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Herstellung stabiler, inverser Wasser-in-Fluor- 
kohlenstoff-Emulsionen ** 
Veronique M. Sadtler, Marie Pierre Krafft und 
Jean G. Riess" 

Makroemulsionen sind thermodynamisch instabile Systeme, 
die beim Altern zu einer irreversiblen Phasentrennung neigen. 
Ihre kinetische Stabilitat kann aber erhoht werden, indem man 
den Prozessen entgegenwirkt, die zu ihrem Zusammenbruch fiih- 
ren; dazu gehoren z. B. das Verschmelzen der Flussigkeitstropf- 
chen und die molekulare Diffusion (Ostwald-Reifung)"]. Die 
Herstellung stabiler inverser Wasser-in-Fluorkohlenstoff-Emul- 
sionen ist sowohl vom Standpunkt der Grundlagenforschung aus 
als auch von dem der Anwendung her eine Herausforderung. 

Wegen der Ausnahmestellung von Fluor im Periodensystem 
sind Fluorkohlenstoffe einzigartige Substanzen[']. Flussige 
Fluorkohlenstoffe zeigen nur sehr schwache intermolekulare 
(van der Waals) Wechselwirkungen, was zur niedrigstmoglichen 
Assoziation fuhrtI31. Wasser-in-Fluorkohlenstoff-Emulsionen 
sind somit eine hochgradig unnaturliche Kombination zwischen 
den am wenigsten assoziierten Fliissigkeiten und einer der am 
starksten assoziierten Fliissigkeit. Ihre Bildung und Stabilisie- 
rung ist nur denkbar, wenn die sehr hohen GrenzflCchenspan- 
nungen kompensiert werden konnen. 

Der Hauptgrund fur die VergroBerung der Teilchen in direk- 
ten Fluorkohlenstoff-in-Wasser-Emulsionen ist die molekulare 
Diffusion[41. Wir fanden nun, daR derselbe Mechanismus auch 
bei Wasser-in-Fluorkohlenstoff-Emulsionen bestimmend ist. 
GemaR der diesen Mechanismus beschreibenden Lifshitz-Slyo- 
zov-Glei~hung[~l  [GI. (a)] ist die Geschwindigkeit des Volumen- 

u = d (ii3)/dt = 8 yi C D VJ9 RT 

zuwachses der Partikel durch molekulare Diffusion proportio- 
nal zum molaren Volumen V, der dispergierten Phase, zur 
Grenzflachenspannung yi und zu den Loslichkeits- und Diffu- 
sionskoeffizienten C bzw. D der dispergierten Phase in der kon- 
tinuierlichen Phase (8 = mittlerer Radius der Partikel). 

In einer inversen Wasser-in-Fluorkohlenstoff-Emulsion lauft 
die molekulare Diffusion des Wassers durch die kontinuierliche 
Fluorkohlenstoffphase wahrscheinlich aus zwei Griinden 
schneller a b  als die desselben Fluorkohlenstoffs durch Wasser: 
1 )  Auch wenn keine Daten uber die gegenseitigen Loslichkeiten 
von Wasser und Fluorkohlenstoffen vorhanden zu sein schei- 
nen, sollte Wasser im Fluorkohlenstoff besser loslich sein als 
umgekehrt, weil es ein kleineres molares Volumen hat und weil 
es in der nur schwach assoziierten Fluorkohlenstoffphase leich- 
ter sein sollte, die zur Aufnahme von Wassermolekiilen notwen- 
digen HohlrCume zu schaffen. Nach Hildebrands Theorie ist die 
Loslichkeit exponentiell vom molaren Volumen abhangig@] ; 
dann ist sogar zu erwarten, daR die Loslichkeit des Wassers in 
einem Fluorkohlenstoff um niehrere GroRenordnungen hoher 
ist als die desselben Fluorkohlenstoffs in Wasser. 2) Auch die 
Diffusionsfahigkeit des Wassers im Fluorkohlenstoff sollte 
groRer sein als die des Fluorkohlenstoffs in Wasser, wie dies aus 
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der Hayduk-Laudie-Gleichung abgeleitet werden kannL7]; aller- 
dings wird der Unterschied nicht so groB erwartet wie zuvor fur 
1) beschrieben. Das Verschmelzen von Wassertropfchen in einer 
Fluorkohlenstoff-Phase wird durch den grol3en Dichteunter- 
schied und durch die im Vergleich zu Wasser hohere Fluiditat 
der hier verwendeten Fluorkohlenstoffe gefordert. 

Trotz dieser ungunstigen Voraussetzungen konnen wir hier 
uber die Herstellung stabiler Wasser-in-Fluorkohlenstoff-Emul- 
sionen rnit TeilchengroBen im Submikrometerbereich und enger 
GroBenverteilung berichten. Der Schlussel zu unserem Erfolg 
war die Auswahl eines geeigneten Tensidsystems. Da die konti- 
nuierliche Phase fluoriert ist, muR das Tensid eine merkliche 
Affinitat zu Fluorkohlenstoffen aufweisen, d. h. es muR selbst 
auch fluoriert sein. Daher wurde eine Reihe von ein- und dop- 
pelkettigen Perfluoroalkyl-Tensiden uberpruft, darunter auch 
jene, die in den letzten Jahren in unserem Labor hergestellt 
wurden[']. Ihr modularer molekularer Aufbau ermoglicht die 
stufenweise Einstellung ihrer hydrophilen, lipophilen und fluo- 
rophilen Eigenschaften, die wiederum betrachtliche Auswirkun- 
gen auf ihre Fahigkeiten haben, kolloidale Systeme zu bilden 
und zu stabilisieren. 

Von der Anwendungsseite her sind inverse Fluorkohlenstoff- 
Emulsionen fur die Verabreichung von Medikamenten und an- 
deren Wirkstoffen uber die Lunge wichtig. Die zu verabreichen- 
den Wirkstoffe, darunter Tenside, Antikorper, Antioxidantien, 
Steroide, Nucleinsauren, vasoaktive Wirkstoffe und cytotoxi- 
sche Medikamente, sind im allgemeinen in Fluorkohlenstoffen 
fast unloslich. Im Unterschied zu den gegenwartig untersuchten 
Dispersionen von festen Medikamenten rnit TeilchengroBen im 
Mikrometerbereich oder darunterrgl konnten Wasser-in-Fluor- 
kohlenstoff-Emulsionen fur einheitliche reproduzierbare Vertei- 
lungen der Wirkstoffe, auch in den tieferen Teilen der Lunge, 
sorgen. Dies setzt allerdings voraus, daB die Emulsionen stabil 
sind. Man kann auch erwarten, daB die Abgabe der Wirkstoffe 
kontrolliert erfolgt und daB ihre Toxizitat reduziert wird. Im 
Falle von Kohlenwasserstoffen wurde zum Beispiel gezeigt, daB 
Wasser-in-01-Emulsionen von Doxorubicin eine kontrollierte 
Zufuhr des Medikamentes erlaubten und geringere Nebenwir- 
kungen zeigten als Dispersionen fester Teilchen["]. 

Perfluorooctylbromid und Perfluorooctylethan wurden fur 
diese Untersuchung als Fluorkohlenstoff-Komponenten ausge- 
wahlt, da sie die geforderten Kriterien fur das Flussigkeitsatmen 
erfullen. Diese Methode wird gegenwartig im Hinblick auf die 
Behandlung akuter Atmungsinsuffizienzen untersucht. Die er- 
ste der beiden Verbindungen befindet sich in der Phase II/III der 
klinischen Erprobung fur diese Anwendung" 'I. Ihre Fluorkoh- 
lenstoff-in-Wasser-Emulsionen sind in der Phase I1 der klini- 
schen Versuche als injizierbarer Sauerstofftrager (Blutersatz- 

Der fur die Herstellung der inversen Fluorkohlenstoff-Emul- 
sionen benutzte Emulgator wurde schlieI3lich aus einer homolo- 
gen Serie fluorierter Tenside der Bezeichnung FnCmDMP aus- 
gewahlt, die sich vorn Dimorpholinophosphat ab1eiten[l3]. 

C,,F2,c+ ,(CH,),"OP~O)"(CH*CH,)*Ol, 

stoff) " 21. 

FnCmDMP 
und n = 4, 6,  8, 10 m = 2, 5 ,  11 

FnCmDMP sind hochgradig fluorophil; daB diese Substan- 
zen spontan Membranen rnit niedrigen Krummungen bilden 
konnten, wird dadurch angedeutet, daB sich bei der Dispersion 
in Wasser eher gestreckte als spharische Aggregate bilden['41. Es 
wurden eine Reihe von Kombinationen von Abstandshalter- 
und Fluorkohlenstoff-Kettenllngen m bzw. II untersucht. Die 
besten Ergebnisse im Hinblick auf die Lagerfahigkeit von Emul- 
sionen mit kleinen TropfchengroBen wurden rnit F8C11DMP 

erhalten. Mit den Phospholipiden, die zur Herstellung normaler 
Fluorkohlenstoff-in-Wasser benutzt wurden, konnten keine sta- 
bilen inversen Emulsionen hergestellt werden. Dasselbe gilt fur 
das Kohlenwasserstoff-Dimorpholinophosphat C,,H,,OP(O)- 

Die Herstellung der inversen Fluorkohlenstoff-Emulsionen 
erforderte zunachst die Dispergierung des perfluorierten Ten- 
sids im Fluorkohlenstoff, dann die Zugabe der waBrigen Phase, 
die eine aktive Komponente enthalten kann. Die Emulgierung 
wurde rnit einem mit niedriger Energie betriebenen Mixer einge- 
leitet und anschlieBend mit einem mechanischen Hochdruck- 
Homogenisierer fortgefuhrt. So wurde eine Reihe von Wasser- 
in-Fluorkohlenstoff-Emulsionen mit Wassergehalten von 1 bis 
30 % v/v hergestellt. 

Eine inverse Emulsion, die Perfluorooctylbromid (95 YO 
v/v), eine 2.5proz. NaC1-Liisung in Wasser ( 5 %  v/v) und 
F8C11DMP (2% w/v) enthllt, wurde beispielsweise wie folgt 
hergestellt: 40 mg F8C1 IDMP wurden durch vorsichtiges Ruh- 
ren in 1.9 mL Perfluorooctylbromid dispergiert; 0.1 mL der 
2.5proz. waBrigen NaC1-Losung wurden der Fluorkohlenstoff- 
phase hinzugefugt. Die Mischung wurde rnit der Hand geschut- 
telt. Die so entstandene grobe Vorlaufer-Emulsion wurde 
unter hohem Druck homogenisiert (Emulsiflex B3, Avestin, 
4.1 x lo7 Pa, 12 Cyclen), wobei die Temperatur unter 40°C ge- 
halten wurde. 

Die fertige Emulsion war blaulich und leicht beweglich. Der 
mittlere Partikeldurchmesser, wie er direkt nach der Herstellung 
uber die Photosedimentation (Horiba Capa 700) bestimmt wur- 
de, betrug 0.15 0.01 pm. Diese Emulsion war stabil genug, 
um die Bedingungen der Hitzesterilisation (121 "C, 15 min, 
15 Nm-') ohne signifikante VergroBerung der Partikel (die auf 
0.16 & 0.02 pm anwuchsen) zu uberstehen. Stattdessen kann die 
Emulsion auch ohne feststellbare Veranderungen uber eine 0.22- 
pm-Sterilisationsmembran filtriert werden. Die inverse Natur 
der Wasser-in-Fluorkohlenstoff-Emulsion ergibt sich eindeutig 
aus der hohen Fluiditat der Emulsion, die der des Fluorkohlen- 
stoffs ahnelt, aus der Abwesenheit elektrischer Leitfahigkeit und 
aus der Tatsache, daD sich die Emulsionen leicht rnit Fluorkoh- 
lenstoff, nicht aber mit Wasser, verdunnen lassen. Die Moglich- 
keit, daB sich inverse Tensid-Vesikel gebildet haben konnten, 
wurde durch ein Epifluoreszens-mikroskopisches Experiment 
ausgeschlossen, bei dem 5,6-Carboxyfluorescein (2 x M) in 
die waljrige Phase eingebracht wurde; es zeigten sich deutlich 
einheitliche, fluoreszierende Tropfchen und nicht die kranzfor- 
migen Fluoreszenzerscheinungen, die im Falle inverser Vesikel 
beobachtet wurden"']. AuBerdam kann in unseren inversen 
Emulsionen die Menge des Wassers bis zu 30 Gew.- YO (45 Val.- 
YO) erreichen, was bei einem Tensid/Wasser-Verhaltnis, das bis 
herunter zu 0.03 Gew.- % geht, eindeutig nicht mit der Bildung 
inverser Vesikeln im Einklang steht. 

Die Lagerstabilitat der inversen Fluorkohlenstoff-Emulsion 
wurde durch Photosedimentationsmessungen bei 25 "C uber- 
wacht. Nach ca. 4.5 Monaten betrug der mittlere Partikeldurch- 
messer immer noch nur 0.27 0.02 vm; die TeilchengroBenver- 
teilung blieb dabei, wie Abbildung 1 zeigt, recht scharf. DaB der 
Mechanismus des Teilchenwachstums in inversen Fluorkohlen- 
stoff-Emulsionen tatslchlich auf der molekularen Diffusion ba- 
siert, wird durch die folgenden Befunde angezeigt : a) Das mittle- 
re Volumen der Wassertropfchen nimmt mit der Zeit linear zu, 
wie Abbildung 1 dies sowohl fur die erhitzten als auch fur die 
filtrierten Emulsionen zeigt; b) die Verteilungsfunktion, also das 
Verhaltnis ai/Z des Partikelradius ai zum mittleren Radius Z, 
verlndert sich rnit der Zeit n i ~ h t ' ~ , ~ ] ,  und c) die Zugdbe von 
NaCl tragt durch die verminderte Loslichkeit von Wasser in 
Fluorkohlenstoff zur Stabilisierung der Emulsionen bei. 

"(CH,CH,),Ol, ' 
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Abb. 1. Lineare Abhangigkeit des mittleren Volumens V der Wassertropfchen von 
der Zeit in einerinversen Wasser-in-Fluorkohlenstoff-Emulsion (95 YO v/v Perfluoro- 
octylbromid. 5 %  v/v Salzlosung, 2% (Perfiuorocty1)undecyIdimorpholino- 
phosphat FXCllDMP) a) nach 15 min Erhitzen auf 121 "C und b) nach Filtration 
uher eine 0.22-~m-Sterilisiermembran. Die Einschube zeigen die Histogramme der 
GriiRenverteilung der erhitzten Emulsion. wie sie direkt nach der Herstellung (*) 
und nach 140 Tagen bei 25 C (**) gemessen wurden. N = prozentualer Anteil der 
Partikei mit einem bestimmten Radius a. Die Werte 0.29 k 0.02 pm und 
0.27 0.02 pm beziehen sich auf die mittleren Radien a. 

Eine Reihe von Medikamenten, darunter Antibiotics (Doxy- 
cyclin, Gentamycin, Erythromycin), vasoaktive Bronchodilata- 
toren (Epinephrin, Tolazolin), mucolytische (Acetylcystein) , 
Antituberkulose- (Ethambutol, Pyrazinamid), cholinergene 
(Acetylcholinchlorid) , Glucocorticoid- (Prednison) und Antitu- 
mor-Wirkstoffe (Cyclophosphamid), konnten in inversen Fluor- 
kohlenstoff-Emulsionen ohne signifikanten Verlust der Stabili- - 
tat eingebaut werden. So wurde beispielsweise eine ahnliche wie 
die zuvor beschriebene inverse Fluorkohlenstoff-Emulsion mit 
0.1 mL einer wllJrigen Losung von Tolazolin (3% w/v in 
2.5proz. NaCI-Losung) hergestellt. Der mittlere Teilchendurch- 
messer, bestimmt durch Photosedimentationsmessungen, be- 
trug nach der Priparation 0.15 pm, nach der Hitzesterilisation 
0.17 pm und 0.23 pm nach einem Monat Lagerung bei 25 "C. 

Erste toxikologische Daten von Wasser-in-Fluorkohlenstoff- 
Emulsionen sind ermutigend. Die intravenose Verabreichung 
einer Dispersion von F8C1 IDMP in 0.9proz. NaC1-Losung an 
Mluse ergab bei Konzentrationen von bis zu 2 g kg-' Korper- 
gewicht keine akute Toxizitat (abgeschlossenes Versuchsproto- 
koll; alle zehn behandelten Tiere uberlebten), was auf einen 
intravenosen LD,,-Wert von > 2  g kg- hinweist. Intraperito- 
neale Verabreichung derselben, in Perfluorooctylbromid disper- 
gierten Verbindung ergab einen intraperitonealen LD,,-Wert 
von etwa 4 g kg-'. Im Falle des FSC2DMP uberlebten alle 
zehn Tiere bei einer intraperitonealen Dosis von 2 g kg-' Kor- 
pergewicht. Auch zeigte keines dieser Tenside hlmolytische 
Aktivitlt. Eine reverse Emulsion (Perfluorooctylbromid, 95 % 
v/v ;  0.9proz. waRrige NaC1-Losung in Wasser, 5 %  v/v; 
F8C1 IDMP, 1 % w/v) wurde intraperitoneal in zehn Mluse 
injiziert (25 mL kg- ' Korpergewicht); nach einem Monat wa- 
ren alle Tiere noch am Leben. Wihrend dieser Zeit wurden 
keine signifikanten Storungen in ihrem Wachstum oder Verhal- 
ten festgestellt. 

Eingegangen am 1. Fcbruar, 
veriinderte Fassung am 13. Mai 1996 [Z 87771 
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LUCY - ein Programm zur Konstitutions- 
ermittlung aus NMR-Korrelationsexperimenten** 
Christoph Steinbeck* 

Spatestens durch die Einfuhrung der gradientenunterstiitzten 
NMR-Spektroskopie sind MelJzeit und Aufwand fur die Auf- 
nahme zweidimensionaler CH-Korrelationen fur Routinean- 
wendungen vertretbar. Damit steht auch die zur Konstitutions- 
ermittlung seit langem als sehr wertvoll geschltzte langreichwei- 
tige CH-Korrelation (HMBC"') weithin zur Verfugung. Der 
Gedanke, diese spektroskopischen Informationen in der com- 
putergestutzten, automatisierten Strukturaufkllrung zu ver- 
wenden, liegt nahe. Wenngleich Lindley et al. bereits 1983[21 die 
Verwendung von 2D-Information in einem Computerpro- 
gramm zur Strukturgenerierung aufzeigten, wurden erst zu Be- 
ginn der 90er Jahre brauchbare Ansatze in CASE-Systemen 
(Computer assisted structure elucidation) publiziert. 

Mit LUCY wird nun ein Programm vorgestellt, mit dem auf 
einem gewohnlichen PC die Konstitution einer unbekannten 
Verbindung auf der Basis des HMBC-Experimentes bestimmt 
werden kann. Benotigt werden die Summenformel, das breit- 
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Anregungen zu diesem Projekt. 
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