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Tropfenbasierte Mikroreaktoren fiir die Synthese von magnetischen

Eisenoxid-Nanopartikeln**
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und Jean-Christophe Baret*

Mikrofluiksysteme sind leistungsstarke Werkzeuge zur Un-
tersuchung und Optimierung einer Vielzahl von biologischen
und chemischen Reaktionen.! Dariiber hinaus findet ihr
Einsatz in der Synthese von Nanopartikeln eine zunehmende
Aufmerksamkeit. Im Vergleich zu herkémmlichen Synthese-
strategien im LabormalBstab ermoglichen Mikrofluidiksyste-
me eine prazisere Kontrolle der Reaktionsbedingungen, wo-
durch kleinere PartikelgréBen und niedrigere Polydispersi-
titen moglich werden.”) Mehrere Arten von Nanopartikeln
sind bereits durch Mikrofluidiksysteme synthetisiert worden:
CdSe, CdS, TiO,, Bohmit, Au, Co, Ag, Pd, Cu, BaSO, und
CdSe-ZnS-Kern-Schale-Nanopartikel.>®) Es gibt zwar einen
vorldufigen Bericht iiber die Synthese von Eisenoxid-Nano-
partikeln in einem , Millifluidiksystem*,™ eine echte Mikro-
fluidikmethode zur Synthese von Eisenoxid-Nanopartikeln
wurde bisher jedoch nicht vorgestellt. Eisenoxid-Nanoparti-
kel mit Spinellstruktur sind interessant fiir Anwendungen in
Speichermedien®™ und auch in der Biomedizin, z.B. als Kon-
trastmittel in der Kernspinresonanztomographie oder als
Wirkstofftriger.*”! Eine prizise Kontrolle der Synthesebe-
dingungen ist dabei besonders wichtig, da diese fiir die phy-
sikalischen Eigenschaften der Nanopartikel ausschlaggebend
sind.®

Einphasige Mikrofluidiksysteme sind durch den diffusi-
onskontrollierten Mischvorgang und die Dispersion der
Reagentien limitiert. Tropfenbasierte Systeme unterliegen
diesen Einschrédnkungen nicht: Sie fungieren als rdumlich
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isolierte Mikroreaktoren mit genau definierten Volumina, in
denen ein schnelles Mischen erfolgt,” ! und ermoglichen so
eine prizise Kontrolle iiber die Reaktionsbedingungen.!'>"!
In tropfenbasierten Mikrosystemen werden die Reagentien
gewoOhnlich durch parallelen Fluss (co-flow) zusammenge-
bracht, bevor die Tropfen gebildet werden.”! Fiir schnelle
Reaktionen, in denen Prizipitate entstehen, ist diese Me-
thode jedoch ungeeignet. Um solche Reaktionen kontrollie-
ren zu konnen, muss man die Reagentien zunéchst in unab-
hédngige Tropfen einkapseln und die Reaktion dann durch
Tropfenfusion starten. Das Hauptproblem hierbei ist das
prézise Paaren der Tropfen, das durch kleine Abweichungen
in den Kanaltiefen und Flussgeschwindigkeiten erschwert
wird." Es hat Versuche gegeben, Tropfen iiber ein Leiter-
netzwerk zu synchronisieren,'” erfolgversprechender ist es
jedoch, eine Synchronisationsmethode direkt an der Diise
anzuwenden. Zu diesem Zweck wurden aktive elektrische
Tropfenabgabemechanismen entwickelt,"® oder man nutzt
passives hydrodynamisches Koppeln an einer einzelnen
Diise.'"'® Allerdings fehlt diesen Methoden die Moglichkeit,
unterschiedliche Voluminakombinationen zur Optimierung
der Reaktionsstochiometrie zu erzeugen, und es gibt spezielle
hydrodynamische Bereiche, in denen es zu ungewollter
Koaleszenz kommen kann.

Wir prisentieren hier eine zuverlédssige Methode zur Er-
zeugung von Tropfenpaaren, die auf der hydrodynamischen
Kopplung von zwei rdumlich getrennten Diisen basiert. Wir
belegen die Niitzlichkeit dieses Systems anhand der Féllung
von Eisenoxid-Nanopartikeln in einer schnellen (=~ ms) und
reproduzierbaren Reaktion durch FElektrokoaleszenz von
Tropfenpaaren.!'!

Das Mikrofluidikmodul (Abbildung 1a) besteht aus zwei
Diisen, die hydrodynamisch gekoppelt sind. Wahrend sich an
einer Diise ein Tropfen bildet, blockiert dieser Wasserstrahl
das Ol aus dem zentralen Kanal, wodurch es zu einem er-
hohten Olfluss durch die zweite Diise kommt. Nachdem
dieser Tropfen sich gelost hat, schaltet der Olfluss zum ersten
Kanal um, und es kann sich ein Tropfen an der zweiten Diise
bilden. Dieses Alternieren des Olflusses ermoglicht es, per-
fekte Tropfenpaare bei unterschiedlichen Kombinationen von
Flussgeschwindigkeiten zu erzeugen. Eine quantitative Ana-
lyse erfolgte durch die Markierung der Tropfen mit Fluoro-
phoren (Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen). So
erzeugte eine Diise Tropfen mit 10 um Fluorescein, und die
zweite Diise erzeugt Tropfen mit 50 um Resorufin. Durch
Auswerten der Fluoreszenzsignale konnte die Zuverlassigkeit
der Tropfenpaarung von Millionen von Tropfen auf > 99.99 %
bemessen werden (Tabelle 1). Die Tropfenpaarung war nicht
nur bei gleichen Flussgeschwindigkeiten der waéssrigen
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Abbildung 1. a) Synchronisationsmodul: Zwei wissrige Phasen werden
durch die beiden duferen Kanile injiziert und durch den zentralen Ol-
strom synchron emulsifiziert. Die Flussgeschwindigkeiten sind
Q,=800 pLh™" fiir das Ol und Q,=400 pLh™", ©,=100 uLh™" fiir die
wissrigen Phasen. b) Fusionsmodul: Tropfenpaare werden durch das
Anlegen einer elektrischen Spannung U zwischen den beiden Elektro-
den fusioniert. Q,=650 uLh™', ©,=100 uLh™', ©,=60 pLh™". Videos
(M1, M2) sind in den Hintergrundinformationen verfiigbar.

—
100 pm

Tabelle 1: Langzeitstabilitdtstests bei unterschiedlichen Kombinationen
von Flussgeschwindigkeiten.!

QO QX Qy Mropfen t f unge- Fehler
[uLh™] [uLh™] [uLh) [min] [s7'] paart

400 50 30 226800 15.7 12022 10 4x10°
500 100 60 4019100 1247 26858 22 5x107°
800 200 100 1224300 15.1 675.72 4 3x107°
800 250 200 2252501 233 806.11 3 1x10°°
800 500 100 3711800 30.7 1007.62 39 1x10°

[a] Q, ist die Flussgeschwindigkeit des Ols, Q, und Q, sind die Fluss-
geschwindigkeiten der wissrigen Phasen. Der Fehler errechnet sich aus
dem Verhiltnis von ungepaarten Fillen zur Gesamtzahl der Tropfen
(Prropten) Wahrend der Messzeit t. fist die Frequenz, mit der die Tropfen an
jeder Diise generiert werden.

Phasen stabil, sondern auch noch bis zu einem Verhéltnis der
Flussgeschwindigkeiten von 1:5. Auch groflere stochiometri-
sche Verhiltnisse (1:25) konnen deshalb ohne Probleme
realisiert werden, da das Tropfenvolumenverhiltnis gleich
dem Flussgeschwindigkeitsverhiltnis in diesem System ist.
Um die Reaktion zu starten, werden die Tropfenpaare
durch das Anlegen eines elektrischen Feldes zwischen zwei
auf dem Chip positionierten Elektroden fusioniert (Abbil-
dung 1b). Wie Abbildung 2a zeigt, ist bei parallelem Fluss

a)

Abbildung 2. a) Mischen in Tropfen: Die Reagentien werden durch par-
allelen Fluss zusammengebracht und dann emulsifiziert; Mischen
tiber die Symmetrieachse ist nur durch Diffusion méglich (100—

1000 ms). b) Tropfenfusion: Die Reagentien werden in beide Tropfen-
hemispharen injiziert, wodurch das konvektive Mischen verstarkt wird,
was zu kiirzeren Mischzeiten fiihrt (ca. 2 ms).
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der Mischvorgang innerhalb eines Tropfens auf jeweils eine
Hemisphire beschrinkt,"” wodurch weitere Mischmodule
notig werden.”) Dieses Problem tritt nicht auf, wenn man
hintereinander angeordnete Tropfen fusioniert, da die zweite
Komponente nun homogen in jede Hemisphére injiziert wird
(Abbildungen 1b und 2b). Der Mischvorgang wird zudem
durch das dynamische Verschmelzen der Tropfen unter-
stiitzt.['"

Wir haben dieses Mikrofluidiksystem verwendet, um
durch Zusatz einer Base zu einer Fe"/Fe™-Salzl6sung in einer
Copriézipitationsreaktion magnetische Eisenoxid-Nanoparti-
kel zu synthetisieren. Hierbei ist bekannt, dass zunéchst
Magnetit (Fe;0,) gebildet wird, das spiter leicht bei Luft-
kontakt zu Maghiimit (y-Fe,O;) weiteroxidiert.”® Die Co-
prézipitation erfolgt so schnell, dass die gebildeten Partikel in
einem System mit parallelem Fluss die Kanile verstopfen,
insbesondere bei hoheren Konzentrationen (Daten nicht ge-
zeigt). Mit dem Prinzip der Tropfenfusion kann dieses Pro-
blem gelost werden, ' allerdings ist es schwierig, ohne De-
tergentien'® eine kontrollierte paarweise Tropfenfusion zu
realisieren.” In unserem System vermischen sich die Rea-
gentien niemals unbeabsichtigt, da die Diisen rdumlich ge-
trennt liegen und die Tropfen durch Detergentien stabilisiert
werden. Eine volle Kontrolle iiber die Tropfenfusion ldsst sich
erreichen, indem man die Fusion durch ein elektrisches Feld
aktiviert und desaktiviert. Durch diesen Ansatz war es uns
moglich, um zwei bis drei GroBenordnungen hohere Kon-
zentrationen zu verwenden als in vorherigen tropfenbasierten
Mikrofluidikmethoden."®*) Im Detail wurde eine Eisen-
chloridlosung durch einen Arm der Diise injiziert und eine
Ammoniumhydroxidlosung durch den anderen, wodurch
Tropfenpaare mit beiden Reagentien gebildet wurden. Nach
der Elektrokoaleszenz bildete sich ein Eisenoxidprizipitat
nach etwa 2 ms (Abbildung 3). Da die Reaktionsbedingungen
fiir alle Tropfen identisch waren, blieben auch die Féllungs-
kinetik und die Prézipitatpartikelmorphologie wihrend des
gesamten Experiments nahezu gleich.

=0 ms

f A =06 ms

t=1.2ms

=1.8 ms

t=2.4 ms

Abbildung 3. Bildung von Eisenoxid-Nanopartikel-Prizipitaten nach Fu-
sionierung der Tropfenpaare durch ein elektrisches Feld.

Q,=650 uLh™' (Ol), Q,=60 puLh™' (Eisenchloridlésung S1),

©,=120 uLh™" (Ammoniumhydroxidlésung). Ein Video des Vorgangs
(M3) ist in den Hintergrundinformationen verfiigbar.
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Groflenanalysen durch Transmissionselektronenmikro-
skopie (TEM) (Abbildung 4a) belegen, dass beim schnellen
mikrofluidischen Mischen (4+1 nm) im Durchschnitt klei-

-3 -2 =1 0 1 2 3

HI10°Am-1—

Abbildung 4. Charakterisierung der Eisenoxid-Nanopartikel, hergestellt
mit der S2-Lésung (siehe Abschnitt Experimentelles): a) TEM-Aufnah-
me der Nanopartikel; Einschub: HRTEM-Aufnahme eines Partikels, die
die (220)-Spinellebene zeigt. b) Das Elektronenbeugungsmuster zeigt
charakteristische Spinellebenen auf. c) Die Magnetisierung M/M, (M,
ist die Sattigungsmagnetisierung) als Funktion des magnetischen
Feldes H.

nere Partikel entstehen als beim konventionellen makrosko-
pischen Mischen (9+3 nm). Dariiber hinaus zeigen hoch-
aufgeloste TEM-Bilder (Einschub in Abbildung 4a), dass die
Partikel monokristallin sind und keine Stapelfehler enthalten.
Die Abstdnde zwischen den Ebenen betragen etwa 0.3 nm,
was charakteristisch fiir (220)-Spinellebenen ist. Das Elek-
tronenbeugungsmuster, das von einer grofleren Fliche auf-
genommen wurde (Abbildung4b), bestitigt die Spinell-
struktur, und die Abwesenheit einer Hysterese in der Ma-
gnetisierungskurve (Abbildung 4c) belegt, dass die Partikel
superparamagnetisch sind, was charakteristisch fiir Eisen-
oxid-Nanopartikel mit Abmessungen unter 15 nm ist.
Zusammenfassend haben wir erstmals die Synthese von
Eisenoxid-Nanopartikeln in einem Mikrofluidiksystem be-
schrieben. Der neuartige Aspekt an diesem Ansatz ist, dass
die Reagentien in Tropfen kompartmentiert wurden, die als
unabhingige Mikroreaktoren fungieren. Hierzu wurde ein
robustes und flexibles Mikrofluidikmodul entwickelt, mit
dem kontrolliert Tropfenpaare erzeugt werden konnen. Die
Fehlerquote liegt in der GroBenordnung von 10~°. Die Re-
aktion lésst sich prézise durch Elektrokoaleszenz aktivieren,
was ein schnelles Mischen innerhalb der Tropfen bewirkt (ca.
2 ms). Eine Vielzahl von chemischen Synthesestrategien fiir
Eisenoxid-Nanopartikel wurde bereits entwickelt, und in
manchen Fillen wurden sogar sehr gute Monodispersitidten
erhalten.”” Unsere mikrofluidisch synthetisierten Partikel
liegen in der selben GroBenordnung (4 nm) wie die kleinsten
Partikel, die durch andere Methoden synthetisiert wurden. Es
besteht die Moglichkeit, solche ,,auf einem Chip*“ syntheti-
sierten Partikel weiter zu funktionalisieren, indem man einen
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weiteren Tropfenfusionsschritt einbaut. Derartige umman-
telte Partikel konnten dann optimierte Eigenschaften be-
ziiglich Biokompatibilitdt, Wirkstoffverankerung und Zell-
Targeting erhalten.”” Fiir Eisenoxid ist dieses von besonderer
Bedeutung, da so die Weiteroxidation von Magnetit zu
Maghémit (Magnetit hat eine hohere Sattigungsmagnetisie-
rung als Maghémit) verhindert werden konnte. Neben diesen
Anwendungen erwarten wir, dass dieses System sehr niitzlich
fiir eine Vielzahl von Reaktionen mit Millisekundenkinetik in
der Biologie und Chemie sein kann.

Experimentelles

Die 25 pm tiefen Strukturen fiir die fluidischen Kanéile und fiir die
Elektroden wurden in Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) durch weiche
Lithographie abgeformt.””! Die fiir die Tropfenfusion benétigten
Elektroden wurden in dieselbe Ebene und mit geringem Abstand zu
den Kanilen abgeformt.?! Die Kanile wurden mit einem Oberfli-
chenbeschichtungsreagens (Aquapel, PPG Industries) behandelt. Die
Flussgeschwindigkeiten wurden mit Spritzenpumpen (Harvard Ap-
paratus PHD2000) gesteuert. Die kontinuierliche Olphase war ein
Perfluorkohlenstoffol FC40 (3M) mit 2.5% (w/w) Detergentien,
hergestellt aus dem Ammoniumsalz eines perfluorierten Polyethers
(PFPE) (Krytox FSL-Dupont),”! um die Emulsion zu stabilisieren.
Fir die Eisenoxidfdllung wurden FeCl,,4H,0O (Sigma-Aldrich),
FeCl;6H,0 (Acros Organics), Ammoniumhydroxid (28% NH;,
Fluka) und Salzsdure (37 % HCI, Acros Organics) verwendet. Nach
einstiindigem Entgasen von 0.5M HCI in Milli-Q-Wasser unter einem
Argonfluss wurden die FEisenchloridsalze hinzugefiigt, und die
Losung wurde unter einer Argonatmosphire gehalten. Zwei unter-
schiedliche Losungen mit Fe/Fe" = 2:1 wurden getestet: 480 mm
FeCl; + 240 mm FeCl, (S1) und 60 mm FeCl; + 30 mm FeCl, (S2).
Als Base wurde 2M Ammoniumhydroxidlosung verwendet, die
ebenfalls mit entgastem Milli-Q-Wasser zubereitet wurde. Um jegli-
che Oxidation des Fe"" wihrend der Reaktion zu vermeiden, wurde
das PDMS-Modul iiber Nacht in einer Vakuumkammer aufbewahrt,
das Ol wurde mit Stickstoff 1 h lang entgast, es wurden gasundurch-
lassige Polyethylenschldauche (Becton Dickinson) verwendet, und die
Reaktionsprodukte wurden in einer Stickstoffatmosphire gesammelt.
Die Tropfen wurden durch eine Wechselspannung von U=200V
(Peak-Peak) bei 30 kHz, die iiber die Elektroden auf beiden Seiten
des Kanals angelegt wurde, fusioniert. TEM- und HRTEM-Bilder
wurden mit einem Transmissionselektronenmikroskop Topcon 002B
bei 200 kV aufgenommen, das eine punktweise Auflosung von
0.18 nm hat. Fiir die magnetischen Messungen verwendeten wir ein
SQUID-Magnetometer (Quantum Design MPMS-XL) bei 200 K.
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