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(57) Abstract: Apparatus for measuring nanoparticles (1) in a liquid (2), comprising a light source (3), a channel (4) for
accommodating the liquid (2), wherein the channel (4) is transmissive, at least in sections, for light emitted by the light source (3)
and has a channel height (5), the apparatus also comprising an optical structure (6) and a two-dimensional detector (17) for
recording a series of images produced from the optical structure (6), wherein the light source (3), the channel (4) and the optical
structure (6) are in a dark field arrangement in order to pick up light, which is emitted by the light source (3) and is scattered at the
nanoparticles (1), by means of the optical structure (6) using the detector (17), wherein positions of diffraction images of the light
(21) scattered at the nanoparticles (1) on the detector (17) can be determined. In order to make it possible to determine long
trajectories (26, 27) of the nanoparticles (1), the channel height (5) and the optical structure (6) are designed in such a manner that
the depth of field DOF of the optical structure (6) is at least 10%, preferably at least 30%, of the channel height (5).

(57) Zusammenfassung:
[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]



WO 2015/143467 A1 W00V VT T A

Vorrichtung zur Messung von Nanopartikeln (1) in einer Fliissigkeit (2), umfassend eine Lichtquelle (3), einen Kanal (4) zur
Aufnahme der Fliissigkeit (2), wobei der Kanal (4) zumindest abschnittsweise fiir von der Lichtquelle (3) emittiertes Licht
durchlédssig ist und eine Kanalhdhe (5) aufweist, die Vorrichtung weiters umfassend einen optischen Aufbau (6) und einen
zweidimensionalen Detektor (17) zur Aufnahme einer Serie von vom optischen Aufbau (6) erzeugten Bildern, wobei die
Lichtquelle (3), der Kanal (4) und der optische Autbau (6) in einer Dunkelfeldanordnung vorliegen, um Licht, das von der
Lichtquelle (3) emittiert und an den Nanopartikeln (1) gestreut wird, durch den optischen Autbau (6) mit dem Detektor (17)
aufzunehmen, wobei Positionen von Beugungsbildern des an den Nanopartikeln (1) gestreuten Lichts (21) auf dem Detektor (17)
bestimmbar sind. Um die Bestimmung langer Trajektorien (26, 27) der Nanopartikel (1) zu erméglichen, die Kanalh6he (5) und
der optische Aufbau (6) so ausgelegt sind, dass die Schérfentiefe DOF des optischen Autbaus (6) mindestens 10%, vorzugsweise
mindestens 30% der Kanalhthe (5) betrégt.
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VORRICHTUNG ZUR MESSUNG VON NANOPARTIKELN UND VERFAHREN ZUR
BESTIMMUNG DER DURCHMESSER VON NANOPARTIKELN IN EINER
FLUSSIGKEIT

GEBIET DER ERFINDUNG

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung
zur Messung von Nanopartikeln in einer Flissigkeit, umfassend
eine Lichtquelle, einen Kanal zur Aufnahme der Flissigkeit,
wobel der Kanal zumindest abschnittsweise fir von der
Lichtquelle emittiertes Licht durchldssig ist und eine
Kanalhthe aufweist, die Vorrichtung weiters umfassend einen
optischen Aufbau und einen zweidimensionalen Detektor zur
Aufnahme einer Serie von vom optischen Aufbau erzeugten
Bildern, wobei die Lichtquelle, der Kanal und der optische
Aufbau in einer Dunkelfeldanordnung vorliegen, um Licht, das
von der Lichtquelle emittiert und an den Nanopartikeln
gestreut wird, durch den optischen Aufbau mit dem Detektor
aufzunehmen, wobei Positionen von Beugungsbildern des an den
Nanopartikeln gestreuten Lichts auf dem Detektor bestimmbar

sind.

Die vorliegende Erfindung betrifft auberdem ein Verfahren zur
Bestimmung der Durchmesser von Nanopartikeln in einer

Flissigkeit.

SchlieRlich betrifft die Erfindung die Verwendung der

erfindungsgemdben Vorrichtung.
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STAND DER TECHNIK

Zur Bestimmung der Grohke von in Fliissigkeiten suspendierten
Teilchen ist es bekannt, deren Brownsche Bewegung zu messen.
Hierbei werden mit sogenannten Particle Tracking-Verfahren die
Trajektorien der Teilchen bestimmt, beispielsweise indem die
Teilchen direkt mit einem Mikroskop vergrdébert abgebildet
werden und eine Serie von Bildern bzw. ein Video des vom
Mikroskop erzeugten, zweidimensionalen Bilds aufgenommen wird.
Auf diese Weise lassen sich jedoch nur Teilchen messen, die

groBer als die verwendete Lichtwellenldnge sind.

Bei kleineren Teilchen wie Nanopartikeln, insbesondere bei
Nanopartikeln, deren Durchmesser im Bereich von 10 nm bis 200
nm liegt, kann eine Dunkelfeldanordnung verwendet werden.
Hierbei wird nur Licht, das von einer Lichtquelle emittiert
und an den Nanopartikeln gestreut wird, vom Mikroskop
eingefangen und vergrébBert. D.h. statt den direkten Abbildern
der Teilchen werden nur deren Beugungsbilder mit dem Mikroskop
vergrolert abgebildet. Da die Teilchengrébe wesentlich kleiner
ist als die verwendete Lichtwellenldnge besteht das
Beugungsbild jedes Nanopartikels aus dessen Point Spread
Function (manchmal auch als Punktspreizfunktion bezeichnet),
die im Wesentlichen als Beugungsscheibchen (u.a. auch als
Airy-Scheibchen bezeichnet) erscheint. Die Trajektorie jedes
Teilchens entspricht der Spur des wandernden Schwerpunkts des

zugehdrigen Beugungsscheibchens.

Somit ldsst sich fiir jede Trajektorie das mittlere
Verschiebungsquadrat als Funktion des zeitlichen Abstands
(auch als ,time lag” bezeichnet) von zweil betrachteten
Nanopartikel-Positionen bzw. Bildern berechnen. Durch Anpassen
einer Geraden erhdlt man den Diffusionskoeffizienten fiir die
Diffusion des jeweiligen Nanopartikels in zweil Dimensionen.
Kenntnis der Viskositdt der Flissigkeit erlaubt mittels der

Stokes-Einstein-Gleichung die Berechnung eines Durchmessers
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des Nanopartikels. Dabei handelt es sich um dessen
hydrodynamischen Durchmesser, der im Allgemeinen etwas groler
sein kann als der Durchmesser des freien Nanopartikels, da das
Nanopartikel in der Flissigkeit z.B. von einer Solvathiille

umgeben sein kann.

Problematisch bei dem oben geschilderten Verfahren ist, dass
die Lange der aufnehmbaren Trajektorien in der Praxis stark
beschrankt ist, da die Diffusion der Nanopartikel tatsdchlich
nicht auf zwei Dimensionen beschrankt ist, sondern auch in
einer dritten Dimension stattfindet. Dies hat zur Folge, dass
sich jedes Nanopartikel nur eine beschrankte Zeit in jenem
Bereich der Flissigkeit aufhdlt, der im Mikroskop scharf
gestellt ist. Verlasst das jeweilige Nanopartikel diesen
Bereich, erscheint sein Streubild unscharf und ausgewaschen
und verschwimmt schlieRlich im Hintergrund, sodass eine
Positionsbestimmung bzw. eine Schwerpunktsbestimmung des
Beugungsbilds des Nanopartikels unméglich ist. D.h. das
Beugungsbild des jeweiligen Nanoteilchens ist typischerweise
in maximal einigen zehn aufeinander folgenden Bildern fiir eine
Auswertung hinreichend gut erkennbar. Entsprechend kurz ist
die zugehdrige auswertbare Trajektorie, die filir die Berechnung
des mittleren Verschiebungsquadrates herangezogen werden kann,
was sich wiederum negativ im Hinblick auf den Fehler des

ermittelten Durchmessers des Nanoteilchens auswirkt.

Aus der WO 2012004320 Al ist ein Verfahren zur Bestimmung der
Grohke oder formbezogener Parameter eines effektiven
Beobachtungsvolumens flr Partikel, die in einer Dispersion
zumindest teilweise eine stochastische Bewegung vollfiihren,
mittels Single Particle Tracking (SPT) bekannt. Hierbei wird
die zumindest teilweise stochastische Bewegung der Partikel
modelliert. Eine Dunkelfeld-Messanordnung wird nicht

diskutiert.
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Aus A. Malloy et al., Part. Part. Syst. Charact. 23, 197
(2006) sind SPT-Messungen mit einem kommerziellen System
bekannt, wobei Laserlicht aufgenommen wird, das an den sich in
einer Dispersion befindenden Partikeln gestreut worden ist.
Das tatsdchlich untersuchte Volumen ist viele GrdBenordnungen
kleiner als das gesamte Probenvolumen. Auf die Problematik der
nicht gemessenen Bewegung der Partikel in der z-Ebene wird

lediglich hingewiesen.

Aus der CN 201984012 U ist statt eines Particle Tracking-
Verfahrens eine spezielle Ausfihrungsform von dynamischer
Lichtstreuung zur Untersuchung von Nanopartikeln bekannt,
wobei das gestreute Licht nicht Punkte, sondern Spuren auf dem
Detektor erzeugt. Aus der Lange der Spuren wird auf die

PartikelgrdBe zuriick gerechnet.

Aus der GB 2493391 A ist eine Kombination von Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA) und dynamischer Lichtstreuung (DLS)
bekannt, wobei das DLS-Ergebnis durch zuvor mittels NTA

gewonnener Information verbessert wird.

Aus der KR 20040088012 A ist statt eines Particle Tracking-
Verfahrens ein System basierend auf dynamischer Lichtstreuung

zur Grobenbestimmung von Partikeln bekannt.

AUFGABE DER ERFINDUNG

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine
Vorrichtung und ein Verfahren zur Verfligung zu stellen, die
den oben genannten Nachteil vermeiden und die Bestimmung
langer Trajektorien erméglichen, um den Durchmesser wvon
Nanopartikeln in Flissigkeiten besonders genau bestimmen zu

ko6nnen.
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DARSTELLUNG DER ERFINDUNG

Um die genannte Aufgabe filir die Bestimmung der Durchmesser von
Nanopartikeln, insbesondere im Bereich von 10 nm bis 200 nm,
in einer Flissigkeit zu l&sen, wird die Flissigkeit in einem
Kanal mit einer gewissen Kanalhdhe gemessen. Der Kanal ist
zumindest fir Licht, das von einer Lichtguelle emittiert wird,
durchldssig. Das Licht wird an den Nanopartikeln gestreut, und
nur das gestreute Licht wird mittels eines optischen Aufbaus
und einem nachgeschalteten zweidimensionalen Detektor
aufgenommen, dessen sensitive Fldche in Pixel einteilbar ist
und der insbesondere als Bildsensor ausgefiihrt sein kann. Beim
optischen Aufbau kann es sich um ein System mit Spiegeln,
Linsen {(insbesondere umfassend ein Objektiv), Filtern etc.
handeln. Insbesondere kann der optische Aufbau durch ein

Mikroskop realisiert sein.

D.h. der optische Aufbau bzw. das Mikroskop erzeugt im
Allgemeinen ein vergrdBertes Bild, welches die Beugungsbilder
der Nanopartikel enthdlt, wobeili jedes Beugungsbild im
Wesentlichen ein Beugungsscheibchen ist. Licht, das direkt von
der Lichtgquelle kommt oder spekular reflektiert wird, gelangt
hingegen nicht in den optischen Aufbau bzw. ins Mikroskop und
wird entsprechend auch nicht am Detektor bzw. Bildsensor
detektiert. Mit anderen Worten liegt eine Dunkelfeldanordnung
der Lichtquelle, des Kanals bzw. der FllUssigkeit im Kanal und

dem optischen Aufbau vor.

Um in der Folge Positionsverdnderungen bzw. Trajektorien der
Nanopartikel verfolgen zu kdnnen, ist es wichtig, dass die
Position jedes Beugungsbilds bzw. jedes Beugungsscheibchens im
aufgenommenen Bild eindeutig bestimmt werden kann,
beispielsweise indem sein Umriss und/oder sein Schwerpunkt
bestimmt werden. Zu diesem Zweck missen die Vergrdlerung des

optischen Aufbaus und die Pixeldichte des Detektors so
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aufeinander abgestimmt sein, dass eine eindeutige Bestimmung

der Position jedes Beugungsbilds sinnvoll md&glich ist.

Wenn der Schwerpunkt jedes Beugungsbilds bestimmt werden soll,
ist es in der Praxis ausreichend, wenn jedes
Beugungsscheibchen so grol am Detektor erscheint, dass es
zumindest auf 2*2 Pixeln abgebildet wird. D.h. die Pixeln des
Detektors sind entlang von zwei Richtungen, im Folgenden x und
y genannt, angeordnet und Uberdecken somit eine Flache, wobei
die Beugungsscheibchen durch den optischen Aufbau so grob
vergrolert werden bzw. die Pixel so klein sind, dass zweil
Pixel in x-Richtung und zweil Pixel in y-Richtung zumindest
abschnittsweise durch das jeweilige Beugungsscheibchen
Uberdeckt werden. Die Position des Schwerpunkts jedes
Beugungsscheibchens ist dann mit einer Genauigkeit von weniger
als einem Pixel bestimmbar, entsprechend kdnnen jedem
Schwerpunkt eine x- und eine y-Koordinate zugewiesen werden.
Fiir den Fall, dass die Pixel des Detektors so klein sind, dass
keine VergrdBerung bendtigt wird, kann der optische Aufbau auf
vergroflernde Element verzichten und z.B. im Wesentlich aus
einem Loch bestehen, durch das das gestreute Licht auf den

Detektor tritt.

Um nun Trajektorien der Nanopartikel zu ermitteln, wird eine
Serie von Bildern aufgenommen und die Positionen der
Beugungsbilder/Beugungsscheibchen der Nanopartikel in jedem
Bild bestimmt, sodass jedem Beugungsbild in jedem Bild eine
Position zugeordnet werden kann. Die der Erfindung
zugrundeliegende Idee besteht darin, die Schidrfentiefe DOF des
optischen Aufbaus und die Kanalhdhe so aufeinander
abzustimmen, dass {ber die gesamte Kanalh&he eine hinreichend
scharfe Abbildung erfolgt. Entsprechend erscheint das
Streubild eines Nanopartikels stets hinreichend scharf, auch
wenn das Nanopartikel in Richtung der Kanalhthe diffundiert
bzw. sich in Richtung der Kanalhothe bewegt. D.h. das

Beugungsbilds/Beugungsscheibchens bzw. dessen Position bleibt
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fiir das Nanopartikel in der Serie von Bildern stets
bestimmbar, solange das Nanopartikel sich nicht lateral aus
dem Gesichtsfeld bewegt, d.h. solange bis entweder kein Licht
mehr an diesem Nanopartikel gestreut wird oder das an diesem
Nanopartikel gestreute Licht nicht mehr in den optischen

Aufbau gelangt.

In aufwendigen Versuchsreihen konnte festgestellt werden, dass
eine hinreichende Schidrfentiefe DOF gegeben ist, wenn diese
zumindest 10% der Kanalhdhe betrdgt. In diesem Fall kann es
zwar zu einem leichten Verschwimmen der Beugungsbilder der
Nanopartikel kommen, doch lassen sich die Positionen der
Beugungsbilder, insbesondere deren Schwerpunkte, immer noch
bestimmen. Vorzugsweise sollte die Scharfentiefe DOF
mindestens 30% der Kanalhohe betragen. In diesem Fall bleiben
die Beugungsbilder praktisch vollstdndig scharf und die
Bestimmung der Positionen der Beugungsbilder, insbesondere von

deren Schwerpunkten, ist sehr prdzise mdglich.

Daher ist es bei einer Vorrichtung zur Messung von
Nanopartikeln in einer Flissigkeit, umfassend eine
Lichtquelle, einen Kanal zur Aufnahme der Flissigkeit, wobeil
der Kanal zumindest abschnittsweise filir von der Lichtquelle
emittiertes Licht durchlédssig ist und eine Kanalh&he aufweist,
die Vorrichtung weiters umfassend einen optischen Aufbau und
einen zweidimensionalen Detektor zur Aufnahme einer Serie von
vom optischen Aufbau erzeugten Bildern, wobei die Lichtquelle,
der Kanal und der optische Aufbau in einer Dunkelfeldanordnung
vorliegen, um Licht, das von der Lichtquelle emittiert und an
den Nanopartikeln gestreut wird, durch den optischen Aufbau
mit dem Detektor aufzunehmen, wobei Positionen wvon
Beugungsbildern des an den Nanopartikeln gestreuten Lichts auf
dem Detektor bestimmbar sind, erfindungsgemdl vorgesehen, dass
die Kanalhdthe und der optische Aufbau so ausgelegt sind, dass
die Scharfentiefe DOF des optischen Aufbaus mindestens 10%,

vorzugsweise mindestens 30% der Kanalhdhe betriagt.
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Die Scharfentiefe DOF des optischen Aufbaus kann insbesondere
im Falle eines Mikroskops durch geeignete Wahl eines Objektivs
des Mikroskops beeinflusst werden, wobei sich fiir die

Schirfentiefe insbesondere die numerische Apertur NA auswirkt

gemdhb folgender Formel
DOF = A / (2 * NA?),

mit A der Wellenldnge des verwendeten Lichts. D.h. indem die
numerische Apertur verkleinert wird, kann die Schirfentiefe
DOF vergroBlert werden. Allerdings ist hierbei, wie oben
geschildert, zu beachten, dass die VergrobBerung stets so grob
bleibt, dass die Positionen, vorzugsweise die Schwerpunkte,
der Beugungsbilder der Nanopartikel hinreichend gut am

Detektor bestimmbar sind.

Entsprechend ist es bei einem Verfahren zur Bestimmung der
Durchmesser von Nanopartikeln in einer Flissigkeit,
erfindungsgemdl vorgesehen, dass das Verfahren die folgenden
Schritte umfasst:

- Aufnahme einer Serie von Bildern mittels einer
erfindungsgemdben Vorrichtung;

- Bestimmung der Positionen der RBeugungsbilder der
Nanopartikel in den Bildern;

- Bestimmung der Trajektorien der Nanopartikel entsprechend
den Positionen der zugehdrigen Beugungsbilder in den Bildern;
- Bestimmung von Diffusionskoeffizienten D der Nanopartikel
aus deren Trajektorien;

- Berechnung des Durchmessers d jedes Nanopartikels (1)
mittels der Stokes-Einstein-Gleichung
D=kg*T/ (3 *d*m*m),

mit ky der Boltzmann-Konstante, T der Temperatur in Kelvin und

N der Viskositdt der Fliussigkeit.

Eine {ibliche Methode zur Bestimmung des

Diffusionskoeffizienten fiir ein Nanopartikel ist die
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Berechnung des mittleren Verschiebungsquadrats MSD(T) als

Funktion des zeitlichen Abstands T zwischen den betrachteten
Bildern fir die Trajektorie des Nanopartikels. D.h. in der

Serie von Bildern haben zwei aufeinander folgende Bilder einen

zeitlichen Abstand At. Wenn beispielsweise als Detektor der

Bildsensor einer Kamera verwendet wird, deren Aufnahmerate 25

Bilder pro Sekunde ist, so gilt At = 0,04 s. Der zeitliche

Abstand zwischen zweil betrachteten Bildern muss dann ein

ganzzahliges Vielfaches n dieses Wertes sein, d.h. T =n * At.

Praktischerweise berechnet man daher MSD{(n):
MSD(n) = 1/(N-n) * ;X" [(xi - Xim)? + (Vi — Vi) 21,

mit x;/y; der x/y-Koordinate des Schwerpunkts im i-ten Bild.

MSD(n = 1) entspricht dann MSD(T = 1 * At) etc.

Sodann erfolgt die Anpassung einer Funktion in einem
Anfangsbereich von MSD(T), bevorzugt an mindestens drei der
ersten zehn Punkte von MSD(T), besonders bevorzugt an den

zwelten, dritten, vierten und finften Punkt von MSD(T). Im
einfachsten Fall, bei Vorliegen ungestdrter Diffusion ist die
anzupassende Funktion eine Gerade, wobei der Anstieg der
Geraden

2 * dim * D

entspricht, mit dim der Dimensionalitdt und D dem

Diffusionskoeffizienten.

Andere Funktionen sind z.B. notwendig bei Vorliegen wvon
anomaler Diffusion, etwa wenn eine Interaktion der
Nanopartikel mit ihrer Umgebung die Diffusion der Nanopartikel
beeinflusst. Dies kann sich beispielsweise durch einen

Exponenten O modellieren lassen mit

MSD(T) = 2 * dim * D * 1%
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wobel 0<1l Sub-Diffusion beschreibt, wahrend o>1 Super-

Diffusion beschreibt.

Ein weiteres BReispiel fir ein Abweichen von MSD(T) von einer
Geraden ergibt sich, wenn der normalen Diffusion ein Fluss mit
Geschwindigkeit v Uberlagert ist. In diesem Fall &ndert sich

der Zusammenhang auf

MSD(T) = 2 * dim * D * T + v° + T°.

Wie gesagt kdnnen auf diese Weise sehr lange Trajektorien
bestimmt werden, womit die Préazision bei der Berechnung der
Grohke der Nanopartikel erhdoht werden kann. Insbesondere kdnnen
bei der Auswertung gezielt ausschlieBlich sehr lange
Trajektorien berilicksichtigt werden, um den sich ergebenden
Fehler bei den berechneten Durchmessern der Nanopartikel
bewusst klein zu halten. Mit der Lange der Trajektorien ist
dabei nicht notwendigerweise die absolute Zeitdauer gemeint,
Uber die sich die Trajektorien erstrecken, sondern die Anzahl
der Stitzpunkte bzw. Nanopartikel-Positionen der Trajektorien.
D.h. eine Trajektorie, die sich beispielsweise aus der
Bestimmung des Schwerpunkts des Beugungsscheibchens eines
Nanopartikels in 567 aufeinanderfolgenden Bildern einer Serie
von Bildern ergibt, ist 567 Bilder bzw. (Nanopartikel-)
Positionen lang - mit 566 Schritten. Die absolute zeitliche

Lange der Trajektorie ergibt sich aus der Multiplikation der

Schrittanzahl mit At. Daher ist es beil einer bevorzugten
Ausflhrungsform des erfindungsgemdflen Verfahrens vorgesehen,
dass zur Bestimmung der Diffusionskoeffizienten D Trajektorien
mit einer Ladnge von mindestens 200 Positionen, bevorzugt von
mindestens 500 Positionen, besonders bevorzugt von mindestens
1000 Positionen verwendet werden, wobei zur Bestimmung der
Diffusionskoeffizienten D vorzugsweise nur Trajektorien mit
einer Lange von mindestens 200 Positionen, bevorzugt von
mindestens 500 Positionen, besonders bevorzugt von mindestens

1000 Positionen verwendet werden. Es versteht sich, dass die
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Gesamtanzahl der Bilder der aufgenommenen Serie deutlich

grohler sein kann als die Lange der verwendeten Trajektorien.

Die somit erzielbare hohe Prdzision bei der Berechnung der
Durchmesser der Nanopartikel ermdéglicht es auBerdem, eine
Verteilung der Durchmesser zu bestimmen und auch nahe
beieinander liegende Maxima in der Verteilung - auch als Peaks
bezeichnet - hinreichend genau aufzuldsen. Folglich sind z.B.
in einer Histogrammdarstellung der Haufigkeitsverteilung der
ermittelten Durchmesser der Nanopartikel sich ergebende Maxima
deutlich voneinander unterscheid- und bestimmbar. Letzteres
kann durch Anpassen einer geeigneten Funktion an den
jeweiligen Peak der HAufigkeitsverteilung erfolgen. Im
Vergleich zu existierenden Verfahren kann dadurch die Messung
von polydispersen Nanopartikeln innerhalb einer Messung
entscheidend verbessert werden. Entsprechend ist es bei einer
bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemdBen Verfahrens
vorgesehen, dass eine Verteilung der berechneten Durchmesser d

bestimmt wird.

Die oben geschilderte Auswertung, insbesondere die Bestimmung
der Trajektorien, wird idealerweise automatisiert vorgenommen,
weshalb es beil einer bevorzugten Ausfihrungsform der
erfindungsgemdben Vorrichtung vorgesehen ist, dass ein
Computer vorgesehen ist, um aus der Serie von Bildern

Trajektorien der Nanopartikel automatisiert zu bestimmen.

Fliir Nanopartikel mit einem Durchmesser 10 nm bis 200 nm kdnnen
die Kanalhdhen entsprechend klein gewdhlt werden, um bei
ausreichend groBer VergroBerung eine hinreichend grobe
Schirfentiefe zu erzielen und gleichzeitig starke
Wechselwirkungen mit Kanalwdnden immer noch auszuschlieflen.
Daher ist es bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
erfindungsgemdben Vorrichtung vorgesehen, dass die Kanalhdhe
kleiner gleich 30 pm, bevorzugt kleiner gleich 20 pm,

besonders bevorzugt kleiner gleich 10 pm ist. Entsprechend
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betrdagt die minimale Scharfentiefe DOF fiir diese
Ausfihrungsformen 3 um, 2 pm bzw. 1 pm. Die Verwendung von so
geringen Kanalhohen hat auBerdem den Vorteil, dass
Flissigkeiten, die grundsédtzlich nicht transparent sind, wie

z.B. Motordl, trotzdem durchstrahlt werden kdnnen.

Bei einem Kanal mit einer Kanalhdhe von 10 pm kann als
optischer Aufbau z.B. ein Mikroskop mit einem Objektiv mit

numerischer Apertur NA = 0,45 verwendet werden, wobei sich bei

einer Wellenldnge A = 532 nm eine ausreichende Schiarfentiefe
DOF von ca. 1,3 um ergibt. Noch genauere Ergebnisse werden bei
gleicher Kanalhdhe und Licht gleicher Wellenlinge
beispielsweise mit einem Mikroskop mit einem Objektiv mit
numerischer Apertur NA = 0,3 erzielt, wobei die Scharfentiefe

DOF ca. 3 pm betragt.

Wenn die Kanalhdthe in Relation zur GrohkRe der Nanopartikel so
klein wird, dass eine Wechselwirkung der Nanopartikel mit den
Kanalwanden zwangsweise gegeben ist, kdnnen die
erfindungsgemdbe Vorrichtung sowie das erfindungsgeméle
Verfahren grundsdtzlich trotzdem verwendet werden. Bei der
Auswertung wird dann in der Regel ein zu groBer Durchmesser
fir die Nanopartikeldurchmesser erhalten, der jedoch durch
Multiplikation mit einem geeigneten Korrekturfaktor korrigiert

werden kann.

Umn einen besonders einfachen Aufbau zu realisieren, ist es bei
einer bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsgemidben
Vorrichtung vorgesehen, dass die Lichtguelle auf derselben

Seite des Kanals angeordnet ist wie der optische Aufbau.

Hierzu sei bemerkt, dass es auch vorstellbar ist, gleichzeitig
zumindest einen weiteren optischen Aufbau und einen weiteren
Detektor zu verwenden. Der weitere optische Aufbau und der

weitere Detektor kdnnen dabei auf der anderen Seite des Kanals
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angeordnet sein, d.h. dem optischen Aufbau und dem Detektor

gegeniiberliegend.

Im Sinne einer optimalen Intensitdt werden beste Ergebnisse
erzielt, wenn das Licht in einem relativ steilen Winkel auf
den Kanal auftrifft, um Reflexionen am Kanal klein zu halten.
Andererseits muss dem vorhandenen bzw. verfiigbaren Abstand
zwischen Kanal und dem optischem Aufbau Rechnung getragen
werden. Entscheidend ist hierbei, dass der Winkel so gewdhlt
ist, dass kein Licht direkt oder durch spekulare Reflexion in
den optischen Aufbau gelangen kann, sondern nur durch Streuung
an den Nanopartikeln. Gute Ergebnisse haben sich in der Praxis
ergeben, wenn das von der Lichtquelle emittierte Licht mit
einer optischen Achse des optischen Aufbaus einen Winkel von
mindestens 60°, bevorzugt mindestens 70° einschliebt. Dabei
steht die optische Achse vorzugsweise normal auf eine

Oberflache des Kanals.

Um einen sehr einfachen Aufbau zu realisieren, ist es bei
einer bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsgemidben
Vorrichtung vorgesehen, dass als Lichtquelle mindestens ein
Laser vorgesehen ist. Die Verwendung von Lasern ermdglicht
zudem eine sehr prizise Wahl der Lichtwellenldnge. Mehrere
unterschiedliche Laser erm&glichen es zudem, Licht

unterschiedlicher Wellenldnge zur Verfiigung zu stellen.

Da fir die Detektion von Nanopartikeln hohe Lichtintensitaten
notwendig sind, kann es mitunter zu Stabilitdtsproblemen mit
Laserquellen mit 100 mW oder mehr kommen. Wenn Laser verwendet
werden, treten z.B. aufgrund der endlichen Rauigkeit der Wande
des Kanals Speckle-Muster im gestreuten Licht auf, die fiir die
Beugungsbilder der Nanopartikel ein unerwilinschtes
Hintergrundsignal darstellen. Wenn diese Speckle-Muster sich
wadhrend der Aufnahme einer Serie von Bildern andern, gestaltet
es sich als schwierig, die Beugungsbilder der Nanopartikel vom

sich dndernden Hintergrund zu unterscheiden. Sich &dndernde
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Speckle-Muster konnen dabei z.B. von geringfiligigen
Instabilitdten der Laser-Lichtquelle verursacht werden.
Leuchtdioden, insbesondere sogenannte High Power LEDs, k&nnen
bei sehr hohen Intensitdten mitunter stabiler arbeiten.
Dariilberhinaus treten bei der Verwendung von Leuchtdioden, die
grundsdtzlich kein kohdrentes Licht emittieren, prinzipiell
keine Speckle-Muster auf, was sich im Hinblick auf den
Hintergrund der Beugungsbilder der Nanopartikel wvorteilhaft
auswirkt. Daher ist es bei einer bevorzugten Ausfilhrungsform
der erfindungsgemdfen Vorrichtung vorgesehen, dass als
Lichtquelle mindestens eine Leuchtdiode vorgesehen ist. Auch
Leuchtdioden bieten dabei die Mdglichkeit gewisse Wellenldngen
relativ prédzise auszuwdhlen, wenngleich dies nicht so prézise
wie mit Lasern mdglich ist. Unterschiedliche Wellenlangen
kénnen wiederum mit mehreren unterschiedlichen Leuchtdioden
realisiert werden. Alternativ oder zusatzlich wdare auch die
Verwendung von Leuchtdioden, die im Wesentlichen weilbes Licht

ausstrahlen, mdglich.

Die Verwendung von unterschiedlichen Lichtwellenldngen
ermdglicht im Prinzip spektroskopische Messungen.
Beispielsweise kann durch Messung der Streuintensitidt der
Nanopartikel bei mehreren Wellenldngen und bereits bestimmten
Durchmesser der Nanopartikel ein Vergleich mit dem
theoretischen Streuverhalten von Nanopartikeln durchgefihrt
und auf deren Material geschlossen werden, sofern eine
begrenzte Anzahl an mdglichen Materialien vorliegt. Dabei wird
fiir jedes Teilchen individuell dessen Durchmesser aus der
Brownschen Bewegung bestimmt. Bei der Auswertung der
spektroskopischen Information kann somit das Streuverhalten
berilicksichtigt werde, dass sich flir genau dieses Teilchen
aufgrund von dessen GroRe ergibt. Entsprechend kdnnen Aussagen
Uber das Material des betrachteten Teilchens getroffen werden.

Daher ist es bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
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erfindungsgemdben Vorrichtung vorgesehen, dass die Lichtquelle

Licht mehrerer Wellenlangen emittiert.

Eine M&glichkeit der Anwendung besteht darin, die
unterschiedlichen Wellenldngen gepulst einzusetzen, sodass
jedes Bild mit einer bestimmten Wellenldnge aufgenommen wird.
Z.B. kénnen bei drei unterschiedlichen Wellenldngen
nacheinander ein Bild mit der ersten Wellenldnge, das ndachste
Bild mit der zweiten Wellenldnge und das darauf folgende Bild
mit der dritten Wellenldnge aufgenommen werden, worauf wieder
mit der ersten Wellenldnge begonnen wird etc. Nach Beendigung
der Aufnahme der Serie von Bildern kd&nnen filir jedes
Nanopartikel drei Trajektorien bestimmt werden, wobei jede
Trajektorie nur aus Bildern mit jeweils einer der drei

Wellenldngen extrahiert wird.

Um die erfindungsgemdale Vorrichtung mit minimalen Abmessungen
zu realisieren, 1ist es bei einer bevorzugten Ausfihrungsform
der erfindungsgemdlen Vorrichtung vorgesehen, dass der Kanal
in einem Mikrofluidik-Chip ausgebildet ist. Entsprechend muss
der Mikrofluidik-Chip zumindest abschnittsweise transparent

fir das von der Lichtquelle emittierte Licht sein.

Die Verwendung von mikrofluidischen Komponenten bzw. eines
Mikrofluidik-Chips bietet eine exzellente Mdglichkeit der
Integration und Miniaturisierung des gesamten Systems. Dies
ist u.a. im Hinblick auf eine Installation einer
erfindungsgemdben Vorrichtung in einem Motor interessant.
Dabei kann ein Detektor bzw. Bildsensor mit optischem System
bzw. Mikroskop flr eine einzige fixe VergrdBerung zur
Detektion des Streulichts dienen. Entsprechend ist es bei
einer bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsgemidben
Vorrichtung vorgesehen, dass der optische Aufbau und der
Detektor in einer strukturellen Einheit integriert sind. Diese
strukturelle Einheit kann insbesondere zusammen mit einem

Mikrofluidik-Chip, der auBerdem als Einweg-Chip ausgefilhrt
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werden kann, sowie mit einer Lichtquelle und zugehdriger
Elektronik fir die Auswertung klein und portabel gestaltet

werden.

Die Verwendung von Mikrofluidik-Chips erlaubt es zudem, diese
als Einweg-Elemente auszufilhren, d.h. der Mikrofluidik-Chip
wird nach einer Messung durch einen neuen ersetzt. Alternativ
und/oder zusétzlich ist es mdglich, die Fliissigkeit nach einer
Messung aus dem Kanal zu befdrdern und neue Flissigkeit in den
Kanal zu bringen. Daher ist es beil einer bevorzugten
Ausfihrungsform der erfindungsgemdhlen Vorrichtung vorgesehen,
dass Mittel vorgesehen sind, um die Flissigkeit in den und aus
dem Kanal zu befdrdern. Ein besonders einfaches Mittel ware
z.B. eine Spritze, aber natilirlich wdre auch eine Pumpe ein
geeignetes Mittel, um Flissigkeit aus dem Kanal abzupumpen und
in den Kanal hinein zu pumpen. Somit wdre es z.B. denkbar, die
erfindungsgemdbe Vorrichtung in einen Motor zu integrieren und
regelmdlig die Abriebpartikel im Motordl bzw. deren
Durchmesser automatisiert zu bestimmen, indem beispielsweise
nach jedem Betrieb des Motors Motordl in den Kanal gepumpt und

eine Messung durchgefihrt wird.

Ebenso kann es zur Verbesserung der Statistik gewlinscht sein,
mehrere Messungen mit unterschiedlichen Fliissigkeitsproben
durchzufihren. Entsprechend ist es bei einer bevorzugten
Ausflhrungsform des erfindungsgemdflen Verfahrens vorgesehen,
dass nach der Aufnahme der Serie von Bildern mindestens einmal
die Flissigkeit aus dem Kanal entfernt wird, neue Flissigkeit
in den Kanal eingebracht wird und eine weitere Serie von

Bildern aufgenommen wird.

Insbesondere wenn der Kanal in einem Mikrofluidik-Chip
ausgebildet ist, kann eine ,vertikale” Anordnung leicht
realisiert werden, um gezielt Sedimentationseffekte zu
beobachten. Hierbei ist die Kanalhdhe ebenso wie die optische

Achse horizontal orientiert. D.h. die Sedimentation, die sich
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aufgrund der Schwerkraft einstellt, erfolgt normal zur
Beobachtungsrichtung. Neben der gezielten Beobachtung der
Sedimentation von Nanopartikeln und der Bestimmung von deren
Durchmessern kdnnen in einer solchen Anordnung grdBere,
schwerere Partikel, welche prinzipiell die Messung kleinerer
Partikel beeinflussen oder den Kanal verstopfen kdnnen, ilber

Sedimentation vorab abgeschieden werden.

In &dhnlicher Weise ist es mdglich, eine zusatzliche auf die
Nanopartikel wirkende Kraft, die vorzugsweise normal auf die
Beobachtungsrichtung steht, zu erzeugen und damit Nanopartikel
aufgrund der jeweils zusdtzlichen Eigenschaft zu
charakterisieren oder abzuscheiden. Daher ist es bei einer
bevorzugten Ausfilihrungsform der erfindungsgemdBen Vorrichtung
vorgesehen, dass die Vorrichtung derart ausgelegt ist, dass
eine Kraft mit einer Richtungskomponente, die normal auf eine
optische Achse des optischen Aufbaus steht, auf die

Nanopartikel wirkt.

Im Falle der Sedimentation ist die wirkende Kraft die
Gravitation. Dariiberhinaus kdnnen insbesondere elektrische
oder magnetische Krafte den Nanopartikeln aufgeprigt werden.
Daher ist es bei einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform
der erfindungsgemalen Vorrichtung vorgesehen, dass Mittel zur
Erzeugung eines elektrischen und/oder magnetischen Feldes
vorgesehen sind, um eine zusdtzliche, auf die Nanopartikel
wirkende Kraft zu erzeugen mit einer Richtungskomponente, die
normal auf die optische Achse des optischen Aufbaus steht.
Geeignete Mittel wiren beispielsweise Elektroden oder
Kondensatorplatten fiir das Anlegen eines elektrischen Feldes
oder Spulen, wie z.B. Helmholtz-Spulen, fir das Anlegen eines

magnetischen Feldes.

Alternativ oder zusédtzlich sind auch andere aufpragbare

physikalische GroRen denkbar, beispielsweise eine durch einen
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osmotischen Druck bedingte Strdmung oder ein anderweitig

erzeugtes Geschwindigkeitsprofil.

Die Viskositdt der Fliissigkeit ist flir die oben geschilderte
Berechnung der GroRe der Nanopartikel aus deren Brownscher
Bewegung hdchst relevant. Daher ist es beili einer bevorzugten
Ausfihrungsform der erfindungsgemdhlen Vorrichtung vorgesehen,
dass ein Viskositdtssensor zur Messung der Viskositat der
Flissigkeit vorgesehen ist. Insbesondere wenn der Kanal in
einem Mikrofluidik-Chip ausgebildet ist, lassen sich
verschiedenste miniaturisierte Viskositdtssensoren
integrieren. So bieten sich beispielsweise bekannte
Viskosititssensoren basierend auf Kanalnetzwerken oder
schwingenden Mikrostrukturen an. Selbstverstidndlich kann der
Viskositdtssensor aber auch separat vom Mikrofluidik-Chip,

welcher den Kanal enthalt, ausgebildet sein.

Die Viskositat der Flissigkeit wird maBgeblich durch die
Temperatur beeinflusst. Um die Viskositdt der Flissigkeit
beeinflussen zu kdnnen, ist es bei einer bevorzugten
Ausfihrungsform der erfindungsgemdhlen Vorrichtung vorgesehen,
dass ein Heizelement und/oder ein Kilhlelement vorgesehen sind,
um den Kanal auf eine gewlinschte Temperatur zu bringen.
Beispiele wiren ein Heizwiderstand, z.B. in Form einer Platte
oder eines Heizdrahtes, als Heizelement und/oder ein Peltier-
Element als Klihlelement. Es versteht sich, dass ebenso ein
Temperatursensor vorgesehen ist, wenn dieser nicht ohnehin im

Heizelement/Kiihlelement integriert ist.

Auch das Heizelement und/oder Kilhlelement kdnnen - ebenso wie
eventuell vorhandene Pumpen - klein und kompakt realisiert
werden, sodass eine Vorrichtung, die diese Komponenten
zumindest teilweise aufweist, ebenfalls klein, kompakt und

portabel gestaltet werden kann.

Wie bereits geschildert ist erfindungsgemal die Verwendung

einer erfindungsgemdben Vorrichtung zur Bestimmung der Grdbe
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und/oder Grdbenverteilung von Partikeln, vorzugsweise
Verschleibpartikeln in einem flissigen Schmierstoff,
insbesondere in Motor®l vorgesehen. Bei den Schmierstoffen
kann es sich dabei um Schmierstoffe verschiedenster Maschinen
handeln, d.h. nicht notwendigerweise um Schmierstoffe fiir
Motoren. Beispielsweise kann es sich um Schmierstoffe zur
Schmierung von Lagern handeln. Hierbei werden insbesondere

metallische Nanopartikel gemessen.

Mit der erfindungsgemdBen Vorrichtung bzw. dem
erfindungsgemdben Verfahren kdnnen jedoch generell
Nanopartikel untersucht werden, die einen anderen
Brechungsindex als das Tragermedium bzw. die Flissigkeit
aufweisen. D.h. es kdnnen nicht nur metallische
Verschleibpartikel, sondern auch andere anorganische und auch
organische Nanopartikel gemessen und deren Durchmesser
bestimmt werden. Dies ermdglicht u.a. interessante Anwendungen
in der Pharmazie. Beispielsweise kann die Reinheit von
Prdparaten bzw. fliissigen Arzneimitteln untersucht werden.
Entsprechend ist erfindungsgemdl die Verwendung einer
erfindungsgemdben Vorrichtung zur Bestimmung der GrdBe
und/oder Grdébenverteilung von Fremdpartikeln in einem

flissigen Arzneimittel vorgesehen.

Insbesondere im Hinblick auf die Verwendung der
erfindungsgemdben Vorrichtung zur Messung wvon
Verschleibpartikeln in Schmierstoffen ist es wichtig zu
beriicksichtigen, dass neben den als Nanopartikel vorliegenden
Verschleibpartikeln zusdtzlich auch groRere VerschleiBpartikel
- z.B. im Sub-Mikrometerbereich oder Mikrometerbereich - im
Schmierstoff vorhanden sein kdnnen. Beil zu geringen Kanalhdhen
kénnen diese gréBeren VerschleiBpartikel den Kanal verstopfen.
Um ein Verstopfen des Kanals zu vermeiden, ist es daher bei
einer bevorzugten Ausfilhrungsform der erfindungsgemidBen
Vorrichtung vorgesehen, dass die Kanalhthe mindestens 1 um,

bevorzugt mindestens 3 um, besonders bevorzugt mindestens 5 pum
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betragt. Es versteht sich, dass bei einer besonders
bevorzugten Ausfihrungsform nicht nur die Kanalh&he, sondern
generell ein lichter Querschnitt des Kanals grdbBer/ gleich
als/wie die Kanalhthe ist, um ein Verstopfen wirkungsvoll zu

unterbinden.

Zur erfindungsgemdben Bestimmung der Durchmesser der
Nanopartikel muss die Viskositdt der Flissigkeit grundsédtzlich
bekannt sein. Dabei kdnnen mittels der erfindungsgemdalen
Vorrichtung Fliissigkeiten in einem sehr breiten
Viskositdtsbereich untersucht werden, vorzugsweise in einem
Bereich von 0,1 mPa s bis 1000 mPa s. Umgekehrt ist es
natiirlich auch méglich, bei bekannter GrdBe der Nanopartikel
auf die Viskositdt der Flissigkeit zu schliebBen. Daher ist
erfindungsgemdh die Verwendung einer erfindungsgemaben
Vorrichtung zur Bestimmung der Viskositdt einer Flissigkeit,

in der sich Nanopartikel bekannter GrohkRe befinden, vorgesehen.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN

Die Erfindung wird nun anhand von Ausfihrungsbeispielen naher
erldutert. Die Zeichnungen sind beispielhaft und sollen den
Erfindungsgedanken zwar darlegen, ihn aber keinesfalls

einengen oder gar abschliebend wiedergeben.

Dabei zeigt:

Fig. 1 eine schematische Skizze des Aufbaus einer

erfindungsgemdalen Vorrichtung

Fig. 2 ein Detaill einer Schnittansicht eines Kanals der

Vorrichtung aus Fig. 1

Fig. 3 eine schematische Skizze des Aufbaus einer weiteren

Ausfihrungsform der erfindungsgemdBen Vorrichtung, die
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zur Beobachtung von Sedimentationseffekten geeignet

ist

Fig. 4 eine schematische Detailansicht der Flissigkeit im
Kanal der Vorrichtung aus Fig. 3, wobei Trajektorien
eines groReren, schwereren und eines kleineren,
leichteren Nanopartikels unter Einfluss der

Schwerkraft und einer Flussrichtung illustriert sind

Fig. b5 eine schematische Skizze eines Details des Aufbaus
einer weiteren Ausfihrungsform der erfindungsgemdlen
Vorrichtung, die zur Beobachtung der Diffusion von
Nanopartikeln unter zusdtzlichem Einfluss eines

elektrischen Feldes geeignet ist

Fig. 6 eine schematische Skizze eines Details des Aufbaus
einer weiteren Ausfihrungsform der erfindungsgemdlen
Vorrichtung, die zur Beobachtung der Diffusion von
Nanopartikeln unter zusdtzlichem Einfluss eines

magnetischen Feldes geeignet ist

Fig. 7 eine schematische Skizze eines Details des Aufbaus
einer weiteren Ausfihrungsform der erfindungsgemdlen
Vorrichtung mit einem Heizelement, einem Kihlelement

und mit einem Viskositatssensor

WEGE ZUR AUSFUHRUNG DER ERFINDUNG

Fig. 1 in Verbindung mit Fig. 2 zeigt eine Ausfiihrungsform der
erfindungsgemdben Vorrichtung zur Messung von Nanopartikeln 1
in einer Fliissigkeit 2, wie z.B. Wasser oder 01, wobei sich
die Flissigkeit 2 in einem Kanal 4 befindet. Im gezeigten
Ausfiihrungsbeispiel ist der Kanal 4 in einem Mikrofluidik-Chip
9 ausgebildet, der wiederum auf einem Mikroskoptisch 19 eines
Mikroskops 6, das einen optischen Aufbau bildet, angeordnet

ist. Das Mikroskop 6, der Kanal 4 sowie eine Lichtquelle 3
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liegen in einer Dunkelfeldanordnung vor. D.h. von der
Lichtquelle 3 emittiertes und auf die Flissigkeit 2
einfallendes Licht 20 wird an den Nanopartikeln 1 gestreut,
und es tritt nur gestreutes Licht 21 in das Mikroskop 6 ein.
Insbesondere tritt Licht nicht direkt aus der Lichtguelle 3 in
das Mikroskop 6 ein, ebensowenig wie Licht, das am Kanal 4

bzw. Mikrofluidik-Chip 9 reflektiert wird.

Als Lichtquelle 3 kommt im gezeigten Ausfilhrungsbeispiel ein

Laser zum Einsatz, beispielsweise mit einer Wellenldnge A = 532
nm. Die Lichtquelle 3 ist so zum Kanal 4 bzw. zum
Mikrofluidik-Chip 9 und dem Mikroskop 6 angeordnet, dass das
emittierte Licht unter einem derartigen Winkel auf den Kanal 4
bzw. den Mikrofluidik-Chip 9 einfdllt, dass kein Licht direkt
oder durch (spekulare) Reflexion in das Mikroskop 6 gelangen
kann, sondern nur durch Streuung an den Nanopartikeln 1. Der
Kanal 4 bzw. der Mikrofluidik-Chip 9 ist hierbei zumindest
abschnittsweise fiir das Licht transparent. Im gezeigten
Ausfihrungsbeispiel wird diese Anordnung erreicht, indem ein
Winkel 8 zwischen dem einfallenden Licht 20 und einer
optischen Achse 7 des Mikroskops 6 zwischen 60° und 70° grobB
ist, wobei die optische Achse 7 im Wesentlichen normal auf den

Kanal 4 bzw. den Mikrofluidik-Chip 9 steht.

Die Nanopartikel 1 sind im Allgemeinen kleiner - jedenfalls

nicht deutlich gréRer - als die Wellenldnge A, sodass mit dem
Mikroskop 6 die Beugungsbilder jener Nanopartikel 1
eingefangen und vergrébert werden, an denen das einfallende
Licht 20 gestreut wird. Dabeil besteht jedes dieser
Beugungsbilder aus der zugehdrigen Point Spread Function
(manchmal auch als Punktspreizfunktion bezeichnet), die im
Wesentlichen als Beugungsscheibchen (u.a. auch als Airy-
Scheibchen bezeichnet) erscheint. Vorzugsweise weisen die
untersuchten Nanopartikel 1 einen Durchmesser d im Bereich

zwischen 10 nm und 200 nm, sodass Jjedes Nanopartikel 1 ein im
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Wesentlichen gleich groBb erscheinendes Beugungsscheibchen

produziert.

Mittels eines zweidimensionalen Bildsensors 17, der einen
zweldimensionalen Detektor darstellt und im gezeigten
Ausflhrungsbeispiel Teil einer Kamera 16 ist, wird das vom
Mikroskop 6 vergréberte Bild aufgenommen bzw. wird eine Serie
solcher Bilder aufgenommen. Eine solche Serie besteht
typischerweise aus zumindest 1000 Bildern, wobei zwischen
jedem Bild ein gleicher zeitlicher Abstand liegt von
beispielsweise 40 ms. Die VergrdBerung des Mikroskops 6 und
die Pixeldichte des Bildsensors 17 sind so aufeinander
abgestimmt, dass die Bestimmung des Schwerpunkts jedes
Beugungsscheibchens sinnvoll mdglich ist, indem jedes
Beugungsscheibchen so grol am Bildsensor 17 erscheint, dass es
zumindest auf 2*2 Pixel abgebildet wird. Hierzu wird
beispielsweise ein Objektiv mit 10-facher Vergrdéberung und
einer numerischen Apertur NA = 0,3 verwendet, in Kombination
mit einem um einen Faktor 1,25 bis 2,5 vergrébBernden Adapter
und einem Bildsensor 17 mit 1920*1080 Pixeln. Bei 2,5-facher
Vergréberung des Adapters entspricht im gezeigten
Ausflhrungsbeispiel die am Bildsensor 17 abgebildete Flache
774 pm * 435 um, d.h. 2,48 Pixel pro pm. Entsprechend werden
die Beugungsscheibchen, deren Durchmesser im Fokus mehrere um
groBl ist, hinreichend aufgeldst, um deren Schwerpunkt

bestimmen zu kdnnen.

Zweidimensionale Trajektorien der Nanopartikel 1 ergeben sich
sodann aus den Positionen des jeweiligen Beugungsscheibchens,
d.h. im vorliegenden Fall aus den Koordinaten des Schwerpunkts
des jeweiligen Beugungsscheibchens, als Funktion der Schritte
bzw. der aufeinanderfolgenden Bilder der aufgenommenen Serie.
Damit das Beugungsscheibchen jedes Nanopartikels 1 in jedem
Bild der Serie so scharf abgebildet wird, dass die Bestimmung
des Schwerpunkts problemlos mdglich ist, weist der Kanal 4

eine begrenzte Kanalhdhe 5 auf, die im gezeigten
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Ausflhrungsbeispiel 10 um betrdgt. Die sich aus der

Wellenldnge A und der numerischen Apertur ergebende

Schidrfentiefe DOF betragt
DOF = A / (2 * NA?) =~ 3 pjm,

also rund 30% der Kanalhdhe 5. D.h. die Kanalhdhe 5 und die
Schidrfentiefe DOF sind so aufeinander abgestimmt, dass das
Beugungsscheibchen jedes Nanopartikels 1 stets hinreichend
scharf abgebildet wird - unabhdngig davon, wo sich das
jeweilige Nanopartikel 1 bezogen auf die Kanalhdhe 5 befindet.
Entsprechend sind die aufnehmbaren Trajektorien praktisch
beliebig lang, da die Nanopartikel 1 bzw. deren
Beugungsscheibchen wahrend der Aufnahme der Serie von Bildern
sich im Wesentlichen nicht aus dem Fokus bewegen kdnnen. Bei
z.B. 1000 aufgenommenen Bildern, k&nnen also fiir die
Nanoteilchen 1 auch Trajektorien aufgenommen werden, die 1000
Positionen enthalten. D.h. die Lange der mit der
erfindungsgemdben Vorrichtung aufgenommenen Trajektorien kann
zumindest zweil GrdRenordnungen grdBer sein als die Lange von
Trajektorien, die mit aus dem Stand der Technik bekannten

Vorrichtungen aufgenommen werden kdnnen.

Versuche haben ergeben, dass ausreichend scharfe Abbildungen
der Beugungsscheibchen erzielt werden kdnnen, solange die
Schidrfentiefe DOF zumindest 10% der Kanalh&he 5 betragt.
Entsprechend lieferten Versuche mit einem Objektiv mit 50-
facher VergroéBerung, einer numerischen Apertur NA = 0,45 und
einer sich ergebenden Schidrfentiefe DOF von ca. 1,3 pm noch

brauchbare Ergebnisse.

Zur Bestimmung der Durchmesser d der Nanopartikel 1 wird

mittels eines Computers 18 das mittlere Verschiebungsgquadrat

MSD(T) fir jede Trajektorie berechnet, wobei T der zeitliche

Abstand von zweil betrachteten Bildern ist. Hierauf wird eine

Gerade im Anfangsbereich von MSD(T) angepasst. Der Anstieg der
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angepassten Geraden entspricht 4 * D, wobei D der
Diffusionskoeffizient des betrachteten Nanopartikels 1 fir
dessen Diffusion in den zwel betrachteten Dimensionen ist. Der
Durchmesser d des Jjeweiligen Nanopartikels 1 ergibt sich aus

der Stokes-Einstein-Gleichung:

D=%kg*T/ (3 *xd*®m=*m),

mit ky der Boltzmann-Konstante, T der Temperatur in Kelvin und

N der Viskositat der Flissigkeit 2. Da mit der
erfindungsgemdben Vorrichtung praktisch beliebig lange
Trajektorien aufgenommen werden konnen, z.B. mit einer Liange
von 1000 Bildern, erfolgt die Bestimmung der Durchmesser d der

einzelnen Nanopartikel 1 mit einer beispiellosen Genauigkeit.

Dies wiederum erméglicht es, eine GrohRenverteilung der
Durchmesser d sehr prdzise zu ermitteln. Wie in Fig. 1
schematisch dargestellt, kann die GrdBenverteilung als
Histogramm der HAufigkeitsverteilung von d dargestellt werden
(Haufigkeit # versus Durchmesser d). Maxima (auch Peaks
genannt) konnen mittels einer passenden Funktion angepasst
werden, selbst wenn diese Maxima relativ eng beieinander
liegen. Somit kdnnen insbesondere GroRenverteilungen von
polydispersen Nanopartikeln 1 genau bestimmt werden. Die in
Fig. 1 gezeigte Verteilung zeigt das Ergebnis einer solchen
Messung mit 1000 Bildern (bzw. Trajektorien dieser L&nge),
wobel die Maxima fiir Durchmesser d von 115 nm und 170 nm
ermittelt wurden, d.h. die Peak-Aufldsung ist im gezeigten

Fall ca. 1:1,5.

Fig. 3 zeigt eine weitere Ausfiihrungsform der
erfindungsgemdben Vorrichtung, wobei der Mikrofluidik-Chip 9
mit dem Kanal 4 in diesem Fall ,vertikal” angeordnet ist. D.h.
gegeniiber der Ausfihrungsform der Fig. 1 ist der Aufbau im
Wesentlichen um 90° gedreht und die Beobachtungsrichtung bzw.

die optische Achse 7 sowie die Kanalhdhe 5 sind horizontal



10

15

20

25

30

WO 2015/143467 PCT/AT2015/050072
26

angeordnet. Da der Kanal 4 normal zur Kanalhdhe 5, also im
Ausflhrungsbeispiel der Fig. 3 in einer vertikalen Ebene,
wesentlich grdBere Abmessungen als die Kanalhdhe 5 aufweist,
kann die Sedimentation von Nanopartikeln 1 beobachtet werden.
D.h. der zufadalligen Brownschen Bewegung der Nanopartikel 1 ist
eine gerichtete Bewegung entsprechend der Richtung 23 der
Schwerkraft lberlagert. Dabei wirkt sich die Sedimentation fir
groBere, schwerere Nanopartikel 24 stérker aus als flr

kleinere, leichtere Nanopartikel 25.

Letzteres ist in Fig. 4 illustriert, die eine schematische
Detailansicht der Flissigkeit im Kanal 4 der Vorrichtung aus
Fig. 3 zeigt. Da sich die Schwerkraft im Verh&ltnis zur
Brownschen BReweqgung flir das grdobere, schwerere Nanopartikel 24
starker auswirkt als fir das kleinere, leichtere Nanopartikel
25, weist die Trajektorie 26 des groberen, schwereren
Nanopartikels 24 eine starke Ausrichtung nach unten auf.
Demgegeniiber weist die Trajektorie 27 des kleineren,

leichteren Teilchens 25 keine solche Ausrichtung auf.

Im Ausfilhrungsbeispiel der Fig. 3 und Fig. 4 ist der
zufdlligen Brownschen Bewegung der Nanopartikel 1, 24, 25
auberdem eine weiltere gerichtete Bewegung Uberlagert. Diese
ergibt sich dadurch, dass die Flissigkeit 2 im Kanal 4 nicht
ruht, sondern sich entlang einer Flussrichtung 22 bewegt. Dies
wird erreicht, indem mittels einer Spritze 15 kontinuierlich
Flissigkeit 2 durch den Kanal 4 befdrdert wird. Entsprechend
weist in Fig. 4 sowohl die Trajektorie 26 des grdoberen,
schwereren Nanopartikels 24 als auch die Trajektorie 27 des
kleineren, leichteren Nanopartikels 25 eine Ausrichtung

entlang der Flussrichtung 22 auf.

Die Tatsache, dass sich gleichzeitig die Sedimentation bei den
groheren, schwereren Nanopartikeln 24 stdrker auswirkt als bei
den kleineren, leichteren Nanopartikeln 25, kann zu einer

Trennung der groReren, schwereren Nanopartikel 24 von den
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kleineren, leichteren Nanopartikeln 25 genutzt werden. Hierzu
sind an einem Ende des Kanals 4 vertikal voneinander
beabstandet ein oberer mikrofluidischer Anschluss 28 und ein
unterer mikrofluidischer Anschluss 29 angeordnet. Durch den
oberen mikrofluidischen Anschluss 28 gelangt im Wesentlichen
nur Flissigkeit 2 mit kleineren, leichteren Nanopartikeln 25.
Durch den unteren mikrofluidischen Anschluss 29 gelangt vor
allem Fliissigkeit 2 mit abgesunkenen grdéberen, schwereren
Nanopartikeln 24. Entsprechend weisen Behdlter, in welche die
Flissigkeit 2 vom oberen mikrofluidischen Anschluss 28 und vom
unteren mikrofluidischen Anschluss 29 geleitet wird, Jjeweils
Flissigkeit 2 mit iberwiegend kleineren, leichteren
Nanopartikeln 25 oder {iberwiegend gré&bBeren, schwereren

Nanopartikeln 24 auf.

Es seil bemerkt, dass sowohl die durch die Sedimentation
verursachte Vorzugsrichtung in der Bewegung bzw. in den
Trajektorien der Nanopartikel 1 als auch die durch die
Flussrichtung 22 verursachte Vorzugsrichtung in der Bewegung
bzw. in den Trajektorien der Nanopartikel 1 mittels bekannter
Methoden beriicksichtigt werden kann, um auf die rein Brownsche
Bewegung zu schlielen. D.h. die Bestimmung der Durchmesser d
der Nanopartikel 1 ist auch im Falle von {iberlagerter
Sedimentation und/oder lberlagerter Flussrichtung 22 -
allgemeiner auch bei Vorhandensein einer Uberlagerten

Driftgeschwindigkeit - méglich.

Statt fir einen permanenten, kontinuierlichen Wechsel der
Flissigkeit 2 im Kanal 4 kann die Spritze 15 auch dazu benutzt
werden, die Flissigkeit 2 im Kanal 4 schrittweise
auszutauschen, vorzugsweise nach Beendigung einer Messung und
vor dem Start einer neuen Messung. Auf diese Weise kann die
Statistik der ermittelten Grohlenverteilung der Nanopartikel 1
verbessert werden. Zudem wird das Auftreten von Uberlagerten

Driftgeschwindigkeiten vermieden.
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Neben der Schwerkraft kodnnen gezielt weitere zusatzliche
Krafte den Nanopartikeln 1 aufgeprdgt werden, um entsprechende
FEigenschaften der Nanopartikel 1 zu untersuchen. So zeigt Fig.
5 schematisch ein Detail eines Aufbaus einer
Ausfilhrungsvariante der erfindungsgemdben Vorrichtung zur
Messung von Nanopartikeln 1 unter dem zusdtzlichen Einfluss
eines elektrischen Feldes. Zur Erzeugung eines solchen
elektrischen Feldes sind Elektroden 10 vorgesehen, die an zweil
gegeniiberliegenden Endbereichen des Kanals 4 angeordnet sind
und an welche eine elektrische Spannung angelegt ist. Auf
diese Weise lasst sich beispielsweise im Falle von geladenen
Nanopartikeln 1 eine der Diffusion {iberlagerte
Driftgeschwindigkeit der Nanopartikel 1 erzeugen. Auf diese
Weise ist z.B. eine Unterscheidung zwischen geladenen und

ungeladenen Nanopartikeln 1 méglich.

Analog zur Ausfihrungsform von Fig. 5 zeigt Fig. 6 eine
weltere Ausfihrungsform der erfindungsgemidben Vorrichtung zur
Messung von Nanopartikeln 1 unter dem zusdtzlichen Einfluss
eines Magnetfeldes. Zur Erzeugung eines solchen magnetischen
Feldes ist eine Spule 11 vorgesehen, wobeil magnetische
Feldlinien durch strichlierte Linien angedeutet sind. Auf
diese Weise kann beispielsweise magnetischen Nanopartikeln 1
ein der Diffusion ilberlagertes bestimmtes Driftverhalten
aufgepragt werden, wohingegen nicht-magnetische Nanopartikel 1
sich rein diffusiv bewegen, sodass eine Unterscheidung
zwischen magnetischen und nicht-magnetischen Nanopartikeln 1

moglich ist.

Grundsédtzlich wird das Ergebnis fiir die erhaltenen Durchmesser

d der Nanopartikel 1 malgeblich von der Viskositdat m der
Flissigkeit 2 beeinflusst. Daher ist bei einer weiteren
Ausflhrungsform der erfindungsgemdfBen Vorrichtung ein
Viskositdtssensor 14 vorgesehen, wie in Fig. 7 schematisch
illustriert. Solche Viskositdtssensoren 14 sind an sich

bekannt und basieren auf Kanalnetzwerken oder schwingenden
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Mikrostrukturen. Im Ausfilhrungsbeispiel der Fig. 7 sind sowohl
der Kanal 4 als auch der Viskositdtssensor 14 als
mikrofluidische Elemente ausgebildet, die iber eine Leitung
miteinander wverbunden sind, sodass Flissigkeit 2 aus dem Kanal

4 mit dem Viskositdtssensor 14 gemessen werden kann.

Neben der genauen Kenntnis der Viskositdt 1 der Flissigkeit 2

kann es wlinschenswert sein, die Viskositdt mM gezielt zu
beeinflussen, um die Geschwindigkeit der Diffusion der
Nanopartikel 1 zu erhdhen oder zu erniedrigen und besser an
die Bildwiederholrate der Aufnahme der Serie von Bildern
anzupassen. Entsprechend weist der Mikrofluidik-Chip 9 in Fig.
7 auberdem einen Heizdraht 12 auf. Dariiberhinaus ist der
Mikrofluidik-Chip 9 auf einem Peltier-element 13 angeordnet.
Somit konnen der Kanal 4 und damit auch die Flissigkeit 2
durch Heizen oder Kilhlen auf die gewilinschte Temperatur
gebracht werden. Alternativ kénnte das Peltier-Element 13
nicht nur zum Kilhlen, sondern durch Umpolung auch zum Heizen
verwendet werden, sodass auf den Einsatz des Heizdrahts 12

auch verzichtet werden kdnnte.
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ANSPRUCHE

. Vorrichtung zur Messung von Nanopartikeln (1) in einer

Flissigkeit (2), umfassend eine Lichtquelle (3), einen
Kanal (4) zur Aufnahme der Flissigkeit (2), wobei der
Kanal (4) zumindest abschnittsweise fir von der
Lichtquelle (3) emittiertes Licht durchlidssig ist und eine
Kanalhthe (5) aufweist, die Vorrichtung weiters umfassend
einen optischen Aufbau (6) und einen zweidimensionalen
Detektor (17) zur Aufnahme einer Serie von vom optischen
Aufbau (6) erzeugten Bildern, wobei die Lichtquelle (3),
der Kanal (4) und der optische Aufbau (6) in einer
Dunkelfeldanordnung vorliegen, um Licht, das wvon der
Lichtgquelle (3) emittiert und an den Nanopartikeln (1)
gestreut wird, durch den optischen Aufbau (6) mit dem
Detektor (17) aufzunehmen, wobei Positionen von
Beugungsbildern des an den Nanopartikeln (1) gestreuten
Lichts (21) auf dem Detektor (17) bestimmbar sind, dadurch
gekennzeichnet, dass die Kanalhdhe (5) und der optische
Aufbau (6) so ausgelegt sind, dass die Scharfentiefe DOF
des optischen Aufbaus (6) mindestens 10%, vorzugsweilse

mindestens 30% der Kanalhohe (5) betréagt.

. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass

die Kanalhthe (5) kleiner gleich 30 um, bevorzugt kleiner
gleich 20 pm, besonders bevorzugt kleiner gleich 10 pum

ist.

. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 2, dadurch

gekennzeichnet, dass die Kanalhohe (5) mindestens 1 pm,
bevorzugt mindestens 3 pum, besonders bevorzugt mindestens

5 um betragt

. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch

gekennzeichnet, dass die Lichtquelle (3) auf derselben
Seite des Kanals (4) angeordnet ist wie der optische

Aufbau (6).
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. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch

gekennzeichnet, dass als Lichtquelle (3) mindestens ein

Laser vorgesehen ist.

. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch

gekennzeichnet, dass als Lichtquelle (3) mindestens eine

Leuchtdiode vorgesehen ist.

. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch

gekennzeichnet, dass der Kanal (4) in einem Mikrofluidik-

Chip (9) ausgebildet ist.

. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch

gekennzeichnet, dass die Lichtquelle (3) Licht mehrerer

Wellenldngen (A) emittiert.

. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch

gekennzeichnet, dass ein Computer (18) vorgesehen ist, um
aus der Serie von Bildern Trajektorien (26, 27) der

Nanopartikel (1) automatisiert zu bestimmen.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass die Vorrichtung derart ausgelegt ist,
dass eine Kraft mit einer Richtungskomponente, die normal

auf eine optische Achse (7) des optischen Aufbaus (6)

steht, auf die Nanopartikel (1) wirkt.

Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
dass Mittel (10, 11) zur Erzeugung eines elektrischen
und/oder magnetischen Feldes vorgesehen sind, um eine
zusadtzliche, auf die Nanopartikel (1) wirkende Kraft zu
erzeugen mit einer Richtungskomponente, die normal auf die

optische Achse (7) des optischen Aufbaus (6) steht.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Heizelement (12) und/oder
ein Kihlelement (13) vorgesehen sind, um den Kanal (4) auf

eine gewlinschte Temperatur zu bringen.
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13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Viskositatssensor (14)
zur Messung der Viskositdt der Flissigkeit (2) wvorgesehen

ist.

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13,
dadurch gekennzeichnet, dass Mittel (15) vorgesehen sind,
um die Fliissigkeit (2) in den und aus dem Kanal (4) zu

befdrdern.

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14,
dadurch gekennzeichnet, dass der optische Aufbau (6) und
der Detektor (17) in einer strukturellen Einheit

integriert sind.

16. Verfahren zur Bestimmung der Durchmesser von
Nanopartikeln (1) in einer Fliissigkeit (2), dadurch
gekennzeichnet, dass das Verfahren die folgenden Schritte
umfasst:

- Aufnahme einer Serie von Bildern mittels einer
Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 15;

- Bestimmung der Positionen der RBeugungsbilder der
Nanopartikel (1) in den Bildern;

- Bestimmung der Trajektorien (26, 27) der Nanopartikel
(1) entsprechend den Positionen der zugeh&rigen
Beugungsbilder in den Bildern;

- Bestimmung von Diffusionskoeffizienten D der
Nanopartikel (1) aus deren Trajektorien (26, 27);

- Berechnung der Durchmesser d der Nanopartikel (1)
mittels der Stokes-Einstein-Gleichung
D=kg*T/ (3 *d*m*nm,

mit kg der Boltzmann-Konstante, T der Temperatur in Kelvin

und N der Viskositdt der Flissigkeit (2).

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet,

dass nach der Aufnahme der Serie von Bildern mindestens
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einmal die Flissigkeit (2) aus dem Kanal (4) entfernt
wird, neue Flissigkeit (2) in den Kanal (4) eingebracht

wird und eine weitere Serie von Bildern aufgenommen wird.

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 17, dadurch
gekennzeichnet, dass zur Bestimmung der
Diffusionskoeffizienten D Trajektorien (26, 27) mit einer
Lange von mindestens 200 Positionen, bevorzugt wvon
mindestens 500 Positionen, besonders bevorzugt von
mindestens 1000 Positionen verwendet werden, wobei zur
Bestimmung der Diffusionskoeffizienten D vorzugswelse nur
Trajektorien (26, 27) mit einer Lange von mindestens 200
Positionen, bevorzugt von mindestens 500 Positionen,
besonders bevorzugt von mindestens 1000 Positionen

verwendet werden.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 18, dadurch
gekennzeichnet, dass eine Verteilung der berechneten

Durchmesser d bestimmt wird.

20. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche
1 bis 15 zur Bestimmung der Grdbhe und/oder
Grohkenverteilung von Partikeln (1), vorzugsweise
VerschleiBpartikeln in einem flissigen Schmierstoff (2),

insbesondere in Motordl.

21. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche
1 bis 15 zur Bestimmung der Grdbhe und/oder
Grohkenverteilung von Fremdpartikeln (1) in einem fliissigen

Arzneimittel (2).

22. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche
1 bis 15 zur Bestimmung der Viskositdt einer Flissigkeit
(2), 1n der sich Nanopartikel (1) bekannter Grdobe

befinden.
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