfreie Bestimmung mit optischen Methoden an.

Unter Annahme der Symmetrie um die Levitationsachse folgt das VVolumen V eines Rotations-
korpers aus der Querschnittsflache A. Diese Flache kann als Schattenwurf durch telezentrische IR-
Beleuchtung (TZB51, Vision & Control GmbH, Suhl) auf eine Kamera abgebildet und aufgenom-
men werden (Abb. 24).
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Abb. 24 Bestimmung des Tropfenvolumens aus dessen Schattenflache mittels drei unterschiedli-
cher Methoden.

Durch eine Blitzdauer von 80 ps werden scharfe Bilder, auch bewegter Tropfen (v < 0,1 m/s),
realisiert. Diese Geschwindigkeitsgrenze liegt zwar unterhalb der Hochstgeschwindigkeit von 2 m/s
fur fallende Tropfen mit einem Durchmesser von 1 mm, ist aber deutlich groéRer, als mit dem Auge
zu beobachtende Probenoszillationen um eine Distanz von 2 mm, woraus sich eine Geschwindig-
keit von maximale 0,05 m/s abschatzen l&sst. Die Schattenflache entsteht durch Absorption des
Infrarotlichtes (A = 880 nm) im Tropfen und ist proportional zur Flache des Querschnitts. Die
Bildverarbeitung dieser Flache (Bilinearisierung) geschieht direkt in der programmierbaren CCD
Kamera (PICTOR VC2068/E; Fiber Vision GmbH, Wiirselen). Dazu wurde spezielle Software

geschrieben, die auf den folgenden Methoden basiert:

A. Anpassung eines Kreises mit mehreren Radialstrahlen und Berechnung des Volumens

iber die Kugelformel V = (47/3)7*.

B. Bestimmung des Konturdurchmessers in vertikaler und horizontaler Richtung in Hohe

des Konturschwerpunkts und VVolumen eines Rotationsellipsoids V = (4w /3)a’ .

C. Berechnung des Volumens fiir Rotationskorper aus der Schattenflache A und der Lage

ihres Schwerpunktes nach der Guldinschen Regel mit V' = A, 2w, , wobei der Radius re

der Abstand des Schwerpunktes zur Rotationsachse ist.

Die Qualitat der Methoden wurde durch zeitgleiche Messungen untersucht. Fir einen symmetri-
schen Kdorper sollten sich alle Methoden gleich gut eignen. Dazu wurde 300-mal das Volumen

einer Styroporkugel (Durchmesser 2 mm) bestimmt und in Abb. 26 aufgetragen.

Die Ergebnisse (Abb. 25) zeigen deutlich, dass sowohl die Ergebnisse der Kreisantastung
(Methode A) als auch die der Ellipsoidmethode (Methode B) stark variieren (Abb. 26). Die
Messung der Kugel mit der Kreismethode variiert weniger, da sie auf einer Antastung von acht
Radiusstrahlen beruht, welche vermutlich auf ein ganzes Pixel in der Kamera gerundet werden.
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Aufgrund dieser Rundung zeigt das Volumen sehr diskrete Werte (namlich nur fiinf). Auf der
anderen Seite besteht die Messung fiir die Ellipsenmethode lediglich aus zwei, auf ganze Pixel
gerundeten Werten (jeweils in horizontaler und vertikaler Richtung, also groRe und Kkleine
Halbachse). Es gibt weniger Werte, welche somit gréRere Schwankungen in den Ergebnissen
verursachen. Bei der Ermittlung des VVolumens nach der Guldinschen Regel (Methode C) spielt die
Quantelung der Flache aufgrund ihrer relativen GroRe eine vergleichsweise geringe Rolle. Somit
erklart sich fiir diese Methode der geringste Schwankungsbereich und es ergibt prinzipiell ein im
Rahmen der Messauflésung kontinuierliches Volumen. Genau genommen flieRt aber auch noch der
Abstand des Flachenschwerpunktes von der Rotationsachse ins Volumen ein, der wiederum als
Léange in Pixel sehr wohl diskret und die gréfite Fehlerquelle der Methode ist.
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Abb. 26 Methodenvergleich zur Volumenbestimmung und deren Standardabweichungen.

Das berechnete Volumen einer Kugel mit dem Durchmesser 2 mm entspricht 4189 nL. Die
Ergebnisse von Methode A sind systematisch kleiner und die der Methode B gréRer, was sich leicht
durch die Richtung der Tropfenanpassung erkléart (Kreis von innen, Ellipse von auflen). Ob
Methode C absolut genau misst, bleibt fraglich, denn ihr Wert ergibt einen um 1 pm groéReren
Kugelradius und so genau konnte der Durchmesser der Kugel leider nicht alternativ vermessen

werden. Die Prazision lasst sich aber auf Volumen < 0,3 % abschatzen.

Durch Kenntnis des Volumens kann die Konzentration zu jedem Zeitpunkt bestimmt werden.
Unter der Annahme, dass wahrend der Levitation von LOsungen oder Suspensionen nur
Lésungsmittel verdunstet, ergibt sich bei bekannter Anfangskonzentration die Konzentration zu
beliebigen Zeiten als Verhéltnis des Anfangsvolumens zum aktuellen Volumen. Das erméglicht fur
akustisch levitierte Proben die Beobachtung chemischer und physikalischer Prozesse als Funktion
der Konzentration, wie Aggregationsphanomene, in dynamischer und kontinuierlicher Art und

56 BAM-Dissertationsreihe



4. Einsatz der Ultraschallfalle in der Analytik

Weise. Phasen-Doppler-Anemometrie (PDA) ist neben der gravimetrischen Volumenbestimmung
eine leistungsfahige Alternative fur kleine Tropfen. So wurden Tropfen mit einem Durchmesser
von ca. 75 pm mit einer Standardabweichung Kleiner 1,5 pm und einer zeitlichen Auflésung von
0,1 s bestimmt [160]. Allerdings scheint die Methode nicht fiir langere Messungen an verdunsten-
den Tropfen geeignet und ist nur auf kugelférmige Tropfen anwendbar. Unter Verwendung von
Methode B wurden Fehler bis 2 % in der Literatur beschrieben [35]. Fiur Methode C wird die
Unsicherheit auf 1% abgeschatzt. Am Beispiel eines verdunstenden Wassertropfens wurde fiir
levitierte Flissigkeit das Volumen mit allen drei Methoden gleichzeitig aufgenommen (Abb. 27).
Auch hier ergibt sich fur Methode C im Vergleich zu den anderen beiden Methoden ein
kontinuierlicherer Kurvenverlauf.
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Abb. 27 Verlauf des Volumens eines verdunstenden Wassertropfens, bestimmt mit den Methoden
A (Kreis), B (Ellipse) und C (Fl&ache).
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Abb. 28 Standardabweichung der Volumenbestimmung als Funktion der Messnummer und damit
Tropfengrofe.

Der abfallende Kurvenverlauf lasst sich mit einem Polynom approximieren. Die Differenz, auf den
Funktionswert des Polynoms normiert erlaubt die Berechnung der Standardabweichung. Wird diese
mit einem Vertrauensintervall fur den Mittelwert von 95% fur Abschnitte von jeweils 100
Messpunkten berechnet, ergibt sich folgende Abhéngigkeit iber das Probenvolumen (Abb. 28). Die
Messung grofRter Tropfenvolumen ergibt Standardabweichung von 2 %, welche bis unter 1 % fallt.
Sie ist durch abnehmende Oszillationen der Tropfenoberflache zu erklaren. Immer zeigt Methode C
die Kkleinsten Standardabweichungen. Nicht unerwartet steigt die Standardabweichung fiir kleinste
Tropfenvolumen wieder stark an (bis auf o = 4 %), was leicht durch den gréferen Einfluss der
Kamerapixel nachvollziehbar ist. Hier Uberdeckt der Tropfen (Radius 71 pm) nur wenige Pixel auf

der Kamera (Abbildung 7 pum pro Pixel).

Um Aussagen zum absoluten Fehler (Genauigkeit) machen zu kénnen, muss der schwebende
Tropfen (ber den gesamten GroRenbereich kalibriert werden. Das erlaubt, nicht nur sicher
feststellen zu kdnnen: ,es wurden 4 pL injiziert“, sondern sicher zu wissen, bei welcher
Konzentration Effekte wie Agglomeration oder Kristallisation einsetzen. Messvorschlége fur diese
Fragestellung werden in Kapitel 4.8 diskutiert.
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4.2 Dynamische Aufkonzentration

In diesem Abschnitt wird das ,,Eindampfen* einer Probe als Methode der Anreicherung beschrie-
ben. Sobald eine Flissigkeit an ein Gas grenzt, erfolgt durch Verdampfung und Kondensation ein
Stoffaustausch bis sich deren Betrage gleichen und somit der Netto-Betrag verschwindet. In diesem
Gleichgewicht der flissigen mit ihrer gasférmigen Phase, stellt sich der stoff- und temperaturab-
héngige Dampfdruck ein. Ist fur eine Dispersion der Dampfdruck eines Ldsemittels wesentlich
geringer als der des dispergierten Materials, kann die gezielte Aufkonzentration als ein gebrauchli-
ches Verfahren in der Analytik verwendet werden. Das Ziel ist dabei, die Analytkonzentration auf
einen Wert innerhalb eines quantifizierbaren Bereichs zu erhthen. Diese Technik ist umso
effektiver, je mehr sich die Konzentration steigern l&sst. Da sich diese reziprok mit dem Volumen
verhélt, ist die Konzentrationserhéhung durch Anfangs- und Endvolumen definiert. Im Idealfall
wird also das Lésungsmittel eines Probenvolumens verdunsten und die Menge des Analyten
konstant bleiben. Dem Ziel kann mit einem schwebenden Tropfen sehr nah gekommen werden,
dessen Reduzierung im Durchmesser auf 10 % (3D) des Anfangswertes eine Konzentrationserhd-
hung um drei GroRenordnungen ermdglicht. Dabei sind Anfangs- und Endvolumen in gut
handhabbaren Bereichen (Abb. 29).

A7
1D
Volumen: 5L —» 5nL 1L —» 1mL

GroBe: 2 mm 200 pm 10m 10 mm
Abb. 29 Verhéltnisse bei der Aufkonzentration in Kugelform und in einer Standardkivette.
Verglichen mit der Probe in einer Standardkivette, deren Volumen nur durch Verringerung in eine
Raumrichtung (1D) abnehmen kann, zeigen sich klare Vorteile: Bei gleicher Konzentrationserh-
hung misste die Kivette 10 m gefillt sein. Unabhangig von der erschwerten Handhabung und
enormen Verdunstungszeit kann nicht sichergestellt werden, dass kein Analyt an den Kivetten-
wanden adsorbiert und somit der aufkonzentrierten Dispersion verloren geht.

Die Verdunstung von akustisch levitierten Mehrkomponententropfen ist gut untersucht [161].
Aus der Literatur [69] bekannte Experimente zum Verdunsten levitierter Flussigkeiten wurden

wiederholt, bestétigt und die Volumenbestimmung um eine GréRenordnung verbessert (sowohl der
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messhare Bereich 5-1,5 nL als auch erreichte Unsicherheit kleiner 1%, siehe Kapitel 4.1). Die
Bestimmung der Oberflaiche OF des levitierten Tropfens erfolgt nach der zweiten Guldinschen

Regel OF = u, x27r, , wobei uk als Umfang der Rotationsflache und der Kurvenschwerpunkt als

Abstand zur Rotationsachse ry eingeht. Der Fehler wird aufgrund der komplexen Bildverarbeitung
auf 5 % abgeschatzt. Die Konzentration wurde fiir eine hypothetische Anfangskonzentration des
Analyten von 10° mol/L berechnet. Die Ergebnisse sind am Beispiel eines Tropfens aus
destilliertem Wasser in Abb. 30 dargestellt (siehe auch Abb. 27).
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Abb. 30 Volumen, Konzentration und Oberflache eines verdunstenden Wassertropfens als

Funktion der Zeit.

Der Messbereich im Vergleich zur Arbeit von Tuckermann und Rohling (1,95 pL — 71,4 nL)
konnte um eine GroRenordnung erhéht werden und der zeitliche Verlauf entspricht den Literatur-
angaben [162]. Arbeiten zur Modellbildung der Verdunstung von ein und mehrphasigen
Flissigkeiten finden sich hinreichend in der Literatur. Der Einfluss des Schallfeldes auf den
Tropfen wird in Kapitel 4.7 (S. 113) diskutiert und beeinflusst natiirlich den zeitlichen Verlauf der
Verdunstung. Am deutlichsten wirkt die Umgebungstemperatur, wéhrend die Temperaturerh6hung
durch Energieeintrag des Ultraschallfeldes im Allgemeinen vernachléassigt werden kann.

Durch das Austrocknen geldster Substanzen im akustischen Levitator kénnen Festkdrper
diverser Formen entstehen. Dabei resultieren amorphe Phasen (Abb. 31) bis hin zu polykristallinen
Phasen und gut detektierbaren Einkristallen (Abb. 32). Die nichtessenzielle Aminosdure
L-Glutamin als eine der 20 proteinogenen a-Aminosduren wurde aufgrund ihrer Bedeutung fiir den
menschlichen Stoffwechsel und geeigneten Wasserloslichkeit ausgewéhlt und ist hier insbesondere
aufgrund der komplexen Struktur beim Eintrocknen vorgestellt.
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Abb. 32 Eingetrocknete Losung aus NaCl (links) bzw. Calciumcarbonat (rechts) in Wasser
(REM).

Diese Vorgénge basieren auf ebenso vielfaltigen wie komplexen Grundlagen und erdffnen diverse

Fragestellungen. Die Verfolgung der Prozesse in situ ist durch die Implementierung etablierter

Methoden an die akustische Falle méglich und ist Thema der néchsten Kapitel.

4.3 Wandfreie Rontgenstreuung an Tropfen

Schon 1897 wurde auf die analytische Bedeutung der Kristallisation (bersattigter Lésungen
hingewiesen, wobei es Ostwald nahelag die Methode des hangenden Tropfens zu verwenden, doch
musste er davon absehen, da die Zugénglichkeit der Probe zu sehr beeintréchtigt worden ware
[163]. Sicher wére ein frei schwebender Tropfen eine Alternative gewesen. Wand-Effekte haben
nicht nur einen direkten Einfluss auf die Entstehung von Kristallen, sondern kénnen an sich
Beitrdge zum Messsignal liefern. So ist das Untergrundsignal von Kuvetten bei diversen Methoden
der Réntgenstreuung oft der limitierende Faktor. Experimente in levitierten Lésungen umgehen
diesen Einfluss und wurden schon erfolgreich angewendet. Tropfen mit einem Radius von etwa
30 um wurden mit einer elektrodynamischen Falle in einer Klimakammer als Modell fir

Gefrierprozess in polaren stratosphdrischen Wolken untersucht [164].
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Rontgenstreuung ist eine besonders geeignete Methode zum Studium levitierter Tropfen und wurde
schon erfolgreich mit anderen Levitationsarten kombiniert [165]. Im Jahr 2000 wurde lber den
Einsatz einer elektrostatischen Waage zur Untersuchung von Pharmazeutika in Einzel-Partikel-
Levitation berichtet, es konnte aber weder Kristallisation noch Hygroskopie beobachtet werden
[166]. Der Einfluss starker Magnetfelder (einige Tesla) kann nicht nur Proben levitieren, sondern
sich auch positiv auf die Bildung von Proteinkristallen auswirken [167, 168]. Im akustisch
levitierten Tropfen erhoht sich kontinuierlich die Analytkonzentration aufgrund Verdunstung des
Lésungsmittels [30, 31, 169]. Das fordert die Kristallisation und ist eine schnelle Hilfe auf der
Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen [170]. 2003 wurden flir ausgewéhlte Proben
aus einem akustischen Levitator Bragg-Reflexe neben diffuser Streuung verdffentlich [171],
allerdings relativ schlecht aufgeldst und nur in einem kleinen Winkelbereich (14° < 26 < 16°).

Hier wird erstmals die zeitaufgelste Beobachtung von Agglomerationsprozessen in einer
Ultraschallfalle beschrieben. Die elastische Rontgenstreuung im schwebenden Tropfen erfolgt mit
Wechselwirkungsgeschwindigkeiten im Bereich einiger fs. Somit sind sémtliche Bewegungen der
Probe (Rotation und Schwingung im Bereich einiger Hz) zu vernachléssigen und keine stérenden
Effekte (wie z. B. Dopplereffekt) zu erwarten. Durch Bestrahlungszeiten von mehreren Sekunden

ergeben sich daruiber hinaus geeignete statistische Mittelwerte.

Synchrotron-Rontgenstrahlung eignet sich sehr gut zur Untersuchung kleiner Proben. Die
Strahlung besitzt eine geringe Divergenz und lasst sich auf wenige Mikrometer Strahldurchmesser
fokussieren. Im Vergleich zu spektroskopischen Methoden im UV-, VIS- or IR-Bereich ist die
Brechzahl fast eins (z. B. 0,999999 verglichen mit 1,3 fir sichtbares Licht in Wasser). Somit lassen
sich Einflusse von Grenzflachen wie der Probenoberflache vernachldssigen, da sich die Ausbrei-
tungsrichtung einfallender und gebeugter Strahlung an den Grenzflachen nicht wesentlich &ndert.
Verluste durch Absorption im Rontgenbereich lassen sich durch das kleine Probenvolumen, und
damit kurzen Strahlweg, minimieren. Dennoch ist die Absorption im Vergleich zu UV, VIS und
IR-Strahlung sehr gering und vorteilhaft zur Bestimmung gemittelter Eigenschaften des
Probenvolumens. Ein hoher Interferenzgrad kommt nur zustande, wenn die Probe gut lokalisiert ist

und die rdumliche Ausdehnung des Streuvolumens klein gegeniiber dem Abstand zum Detektor ist.
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4.3.1  EDXD der Kristallisation von Natrinmeblorid aus wissriger Iosung

Natriumchlorid (NaCl, Kochsalz) ist ein gut beschriebenes Modellsystem mit relativ kleinen
Gitterabmessungen. Es zeichnet sich durch hohe Wasserloslichkeit (L =330 mg/mL) und
Kristallisationsaffinitdt aus. Um Beugung an Kristallen, méglichst wahrend deren Entstehung,
verfolgen zu konnen, wurde die Ultraschallfalle in die EDR-Beamline* am Synchrotron von
BESSY implementiert (Abb. 33). Die Beamline ist beschrieben von Pietsch et al. [172].

VIS-Kamera
SDXIIDd m Falle )
etektor A
| Rontgenstrahl
von BESSY II
48°

x.
hamere levitierte

@ Probe

Abb. 33 Schematischer Aufbau des Experiments an der Beamline mit integriertem akustischem
Levitator (Falle).
Eine gesattigte, wassrige Losung wurde als Tropfen mit einem Volumen von 4(1) puL direkt mit
einer Pipette in einen Knoten der stehenden Ultraschallwelle injiziert. Die so praparierte Probe
wurde in einen weiflen Rontgenstrahl (Querschnitt ca. 1x1 mm) positioniert. Dabei sinkt die
Intensitat der Strahlenergie E = 5-25 keV exponentiell mit groBerer Wellenlange. Der verfiigbhare
Energiebereich ist einerseits limitiert durch starke Absorption niederenergetischer Photonen auf
dem ca. 70 cm langen Weg nach dem letzten Vakuumfenster und andererseits durch die niedrige
Emissionsrate bei héheren Energien. Bei einer Umgebungstemperatur von 298(1) K verblieb die
Probe, auch nach der kompletten Verdunstung des Ldsungsmittels, an einer definierten Position.
Die energieaufgeldste Datenaufnahme erfolgte mit einem durch ein Peltierelement auf 263(1) K
gekiihltem Halbleiterdetektor (Roentec) unter einem Streuwinkel 20 = 48° kontinuierlich wéhrend

einer Experimentdauer von 30 min.

Um stdrende Untergrundstreuung, groRtenteils an Luft, zu vermeiden, wurde der Strahlweg
zwischen Probe und Detektor mittels einer Rohre weitestgehend evakuiert. Eine weitere
Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses gelang durch geeignete Wahl von Blenden
zwischen dieser Rohre und der Probe. Uber den gesamten Spektralbereich wurden Signale mit

ungefahr 9 x 10° counts/s (9 keps) aufgenommen. Ein Lumineszenzschirm transformiert den
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transmittierten Strahlungsanteil in sichtbares Licht. So lie sich mit einer dahinter liegenden CCD-
Kamera (X-Kamera) ein Absorptionsbild aufnehmen und die GroRRe des Strahls mit Blenden der
Probe anpassen. Mit der Hilfe des Absorptionsbildes und dem Bild einer weiteren optischen
Kamera (VIS-Kamera), ungefdhr senkrecht zum einfallenden Strahl angeordnet, wurde die
Stabilitat der levitierten Probe bzgl. der Lage kontinuierlich kontrolliert.

Nach der Tropfeninjektion wurden alle 30 s Rdntgenbeugung einer levitierten wassrigen
Kochsalzlésung aufgenommen. Nach Gleichung 12 konnten diese mit A=1,5406 A, (Cu-K,
Strahlung) in Diffraktogramme (Intensitdt als Funktion des Streuwinkels 26 =17-122°)
umgerechnet werden. Abschliefend wurden die Daten mit einer lokalen polynomialen Regression
(Savitzky-Golay 41 Punkt, [173]) geglattet. Abb. 34 zeigt die Diffraktogramme wahrend der
Tropfen innerhalb 15 min verdunstet. An dem verbleibenden festen Rickstand wurde 5 min nach
der Verdunstung ein Diffraktogramm aufgenommen.
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Abb. 34 Diffraktogramme eines levitierten Tropfens wéssriger Kochsalzlésung, beschriftet mit
den Zeiten nach der jeweiligen Datenakkumulation.
Zu Beginn ist diffuse Streuung sichtbar, welche der flissigen Phase zugeordnet wird. Die
Kristallisation von NaCl beginnt durch das kontinuierliche Verdunsten des Wassers. Das fihrt
anschliefend zu einer Intensitatserhéhung der Beugungsreflexe, welche schlieBlich das diffuse
Streusignal der flissigen Probe tiberlappen. Wahrend der Kristallisation fuhrt der Tropfen zuféllige
Bewegungen um den Druckknoten mit einer Amplitude von ungefédhr 100 um aus und rotiert um

die vertikale Levitationsachse mit einer Frequenz f< 20 Hz. 3-15 min nach den ersten Reflexen

* energiedispersives Reflektometer (EDR) der Uni Potsdam bei BESSY I
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bildete sich ein fester, nahezu kubisch geformter Mosaikkristall. Nach weiteren 3 min Réntgenbe-
strahlung verfarbte sich dieser von vorher transparent zu leicht braunlich, was durch die Entstehung
von Farbzentren zu interpretieren ist. Farbdnderungen von Kiristallen aufgrund hoher Dosen
intensiver Rdéntgenstrahlung ist gut bekannt [174]. Der zeitliche Verlauf des Untergrundes erhéht
sich langsam wahrend des Kristallisationsprozesses und wird wahrscheinlich durch den amorphen
Teil der Probe erzeugt und spiegelt die Intensitétsverteilung des Energiespektrums der verwendeten
Primarstrahlung wieder. Ein Diffraktogramm theoretischer Daten, basierend auf einem Datenbank-
eintrag (ICSD) [175] wurde extrahiert und zur Indizierung der Beugungsreflexe ber einen weiten
Streuwinkelbereich verwendet (Tabelle und Abb. 35).

Streuvektor q [A™]

2 3 4 5 6 7
" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
1.0 ® ]
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Abb. 35 Gemessene EDXD-Daten (kompakte Linie) und Reflexe von Natriumchlorid (ICSD,
beschriftete Kreise). Die Intensitat wurde bei den intensivsten Reflexen auf eins normiert.

> e

Der Vergleich des Ergebnisses der Kristallisation (kompakte Kurve) mit entsprechenden
Literaturwerten (beschriftete Kreise A-P) aus der Datenbank zeigt eine gute Ubereinstimmung.
Aufgrund der relativ groBen KorngroRe gewachsener NaCl-Kristalle ist kein perfektes Pulver-
diffraktogramm zu erwarten, wie es flr eine komplett zuféllige Verteilte von Kristalliten entsteht.
Ebenso ist kein Einkristalldiffraktogramm anzunehmen. Es bleibt die korrekte Lage des
Streuvektors g, wobei die Intensitaten der einzelnen Reflexe teilweise betrachtlich abweichen, was
sich aber durch die Statistik der rotierenden Probe leicht erkldren I&sst und keinen wesentlichen
Nachteil bei der Strukturbestimmung darstellt.
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Zusammenfassend wurde die zeitaufgeldste Kristallisation von geléstem NaCl zum polykristallinen
Zustand beobachtet. Verdunstungsinduzierte Kristallisationen wurden simultan optisch und durch
rontgeninduzierte Fluoreszenz in situ verfolgt. Offensichtlich scheint die akustische Levitation als
wandfreier Probenhalter geeignet, wobei der Einfluss des akustischen Schallfeldes nicht
ausgeschlossen werden kann. Ein Vorteil der Verfolgung des Kristallwachstums in akustisch
levitierten Tropfen mittels EDXD ist die zeitgleiche Aufnahme des Rdntgenabsorptionsbildes in
Transmission [176]. Ein groReres Strahlprofil erhoht die Luftstreuung und fiihrt zu einem gréReren
Streuuntergrund. Zur Erhéhung der Zeitauflésung ist eine Fokussierung des Strahls zur Steigerung
der Intensitdt um einige GréRenordnungen moglich. Die Untersuchung zur Keim- und Kristallbil-
dung an NaCl ist Gegenstand aktueller Forschungen [177-179] wobei Simulationen auf der Skala
der ersten Pikosekunden mdglich sind [180].

4.3.2  Bestimmung von Kristallitgrofsen

Wie gezeigt, kann es bei der Untersuchung von levitierten Proben zur Kristallisation des Analyten
kommen. Dieser Prozess lasst sich beispielsweise durch Verdampfung des Ldsungsmittels, mit
einhergehender Konzentrationserhéhung des Analyten, induzieren. Neben der Anzahl der Kristalle
und der Wachstumsgeschwindigkeit ist die KristallgroRe ein wesentlicher Parameter. Mikroskopi-
sche Untersuchungen (REM, TEM, AFM) konnen exakte Kantenldngen einzelner Kristalle und
durch Ausmessen eines Ensembles auch eine GroRenverteilung liefern. Allerdings erfordert die
Probenpréparation einen gewissen Aufwand und Einflisse auf die Probe (Vakuum fiir Elektronen-
mikroskopie) sind nicht auszuschlieRen. AuBerdem sind in situ Messungen im akustischen
Levitator, aufgrund der Tropfenbewegung (Rotation), zwingender Gas-Umgebung und gewiinsch-
ten zeitlichen Aufldsung im Sekundenbereich kaum méglich. Eine alternative, kontaktlose Methode
zur Abschétzung der mittleren KristallitgroBe (Dpy) ist nach Scherrer [143] mit Auswertung von
Rontgenbeugungsreflexen in Gleichung 13 gegeben [144, 181]. Ein Kristallit ist der kleinste Teil
einer Probe mit gleich geordneter kristalliner Struktur. Die Korrelation zur g-Skala ist gegeben
durch die Ableitung des Streuvektors nach 6.

@ = i[4n sin@] = 47“0036

o doln
_> _2 (26)
2d0cost  dgq
s\ _ 2

- = P
wcos® B

int
Dabei wird die g-Skala in nm™, die 20-Skala in Grad angegeben und zur Berechnung das
BogenmaR verwendet. Die Reflexbreite dq lasst sich durch die integrale Breite B;, definieren als
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[ 1)
dq = Bmt = IU((] ) )

Praktisch lasst sich der Wert des Integrals leicht numerisch aus der Flache unter der Streukurve mit

@7

gangigen PC-Programmen zur Datenauswertung (z. B. ORIGIN [182]) bestimmen und ergibt, durch
die Hohe (Basislinie subtrahiert vom Maximum) des Reflexes dividiert, die integrale Breite Bjp.
Wichtig ist, dass durch die Verwendung von B;,, die Berechnung der Kristallitgrée unabhangig
von der Form der Reflexe erfolgt. Unter Beachtung, dass die Verbreiterung der Beugungsreflexe
auch durch Gitterfehler und apparative Verbreitungen erfolgt, ist die Benutzung der integralen
Breite eine einfache Mdoglichkeit um die GréRBe von Nanokristallen mit der geringsten Anzahl
gemachter Voraussetzungen abzuschétzen. Nach Formel 26 lasst sich die mittlere KristallitgroRe
aus der probenbedingten Reflexverbreiterung berechnen. Dieser Wert kann durch die Beriicksichti-
gung der Apparate-Verbreiterung nur groRer werden! Die mittlere KristallitgréRe gibt allerdings
keine Auskunft Gber die GroRenverteilung der Kristallite. Ohne weitere Korrekturen kann nur der

minimale Wert fiir eine mittlere KristallitgroRe angegeben werden.

Eine Mdglichkeit, um den Einfluss der apparativen Verbreiterung auf die gemessene Reflex-
breite zu bestimmen, ist die Verwendung eines Standards flir Beugungsexperimente. Dieser sollte
moglichst isomorph sein, aus groRen Kristallen (um) bestehen und scharfe Reflexe im Pulver-
diffraktogramm verursachen (z. B. Korund). Die resultierende Breite dieser Reflexe By, entspricht
dann der gesamten Verbreiterung des Instruments. Durch das Anpassen einer Gauss- bzw.
Lorentzkurve an einen Reflex ergeben sich Informationen (ber eine additive (Gleichung 28) bzw.
quadratische additive (Gleichung 29 ) Zusammensetzung der Apparate und Kristallitbreite B_ zur
integralen Reflexbreite. Der Beweis l&sst sich elegant durch Anwendung analytischer Eigenschaf-

ten charakteristischer Funktionen fiihren [183].

27 21
B, =B +B, =D,=—=—— (28)
Int L p hil B, F fm — 5 jm,
B,m =B, + BApp = Dhu = 2l = L (29)
BL Bml, - Bnpp

Die Bestimmung von Kristallitgroen durch die Auswertung von Beugungsreflexen liefert
prinzipiell einen gemittelten Wert Uber das gesamte bestrahlte Probenvolumen. Das ist ein Vorteil
im Vergleich zu mikroskopischen Methoden, die meist Oberflachen betrachten. Zur Bestimmung
der Verteilung von Kristallitgréf3en in einer groRBeren Probe (mm) eignet sich das Abrastern mit
einem Mikrofokus (uSpot Beamline BESSY) um das bestrahlte Probenvolumen einzustellen. Um
die Probe auch innerhalb des Volumens entlang der Achse des Rontgenstrahls unterscheiden zu
kénnen, muss theoretisch nur der Offnungswinkel des Detektors entsprechend verkleinert werden.
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Das ist durch Blenden an einem konventionellen Detektor gut méglich, aber fur einen Flachende-
tektor in der geforderten Auflésung nur schwer zu realisieren. Alternativ bleiben beispielsweise die

ex situ Methoden der Kryo-Elektronenmikroskopie.

4.3.3  WAXS der Kristallisation von 1 itamin C, Aspirin, Coffein und CaCO,

In levitierten Proben kann der Analyt kristallisieren, beispielsweise induziert durch Verdampfung
des Losungsmittels und einhergehende Aufkonzentration des Analyten. Von 5 uL eingebrachter
Ldsung ist die Abnahme der Tropfendimension im Durchmesser von 2 mm auf 20-100 pm typisch.
Die pSpot-Beamline [184] erlaubt die Nutzung eines fokussierten Rontgenstrahles mit Durchmes-
sern bis zu minimal 10 um bei einem Photonenfluss von 1x10°s™ und Ringstrom von 100 mA.
Durch die hohe Intensitat im Vergleich zum Labor werden Beugungsexperimente in schneller
Abfolge mdglich. Dazu wurde der akustische Levitator in die Beamline integriert, wie in Abb. 36
schematisch dargestellt. Das komplette Experiment befindet sich aufgrund des Strahlenschutzes in
einer geschlossen Hitte und der Versuchsaufbau ist Giber einen Kommandozeileninterpreter am
Computer fernbedienbar (Spec). So lasst sich die Probe auf Mikrometer genau im Rdntgenstrahl
platzieren und mittels eines auf der Strahlachse liegenden Mikroskops beobachten. Zum Vergleich
wurde der experimentelle Aufbau sowohl fiir containerlose Experimente als auch fur konventionel-
le Glaskapillaren verwendet.

- Probenlage, -form und -gréBe @
Kamera
Falle ﬁESSY

schwenkbares Mikrofokus Synchrotronstrahl
Mikroskop
w»). levitierte Probe
% 2” o Strukturinformation
- Aggregationszustand
~ WAXS KristallitgroBe

PartikelgréBe und

Flachendetektor fiir Partikelform

Rontgenstrahlung - Kontrolleinheit

Abb. 36 Skizze des experimentellen Aufbaus fur Rontgenstreuexperimente (SAXS und WAXS) mit
dem akustischen Levitator (Falle) als containerloser Probenhalter im Zentrum.

Die Fokussierung der Beamline ist auf Strahldivergenzen kleiner 1 mrad (horizontal und vertikal)

ausgelegt. Alle Experimente wurden mit monochromatischer Réntgenstrahlung eines Doppelkris-
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talls und alternativ mit einem Multilayer (9 keV < E < 15 keV, Bandbreite 10* < AE/E < 10?)
durchgefiihrt. Das Mikroskop und optische Kameras liefern Informationen tber exakte Lage, Form
und GrolRe der Probe, wobei ein geeigneter Fluoreszenzkristall die Rontgenstrahlung sichtbar
macht. An der Probe gestreute Intensitdten des Rontgenstrahls lassen sich mit einem zweidimensi-
onalen Rontgendetektor (MarMosaic, CCD 3072 x 3072 Pixel) mit einer Breite der Punktantwort-

funktion (engl. point spread function) von ungeféhr 100 um sammein.

Der Abstand der Probe zum Detektor kann von 200-850 mm variiert werden und ermdglicht
die Aufnahme von WAXS bzw. SAXS (siehe Abb. 36). Die Interferenz gestreuter Strahlung flhrt
zu Beugungsringen um die Strahlachse (vgl. Abschnitt 2.3). Diese wurden von der Hintergrund-
streuung korrigiert und mit Algorithmen von FIT2D [185] in Diffraktogramme umgewandelt. Zur
Kalibrierung der Beugungsexperimente diente Korund (Aluminiumoxid, «-Al,03) mit einer
KorngroRe kleiner 10 um (Sigma-Aldrich, Miinchen). Aufgrund des akustischen Feldes induzieren
Luftstromungen eine gute Durchmischung der fliissigen Probe, was zu einer homogenen
Materialverteilung flihrt. Das verhindert Temperaturgradienten innerhalb des Tropfens, wenn das
verdunstende Lésungsmittel an der Oberflache Wérme entzieht. Die Wahrscheinlichkeit, Beugung
zuféllig orientierter Gitterebenen aufzunehmen, steigt durch die Rotation des Tropfens. Solch eine

Rotation kann durch die Luftstromungen um den levitierten Tropfen induziert werden.

Alle Experimente wurden mit deionisiertem Wasser durchgefiihrt um eine kristalline Salzbil-
dung zu vermeiden. Acetylsalicylsdure (Aspirin, pure, ABTEIl Pharma, Marienminster) und
Ascorbinsdure (Vitamin C, pure, Euro OTC Pharma, Bénen) wurden in H,O gel6st. Sie wurden als
kleine und gut bekannte Modellsysteme ausgewahlt, wobei der Polymorphismus von Aspirin
derzeit intensiv diskutiert wird [186]. Vitamin C als kleines organisches Molekil ist nicht nur ein
essenzieller Nahrstoff fir Menschen, weil seine Anwesenheit flr eine Reihe von Stoffwechselreak-
tionen ndtig ist [187], sondern auch besonders gut in Wasser I6slich (330 g/L). Die Streukurven
eines levitierten Tropfens Aspirinldsung wéhrend der kontinuierlichen Verdunstung von Wasser
zeigt Abb. 37. Die Aufnahme der Streudaten erfolgte als Funktion der Levitationszeit alle 30 s mit
einer Bestrahlungszeit von 10s. Das Experiment wurde nach 31 min gestoppt, als das Wasser
vollstandig verdunstet war und nur noch statistische Anderungen der Streukurven beobachtet

wurden.
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Abb. 37 Serie von Streukurven an Aspirin im wassrigen Tropfen als Funktion der Levitationszeit

(31 min, oben) und Vergleich am Experimentende (kompakte Linie, unten) mit kristal-

lographischer Datenbank (Deltafunktion).
Die Kristallisation von Aspirin wurde dynamisch verfolgt, beginnend mit der verdiinnten L&sung
einer Konzentration von 10 g/L (obere Kurve), tiber den dehydrierten Zustand (mittlere Kurven) bis
zum letztendlich festen Zustand der kristallisierten Probe (untere Kurve). Zu Beginn zeigt sich ein
deutliches Streusignal anhand der Streukurve mit einem breiten Maximum bei g = 20 nm™ und
einer Schulter bei q = 30 nm?, das der Streuung von Wasser zugeordnet werden kann. Wie
erwartet, sinkt dessen Intensitdt kontinuierlich wahrend der Levitation aufgrund der Verdunstung
des Wassers. Zusétzlich tauchen zeitweise Gruppen von Reflexen auf, welche ersten Kristalliten

70 BAM-Dissertationsreihe



4. Einsatz der Ultraschallfalle in der Analytik

zuzuordnen sind, die sich durch den Rontgenstrahl bewegen. Dieser hat einen Durchmesser von
100 pum, was klein ist gegeniiber dem anfénglichen Tropfendurchmesser von 2 mm. Solange
wenige und kleine Kristalle vorhanden sind, entspricht das den Erwartungen der Mischungseigen-
schaften im akustisch levitierten Tropfen. Anisotrope Streubilder mit ,stark gefleckten“ Debye-
Scherrer-Ringen unterstiitzen zusétzlich diese Erklarung.

Das Diffraktogramm des letztlich resultierenden festen Aspirins zeigt deutliche Bragg-Reflexe
und kann mit zugehdrigen Reflexen aus der kristallographischen Datenbank (PDF-Eintrag 120850
[188]) verglichen werden (Abb. 37, unten). Das berechnete Pulverdiffraktogramm ist auf den
intensivsten Reflex normiert und markante Reflexe sind indiziert. Die aufgenommen Reflexpositi-
onen sind der kristallinen Phase von Aspirin in der monoklinen Raumgruppe P2,/c zuzuordnen
(JCPDS-ICCD, Joint Committee on Powder Diffraction International Centre for Diffraction Data).
Ein Pulverdiffraktogramm mit korrekten Intensitdtsverhaltnissen, wie fiir eine vollstandig zufallige
Verteilung von Kristalliten, wurde nicht beobachtet. Gleichfalls war auch kein fiir einen Einkristall
typisches Diffraktogramm zu erwarten. Zusammenfassend sind fiir das in situ Kristallisationsexpe-
riment korrekte Reflexpositionen wie in der Datenbank dokumentiert und abweichende Intensitats-
verhéltnisse festzustellen. Vermutlich ist dieses Phdnomen eine typische und generelle Eigenschaft
des gewahlten Versuchsaufbaus und bedarf weiterer Untersuchungen. Abb. 38 zeigt eine Sequenz
der aufgenommenen Diffraktogramme von Vitamin C in wassriger Losung wahrend der
Verdunstung von Wasser. Wieder erfolgte die Aufnahme aller 30 s mit einer Beleuchtungszeit von

10 s. Das Experiment wurde nach 16 min beendet, als das meiste Wasser verdunstet war.

Beugungsreflexe sind ab der kleinsten Konzentration von 350 g/L sichtbar und wachsen
kontinuierlich in der Intensitdt mit fortschreitender Levitationszeit. Das Ergebnis zeigt die
Anwesenheit von Vitamin C. Die Verbindung kristallisiert in der Raumgruppe P2;, in Uberein-
stimmung mit dem Eintrag der Kristallstruktur aus der Datenbank (JCPDS-ICCD, Abb. 38, unten).
Im Vergleich zu Aspirin besitzt Vitamin C mehr Mdglichkeiten zur Bildung von Wasserstoffbri-
ckenbindungen, deren Vielzahl der Grund fiir die hohere Geschwindigkeit des Kristallwachstums
sein kann (Abb. 37, oben).
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Abb. 38 Streukurven von Vitamin C im Tropfen wahrend der Verdunstung von Wasser (16 min,

oben) und Vergleich am Experimentende mit Reflexen aus der Datenbank (Deltafunktio-

nen, unten).
Zum Studium friher Stufen im Kristallisationsprozess lassen sich offensichtlich, beginnend mit
wenigen periodisch angeordneten Molekilen, Bragg-Reflexe levitierter Proben zeitaufgelost
detektieren. Fur Calciumcarbonat (CaCOs) ist die stufenweise Kristallisation gut untersucht und
erfolgt nach der Ostwaldschen Stufenregel nacheinander in den bekannten Phasen der Minerale
Vaterit, Aragonit und Calcit. Die Bildung von CaCOs wird seit mehr als einem Jahrhundert studiert
mit Uber 3000 Veroffentlichungen innerhalb der letzten zehn Jahre. Wéhrend die unerwiinschte
Prézipitation als hartnackiges, teures und weit verbreitetes Problem auftritt [189-192], ist die
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direkte Bildung von CaCOj; kontrollierter GréRe, Form und kristalliner Phase fiir eine Vielzahl
kommerzieller Anwendungen kritisch [193, 194]. Die Kristallisation in naturlicher Umgebung kann
unter Biomineralisation zusammengefasst werden [195, 196]. Der Begriff beschreibt Prozesse in
denen CaCO; unter Anwesenheit groRRer, organischer Molekiile kristallisiert, das in hierarchisch
geordneten Strukturen resultiert. So ist Aragonit Bestandteil der Schalen und Geriste vieler Tiere.
Diese Biomineralisation geschieht durch die Transformation transienter amorpher Vorstufen [197],
welche als templatbasierte Kristallisation ablauft. Verschiedene analytische Methoden wie
Schnelltrocknung [198], kryo-TEM [199], Rontgenstreuung [200-202] und Réntgenmikroskopie
[203] wurden benutzt, um den anfénglichen Préazipitationsschritt zu untersuchen, aber die

Ergebnisse werden teilweise kontrovers diskutiert.

Der Nachteil der meist genutzten experimentellen Methoden, um die Bildung und das Wachs-
tum festen Calciumcarbonats zu studieren, liegt in den dirftig definierten Kristallisationsbedingun-
gen. So werden die Losungen schnell, haufig turbulent, geriihrt um eine hohe Uberséttigung zu
erreichen. Das System konnte an der Grenzschicht vermischter fliissiger Edukte reagieren, da der
Zustand homogener Ubersattigung nicht erreicht wird [204], was zu Artefakten filhren kann.
Fremdmaterial und deren Phasengrenzen haben nicht nur einen Einfluss auf die Nukleation und das
Kristallwachstum, sondern auch auf die GréRRenverteilung entstehender Partikel. Zusammengefasst
ist es schwierig, homogene Nukleation ohne heterogene Korper, beispielsweise Diisenwande oder
RihrgefaR, sicherzustellen. Akustische Levitation ist ein geeignetes Werkzeug um die kontaktfreie
Kristallisation mit minimaler Stérung der flussigen Proben zu ermdglichen. Die in situ Untersu-
chung der Kiristallisation im Levitator vermeidet den Einfluss von Phasengrenzen fester
Probencontainerwande, welche den Fallungsprozess durch heterogene Nukleation beeinflussen
kénnen. Einzig die Grenze zwischen der Losung und umgebender Luft ist vorhanden und jeglicher

Kontakt zu Fremdmaterial wird vermieden.

Die Kristallisation von Calciumcarbonat geschah homogen nach der Kitano-Methode [205,
206] durch kontinuierliche Verdunstung von Wasser und langsamer Abgabe von Kohlendioxid aus
der geséttigten Losung mit Calciumhydrogencarbonat. CO, (Westfalen AG, Miinster) wurde durch
20 mL Suspension von CaCO; (p. a., Sigma Aldrich) im hochreinem Wasser (Millipore Synergy
185 mit UV Photooxidation, 18,2 MQ/cm) geleitet. Die gesattigte Losung ist mit einer Kaskade
Spritzenfilter (0,1 um Millipore Millex VV gefolgt von 20 nm Milipore Anotop) gereinigt und
abschliefend wieder intensiv mit CO, behandelt worden, um noch verbliebene Partikel mit
Durchmessern kleiner 20 nm aufzulésen. Ca. 4 uL dieser Losung wurde als Tropfen unter
Raumbedingung (Luftfeuchtigkeit 429%, Temperatur 300 K) levitiert. Die anschlieBende
Verdunstung konnte unter Nutzung des WAXS-Aufbaus beobachtet werden (vgl. Abb. 36). Der

monochromatische (A =1,00257 A) Synchrotronstrahl wurde mittels Blendensystem auf einen
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Durchmesser von 20 um eingestellt. Aufgrund der geringen StrahlgroRe ist keine ,,Entschmierung®
(mathematische Entfaltung) der aufgenommenen Intensitatsverteilung nétig. Die Streuung von
reinem LOsungsmittel diente als Abschdtzung fir den Untergrund, wobei keine Streukurven
korrigiert wurden, da die Korrelation mit dem abnehmenden Streuvolumen nicht nur schwierig,
sondern zur Auswertung auch unnétig ist. Abb. 39 zeigt die Streukurven mit einer Bestrahlungszeit

von jeweils 40 s.
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Abb. 39 Reaktionsgleichung und Streukurven wahrend Wasser in einer Stunde verdunstet.

Aufgrund der Wasserverdunstung erhoht sich die Konzentration von Calciumcarbonat kontinuier-
lich. Zu Beginn zeigt sich nur diffuse Streuung von Wasser, deren Intensitét stetig abnimmt. Der
erste sichtbare Reflex gehdrt zur (104) Gruppe der Calcit Gitterebenen, dessen Intensitit wéhrend
des gesamten Experiments steigt. Andere Calcitreflexe (102), (110), (113) und (202) kdnnen nach
22 min, der schwache (006) Reflex erst nach 34 min detektiert werden. Kontinuierliche Debye-
Scherrer-Ringe im Streubild (Abb. 40, rechts) dokumentieren keine bevorzugte Kristallausrichtung.
Die Anwesenheit anderer kristalliner Phasen signifikanter Mengen wird ausgeschlossen, nur
Spuren von Vaterit sind in der Endstufe der Verdunstung detektierbar (< 5% basierend auf den
Ergebnissen der Rietveld-Verfeinerung [207]). Als minimaler Wert fur die mittlere KristallitgroRe
wurde aus der (012)-Reflexform 110 nm bestimmt [208]. Die ersten entstandenen Partikel wurden
mit dem Mikroskop beobachtet (Abb. 40, links) und bestehen aus amorphen CaCO; aufgrund der
Abwesenheit von Bragg-Reflexen im zugehorigen Streubild. Aufgrund von Partikelagglomeratio-
nen erscheint die Tropfenoberflache opaleszent. (Abb. 40, a-d). Das letzte Bild zeigt den finalen

trockenen Riickstand (d).
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a) 27 min b) 35 min

d) 60 min

L .

1 mm R e B
Abb. 40 Mikroskopbilder der verdunstenden Calciumcarbonatlbsﬁhg im. Lévitatbf (Iinli.::)u und
représentatives Streubild zum Experimentende (rechts).
In frihen Kristallisationsstufen erscheinen alle Bragg-Reflexe geteilt, beispielsweise das (104)-
Reflexprofil mit Maxima bei q=20,68 nm™ und 20,79 nm™. Diese Reflexdopplung ist auf die
Probendicke in Strahlrichtung und damit verschiedenen Abstdnden zum Detektor zurtickzufiihren.
Die daraus berechnete Probendicke von 1,52 mm entspricht dem Tropfendurchmesser. Offensicht-
lich findet die Bildung von kristallinem Calcit hauptséchlich an der Tropfenoberflache statt, was
sich klar von anderen (s.0.) Kristallisationen im levitierten Tropfen unterscheidet. Aus der
Rietveld-Analyse extrahierte Skalierungsfaktoren charakterisieren in der Avramiform die Kinetik
einer Phasenbildung [209, 210] und geben einen Hinweis auf die unabhéngige und parallele
Entstehung von Calcitpartikeln. Das erklart den schnellen Ablauf der Féllung, sobald einmal ein

kritischer Level nach ungefahr 26 min erreicht wurde.

In parallelen Versuchen wurden die frihen amorphen Reaktionsstufen nach 400s im TEM
visualisiert. Dazu wurden Tropfen aus der Falle entnommen und direkt auf das Probennetz (lacey-
coated, Plano) gegeben, mit Wasser gewaschen und abschliefend an Luft getrocknet. Abb. 41 zeigt
das Primérprodukt bestehend aus Nanopartikeln mit einem emulsionsartigen Erscheinungsbild,
&hnlich dem Bild aus Studien mit kryo-TEM [199]. Die schwache Kontrastvariation in den
Partikeln zeigt deren fliissige Form, die Durchmesser betragen 100-300 nm, und der amorphe
Zustand lieR sich durch Elektronenbeugung (ED, Einsatz in Abb. 41b) bestitigen. Bemerkenswert
ist, dass diese Partikel ohne zuséatzliche MalRnahmen bis zu einigen Tagen stabil bleiben und erst
nach weiterer Lagerung oder Bestrahlung mit Licht kristallisieren. Vollstandig getrocknete Proben
zeigen im REM sphérische feste Partikel mit 5pum Durchmesser und einige rhomboedrische
Kristalle aus Calcit (Abb.41c und Abb. 41d). Diese Partikel kdnnten aus festem und nun
trockenem, amorphen Calciumcarbonat bestehen, welches nicht kristallisierte.
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Abb. 41 Partikel aus Calciumcarbonat nach 400 s im TEM (a, b) und nach kompletter Trocknung
im REM (c, d). Die Mafstabe sind a) 500 nm, b) 200 nm, ¢) 20 um und d) 10 pum.

Proben fir kryo-REM wurden zur Vorbereitung direkt in flissiges Ethan getaucht und kryogebro-
chen, nachdem iberfliissiges Ethan bei 60° C und 10°® mbar entfernt wurde (Lyophilisierung).
Unter diesen Umstanden entstehen bei der Gefriertrocknung fasrige Artefakte. AnschlieRend
konnte Wasser durch Sublimation bei -5° C und 10°® mbar langsam und unter in situ Beobachtung
im kryo-REM entfernt werden. Da sich die ersten Partikel im gesamten Tropfenvolumen bilden, ist
von homogenem Ursprung auszugehen (Abb. 42a). Der Durchmesser der Partikel gleicht denen, im
TEM bestimmten. Nach einer Levitationszeit von 400 s ist eine ca. 20 um dicke Schicht an der
Tropfenoberflache sichtbar (Abb. 42b). Sie enthélt die gleichen Partikeln, nur in wesentlich hoherer
Konzentration und etwas mehr aggregiert als in der Tropfenmitte.

Abb. 42 400 s levitierter Tropfen im Kryo-REM mit Partikeln innen (a) und in einer 20 um dicken
Schicht an der Oberflache (b). Die fasrigen Strukturen sind in beiden Bildern Artefakte
der Probenpréaparation bei der Gefriertrocknung, die MaBstébe a) 500 nm und b) 40 um.
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Zusammenfassend erfolgt die kontaktlose Prézipitation von CaCOj3 im levitierten Tropfen in zwei
Schritten. Zuerst bilden sich amorphe Nanopartikel mit einem emulsionsartigen Erscheinungsbild,
welche sich im zweiten Schritt direkt in die kristallin stabile Phase Calcit umwandeln. Dabei
erscheinen keine anderen Phasen der CaCOs-Zwischenprodukte wie Vaterit oder Aragonit oder
seltener Phasen wie lkait oder Calciumcarbonathexahydrat, das der Ostwaldschen Stufenregel
[211] zu widersprechen scheint. Eine Templat basierte Nukleation von Calcit auf der Oberfl&che
der amorphen Vorstufen liefert eine zwanglose Erklarung [212]. Verschiedene Kristallisationsstu-
fen wurden durch TEM, kryo-REM und REM charakterisiert und indizieren eine spinodale fllissig-
flussig Phasenseparation flr den ersten Bildungsschritt. Faatz et al. haben eine binodale flissig-
flissig Phasenseparation vermutet, aber nicht experimentell bewiesen [213]. Dabei ist der
Ubergang zwischen spinodaler und binodaler Zersetzung flieBend und eine scharfe Trennung
lediglich Ergebnis stark vereinfachter Theorien [204, 214, 215]. Die erste in situ Studie der
kontaktfreien und letztlich homogenen Fallung von CaCO; im levitiertem Tropfen zeigt die
Eignung des akustischen Levitators als wirksames Werkzeug fir die Analyse komplexer
Nukleation, Kristallwachstum und Partikelbildung. Stérungen und Artefakte durch Fremdkorper
und Festphasengrenzen sind reduziert und ermdglichen eine zuverl&ssige Probenumgebung fir

auBergewdhnlich kleine Probenvolumen [216].

Zur Untersuchung des Polymorphismus wurde die Bildung von micro- und nano-skalierten
Kristallen am relevanten Modellsystem Coffein als Wirkstoff im Kaffee untersucht.

Wenn Kaffee-Tropfen auf gewohnlichen Oberflachen trocknen,
bilden sich weit bekannte Kaffeeringe (siehe links). Dieser Effekt ist

wohl schon seit Jahrtausenden bekannt und sogar Inhalt aktueller Lieder:

"...Spuren hinterlasse, jeden Tag, zum Beispiel mit der Kaffeetasse.
3mm  Kleine Ringe auf dem Tisch..." [217]. Ein flissiger Tropfen auf einer
Oberflache ist ein wohl so einfaches physikalisches System, dass man meinen konnte, all sein
Verhalten ist grindlich verstanden (R. D. Deegan: "A fluid droplet on a solid surface is ostensibly
so simple a physical system that one might suppose that all its behavior is thoroughly understood.",
2000). Dennoch gelang die zugrunde liegende physikalische Erklarung erst im letzten Jahrzehnt
[218]. Trotz unzahliger Studien seit mindestens 200 Jahren [219] sind Fragen zu Phdnomenen an
der Kontaktlinie (engl. contact line), definiert als die Grenzlinie bis zu der ein Festkdrper benetzt,
Gegenstand aktueller wissenschaftlicher und technischer Fragestellungen. Gegenwartige Analysen
erforschen beispielsweise das Pinning (engl., dt. ,,Vernadelung®) der Kontaktlinie [220, 221] und
den Einfluss von Oberflacheneigenschaften [222]. Die Klarung des Polymorphismus von Coffein

erfolgte 2007 [223] und liefert die Grundlage zur Auswertung der folgenden Experimente.
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Coffein, 1,3,7-trimethyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione, aus wassriger Lésung bildet auf Oberflachen
(Glas, Polystyrol und Polyester) stabile "Kaffee-Ringe" typischerweise mit einem Durchmesser
weniger Millimeter nach 20-50 min. Durch den Mikrofokus (BESSY pSpot-beamline) kann die
Feinstruktur entstehender Nadeln unterschieden werden. Uberraschenderweise zeigen sich beide
kristallinen Modifikation (a- und B-Coffein), aber ortlich separiert. Um Einflisse aus dem
Kristallisationsprozess durch OberflachenunregelméRigkeiten zu minimieren, eignet sich die
akustische Levitation des Probentropfens. Dabei verdunstet das Wasser komplett und die
resultierende Kristallisation wurde in situ mit Synchrotron-WAXS verfolgt. Die resultierenden
Diffraktogramme stimmen mit reinem o-Coffein Uberein und zeigen keine Bildung des Raumtem-

peratur-Polymorphs p-Coffein.
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Abb. 43 Polymorphe von Coffein und deren strukturelle Beziehung in perspektivischen Blick
(rechts) auf die Elementarzelle in Richtung [001] und zugehoérige berechnete Pulver-
diffraktogramme (links).

Trotz der Vielzahl in Pharmazie und Medizin verwendeter kristalliner organischer Substanzen

[224] sind ausfuhrliche Erforschungen friher Kristallbildung auf der L&ngenskala von einigen

Nanometern bis Mikrometern selten. Zur Untersuchung werden sitzende Tropfen verwendet, die

den geldsten Stoff enthalten. Die Verdunstung eines solchen Tropfens an flir sich ist schon

faszinierend, denn h&ufig entstehen hierarchisch organisierte Ricksténde, wie fir groe Kolloide in

78 BAM-Dissertationsreihe



4. Einsatz der Ultraschallfalle in der Analytik

Suspension gezeigt wurde [225]. Eins der bekanntesten Beispiele ist der beriihmte Kaffeering [226]
und vergleichbare Phdnomene fiir groe Molekiile wie DNA [227]. Unter Beachtung des geringen
Tropfenvolumens 10 mol/L stellt sich die Frage, inwieweit der Trocknungsprozess eventuell
gebildete Kristallite beeinflusst. Das Interesse wird motiviert durch die Beobachtung von Coffein-
Kristallen nach Entspannung Uberkritischer Flissigkeiten [228] und die erstaunliche Tatsache, dass
die Kristallstruktur fiir die Tief- und Hoch-Temperaturphase erst vor kurzem geklért werden konnte
[223, 229]. Wahrend die physikalischen Aspekte der Ringbildung ziemlich klar erscheinen [226,
230-233], wurde die chemische Beeinflussung und deren kristallographische Folgerung bis jetzt

nicht untersucht.

Im System der klassischen Nukleationstheorie (CNT, engl. classical nucleation theory) wird
die Kristallisation als zweistufiger Prozess betrachtet, bestehend aus der Bildung eines Keims
(Nukleation, s. Abschnitt 2.4) und des folgenden Kristallwachstums [234]. Coffein (CgH1gN4O,,
Abb. 46) scheint ein vielversprechender Ausgangspunkt zur Untersuchung des Kristallisationspro-
zesses, um die Bildung gewinschter Polymorphe zu verstehen. Die dynamisch ungeordnete
Hochtemperaturphase a-Coffein (1) kristallisiert in der trigonalen Raumgruppe R3c, wohingegen
die Raumtemperaturphase B-Coffein (II) in der monoklinen Raumgruppe Cc mit funf kristal-
lographisch unabhéngigen Molekiilen in einer asymmetrischen Elementarzelle und langer a-Achse
kristallisiert (Abb. 43). Kristallisiert Coffein aus wéssriger Ldsung, entsteht ein Monohydrat,
dessen Kristallstruktur erstmals von Sutor im Jahr 1958 verdffentlich wurde [235]. Das Monohyd-
rat neigt dazu Wasser zu verlieren und wandelt sich bei Raumtemperatur quantitativ in die
(kristall)wasserfreie p-Modifikation um [236, 237]. Diese Modifikation unterzieht sich bei
Temperaturen Uber 150°C einer Phasenmodifikation und fiihrt zu dem a-Polymorph [229].

Abgekiihlt auf Raumtemperatur ist die a-Modifikation metastabil.

Coffein (p. a., Fluka, Buchs, Schweiz) wurde ohne weitere Reinigung benutzt und zeigt in der
Rontgenbeugung (Bruker AXS, D5000, Cu-K,, Strahlung) allein das B-Polymorph. 11 mg Coffein
wurden in 8 mL deionisiertem H,O gel6st. Ein Tropfen der Coffein-Lésung mit der Konzentration
7 x 10® mol/L und einem Volumen von 4 pL wurde bei Raumtemperatur (298 + 1) K auf ein
Substrat platziert oder direkt in den akustischen Levitator injiziert (siehe 3.1). Als zu untersuchende
Substrate fiir Kontaktoberfladchen wurden Materialien wie Glas (Th. Geyer, Berlin) und Polyester-
film (Carl-Roth GmbH, Karlsruhe) verwendet. Im Gegensatz zu 2D-Experimenten auf festen
Oberflachen, wo Oberflachenrauigkeit und Konzentrationsgradienten relevant sind, sorgt der
akustische Levitator fur eine gute Durchmischung. Auch nach Verdunstung des Ldsungsmittels
verblieb die Probe stabil im akustischen Levitator. Die Schwankung des Schwerpunktes um
weniger als 20 um, erlaubt mehr als eine Stunde Datenaufnahme mit WAXS. Dazu wurde wieder
der experimentelle Aufbau am BESSY (Abb. 36) mit der Wellenldnge 1,00257 A, dem Strahl-

79



4. Einsatz der Ultraschallfalle in der Analytik

durchmesser 20 um und einem Photonenfluss von 1 x 10°s™ pro 100 mA Ringstrom verwendet.
Der trockene Rickstand konnte direkt aus der Falle fir weitere Analysen (REM) ,gefischt”

werden.

Alle Eintrocknungsexperimente auf Oberflachen fuhrten zu ringférmigen Rickstdnden, welche
durch den Kaffeeringeffekt erklart werden [226]. Um der Verdunstung visuell zu folgen, wurde
eine gefarbte Polystyroloberflache aufgrund des hohen Kontrastes im Lichtmikroskop gewahit.
Hier bilden sich sitzende Tropfen mit einem anfanglichen Kontaktwinkel von (98 + 2)° fiir Wasser
und (88 + 1)° fir die Coffeinldsung. Die Oberflache kann, aufgrund mehrfacher AFM Messungen
einer Flache von 100 um x 100 um sowie 40 um x 40 um, mit dem quadratischen Mittel fur die
Rauigkeit Ry =(3,5%1,5) um beschrieben werden. Eine typische Verdunstungsserie des
Coffeintropfens (Abb. 44) wurde mit einem Lichtmikroskop (DM-143, Motic, Inc.) mit zehnfacher

VergréfRerung und Videokamerasystem (PAL, Motic Images Plus 2.0) aufgenommen.

I.[Q\ ! 'H% ‘.

Abb. 44 Sitzender Coffeintropfen auf einer Polystyroloberflache als Funktion der Zeit.

2 mm

Beginnend mit der Konzentration von 7 x 102 mol/L dauert die Verdunstung des sitzenden
Tropfens ungeféhr 2 h unter Raumbedingungen (T =300 K, 60 % Luftfeuchtigkeit), wobei die
Bildung fester Ruckstande in typischerweise 10 min abgeschlossen ist. Durch die Verdunstung des
Tropfens verringert sich der Umfang (Kontaktlinie) kontinuierlich. Diese wird fiir einige Sekunden
punktuell fixiert (an einem sog. Pinning Point), reist dann aber wieder ab und zieht sich weiter
zusammen. Waéhrend dieses Prozesses bilden sich Phasengrenzen minimaler Oberflache aus,
sogenannte Minimalflachen [238]. Die hauptsachliche Verdunstung des Lo&sungsmittels erhoht
kontinuierlich die Konzentration von Coffein, bis sich pl6tzlich Nadeln radial von einem Punkt der
Kontaktlinie (Punktlinie in Abb. 45a) nach auRen bilden. Ist die Kontaktlinie einmal fixiert (a),
lagert sich Material entlang der Grenze an (b) und unabhéngige Formen spriefen (c-e) und
passieren dabei sogar die anfangliche Kontaktlinie. Dieser Prozess dauert an, bis der Nachschub an
Material unterbrochen wird (f) und kristalline Biindel von Nadeln auf der Oberflache zuriickblei-

ben, die einen Sektor bis zu 90° bedecken.

a)02:02:24 .+ b)02:07:00 » <¢)02:07:54 ,» d)02:08:50 , e)02:09:40
o 7

/
£

I .r_ r _F_ ., R
Abb. 45 Lichtmikroskopische Detail-Aufnahmen mitte links des Bildes in Abb. 44.
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Kleine Tropfen hinterlassen winzige Riickstdnde mit Durchmessern von (400 £ 50) um und einer
typischen Masse von 145 x 10 g. Ein einzelner Tropfen auf transparentem Polyesterfilm reduziert
seinen Kontaktwinkel fir Wasser von (94 + 1)° auf (87 £ 4)° fur Coffeinlésung, aufgrund der
schwach oberflachenaktiven Wirkung von Coffein (Tensid). Die Oberflachengestalt kann
beschrieben werden mit R =4,6 um. Der Polyesterfilm wurde aufgrund seines geringen
Streuhintergrundes und geringer Absorption im Réntgenbereich gewéhlt. Nach der Tropfenver-
dunstung verbleiben auf der Oberflache kleine Ablagerungen mit unregelméRigen Grenzlinien. Die
Analyse zeigt deutlich beide Coffein-Modifikationen in rdumlich separierten Regionen. Wie in
Abb. 46 gezeigt, kénnen die Phasen von Coffein leicht anhand der intensivsten Reflexe bei
q=8,5nm" und 19 nm? unterschieden werden. So zeigt das Diffraktogramm der a-Phase (HT)
einen scharfen Reflex bei q=18,8 nm™, wahrend die p-Phase (RT) durch zwei Reflexe bei
q=18,6 nm* und 19,0 nm* markiert ist (Einsatz in Abb. 46). Deltafunktionen zeigen die
theoretischen Reflexe der Datenbank (CSD [239]) zum Vergleich.

180 r
4 180
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100 *] B/b\ﬁ O ] i
80—- : Al},\ ,B oc[}? 1
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Intensitat | [rel. Einh.]

Streuvektor g [nm™]
Abb. 46 Schema von Coffein (1,3,7-trimethylpurine-2,6-dione, CgH1oN4O,) und Diffraktogramme
zweier Regionen sowie theoretische Daten (gestrichelt) der a-Phase (grau) und g-Phase

(schwarz).
Unter Berucksichtigung der geringen Enthalpie fur den Phasenubergang der Coffein-Polymorphe
von 4,1 kJ/mol bei 420 K [240, 241], kénnen beide Modifikationen im Kkristallinen Ruckstand
erwartet werden. Die rdumliche Auflésung der Detektion von einigen Mikrometern ist vergleichbar
mit der Rauigkeit der verwendeten Oberflache. Diese Rauigkeit ermdglicht, durch die Bildung
abgegrenzter Volumen, die Entstehung beider Phasen, denn jedes Abteil besitzt verschiedene
Konditionen, welche letztendlich die Kristallisation einer der beiden Phasen bedingen. Das
beschriebene Experiment wurde auf einer Glasoberflache wiederholt, die eine homogenere und
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besser definierte Oberflachenrauigkeit von R, =5 nm besitzt. Der Kontaktwinkel vergroRert sich
dabei von (45 + 3)° fur Wasser auf (59 +4)° fir die Coffeinldsung, was im Gegensatz zur
Verkleinerung des Kontaktwinkels zur Polyesteroberflache steht. Vom festen Probenriickstand
wurden verschiedene Regionen aufgrund deren Morphologie ausgewahlt und in die folgenden vier
Kategorien eingeteilt: radial ausgerichtete Nadeln auferhalb des Ringes (A), Ursprung der
Nadelbiindel auf dem Ring (B), eine einzelne Nadel (C) und eine homogene Fléche (D) im Inneren
des Rings (Abb. 47). Zur Analyse trifft der Rontgenstrahl nach dem Durchstrahlen des Glassubstra-
tes auf die Rucksténde.
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Abb. 47 Coffein auf einem Glasplattchen (links unten) mit ausgewéhlten Regionen (A-D, rechts)
und das indizierte Diffraktogramm der Region C sowie Reflexe der a-Modification (ext-
rahiert aus Ref. [229]).

Die Streukurve im Inneren des Rings D zeigt keine Beugungs-Reflexe und legt eine amorphe

Struktur nahe. Die gut definierten Streukurven aller Regionen belegen den kristallinen Charakter

der Rickstdnde und sind fur die Regionen A, B und C eindeutig der a-Phase von Coffein

zuzuordnen, wie exemplarisch firr das Diffraktogramm der Region C in Abb. 47 gezeigt.

Die bevorzugte Orientierung des Kristallwachstums ist aufgrund ausgerichteter Kristallite im
Mikroskopbild (Abb. 47) zu vermuten und wird durch die Morphologie im REM (Abb. 49 vide
infra) gestlitzt, was feine Nadeln in einem Winkelbereich von ca. 60° zeigt. Das 2D-Streubild zeigt

entsprechende Reflexe, welche in zwei senkrecht zueinander liegenden Winkelbereichen

82 BAM-Dissertationsreihe



4. Einsatz der Ultraschallfalle in der Analytik

angeordnet sind. Die Verteilung der Bragg-Reflexe auf diese Bereiche erlaubt eine Definition der
Lage der, sie verursachenden, Kristallite. So liegen im breiten Sektor von 30° beispielsweise der
012 -Reflex (q=18,9nm™) und im schmalen Sektor von 16° die Reflexe der 120, 222 und
Gitterebenen, welche zur Nadelrichtung ausgerichtet sind. Die Nadelachse der Coffeinkristalle ist
parallel zur kristallographischen c-Achse und liegt zusammen mit der b-Achse in der Ebene der
Glasoberflache, aufgrund der senkrechten Ausrichtung der 120 Ebene relativ zur Glasoberflache.
Unter Benutzung der Methode BFDH (Bravais Friedel Donnay Harker [242-244]) lassen sich
wahrscheinliche Kristalloberflachen einer Struktur voraussagen. Abb. 48 zeigt das Molekil
schematisch in einer ausgerichteten kristallinen Nadel aus Coffein.

Abb. 48 Schematisch Kristallstruktur, Elementarzelle und BFDH Morphologie von a-Coffein. Die
Glasoberflache liegt in der Ebene, aufgespannt durch die b- und c-Achse.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen geben tiefere Einblicke in die gebildeten Strukturen und
liefern Bilder mit einer 100-fachen Auflésung im Vergleich zur Lichtmikroskopie. REM-Bilder

markierter Positionen in Abb. 47 werden in Abb. 49 préasentiert.

Abb. 49 REM ausgerichteter Coin-NadeIn in markierfen Regionen (A, B und C). Die
VergroRerungen sind 370 (A), 2000 (B) und 1850 (C). Die dargestellten MaRstabe 50 um
(A), 10 um (B) und 10 pm (C).

Die vermuteten einzelnen Nadeln bestehen offensichtlich aus einem ganzen Biindel kleinerer
Nadeln und verfeinern somit das Bild der Tropfenverdunstung. Die aulRerhalb des Ringes liegende
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Region (A) wird durch eine Vielzahl ausgerichteter kleiner Nadeln charakterisiert, welche schnell
durch den kontinuierlichen Materialtransport aus dem Tropfeninneren gebildet werden. Kiirzere,
unregelmaRig angeordnete Nadeln fiillen die Region auf dem Ring (B). Die Nadel im Ringinneren
(C) besteht aus mehreren parallelen Nadeln, die ineinander Gbergehen und deren Ausrichtung
parallel zur Substratoberflaiche mit dem angenommenen Modell Ubereinstimmt (Abb. 48). Die
Durchmesser der Nadeln auBerhalb des Ringes (A) lassen sich auf 35 pm abschétzen. Die
kubischen Stabchen auf dem Ring (B) sind dagegen wesentlich kleiner und haben Durchmesser von
einigen hundert Nanometern bis zu 1 pm. Diese Strukturen sind einige Mikrometer lang und nicht
aneinander ausgerichtet, wie die Nadeln im Inneren (C), welche parallel geordnet bis zu 300 pm
lang sind.

AFM bildet Strukturenoberflachen ab und bestimmt die Durchmesser einzelner Nadeln als
Hohenprofil, beispielhaft entlang der markierten Pfeile (Abb. 50). Die Markierungen A, B und C
korrelieren wieder mit ausgewahlten Regionen fiir WAXS (Abb. 47) sowie REM (Abb. 49).

Hohe [um]

—{— Profil von A
Profil von B
—/\— Profil von C

Querschnitt [um]
Abb. 50 AFM verschiedener Regionen A (20x20) um?, B (20x20) pm? und C (40x40) pm?® und

deren Hohenprofil im Diagramm (jeder Zehnte Punkt als Symbol).
Die Relation der aus den AFM-Bildern bestimmten Durchmesser der Region A (9 um), B (4,5 um)
und C (19 pm) sind in guter Ubereinstimmung mit denen aus den REM-Bildern. Zusétzlich kann
die KristallitgréRe, gemittelt Gber das bestrahlte Volumen, aus den Streukurven der Réntgenbeu-
gung bestimmt werden (XRD, s. u.).

Um die offensichtlichen Einfliisse fester Oberflachen (Kontamination, Fixierung der Kontaktli-
nie und lonenaustauschprozesse) kategorisch auszuschlieRen, wurde die Kristallisation von Coffein
aus waéssriger Losung in situ im akustischen Levitator verfolgt. Dabei vermindert der levitierte
Tropfen innerhalb einer Stunde den Durchmesser von 1,7 mm auf 0,2 mm durch Verdunstung des
Wassers. Der anfangs transparente Tropfen endet in einem kleinen weiRBen Rickstand mit der
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berechneten (7 x 10 mol/L) zehnfachen Anfangskonzentration. Wéhrend dieser Transformation
wurden 45 Streukurven gesammelt, mit einer Belichtungszeit von 40 s. Am Experimentende wurde
die Belichtungszeit auf 120 s und 300 s erhéht, um ein besseres Signal-Rausch-Verhdltnis zu
erreichen. Zu Beginn der Levitation zeigen die Streukurven ausschlieBlich breite Streusignale,
typisch fur Wasser und keine Kristalle kdnnen flr die ersten zwei drittel der Diffraktogramme
detektiert werden (Abb. 51). Die ersten Reflexe kénnen der Ebene 120 und 210 der Hochtempe-
ratur-o-Modifikation von Coffein zugeordnet werden. Alle folgenden Streukurven zeigen das

komplette Diffraktogramm von a-Coffein.
160
140 —
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100
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Streuvektor g [nm™]
Abb. 51 Streukurven der Kristallisation von Coffein und REM am trockenen Riickstand.

Aufgenommene Debye-Scherrer-Ringe sind im Vergleich zu Messungen an Oberflachen sehr
kontinuierlich (Abb. 52), was sich aus der langen zeitlichen Mittelung Uber die Streusignale erklart.
Waéhrend dieser Zeit rotiert und wackelt der Tropfen um seine Gleichgewichtsposition mit einer
Unsicherheit von 20 um. Da so auch wenige Kristalle aus Coffein detektierbar sind, verbessert der
akustische Levitator die Qualitdt der Streubilder hin zu einem hdoheren Grad an Isotropie.
Erstaunlicherweise kann keine andere Phase wéhrend des Experiments detektiert werden und der
Kristallisationsprozess fiihrt zu einer Monophase. Im Vergleich zu den Messungen an Oberflachen,
verhindert offensichtlich die stdndige Diffusion und Durchmischung eine Kontinuierliche
Keimbildung. Somit bilden sich keine Kristalle addquater GrofRe fur XRD. Der Prozess der
Keimbildung wird unterdriickt, bis die Ubersattigung im Tropfen einen kritischen Wert (iberschrei-
tet und die Kiristallisation fir die komplette Probe schlagartig erfolgt. Ab diesem Punkt wird die

Bildung der metastabilen Phase a-Coffein energetisch bevorzugt.
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Levitierter Tropfen Glasoberflache
Abb. 52 Streubilder von Coffein in der Falle (links) und auf einer Glasoberflache (rechts) mit
Miller-Indices.

Die Auswertung der Reflexe erfolgte tber die integrale Breite als gleichwertige Alternative zur
Scherrer-Gleichung (vgl. 4.3.2). Die berechneten mittleren KristallitgroBen sind (41,2+1) nm (A),
(28,4+0,5) nm (B), (120£5) nm (C) und (46,2 + 1) nm fiir den akustischen Levitator. Die diversen
KristallitgroRen, bestimmt mit AFM, REM und XRD stimmen sowohl im Verhéltnis als auch
absolut untereinander Uiberein. Die KristallitgroRen auerhalb des Ringes (A) sind zwei- bis dreimal
kleiner als die der einzelnen Nadel im Inneren (C) aber immer noch deutlich groRer als die vom
Rand des Ringes (B).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse das vorausgesetzte Modell
der Kristallisation bekréftigen. Die Ergebnisse der visuellen Beobachtung werden sowohl durch
XRD, AFM als auch REM unterstiitzt und vervollstandigt. Oberflachen kénnen nicht nur die
kristalline Phase beeinflussen, sondern auch Vorzugsrichtungen des Kristallwachstums zur Folge
haben. Der Ubergang von einer anfangs 2D- zu einer 3D-Kristallisationsumgebung hilft die
mdglichen Einfliisse von Oberflachen klarzustellen. Akustische Levitation erlaubt somit eine
geometrisch ungehinderte Kristallisation in alle drei Raumrichtungen. Die Prozesse bei der
Aufkonzentration in der Falle sind entropiegesteuert und die Bildung von Solvaten konnte nicht
beobachtet werden. Eine mdgliche Erklérung ist die Ausbildung von Gleichgewichtskréften,
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welche zu schnellem Auf- und Abbau verschiedener Modifikation flihren, ohne einer Phase das
Erreichen einer kritischen Masse zu erlauben, die fiir eine Detektion mittels Réntgenbeugung
ausreicht. Entsprechend diesen Ergebnissen [176, 216, 245] verhindert die akustische Falle nicht
nur Effekte fester Oberflachen, sondern dient auch als Werkzeug um den Kristallisationsprozess zu
beeinflussen. So konnte in der Literatur der Einfluss der Scherspannung im akustisch levitierten
Tropfen sowohl auf die Morphologie als auch die KorngréRenverteilung nach Fallung von CaCO;
ex situ gezeigt werden. Hier wurden ausschlieBlich monophasische Produkte erzeugt und nur
dehydratisierte Modifikationen detektiert.

Diese Untersuchungen sind die ersten in situ Studien der Kristallisation kleiner Molekdle in
einem akustisch levitierten Tropfen mit Mikrofokus-Réntgenbeugung. Die Winkelauflésung ist
dabei wesentlich héher als bei EDXD und erlaubt auch die eindeutige Zuordnung komplizierterer
Phasen. So ist die deutliche Unterscheidung der Coffein-Modifikationen mdglich. Zur Analyse
noch groéRerer Strukturen, im Bereich einiger Nanometer, kann die Rontgenstreuung bei kleinsten

Streuvektoren ausgewertet werden, womit sich der néchste Abschnitt befasst.
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4.3.4  SAXS der Aggregation von Apoferritin und kolloidalem Gold

Der experimentelle Aufbau an der pSpot-Beamline erlaubt den einfachen Wechsel zwischen SAXS
und WAXS Messungen an derselben Probenumgebung (Abb. 36). Im Gegensatz zum WAXS, wo
die ProbengroRe scharfe Bragg-Reflexe verbreitern kann, ist ihr Einfluss bei SAXS zu vernachlas-
sigen. Auch kann die Energie spektral breiter verteilt sein, da keine scharfen Streusignale wie
Braggreflexe zu erwarten sind. Durch den Multilayer-Monochromator erreicht man héhere
Intensitaten, verliert aber die Maoglichkeit der gleichzeitigen Aufnahme gut aufgeldster WAXS-
Daten. SAXS liefert Informationen tber die Gréfe und Form von Nanopartikeln, welche leicht aus
den Streudaten extrahiert werden kénnen, wenn alle Partikel im Streuvolumen die gleiche Gréle,
Form und Dichte haben (Monodispersitat). Sind die Partikel heterogen (polydispers), erschwert
sich die Auswertung Uberlappender Streukurven (beispielsweise [246]). Zur Kalibrierung der
Beugungsexperimente wurde AgBeh (Silberbehenat, CH3(CH,),0COOAQ) als Standard verwendet
[247], dass gut bekannte, dquidistante (q = 1,08 nm™) Streusignale zeigt, wie Abb. 53 fir Energien
von 9, 12 und 15 keV zeigt. Nach der Beziehung in Abb. 21 ergeben sich aus den kleinsten
Streuvektoren (Pfeile) maximale d-Werte im realen Raum von 52, 33 und 24 nm. Die Kurven sind
nicht normiert und zeigen unter Beachtung eines kontinuierlichen Streuhintergrundes fir
q<0,4nm™ einen Verlauf mit g*. Die unterschiedlichen Intensitaten lassen sich durch Parameter
der Beamline erkléren, wie die Lage der Blenden und Spiegel. Die Bindungsenergien liegen bei den
Elementen von AgBeh deutlich unter 9 keV bzw. fir die K-Schale von Ag bei 25,5 keV, so dass fir
Energien von 9-15 keV keine anormale Streuung in der Nahe der Absorptionskante (ASAXS) zu

erwarten ist.

10*

9 keV 12 keV 15 keV

Intensitat / [rel. Einh.]
Ll

10 . ———— . .
0,1 1 4
Streuvektor g [nm™]

Abb. 53 Streubilder und gewonnene Streukurven von AgBeh bei verschiedenen Energien (9, 12
und 15 keV).
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Erganzend zur Beobachtung der Kristallisation kleiner Molekiile, soll geklart werden, ob auch die
Untersuchung nano-skalierter Objekte im akustischen Levitator moglich ist. Globulére Proteine
sind fiur diese Fragestellung aufgrund ihrer natiirlichen Monodispersitat sehr gut geeignet und
SAXS ist eine sensitive Methode zur Analyse von Proteinen in friilhen Aggregationsstadien [248].
Apoferritin (Apo- griech. ap6 ,.entfernt von“, ferri aus lat. ferrum ,,dreiwertiges Eisen®) ist ein
Protein (My = 450-475 kg/mol) vieler Lebewesen zur Speicherung von Eisen. Es ist aus 24
Peptiduntereinheiten, angeordnet in 432-Symmetrie, zusammengesetzt, welche durch nonkovalente
Wechselwirkungen miteinander verbunden sind und eine Hohlkugel bilden (Innenradius 4 nm,
Aulenradius 6 nm). Jede Untereinheit besteht aus 174 Aminoséuren in 4-helikalen Biindeln und
einer fiinften Helix, die im 60° Winkel zur Biindelachse steht. Das hohlférmige Apoferritin kann
zur Bildung von Ferritin bis zu 4500 Eisenatome als anorganischen Komplex (Eisen(l11)-hydroxid-
oxid mit Phosphatgruppen) aufnehmen [249]. Die Mobilisierung des Eisens erfordert seine
Reduktion zur zweiwertigen Stufe, Fe(ll), beispielsweise durch Vitamin C oder Ferrireduktase. Bei
neutralem pH-Wert tragt Apoferritin eine negative Nettoladung, wodurch sich die hervorragende
Wasserloslichkeit erklart [248]. Apoferritin (APO) der Pferdemilz (CAS 9013-31-4, Sigma-
Aldrich, Minchen) als wassrige Lésung wurde in 0,15 mol/L Natriumchlorid geldst. Nach der

Filterung (0,2 um) wurde das Salz dialysiert und durch destilliertes Wasser ersetzt.

Ein Tropfen Apoferritinlésung mit der Konzentration von 0,39 g/L und einem Volumen von
4,8 uL wurde direkt in den akustischen Levitator injiziert. Die einsetzende Verdunstung des
Loésungsmittels (Wasser) vermindert kontinuierlich das Tropfenvolumen und erhdht somit die
Konzentration von APO (Abb. 54). Die Konzentration steigt wahrend der 36 min Levitationszeit
von 40 g/L Apoferritin auf 1216 g/L und ergibt einen festen Riickstand (siehe REM in Abb. 54,
rechts). Die entsprechend berechnete Dichte von 1216 g/cm?® ist typisch fiir Proteine im festen
Aggregatzustand [250].
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0 500 1000 1500 2000

200 pm

Levitationszeit [s]

Abb. 54 Tropfenvolumen (Kreis) und entsprechende APO-Konzentration (Dreieck) als Funktion

der Levitationszeit. Nur jeder 100ste Punkt ist mit einem Symbol markiert. Rechts: fester
Ruckstand im REM.
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Parallel zur Volumenmessung wurden Streukurven mit einem Strahldurchmesser von 100 pum, der
Strahlenergie von 13,54 keV (Wellenlénge A = 0,09157 nm) und einer Bestrahlungszeit je Streubild
von 60 s aufgenommen. Abb. 55 zeigt ausgewdhlte Streukurven des kontinuierlich verdunstenden
Tropfens im Kleinwinkelbereich (0,24 nm™ < q<3nm™). Das Strukturbild des APO Molekiils

wurde auf der Basis des Eintrages 1IER der RCSB Proteindatenbank [251] mit MolMol [252]
erstellt.

10°
10°
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0,24 1

Streuvektor g [nm™]
Abb. 55 Serie von SAXS-Kurven der Apoferritinlésung im levitierten Tropfen.

Die aufgenommene Intensitat I1(q) ist als Produkt aus Formfaktor P(q) und Strukturfaktor S(q) zu
verstehen (Formel 30, siehe auch Schema in Abb. 21).

I(q) = P(q)x5(q) (30)
Aufgrund der Ubereinstimmung der ersten Streukurven (40 und 42 g/L, Abb.56), ist die
Konzentration gering genug, um den Strukturfaktor eins zu setzten. Somit ergibt sich der
Formfaktor direkt aus der Streukurve. Dieser experimentell bestimmte Formfaktor stimmt sehr gut
mit der simulierten Streukurve, basierend auf dem atomischen Modell aus 1IER, (iberein
(gepunktete Kurve in Abb. 56). Dieser wurde mit MuLTiBODY [148] aus mit den jeweiligen
Atomkoordinaten des Proteins aus dem Datenbankeintrag berechnet.
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Abb. 56 Formfaktoren der Apoferritinldsung im levitierten Tropfen und der Simulation.
Ergénzend zu dieser Simulation, kann die Streukurve eines einfachen geometrischen Modells fir
einen Vergleich berechnet werden. Der Formfaktor P(I) einer Hohlkugel ergibt sich in
geschlossener Form [253] mit dem Volumen V' = (4x/3)r” und der Dichte p zu

2
1 . rrsser — P i (qr; . =Dy ]
P('f’) — 3‘/W asser (pW asser pﬁchalﬁ )Jl (qT; ) + 3I/brhule (pér:)mle pW asser )Jl (q'f; ) (3 1)
VS‘rhale qrz qra

mit j, () = (sinz —rcosxz)/z” . Die beste Anpassung dieses Kern-Schale-Modells gelingt mit
IGOR [254] unter Benutzung der Algorithmen des NIST [255] und ergibt Werte von 3,7 nm und
6,1 nm fur den Innen- (r;) bzw. AuRenradius (r, ), dargestellt in Abb. 57 (gepunktete Linie) im

Vergleich zum experimentell bestimmten Formfaktor (Kreise fir 50 logarithmisch &quidistante
Punkte zur besseren Ubersicht). Die Annahme einer polydispersen Verteilung (5 %) verfeinert das
Modell weiter (kompakte Linie, Parameter in Tabelle 5).

Tabelle5  Parameter und Fehler der Anpassung mit dem polydispersen Kern-Schale-Model.

Variable Wert Standardabweichung
Skalierungsfaktor 1,14 2750, lpax = 7525 cm™
Kernradius [nm] 3,78 0,0062

Schalendicke [nm] 2,33 0,0098

Polydispersitéat [%] 5 0,2

SLD Kern [nm?] 1,02x10° 0,0657

SLD Schale [nm?] 2,32x10° 0,0164

SLD Lésungsmittel (A% 9,34x10™“ 0, fur Wasser gegeben
Untergrund (cm™) 1 0, da festgelegt
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Abb. 57 Experimenteller (Kreise) und berechnete Formfaktoren mit monodispersem (Punkte) und

polydispersem (Linie) Kern-Schale-Modell.
Gut sichtbar ist die gleiche Lage und Form aller Maxima. Auch stimmt der Streuvektor der Minima
weitestgehend Uberein. Jedoch ist ideale Monodispersitat und perfekte Kugelsymmetrie eine
notwendige Voraussetzung fiir eine Streukurve mit scharfen Minima, welche experimentell nicht
beobachtet wurde. Obgleich davon auszugehen ist, dass alle Proteine in der Probe die gleiche
Struktur besitzen und monodispers sind, unterscheidet sich die gemessene zur berechneten
Streukurve deutlich. Der Unterschied kann durch geringe Abweichungen der Elektronendichtever-
teilung des Proteins zum Schalenmodell erklart werden. Diese Annahme erscheint berechtigt, weil
APO aus 24 Untereinheiten besteht und keine ideale Hohlkugel bildet. Dem widerspricht allerdings
die berechnete Streukurve aus dem atomischen Modell (Abb. 56, gepunktete Linie). Fir eine
Erklarung missen ,,VVerschmierungseffekte* (Faltung) der vernachl&ssigbaren Apparaturparameter
betrachtet werden. So ergeben sich fiir Streuvektoren q<7nm™ eine Verbreitung dg der
Streukurve aufgrund der Energiebreite (AE = 0,12 keV) kleiner 0,01 nm™, der Strahldivergenz
(A26 = 1 mrad) kleiner 0,06 nm™, der StrahlgroRe (100 pum) kleiner 0,03 nm™ und der Probenaus-
dehnung (< 400 pm) kleiner dg < 0,01 nm™. Die Summe von 0,1 nm™? erklért, warum die ersten
Minima nicht so tief sind, aber aufgrund der logarithmischen Skala Kurvendetails bei groRRen
Streuvektoren gut aufgeldst werden. Eine Entfaltung mit den g-abhéngigen Einfllssen korrigiert die

gemessene Streukurve.

Der Strukturfaktor von APO bei jeder Konzentration kann nach Formel 30 berechnet werden,
durch die Division der zugehorigen Streukurve mit dem Formfaktor (Abb. 56). Flr geringste

Konzentration ergibt sich ein Strukturfaktor von eins, denn die rdumlichen Abstdnde zwischen den
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einzelnen Proteinen sind grofl genug, so dass sich keine Interaktionen auswirken. Fir hdhere
Konzentrationen oszilliert der Strukturfaktor um eins und konvergiert letztlich gegen eins fiir groRRe
Werte des Streuvektors g. Die Wechselwirkung kann nun direkt aus der Anpassung berechneter

Strukturfaktoren fir verschiedene Potentiale erfolgen.
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Abb. 58 Die Anderung des Strukturfaktors von APO mit zunehmender Konzentration.

Zusammenfassend wurde wahrend der Aggregation durch Konzentrationserhdhung in situ
Formfaktor und konzentrationsabhéngige Strukturfaktoren am selben, akustisch levitierten Tropfen
bestimmt. Die bestimmten Modellparameter stimmen mit Literaturwerten nicht nur sehr gut
iberein, sondern zeigen auch kleinere Unsicherheiten und die ermittelten Strukturfaktoren
erstrecken sich Uber einen groReren g-Bereich [248]. Das zeigt sich auch an einem vergleichbarem

Modell, dem Tabakmosaikvirus als weiteres Beispiel flr eine Hohlkugel.

Zur Ergénzung zu Proteinen wie APO als représentative, gut definierte, organische Nanoparti-
kel wurden groRere, anorganische Nanopartikel untersucht. Goldpartikel sind mit kleiner
Polydispersitdt in wassriger Ldsung dafir geeignet und Gegenstand aktueller Forschung,
beispielsweise fiir den Einsatz als Referenzmaterial in der analytischen Chemie. Goldnanopartikel
(Nanoparts™, Salt Lake City) wurden in einer fertig praparierten wassrigen Losung bezogen, die
nach Herstellerangaben 1,2 x 10** Nanopartikeln pro Milliliter enthalt. Die Stoffmengenkonzentra-
tion (Molaritét) der stabilisierten Nanopartikel, berechnet aus der Partikelanzahl pro Liter, dividiert
durch die Avogadro-Zahl, ist 0,2 x 10® mol/L. Die Losung zeigt ein Maximum im Absorptions-
spektrum bei A = 525 nm und eine optische Dichte von ungeféhr 0,5 fiir diese Wellenlénge. In
Abb. 59 ist die Streukurve und eine Photographie des levitierten Tropfens im akustischen Levitator
dargestellt. Die rote Tropfenfarbe ist gut bekannt und entsteht aufgrund von Plasmonresonanz auf
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der Oberflache der Goldnanopartikel, deren Wellenldnge nach Formel 32 direkt mit der Lage des

Absorptionsmaxima korreliert.

ne’ h
= hw = — 32
me, P T 32

E,=h

Die experimentelle Streukurve besitzt den typischen abfallenden Verlauf mit deutlichen
Oszillationen einer Kugel-Streuung und hat einen weiten Porod-Bereich flir grole g-Werte. Die
gepunktete Gerade in Abb. 59 zeigt die Skalierung der Streuintensitat bei groRen Streuvektoren
entsprechend dem Porod-Gesetz 1(q) ~q*, was den scharfen Dichtekontrast zwischen den
Goldnanopartikeln und der sie umgebenden Lésung beweist. An die Messkurve wurden
Streufunktionen monodisperser und polydisperser Kugeln angepasst (gestrichelte und kompakte
Linie in Abb. 59). Die Anpassung mit dem Modell polydisperser Kugeln (durchgezogene Linie)
gelingt ausgezeichnet und bestatigt nahezu perfekt monodisperse Kugeln mit einem mittleren
Radius von (15,9 +0,1) nm. Die Polydispersitat aufgrund der SAXS-Daten ist kleiner als 5% und
wahrscheinlich noch wesentlich geringer, kann aber aufgrund der Verschmierung durch die
Apparatefunktion nicht besser aufgeldst werden. Dieses Ergebnis Korreliert sehr gut mit den Daten
der dynamischen Lichtstreuung (DLS) und Transmissions-Elektronen Mikroskopie (TEM). Der
mittlere hydrodynamische Radius (DLS) wurde auf (18,4 +0,3) nm mit einem PDI von 0,05
bestimmt. Der mittlere Radius (TEM), angegeben vom Hersteller, betragt (15,2 + 0,7) nm mit einer

geringen Polydispersitat, ausgedriickt in einer GauBverteilung mit der Breite 6 < 0,23 nm (1,5 %).
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Abb. 59 Streukurve von kolloidalem Gold in waéssriger Losung (Kreise) und Anpassung
monodisperser (gestrichelte Linie) bzw. polydisperser (kompakte Linie) Kugeln. Das
Photo zeigt deutlich die rote Farbe der kolloidalen Goldlésung im Tropfen.
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Das Zetapotential wurde zu -30,8 mV, die Mobilitat zu -2,2 pmxcm/Vs und die Leitfahigkeit zu
0,98 mS/cm bestimmt, was auf eine sehr gute Stabilisierung der Nanopartikel hinweist. In der
folgenden Abb. 60 sind die Korrelationsfunktion und die GréRenverteilung uber einer logarithmi-
schen Skala dargestellt.
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Abb. 60 Typische TEM-Aufnahme sowie Korrelationsfunktion und GroRenverteilung der

Goldnanopartikel in der DLS.
Der z-Average von 36,7 nm, als mittlerer hydrodynamischer Durchmesser, gewichtet mit dem
Volumen, ist einige Nanometer groRer als der mikroskopisch ermittelte Durchmesser im TEM und
aus SAXS bestimmte Durchmesser von 31,8 nm. Das kann durch die verwendete organische
Schicht auf den Goldpartikeln erklart werden, welche keinen signifikanten Kontrast weder im TEM
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noch SAXS zeigt, wohl aber die Diffusionsgeschwindigkeit reduzieren und somit den hydrodyna-
mischen Radius der stabilisierten Nanopartikel vergroBern. Unter Verwendung des Durchmessers,
der bekannten Dichte von Gold (19320 kg/m®) und einer angenommen globularen Struktur, kann
die Konzentration zu 37,73 mg Gold pro Liter Losung berechnet werden. Die Messung der
mittleren Ldésungsdichte erfolgte mit dem Dichteschwinger DMA 5000 (Anton Paar) mit einer
Genauigkeit von 5x 107 g/L und ergibt einen Wert von 0,998897 g/L. Unter Annahme der Dichte
von Wasser bei 20°C zu 0,9982 g/L verbleibt der Anteil von Gold zu 37,97 mg/L. Die gute
Ubereinstimmung (99,3 %) der gemessenen mit der berechneten Dichte beweist erneut die
globulére Struktur der Goldnanopartikel.

Diesen Ergebnissen folgend, scheint die Analyse des Interaktionspotentials zwischen den
einzelnen Goldnanopartikeln mit dem Percus—Yevick—-Modell [256] md&glich. Im levitierten
Tropfen lasst sich dazu der Partikel-Partikel-Abstand der Goldteilchen aufgrund der Verdunstung
des Losungsmittels (Wasser) kontinuierlich verringern. Die aktuelle Konzentration bestimmt sich
in situ durch die Messung des Tropfenschattens im IR zur Volumenbestimmung und bekannter
Anfangskonzentration (siehe Abschnitt 4.1). Der typische Verlauf des ermittelten Tropfenvolumens
und der daraus berechneten Konzentration sind in Abb. 61, Oberflache und Exzentrizitéat in Abb. 62
dargestellt.
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Abb. 61 Verlauf des Tropfenvolumens und der daraus berechneten Konzentration des verdunsten-
den Tropfens.
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Abb. 62 Verlauf der Oberflache und Exzentrizitat des verdunstenden Tropfens.

Es bleibt zu kléaren, ob es sich bei dem kolloidalen Gold um Nanopartikel mit amorpher oder
kristalliner Struktur handelt. Zur Antwort kann die Grol3e der kristallinen Bereiche im Vergleich
zur PartikelgroRe ausgewertet werden. Dazu wurden simultan zur Tropfenverdunstung Streusignale
im Weitwinkelbereich aufgenommen (Abb. 63, oben). Diese zeigen zu Beginn das typische
Streusignal eines waéssrigen Tropfens, welches mit fortschreitender Levitationszeit stetig an
Intensitét verliert. Nach 20 min tauchen auf der Schulter der Streukurve deutliche, lokale Maxima
auf und die Konzentration des Goldtropfens lasst sich zu diesem Zeitpunkt auf 0,2 mg/L
bestimmen. Die Datenauswertung der WAXS von 25nm™<g<32nm? ergibt typische
Beugungssignale, welche Bragg-Reflexen von Gold entsprechen und mit denen anderer
Goldproben vergleichbar sind [257]. Diese Reflexe werden im weiteren Verlauf der Verdunstung
immer deutlicher und sind zusammen mit den indizierten Gold-Reflexen aus der Datenbank
(Abb. 63, unten) dargestellt. Aus der integralen Breite B;, der Reflexe kann unter minimalen
Annahmen der Wert flir die mittlere KristallitgréBe Dy bestimmt werden zu:

D, = 2m 10,9 nm . (33)

int
Unter Beachtung der vernachléassigbaren apparativen Verbreiterung in diesem Bereich und durch
Vergleichsmessung wesentlich gréRerer Kristallite von Korund ergibt sich eine KristallitgroRe
definitiv kleiner als der bestimmte Partikeldurchmesser. Somit kann der Goldnanopartikel nicht nur
aus einer einzigen kristallinen Doméne bestehen, was durch die Ergebnisse elektronenmikroskopi-
scher Aufnahmen mit atomarer Aufldésung noch gestiitzt wird [257]. Es handelt sich somit um

polykristalline Nanokristalle. Ein Nanopartikel besteht im Mittel aus etwa neun Kristalliten. Diese
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Abschétzung setzt voraus, dass die Packungsordnung der Goldatome im Kristallit nicht wesentlich
gestort ist.
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Abb. 63 Anderung der Streukurven als Funktion der Levitationszeit (oben) und Vergleich der

Beugungsreflexe mit Datenbankdaten von Gold (unten).
Eine detaillierte Dateninterpretation zu den Interaktionen von Proteinen und Nanopartikeln hoher
Konzentrationen ist das Thema zukinftiger Arbeiten. Das wird mit dem Vergleich des einfachen
Percus-Yevick-Modells (harte Kugeln) [258] beginnen und durch komplexere Interaktionspotentia-
le, wie das Yukawa-Potential [259] fortgesetzt werden. Dazu sind effektive Methoden zur
Berechnung des Inter-Partikel-Strukturfaktors in einfachen Flissigkeiten mit dem 2-Yukawa-
Potential vorhanden [260]. Zusétzliche Substanzen zur Untersuchung der Agglomeration kdnnten
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sowohl weitere Proteine (Amyloid, Lysozym, Albumin und Fibrinogen) als auch pharmazeutische
Mittel (Cyclosporine und all-trans-Retinoeséure) sein. Die Kristallisation von Proteinen, am
Beispiel von Lysozym und Thaumatin konnte nach tagelanger Levitation schon 1998 gezeigt
werden [261], die zeitaufgeloste Beobachtung bleibt aber ein ehrgeiziges Ziel. Im derzeitigen Stand
kann der Vorteil der hohen Datenqualitat des Aufbaus festgehalten werden. Das ist an kleinen
Signal-Rausch-Verhaltnissen Uber einen weiten Bereich des Streuvektors sichtbar, das eine
detailliertere Interpretation der Daten im Vergleich zu konventionellen festen Probenhaltern zul&sst
[262]. Das Studium der Interpartikelwechselwirkungen erfolgte ebenso kontinuierlich in nur einem
Experiment mit minimalem Einsatz an Probenmenge. Die Kombination von in situ Synchrotron-
SAXS/WAXS mit einem akustischen Levitator wurde erstmals zur Strukturanalyse verwendet
[245].

Neben der Analyse bestehender Goldnanopartikel liefert die Charakterisierung der Vorgange
bei ihrer Entstehung interessante Einblicke in den Wachstumsprozess. Zu diesem Zweck eignet
sich mit XRF nicht nur eine Elementspezifische Methode, sondern liefert XANES auch Informati-
onen (ber den Oxidationszustand. Die ersten Ergebnisse zur Kopplung mit dem akustischen
Levitator, werden im folgenden Abschnitt dargestellt.

4.3.5  XANES an der Synthese von Goldnanopartikeln

Die Rontgen-Nahkanten-Absorptions-Spektroskopie (NEXAFS oder XANES) erfasst unbesetzte
Elektronen-Zustande. Die Kopplung mit Rdntgenstreuung an akustisch levitierten Proben ist eine
interessante Herausforderung. Sie soll technisch durch die zeitgleiche Aufnahme von Réntgenfluo-
reszenz und Streuung sichergestellt werden, ohne dass sich beide Methoden z. B. durch unter-
schiedliche Bestrahlungsintervalle stéren. XANES wurde an der pSpot Beamline mit einem

Kristallmonochromator, fiir variable Strahlungsenergie, gemessen.

Mit einem Fluoreszenzdetektor (KETEK, Model AXAS) liel} sich in einem Abstand von ca.
30 mm ausreichend Signalintensitat aufnehmen (ca. 5 x 10° Impulse im Bereich E = 9,1-10,2 keV).
Der Winkel zum einfallenden Strahl wurde auf 90° optimiert, da bei kleineren Winkeln das
Streusignal zu groR8 war und keine Detektion auswertbarer Fluoreszenz erlaubte. Zur Justierung
erwies sich die gleiche Hohe des Fluoreszenzdetektors zur levitierten Probe als glinstig, um den
Detektor auf der Achse zum Tropfen, parallel zum optischen Tisch, zu verschieben. Die
Anregungsenergie wurde Uber die L-Kante von Gold (11,92 keV) gefahren. Das gelang durch
Anderung des Bragg-Winkels um 0,08°, das Energien von 11,85-11,95keV entspricht. Zur
Auswertung der aufgenommenen Rontgenfluoreszenz wurde Uber die L,;-Bande (9,713 keV, 3182
Impulse) und schwdchere L,,-Bande (9,628 keV, 192 Impulse) also Intensitaten fur 9-10,37 keV

integriert und das Verfahren fur 100 verschiedene Energien wiederholt. Wéhrend des so genannten
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Energie-Scans Uber die Kante verringert sich das Fluoreszenzsignal, bis es fast verschwindet. Es ist
deutlich sichtbar, dass keine anderen Signale, z. B. vom Platin, das dhnliche Energien zeigt,
aufgenommen wurden.

Ein wassriger Tropfen mit kolloidalen Goldnanopartikeln zeigt im akustischen Levitator ein
typisches XANES-Spektrum elementaren Goldes und das bekannte SAXS-Signal relativ
monodisperser Kugeln (Abb. 65). Das XANES-Spektrum der Goldsalzlésung (HAuUCl, x 3 H,0)
unterscheidet sich deutlich in der Lage der Absorptionskante und einem nah gelegenem Maximum.
Die SAXS-Kurve entspricht einer Konstante und beweist, dass keine Agglomerate vorhanden sind.
Durch die Zugabe von Vitamin C (CgHgOg, L(+)—Ascorbinséure, reinst, Merck H486374 403) und
PVA (Polyvinylacetat) zur Goldsalzldsung im Verhéltnis 5:2:5 wurde das Gold reduziert und bildet
Nanopartikel (Spezifikation [263]). Diese sind sofort in einer typischen Rotfarbung des Tropfens
als solche zu erkennen. Die SAXS-Kurve kann am besten durch das Modell polydisperser Kugeln
mit einem Radius (7 + 1) nm angepasst werden (PHS, Abb. 64). Das XANES-Spektrum ist deutlich
verschieden zu dem von Goldsalz, stimmt aber weitgehend mit dem elementaren Goldes Uberein
(Abb. 65).
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Abb. 64 SAXS Daten der Synthese von Goldnanopartikeln.
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Abb. 65 XANES Daten der Synthese von Goldnanopartikeln einer Goldfolie [264] im Vergleich.

Die Entstehung von Goldnanopartikeln in einem wassrigen Tropfen kann parallel mit XANES und
SAXS beobachtet werden. Die Anderung der Energie fiir XANES wihrend der Aufnahme von
Kleinwinkelstreudaten wirkt sich nur minimal auf das Streusignal aus und zeigt keine signifikanten
Anderungen in der Streukurve. Durch die Verdunstung des Losungsmittels erhdhte sich
kontinuierlich die Analytkonzentration im Tropfen, was zu einer groReren Fluoreszenzintensitat
fihrt. Geringe Integrationszeiten von 2s pro Scan minimieren Fehler durch Zunahme der
Analytkonzentration wéhrend des Energiescans. Fir eine ausreichende Z&hlrate wurde so oft wie
moglich die Kante abgefahren und die Spektren fir die Auswertung summiert. Fir eine zeitaufge-
loste Verfolgung dieser Synthese von Goldnanopartikeln im Sekundenbereich ist der Aufbau nicht
geeignet. Sehr wohl scheint die in situ Beobachtung flr Experimente mit einer l&ngeren
Reaktionsdauer sehr gut moglich. Die Mdglichkeit der kontinuierlichen Lésungsmittelzugabe durch
Piezospritzen ist vorteilhaft. So kann der Verlust durch Verdunstung ausgeglichen werden, was

eine konstante Probenmenge im bestrahlten VVolumen erreicht.
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4.4 Konzentrationsabhingige Fluoreszenzspektroskopie

Analytische Methoden, basierend auf spektroskopischen Techniken, sind ausreichend sensitiv zur
Analyse Kleinster Probenmengen. Miniaturisierte Systeme (z. B. analytische Mikrochips) zeigen oft
optische Interferenz mit den Chipoberflachen und unspezifische Analytadsorption an den
Grenzflachen, welche die Zuverléssigkeit des Detektionssignals bestimmen [265]. Wie in Kapitel
1.2 beschrieben, werden durch akustische Levitation solche Nachteile umgangen und unerwiinschte
Hintergrundsignale, aufgrund gestreuter Anregungsstrahlung oder Autofluoreszenz vom

Probencontainer selbst, vermieden.

4.4.1  Optische Spektroskopie am Tropfen

Optische Spektroskopie eignet sich zur Kopplung mit der akustischen Falle und zur Untersuchung
kleiner levitierter Objekte. Dementsprechend basieren die meisten Studien, die akustische
Levitation in der analytischen Chemie verwenden, auf optischer Detektion. Neben UV/VIS
Spektralphotometrie [162, 266] und Ramanspektroskopie [170, 266, 267] ist Lumines-
zenzspektroskopie ein besonders geeignetes Werkzeug. Als fluoreszierende Reportermolekiile
dienen sowohl organische Farbstoffe wie Pyren [268], Fluorescein [60] und Rhodamin B [269] als
auch anorganische fluoreszierende Komposite [60, 270], wie Seltenerd-Emitter [271, 272] oder
nanokristalline Quantenpunkte (Quantendots, engl. quantum dots) [273]. Um das Potential der
Fluorimetrie mit Detektionslimits im Einzelmolekilbereich vollstdndig auszunutzen, werden
hauptséchlich Techniken der laserinduzierten Fluoreszenz benutzt [274]. Neben aulerordentlicher
Sensitivitat ist die laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie auch die Methode der Wahl, um
detaillierte Informationen tber morphologische und physikalische Parameter (z. B. Temperatur)

von levitierten Tropfen flussiger Proben wahrend der Analyse zu erhalten [271, 272, 275].

Als eine Eigenschaft levitierter fllissiger Proben erhdht die kontinuierliche Losungsmittelver-
dunstung die Analytkonzentration im Tropfen (siehe Abschnitt 4.1) und erlaubt das Studium
konzentrations- und damit abstandsabhé&ngiger Effekte, wie z. B. Energietransfer und Léschung der
Fluoreszenz. Das Interesse dieser Arbeit zur Anwendung von Fluoreszenzspektroskopie an
akustisch levitierten Tropfen liegt hauptséchlich im Studium konzentrationsabhangiger Phdnomene
an Proben, die Fluorophore enthalten. Dazu wurden Anderungen im Fluoreszenzverhalten
(Intensitdt und Bandenform) levitierter Losungen von Fluorescein und einem Kern-Schale
Nanokristall (CdSe-ZnS) untersucht.

Zur homogenen Beleuchtung des Tropfens dient ein durchstimmbarer Argon-lonen-Laser
(35LAP431-230, Melles Griot) mit konstanter Intensitat tber den Strahldurchmesser von ca. 5 mm.

Das Fluoreszenzsignal des deutlich kleineren levitierten Tropfens wird im rechten Winkel zum
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Anregungsstrahl detektiert. Das verwendete Spektrometer (QE65000, OceanOptics) ist eine
Kombination aus einem hochempfindlichen Flachendetektor (back-thinned, 1024 x 58 Pixel, je
24 x 24 pm) und einer kompakten optischen Bank, was hohe Empfindlichkeit (Quanteneffizienz bis
zu 90 %) und gute Auflésung (16 Bit) Uber einen Wellenldngenbereich von 200-1100 nm bietet.
Der gekuhlte Detektor (Peltierelement, 30°C unter Umgebungstemperatur) ermdglicht Integrations-
zeiten ab 7 ms bei einem Signal-Rauschverhéltnis von 1200:1. Die USB-Verbindung mit dem
Messrechner erlaubt die zeitgesteuerte Aufnahme von Raman- und Fluoreszenzspektren. Die
Ankopplung des Spektrometers ans Experiment erfolgt uber ein Glasfaserkabel mit spaltférmigem
Profil, das in einem runden Querschnitt endet. Auf diesen wird Uber eine Transmissionsoptik der
levitierte Tropfen abgebildet.

Die zunehmende Analytkonzentration im verdunstenden Tropfen wird zu jedem Zeitpunkt im
Experiment aus der kontinuierlichen Messung des Tropfenvolumens bestimmt (4.1). Aus der
Konzentration kann zur Untersuchung abstandsabhangiger Phanomene der mittlere Interpartikel-

Abstand dy, als d, =1/%N gendhert werden, wobei N die Anzahl der Partikel pro Volumenein-

heit ist. Der mathematischen Betrachtung fiir Punkte bekannter Verteilungsdichte von Hertz aus
dem Jahr 1908 folgend [276], ergibt sich ein mittlerer Abstand fast halber GroRe:

L
m gw

(34)

4.4.2  Fluoreszenz, organischen Farbstoffes in 1dsung

Fluorescein-Derivate gehdren aufgrund ihrer hohen molaren Absorptionskoeffizienten und
Fluoreszenz-Quantenausbeuten zu den am meist verwendeten traditionellen Fluoreszenzfarbstoffen.
Allerdings sind ihr Absorptions- und Fluoreszenzverhalten kritisch vom pH-Wert abhéngig [277]
und sie sind bekannt an Oberflachen zu adsorbieren, wahrscheinlich der Dimerisierung®
unterliegend [278]. Um den Einfluss der Probenhandhabungstechnik auf das konzentrationsabhén-
gige Emissionssignal eines organischen Farbstoffes zu studieren, missen alle potentiellen Nachteile
beachtet werden. Das pH-Problem kann mit kontrollierter basischer Umgebungsbedingung in
Natronlauge (z. B. 0,1 mol/L NaOH) umgangen werden, um das Fluorescein im monomeren,
dianionischem Zustand zu halten, so dass Selbstaggregation in wassriger Lésung in submillimola-
ren Konzentrationen vermieden wird. Nachteile aufgrund fester Oberflachen werden durch die

Natur der kontaktlosen Probenpositionierung vermieden.

> Bildung von Dimeren, als Vereinigung von zwei gleichen Molekiilen zu einer gréleren Finheit.
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Abb. 66 Normierte Absorption und Fluoreszenz von Fluorescein bei 10° mol/L (oben) und
Fluoreszenzspektren als Funktion der Konzentration (unten).
Abb. 66 zeigt die spektroskopische Charakteristik verdinnter Fluorescein-Lésungen und den
dramatischen Effekt der Reabsorption auf das Fluoreszenzspektrum fiir erhéhte Farbstoffkonzentra-
tion in einer konventionellen 10-mm-Kdivette. Wahrend der Konzentrationserhéhung von 10° auf
10" mol/L &ndert sich die Form des Spektrums signifikant, wobei sich das Maximum um 13 nm zu
groeren Wellenlangen verschiebt und an Intensitat abnimmt. Die Fluoreszenzspektren (Abb. 66,
unten) wurden bei 550 nm normiert, wo die Emission nicht von Reabsorption gestort wird, weil

Fluorescein bei Wellenldngen gréfer 540 nm nicht absorbiert (Abb. 66, oben). Die Anregung
erfolgte mit einer Wellenlange von 488 nm.
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Abb. 67 Fluoreszenzspektren fur Fluorescein als Funktion der Konzentration im akustischen
Levitator (oben). Lage des Emissionsmaximums als Funktion der Farbstoffkonzentration
(unten) in 10 mm-Kuvette (Quadrate) und levitiertem Tropfen (Kreise). Einsatz: Tropfen
unter Bestrahlung mit blauem Laser.

Abb. 67 vergleicht die Ergebnisse konzentrationsabhéngiger Messungen in einer Kiivette mit denen

im levitierten Tropfen. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei gleicher Wellenléange wie in der

Kiivette (A =488 nm), wobei der Primarstrahl hauptséchlich am Aquator nahe der Oberflache

gestreut wird. Wahrend Reabsorptionseffekte (3.8) fir Konzentrationen gréRer 10 mol/L in

Kivette zu einer deutlichen Verschiebung des Emissionsmaximums fiihren, kann keine Wellenlan-

genverschiebung im levitierten Tropfen fiir erhdhte Farbstoffkonzentrationen bis zu 10 mol/L
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erkannt werden. Somit sind Messungen solch hoher Farbstoffkonzentrationen unbeeinflusst vom
Inner-Filter Effekt, wenn akustische Levitatoren als Probenhalter benutzt werden.

4.4.3  Fluoresgenz nanokristalliner Quantendots in 1.osung

Quantendots gewinnen stark an Bedeutung in bildgebenden Anwendungen, welche fur Marker
signifikant grofRer als Molekille geeignet sind [279]. Halbleiter-Nanokristalle sind nahezu
kugelférmig mit einem Durchmesser von 2-10 nm. Sie bestehen typischerweise aus einem
lumineszierenden Kern mit kleiner Bandlucke, einer Schutzhulle weniger Molekillagen mit groRer
Bandlucke und organischen Liganden auf der Oberflache, welche die Loslichkeit der Partikel
gewadbhrleistet. Generell zeigen Nanokristalle ein breites Absorptionsspektrum und ein schmales,
symmetrisches, praktisch Gauss-formiges Emissionsspektrum. Die spektrale Position der Emission
und die kleinste Wellenldnge der Absorptionsbande kann Uber die (préparationskontrollierte)
PartikelgroRRe eingestellt werden. Fir steigende Partikeldurchmesser verschieben sich Fluoreszenz-
und Absorptionsbande zu groReren Wellenldngen. Die Breite des Emissionsspektrums ist von der
Breite der TeilchengréRenverteilung abhéngig (Abb. 69). Die Absorption nimmt von 450-640 nm
auf ein Tausendstel des Maximalwertes ab und die schmalbandige Fluoreszenz liegt im Wellenlan-

genbereich zwischen 550-650 nm, mit dem Maximum bei 590 nm. Detaillierte Beschreibungen
von Halbleiter-Nanokristallen finden sich in der Literatur [280-282].

20 ——F—F———F——T—— T
1 ™ Quantendot \ 1
= 150+ % Absorption -
c T ) T
i 1 b 1
e ] ]
— 100 Y Fy ]
= - k _
c 1 1 1
2 . H _
c ) L |
= %0 ] 4 1=0 (I ~ 1,/1000) i
. b @ 640 nm .
- Fluoreszenz Y .
0 = e
450 500 550 600 650 700

T
750 800
Wellenlange A [nm]

Abb. 68 Normierte Spektren von CdSe/ZnS Nanokristallen in Losung und schematischer Aufbau
stabilisierter Nanokristalle

Konzentrationsabhdngige Untersuchungen der Lumineszenz eines Ensembles von Quantendots
konnen Informationen Uber abstandsabhéngige photophysikalische Interaktionen wie Energietrans-

fer liefern, wenn sich Partikel in einem verkleinernden Volumen einander annahern. In einer
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Kivette kénnen fur Konzentrationen groRer 10° mol/L Reabsorptionseffekte die Ergebnisse
beeinflussen, &hnlich wie schon fur einen organischen Farbstoff gezeigt wurde. AuRerdem kann die
Adsorption der Nanopartikel an der Kivettenwand die Messung verkomplizieren. Schichtuntersu-
chungen an dinnen Filmen vermeiden zwar den Inner-Filtereffekt, beeinflussen die Messungen
aber ebenfalls durch Streuung und Interferenz an der Substratoberflache. Als kontaktloser
Probenhalter, scheint der akustische Levitator besser geeignet.
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Abb. 69 Fluoreszenzspektren der Quantendots in Chloroform wéhrend der Levitation (Anregung

mit A = 436 nm) sowie Intensitat (Dreieck) und Lage (Quadrat) des Emissionsmaximums.
Die untersuchten CdSe-ZnS Nanokristalle sind mit einer Mischung organischer Liganden aus Tri-
n-octylphosphinoxid (TOPOQO), Tri-n-octylphosphin (TOP) und Hexadecylamin (HDA) bedeckt
[283]. Abb. 69 zeigt das Absorptions- und Emissionsspektrum in Chloroform (CHCIs). Die
Messungen wurden in einer Umgebungstemperatur von 298 K bei einer mittleren Luftfeuchtigkeit
von 50 % durchgefuhrt und die verwendeten Partikel zeigen eine Fluoreszenz-Quantenausbeute
von ungefahr 20 %. Ein 5 uL-Tropfen (Partikelkonzentration von 3,8 x 10”7 mol/L) wurde direkt
mit einer Mikropipette in einen Schallknoten injiziert. Die Anregung erfolgte wéhrend der
Levitation bei A =436 nm mit einem Argon-lonen-Laser. Fluoreszenzspektren wurden kontinuier-
lich im Abstand von 5-10 s aufgenommen (Abb. 69). Wéhrend der Verdunstung verschiebt sich
das Maximum zu groReren Wellenldngen, wéhrend die Emissionsintensitat abnimmt (Abb. 69,
Einsatz). Letzteres kann mit einer generellen Selbstléschung erklart werden. Der zugrunde liegende
Mechanismus wird durch resonanten Energie Transfer (FRET, engl. Forster o. Fluorescence
Resonance Energy Transfer) zwischen Partikeln verschiedener GroRe beschrieben. Unter der
Voraussetzung eines spektralen Uberlappungsbereiches zwischen Emission des Donors und
Absorption des Akzeptors kdnnen Partikel Anregungsenergie durch FRET Uber Absténde kleiner

ca. 10 nm austauschen [158]. Wie erwdhnt besteht ein Ensemble von Partikeln, so dass Energie-
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transfer hauptsachlich von kleineren, kurzwellig emittierenden Partikeln zu gréReren, langwellig
absorbierenden Partikeln erfolgt. Diese groReren Partikel strahlen wieder einen Teil der transferier-
ten Anregungsenergie als Fluoreszenz ab, wahrend sich die Emission kleinerer Partikel vermindert.

Als Summe resultiert eine Verschiebung der Emission zu langeren Wellenlangen.

Abb. 69 zeigt den spektralen Uberlappungsbereich von Absorption und Emission. Das daraus
berechnete Uberlappungsintegral betragt 9,3x10™ mol L'cm™nm* (Formel siehe [158]) und ist
mehr als das Zehnfache des Wertes Ublicher organischer Farbstoff-Donor-Akzeptor-Paare. So ist
das Uberlappungsintegral 4,9x10* mol L*cm™nm?* firr das haufig verwendete FITC-TRITC-Paar
(Fluoresceinisothiocyanat-Tetramethylrhodaminisothiocyanat) [284]. Die Ursache des gewiinscht
groRen Uberlappungsintegrals ist der hohe Extinktionskoeffizient der CdSe-Partikel wvon
5x10* cm™mol L beim ersten exitonischen Maximum (A= 570 nm) [285]. Es ergibt sich ein
Forster-Radius von ca. 6 nm (Formel siehe [158]), was gut mit dem abgeschétztem Interpartikelab-
stand fur hohe Probenkonzentrationen (< 10 nm) Ubereinstimmt. Eine &hnliche Verschiebung des
Emissionsmaximums zu gréReren Wellenlangen aufgrund des Energietransfers wurde von anderen
Gruppen fir diinne Schichten von Nanokristallen unterschiedlicher GroRe gezeigt [286-288].

Zusammenfassend zeigt akustisch levitierte Fluoresceinldsung eine typische Fluoreszenz bis zu
einer Konzentration von 10 mol/L ohne den stérenden Einfluss von Reabsorption. Nanokristalline
Quantendots zeigen typische Fluoreszenz und kdnnen in der Falle konzentrationsabhéngig studiert
werden. Durch schrumpfenden mittleren Interpartikelabstand andert sich das Emissionsspektrum,
was durch Energietransfer erklart wird. Im Gegensatz zu &hnlichen Experimenten, welche auf
diinnen Probenschichten basieren [289], werden mdgliche Einfliisse auf die Messung durch
Wechselwirkungen mit dem Probentrager ausgeschlossen und die Konzentration (iber 5 Grofien-
ordnungen kontinuierlich erhéht. Somit eignet sich die Probenlevitation fir Fluoreszenzmessungen
unter Ausschluss von Adsorptionseffekten und lokaler Konzentrationsiiberh6hung an den
Kivettenwanden sowie zum Studium konzentrationsabhangiger Prozesse in der Fluoreszenzspekt-
roskopie. Aufgrund des kleinen Probenvolumens sind Fluoreszenzmessungen auch fiir hohe
Farbstoffkonzentrationen ohne die Limitierung durch den Inner-Filtereffekt mdglich, der in
konventionellen Messungen in Kivetten solche Experimente behindert. Akustische Levitation
fliissiger Proben bietet einen experimentell einfachen Weg zum Studium abstandsabhangiger
Effekte. CdSe/ZnS-Quantendots sind Gegenstand aktueller Forschung, so widersprechen
beispielsweise experimentelle Ergebnisse der kontinuierlichen Verteilung der Emissionszustande
der allgemeinen Theorie [290]. Interessant ist der Energietransfer zwischen Nanokristallen
unterschiedlicher GrélRen-Gruppen, die Interaktion zwischen Fluorophoren und metallischen

Nanopartikeln sowie die Agglomeration von Fluorophoren in kolloidalen Umgebungen.
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4.5 Kiivettenlose Ramanspektroskopie

Ramanspektroskopie ist die Untersuchung von Molekilschwingungen durch unelastische Streuung
von Licht. In der Literatur wurde mittels Ramanspektroskopie die Kristallisation von Tris-
(Hydroxymethyl)-Aminomethan und L-Cystein verfolgt [266]. Esen et al. konnten ein tberh6htes
Ramansignal von 50 % fiir nicht-sphérische im Vergleich zu sphdrischen Tropfen berechnen und
messen [291]. Wood et al. nahmen Ramanspektren an lebenden Algenzellen im levitierten Tropfen
auf, mussten dabei allerdings Wasser hinzugegeben um dessen Verdunstung wahrend der Messzeit
von 150 s auszugleichen [292]. Diese Einschrankung liee sich durch die Verwendung nichtfliich-
tiger Substanzen wie ionische Raumtemperaturflussigkeiten (engl. room temperature ionic liquid,
RTIL) umgehen [293]. Puskar et al. zeigten erstmals Ramanspektren von tierischen Zellen im
levitierten Tropfen mit einer Belichtungsdauer von 30 s [267]. Hier werden Ramanspektren hdufig
verwendeter flissiger Proben im akustischen Levitator und alternativ in einer typischen Kiivette

bestimmt und verglichen.

Den experimentellen Aufbau zeigt Abb. 70. Das Licht eines He-Ne-Lasers® (25 LHP 928-230,
Melles Griot, 4 =633 nm, Ausgangsleistung 35 mW) wurde mit einer Linse®@ auf die schwebende
Probe® im akustischen Levitator@ fokussiert (g = 50 um). Zurlick gestreutes Licht wurde Uber
einen Hohlspiegel® im Verhdltnis 1:6 auf den Eintrittspalt® eines neuartigen Echelle-
Spektrometer (Entwicklung ISAS) abgebildet und nach einem Notchfilter spektral mit einer
Belichtungszeit von 1 s aufgenommen. Dabei werden Ramanbanden beobachtet, die gegen die des
eingestrahlten Laserlichts verschoben sind (Ramanverschiebung siehe Kapitel 2.2). Sie entsprechen

den flir das Material charakteristischen Phononenenergien und erlauben Riickschlisse auf die

Probensubstanz.

-
Abb. 70 Levitierte Polysterolkugel @ (rot) unter Bestrahlung eines He-Ne-Lasers @.

Erste Spektren levitierter Losungsmittel (Toluol und Ethylbenzol) wurden am levitierten Tropfen

mit einem Volumen von ca. 5 pL aufgenommen und mit Messungen auferhalb der Falle in einer
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Standardkivette verglichen. Toluol (Methylbenzol, HsCg-CHa) ist ein wichtiger Kohlenwasserstoff
aus der Reihe der aromatischen Verbindungen. Die farblose Flissigkeit mit einem Siedepunkt von
111°C dient als Lo6sungsmittel, zur Treibstoffbeimischung sowie zur Herstellung anderer
Alkylaromaten. Ethylbenzol (HsCg-C,Hs) ist eine farblose Flussigkeit mit einem Siedepunkt von
136°C und wird industriell hauptsachlich zur Herstellung von Styrol benutzt. Reprasentative
Spektren sind nach Normierung (starkstes Signal auf 1000) in Abb. 71 fiir Toluol (oben) und fir
Ethylbenzol (unten) dargestellt, wobei jeweils der Einsatz die VergréRerung des Spektrums von
2800-3500 cm™ zeigt.
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Abb. 71 Ramanspektren, aufgenommen in der Falle (durchgezogen) und in einer Standardkiivette
(gepunktet) fur Toluol (oebn) und Ethylbenzol (unten).

110 BAM-Dissertationsreihe



4. Einsatz der Ultraschallfalle in der Analytik

Die Spektren zeigen scharfe Banden und unterscheiden sich fiir die beiden Lésungsmittel sowohl in
deren Intensitdt, als auch spektraler Lage. Qualitative Unterschiede zwischen Messungen im
levitiertem Tropfen und einer Standardkiivette sind nicht auszumachen. Durch den Vergleich der
Spektren mit Literaturwerten wurden markante Banden fiir Ethylbenzol [294] und Toluol [295,
296] indiziert. Die gute Ubereinstimmung belegt die Eignung des Aufbaus fiir die Untersuchung
schwebender Proben mittels Ramanspektroskopie. Trotz stark lichtbrechender Eigenschaft der

Proben, zeigen sich keine Probleme fiir die Datenaufnahme.

Interessant ist die Mdoglichkeit des experimentellen Aufbaus, aufgrund des weiten Wellenlan-
genbereichs zeitgleich Stokes- und Anti-Stokes-Raman-Spektren aufzunehmen (z. B. theoretisch
zur Temperaturbestimmung). Der Aufbau zeichnet sich durch hohe Auflésung der Intensitat, bei
gleichzeitig groRem Wellenlangenbereich und kleiner Messdauer aus. Zudem ist der Messabstand
(ca. 20 cm) ideal zur einfachen Handhabung der Falle (Abb. 70). So ist die Kopplung weiterer
Analysemethoden oder Techniken zur Probenpréparation (wie Piezospritzen) uber einen weiten
Raumwinkelbereich problemlos mdglich. Untersuchungen ausgewahlter Proben, z.B. zum

Quellverhalten von Pollen, sollen folgen.

4.6 Intensivierte Polymerisation von Styrol

Die Verfolgung der Polymerisation von Acrylsdure mittels Ramanspektroskopie wurde 2007
veroffentlicht [304]. Im akustischen Levitator aufgegebene Polymere wurden in situ detektiert, aber
nicht im akustischen Levitator polymerisiert [305]. Dabei lasst sich die akustische Levitation zur
wandfreien, radikalischen Polymerisation unter den speziellen Bedingungen in der Ultraschallfalle
nutzen, wie folgendes Beispiel zeigt. Styrol (Styren, HsCs-CH=CHy) ist eine farblose Flussigkeit
mit einem Siedepunkt von 145°C und wird industriell hauptsachlich zur Herstellung von Polystyrol

(PS) sowie von Synthesekautschuk (SBR) und anderen Copolymerisaten (ABS, SAN) verwendet.

Zur Polymerisation wurde jeweils ein Tropfen mit 4 pL Styrol in der Falle levitiert, TFMS
(,,Superséaure™) in einen Stechheber gezogen und in das Gefall zurlickgefiihrt. Dabei entsteht aus
TFMS bei Kontakt an Luft das stabilere Monohydrat (Hydroniumtrifluormethylsulfonat), welches
als weiller dichter Rauch im Stechheber zuriickbleibt. Dieser Rauch wurde nun vorsichtig auf den
Tropfen geblasen. Eine sofortige weiR-milchige Farbung zeigt die einsetzende Reaktion. Nach
einigen Minuten und bei konstantem Volumen, wurde der Tropfen aus der Falle genommen und in

THF geldst, was zum sofortigen Stopp der Polymerisation flhrte.

Mit der GPC (Gel-Permeations-Chromatographie) wurden die injizierten Lésungen nach ihren
Molmassen aufgetrennt. Das Trennprinzip beruht auf der vom hydrodynamischen Volumen der

Molekiile abhangigen, unterschiedlich langen Verweilzeit in einer porésen Trennphase (Sdule). Das
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System wurde mit Polystyrol-Standards (PPS) kalibriert. Neben oligomeren Verbindungen mit
einem Polymerisationsgrad von bis zu 10 Einheiten sind bei der Polymerisation im Tropfen auch
héhermolekulare Polymere entstanden. Die molare Masse der Oligomeren betragt 300-2000 g/mol
und weist ausgepragte Maxima bei 300 g/mol und 1000 g/mol auf. Die hdhermolekularen
Verbindungen weisen ein Maximum der mittleren Molmasse von ca. 10000 g/mol auf. Eine
Abhéngigkeit von dem eingesetzten Volumen S&ure zur Menge des entstandenen Polymers war
nicht zu erkennen. Zusatzliche Untersuchungen mit MALDI-TOF Massenspektrometrie
(matrixunterstiitzte Laserdesorption/lonisation, engl. matrix-assisted laser desorption/ionization)
bestétigten die Bildung von Polystyrol. Es konnten Peaks bis zu einer Molmasse von 8000 g/mol
detektiert werden. Die Peakabstande betragen 104 g/mol und entsprechen der Masse von Styrol.
Die Berechnung der Endgruppen fuhrte durch Ruckrechnung der Wiederholeinheiten zu einer
Restmasse von 2 g/mol. Das entspricht zwei H-Endgruppen und bestétigt damit den durch TFMS

initiierte Mechanismus der Polymerisation.
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4.7 Beeinflussung durch die Ultraschallfalle

Ultraschall wird in der Medizin zur Ultraschalldiagnostik und Ultraschalltherapie am Menschen
eingesetzt. Dabei durchdringt das Schallfeld, durch wirksame Einkopplung, den Kérper und wird
sogar zur Visualisierung ungeborener Kinder verwendet. Einige Sdugetiere erzeugen selber
Ultraschall zur Kommunikation (Delfin bis 150 kHz) und Orientierung (Fledermaus bis 70 kHz)
wobei maximale Schallpegel von Uber 140 dB erzeugt werden [297]. Bei allen Experimenten
konnte kein Einfluss der Ultraschallfalle auf Experimentierende festgestellt werden, was vor dem
Hintergrund der relativ schwachen Einkopplung tber Luft auch nicht zu erwarten ist. Akustische
Levitation bedingt keine Einschrankungen, beispielsweise im Vergleich zu Methoden, welche
aufgrund verwendeter Rontgenstrahlung fiir Schwangere tabu sind.

Das akustische Feld kann Stromungen im levitierten Tropfen induzieren. Diese sorgen als
toroidale Wirbelsysteme fiir eine gute Durchmischung und konnten sowohl theoretisch beschrieben
[169] als auch im Experiment visualisiert werden [261]. Daraus resultieren erhéhte Verdunstungs-
geschwindigkeiten und guter Temperaturausgleich. Durch das Ultraschallfeld steigt die Temperatur
eines Tropfens maximal um 1°C an [266]. Das bestétigen eigene Messungen in Kooperation mit
der PTB [298] an Feststoff (Polystyrol) und fliissigem Tropfen (Wasser) im akustischem Levitator,
dargestellt als Wéarmebild in Abb. 72.

o @ w1

Abb. 72 Warmebilder mit Temperaturskala (°C) von Styropor (links) und Wasser (rechts).

Dabei ist nach einer Levitationszeit von einigen Minuten von einer statischen Temperaturverteilung
auszugehen. Wéhrend die Temperatur in der Flussigkeit isotrop um den Mittelpunkt verteilt ist,
zeigt die feste Probe eine deutliche Temperaturerhéhung auf der zur Sonotrode gerichteten Seite
von weniger als 1 K. Die etwas unterschiedlichen absoluten Hintergrundtemperaturen kénnen
durch die Kalibration auf einen schwarzen Kérper angeglichen werden. Die &uBeren Strukturen am
Tropfchenrand zeigen einen Temperaturausgleich in Richtung Hintergrundtemperatur, daher ist der
radiale Verlauf auf dem Trépfchen vermutlich nichts anderes als zunehmende Reflexion von
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Hintergrundstrahlung (Fresnel) durch den flacher werdenden Beobachtungswinkel. Fiir quantitative
Aussagen sollte ein Modell erstellt werden, in dem die unterschiedlichen Reflexionsgrade der
Kugeloberfl&che je nach Winkel beriicksichtigt werden, um die Messungen mit der reflektierten
Raumstrahlung zu korrigieren. AuBRerdem sind die Proben kein idealer Lambertstrahler und somit
die Warmestrahlung abhéngig vom Beobachtungswinkel. Die unterschiedlich starke Erhitzung an
den Polen l&sst sich zusétzlich zur Durchmischung mit der unterschiedlichen Warmeleitféhigkeit
(0,027 zu 0,6) von Styropor und Wasser erklaren. Die exakte Temperaturbestimmung einer
levitierten Probe ist nicht trivial und stellt eine physikalische Herausforderung dar. Die Fragestel-
lung hat neben ihrer akademischen Bedeutung zur Messung eine grundlegende Relevanz fiir die
Uberpriifung von Theorien zur Temperaturverteilung im Tropfen. Diese wiederum ist relevant zur
Erforschung von Kristallisationsvorgéngen im akustischen Levitator. Im Allgemeinen wird die
Temperaturerh6hung einer akustisch levitierten Probe vernachlassigt und kihlende Effekte, z. B.

durch die Verdunstungskélte, tiberwiegen [70].

Der Einfluss des Ultraschallfeldes konnte in der Unterdriickung von gravitationsinduziertem
Seigern® aufgrund von Strémungen innerhalb des Tropfens beobachtet werden [299]. Die
Vermeidung heterogener Keimbildung an festen Probenwénden lasst sich zu Untersuchung von
Unterkihlungseigenschaften wassriger Salzlésungen ausnutzen [72]. Durch Amplitudenmodifikati-
on des Schallfeldes lassen sich Oszillationen der Tropfenoberflache induzieren. Der Einfluss auf
die Verdunstungsgeschwindigkeiten ist messbar, aber relativ gering (< 2 %) und zu vernachl&ssigen
[38]. AuBerdem wird die Nukleation an der Tropfenoberflache durch Oberflachenschwingungen
gefordert [299]. Nichtsdestotrotz kann ein hoher Schalldruck im akustischen Levitator, durch
Scherkrafte im Tropfen wéhrend der Kiristallisation, resultierende Kristallformen beeinflussen
[300]. Untersuchungen der Enzymkinetik im akustisch levitierten Tropfen gleichen denen in der
Kivette und weisen auf keine Stérung der Enzyme Kinetik hin [301]. Flr eine begrenzte
Experimentdauer (30 min) und Frequenzen im MHz-Bereich werden Zellen nicht durch die
Beschallung mit Ultraschall beeinflusst [302]. Als ein erster Beweis fiir die Eighung des
akustischen Levitators als Technik fiir zeitaufgeldste Réntgenbeugung konnte die Kristallisation

von NaCl aus wassriger Losung in situ beobachtet werden [176].

® Auch ,,Seigerung®, bezeichnet den Entmischungsvorgang beim Wiedererstarren fliissiger
Metallgemische.

114 BAM-Dissertationsreihe



4. Einsatz der Ultraschallfalle in der Analytik

4.8 Ausblick und offene Fragestellungen

In diesem Kapitel erfolgt sowohl ein Ausblick, als auch die Diskussion angetesteter Einsatzmdg-

lichkeiten der akustischen Levitation und offener Fragestellungen sowie Gedanken.

Die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten parallel zu spektroskopischen Messungen am
levitierten Tropfen ist vorteilhaft. So kann beispielsweise die Intensitat von Fluoreszenz auch fiir
konzentrierte Lésungen ausgewertet werden. Allerdings ist die Bestimmung der Absorption des
levitierten Tropfens in Transmission aufgrund der variablen Beugung fiir verschiedene Tropfenra-
dien schwierig. Die Totalreflexion an der Tropfengrenzflache, analog zum Regenbogen, ermdglicht
die Messung der Absorption [266] fiir verschiedene Tropfengréfen. Fluoreszenzabklingzeiten
mittels zeitaufgeldster Einzelpulsspektroskopie und Messung des Anregungsspektrums wiirde

FRET beweisen und Phosphoreszenz ausschliel3en.

Als weitere kuvettenlose Spektroskopie kdnnte mittels Rontgenfluoreszenz untersucht werden,
inwieweit Spuren von Blei in Wasser wandfrei in der Falle detektiert werden kdnnen. Zur

Quantifizierung eignen sich auf Referenzmaterialien basierende Ldsungen.

Erste Experimente zeigten die Chance der Falle als Probenhalter fiir Mikropartikel. Ein ange-
schlossenes Partikelmessgerdt ermdglichte die Bestimmung der GroRenverteilung. Es konnten
sowohl das Pulver aus Siliciumcarbid Mikropartikeln (&= 3 um, Logitech), als auch daraus
erstellte wassrige Suspensionen levitiert werden. Im Gegensatz zu Aerosolen, ist nur die Levitation
von Agglomeraten und groBReren Partikeln mit Durchmessern im Bereich einiger Mikrometer
moglich. Si-Carbid-Partikel in Wassersuspension zeigen interessante Effekte. So lasst sich durch
Erhéhung des Schallfeldes die anfangs kugelférmige Probe zu einer Scheibe (Radius zu Dicke:
~0,2) verformen, was sich durch den Einfluss der Mikropartikel auf Viskositat und Oberflachen-
spannung begriindet (Abb. 10). AuRerdem bilden sie in einem vertikalen Schallfeld eine vertikale
Materialverteilung nahe der Tropfenoberflache, welche langsam um die vertikale Achse rotiert, so
dass die Beobachtung durch den Ring mdoglich ist (Abb. 73). Diese Beobachtung lasst sich mit
aktuellen Modellen nicht erkldren. Sie zeigt, dass gegenwartig eine Beherrschbarkeit nicht gegeben
und fiir heterogene System zu entwickeln ist. Eine Erklarung wére die Rotation des Tropfens um
seine vertikale Achse, wodurch die Mikropartikel Richtung Oberflache ,,geschleudert und sich
entsprechend in einem Ring zentrieren. Zu kléaren sind des Weiteren die "Einwaage" von kleinen
Mengen Mikropartikeln einer bekannten bzw. die Bestimmung einer unbekannten Konzentration

von Mikropartikelsuspensionen in der Ultraschallfalle.
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Abb. 73 Siliciumcarbid Mikropartikel bilden vertikalen Ring im levitierten Wassertropfen.

Kontaminationsfreier Probenhalter fir die Bioanalytik sind eine attraktive Anwendung. Bindung-
sassays arbeiten mit einer Immobilisierung auf einer Oberflache. Levitation von Tropfen
ermdglicht die Probenhandhabung bis in den Nanoliter-Bereich, das eine Reduzierung des
Verbrauchs von Biomolekillen ermdglicht. Besonders fur homogene Immunoassays wie FPIA
(engl. fluorescence polarization immunoassay) oder ARIS (engl. apoenzyme reactivation
immunoassay system) in Kombination mit LIF konnte die Falle einen exzellenten "wandfreien

Probenhalter” zum Studium von Interaktionen und Analyt-Konzentrationen darstellen.

Neben der Verwendung zur wandfreien Beobachtung kann eine akustisch levitierte Probe auch
als Mikroreaktor eingesetzt werden. Neben der Herstellung von Polymeren (siehe Abschnitt 4.6)
wurden auch katalytische Vorstufen (engl. precursor) im akustischen Levitator synthetisiert und

sollen in Zukunft mit dieser Technik n&her untersucht werden [303].

116 BAM-Dissertationsreihe



5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die intensiv erforschte und vielfach angewandte Technik der akustischen Levitation wurde in
dieser Arbeit fur den Einsatz in der Analytik untersucht. Ein bekanntes Problem in der Analyti-
schen Chemie ist die Wechselwirkung des Analyten mit konventionellem Proben- bzw. MessgefaR,
das aus Oberflachenkontakten resultiert. Diese Einfllisse werden durch die Nutzung der akustischen
Levitation vermieden, welche zuverlassig eine beriihrungslose Probenhandhabung erméglicht. Als
Vorteil gegeniber alternativen Levitationstechniken ist aufzufiihren, dass keinerlei spezifische
Probenanforderungen (wie Transparenz, elektrische oder magnetische Eigenschaften) existieren. In
dieser Arbeit wurde ihr Einsatz flir spektroskopische Methoden (LIF, Raman) sowie erstmalig fiir
Methoden der Réntgenstreuung (EDXD, SAXS, WAXS) und Roéntgenfluoreszenz (RFA, XANES)
charakterisiert. Eine besondere Herausforderung stellte die Integration des akustischen Levitators in
die experimentellen Aufbauten der Beamlines am Synchrotron dar. Die Anwendung der
Ultraschallfalle am BESSY konnte im Rahmen dieser Arbeit etabliert werden und stellt derzeit eine
Grundlage intensiver interdisziplindrer Forschung dar. Fir alle genannten Methoden erwies sich die
wandlose Probenhalterung als vorteilhaft. So sind die Untersuchungsergebnisse konsistent mit
denen herkdmmlicher Probenhalter und tibertreffen diese teilweise hinsichtlich der Datenqualitét.

In einem levitierten Tropfen lasst sich die Analytkonzentration Uber die Verdunstung des
Loésungsmittels zeitabhdngig dndern. Das Potential der Falle zur kontrollierten Aufkonzentration
wurde erkannt und zum Studium verdunstungskontrollierter Prozesse angewendet. Dabei stellte
sich die wandlose Probenhalterung als einzige Technik heraus, um Konzentrationsdnderungen
praktikabel tber mehr als drei GréRenordnungen durchzufithren. Dabei ist jeglicher Verlust an bzw.
Einfluss auf Analyten durch feste Containerwénde auszuschlieBen. Diese herausragende
Maéglichkeit gestattet die Untersuchung sowohl von Kristallisation, Aggregation (Atome und
Molekiile) als auch Agglomeration (Nanopartikeln). Dabei ermdglichen Intervall-Messungen an
derselben Probe im Sekundenbereich das Studium zeitabhdngiger Prozesse. Das ist ein Vorteil
gegeniiber typischen zeitaufgeldsten Messungen. Diese erlauben zu einem beliebigen Zeitpunkt im
Experiment zwar gleiche, aber nicht dieselbe Probe zu untersuchen. So wird mit dem akustischen

Levitator der Materialeinsatz von z. B. Proteinen minimiert.

Die Arbeit dokumentiert den Einsatz der Ultraschallfalle zur Kopplung mit analytischen
Methoden. Es ergeben sich Vorteile zur Klarung von Fragestellungen beispielsweise auf den
Gebieten der Biomineralisation, Katalyse und Polymerisation. Nach bestem Wissen sind diese
Untersuchungen die ersten in situ Studien der Agglomeration, angefangen von kleinen
(an)organischen Molekiilen (iber Proteine bis hin zu Nanopartikeln in einem akustisch levitierten
Tropfen. Die Ergebnisse eréffnen einen breiten Anwendungsbereich zur Benutzung der Ultraschall-
falle als analytisches Werkzeug.
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6.1 Mathematische Grundlagen zur akustischen Levitation

Prinzipiell ist zur Probenlevitation eine Kraft erforderlich, die zusammen mit dem Auftrieb die
Gravitation kompensiert. In der Praxis wird empfohlen diese Kraft ca. 20 % gréRRer zu wéahlen um
Instabilitaten (durch z.B. Luftstrémungen) zu kompensieren, welche anderenfalls zum Fall der
Probe fiihren. Im akustischen Levitator ist die Levitationskraft als Schallpegel tber die Schwin-
gungs-Amplitude der Sonotrode einstellbar. Ein zu hoher Schallpegel fuhrt zum UberméRigen
Energieeintrag auf die Probe. AuBerdem konnen bei flissigen Proben Schwingungen auf der
Oberflache induziert werden und die Probe wird deformiert, was zu deren Auseinanderreiflen
(Desintegration) fihren kann [58]. Zur Erklarung der physikalischen Grundlagen des akustischen
Levitators [6] wird sich typischerweise der folgenden mathematischen Darstellung bedient, welche
die Wirkung einer stehenden Schallwelle als akustischen Strahlungsdruck in kompressiblen Medien
auf kleine kugelférmige Teilchen beschreibt.

Die Grundlage ist die Kontinuitétsgleichung und die Bewegungsgleichung des Drucks p
Op - D
—+Vpg=0und p—q =-V 35
o TP P59 D (35)

wobei der Vektor ¢ = f(u,v,w) mit seinen drei Raumkomponenten die Geschwindigkeit der

Gasteilchen im Medium beschreibt, p dessen Dichte, und D definiert ist als:

Bzg-i—ug—kvg—kwg. (36)
Dt Ot oz oy 0z
Fur folgende Schritte werden weitere Vereinfachungen bendtigt: Die Vernachldssigung der
Ortsabhé&ngigkeit der Mediumdichte, die Annahme, dass um das Teilchen keine Turbulenzen und
Wirbel entstehen und weitere Randbedingungen zur Integration der Druckanderung uber die
Probenoberflache. Daraus ergibt sich die Levitationskraft zu:

5 2n° 4T
F =" Vf(z)sin|—=z|, 37
Lev 8 >\U pO mazx ef( ) [>\O ] ( )

wobei der Formfaktor als f(z) = 3z7*(sinx —xcosz) mit = 2xp, /N, angegeben wird. F o,
ist abhéngig von der Dichte des Tréagergases p, , der Wellenldnge X, der Ultraschallfrequenz und

der maximalen Amplitude der Schallschnelle v, . . Fir Kugeln wird nach Einsetzen des Volumens

max

in Gl. 37 angegeben [306]:
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o’ = . 4
— 52T s gin 4T, (38)
6 >\U >\li

mit der Energiedichte £, dem Probenradius r und der Auslenkung der Probe relativ zum

Druckknoten z .

Die GroRe der minimalen Levitationskraft lasst sich alternativ leicht abschatzen. Ein Wasser-
tropfen der Masse m (V =5 L, p = 997,04 kg/m®, T = 25 °C) unterliegt nach

F=myg (39)

p
einer Gewichtskraft von Fy = 49 uN. Der Auftrieb in Luft (po = 1,293 kg/m®) ergibt sich unter
Normaldruck (po = 10° Pa) nach Gl. 40 zu F,s = 63 nN.

F

=My 9=pVyg (40)
Eine Druckerhéhung im akustischen Levitator von bis zu 100 kPa erhéht diese Kraft auf 128 nN.
Der Auftrieb ist somit fir gewdhnliche Proben zu vernachléssigen, auch wenn beispielsweise fir
aufgeschaumtes Polystyren (EPS, p =20 kg/m®) der Auftrieb ein Zehntel der Gewichtskraft

(Fg= 1 uN) erreicht.
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6.2 Abkiirzungen, Akronyme und Formelzeichen

1D
2D
3D

a

A
AF
AFM
APO

Olgrenz

B

BAM
BESSY
BFDH
c

C123

C

CCD
CONTIN
conc.
cos

d

m

drp

dt.

D

DLS
engl.

E

ED
EDXR
EXAFS

n
f

F
FRET
griech.
Gl.

h

|

IR
ISAS
J

k

ks

K

|

L
LDV
lat.

Ein-dimensional

Zwei-dimensional

Drei-dimensional

kleine Halbachse

Absorption

Schattenflache

Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microscope)

Apoferritin

Alpha, Grenzwinkel der Totalreflexion, Brewsterwinkel, Glanzwinkel
grofe Halbachse

magnetische Flussdichte

Bundesanstalt fir Materialforschung und -priifung

Berliner Gesellschaft zur Speicherung von Synchrotronstrahlung

Methode nach Bravais, Friedel, Donnay und Harker

Lichtgeschwindigkeit, Konstante

Konstanten

Konstante

ladungsgekoppeltes (Halbleiter-)Bauelement (engl. charge-coupled device)
engl. constrained regularization program for inverting noisy linear equations
Konzentration

Funktionszeichen fiir Kosinus, aus neulat. complementi sinus fiir ergdnzen Sinus
Abstand (der Gitterebenen im Kristall)

mittlere Interpartikel-Abstand

Abstand zwischen Probe und Detektor

deutsch

Diffusionskoeffizient

Dynamische Licht-Streuung

englisch

Energie

Elektronenbeugung (engl. electron diffraction)

Energiedispersive Rontgenbeugung (engl. energy dispersive X-ray diffraction)
erweiterte Rontgenabsorptionsfeinstruktur (engl. extended X-ray absorption fine
structure)

Viskositat, Wirkungsgrad

Frequenz

Kraft

Forster-Energietransfer (engl. Forster oder fluorescence resonance energy transfer)
griechisch

Gleichung

Plancksches Wirkungsquantum, Konstante, h =~ 6,626x10-34 Js

Intensitat

Infrarot (engl. infrared)

Institute for Analytical Sciences, Department Berlin (Institutsname)

Joule

Boltzmannkonstante, k = 1,38x10-23 J K-1

Konstante der Scherrer-Gleichung

Kelvin

Lange

Léslichkeit

Laserdopplergeschwindigkeitsmessung (engl. laser doppler velocimetry)
lateinisch

Lambda, Wellenlénge
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Malvern Malvern Instruments Ltd.

n Brechzahl

nlat. neulateinisch

N Anzahl, z. B. Anzahl der Partikel pro Volumeneinheit

NEXAFS  vgl. XANES, engl. near-edge X-ray absorption fine structure spectroscopy
NIBS nicht-invasive Riickstreuung (engl. non-invasive back-scatter)
NNLS engl. non-negatively constrained least-squares method

0. oben

oD optische Dichte (engl. optical density)

OF Oberflache

p Wahrscheinlichkeit

p. a. fur die Analyse (nlat. pro analysi) als Angabe chemischer Reinheit

P Leistung

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)

PCS Photonenkorrelationsspektroskopie (engl. photon correlation spectroscopy)
PDB Proteindatenbank (engl. Protein Data Bank)

T Pi, Konstante

q Streuvektor

Je Teilchenladung

r Radius

re kritischer Radius (engl. critical radius)

Ie Radius des Schwerpunktes zur Rotationsachse

R Reflektor, Reflexion

Re Gyrationsradius

Ry hydrodynamischer Radius

REM Rasterelektronenmikroskop (engl. scanning electron microscope, SEM)
RFA Réntgenfluoreszenzanalyse

RMS Quadratwurzel aus dem Mittel der Quadrate (engl. root mean ’square)
RT Raumtemperatur

p Roh, Dichte

S Sekunde

S. siehe

S Sonotrode

S. Seite

SAXS Kleinwinkelstreuung (engl. small-angle X-ray scattering)

sin Funktionszeichen fir Sinus, lat. sinus fir Krimmung

t Zeit

T Temperatur

TDS Thermisch Diffuse Streuung

TEM Transmissions-Elektronenmikroskop

tan Funktionszeichen fur Tangens, lat. tangere fir beriihre

0 Theta, Streuwinkel

u. unten

usw. und so weiter

uv Ultraviolett

Y Geschwindigkeit

VIS sichtbarer (engl. visible) Bereich des elektromagnetischen Spektrums

WAXS Weitwinkelstreuung (engl. wide-angle X-ray scattering)

XANES kantennahe Rontgenabsorptions-Feinstruktur (engl. X-ray absorption near-edge (fine)
structure)

XRF Rontgenfluoreszenzanalyse (engl. X-ray fluorescence)
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6.3 Stichwortverzeichnis

AKUSTISCHET LEVITALON ....cvviviiiiciicie ettt sttt seetesbe st st e e e e ene e 30
Beugung, Bragg-ReflIEXION .........cvciiiiiiiieee et 23
COTTRIN ottt

Diffusionskonstante......
Energiedispersiv ...........
Fluoreszenz............
Gyrationsradius ...........cc.ccee..
Hydrodynamischer Radius
Inverse FOUrErtranSforMation ............coeieiiiiiese ettt enaerea 41
J, Besselfunktion, JablonsKi-DiagramiM .........cccccoiriieiiiiiieniiereie et 21
Kristallbildung
[V o] OO OSSOSO
LLUMIENESZENZ. ...ttt b et b et h bbb b et e st e Rt e b e e bt eb e sb e e b et e st e b e abtebesbenneneeneenea
Monomer........
Nukleation....................
Optische Levitation ......
Paul-Falle ........c.ccouene.
PhOSPhOIeSZENZ ......covvvveiiiiiiiciceecie
Quantendots, Quantenpunkte
RamanspektroSKOPIe. .........ccvcvveeiireie e
Synchrotron
TOLAINETIEXION ...ttt se et ens

UIEFASCNAIL ...t bbbt b bt eb e bt e b e ebenbesbe e e eneenea
Volumenbestimmung
Wechselwirkung der Strahlung mit Materie ...........ocooeiiiieii e 18
X-ray, RONGENSIrahlUNG (WEIBE) ...veiviiiieieieeee ettt ettt ne e 23
Yukawa-Potential
ZEtA-POLENTIAL .....e.veviiee bbb bbb ene s
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