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Kurzfassung

Die zunehmende Bedeutung von gentechnisch produzierten Medikamenten, sogenannten
Pharmazeutika, im Kampf gegen bislang unheilbare Krankheiten, wie Krebs und Diabates,
efordert neue Chromatographiematerialien und deren Herstellungsmethoden zur Reinigung
der Arzneimittel. Der Stand der Technik in der Chromatographie sind spharische Kugeln, die
beispielsweise durch Emulsionspolymerisation hergestellt und als zufdllig angeordnete
chromatographische Betten verwendet werden. Diese sind jedoch nicht an die komplexen
Strukturen der Biopharmazeutika angepasst, was in geringen Bindekapazitéiten resultiert. !
Computersimulationen haben gezeigt, dass die Leistung chromatographischer Verfahren zur
Auftrennung und Reinigung solcher Biomolekiile durch die Verwendung geordneter Strukturen
verbessert werden kann."®! Der 3D-Druck von chromatographischen Materialien wiirde daher
eine neue und vorteilhafte Moglichkeit zur Herstellung prazise geordneter und
maldgeschneiderter chromatographischer stationirer Phasen bieten. Dariiber hinaus ist es mit
dem 3D-Druck moglich, eine komplette Chromatographiesidule als einteilige Einheit
einschliel3lich Packung, internen Stromungsverteilern und externen Fliissigkeitsanschliissen zu
drucken und bei jedem Druck reproduzierbare Saulen herzustellen. !

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die derzeitigen FEinschrankungen der unzureichenden
Druckauflosung sowie der geringen Auswahl an hochauflésenden Materialien im 3D-Druck
durch Photopolymerisationsansatze zu iiberwinden und neuartige stationire Phasen als Ionen-
tauscher fiir die Bindung von Proteinen herzustellen. Mit einer Photoharzformulierung
bestehend aus den Quervernetzern Pentaerythrittetraacrylat und
Triethylenglykoldimethacrylat, dem Monomer zur Einbringung funktioneller, modifizierbarer
Hydroxylgruppen Hydroxyethylmethacrylat, dem Initiator Diphenyl(2,4,6-
trimethylbenzoyl) phosphinoxid und dem Photoabsorber 2,5-Bis(5-tert-butyl-benzoxazol-2-
yDthiophen konnten offene 150 um Gitter- sowie 180 um Gyroidstrukturen mit dem DLP-3D-
Drucker realisiert werden. An 100 mm langen Gittersdulen mit 200 um Strukturen und einer
Strukturporositdt von 50% konnte eine erfolgreiche sowie reproduzierbare TEMPO-Oxidation
der Hydroxylgruppen erfolgen. Die Chromatographiesidulen zeigten als Anionentauscher eine
maximale Bindekapazitdt des Lysozyms von 5,42 mgiys & 'saule mit Wiederfindungsraten ~100%.
Mit dem Porogen Polypropylenglykol 1200 wurden zusétzlich bis zu 500 nm grof3e Poren in die
Struktur eingefiihrt, wodurch die Bindekapazitit auf 33,1 mgiys g 'saue bzw. 2,5 mgiys m? erhoht
wurde.




Abstract

The increasing importance of genetically engineered drugs, known as pharmaceuticals, in the
fight against previously incurable diseases such as cancer and diabetes requires new
chromatography materials and their production methods for the purification of the drugs. The
current state of the art material in chromatography are spherical beads, e.g. produced by
emulsion polymerisation and applied as randomly arranged chromatographic beds, which are
not adapted to the complex structures of biopharmaceuticals, resulting in low binding
capacities.'»?! Computer simulations have shown that the performance of chromatographic
methods for the separation and purification of such biomolecules can be improved by the use
of ordered structures.®® 3D printing of chromatographic materials would therefore provide a
new and advantageous way to produce precisely ordered and custom tailored chromatographic
stationary phases. In addition, 3D printing makes it possible to print a complete
chromatography column as a one-piece device, including packing, internal flow distributors and
external fluid ports, and to produce reproducible columns each time they are printed.**!

The aim of this work is to overcome the current limitations of insufficient printing resolution
and the limited choice of high-resolution 3D printing materials by photopolymerization
approaches and to fabricate novel stationary phases as ion exchangers for protein binding. Using
a photoresin formulation consisting of the crosslinkers pentaerythritol tetracrylate and
triethylene glycol dimethacrylate, the monomer for introducing functional, modifiable hydroxyl
groups hydroxyethyl methacrylate, the initiator diphenyl(2,4,6-trimethylbenzoyl)phosphine
oxide and the photoabsorber 2,5-bis(5-tert-butyl-benzoxazol-2-yl)thiophene, open 150 pum grid
structures as well as 180 um gyroid structures could be realized with the DLP-3D printer.
Successful and reproducible TEMPO oxidation of the hydroxyl groups could be performed on
100 mm long lattice columns with 200 um structures and a structural porosity of 50%. As anion
exchangers, the chromatography columns showed a maximum lysozyme binding capacity of
5.42 mgiys g corumn With recoveries of ~100%. The porogen polypropylene glycol 1200 was used
to introduce additional pores of up to 500 nm into the structure, increasing the binding capacity
to 33.1 mgiys g column OF 2.5 Mgy M2,
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1 Einleitung

Im Kampf gegen Krebs, Diabetes, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und verschiedene
Immunkrankheiten gewinnen gentechnisch produzierte Medikamente in der pharmazeutischen
Industrie zunehmend an Bedeutung.* Die nachste Generation von Arzneimitteln konzentriert
sich daher auf die Herstellung grof3er Biomolekiile, so genannter Biopharmazeutika, wie
therapeutische Proteine, Viren (Lentiviren, Adenoviren und Adeno-assoziierte Viren) und
Nukleinsduren (genomische DNA, mRNA und Plasmid-DNA), die das Potenzial haben, die
menschliche Gesundheitsvorsorge in den Bereichen Diagnose, Pravention und Behandlung von
Krankheiten zu unterstiitzen (Impfstoffe, Blut, Blutbestandteile, Allergene, Gentherapie etc.).
Die 1982 in Form von Insulin'® erstmals eingefithrten biopharmazeutischen Arzneimittel
weisen im Gegensatz zu herkdmmlichen Medikamenten, die durch chemische Synthesen
hergestellten werden, strukturell identische Merkmale mit menschlichen Verbindungen auf.
Diese strukturelle Gemeinsamkeit eroffnet Biopharmazeutika das Potenzial, nicht nur die
Symptome einer Krankheit zu bekdmpfen, sondern die Krankheit von Grund auf zu heilen. 27!
Aufgrund ihrer GroRe werden Biopharmazeutika im Gegensatz zu niedermolekularen
Arzneimitteln durch Injektion oder Infusion verabreicht und wirken durch externe
ortsspezifische zellulire Bindung. Damit beeintrachtigen sie gesunde Zellen nicht und
verursachen nur selten Nebenwirkungen. Da die Biopharmazeutika nicht chemisch
synthetisiert, sondern nur rekombinant durch manipulierte lebende Zellen oder
Mikroorganismen in komplexen, mehrstufigen biotechnologischen Verfahren hergestellt
werden, ist ihre Charakterisierung hinsichtlich ihrer Reinheit, Stabilitit und Funktion
essenziell.[>1% Die kostenintensivsten Herstellungsschritte stellen dabei die Isolierung und
Reinigung der Biomolekiile dar. Die am weitesten verbreitete Methode hierfiir, insbesondere
im Hinblick auf therapeutische Anwendungen, ist die Fliissigchromatographie.®-1!

Die derzeit verfligbaren konventionellen Chromatographiesysteme sind jedoch nicht an die
besonderen und komplexen Eigenschaften dieser Biomolekiile angepasst und ihre analytische
Charakterisierung stellt eine immense und zeitintensive Herausforderung dar. Viele dieser
Biomolekiile sind grof3er als die Poren bestehender Chromatographiematerialien, so dass
aufgrund interner Diffusionseffekte eine starke Abnahme der Bindekapazitit und damit eine
geringe Ausbeute beobachtet werden kann. Die Festbettchromatographie ist zwar nach wie vor
ein leistungsfahiges Werkzeug, aber nicht die effektivste Methode, um den Herausforderungen
bei der Herstellung neuer Biotherapeutika zu begegnen. Daher miissen alternative stationire
Phasen in Betracht gezogen werden.'?!

Die Entwicklung neuer Chromatographiematerialien zielt daher auf die Optimierung der
Morphologie, der Oberfldche und der Biokompatibilitdt des Materials ab. Ziel ist es, durch die
Kombination von hoher Selektivitit und hoher Effizienz eine schnelle chromatographische
Trennung grofler Biomolekiile ohne Auflosungsverlust zu ermoglichen. Dies kann durch einen




geringen Massentransferwiderstand zwischen stationdrer und mobiler Phase realisiert
werden.*%! Dabei haben Computersimulationen gezeigt, dass die Leistung chromatographischer
Verfahren durch die Verwendung geordneter Strukturen verbessert werden kann.

Daher gilt es neue und innovative Trennoptionen zu entwickeln, die sowohl direkt auf die
Zielmolekiile maRgeschneidert sind als auch deren molekulare Komplexitdt iiberwinden
konnen. In diesem Zusammenhang ist der 3D-Druck fiir die Erforschung neuartiger stationérer
Chromatographiephasen in den Fokus der Forschung und Entwicklung geriickt. Die
Kombination von 3D-Druck und der Fliissigchromatographie konnte den Bereich der
Bioseparationstechniken revolutionieren. Der 3D-Druck ermoglicht némlich die einfache
Herstellung geordneter, offenzelliger Strukturen mit komplexen FlieBwegen. Dadurch weist die
kontinuierliche stationdre Phase einen geringen Massentransferwiderstand auf und die
kinetisch limitierte Porendiffusion kann durch Porenkonvektion ersetzt werden. 1314

Trotz der vielen Vorteile der 3D-Drucktechnologie stellen der Mangel an geeigneten
Materialien, die sowohl mit dem 3D-Druck als auch mit der chromatographischen Anwendung
kompatibel sind, und die Auflosungsgrenze der Fertigungstechnik dem Erfolg der Technologie
in der Chromatographie im Weg. An diesem Punkt kniipft das Ziel dieser Arbeit an, neuartige
stationdre Phasen als gebrauchsfertiges Einwegprodukt''®! zu entwickeln, welche mit
traditionellen Chromatographiematerialien hinsichtlich der Performanz vergleichbar sind und
gleichzeitig ihre morphologische Gestaltungsfreiheit durch Herstellung mathematisch
definierter FlieBwege und Kanalgrofen, vor allem im Hinblick auf grofe Biomolekiile,
tibertreffen.




) Stand der Technik

Im Folgenden werden der Stand der Technik und der theoretische Hintergrund von
3D-gedruckten chromatographischen Materialien vorgestellt. Der Schwerpunkt liegt auf den
einzigartigen Merkmalen geordneter chromatographischer Materialien, den Mechanismen zur
Herstellung von pordsen Materialien und den Moglichkeiten zur Herstellung stationdrer Phasen
durch additive Fertigung.

2.1 Flissigchromatographie

Die Chromatographie ist eine weit verbreitete und leistungsfahige Methode in der qualitativen
und quantitativen Analyse, die zur Trennung, Identifizierung und Reinigung einzelner
Komponenten eines Gemisches eingesetzt wird. Nach IUPAC ist Chromatographie definiert als
,die Trennung von Probenbestandteilen nach ihrer Verteilung auf zwei Phasen“.!®! Die
Trennung beruht dabei auf der Wechselwirkung der Komponenten mit der stationédren und der
mobilen Phase. Die Chromatographie umfasst dabei eine Vielzahl von Techniken, die nach ihren
Trennprinzipien und den physikalischen Eigenschaften der beiden Phasen kategorisiert werden
konnen.[17:18]

Die Fliissigchromatographie (LC, engl. Liquid Chromatography) umfasst alle Verfahren mit
fliissiger mobiler Phase und wurde erstmals 1903! von dem russischen Botaniker TSWETT
gepragt.['7:2°] Die mobile Phase iibernimmt den Transport des Analytengemisches und wird mit
Hilfe von Pumpen iiber die stationdre Phase geleitet. Die stationidre Phase kann dabei eine
zuféllig angeordnete Packung kugelformiger Partikel (Festbettchromatographie) oder eine
kontinuierliche porose Phase (Membran- und Monolithchromatographie) sein. Beim Kontakt
der Analyten mit der stationdren Phase kommt es aufgrund unterschiedlich starker
Wechselwirkungen der einzelnen Analyten zu Unterschieden in der Verweilzeit der Molekiile
auf der Sdule und damit zu einem Trenneffekt. Molekiile mit hoherer Affinitdt zum Material
werden spater eluiert als solche mit geringerer Affinitat. 2!




2.1.1 Vergleich der Fliissigchromatographietechniken

Abhéngig von der Art der Interaktion zwischen dem Analyten und der festen stationdren Phase
in der LC lassen sich diverse Chromatographietechniken beschreiben. Im Hinblick auf
biologische Makromolekiile als Analyten lassen sich folgende gidngige Techniken definieren
(Abbildung 2.1):[17:22]

O Umkehrphasenchromatographie
, Q Hydrophobe Interaktionschromatographie
LC Techniken Q ——————— ) Affinitatschromatographie
O GroéRenausschlusschromatographie
O lonenaustauschchromatographie

Abbildung 2.1: Ausgewahlte LC-Techniken eingesetzt in der Bioseparation.[17.22]

Umkehrphasen- und Hydrophobe Interaktionschromatographie

Die Umkehrphasenchromatographie (RPC, engl. Reversed-Phase-Chromatography) und die
Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) sind weitgenutzte Methoden fiir die Trennung
und Analyse von Proteinen, Proteinfragmenten und Peptiden und beruhen beide auf der
reversiblen Wechselwirkung zwischen den hydrophoben Liganden des Matrixmaterials mit dem
hydrophoben Anteil des Zielmolekiils. Polare Biomolekiile eluieren zu Beginn, wahrend
hydrophobere Molekiile zuletzt vom Sdulenmaterial abgetrennt werden. Bei der RCP besteht
die mobile Phase aus einem organischen Losungsmittel-Wasser-Gemisch, wobei mit steigendem
Anteil des organischen Losungsmittels die Hydrophobizitdt erhoht, die Oberflichenspannung
verringert und damit die hydrophoben Fraktionen eluiert werden. Dabei kann es aufgrund des
organischen Losungsmittels zur Denaturierung von Proteinen kommen. (2324

Die chromatographische Operation der HIC verzichtet auf den Einsatz organischer
Losungsmittel und wird bei milden Konzentrationen lyotroper Salze durchgefiihrt, welche in
Folge ihrer hohen Polaritit eine starke Bindung zu Wasser eingehen. Durch den Entzug des
Wassers an der Oberfliche der Liganden sowie Analyten werden hydrophobe
Wechselwirkungen gefordert. Gleichzeitig stabilisiert das Salz die Proteinstruktur, so dass diese
fiir Proteine gegeniiber der RPC zu bevorzugen ist. Die Elution erfolgt hierbei durch die
Anderung der Ionenstirke des Puffersystems. 2%

Affinitatschromatographie

Die Affinitdtschromatographie (AC) ist eine der éltesten Methoden der LC. Die Trennung beruht
auf spezifischen Wechselwirkungen biochemischer Systeme, wie Enzym-Substrat- oder
Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen. Durch eine Komplexbildung des Analyten mit einem an
die stationédre Phase gebundenen Liganden wird dieser aus dem Gemisch zuriickgehalten und
von den anderen Komponenten getrennt. Eine Anderung des pH-Wertes oder der Ionenstirke
der mobilen Phase erlaubt das anschlieRende Eluieren des Analyten von der Saule.!*! Ein




bekanntes Beispiel fiir die AC ist die Protein-A-Chromatographie, die zur Detektion und
Aufreinigung von monoklonalen Antikérpern eingesetzt wird. 2%

GroBenausschlusschromatographie

Bei der Grollenausschlusschromatographie (SEC, engl.: Size Exclusion Chromatography) erfolgt
die Trennung der Molekiile nach ihrer Form und Grole, so dass hier keine Wechselwirkung
zwischen dem Analyten und der stationdren Matrix stattfindet. Dabei werden stationédre Phasen
mit einer engen, definierten Porengrof3enverteilung verwendet. Ist der effektive Durchmesser
der Molekiile grof3er als der Porendurchmesser der stationdren Phase, konnen sie nicht in die
Pore diffundieren und eluieren zuerst. Molekiile mit kleinerem Durchmesser diffundieren in die
Pore und haben aufgrund des grof3eren zur Verfiigung stehenden Diffusionsvolumens eine
verzogerte Retentionszeit. Aufgrund der unterschiedlichen Verweilzeiten der Molekiile in der
Chromatographiesdule konnen diese am Sdulenausgang fraktioniert werden.!?”-?8! Eine
Sonderform der SEC ist die sogenannte inverse SEC (iSEC). Durch den Vergleich der Verweilzeit
von Tracermolekiilen bekannter Masse mit dem Gesamtvolumen der Saule kann eine Aussage
iiber die Porositit und die PorengroRenverteilung des untersuchten Matrixmaterials getroffen
werden. 282

lonenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie (IEC, engl. Ion Exchange Chromatography) ist ein
Verfahren zur Trennung von polaren Molekiilen und Ionen aufgrund ihrer Ladung. Die pordse
stationdre Phase trdgt an ihrer Oberflache anionische oder kationische Zentren und kann so
Kationen (Kationenaustauscher, CEX, engl.: Cation Exchanger) oder Anionen
(Anionenaustauscher, AEX, engl.: Anion Exchanger) aus der mobilen Phase binden. Das
Grundprinzip der Trennung beruht auf der reversiblen elektrostatischen Bindung der geladenen
Molekiile an die entgegengesetzt geladenen Zentren der stationdren Phase. Die IC ist somit eine
Form der Adsorptionschromatographie. Durch eine Anderung der ionischen Umgebung kénnen
die Molekiile wieder eluiert werden. Einflussfaktoren auf den Trennerfolg sind dabei die
Ladungsdichte, die Ladungsverteilung und die GroRe der Molekiile.l'®3% Fiir die
Kationentrennung werden z.B. Sulfon- und Carbonsauregruppen und fiir die Anionentrennung
primire oder quartidre Amine eingesetzt. Je nach Material kann zwischen schwachen und
starken Ionenaustauschern unterschieden werden. Erstere weisen eine pH-Wert-abhingige
Dissoziation der aktiven Gruppe auf, wie z.B. Carboxymethylsulfonat- oder
Diethylaminoethylgruppen, wéhrend letztere eine konstante, pH-unabhédngige Ladung
besitzen, wie z.B. Sulfopropyl- und quaterndre Aminoethylgruppen."?

2.1.2 Stationare Phase

Das Interesse an Biotherapeutika hat durch ihre Moglichkeit die pharmazeutische Industrie zu
revolutionieren und bislang unheilbare Erkrankungen zu heilen in den letzten Jahren
zugenommen. lhre  besondere @ und  komplexe  Struktur  bringt  etablierte




Chromatographiesysteme an ihre Grenzen.'?! Biopharmazeutika sind 100-mal grofSer als
herkommliche Arzneimittel, meist labil und hitze- sowie aggregationsempfindlich. (63!

Da die Trennvorgange des Analytengemisches in der Fliissigchromatographie an der festen
stationdren Phase stattfinden, spielt diese eine entscheidende Rolle beim Erfolg der
Trennoperation.

Anforderungen an die stationare Phase

Es ergeben sich verschiedene Anforderungen an das Material der stationdren Phase, damit
dieses in der Bioseparation Anwendung finden kann (Abbildung 2.2).

O GroRe spezifische Oberflache
") Hohe Bindekapazitat
O Hoher Massentransfer
. Statior_léire Phas_e Q ------- (O Hydrophile und modifizierbare Matrix
in der Bioseparation e

) O Hohe Selektivitat und geringe unspezifische Adsorption
O Mechanische und chemische Stabilitat

() Kosteneffizienz

Abbildung 2.2: Anforderungen an die stationdre Phase fiir die Anwendung in der Bioseparation fir
Biopharmazeutika.

Fiir eine hohe Bindekapazitit ist eine grol3e spezifische Oberflache (SSA, engl.: Specific Surface
Area) notwendig. Dies kann mit hoch pordsen Materialien realisiert werden (Abschnitt 2.3.1).
Materialien mit kleinen Poren weisen hier zwar eine grofe SSA auf, jedoch ist der
Porendurchmesser fiir eine erfolgreiche Diffusion der groen Biopharmazeutika meist zu klein
und fiihrt zu einem hohen Massentransferwiderstand. Daher muss ein Kompromiss zwischen
der SSA und der Porengrofe gefunden werden, der eine ausreichende Bindekapazitit des
Zielmolekiils ermoglicht.*?! Dabei gilt, dass eine ungehinderte Diffusion erfolgen kann, wenn
der Porendurchmesser das Zehnfache des Zielmolekiildurchmessers betrdgt.!*3 Eine
einheitliche Porengrof3e ist fiir eine effektive Trennung, vor allem bei der SEC, essentiell und
homogene PerlengrofRen bzw. Durchgangskanéle erlauben gleichméflige Fliel3eigenschaften.
Des Weiteren sollte der Adsorptionsprozess reversibel sein, was durch eine hohe Hydrophilie
der Matrix ermoglicht werden kann, und gleichzeitig eine geringe unspezifische Adsorption des
Molekiils an das Material aufweisen. Infolgedessen eignen sich vor allem natiirliche Polymere,
wie Cellulose und Agarose oder Polymethacrylate mit z.B. Hydroxyl-tragenden Einheiten, als
Matrixmaterial. Neben dem hydrophilen Charakter erlauben die Hydroxylgruppen zudem eine
einfache Modifizierung des Matrixmaterials mit Liganden, die aktiv am Separationsprozess
beteiligt sind (Abschnitt 2.3.2) und eine hohe Selektivitat besitzen sollten. Dafiir sollte das
Material eine hohe Ligandendichte (> 100 uM)[2! aufweisen.

Dartiber hinaus miissen die stationidren Phasen eine gute mechanische und chemische Stabilitat
aufweisen. In der Anwendung sind die Materialien hohen Flie3geschwindigkeiten und damit
auch hohen Driicken ausgesetzt, welche keine Materialkompression oder Verformung bewirken
sollten. Zur Verbesserung der Druckstabilitdt bieten sich Materialien mit einem hohen
Quervernetzungsgrad an.®* Fiir die Funktionalisierungsreaktionen und wéahrend der




Applikation sind die Chromatographiematerialien verschiedenen Chemikalien mit teilweise
extremen Bedingungen ausgesetzt. So werden bei Modifizierungsreaktionen organische
Losungsmittel, stark saure oder basische pH-Wert-Bereiche und oxidierende Bedingungen
eingesetzt. Wahrend des Chromatographieprozesses kommen wéssrige Puffersystem zum
Einsatz, die mit organischen Losungsmitteln wie Acetonitril oder Salzen versetzt sein konnen.
Die Reinigungsprozesse der stationidren Phase erfolgen dabei unter alkalischen Bedingungen,
meist mit Natronlauge. Daher sollte eine gute alkalische Stabilitat des Materials vorhanden sein,
damit es in Folge von Hydrolysereaktionen zu keinem Abbau des Polymergeriistes oder der
Liganden kommt."*>! Um preiswerte gentechnisch produzierte Arzneimittel fiir die breite
Bevolkerung anbieten zu konnen, sollte dariiber hinaus die stationidre Phase kostengiinstig in
der Herstellung sein.?

Entsprechend ergeben sich viele verschiedene Anforderungen an die stationdre Phase, um fiir
die Bioseparation von Biopharmazeutika geeignet zu sein. Im Folgenden werden porose
sphérische Partikel, porése Polymermonolithe und Membranen als mogliche stationdre Phase
in der Bioseparation diskutiert. ¢!

Festbettchromatographie

In der Festbettchromatographie (PBC, engl.: Packed bed chromatography) dienen sphérische
Partikel, die in einem zylindrischen Sdulengehéduse eingeschlossen sind, als stationdre Phase.
Hier bilden die Partikel eine matrixartige Packungsstruktur mit Poren (< 100 nm)® und
Hohlrdumen, die sich je nach Anwendungsgebiet in ihrem Durchmesser und der Porengrof3e
unterscheiden (Abbildung 2.3).M

Abbildung 2.3:  Aufbau einer mit porésen Partikeln gepackten Chromatographiesdule in der
Festbettchromatographie.

Gangige Matrixmaterialien in der Bioseparation sind Agarose oder quervernetzte Polymere, wie
Poly(methylmethacrylat) oder Poly(hydroxyethylmethacrylat). Diese werden tiber das Sol-Gel-
Verfahren oder die Emulsionspolymerisation hergestellt. Die grolse Materialvielfalt, ihre hohe




Bindekapazitit und hohe Trennauflésung machen die Anwendung der Partikel in der
Chromatographie attraktiv.7-3

Die stationdre Phase und damit eine gute Sdulenpackung sind entscheidend fiir eine stabile und
effiziente Trennleistung einer Chromatographieséule iiber viele Prozesszyklen hinweg. Daher
muss bei der Partikelherstellung ein zusatzlicher Klassifizierungsschritt erfolgen, um zu kleine
oder zu grofe Partikel aus dem Endprodukt ausschlie@en zu konnen. Ein einheitlicher
Partikeldurchmesser ist dabei vor allem fiir die Aufrechterhaltung von gleichmiRigen
Flielgeschwindigkeiten innerhalb der Matrix wichtig. Fiir das Packungsverfahren gilt, dass eine
zu dicht gepackte Sdule neben einem hohen Riickdruck durch Erhohung des
Fliissigkeitswiderstandes und einer Abnahme der Sdulenporositit auch zu Materialrissen fithren
kann, die einen vorzeitigen Durchbruch oder eine Kanalbildung zur Folge haben konnen. Ist
das Chromatographiebett dagegen zu locker gepackt, kann es durch die mobile Phase zu einer
Kompression des Materials und damit zur Bildung eines Fliissigkeitsspalts mit moglichen
Riickvermischungseffekten kommen. Inhomogenititen in radialer Richtung hin zur
Sduleninnenwand kénnen dabei zur Kanalbildung fiihren. 394

In Allgemeinen werden die Partikel immer ein zufillig gepacktes Chromatographiebett
darstellen und somit keine Reproduzierbarkeit der Phase ermoglichen. Dabei entstehen
zwischen den einzelnen Partikeln Hohlrdume, die ~ 30-40% der stationdren Phase
einnehmen und fiir die gepackten Sdulen nicht einstellbar sind. In diesen Hohlrdumen
dominiert der konvektive Stofftransport, wahrend die Diffusion durch die Poren vergleichsweise
langsam ist.[*!]

Der Massentransfer der Zielmolekiile zwischen der mobilen und stationdren Phase findet iiber
Diffusion und Konvektion statt. Durch eine Diffusionslimitierung, vor allem bei grof3en
Molekiilen mit niedrigen Diffusionskoeffizienten und Partikeln mit zu kleinen Porengrofen,
werden geringe Flussraten und lange Prozesszeiten bendtigt, damit das Molekiil die
Bindungsstelle erreichen kann. Daraus resultieren geringe dynamische Bindekapazititen fiir
grof3e Biomolekiile. 1242

Trotz der enormen Popularitit gepackter Sdulen stellt sich aufgrund der Nachteile von hohen
Riickdriicken, einem langwierigen sowie nicht reproduzierbaren Packungsverfahren und des
langsamen Diffusionsmassentransfers vor allem von makromolekularen Biomolekiilen die Frage
nach alternativen Chromatographiematerialien und deren Herstellung. Als Alternativen fiir eine
schnelle und effiziente Auftrennung von grol3en Biomolekiilen werden derzeit Monolithe und
Membranen diskutiert.“*

Monolithchromatographie

Als attraktive Alternative zu herkommlichen gepackten Sdulen haben sich starre porose
Polymermonolithe erwiesen, die bereits seit den frithen 1990ern als Materialklasse eingefiihrt
wurden.*+4¢ Monolithische stationire Phasen zeichnen sich durch eine kontinuierliche porése
Netzwerkstruktur aus, welche aus miteinander verbundenen Kanalen (1 — 2 um) aufgebaut ist
und keine interpartikuliren Hohlrdume enthédlt. Diese werden {iber eine radikalische
Polymerisation mit dem PIPS-Prozess (Abschnitt 2.3.1) iiber ein Formgebungsverfahren in




geschlossenen Behéltern hergestellt und als ganzes Objekt in ein Chromatographiegehiuse
eingesetzt, wobei die groflen Makrodurchgangsporen in schnellen Durchflussverfahren
angewendet werden konnen (Abbildung 2.4).[43:47-49]

Abbildung 2.4: Aufbau einer porésen Polymermonolithsédule in der Monolithchromatographie.

Durch ihre hierarchische Strukturierung weisen Monolithe einen konvektionsverstarkten
Massentransport der Analyten auf, so dass in Folge des geringeren Durchflusswiderstandes die
Trennoperation und damit ein schneller Stoffaustausch zwischen stationdrer sowie mobiler
Phase bei hoheren Flussgeschwindigkeiten stattfinden kann.®%! Dies ist vor allem bei hohen
Durchséatzen vorteilhaft. Die Bindekapazitét ist dabei unabhéngig von der Flussgeschwindigkeit
und durch die grof3eren Poren sind Monolithe fiir die Applikation grof3er Biomolekiile wie
Proteine geeignet. Im Vergleich zur Partikelpackung ist der Hohlraum zwischen den Poren
durch den Einsatz eines einzigen Materialpfropfens stark reduziert und durch die Verwendung
der durchgehenden Kandle wird ein homogener Materialtransport der mobilen Phase
begiinstigt. Damit findet der Stofftransport durch Konvektion und nicht durch langsame
Diffusion statt, was die chromatographische Effizienz insgesamt verbessert.[1348:52]

Fiir die Herstellung der chromatografischen Polymermonolithe kann eine Vielzahl von
Monomeren und Quervernetzer verwendet werden, wobei die Komponenten
Glycidylmethacrylat (GMA) und Ethylenglykoldimethacrylat (EDMA), die 1992 von SVEC und
FRECHET veroffentlicht wurden, die bekanntesten Beispiele sind. GMA bietet einfache und
vielseitige Funktionalisierungsmoglichkeiten iiber eine Epoxid-Ringoffnungsreaktion und
EDMA zeichnet sich durch eine geringe unspezifische Proteinadsorption aus.!*3°051.531 Zur
Steuerung der Oberflichenchemie stehen eine Vielzahl von Methoden zur Verfiigung, wie z.B.
die direkte Copolymerisation funktioneller Monomere, die chemische Modifizierung reaktiver
Gruppen und das Pfropfen der Porenoberfliche mit ausgewahlten Polymerketten. 4

Trotz der schnellen und effizienten Trennung sowie Analyse der Proben mit hohem Durchsatz
ergeben sich fiir die Monolithchromatographie meist geringe Bindekapazititen mit
Skalierungslimitierungen, da infolge des Herstellungsprozesses die Volumina der stationédren
Phase begrenzt sind. Weiterhin gewahrleistet der Herstellungsprozess der Monolithe
vergleichbar zur Partikelpackung keine Reproduzierbarkeit der Sdulen.




Membranchromatographie

Eine weitere kosteneffiziente Alternative zu gepackten Sdulen stellen Membranen dar und
werden bereits zur Auftrennung und Reinigung von Proteinen und grof3en Biomolekiilen in
Downstream-Prozessen eingesetzt. Als Matrixmaterial werden meist modifizierte
Cellulosemembranen oder synthetische, organische Polymermembranen verwendet, die auf ein
Polymergeriist aufgebracht werden. Angelehnt an die Applikation kann dieses folgend mit
gewlinschten Liganden modifiziert werden.®?*?! Typischerweise werden fiir die Applikation
mehrere Membranen in einem Membranhalter (Metall oder Kunststoff) ibereinander
geschichtet, wie in Abbildung 2.5 dargestellt.

[

U

Abbildung 2.5: Aufbau einer Chromatographiesdule mit geschichteten Membranen als stationdre Phase in der
Membranchromatographie.

Diese bieten vergleichbar zu Monolithen grof3e Durchflusskanéle (3 — 5 pm)™* an, wobei deren
axiale Abmessung meist wenige Millimeter betrdgt und basieren ebenfalls auf dem konvektiven
Transport der Zielmolekiile."?! Weiterhin zeigen Membranen ebenfalls geringere
Stoffiibergangswiderstinde, hohe Flussraten, geringe Riickdriicke und Durchsétze, mit dem
Zusatz, dass die Membranchromatographie durch das niedrige Porenvolumen weniger
Ressourcen wahrend der Anwendung verbraucht und sich besonders fiir den einmaligen
Gebrauch eignet. Dieser bietet die Vorziige, dass Kreuzkontaminationen verhindert werden
sowie die Reinigungs- und Validierungsschritte entfallen.

Im Vergleich zu Partikeln besitzen Membranen jedoch eine geringe spezifische Oberfldache und
damit nur wenige Bindungsstellen in der Matrix, was in einer geringeren Bindekapazitit
resultiert. Hinzu kommt ein ineffizientes Membrandesign, wo in den Halterungen zu
vergleichsweise geringen Abmessungen der Membran ein hohes Totvolumen entsteht und nicht
reproduzierbare Membrandicke und PorengroRenverteilung beobachtet werden.#?!

Zwar ermoglichen Monolithe und Membranen durch ihre Makrostruktur der Durchgangs-
kanéle vor allem fiir grof3e Biomolekiile (> 100 nm) eine bessere Bindekapazitiat im Vergleich
zu Partikeln (Porengrofden <100nm), weisen jedoch gleichzeitig eine fehlende
Reproduzierbarkeit der Morphologie und eine eingeschrankte Gestaltungsfreiheit, vor allem
hinsichtlich der Skalierungsoptionen, auf.’®?! Als Losung dieses Problems konnte die
Fertigungstechnik 3D-Druck dienen und zur Herstellung identischer S&dulen fithren
(Abschnitt 2.2).
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2.2 Additive Fertigung

Traditionelle Manufakturverfahren beruhen auf subtraktiver und formativer Fertigung, bei der
das Material durch Schleifen, Bohren sowie maschinelle Bearbeitung abgetragen oder in
vorgefertigte Formen gegossen wird.®>! Additive Fertigung, auch 3D-Druck genannt, stellt dabei
eine aufstrebende Technologie in der Fertigungsindustrie dar und hat sich in den letzten
Jahrzehnten in diversen Anwendungsgebieten rasant entwickelt. Durch die immense
Kostenreduzierung der 3D-Drucker wird erstmal die Anwendung der Drucktechnik in privaten
Haushalten ermoglicht, wodurch die Anwendungsbereiche in der Wissenschaft sowie Industrie
jetzt ebenfalls auf kleine Unternehmen und die breite Offentlichkeit ausgeweitet wurden. >6-57)
Wie der Name bereits einleitet, handelt es sich hier um ein additives Fertigungsverfahren, bei
dem eine digitale Konstruktion eines Objektes in einem schichtweisen Aufbau in ein greifbares
3D-Werkstiick {iberfiihrt wird. Im Vergleich zu herkommlichen Bearbeitungs- oder
Gussverfahren kann durch den additiven Fertigungsprozess der Materialabfall und damit die
Umweltbelastung reduziert werden. Das Verfahren bietet nicht nur ein hohes Maf} an
Designfreiheit, wobei ebenfalls die Herstellung von Objekten mit Hohlrdumen moglich ist,
Individualisierung und Prézision, sondern auch eine hohe Flexibilitat des Fertigungsverfahren
Die Moglichkeit vielfaltige Materialien, wie z.B. Polymere, Metalle, Keramiken und
Verbundstoffe, in beliebige dreidimensionale Objekte zu verwandeln tragt zur Attraktivitit des
Verfahrens bei. Im Vergleich zu traditionellen Herstellungsverfahren ermoglicht der 3D-Druck
weiterhin das Rapid Prototyping und damit das iterative Designen von zu untersuchenden
Objekten, um ein schnelles Testen und Optimieren von verschiedenen Konfigurationen zu
gewihrleisten. 8

Die Additive Fertigung kann in sieben Technologiegruppen unterteilt werden, welche sich durch
das Material, das Aushérteprinzip sowie den Anwendungsprozess unterscheiden
(Abbildung 2.6).55%

(O Sheet Lamination
O Direct Energy Deposition
e {0 Binder Jetting
3D-Druck Technologien Q ---------- (O Powder Bed Fusion
) Material Jetting
O Materialextrusion
(O Vat Photopolymerization
Stereolitographie

Digital Light Processing
Continuous Digital Light Processing

Abbildung 2.6: Einteilung der 3D-Drucktechnologien nach ISO/ASTM 52900.15°!

Fir die Herstellung von polymerbasierten Materialien sind vor allem Extrusions- oder
Schmelztechniken wie das Fused Deposition Modeling (FDM) und Selective Laser Sintering (SLS)
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gangige Methoden. Diese Verfahren weisen jedoch Nachteile wie eine vergleichsweise geringe
Auflésung, eine schwache Haftung der einzelnen Schichten sowie eine langsame Verarbeitung
auf. Im Gegensatz dazu ermoglichen lichtbasierte Verfahren eine Verbesserung der
Druckauflésung und der Produktionsgeschwindigkeit aufgrund der auldergewohnlichen
rdumlichen Kontrolle und Vielseitigkeit der Photopolymerisationsreaktionen. Dabei stellt unter
den genannten 3D-Drucktechnologien die im Jahre 1986 von CHUCK HULL patentierte
Stereolithographie die erste kommerziell genutzte Methode dar. 57:5]

2.2.1 Digital Light Processing

Diese Arbeit richtet sich auf den 3D-Druck von photopolymerbasierten Systemen aus. Zur
Herstellung von dreidimensionalen Objekten aus Polymeren mit Zuhilfenahme einer Lichtquelle
kann die Vat Photopolymerisation (Wannenphotopolymerisation) eingesetzt werden, welche vor
allem auf den beiden additiven Fertigungstechnologien Stereolithographie (SLA) und Digital
Light Processing (DLP) basiert. Letztere besitzt eine Weiterentwicklung zur Ermoglichung des
kontinuierlichen 3D-Drucks. Bei beiden Verfahren wird eine fliissige Harzformulierung
schichtweise mit einer UV-Lichtquelle zu einem festen Objekt ausgehartet. Der wesentliche
Unterschied zwischen SLA und DLP besteht in der eingesetzten Lichtquelle. Wahrend beim SLA-
Verfahren ein Laserstrahl zur punktuellen Aushirtung des Materials eingesetzt wird, bedient
sich die DLP-Technologie eines digitalen Projektors, welcher das Lichtmuster einer gesamten
Schicht in einer einzigen Belichtung aushéartet. Dadurch ermoglicht der DLP-Prozess einen
schnelleren Druck als die SLA-Technologie. Der Aufbau einer kontinuierlichen Struktur aus
einem Photopolymer mit der Zuhilfenahme eines Lichtstrahls in einer Maschine wurde bereits
1977 von SWAINSON in Form eines Patentes beschrieben. Allgemein ldsst sich der 3D-
Druckprozess in drei Phasen unterteilen®l:

1. Entwicklungsphase

a. Computergestiitztes Designen (CAD: engl. Computer Aided Design) eines

digitalen dreidimensionalen Modells

b. Erstellen der 3D-Datenaustauschinformation

c. Uberfithren der 3D Information in vom 3D-Drucker lesbaren 2D-Schichtbilder
2. Schichtweiser 3D-Druckprozess
3. Nachbearbeitungsphase

a. Entfernung der Stiitzstruktur

b. Entfernung von nicht polymerisiertem Material

c. Oberflichenbehandlung

Das Funktionsprinzip des DLP-3D-Druckers ist in Abbildung 2.7 dargestellt. Die wesentlichen
Bestandteile des 3D-Druckers stellen eine in z-Achse verfahrbare Bauplattform, auf der das
finale Objekt polymerisiert, ein Wannenbehélter (Vat) fiir die fliissige Photoharzformulierung
und ein digitaler Projektor fiir die Projektion der 2D-Schichtbilder dar. Nach dem Startvorgang
des Druckprozesses verfiahrt die Druckplattform in Richtung des Wannenbodens und l4sst einen
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Spalt einer definierten Schichthohe zwischen Plattform und Wanne. Wird auf die Oberflache
des Harzes ein Lichtmuster projektiert, so kommt es in Folge der Lichteinwirkung zur
Photopolymerisationsreaktion und der belichtete Bereich hértet an der Bauplattform aus. Das
projizierte Muster stellt dabei eine 2D-Querschnittschicht des gewiinschten Objektes in Form
eines SchwarzweifSbildes dar. Nach dem Aushérten einer Querschnittschicht verfihrt die
Bauplattform um eine weitere Schichthbhe vom Wannenboden weg, damit eine neue
Harzschicht der Lichtquelle ausgesetzt werden kann und an der ersten polymerisierten Schicht
haftet. Dieser Vorgang wiederholt sich Schicht fiir Schicht, bis das finale Objekte fertiggestellt
ist. Da nach dem Druckprozess keine vollstdndige Umsetzung des Monomers-Quervernetzer-
Systems im Polymer vorliegt, erfolgt vor allem im Hinblick auf die mechanischen Eigenschaften
eine zuséatzliche Nachhartung des Objektes mit intensiven UV-Licht.

UV-Licht
Monomer

Polymer

Lichtquelle

Abbildung 2.7: Aufbau und Funktionsprinzip eines DLP-3D-Druckers.

2.2.2 Photopolymerisation und Photoharz

Der DLP-3D-Druckprozess kann auf der radikalischen oder kationischen Polymerisation der
Photoharzformulierungen basieren. Die hohen Initiierungsraten, die Reaktionsfithrung bei
Raumtemperatur und die selektive Kontrolle der photoinitiierten Polymerisation tragen zu
deren Attraktivitat fiir die Anwendung im 3D-Druckprozess bei.

Je nach Anwendungsgebiet kann das Photoharz maf3geschneidert an die gegebenen
Anforderungen angepasst werden. Eine photopolymerisierbare Harzformulierung setzt sich
typischerweise aus einer Kombination der in Abbildung 2.8 gezeigten Komponenten

zusammen.61:62]
Monomere
Quervernetzer
Photoinitiator
UV-Photoharzformulierung Q‘iii;_\
Photoabsorber

Radikalfanger

50000

Porogen

Abbildung 2.8: Bestandteile einer Photoharzformulierung fir eine radikalbasierte Polymerisation im 3D-
Druckprozess.
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Die grundlegenden Schritte der radikalischen photoinduzierten Polymerisation sind in
Schema 2.1 dargestellt. Zu Beginn der Reaktion fiihrt die Bestrahlung des Initiators mit UV-
Licht zur Ausbildung von aktiven Radikalen (1). In Abhingigkeit des eingesetzten
Initiatorsystem werden diese durch eine homolytische Spaltung, eine Elektroneniibertragung
oder eine Wasserstoffabstraktion erzeugt. Diese konnen im néchsten Schritt ein naheliegendes
Monomer angreifen und damit das Kettenwachstum bzw. die Vernetzungsreaktion starten (2).
Hier reagieren die Radikale unter Ausbildung einer kovalenten Bindung und erzeugen
gleichzeitig neue Radikale. In der Propagation werden an die wachsenden Polymerketten
weitere Monomer- bzw. Quervernetzereinheiten angebunden und damit ein dreidimensionales
Polymernetzwerk ausgebildet (3). Hier kann es ebenfalls zur so genannten Ketteniibertragung
kommen, wo durch die homolytische Abstraktion eines Wasserstoffatoms eine Polymerkette
terminiert wird, wihrend ein neues Radikal entsteht. Die Terminierung der Polymerisation
kann entweder durch die Rekombination aus zwei Polymerketten oder durch eine
Disproportionierung erfolgen, wo ein Wasserstoffatom von einer Polymerkette auf eine andere
ibertragen wird (4).[6364

hv

1 —_—
™ Initiator
2 + —_— -
Monomer
Polymergerist
3 — + n E——
®’ Radikal
4. T+ @ —— ®

Schema 2.1: Mechanismus der photoinduzierten radikalischen Polymerisation mit den Elementarschritten der
Initiation, Propagation und Terminierung.

Die Zusammensetzung des Harzes ist dabei ausschlaggebend fiir die finalen optischen,
chemischen sowie physikalischen Eigenschaften des 3D-gedruckten Objektes. Daher werden bei
der Wahl der geeigneten Komponenten verschiedenen Anforderungen an diese gestellt.

Photoinitiator

Der Photoinitiator leitet die Polymerisationsreaktion ein und wird im 3D-Druckprozess durch
die Einwirkung von UV-Licht aktiviert. Hier absorbiert der Initiator Lichtenergie und erzeugt
frei Radikale oder Kationen als aktive Spezies und wird damit in das fertige Polymer eingebaut.
Da eine Reaktion nur unter Lichteinfluss stattfindet, eignen sich diese hervorragend fiir eine
selektive, schnelle und kontrollierte Aushirtung eines Harzes.[®>%% Dabei kann zwischen zwei
Arten von Initiatoren unterschieden werden: Bei Typ-I-Initiatoren kommt es infolge des
Lichteinfalls zur homolytischen a-Spaltung, wéhrend Typ-II-Initiatoren nur unter Einsatz eines
Co-Initiators zur Bildung von Radikalen in der Lage sind. Im direkten Vergleich ermoglichen
die Typ-I-Initiatoren bereits bei geringer Wellenlédnge eine Photopolymerisation, was vor allem
im Hinblick auf farbloses Chromatographiematerial vorteilhaft ist. Des Weiteren findet, bedingt
durch die bimolekulare Reaktion, die Initilerung mit einem Typ-II-Initiator langsamer statt als
mit einem Typ-I-Initiator. 7681
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Die Wahl eines geeigneten Initiators hangt dabei vor allem von der spateren Anwendung, der
Wellenldnge des eingesetzten UV-Lichtes und den restlichen Komponenten der
Harzformulierung ab. Typische auf Photopolymerharzen basierte 3D-Drucker arbeiten im
Wellenldngenbereich von 355 — 405 nm, sodass der gewéahlte Initiator in diesem Bereich eine
hohe Absorption und gleichzeitig eine hohe Initiierungseffizient aufweisen sollte.®!! Da in der
Chromatographie ebenfalls die optischen Eigenschaften des Materials eine Rolle spielen, sollte
bei der Wahl eines Photoinitiator dessen Einfluss auf eine Farbung des Materials beriicksichtigt
werden.®”! Abhingig von der Wellenlénge der Lichtquelle des 3D-Druckers finden diverse UV-
lichtempfindliche Photoinitiatoren Anwendung im 3D-Druck.”®! Typische Initiatoren, die
Einsatz im DLP-Druckprozess bei Wellenldngen von 385 nm finden, stellen die reaktiven
Phosphinoxide = wie  Phenyl-bis-(2,4,6-trimethylbenzoyl)phosphinoxid = (BAPO)  oder
Diphenyl-(2,4,6-trimethylbenzoyl) phosphinoxid (TPO) dar. Diese gehoren den Typ-I-
Initiatoren an, bei denen es zur photochemischen Spaltung der Phosphor-Kohlenstoff-Bindung
kommt. [65,68-70]

Monomere und Quervernetzer

Der wesentliche Bestandteil der Harzformulierung und letztendlich des Polymergeriistes stellen
Monomere und Quervernetzer dar, welche mindestens eine funktionelle Gruppe tragen, die an
der Polymerisation beteiligt ist. Als Funktionalitit kommen hier Methacrylat-, Acrylat- oder
auch Vinylgruppen in Frage. Im Hinblick auf die Stabilitdt des Materials gegentiiber alkalischen
Bedingungen  bieten sich vor allem  Methacrylat-basierte = Photoharze  als
Chromatographiematerial an, auch wenn Acrylate eine hohere Reaktivitit aufweisen.!”!
Vinylgruppen zeigen hier die geringste Reaktivitat in der Polymerisationsreaktion. %

Die monofunktionellen Monomere tragen dabei die fiir die spitere Anwendung relevante
Funktionalitiat und fithren zur Reduzierung der Viskositit der Harzformulierung. Der Anteil des
Monomers in der Endrezeptur ist dabei zum einen fiir die Flexibilitit des Polymers relevant, da
mit hoherer Monomerkonzentration langere Ketten entstehen konnen. Dies verringert vor allem
das Risiko von Rissen im Endprodukt. Zum anderen wirkt sich das Monomer auf die
Aushirtezeit der Harzformulierung aus, da mehr Bindungen fiir ein stabiles Polymernetzwerk
geschaffen werden miissen. %3 Um ein vernetztes Polymergeriist mit guten mechanischen
Eigenschaften und geringer Schrumpfung aufzubauen, ist der Einsatz von multifunktionellen
Quervernetzer im 3D-Druck unerldsslich. Eine hohe mechanische Stabilitit ist notwendig, damit
das Material in der spiateren Anwendung hohen Driicken und FlieRgeschwindigkeiten
standhalten kann. Hier werden mit hoherer Quervernetzerkonzentration mehr
Vernetzungspunkte ausgebildet und damit die Steifigkeit des Polymers erhoht. Gleichzeitig
konnen langkettige, lineare Quervernetzer oder sterisch anspruchsvolle Monomere die
Vernetzung reduzieren und damit die Steifigkeit minimieren.!%>73! Vor allem im Hinblick auf
den hydrophilen Charakter des Chromatographiematerials und der wéssrigen Arbeitsumgebung
muss eine ausreichende mechanische Stabilitdt mit dem gewéhlten Monomer-Quervernetzer-
System ermoglicht werden.
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UV-Absorber

Neben der Grundrezeptur eines Photoharzes, bestehend aus einem Photoinitiator und einem
Monomer-Quervernetzer-System, bieten sich weitere Additive vor allem zur Optimierung der
Druckauflésung der Harzformulierung an. Hierzu gehoren sogenannte UV-Absorber, welche in
der Lage sind, das UV-Licht zu absorbieren und damit die Eindringtiefe des Lichtes im Material
zu steuern. Damit konkurrieren diese mit dem Initiator im Hinblick auf die Lichtabsorption.
Bei der Wahl eines geeigneten UV-Absorbers fiir die gewahlte Harzformulierung sind mehrere
Faktoren zu berticksichtigen. GONG et al. (2017) zeigten fiir verschiedene UV-Absorbers ein
Bewertungssystem im Hinblick auf deren Eignung fiir das gewéhlte Harz. Der UV-Absorber
sollte im Wellenldngenbereich der Lichtquelle des 3D-Druckers eine hohe Absorption
aufweisen, eine ausreichende Loslichkeit im Monomersystem besitzen und, vor allem im
Hinblick auf die spatere Applikation, den 3D-Druck von kleinen KanalgréRen ermoglichen. 74
Damit werden durch den UV-Absorber die Auflosung in z-Richtung gesteuert und geringe
Schichtdicken von bis zu 5 pm realisiert.

Inhibitor

Ein weiteres Additiv stellt der sogenannte Inhibitor bzw. Radikalfainger dar. Wie der Name
bereits impliziert, sind Inhibitoren in der Lage frei Radikale zu binden. Damit kann das Polymer
gegen Umwelteinfliisse stabilisiert, die Lagerstabilitat des fliissigen Photoharzes verldngert und
gleichzeitig eine unerwiinschte Polymerisation verhindert werden. Infolgedessen kann die
selektive Polymerisation und damit die Druckauflosung im 3D-DLP-Druckprozess in xy-
Richtung optimiert werden.[”>7¢]

2.2.3 Herausforderungen des 3D Drucks

Trotz des immensen Potenzials des 3D-Drucks von photopolymerbasierten Systemen sind die
mit dem Fertigungsverfahren einhergehenden Herausforderungen, vor allem bei der
Herstellung von pordsen Strukturen fiir die Chromatographie, nicht zu vernachlassigen. Um die
Technologie in den Trennungswissenschaften etablieren zu konnen, miissen die zwei
wesentlichen Herausforderungen einer unzureichenden Druckaufl6sung und des Mangels eines
sowohl fiir den 3D-Druck als auch fiir die Anwendung in der Chromatographie geeigneten
Materials iiberwunden werden.

Unzureichende Druckauflésung

Eine wichtige Anforderung an das Fertigungsverfahren fiir stationdre Phasen stellt eine hohe
Auflosung des gedruckten Objektes dar. Die Auflosung hiangt dabei zum einen vom gewdahlten
Photoharz und zum anderen vom 3D-Drucker selbst ab.[””!

Die Druckauflésung beim DLP-Druckprozess hdngt von der gewéhlten Schichtdicke (z-Ebene)
und der Pixelgrofle des DLP-Projektors in der zweidimensionalen Fldchendimension
(xy-Ebene), welche das kleinstmogliche druckbare Merkmal darstellt, ab. Kommerziell
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erhéltliche 3D-Drucker erméglichen Schichtdicken im Bereich von 5 — 500 pum. Da die Druckzeit
beim DLP-Druckprozess wesentlich von der Bauhohe des Objektes und der Anzahl der
Querschnitte abhidngt, nimmt die Druckzeit mit einer geringen Schichtdicke deutlich zu. Um
eine hohe z-Druckaufl6sung mit nahtlos ineinander {ibergehenden Schichten zu erhalten und
gleichzeitig die Druckzeit zu reduzieren, kann hier das sogenannte kontinuierliche DLP-
Verfahren (CDLP, engl.: Continuous DLP), auch CLIP-Verfahren (engl.: Continuous Liquid
Interface Production) genannt, eingesetzt werden. Der Aufbau des CDLP ist zunachst analog
zum normalen DLP-Drucker, mit dem Unterschied, dass sich unter dem Harz eine
sauerstoffdurchldssige = Membran befindet. Der Sauerstoff kann in die ersten
Mikrometerschichten des Harzes eindringen und dort in der sogenannten Totzone die
Polymerisation hemmen, so dass das gebildete Polymer nicht am Wannenboden haften bleibt.
Damit kann der 3D-Druckprozess nicht schichtweise mit Abreisprozessen des polymerisierten
Materials, sondern in einer kontinuierlichen Bewegung der Bauplattform erfolgen
(Abbildung 2.9).178]

0,0, O,
Lichtquelle

Abbildung 2.9: Aufbau und Funktionsprinzip eines CLIP-3D-Druckers.

Abhéangig von der Chromatographietechnik und der Anwendung (analytisch oder préparativ)
kann die Partikelgro3e in der Festbettchromatographie zwischen < 5 um und 300 pm® 7! liegen.
Damit 3D-gedruckte stationdre Phasen eine gute Alternative zu herkommlichen Partikeln
bieten, sollten die Grofenordnungen vergleichbar sein konnen. Kommerzielle 3D-Drucker
zeigen mit Pixelgroflen von 15 - 100 um Grollenbereiche, die dhnlich zu Materialien der
praparativen Chromatographie sind. In Untersuchungen zu hochauflésenden Polymeren konnte
jedoch gezeigt werden, dass sich die theoretische Pixelgrofde nicht mit den praktisch druckbaren
Auflosungen deckt. Hier wurden von der nominalen Auflosung der Drucker fiinf Pixel als
kleinstmoglich druckbares Merkmal erzielt, bei dem eine mechanisch stabile Polymerschicht
ermoglicht wird. Auf die Abweichung der druckbaren Auflésung haben ebenfalls
Lichtstreueffekte einen Einfluss.78% Damit realisieren die in dieser Arbeit verwendeten DLP-
3D-Drucker mit der Pixelgrofde von 30 — 50 um Strukturen mit der maximalen Auflésung von
etwa 150 — 250 pm.

Ein hochauflésendes 3D-Druckverfahren fiir die Herstellung von Mikrostrukturen stellt die
Zwei-Photonen-Lithographie (TPL) dar. Die Intensititen des Laserstrahls liegen dabei
geringfiigig oberhalb der Polymerisationsschwelle und ermoéglichen damit eine lokale
Polymerisation, mit Merkmalen kleiner als der projizierte Laserstrahlpunkt, im
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Nanometerbereich. Zu beachten ist, dass die hohe Druckauflosung mit einer deutlich
reduzierten Druckgeschwindigkeit, Materialvielfalt und Baugrofie einhergeht.!®!) Wird das
steigende Interesse an der Additiven Fertigungstechnik und die stetige Weiterentwicklung
sowie Optimierung der Systeme beriicksichtigt, so ist die Verwirklichung hochaufgeloster 3D-
gedruckter stationdrer Phasen unabdingbar.

Neben der Druckauflosung des 3D-Druckers ist ebenfalls die Materialauflosung
ausschlaggebend fiir die Qualitit des gedruckten Materials. Mit dem Zusatz von Additiven lasst
sich die Materialauflosung, wie in Abschnitt 2.2.2. beschrieben, optimieren. Photoabsorber
konnen die Schichtdicken reduzieren, wihrend Inhibitoren die Uberpolymerisation inhibieren.
Gleichzeitig kann sich der iibermif3ige Zusatz der Additive infolge der Lichtstreuung jedoch
negativ auf die Auflésung auswirken. Eine fiir das Druckverfahren geeignete und gleichzeitig
hochauflésende Harzformulierung zu finden, stellt die zweite groe Herausforderung der
Manufakturtechnik dar.

Geringe Auswahl an hochauflésenden Materialien

Obwohl der 3D-Druckmarkt ein breites Angebot an druckbaren Materialien fiir vielfaltige
Anwendungen bietet, ist dieses im Vergleich zu herkdémmlichen Fertigungsmethoden dennoch
begrenzt. Vor allem im Hinblick auf hochauflosende Materialien, welche den Anforderungen
im Anwendungsfeld der Chromatographie gerecht werden miissen. In den meisten Fallen fehlt
jegliche Information {iber die Zusammensetzung der kommerziellen Harze, dazu gehort
insbesondere die Oberflachenchemie im Material (funktionelle Gruppen oder Liganden), die
fiir die chromatographische Trennoperation genutzt werden konnen. Weiterhin sind 3D-
gedruckte Materialien in Folge des Photopolymerisationsprozesses und der mechanischen
Stabilitdt der gedruckten Schichten stark quervernetzt und verfiigen ohne den Einsatz von
Porenbildnern iiber keine Porenstruktur vergleichbar zu hochporosen Partikeln. Damit werden
nicht nur geeignete Drucktechniken, sondern auch geeignete Photoharze benétigt, um den 3D-
Druck in Mikrometerskalen zu realisieren. >

Um den 3D-Druck von chromatographischen Materialien mit bestehenden Materialien dennoch
zu ermoglichen, konnen drei wesentliche Ansétze angewandt werden. 82

1. 3D-Druck mit kommerziellen Harzformulierungen
2. 3D-Druck und Funktionalisierung
3. Negative Templierung

Der grundlegendste Ansatz stellt den Einsatz kommerziell verfiigbarer Materialien dar, die
bereits inhdrente Trenneigenschaften aufweisen. Damit wiirde die Forschung und Entwicklung
fiir ein Grund auf neues Material wegfallen, wobei der grof3e Nachteil einer nicht vollstindigen
Kenntnis iiber die Materialzusammensetzung bestehen wiirde. Dieser wirkt sich vor allem auf
die Trennoperationen aus, die auf hydrophoben- oder Affinitdtswechselwirkungen beruhen.
MACDONALD et al. zeigten 2017 mit dem kommerziellen, hochtransparenten UV-Harz Veroclear-
RGD810 den SLA-Druck von nicht modifizierten Diinnschichtchromatographieplattformen zur
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Auftrennung verschiedener Farbstoff- und Proteinmischungen.® Um diesen Ansatz erfolgreich
fiir den Einsatz in der Chromatographie zu verfolgen, bedarf es jedoch einer vollstdndigen
Materialcharakterisierung.

Sind die Materialzusammensetzung und die zur Verfiigung stehenden Funktionalitdten jedoch
bekannt, so kann dieses dazu genutzt werden, geeignete stationdre Phasen mit anschlie3ender
Modifizierung herzustellen. Uber die Modifizierung kénnen abhingig von der gewiinschten
Applikation verschiedene chromatographische Liganden in das Material eingefiihrt werden. Ein
bekanntes Beispiel fiir diesen Ansatz stellt die Verwendung von Cellulose oder Agarose als
Chromatographiematerial dar, wobei die Hydroxyleinheiten als Modifizierungspunkte fiir
mogliche Liganden dienen kénnen. Diese Strategie wurde z.B. von HINAMOTO et al.®* und von
FEE et al.'® bereits genutzt und ist fiir die derzeitigen Herstellung von chromatographischen
Medien etabliert. Durch diesen Ansatz entsteht durch die anschlie3ende Funktionalisierung des
Materials zwar ein zusétzlicher Herstellungsschritt, der jedoch die Nutzung der Ausgangsmatrix
als universell modifizierbare stationdre Phase ermoglicht. Damit kénnen mit einem
Basismaterial und verschiedenen Modifizierungsreaktionen diverse Chromatographietechniken
abgedeckt werden.

Eine andere Herangehensweise zur Herstellung komplexer chromatographischer Materialien
stellt die Negative Templierung dar, die vor allem den Einsatz von nicht oder nur schwer
druckbaren Materialien ermoglicht. Bei diesem Verfahren wird statt dem direkten Druck der
stationdren Phasen deren Negativ mit einem auflosbaren Druckmaterial (z.B. wasserloslich)
erstellt. Im néchsten Schritt wird das Negativ mit der stationdren Phase gefiillt, ausgehartet und
zuletzt das Negativ mit einem geeigneten Losungsmittel entfernt. Dieses darf dabei keinen
Effekt auf die stationédre Phase haben. FEMMER et al. nutzten diesen Ansatz zur Herstellung von
Membranen mit dreidimensionalen TPMS-Strukturen (engl.: Triply Periodic Minimal Surface)
aus Polydimethylsiloxan fiir einen selektiven Gastransport. Diese Methode macht die
Herstellung der Medien zu einem mehrstufigen Prozess. 8!

Einen weiteren Ansatz fiir die Anwendung des 3-Druck in dem Themenfeld der
Chromatographie, der jedoch keinen direkten Druck einer stationdren Phase beinhaltet, stellt
die Herstellung von chromatographischen Saulengehdusen z.B. aus Metallen oder Glas!'®”! dar.
Dabei konnen kundenspezifische Gehduse mit diversen Geometrien gedruckt und anschlieend
mit kommerziellen Partikeln'®® oder Monolithen!®%°! ausgefiillt werden. PASSAMONTI et al.
konnten damit Poly(Styrol-co-Divinylbenzol)-Monolithe in mit selektivem Laserschmelzen
gedruckten Titansdulen herstellen und diese zur Proteinauftrennung nutzen. ! GUPTA et al.
untersuchte mit dieser Methode iiber pordse Poly(Butylmethacrylat-co-Ethylendimethacrylat)-
Monolithe den Einfluss der Siulengeometrie (2D-Serpentinen-, 3D-Spiral- sowie 3D-
Serpentinensdulen) auf die Proteinseparation.

Trotz der Herausforderungen der Druckauflosung und des Materialmangels arbeiten Forscher
aktiv daran, die Grenzen des 3D-Drucks von chromatographischen Materialien zu iiberwinden.
Die Moglichkeit, stationdre Phasen mit maf3geschneiderten Eigenschaften mithilfe der 3D-
Drucktechnologie zu entwerfen und anzupassen, birgt ein grof3es Potenzial fiir die
Weiterentwicklung der Chromatographie, die schnelle Herstellung von Prototypen neuer
stationdrer Phasen und die Losung spezifischer Trennprobleme. Da sich das Gebiet des 3D-
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Drucks weiterentwickelt, ist es wahrscheinlich, dass viele dieser Herausforderungen durch
weitere Forschung und Innovation gelost werden.

2.3 Porose 3D-gedruckte Polymere in der Chromatographie

Die Technologie des 3D-Druckes stellt ein neues Verfahren im Bereich der Chromatographie
dar. Eine hohe spezifische Oberflache ist vor allem fiir den Separationsmechanismus relevant
und kann mit Hilfe einer Phasentrennung realisiert sowie durch die Kontrolle der Porengrol3e
malf3geschneidert werden. Die funktionellen Gruppen am 3D-gedruckten Polymer erméglichen
weiterhin eine Postfunktionalisierung des Materials, um dieses fiir die spatere Applikation z.B.
in der IEX oder AC anzupassen.

2.3.1 Porogentemplierung zur Herstellung poroser Polymere

Ein weitverbreitetes Verfahren zum Einfiihren von Poren in Polymerpartikel, Membranen oder
auch Monolithen stellt die sogenannte Polymerization-induced phase separation (PIPS) dar.!?
Bei diesem bereits in den 1950er®® entwickelten Verfahren wird auf das Phinomen der
spontanen Phasentrennung in Folge der Abnahme der Loslichkeit der wachsenden
Polymerketten wéihrend dem Polymerisationsprozess in einem inerten LOsungsmittel
zurlickgegriffen. Als Losungsmittel dienen sogenannte Porogene, welche neben der Inertie
gegeniiber der Reaktionsmischung ebenfalls Kompatibilitdt zu der Polymerisationsmethode
aufweisen miissen. Fiir den Einsatz im 3D-Druckprozess sollte das Porogen farblos sein, um den
photoinduzierten Polymerisationsprozess nicht zu beeinflussen.®*

Der Mechanismus der polymerisationsinduzierten Phasenseparation ist in Schema 2.2
dargestellt.

Monomer Polymer Porogenphase Polymerphase

UV-Licht

Monomer gel6st Polymerisations- Nukleibildung Kugelchenbildung Clusterbildung
in Porogen beginn

Schema 2.2: Mechanismus der polymerinduzierten Phasenseparation (PIPS) einer Photoharzformulierung mit Einsatz
eines Porogens.

Zu Beginn wird eine homogene Mischung aus dem inerten Porogen und der monomerhaltigen
Harzformulierung vorgelegt. Daraufhin wird die Polymerisation mit einer Temperaturerh6hung
oder im Falle des 3D-Druckprozesses mit der Initilerung durch UV-Licht eingeleitet. Die
wachsenden Polymerketten bilden Nuklei aus, welche fiir die Monomere im Gegensatz zum
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Porogen ein thermodynamisch besseres Losungsmittel darstellen. Mit der hoheren
Monomerkonzentration in den Nuklei wird die Polymerisation dort kinetisch bevorzugt. Die
Keime wachsen zu Kiigelchen (Globuli) heran, wobei sich die weiteren wachsenden
Polymerketten an die Kiigelchen anlagern. Da diese im Porogen nicht mehr 16slich sind, erfolgt
eine Phasentrennung in polymerreiche und l6sungsmittelreiche Phasen. Letztere stellen im
Nachgang die Poren des Systems dar. Die polymerreichen Phasen vernetzten schlussendlich
untereinander und aggregieren zu einem Clusternetzwerk. Die Entfernung des Porogens fiihrt
zu einer porosen Struktur mit Porengrof3en der Lingenskala der phasentrennenden
Domanen. [53,93,95,96]

Dabei ist neben der Wahl der Quervernetzer sowie Monomere ebenfalls die Wahl des Porogens
und damit einhergehend dessen Qualitit als Losungsmittel fiir das Einstellen der Porengrof3e
essenziell.””®! Zur Bewertung der Loslichkeit eines Porogens bzw. der Kompatibilitit des
Porogens und des Polymers konnen die sogenannten HANSEN-LOslichkeitsparameter (HSP)
herangezogen werden. Diese wurden 1979 von HANSEN eingefiihrt und setzen sich aus einem
dispersen, polaren und Wasserstoffbriickenanteil zusammen.!*”-8! Ein geeignetes Porogen fiir
das untersuchte Harzsystem besitzt einen zum Polymer dquivalenten HSP. Stellt das Porogen
ein gutes Losungsmittel dar, so erfolgt die Phasentrennung erst bei hohen Vernetzungsgraden.
Hier bilden sich in Folge der geringen Diffusionsgeschwindigkeit kleine Domé&nen der
Losungsmittelphase und daraus resultierend Mikro- bis Mesoporen in der Struktur mit hoher
spezifischer Oberflache aus. Nimmt die Loslichkeit jedoch ab, kommt es zu einer frithen
Phasentrennung und damit zur Ausbildung eines schwachvernetzen Systems. Durch die hohere
Diffusionsgeschwindigkeit des Porogens konnen sich grof3e Porogendoménen und damit
Makroporen im System von geringerer spezifischer Oberflache ausbilden. Damit gilt der Trend:
Je grofRer der Unterschied der Loslichkeitsparameter zwischen dem gebildeten Polymer und
dem Porogen ist, desto geringer ist deren thermodynamische Affinitdt und damit einhergehend,
desto stirker der Effekt der stattfindenden Phasentrennung. Neben der Loslichkeit des Polymers
im Porogen ist ebenfalls dessen Anteil in der finalen Reaktionsmischung einflussgebend auf die
resultierende Porengrof3e. Mit hoherem Losungsmittelanteil konnen sich grofere polymerarme
Doménen und damit grof3ere Poren ausbilden, was jedoch in einer kleineren spezifischen
Oberflache resultieren kann.?6-%9!

Anhingig von der gewihlten Harzformulierung und der gewiinschten Porengrol3e finden
verschiedenste Porogene Anwendung in der Herstellung von porosen Materialien. Bekannte
Porogene stellen hier organische Losungsmittel wie die Alkohole Cyclohexanol, Dodecanol 1%
oder 1,4-Butandiol®! oder sogar Salze'*! dar. Werden als Porogene Polymere oder Oligomere
wie Polyethylenglykol>1:46:1021 ' Poly(ethylenoxid) %!, Poly(methylmethacrylat) oder Polystyrol
eingesetzt, so konnen sich infolge einer frithen Phasentrennung Makroporen > 1 um ausbilden.
Hier kann es jedoch zu einer erschwerten Extraktion der langkettigen Polymere kommen. %4
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2.3.2 Funktionalisierungsmethoden poroser Polymere

Die Oberflichenchemie der stationdren Phase spielt eine entscheidende Rolle bei der
Interaktion und Trennung der Analyten im chromatographischen Prozess. Um die gewiinschte
Funktionalitdt in das 3D-gedruckte Objekt einfiihren zu koénnen, erschlielfen sich zwei
signifikante Wege. Zum einen lasst sich {iber die Wahl des Monomers die funktionelle Gruppe
direkt wahrend Druckprozesses iiber die Copolymerisation ins Polymergeriist einbauen.
Obwohl dieser Ansatz die einfachste Syntheseroute darstellt, muss fiir jedes neue Monomer in
der Harzrezeptur die gesamte Synthese angepasst werden. Neben einer neuen Validierung des
Porogensystems fiir die gewiinschte Materialporositdt miissen die Druckparameter fiir die
Polymerisation neu ermittelt werden. Weiterhin ergibt sich der Nachteil, dass sich die
Funktionalitdt nicht nur an der zuginglichen Oberfldche, sondern ebenfalls im Inneren des
Polymernetzwerkes finden lasst. Je nach funktioneller Gruppe kénnen spatere Quellungseffekte
oder Nebenreaktionen in der Applikation eintreten und damit Einfluss auf die Performanz der
chromatographischen Operation haben. Die ineffiziente Nutzung der funktionellen Gruppen
konnte zur Limitierung teurer Monomere fiihren. Zum anderen kann nach dem 3D-
Druckprozess das feste Material im Folgeschritt gezielt an der Oberflache postfunktionalisiert
werden. Damit ergibt sich neben dem Vorteil von vermeidbaren Nebenreaktionen im Gertist des
Polymers weiterhin der Vorzug von universell anpassbaren Chromatographiesdulen in
Abhéangigkeit von der angeforderten Anwendung mit nur einer einzigen Harzrezeptur. Folglich
konnen mit einer optimierten Harzrezeptur Chromatographiesdulen 3D-gedruckt und
anschlieffend {iber diverse Funktionalisierungsreaktionen individuell fiir die spatere
Applikation angepasst werden. Mégliche funktionelle Gruppen fiir eine einfache Modifizierung
der Polymermatrix nach dem 3D-Druckprozess sind in Abbildung 2.10 dargestellt und finden
bereits Anwendung in der Partikelsynthese.”]
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Abbildung 2.10: Gangige funktionelle Gruppen an Partikeln fur die Kupplung von z.B. Proteinen oder anderen
Liganden.[37]

In dieser Arbeit wird die Hydroxylgruppe iiber das Monomer 2-Hydroxyethylmethacrylat
(HEMA) als Ankerpunkt in der Harzformulierung gewahlt, welche im Anschluss in einer
chemischen Reaktion in Epoxy-, Amin-, Carboxy-, Sulfon- etc. Funktionalititen umgesetzt
werden kann. Mogliche Reaktionen sind in Schema 2.3 dargestellt.

22



.00 DSC ! ‘Tresylchlorid O~ P |:I
G0 o O e

o 1 |
(e} . OR-Partikel H
CN)B/ \E)ivinylsulfon
04,0
Na-O- O S~
/ mit X = -SH, -NH, oder -OH \
o 040
\n/ ~ mitD = Ligand O S~
NH,

Schema 2.3: Mdégliche Funktionalisierungsreaktionen ausgehend von der Hydroxylgruppe an z.B. Partikel bis hin zur
Ligandenkopplung.37]

Die Vielfalt an Reaktionen, die die Hydroxylgruppe eingehen kann, macht sie besonders fiir die
Anwendung in einer universellen Harzformulierung interessant. Eine mogliche Reaktion zur
Umsetzung einer primdren Hydroxylgruppe in eine Carboxylgruppe, um negative
Oberflachenladungen in die 3D-gedruckten Chromatographiesdulen einzufithren und diese
damit in Kationentauscher zu iiberfiihren, stellt die TEMPO-vermittelte Oxidationsreaktion dar.
Die effiziente und selektive TEMPO-Oxidation findet bereits Anwendung in der Umsetzung von
Cellulosefasern und Membranen. %!

Der Mechanismus der Oxidationsreaktion ist in Schema 2.4 dargestellt.

0O-
1/2 NaCIO l ~_0-_0
Jtﬂ
.
NaClO NaB N
(0]

NaBrO
NaCl NaBrO N NaClo
)

OH ~_0._0

Schema 2.4: Mechanismus der TEMPO-vermittelten Oxidation von primdren Hydroxylgruppen lber ein Aldehyd zu
Carbonsauren.[106,107]

In dieser Reaktion dient das stabile Nitroxylradikal 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl
(TEMPO) als Katalysator. Neben TEMPO wird fiir die Reaktion ein Oxidationsmittel, wie
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Natriumhypochlorit (NaOCl), fiir die Erzeugung und ein Co-Katalysator (NaBr) zur
Riickgewinnung der aktiven Spezies benotigt. Die Reaktion initiiert mit der Oxidation des
TEMPO-Radikals mit NaOCl zum reaktiven Oxoammoniumkation TEMPO*, welches im
Folgeschritt die primédre Hydroxylgruppe iiber das Aldehyd final in eine Carboxylgruppe
umsetzen kann. Das dabei reduzierte N-Hydroxylamin kann iiber das Natriumbromidoxid
wieder in die aktive TEMPO* Spezies oxidiert werden. Wahrend der Oxidation wird lediglich
das NaOCl verbraucht.[%>-1°71 Da die Reaktion unter alkalischen Bedingungen stattfindet
(pH-Wert 10 - 11), sollte das Polymer eine hohe chemische Bestindigkeit aufweisen. Die
alkalische Umgebung verstdarkt dabei die Dissoziation der Hydroxylgruppe, sodass die
Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen der primédren Hydroxylgruppe und dem TEMPO *-
Ion als Zwischenstufe schneller ablaufen kann. Dabei lauft die Oxidation aufgrund von
sterischen Aspekten bevorzugt mit priméren als sekundiren OH-Gruppen ab.l%! Die
Carboxyleinheit der stationidren Phase kann nun direkt in der IEX-Chromatographie genutzt
werden oder tiiber Reaktionen mit Aminen bei Anwesenheit von Carbodiimiden in
Anionentauscher oder mit NH,-Liganden fiir die AC {iberfiihrt werden.!”!

2.3.3 Forschungsansatze zur Herstellung 3D-gedruckter
Chromatographiematerialien

Das additive Anfertigen von stationdren Phasen stellt einen innovativen Ansatz in der
Separationswelt dar. Der 3D-Druck ermoglicht fiir spezifische Trennaufgaben die Herstellung
eines anpassbaren sowie malf3geschneiderten Chromatographiebettes mit prézisen und
komplizierten Strukturen, welche mit herkdmmlichen Fertigungsmethoden nicht erméglicht
werden. Damit ist vor allem die Anpassung an die einzigartigen Formen und Gro3en grofderer
Biomolekiile begiinstigt. Hierdurch kann der 3D-Druck mit der selektiven Einstellung der
Zugéanglichkeit, der Stromungsverhéltnisse und der einstellbaren Oberfldche zur Verbesserung
der chromatographischen Techniken und gleichzeitig zur Erweiterung der Anwendungsfelder
fithren. 108

Wie in Abschnitt 2.2.3 erlautert, gibt es verschiedene Ansitze fiir den 3D-Druck von stationiren
Phasen. Wird der Ansatz der Negativ Templierung betrachtet, so nutzte ANNE GORDON das
Verfahren, um TPMS-Strukturen aus Wachs zu drucken und diese fiir die Herstellung von
stationdren Phasen aus Cellulose und Agarose zu nutzen. Die Agarose- und Cellulosematerialien
konnten nach der Entfernung des Wachses mit heillem Wasser sowohl zu Anionen- als auch
Kationenaustauschern modifiziert werden und zeigten eine erfolgreiche Abtrennung von
Proteinen aus einer Hefezellmischung.!'°’! Diesen Ansatz verfolgten ebenfalls MOLEIRINHO et al.
zur Reinigung von onkolytischen Adenoviren und lentiviralen Vektoren. 10!

Wird der direkte 3D-Druck der stationdren Phase betrachtet, so hat die Entwicklung der
Materialien, nachdem SCHURE et al. 20041%! in Computersimulationen einen positiven Einfluss
einer geordneten Struktur auf den Trennerfolg in der Chromatographie gezeigt haben, einige
Jahre gedauert. Das erste Beispiel einer stereolithographisch  3D-gedruckten
Chromatographiesdule wurde 2014 von FEE et al. in Form von Packungsbetten in einer
einfachen kubischen Anordnung kugelférmiger Partikel und Monolithen mit hexagonalen
Kanilen in Parallel- sowie Fischgriatenanordnung vorgestellt. Hier wurden die Saulen als
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fertiges ,All-in-One“-Werkstiick mit innerer poroser Struktur, den Siulenwinden,
Fliissigkeitsverteilern sowie -sammler und der Endstiicke zum Anschlielen an das
experimentelle Chromatographiesystem hergestellt. Als Material wurden nicht-porose
Acrylnitril-Butadien-Styrol-Oligomere eingesetzt.''* 2017 konnte die gleiche Arbeitsgruppe die
Vorhersagen von SCHURE et al. bestdtigen, indem sie auf Basis eines UV-Urethanoligomerharzes
verschiedene geometrisch Formen, wie abgestumpfte Tkosaeder oder tetraedrische Bipyramide,
als geordnetes poréses Chromatographiebett gedruckt haben.

In den Arbeiten von SIMON und DIMARTINO konnten 2019 mit der DLP-Drucktechnologie in
einem einstufigen Verfahren AEX als monolithische, stationdre Phasen hergestellt werden.
Durch Copolymerisation eines bifunktionellen Monomers mit einer positiv geladenen quartiren
Amingruppe und dem Quervernetzer Polyethylenglykoldiacrylat (PEGDA) konnte mit
Polyethylenglykol als Porogen eine pordse Struktur hergestellt werden. Diese konnte fiir eine
direkte Bindung von Proteinen angewendet werden.®?! 2021 wurde das Material
weiterentwickelt und in Form einer offenzelligen Gyroidstruktur mit 500 um Kanilen als
Chromatographiesaule zur Auftrennung eines Proteingemisches genutzt. Dabei konnten jedoch
Wiederfindungsraten von lediglich < 65% erhalten werden, was fiir unspezifische Adsorption
der Proteine am Material spricht. 112

NEwADA und BUDEL entwickelten die Hybride Stereolithographie (HSLA) als eine neue 3D-
Drucktechnik, welche eine Kombination aus der traditionellen Stereolithographie und der
Photolithographie darstellt. Diese ist in der Lage das Problem der nominalen und der
tatsdchlichen Auflosung des 3D-Druckers zu umgehen und einen schnellen Druck von
hochaufgelosten Chromatographiesdulen zu realisieren. Dabei wird, wie beim DLP-Prozess, ein
Muster auf den Wannenboden mit UV-Licht projiziert, wobei zwischen dem Wannenboden und
dem Projektor beim HSLA eine hochauflésende Fotomaske mit vordefinierten Mustern
eingesetzt wird. Damit eine 3D-Struktur erzeugt werden kann, werden mehrere Muster auf der
Fotomaske definiert und diese wihrend des Druckprozesses mit einem Lineartisch bewegt. Eine
Zylindersdule mit einem Durchmesser von 40 mm konnte mit dem kommerziellen Harz
Nanoclear (FTD Resins) mit einer Geschwindigkeit von 5mmh?! gedruckt werden. Die
Druckauflésung von 50 pym Gitterkanédlen konnte dabei realisiert werden, welche iiber die
digitalen Projektionsbilder und Fotomasken aus Abbildung 2.11 hergestellt wurden. 13!

Projektionsbild Fotomaske Muster Finale Schichten

Schicht 1 '“m |||“

Wiederholung
in Schleife

Schicht 2

Abbildung 2.11: Funktionsprinzip der HSLA zur Herstellung einer Sdule mit Wand und innerer Gitterstruktur unter
Zuhilfenahme von zwei Mustern in der Fotomaske.
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3 Ziel und Umfang

Biopharmazeutika haben sich in den letzten Jahren als die nichste Generation therapeutischer
Molekiile in der pharmazeutischen Industrie etabliert. Da sie jedoch in ihrer Struktur wesentlich
groBer und komplexer sind als niedermolekulare Arzneimittel, stellt ihre analytische
Charakterisierung mit herkdémmlichen analytischen Methoden hinsichtlich Reinheit, Stabilitat
und Funktion eine gro3e Herausforderung dar. Klassische chromatographische Methoden wie
SEC, IEC oder RPC, die zur Charakterisierung eingesetzt werden, und deren stationdren Phasen
stolen jedoch bei der Trennung und Aufreinigung grofler Biomolekiile an ihre
Auflosungsgrenzen. Um eine effizientere und schnellere Entwicklung von biopharmazeutischen
Produkten zu ermoglichen, besteht daher ein grofer Bedarf an neuen leistungsfahigen
chromatographischen Materialien zur Charakterisierung von Biopharmazeutika. !

In Computersimulationen konnte gezeigt werden, dass geordnete Strukturen die Trennleistung,
Auflésung, Produktivitidt und Kosteneffizienz von Chromatographiematerialien im Vergleich zu
zufallig angeordneten gepackten stationdren Phasen verbessern konnen. !4

Daher ist das Ziel dieser Arbeit neuartige stationdre Phasen als gebrauchsfertige Single-Piece-
Devices zu entwickeln, welche mit traditionellen Chromatographiematerialien hinsichtlich der
Performanz mithalten konnen und diese gleichzeitig in ihrer Gestaltungsfreiheit durch
mathematisch definierte FlieBwege und Kanalgrolden, insbesondere im Hinblick auf grofe
Biomolekiile, iibertreffen. Triply Periodic Minimal Surface-Strukturen lassen sich mit einfachen
mathematischen Gleichungen beschreiben, iiber welche die Porositit, Wanddicke und
Oberflache eingestellt werden kann. Damit eignen sich diese als stationdre Phasen in der
Chromatographie zur Maximierung der Grenzflichen fiir den Stoffaustausch. Als
Herstellungstechnologie fiir die stationdren Phasen wurde die auf Photopolymerisation
basierende DLP-Technologie gewdihlt, da sie im Vergleich zur SLA-Technologie sowohl kiirzere
Druckzeiten als auch geringere Gerétekosten bietet.

Damit richtet sich der Umfang dieser Arbeit auf drei wesentliche Prozessschritte aus. Zunéchst
erfolgt die Validierung einer geeigneten Harzformulierung auf Basis von Spezifikationen der
Additiven Fertigung und von chromatographischen Operationen (Abbildung 3.1).

(O Hydrophil (O 385nm Wellenlénge
) O Natronlaugenstabil O >1000 mL Bauvolumen
Chromatographie Q --------- (O Modifizierbar DLP-3D-Druck Q --------- (O < 500 um Schichtdicke

() Farbloses Material () 30-50 um PixelgroBRe
O Mechanisch stabil O 6 -8 mW cm2

Abbildung 3.1: Vorgegebene Spezifikationen an das Material fir die Anwendung in der Chromatographiel®l und im
DLP-3D-Druckverfahren.
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Um eine attraktive und zu bisherigen Chromatographiematerialien kompatible Alternative
darzustellen, wird auf Basis von Methacrylaten ein Gemisch aus kommerziell leicht erhéltlichen
Quervernetzern, Monomeren und Additiven gewihlt. Uber Zugpriifversuche wird die
Natronlaugenstabilitdat iiberpriift und durch Betrachtung der Korrelation zwischen der
Belichtungszeit und der daraus resultierenden Schichtdicke, was der z-Auflosung entspricht,
werden geeignete Druckparameter und Additivanteile in der Endformulierung identifiziert.
Uber Variation des Inhibitoranteils in der Harzrezeptur wird die xy-Druckauflésung von Gitter-
und Gyroidstrukturen optimiert und die minimal erreichbare Kanalgrofde identifiziert
(Strukturbasierte Methode).

Zur Einfiihrung von Makroporen (Ziel ~1 um) in das Material wird die Polymerisations-
induzierte Phasenseparation iiber die Porogentemplierung herangezogen und mit dem 3D-
Druck kombiniert (Porogenbasierte Methode). Hier werden die Art und Menge des Porogens
variiert und ihre Auswirkungen auf die Porengrof3enverteilung und die spezifische Oberflache
mit Hilfe der Hg-Porosimetrie, N,-Adsorptionsanalyse und REM-Messungen betrachtet.

Im zweiten Schritt der Entwicklung von 3D-gedruckten stationdren Phasen erfolgt die
Funktionalisierung des gedruckten Materials mittels einer TEMPO-vermittelten Oxidation der
Hydroxylgruppen im Polymergeriist, um diese in der IEX-Chromatographie zu integrieren. Hier
wird die in der Bioseparation weitverbreitete Technik der IEX-Chromatographie gewahlt, da
diese eine erste kostengiinstige Moglichkeit zur Bewertung des Chromatographiematerials
darstellt. Die Quantifizierung der oxidierten Carboxylateinheiten erfolgt {iber eine Sdure-Base-
Titration oder {iber die Bestimmung der dynamischen Proteinbindekapazitdt anhand des
Modellproteins Lysozym iiber die UV-Absorptionsmessung bei 280 nm.

Den dritten und letzten Schritt stellt das Einstellen einer stabilen und reproduzierbaren
Proteinbindekapazitit der 3D-gedruckten stationdren Phasen dar. Der vollstindige
Herstellungsprozess der IEX-Saulen ist in Schema 3.1 dargestellt.

% Strukturbasierte Methode

Harzmischung

A

»
/

IEX-Séule

Funktionalisierung

DLP-3D-Druck

CAD-Datei

Porogenbasierte Methode

Schema 3.1: Schematischer Ablauf des 3D-Druckprozesses mit Funktionalisierung des Materials zur Erzeugung einer
IEX-Chromatographiesaule.

Abschliel3end erfolgt auf Basis der zuvor ermittelten Proteinbindekapazititen der optimierten
AEX-Chromatographiesédule ein finaler Vergleich des entwickelten Chromatographiematerials
mit etablierten Chromatographiesystemen — der Festbest- und Membranchromatographie.
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4l Experimentelle Beschreibung
und Methoden

4.1 Herstellung des Photoharzes

Alle zum Einsatz kommenden Chemikalien werden ohne weitere Aufreinigungsschritte nach
Herstellerspezifikation =~ verwendet.  Zur  Herstellung der  photopolymerisierbaren
Harzformulierung werden die Quervernetzer Pentaerythrittetraacrylat (PETA) (10 mol-%) und
Triethylenglykoldimethacrylat (TEGDMA) (30 mol-%), sowie das Monomer
Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) (60 mol-%) in einer Weithalsflasche vorgelegt. Um eine
vorzeitige Polymerisation durch das Tageslicht zu vermeiden, werden braune Weithalsflaschen
verwendet. AnschlieBend werden der Photoinitiator Diphenyl(2,4,6-trimethylbenzoyl)-
phosphinoxid (TPO) (1,25 mol-% bezogen auf die organische Fliissigphase), der Photoabsorber
2,5-Bis(5-tert-butyl-benzoxazol-2-yl)thiophen (OB184) (0,025 mol-% bezogen auf die
organische Fliissigphase) und der Inhibitor 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) (5 mol-%
bezogen auf die organische Fliissigphase) der Mischung zugegeben. Fiir die
Porogentemplierung werden der Mischung weiterhin 33 wt-% Polypropylenglykol mit der
mittleren Molmasse von 1200 g mol? beigefiigt. Die resultierende Mischung wird fiir 30 min
bei 350 rpm auf einem Kreisschiittler (VWR® Advanced 3500) homogenisiert.

4.1.1 Photopolymerisation im einfachen Setup

Fiir die orientierenden Vorsuche zur Harzformulierung sowie zum Screening moglicher
Porogene erfolgt die Photopolymerisation im vereinfachten Aufbau ohne den Einsatz des 3D-
Druckers. Als UV-LED-Lichtquelle wird die Opsytec Dr. Grobel UV-LED solo P 385 nm verwendet.
Hierfiir werden 300 uL. des zu untersuchenden Photoharzes in einem transparenten
Polyethylen-Schnappdeckel mit dem Innendurchmesser von 10 mm vorgelegt und fiir eine
definierte Zeit mit einer zuvor eingestellten Lichtintesitat auspolymerisiert.

4.1.2 3D-Druckprozess von Polymeren

Das 3D-Druckverfahren des zuvor hergestellten Photoharzes erfolgt mit den MiiCraft Hyper-50Y
und dem W2P Engineering SolFlex350 3D-Drucksystemen, welche auf der DLP-Technologie
basieren. Die beiden kommerziellen 3D-Drucker erméglichen durch ihr offenes System die
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vollstéandige Kontrolle {iber die einzustellenden Druckparameter, wie z.B. die Belichtungszeit,
Verfahrgeschwindigkeit der Bauplattform, Lichtintensitat etc., und damit das Verdrucken eigens
hergestellter Harzformulierungen. Die Harzwanne besteht aus einem Kunststoff- bzw-
Metallrahmen, in den eine FEP-Folie mit einer Dicke von 125 um eingespannt wird. Die
Spezifikationen der beiden Drucker sind Tabelle 4.1 zu entnehmen.

Tabelle 4.1: Spezifikationen der verwendeten 3D-Drucker.

Hyper-50Y SolFlex350

PixelgroRe xy-Ebene / um 30 50

UV-LED Wellenldnge / nm 385 385
Druckvolumen / mm? 57x32x 120 64x120x 130
Schichtdicke / pm 25 - 200 5-500
Lichtintensitit / mW cm? 8 6

Zu Beginn des Druckprozesses wird die leere Harzwanne in den Drucker eingebaut und folgend
mit 50 mL bis 250 mL Harzformulierung moglichst luftblasenfrei befiillt. Anschliel3end wird die
Bauplattform in den Drucker eingespannt und zuletzt der Druckprozess mit den zuvor
eingestellten Parametern gestartet. Die allgemeinen Druckparameter sind in Tabelle 4.2
aufgelistet und werden, sofern nicht anders angegeben, fiir den Druckprozess verwendet.

Tabelle 4.2: Druckparameter fur den Hyper-50Y und So/Flex3503D-Drucker.

Hyper-50Y SolFlex350

Schichtdicke / uym 30 25
Belichtungszeit Einbrennschicht /s 30 50
Belichtungszeit / s 4 5
Lichtintensitiat / mW cm™ 6 8

Nach erfolgreichem Druck werden die Objekte vorsichtig von der Bauplattform gelost und
folgend mit 2-Propanol zweimal im Ultraschallbad fiir jeweils 3 min gereinigt. Bei den
gedruckten Saulen wird zuvor das nicht polymerisierte Harz durch Anlegen eines Vakuums an
einer Waschflasche aus dem S&uleninneren entfernt. Nach vollstdndiger Trocknung wird das
Objekt in der UV-Nachhérteeinheit NK Optiks Otoflash G171 unter Stickstoffatmosphére mit
2000 Blitzen nachgehartet.

Soxhlet-Extraktion

Fiir eine Reinigung des 3D-Druckobjektes in einem Soxhletaufsatz werden 50 mL Ethanol oder
Aceton in einem 100 mL Rundkolben vorgelegt und mit dem 30 mL Soxhlet-Extraktor ohne
Extraktionshiilse montiert. Die Extraktion erfolgt fiir 24 h bzw. 48 h, die Proben werden an der
Luft getrocknet und der Uberstand im UV-Vis-Spektrometer untersucht.
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scCO2-Extraktion

Die Reinigung des 3D-Druckobjektes mit Hilfe von superkritischem CO, erfolgt bei 50 °C und
150 bar mit einem zweifachen bis vierfachen Gasaustausch in einem Batch-Autoklaven. ™!

4.1.3 Erstellen der CAD-Designs

Fiir die additive Fertigung wird neben dem 3D-Drucker und der Photoharzmischung ein zu
druckendes Objekt in Form einer STL-Datei benotigt. Die zu druckenden dreidimensionalen
Objekte werden mit Hilfe der computergestiitzten Designsoftware (CAD) Autodesk Netfabb®
Premium erstellt. Fiir das Erstellen der auf dreifachperiodischen Minimalflachen (TPMS, engl.
Triply periodic minimal surface) basierten Einheitszellen wird die Software MSLattice verwendet.
Hier konnen die Geometrien verschiedener Arten von Einheitszellen, wie z.B. Gyroid oder
Fischer-Koch S (FKS), mit Hilfe von Niveaugleichungen erstellt werden. Diese stellen eine Reihe
von trigonometrischen Funktionen mit der Erfiillung der Gleichheit ¢(X,Y, Z) = ¢ dar und sind
fiir die Gyroidstruktur in Gleichung 4.1 und fiir FKS in Gleichung 4.2 angegeben.!!*116]

c=sinX-:-cosX+sinY:cosY +sinZ :-cosZ 4.1

c=cos2X -sinY -cosZ +cosX:-cos2Y -sinZ +sinX - cosY - cos2Z 4.2

Fiir die einfache Gitterstruktureinheitszelle werden lediglich vier gleichgroRe Rechtecke jeweils
orthogonal und versetzt i{ibereinandergestapelt. Nach dem Erstellen der gewiinschten
Einheitszellen konnen diese in Netfabb® importiert und anschlieRend in das 3D-Objekt
tiberfiihrt werden. Hierfiir wird die Einheitszelle fiir die gewiinschte Objektgrofe in xyz-Ebene
dupliziert, auf die benétigte Form zugeschnitten, mit einer Stiitzstruktur versehen und
anschliefend als stl-Datei exportiert. Die Abfolge der 3D-Modellierung der offenzelligen
Strukturen ist beispielhaft fiir die Gitterstruktur in Abbildung 4.1 dargestellt.

Einheitszelle Duplizierter Gitterzylinder Gitterzylinder mit
Gitter Gitterwdirfel Zuschnitt Stiitzstruktur

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Schritte zum Erzeugen des CAD-Objektes.

Den letzten Schritt stellt das Uberfiihren der stl-Datei mit der dreidimensionalen Information
in ein vom 3D-Drucker lesbares und verarbeitbares, zweidimensionales Dateiformat dar.
Hierfiir muss das 3D-Objekt in Schichtbilder definierter Schichthohe zerschnitten werden. Die
einzelnen Schichten werden als Schwarzweilbilder dargestellt (Abbildung4.2) und kénnen
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vom UV-LED-Projektor des 3D-Druckers auf den Wannenboden projiziert werden. Fiir den
SolFlex350 Drucker erfolgt das Slicen direkt in der Netfabb® Software und fiir den Hyper-50Y in
der druckereigenen Utility Version 6.3.0.t3 Software.

3D-Modell

b

2D-Schichtbilder

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Verarbeitung von 3D-Objektinformationen in 2D-Schwarzwei3-
Schichtbilder.

4.1.4 Betrachtung der Druckparameter

Nach der Herstellung des Photoharzes miissen geeignete und materialspezifische
Druckparameter fiir den folgenden Druckprozess ermittelt werden. Hierfiir wird fiir jedes
Material die Abhdngigkeit der Schichtdicke d von der Belichtungszeit t in dem sogenannte One-
Piece-Test (OPT) untersucht. Hier wird direkt auf den Wannenboden ein Druckobjekt mit zwolf
unterschiedlich platzierten Wiirfelfeldern und einem Rahmen projiziert. Dabei wird die
Belichtungszeit bei jedem Wiirfelfeld variiert und die daraus resultierende Schichtdicke an
polymerisiertem Material vermessen. Hier gilt: Je ldnger die Belichtungszeit fiir ein Feld ist,
desto dicker wird die polymerisierte Schicht.

Nach dem Ausfithren des OPT wird das Objekt mit einer Pinzette vorsichtig vom Wannenboden
gelost und mit 2-Propanol (IPA) fiir 10 min bei 50 rpm auf dem Kreisschiittler in einer
Waégeschale gereinigt. Dann wird der OPT aus der Schale geholt und mit einer Klammer am
Rahmen im Abzug befestigt, bis dieser getrocknet ist. Anschlief$end wird das Objekt mit jeweils
200 Blitzen von jeder Seite im Otoflash nachgehértet. Das Ausmessen der Schicktdicke erfolgt
mit einer Mikrometerschraube (Mahr Micromar 40 EWRi). Der OPT ist schematisch in
Abbildung 4.3 dargestellt.
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des One-Piece-Tests bestehend aus zw6lf viereckigen Feldern mit den
Belichtungszeiten t1 bis t12 sowie einem Rahmen fir die Stabilitdt des Objektes mit t13. Uber die Variation der

Belichtungszeit und anschlieBendes Ausmessen der Schichtdicken, kdnnen die gewtlinschten Druckparameter
bestimmt werden.

Anhand der logarithmischen Korrelation zwischen der Belichtungszeit und der Schichtdicke des
gedruckten Materials lasst sich fiir eine feste Lichtintensitit ein Wertepaar auch Druckzeit (t)
und Schichtdicke (d) nach Gleichung 4.3 und Gleichung 4.4 bestimmen.

d=a-In(t)+b 4.3

d-b
t=e a_ 4.4

Nach erfolgreicher Ermittlung der notwendigen Druckparameter konnen die gewiinschten 3D-
Objekte im Anschluss gedruckt werden.

4.1.5 Kombination von Gehause und poroser Gittersaule

Fiir die Herstellung der Porogensédulen nach der Porogenbasierten Methode wird die innere
300 um Gitterstruktur mit der Porogenharzformulierung im Hyper-50Y gedruckt. Der Druck des
100 mm Gehiuses mit Gewinde und einem Innendurchmesser von 9,25 mm erfolgt im Formlabs
Form3 Drucker mit dem kommerziell erhéltlichen Formlabs Photopolymerharz Clear V4. Da der
Formlabs ein geschlossenes System darstellt, werden die voreigestellten Druckparameter fiir das
Material tibernommen.

Zum Zusammenfiihren der inneren Gitterstruktur und des Gehéduses werden zwei Methoden
getestet (Abbildung 4.4). Bei Methode A wird das Gehduse so gewahlt, dass ein kleiner Spalt
zwischen der Innenwand des Gehéuses und des Gitters vorliegt. Dieser Spalt wird dazu genutzt,
um die Struktur mit einem Harz als Klebstoff an der Innenwand zu kontaktieren. Dabei wird
beim Ansatz Al die Innenwand mit Harz benetzt, die gereinigte Gitterstruktur in das Gehause
geschoben und die iiberstehenden Enden der Struktur mit einem Skalpell abgeschnitten. Das
Ensemble wird in der Nachhirteeinheit nachgehirtet bevor die Reinigung im Durchfluss mit
IPA erfolgt. Beim Ansatz A2 wird das Gehause vollstandig mit Harz gefiillt, das iiberschiissige
Harz mit Hilfe der Gitterstruktur verdréangt und die Abfolge aus Al weitergefiihrt. Fiir den
letzten Ansatz A3 wird das Gehduse in Form von zwei Schalen gedruckt. Eine Schale stellt den
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Halbschnitt des 100 mm Geh&uses dar, wiahrend eine weitere tiber zuséitzliche Klemmbhilfen an
beiden Seiten der Schale verfiigt. Die Innenwand der Schalen wird wie bei A1 mit Harz benetzt
und die Schnittfliche der Schalen mit Sekundenkleber versehen. Folgend wird die
Gitterstruktur zwischen die beiden Schalen platziert, mit Klammern zusammengedriickt,
nachgehértet und gereinigt.

Bei Methode B erfolgt der Druck des Gehduses passgenau zur Gitterstruktur, sodass kein Spalt
zwischen den Komponenten entsteht (@mnen = 9,05 — 9,25 mm). Fiir den Ansatz B1 wird die
Gitterstruktur vollstindig ins Gehéuse geschoben, der Uberstand auf beiden Seiten entfernt und
mit IPA gereinigt. Fiir B2 wird sowohl das Innere des Gehduses als auch die Gitterstruktur
konisch gedruckt. Dabei wird der Innendurchmesser des Gehduses bzw. der Durchmesser des
Gitterzylinders linear von 9 mm auf 8,8 mm reduziert. Die Gitterstruktur wird mit der Seite des
geringeren Durchmessers ins Gehduse auf Seiten des 9 mm Innendurchmessers reingeschoben,
bis die Struktur auf der anderen Seite zu sehen ist. Der Uberstand wird ebenfalls abgeschnitten
und die Sdule im Durchfluss gereinigt. Beim letzten Ansatz B3 wird die Gitterstruktur nach der
Reinigung mit IPA zum Schrumpfen in 5 M Natriumchloridlosung fiir 1 — 14 Tage gelagert, ins
Gehiuse geschoben, der Uberstand entfernt und mit Milli-Q® Wasser das Salz vollstindig
ausgewaschen.

e Mit Harz als Kleber

®

YOO

Harz /Sekundenkleber Gitterstruktur

Abbildung 4.4: Verschiedene Ansatze zum Kombinieren eines 100 mm Gehduses (g = 9,25 mm bzw. 9,05 - 9,25 mm)
und einer pordsen 300 um Gitterstruktur.

4.2 Oberflachenfunktionalisierung

Im Hinblick auf die spétere Applikation werden in den 3D-gedruckten Chromatographiesdulen
funktionale Gruppen benotigt, welche fiir die Interaktion des Materials mit den Zielmolekiilen
sorgen. Je nach Anwendungsgebiet bieten sich hier verschiedene Funktionalitdten an. Der
Fokus in der Arbeit liegt auf der Oxidation der Hydroxylgruppen des HEMA-Monomers zur
entsprechenden Carbonsduregruppe. Hierzu wird die Oxidation mit Hilfe des stabilen
Aminoxylradikals  (2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl = (TEMPO) als Katalysator
durchgefiihrt. Um die Hyroxylgruppendichte im Material zu erhéhen, bietet sich die Thiol-En-
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Klickreaktion an. Hier konnen die freien Doppelbindungen nach dem 3D-Druckprozess zu
Hydroxylgruppen umgesetzt werden.

4.2.1 Thiol-En-Klickreaktion

Fiir die Umsetzung der freien Doppelbindungen (DB) wird das 3D-gedruckte Material (1 &q.,
Immolpg) in einem 50mlL konischen Zentrifugenrohrchen zusammen mit AIBN (0,1 &q,
0,1 mmol) vorgelegt und mit 25 mL Ethanol versetzt. Dann wird das Reaktionsgemisch fiir
30 min mit Argon gespiilt, sodass der Sauerstoff aus dem Gemisch entweicht. Im Gegenstrom
wird anschlief3end das Klickreagenz 2-Mercaptoethanol (5 d4q., 5 mmol) hinzugegeben und die
Reaktion bei 60 °C fiir 3 h auf dem Thermoschiittler (Eppendorf, ThermoMixer®C) durchgefiihrt.
Nach Reaktionsende wird Ethanol zum Abbruch der Klickreaktion dem Gemisch zugefiigt und
das Material so lange mit Ethanol gewaschen, bis kein Geruch des Thiols vernommen werden
kann. Die Probe wird bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank (Binder VDL 56) iiber Nacht gelagert.

4.2.2 TEMPO Oxidation

Die TEMPO Oxidation kann zum einen in einer Batchreaktion und zum anderen im
kontinuierlichen Durchfluss erfolgen. Das eingesetzte Wasser wird iiber ein Reinstwassersystem
(Merck, Milli-Q® IQ 7000) aufgereinigt.

Fiir beide Methoden werden zunichst Natriumbromid (2 &q., 0,095 mmol) und TEMPO (2 4q.,
0,006 mmol) in einem 50mL konischen Zentrifugenrohrchen vorgelegt und in Reinstwasser fiir
30 min bei Raumtemperatur bei 350 rpm auf einem Thermoschiittler (Eppendorf,
ThermoMixer®C) gelost. Mit der Wassermenge wird eine Konzentration an Natriumhypochlorit
von 0,3 mol L! eingestellt.

Fiir die Batchreaktion erfolgt anschliefend die Zugabe des 3D-gedruckten Objektes (1 &q.,
1 mmolon) und zuletzt wird NaOCI (2 &q., 1,6 mmol) der Reaktionsmischung beigefiigt. Damit
wird die Reaktion gestartet und auf dem Thermoschiittler bei 300 rpm behandelt. Der pH-Wert
der Reaktionslosung wird dabei kontinuierlich auf einem Wert von 10 durch Zugabe von 1 M
Natronlauge gehalten. Nach 4 h wird mit der Zugabe von Ethanol die Reaktion abgebrochen.
Zuletzt wird das 3D-gedruckte Objekt mit 50 mM Essigsdure und Wasser bis zur pH-Neutralitat
der Losung gereinigt.

Die Funktionalisierung der Chromatographiesaulen erfolgt hingegen im Durchfluss mit Hilfe
einer Spritzenpumpe (Landgraf Laborsysteme GmbH, Spritzenpumpe LA-110). Hier wird der
TEMPO und NaBr-Losung das NaOCI direkt hinzugegeben und der pH-Wert der Losung
kontrolliert. Anschlieend wird die Reaktionslosung in eine Spritze aufgezogen und die Spritze
an der Spritzenpumpe an der Chromatogrpahiesdule angebracht. Die Flussgeschwindigkeit
wird tiber das Volumen der Reaktionslosung und die Reaktionszeit von 4 h berechnet und an
der Spritzenpumpe eingestellt. Da kontinuierlich neue Lésung durch die Sdule gegeben wird,
erfolgt keine Korrektur des pH-Wertes. Nach Reaktionsende erfolgt die gleiche Prozedur wie
beim Batchversuch.
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4.3 Analysemethoden

Zugprufversuche

Die Untersuchung des Elastizititsmoduls der 75 mm langen 3D-gedruckten Materialien nach
Priifnorm ASTM D 638 erfolgt {iber Zugversuche an einer Tischpriifmaschine (Zwick Roell 21.0)
in einem Klimaraum bei 23°C und 50% relativer Luftfeuchtigkeit. Die Messung wird mit einer
1000 N Kraftmessdose bei einer Vorkraft von 0,1 MPa, einer Einspannldnge der Probe von
70 mm und der Priifgeschwindigkeit des Zugmoduls von 5 mm min' durchgefiihrt. Die
Messdaten werden iiber die Software testXpert II aufgezeichnet. Der E-Modul wird aus der
Steigung der Kraftdehnungskurve ermittelt.

Dynamische Differenzkalorimetrie

Die Bestimmung der freien Doppelbindungen nach dem 3D-Druckprozess erfolgt mit der
dynamischen Differenzkalorimetrie (DSC, engl. differential scanning calorimetry). Die Proben
werden in dem Thermoanalysesystem (Mettler Toledo, STARe System DSC3) in einem
Temperaturfenster von 25 bis 300 °C mit einer Heizrate von 1 °C min* vermessen, wobei vor
jeder Messung die Probe 2 min bei 25°C akklimatisiert wird.

Elementaranalyse

Um die Menge an mit der Thiol-En-Klickreaktion umgesetzten Doppelbindungen zu ermitteln,
wird eine Elementaranalyse des Schwefelgehaltes durchgefiihrt. Hierfiir wird die getrocknete
Probe gemorsert und 20 mg fiir die Gehaltsbestimmung zur Verfiigung gestellt.

Titration

Zur Bestimmung der Dichte an funktionalen Gruppen im 3D-gedruckten Material werden die
Carboxygruppen im Material mit 0,01 M Natronlauge austitriert.

Die Probe wird zunéchst grob gemorsert, mit etwa 400 mL Reinstwasser in einer 125 mL
Glasfritte gewaschen und im Luftstrom getrocknet. Anschlief3end wird das Material zweimal
mit jeweils 25 mL 0,5 M Salzsdure auf einem Kreisschiittler fiir 2 h beladen, wobei das Material
zwischen den Beladungen ebenfalls in der Glasfritte abgesaugt wird. Danach wir das Material
zweimal mit 110 mL 0,001 M Salzsdurelosung fiir 16 min gewaschen, abgesaugt und im
Luftstrom getrocknet. Fiir eine Doppelbestimmung wird jeweils die Hélfte des Materials in einen
50 mL Titrationsbecher eingewogen und direkt vor Beginn der Titration in 50 mL 0,5M
Natriumchloridlosung suspendiert.

Die Titration erfolgt fiir die erste Bestimmung gleichgewichtskontrolliert mit der dynamischen
Methode, um die Menge an verbrauchter Natronlauge besser einschédtzen zu konnen. Die zweite
Bestimmung erfolgt aufgrund von Zeitersparnis mit einer fixen Zeit inkrementell. Hierfiir wird
der Titrationsbecher mit der Probe in den Titrator (Mettler Toledo, T70 Titrator) eingebaut und
die Probe zunédchst zur homogenen Verteilung der Probe mit einer Geschwindigkeit von 30%
fiir 120 s gerithrt. Mit der gleichen Geschwindigkeit wir daraufhin die Titrationsmethode
gestartet. Die am Titrator eingestellten Parameter konnen Tabelle 4.3 enthommen werden.
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Tabelle 4.3: Eingestellte Parameter der dynamischen und inkrementellen Titration im Titrator 770.

dynamisch inkrementell

dEsou / mV 3 -
dVimin / mL 0,003 0,020
dViax / mL 0,3 -

dE / mV 1 -
dt/s 3 10
tmin/ S 3 -
tmax/ S 30 -
Schwellenwert / mV mL! 200 150
Abbruch / mV -200 -175
Abbruch / mL 10 20

Nach der Titration wird die Probe in einer Glasfritte abgesaugt, mit 400 mL Reinstwasser sowie
2-Propanol gewaschen und im Luftstrom getrocknet. Anschlie@end wird das Material iiber
Nacht bei 50°C im Vakuumtrockenschrank gelagert und zuletzt die Massen des titrierten
Materials (mprope) bestimmt. Die ionische Kapazitit (IKcoom) und damit die Menge an
Carboxylgruppen kann iiber die Konzentration (cnaon) und den Verbrauch an Titrationslésung
(Vnaon) nach Gleichung 4.5 bestimmt werden.

1% C
IKCOOH — NaOH NaOH 4.5

Mprobe

Salzpulsinjektion

Zur Bewertung eines erfolgreichen Zusammenfiihrens der porosen Gitterstruktur und des
Gehduses erfolgt eine StofSmarkierung mit 25 uL einer 2 M Natriumchloridlésung mit 0,2 bzw.
1 mL min an einem Chromatographiesystem (Cytiva, Akta pure™). Die mittlere Verweilzeit (7)
lasst dabei mit Gleichung 4.6 aus der Verweilzeitverteilung E(t) ermitteln.

f=f E()-t-dt 4.6
0

UV-Vis Spektroskopie

Absorptionsspektren werden mit dem Spektrometer (Eppendorf, BioSpectrometer®Fluorescence)
in einem Wellenldngenbereich von 200 bis 600 nm in UV-Einwegkiivetten vermessen. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt bei einer Wellenlédnge von 280 nm.

Quecksilberporosimetrie

Die Bestimmung der Porengrof3enverteilung bei den mit Porogen gedruckten Material erfolgt
mit Hilfe der Quecksilberporosimetrie (Quantachrome Instruments, PoreMaster) in einem
Bereich von 8 bis 207 MPa, um den Porengrof3enbereich von 7 nm bis 175 um abzudecken.
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Physisorption
Die BET-Oberflache des mit Porogen gedruckten Materials ldsst sich mit einer Gasadsorption
(Quantachrome Instruments, QuadraSorb™ SI 7.01) ermitteln. Als Adsorptionsgas wird

Stickstoff bei 77 K verwendet und die Probe wird vor Beginn der Analyse fiir 72 h bei 60 °C
entgast.

Rasterelektronenmikroskopie

Die Betrachtung der Materialoberfliche erfolgt mit einem InLens-Detektor fiir
Sekundarelektronen in dem hochauflosenden Rasterelektronenmiskroskop (Zeiss, SUPRA 35)
mit einer Beschleunigungsspannung von 0,5- 30 kV in den Auflésungen von 300 nm bis
500 um. Der Elektronenstrahl wird von einer Feldemissionskathode erzeugt. Die Proben
werden mit einem 2K-Epoxidklebstoff auf REM-Aluminiumprobenhalter befestigt, mit
Silberleitlack kontaktiert und anschlieend mit einer 10 nm Platinschicht beschichtet.

MicroCT

Flir die 3D-Strukturanalyse wird ein MicroCT (Waygate Technologies, V|tome|x S240)
verwendet. Hierzu wird die Probe mit Wachs am Stifthalter befestigt und in das Analysegerat
eingebaut. Die Aufnahmen der Schnittbilder erfolgen bei einer Rohrenspannung von 110 kV,
der Stromstérke von 120 pA, einer VoxelgrofRe von 24 um?® und einem 0,1 mm Kupferfilter.

4.4 Dynamische Bindungskapazitat

Fiir die spdtere Anwendung der 3D-gedruckten Chromatographiesdulen muss die Dichte an
funktionellen Gruppen an der Oberflache bekannt sein. Da eine Titration ohne das Zerstéren
des Objektes nicht moglich ist, wird zur Quantifizierung der zugénglichen Carboxygruppen an
der Oberflache eine dynamische Bindekapazitdt (DBC, engl. dynamic binding capacity) mit
Lysozym als Testprotein durchgefiihrt. Diese gibt die Menge an Zielprotein an, welches sich auf
der Chromatographiesidule dynamisch bei bestimmter Flussrate beladen lédsst. Die
Proteinbindekapazitdt kann unter Zuhilfenahme des LAMBERT-BEERSCHE-Gesetzes mit der
Extinktion (E), der Probenmasse (mprobe), dem Extinktionskoeffizienten (¢), der Probendichte
(Pprobe) Und der Masse der inneren Sdulengitterstruktur (mssue) nach Gleichung 4.7 berechnet
werden. Dabei wird die Dichte der in einem waéssrigen Puffer gelOsten Proteinprobe,
ndherungsweise als 1 mg mL! angenommen.

EProbe ' mProbe/
d-e- PProbe 4.7

m
DBC( gLyS) -

8siule Mssule

Zur Durchfithrung der DBC wird ein Chromatographiesystem (Cytiva, Akta pure™) eingesetzt.
Eine schematische Darstellung des Akta-Aufbaus ist in Abbildung 4.5 dargestellt. Hier werden
die Pufferlosungen (1) und die Proteinprobe mit Hilfe der Pumpen (5) tiiber diverse
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Einlassventile auf die Chromatographiesdule (7) gegeben. Nach der Sédule wird das UV-Signal
(8), die ionische Leitfahigkeit (9) sowie der pH-Wert (10) der Losung analysiert. Dabei konnen
die Fraktionen der DBC-Methode unabhingig voneinander im Fraktionssammler (12)
aufgefangen oder direkt in den Abfall geleitet werden.

- | Bew

— —

Pufferlésungen

L L L h Proteinprobe

9 Einlassventile 1+2

e Pumpeneinlassventil

L%i@' m‘ © Pumpen

Abfall E @ Injektionsventil
o o Llé 9 m Chromatographieséule
[0) © UV-Messzelle
? — © Leitfahigkeitsmesszelle
fi @ pH-Wert-Messzelle
Q@Q @ @ Auslassventil

e @ Fraktionssammler

Abbildung 4.5: Schematische Darstellung des Akta-Chromatographiesystems.

Die Parameter der Akta fiir die Lysozym-DBC sind in Tabelle 4.4 hinterlegt.

Tabelle 4.4: Parameter fiir die DBC-Messungen mit Lysozym an dem Akta-Chromatographiesystem.

Akta
UV-Zelle / mm 10
Wellenldnge; / nm 280
pH-Wert 5

Flussrate / mL min! 0,5/2,5/5
Saulenvolumen / mL 7,85

Da fiir die DBC mit Lysozym ein pH-Wert des Proteinpuffersystems von 5 gewahlt wird, werden
die pH-Werte 4,01 und 7,00 (Merck, Certipur®) zur Kalibrierung des Chromatographiesystems
herangezogen. Nachdem die Akta vorbereitet ist, kénnen anschlieRend die Pufferlosungen fiir
die DBC-Methode an die Akta angeschlossen werden. Alle hergestellten Puffer werden vor dem
Einsatz an der Akta durch einen VacuCap® 60 Filter mit einer 0,45 pum Super® Membran filtriert.
Die Einstellung des pH-Wertes der Pufferlosungen erfolgt mit 100% Essigsaure am pH-
Messgerét (Mettler Toledo, SevenExcellence pH/Cond meter S470).

Die DBC-Methode mit den einzelnen Schritten ist in Abbildung 4.6 dargestellt. Hier werden im
ersten Schritt 5 Sdulenvolumina (CV, engl. column volume) 50 mM Essigsaure mit 5 mL min!
zum Aquilibrieren der Siuregruppen auf die Chromatographiesidule gegeben. Im zweiten
Schritt wird das System ebenfalls mit 5 CV an 50 mM Natriumacetatpuffer (5 mL min') mit
dem pH-Wert von 5 zum Einstellen des Gleichgewichtes dquilibriert. Anschlieend wird das
Zielprotein Lysozym mit einer Konzentration von 0,5 mg mL?' in 50 mM Acetatpuffer mit
0,5 mL min? bis zu einer Sittigung der aktiven Stellen (Plateau des UV-Signals) auf die
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oxidierte Sdule gegeben. Nichtgebundenes Restprotein wird daraufhin mit 5 CV Acetatpuffer
(2,5 mL min!) ausgespiilt und 15 CV 1 M Natriumchloridlésung in 50 mM Natriumacetatpuffer
(2,5 mL min?) werden zum Eluieren des immobilisierten Proteins benutzt. Alle Fraktionen, die
Lysozym enthalten, werden im Fraktionssammler in 50 mL konischen Zentrifugenrohrchen
aufgefangen. Die Fraktionen werden dann ausgewogen und deren Absorption im Spektrometer
(Eppendorf, BioSpectrometer®Fluorescence) bei 280 nm vermessen. Den letzten Schritt der DBC
stellt das Auswaschen der Salzlosung aus der Siule mit 5 CV Reinstwasser (5 mL min?') dar.
Fiir jede modifizierte Siule erfolgt eine Dreifachbestimmung.

Frak A Frak B Frak C

50 mM 50 mM 0,5mgmL-1 50 mM 1M NaCl- MilliQ
[Essigséure]_’[Acetatpuﬁer]_’[ Lysozym ]_’[Acetatpuffer]_’[ Lésung ]_>[ Wasser ]

-

Fraktionen

Abbildung 4.6: Darstellung der einzelnen Schritte der DBC-Messung der Chromatographiesiulen an der Akta mit
Lysozym als Zielprotein.

Die Wiederfindungsrate (WFR) kann unter Zuhilfenahme von Gleichung 4.7 tiiber die
Proteinmenge in den drei aufgesammelten Fraktionen A, B und C nach Gleichung 4.8 berechnet
werden. Dabei sind DBCgrak o und DBCrra s die Mengen des ungebundenen Proteins und DBCryak ¢
die Menge an gebundenem sowie eluiertem Protein. Im Nenner kann iiber DBCprak o und den
Extinktionen des Flow-trough-Proteins sowie der reinen Proteinlosung die Gesamtproteinmenge
berechnet werden, die auf die Sdule gegeben wird.

WFR(%) — DBCFrakA ' DBCFrakB : DBCFrakC -100%
DBCFrak A EProteinlE)sung 4.8

EFrak A
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5 Ergebnisse und Diskussion

Zunachst wird in Kapitel 5.1 eine geeignete Harzformulierung fiir die Entwicklung eines
Chromatographiebettes evaluiert. AnschlieRend wird in 5.2 untersucht, wie die Auflosung des
neu entwickelten Materials iiber die Harzformulierung, die Druckparameter und die
Prozessierung erhoht werden kann. In 5.3 wird das Einbringen von weiteren
Oberflachenfunktionalititen des Materials anhand enthaltener freier Hydroxylgruppen
diskutiert und die Ergebnisse erster Applikationstests beleuchtet. Anschliel$end wird in 5.4 auf
die Porogentemplierung zur Erzielung einer sekunddren Porositét eingegangen.

5.1 Vorversuche zur Entwicklung einer Photoharzformulierung

Um den 3D-Druck als eine neue Methode zur Herstellung innovativer Chromatographie-
materialien etablieren zu konnen, wird zunéchst eine geeignete Harzformulierung unter
Beriicksichtigung der vorgegebenen Parameter hinsichtlich der Drucker- und der
Materialeigenschaften (Abbildung3.1) untersucht. Zur Bewertung der Eignung einer
betrachteten Harzformulierung und zur Ermittlung geeigneter Druckparameter werden
verschiedene Methoden herangezogen. Der One-Piece-Test (OPT) gibt Aufschluss iiber die
Polymerisationstiefe des Materials in Abhangigkeit von der Belichtungszeit und -energie. Hier
wird auf den strukturbasierten Methodenansatz zuriickgegriffen, so dass der Harzmischung
kein Porogen als Additiv zugesetzt wird (Schema 3.1).

5.1.1 Auswahl der Einzelkomponenten

Wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben setzt sich eine photopolymerisierbare Harzformulierung fiir
den Einsatz im DLP-Druckverfahren aus den Grundkomponenten Monomere, Quervernetzer
und Photoinitiator zusammen. Fiir die Optimierung der Druckauflosung konnen weitere
Additive wie Photoabsorber und Inhibitoren zugefiigt werden.

Da (Meth)acrylate bereits in den stationdren Phasen der Festbettchromatographie zum Einsatz
kommen und weiterhin eine gute Stabilitdt gegeniiber Natronlauge gezeigt haben, wird eine
chromatographiegeeignete Methacrylatharzformulierung mit hydrophilen Ether- und
Carboxyfunktionalitdten gewéhlt. Fiir das Grundgeriist des Methacrylatharzes werden die
beiden Quervernetzer PETA (P) und TEGDMA (T) (Abbildung 5.1 a und b) ausgewéhlt. PETA
soll als tetrafunktioneller, reaktiver Carbonsidureester zur Reduzierung der Druckzeit und zur
Erhohung der mechanischen Stabilitdt beitragen, wahrend TEGDMA als Kettenverldangerer der
Sprodigkeit entgegenwirken soll.

Zur nachtrédglichen Oberflachenfunktionalisierung werden Hydroxylgruppen mit Hilfe des
Monomers HEMA (H) (Abbildung5.1c) in das Material eingebracht, da die
Hydroxylfunktionalitit eine attraktive Moglichkeit darstellt, verschiedene Liganden in das
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Chromatographiematerial einzubringen.®”) Zunéchst erfolgt die Validierung einer méglichen
Zusammensetzung der einzelnen Komponenten des Polymergeriistes.

0 0
a)\)\o OJ\/ b)

c)
0 o]
X Yj\o/\/o\/\o/\/o\”/K Yj\ o/\/OH
0

/\[(O o\n/\
0 0

Abbildung 5.1: Chemische Struktur der Quervernetzer PETA (a) sowie TEGDMA (b) und des Monomers HEMA(c).

Bestimmung des Monomer-Quervernetzer-Anteils

Die drei Hauptkomponenten des Photoharzes werden in unterschiedlichen Verhidltissen
zueinander hergestellt, wobei der Quervernetzeranteil von PETA und TEGDMA von 55 bis
90 mol-% variiert wird. Hier wird TPO als Initiator und 2-Nitrodiphenylsulfid (NPS) als
Photoabsorber eingesetzt und die makroskopischen Materialeigenschaften werden an FKS-
Saulen mit einem hexagonalen Gitter als Stiitzstruktur untersucht. In Abbildung 5.2 sind die
Druckergebnisse mit den unterschiedlichen Quervernetzeranteilen dargestellt.

— Woélbung =—— = = Risse = =

Abbildung 5.2: Variation des Quervernetzeranteils: links 90%, Mitte 65% und rechts 55%. Die Pfeile zeigen die
Woélbung in der Stitzstruktur und die Risse sind umrahmt.

Es ist die Tendenz zu erkennen, dass mit steigendem Quervernetzeranteil die Sprodigkeit des
Materials zunimmt. Das Material mit einem Quervernetzeranteil von 90 mol-% zeigt eine
Wolbung der Stiitzstruktur und Risse in den FKS-Saulen. Die Risse sind auch bei einem
Quervernetzeranteil von 65 mol-% zu beobachten, so dass ein Quervernetzeranteil < 55 mol-%
festgesetzt wird. Um eine Vergleichbarkeit der 3D-gedruckten S&ulen mit bekannten
kommerziellen Chromatographiepartikeln zu realisieren, wird das Verhdltnis von 40 mol-%
Quervernetzeranteil (10 mol-% PETA und 30 mol-% TEGDMA) und 60 mol-% HEMA fiir
weitere Experimente gewahlt und als die PTH-Formulierung bezeichnet.

Natronlaugenstabilitdt des Acrylatquervernetzers

In der spateren Anwendung ist eine Stabilitit des Chromatographiematerials gegeniiber 1 M
Natronlauge von Vorteil, da das Material dann mit Hilfe der Base gereinigt werden kann. Die
aus der Literatur bekannte geringere Stabilitit von Acrylaten gegeniiber Natronlauge im
Vergleich zu Methacrylaten wirft daher die Frage auf, ob die Harzrezeptur ohne den Einsatz
von PETA als Quervernetzer eine hohere mechanische Stabilitdt aufweist.

Um den Einfluss von Natronlauge auf das 3D-gedruckte Material und damit den Einsatz von
PETA zu bewerten, wurden Zugpriifversuche an gedrucktem Material mit der
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PTH-Harzformulierung und dem Harz ohne den Quervernetzer PETA durchgefiihrt. Dabei
werden Proben direkt nach dem Druck, nach der sukzessiven Aushartung in der Otoflash
Nachhérteeinheit sowie nach der Lagerung beider Proben in 1 M Natronlauge fiir 24 h
vermessen. Aus den Steigungen der Kraft-Dehnungs-Kurven (Abbildung 8.1 im Anhang) kann
der Elastizititsmodul fiir die jeweiligen Proben bestimmt werden. Die Ergebnisse der
Zugpriifversuche sind in Abbildung 5.3 dargestellt.
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Abbildung 5.3: Vergleich der Elastizitdtsmoduln des Harzes mit und ohne PETA als multifunktionellem Quervernetzer
unter dem Einfluss einer Behandlung mit Natronlauge in einer Dreifachbestimmung.

Im Allgemeinen weist das Harz mit dem Quervernetzer PETA mit einem E-Modul von 17,4 MPa
fiir die gehartete und 15,0 MPa fiir die ungehirtete Probe eine hhere mechanische Stabilitit
auf als das Harz ohne den Quervernetzer PETA mit einem E-Modul von 16,0 bzw. 10,7 MPa.
Werden die E-Moduln der ungehérteten und nachgehérteten Proben betrachtet, so weisen die
nachgehérteten Proben fiir beide Harzzusammensetzungen hohere Elastizititsmoduln auf als
die ungehérteten Proben. Dariiber hinaus scheint die Behandlung mit der Natronlauge keinen
ausschlaggebenden Einfluss auf die Stabilitdt des PTH-Materials zu haben, wenn die Abnahme
des Elastizititsmoduls der gehédrteten Probe auf 14,5 MPa (-2%) und der ungehérteten Probe
auf 17,1 MPa (-3%) betrachtet wird. Im Gegensatz dazu verliert das Harz ohne PETA nach der
basischen Behandlung 15% (9,1 MPa) seines E-Moduls bei der ungehérteten Probe und 20%
(12,9 MPa) bei der ausgehirteten Probe. Weiterhin ist mit 14,5 MPa der E-Modul der
ungehirteten und mit Natronlauge behandelten Probe mit PETA um 58% hoher als bei der
Probe ohne PETA-Zusatz. Damit wiirde PETA mit seiner Tetrafunktionalitit an
Doppelbindungen zu einem starker vernetzten Polymer fithren und die mechanische Stabilitat
gegeniiber einer moglichen Hydrolyse durch Natronlauge im Material erh6hen.

Da die Harzformulierung mit dem Acrylat PETA das Ziel einer hoheren Stabilitét, insbesondere
gegeniiber Natronlauge, aufweist als ohne PETA, wird fiir die Endformulierung ein PETA-Anteil
von 10 mol-% festgelegt.
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Auswahl eines geeigneten Photoinitiators

Aufgrund der Wellenldnge der LED-UV-Lampe im 3D-Drucker von 385 nm werden die
kommerziell erhéltlichen Photoinitiatoren TPO und BAPO (Abbildung5.4) fiir die
Harzformulierung in Betracht gezogen und in der PTH-Harzformulierung getestet.

Abbildung 5.4: Chemische Struktur von TPO und BAPO.

Zunichst werden die Initiatoren BAPO und TPO in einem vereinfachten Aufbau untersucht, der
die Photopolymerisation aullerhalb des 3D-Druckers ermoglicht. Dabei wird die
Initiatorkonzentration von 0,24 — 1,05 mol-% variiert und die Zeit bis zur Verfestigung des
Polymerpellets bestimmt. Die resultierenden Pellets sind in Abbildung 5.5 zusammen mit den
Polymerisationsergebnissen des einfachen Setups dargestellt.

| BAPO |
10 TPO

Belichtungszeit / s

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Initiatorkonzentration / mol-%

Abbildung 5.5: Links: Polymerisationsversuche im vereinfachten Aufbau mit BAPO und TPO als Photoinitiator. Rechts:
Belichtungszeit bis zur Verfestigung des Materials als Funktion der Initiatormenge von BAPO und TPO.

Bei BAPO-haltigen Harzen wird eine Loslichkeitsgrenze von 1,75 mol-% beobachtet und die
Objekte zeigen eine Gelbfarbung. Im Gegensatz dazu zeigt TPO eine Loslichkeitsgrenze von
2 mol-% und keine signifikante Verfirbung des Materials. Fiir BAPO ist der Trend zu
beobachten, dass mit steigender Initiatorkonzentration die Belichtungszeit bis zur vollstandigen
Polymerisation abnimmt. Die Zugabe von TPO hingegeben zeigt eine schnelle Reaktion mit
einer unteren kinetischen Grenze von 5 s, nach der das Polymer vollstdndig polymerisiert ist.

Der Einfluss des Initiators und der Initiatormenge auf die Polymerisationstiefe des Materials
wird mit dem OPT in einer Dreifachbestimmung untersucht. In Abbildung 5.6 sind beispielhaft
OPTs mit unterschiedlichen Konzentrationen von TPO und BAPO dargestellt, anhand derer der
Unterschied des Initiatorgehaltes auf das Polymerisationsergebnis sichtbar wird.
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Abbildung 5.6: OPT-Objekte mit BAPO und TPO als Photoinitiatoren in verschiedenen Konzentrationen.

Aufgrund der Loslichkeitsgrenze von BAPO von 1,75 mol-% wird die Priifung bis zur maximalen
Konzentration von 1,50 mol-% durchgefiihrt. Bei ndherer Betrachtung der OPT-Objekte zeigt
sich, dass fiir BAPO alle untersuchten Konzentrationen polymerisierbar sind, wobei die
Druckqualitit bei einer Konzentration von 0,5 mol-% deutlich abnimmt. Die OPTs zeigen jedoch
alle eine Gelbfarbung des Materials. TPO-Konzentrationen < 1 mol-% fiihren zu geschwollenen
und mehrschichtigen Strukturen. Bei Konzentrationen > 2 mol-% lost sich das TPO nicht mehr
in der Harzformulierung. OPT-Materialien mit Konzentrationen von 1,25, 1,50 sowie
1,75 mol-% sind dagegen gut messbar. Die Objekte zeigen im Vergleich zu BAPO keine
Gelbfarbung. Die Schichten mit einer Druckzeit von 1 bis 3 s werden entweder nicht gedruckt
oder aufgrund ihrer geringen Schichthohe wahrend des Reinigungsprozesses zerstort. In
Abbildung 5.7 sind im OPT die Schichtdicken in Abhéngigkeit von der Belichtungszeit von mit
TPO und BAPO hergestellten PTH-Harzen dargestellt.
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Abbildung 5.7: OPT-Ergebnisse mit der Schichtdicke als Funktion der Belichtungszeit des PTH-Harzes mit BAPO und
TPO als Photoinitiatoren.

Werden zunéchst die beiden Initiatoren verglichen, so fiihrt BAPO bei gleicher Konzentration
zu diinneren Schichten als TPO. Eine hohere Initiatorkonzentration fiihrt bei allen Proben zu
einer Sattigung der Kurve, so dass eine Erhohung der Belichtungszeit > 50 s nicht zu dickeren
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Schichten fiihrt. Fiir kurze Belichtungszeiten <6 s zeigt sich eine Unabhingigkeit der
Schichtdicke von der Initiatormenge. Hier reichen geringe Radikalkonzentrationen aus, um
diinne Schichten zu polymerisieren. Fiir dickere Schichten werden mehr Radikale und damit
eine ldngere Belichtungszeit benotigt.

Die geringe Druckqualitdt bei 0,5 mol-% BAPO zeigt sich in einer Standardabweichung von
21%. Analog ist dies fiir TPO bei Konzentrationen < 1 mol-% zu beobachten.

Fiir die Auswahl eines geeigneten Initiators sind vor allem die Aspekte einer schnellen Reaktion
fiir kurze Druckzeiten bei geringer Konzentration und die Ausbildung diinner Schichten, die zu
einem farblosen Objekt fithren, zu beachten. In den ersten Vorversuchen im vereinfachten
Aufbau zeigt TPO eine schnellere Reaktion als BAPO, was sich jedoch ebenfalls in den hoheren
Schichtdicken bei gleicher Belichtungszeit und Konzentration im OPT zeigt. Obwohl BAPO bei
gleicher Konzentration zu geringeren Schichtdicken fiihrt als TPO, wird TPO aufgrund der
Gelbfarbung durch BAPO als Photoinitiator bevorzugt. Da eine Zugabe von < 1 mol-% TPO
keine addquaten Druckergebnisse liefert und die Unterschiede in der Schichtdicke bei Erh6hung
der Konzentrationen bis 1,75 mol-% bei kurzen Belichtungszeiten von 5 — 6 s mit = 5 pm nicht
signifikant sind, wird fiir die finale Harzformulierung die geringstmogliche
Initiatorkonzentration von 1,25 mol-% gewahlt (PTH-1,25TPO). Dadurch kénnen die finalen
Harzkosten gesenkt und gleichzeitig das Risiko eines moglichen Austritts von nicht
umgesetztem Initiator in der spateren Anwendung reduziert werden.

Identifikation geeigneter Photoabsorber

Um feine Schichtdicken von 25 bis 100 ym und damit einhergehend eine bessere
Druckauflésung der Objekte zu erreichen, wird als weiteres Additiv ein Photoabsorber
eingesetzt, der die Polymerisation in 2-Ebene beeinflusst. Dieser wird wéhrend des
Polymerisationsprozesses nicht in das Polymergeriist eingebaut. Im Applikationsbereich der
Chromatographie entsprechen farblose Materialien den Marktanforderungen und
Kundenspezifikationen. Photoabsorber stellen jedoch gleichzeitig einen Farbstoff dar, der zu
einer Verfarbung des Materials fiihren kann. Daher wird fiir den 3D-Druckprozess einerseits
eine geringe Wellenldnge von 385 nm im UV-Bereich gewdhlt, die gleichzeitig die untere
Grenze des sichtbaren Lichts darstellt. Andererseits muss fiir den Photoabsorber weiterhin die
Moglichkeit bestehen, den Farbstoff vollstindig und zerstorungsfrei aus dem 3D-gedruckten
Material zu entfernen oder wenn dies nicht moglich ist, muss ein Absorber gewahlt werden, der
zu einer vernachlassigbaren Verfarbung des Materials fiihrt.

Ausgehend von der PTH-1,25TPO-Harzformulierung werden verschiedene Photoabsorber
hinsichtlich ihrer Eignung fiir die finale Harzformulierung getestet, die eine hohe Absorption
bei 385 nm aufweisen. Die betrachteten Photoabsorber sind in Abbildung 5.8 dargestellt
(Absorptionsspektren im Anhang Abbildung 8.2).
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Abbildung 5.8: Chemische Struktur von NPS, Sudan |, Coumarin153, OB184, UVO und BTCO1, die als mdgliche
Photoabsorber mit dem PTH-1,25TPO-Harz getestet wurden.

Die 3D-gedruckten Objekte, die NPS, Sudan I und Coumarin 153 als Photoabsorber mit hoher
Absorption bei 385 nm enthalten, zeigen im Gegensatz zu den weiteren untersuchten Absorbern
eine intensive Verfarbung der Objekte auf. Daher wird zunéchst mit zwei Methoden untersucht,
ob eine vollstandige Entfernung dieser Farbstoffe aus dem Material moglich ist. Zum einen
erfolgt eine Extraktion des Photoabsorbers mit einem Losungsmittel in einer Soxhlet-
Extraktionsapparatur und zum anderen wird die schonendere Extraktion mit iiberkritischem
scCO;, (engl.: super critical) getestet.

Entfarbungsversuche mittels Soxhlet-Extraktion

Fiir die Entfernung des Photoabsorbers mittels Soxhlet-Extraktion werden Proben mit der
PTH-Harzformulierung gedruckt, welche 0,1 mol-% NPS, SudanI und Coumarin 153 als
Photoabsorber enthélt. Als Losungsmittel wird Ethanol und fiir die mit NPS gedruckten Objekte
zusdtzlich Aceton zur Entfernung der Farbstoffe getestet. Abbildung 5.9 zeigt die
Extraktionsergebnisse der offenzellig gedruckten Testobjekte.

Abbildung 5.9: Extraktionsergebnisse mittels Soxhlet-Apparatur mit Aceton und Ethanol als Lésungsmittel mit NPS,
Sudan | und Coumarin 153 als Photoabsorber. Fiir NPS ist jeweils links die gehartet und rechts die ungehartete Probe
gezeigt, wobei die mittlere Abbildung das Ausgangsobjekt vor der Behandlung darstellt. Fir Sudan | und
Coumarin 153 sind links die Objekte vor und rechts nach der Extraktion gezeigt.
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Von den mit NPS gedruckten Objekten wird eine in der UV-Nachhérteeinheit nachbehandelte
und eine unbehandelte Probe untersucht. Es ist zu erkennen, dass bei der ungeharteten Struktur
der Farbstoff vollstdndig entfernt werden kann. Das Aceton 16st den Farbstoff zwar besser aus
der Struktur, greift diese aber deutlich an und fiihrt zu Rissen in dem Druckobjekt. Die Absorber
Sudan I und Coumarin 153 lassen sich nach 24 h Extraktion mit Ethanol nicht vollstdndig aus
dem Objekt entfernen. Das Sudan bleibt vor allem an den Kreuzungspunkten der
Sternenstruktur zuriick, wahrend das Coumarin 153 eine homogene Farbung in der gesamten
Struktur hinterldsst. Auch hier fiihrt die intensive Behandlung mit dem Losungsmittel zum
Verlust der mechanischen Stabilitét.

Werden die UV-Vis-Spektren der Soxhlet-Extrakte in Abbildung 5.10 betrachtet, so ist im
Bereich von 190 — 250 nm zu sehen, dass mit der Soxhlet-Extraktion ebenfalls die einzelnen
Komponenten des Harzes aus dem Objekt herausgelost werden (Abbildung 8.2 im Anhang). Bei
der geringen Verdiinnung des Extraktes sind die Photoabsorber in dem Spektrum jedoch nicht
sichtbar. Erst bei hohen Konzentrationen lassen sich die Photoabsorber im Uberstand

nachweisen.
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Abbildung 5.10: Absorptionsspektren von den Soxhlet-Extraktionsliberstanden.

Da mit Hilfe der Soxhlet-Extraktion keine vollstindige und zeitgleich zerstorungsfreie
Entfernung des Photoabsorbers realisiert werden kann, wird die Extraktion mit {iberkritischem
Kohlenstoffdioxid getestet.

Entfarbungsversuche mittels scCO2-Extraktion

Die tiberkritische CO,-Extraktion soll als Alternative zur Soxhlet-Extraktion zur Entfernung der
Photoabsorber und zeitgleich von nicht polymerisierten Harzriickstinden dienen.!t!*117]
Zunidchst werden mit 0,1 mol-% NPS und SudanI gedruckte Objekte in der PTH-
Zusammensetzung untersucht. In Abbildung5.11 sind die die Ergebnisse der Extraktion mit
scCO, dargestellt.
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Abbildung 5.11: Sudan I-Probe: 50°C, 150 bar scCO2-Extraktion. Links: Ausgangsobjekt, Mitte einfacher CO»-
Austausch Uber 24 h, rechts vierfacher Austausch Gber 72 h. NPS-Probe: links: Ausgangsobjekt, rechts Objekt nach
vierfachem Austausch tiber 72 h. Problem: Verfarbung durch Sudan I.

Werden die mit Sudan I gedruckten Objekte betrachtet, so reicht ein einfacher Gasaustausch im
Autoklaven nicht aus, um den Photoabsorber zu entfernen. Hier ist ein mehrfacher
CO,-Austausch notwendig, um die Verfarbung zu reduzieren. Dennoch ist keine vollstindige
Entfirbung moglich und die mechanische Stabilitdt des Materials nimmt nach der Extraktion
ab. Das NPS-Objekt wird zusammen mit der Sudan I-Probe im 72 h Versuch behandelt. Hier ist
zu erkennen, dass sich das Sudan I im zweiten NPS-Objekt abgelagert hat. Es ware also nicht
moglich, mehrere Objekte gleichzeitig zu behandeln.

Fiir die Anwendung eines Materials als stationire Phase in der Chromatographie, insbesondere
fiir die Applikation von Biomolekiilen, ist ein farbloses Objekt eine kundenspezifische Vorgabe.
Farbige Materialien konnten die Assoziation wecken, dass nicht entfernte Restbestandteile des
Photoabsorbers im Material wihrend des Applikationsprozesses austreten und gegebenenfalls
schadliche Auswirkungen auf die Biomolekiile haben konnten.

Da eine vollstdndige Entfernung des Farbstoffes mit den Extraktionsmethoden nicht méglich
ist, wird sich folglich auf Farbstoffe fokussiert, die eine hohe Absorption bei 385 nm haben,
aber gleichzeitig keine oder nur eine geringe Farbung des Materials verursachen.

Auswahl eines farblosen Photoabsorbers

Da eine vollstindige und zerstérungsfreie Entfernung des Photoabsorbers nicht moglich ist,
werden alternative Photoabsorber mit geringer bis keiner Farbung getestet und mit NPS als
Literatursubstanz verglichen.’¥ Von den hier getesteten Photoabsorbern weist OB184 die
hochste Absorption auf (Abbildung 8.2 im Anhang).

Analog zur Bewertung des Photoinitiators wird der Einfluss des Photoabsorbers auf die
Materialdruckeigenschaften mit Hilfe des OPTs untersucht. Die Absorber UVO und BTCO1
zeigen im Konzentrationsbereich zwischen 0,025 und 0,6 mol-% keine signifikante
Verbesserung der Druckqualitdt im Vergleich zum Harz ohne Zusatz eines Photoabsorbers
(Abbildung 8.3 im Anhang). Eine deutliche Verbesserung der Druckqualitidt kann dagegen bei
NPS und OB184 beobachtet werden. In Abbildung 5.12 sind die Ergebnisse der OPT mit NPS
und OB184 bei verschiedenen Konzentrationen zu sehen.

49



0,30 mol-%

- A ?

0,01 mol-% OB184 0,15 mol-%

Abbildung 5.12: OPT-Objekte mit NPS und OB184 als Photoabsorber bei verschiedenen Konzentrationen.

Die Loslichkeit des Feststoffes OB184 bei Konzentrationen > 0,3 mol-% ist nicht gegeben, so
dass die Konzentration nicht weiter erhéht wird und ein Bereich von 0,01 bis 0,15 mol-%
getestet wird.

Hohe Absorberkonzentrationen fiihren bei beiden Substanzen zu einer Verschlechterung der
Druckqualitdt und gleichzeitig zu einer deutlichen Verfarbung des Materials. In diesem Fall
wird zu viel UV-Licht absorbiert, so dass insbesondere bei kiirzeren Belichtungszeiten nicht
geniligend Nuklei fiir das Kettenwachstum ausgebildet werden konnen und die mechanische
Stabilitdt abnimmt. Bei geringeren Absorberkonzentrationen lassen sich beide Materialien gut
verdrucken, wobei bei OB184 bereits die geringe Menge von 0,01 mol-% fiir gute
Druckergebnisse ausreicht.

In Abbildung 5.13 sind die Ergebnisse der Schichtdickenmessung des OPTs dargestellt.
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Abbildung 5.13: OPT-Ergebnisse mit der Schichtdicke als Funktion der Belichtungszeit des PTH-Harzes mit NPS (links)
und OB184 (rechts) als Photoabsorber. Die Messung erfolgte in einer Dreifachbestimmung.

Im Vergleich zum Harz ohne Farbstoff lassen sich mit beiden Absorbern fiir alle
Belichtungszeiten deutlich geringere Schichtdicken (OB184 36— 52% und NPS 26 - 52%)
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erzielen, wobei OB184 bei gleicher Konzentration wie NPS zu einer geringeren Steigung der
Kurve fithrt. OB184 wird vor allem als optischer Aufheller eingesetzt, welcher insbesondere
gelblichen Verfarbungen entgegenwirken soll. Dieser hat eine deutlich hohere Absorption bei
385 nm (= 35,6 10° L mol! ecm™) als NPS (3,8 10° L mol! ecm™) mit dem Vorteil, dass es nicht
zu einer Gelbfarbung fiihrt.

Um geringe Schichtdicken zu erzielen und gleichzeitig die Farbstoffkonzentrationen so gering
wie moglich zu halten, wird die Konzentration von 0,025 mol-% OB184 fiir die
Harzzusammensetzung (PTH-1,25TPO-0,0250B) gewaéhlit.

5.2 Untersuchung zur erzielbaren Auflosung

Nach den Vorversuchen zur moglichen Harzrezeptur fiir die Materialherstellung der
Chromatographiesdulen konnte die Zusammensetzung PTH-1,25TPO-0,0250B als geeignet
identifiziert werden. Im néchsten Schritt soll die bestmogliche Auflésung, die mit diesem Harz
erreicht werden kann, eingehend untersucht werden.

5.2.1 Vorversuche zur erzielbaren Auflésung

Da die Objekte 3D-gedruckt werden, miissen die aus dem OPT gewonnenen Parameter fiir den
finalen Druckprozess angepasst werden, da der OPT Unterschiede beziiglich des
Polymerisationsprozesses zum 3D-Druck aufweist. Die belichteten Bereiche werden nicht von
der Bauplattform eingeschlossen und koénnen nach der eingestellten Belichtungszeit in z-
Richtung weiter polymerisieren. Weiterhin beeinflusst der Reinigungsprozess die gemessenen
Schichtdicken, da sehr diinne Schichten von < 20 um teilweise mechanisch instabil sind und
somit zu einer Abweichung in den logarithmischen Regressionsergebnissen des OPT fiihren
konnen. Fiir den 3D-Druck sollten die Belichtungszeiten so genau wie moglich eingestellt
werden, da zu lange Belichtungszeiten zu einem overcuring der Struktur und damit zur einer
schlechten Druckauflosung fiihren konnen. Auflerdem kann es durch fehlende
Verankerungspunkte infolge abreagierter funktioneller Gruppen zur Spaltung von einzelnen
Schichten untereinander kommen. Des Weiteren fiihrt eine zu kurz gewdahlte Belichtungszeit
zu einem undercuring des Materials, was ebenfalls eine schlechte Druckqualitdt sowie ein
Ablosen der Schichten zur Folge hat. Mit dem OPT wurde fiir das PTH-1,25TPO-0,0250B-Harz
eine Belichtungszeit von ~ 6 s fiir eine Schichtdicke von 25 — 30 um {iiber die logarithmische
Fitfunktion der OPT-Ergebnisse (Gleichung 5.1) mit Gleichung 4.4 berechnet. Diese konnte im
3D-Drucker auf ein Minimum von 4 s reduziert werden, bevor die Druckqualitét verloren ging.

d =106 - In(t) — 163 mit R? = 0,97 5.1

Mit dieser Belichtungszeit werden zundchst kurze Saulen mit einer Gitterstruktur mit dem PTH-
1,25TPO-0,0250B-Harz gedruckt, um die Druckauflésung von offenzelligen Strukturen zu
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validieren. Hierbei wurde die Kanalgrof3e von 400 bis 100 um variiert. In Abbildung 5.14 ist
das Druckergebnis des Auflosungstests des PTH-1,25TPO-0,0250B-Harzes dargestellt.

150 m! 100/ wm|

Abbildung 5.14: Kurze Gittersaulen (Aufldsungstest) mit KanalgroBen von 100 bis 400 um. Orange markiert: Zu
polymerisierte Bereiche. Blau markiert: Offene Gitterkanale.

In den 300 und 400 um Gitterstrukturen ist eine flichige Verblockung an der zylindrischen
Stiitzstruktur zu erkennen (orange), welche 25 bis 33% der Gitterstruktur einnimmt. Die
restliche Gitterstruktur in den beiden Proben weist offene Kanéle auf. Ab einer Kanalgro3e von
200 pm ist nur noch ein kleiner Bereich mit offenen Kanélen (blau) zu beobachten. Die Gitter
mit 100 und 150 pm Kanélen sowie Stegen sind vollstandig geschlossen.

Um die Verblockung innerhalb der Struktur genauer untersuchen zu kénnen, wird im néachsten

Schritt die kurze Gittersdule mit 300 um Kanidlen und Stegen im MicroCT untersucht. In
Abbildung 5.15 sind die MicroCT-Aufnahmen der 300 um Gittersidule dargestellt.

Langsachse

Tiefenachse
I 2.5 mm

Abbildung 5.15: MicroCT-Aufnahmen einer 300 um Gittersaule, welche eine Verblockung aufweist.
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Oben links ist das Schnittbild entlang der Querachse zu sehen, welche die Verblockung im
linken mittleren Bereich der Probe zeigt. Die Bereiche um die Verblockung herum zeigen
vollstandig gedffnete Kanéle. In der Langsachse ist die Bildung mehrerer Nuklei im unteren
Bereich der Gittersdule zu beobachten. Hier beginnt die Polymerisation und damit die
Ausbildung der Polymerstruktur in Folge des DLP-Druckprozesses. Im mittleren Bereich der
Saule sind weitere Keime zu sehen, welche den Ausgangspunkt der Verblockung darstellen und
gradientenformig groller werden. Diese Beobachtung kann auch in den Aufnahmen entlang der
Tiefenachse bestétigt werden. Die Nukleationskeime weisen vermutlich eine Ansammlung von
Oligomeren auf, welche dann zu Verblockungen polymerisieren.

5.2.2 Einfluss der Harzformulierung auf die Auflésung

Es konnte gezeigt werden, dass mit der PTH-1,25TPO-0,0250B-Harzformulierung keine
offenen Kandle in den 100 — 400 um Gitterstrukturen erzielt werden kénnen.

Radikalfanger sind eine Moglichkeit, die freien Radikale in der xy-Ebene einzufangen, indem
sie die diffundierenden Radikale abfangen und so die Polymerisation der unerwiinscht
wachsenden Ketten abbrechen. Dadurch konnen die Bereiche, die nicht dem UV-Licht des
3D-Druckers ausgesetzt sind und somit nicht polymerisieren sollen, besser abgeschirmt werden.
Zur Bewertung der erzielbaren Materialauflosung der Harzformulierung werden zwei TPMS-
Strukturen ndher betrachtet: Gitter und Gyroid.

Druckauflosung der Gitterstruktur

Mit der Zusammensetzung PTH-1,25TPO-0,0250B wird zunichst der aus der Literatur
bekannte Inhibitor BHT!7®! im OPT betrachtet, um die Auswirkungen auf die Schichtdicke zu
ermitteln. In Abbildung 5.16 sind die Ergebnisse des OPTs dargestellt.
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Abbildung 5.16: OPT-Ergebnisse des PTH-1,25TPO-0,0250B-Harzes mit unterschiedlichen Konzentrationen an BHT.

53



Wie erwartet hat die Konzentration an Inhibitor keinen signifikanten Einfluss auf die
Schichtdicke und damit auf die Polymerisation in z-Ebene. Die in Abschnitt 5.2.1 ermittelten
Druckparameter von 4s Belichtungszeit bleiben fiir die folgenden Harzformulierungen
erhalten.

Um den Einfluss der Inhibitormenge auf die Druckauflosung zu ermitteln, werden zunéchst
Druckauflésungstest mit 100 bis 400 um Gitterkanédlen und BHT-Konzentrationen von 0,25 bis
10 mol-% durchgefiihrt. In Abbildung5.17 sind einige Ergebnisse der Auflésungstests
dargestellt. Die Ergebnisse aller untersuchten BHT-Konzentrationen sind im Anhang in
Abbildung 8.5 abgebildet.

0,50mol-% |50 i 100um 2mol-% 150 o

5mol-% 150/um| 100/um) 7mol% |30 ,u'm 100m

Abbildung 5.17: Ergebnisse der Auflésungstest mit 100 bis 400 um Gittersdulen der BHT Konzentrationen von 0,5 bis
7 mol- %. Orange markiert: Zu polymerisierte Bereiche. Blau markiert: Offene Gitterkanale.

Bei 0,25 und 0,50 mol-% sind die 400 um Kanéle vollstédndig geoffnet, 200 und 300 um haben
Verblockungen und 100 sowie 150 um sind geschlossen. Ab einer Konzentration von 1 mol-%
an BHT sind die 300 um und ab 4 mol-% auch die 200 um Gitterkanéle vollstindig geoffnet.
Bei 2 mol-% BHT sich auch in der 150 um Probe und ab 5 mol-% ebenfalls in der 100 um Probe
offene Kanile zu beobachten, welche bei 7 mol-% starker ausgepragt sind.

Werden die 100 um Gittersdulen mit 5 und 7 mol-% BHT in Abbildung5.18 von der
Frontalebene aus betrachtet, so sind die kleinen offenen Bereiche besser zu sehen. Bei 5 mol-%
sind nur die zuletzt gedruckten Schichten offen, wahrend bei 7 mol-% die ersten und letzten
Schichten offene Kanile aufweisen.

5mol-% 100 um 7 mol-% 100 um

Abbildung 5.18: Frontalansicht der 100 um Gittersdulen mit 5 und 7 mol-% BHT.
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Eine Erhohung der BHT-Konzentration auf 10 mol-% fiihrt jedoch nicht zu einer Verbesserung
der Druckauflésung, sondern zu einer notwendigen Anderung der Druckparameter. Die
Belichtungszeit von 4 s fiir eine 30 um Schicht muss fiir einen erfolgreichen Druck auf 4,5 s
erhoht werden. Mit der hoheren Belichtungszeit ergibt sich wieder eine vollstindig
geschlossene Struktur in der 100 um Gittersdule. Eine weitere Erhohung der BHT-
Konzentration kann daher nicht zu einer Verbesserung der Auflosung fiihren.

Da in einem Konzentrationsbereich von 4 bis 7 mol-% keine signifikante Anderung der
Druckauflésung erzielt werden kann, wird 5 mol% BHT als Zielkonzentration fiir die neue
Harzzusammensetzung gewahlt. Fiir die Gitterstruktur kann hier die geringstmogliche
Auflosung von 180 pum Kandlen erreicht werden.

Upscaling der Gittersaule

Um zu iiberpriifen, ob die Druckauflosung entlang der z-Achse konstant bleibt, wird eine 10 mm
Gitterstruktur aus den Auflésungstests hochskaliert. Dazu werden Chromatographiesdulen mit
einer 200 um Gitterstruktur und einem 40 mm bzw. 100 mm langen Gehduse mit Gewinde
3D-gedruckt. Die Ergebnisse des Upscalings der Gitterstruktur sind in Abbildung 5.19
dargestellt. Fiir beide Sdulenldngen konnen vollstindig gedffnete Kanéle der Grofde > 180 um
fiir die Gitterstruktur erhalten werden. Die 40 mm Gitterstruktur wurde weiterhin in einem
MicroCT néaher untersucht (Abbildung 5.19). Hier bestédtigen die Aufnahmen das erfolgreiche
Upscaling der Gitterstruktur.

10 mm 40 mm
Abbildung 5.19: Upscaling einer 200 um Gitterstruktur auf eine Ladnge von 40 mm bzw. 100 mm.

Druckauflosung der Gyroidstruktur

Mit der Rezeptur PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT wird nun die erreichbare Druckauflosung fiir
komplexe Strukturen, wie die Gyroidstruktur, untersucht.

In Abbildung 5.20 sind die Druckauflosungsergebnisse der von 200 bis 300 um
Gyroidstrukturen dargestellt. Fiir die Gyroidstruktur konnen offene Kanéile ab einer Breite von
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240 pm erreicht werden, wohingegen Kanal- und Stegbreiten < 200 pum verschlossen sind oder
polymersierte Bereiche zeigen.

200/um)| 2401pm| 27 0m)| 300 um:

Abbildung 5.20: Ergebnisse der Aufldsungstest mit 200 bis 300 um Gyroidsdulen gedruckt mit der PTH-1,25TPO-
0,0250B-5BHT-Harzformulierung. Orange markiert: Zu polymerisierter Bereich.

5.2.1 Einfluss der Druckerwanne auf die x)~Auflésung

Der 3D-Drucker SolFlex350 ist sowohl mit einer flexiblen Silikonwanne als auch mit einer
Metallwanne mit einer FEP-Folie ausgestattet. Bei der Metallwanne ist am Boden der Wanne
ein opakes Glas angebracht. Beim Hyper-50Y hingegen wird ein Kunststoffrahmen verwendet,
der eine FEP-Folie ohne Glas einspannt. Eine offene Fragestellung ist der Einfluss der
unterschiedlichen Wannen auf die Druckqualitdt des Materials.

Initiale Testdrucke haben gezeigt, dass sich die Druckergebnisse der beiden Wannen
unterscheiden. Daher wird im néchsten Schritt untersucht, welchen Einfluss die Wahl der
Druckerwanne auf die Druckqualitit hat. In Abbildung 5.21 sind die Druckergebnisse mit den
beiden W2P-Druckerwannen gegeniibergestellt.

Abbildung 5.21: Druckergebnisse eines Wadrfels mit unterschiedlich groBen Léchern zur Betrachtung der
Druckqualitat mit der W2PMetallwanne mit opakem Glas am Wannenboden (links) und der Silikonwanne (rechts).

Wird das Objekt mit dem opaken Glas gedruckt, hat die unscharfe und unebene Oberflache des
Materials eine geringe Auflosung. Das opake Glas der Wanne streut das auf den Wannenboden
projizierte Licht. Das gedruckte Objekt aus der Silikonwanne zeigt eine héhere Druckauflosung
der Oberfldche, so dass die einzelnen Pixel sichtbar sind. Dies ist auf den transparenten
Wannenboden zuriickfiithren, welcher jedoch gegeniiber der Harzformulierung instabil ist und
angegriffen wird. Daher wird fiir die weiteren Druckversuche auf die Verwendung der
Silikonwanne verzichtet.

Um nun die Druckauflésung der Metallwanne zu erhohen, wird nun das opake Glas entfernt.
Die Druckergebnisse mit nur einer in den Rahmen eingespannten FEP-Folie sind in
Abbildung 5.22 gezeigt.

56



Abbildung 5.22: Druckergebnisse mit der W2P-Metallwanne ohne den Einsatz vom opaken Glas, sondern lediglich
einer FEP-Folie am Wannenboden. Die Ergebnisse sind vergleichbar zur Silikonwanne.

Die Entfernung des Glases fiihrt zu einer Erh6hung der Druckauflosung, so dass auch hier die
Pixel sichtbar sind. Damit sind die Druckergebnisse mit denen der Silikonwanne vergleichbar.
Neben der chemischen Bestindigkeit der FEP-Folie kann diese weiterhin bei
Abnutzungseffekten einfach in der Wannenhalterung ausgetauscht werden. Damit hat die
Metallwanne bzw. beim Hyper-50Y die Kunststoffwanne eine ldngere Lebensdauer als die
Silikonwanne. Da fiir die spatere Anwendung eine hohe Druckauflosung des Materials von
Vorteil ist, wird fiir die weiteren Experimente die FEP-Folie als Wannenboden verwendet.

5.2.2 Einfluss des Druckprozesses auf die Auflosung

Die Druckauflosungstests mit den verschiedenen offenzelligen Strukturen zeigen die Grenzen
der Anpassung des Druckergebnisses und damit der Materialauflosung durch eine verdnderte
Harzformulierung. Die Druckauflésung ist nicht nur vom Material, sondern auch vom 3D-
Drucker sowie vom Druckprozess selbst abhingig.

Hier spielt die Druckerauflosung des kommerziellen 3D-Druckers eine wichtige Rolle. Die in
dieser Arbeit verwendeten 3D-Drucker haben eine xy-Pixelauflosung von 30 um fiir den Hyper-
50Y und 50 um fiir den SolFlex350. Weiterhin haben auch die Parameter des Druckprozesses,
wie die Intensitit, Abtropfzeit, die Ausrichtung des Druckobjektes, Stiitzstruktur etc., ebenfalls
einen Einfluss auf den Druckerfolg.

Daher soll untersucht werden, inwieweit die Auflésung des Druckobjektes durch Anpassung der
Parameter im Druckprozess verbessert werden kann. Bei den Auflésungsversuchen mit den
10 mm Gittersdulen konnte beobachtet werden, dass sich die Verblockungen vor allem am Rand
der Gitterstruktur und somit an der Stiitzstruktur zu beobachten sind. Daher wird untersucht,
welchen Einfluss die Stiitzstruktur auf die Druckauflosung des Objektes hat.

Dazu wird zunichst die dullere Zylinderwand entfernt, so dass nur das untere Ende der
Gitterstruktur eine Stiitzstruktur besitzt. Dadurch soll ein besseres Abflielen der Oligomere
ermoOglicht werden, so dass weniger Streuzentren und damit weniger Polymerisationskeime zur
Bildung von Verblockungen entstehen.

In Abbildung 5.23 sind die gedruckten 150 um Gitter- und 200 pm Gyroidstrukturen mit und
ohne die Zylinderwand dargestellt.
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150 um
Gitter

Abbildung 5.23: Auflésungstest mit einem Zylinder mit 150 um Gitter (links) im Vergleich zu ohne Zylinderhiille mit
einem 150 um Gitter (Mitte) und einem 200 um Gyroid (rechts).

Beide Strukturen weisen weiterhin eine Verblockung in der Struktur auf, die sich jedoch bei der
offenzelligen Struktur im Gegensatz zu den Drucken mit einer Zylinderwand in der Mitte des
Objektes befindet. Der ausgehartete Bereich hat sich zur Mitte hin verschoben und zeigt somit
den Einfluss der Stiitzstruktur auf die Verblockung. Wird auch die untere Stiitze vom Objekt
entfernt, wird ein analoges Ergebnis erhalten.

Anschliefend wird der Einfluss des Druckwinkels auf die Auflosung des 150 um Gitters bzw.
180 um und 200 um Gyroids untersucht. Dazu wird das Druckobjekt jeweils um 90° gedreht
gedruckt und anschlieSend die Druckqualitdt bewertet. Es konnen erstmals offene 150 um
Gitter- sowie 180 um und 200 pm Gyroidstrukturen erhalten werden (Abbildung 5.24). Eine
Umorientierung der Aufldésungstests um 90° fiihrt zu einer Verbesserung der Druckqualitat.
Allerdings ist hier eine Verformung der Struktur auf der der Bauplattform zugewandten Seite
zu beobachten. Daher ist fiir den weiteren Druck der kleineren Kanalgrof3en im 90° Winkel eine
Anpassung der Stiitzstruktur notwendig, die der Verformung entgegenwirkt. Diese wird jedoch
im Rahmen dieser Arbeit nicht weiterverfolgt.

wJoyeldneg

Abbildung 5.24: Im 90° Winkel gedruckte 150 um Gitter und 180 um sowie 200 um-Gyroid Auflésungstestobjekte.
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5.2.3 Untersuchung der MaBhaltigkeit der 3D-gedruckten Objekte

Das 3D-gedruckte Objekt wird unter dem Lichtmikroskop betrachtet und tiberpriift, ob die
erzielten Steg- sowie Kanalgrofen der Gitterstrukturen aus dem Auflésungstest den
angestrebten entsprechen. Dabei wird eine Strukturporositit von 50% gewahlt, so dass die
Abmessungen der Gitter und Kanéle gleich grol3 sind.

Wie in Abbildung 5.25 an einer Aufnahme der 300 um Gitterstruktur zu erkennen ist, besitzen
die Gitter eine geringere Stegbreite im Vergleich zu den Kanédlen und weisen somit keine
Porositit von 50% auf. Die Abweichung betrégt 14% und findet sich ebenfalls bei der Anderung
der Stegbreite in den anderen Objekten wieder.
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Abbildung 5.25: Vergleich der gedruckten Gitter- und Kanalabmessungen vom PTH- und vom kommerziellen BV-

007A Harz mit der CAD-Datei links und eine Mikroskopieaufnahme vom 300 um Gitter gedruckt mit dem PTH-Harz
rechts.

Die Kanile sind um die Gro3eneinheit groRer, die dem Gitter an Abmessung fehlt. Werden die
Ausmessungen des PTH-Harzes mit dem kommerziellen MiiCraft BV-007A Harz verglichen, so
zeigt das kommerzielle Vergleichsharz eine deutlich geringere Abweichung zur CAD-Datei.

Dies wirft die Frage auf, worauf die Abweichungen zwischen der CAD-Datei und den gedruckten
Objekten zuriickzufiihren sind. Einen moglichen Einfluss auf die Druckergebnisse konnten der
Druckprozess, Reinigungsprozess und die Materialkomposition haben, die im Folgenden néher
betrachtet werden.

Einfluss des Druckprozesses

Zunéachst wird der Einfluss des Druckprozesses auf die 3D-gedruckten Objekte untersucht. Hier
stellt sich die Frage, ob die Abweichung der Stegbreiten bereits im Druckprozess oder erst in
der Nachbehandlung entsteht.

Dazu wird eine Gitterstruktur mit dem PTH-Harz hergestellt und unmittelbar nach dem Druck
unter dem Mikroskop betrachtet. Anschlieend erfolgt ein Vergleich des frisch gedruckten 3D-
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Objektes mit den Ausmessungen nach dem Reinigungsschritt mit Ethanol in sukzessiv
steigender Dauer. Zu Beginn wird die Kontaktzeit zwischen Losungsmittel und Objekt sowie die
Losungsmittelmenge so gering wie moglich gehalten. Anschlieend wird das Objekt wie {iblich
mit dem Losungsmittel auf dem Thermoschiittler gereinigt, um den Einfluss des
Reinigungsschrittes auf die Ausmessungen zu untersuchen. Zuletzt wird das getrocknete Objekt
wieder iiber Nacht im Losungsmittel gelagert, um die Reversibilitit der Schrumpfung zu
untersuchen. In Abbildung 5.26 sind die Ergebnisse der Ausmessungen des Druckobjektes vor
und nach der Losungsmittelbehandlung gegeniibergestellt.
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Abbildung 5.26: Mikroskopieaufnahmen eines ungewaschenen 400 um Gitters verdruckt mit dem PTH-Harz links und
Vergleich der Abmessungen des Gitters und der Kanéle nach der Behandlung mit Ethanol rechts.

Wenn die Probe vor dem Reinigungsschritt betrachtet wird, ist die Oberfliche mit nicht
polymerisiertem Harz benetzt. Dadurch wird die Ausmessung der Gitter erschwert. Dennoch
kann festgestellt werden, dass die Gitter und Kanile nach dem Druckprozess eine geringere
Abweichung (1,2-2,7%) von der CAD-Datei aufweisen als die Proben nach der
Nachbehandlung. Ein kurzer Kontakt mit Ethanol von 10 s scheint keinen signifikanten Einfluss
auf die Dimension des Objektes zu haben. Bei lingerem Kontakt mit dem Losungsmittel
scheinen die Gitter jedoch irreversibel und final um ~17% zu schrumpfen, da nach einer
Lagerung des zuvor getrockneten Objektes im Losungsmittel weder ein Quellen auf die
urspriingliche Ausgangsdimension noch ein weiteres Schrumpfen beobachtet werden kann.

Die mit dem kommerziellen Vergleichsharz BV-007A gedruckten Gitter zeigen eine geringe
Abweichung zwischen der CAD-Datei und dem gedruckten Objekt. Da diese sowohl mit dem
gleichen 3D-Drucker als auch mit der gleichen Druckdatei wie das PTH-Harz hergestellt wurden
und auch die gleiche Reinigungsprozedur durchgefiihrt wurde, kann ein Einfluss des
Druckprozesses auf die beobachteten Abweichungen ausgeschlossen werden. Bei weiterer
Betrachtung der mikroskopischen Ausmessungen des PTH-Harzes bestatigt sich die Vermutung,
dass die Schrumpfung erst nach dem Druckprozess im Reinigungsschritt stattfindet. Daher wird
im néchsten Schritt der Reinigungsprozess ndher betrachtet.
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Einfluss des Reinigungsprozesses

Um den Einfluss des Reinigungsprozesses auf den Schrumpfprozess ndher zu untersuchen,
werden Dipropylenglykolmonomethylether (DPGME), IPA, ein kommerziell erhéltlicher
Harzreiniger (Monocure 3D Resinaway®), Reinstwasser, Hexan und HEMA zur Reinigung der
3D-gedruckten Gitterstrukturen eingesetzt. Dabei werden sowohl polare als auch unpolare
sowie organische als auch wéssrige Losungsmittel verwendet und die Proben anschliel3end im
Vakuumtrockenschrank getrocknet. Die Ergebnisse der Abmessung der Gitter und Kanéle sind
in Abbildung 5.27 fiir die getesteten Losungsmittel dargestellt.
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Abbildung 5.27: Vergleich der Abmessungen des Gitters und der Kanale nach der Behandlung mit DPGME, IPA, einem

Harzreiniger, Reinstwasser, Hexan und HEMA, um den Loésungsmitteleinfluss auf das Schrumpfen der Struktur zu
bewerten.

Fiir DPGME, IPA, den Harzreiniger und Wasser werden mit 14 — 17% Abweichung von der
angestrebten GroRe vergleichbare Ergebnisse erzielt. Fiir das unpolare Hexan ergibt sich eine
Abweichung von 5% und damit eine Schrumpfung von nur einem Drittel im Vergleich zu den
anderen Losungsmitteln. Die geringste Abweichung von 2% ist bei HEMA zu beobachten,
welches selbst als Monomer Bestandteil der Harzmischung ist. Dies zeigt, dass die polaren
Losungsmittel zum Schrumpfen des Materials fithren. Da HEMA jedoch mit 60 mol-% den
grofdten Anteil an der Rezeptur hat, scheint das Problem eines Angriffs der Polymerstruktur hier
nicht zu bestehen.

Bei ndherer Betrachtung der gewaschenen Objekte zeigt sich jedoch, dass das gewahlte
Losungsmittel auch einen FEinfluss auf den Reinigungserfolg des Materials hat. In
Abbildung 5.28 sind beispielhaft die mit Hexan, dem Harzreiniger und IPA gewaschenen
Gitterstrukturen dargestellt.
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Abbildung 5.28: Aufldsungstests von 300 um Gitterstrukturen gewaschen mit Hexan, DPGME oder IPA.

Es ist zu erkennen, dass das 3D-gedruckte Gitterobjekt nach der Behandlung mit Hexan noch
mit unvollstdndig polymerisiertem Harz benetzt ist. Das unpolare Hexan ist hier nicht in der
Lage, die hydrophilen Harzkomponenten zu losen. Somit ist Hexan trotz der geringen
Schrumpfung des Materials fiir die Reinigung ungeeignet. Der Harzreiniger hinterlédsst auch auf
der Strukturoberflache eine Losungsmittelschicht. Analoges gilt fiir HEMA als Losungsmittel.
Nur das 2-Propanol fiihrt zu einer restlosen Entfernung des {iberschiissigen Harzes und des
Losungsmittels.

Da durch den Einsatz von IPA eine vollstdndige Reinigung des Objektes erreicht werden kann
und dieses gleichzeitig die geringste Mallabweichung innerhalb der polaren Losungsmittel
aufweist, wird 2-Propanol als Losungsmittel fiir die weiteren Reinigungsschritte gewahlt.

Einfluss der Hydrophilie des Materials

Werden die Ergebnisse der Losungsmittelreihe betrachtet, so fithren unpolare Losungsmittel zu
einer geringeren Schrumpfung der Struktur. Das untersuchte Harz besteht anwendungsbedingt
aus hydrophilen Komponenten und muss daher ebenfalls mit einem polaren Losungsmittel
behandelt werden. Da eine Schrumpfung des Materials durch die Wahl des Losungsmittels nicht
verhindert werden kann, stellt sich die Frage, ob das Schrumpfen der Struktur auf den
hydrophilen Charakter der Formulierung zuriickzufiihren ist.

Bei der NMR-spektroskopischen Untersuchung des kommerziellen BV-007A Harzes konnte 2-
Phenoxyethylmethacrylat (PEMA) als Monomer identifiziert werden. Dieses besitzt im
Vergleich zu HEMA einen hydrophoben und gleichzeitig sterisch anspruchsvollen Phenylring
am endstdndigen Sauerstoffatom. Um nun den FEinfluss der Hydrophilie und Sterik des
Monomers auf den Schrumpfprozess des Materials zu bewerten, wird eine Variation des
Monomeranteils des HEMA von 0 — 100 mol-% gemischt mit dem hydrophoberen Monomer
PEMA durchgefiihrt (Abbildung 5.29). Der Gesamtmonomeranteil von 60 mol-% in der finalen
Harzformulierung wird dabei beibehalten.
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Abbildung 5.29: Strukturen von PEMA und HEMA, welche als Monomer in der PT(H/P)-Harzformulierung eingesetzt
werden. Dabei wird der Anteil des HEMA in der Monomergesamtmenge von 0 bis 100% variiert.
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Werden die Ergebnisse der Variation in der Monomermischung aus HEMA und PEMA in
Abbildung 5.30 betrachtet, so ist der Trend zu erkennen, dass mit steigendem PEMA-Anteil die
Abweichung zwischen der CAD-Datei und dem 3D-gedrucktem Objekt abnimmt. Dabei zeigt ein
PEMA-Anteil von 16,7% in der Monomermischung keinen signifikaten FEinfluss auf das
Schrumpfen des Materials und ist somit vergleichbar mit der Basisrezeptur. Erst bei einer
Erhohung des PEMA-Anteils auf 50% ist eine signifikante Abnahme der Schrumpfung um 56%
zu beobachten. Die Rezeptur mit nur PEMA als Monomer zeigt wie beim HEMA-Anteil von
16,7% einen Riickgang der Schrumpfung um 87% und damit eine geringe Abweichung der
Abmessungen von der CAD-Datei von ~3%.
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Abbildung 5.30: Vergleich der Abmessungen des Gitters und der Kanale bei unterschiedlichen Anteilen von HEMA

und PEMA als Monomer in der Harzformulierung, um den Einfluss des Monomers auf das Schrumpfen der Struktur
zu bewerten.

Da das kommerzielle Vergleichsmaterial eine geringere Abweichung von der CAD-Datei
aufweist und der Austausch des Monomers HEMA durch PEMA zu einer Verringerung des
Schrumpfens im Material beitrdgt, scheint die Schrumpfung auf das Material selbst
zuriickzufiihren zu sein. Da jedoch die Hydroxylgruppe infolge der spateren Funktionalisierung
die gewiinschte Funktionalitidt im Material ist und der Anteil von 60 mol-% die Vergleichbarkeit
mit kommerziellen Produkten erméglicht, wére die Einfiihrung von PEMA in die Rezeptur nicht
sinnvoll. Hier wiirde sich entweder ein sterisch anspruchsvolles Hydroxylmonomer oder ein
sterischer Quervernetzer anbieten. Da jedoch die Grundrezeptur fiir die Vergleichbarkeit der
Versuche beibehalten werden soll, wird im letzten Schritt untersucht, ob eine Anpassung der
CAD-Datei und damit die Beriicksichtigung der Schrumpfung zu definierten Gitter- und
Kanalgrof3en fiihrt.

Anpassung der CAD-Datei

Die Untersuchung der Gitter- und Kanalgrof3en unter dem Mikroskop ergibt fiir das in IPA
gereinigte Material einen mittleren Schrumpfungsfaktor von ~1,23. Dies bedeutet, dass die
Gitterbreite um diesen Faktor vergrofert, wahrend die Kanalgroe um den Faktor 0,77
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verkleinert werden muss. Fiir das 300 pm Gitter wird daher eine Gré3e von 370 um und fiir
den Kanal 230 um gewdhlt. Die Druckergebnisse des angepassten Objektes sind in
Abbildung 5.31 dargestellt.
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Abbildung 5.31: Mikroskopieaufnahme der Gittersaule mit 370 um Gittern und 230 um L&chern (links) und der
Vergleich der Abmessungen der angepassten sowie der Originalprobe (rechts).

Hier ist zu erkennen, dass die Anpassung der Struktur zu einer geringeren Abweichung der
Abmessungen fiihrt. Somit konnte das Schrumpfen durch die Anpassung der CAD-Datei ohne

eine Anderung der Harzrezeptur kompensiert werden und fithrt zu der gewiinschten Porositit
von ~50%.
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5.3 Oberflachenfunktionalisierung von 3D-gedruckten Gitterstrukturen

Nach der Identifizierung einer geeigneten Harzformulierung folgt die Betrachtung moglicher
Oberflachenfunktionalisierungen fiir die Herstellung von Ionenaustauschern in Form von 3D-
gedruckten Chromatographiesdulen. Hierbei gibt es zwei wesentliche Moglichkeiten,
funktionelle Gruppen in die Struktur einzubringen. Zum einen durch die Harzformulierung
iiber die Auswahl geeigneter Monomere. Zum anderen durch eine nachtragliche chemische
Modifikation der Oberflédche.

Dabei bietet die nachtrdgliche Modifikation der Oberflichengruppen nach dem 3D-
Druckprozess den Vorteil, dass diese Methode ausgehend von einer universellen
Harzformulierung durchgefiihrt werden kann. Durch verschiedene Oberflaichenreaktionen
konnen unterschiedliche Funktionalitdten auf der Oberfldche realisiert und somit mit nur einer
Harzformulierung verschiedene Anwendungsgebiete, wie z.B. die Affinitdts- oder
Ionenaustauschchromatographie, abgedeckt werden. Daher werden in dieser Arbeit neben der
PTH-1,25TP0O-0,0250B-5BHT-Harzformulierung keine weiteren Rezepturen untersucht.

Fiir die Funktionalisierung bieten sich entweder die nicht umgesetzten Doppelbindungen oder
die Hydroxylgruppen des HEMA-Monomers in der gewahlten Harzformulierung an. Der Fokus
dieser Arbeit liegt auf der Funktionalisierung der Hydroxylgruppen des Materials nach dem 3D-
Druckprozess.

5.3.1 Thiol-En-Klickreaktion zur Umsetzung enthaltener freier Doppelbindungen

Zunéachst wird {iberpriift, ob die freien Doppelbindungen nach dem 3D-Druckprozess dazu
genutzt werden konnen, um die OH-Gruppendichte auf der Oberflache {iber eine radikalische
Thiol-En-Klickreaktion zu erhohen (Schema 5.1).

AIBN

D‘O\n/\ + HS/\/OH e D‘O\[]/\/S\/\OH
O (0]

Schema 5.1: Reaktionsschema der radikalischen Thiol-En-Klickreaktion an den freien Doppelbindungen der 3D-
gedruckten Objekte mit Mercaptoethanol.

Bestimmung des Vernetzungsgrads der Druckobjekte

Zur Validierung der Versuchsparameter der radikalischen Additionsreaktion miissen zunachst
die freien Doppelbindungen quantifiziert werden. Die Quantifizierung erfolgt iiber die
Reaktionsenthalpie der Vernetzungsreaktion, welche mit Hilfe der DSC gemessen werden kann.
Um unterschiedliche Vernetzungsgrade zu erhalten, werden drei verschiedene Photoabsorber
eingesetzt: NPS, Sudan I und Coumarin 153.
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Die Ergebnisse der Vernetzungsgrade der untersuchten Materialien sind in Abbildung 5.32
dargestellt.
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Abbildung 5.32: Ergebnisse der aus den DSC-Messungen erhalten freien Doppelbindungen der Harze mit NPS (13%
freue DB), Coumarin 153 (45% freie DB) und Sudan | (22% freue DB) als Photoabsorber.

Ausgehend von dem reinen Harz kann die Gesamtmenge der Doppelbindungen in der Rezeptur
als 100% angegeben werden. Die 3D-gedruckten Objekte werden sowohl ungehartet nach der
Reinigung als auch nach der Nachhédrtung mit 1000 Blitzen unter Stickstoffatmosphéare
untersucht. Die mit NPS gedruckten Objekte weisen nach dem 3D-Druckprozess einen
Vernetzungsgrad von 87% auf und besitzen somit 13% freie Doppelbindungen, die fiir eine
Thiol-En-Umsetzung zur Verfiigung stehen. Der Nachhirteprozess fithrt zu einem
Vernetzungsgrad von 100%. Werden hingegeben die Proben mit Sudan I und Coumarin 153
betrachtet, so besitzen die Sudan [-Objekte 22% und die Coumarin 153-Objekte 45% freie
Doppelbindungen. Nach der Aushédrtung sind bei beiden Photoabsorbern noch freie
Doppelbindungen zu beobachten. Dies kann auf die geringeren Vernetzungsgrade und die
reduzierte Reaktionsumgebung im Material zuriickgefiihrt werden.

Mit den erhaltenen Vernetzungsgraden kann anschlielfend der Materialeinsatz fiir die Thiol-
En-Reaktion bestimmt werden.

Umsetzung der freien Doppelbindungen mittels Thiol-En-Reaktion

Zur Ermittlung geeigneter Versuchsparameter werden zunéchst 5x5x5 mm grol3e Gitterwiirfel
mit 400 um Kanilen mittels Thiol-En-Reaktion umgesetzt. Anschliefend erfolgt die
Quantifizierung der umgesetzten Doppelbindungen mittels Elementaranalyse des Schwefels,
welcher ausschlief3lich {iber das Thiol in das Polymer eingefiihrt wird. Pro umgesetzte
Doppelbindung wird ein Schwefelatom eingebaut.

66



In Abbildung 5.33 sind die Ergebnisse der Schwefelelementaranalyse dargestellt.
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Abbildung 5.33: Ergebnisse der Schwefelelementaranalyse von Proben mit NPS, Sudan | oder Coumarin 153 als
Photoabsorber, um den Zusammenhang zwischen S-Gehalt und freien Doppelbindungen zu betrachten.

Aufgrund der geringen Probenmenge wird fiir jede Probe eine sechsfache
Schwefelgehaltsbestimmung durchgefiihrt. Werden die Schwefelgehalte der untersuchten
Proben betrachtet, so ergeben sich hohe Fehlergrenzen und geringe Umsatzgrade (< 2,5%).
Bei der Doppelbindungsbestimmung zeigte Coumarin 153 die meisten und NPS die wenigsten
freien Doppelbindungen. Infolge des Zusammenhangs zwischen der Anzahl der freien
Doppelbindungen und der damit verbundenen Schwefelmenge, wird fiir die Absorber Sudan I
und Coumarin 153 ein deutlicher hoherer Schwefelgehalt als fiir NPS erwartet. Diese
Vermutung kann jedoch durch die Elementaranalyse nicht bestitigt werden. Hier weichen die
Ergebnisse deutlich voneinander ab und zeigen keinen eindeutigen Trend zwischen der Anzahl
der Doppelbindungen und dem Schwefelgehalt. Mit den iiber die DSC-Messungen ermittelten
freien Doppelbindungen ergeben sich fiir NPS Ausbeuten von 13 — 18%, Sudan I 11% und
Coumarin 153 lediglich 4%.

Aufgrund der Streubreite der Gehaltsbestimmung kann keine akkurate Aussage iiber den
Schwefelgehalt und damit {iber die Menge der neu eingefiihrten Hydroxyleinheiten getroffen
werden. Aus diesem Grund wird die Reaktion nicht weiter betrachtet.
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5.3.2 TEMPO Oxidation zur Umsetzung der Hydroxylfunktionalitaten

Ausgehend von der Hydroxylgruppe des HEMA-Monomers konnen die 3D-gedruckten
Chromatographiesdulen mittels TEMPO-Oxidation zu Kationenaustauschern umgewandelt
werden. Zur Ermittlung geeigneter Versuchsparameter werden 5x5x5 mm Gitterwiirfel mit
400 pm Kanilen mittels TEMPO-Oxidation umgesetzt (Schema 5.2). Die Quantifizierung der
Carbonsiauregruppen erfolgt mit Hilfe der Sdure-Base-Titration.

0O N
~"oH TEMPO \)J\OH
NaOCl
n NaBr n

Schema 5.2: Reaktionsschema der TEMPO-Oxidation von Hydroxylgruppen zu Carbonsaure-Einheiten.

Bestimmung der Versuchsparameter im Batchbetrieb

Werden die ionischen Kapazitdten der untersuchten Gitterwiirfel in Abbildung 5.34 betrachtet,
so weisen bereits die nicht TEMPO-oxidierten Proben 3,6 ndq g (0,2% der theoretischen OH-
Gruppendichte) an Sauregruppen auf. Dies ist zum einen auf die Oxidation durch den
Luftsauerstoff und zum anderen auf die mechanische Behandlung zuriickzufiihren. Wird der
Katalysator TEMPO nicht in die Reaktionslosung gegeben oder eine zu lange Reaktionszeit von
24 h gewahlt, so ist keine signifikante Erhohung der Kapazitit gegeniiber dem Blindwert zu
beobachten. Diese entsprechen dem Blindwert des Materials. Bei Variation der
Reagienziendquivalente und der Reaktionszeit zeigt die Reaktionsfithrung mit 4 h Reaktionszeit
und zweifachem Reagenzieniiberschuss mit 59,2 udq g’ (3% der theoretischen OH-
Gruppendichte) die hochste ionische Kapazitiat. Mit diesen Versuchsparametern werden die
weiteren Materialien umgesetzt.
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Abbildung 5.34: Titrationsergebnisse der TEMPO-Oxidation von 400 pum Gitterwirfeln mit Variation der
Versuchsparameter (nicht korrigiert mit dem Blindwert).
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Uberpriifen der Eignung von TEMPO-Oxidation fiir Chromatographiematerialien

Der nichste Schritt ist die Oxidation von 40 mm und 100 mm langen Chromatographiesaulen,
die am Stiick gedruckt werden. Als zerstorungsfreies Analyseverfahren der
Carboxylgruppendichte, welches eine anschlielende Weiterverwendung des 3D-Objektes
ermoglicht, wird die Applikation der Saulen als Kationenaustauscher und die Bestimmung der
dynamische Bindungskapazitit (DBC) genutzt. Dabei wird Lysozym (pI = 11,35) als
Modellprotein verwendet und die gesammelten Fraktionen im UV-Vis-Spektrometer bei 280 nm
vermessen.

Zundchst wird der lineare Konzentrationsbereich des Lysozyms und damit ein
Extinktionskoeffizient fiir die quantitative Bestimmung der Proteinmenge ermittelt. In
Abbildung 5.35 sind die Ergebnisse der Verdiinnungsreihe dargestellt.
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Abbildung 5.35: Kalibrierung der Lysozymkonzentration (links) und Chromatogramm einer Referenzmessung im
Vergleich zu einer oxidierten 300 um sowie 100 mm langen Gittersaule bei pH 4,5 (rechts).

Bis zu einer Konzentration von 1,25 mg mL?! ist ein linearer Verlauf der Absorption zu
beobachten, der bei steigender Konzentration in eine Séattigung tibergeht. Fiir die DBC wird
eine Konzentration von 0,5 mg mL"' an Lysozym gewéhlt. Durch die lineare Regression wird
damit ein &= 2.54mLmg!cm?! fiir die Berechnung der Proteinbindekapazitit nach
Gleichung 4.7 bestimmt.

Daraufhin wird iiberpriift, ob Lysozym nicht-spezifisch an die 3D-gedruckte Matrix bindet. Dazu
wird eine Blindmessung mit einer nicht TEMPO-behandelten Gittersdule durchgefiihrt. In
Abbildung 5.35 rechts sind die Chromatogramme einer oxidierten und einer nicht oxidierten
300 um Chromatographiesdule von 100 mm Linge, aufgenommen mit einer
Flussgeschwindigkeit von 0,5 mL min!, gegeniibergestellt. Das unmodifizierte Material zeigt
keine nicht-spezifische Bindung vom Protein am Material. Im Gegensatz dazu ist eine Bindung
des Lysozyms an der TEMPO oxidierten Chromatographiesdule und bei Erhéhung der
Konzentration des Elutionspuffers (50 mM Natriumacetatpuffer mit 1 M NaCl) die Elution des
Proteins moglich. Dies zeigt, dass eine erfolgreiche TEMPO-Oxidation an den 3D-gedruckten
Saulen durchgefiihrt werden konnte und diese als CEX verwendet werden konnen.
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Optimierung der Reaktionsbedingungen im kontinuierlichen Betrieb

Im néchsten Schritt soll die TEMPO-Modifizierung der Chromatographiesdulen optimiert
werden. In diesem Fall wurde der Versuchsaufbau variiert und die Reaktion sowohl statisch auf
einem Kreisschiittler als auch dynamisch mit einer Spritzenpumpe durchgefiihrt. In
Abbildung 5.36 sind die Proteinbindekapazitdten des Versuchs dargestellt.

50 05 Horizontal : Vertikal

7;54_5, 1100 *6)‘/;?’ R E . = 1100
> 4.0] L < %04 : <

S 45l 180 & © 5 @
g 3 | == | o
w 3.0 l 2 =03 ! 2
= 160 a = I o
S 25+ S B : S
Q. Q Q i «Q
220} 2 202 - @
3] 140 8 © ! o
€15} 7 ° E | d
Q o Q ! o
£1.0f I l20 & £041 | &
B o5l J |
S 0.5 l S !

0.0 0 0.0

Durchfluss Batch

Abbildung 5.36: Die Proteinbindekapazitdten aus der DBC der kontinuierlich (Durchfluss von unten nach oben) und
im Batch umgesetzten 300 um 100 mm Gittersdulen bei pH-Wert 5 in einer Dreifachbestimmung (links) und die
Proteinbindekapazitdten von 300 um 40 und 100 mm Gittersdulen mit unterschiedlicher Versuchsdurchfiihrung bei
pH 4,5 (rechts). Die Unterschiede der Proteinbindekapazitdten der Sdule im Durchfluss links und der Saule rechts
ergeben sich durch die pH-Wert-Anderung.

Dabei weist die Batchreaktionsfiihrung mit 0,5 mgus g'ssue eine deutlich geringere
Proteinbindekapazitét auf, als die dynamische Variante mit der sechsfachen Kapazitiat. Daher
wird die TEMPO-Oxidation der Chromatographiesdulen im Durchfluss durchgefiihrt.
Weiterhin stellt sich die Frage nach der Positionierung der Siule im Versuchsaufbau mit der
Spritzenpumpe. Dazu werden 40 mm und 100 mm Gittersdulen mit einer Kanalgr6f3e von
300 um in der Oxidationsreaktion sowohl in vertikaler als auch in horizontaler Position
umgesetzt. Dabei wird ebenfalls der Einfluss einer Kaskade von mehreren Saulen getestet. In
Abbildung 5.36 rechts sind die beim pH-Wert von 4,5 in der DBC vermessenen
Proteinbindekapazitdten des Aufbauscreenings dargestellt. Werden die Ergebnisse der
horizontalen Versuchsdurchfilhrung betrachtet, so ergeben sich fiir die 40 mm Sé&ulen
Proteinbindekapazitdten von 0,23 — 0,25 mgyys g 'saue. Die nachgeschaltete Sdule zeigt dagegen
mit 0,11 mgiys g'saue eine deutlich geringere Kapazitit auf, so dass auf eine simultane
Umsetzung mehrerer Sdulen an einer Spritzenpumpe nicht weiterverfolgt wird. Die vertikale
Positionierung der Sdulen liefert dabei mit 0,33 mgiys g'siue flir die 40 mm und mit
0,39 mgiys g'saue flir die 100 mm Gittersdule hohere Proteinbindekapazitidten. Daher werden
fiir die folgenden Versuche 100 mm lange Saulen in vertikaler Position umgesetzt.
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Einfluss der Oxidation auf das Erscheinungsbild der Chromatographiesaulen

Nach dem Austausch des Photoabsorbers NPS durch OB184 zur Herstellung farbloser Sdulen
(Abschnitt 5.1.1) kann aufgrund der verbesserten Druckauflésung der 3D-Druck von farblosen
200 um Gittersdulen fiir die TEMPO-Oxidation erfolgen. Aufgrund der nun farblosen Objekte
kann nach der Oxidation der 3D-gedruckten Sdulen erstmals eine gelbliche Verfarbung in dem
Material beobachtet werden, welche auf die Reagenzien der TEMPO-Oxidation zuriickgefiihrt
werden kann. TEMPO zeigt eine intensive orange und NaOCl eine gelbe Farbung. Eine
Einfarbung der 3D-gedruckten Objekte durch diese Reagenzien konnte zuvor aufgrund des
verwendeten gelben Photoabsorber NPS nicht festgestellt werden.

Daher wird im folgenden Schritt der Einfluss der Konzentration der Reagenzien auf die
Verfarbung des Materials untersucht. Ausgehend von NaOCI wird die Konzentration zwischen
0,05 und 0,53 mol L variiert.

In Abbildung 5.37 sind links die 200 um Gittersdulen nach der TEMPO Oxidation dargestellt.
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Abbildung 5.37: Links: Verfdaroung von TEMPO oxidierten 200 um Gittersdulen mit Konzentrationen von NaOC|
zwischen 0,13 und 0,53 M. Rechts: Proteinbindekapazitdten der Gittersdulen im Konzentrationsscreenings der
eingesetzten TEMPO-Reagenzien von 0,05 bis 0,53 M in einer Dreifachbestimmung.

Es kann der Trend beobachtet werden, dass eine Erhohung der Konzentration der Reagenzien
zu einer stirkeren Verfarbung des Materials fiihrt. Die Konzentrationen von 0,05 und
0,13 mol ! fithren zu keiner Farbung des Materials, wihrend eine Konzentration von
> 0,41 mol L! zu deutlich gelben Séulen fiihrt. Bei 0,31 mol L! ist nur eine leichte Farbung des
Materials zu erkennen.

Werden nun die Proteinbindekapazitdten aus der DBC der Siulen betrachtet, so fiihren die
Konzentrationen von 0,05 und 0,13 mol L! zu niedrigen Kapazitdten von < 0,83 mgiys g 'saule-
Hier reicht die geringe Konzentration der Reaktanden nicht fiir eine vollstindige Umsetzung
der Hydroxylgruppen aus. Die Konzentrationen von 0,53 und 0,41 mol L™ fithren zwar zu einer
Erhohung der Proteinbindekapazitdt von bis zu 3,45 mgys g 'siue, Sind aber aufgrund der
intensiven Gelbfarbung des Materials nicht zielfiihrend. Somit fithren zu geringe
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Konzentrationen (< 0,13 mol L'!) ebenfalls zu geringen Proteinkapazitaten, wahrend zu hohe
Konzentrationen (> 0,41 mol L) eine starke Verfarbung zur Folge haben.

Die Konzentration von 0,31 mol L zeigt mit 4,42 mgiy g 'siue die hochste Proteinkapazitdt und
gleichzeitig eine vernachldssigbare Verfirbung des Materials. Infolgedessen wird sie als
Zielkonzentration bei weiteren TEMPO-Oxidationen gewahlt.

AnschlieBend wird beurteilt, ob eine Verdnderung der Oberfldchenbeschaffenheit in Folge der
TEMPO-Oxidation stattfindet, da mit NaOCl ein starkes Oxidationsmittel fiir die Umsetzung der
Hydroxylgruppen verwendet wird. Zur Betrachtung der Oberfliche werden REM-Aufnahmen
vom Material vor und nach der Oxidationsreaktion aufgenommen.

Werden die REM-Aufnahmen in Abbildung 5.38 betrachtet, so sind bei der unbehandelten
200 pm Gitterséaule aufder den einzelnen Schichten des Druckprozesses keine Auffélligkeiten zu
erkennen.

Vor TEMPO » Nach TEMPO

. ——100pm 100X . ——100pm 100X

Abbildung 5.38: REM-Aufnahmen eines Gitters vor und nach der TEMPO-Oxidation, um die Auswirkungen der
Reaktion auf die Materialbeschaffenheit zu bewerten.

Im Vergleich dazu weist die oxidierte Probe eine Aufrauhung der Oberflache auf, so dass die
Schichten nicht mehr erkennbar sind. An den Bruchkanten ist jedoch zu sehen, dass
hauptséchlich die Oberfldche des Materials von der Oxidation betroffen ist und nicht die innere
Struktur der Sdule. Da eine Aufrauhung der Oberflache diese nur vergrofert und damit eine
hohe Proteinbindekapazitit begiinstigt, ist die Anderung der Oberflichenbeschaffenheit durch
den Oxidationsprozess zu vernachlassigen.

Fiir die Oxidation der Hydroxylgruppen wird ein starkes Oxidationsmittel benétigt, so dass
nicht alle in der Literatur bekannten Oxidationsreaktionen fiir die Einfiihrung der
Carboxylgruppen in das Material in Frage kommen. Dariiber hinaus schliel3t die spatere
Anwendung in der Chromatographie Reaktionen aus, welche die Verwendung von Metallen
oder bedenklichen Reagenzien erfordern. Mogliche alternative Oxidationsrouten wurden
untersucht, jedoch konnten fiir das untersuchte System keine Alternativen identifiziert werden,
die weder zu einer Verfarbung des Materials noch zu einer Verdnderung der Oberflache fiihren.
So fiihrt zum Beispiel der Einsatz von Wasserstoffperoxid zum Verlust der mechanischen
Stabilitdt des Materials und die Oxidation mit Kaliumpermanganat ist aufgrund der Bildung
von Mangandioxid, auch bekannt als Braunstein, ebenfalls nicht zielfithrend.

Daher wird weiterhin auf die TEMPO-Oxidation zur Umsetzung der Hydroxylgruppen
zurlickgegriffen.
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Optimierung der Bedingungen der dynamischen Bindekapazitatsbestimmung

Der nédchste zu bestimmende Parameter ist der pH-Wert der in der DBC verwendeten
Puffersysteme. In Anlehnung an bereits etablierte DBC-Systeme wird fiir die Messung mit
Lysozym ein 50 mM Natriumacetatpuffer verwendet. Mit einem pl des Lysozyms von 11,35
zeigt das Protein vor allem in einem Bereich um den pH-Wert von 5 hohe ionische
Wechselwirkungen, daher wird der pH-Wertbereich von 4,5 bis 5,5 betrachtet.'''®! Die
Ergebnisse der DBC sind in Abbildung 5.39 dargestellt. Bei einer Erh6hung des pH-Wertes von
4,5 auf 5 ist ein Anstieg der Proteinbindekapazitdt um den Faktor fiinf zu beobachten. Da eine
weitere Erhohung des pH-Wertes auf 5,5 zu keiner signifikanten Erhohung des DBC-Ergebnisses
fiihrt und nach dem Waschschritt mit Essigsaure (pH-Wert 3,5) eine schnellere Einstellung des
pH-Wertes erfolgen kann, wird fiir die weiteren Messungen der pH-Wert von 5 gewdahlt.
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Abbildung 5.39: Proteinbindekapazitaten von 300 um Gittersdulen der Ldnge von 40 mm bei den pH-Werten von 4.5
bis 5.5.

Uberpriifen der Reproduzierbarkeit der Modifizierung sowie der Mehrweganwendung der
Saule

Im Folgenden wird die Reproduzierbarkeit der TEMPO-Modifikation {iberpriift und gleichzeitig
untersucht, ob sich die Chromatographieséule fiir den Mehrweggebrauch eignet.

Zunichst werden die Proteinbindekapazititen der DBC-Messung zur Untersuchung der
Reproduzierbarkeit von drei verschiedenen 200 um Gittersdulen, welche analog in der TEMPO-
Oxidation umgesetzt wurden, in Abbildung 5.40 links betrachtet. Hier ist zu sehen, dass die
Bindekapazititen fiir jeweils die erste Messung 4,41+0,29 mgiys g 'siue betragen, dann um 19%
fiir die zweite Messung auf 3,57 +0,46 mgiys g 'saule Sinken und fiir die dritte Messung nochmals
um 15% abnehmen (3,02+0,41 mgyys g'saue). Damit kann gezeigt werden, dass die
Modifizierung und damit einhergehend die Proteinbindekapazitit des Lysozyms fiir alle drei
Chromatographiesdulen innerhalb der ersten drei Messungen reproduzierbar ist. Gleichzeitig
ist jedoch auch die Abnahme der dynamischen Bindekapazitit reproduzierbar.
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Abbildung 5.40: Betrachtung der Proteinbindekapazitdtsabnahme an einer Gittersdule nach unterschiedlicher
Behandlung.

Um diesen Effekt ndher zu betrachten wird die gleiche Sdule mehrmals mit der gleichen DBC-
Methode vermessen und der Verlauf der Kapazitat analysiert. Wahrend der DBC-Messungen
kann festgestellt werden, dass die gemessene Proteinbindekapazitit mit jeder weiteren
Messung abnimmt. Insbesondere nach der dritten Messung ist ein deutlicher Abfall der
Proteinbindekapazitiat zu beobachten.

In Abbildung 5.40 werden die Proteinbindekapazitdten einer oxidierten 200 pm Gittersaule
nach der TEMPO-Oxidation und nach der Lagerung im Abzug sowie Trockenschrank verglichen.
Die Proteinbindekapazitét betrdgt zu Beginn der Messungen 4,6 mgiys g 'siue und sinkt bei der
dritten Messung auf 4,0 mgys g'siue. Danach wird die Sdule eine Woche lang im Abzug
gelagert. Nach dieser Zeit sinkt die Kapazitét bei der ersten Messung auf 3,6, dann auf 2,5 und
schlieflich auf 1,6 mguys g'ssue. AnschlieBend wird durch Trocknen der Sédule im
Vakuumtrockenschrank iiberpriift, ob dieser Kapazitétsverlust reversibel ist. Die Ergebnisse
nach dem Trocknen zeigen einen weiteren Kapazitatsverlust bis hin zu einer nahezu totalen
Abnahme der Kapazitit auf 0,1 mgiys g siule.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine reproduzierbare TEMPO-Modifizierung des
Materials erfolgen kann. Weiterhin konnte erfolgreich eine 3D-gedruckte stationdre Phase
hergestellt werden, die fiir die chromatographische Anwendung als CEX geeignet ist und zum
Binden sowie Eluieren von Proteinen mit einer Wiederfindungsrate von 100% verwendet
werden kann. Im Vergleich zu kommerziellen Materialien bindet das 3D-gedruckte Material
weniger, was jedoch auf die vergleichsweise geringe Oberfldche im cm?-Bereich zuriickzufiithren
ist. Ein weiteres Problem stellt die Kapazitdtsabnahme dar. Als Alternative wiirde sich hier die
Einweganwendung der Siulen anbieten, da hier durch die reproduzierbare Bindekapazitit in
der ersten Messung die Abnahme vernachlassigbar wére.

Wird jedoch eine Mehrweganwendung der Chromatographiesdule angestrebt, so stellt sich die
Frage, wodurch dieser Kapazititsverlust verursacht wird. Vermutlich spielen hier mehrere
Faktoren eine Rolle, welche im Folgenden diskutiert werden.
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Betrachtung der dynamischen Bindungskapazitatsabnahme

Die Abnahme der Proteinbindekapazitit nach jeder weiteren Messung kann bei allen
untersuchten Chromatographiesdulen mit einer 200-300 um Gitterstruktur beobachtet werden.
Mogliche Ursachen fiir den Verlust an Proteinbindekapazitit sind in Abbildung 5.41 aufgelistet.
Diese umfassen eine Verdnderung des Materials oder der Oberfldche wéhrend der Bestimmung
der Bindekapazitat des Lysozyms.

Alkalische oder saure Hydrolyse

Einfluss der Lagerlésung

O
) O
Proteinkapazitatsverlust Q ———————— (O Austreten méglicher Substanzen
h O Verlust der Carboxylgruppen
O

Zuganglichkeit der Oberflachengruppen

Abbildung 5.41: Mdgliche Einflussfaktoren auf die Abnahme der Proteinbindekapazitat nach jeder Messung in der
DBC.

Eine erste Vermutung ist die Moglichkeit einer basisch- oder sauerkatalysierten Hydrolyse der
Ether-, Carbonyl- und Estergruppen im Polymergeriist. Um den Einfluss der pH-Wert-Anderung
zu untersuchen, wird die DBC-Methode angepasst. Zum Ausschlief3en der basischen Hydrolyse
wird die Behandlung der Chromatographiesdule mit 1 M Natronlauge in der DBC weggelassen.
Die Ergebnisse der Proteinbindekapazitidten ohne eine basische Behandlung des Materials sind
in Abbildung 5.42 links dargestellt.
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Abbildung 5.42: Proteinbindekapazititen von 200 um Gittersdulen zur Uberpriifung einer basischen oder sauren
Hydrolysereaktion. Links: Keine basische Behandlung der Sdule mit NaOH. Rechts: Keine Behandlung der Sdule mit
Essigsdure und Erhéhung des pH-Wertes in der DBC-Messung auf 6.

Obwohl die Gittersiule keinen stark basischen Medien ausgesetzt ist, kann ein sukzessiver
Kapazitatsverlust beobachtet werden. FEine basische Hydrolyse als Ursache fiir die
Kapazitdtsabnahme wird daher ausgeschlossen.

Die saure Behandlung des Materials erfolgt direkt nach der TEMPO-Oxidation mit 50 mM
Essigsdure, um einerseits basische Reste der TEMPO-Oxidation zu entfernen und andererseits
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die Carbonsauregruppen zu aktivieren. Die Aktivierung erfolgt ebenfalls im ersten Schritt der
DBC-Methode. Daher werden diese beiden Schritte weggelassen und der pH-Wert des
Natriumacetatpuffers auf 6 erhoht. Wird nun der Einfluss der sauren Hydrolyse auf das Material
auf der rechten Seite der Abbildung 5.42 betrachtet, so ist auch hier eine Abnahme der
Proteinbindekapazitdt des Materials zu beobachten. Somit kann auch hier eine saure Hydrolyse
des Materials zundchst ausgeschlossen werden.

Was sich hier jedoch von den anderen Messungen unterscheidet, ist die hohere
Anfangskapazitit von 12,5 mgiys g 'siue mit einer Wiederfindungsrate von nur 84%. Diese lag
in den bisherigen Versuchen im Bereich von 4,5 — 5,5 mgiys g s:iue mit einer Wiederfindungsrate
von > 90%. Die Proteinbindekapazitdt der nicht sdurebehandelten Sdule nimmt erst ab der
dritten Messung den erwarteten Wert an und gleichzeitig stabilisiert sich dort die
Wiederfindungsrate. Bei der sechsten Messung wird wie Dbisher eine geringe
Proteinbindekapazitit von 1,1 mgiys g'saue gemessen. Die hoheren Kapazitidten zu Beginn der
DBC-Messungen konnen auf den abgednderten Reinigungsprozess nach der TEMPO-Oxidation
zurlickfiihrt werden. Der Acetatpuffer reicht nicht aus, um die basischen Komponenten aus dem
Material zu entfernen, welche mehr Protein im Material binden. Wird die Sdule mit Wasser
gespiilt, so kann ein Anstieg des pH-Wertes beobachtet werden. Dieses Phdnomen tritt bei der
Reinigung mit Essigsdure nicht auf. Aus diesem Grund wird der Reinigungsschritt mit
Essigsaure als essenzieller Bestandteil der Behandlung der Sdulen eingegliedert.

Unter Ausschluss der basischen und sauren Hydrolyse des Materials als Ursache fiir den
Kapazitatsverlust wird im nachsten Schritt der Einfluss der Lagerlésung nach den ersten drei
DBC-Messungen auf die Kapazititsabnahme untersucht. Dazu werden die Sdulen nach der
dritten Messung fiir eine Woche in 50 mM Natriumacetatpuffer, reinem Milli-Q® Wasser und in
20% Ethanol gelagert. Zusitzlich zu den wéssrigen Systemen wird auch das organische
Losungsmittel Dipropylenglykolmonomethylether (DPGME) als Lagerlosung verwendet. In
Abbildung 5.43 sind die Verldufe der Proteinbindekapazititen der vier Lagerlosungen
dargestellt.
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Abbildung 5.43: Proteinbindekapazitdten von 200 um Gittersdulen, die nach der dritten Messung in Reinstwasser,
20% Ethanol, 50 mM Natriumacetatpuffer oder DPGME gelagert werden, um den Einfluss der Lagerlésung auf den
Kapazitatsverlust zu untersuchen.
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Nach der Lagerung zeigt die Sdule in DPGME zunéchst den stérksten Kapazitdtsabfall, der fiir
die fiinfte und sechste Messung fiir alle Lagerungslosungen den gleichen Trend aufweist. Damit
zeigt auch die Lagerlosung keinen wesentlichen Einfluss auf den Kapazitédtsverlust.

Bei der Untersuchung der sauren Hydrolyse konnte beobachtet werden, dass Riickstdnde von
Reagenzien der TEMPO-Oxidation die Werte der gemessenen Proteinbindekapazitit der
Chromatographiesiule beeinflussen und diese erhohen. Um festzustellen, ob etwas aus der
Séaule ausgetreten ist, was ebenfalls mit der Verfirbung zusammenhéngt, werden die einzelnen
Fraktionen der DBC-Messungen gesammelt und im Spektrometer im Wellenldngenbereich von
200 — 600nm vermessen. Aufgrund der Gelbfarbung der Sdulen wird ein Signal im Bereich von
575 nm erwartet, falls wihrend der Messung eine gelbe Substanz aus der Sdule ausgetreten ist.
Abbildung 5.44 zeigt beispielhaft das UV/VIS-Spektrum der Fraktion des Elutionsschrittes der
DBC-Messung. In dieser Fraktion wurden aufder dem Lysozymsignal bei 280 nm und dem Signal
des Acetatpuffers keine Substanzen im hoheren Wellenldngenbereich nachgewiesen. Analoges
gilt fiir alle anderen Fraktionen. Das Austreten von Substanzen wahrend der DBC-Messungen
kann somit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5.44: UV/VIS-Spektrum der ausgesammelten Elutionsfraktionen der DBC-Messung mit Lysozym.

In einem weiteren Schritt wird untersucht, ob ein Verlust der Carboxylgruppen wahrend der
analytischen Untersuchungen auftritt. Hierzu wird die Titration der Sauregruppen
herangezogen, wobei die Sdulen aufgebrochen und die inneren Strukturen zur Titration
verwendet werden. Verglichen wird eine frisch oxidierte 200 um Gittersdule mit einer
Chromatographiesaule, welche nach der dritten Messung in Reinstwasser gelagert wurde und
nach der sechsten Messung eine Proteinbindekapazitit von 0,6 mgiys g saue aufweist (Riickgang
der dynamischen Proteinbindekapazitit von 89%). Die Titrationsergebnisse der
Sauregruppendichte beider Saulen sind in Abbildung 5.45 dargestellt.
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Abbildung 5.45: Titrationsergebnisse einer frisch oxidierten 200 um Gittersaule im Vergleich zu einer in sechs
Messung in der DBC vermessen Saule. Ein Verlust der Carboxylgruppen kann nicht beobachtet werden.

Es zeigt sich, dass die in der DBC vermessene Sdule mit 59 piqcoon g lsaue im Vergleich zur
frisch oxidierten Sdule mit 65 uiqcoon g 'saue keinen deutlichen Verlust der Carboxylgruppen
aufweist, welcher die starke Kapazitdtsabnahme erklaren konnte.

Damit kann mit einer 200 pm Gittersdule der Linge von 100 mm, die mit der PTH-1,25TPO-
0,0250B-5BHT-Harzformulierung  gedruckt wurde, eine maximale dynamische
Bindungskapazitiat des Lysozyms bei der ersten DBC-Messung bei einem pH-Wert von 5 mit
einer 100%-Beladung von 5,42 mgiys g 'saue und einer Wiederfindungsrate von 103% erreicht
werden.

Die Proteinbindekapazititsabnahmen der untersuchten Chromatographiesdulen lassen sich
somit weder durch die basisch- und sdurekatalysierte Hydrolyse noch durch die Wahl der
Lagerlosung, das Austreten moglicher Substanzen der TEMPO-Oxidation oder der
Carboxylgruppen erkldren. Es ist daher zu vermuten, dass die Ursache fiir den Kapazitdtsverlust
in einer Anderung der Zuginglichkeit der Oberflichengruppen liegt. Die 3D-gedruckten
Gittersdulen weisen im Vergleich zu ihrer hohen Anfangskapazitit eine geringe Oberfldche im
cm?Bereich auf. Es stellt sich die Frage, ob eine Anderung der Porositit durch einen
irreversiblen Quellungsprozess wéahrend der Messungen auftritt.
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5.4 Porogentemplierung zur Einbringung von Materialporositat

Da die Auflésungsgrenzen sowohl des 3D-Druckers als auch der Photoharzformulierung erreicht
sind, wird zur Vergrol3erung der Materialoberfliche die Porogentemplierung eingesetzt und
somit auf die porogenbasierte Methode zuriickgegriffen (Schema 3.1). Dies ist eine gangige
Methode zur Herstellung von porésen Chromatographiematerialien.®#

Damit besitzt die fertige Chromatographieséule neben der priméren Strukturporositit des
Gitters noch eine sekundidre Materialporositdt. Hierzu muss jedoch zunichst ein geeignetes
Porogen identifiziert werden, mit dessen Einsatz sich das Ziel von 1 um grofen Poren
realisieren lasst.

5.4.1 Identifikation eines geeigneten Porogens

Als mogliche Porogene werden verschiedene Alkohole, Acetate und Ether (Abbildung 5.46) im
vereinfachten Aufbau mit einer 385 nm UV-Lampe in einem transparenten Polyethylen-
Schnappdeckel mit der PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-Harzformulierung untersucht.
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Abbildung 5.46: Chemische Struktur mdglicher Porogene zur Ausbildung einer sekunddren Materialporositat
wahrend des 3D-Druckprozesses.

Zunichst erfolgt eine optische Begutachtung der untersuchten Porogene, um die Ausbildung
einer porosen Struktur zu bewerten. In Abbildung 5.47 sind beispielhaft die ausgehirteten
Polymerproben vom PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-Harz mit PEG200 und PPG1200 als Porogen
dargestellt.

PPG1200

Abbildung 5.47: Im einfachen Aufbau ausgehéartete Polymerproben mit 33% PEG200 (links) und 33% PPG1200
(rechts) als Porogen in der PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT Harzformulierung.
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Das PEG200 fiihrt zur Bildung eines farblosen und transparenten Polymers. Dies weist darauf
hin, dass das PEG200 als Quellmittel in der Harzformulierung wirkt und zu keiner Ausbildung
eines Porensystems fiihrt. Analoges gilt fiir Cyclohexanol und 1,2-Propandiol, so dass fiir diese
Proben keine weiteren analytischen Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Im Gegensatz dazu fiihren die anderen vier Porogene, wie fiir PPG1200 gezeigt, zu farblosen
und opaken Polymeren. Sie stellen somit ein Fallungsmittel dar, das zur Bildung eines pordsen
Systems im Polymer fiihrt. Die Proben werden anschliefend im REM betrachtet und die
Porengrol3enverteilung mittels Hg-Porosimetrie vermessen.

Werden die REM-Aufnahmen von Decanol und PPG1200 als Porogen in Abbildung5.48
betrachtet, zeigt das Decanol keine Poren im gewiinschten GroRenbereich. Analoges gilt fiir
Ethylhexylacetat dessen REM-Aufnahme in Abbildung 8.7 im Anhang zu finden ist. Das
PPG1200 hingegen =zeigt eine ausgepriagte Porenstruktur. Auch Dodecanol zeigt hier
vergleichbare Ergebnisse (Abbildung 8.7).

Tum 10.00 K X

1pm 10.00 KX

Abbildung 5.48: REM-Aufnahmen der im vereinfachten Aufbau ausgehéarteten Polymerproben mit 33% Decanol
(links) und 33% PPG 1200 (rechts) als Porogen in der PTH-1,25TP0O-0,0250B-5BHT Harzformulierung.

Zusatzlich zur REM-Analyse wird die PorengroRenverteilung der vier Porogenproben
(Abbildung 5.49) betrachtet, um das Erzielen von 1 um Porendurchmesser ndher untersuchen
zu konnen.
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Abbildung 5.49: PorogengréBenverteilung der im vereinfachten Aufbau ausgeharteten Polymerproben mit 33%

Dodecanol, Decanol, PPG1200 und Ethylhexylacetat als Porogen in der PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT
Harzformulierung.
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Dabei erweist sich lediglich das PPG1200 als geeignetes Porogen, welches ein bimodales Signal
im Bereich von 100 nm bis 2 um hat. Die weiteren Porogene besitzen iiberwiegend
Porendurchmesser von < 100 nm, zeigen jedoch bei Betrachtung der Intrusions- und
Extrusionskurve des Quecksilbers, beispielhaft dargestellt fiir 1-Decanol, eine
Materialverformung infolge der Druckeinwirkung wéhrend der Analyse. Die weiteren
Intrusions- und Extrusionskurven sind im Anhang in Abbildung 8.9 hinterlegt.

Bei optischer Betrachtung der Proben nach der Messung zeigt sich bei Dodecanol und
Ethylhexylacetat eine teilweise Graufirbung des Materials, was auf ein Eindringen des
Quecksilbers in die Porenstruktur des Materials hinweist. Damit konnte trotz der
Druckverformung zumindest ein Teil der Porengrof3enverteilung addquat aufgezeichnet
werden. Dies stimmt ebenfalls mit den Beobachtungen in den REM-Aufnahmen {iberein, welche
nach PPG1200 die grofdten Poren der untersuchten Porogene zeigen. Die Polymerprobe mit
Decanol zeigt nach der Messung keinerlei Verfirbung des Materials, was fiir Hg-
Porosimetriemessungen untypisch ist, da normalerweise selbst bei vollstindiger Entspannung
der Probe ein gewisser Anteil des intrudierten Quecksilbers im Material verbleibt. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen der Intrusions- und Extrusionskurven der Proben
sowie der REM-Aufnahmen, wo keine bis kleine Poren < 100 nm beobachtet werden konnen.
Lediglich die Polymerprobe mit PPG1200 zeigte nach der Messung die typische, vollstandige
Graufarbung des Materials. Der Verbleib des Quecksilbers ist ebenfalls in der verschobenen
Hysteresekurve der Extrusion zu beobachten.

Fiir eine vollstandige Auswertung der Porendurchmesser muss auch die Schrumpfung (3%) des
Materials durch den Trocknungsprozess beriicksichtigt werden. Diese fiihrt zu einer
Verschiebung der Kurve in Richtung kleinerer Porendurchmesser. Somit sind in der Anwendung
grofdere Poren zu erwarten als in der Hg-Porosimetrie gemessen.

Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen des Porogenscreenings wird fiir die weiteren
Experimente die Harzformulierung PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT mit PPG1200 als Porogen
versetzt.

5.4.2 Ubertragung der Porogentemplierung auf den 3D-Druck

Zunichst erfolgt die Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse auf gedruckte Objekte und
dabei eine Betrachtung des Finflusses des 3D-Druckprozesses auf die Porengrof3enverteilung
des Materials. Dazu werden 5x5 mm Zylinder sowohl im SolFlex350 als auch im Hyper-50Y
gedruckt. Die PorengroRenverteilungen der Polymere mit den zugehorigen REM-Aufnahmen
sind in Abbildung 5.50 dargestellt.
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Abbildung 5.50: Vergleich der PorengréBenverteilungen im einfachen Setup und im 3D-Druckprozess mit dem
SolFlex350 sowie Hyper-50Y Drucker (links) und die dazugehodrigen REM-Aufnahmen der 3D-gedruckten Proben
(rechts).

Im Vergleich zur biomodalen Verteilung im vereinfachten Aufbau zeigen die 3D-gedruckten
Proben eine monomodale Porengrofenverteilung im Bereich von 100 — 500 nm. Diese
entspricht damit dem Signal des vereinfachten Aufbaus bei kleineren Porendurchmessern. Im
Vergleich zum SolFlex350 weist der Druck im Hyper-50Y eine engere Verteilung auf, welche erst
bei 150 nm beginnt.

Die Unterschiede konnen auf den wunterschiedlichen Aushirteprozess innerhalb der
verschiedenen Aufbauten zuriickfithrt werden. Im vereinfachten Aufbau wird eine Probe mit
einer Schichthéhe von etwa 3 mm mit einer Leistung von 107 mW cm belichtet, so dass sich
eine Intensitatsverteilung des UV-Lichtes innerhalb der Probe ausbildet. Die oberste Schicht der
Probe wird dabei mit hoher Energie schnell ausgehértet, wihrend die unteren Schichten
verzogert aushdrten. Dies wiirde den bimodale Charakter der Verteilung erklaren. Im Gegensatz
dazu werden beim 3D-Druckprozess die einzelnen 30 um Schichten mit einer Leistung von etwa
6 mW cm? homogen auspolymerisiert. Dies spiegelt sich im monomodalen und engen Verlauf
der Porengrof3enverteilung wider.

Werden die REM-Aufnahmen der 3D-gedruckten Proben miteinander verglichen, so zeigt das
im Hyper-50Y gedruckte Polymer eine bessere Auflosung der Struktur als die Probe aus dem
SolFlex350 Drucker. Das ist wahrscheinlich auf die bessere Auflosung des Hyper-50Y Druckers
zurlickzufiihren, dessen Pixelgrofde mit 30 um um 20 um Kleiner ist als die des SolFlex350
Druckers. Infolgedessen wird der 3D-Druck im Hyper-50Y durchgefiihrt.

Bewertung des Einflusses des Porogenanteils auf die PorengréBenverteilung

Im néchsten Schritt zur Identifizierung einer geeigneten Porogentemplierung wird der Anteil
des PPG1200 mit der PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-Harzfomulierung untersucht. Dabei wird
der Porogenanteil von 33-67% (gg') variiert. Werden die REM-Aufnahmen der 3D-
gedruckten Proben in Abbildung 5.51 betrachtet, so kénnen mit steigendem PPG1200 Anteil
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kleinere Globuli im porosen Material beobachtet werden. Dies ist ebenfalls an den spezifischen
Oberflachen zu sehen, welche mit dem PPG-Anteil zunehmen und fiir 33% PPG 16,5 m? g, fiir
50% PPG 21,2 m? g! und fiir 67% PPG 26,5 m? g betragen. Ein hoherer Anteil an Porogen
fiihrt zu einem Kkleineren Reaktionsvolumen und damit zur Bildung von mehr
Polymerisationskeimen in einer Schicht. Auferdem kann damit ein grof3eres Porensystem
generiert werden, da weniger Harz fiir die Reaktion zur Verfiigung steht. Dieser Trend konnte
bereits in der Literatur beobachtet werden. 19120l
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Abbildung 5.51: REM-Aufnahmen von 3D-gedruckten Polymeren im Hyper-50Y mit 33, 50 und 67 wt-% PPG1200 im
PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-Harz.

Werden nun die PorengroRenverteilungen der drei Proben in Abbildung 5.52 betrachtet, so
zeigen die Proben mit 33 und 50% (g g!) Porogen eine monomodale Verteilung, wohingegen
67% (g g*) Porogen zu einer bimodalen Verteilung der Porengrofe fiihrt.
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Abbildung 5.52: PorengréBenverteilung von 3D-gedruckten Polymeren im Hyper-50Y mit 33, 50 und 67 wt-%
PPG1200 im PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-Harz.

Aufgrund des hohen Porogenanteils konnte eine inhomogene Verteilung des Porogens wahrend
des 3D-Druckprozesses zur Bildung von kleinen Poren bei einem Porogendefizit und zu grof3en
Poren bei einem Porogeniiberschuss fithren. Ein hoher Anteil an Porogen kann ebenfalls zu
mehr Lichtstreuungseffekten fithren und wére mit den Inhomogenitéten in der Lichtintensitét
mit den Ergebnissen im vereinfachten Aufbau vergleichbar. Die grof3eren Poren koénnten
ebenfalls auf die Abnahme der Druckqualitit infolge des hohen Porogenanteils und der dadurch
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reduzierten Reaktionsmenge zuriickgefiihrt werden. Der Trend zu groReren Poren mit
steigendem PPG1200-Anteil kann mit der Hg-Porosimetrie bestitigt werden, wobei die
Erhohung des Porogens auf 50% (g g*') keinen signifikanten Einfluss auf die Porenverteilung
hat. Bei den Porengré3en ist weiterhin das Schrumpfen des Materials nicht zu vernachléssigen,
so dass die Kurven vermutlich ohne Trocknung nach rechts verschoben sind.

Da bei einem Porogenanteil von 67% (g g') die Druckqualitdt deutlich abnimmt und eine
Anpassung der Druckparameter erfolgen miisste, sowie bereits bei einem Porogenanteil von
50% (g g™ keine signifikante Zunahme der Porengrof3e erreicht wird, werden die weiteren
Experimente mit einem Massenanteil von 33% PPG1200 durchgefiihrt.

Untersuchung des Einflusses der Belichtungszeit auf die PorengroBBenverteilung

Zuletzt wird der Einfluss der Belichtungszeit auf die Porengrof3e bei der Porogentemplierung
mittels der PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-33%PPG1200 Harzformulierung untersucht. Die
Belichtungszeit fiir eine Schicht wird in 0,5 s Schritten von 4 s auf 1,5 s reduziert. Die REM-
Aufnahmen der Proben mit der hochsten Belichtungszeit von 4 s und der niedrigsten von 1,5 s
sowie die 3D-gedruckten Objekte sind in Abbildung 5.53 dargestellt. Die Aufnahmen der
weiteren Belichtungszeiten sind in Abbildung 8.8 zu finden. Werden die Aufnahmen
miteinander verglichen, so fiihrt die Reduzierung der Belichtungszeit zur Ausbildung einer
schwammartigen statt der blumenkohlartigen Struktur. Proben mit 2 — 3,5 s Belichtungszeit
zeigen analog zur 4 s Probe ein Blumenkohlartiges Porensystem. Diese Abweichung in der
Porenstruktur ist ebenfalls makroskopisch in den gedruckten Objekten zu sehen. Bei 4 s ist die
Materialoberfléche glatt und die spezifische Oberflache betrdgt 10,4 m? g, wohingegen sie bei
1,5 s Aufrauhungen in der Struktur zeigt und damit einhergehend eine grof3ere spezifische
Oberfliche besitzt (16,8 m? g').
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Abbildung 5.53: REM-Aufnahmen und Fotoaufnahmen einer im Hyper-50Y gedruckten Probe des PTH-1,25TPO-
0,0250B-5BHT-33%PPG1200 Harzes mit einer Belichtungszeit von 4 s (links) und 1,5 s (rechts).
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Werden die dazugehoérigen PorengroRenverteilungen in Abbildung 5.54 links betrachtet, so
zeigen alle Proben eine monomodale Verteilung des Porendurchmessers.
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Abbildung 5.54: PorengréBenverteilung der im Hyper-50Y gedruckten Proben des PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-
33%PPG1200 Harzes mit einer Variation der Belichtungszeit von 1,5 bis 4 s (links) und Verlauf des intrudierten sowie
extrudierten Porenvolumens der 1,5 und 4 s Probe (rechts).

Die Reduzierung der Belichtungszeit fiihrt dabei zur Ausbildung von grof3eren Poren, wobei der
Effekt erst bei der Belichtungszeit von 2 und 1,5 s signifikant ist. Dies wird vor allem anhand
der Intrusions- und Extrusionskurven der 1,5 s und der 4 s Probe im direkten Vergleich deutlich,
wobei sich das intrudierte Volumen des Quecksilbers hier verdoppelt (Abbildung 5.54 rechts).
Da die Druckqualitit des Materials bei Belichtungszeiten < 2,5 s abnimmt und die Proben von
2,5 bis 4 s keinen signifikanten Unterschied in der Porengrol3enverteilung oder der spezifischen
Oberflache zeigen, wird die Belichtungszeit von 4 s beibehalten.

Einfluss des Quervernetzers auf die PorengréBenverteilung

Die Quervernetzer TEGDMA und PETA dienen zum Aufbau des Polymergeriistes und tragen zur
mechanischen Stabilitdt des Materials bei. Es stellt sich die Frage, ob der tetrafunktionelle
Quervernetzer die Ausbildung des Porensystems negativ beeinflusst. Zu diesem Zweck wird der
Anteil an PETA in der Harzformulierung durch TEGDMA ersetzt. Die REM-Aufnahmen der
3D-gedruckten Proben mit und ohne PETA sind in Abbildung 5.55 dargestellt. Die Verwendung
von PETA fiihrt zu kleineren Globuli und grof3eren spezifischen Oberflichen (16,5 m? g?),
wahrend sich ohne PETA groRere Poren und gleichzeitig auch grof3ere Globuli ausbilden. Dies
kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass sich bei einem hoheren Anteil an reaktiven Gruppen
mehr Nukleationskeime und damit mehr Globuli ausbilden kénnen. Ohne PETA bilden sich
weniger Polymerisationszentren aus, die dann zu grof3eren Globuli heranwachsen. Somit
konnen ohne PETA zwar grofere Poren generiert werden, gleichzeitig verringert sich aber mit
zunehmender Grof3e der Globuli die zur Verfiigung stehende spezifische Oberfldche
(10,9 m? g'') im Material.
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Abbildung 5.55: REM-Aufnahmen einer im Hyper-50Y gedruckten Probe des PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-
33%PPG1200 Harzes (links) im Vergleich zur gedruckten Probe des TH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-33%PPG1200 (rechts).

Werden nun die Porengrof3enverteilungen der Proben in Abbildung5.56 miteinander
verglichen, so zeigen beide Harzformulierungen im vereinfachten Aufbau eine bimodale und
im 3D-Druckprozess eine monomodale Verteilung. Die Verschiebung der Verteilung zu
groferen Poren ohne PETA kann sowohl im einfachen Polymerisationsaufbau als auch im
3D-Druckprozess bestétigt werden.
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Abbildung 5.56: Vergleich der PorengréBenverteilung von im Hyper-50Y gedruckten sowie im vereinfachten Aufbau
hergestellten Proben einer Harzformulierung mit 33%PPG 1200 mit und ohne den multifunktionellen Quervernetzter
PETA.

In diesem Kapitel wurde die Erzeugung von Materialporositdt mit einem Porogen untersucht.
Im Porogenscreening erwies sich das PPG1200 in Kombination mit der PTH-1,25TPO-0,0250B-
5BHT-Harzformulierung als vielversprechendstes Porogen. Bei der Ubertragung des
Porogensystems auf den 3D-Druckprozess zeigte der Hyper-50Y eine hohere Druckauflosung als
der SolFlex350. Der PPG1200-Anteil von 33 % (g g1) und die Belichtungszeit von 4 s zeigten
keinen Verlust der Druckqualitdt und wurden damit als Parameter fiir die Endrezeptur gewahlt.
Da eine hohe mechanische Stabilitat (Kapitel 5.1.1) und eine grol3e Oberflache im Material fiir
die spatere Anwendung von Vorteil sind, wird PETA als Bestandteil der Harzformulierung
beibehalten.
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5.4.3 Anwendung von Chromatographiesdulen mit sekundarer Porositat

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Porogenscreeningversuche auf die Herstellung
poroser 100 mm langer Chromatographiesdulen mit einer Kanalgré3e von 300 um iibertragen.
Die innere Gitterstruktur wird mit der PTH-1,25TP0O-0,0250B-5BHT-33%PPG1200-
Harzformulierung im Hyper-50Y mit einer Belichtungszeit von 4 s gedruckt. Anschliel3end wird
das mit dem kommerziellen Formlabs Clear V4-Harz gedruckte Gehduse mit der pordsen
Gitterstruktur zusammengefiihrt. Dabei werden verschiedene Methoden des Zusammenfiigens
der beiden Komponenten mit Hilfe einer Pulsinjektion mit 2 M Natriumchloridlosung
miteinander verglichen. Methode A erfolgt mit Verwendung des PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-
Harzes als Klebstoff wihrend Methode B ohne den Einsatz von Kleber durchgefiihrt wird
(Abbildung 5.57).

__.-AD A1:Innenwand Gehause beschichten

Methode A Q -------- (O A2:Resin aus Gehause verdrangen

O A3: Gehause als Halbschalen

_-{0) B1: Struktur ins Gehause schieben

Methode B Q -------- (O B2: Konisches Gehause und Struktur

O B3: Struktur schrumpfen mit 5M NaCl

Abbildung 5.57: Zusammenstellung der Kombinationsmethoden A und B mit den Ansdtzen 1 -3 zum
Zusammenfihren des Gehduses und der inneren Gitterstruktur.

Bewertung der Kombinationsmethoden A und B

In Abbildung 5.58 sind die Verweilzeitverteilungen der getesteten Kombinationsmethoden und
in Tabelle 5.1 die daraus ermittelten mittleren Verweilzeiten (7) gegeniibergestellt.
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Abbildung 5.58: Verweilzeitverteilungen der getesteten Kombinationsmethoden A und B (links) und Fotos einiger
fertiger Chromatographiesaulen, welche die Nachteile der Einbaumethode, wie Luftblasen und Materialdefekte,
zeigen (rechts).
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Tabelle 5.1: Mittlere Verweilzeiten berechnet aus der Verweilzeitverteilung der beiden Methoden A und B mit jeweils
den ersten Messungen der Ansatze 1, 2 und 3. Die berechnete theoretische Verweilzeit betréagt ~3,2 min.

Methode A Methode B

7 / min 7 / min
Al-1 3,27 B1l-1 4,79
A2-1 3,37 B2-1 3,92
A3-1 3,69 B3-1 4,71

Hier zeigen die nach Methode A hergestellten Chromatographiesidulen A1-1, A2-1 und A3-1,
sowie B2-1 einen dhnlichen Verlauf der Verteilung. Zu Beginn ist ein steiler Anstieg der Kurve
zu erkennen, bis diese nach dem Maximum der Verteilung in einem Tailing auslauft. Die
Chromatographiesidulen der Methode A weisen mit 3,27 — 3,69 min die kiirzesten Verweilzeiten
des Salzes im System auf. Bei ndherer Betrachtung der fertig assemblierten
Chromatographiesaulen fallt auf, dass sich bei A Luftblasen zwischen dem Gehéuse und der
Gitterstruktur bilden (Abbildung 5.58), wodurch keine vollstindige Kontaktflache zwischen
den Komponenten besteht. Bei A3 sind die Luftblasen vor allem im Bereich des Gewindes zu
beobachten. Aulderdem dringt durch die Porositit der Gittersdule Harz, welches als Klebstoff
dient, in die Struktur ein. Aushartungsprozesses fiihrt dies zu geschlossenen Fehlstellen in der
Struktur und reduziert zusammen mit den Luftblasen das verfiigbare Volumen der Saule. Dies
konnte in einer kiirzeren mittleren Verweilzeit resultieren.

Werden die Ergebnisse von Methode B betrachtet, so zeigt Ansatz B2 neben einem dhnlichen
Kurvenverlauf wie A ebenfalls eine vergleichbare mittlere Verweilzeit von 3,92 min. Dies kann
ebenfalls auf das geringere Volumen (-2%) des Gitterzylinders infolge der Anderung in eine
konische Struktur zuriickgefiihrt werden. Die Ansitze B1 und B3 weisen dagegen mit 4,79 bzw.
4,71 min die ldngsten Verweilzeiten auf. B1 besitzt die breiteste Verteilung der untersuchten
Ansétze und zeigt neben einem starken Tailing ebenfalls ein Fronting der Verteilung. Wird die
Gitterstruktur von B1-1 betrachtet, so sind entlang der Auf3enseite des Gitterzylinders Risse in
der Struktur zu erkennen. Diese entstehen durch das Einsetzen der Struktur in das Gehduse.
Der Materialabtrag fiihrt zu Lochern in der Chromatographiesdule, was zu einer intensiveren
Riickvermischung wahrend der Pulsinjektion fiihrt. Dies resultiert in einer Verbreitung des
Signals und mit der VergroBerung des zur Verfiigung stehenden Volumens gleichzeitig zu einer
Erhohung der mittleren Verweilzeit. Bei der Saule B3 erfolgte das Schrumpfen der Struktur mit
5 M NaCl fiir 2 Tage. Hier kommt es beim Einfiihren der Struktur ins Gehduse zu einem
geringen Abtrag von Gittermaterial. Dies fiihrt neben der hoheren Verweilzeit des Salzes
ebenfalls zu einem breiteren Signal im Vergleich zu Methode A und Ansatz B2. Im Vergleich zu
B1 zeigt B3 jedoch ein geringeres Fronting sowie eine geringere Riickvermischung. Somit
konnte neben den Fehlstellen in der Struktur auch die Behandlung des Systems mit der
Salzlosung einen Einfluss auf die Verteilung haben. Die Lagerung der Gitterstruktur in der
Salzlosung wird fiir weitere Experimente ausgeweitet, um ein stirkeres Schrumpfen der
Struktur zur Vermeidung von Fehlstellen erméglichen.

Da die Handhabung der Methode A mit dem Einsatz von Klebstoff und der Konstruktion von
Halbschalen einen hoheren Montageaufwand erfordert, wird im Folgenden auf die Methode B
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zurlickgegriffen. Hier werden nur die Ansédtze B2 und B3 néher betrachtet, da bei Ansatz B1
kein zerstorungsfreier Einbau der Gitterstruktur méglich war.

In Abbildung 5.59 sind zur Betrachtung der Reproduzierbarkeit der Kombinationsansitze B2
und B3 deren Verweilzeitverteilungen dargestellt. Die daraus berechneten mittleren
Verweilzeiten sind in Tabelle 5.2 angegeben.
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Abbildung 5.59: Verweilzeitverteilungen der konischen Saulen des Ansatzes B2 (links) und der mit Salz
geschrumpften Sdulen des Ansatzes B3 in Abhéngigkeit der Lagerzeit (rechts).

Tabelle 5.2: Mittlere Verweilzeiten der vierfachen Reproduzierbarkeitsmessungen von Ansatz B2 und B3.

Ansatz B2 Ansatz B3
7/ min T/ min tragerung / Tage
B2-1 3,92 B3-1 4,71 2
B2-2 3,54 B3-2 4,39 3
B2-3 3,64 B3-3 3,82 17
B2-4 4,22 B3-4 3,49 20

B2 3,83 + 0,26 - - -

Die Verweilzeitverteilungen der konischen Chromatographiesdulen zeigen alle einen
vergleichbaren Verlauf mit einer {iber alle vier Messungen gemittelten mittleren Verweilzeit von
3,83 = 0,26 min. Damit ist der Ansatz iiber die Herstellung konischer Gitterstrukturen mit einer
Abweichung von ca. 16 s untereinander gut reproduzierbar.

Wird hingegen der Ansatz des Schrumpfens der Sdule mit 5 M NaCl-Losung betrachtet, so
verschiebt sich die Verteilung in Abhingigkeit von der Lagerzeit der Struktur in der Salzlosung.
Es ist der Trend zu erkennen, dass mit zunehmender Lagerzeit die Verteilungsfunktion enger
wird, sich weiter nach links verschiebt und sich daraus eine stetige Verringerung der mittleren
Verweilzeit ergibt. Hier fiihrt eine ldngere Behandlung des Materials mit einer Salzlésung zu
einer starkeren Schrumpfung der Struktur (2 - 5%), so dass eine Beschadigung des Materials
unwahrscheinlicher wird. Dariiber hinaus kénnte die lange Lagerzeit zu einer irreversiblen
Schrumpfung kleinerer Poren im Material und damit zu einer Verringerung des verfiigbaren
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Volumens in der Saule gefiihrt haben. Dies wiirde die verkiirzte Verweilzeit erkldaren. Diese
deckt sich insbesondere bei den Sadulen B3-3 und B3-4 mit den Ergebnissen des B2-Ansatzes,
der bereits durch die konische Struktur ein verringertes Volumen aufweist. Zur
Weiterverfolgung des Ansatzes B3 miisste ein Optimierungsschritt der Lagerzeit des Materials
in der Salzlosung erfolgen. Da der Ansatz B2 keinen zusétzlichen Schritt der chemischen
Behandlung der Gitterstruktur vorsieht, der sich auf die Verweilzeitverteilung auswirken
konnte, ist dieser Ansatz B3 vorzuziehen.

Den abschlieRenden Schritt stellt die Ubertragung der Porogentemplierung auf die TEMPO-
Oxidation dar, um den Einfluss der Zugéanglichkeit der Oberflache auf die Kapazitidtsabnahme
zu beurteilen. Hier werden bei 200 um Gittersdulen ohne den Einsatz von Porogen bei der
ersten DBC-Messung Proteinbindekapazitdten von ca. 5,4 mgiys g 'saue €rhalten. Diese nehmen
mit jeder weiteren Messung ab, bis diese bei der sechsten Messung ein Minimum von
0,6 mgyys g 'saue erreichen, was einem Kapazitéatsverlust von 89% entspricht.

Bestimmung der dynamischen Bindungskapazitat der Porogensaulen

Fiir die Bestimmung der dynamischen Bindungskapazitit werden die zuvor hergestellten
300 um Gitterchromatographiesidulen (B3-1 und B3-2) mit der Strukturporositit von 50% und
der durch das PPG1200 eingefiihrten sekundidren Materialporositdt von 33% verwendet. Die
Ergebnisse der Proteinbindekapazitit der TEMPO oxidierten Gitterporogensiulen sind in
Abbildung 5.60 dargestellt.
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Abbildung 5.60: DBC-Ergebnisse von TEMPO oxidierten 300 um Porogengitterchromatographiesdulen mit Lysozym
als Protein beim pH-Wert von 5 in einer Dreifachbestimmung.

Fir die Saulen kann eine reproduzierbare Proteinbindekapazitit von etwa
33,1 = 0,4 mgiys g 'saule ermittelt werden. Aufderdem ist die Kapazitét {iber die sechs Messungen
hinweg konstant und der zuvor beobachtete Kapazitatsverlust tritt bei den Porogensaulen nicht
auf.
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Mit Hilfe der Gasadsorptionsanalyse kann nach der BET-Methode eine Oberflache der Saulen
von 13,29 m? g und somit von ca. 40 m? fiir die gesamte Sdule bestimmt werden, die bei den
Sédulen ohne Porogen im cm?-Bereich liegt. Damit ergeben sich mit einer gro3eren Oberflache
ebenfalls eine hohere Hydroxylgruppendichte und damit mehr Aktivzentren, an denen das
Lysozym binden kann. Damit kénnte sich die Vermutung tiber ein Zugéanglichkeitsproblem der
Oberflache der Gittersdulen ohne den Einsatz von Porogen bestitigen.

Im letzten Schritt wird die Proteinbindungskapazitit der neu entwickelten 3D-gedruckten
Chromatographiematerialien im Vergleich zu anderen etablierten Chromatographiesystemen
bewertet.

Vergleich mit etablierten chromatographischen Systemen

Mit der nun {iber die Gassorption bestimmbaren Oberflache kann die Proteinbindekapazitit auf
die Oberfldche bezogen werden und betragt fiir die 3D-gedruckten Sdulen 2,5 +0,06 mgys m2.
Damit kann ein Vergleich zwischen den 3D-gedruckten Gittersiulen und den
Standardchromatographiematerialien erfolgen. Dazu werden kommerziell erhéltliche
Hydroxymembranen sowie Hydroxypartikel analog zu den Gittersdulen in der TEMPO-
Oxidation umgesetzt und in der DBC mit Lysozym beim pH-Wert von 5 hinsichtlich ihrer
Proteinbindekapazitdt vermessen. Es ist jedoch zu beachten, dass die fiir die
Gasadsorptionsmessungen zugangliche Oberflache zugrunde gelegt wird, die sich von der fiir
die Chromatographie zuginglichen Oberfliche unterscheiden konnte. Da jedoch alle
Materialien die gleiche Behandlung erfahren und hinsichtlich ihrer Oberflachenchemie dhnlich
sind, wird dies fiir einen indikativen Vergleich an dieser Stelle in Kauf genommen. Der Vergleich
der Proteinbindekapazitdten ist in Abbildung 5.61 dargestellt und die dazugehodrigen BET-
Oberflachen sind in Tabelle 5.3 hinterlegt.

()]

i | 1100

N

w
T

H

A

% / eyeIsbunpulepaIp

—_
T

lonische Kapazitat / mg, ,, m™

0 : : 0
3D Druck Partikel Membran

Abbildung 5.61 Vergleich der Proteinbindekapazitdt von TEMPO oxidierten 3D-gedruckten Saulen, Membranen
sowie Partikeln in Bezug auf deren BET-Oberflache.
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Tabelle 5.3: BET-Oberflachen von den 3D-gedruckten 300 um Gitterchromatographiesdulen mit PPG1200 und
kommerziell erhéltlichen Hydroxymembranen sowie Hydroxypartikel.

3D Druck Membran Partikel
BET-Oberflidche / m?g! 13,29 7,34 130,96
OH-Konzentration / mol% 60 65 50

Beim Vergleich der drei chromatographischen Materialien fillt auf, dass die oxidierten
Membranen mit 4,2 +0,2 mgys m? die hochste Proteinbindekapazitiat aufweisen, gefolgt von
den 3D-gedruckten Séulen. Die untersuchten Partikel weisen mit 1,6 + 0,05 mg,s m? die
geringste Bindekapazitdt auf. Die skalierbaren und reproduzierbaren 3D-gedruckten Saulen
liegen dementsprechend mit 2,5 +0,06 mgy,s m? im mittleren Bereich der etablierten
chromatographischen Systeme und bieten damit eine vergleichbare Proteinbindekapazitét zu
herkémmlichen Materialien. Durch die neue Technologie des 3D-Drucks kann hier jedoch nicht
nur eine Materialporositit, wie bei Partikeln und Membranen, sondern zusitzlich eine
Strukturporositit in Form einer offenzelligen Gitterstruktur ermdglicht werden. Durch diesen
Vorteil kann die Porositat auf zwei Grofenskalen eingestellt werden. Weitere Optimierung des
Materials und des Drucksystems konnten zu grofleren Poren (> 500 nm) und zu grofderer
Auflésung der Durchgangskandle (>300 um) fiihren. Hier konnte {iber einen Multi-
Materialdrucker die simultane Herstellung der inneren Struktur und des duf3eren Gehauses
ermoglicht werden. Damit miisste kein Zusammenfiihren der beiden Komponenten erfolgen
und die Chromatographiesédule wére in einem Schritt fertig. (2!}

Die freie Strukturgestaltung der Durchgangskanile und die damit einhergehende Begiinstigung
des konvektiven Massentransportes ermoglicht zudem hohere Flussgeschwindigkeiten in den
DBC-Messungen von 2,6 mL min' bei einem Riickdruck der Siule von 2,5 bar gegeniiber
chromatographischen System auf Basis von Partikeln (0,5 mL min, 3 bar) und Membranen
(2,5 mL min’!, 3 bar). Die 3D-gedruckten Materialien erlauben somit nicht nur die Einstellung
hoher Flussraten, sondern dariiber hinaus eine gezielte Einstellung der Strémungseigenschaften
durch Optimierung der geordneten Zellstruktur. Damit konnte fiir jedes Zielmolekiil eine
Modellierung zur Findung der optimalen Trennstruktur erfolgen, sodass fiir jedes Molekiil die
optimale Struktur maRgeschneidert 3D-gedruckt werden kann. Dies ist weder fiir Partikel noch
fiir Membranen realisierbar. Mit der Moglichkeit des 3D-Drucks auf Anfrage (Printing on
Demand) konnten kleine Batchproduktionen fiir sehr spezifische Anwendungen erméglicht und
iiber das Prototyping optimiert werden. Da die Siulen iiber ein additives Fertigungsverfahren
hergestellt werden, sind diese inhédrent ressourceneffizient. Im Vergleich dazu entsteht bei der
Partikelherstellung durch die Klassifizierung der Partikelgrof3enverteilung viel Abfallprodukt
(Ausschuss). Fiir die Membranherstellung werden die Membranvliese durch grole Wannen
gefiillt mit der Harzformulierung gefahren, sodass hohe Mengen an Harz benotigt werden.
Infolge der finalen Formgebung iiber z.B. Stanzen kann auch hier viel Abfallprodukt als
Verschnitt entstehen. Dariiber hinaus ermoglicht das handliche und leichte Design eine einfache
Handhabung der Sdulen bei der Montage sowie Demontage und bei der Durchfiihrung der
chromatographischen Analyse. Im Gegensatz zu den Partikeln und Membranen, ldsst sich
weiterhin die Produktion von den 3D-gedruckten Sdulen leicht transferieren und erfordert
einen geringen herstellungstechnologischen Aufwand hinsichtlich einer
Grof3produktionsanlage, z.B. in Form einer 3D-Druckfarm.
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6 Zusammenfassung

Der 3D-Druck erméglicht die additive Herstellung dreidimensionaler Objekte auf Basis
computergestiitzter Design-Modelle durch schichtweisen Materialaufbau. Diese interessante
additive Fertigungsmethode hat jedoch bisher keine nennenswerte Anwendung bei der
Herstellung von Medien fiir chromatographische Trennprozesse gefunden. Ein Briickenschlag
zwischen beiden Themenfeldern konnte das Themenfeld der Chromatographie durch die
Moglichkeit der gezielten Einstellung von FlieBwegen in der stationidren Phase mit geordneter
und praziser Morphologie revolutionieren.

Da jedoch ein Defizit an geeigneten Materialien besteht, welche mit ausreichender Auflosung
und sekunddrer Porositdt sowie notwendiger Oberfldchenfunktionalitdt gedruckt werden
konnen, die sowohl mit additiven Fertigungsverfahren verarbeitet werden konnen als auch fiir
den Einsatz in den Trennwissenschaften geeignet sind, war das Ziel der vorliegenden Arbeit die
Entwicklung neuartiger stationidrer Phasen mittels des DLP-3D-Druckverfahrens.

Unter Beriicksichtigung vorgegebener Spezifikationen, wie hoher chemischer und
mechanischer Stabilitdt, hoher Reaktivitit gegeniiber photoinduzierter Polymerisation,
moglicher Modifizierbarkeit und Farblosigkeit des Materials, konnte in ersten Vorversuchen
eine Harzformulierung auf Basis von 10-mol% PETA, 30 mol-% TEGDMA und 60 mol-% HEMA
identifiziert werden. Fiir einen effektiven Initilerungsschritt bei der Wellenldnge der
UV-Lichtquelle des 3D-Druckers von 385 nm wurde der Initiator TPO mit einem Anteil von
1,25 mol-% bezogen auf die fliissigen Harzkomponenten gewahlt. Um Schichtdicken im Bereich
von 25 um und damit eine hohe z-Druckauflosung zu erreichen, musste ein geeigneter
Photoabsorber mit hoher Absorption bei 385 nm gefunden werden. Da eine vollstindige
Entfernung des Farbstoffes weder durch Extraktion mit Ethanol oder Aceton in der Soxhlet-
Apparatur noch mit iiberkritischem CO, moglich war und sich weiterhin negativ auf die
mechanische Stabilitit auswirkte, wurden zur Optimierung der Harzrezeptur 0,025 mol-% des
farblosen optischen Aufhellers OB184 zugesetzt.

Beim 3D-Druck von offenzelligen Gitterstrukturen mit Kanalgréf3en von 100 — 400 um konnten
mit dieser Harzzusammensetzung in allen Objekten auspolymerisierte Bereiche festgestellt
werden, so dass zur Optimierung der xy-Druckauflosung der Inhibitor BHT eingesetzt wurde.
Bei einer Zielkonzentration von 5 mol-% konnten offene Gitterstrukturen von 180 um mit
einem Upscaling der Saulenldnge von 10 mm auf 100 mm sowie Gyroidstrukturen von 240 um
mit einer Belichtungszeit von 4 s pro Schicht realisiert werden. Durch eine Umorientierung der
Druckobjekte um 90° konnte die Druckauflosung auf offene 150 um Gitter und 200 um Gyroide
erhoht werden. Mikroskopische Aufnahmen zeigten jedoch ein Schrumpfen der Strukturen um
33 %, das auf den Reinigungsprozess mit Isopropanol zuriickgefiihrt werden konnte. Uber eine
Anpassung der Strukturabmessungen unter Beriicksichtigung des Schrumpffaktors konnte die
gewtinschte Strukturporositit von 50% ermoglicht werden.
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Nach der Festlegung der Harzzusammensetzung und der Bestimmung der Druckparameter des
Materials erfolgte als ndchster Schritt die Funktionalisierung der freien Hydroxylgruppen des
HEMA-Monomers mit Hilfe der TEMPO-vermittelten Oxidation zur Herstellung von
Kationenaustauscherchromatographiesdulen. Mit 400 um Gitterwiirfeln zeigten die Versuchs-
parameter von 4 h Reaktionszeit und einem zweifachen Aquivalent an Oxidationsreagenzien
die hochste ionische Kapazitdt von 59,2 piq. g'. Damit wurden diese Parameter fiir die
Folgeversuche gewahlt. Fiir eine zerstorungsfreie Analyse von Gittersdulen mit einer Linge von
100 mm wurde die Analyse der umgesetzten Hydroxylgruppen {iiber die Applikation als CEX
bestimmt. Hierbei wurde das gegeniiber der Carboxylatgruppen affine Lysozym als
Modellprotein zur Bestimmung der dynamischen Proteinbindekapazitit der oxidierten
Kationentauscher bei pH-Wert 5 und einer vollstindigen Proteinbeladung eingesetzt und bei
einer Absorption von 280 nm quantitativ detektiert. Hierbei konnte bei kontinuierlicher
Reaktionsfithrung der TEMPO-Oxidation von 300 um Gittersdulen mit 3,16 mgiys g saule iM
Vergleich zu 0,50 mgiys g'saue im Batchversuch eine deutlich hohere Bindekapazitit erreicht
werden. Wiederfindungsraten von ~100% zeigen, dass keine unspezifische Proteinadsorption
am Material stattgefunden hat. Bei der anschlieRenden optischen Betrachtung der Sédulen
konnte als Folge der TEMPO-Oxidation eine Gelbfarbung des Materials beobachtet werden,
deren Intensitidt mit der Konzentration der Reaktanden in der Reaktionslosung und den daraus
resultierenden Proteinbindekapazitaten korrelierte. Durch eine Variation der Konzentration von
0,05-0,53 mol L' konnte festgestellt werden, dass zu geringe Konzentrationen
(< 0,13 mol L'Y) auch zu niedrigen Proteinbindekapazititen fithrten, wihrend zu hohe
Konzentrationen (> 0,41 mol L'!) eine starke Verfirbung zur Folge hatten. Ein Kompromiss
zwischen ausreichender Performanz und geringer Verfirbung wurde bei einer Konzentration
von 0,31 mol L' mit einer Bindekapazitit von 4,42 mgiys g'siue und vernachléssigbarer
Verfarbung des Materials gefunden. REM-Aufnahmen des oxidierten Materials zeigten
weiterhin eine oxidationsbedingte Aufrauhung der Oberflache, die jedoch nicht in das Innere
der Struktur vordrang. Auflerdem wurde bei den aufeinanderfolgenden Bestimmungen der
Proteinbindekapazitédt eine irreversible Abnahme der Kapazitit festgestellt. Die mit einer
200 um Gittersdule maximal erreichte Bindekapazitit von 5,40 mgiys g'saue zeigte bei der
sechsten DBC-Messung mit nur noch 0,60 mgyys g'saue €inen Kapazitatsverlust von etwa 89%
auf. Bei der Untersuchung moglicher Einflussfaktoren auf den Kapazititsverlust konnte sowohl
eine basische als auch eine saure Hydrolyse des Materials ausgeschlossen werden. Es konnte
jedoch festgestellt werden, dass eine saure Behandlung des Materials nach der TEMPO-
Oxidation unerlésslich ist, um eine vollstdndige Entfernung der Verunreinigungen durch die
TEMPO-Reagenzien zu gewdhrleisten. Auch zeigte die Losung, in der die Sdulen gelagert
wurden, keinen Einfluss auf die Kapazitdtsabnahme, welche bei Lagerung im Acetatpuffer, in
Wasser, in 20%-Ethanol und DPGME den gleichen Trend zeigte. Weiterhin konnten wéhrend
der DBC-Messungen keine aus dem Material austretenden Komponenten nachgewiesen werden
und eine Titration der Carboxylatgruppen vor den DBC-Messungen sowie nach der
Kapazititsabnahme zeigte mit 59 bzw. 65 piqcoon g 's:ue Keine signifikante Verdnderung der
Ligandendichte im Material.

Da die 3D-gedruckten Saulen Oberflaichen von nur wenigen cm? und mit 60 mol-% HEMA eine
hohe Hydroxylgruppendichte aufwiesen, wurde eine mégliche Anderung der Porositit durch
Quellvorgédnge des Materials als letzter moglicher Einflussfaktor auf die Kapazitdtsabnahme
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untersucht. Hierzu wurde neben der strukturellen Porositdt der Sdulen in Form von der
Gitterstruktur ebenfalls eine Materialporositat iiber die PIPS mit Hilfe von 33% (g g') PPG1200
als Porogen in die Chromatographiesidulen eingefiihrt. Dadurch konnten Poren im Bereich von
50 — 500 nm generiert und die Oberfldche des Materials auf ~13 m? g' erh6ht werden. Die
300 um Porogengittersiulen zeigten nach der TEMPO-Oxidation eine Proteinbindekapazitit
von 33,10 mgrys g saue bzw. 2,5 mgrys m?, welche iiber alle sechs Messungen hinweg konstant
blieb. Damit konnte erfolgreich eine stabile Bindekapazitit in der 3D-gedruckten stationédren
Phase realisiert werden.

Das Ziel war die Entwicklung neuartiger stationdrer Phasen mit Hilfe des photobasierten 3D-
Druckverfahrens. Ein Vergleich der dynamischen Proteinbindekapazitit mit etablierten
Chromatographiesystemen hat aufgezeigt, dass die 3D-gedruckten Porogengittersdulen mit
2,5 mgiys m? eine um 56% hohere Kapazitit gegeniiber von TEMPO-oxidierten kommerziellen
Partikeln (1,6 mg,s m?2) aufweisen. Insgesamt konnte somit ein chromatographisches System
realisiert werden, welches mit den etablierten Systemen auf Partikel- und Membranbasis eine
vergleichbare Leistungsfahigkeit aufweist und diese gleichzeitig mit den zahlreichen Vorteilen
einer additiven Fertigung vereint. Das mit der DLP-Technologie neu entwickelte
Chromatographiematerial stellt somit eine attraktive Ergdnzung zu den bereits verfiigbaren
stationdren Phasen dar. Insbesondere, da sich die Anforderungen an chromatographische
Materialien in einem stetigen Wandel befinden und damit ein Bedarf an schnellem und
einfachem Prototyping von definierten und geordneten Strukturen je nach Applikation besteht,
was mit Hilfe der additiven Fertigungstechnik ermoglicht wird.
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8 Anhang

8.1 Summary

3D printing enables the additive manufacturing of three-dimensional objects based on
computer-aided design models by building up materials layer by layer. However, this interesting
additive manufacturing method has not yet found any significant application in the production
of media for chromatographic separation processes. Bridging the gap between the two topics
could revolutionize the field of chromatography by enabling the targeted setting of flow paths
in the stationary phase with ordered and precise morphology.

However, since there is a lack of suitable high-resolution materials with sufficient resolution
and secondary porosity as well as the necessary surface functionality, that can be processed by
additive manufacturing techniques and are suitable for use in chromatography, the aim of the
present work was to develop novel stationary phases using the DLP 3D printing process.
Considering given specifications such as high chemical and mechanical stability, high reactivity
to photoinduced polymerization, possible modifiability and colorlessness of the material, a resin
formulation based on 10 mol % PETA, 30 mol % TEGDMA and 60 mol % HEMA was identified
in initial preliminary tests. For an effective initiation step at the wavelength of the UV light
source of the 3D printer of 385 nm, the initiator TPO was selected with a proportion of
1.25 mol % based on the liquid resin components. To achieve layer thicknesses in the range of
25 um and thus a high z-print resolution, a suitable photoabsorber with high absorption at
385 nm had to be found. Since complete removal of the dye was not possible either by
extraction with ethanol or acetone in the Soxhlet apparatus, or with supercritical CO,, and
continues to have a negative effect on mechanical stability, 0.025 mol % of the colorless optical
brightener OB184 was added to optimize the resin formulation.

When 3D printing open-cell grid structures with channel sizes of 100 — 400 pum, this resin
composition showed polymerization in unwanted areas in all objects, so the inhibitor BHT was
used to optimize the xy-print resolution. At a target concentration of 5 mol %, open grid
structures of 180 um with an upscaling of the column length from 10 mm to 100 mm as well as
gyroid structures of 240 um with an exposure time of 4 s per layer could be realized. By
reorienting the printed objects by 90°, the printing resolution could be increased to open
150 um grids and 200 um gyroids. However, microscopic images showed a shrinkage of the
structures by 33%, which could be attributed to the cleaning process with isopropanol. By
adjusting the structure dimensions, taking into account the shrinkage factor, the desired
structure porosity of 50% could be achieved.

After defining the resin composition and determining the pressure parameters of the material,
the next step was to functionalize the free hydroxyl groups of the HEMA monomer using
TEMPO-mediated oxidation to produce cation exchange chromatography columns. With an
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ionic capacity of the 400 um lattice cubes of 59.2 peq g, suitable experimental parameters of
4 h reaction time and a twofold equivalent of oxidation reagents could be determined. For a
non-destructive analysis of lattice columns with a length of 100 mm, the analysis of the reacted
hydroxyl groups was determined via the application as CEX itself. Here, the lysozyme with
affinity towards the carboxylate groups was used as a model protein to determine the dynamic
protein binding capacity of the oxidized cation exchangers at pH 5 and a complete protein
loading and quantitatively detected at an absorbance of 280 nm. In this case, a significantly
higher binding capacity was achieved with 3.16 mgys g coumn compared to 0.50 mgiys g cotumn
when the TEMPO oxidation of 300 um grid columns was carried out continuously. Subsequent
observation of the columns revealed a yellow coloration of the material as a result of TEMPO
oxidation, the intensity of which correlated with the concentration of the reactants in the
reaction solution and the resulting protein binding capacities. Varying the concentration from
0.05-0.53 mol L'}, it was found that too low concentrations (< 0.13 mol L!) also resulted in
low protein capacities, while too high concentrations (> 0.41 mol L) resulted in severe
discoloration. A compromise between sufficient performance and low discoloration was found
at a concentration of 0.31 mol L! with a binding capacity of 4.42 mgiys g column and negligible
discoloration of the material. SEM images of the oxidized material continued to show surface
roughening due to oxidation, but this did not penetrate the interior of the structure.

In addition, an irreversible decrease in the protein binding capacity was observed in the
successive determinations. The maximum binding capacity of 5.40 mgys g coumn achieved with
a 200 pm grid column showed a capacity loss of about 89% with only 0.60 mgiys & coumn in the
sixth DBC measurement. When investigating possible factors influencing the capacity loss, both
basic and acidic hydrolysis of the material could be ruled out. However, it was found that acidic
treatment of the material after TEMPO oxidation was essential to ensure complete removal of
impurities by the TEMPO reagents. Also, the solution in which the columns were stored showed
no effect on the capacity decrease, which showed the same trend when stored in acetate buffer,
in water, in 20% ethanol and DPGME. Furthermore, no components leaking from the material
were detected during the DBC measurements and a titration of the carboxylate groups before
the DBC measurements and after the capacity decrease showed no change in the ligand density
in the material with 59 and 65 peqcoon g coumn, respectively.

Since the 3D-printed columns had surface areas of only a few cm? and a high hydroxyl group
density with 60 mol-% HEMA, a possible change in porosity due to swelling processes of the
material was investigated as the last possible factor influencing the capacity decrease. For this
purpose, in addition to the structural porosity of the columns in the form of the lattice structure,
material porosity was also introduced into the chromatography columns via the PIPS using 33%
(g g') PPG1200 as porogen. This generated pores in the range of 50 — 500 nm and increased
the surface area of the material to ~13 m? g!. After TEMPO oxidation, the 300 um porogen
grid columns exhibited a protein binding capacity of 33.10 mgiys & coumn and 2.5 mgyys m2,
respectively, which remained constant throughout all six measurements. Thus, a stable binding
capacity was successfully realized in the 3D-printed stationary phase.

The aim was to develop novel stationary phases using the photo-based 3D printing process. A
comparison of the dynamic protein binding capacity with established chromatography systems
revealed that the 3D-printed porogen lattice columns with 2.5 mg,s m2have a 56% higher
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capacity compared to TEMPO-oxidized commercial particles (1.6 mgy,s m?2). Overall, a
chromatographic system has been realized that is comparable in performance to the established
particle and membrane-based systems and at the same time combines these with the numerous
advantages of additive manufacturing. The newly developed chromatography material using
DLP technology thus represents an attractive addition to the stationary phases already available.
Especially since the requirements for chromatographic materials are in a constant state of
change and thus there is a need for fast and easy prototyping of defined and ordered structures
depending on the application, which is made possible by additive manufacturing technology.
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8.2 Materialien

Material Hersteller Reinheit
Aceton Sigma-Aldrich -
2,2'-Azobis(2-Methylpropionitril) (AIBN) Sigma-Aldrich >99,8%
2,5-Bis(5-tert-butyl-benzoxazol-2-yl) thiophen (OB184) Sartomer -
BV-007A MiiCraft -

Clear V4 Photopolyner Formlabs -
Coumarin 153 Sigma-Aldrich 99%
Cyclohexanol Sigma Aldrich 99%
1-Decanol Sigma Aldrich 98%
2,4-Dihydroxybenzophenon (Speedblock UV-0) Sartomer -
Diphenyl(2,4,6-trimethylbenzoyl) phosphinoxid (TPO) Merck Life Science 97%
Dipropylenglykolmonomethylether (DPGME) Sigma-Aldrich
Di(propylenglykol)methyletheracetat Sigma Aldrich 99%
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphanol (BHT) Merck Life Science >99%
1-Dodecanol Sigma Aldrich 98%
Essigsdaure 1 M Merck Life Science -
Ethanol Merck Life Science >99,9%
Ethyl(2,4,6-trimethylbenzoyl) phenylphosphinat (TPO-L) Sartomer -
Ethylenglykolphenylethermethacrylat (PEMA) Sigma Aldrich -
2-Ethylhexylacetat Sigma Aldrich -

Hexan VWR -
2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) Merck Life Science >97%
2-(2-Hydroxy-5-methylphenyl)-benzotriazol (BTC01) Sartomer -
Lysozym aus Hithnereiweif3 Sigma-Aldrich > 90%
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich > 99%
Natriumacetat Merck Life Science >99%
Natriumbromid Alfa Aesar > 99%
Natriumchlorid Merck Life Science >99,5%
Natriumhydroxidlésung 0,01 M Merck Life Science -
Natriumhydroxidlosung 1 M Merck Life Science -
Natriumhypochlorid 14% Aktivchlor VWR

2-Nitrodiphenylsulfid ABCR 98%
Pentaerythrittetraacrylat (PETA) Sigma-Aldrich 60 — 90%
1-Phenylazo-2-naphthol (Sudan I) Sigma-Aldrich >95%
Phenylbis(2,4,6-trimethylbenzoyl) phosphinoxid (BAPO) Merck Life Science 97%
Polyethylenglykol 200 (PEG 200) Sigma Aldrich

Polypropylenglykol 1200 (PPG-1200) Thermo Fisher Scientific
1,2-Propandiol Sigma Aldrich

2-Propanol Merck Life Science >99,8%
Resinaway Monocure 3D -
Salzsdure 0,5 M Merck Life Science -
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) Sigma-Aldrich 98%
Triethylenglykoldimethacrylat (TEGDMA) Sigma-Aldrich 95%
Tri(propylenglykol)butylether Sartomer




8.3 Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 8.1: Dehnungskurven von PTH-TPO und TH-TPO mit NPS.
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Abbildung 8.2: Links: UV-Spektren der Quervernetzer PETA sowie TEGDMA, des Monomers HEMA und des
Photoinitiators TPO. Rechts: UV-Spektren verschiedener Photoabsorber.




Schichtdickenmessung der One-Piece-Tests

O ohne Absorber
0.3% BTCO1
0.6% UVO
0.3% UVO0

[0
o
o
T
|

(2]

o

o

T

A —
—
I X
o
! !

)

:‘é

(%] [ ]

2400 .

=2

S 5

2200} I .
ot r |

0 10 20 30 40 50 60
Schichtdicke [pum]

Abbildung 8.3: OPT-Ergebnisse mit der Schichtdicke als Funktion der Belichtungszeit des PTH-Harzes mit BTCO1 und
UVO0 als Photoabsorber.
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Abbildung 8.4: TG-MS und DSC Ergebnisse vom puren Harz (links) sowie dem damit geduckten Objekt (rechts) zur
Betrachtung der Temperaturstabilitdt. Abbau des 3D-geduckten Polymers findet ab 300 °C in einem einstufigen
Prozess statt.




Druckauflosungsversuche

00 m|

0,50mol-% |50 i1 100im| 150/ |

200

1 mol-% 150ipm' 100/xm)| 150/m! 1100/ m|

3 mol-% 1150 100 m)| 4 mol-% 150/m 1100 m|

400/um’

100 pm! 7mol-% 150 wm!

1[00prm|

5mol-% 150/m

Abbildung 8.5: Druckauflésungsergebnisse mit der Gitterstruktur mit 100 bis 400 um Kanalen und einer

Konzentration von 0,25 mol-%.
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Mikroskopieaufnahmen der Losungsmittelreihe zur Betrachtung der
Gitterstrukturschrumpfung
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Abbildung 8 6: Mlkroskopleaufnahmen der Gltterstruktur gewaschen mit Wasser, IPA, DPGME, einem Harzreiniger,
Hexan und HEMA.
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Abbildung 8.7: REM-Aufnahmen der Proben vom Porogenscreening im einfachen Aufbau.
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Abbildung 8.8: REM-Aufnahmen der im Hyper-50Y gedruckten Probe des PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT-33%PPG1200-
Harzes mit der Variation der Belichtungszeit von 2 s bis 3,5 s.




Hg-Porosimetrie
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Abbildung 8.9: Hg-Porosimetrie PorengréBenverteilung mit im einfachen Aufbau ausgehérteten Polymerproben mit
33% Dodecanol und Ethylhexylacetat als Porogen in der PTH-1,25TPO-0,0250B-5BHT Harzformulierung.
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