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Kapitel 1
Einleitung

Die Biomineralisation ist ein gleichermaflen faszinierendes wie bedeutsames Gebiet. So
erfreuen sich viele Menschen an der Schonheit von Biomineralien wie Perlmutt oder der
filigranen Struktur von Diatomen. Biomineralisationsprozesse spielen bei Menschen un-
ter anderem in Knochen und Z#éhnen und bei Krankheiten wie Osteoporose eine wichtige
Rolle. Dariiberhinaus ist die Biomineralisation von iiberaus grofler Bedeutung fiir zu-
kunftstrichtige Technologien: Biomineralien werden bei Umgebungsbedingungen unter
der Kontrolle eines Organismus gebildet. Sie bieten ein perfektes Beispiel fiir die Selbst-
anordnung hierarchisch strukturierter Komposite mit herausragenden Materialeigenschaf-
ten. Sie sind Beispiele fiir Biokompatibilitdt und Recyclefdhigkeit von Materialien und die
kristallographische Kontrolle von Partikelgréfie, Gestalt und Polymorph, so daf§ der Aus-
druck ,,chemische Medusa“ gepriagt wurde. Aus diesen Griinden ist ein Verstdndnis von
Biomineralisationsvorgédngen wichtig fiir Medizin, Materialwissenschaften, Nanotechno-
logie, Kristallisationstheorie, physikalische Chemie und Biophysik. Die Biomineralisation
bietet einen multidisziplindren Ansatz, von der Natur zu lernen.

Dennoch ist das wissenschaftliche Verstédndnis der Prozesse der Biomineralisation noch
sehr gering und hindert die Weiterentwicklung auf vielen Gebieten. Eines der grofiten
Probleme war dabei neben der Komplexitiat der Biomineralisationsprozesse an sich die
Kommunikation zwischen den verschiedenen Fachgebieten. Diese Kommunikation fin-
det inzwischen zunehmend statt, und der Fortschritt der Charakterisierungsmethoden
wie beispielweise der Elektronenmikroskopie oder der Proteinanalytik bietet verbesserte

Moglichkeiten. Dies fithrt zu einem stetigen Anstieg des Wissens und wird in naher Zu-



kunft zahlreiche neue Erkentnisse bergen.

Bisher wurde dabei oftmals von der Dominanz spezifischer biomolekularer Erkennungs-
prozesse ausgegangen, doch weisen neue Studien auf die Bedeutung physikalisch-chemi-
scher, ,allgemein® giiltiger Mechanismen in der Biomineralisation hin.

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag dazu liefern, diese Bedeutung aufzuzeigen und
die Prozesse der Biomineralbildung aufzuklaren. Im Speziellen wird hierbei die M6glichkeit
des Biomineralwachstums iiber amorphe Precusorpartikel und deren Transformation auf
der Mesoskala untersucht. Dazu wird ein neuer Ansatz entwickelt, die Retrosynthese von
Biomineralien: Die ,,Re“-Mineralisierung der unloslichen organischen Matrix von Bio-
mineralien wird am Beispiel von Perlmutt als ein Modellsystem zur Untersuchung des
Wachstums von Biomineralien verwendet.

Im Laufe dieser Arbeit werden zunéchst einige potentielle Kristallisationsmethoden, die
zur Mineralisierung der Perlmutt-Matrix verwendet werden kénnen, beleuchtet und ver-
schiedene Biomineralien auf ihre Eignung fiir die Retrosynthese untersucht. Es werden
dariiberhinaus bio-inspirierte Systeme untersucht, um Kristallisationsmechanismen an
vereinfachten Systemen zu beleuchten. Im Anschlufl wird sowohl das Biomineral als Gan-
zes als auch seine Matrix charakterisiert. Daraufhin werden die Precursor so optimiert,
dafl eine Mineralisierung der Matrix durch die Precursor moglich wird. Schlielich wird
der Remineralisierungsprozef3 ausfiihrlich untersucht und ein Mechanismus der Perlmutt-
bildung vorgeschlagen.

Das hier verwendete Modellsystem wurde aus verschiedenen Griinden ausgewéhlt: Es hat
den Vorteil, dal die Matrix ein dreidimensionales Geriist fiir die Mineralphase bietet und
somit bereits sowohl die mikro- als auch die makroskopische Geometrie der zu syntheti-
sierenden Hybridstruktur aus Matrix und Mineral vorgibt. Zudem wird die Mineralphase
in Form amorpher Precursor geliefert, die im Gegensatz zu lonen den Transport grofler
Mineralmengen ohne die Einschrinkung von Ionenstérke, pH-Wert oder osmotischem
Druck erlauben und iiberdies bereits in vielen Kristallisationsprozessen als Intermediate
beobachtet wurden. Es erscheint also durchaus wahrscheinlich, dafl sie auch in Biomine-
ralbildungsprozessen eine Rolle spielen. Das Modellsystem besteht bis auf die unlosliche
Matrix aus rein synthetischen Komponenten und ist daher geeignet, zu priifen, ob spezifi-

sche Biomolekiilwechselwirkungen notig sind, um das Biomineralwachstum zu imitieren.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Klassische Kristallisationstheorie

Die klassische Kristallisationstheorie! erklirt die homogene und heterogene Nukleation
und das Wachstum von Kristallen. Dabei werden einige Annahmen getroffen, wie bei-
spielsweise die Reinheit der betrachteten Systeme. Weitere Annahmen werden im folgen-
den erlautert.

Wird in einem reinen System bei gegebener Temperatur und Druck die Loslichkeit der
gelosten Komponente iiberschritten, so ist deren thermodynamische Stabilitdt in der kris-
tallinen Phase grofler als in Losung, und sie sollte demgeméf spontan kristallisieren. Meist
jedoch setzt die Kristallisation, sofern kein ,, Impfkeim® zugegeben wird, erst bei hoherer
Ubersittigung der Losung durch Bildung von Keimen und deren Wachstum ein. Dieser
metastabile Bereich, in dem die spontane Kristallisation gehemmt ist, wird ,, Ostwald-
Miers-Bereich®“ genannt und wird durch folgende Betrachtungen plausibel: Erst wenn ein
Keim nach der Bildung auch weiter wéchst, setzt die Kristallbildung in der Losung ein.
Nach den Gesetzen der Thermodynamik ist dies dann der Fall, wenn die freie Enthalpie
G des Systems durch die Kristallisation abnimmt. Dies wird von mehreren Faktoren be-
stimmt: In tberséttigter Losung geht die geloste Komponente durch die Kristallisation
in einen Zustand niedrigerer freier Enthalpie iiber, wodurch ein proportional zur Stoff-
menge bzw. zum Volumen negativer Beitrag AGy (die freiwerdende freie Gitterenergie)

geliefert wird. Da jedoch mit der Keimbildung eine Grenzfliache gebildet wird, wird durch



die damit verbundene Grenzflichenenergie ein positiver Beitrag
AG, =0cA (2.1)

mit der Grenzflichenspannung o geliefert, der proportional zur Oberfliche A des Keimes
ist. Zusétzlich konnen elastische Kréfte durch die umgebende Phase auf den entstehenden
Keim wirken, wodurch ebenfalls ein positiver Beitrag AG. geliefert wird. Dieser kann
jedoch in gasférmigen oder fliissigen Phasen vernachléssigt werden. Um nun die gesamte
Anderung der freien Enthalpie bei der Bildung von Keimen AG g zu bestimmen, werden
diese vereinfacht als kugelférmig angenommen, das heifit ihr Radius ist rx, ihr Volumen

4

57?7“}”( und ihre Oberfliche 4772 . Die Anderung der freien Enthalpie bei der Keimbildung

kann damit zu

4
AGk = AGy + AG, = gﬂr%Ag/v + 4730 (2.2)

berechnet werden, wobei Ag die Differenz der freien molaren Enthalpie der beiden Phasen,
v das Molvolumen der kristallinen Phase und o die spezifische freie Grenzflachenenergie
ist, welche bei Einstoffsystemen der Oberflichenspannung entspricht und als konstant und
isotrop betrachtet wird. Abbildung 2.1 zeigt die Abhéngigkeit von AG g in Abhéngigkeit

vom Keimradius 7 bei einer gegebenen Konzentration. Da kleine Keime (kleine 7, ) eine

AGAN

AG

c

=V

Abbildung 2.1: Die homogene Nukleation wird von der Oberflichenenergie AG, und der ge-
wonnen Gitterenergie AGy des gebildeten Keimes bestimmt. Ab einer bestimmten , kritischen“
Grofle des Keimes mit dem kritischen Keimradius 77, am Maximum der Funktion ist dessen
weiteres Wachstum mit einer Abnahme der freien Enthalpie des Systems verbunden und somit

thermodynamisch begiinstigt.



relativ zum Volumen grofie Oberflache haben, iiberwiegt bei kleinen Werten von rx der
Oberflachenterm, so dafl AG g positiv ist und somit eine Keimbildung thermodynamisch
nicht begiinstigt ist, so daBl der Keim sich wieder auflést. Ab einer bestimmten Grofie
jedoch ist die Oberfldche relativ zum Volumen des Keimes klein genug, so dal AGx vom
Ubergang von der gelosten in die kristalline Phase bestimmt wird, somit also negativ ist
und das weitere Wachstum des Keimes thermodynamisch begiinstigt ist. Die Funktion
durchlauft also ein Maximum. Der Radius des Keimes im Maximum der Kurve ist der
sogenannte , kritische Keimradius“ 7. Die weitere Zunahme des Radius liefert nun einen
negativen Beitrag zur freien Enthalpie. Das bedeutet, in {iberséttigter Losung kénnen
nur diejenigen Keime wachsen, die diesen Radius erreichen. Kleinere l6sen sich wieder
auf, so daBl Keimbildung alleine nicht zwangslaufig zur Kristallbildung fiihrt. Die Grofe
des kritischen Keimes und der freien Enthalpie der Keimbildung 14t sich durch die

Bestimmung der Maxima der Funktion errechnen:

4
AGy = gﬂ(r})za (2.3)
und

(ri)? = —20v/Ag (2.4)

Die Gréfe von ri hingt von der Ubersittigung ab: je grofer diese ist, desto kleiner ist
der kritische Keim und die freie Energie der Nukleation.

Im Gegensatz zur eben beschriebenen homogenen Nukleation hat die heterogene Nu-
kleation eine grofle Bedeutung: die Keime werden beispielsweise an GefédBwédnden oder
Fremdpartikeln wie Staub etc. abgeschieden, welche nahezu immer anwesend sind. Ein
Spezialfall ist die sogenannte Epitaxie, in der die Struktur der Substanz, an der nuklei-
ert wird, die Kristallstruktur des Keimes (beispielsweise bei der Einkristallziichtung, in
der im Ostwald-Miers-Bereich ein ,, Impfkeim“ hinzugegeben wird) bestimmt. Es entsteht
zunéchst eine Adsorptionsschicht aus der iiberséttigten Phase (manchmal sogar aus noch
untersittigter Phase) an dem Substrat, dann bildet sich in dieser durch Diffusion und
Fluktuationen ein kritischer Keim, der weiter wéchst. Dies ist moglich, da die spezifi-
sche Grenzflachenergie des Keimes zur Unterlage kleiner ist als zur Losung und damit
seine Oberflichenenergie relativ zur homogenen Nukleation herabgesetzt wird, wodurch

sich auch rj und AGj, verringern. Es hat sich empirisch herausgestellt, dafi im Falle

5



verschiedener fester Modifikationen der iiberséttigten Phase oft als erstes nicht die un-
ter den gegebenen Bedingungen thermodynamisch stabilste, sondern eine instabile Phase
entsteht, die dann sukzessive in die néchst stabileren Phasen umgewandelt wird, bis
schlieBlich zur stabilsten Phase. Dieses nach Ostwald benannte empirische Gesetz ist
damit zu erkldren, dafl in der Regel zuerst die Phase mit der grofiten Keimbildungsge-
schwindigkeit gebildet wird, die meist nicht die stabilste Phase ist.

Das Wachstum eines Kristalls wird von dem ihn umgebenden Medium beeinflut? und
héngt von der freien Enthalpie seiner Kristallflichen ab, welche dem Produkt der Ober-
flichenspannung der entstandenen Grenzfliche und deren Oberfliche entspricht. Dem-
nach ist viel Energie notig, um Flidchen mit hoher Oberflichenenergie in der Kristall-
morphologie zu exponieren. Da nach Gleichung 2.1 die Oberfliche umso grofler ist, je
langsamer eine Kristallfliiche relativ zu den anderen wiichst,? werden Kristallfliichen mit
hoher Oberflichanspannung schneller wachsen, um ihre Oberfliche zu minimieren.? Fiir

die gesamte freie Enthalpie aller Kristallflichen eines Kristalls folgt also:

ZAG,L = iaiAi (2.5)

Dieser Ausdruck erreicht sein Minimum, wenn der Kristall seine Gleichgewichtsmorpho-
logie annimmt. Da die Oberflachenenergien zwar aus Kraftfeldrechnungen fiir das Vaku-
um gut bestimmt werden konnen, jedoch eine Beriicksichtigung des Losemittels kaum
moglich ist, ist es sehr schwer, die Gleichgewichtsmorphologie eines Kristalls vorherzusa-
gen, zudem das Losemittels normalerweise nicht absolut rein ist. Zusétzlich ist es moglich,
durch die Zugabe von Additiven, welche durch elektrostatische oder strukturelle Wechsel-
wirkungen an bestimmte Kristallflichen adsorbieren konnen, deren Oberflichenenergien
zu andern. Damit verbunden ist eine Modifizierung der Kristallmorphologie, die nur
noch in Ausnahmefillen vorhergesagt werden kann.® So konnen sich beispielsweise o,w-
Dicarbonséduren an bestimmte Calcitflichen anlagern und so die Morphologie des Calcit-

kristalls beeinflussen.*

2.2 Biomineralisation

Biomineralisation ist der Prozef3, mit dem Organismen Biomineralien bilden. Diese haben

die verschiedensten Funktionen, beispielsweise als Skelett (Knochen und Schalen), Kau-
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werkzeug (Zahne), zur Orientierung (Magnetotaktische Bakterien) oder als Ionenspeicher.
Sie faszinieren nicht nur Wissenschaftler; durch ihre Schonheit und die Komplexitét ihrer
Formen und haben sie Kiinstler und Architekten inspiriert.® Biomineralien sind herausra-
gende Beipiele fiir die Fahigkeit von Lebewesen, sich optimal an die Umwelt anzupassen.
So werden sie unter Umgebungsbedingungen gebildet und bestehen oftmals zu einem
GroBteil aus vermeintlich , einfachen“ und im Uberschu vorhandenen Komponenten wie
Calciumcarbonat.

Sie unterscheiden sich in vielen Punkten von ,normalen® anorganischen Mineralien, ob-
wohl sie bis zu 99 oder mehr Prozent aus anorganischem Material bestehen. Ihre Bil-
dung ist ein kontrollierter Prozefl und fiithrt zu anorganisch-organischen, oft iiber mehrere
GroBlenordnungen hierarchisch strukturierten Hybridmaterialien mit aulergewohnlichen
Materialeigenschaften,® wie extremer Bruchfestigkeit (z.B. Schalen), Hirte und Elasti-
zitdt (z.B. Knochen). Sie haben komplexe Formen, kristallisieren oder lésen sich nicht
unkontrolliert auf und kénnen aus Kristallmodifikationen bestehen, die unter den gege-
benen Umgebungsbedingungen als solche thermodynamisch meta- oder gar instabil sind.
Zudem weisen sie zum Teil einen Selbtsheilungsmechanismus auf (z. B. gebrochene Kno-
chen), und ihre Bildung ist vollig reproduzierbar.

Daher liegt es auf der Hand, daf3 die Biomineralisation ein sehr interdisziplindres Gebiet
ist: So sind Biologie, Medizin, Chemie, Materialwissenschaften, Physik und Mineralogie
nur einige Bereiche, die sich mit ihr befassen, um Bildung und Funktionsweise von Biomi-
neralien zu verstehen, in einen evolutionsgeschichtlichen Zusammenhang zu bringen” und
natiirlich sie zu kopieren. Die Interessen reichen dabei von der Herstellung neuer Mate-
rialien mit herausragenden Eigenschaften unter Umgebungsbedingungen bis zur Heilung
von Krankheiten wie Osteoporose® oder der Regeneration kranker Zihne.

Trotz intensiver Forschung sind jedoch die Mechanismen der Biomineralisation noch weit-
gehend unbekannt und ihre Aufkldrung seit einiger Zeit in den Mittelpunkt vieler For-
schungsgruppen geriickt.

Biomineralien sind, wie oben genannt, Kompositmaterialien aus anorganischen Mineral-
und organischen Bestandteilen. Die Mengenverhéltnisse konnen stark variieren, z.B be-
tragt der organische Anteil in Molluskenschalen 1-5 wt%, in Knochen 60-70 wt% (Trok-

kengewicht). Die Gesamtheit aller organischen Bestandteile eines Biominerals wird orga-



nische Matrix genannt. Diese wird weiter unterteilt in die 16sliche und unlésliche orga-
nische Matrix, in Abhéngigkeit davon, ob sie sich in dem jeweiligem Medium, mit dem
die mineralische Komponente entfernt wird (héufig eine schwache Séaure) 16st oder nicht.
Unlosliche Komponenten sind beispielsweise Collagen oder Chitin, 16sliche verschiede-
ne Makromolekiile. Die Einteilung in 16slich und unléslich ist unter Umstédnden etwas
willkiirlich oder problematisch,” ! da sie in vivo nicht zwangsliufig dieselbe sein muf:
so ist es beispielsweise denkbar, dafl bestimmte Proteine zwar in der Saure 16slich sind,
aber moglicherweise in dem Medium, in dem der Biomineralisationsprozefl statt findet,
in ungelodster Form vorliegen.

Trotz vieler Studien, die sich direkt oder indirekt mit der organischen Matrix oder ihren
Bestandteilen befassen ist es weitgehend unbekannt, wie genau die organische Matrix den
Mineralisationsprozef steuert. Selbst die genaue Zusammensetzung der organischen Ma-
trix, vor allem aber ihre in vivo-Struktur ist fiir die allermeisten Biomineralien nicht be-
kannt. Tendenziell wird beim Biomineralisationsprozefl der 16slichen organischen Matrix
eher die steuernde Rolle, der unléslichen die geriistgebende zugeschrieben.!' Im folgen-
den wird der Begriff ,Matrix“ vereinfacht fiir ,,unlosliche organische Matrix“ verwendet,

soweit nicht anders genannt.

2.2.1 Amorphe Phasen in der Biomineralisation

Amorphe Phasen sind bei Umgebungsbedingungen oft thermodynamisch und kinetisch
instabil'> und haben im Gegensatz zu kristallinen Phasen eine ungordnete Struktur.
Sie streuen keine Rontgenstrahlen und Elektronen, so dal es oftmals schwer ist, sie
in Gegenwart kristalliner Phasen zu identifizieren. Sie konnen jedoch eine Nahordnung
auf der atomaren Skala aufweisen.'®!? Auch der Wassergehalt kann variieren. Sie sind
thermodynamisch instabil und haben im Vergleich zu kristallinen Phasen ein gréfleres
Loslichkeitsprodukt und eine geringere Dichte.

In Biomineralien sind amorphe Phasen nicht ungewthnlich. Sie sind entweder stabil und
dauerhafter Bestandteil® oder transient und werden in kristallines Material umgewan-
delt. Als Beispiel fiir ersteres seien Diatomen genannt, deren Geriist aus amorphem Si-

lica besteht und verschiedenste Formen und filligrane Strukturen aufweist und so eine



erstaunliche Stabilitdt erhilt. Der Seeigel P. pachydermatina hat zwei Sorten Skelett-
nadeln, von denen eine aus kristallinem Calcit, die andere aus Calcit und amorphem

Calciumcarbonat (ACC) nebeneinander besteht.!?

Ein Vorteil von amorphen Biominera-
lien gegeniiber kristallinen ist ihre hohere Bruchfestigkeit, da sie isotrop sind und keine
bevorzugten Spaltflichen haben. Allerdings sind sie leichter 16slich als kristallines Mate-
rial. Transiente amorphe Phasen findet man in Biomineralien als temporére ,, Lagerform*®,
beispielsweise in Vesikeln, um das Mineral schnell verfiighar zu machen. Dort weisen sie
eine zwischenzeitliche Stabilitiit auf.!® Instabile transiente amorphe Phasen werden als
Vorlauferphasen fiir kristalline verwendet. So konnte gezeigt werden, dafl einige Mollusken
amorphes Calciumcarbonat (ACC) als Vorlaufer (Precursor) zum Aufbau ihrer Schale im
Larvenstadium verwenden, welche in kristallines Aragonit umgewandelt werden,'® und
daB die Regenerierung von beschidigten Seeigelstacheln mittels ACC erfolgt.!” Da es
sich hierbei oft nur um kleine Mengen handelt, die zudem nicht stabil sind, ist es duflerst
schwierig, diese Vorlaufer vor allem in Gegenwart kristalliner Phasen nachzuweisen, so
daf} sie lange Zeit unentdeckt blieben. Es ist anzunehmen, daf3 die Zahl ihrer Beispiele
weiterhin steigen wird. Zur Zeit ist bereits das Auffinden von biogenem, transientem ACC
so aufwendig, dafl es alleiniger Inhalt von Verdffentlichungen in fithrenden Zeitschriften
ist.!” So ist biogenes ACC an sich erst Anfang des 20. Jahrhunderts entdeckt worden.

Fiir alle bisher bekannten Beispiele gilt, dafl stabiles ACC Wasser enthélt, transientes
jedoch wasserfrei ist. Unter anderem aufgrund des Wassergehaltes kann ACC verschie-
dene Nahordnungen haben, so dafl es mehrere, strukturell unterschiedliche Formen von

ACC gibt.!® Der Mechanismus seiner (zeitweisen) Stabilisierung ist noch nicht aufgeklirt,
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scheint jedoch iiber bestimmte Makromolekiile und Tonen'® zu erfolgen.
Durch diese Entdeckungen wurden die géngigen Modelle der Biomineralisation nachhal-
tig beeinflufit.!® Frither wurde die Bildung von Biomineralien als ionisches Wachstum

interpretiert,

was jedoch nicht alle Punkte zufriedenstellend erkldren konnte. Selbst
bei der Annahme, dafl im Organismus wesentlich héhere Ionenkonzentrationen als dem
Loslichkeitsprodukt entspechende stabilisiert werden kénnen, wiren sehr grofie Volumina
an Losung notig, um die notige Materialmenge zum Mineralwachstum zur Verfiigung zu

stellen. Dies ist in Hinsicht auf die Diffusion schwer denkbar, da diese Volumine zum

Mineralisationsort an- und abtransportiert werden miiiten.2! Amorphe Precursor jedoch



bieten eine andere Moglichkeit, dieses Problem zu l6sen, ndmlich mittels sogenannter
Mesoskalentransformation von Precursorpartikeln (s. Kapitel 2.2.2) am Ort der Mine-
ralisation, so da} kein Ionenwachstum noétig ist. Im Gegensatz zu lonen kénnen mit
(amorphen) Precursorn groe Mengen an Material nahezu unabhéngig vom osmotischen
Druck und biologischen ,,Einschrénkungen® wie dem pH-Wert transportiert werden. So
erscheint dieser Weg aus Sicht der Evolution sinnvoll, um grélere Mengen an Mineral,
wie es in Biomineralien von Noten ist, herzustellen.

Eine sehr interessante Rolle als ACC-Precursor konnten dabei sogenannte ,, PILP‘s* (Po-
lymer Induced Liquid Precursors) spielen. Sie sind fiir organische Substanzen bereits gut
bekannt und wurden auch fiir CaCO3 bei Zugabe von Polyacryl (pAA)- oder Polyas-
paraginsiure (pAsp) beschrieben.?®?* Durch das Polymer induziert wird das ACC als
eine tropfchenformig verteilte, fliissige Phase gebildet, was zu einer einer Mikrophasen-
separation des Systems fiihrt. Es wurde sogar iiber eine fliissig/fliissig Phasenseparation
von C'aCOs in Losung ohne Additive berichtet.?* Die durch pAA oder pAsp induzierten
PILP-Tropfen sedimentieren, koaleszieren und kristallisieren, wodurch kristalline C'aCO3-
Filme entstehen. Es konnen iiberdies komplexe Formen gebildet werden, die durch das
,FlieBen“ und Kristallisieren einer fliissigen Vorliuferphase erklirt werden konnen.?? In
einer Durchflufizelle konnten durch die Generierung von PILP‘s perlmuttartige C'aC'Os-
Diinnfilme hergestellt werden.?” Eine fliissige ACC-Phase bietet weiterhin den Vorteil,
daB sie potentiell jede Form annehmen und somit den durch beispielsweise eine Matrix
gegebenen Raum ausfiillen kann, wodurch die Bildung komplexer Kristallmorphologi-
en ohne den dirigierenden Einflu von Proteinen méglich wird.?326 Es ist beispielsweise
gelungen, mit der PILP-Phase Collagenfasern zu mineralisieren.?” Die PILP‘s bieten so-
mit eine plausible Erkldrung fiir die Bildung der komplexen Morphologien, die in vielen

Biomineralien gefunden werden.

2.2.2 Transformation auf der Mesoskala

Durch die Verwendung von amorphen Precursorn konnen grofie Materialmengen in rela-
tiv kleinen Volumina gespeichert und schnell bereitgestellt werden. Es wird ein effizienter

Massentransport moglich, der, wie oben erwéhnt, nicht (oder kaum) von Loslichkeitspro-
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dukten und osmotischen Driicken abhiingt.!%2® Das Biomineralwachstum erfolgt hierbei
nicht durch die Anlagerung von Ionen sondern von einigen Nanometer grofien, amorphen
Partikeln (Precusorn) und deren Kristallisation: Ein Kristall mit einer Grofle von eini-
gen hundert Nanometern bis in den Mikrometer-Bereich wird so durch eine sogenannte
Transformation auf der Mesoskala.'® gebildet. Da die amorphe Phase ungeordnet ist, weist
sie keine bevorzugte Wachstumsrichtung auf und kann jede beliebige Form annehmen,
was die Bildung komplexer, aber dennoch einkristalliner Morphologien in Biomineralien
erkldren kann.?? Natiirlich ist es auch denkbar, daf§ die Transformation nicht in einem
Ubergang von amorph zu kristallin, sondern von einer kristallinen Phase in eine andere
besteht.

119 schlagen Colfen und Mann vor, daff in den Modellen der

In einem Ubersichtsartike
matrixvermittelten Keimbildung bei der Biomineralisation, die das Biomineralwachstum
unter dem Einflul der sowohl l6slichen als auch unloslichen Matrix erkldren, dhnliche
Prozesse wie bei der beobachteten Transformation auf der Mesoskala in vitro auch in
viwo eine Rolle spielen und beriicksichtigt werden miissen. So wurden bis dahin moleku-
lare Wechselwirkungen, wie die Epitaxie (s. Kapitel 2.1 und 2.3.1) zwischen der Matrix
und der zu nukleierenden Mineralphase, an der Matrix-Mineral-Grenzflédche als treibende
Kraft angesehen, die zur Bildung einer orientierten Kristallphase fiithren (s. Abb. 2.2 a).
Diese kann jedoch auch durch die Bindung von direkt oder via amorphe Precursor in

der Losung gebildeten kristallinen Nuklei an die Matrix gebildet werden (s. Abb. 2.2 b).
In diesem Fall sind kollektive Wechselwirkungen, die Kristalloberflichen der Nuklei und

Amorphe
Precursor @

Abbildung 2.2: Klassisches und erweitertes Modell der orientierten Kristallisation an der or-

ganischen Matrix in der Biomineralisation. Es sind verschiedene Routen denkbar (a-c, s. Text).

geladene Gruppen auf der Matrix beeinhalten, ausschlaggebend fiir die Orientierung der
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Mineralphase. Colfen und Mann schlagen alternativ einen erweiterten Mechanismus vor,
bei dem amorphe Precursor direkt an die Matrix gebunden werden und iiber gekoppel-
te Mesoskalentransformation gerichtet kristallisieren(s. Abb. 2.2 ¢). Es sind also sowohl
molekulare als auch kooperative Wechselwirkungen wie die Phasentransformation auf
mesoskopischer Skala denkbar, die zur orientierten Kristallisation fiithren.

In einem erweiterten Modell schlagen sie weiterhin vor, daf§ die Anfangswachstumsstadien
von Biomineralien innerhalb einer Grenzflachenschicht beispielsweise eines diinnen Films
von Makromolekiilen stattfinden, die an einigen Stellen mit der unloslichen Komponente
der Matrix verbunden sind und die Transfomation der Precursor (bzw. der Hybridstruk-
turen aus Precursorn und stabilisierenden Makromelekiilen) auslosen. Dieses Modell ist
leicht modifiziert schematisch in Abbildung 2.3 dargestellt. Bei der Matrix kann es sich im

weiteren Sinne beispielsweise auch um eine Vesikeldoppelschicht handeln. Es ist natiirlich

Strukturelle

Matrix
Verbindungsstellen Transformation
Funktionelle _fr
; auf der
Matrix Umwandelnde Mesoskala

Makromolekiile
Precursor Hybrid-Mesostrukturen

Abbildung 2.3: Modifizierte Darstellung des neuen Modells der matrixvermittelten Transfor-
mation auf der Mesoskala nach Mann und Coélfen. Die Precursor werden in der Grenzfliche
zur strukturellen Matrix durch Makromolekiile in das Biomineral iiberfiihrt, jedoch nicht mehr

iiber molekulare Erkennung,sondern iiber Wechselwirkungen auf mehreren Skalen.

ohne eingehende Untersuchung des jeweiligen Systems nicht méglich, genau zu differenzie-
ren, ob und inwieweit die unlésliche Matrix nicht auch den Transfomationsprozef3 selbst
beeinflufit und die an sie gebundenen Makromolekiile méglicherweise nur zur temporéaren
Stabilisierung der Precursor wirksam sind oder um diese in Kontakt mit der unléslichen
Matrix zu bringen, genauso wie es schwierig ist, eine generelle Einteilung in unlosliche und
l6sliche Matrix vorzunehmen (vgl. Kapitel 2.2), doch ist das fiir die Kernaussage des neu-
en Modells nicht von Bedeutung. Wichtig ist, dafl nicht mehr die , molekulare Erkennung
(wie beispielsweise im Epitaxiemodell, s. Kapitel 2.3.1), als die prinzipielle Triebkraft

angesehen wird, sondern Wechselwirkungen auf mehreren Skalen, die eine préferentielle
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Orientierung in Bezug auf die strukturelle Matrix als eine emergente Systemeigenschaft
auslosen®.!” Es sind also bei der Biomineralbildung viele verschiedene Wechselwirkungen
oder Krifte auf verschiedenen hierarchischen Leveln vom atomaren bis zum makrosko-
pischen Mafistab wirksam, wobei diese auch miteinander gekoppelt sein bzw. einander
bedingen kénnen. Somit spielen physikalisch-chemische Parameter eine gréfiere Rolle als

bisher angenommen.

2.2.3 Oriented Attachment

Ein weitere Moglichkeit der Bildung komplexer einkristalliner Morphologien ist die ori-
entierte Aggregation oder Anlagerung von kristallinen Untereinheiten, das sogenannte
soriented attachment“.3933 Hierbei lagern sich einkristalline Partikel so zusammen, daf}
sie die gleiche kristallographische Orientierung haben, und fusionieren, so daf sie einen
grofferen Einkristall bilden. Dies kann in einer, zwei oder drei Raumrichtungen geschehen,

wodurch sehr komplexe Strukturen aufgebaut werden kénnen.

2.2.4 Mesokristalle

Ein weiterer Aspekt der Transformation auf der Mesoskala sind die sogenannten Meso-
kristalle. Es handelt sich hierbei per Definition um Kristalle kolloidalen Mafstabs, die
aus Baueinheiten im nm-MaBstab bestehen. Fiir einen Ubersichtsartikel siche Colfen und
Antonietti.?® Eine Schliisselrolle spielen wiederum Precursor, die in der Regel jedoch
nicht amorph sondern kristallin sind. Diese werden h#ufig durch organische Additive
temporir stabilisiert und ordnen sich zu Uberstrukturen verschiedenster Morphologien
zusammen. Erfolgt die Aggregation der Precursor dabei kristallographisch orientiert, wird
ein Mesokristall gebildet. Auch denkbar ist die Aggregation amorpher Precursor und de-
ren anschliefender orientierter Kristallisation zu einem Mesokristall. Dieser kann von
organischem Material durchsetzt sein und sich, obwohl nicht kontinuierlich sondern aus
vielen kleineren nm-Baueinheiten aufgebaut, wie ein Einkristall verhalten.?*3> Mesokris-
talle sind meist Intermediate, weswegen es oft schwer ist, sie zu identifizieren: Thre nm-
Baueinheiten fusionieren kristallographisch und bilden so einen Einkristall, in dem seine

urspriinglichen Baueinheiten nicht mehr auszumachen sind. Letztlich wird also durch ori-
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entierte Anlagerung (,,oriented attachment“) von Nanopartikeln iiber die Zwischenstufe
des Mesokristalls ein Einkristall gebildet. Die Anlagerung kann in 2 oder allen 3 Raum-
richtungen, also dreidimensional, stattfinden.

Da auch Biomineralien organisches Material eingeschlossen haben und trotz ihrer komple-
xen Formen oft einkristallin sind, liegt es nahe, dafl einige von ihnen ebenfalls Mesokris-
talle sind bzw. diese als Vorstufen haben.? Tatsichlich sind in vergangener Zeit bereits
einige Beispiele gefunden worden.?%37 Abbildung 2.4 stellt die Bildung von Einkristallen

Kristallwachstum nach dem Einkristallbildung via
klassischen Konzept Anordnung auf der Mesoskala

Kristall- Intermedisre &% Anordnung/
0,0 wachstum Stabilisierung[< [, Aggregation
OQ) =0 T [\ N
° LS Auf der
Nukleations- Nanopartikel>3nm Mesoskala
Cluster

Kristallographische Mesokristall

Wachstum ‘ Fusion

\/ Teilweiser Einschluf /
v der makromolekiile

5

5959 §

335
Einkristall Einkristall

Abbildung 2.4: Graphische Darstellung der klassischen Kristallisationstheorie via Ionenwachs-
tum (links) im Vergleich zur Einkristallbildung via Nanopartikel-Aggregation und Mesokristall-
bildung nach Célfen und Mann.

iiber Mesokristalle gegeniiber dem klassischen Wachstum von Einkristallen dar. Der Pfad
iiber Aggregation noch amorpher Precursor und deren gerichteter Kristallisation in den
Aggregaten zu Mesokristallen ist nicht dargestellt.

t,31’34’ 35,38-42 wenn

In der synthetischen Welt sind Mesokristalle erst seit kurzem bekann
auch einer der ersten Hinweise auf einen intermedidren Mesokristall bei BaSO, bereits
1969 gefunden wurde.** Die Anordnung von kolloidalen Partikeln zu Uberstrukturen an
sich durch Selbstorganisation hingegen ist bereits ein ldnger bekanntes und wichtiges
Konzept,** so beispielsweise die Bildung von kolloidalen Kristallen. Hierbei handelt es

sich um dreidimensionale periodische Gitter aus monodispersen kolloidalen, spherischen

Bausteinen: diese werden, beispielsweise durch Verdampfen des Losemittels und Kapil-
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larwirkung Uberstrukturen angeordnet. Sie kénnen durch diese periodische Anordnung
neue Figenschaften aufweisen, beispielsweise Opaleszieren, und kénnen fiir wichtige An-
wendungen von Bedeutung sein.*%46

Eine Moglichkeit, die Selbtsorganisation von Nanopartikeln auszultsen, bietet die ad-
ditivgesteurte Kristallisation, die den Einflul von Additiven auf die Kristallisation un-
tersucht, unter anderem, aber nicht nur, um die Rolle bestimmter Makromolekiile bei
der Bildung von Biomineralien in der Natur aufzukldren oder nachzuahmen. Bei diesen
Arbeiten wurde die oben beschriebene Bildung von Mesokristallen, die Spezialfiille von
kolloidalen Kristallen sind, beobachtet®® und zum Anlal genommen, dieses Konzept auch
in der Natur zu suchen. Es hat sich gezeigt, daf§ die Kristallisation differenzierter zu se-
hen ist, als dies fiir das Konzept der klassischen Kristallisationstheorie der Fall ist, nach
der in iibersittigter Losung durch Zusammenlagerung von Ionen?° ein Nukleus gebildet
wird, der bei Uberschreiten einer kritischen Grofie durch die Anlagerung weiterer Ionen
zum Einkristall wéchst (s. Kapitel 2.1). Moglicherweise muf dieses Konzept modifiziert
oder gar abgelost werden. Komplexe Formen oder der Einschlufl von Makromolekiilen
konnen damit nicht erkldrt werden; doch auch die Mechanismen bei der Bildung von

Mesokristallen sind noch in der Aufklarungsphase.

2.3 Perlmutt

Perlmutt ist eines der meistuntersuchten Biomineralien. Es wird von einigen Mollusken
an der Schaleninnenseite gebildet und ist fiir die enorme Bruchfestigkeit*” der Schale ver-
antwortlich, die dem Tier als mechanischer Schutz, beispielsweise gegen Frefifeinde und
Salzwasser dient. Neben seiner Schonheit sind es diese Materialeigeschaften, die es fiir
die Forschung interessant machen. Konnte es kostengiinstig in groflen Mengen hergestellt
werden, bote es als leichter und zugleich duflerst stabiler Werkstoff zahlreiche Anwen-
dungsmoglichkeiten, beispielsweise in der Bauindustrie. Daher ist es ein wichtiges Ziel
auf dem Feld der Biomineralisation, den Bildungsmechanismus von Perlmutt zu verste-
hen und sich dieses Wissen bei seiner Herstellung zu Nutze zu machen. Obwohl es viele

25,48-50

Ansétze gab, Perlmutt zu kopieren und diese Materialien teilweise Eigenschaften

haben, die denen des Perlmutts gleichkommen,? ist es bisher nicht gelungen, ein vom
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Original ununterscheidbares Material zu synthetisieren.

Perlmutt ist ein Kompositmaterial, das zu 95% oder mehr aus Aragonit (einer ortho-
rhombischen Calciumcarbonatmodifikation) und bis zu 5% organischen Komponenten
besteht.”! Dieser geringe Anteil an organischem Material steigert seine Bruchfestigkeit
um das 3000fache gegeniiber reinem Aragonit.”®> Um dies zu erreichen, hat die Natur ein
raffiniertes Bauprinzip entwickelt, dessen Funktionsweise bis heute noch nicht vollstandig
geklirt werden konnte:*® Die mineralische Komponente, das Aragonit, bildet Schichten
aus 200-1200 nm hohen, 5-15 pum breiten sechseckigen Plittchen,’* 56 die sich nahezu
wie Einkristalle verhalten. In diesen Plattchen sind intrakristalline, losliche Proteine
eingeschlossen. Zwischen den Aragonitschichten befinden sich 20-50 nm diinne Lagen
unldslichen, organischen Materials (die unlsliche organische Matrix).?*57 Sie haben ei-
ne faserartige Struktur®® durchsetzt von 5- 50 nm grofie Poren®® und sind ihrerseits aus
einer Schichtstruktur mit einem diinnem Kern aus 3- Chitin® aufgebaut umgeben von
unléslichen Proteinen (,,Sandwichstruktur®),®® welche als seideniihnlich beschrieben wer-
den.” %162 Der Proteinanteil der unléslichen Matrix betrigt ungefahr 78 wt%.% Abbil-

dung 2.5 zeigt eine schematische Darstellung von Perlmutt. Es wird auflerdem disktuiert,

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Schichtstruktur von Perlmutt: Die Aragonit-
plattchen (grau) sind 200-1200 nm hoch, ihr Durchmesser betréigt ca. 5-15 pm. Die Lagen
der organische Matrix (rot) sind ca. 20-50 nm dick und befinden sich zwischen den Aragonit-
schichten. Sie sind durch die Aragonitschichten hindurch miteinander verbunden, so dafl die
Mineralplattchen von einer ,,Box“ aus organischer Matrix umgeben sind. Diese sind hier zum

besseren Verstdndnis nur unvollstéindig dargestellt.

daB sich 16sliche Proteine auf den unléslichen Matrixschichten angelagern.’’ Die genaue

Zusammensetzung und Verteilung aller Proteine auf der Matrix ist jedoch bislang nicht
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genau bekannt. Die Matrixlagen sind durch die Aragonitschichten hinweg mit Colla-
genbriicken®so miteinander verbunden, daf jedes einzelne Aragonitplittchen mit einer
honigwabenformigen ,,Box“ aus unloslicher Matrix umbhiillt ist (oben und unten von den
Matrixschichten, an den Seiten von den Collagenbriicken).

Die (001)-Flachen der Plattchen sind parallel zu den Matrixlagen exponiert, ihre c-
Achse ist also senkrecht, die a- und b-Achsen parallel zur Matrix orientiert. Die (001)-
Oberflachen sind jedoch nicht glatt, sondern weisen Nanounebenheiten auf, sogenannte
,nanoasperities“.%% Je nach Gattung sind die Plittchen verschiedener Aragonitschich-
ten versetzt zueinander oder iibereinander, in sogenannten ,stacks of coins“ (s. Abb. 2.7),
angeordnet, die a- und b-Achsen innerhalb einer Schicht parallel oder ungeordnet zuein-
ander orientiert.

Der beliebte iriszidierende Effekt von Perlmutt wird durch die Abmessung der Arago-
nitpldttchen hervorgerufen, da ihre Hohe im Bereich des sichtbaren Lichts liegt und so

Interferenzfarben erzeugt.

Haliotis laevigata

Fiir die Studien in dieser Arbeit wurde das Perlmutt der Seeschnecke Haliotis laevigata,
einer Abalone, verwendet. Diese gehort zu den Gastropoden. Sie besitzt somit nur eine
Schalenklappe (Im Gegensatz zu ,Bivalves“ mit zwei Klappen). Thre Schale kann eine
Grofle von 220 mm erreichen, typisch sind aber ca. 150 mm. Von auflen nach innen ist
ihre Schale aus dem sogenannten Periostracum, einer organischen Schicht, die vor der
Mineralisation gebildet wird®” (und bei #lteren Tieren oft nicht mehr oder nur noch
teilweise vorhanden ist), einer Schicht aus prismatischem Calcit und als innerstes der
Perlmuttschicht aufgebaut. Die Aragonitplattchen liegen bei Gastropoden iibereinander
(,,stacks of coins“), das Wachstum erfolgt in einer pyramidenartigen Anordnung, so daf
die jiingsten Pléattchen am schmalsten sind, die darunterliegenden &lteren immer breiter
werden, bis sie zusammenstolen. Es wachsen also immer mehrere Lagen gleichzeitig. Die
fertigen Aragonitplittchen sind ca. 0,5 pum dick,%® die Matrixlagen ungefihr 50 nm. Es
werden zuerst einige Matrixlagen abgeschieden, zwischen denen das Kristallwachstum

erfolgt. Abbildung 2.7 zeigt eine der ersten SEM-und TEM-Aufnahmen der Wachstums-
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Abbildung 2.6: Foto des Perlmuttseite der hier verwendeten Schale der Seeschnecke Haliotis

laevigata.

oberfliche.%” Sie befindet sich auf der gesamten Innenseite der Schale.

Abbildung 2.7: SEM (links)- und TEM (rechts) -Aufnahmen der Wachstumsoberfliche von
Perlmutt von Monodonta labio, eine der in den ersten Studien zum Wachstum verwendeten
Spezies.%? Die Plittchen wachsen in mehreren Schichten, den sogenannten ,stacks of coins*,
gleichzeitig und haben eine Dicke von 0,45-0,6 m.%® Auf der TEM-Aufnahme sind die zuerst
abgeschiedenen organischen Schichten zu erkennen, zwischen denen das Kristallwachstum der

Aragonitplattchen erfolgt.

2.3.1 Modelle der Bildung von Perlmut

Da es sich bei Biomineralien um biologische Proben handelt, die von einem lebenden Or-

ganismus gebildet werden, sind die Mo6glichkeiten, diese Bildungsmechanismen im Detail
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aufzuklaren, begrenzt. Es ist duflerst schwierig, wenn nicht sogar unmaoglich, ein Bimomi-
neral in vivo ,live* wiahrend des Wachstums zu beobachten, abgesehen vom ganzheitlichen
Wachstum und Untersuchungen mit dem Lichtmikroskop. Analytische Untersuchungen
wie Elektronenmikroskopie oder Rontgenstreuung sind dabei vollig ausgeschlossen, da
es den Organsimus nachhaltig beeintréchtigen, wahrscheinlich aber toten wiirde. Daher
kann man lediglich versuchen, das Biomineral oder seine Komponenten in verschiedenen
Wachstumsstadien zu isolieren und Riickschliisse auf seinen Bildungsmechanismus zu
ziehen. Hiermit sind viele Schwierigkeiten verbunden, wie Umwandlungen metastabiler
Phasen wahrend der Probenpréaparation, so daf sie falsch oder gar nicht identifiziert wer-
den, und das Auffinden von Bestandteilen, die nur in kleinen Mengen vorliegen. Zudem
ist ein Organismus naturgemaf vollig inhomogen, so dafl es problematisch ist, Proben
an den ,richtigen“ Stellen zu nehmen und Mechanismen, die von rdumlich entfernten
Komponenten (beispielsweise Zellen) ausgelost werden, oder Synergieeffekte durch das
Zusammenspiel mehrerer Komponenten zu erkennen. Biomineralien sind meist hierar-
chisch strukturiert, so dafl ihr Wachstum auf verschiedenen Ebenen erfolgt, was dessen
Untersuchung zusétzlich erschwert, da die Beobachtung mehrerer Groflenskalen gleich-
zeitig nahezu ausgeschlossen ist oder sogar nicht alle existierenden Hiarchie-Level auf-
gefunden werden. Ebenso ist es nicht trivial, den genauen Zustand des Biominerals zu
charakterisieren, da es in der Regel in seine Bestandteile aufgetrennt werden muf}, um
diese zu anaylsieren (Entfernen des Mineralanteils, Losen und Sequenzieren der Protei-
ne,..), wobei diese natiirlich ihren urspriinglichen Zustand (Konformation und Ladung,
Quellungsgrad, pH,....) nicht beibehalten. Aus diesen Griinden kénnen Modelle zur Bil-
dung verschiedener Biomineralien nur auf Grund indirekter Beobachtungen und deren
Schlufolgerungen aufgestellt werden und miissen immer wieder {iberpriift und gegebe-
nenfalls gedndert oder verworfen werden.

So gibt es verschiedene Modelle zur Bildung von Perlmutt. Die im folgenden vorgestell-
ten Modelle sind aus Untersuchungen an ausgewachsenen Mollusken (Molluskenschalen

wachsen wéhrend ihrer gesamten Lebensspanne) abgeleitet worden.
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Das klassische Epitaxie-Modell

Das Epitaxie-Modell wurde 1984 von Weiner und Traub eingefiihrt.®? Diesem zufolge
wéchst Perlmutt durch die Permeation von Ionen in die Matrix mit nachgeschalteter he-
teroepitaktischer Kristallisation. Dabei bildet die unlosliche organische Matrix ein struk-
turierendes, zu den mechanischen Eigenschaften beitragendes Geriist. Da ihre Zusam-
mensetzung fiir verschiedene Specimen variiert, ist laut Modell anzunehmen, daf§ sie den
Mineralisationsprozefl nicht beeinflufit. Das Geriist besteht aus einem [-Chitinkern (in
Abhéngigkeit von der Spezies ist dieser nicht immer vorhanden) ummantelt von seidenar-
tigen Proteinen, die eine §-Faltblatt- Konformation einnehmen und rechtwinklig zu den
Chitinfasern orientiert sind. Es wurde eine ,,wohldefinerte raumliche Relation® zwischen
den (-Faltblatt-Orientierungen und der a- und b-Achsen im Aragonit gefunden, wobei die
Matrix weniger orientiert als das Mineral war. Dies wurde aus Rontgen- und Elektronen-

beugungsuntersuchungen®!: %2

geschlossen. Da die meisten loslichen Proteine als reich an
sauren Aminosiuren gefunden wurden,” postulierten Weiner und Traub, daf die sauren
16slichen Proteine die Nukleationszentren stellen und lokal Calcium-Ionen anreichern, die
wiederum Carbonationen anreichern. Die Proteine ordnen sich dabei so als f-Faltblatter
auf der unloslichen Matrix an, dafl die zweidimensionale Verteilung der Zentren mit ei-
ner wohldefinierten Fliche im Kristallgitter {ibereinstimmt und bei Ubersittigung an
Calcium- und Carbonationen Aragonit mit der [001]-Ebene nukleiert wird. Abbildung
2.8 stellt dies schematisch dar. Weiner und Traub weisen jedoch ausdriicklich darauf hin,

dafl nur wenig iiber die Nukleationszentren bekannt und ihre Diskussion daher spekula-

tiver Natur ist.

Das erweiterte Epitaxie-Modell

Levi-Kalisman et al. erweiterten 2001 das klassische Epitaxie-Modell auf der Grund-
lage von ausfiihrlichen Kryo-TEM-Untersuchungen der unléslichen organischen Matrix,
welche Trocknungsartefakte vermieden.®! Sie fanden dabei vor und nach Entfernen der
unloslichen Proteine nahezu identische TEM-Aufnahmen von der Matrix (parallel zu den
Schichten). Wiirde diese aus einer Schichtstruktur aus einem Chitinkern ummantelt von

unloslichen Proteinen bestehen, wie im alten Epitaxiemodell und auch zuvor angenom-
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung des klassischen Epitaxie-Modells: Die loslichen Pro-
teine sind als §-Faltblatter auf der unloslichen Matrix (Chitin, ummantelt von unloslichen Pro-
teinen) angeordnet und ihre Carboxylgruppen negativ geladen. Dadurch wird an ihnen lokal
die Tonenkonzentration erhoht. Da die Abstéinde X und Y der negativen Ladungen mit denen

der Calcium-Ionen in der [001]-Fléche tibereinstimmen, wird diese nukleiert.

men, ware jedoch eine Verdnderung ihrer Gesamterscheinung auf den TEM-Aufnahmen
durch die Deproteinierung zu erwarten. Levi-Kalisman et al. folgern daraus, dafl die
unloslichen geriistgebenden Matrixschichten nur aus Chitin bestehen, welches von der
Deproteinierung unbeeinflufit bleibt und daher offensichtlich alleine fiir die ,,Gesamt-
struktur der Matrix“ verantwortlich ist, was die identischen TEM-FErgebnisse erklért.
In Kombination mit TEM-Aufnahmen von Matrixquerschnitten, die eine relativ hohe
Elektronendichte in den Matrixzwischenrdumen bzw. einen relativ geringen Elektronen-
kontrast zwischen Matrixschichten und Zwischenrdumenen aufweisen, postulieren sie, daf3
die unloslichen seidenartigen Proteine ein Gel bilden. Dieses Gel befindet sich (in vivo vor
Mineralisationsbeginn und in vitro nach Demineralisierung) zwischen den Chitinschich-
ten, wo sonst die Aragonitplattchen lokalisiert sind. Ferner werden diskontinuierlich auf
der Matrixoberfliache verteilt Stellen hoherer Elektronendichte auf den TEM-Aufnahmen
der Matrixquerschnitte gefunden und in dem Modell als asparaginsdurereiche Proteine
interpretiert, die sich an bestimmten Stellen auf dem Chitin anordnen. Unter der Voraus-
setzung, daf} diese die Nukleationszentren bilden, sei somit die beobachtete Relation der

Orientierungen von Chitin und dem Aragonit? erklirt. Nicht eingegangen wird in dem
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erweiterten Modell jedoch auf die zuvor beobachtete Relation zwischen der Orientierung
der unléslichen Proteine und dem Aragonit.? Eine Illustration dieses Modells zeigt Ab-

bildung 2.9

Levi-Kalisman et al. weisen darauf hin , daf ihr Modell nur aus Negativbeweisen auf-

e ._‘Qr
| y
y————————

E Strukturgebende Chitinschichten @ Asparaginsiurereiche Proteine

Unldsliche seidenartige Proteine als Gel ™ Eingeschlossene I8sliche Proteine
zwischen den Chitinschichten

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des erweiterten Epitaxie-Modells nach Levi-
Kalismann et al: Die Matrixschichten bestehen nur aus Chitin. Die unltslichen seidenartigen
Proteine sind in Form eines Gels zwischen den Chitinschichten verteilt, einige 16sliche Proteine
sind eingeschlossen. Auf dem Chitin sind asparaginsiurereiche Proteine diskontinuierlich ver-
teilt und bilden die Nukleationszentren. Dies erklirt die Ubereinstimmung der Orienterung des

Chitins mit dem Aragonit.

gebaut wurde, und betonen die Wichtigkeit der Reevaluierung von Nukleations- und
Kristallwachstumsmechansimen im Falle einer gequollenen Gelphase aus als Mikroumge-
bung der Mineralisation, wobei diese von der Mineralphase in inter- und intrakristalline

Bereiche verdréangt werden.

Das Modell der Mineralbriicken

Schiéiffer et al. interpretierten 1997 Ergebnisse von SEM-, TEM- und SICM (Scanning Ion
Conductance Microscopy)-Untersuchungen derart, dafl die Aragonitplattchen verschiede-
ner Schichten durch Mineralbriicken miteinander verbunden sind.’® Daraufhin schlugen
sie ein alternatives Modell des Perlmuttwachstums zum Heteroepitaxiemodell vor: Die
Plattchen wachsen in c-Richtung, bis sie an die dariiberliegende Matrixlage stoflen. Tref-

fen sie dabei auf die Locher in der Matrix, die somit eigentlich Poren sind, wachsen sie
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in Form von Mineralbriicken durch die Poren und bilden in der dariiberliegenden Schicht
neue Plattchen. So werden ungefihr 3-10 miteinander verbundene Plédttchen gebildet, die
aus einem Einkristall bestehen. Abbildung 2.10 illustriert dieses Modell: Zuerst wachst
nur eine Mineralbriicke durch eine ,zentrale®, grofiere Pore,®® die somit dem Nuklea-
tionzentrum des neuen Pléttchens entspricht. Mit dessen lateralem Wachstum koénnen
sich jedoch weitere Mineralbriicken durch andere Poren (nicht dargestellt) zwischen den
Plattchen bilden. Durch die Poren kénnen Ionen, moglicherweise auch Proteine diffun-
dieren. Die Bildung der jeweils ersten Aragonitlage wird in dem Modell nicht erklért, die

Mineralbriicken werden als Beweis gegen die Epitaxie interpretiert.

! 5 [
i

“Neues” Plattchen
Mineralbriicke durch “zentrale” Matrixpore

Matrixschicht

Aragonitplattchen

Abbildung 2.10: Tlustration des Modells der Mineralbriicken nach Schdffer et al:%® Die
Plattchen wachsen durch eine ,zentrale* Pore der Matrix in die dariiberliegende Schicht, wo
so ein neues Pliattchen gebildet wird. Mit dessen fortschreitendem lateralem Wachstum kénnen

weitere Mineralbriicken durch andere Poren (hier nicht eingezeichnet) enstehen.

Andere Modelle

Es sind verschiedene andere Modelle oder Ansitze zur Erklarung des Perlmuttwachstums
bekannt, wenn auch weniger verbreitet als das Epitaxie-Modell. So wurde beispielswei-
se vorgeschlagen, dafl die Aragonitplattchen durch die Aggregation von Nanopartikeln

37,66, 71

wachsen, wobei die Matrix zwar als Templat fiir die Ausdehnung der Pléttchen

dient, nicht jedoch auf der atomaren Skala, wie fiir die oben beschriebene Epitaxie erfor-
derlich.?”
Weiss et al. ziehen 2002 die Moglichkeit in Betracht, dafl Perlmutt {iber von ACC um-

mantelten Aragonitinseln gebildet wird.'¢
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Auf diese und andere verschiedene Alternativen wird bei der Diskussion der Ergebnisse

in Kapitel 5 néher eingegangen.
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Kapitel 3

Wichtige Methoden zur

Charakterisierung

3.1 Rontgenstreuung

Die Rontgenweitwinkelstreuung (WAXS)™ liefert Informationen iiber atomare und mo-
lekulare Dimensionen bei auf der Skala von Atomen oder Molekiilen periodisch angeordne-
ten Proben, wie beispielsweise Einkristallen. Es wird monochromatische Rontgenstrahlung
auf die Probe gelenkt, die an den Elektronen der Probe gebeugt wird. In Abhéingigkeit
vom Streuwinkel variiert die Intensitdt der Beugungsreflexe durch konstruktive und de-
struktive Interferenz, welche von den charakteristischen Abstidnden d der Netzebenen
des Kristalls und der Orientierung des Kristalls zum Roéntgenstrahl bestimmt wird. Ab-
bildung 3.1 links zeigt schematisch den Aufbau eines Streuexperiments. Die zusétzliche
Wegléinge ABC, die der untere Strahl zuriicklegt, entspricht 2d siné (s. Abb. 3.1 rechts),

so dafl Peakmaxima auftreten, wenn die Bedingung
2dsind =nA,n=20,1,2,3, .. (3.1)

erfiillt ist, das heifit, die Phasenverschiebung von zwei Wellenziigen ein Vielfaches der

t7 und gilt allgemein fiir Streu-

Wellenlédnge ist. Dies ist als das Bragg'sche Gesetz bekann
prozesse. Aus den Positionen der Bragg-Peaks kann man mit der WAXS somit die cha-
rakteristischen Abstédnde der Netzebenen einer auf der Skala von Atomen oder Molekiilen

periodisch angeordneten Probe ermitteln. Dabei verhalten sich der Netzebenabstand und
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Probe Primarstrahl-
fanger

Detektor
Gestreuter
Strahl
2 = D

Primarstrahl

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau eines Streuexperiments (links) und der Bragg-Gleichung
(rechts). Die gebeugten Strahlen werden winkelabhéngig detektiert. Bei Erfiillung der Bragg-

Bedingung tritt ein Peakmaximum auf

der Streuvektor reziprok zueinander. Das Bragg'sche Gesetz wurde fiir einen unendlich
groflen Kristall abgeleitet. Bei kleineren Kristallen sind die Beugungsreflexe auch bei ge-
ringen Abweichungen von der Bragg-Gleichung zu finden.

Bei dem hier verwendeten Diffraktometer handelt es sich um das D8 Advance, Bruker

axs.

3.2 Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopie ermoglicht die Abbildung von Objekten, die mit dem bloflen Au-
ge nicht aufgelost werden kénnen. Die theoretische Auflésung entspricht dabei der Wel-
lenldnge des Lichtes. Nach der Interferenztheorie von Abbe héngt der minimale auflésbare
Abstand jedoch vom Offnungswinkel a des Objektivs und dem Brechungswinkel n des
Mediums zwischen Objektiv und Probe ab und betragt nur

0,61

nsino

5 (3.2)

wobei A = n sina die numerische Apertur ist. Mit der sogenannten Ultramikroskopie,
bei der das Streulicht detektiert wird, ist es dennoch méglich, Auflésungen von bis zu ca.
100 nm zu erreichen. Fiir die Abbildung kleinerer Dimensionen ist die Elektronenmikro-
skopie geeignet (s. Kapitel 3.3, 3.5).

Bei dem hier verwendeten Lichtmikroskop handelt es sich um ein Olympus BX41.
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3.3 (Hochauflosungs-)
Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie™ (TEM) bietet eine deutlich héhere Auflésung
als die Lichtmikroskopie, da nicht Licht sondern Elektronen verwendet werden. Diese wer-
den im elektrischen Feld beschleunigt und haben eine von der Beschleunigungsspannung
abhéngige deutlich kleinere Wellenléinge als Licht. Der prinzipielle Verlauf des Elektro-
nenstrahls ist dabei dem im Lichtmikroskop &dhnlich, anstatt der Linsen sind elektrische
und magnetische Felder geeignet, um die Elektronen so abzulenken, daff Linsenwirkun-
gen wie am Lichtmikroskop entstehen. Es ist ein Hochvakuum nétig, um eine grofle freie
Wegliange und eine minimale Aufweitung des Elektronenstrahls durch Wechselwirkungen
mit Gasteilchen zu erzielen. Die Elektronen haben nach dem Welle-Teilchen-Dualismus

nach de Broglie eine Wellenlénge von

A= (3.3)

(mit p = mu,: Impuls des Elektrons, \: Wellenldnge des Elektrons, h: Plancksches Wir-
kungsquantum, m,.: Masse, v.: Geschwindigkeit des Elektrons). So kann mit einem hoch-
auflésendem TEM (HRTEM) eine Auflésung bis in den Sub-Angstrom-Bereich™ erreicht
werden. Die kinetische Energie der Elektronen 148t sich dabei zu

mev>

=elU (3.4)

(mit e: Elementarladung und U = Beschleunigungsspannung) errechnen.

Bei der TEM wird die Probe von den Elektronen durchstrahlt, so dafl zum einen nur ein
zweidimensionales Bild geliefert wird, und die Probe zum anderen nicht zu dick sein darf,
um die Transmission zu erméoglichen.

Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden ein Philips CM200 FEG bzw. ein
EM 912 Omega der Firma Zeiss verwendet.

3.4 Elektronenbeugung

Mit Hilfe der Elektronenbeugung (ED) ist es moglich, Informationen iiber die kristalline

Struktur (wie Modifikation, Orientierung oder Polykristallinitit) einer Probe zu erhal-
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ten, da Elektronen an Atomen gestreut werden. Wenn auch die Gitterkonstanten weniger
genau als mit der Beugung von Rontgenstrahlen bestimmt werden konnen, besteht der
unschlagbare Vorteil der ED gegeniiber den indirekten Methoden (wie beispielsweise WA-
XS), die nur eine statistische Verteilung iiber die gesamte Probe ermitteln kénnen, in der
Moglichkeit, orstaufgeloste Diffraktogramme zu erhalten. Dies ist besonders bei inhomo-
genen Proben sehr wichtig.

Wie bei der Réntgenbeugung (s. Kapitel 3.1) erscheinen die Beugungsreflexe periodischer
Objekte in Abhéngigkeit von der Bragg-Gleichung.

3.5 Rasterelektronenmikroskopie

Im Gegensatz zur TEM besteht bei der Rasterelektronenmikrsokopie™ (SEM) kein di-
rekter Strahlengang zwischen Probe und Bild. Der Strahl trifft im Hochvakuum auf die
elektrisch leitende Oberfléche einer Probe, wodurch die Emission von Sekundérelektronen
durch Streuprozesse von Primér- und riickgestreuten Elektronen angeregt wird, welche
materialabhéngig aus einer Oberflichenschicht von 5- 50 nm Tiefe aus der Probe austreten
konnen und zur Bildgebung genutzt werden.”® Das resultierende Bild wird von der jewei-
ligen Ausbeute von Elektronen pro Bildpunkt erzeugt. An Kanten und mit zunehmender
Neigung der Oberfliche zum Primérstrahl steigt die Ausbeute. Die Probe wird nicht als
Ganzes, sondern Punkt fiir Punkt rasterférmig abgetastet, indem der Strahl {iber sie Zeile
fiir Zeile hinwegwandert. Da die Signale umgekehrt proportional zum Durchmesser des
Strahls sind, aber dieser aus technischen Griinden nicht beliebig klein werden kann, ist
dem Auflésungsvermogen eine Grenze gesetzt. Sie kann bis zu 3 nm betragen.

Die emittierten Elektronen werden vom Detektor gesammelt und erzeugen ein Bild auf
einer Fernsehbildrohre, indem deren Elektronenstrahl synchron mit dem des Mikroskops
iiber den Leuchtschirm wandert und an jedem Punkt eine von der Hohe der Probenober-
flaiche abhéngige Helligkeit erzeugt.

Der Vorteil der Bilderzeugung in Emission gegeniiber der in Transmission besteht in der
hohen Tiefenschérfe, so dal ein dreidimensionaler Eindruck der Probe entsteht.

Bei den hier durch gefiithrten Untersuchungen wurde ein LEO 1550-GEMINI verwendet.

Die Proben wurden mit Gold bedampft, um sie leitfdhig zu machen.
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3.6 (-Potential

Geladene Teilchen wandern in einem elektrischen Feld.” Ist ihre Wanderungsgeschwin-
digkeit bekannt, kann ihr Oberflichenpotential zur umgebenden fliissigen Phase bestimmt
werden.

An der Oberfliche der Partikel adsorbieren Gegenionen, die eine mit dem Teilchen relativ
fest verbundene elektrische Doppelschicht bilden, die sogenannte Sternschicht. Diese wie-
derum ist von einer beweglichen diffusen Schicht umgeben, die in das elektrisch neutrale
Losungsmittel iibergeht.

Wandert das Teilchen im elektrischen Feld, wird ein Teil der diffusen Doppelschicht ab-
gestreift. Es bildet sich eine hydrodynamische Gleitebene. Das an dieser Ebene mefbare
Potential wird als (-Potential bezeichnet und wird oft vereinfachend tiber die Helmholtz-

Smoluchowski-Gleichung ermittelt: ™

14

C:UE—E

(3.5)

mit der Teilchengeschwindigkeit v, der Viskositdt des Dispersionsmediums 7, der Dielek-
trizitdtskonstanten € und der elektrischen Feldstidrke E. Die Gleichung gilt fiir Partikel,
deren Radius deutlich grofler als die Dicke der elektrischen Doppelschicht ist. Die Wan-
derungsgeschwindigkeit kann mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung bestimmt werden.
Die hier gemessenen (-Potentiale wurden nur als qualitative Aussage verwendet.

Zur Messung wurde ein Zetamaster (Malvern Instruments) verwendet.
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Kapitel 4
Experimenteller Teil

Das in diesen Experimenten verwendete Wasser wurde doppelt destilliert und mit ei-
ner , Milli-Q“-Anlage deionisiert. Die Chemikalien wurden von , Fluka*“ erworben mit
Ausnahme der Protease Subtlilisin und NasCOs3, welche von Sigma-Aldrich erworben

wurden.

4.1 Kristallisationmethoden

Gasdiffusion Die Gasdiffusionsmethode zur Prézipitation von Calciumcarbonat
(CaCOs) beruht auf der Zersetzung von Ammoniumcarbonat ((NH,)2CO;3) in Kohlen-
dioxid (C'O3) und Ammoniak (NHj) und deren Diffusion in eine Calciumchloridlésung
(CaCly).™

Hier wurden die C'aCls-Losungen mit der gegebenenfalls jeweiligen Menge an Additiv
tiber Nacht mit Stickstoff (V) gespiilt. Ein schmales 30 ml-Schnappdeckelgldschen mit,
soweit nicht anders genannt, 20 ml der gespiilten Losung und ein kleines Schnappde-
ckelgldscchen mit 1-2g (N Hy)2CO3 wurden je mit einem mit sechs Nadellochern ver-
sehenem Stiick Parafilm abgedeckt und in ein mit Parafilm abgeschlossenes Becherglas
(1000 cm3) plaziert. Durch die thermische Zersetzung des (N Hy)oC O3 freigesetztes C'Os
und N Hj diffundieren in die C'aCly-Losung, wodurch der pH-Wert auf 9,5 ansteigt und
CaCOj3 prazipitiert. Die Kristalle wurden gegebenenfalls fiir weitere Untersuchungen mit
Wasser gewaschen und getrocknet.

Als Additive wurden, soweit nicht anders genannt, Polyacrylsidure (pAA) (M = 5100 oder
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450000 g/mol) oder Polyasparaginsiure (pAsp) (M = 6000, 20000 oder 33400 g/mol) in
Konzentrationen zwischen 10 pug/ml und 1 mg/ml verwendet. Die Konzentration der

CaCly-Losung betrug, wenn nicht anders genannt, 10 mmol/l.

Kitano-Methode Die Kitano-Methode ermdéglicht eine sehr langsame Bildung von
CaCO03.™ Eine CaCOs-Suspension wird mit CO, gespiilt, wodurch sich das Gleichge-
wicht zwischen C'aCO3 und Calciumhydrogencarbonat zugunsten des leichter 16slichen
Calciumhydrogencarbonats verschiebt, welches in Losung geht. AnschlieBend entweicht
das C'O, aus der Losung, und C'aC'O3 nukleiert. Dies geschieht vor allem an oder nahe
der gas-fliissig-Grenzfliche. Diese Methode wird also von dem Ausgasen des C'Os in bzw.
aus der Losung bestimmt

Hier wurde eine Suspension von 0,2 g C'aC'O3 in 100 ml Wasser ca. 2 Stunden mit C'Os
gespiilt, abfiltriert, das jeweilig notige Volumen mit entsprechender Menge an Additiv ver-
setzt und fiir weitere 30 Minuten gespiilt. Das Reaktionsgefafl wurde mit durchlochertem
Parafilm abgedeckt. Als Additiv wurde, soweit nicht anders genannt, pAA (M = 5100
oder 450000 g/mol) oder pAsp (M = 6000, 20000 oder 33400 g/mol) im Konzentrations-
bereich zwischen 10 und 100 pg/ml verwendet.

Double Jet mit Durchflufizelle Bei der Double-Jet-Methode werden eine C'aC'ly- und
eine Natriumcarbonat (NayCOj3)-Losung mit Hilfe einer Spritzenpumpe iiber Kapillaren
kontinuierlich in einem Reaktionsgefifl zusammengefiihrt.®0 Die FluBgeschwindigkeit 1:ft
sich dabei iiber die Pumpe festlegen. Die Prézipitation von C'aCOj findet sehr schnell bei
Zusammentreffen der Losungen an den Kapillarenden durch lokale Ubersiittigung statt;
dadurch wird eine heterogene Nukleation an den Glaswinden des Gefidfles verhindert.
Das Additiv wird iiblicherweise in Wasser im Reaktionsgefia8 vorgelegt,®® das Volumen
steigt duch das Zupumpen der beiden Loésungen, wodurch das Additiv verdiinnt wird.

Die Verwendung einer mit den Kapillaren verbundenen Durchflufizelle hingegegen bie-
tet den Vorteil des stindigen Durchflufles neuer Losung gleicher Konzentration. Fiir die
hier durchgefiihrten Experimente wurde eine DurchfluBzelle nach dem Vorbild von Volk-
mer et al.?® konstruiert. Abbildung 4.1 zeigt den hier verwendeten Versuchsaufbau. Die

Durchmischung der beiden Losungen erfolgt, anders als bei Volkmer et al., bereits vor
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Spritzen-
pumpe

Reaktionskammer

Rihrfisch
Mischkammer DurchfluBzelle

Abbildung 4.1: Fotografie der nach dem Vorbild von Volkmer et al?® konstruierten Durch-
fluf3zelle mit schematischer Darstellung des Flufiverlaufes der Losungen. Die Losungen werden
in einer Mischkammer zusammengefiihrt, durchmischt, durch die eigentlichen Durchflufizelle
geleitet, wo die Reaktion lichtmikroskopisch verfolgt werden kann, abgeleitet und in einem Auf-

fangbehilter gesammelt.

Eintritt in den Reaktionsraum durch eine vorgeschaltete Mischkammer mit Riihrfisch.
Das Additiv wurde in gleicher Konzentration in beiden Losungen vorgelegt. Nachteil der
Verwendung einer DurchfluBzelle ist der - in Abhéngigkeit von der Fluflgeschwindigkeit-
relativ hohe Verbrauch an Additiv.

Es wurden, soweit nicht anders genannt, 10 mM C'aCly und 10 mM Na,C'Os-Losungen,
als Additiv pAA (M = 5100 oder 450000 g/mol) oder pAsp (M = 6000 oder 20000 g/mol)
im Konzentrationsbereich zwischen 10 und 56 ug/ml) verwendet. Es wurden Flufige-

schwindigkeiten von 0,02 und 0,2 ml/min. eingestellt.

4.2 Demineralisierung und Deproteinierung

Demineralisierung Vor der Demineralisierung wurde die &uflere Calcitschicht der
Schale mit Hilfe eines Sandstrahls mechanisch entfernt. Das verbleibende Perlmutt wur-
de in einige mm? grofle Stiicke geschnitten. Zur Extraktion der unloslichen organischen
Perlmuttmatrix wurde das Aragonit mit 10%iger Essigsdure entfernt. Dazu wurden die
Stiicke in die Essigsdure gegeben und diese mehrmals gewechselt. Die Vollstandigkeit der
Demineralisierung wurde mittels thermogravimetrischer Analyse kontrolliert. Die Matrix

wurde -bei Weiterverwendung innerhalb von ca. 14 Tagen- in der Essigsdure oder -bei
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Lagerung iiber 14 Tage- in Raschit-Losung (5 wt% 4-Chlor-3-methylphenol in Methanol)
gelagert.

Deproteinierung Die demineralisierte Matrix wurde mit 50 (bzw. 100) mM Trizma-
Puffer pH 7,4 gewaschen. Die Deproteinierung erfolgte mit leichten Abadnderungen nach
Weiss et al®® in 10mM CaCly, 0,02 wt% Natriumazid in 30 ml des Puffers mit Subtilisin
im mg-Mafistab. Die Menge an Subtilisins wurde nach grober Abschétzung der in der
feuchten Matrix enthaltenen Proteinmenge dosiert. Die Matrix wurde nicht getrocknet,
um vor allem ihre dreidimensionale Struktur moglichst wenig zu beeinflussen oder zu
schddigen und konnte daher nicht genau eingewogen werden. Die Proben wurden bis zu
iiber drei Wochen deproteiniert, wobei sie auf einem Schiitteltisch bei Raumtemperatur

kontinuierlich geschiittelt wurden. Die Losung wurde alle fiinf Tage gewechselt.

4.3 Remineralisierung

Fiir die Remineralisierungsexperimente wurden demineralisierte Matrixstiicke aus der
Essigsdure bzw. Raschit- oder Subtilisin-Losung entnommen und mit Pinzetten paral-
lel zu den Schichten zu diinnen Stiicken (Submilimeter-Bereich im feuchten Zustand)
auseinandergezogen und mit Reinstwasser oder Trizma-Puffer griindlich gewaschen. Die
Mineralisierung wurde wie in 4.1 beschrieben durchgefithrt. Im Falle der Gasdiffusions-
und Kitanomethode wurden 2-3 Matrix-Stiicke nach dem Spiilen mit N, bzw. CO,, in die
Losung gegeben, bei der Doublejetmethode wurden zwei Matrixstiicke so zwischen den
beiden Hilften der Durchflufizelle eingeklemmt, daf sie zum gréfiten Teil in in den Reakti-
onsraum hineinragten. Nach der Remineralisierung wurde die Matrix, soweit nicht anders
genannt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Die Konzentrationen der Losungen wer-

den bei den jeweiligen Methoden genannt (s.o.)
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Kapitel 5

Ergebnisse und Diskussion

5.1 Kristallisationsmethoden

Um die am besten geeignete Remineralisationsmethode fiir die Biomineralmatrices zu
finden, wurden die géngigen Methoden zur Prézipitation von C'aC'O3 zunéchst als solche
getestet. Da in den Remineralisationsexperimenten zwei Komponenten die Kristallisation
beeinflussen konnen (das 16sliche Additiv und die unlésliche Matrix), ist es wichtig, die
Blindexperimente (ohne jegliche Additive) gut zu kennen und von der durch Zuséitze
modifizierten Kristallbildung bzw. Préazipitation zu unterscheiden. Dies ist weniger trivial
als es den Anschein hat, da die Ergebnisse der Kristallisation unter Umsténden stark von
Reaktionsbedingungen wie beispielsweise der Grofle des verwendeten Reaktionsgefafies

abhiingen.®!

5.1.1 Gasdiffusionsmethode

Die Gasdiffusionsmethode ist extrem durch die Wahl der Reaktionsbedingungen beein-
flubar,® hat sich hier aber unter gleichen Reaktionsbedingungen als sehr reproduzierbar
erwiesen. Auch variieren die Kristalle mit der Stelle im Reaktionsgefifl (Boden, Wénde,
Losungsoberfliche,..). Oft wird das unter Standardbedingungen thermodynamisch stabi-
le Calcit-Rhomboeder als Default-Struktur dieser Methode beschrieben, die sich inner-
halb ungefihr eines Tages bildet.”™ Vorstufen kénnen dabei beispielsweise nadelfsrmiges

Aragonit oder spherulitisches Vaterit sein.®! Mit dem hier verwendetem experimentel-
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len Aufbau (s. Kapitel 4.1) wurden Calcit-Rhomboeder nur bei relativ groen C'aCls-
Konzentrationen (mehr als 1 mol/l) oder langen Reaktionszeiten beobachtet. Bei ge-
ringeren Konzentrationen dagegen wurden - ohne Zusatz von Additiven - verschiedene

82-88

Species von Kristallen mit hexagonaler Symmetrie gefunden, die bis zu iiber 14 Tage

stabil sind.®® Sie weisen dabei Uberstrukturen verschiedener Morphologien auf, wie in

Abbildung 5.1: LM (oben) und SEM-(unten) Aufnahmen der mit der Gasdiffusionsme-
thode prézipitierten Kristalle bei C'aCly-Konzentrationen von 20 mmol/1 (links) und 1
mmol/] nach 18 Stunden.

LM- und SEM-Aufnahmen in Abbildung 5.1 dargestellt, und bestehen aus Vaterit, wie
das Beispiel des Rontgenpulverdiffraktogramms der aus einer 1 mmol/l CaCly-Losung
gebildeten Kristalle zeigt (s. Abb. 5.2). Calcit-Rhomboeder wurden dabei in mikroskopi-
schen Untersuchungen nur als Nebenkomponente gefunden; ihre Calcit-Peaks sind auch
im Rontgendiffraktogramm (WAXS: Wide Angle X-Ray Scattering) zu erkennen. Letzte-
re konnen teilweise auch bei der Probenpraparation als Artefakte von nicht vom Boden
des Reaktionsgefédfles stammenden Kristallen eingefithrt worden sein. Um den Calcitan-
teil zu bestimmen, wurden zu einer bestimmten Menge dieser Probe bekannte Mengen
Calcit gegeben und die jeweilige Intensitét des Calcitpeaks bei 20= 29,5° im WAXS-
Pulverdiffraktogramm gegen die zugegebene Calcitmenge aufgetragen. Der Calcitanteil

der Probe wurde extrapoliert: Er betrdgt 49 %, kann allerdings aufgrund der kleinen
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Probenmenge und der moglichen , Calcitverunreingungen® von nicht vom Boden stam-
menden Kristallen (s.o.) nur sehr grob abgeschétzt werden.

Die Morphologien der Vateritkristalle hexagonaler Symmetrie lassen sich in zwei Grup-
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Abbildung 5.2: WAXS Pulver-Diffraktogramm der Kristalle aus einer 1 mmol/1 CaCly-Lisung
nach 18 Stunden im Vergleich zu einem Diffraktogramm von reinem Vaterit. Die restlichen
Signale entsprechen Calcit, welches auf einige Calcit-Rhomboeder in der Probe und mdogliche

,, Verunreinigungen“ von nicht vom Geféflboden stammenden Kristallen zuriickzufiihren ist.

pen einteilen: Bei einer CaCly-Konzentration von 20 mmol/l werden nach ungefédhr 12
Stunden sechseckige flache Kristalle mit einem Durchmesser von 2-20 pm beobachtet.
Mit fortschreitendem Wachstum werden diese vor allem in der Mitte dicker, und ihre
Ecken runden sich ab, so dafl sie eine linsenartige Form annehmen. Diese verschiedenen
Wachstumsstufen sind bereits nach 18 Stunden zu erkennen (s. Abb. 5.1, links unten).
Nach ungeféahr 3 Tagen haben sich die Kristalle zu Calcit-Rhomboedern umgewandelt.
Bei einer Konzentration von 1 mmol/1 bilden sich gut 30 um grofie rosettenformige Kris-
talle (Abb. 5.1 rechts), die aus kleinen Plidttchen bestehen und mindestens 14 Tage stabil
sind. Der Ubergang zwischen diesen beiden Morphologien ist flieBend, das heifit bei Kon-
zentrationen zwischen 20 und 1 mmol/1 sind teilweise beide Morphologien zu beobachten,
wobei der Anteil an rosettenformigen Kristallen mit abnehmender Konzentration steigt.
SEM-Aufnahmen (s. Abb. 5.3) zeigen, dafl die Morphologie letzterer leicht variiert, was
wahrscheinlich ebenfalls auf einen Konzentrationseffekt zuriickzufiihren ist.

Ebenso gibt es keine obere Konzentration fiir die Bildung der sechseckigen /linsenfor-

migen Kristalle, vielmehr nimmt der Anteil an Calcit-Rhomboedern bei tiber 20 mmol/1

36



Abbildung 5.3: SEM-Aufnahmen rosettenférmiger Vateritkristalle mit leicht unterschiedlichen
Morpholgien. Der rechten Abbildung dhnliche Kristallmorphologien wurden in einer fritheren

Studie auf den EinfluB eines polyanionische Perlmuttproteins zuriickgefiihrt.”

CaClly mit steigender Konzentration zu, bis sie schlieflich die einzige Spezies darstellen.
Genaue Studien iiber die Verhéltnisse der verschiedenen Morphologien in Abhéngigkeit
von der Konzentration wurden jedoch nicht durchgefiihrt, da dies keinen Einfluf§ auf die
Kernaussage dieser Experimente hat.

Da bei der Gasdiffusionsmethode N H3 in die C'laC'ly-Losung diffundiert und somit in der
Losung Ammoniumionen N H; gebildet werden, stellt sich die Frage, ob N H; -Ionen als
ein die C'aCOs-Kristallisation modifizierendes Reagenz wirken und zur Bildung dieser fiir
die additivireie C'aC'O3-Prézipitation ungewochnlichen Morphologien fiithren kénnen, also
ein ,unfreiwilliges Additiv* der Gasdiffusionsmethode sind. Zum einen ist bekannt, dafl
nicht nur Makromolekiile sondern auch Ionen wie Li™ und NH, die Kristallisation be-
einflussen konnen.®5-3” Zum anderen wurden sogar nahezu identische Kristalle bereits bei
der Prézipitation von CaC'O3 mit der Kitano-Methode nach Zugabe von N H; -Ionen be-
schrieben.®” Rosettenférmige Kristalle wurden in einer fritheren Studie als ,,iiberwachsene
Rhomboeder® interpretiert und auf den Einflufl eines zugesetzten anionischen Proteins
zuriickgefiihrt.” Da die Prézipitation dabei durch Mischen von C'aCly- und (N Hy)2COs-
Losungen herbeigefiihrt wurde, ist es ebenso méglich, da8 diese durch N H; -Ionen, nicht
aber das zugesetzte Protein modifiziert wurde. Weiterhin wurden linsenférmige sechse-
ckige Vateritkristalle mit der Kitanomethode durch die stereochemische Erkennung unter
Stearinsiure-Monolagen,®® durch den Zusatz von polaren Additiven® bei der Double Jet-

Methode und unter dem Einflul von Lithium-Ionen®® gebildet.
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Die hier erhaltenen Ergebnisse machen im Vergleich mit friitheren Studien deutlich, dafl
NH} die Kristallisation von Calciumcarbonat erheblich modifizieren kann.®” Deswegen
ist es besonders bei der Gasdiffusionsmethode wichtig, die Reaktionsbedingungen um-
sichtig zu wéhlen und Blindversuche sorgféltig durchzufiihren.

Der Bildungsmechansimus der hier beobachteten Vateritkristalle und die Rolle des N H;
wurden naher analysiert, da trotz des groflen Interesses an C'aCO; als wichtige Kompo-
nente sowohl in Biomineralien als auch in industriellen Anwendungen die Kontrollmecha-
nismen seiner Morphologiebildung noch nicht verstanden sind. Hier wurden unter ein-
fachen Reaktionsbedingungen ohne jegliche Additive komplexe CaCOs-Uberstrukturen
synthetisiert.

Um diese Strukturen ndher zu charakterisieren, wurden TEM-Untersuchungen durch-
gefiithrt. Abbildung 5.4 zeigt zwei der Partikel (a) und ihre jeweiligen Elektronenbeu-
gungsbilder (b und ¢) aus 20 mmol/l C'aCly nach 18 Stunden Reaktionszeit. Obwohl der

a)

b)

" 3 #1030

Abbildung 5.4: TEM-Aufnahmen (a) zweier sechseckiger bzw. linsenférmiger Partikel aus 20
mmol/l CaCls nach 18 Stunden Reaktionszeit. Das Elektronenbeugungsbild des oberen (b) und
des unteren Partikels (c) sind charakteristisch fiir Vaterit, ebenso wie das HRTEM-Bild (d) und

das Powerspektrum (e) des oberen Partikels.

untere besonders im Zentrum schon deutlich dicker ist, wie die erhdhte Elektronendichte
zeigt und mit SEM-Aufnahmen der linsenférmigen Partikel {ibereinstimmt, zeigen beide

das charakteristische Beugungsbild eines Einkristalls. Es entspricht entlang der [001]-
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Richtung orientiertem Vaterit, das heifit die (001)- bzw. (00-1)-Fléchen sind exponiert.
Dies wird vom HRTEM-Bild (s. Abb. 5.4 d) und Powerspektrum (s. Abb. 5.4 e) des
oberen Partikels bestitigt. Da die (001)/(00-1)-Flachen bei Vaterit nur aus Calcium -
bzw. Carbonationen bestehen, also geladen und somit energetisch nicht stabil sind, stellt
sich die Frage, wie diese Flidchen hier stabilisiert werden kénnen. Auf Abbildung 5.4 a
ist besonders bei dem kleinen Partikel deutlich zu erkennen, dafl es sich keinesfalls um
einen Einkristall handelt. Er ist aus gestapelten, teilweise als sechseckig zu erkennenden
Plattchen aufgebaut, die, da sie ein einkristallines Beugungsbild erzeugen, perfekt ge-
geneinander ausgerichtetet sein miissen. Es gibt demnach einen Mechanismus, der zum
einen die geladenen Flachen stabilisiert, zum anderen die pléattchenartigen Untereinheiten
stapelt und dabei die Orientierung erhélt. Wie oben ausgefiihrt ist es naheliegend, dafl
N Hj -Tonen dabei eine wichtige Rolle spielen.

Bei der Gasdiffusionsmethode diffundieren CO5 und N H3 in Losung; der pH-Wert steigt
dabei sehr schnell (in ca. 30 min.) von 5,8 auf 9,5 an. Mit einem pKa von 9,25 (bei 25°C)
liegt N H; somit hauptsichlich als NH," vor, welches als positiv geladene Spezies mit
negativ geladenen Flachen des Kristalls wechselwirken, sich also an diese anlagern und
sie stabilisieren kann. Eine solche Wechselwirkung ist in Ubereinstimmung mit fritheren
Studien.®¢87

Die detailierte Bildung der Untereinheiten ist schwer zu analysieren, da die einsetzende
Triitbung der Losung (ca. 6 Stunden nach Reaktionsstart) zwar die Bildung von C'aCO3
anzeigt, dieses jedoch nur in geringer Konzentration vorliegt, so dafl bei IR-Messungen
in Losung nur Wassersignale erhalten werden, und ein Isolieren dieser frithen Spezies auf
Grund der geringen Menge und deren Instabilitdt nicht moglich ist. Unter dem Lichtmi-
kroskop sind kleine spherische Partikel zu erkennen, die unter gekreuzten Polarisations-
filtern dunkel erscheinen, das heifit, eine isotrope Struktur haben, was fiir eine amorphe
Phase spricht. Die Grofle dieser Partikel ist schwer abzuschétzen, da sie beweglich sind.
Unterhalb einer von der Konzentration und vom Brechungsindex abhingigen Grofie von
ca. 50 nm triiben die Partikel die Losung nicht mehr. Es ist also denkbar, dafl bereits vor
Einsetzen der Triibung kleinere C'aCOs-Partikel gebildet wurden. Es ist moglich, beweg-
liche Partikel mit einer Gréfle unterhalb ca. 1 pm, die am Lichtmikroskop optisch nicht

mehr aufgelost werden kénnen, iiber ihre Streuung zu detektieren. Thre Grofle kann durch
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das Tracking der Bewegungsbahnen einzelner Partikel ermittelt werden.”! Hier wurde auf
diese Art der GroBlenbestimmung in den frithen Reaktionsstadien verzichtet, da SEM-
Aufnahmen spéterer Reaktionsstadien zeigen kénnen, dafl die Partikel bei ihrer Bildung
maximal ca. 20 nm grof} sind (s.u. Text und Abb. 5.6.).

Nach ldngerer Reaktionszeit (ca. 9-12 Stunden) sind auf Grund der gestiegenen C'aCOj3
Konzentration IR-Messungen moglich. Sie zeigen die charakteristischen Banden fiir Va-
terit (743 cm™) und ACC (1083 cm™), auch ecin schwicherer Calcit-Peak (712 cm™)
ist zu erkennen (evtl. als Artefakt eingefiihrt, s.0.). Dies lafit den SchluB zu, da die
Vaterit-Untereinheiten aus ACC-Precursorn gebildet werden, was typisch fiir die additiv-
gesteuerte Kristallisation von CaCOj ist.*% In einem weiteren Schritt lagern sich die
NHj -Tonen wie oben beschrieben auf die negativ geladenen exponierten Flichen. Dies
fiihrt zu einer Verlangsamung oder sogar Inhibierung des Wachstums in [001]-Richtung
und somit zur Exposition der (001)/(00-1)-Fldchen. Die daraus resultierende Bildung der
sechseckigen, plattchenférmigen Vaterituntereinheiten und deren nachfolgende Anord-
nung zu den beobachteten Kristallen kann wie folgt erklart werden: Geméafi der Debye-
Hiickel-Theorie fiir schichtartige Geometrien kénnen Ladungen durch sehr diinne Schich-
ten hinweg wechselwirken, d.h. bis zu einer bestimmten Dicke der Plattchen kénnen sich
Oberflachenladungen durch den Kristall ,,spiiren®. Somit hétten gleiche Ladungen auf den
gegeniiberliegenden exponierten (001)/(00-1)-Fldchen energetisch ungiinstige abstoende
elektrostatische Wechselwirkungskriifte zur Folge® so dafl diese entgegengesetzte Ladun-
gen tragen miissen.” Es ist davon auszugehen, daf die N H; -Ionen nicht vollstindig bis
zum Ladungsausgleich auf den negativ geladenen (001)/(00-1)-Flachen der Vateritkristal-
le adsorbieren. Somit resultiert eine negative Gesamtladung dieser Fléachen. Folglich muf3
die gegeniiberliegenden Fldachen positiv geladen, das heifit es miissen die Calcium-Ionen
exponiert sein. Dies ist veranschaulichend in Abbildung 5.5 dargestellt.

38,95 50 daf sich entge-

Durch diese Asymmetrie der Ladungen entstehen dipolare Felder,
gengesetzt geladene Fliachen elektrostatisch anziehen und sich die Plattchen zu Multilagen
stapeln,®® wobei sie kristallographisch perfekt ausgerichtet sind, wie die Elektronenbeu-
gungsbilder (s. Abb. 5.4b und c) beweisen. Diese Schichtstruktur ist in der Seitenansicht
der linsenférmigen Partikel auf SEM-Aufnahmen (s. Abb 5.6 links) deutlich zu erkennen.

Bei stérkerer Vergroflerung wird ein weiteres Merkmal dieser Partikel enthiillt: Sie haben
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Abbildung 5.5: Darstellung der sechseckigen ,, Vaterituntereinheiten“. Links: sechseckiger Va-
teritkristall mit exponierten (001)/(00-1)-Flichen und N H -Adsorption. Rechts: VergéBerung
des Querschnitts durch den Kristalls. Die [001]-Richtung befindet sich in der Papierebene, die
(001)/(00-1)-Fliachen senkrecht dazu (gelb angedeutet). Bei sehr diinnen Schichten ,,spiiren* sich
Ladungen durch den Kristall, so dafy auf Grund elektrostatischer Abstoffung nicht beide Flidchen
die gleiche Ladung tragen kénnen. Die positiv geladenen N H -Tonen adsorbieren auf den nega-
tiv geladenen Flichen und inhibieren so deren Wachstum. Da die Adsorption nicht vollstandig
erfolgt, resultiert dennoch eine negative Gesamtladung. Folglich mufl die gegeniiberliegende
Fliche positiv geladen, also die Calcium-Ionen exponiert sein. Die Adsorption von NH, auf
beiden Flédchen ist also nicht moglich, da dies abstoflenden Krifte zwischen den exponierten,

dann beide negativ geladenen Flidchen zur Folge hétte.
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eine rauhe, aus Nanopartikeln von ca. 20 nm bestehende Oberfliche (s. Abb. 5.6 rechts).

Es ist denkbar, daf§ auf Grund des steigenden Dipolmoments zum einen die Dicke der

Abbildung 5.6: SEM-Aufnahme von Kristallen aus einer 20 mmol/1 CaCls-Lésung nach 18
Stunden; links: Seitenansicht, rechts: Rauhigkeit der Oberfliche bei stéirkerer Vergdflerung

Kristalle begrenzt und einheitlich ist,® zum anderen ihre Anziehung auf die amorphen
Precursor mit fortschreitendem Wachstum durch ein in den Precursorn induziertes Dipol-
moment so stark wird, dafl sich die Precursor geméafl der Feldlinien des Dipols auf ihrer
Oberflache anlagern, wodurch die Partikel ihre linsenférmige Morphologie bekommen.
Dies ist schematisch in Abbildung 5.7 dargestellt. Da die Precursor zum Zeitpunkt ihrer
Bildung nicht grofler sein kénnen als bei der Anlagerung auf den Partikeln, 148t sich aus
den SEM-Aufnahmen an dieser Stelle schlieen, dafl die Precursor zu Reaktionsbeginn
eine maximale Grofle von ca. 20 nm hatten (s.o0.). Da die Partikel immer noch ein ein-
kristallines Beugungsbild zeigen (s. Abb 5.4¢) miissen die Precursor nach Anlagerung auf
der Oberflache entlang der kristallographischen Achse des Systems kristallisieren. Hierbei
sind prinzipiell drei Méglichkeiten denkbar: Die erste ist die Auflosung und Rekristalli-
sation der Precursor auf der Oberflache. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da in diesem
Fall keine Nanopartikel mehr auf der Oberflache der Kristalle auszumachen sein sollten.
Die zweite und dritte Moglichkeit sind sich sehr dhnlich und mit den vorliegenden Daten
nicht voneinander zu unterscheiden: Die ACC-Precursor kristallisieren kristallographisch
ausgerichtet auf der Oberflache der Kristalle, wobei entweder sowohl die c-Achsen ([001]-
Richtung) als auch die a- und b-Achse bereits zum Kristall ausgerichtet sind, oder nur
die c-Achse ausgerichtet ist und die parallele Ausrichtung der a- und b-Achsen zum Kris-

tall durch einen anschliefenden ,oriented attachment“-Mechanismus erfolgt. Ein solcher
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,Lock-in“-Mechanismus ist fiir Ubergangsmetalle, nicht aber fiir CaCO; bekannt?3%%
und zeigt eine neue Route der Kristallisation und Morphologiebildung von CaCO3, ge-
nauer dhnelt er der dreidimensionalen Anordnung wie fiir SnOy beobachtet.3?

o ® o

09

O@O —— d

Amorphe
Precursor “Vaterit-Untereinheiten” @ Sechseckiger Vateritkristall

Abbildung 5.7: Durch die Stapelung der Vaterituntereinheiten steigt das Dipolmoment der
sechseckigen Kristalle, so daf3 sie ein Dipolmoment in den amorphen Precusorn induzieren und

diese anziehen. Die Precursor kristallisieren entlang der kristallographischen Achse des Systems.

Letzteres ist nicht fiir die rosettenférmigen Kristalle zutreffend. Sie sind wesentlich grofier
und weisen eine glatte Oberfliche auf, sind aber wie die kleineren sechseckigen Kristalle
aus pléattchenférmigen Untereinheiten aufgebaut. Da sie bei kleineren C'aC'l,-Konzentra-
tionen, also geringerer Ubersittigung, gebildet werden, ist die Nukleationsrate kleiner.
Es ist anzunehmen, daf ihre Uberstruktur langsamer und thermodynamisch kontrollier-
ter, somit also weniger unter kinetischer Kontrolle, entsteht, so dafl die Untereinheiten
sich in einem bemerkenswerten Selbstanordnungs-Prozef anordnen kénnen, ohne kleinere
Precusor-Nanopartikel anzulagern. Es ist anzunehmen, dafl die Anordnung der Unterein-
heiten von den Feldlinien der Dipolfelder des wachsenden Kristalls bestimmt wird.?® Ein
Einflul von Dipolfeldern wurde bereits bei Fluorapatit-Gelatine-Kompositen diskutiert.3
Uber einen lingeren Zeitraum wandeln sich alle beobachteten Strukturen in Calcit-
Rhomboeder um. Dies geschieht nur in Losung iiber Auflésung und Rekristallisation: im
getrockneten Zustand hingegen sind die Partikel langzeitig stabil. Weiterhin 148t sich aus
der Tatsache, dafl eine Umwandlung in Losung stattfindet, folgern, dafl die Stabilisierung
durch NH;"-Tonen tendenziell weniger stark ist als die durch Makromolekiile.?%97 Of-
fensichtlich ist dabei die in den Rhomboedern exponierte ungeladene Calcit-(104)-Fléche
stabiler als eine durch N H, -Tonen stabilisierte, geladene Calcit-(001)/(00-1)-Fliche.
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Die hier beobachteten Uberstrukturen werden durch Transformation auf der Mesoskala
gebildet (Aggregation und anschlieBende Kristallisation der amorphen Nanoprecursor,
Anordnung der Unterstrukturen) und machen in Ubereinstimmung mit anderen Stu-
dien® deutlich, daf kein epitaktischer Mechanismus® bzw. die Zugabe von Additiven
fiir die Bildung und Stabilisierung thermodynamisch metastabiler Phasen unter Umge-
bungstemperatur und -druck nétig ist, weswegen bei der additivgesteuerten Kristallisati-
on sorgfiltige Kontrollexperimente notig sind. Uberdies konnten komplexe Morphologien
durch Selbstanordnungsprozesse erzeugt werden. Dies wirft die Frage auf, ob &hnlich
einfache Mechanismen auch in der Biomineralisation denkbar sind, um die Vielfalt und
Komplexitiat der Biomineralien hervorzubringen, im Gegensatz zu spezifischen Biomo-

lekiilwechselwirkungen.

5.1.2 Kitanomethode

Bei der Kitano-Methode sind die Ergebnisse stark von den Ausmaflen des Reaktions-
gefafles abhéngig. In Schnappdeckelglidschen von 10-30 ml Volumen werden nach 2 Ta-
gen Calcit-Rhomboeder gebildet, wihrend in Gefédflen mit einem Fassungsvermogen von
ca. 500 pl nadelférmige Kristalle beobachtet werden. Es ist anzunehmen, dafl einerseits
Oberflacheneffekte andererseits die Geschwindigkeit der C'O5-Bildung und -Entweichung,
welche von der Hohe der Losung im Gefafi (also auch der Gefiafigrofie) und Faktoren
wie dem C'Os-Partialdruck in der Umgebung und der Temperatur abhéngt, eine extrem
wichtige Rolle spielen.

Da sich diese Methode als ungiinstig fiir die Remineralisation der Perlmuttmatrix erwie-

sen hat (s. Kapitel 5.5), wurden keine weiteren Untersuchungen durchgefiihrt.

5.1.3 Double Jet-Methode mit Durchflufizelle

Bei der Double Jet Methode ist es moglich, schnell amorphes C'aC' O3 zu erzeugen. Eben-
so erweist sie sich als sehr reproduzierbar. Um die Schnelligkeit und Reproduzierbarkeit
der Double Jet-Methode zu nutzen, jedoch sténdig frisch Precursorlosung konstanter
Konzentration zu generieren und ,alte” Losung zu entfernen, wurde eine Durchflu3zelle

konstruiert (s. Kapitel 4.1). Uber die Kristallisation von CaCO3 mittels einer Durchflu-
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zelle sind erst wenige Studien bekannt: sie wurde bereits zur Synthese perlmuttartiger
Diinnfilme mittels ACC-Precursor?® verwendet und hier erfolgreich fiir die Reminerali-

sierung der Perlmuttmatrix eingesetzt (s. Kapitel 5.5).

5.2 Auswahl des Biominerals

Um das am besten fiir die Remineralisationsexperimente geeignete Biomineral zu ermit-
teln, wurden verschiedene Biomineralien nédher in Hinsicht auf Eigenschaften wie Hand-
habbarkeit oder Demineralisierungszeiten untersucht: Schwamme, Zdhne, Minischwein-

Knochen und Perlmutt.

Knochen und Zihne

Knochen und Zéhne sind sehr komplexe Biomineralien, ihre Struktur ist im Vergleich zum
Perlmutt wesentlich komplizierter. In Knochen ist die von der Matrix gegebene Mikroum-
gebung in der Groflenordnung von ca. 50-100x25x4 nm?’, so daf} eine Beobachtung mit
dem Lichtmikroskop, welches eine schnelle und einfache erste Analyse ohne Trocknung
ermoglichen kann, ausgeschlossen ist. Die Auswahl der Calciumphosphatsysteme wurde
daher auf Zahne beschrinkt, zumal diese schon als eingebettete Schnitte zur Verfiigung
standen. Die Demineralisierung der Zahne erwies sich als d&uflerst zeitaufwendig. Es ist an-
zunehmen, dafl die Diffusion in der relativ kompakten Matrix vor allem bei grolen Proben
sehr langsam ist und zu iiberméfig langen Demineralisationszeiten fiihrt. Zudem sind die
Schnitte zu dick und/oder triib, um mit dem Transmissionslichtmikroskop untersucht zu
werden, so dafl bei ersten Analysen kein Unterschied zwischen de- und remineralisierten
Proben erkannt werden konnte. Wird ein Auflichtmikroskop verwendet, konnen lediglich
Informationen von der Probenoberflache erhalten werden, wiahrend die Remineralisation
jedoch im Innern der Matrix stattfinden mufl. Auch im WAXS-Diffraktogramm wurden
keine charakteristischen Calciumphosphatpeaks nach den Mineralisierungsexperimenten
gefunden. Es ist natiirlich moglich, die Grofle der Schnitte zu reduzieren, was gleichzei-
tig eine bessere Diffusion gewéhrleisten wiirde, jedoch wiirde dies zu einer schlechten

Handhabbarkeit der Proben fiihren.
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Schwamme

Der Schwamm Astroclera Willeyana® stand als Pulver zur Verfiigung. Dieser Schwamm
bildet spherulitsche Kristalle mit einem asternférmigen organischen Matrixgeriist. Die
Demineralisierung mufite mit Essigsdure steigender Konzentration durchgefiihrt werden,
um die Matrix durch die C'Os-Entwicklung beim Losen des C'aC'O3 nicht zu zerstoren.
Dennoch konnte ihre Struktur nicht vollig erhalten werden: am Lichtmikroskop wurden

nur Fragmente der Astern beobachtet (s. Abb. 5.8) In ersten Experimenten konnte nicht

Abbildung 5.8: LM-Aufnahme der demineralisierten Matrix. Diese besteht aus einer empfind-
lichen asterformigen Matrixstruktur, die wédhrend der Demineralisierung nicht erhalten werden

konnten, so dafl nur Fragmente isoliert werden kénnen.

festgestellt werden, ob die organische Matrix in irgendeiner Weise einen Einflufl auf die
Kristallisation ausiibt, da ihre filigrane und weiche Struktur von den in der Lésung un-
spezifisch gebildeten Kristallen eingeschlossen wurde und nicht mehr separiert werden
konnte. Es ist jedoch anzunehmen, dafl sie von den Kristallen deformiert worden ist bzw.
vollig kollabiert ist. Ein weiteres Problem stellt die geringe geringe Menge an Matrix nach

der Demineralisation dar.

Perlmutt

Das Perlmutt der Seeschnecke Haliotis laevigata 148t sich leicht, schnell und vollstéindig
demineralisieren (s. Kapitel 5.4.2). Die verbleibende unlésliche organische Matrix ist me-
chanisch relativ stabil und l&8t sich aufgrund ihrer makroskopischen Dimensionen gut
handhaben. Zudem kann sie gut mit dem Transmissionslichtmikroskop untersucht wer-

den. Ein weiterer Vorteil ist, dafl Perlmutt im Vergleich zu Knochen, Schwimmen und
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Zéhnen eine relativ einfache, sehr gut identifizierbare Struktur hat und dafi die durch
die Matrix gegebene Mikroumgebung wesentlich gréfler als beispielsweise in Knochen ist.
Da die Demineralisierung (im Gegensatz zu den Ziahnen) schnell und vollstandig ablauft
und die Matrix sowohl stabil ist als auch im makroskopischen Mafistab prépariert und
eine potentielle Remineralisierung mit dem Lichtmikroskop erkannt werden kann (im Ge-
gensatz zur Schwamm- und Knochen-Matrix), wurde Perlmutt als Modellsystem fiir die

Remineralisierung ausgewéhlt.

5.3 Synthese von Aragonit

Die mineralische Komponente von Perlmutt ist Aragonit, eine unter Umgebungsbedin-
gungen metastabile Modifikation von C'aC'Os. Ein Schritt auf dem Weg zur Retrosynthese
von Perlmutt ist es daher, diese metastabile Modifikation in vitro herzustellen. Die Bil-

100-103

dung von Aragonit kann durch Magnesiumzugabe im UberschuB erzwungen, auf

60,90

biomimetische Weise, zum Beispiel mit extrahierten Molluskenschalenproteinen oder

104,105 106

auf anderen Wegen wie unter Monolayern, an einer fliissig/fliissig Grenzfliche
oder als metastabiles Intermediat!'®” induziert werden. Es ist bis jetzt jedoch noch nicht
gelungen, Aragonit ohne Magnesium auf einfache Weise nur mit leicht verfiighbaren und
billigen Zusétzen zu synthetisieren. Daher erscheint es vielmehr sinnvoll, einen einfachen
Weg zur Aragonitbildung zu suchen und diesen bei der Remineralisierung der Matrix
zu nutzen, als die bekannten, ohnehin aufwendigeren Methoden durch die Zugabe der
unloslichen Matrix und mit der Bedingung, dafl Aragonit innerhalb dieser gebildet wer-
den muf}, weiter zu erschweren.

Durch Verwendung eines sphérischen Triblockcopolmer-Mikrogels ist es hier gelungen,
komplexe Aragonitstrukturen unter Umgebungsdruck- und -temperatur zu synthetisie-
ren.'®® Doppelt hydrophile Blockcopolymere sind bereits fiir die Beeinflussung der Kris-
tallisation unter biomimetischen Bedingungen bekannt.!%®110 Bei den hier eingesetzten
Mikrogelpartikeln handelt sich um Poly-(Diethylaminoethyl-Methacrylat)-b-poly-(N-Iso-
propylacrylamid)-b-poly-(Methacrylsdure) (PDEAEMA-b-PNIPAM-b-PMAA), welches
einen mit 1,3-Diisopropylenbenzol vernetzten Kern aus Polymethacrylsdure hat. Diese

Partikel haben sowohl positive Ladungen im dufleren PDEAEMA-Block als auch negati-
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ve im inneren PMAA-Block. Zwischen diesen beiden Blocken befindet sich ein PNIPAM-
Block, der bei Raumtemperatur hydrophil ist und fiir die sterische Stabilitéit der Parti-
kel sorgt (s. u.). Die Kombination dieser drei Blocke wurde ausgewéhlt, da zum einen
bekannt ist, dal PMAA Calcium-Ionen bindet, zum anderen Molluskenschalenproteine

1050 dafl zusitzlich der positive

PDEAEMA-Block eingesetzt wurde. Der mitlere PNIPAM-Block verhindert dabei die

weniger sauer als bisher angenommen zu sein scheinen,

Wechselwirkung zwischen diesen beiden Blocken. Die Partikel haben vor allem durch den
PMAA-Block die Eigenschaften eines Mikrogels. So sind sie quellfahig: ihre Grofie betriagt
in Wasser ungefdhr 1 pm, im getrockneten Zustand zwischen 170 und 220 nm.'*! Fiir die
Synthese der Partikel sind nur billige und allgemein erhiltliche Chemikalien nétig.'*
Werden diese Partikel in nur sehr geringer Konzentration (1()'4 mg/ml) als Additive bei
der Prézipitation von CaCO3 mit der Gasdiffusionsmethode (0,01mol/l CaCly) verwen-
det, zeigen SEM-Aufnahmen nach 12 Tagen neben einigen wenigen Rhomboedern Uber-
strukturen in Form von ,garbenbiindelfésrmigen* Kristallen.!941% (s, Abb. 5.9). Diese
haben eine sehr einheitliche Morphologie mit einer schmalen Grolenverteilung um ca. 60
pm. Sie bestehen aus Aragonit, wie aus WAXS-Diffraktogrammen und IR-Spektren her-
vorgeht (Spektren hier nicht gezeigt). Die Spektren zeigen auflerdem kleine Mengen an
Calcit, was zu erwarten ist, da in den Proben einige Rhomboder, also thermodynamisch
stabiles Calcit, gefunden wurden. In Blindexperimenten ohne Additiv unter sonst gleichen
Bedingungen werden ausschliellich Calcitrhomboeder gefunden. Es ist daher zu schlielen,
daB die ,,garbenbiindelartigen” Aragonitkristalle unter dem Einflul des PDEAEMA-b-
PNIPAM-b-PMAA gebildet werden und vor allem wegen dessen sehr geringer Konzen-
tration kleine Mengen an Calcitrhomboedern frei nukleiert werden kénnen.

Die Bildung der Aragonit-Uberstrukturen wurde niher analysiert: Bereits die Tatsa-
che, daf§ alle Kristalle mit der unteren Seite auf einem in die Reaktionslosung gelegten
Glas anhaftend gefunden (s. Abb. 5.10 links) und sie verstarkt auf einem senkrecht in
die Losung gestellten Glasstiick gebildet werden, deutet darauf hin, daf} sie heterogen an
der Glasoberfliche nukleiert werden. In Ubereinstimmung damit zeigen abgeloste bzw.
heruntergefallene Kristalle eine flache Unterseite, welche zudem in der Mitte ein Loch
von ca. 1 pm Durchmesser aufweist (s. Abb. 5.10 rechts). Dies legt den Schluf nahe,
dafl dort zuvor die Position eines PDEAEMA-b-PNIPAM-b-PMA A-Mikrogel-Partikels
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Abbildung 5.9: SEM-Aufnahmen der garbenbiindelartigen Aragonitkristalle, nach 12 Tagen
mit sehr geringen Konzentrationen an PDEAEMA-b-PNIPAM-b-PMAA als Additiv in der
Gasdiffusionsmethode gebildet (s. Text). Es sind einige Rhomboeder zu erkennen (links), die

vermutlich frei in Losung nukleiert werden.

war, welches auf dem Glas adsobiert ist und den Kristall auf der Glasoberflache nukleiert
hat. Die Affinitdt der Mikrogel-Partikel zu Glasoberflichen kann leicht gezeigt werden:
Wird ein Glasstiick in eine C'aCly-Mikrogelpartikel-Losung entsprechender Konzentra-
tion gegeben, befinden sich auch nach intensivem Waschen Mikrogelpartikel auf dem
Glas, wie auf SEM-Aufnahmen erkennbar ist. Dies ist plausibel, da Glasoberflichen ne-
gativ (hier durch Adsorption positiv geladener Farbstoffe und Latexpartikel iiberpriift)
und die duBere Hiille der PDEAEMA-b-PNIPAM-b-PMAA-Partikel positiv geladen ist.
Somit erfolgt die Nukleation je eines Aragonit-Kristalls heterogen an je einem Mikrogel-
Partikel auf der Glasoberfliche, wéhrend die wenigen Calcitrhomboeder frei in Losung
homogen nukleiert werden. Die Uberstrukturen sind aus 500 nm bis einige pm langen
pléattchenartigen Untereinheiten aufgebaut. Abbildung 5.11 zeigt TEM-Aufnahmen die-
ser Baueinheiten und ihre jeweiligen Elektronenbeugungsspektren (a,b). In beiden Fillen
ist der Kristall entlang der [001]-Achse ausgedehnt. HRTERM-Aufnahmen (c,d) und ihre
Powerspektren (e,f) zeigen zum einen die perfekte Kristallinitéit im Inneren der Unterein-
heiten, zum anderen ein neues, sehr interessantes Merkmal: Die Plattchen sind von einer
ca. b nm dicken amorphen Schicht ummantelt. Diese Schicht beginnt unter dem Elek-
tronenstrahl zu kristallisieren, besteht also aus amorphem CaCOs; (ACC). Eine solche
ACC-Schicht wurde ebenfalls in den Aragonitpéttchen des in dieser Arbeit untersuchten
Perlmutts (s. Kapitel 5.4.1) entdeckt.!'? Thre Funktion ist unbekannt, sie kénnte jedoch
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Abbildung 5.10: Die Aragonitkristalle werden vermutlich an der Glasoberfliche nukleiert, da
sie immer mit der Unterseite auf dem Glas anhaftend gefunden werden (links). Abgeldste
Partikel zeigen jeweils ein Loch in der Unterseite, dessen Grole mit der der Mikrogelpartikel

iibereinstimmt (rechts).

Abbildung 5.11: TEM-Aufnahmen der Untereinheiten der Aragonitkristalle mit jeweiligen
Elektronenbeugungsbildern (a,b, Einschub) und HRTEM-Aufnahmen (c,d) mit den dazu-

gehorigen Powerspektren (e,f).

20



als eine ,,Schutzschicht* wirken und die Rekristallisation des Aragonits in Losung verhin-
dern. Es ist dabei denkbar, dal eine ACC-Schicht ein héufig verwendeter Mechansimus
zur Stabilisierung von Aragonit ist. Dies mufl jedoch noch intensiv an vielen Systemen
gepriift werden (s. auch Untersuchung von Perlmutt, Kapitel 5.4.1).

Um den EinfluB der PDEAEMA-b-PNIPAM-b-PMAA-Partikel néher zu untersuchen,
wurde deren Konzentration bei konstanter C'aCly-Konzentration variiert. Mit zunehmen-
der Konzentration werden die Kristalle zunéchst heterogener, bis bei 1 mg/ml PDEAEMA-
b-PNIPAM-b-PMAA die Mikrogelpartikel unspezifisch in amorphe CaCOs-Strukturen
eingeschlossen werden (s. Abb. 5.12 links). Da in diesem Fall die C'aCly-Konzentration
relativ zu der der Mikrogelpartikel klein ist, ist es moglich, da3 nicht geniigend Ma-
terial pro Partikel fiir die Ausbildung groflerer Strukturen zur Verfiigung steht. Somit
kénnten also diese in Mineral eingeschlossenen Polymerpartikel den frithen Wachsstums-
stadien der Aragonitiiberstrukturen entsprechen oder dhneln, bei welchen durch die we-
sentlich kleinere PDEAEMA-b-PNIPAM-b-PMA A-Konzentration mehr Material pro Mi-
krogelpartikel zur Verfiigung steht. Die Tatsache, dal die Mikrogelpartikel auch bei re-
lativ kleiner C'aCly-Konzentration von der Mineralphase eingschlossen werden, deutet
iibereinstimmend mit den Lochern in der Unterseite der Aragonitkristalle darauf hin,
daf3 die Mikrogelpartikel Ionen ,,ansammeln“ und die Mineralphase nukleieren, so dafl
sie von dieser umhiillt werden. Nur wenn dann noch geniigend Material zur Verfiigung
steht, kann weiteres Wachstum, also die Bildung der beobachteten Uberstrukturen, statt-
finden. Eine Wechselwirkung zwischen Calciumionen und Mikrogelpartikeln wurde durch
Untersuchungen mittels DLS (Dynamische Lichtstreuung) bestétigt: Der hydrodynami-
sche Radius sinkt von 1000 nm in Wasser'!! auf 800 nm in 0,01 mol/l CaCl,, da die
abstoflenden Ladungen durch die Ionen abgeschirmt werden. Ein in den Gasdiffusionsex-
perimenten parallel dazu auftretender gegenldufiger Effekt ist der Anstieg des Partikel-
radius mit zunehmender Abstoung der negativen Ladungen im PMAA-Kern aufgrund
des pH-Anstiegs auf 9,5. Eine in situ-DLS-Messung zur Ermittlung der Partikelgrofie ist
hierbei nicht moglich, da mit dem pH-Anstieg die C'aC'O3-Prizipitation verbunden ist,
welche die Messung stort. In auf pH 9.5 eingestelllter NaOH jedoch betragt der hydro-
dynamische Radius der Partikel 1200 nm.

Die zwitterionischen Partikel wirken offensichtlich als ,, Ionenschwamm® und kénnen grofle
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Mengen an negativ und positiv geladenen Ionen binden. Ist die Kapazitit erschopft, wird

Abbildung 5.12: Bei hohen Konzentrationen der Mikrogelpartikel (1 mg/ml) werden die-
se von amorphen unspezifischen Strukturen eingeschlossen. Vermutlich ist nicht geniigend
Mineral vorhanden, um die Uberstrukturen auszubilden. Dies kann also die Vorstufen der
Aragonit-Uberstrukturen darstellen (links). Stadien, in denen die Uberstrukturen bei niedri-
gen Mikrogelpartikel-Konzentrationen zu entstehen beginnen, zeigen, dafl diese radial wachsen,
wobei die Untereinheiten teilweise schon zu erkennen sind (rechts, duflerer Rand des Partikels).

Aragonit nukleiert, moglicherweise iitber ACC als Vorstufe, wie Abbildung 5.12 links an-
deutet (s. Text oben). Frithe Stadien der Uberstrukturen zeigen, da diese vom Nukleus
aus radial wachsen und dabei die Untereinheiten ausbilden (s. Abb. 5.12 rechts, duflerer
Rand).

Um die Stabilisierung des Aragonits zu erkldren und den EinfluB der PDEAEMA-b-
PNIPAM-b-PMAA-Triblockpartikel néher zu spezifizieren, wurden die Funktionen der
verschiedenen Blocke ndher untersucht. So kann gezeigt werden, dafl der mittlere PNIPAM-
Block die Partikel in Losung stabilisiert,''* obwohl potentiell eine destabilisierende Saure-
Base-Wechselwirkung zwischen dem negativ geladenen PMAA-Kern und den positiv
geladenen dufleren PDEAEMA-Gruppen denkbar ist. So sind die Triblockpartikel was-
serloslich und stabil. Das Diblock-Copolymer PDEAEMA-b-PMAA jedoch, das keinen
PNIPAM-Block hat, ist instabil in Wasser: Die Partikel sind wasserunloslich, da die
beiden Blocke miteinander wechselwirken und so einen Polyelektrolytkomplex bilden.
Offensichtlich kann also im Falle der Triblockpartikel der mittlere PNIPAM-Block die
PMAA- und PDEAEMA-Block voneinander abgeschirmen, so dafl diese eine kolloidal
stabile Losung bilden koénnen. Zusétzlich kann die Vernetzung des PMAA-Kerns die Mo-
bilitdt der Sduregruppen und somit eine Wechselwirkung einschréanken.

Wird anstelle des Triblock-Polymers nur das PDEAEMA-Homopolymer bei der Kristalli-

sation verwendet, werden den oben beschriebenen dhnliche Uberstrukturen gebildet, wenn
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dieses in hoher Konzentration (1 mg/ml) zugesetzt wird. Bei geringerer Konzentration
wird Calcit nukleiert, dessen Morphologie mit abnehmender Konzentration immer mehr
die eines Rhomboeders annimmt, bis dieses bei einer Konzentration von 0,01 mg/ml die
nahezu einzige Morphologie darstellt. Dies deutet darauf hin, dafl eine hohe lokale Polyka-
tionenkonzentration notig ist, damit Aragonit nukleiert werden kann: Im Falle Triblockp-
olymers ist dies auch bei kleinen Konzentrationen alleine durch dessen Struktur gegeben,
da seine dufere Hiille aus PDEAEMA besteht und dieses somit lokal hochkonzentriert
vorliegt. Dadurch und durch den negativ geladenen Kern wird wiederum die Ionenkon-
zentration lokal erhoht und Aragonit nukleiert, das, wie aus SEM-Aufnahmen hervorgeht
(s. Abb. 5.9, 5.10, 5.12 rechts), eine radiale Struktur aus Plidttchen bildet. Diese wéchst
vom Mikrogelpartikel aus weiter zu der garbenbiindelartigen Aragonitiiberstruktur. Da
diese Kristalle viel grofler sind als die Mikrogelpartikel und keine weiteren Polymere in
Losung sind, ist es denkbar, dafl die Pldttchen durch Aragonitbriicken durch die ACC-
Schicht hindurch miteinander verbunden sind, die es ermoglichen, dal auch noch in grofier
Entfernung vom nukleierenden Mikrogelpartikel Aragonit in kristallographischer Orien-
tierung gebildet wird. Dies ist ein Mechanismus, der auch in vivo erkldren kénnte, wie in
Biomineralien grofle Mineralanteile von verschwindend geringen Mengen an organischen

Molekiilen modifiziert werden konnen.

5.4 Perlmutt und Perlmuttmatrix

5.4.1 Perlmutt

Das Perlmutt der Seeschnecke Haliotis laevigata wurde vor der Demineralisierung cha-
rakterisiert. Das WAXS-Diffraktogramm gemahlenen Perlmutts zeigt die charakteristi-
schen Peaks fiir Aragonit (s. Abb 5.13). Die thermogravimetrische Analyse ergibt einen
Anteil an organischer Matrix von ca. 4.2 wt%. Diese Ergebnisse stimmen mit der Litera-
tur (vgl. Kapitel 2.3) iiberein. Neben den bisher bekannten Strukturmerkmalen wurden
jedoch zwei weitere gefunden, die bisher trotz zahlreicher ausfiihrlicher Studien an Perl-

£17,54,57-59

mut noch nicht erwahnt wurden.

Die in der Literatur beschriebene Schichtstruktur aus ca. 500 nm dicken Aragonitpléattchen
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Abbildung 5.13: WAXS Pulver-Diffraktogramm gemahlenen Perlmutts im Vergleich zum Dif-

fraktogramm reinen Aragonits (rote Linien).

und organischer Matrix ist auf SEM- und TEM-Aufnahmen von Perlmuttbruchkanten
bzw. - diinschnitten deutlich erkennbar, ebenso die Unebenheiten (,,Nanoasperities®) auf

den Pléttchen (s. Abb. 5.14 rechts, Einschub) Die organische Matrix ist auf den TEM-

Abbildung 5.14: TEM (links) und SEM-Aufnahmen (rechts) von Perlmuttdiinschnitten bzw.
-bruchkanten zeigen die Schichtstruktur von Perlmutt und die Nanounebenheiten auf den

Plattchen (rechts, Einschub)

Aufnahmen als weniger elektronendichtes und damit helleres Material zwischen den elek-
tronendichten Aragonitschichten abgebildet (s. Abb. 5.14 links).

Uberraschenderweise existieren neben dieser kompakten Struktur auch Bereiche, in de-
nen der Raum zwischen den Matrixschichten nicht vollstindig mit Mineral ausgefiillt

ist. Zwar ist iiber das Wachstum von Perlmutt in Gastropoden bekannt, dafl je einige
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Matrixlagen gebildet werden, bevor die Mineralphase nukleiert wird, doch erfolgt die
Auffiillung der Matrixzwischenrdume in einer pyramidenartigen Anordnung von kleiner
werdenden Pléttchen (s. Kap. 2.3, ,stacks of coins®). Die TEM-Aufnahmen hier zeigen
jedoch mehr oder weniger ungeordnet verteiltes Mineral, das keineswegs die Form von
Plidttchen hat. Auf Abbildung 5.15 ist ein solcher nicht vollstdndig mineralisierter Be-
reich mit Mineralstrukturen verschiedener Formen und Groéflen zu sehen, einige davon
grob rechteckig, allerdings ohne gerade Kanten, andere haben eine aggregatartige Mor-
phologie. Alle Strukturen sind in Kontakt mit den Matrixschichten. Es werden weder
die fiir die nahezu einkristallinen Aragonitpléittchen typischen geraden Kanten noch die
glatten Flichen gefunden (links). Vielmehr ist bei starkerer Vergrofilerung zu erkennen,
daf die Strukturen aus Nanopartikeln bestehen (rechts). Elektronendiffraktogramme die-
ser wenig mineralisierten zeigen Aragonit, in wenigen Féllen wird auch die Gegenwart
von Calcit angedeutet. Solche Charakteristica konnen keine bei der Probenpréparation

verursachten Artefakte sein. Wohl kénnen Aragonitplattchen beim Schneiden brechen,

Abbildung 5.15: TEM-Aufnahmen wenig mineralisierter Bereiche von quer zu den Aragonit-
schichten geschnittenem Perlmutt. Die Matrixzwischenrdume sind nicht vollstdndig minerali-

siert. Die Mineralstrukturen bestehen aus Nanopartikeln (rechts).

doch sind sie in diesem Fall immer noch deutlich als solche zu erkennen und kénnen auch
nicht in aggregatformige Strukturen oder Nanopartikel aufgespalten werden. Uberdies
ist es nicht moglich, dafl dabei so grofle Bereiche entstehen, die vollig frei von Mine-
ral sind. Um die Rolle dieser Beobachtungen im Perlmutt (Mineralspeicher, teilweise

Auflosung/Zerstorung der Schale, Wachstum von Perlmutt iiber Nanopartikel, Baufeh-
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ler,...7) zu kldren, sind weitere ausfiihrliche Studien nétig. Sie konnten beispielsweise ein
Indiz fiir ein Wachstum der Perlmuttpliattchen via Nanopartikel sein. Es ist iiberaus er-
staunlich, daf3 das Phénomen in der Literatur nicht bekannt ist. Es wird in Kapitel 5
noch einmal aufgegriffen werden.

Hochauflésungstransmissionselektronenmikroskopie (HRTEM)- Untersuchungen enthiillen
ein weiteres noch nicht beschriebenes Strukturmerkmal von Perlmutt. Abbildung 5.16
zeigt einen Ausschnitts aus der Oberflichenregion eines typischen Aragonitpléittchens
(wie in Abbildung 5.14 zu sehen). Die Plittchen sind von einer 3-5 nm dicken Schicht aus
amorphen CaC'O3 ummantelt.!'? Die Grenzflichen kristallin/amorph und amorph/orga-
nische Matrix sind deutlich gewellt. Bei langerer Exposition des Elektronenstrahls begin-

nen sich Aragonitkristallite in der amorphen Schicht zu bilden. Durch die hier angewand-

Abbildung 5.16: HRTEM-Aufnahme von Perlmuttdiinnschnitten: Ausschnitt der Ober-
flichenregion eines typischen Aragonitpldttchens. Es befindet sich eine 3-5 nm dicke ACC-
Schicht auf der Oberfliche, in der bei ldngerer Exposition unter dem Elektronenstrahl Arago-
nitkristallite entstehen. Der Einschub zeigt das Powerspektrum aus dem kristallinen Bereich

des Pldttchens, welches entlang der [023]-Richtung orientiert ist.

te Probenprédparation kann ausgeschlossen werden, dafl es sich bei den Beobachtungen
um ein Artefakt handelt. Lediglich bei der sogenannten ,,Ion-milling“-Technik wurde die
Bildung von amorphen Bereichen, die zudem grofler und unregelméfiger als die hier
beschriebenen Schichten waren, beobachtet.?” Eine organische Natur der Schicht kann

ebenfalls ausgeschlossen werden, da sie bei langerer Exposition des Elektronenstrahls zu
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kristallisieren beginnt.

Zwar wurde amorphes CaCOj3 bereits als Precursor diskutiert,'® eine die Pliattchen um-
gebende ACC-Schicht jedoch hat nicht nur die Erweiterung des Bildes von der Perlmutt-
struktur zur Folge, sondern auch von dessen Bildungsmechanismus (s. Kapitel 2.3.1).
Sollte die ACC-Schicht auf den Aragonitplattchen kontinuierlich sein, wie es auf HRTEM-
Aufnahmen verschiedener Stellen der Fall ist, 148t sich dies mit dem Epitaxie-Modell nicht
nur nicht vereinbaren, es widerlegt dieses sogar. Da keine Grenzfliche Matrix /kristallines
Aragonit vorhanden ist, kann letzteres nicht durch Nukleationszentren auf der Matri-
xoberflaiche induziert werden. Ein epitaktisches Wachstum von Perlmutt ist somit nur
noch denkbar, wenn es wenige, sehr kleine kristalline Verbindungen zur Matrix durch die
ACC-Schicht geben sollte, die zuféllig nicht innerhalb der untersuchten Schnitte liegen.
Mit Festkorper-NMR-Untersuchungen konnten diese Ergebnisse untermauert werden: Es
wurde eine ACC-Phase detektiert, die nicht mit den Matrixproteinen wechselwirkt. Dies
Studie wird bei Nassif et al niher beschrieben.!!?

Die wellenformige Kontur der ACC-Grenzflachen liefert einen von sich hidufenden Hinwei-
sen'®17 dafl Biomineralien sich nicht wie klassisch beschrieben durch ionisches Wachstum
bilden, da dieses gerade Flichen erzeugt. Sie ist hingegen in Ubereinstimmung mit dem
Wachstum iiber Nanopartikel, beispielsweise ACC. Auch die sogenannten , Nanoaspe-
rities“ auf der Oberflache der Plittchen weisen auf ein Nanopartikelwachstum hin (s.
Kapitel 2.3).6%66

Trotz der thermodynamischen Instabilitdt von ACC in Wasser ist die Langzeitstabilitét
amorpher Phasen in Biomineralien nicht ungewdhnlich.'® Es ist beispielsweise denkbar,
daf die hier entdeckte ACC-Schicht im Perlmutt trotz einer Grenzfliche mit der kristal-
linen Phase durch Makromolekiile oder Ionen - seien diese Stabilisatoren oder Verunrei-
nigungen - stabilisiert wird, die wihrend des Kristallisationsprozesses dhnlich wie beim
bekannten Zonenschmelzverfahren an den Réndern des Kristalls angesammelt werden.
Es stellt sich die Frage nach der Funktion der amorphen Schicht. Dafiir sind weite-
re Studien notig; dennoch sind bereits verschiedene Funktionen denkbar: Die amorphe
Schicht kénnte zum einen der Stabilisierung der energiereichen (001)-Fléche der Arago-
nitplédttchen dienen, indem durch sie ein Gradient entsteht und so die energiereiche Ober-

fliche durch zwei weniger energiereiche ersetzt wird. Weiterhin kénnte sie, dhnlich wie bei
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Grenzflichen in natiirlichen Polymerkompositen,''? die Adhision von Matrix und Mine-
ral ermoglichen oder verbessern und somit erheblich zu den mechanischen Eigenschaften

des Perlmutts beitragen.

5.4.2 Perlmuttmatrix

Die demineralisierte Perlmuttmatrix zeigt die in der Literatur beschriebenen charakte-
ristischen Merkmale. Auf Lichtmikroskop-Aufnahmen der Aufsicht ist deutlich die Wa-
benstruktur zu erkennen, die den ,Negativabdruck® (s. Abb. 5.17) der Aragonitplattchen
darstellt. Blickrichtung ist also die frithere c-Richtung der Aragonitplédttchen, in der Pa-
pierebene befinden sich folglich die a- und b-Richtungen. Dies gilt fiir alle folgenden
LM-Aufnahmen der Matrix. Der Durchmesser einer ,, Wabe“ betragt im Mittel ungefahr
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Abbildung 5.17: LM (links)- und SEM (mitte, rechts)-Aufnahmen der demineralisierten Perl-
muttmatrix. Die charakteristische Wabenstruktur, der ,,Negativabdruck® der Aragonitpliattchen
,ist zu erkennen, der Durchmesser der Waben ist jedoch kleiner als der der Pléattchen. Die Matrix

hat eine faserige Struktur (rechts).

7,4 pm und ist damit kleiner als die der Aragonitplédttchen. Dies wurde in fritheren Stu-
dien ebenfalls beobachtet (mit einem Durchmesser von 10-15 pm fiir die Plattchen und
im Mittel 6,7 pm fiir die Waben),? aber nicht diskutiert. Mogliche Erkldrungen sind
ein Schrumpfen des gesamten Matrixgeriistes durch die Demineralisierung, beispielswei-
se durch die fehlende Stabilisierung des harten Minerals und/oder die von der in der
Matrix vorliegenden natiirlichen abweichende lonenzusammensetzung und -stéirke der
Essigsdure. Diese Erkldrung wird durch das hier beobachtete ausgeprigte Quellungs-
/Entquellungsverhalten der Matrix unterstiitzt: beim Trocknen kollabiert sie, bei Di-

spergieren in wéfiriger Losung quillt sie wieder. SEM- Aufnahmen lassen auflerdem bei
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stiarkerer Vergroferung die faserige Struktur der Matrix erkennen (s. Abb.5.17 rechts).

TEM-Aufnahmen parallel zu den Schichten geschnittener Matrix zeigen die Locher bzw.
Poren (s. Abb.5.18). Diese wurden als Trocknungsartefakte ,zu einem gewissen Aus-
maf“5! beschrieben, da sie nur bei luftgetrockneten Proben, nicht aber in vitrifizierten
Schnitten beobachtet wurden. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden,
daB durch kritische Punkt-Trocknung entwésserte, quer zu den Schichten geschnittene
Proben ebenfalls eine locherige Struktur aufweisen. Da diese Methode dazu dient, Trock-
nungseffekte zu minimieren, ist anzunehmen, dafl die Poren kein Artefakt sind, dieses
Strukturmerkmal aber nicht bei jeder der verschiedenen Probenpréaparationsarten beob-

achtet werden kann. Die Existenz von Poren in der Matrix erscheint iiberdies sinnvoll,

Abbildung 5.18: TEM-Aufnahmen der Matrix. Luftgetrocknet und parallel zu den Schich-
ten geschnitten (links); kritisch-Punkt-getrocknet und quer zu den Schichten geschnitten
(rechts). Es sind Poren in der Matrix erkennbar. Die Matrix ist nicht kollabiert.

da beim Perlmuttwachstum Material durch die vorher gebildeten Matrixschichten hin-
durch transportiert werden mufl. Die Aufnahmen beweisen weiterhin, dafi die Matrix
nach der Demineralisierung nicht kollabiert. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem oben
beschriebenen makroskopischen Quellverhalten der Matrix, nach dem diese in Wasser ge-
quollen ist, und wurde schon vor Einbettung kritisch Punkt-getrockneter Matrix deutlich:
Im Gegensatz zu herkommlich getrockneten, kollabierten Proben, die eine unscheinbare
Farbe haben (beige-braun), ist diese nicht kollabiert und, dhnlich wie das urspriingliche
Perlmutt, iriszidierend. Die im Vergleich zum urspiinglichen Perlmutt etwas kleineren
Abstande zwischen den Matrixschichten (100-400 nm statt 500nm) sind trotz der kri-

tischen Punkt-Trocknung ein Artefakt der Probenpraparation, da die demineralisierten
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Matrixstiicke in Losung dicker als die urspriinglichen Perlmuttstiicke sind: Die Matrix
quillt also wihrend der Demineralisierung, wodurch keine kleineren Abstédnde zwischen

den Matrixschichten resultieren konnen.

5.4.3 Lagerung der Matrix

Es wurden mehrere Methoden getestet, die Matrix zu lagern: In Gentamycinlésung,
Natriumazidlésung, Ethanol und Raschithaltiger Losung (Raschit: 5 wt% 4-Chlor-3-
methylphenol in Methanol). Die Lagerung in reinem Wasser oder physiologischem Puffer
allein ist wegen Pilzbildung nicht moglich, es ist ein Fungizid nétig. Bei Lagerung in
Gentamycin- oder Natriumazidlosung tritt kein Pilzbefall auf, die Konsistenz der Ma-
trixstiickchen dndert sich jedoch, so dafl sie nicht mehr gut handhabbar sind. (Sie werden
»glitschig®). Als beste Methode fiir die Langzeitlagerung (iiber 1 Monat) hat sich eine
Losung von 150 pl Raschit pro 4 ml Wasser herausgestellt. Es kann auch nach mehr als 12
Wochen keine Verdnderung und kein Pilzbefall der Matrix festgestellt werden. Die kurz-
und mittelfristige Lagerung (bis zu 2 Wochen) ist in 10%iger Essigsédure moglich.

5.4.4 Deproteinierung der Matrix

Der Proteinanteil der Matrix sollte mit der Protease Subtilisin®® entfernt werden. Die
Deproteinierung wurde mit Coomassie Blue,!'* einem Reagenz zur Proteinanfirbung,
iberpriift. Dazu wurde die Matrix in eine 50%ige Coomassie Blue-Losung in Wasser ge-
geben und die Verfarbung beobachtet. Auch nach iiber sechswochiger Deproteinierung,
mehrmaligem Wechsel der Subtilisinlésung und eines intensiven Waschprozesses tritt ei-
ne Blaufarbung sowohl der Matrix als auch der zuvor farblosen bis leicht bréaunlichen
Coomassie Blue- Losung selbst auf. Im Gegensatz dazu verfirbt sich bei der Negativ-
kontrolle, einer demineralisierten, nicht mit Subtilisin behandelten Probe zwar die Ma-
trix, nicht aber die Coomassie Blue-Losung. Die subtilisinbehandelten Matrixstiickchen
trennen sich in diinnere Stiicken auf, ein Hinweis, dal die Verbindungen zwischen den
Matrixlagen abgebaut wurden.

Es ist nicht unproblematisch, diese Ergebnisse zu beurteilen, zumal bereits {iber Schwie-

rigkeiten bei der Anfiarbung, Entfernung und Charakterisierung der Proteine im Perl-
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mutt berichtet wurde.5%%%115 Mit den Deproteinierungsexperimenten sollte zum einen

Abbildung 5.19: LM-Aufnahmen von mit Coomassie Blue angefirbten Matrixproben.
Links: 47 Tage mit Subtilisin behandelt, rechts: nicht behandelt. Die subtilisinbehandelte
Matrix zeigt grofle, regelméfig angeordnete Poren, die charakteristische Wabenstruktur

wie auf der unbehandelten Matrix ist nicht mehr zu erkennen

die Struktur der Matrix ohne Proteine, sprich die Chitinmatrix, zum anderen das Remi-
neralisationsverhalten der deproteinierten Matrix (s. Kapitel 5.5.4) untersucht werden.
Es ist jedoch offensichtlich nicht moglich, alle Proteine vollstdndig mit Subtilisin zu en-
fernen, da trotz intensiver Behandlung eine Blaufarbung der Matrix auftritt, das heifit
noch Proteine vorhanden sind. Hierbei wurde in Ubereinstimmung mit der Literatur®
die charakteristische Wabenstruktur durch das Subtilisin degradiert, wie ihr Fehlen auf
Lichtmikroskopaufnahmen zeigt (s. Abb.5.19 links). Folglich existiert noch eine weite-
re, mit Subtilisin nicht (oder nicht vollstindig) degradierbare Gruppe von in Essigséure
unloslichen Proteinen, die mit Coomassie Blue reagieren. Da Matrix und Losung an-
gefiarbt wurden, befinden sich diese Proteine sowohl auf der Matrix als auch in der Losung.
Da die Matrix vor dem Férbetest intensiv gewaschen wurde und die Farbung der Losung
erst nach ungefihr 30 Minuten auftritt, ist es denkbar, dal zwar die Bindung zwischen
Proteinen und Matrix, nicht aber die Proteine selbst degradiert wurden. Falls die so
abgespaltenen Proteine wasserunloslich sind (was anzunehmen ist, da sie bei der Demi-
neralisierung mit Sdure nicht entfernt wurden) und auf der Matrix ausfallen, gehen sie,
wie hier beobachtet, nur sehr langsam in Losung. Zunéchst steht zu vermuten, daf} es sich
dabei lediglich um nicht herausgewaschene ,, Wabenproteine“ oder Subtilisin handelt. Da
Subtilisin in den hier verwendeten Mengen gut wasserloslich ist und bereits frither neben

den Wabenproteinen von einer weiteren, mit Subtilisin nicht spaltbaren Proteingruppe
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berichtet wurde,®* ist dies unwahrscheinlich. Ein Artefakt kann ebenfalls ausgeschlossen
werden, da bei nicht mit Subtilisin behandelten Matrixproben die Blaufarbung der Coo-
massie Blue-Losung nicht auftritt. Aus Kontrollexperimenten ist bekannt, dafi Chitosan
von Coomassie Blue angefarbt wird, welches mit Aminogruppen reagiert. Da im Chitin
ein gewisser Anteil in der Chitosanform vorliegt, ist zwar davon auszugehen, dafl die
deproteinierte Chitinmatrix angefiarbt werden kann. Die Matrix kann jedoch durch die
Essigsdure- und Subtilisinbehandlung nicht gelést werden, so dafl die Tatsache, dafl neben
der subtilisinbehandelten Matrix auch die Coomassie Blue-Losung selbst angefarbt wird,
wie oben beschrieben auf nicht degradierte Proteine zuriickzufiihren ist.

Die Tatsache, dafl die Wabenstruktur vollstdandig degradiert wurde, zeigt aulerdem, dafl
die Matrixstiickchen trotz ihrer makroskopischen Ausmafle fiir das Subtilisin komplett
zugéanglich sind. Weiterhin weisen die deproteinierten Proben ein vorher nicht erkennbares
Strukturmerkmal auf: Sie sind regelméflig von im Lichtmikroskop erkennbaren Lochern
(s. Abb. 5.19) durchsetzt, die wesentlich groBer sind als die auf den TEM-Bildern (s.
Abb. 5.18) beobachteten Poren (ca. 5-50 nm, vgl. Kapitel 2.3) und im Modell der Mi-
neralbriicken®® als zentrale Poren fiir die Bildung der Mineralbriicken und die Nukleati-
on der Aragonitpliattchen in der néchst hoheren Schicht interpretiert werden (s. Kapitel
2.3.1). Demnach entsprechen diese Locher den Positionen der Nukleationsentren der Ara-
gonitpldttchen. Dies wird von der Tatsache gestiitzt, dal ihre Abstdnde im Mittel dem
Durchmesser der Waben entsprechen und sich somit je eine Pore unter je einem Plédttchen
befinden kann.

Im Laufe der Subtilisin-Behandlung behalten die einzelnen Matrixstiickchen ihren Zu-
sammenhalt nicht, sondern zerfallen in diinnere Schichten, was beweist, dafl die einzelnen
Matrixschichten miteinander durch Proteine verbunden sind (s. Kapitel 2.3). Chitin al-
leine, wie im erweiterten Epitaxiemodell von Perlmuttwachstum postuliert (s. Kapitel
2.3.1), ist also nicht ausreichend, um der Matrix ihre dreidimensionale Struktur zu ge-

5

ben,’! es sind strukturierende Proteine notig. So wurden bereits Hinweise gedunden, daf

die Briicken, die die Matrixschichten verbinden, aus Collagen bestehen.%
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5.4.5 (-Potential der Matrix

Da es sich als problematisch erwiesen hat, Informationen iiber die Matrixproteine zu er-
halten, diese aber nicht nur im Hinblick auf ihre Struktur (SEM, TEM.,...) charakterisiert
werden sollte, wurden (-Potential-Messungen durchgefiihrt, um den Zustand der Matrix
in wiBriger Losung niher zu untersuchen. Das (-Potential™ ist ein Ma8 fiir die Ladung
eines Partikels, der in Losung in einem angelegten elektrischen Feld wandert, aber nicht
sedimentiert und kann somit wichtige Informationen iiber die Matrix liefern. Diese sind
unter anderem im Hinblick auf die in Losung stattfindende Remineralisierung (s. Kapitel
5), vor allem auf die mit einem starken pH-Anstieg verbundene Gasdiffusionsmethode
(die sicher nicht ,,biomimetisch* genannt werden darf), interessant.

Vor jeder Messung wurde eine kleine Menge an Matrix in der jeweiligen Losung mit ei-
nem Ultraschallstab- oder bad dispergiert und gewartet bis eventuelle groflere Partikel
sedimentiert waren. Die verbleibenden Matrixpartikel in der iiberstehenden Dispersion
sedimentierten vor allem bei hoheren pH-Werten (iiber ~ 5) erst nach deutlich ldngeren
Zeiten als der Mefidauer. Der pH-Wert wurde mit HCl, NaOH oder Puffer eingestellt.
Abbildung 5.20 stellt das (-Potential der Matrix in Abhéngigkeit vom pH-Wert dar.
Fiir saure pH-Werte ist es positiv und sinkt von ca. +26 mV bei pH 2,9 auf ca. -
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Abbildung 5.20: Abhéngigkeit des (-Potentials der Matrix vom pH-Wert.
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35 mV bei pH 6,2. Dabei durchlduft es den Nullwert bei einem pH-Wert von 4,2. Bei
Anstieg des pH-Wertes iiber 6,2 sinkt das (-Potential nicht weiter, sondern bleibt bis
zum hochsten untersuchten pH-Wert von 10,5 konstant zwischen -33 und -35 mV. Wenn
auch keine quantitative Aussage moglich ist, da eine unbekannte Menge an Matrix vor
der Messung sedimentiert, die Partikel variable, nicht definierbare Formen und eine breite
Groflenverteilung haben, ist der qualitative Trend doch unverkennbar: Die Matrix ist bei
pH-Werten unter ca. 4,2 positiv geladen, die positive Ladung steigt mit abnehmendem
pH-Wert. Uber pH 4,2 ist sie negativ geladen, wobei der Betrag der negativen Ladung
bis pH 6,2 zunimmt, dann aber mit weiter steigendem pH bis 10.5 konstant bleibt. Der
isoelektrische Punkt der Matrix liegt um pH 4,2. Der gleiche Trend wurde auch beob-
achtet, wenn der pH mit Puffer einer Ionenstéirke von 0,1 mol/l eingestellt wurde. Hier
waren die Absolutwerte des (-Potentials geringer, was zu erwarten ist, da die Ionenstéirke
im Vergleich zu mit HCI oder NaOH eingestellten Losungen grofler ist und somit zu klei-
neren (-Potential-Absolutwerten fiihrt. Der isoelektrische Punkt wurde ebenfalls nahe 4
gefunden.

Diese Ergebnisse machen deutlich, da} der Zustand der Matrix in Hinsicht auf ihre La-
dung bei allen Remineralisierungsexperimenten gleich (oder nahezu gleich) ist, da in
keinem ein pH von ca. 5,8 unterschritten wird, und die Matrix somit immer (&hnlich
stark) negativ geladen ist. Dies gilt tiberraschenderweise selbst fiir die Gasdiffusions-
methode, bei der der pH-Wert auf 9,5 ansteigt. Es kann weiterhin gezeigt werden, dafl
die Matrix Calcium-Ionen binden kann: ihr (-Potential liegt in neutraler und basischer
CaClly-Losung bei Werten nahe 0 und nicht, wie in NaOH, bei negativen Werten.
Meerwasser ist ein gutes Puffersystem. Sein pH liegt zwischen 7.5 und 8,5.11¢ und somit
innerhalb des Bereiches konstanter negativer Matrixladung bei pH-Werten iiber 6. Der
pH, der bei der Mineralisation in vivo vorliegt, kann in der Mikroumgebung natiirlich
von dem des Meerwassers abweichen, jedoch ist unwahrscheinlich, daf§ er sich um mehr
als zwei pH-Einheiten unterscheidet. Man kann also vermuten, dafl die unltsliche Ma-
trix bei der Mineralisation sowohl in vivo als auch bei dem synthetischem Ansatz hier
dhnlich stark negativ geladen ist und somit in Bezug auf ihre Ladung bei den in wvitro-
Remineralisationsexperimenten zumindest nah-biomimetische Bedingungen vorliegen. Al-

lerdings darf nicht vernachléssigt werden, dafl in vivo neben der unloslichen Matrix
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16sliche Proteine vorhanden sind, die die Ladung und Ladungsverteilung beeinflussen
konnen. Dies kann fiir die Mineralisation von grofler Bedeutung sein, da Ladungen eine
wichtige Rolle spielen. So wurde beispielsweise fiir die in vitro-Kristallisation von CaCO3
unter Monolayern und Filmen gezeigt, dal die durchschnittliche Oberflachenladungsdichte,

nicht aber Epitaxie, das Polymorph und die Orientierung bestimmen.26-98 117

5.5 Retrosynthese von Perlmutt

Der in dieser Arbeit gewéhlte Ansatz, ndmlich die Remineralisierung der unloslichen
organischen Matrix eines Biominerals, unterscheidet sich deutlich von vielen anderen Ar-
beiten, die sich mit der Aufklarung der Mechanismen der Biomineralbildung beschéftigen.
Ublicherweise werden die Biomineralien in einzelne Komponenten zerlegt und diese analy-
siert.5% 11518 Oft wird der Einflu bestimmter extrahierter Komponenten, hiufig 1slicher
Proteine, auf die in wvitro-Kristallisation untersucht,% um deren spezifischen in vi-
vo-Funktionen zu ermitteln. Somit wird einerseits von einer Dominanz der Proteine in
der Steuerung des Mineralbildunsgprozesses in vivo ausgegangen, andererseits aber ver-
nachléssigt, dafl die Bedingungen der in vitro-Experimente, die diese Steuerungsprozesse
aufkldren sollen, sich génzlich von denen in vivo (Mikroumgebung mit anderem pH,
Ionenstérke etc., Zusammenwirken mehrerer Biopolymere, u.U. zeitlich begrenzter Ein-
fluB oder variierende Konzentration bestimmter Komponenten,...) unterscheiden und daf
die extrahierten Biopolymere nicht zwangslaufig (ausschliefllich) den Mineralisationspro-
zef steuern miissen. Es wurden zwar zahlreiche Komponenten mit spezifischen in wvitro-
Eigenschaften gefunden, wie z. B. die Nukleation von Aragonit durch ein aus Perlmutt
extrahiertes Protein, doch ist es fast unmoglich, zu priifen, ob sie diese Funktion in vi-
vo ebenfalls haben. Zudem sind diese Einzel-Information bei weitem nicht ausreichend,
den gesamten Mineralisationsproze3 zu verstehen oder gar zu imitieren. Die Extraktion
der verschiedenen Proteine ist mithsam und fithrt nur zu geringen Ausbeuten, so daf} es
zusitzlich erschwert wird, geniigend ,, Puzzle-Stiicke* zu erhaltenen und in einen Gesamt-
zusammenhang zu bringen.

Der Ansatz dieser Arbeit hingegen basiert auf der Retrosynthese des Biominerals als
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solches. Dabei werden die losliche organische Matrix und die Mineralkomponente des
jeweiligen Biominerals entfernt und die verbleibende (sicherlich im Vergleich zum in vi-
vo-Zustand verénderte), dreidimensional strukturierte, unlosliche organische Matrix als
Geriist verwendet, um sie in vitro wieder mit Mineral aufzufiillen (zu ,,re“-mineralisieren),
wobei nur die jeweilige Mineralkomponente und einfache synthetische Polymere, jedoch
keinerlei Proteine zur Verfiigung gestellt werden. Gelingt es dabei, die Matrix so zu mine-
ralisieren, daf} das urspriingliche Biomineral rekonstruiert (,retrosynthetisiert®) wird, ist
es offensichtlich moglich, die Synergie der (16slichen) Proteine zu einem gewissen Grad
zu imitieren. Diese Synergie mufl demnach einem ,allgemeinerem Prinzip“ und nicht
spezifischen biomolekularen Erkennungsprozessen folgen, da sie sonst nicht mit dem hier
gewihlten Ansatz (in vitro verdnderte unlosliche Matrix, keine 16slichen Proteine) kopiert
werden kénnte. Das Prinzip muf also starker von physikalischen Prozessen als spezifischen
Proteineinfliissen dominiert werden. Natiirlich steht es dann noch offen zu beweisen, dafl
dieses ,allgemeine Prinzip“ auch im in vivo-Prozel von Bedeutung ist, doch erscheint
es unwahrscheinlich, dafl dort trotz der erfolgreichen Anwendung in vitro in der Natur
vollig andere Mechanismen und Prozesse wichtig sind. Uberdies kénnen die Erkenntnisse
aus der Retrosynthese direkt auf die Entwicklung neuer Materialien angewendet werden,
vor allem, wenn es gelingt, die unlosliche organische Matrix zu ersetzen. Da diese durch
die Demineralisierung im Vergleich zu ihrem urspriinglichen Zustand degradiert worden
ist, ist anzunehmen, daf} sie unter der Beachtung gewisser Charakteristika wie Ladung
oder Quellungsgrad synthetisch ersetzt werden kann. Dabei kommen beispielsweise mit
Phasenvermittlern beschichtete Polymerstrukturen in Frage.

Die Theorie eines ,,allgemeinen Prinzips“ und der weniger spezifischen Rolle der einzelnen
Proteine im Biomineralisationsprozefl stiitzt sich zum einen auf neue Studien, in denen
zunehmend iiber amorphe Precursor in Biomineralien berichtet wird (s. Kapitel 2.2.1),
zum anderen auf die Tatsache, dafi (Meso)Kristalle mit komplexen Morphologien, also
typischen Merkmalen von Biomineralien, synthetisch ohne spezifische Proteine generiert
werden konnen (s. Kapitel 2.2.2 und 2.2.4).

Die Moglichkeit der Bildung von Perlmutt iiber amorphe Precursor und deren mesosko-
pischer Transformation (als ,,allgemeines Prinzip“) in der/durch die unlésliche organische

Matrix gegebene raumlich begrenzte Mikroumgebung soll in dieser Arbeit iiberpriift wer-
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den. Dazu wurden ACC-Precursor synthetisch generiert und zur Remineralisierung der
demineralisierten Perlmuttmatrix eingesetzt. Der potentielle Einflul von Proteinen ist

dabei begrenzt auf die denaturierten, unloslichen Proteine der strukturierenden Matrix.

5.5.1 Optimierung der Precursor

Die ACC-Precursor miissen so geartet sein, daff sie in irgendeiner Form mit der Matrix
wechselwirken kénnen, um Zugang zu ihrer Mikrostruktur zu haben. Dabei miissen sie
lange genug stabil sein, um nicht vorher zu kristallisieren und klein genug, um durch die
Poren der Matrix in die verschiedenen Schichten gelangen zu konnen. Uberdies gibt es
verschiedene Formen von biogenem ACC (s. Kapitel 2.2.1), so daf es nicht auszuschlie-
Ben ist, dafl synthetisch generierte Precusor, die den Kriterien der Grofie und Stabilitét
geniigen, dennoch nicht fiir die Remineralisierung geeignet sind.

Hier werden verschiedene aus fitheren Studien bekannnte Additive zur Generierung und
Stabilisierung von ACC verwendet: Polyethylenoxid-block-Polymethacrylsdure (PEO-b-
PMAA), ein dihydrophiles Block-Copolymer (DHBC), Polyacrylsdure und Polyasparag-

insaure.

PEO-b-PMAA

Die Zugabe von 1g/1 PEO-b-PMAA bei der Kristallisation von CaCOj fiihrt zunéchst zur
Bildung von ACC-Nanopartikeln, die hier in Ubereinstimmung mit der Literatur® kris-
talline komplexe Morphologien wie beispielsweise Hanteln bilden. Die Remineralisation
der Matrix ist jedoch mit PEO-b-PMAA nicht moglich (s. Kapitel 5.5.2). Moglicherweise
sind die Precursor nicht lange genug stabil oder konnen nicht mit der Matrix wechselwir-
ken. Dies macht deutlich, dal bestimmte Vorraussetzungen erfiillt sein miissen, um zur

Mineralisation innerhalb der Matrix zu fiithren.

Polyacryl- und Polyasparaginsdure

Die Verwendung von Polyacryl- oder Polyasparaginsdure als Additiv zur Féllung von

CaCQOs fiihrt zur Stabilisierung von ACC. Es wird dabei sogar iiber fliissige ACC-
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Nanotropfen berichtet, sogenannte ,, PILPs“ 2272527 auf die in Kapitel 2.2.1 nither einge-
gangen wurde. Fiir das konkrete Beispiel der Perlmuttmatrix kénnten die ACC-Tropfen
mittels Kapillarkréifte durch die Locher in der Matrix in verschiedene Schichten trans-
portiert werden, selbst wenn die Tropfen gréfler als die Locher sein sollten.

Da die Remineralisierung mit diesen Precursorn erwartungsgeméf erfolgreich war (s. Ka-
pitel 5.5.3), wurden sie hier ndher charakterisiert. So wurden die ,,PILP‘s“ in friitheren
Studien unter anderem mit der Gasdiffusionsmethode hergestellt, die sehr sensitiv auf
Anderungen der experimentellen Bedingungen reagiert (s. Kapitel 5.1.1), so da§ gepriift
werden muf}, ob sie sich auch unter den hier gewéhlten Bedingungen bilden. Beispiels-
weise wurden 500 ul-Petrischalen verwendet, hier aber 30 ml-Schnappdeckelglaschen mit
20 ml Losungsvolumen.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Polyacryl- (pAA, M=5100, 450000 g/mol) und Po-
lyasparaginsduren (pAsp, M=6000, 20000 und 33400 g/mol) in Konzentrationen zwischen
10 pg/ml und 1 mg/ml als Additive getestet, zum Teil mit Magnesiumionen als weiteren
Zusatz. In allen Fallen tritt nach ca. 6 Stunden eine Triibung auf, doch nur selten gelingt
es, unter dem Lichtmikroskop spherische Partikel zu beobachten, die aus koaleszierten

,PILP-Tropfchen“ bestehen konnten (s. Abb. 5.21). Es ist sehr schwer, diese zu finden

Abbildung 5.21: Typische LM-Aufnahme der Partikel oder Tropfen bei einsetzender Triibung
gebildet in 10mM CaCly mit pAA oder pAsp als Additiv

und zu fokussieren, so dafl ihre Bildung in einigen Proben iibersehen worden sein kann.
Die Lichtmikroskop-Beobachtungen alleine lassen nicht mit Sicherheit den Schluf§ zu, dafl
es sich dabei um fliissige Tropfen handelt. Die Tatsache, daf eine Triibung auftritt, kann

ebenfalls nicht als eindeutiger Beweis einer Phasenseparation angesehen werden, da nicht
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festgestellt werden kann, ob die Triibung durch eine Phasenseparation oder die ,nor-
male“ Nukleation von (festen) C'aCOs-Partikeln oder beidem verursacht wird. So wird
auch in Blindproben ohne jegliche Additive eine Triibung beobachtet. Jegliche Versuche,
die potentielle PILP-Phase anzufarben und durch Zentrifugation zu separieren, wie es

t,119 um ihren Aggregatzustand

im Fall von einigen geladenen Aminosiduren gegliickt is
zu bestimmen, haben lediglich sehr kleine Mengen festen Zentrifugats ergeben. Um zu
beweisen, daf} es sich bei der beobachteten Spezies tatsidchlich um ACC handelt, wurden
diese durch Schockfrieren in fliissigem N, und anschliefender Gefriertrocknung isoliert
und ihre Elektronendiffraktogramme aufgenommen. Die Ergebnisse héngen stark davon
ab, wie lange nach Einsetzen der Triibung die Partikel isoliert wurden. Geschieht dies
nahezu direkt danach, zeigen die Diffraktogramme keine Ringe, sondern allenfalls diffuse
Banden, was charakteristisch fiir eine amorphe Phase ist. Abbildung 5.22 zeigt eine TEM-
Aufnahme (links) und das dazugehoérige Diffraktogramm (rechts) der isolierten Partikel

aus einer 10 mM CaCls-Losung mit 60 pg/ml pAsp (Mw=6000 g/mol) nach 7 Stunden
Reaktionzeit. Werden die Partikel jedoch zu spét isoliert oder nicht schnell genug schock-

Abbildung 5.22: TEM-Aufnahme (links) und Elektronendiffraktogramm (rechts) von Partikeln
isoliert nach 7 Stunden Reaktionszeit (Gasdiffusion) aus 10 mM CaClsy, 60 pug/ml pAsp durch
Schockfrieren in fl. No und anschlieendes Gefriertrocknen. Das Diffraktogramm ist charakte-

ristisch fiir amorphes Material.

gefroren, zeigen sie die Diffraktogramme von kristallinem C'aC'O3. Offensichtlich handelt
es sich bei der zuerst gebildeten Phase wie bereits vermutet um ACC, das zumindest
gegeniiber der Praparation fiir die TEM-Untersuchnungen relativ instabil ist und leicht

kristallisiert. Ein Nachweis des fliissigen Zustandes wurde in fritheren Studien ebenso wie
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hier nicht erbracht, doch gibt es zahlreiche Indizien, die auf eine fliissige Phase schlieflen
lassen. Dies ist auch hier der Fall: Es wird die Bildung von filmartigen Strukturen be-
obachtet, die teilweise deutlich erkennbar aus spherischen Partikeln bestehen und unter
gekreuzten Polarisationsfiltern teilweise dunkel erscheinen, also wahrscheinlich teilweise

2 sondern auch

noch amorph sind. Allerdings werden diese hier nicht nur am Boden,?
bei Probennahme aus dem mittleren Bereich des Reaktionsgefiafies gefunden. Die nach
einigen Stunden iiberwiegend beobachtete Species sind spherische bis ovale Partikel (s.
Abb. 5.23 rechts). Der Anteil der filmartigen Strukturen kann durch die Zugabe von
Magnesiumionen (Mg/Ca=3-5/1) zur Reaktionslosung erheblich erhoht werden, was in
Ubereinstimmung mit der Eigenschaft von Magnesium ist, ACC zu stabilisieren.'2%12!

Abbildung 5.23 (links und mitte) zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen dieser Strukturen

und der ohne Magnesiumzugabe vorwiegend prézipitierten Partikel (rechts). Die hier be-

Abbildung 5.23: LM-Aufnahmen der filmartigen Strukturen bei Polyacryl- oder Polyasparag-
insduren als Additive, die vor allem bei Zugabe von Magnesiumionen gebildet werden (links

und mitte) und der typischen prézipiterten Partikel ohne zusétzliche Magnesiumionen (rechts).

schriebenen Phidnomene sind nicht auf die Gasdiffusionsmethode beschrénkt: sie werden
auch bei direktem Zusammengeben von CaCly- und NasC'O3 mit den entsprechenden
Additiven beobachtet. Bei der Kitano-Methode werden geringe Mengen an filmartigen
Strukturen erst nach einigen Tagen gefunden.

Es kann also gezeigt werden, dafl durch Zugabe von Polyacryl- oder Polyasparaginsduren
amorphe Precursorpartikel generiert werden, die zu filmartigen Strukturen koaleszieren
konnen. Diese sind jedoch nicht die einzige gebildete Species: ihr Anteil und ihre Stabilitét
h&ngen extrem von den experimentellen Bedingungen ab und kénnen durch Magnesiumio-
nen erhoht werden. Es kann nicht nachgewiesen werden, inwieweit diese Precursorphase

fliissig ist, zumindest verhélt sie sich in gewissen Aspekten wie eine Phase, die flielen
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kann (Filmbildung). Auch in den fritheren Studien wurde die fliissige Natur dieser Phase
nicht nachgewiesen, erscheint jedoch aufgrund deren Verhalten wahrscheinlich. Ohnehin
stellt sich die Frage, ob bei einer amorphen Phase, die, vor allem bei zusatz von Magnesi-
um,'?? viel Wasser enthélt, eine Grenze zwischen festem und fliissigem Zustand gezogen

werden kann.

5.5.2 Optimierung der Remineralisation

Werden ACC-Precursor mit PEO-b-PMAA als Additiv erzeugt, wird keine spezifische
Mineralisation durch die/in der Matrix beobachtet. Im Lichtmikroskop sind bei der Kris-
tallisation mit der Gasdiffusionsmethode deutlich hantelférmige und sphérische Kristalle
auf der Matrixoberfliche zu sehen (s. Abb. 5.24). Dabei handelt es sich jedoch um die
gleichen Kristalle, die auch in Losung gebildet werden und vermutlich auf die Matrixo-
berfliche sedimentiert sind.”? Das IR-Spektrum dieser Probe zeigt, dafi sie aus Calcit
bestehen.

Bei der Kristallisation mit der Kitano-Methode werden nahezu keine Kristalle auf/in

Abbildung 5.24: LM-Aufnahmen der Kristalle in Losung (links) und auf der Matrix (rechts)
nach 24h Gasdiffusion mit 1g/1 PEO-block-PMAA als Additiv.

der Matrix gefunden, bei der Double Jet-Methode sind es lediglich runde bis ovale kleine
Partikel, die sich in Losung und auf der Matrix befinden.

In allen diesen Féllen ist das durch das PEO-Block-PMAA gebildete ACC offensichlich
nicht zur Remineralisierung der Matrix geeignet, das heifit, die ACC-Precursor miissen
nicht nur generiert werden, sondern iiberdies bestimmte Vorraussetzungen erfiillen (s.
Kapitel 5.5.1).

Wird Polyacryl- oder Polyasparaginsiure als Additiv verwendet, héngen die Ergebnisse
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von der Methode ab, mit denen das ACC generiert wird: bei der Kitano-Methode ist
die Matrix in den meisten Féllen nahezu gar nicht mineralisiert, oder es befinden sich
aus der Losung sedimentierte Kristalle auf ihrer Oberflache. Dies kann zum einen daran
liegen, dafl die Matrixstiickchen iiblicherweise auf den Boden des Reaktionsgeféfles sin-
ken, die Bildung des C'aCO3 aber durch das Entweichen des C'Oy hauptséchlich an der
Oberflache statt findet zum anderen, dafl in der Kitano-Mathode relativ wenig C'aCO3
erzeugt wird, wie Blindexperimente zeigen. In einigen wenigen Féllen jedoch scheint die
Matrix selbst mineralisiert worden zu sein, wobei jedoch keine Systematik zu Art, Mol-
masse oder Konzentration des Additivs vorliegt. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen
und IR-Spektren dieser Proben dhneln dabei denen der im néchsten Kapitel vorgestellten
Matrixmineralisation mit der Gasdiffusionsmethode. Da die Kitano-Methode im Gegen-
satz zur Gasdiffusionsmethode, die sich als sehr gut geeignet zur Remineralisation der
Matrix herausgestellt hat, offensichtlich nur sporadisch zur Mineralisation der Matrix
fithrt, wurden nur wenige weitere Untersuchungen zu dieser Methode durchgefiihrt und
das Hauptaugenmerk auf die Gasdiffusionsmethode gerichtet. Daneben wurden einige
vergleichende Studien zur Remineralisierung mit der Durchflufizelle (in Kombination mit
der Spritzenpumpe) gemacht, da diese Methode dhnliche Ergebnisse wie die Gasdiffusion
liefert, jedoch schneller ist und der pH-Wert konstant bleibt.

5.5.3 Remineralisierung der Matrix

Werden die ACC-Precursor mit der Gasdiffusionsmethode unter Verwendung von pAA
oder pAsp als Additiv (s. Kapitel 4) erzeugt, ist eine Wechselwirkung zwischen der Ma-
trix und den Precursorn moglich, und die Matrix wird, wie oben erwahnt, mineralisiert.
Die im folgenden vorgestellten Ergebnisse sind dabei unabhéngig von Konzentration und
Molmasse der hier verwendeten Additive (s. Kapitel 4).

Abbildung 5.25 zeigt Lichtmikroskopaufnahmen einer mit 28 pg/ml pAsp (M=6000 g/mol)-
Zusatz remineralisierten Probe nach 24 Stunden. Neben einigen aus der Losung auf die
Matrix sedimentierten Kristallen (hier nicht gezeigt) sind deutlich zahlreiche , inselférmige*
Gebilde von bis gut 300 um Lénge zu erkennen. Diese erscheinen unter gekreuzten Polari-

sationsfiltern hell (rechts oben, Einsatz) und bestehen demnach aller Wahrscheinlichkeit

72



Abbildung 5.25: LM- und SEM-Aufnahmen der mit der Gasdiffusionsmethode in 10 mM
CaCly, 28 pg/ml pAsp (M=6000) remineralisierten Matrix nach 24h: Es haben sich ,Inseln“
verschiedener Groe gebildet, die unter gekreuzten Polarisationsfiltern am LM hell sind (rechts
oben, Einschub). In nicht mineralisierten Bereichen und in den Inseln ist die Wabenstruktur der
Matrix auszumachen (rechts oben, links unten, Umrisse in rot angedeutet). Auf SEM-Bildern
sind die Inseln ebenfalls deutlich zu erkennen (rechts unten, Einschub: Vergroflerung). Sie be-
finden sich unter der Matrix-Oberflache.

zufolge aus kristallinem C'aC'O3. Solche oder dhnliche Gebilde sind nicht in der Losung
zu finden. Dies ist selbst ohne Kenntnis der genauen Struktur der Inseln ein nahezu ein-
deutiger Hinweis dafiir, dafl die Matrix mineralisiert worden ist.

Die Kontrollexperimente beweisen, dafl die Inseln durch den Einflul der Matrix gebildet
werden und die Mineralisierung nicht moglich ist, wenn eine der beiden Schliisselkom-
ponenten - die ACC-Precursor oder die unlosliche Matrix - fehlen. Wird kein pAA oder
pAsp zur Reaktionslosung zugesetzt, also keine amorphen Precursor gebildet, werden auf
der Matrixoberfliche lediglich einige Calcitrhomboeder beobachtet (s. Anhang Abb. A.1
links), die typisch fiir die additivfreie C'aC'Os-Kristallisation sind. Werden die Precursor
in Gegenwart eines Glassubstrates anstatt der Matrix erzeugt, befinden sich die in der
Losung gebildeten Partikel auf dem Substrat (s.Anhang Abb. A.1 rechts). Es wachsen
keine inselartigen Gebilde.

Neben den Inseln gibt es nichtremineralisierte Bereiche, doch zeichnet sich das charakte-

ristische Muster der sechseckigen ,,Waben® nicht nur dort sondern auch in den Inseln
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deutlich ab, wie auf Abbildung 5.25 rechts oben und links unten durch rote Umris-
se angedeutet wurde. Die ,Waben“ werden durch die Kollagenverbindungen zwischen
den Matrixschichten gebildet, die im urspriinglichen Perlmutt die sechseckigen Aragonit-
plattchen umgeben und folglich nach der Demineralisierung ,leer sind (s. Kapitel 2.3,
»Negativabdruck®) und hier wieder mit Mineral ausgefiillt werden sollen. Die Tatsache,
daBl das ,,Wabenmuster® auch nach der Mineralisierung noch vorhanden ist, 148t darauf
schlieflen, daf die dreidimensionale Struktur der Matrix erhalten und nicht von der neuen
Mineralphase ,,zusammengedriickt“ oder zerstort wird, und zeigt somit, dafl die Matrix
als Geriist fiir die Remineralisierung dienen kann. SEM-Aufnahmen der Matrixoberflache
deuten bereits an, daf§ die Inseln sich nicht auf der Oberflache, sondern innerhalb Matrix
befinden (s. Abb. 5.25 links unten). LM-Aufnahmen machen iiberdies deutlich, daf einige
der grofleren Inseln aus mehreren aneinandergrenzenden kleineren bestehen. Zudem ist es
meist nicht moglich, alle Inseln eines Bildausschnittes gleichzeitig zu fokussieren. Sie be-
finden sich also in verschiedenen Ebenen, was bedeutet, dafl mehrere Inseln iibereinander
liegen, ebenso wie die Aragonitplittchen im Perlmutt. Dies wird sehr schén auf Abbil-
dung 5.26 demonstriert: Sie zeigt LM-Aufnahmen einer in zwei verschiedenen Ebenen
fokussierten Stelle (links und rechts oben). Auf beiden ist jeweils eine Mineralschicht
scharf, wihrend die andere unscharf ist. In einer Ebene sind die Inseln dabei wesent-
lich kleiner als in der anderen. An einer anderen Stelle sind zwei Inseln zu erkennen,
die aneinanderstofien und iiber einer dritten liegen (links unten). Oftmals deuten dunkle
Flecken die Inseln auflerhalb des Focus an (rechts unten). Vermutlich héngt dabei es von
deren Abstand in c-Richtung ab, ob sie (nahezu) gleichzeitig fokussiert werden koénnen.
Dies erinnert in gewisser Hinsicht bereits an die Struktur des urspriinglichen Perlmutts:
Wie bei diesem gibt es ebenso hier mehrere {ibereinanderliegende Mineralschichten, wobei
die Tatsache, daf3 die Inseln einer Schicht recht grofl sind, wéhrend sie in einer anderen
(noch) klein sind, den ,stacks of coins* beim Perlmuttwachstum &hnelt, bei dem mehrere
Schichten gleichzeitig wachsen. Die Plédttchen der jiingeren Schichten sind dabei noch
schmaler, da ihr Wachstum spéter begonnen hat. Natiirlich sind die lateralen Dimen-
sionen hier anders. Es mufl auflerdem noch bewiesen werden, daf} es sich tatséichlich um
Inseln aus C'aCO3 handelt, was jedoch angesichts der experimentellen Parameter und der

Helligkeit der Inseln unter gekreuzten Polarisationsfiltern der Fall sein sollte. Vor allem
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Abbildung 5.26: LM-Aufnahmen, iibereinanderliegender ,, Mineral-Inseln® der mit der Gasdif-
fusionsmethode in 10 mM CaCls, 28 pg/ml pAsp (M=6000) remineralisierten Matrix: zwei
verschiedene Focii der gleichen Stelle (links und rechts oben); zwei aneinanderstofiende Inseln,
die iiber einer weiteren liegen (links unten); oft deuten sich die Inseln auflerhalb des Focii als

dunkle Flecken an (rechts unten).
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mufl jedoch gezeigt werden, dafl die Matrix im Innern mineralisiert ist, also die charak-
teristische Schichtstruktur aus Mineral- und Matrixlagen nachgebildet wurde.

IR-Spektroskopie gibt einen ersten Hinweis auf die Modifikation der Mineralkomponente:
Nach 24 Stunden zeigen IR-Spektren der remineralisierten Matrix die charakteristischen
Peaks fiir Vaterit (743 und 869 cm™) und Calcit (711 und 869 cm™). In seltenen Fillen
sind die Vaterit-Peaks gar nicht oder kaum vorhanden. Die relative Intensitit der Va-
teritpeaks im Vergleich zu der der Calcitpeaks nimmt bei dlteren, ldnger in der Reak-
tionslosung belassenen Proben ab. So wird nach ca. 20 Tagen nahezu nur noch Calcit
gefunden (s. Abb. 5.27). Dies ist in Ubereinstimmung mit dem empirischen Gesetz von
Ostwald (s. Kapitel 2.1), nach dem die weniger stabile, zuerst gebildete Phase (hier Vate-
rit) in Losung in die thermodynamisch stabilere Phase (hier Calcit) umgewandelt wird.
Es wurde dabei keinerlei Korrelation zwischen Konzentration oder Art des Additivs (pAA
oder pAsp) und dem Vateritanteil bei gleich alten Proben oder der Geschwindigkeit der
Umwandlung zu Calcit gefunden. Das genaue Verhéltnis der beiden Kristallmodifika-
tionen kann jedoch bereits durch das Waschen und Trocknen der Proben, wobei sich

Vaterit teilweise in Calcit umwandeln kann, beeinflufit werden. Es kann daher nur als

%Transmittance

30

Abbildung 5.27: Das IR-Spektrum der mit 28 pg/ml pAsp (Mw=6000 g/mol) als Additiv
remineralisierten Matrix nach 20 Tagen Reaktionszeit zeigt nur noch Calcit. (Rot: Synthetisches

Calcit)
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erster Anhaltspunkt genommen werden, zumal sich neben den Inseln auch unbekannte
und variierende Mengen von unspezifisch in der Losung gebildeten Kristallen auf der
Matrix befinden, die trotz des Waschprozesses nicht vollstéindig von der Matrix entfernt
werden kénnen. Die IR-Spektren des Préazipitats der Losung zeigen ebenfalls Calcit- und
Vateritpeaks.

Um die Strukturierung und Kristallmodifikationen der mineralisierten Bereiche innerhalb
der Matrix zu untersuchen, hat sich die Elektronenmikroskopie und -beugung als gut ge-
eignet herausgestellt. Sie kann Groflenordnungen im pm- und sub-pm-Bereich, den hier
relevandten Groflenskalen, auflosen und erméglicht die Aufnahme von Elektronenbeu-
gungsspektren zur Phasenidentifikation innerhalb ausgewéhlter Bereiche. Dennoch sind
mit den mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen einige Probleme verbunden. Da
die Proben nicht homogen und nicht vollstdndig mineralisiert sind, ist es nicht trivial, die
mineralisierten Bereiche am Elektronenmikroskop zu finden. Dies gilt insbesondere fiir
TEM-Untersuchungen: Um die Transmission von Elektronen zu ermoglichen, diirfen die
Proben eine bestimmte, von ihrer chemischen Zusammensetzung abhéngige Dicke nicht
iiberschreiten. Um dies zu gewéhrleisten, werden die Proben eingebettet und mikroto-
miert. Nach Optimierung des Einbettungsmediums, das die Probe vollstdndig durch-
dringen, aushérten und gut zu schneiden sein mufl, ohne dafl die Probe beispielsweise
,brockelt“, kann die Matrix eingebettet und parallel zur c-Richtung (also quer zu den
Matrixlagen) geschnitten werden. Da die Schnitte nur ca. 50-100 nm dick sind, kénnen
im Verhéltnis zu den makroskopischen Matrixstiickchen nur winzige Ausschnitte der ge-
samten Probe untersucht werden. Da die nichtmineralisierten Bereiche iiberdies nicht mit
dem bloflen Auge von mineralisierten unterschieden werden konnen, aber dhnlich grofle,
zum Teil sogar groflere Ausdehnungen haben, besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, in
einem nichtmineralisierten Bereich zu mikrotomieren. Natiirlich ist es moglich, ein Stiick
der eingebetten Probe wegzuschneiden, wenn kein Mineral in den Diinnschnitten gefun-
den wird, um an einer anderen Stelle erneut zu mikrotomieren, doch ist der Erfolg dabei
mehr oder weniger dem Zufall {iberlassen. Es ist nur bedingt moglich, die Positionen der
nur am LM erkennbaren mineralisierten Bereiche zu kennzeichnen, da diese Positionen
beim Mikrotomieren mit dem bloflen Auge und durch die Einbettungsmasse erkennbar

sein miissen. So konnen lediglich grofle Bereiche, in denen zufillig eine hohe Dichte an
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Mineralinseln vorkommt, gekennzeichnet und mit Gliick am Mikrotom wiedergefunden
werden. Am SEM hingegen besteht der Vorteil, dafl keine Diinnschnitte angefertigt wer-
den miissen und groflere Bereiche untersucht werden kénnen. Nachteil ist, daf§ nur die
Oberflichenmorphologie der Probe abgebildet wird. Um das Matrixinnere am SEM den-
noch untersuchen zu kénnen, wurden die makroskopischen Stiickchen auf -20°C abgekiihlt
und mit einem Skapell geteilt oder in viele Stiicke zerstoflen. So wird die Chance, einen
mineralisierten Bereich zu finden, grofiler als am TEM, doch befindet sich durch das
Zerstoflen natiirlich auch unspezifisch kristallisiertes CaC'O3 von der Matrixoberflache
verteilt in der Probe. Zudem besteht die Gefahr, die Struktur aus Matrix und Mineral
bei der Préparation zu zerstoren.

Trotz dieser Schwierigkeiten wurden zahlreiche Proben prépariert, die die Untersuchung

Abbildung 5.28: SEM-Bruchkanten (oben) und TEM-Diinnschnitte (unten) von synthetischem
(links) und echtem (rechts) Perlmutt nach 24 Stunden Reaktionszeit.

der remineralisierten Matrix erlauben. Im folgenden wird gezeigt, dal es mit dem re-
trosynthetischen Ansatz erstmals gelungen ist, kiinstliches Perlmutt herzustellen, das
elektronenmikroskopisch nicht vom Original zu unterscheiden ist.

Es gibt verschiedene Bereiche, die hinsichtlich ihres Mineralgehalts variieren. Abbil-
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dung 5.28 zeigt EM-Aufnahmen von Bruchkanten (SEM) und (Quer-)Diinschnitten (TEM)
einer synthetischen Perlmuttprobe an einer Stelle mit hohem Mineralanteil (links) und
Aufnahmen echten Perlmutts (rechts) im Vergleich. Kopie und Original sehen vollkom-
men identisch aus. Die fiir Perlmutt typische Schichtstruktur ist deutlich zu erkennen.
Die SEM-Aufnahmen zeigen die ,Nanoasperities® auf den Pléittchen, auf den TEM-
Aufnahmen sind die dunklen, elektronendichten Mineralschichten von diinnen, hellen
Lagen der organischen Matrix unterbrochen.

Die weitere Analyse der synthetischen Perlmuttproben zeigt Unterschiede zum Original
auf, welche auf ihren Bildungsmechanismus schliefen lassen und iiberdies neue Aspek-
te fiir die Biomineralisation von Perlmutt in der Natur liefern. Die Plittchen in den
remineralisierten Proben sind mit 100-500 nm Hohe etwas diinner und mit bis zu ca.
1,6 um L&nge deutlich kiirzer als im Original, wo sie ca. 500 nm dick sind und um
die 10 um laterale Ausdehnung haben. Die geringere laterale Ausdehnung deutet auf
eine hohere Nukleationsdichte als im natiirlichen Perlmutt hin. Elektronenbeugung an
den Plattchen zeigt, dafl diese nicht alle die gleiche Orientierung haben, da sie nicht
das Beugungsmuster eines Einkristalls zeigen (s. Abb. 5.29 links). Die Beugungsrefle-
xe sind charakteristisch fiir Calcit, im Gegensatz zu Aragonit im natiirlichen Perlmutt.

Neben den Plattchen gibt es Bereiche, die weniger stark mineralisiert sind. Diese spiegeln

Abbildung 5.29: Plittchen der remineralisierten Matrix mit zugehorigem Elektronenbeugungs-
bild. Sie haben nicht alle die gleiche Orientierung, die Beugungsreflexe sind charakteristisch fiir
Calcit.

die verschiedenen Schritte der Bildung der Calcitplattchen wider. Abbildung 5.30 zeigt
TEM- und SEM-Aufnahmen verschiedener ,, Mineralisationsstadien*. Es sind Aggregate

verschiedener Grofle und Form aus Nanopartikeln zu erkennen. Die kleineren sind oft
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schmal und hoch, die grofieren sind breiter, wobei sie tendenziell unten breiter sind als
oben (oben mitte und rechts). Sie wachsen also zuerst (bzw. schneller) in die Hohe, dann
in die Breite, bis sie mit ihren Nachbarn zusammenstofien und den Platz zwischen den
Matrixschichten zunehmend ausfiillen. Dies wird auch beim Perlmuttwachstum in der
Natur beobachtet. Weiterhin sind die Plédttchen, die auf den dufleren Matrixschichten des
kiinstlichen Perlmutts wachsen, deutlich hoher als die im Matrixinneren (s. Abb. 5.29
rechts), das heifit, das Wachstum in c-Richtung wird von den Matrixschichten reguliert:
beriihrt ein Plidttchen die néchst hohere Matrixschicht, wird sein Hohenwachstum inhi-
biert, so daBl es nur noch in die Breite wéchst. Diese Limitierung durch die Matrix ist
auch fiir den in vivo-Mineralisationsprozefl beschrieben® 123124

Das Elektronenbeugungsbild der Aggregate besteht aus Punkten, die jedoch anfangen
Ringe zu bilden (s. oben mitte, Einschub). Sie sind also polykristallin. Thre Textur 1aft
dabei die einzelnen Nanopartikel noch deutlich erkennen. Ss gibt jedoch auch einige Ag-
gregate, die sich zwar in ihrer Form kaum von den anderen unterscheiden, deren Textur
jedoch wie die der Pldttchen nahezu glatt ist, also keine Nanopartikel mehr erkennen
1aBt. Die Matrix ist dabei auch in Bereichen sehr geringen Mineralisationsgrades, also
nur kleiner und/oder weniger Aggregate (links oben), nicht kollabiert und bietet somit
das Geriist, in dem die Remineralisierung stattfindet.

Mit den Informationen aller EM-Aufnahmen 148t sich ein Bildungsmechanismus des
hier synthetisierten kiinstlichen Perlmutts vorschlagen: Die in der Losung erzeugten
ACC-Precursor oder -Aggregate aus einigen wenigen dieser Precursor, die die einzig zur
Verfiigung stehenden Nanopartikel sind, werden an der Matrixoberfliche nukleiert, ag-
gregieren und wachsen dort, bis sie schliellich Plattchen bilden. Deren Elektronenbeu-
gungsbild (s. Abb. 5.30 obere Reihe Mitte, Einschub) zeigt anders als das der Aggregate
(s. Abb. 5.29) nur wenige Reflexe, d.h. die Plittchen bestehen im Gegensatz zu den
polykristallinen Nanopartikel-Aggregaten aus einigen wenigen einkristallinen Bereichen,
die wesentlich grofler sind als die urspiinglichen Nanopartikel. Sie sind also ,,oligokristal-
lin“. Dies ist nur moglich, wenn die Plattchen via Mesoskalentransformation aus den viel
kleineren ACC-Precursorn, die zu grofieren einkristallinen Bereichen fusionieren miissen,
gebildet werden.

Die verschiedenen Wachstumsstadien, also Nanopartikel, Aggregate und Pléttchen, sind

80



Abbildung 5.30: TEM-Diinnschnitte (oben) und SEM-Bruchkanten (unten) weniger stark mi-
neralisierter Bereiche verschieden alter Proben: Nanopartikel aggregieren (links und mitte, ver-
schieden grofie Aggregate), und bilden durch Transformation auf der Mesoskala Plidttchen (s.
Abb. 5.29). Teilweise sind alle Bildungsstadien der Plidttchen rdumlich dicht beieinander zu
sehen (oben rechts). Die Aggregate bestehen nach 24 Stunden Reaktionszeit iberwiegend aus
Vaterit, danach steigt der Anteil an Calcit (ED-Spektrum Einschub Mitte: Beispiel einer 8 Tage
alten Probe). Die Mineralisierung ist nach 24 Stunden abgeschlossen, so dai EM-Aufnahmen
dlterer Proben sich nicht von denen 24 Stunden alter Proben unterscheiden. SEM-Bruchanten
(untere Reihe) vermitteln einen dreidimensionalen Eindruck und zeigen die Nukleation der Na-

nopartikel auf der Matrix.
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oftmals rdumlich dicht nebeneinander zu beobachten (s. Abb. 5.30, rechts oben).

Um zu zeigen, dafl die Precursor tatséchlich die Bausteine fiir die Plédttchen sind und diese
durch deren Aggregation und anschlieBende Transformation gebildet werden, wurde die
Matrix nach 13 Stunden aus der Reaktionslosung isoliert. Die charakteristische Mineral-
Matrix-Schichtstruktur ist bereits zu erkennen, doch bestehen die ,Plattchen” im Ge-
gensatz zu dlteren Proben aus nicht fusionierten Nanopartikeln (s. Abb. 5.31), wodurch
ein potentiell denkbares Ionenwachstum der Plattchen direkt aus der Losung definitiv
ausgeschlossen werden kann. Uberdies zeigen diese frithen Stadien, daB die Nanopartikel
zuerst oder zumindest schneller aggregieren und den Raum zwischen den Matrixschichten
ausfiillen, und erst dann zu ,,oligokristallinen“ Plédttchen transformieren. Die Elektronen-
diffraktogramme dieser frithen Stadien zeigen polykristallines Vaterit. Es ist durchaus
wahrscheinlich, dafl es sich dabei um einen Effekt durch die Probenpréaparation handelt,
bei der instabiles ACC in Vaterit umgewandelt wurde. Diese Moglichkeit wird weiter

unten diskutiert.

Abbildung 5.31: TEM- und SEM-Aufnahmen einer 13 Stunden alten Probe. Die Schichtstruk-
tur ist bereits ausgebildet. Die ,Plittchen* werden offensichtlich durch die Aggregation von

Nanopartikeln gebildet, die in frithen Stadien noch deutlich erkennbart sind.

Nach ungeféahr 24 Stunden ist die Remineralisierung der Matrix abgeschlossen: Thre TEM-
und SEM-Aufnahmen unterscheiden sich nicht von denen ldnger (36 Stunden bis 30 Tage)
in der Reaktionslosung belassener Proben. Offensichtlich lduft die Remineralisierung der

Matrix nicht vollstdndig ab, da auch noch nach Reaktionszeiten von {iber 24 Stunden
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neben den Plattchen deren Frithstadien (Aggregate und Nanopartikel) und nicht mine-
ralisierte Bereiche gefunden werden. Eine Erhéhung der C'aCly-Konzentration, um mehr
Material zur Verfiigung zu stellen, fiihrt nicht erheblich zur Zunahme des Mineralisati-
onsgrades der Matrix. Es kann jedoch gezeigt werden, dafl dieser erhoht werden kann,
wenn die Matrix téglich in frische Reaktionslosung gegeben wird. Der Transport in die
und die Verteilung der Nanopartikel in der Matrix an sich sind folgich kein oder nur ein
sehr geringes Problem, wohl aber die Geschwindigkeit dieser Prozesse. Offensichtlich kann
innerhalb einer gewissen Zeit (ca. 24 Stunden) nur eine bestimmte Menge an Precursorn
umgesetzt werden, selbst wenn grofere Mengen zur Verfiigung stehen (hohere CaCly-
Konzentration). Dies kann damit erklirt werden, daf§ die Stabilitét der Precursor zeitlich
begrenzt ist und sie nur wahrend dieser Zeit in die Matrix gelangen und Pléttchen ausbil-
den konnen. Nach dieser Zeit bricht der Mineralisationsprozefl ab. So hat eine Erhohung
der Precursorkonzentration keinen Einflul auf den Mineralgehalt, im Gegensatz dazu
kann eine tagliche erneute Zufuhr einer geringeren Konzentration diesen erhéhen. Neben
oligokristallinen Plattchen und ihren oben beschriebenen Vorstufen gibt es auch oligokris-
talline Strukturen mit der Morphologie der Aggregate (s. Abb 5.30, mitte oben, Pfeil):
Offensichtlich war nicht genug Material vorhanden, um die Matrixzwischenrdume vor der
Transformation vollstdndig auszufiillen und Plattchenform anzunehmen.

Es gibt also drei charakteristische Prozesse bei der Remineralisation der Matrix: 1. Die
Plattchen werden ausgebildet (,,Idealfall*). 2. Es ist nicht geniigend Material vorhanden,
um den Raum zwischen den Matrixschichten vollstdndig zu fiillen, so dafl nach der Mesos-
kalentransformation keine Plattchen, sondern ,,oligokristalline” Strukturen unbestimmter
Morphologie entstehen. 3. Da pAsp und pAA die ACC-Precursor nur als Intermediate
stabilisieren konnen, kristallisieren die Nanopartikelaggregate nach einer gewissen Zeit
unkontrolliert, also ohne die Mesoskalentransformation zu ,,oligokristallinen® Pléttchen,
so daf} polykristalline Aggregate gebildet werden. Ebenso sind auch vereinzelt noch nicht
- oder nur zu geringem Ausmaf - aggregierte, kristalline Nanopartikel zu finden (s. Abb.
5.30 links oben). Uberdies kann die unkontrollierte Kristallisation der ACC-Precursor
auch durch die Probenpréaparation induziert werden.

Die Elektronendiffraktogramme in Bereichen der Aggregate zeigen in Abhéangigkeit von

der Reaktionszeit die Beugungsreflexe von Calcit oder Vaterit. Je ldnger die Proben in
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der Reaktionslosung belassen werden, desto grofler ist der Anteil an Calcit. Werden sie
nach 24 Stunden oder friiher isoliert, liegt nahezu ausschlieflich Vaterit vor. Nur in ei-
nigen seltenen Féllen werden bereits nach 24 Stunden Aggregate aus Calcit gefunden.
Abbildung 5.30 (mitte, Einschub) zeigt das Elektronenbeugungsspektrum der Aggregate
einer 8 Tage alten Probe. Es ist charakteristisch fiir Calcit, ganz schwach wird auch die
Gegenwart von wenig Vaterit angezeigt. Die Zunahme des Calcitanteils mit der Reakti-
onszeit ist zu erwarten und in Ubereinstimmung mit den IR-Ergebnissen (s. Abb. 5.27):
thermodynamisch weniger stabiles Vaterit wird in Losung in stabiles Calcit umgewandelt.
Um den detaillierten Transformationsprozef§ der Nanopartikel aufzuklédren und den Zeit-
punkt ihrer Kristallisation zu bestimmen, miiiten Elektronendiffraktogramme in situ auf-
genommen werden, so daf3 Einfliisse durch die Probenpraparation nicht auftreten wiirden.
Das Waschen, Trocknen und Einbetten der Proben ist jedoch unumgénglich. Besonders
problematisch ist es daher, festzustellen, ob und wie lange die Precusor in der Matrix
amorph sind, da es sich um eine transiente (also hochst instabile) ACC-Phase handelt.
Die Detektion solcher Phasen in Biomineralien ist bislang nur duflerst selten gelungen
und so aufwendig, dafl dies alleine Inhalt einer gesamten Studie sein kann.!” Trotz dieser
Schwierigkeiten kann mit Hilfe der Elektronendiffraktogramme nahezu eindeutig gezeigt
werden, dafl der Mechansimus der Pléattchenbildung in der Matrix wie hier vorgeschla-
gen auf der Mesoskalentransformation von Precursor-Nanopartikeln beruhen muf}: Die
Diffraktogramme der Aggregate zeigen Punkte, die anfangen Ringe zu bilden, d.h. die
Aggregate sind polykristallin und bestehen aus vielen, statistisch orientierten Kristalli-
ten. Die Diffraktogramme der Plattchen hingegen zeigen nur wenige Reflexe, das heifit,
die einkristallinen Bereiche in den Pléattchen sind wesentlich gréfler als in den Aggregaten,
was nur moglich ist, wenn entweder mehrere noch amorphe Nanopartikel fusionieren und
groflere Einkristalle bilden oder die amorphen Nanopartikel erst kristallisieren und dann
orientiert aggregieren und fusionieren. Eine dritter in Betracht zu ziehender Mechansi-
mus ist die Auflosung und Rekristallisation der polykristallinen Aggregate in ,oligokris-
talline® Plattchen. Die Unterscheidung zwischen diesen drei Moglichkeiten kann nicht
endgiiltig getroffen werden, solange es nicht gelingt, sicherzustellen, dafl durch die Pro-
benpréparation keinerlei Verédnderung an dem System vorgenommen wird. Dann wiirden

entweder amorphe Aggregate gefunden werden, die ersteres beweisen wiirden, oder poly-
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kristalline Aggregate, die die , oligokristallinen“ Plattchen nur durch einen Auflésungs-
Rekristallisationsmechanismus bilden konnten. Die zweite genannte Moglichkeit, die ori-
entierte Aggregation der kristallisierten Precursor, kann allerdings mit einiger Sicher-
heit ausgeschlossen werden, da in diesem Fall bereits die Aggregate ,oligokristallin® und
nicht, wie hier beobachte, polykristallin sein miifiten und nur wenige Beugungsreflexe
zeigen diirften. Ein Artefakt durch die Probenpréaparation ist hierbei sehr unwahrschein-
lich, da in diesem Fall potentiell vorhandene ,oligokristalline“ in polykristalline Aggre-
gate iiberfiithrt worden sein miifiten. Somit bleiben zwei bislang nicht zu unterscheidende
potentielle Transformationsmechanismen der ACC-Precursor aus der Losung zu Calcit-
plattchen in der Matrix, die beide mit den Elektronenbeugungsergebnissen in Einklang
stehen: Fusion und Kristallisation amorpher Aggregate oder Auflosung und Rekristal-
lisation polykristalliner Aggregate, wobei es sich bei letzterem nicht um eine Tranfor-
mation auf der Mesoskala handelt. Die SEM-Aufnahmen weisen dabei eindeutig auf die
erste Moglichkeit hin: Die Oberflache der Pliattchen des kiinstlichen Perlmutts ist nicht
glatt, wie es im Falle eines Auflosungs- und Rekristallisationsmechanismus zu erwarten
wére, sondern besteht aus Nanopartikeln (s. Abb. 5.28), dhnlich den ,Nanoasperities*
im echten Perlmutt (s. Kapitel 2.3).9%5 Ein Wachstum {iber Nanopartikel wéire zudem
in Ubereinstimmung mit neueren Studien an Perlmutt, die auf amorphe Vorlduferphasen
hindeuten.'®2! Ein direkter Beweis jedoch kann nur erbracht werden, wenn es gelingt,
die offensichtlich extrem instabilen amorphen Aggregate in der Matrix nachzuweisen.

Dazu wurde einerseits die Reaktionszeit verkiirzt, andererseits die Probenprédparation
modifiziert: Wird die Mineralisation nach 8 Stunden gestoppt, ist die Matrix noch nicht
mineralisiert. Nach 12-13 Stunden hingegen haben sich bereits zahlreiche Aggregate ge-
bildet, deren Beugungsbild jedoch kristallin ist. Um eine mdgliche Kristallisation des
in Wasser und Ethanol hochst instabilen ACC‘s durch den Waschprozefl zu vermeiden,
wurden einige Proben mit Methanol anstatt mit Wasser gewaschen. Dennoch ist es nicht
moglich, amorphe Aggregate in der Matrix nachzuweisen. Eine denkbare Ursache dafiir
ist die Kristallisation der Aggregate durch den Trocknungsprozesse. Daher wurden die
Proben sofort nach dem Waschen (mit Wasser oder Methanol) in flissigem Stickstoff
schockgefroren und gefriergetrocknet. Dennoch zeigten alle untersuchten Aggregate und

Nanopartikel kristalline Diffraktogramme.
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Diese Ergebnisse lassen folgenden Schlu zu: Entweder wird das ACC selbst durch die
spezielle Probenpraparation nicht ausreichend stabilisiert, so dafl es kristallisiert, oder
die Aggregate sind nur teilweise amorph. In diesem Fall kann eine amorphe Phase im ED
nicht identifiziert werden, da fiir diese die Abwesenheit von Beugungsreflexen charakte-
ristisch ist- oder die ACC-Precursor kristallisieren bereits aulerhalb der Matrix. Letzte-
res ist jedoch eher unwahrscheinlich, da dann die Plattchen nur {iber einen Auflosungs-
Rekristallisationsmechanismus oder orientierte Aggregation gebildet werden kénnten, was
beides bereits auf Grund der experimentellen Indizien ausgeschlossen wurde (s.0.). Somit
bleibt als einzige experimentelle Alternative, a priori stabilere ACC-Precursor zu generie-
ren, um so die amorphen Aggregate vor deren Kristallisation in der Matrix nachzuweisen
und damit den vorgeschlagenen Mineralisationsmechanismus zu beweisen.

Dies kann durch Zugabe von Magnesiumionen im Uberschu8 geschehen (vgl. Kapitel

5.5.1);120-122

Nachweis von ACC in der Matrix

Bei Magnesium-Calcium-Verhéltnissen von 3/1 oder 5/1 - in Meerwasser liegt das Mg/Ca
Verhiéltnis in diesem Bereich!'® - ist es auch nach langer Reaktionszeit moglich, amorphe
Aggregate in der Matrix nachzuweisen. Abbildung 5.32 zeigt TEM-Aufnahmen von Ag-
gregaten (links und mitte) und ihr zugehoriges ED-Spektrum (Einschub) einer mit der
Gasdiffusionsmethode mineralisierten Probe aus einer 10 mM CaCly-, 30 mM M gCls-
Losung mit 56 pg/ml pAA (M = 5100) nach 5 Wochen Reaktionszeit. Das ED-Spektrum
ist charakteristisch fiir amorphes Material. Offensichtlich kann durch das Magnesium
auch nach langer Zeit ACC in der Matrix stabilisiert werden, welches nicht einmal bei
der Probenpréparation nicht kristallisiert. Neben den ACC-Aggregaten gibt es kristalli-
ne Pléattchen (rechts), deren Morphologie weniger perfekt als in den ,magnesiumfreien
Proben ist. Dies ist in Ubereinstimmung mit der stark ACC-stabilisierenden Wirkung
des Magnesium: Die ACC-Precursor aggregieren zwar, der folgendeTransformationspro-
zeB3 wird jedoch verlangsamt. So gibt es Bereiche, in denen die Matrix komplett mit
Nanopartikeln und kleinen Aggregaten ausgefiillt ist, die auch nach 5 Wochen in Losung
nicht zu Pléattchen fusioniert sind. SEM-Aufnahmen dieser Bereiche zeigen, dafi die Ma-

trixporen grofl genug sind, um einen Transport der Partikel durch die Matrixschichten
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Abbildung 5.32: TEM- Aufnahmen und ED-Spektrum von remineralisierten Proben bei
Verhiltnissen Mg/Ca=3/1 mit 56 pg/ml pAA (Mw=5100) nach 5 Wochen. Es kann gezeigt
werden, dafl die Aggregate amorph sind. In anderen Bereichen sind Pléttchen gebildet worden,

die jedoch weniger gut ausgebildet sind als in den ,,magnesiumfreien“ Proben

zu ermoglichen ( s. Abb. 5.33).

Abbildung 5.33: SEM-Aufnahme einer 5 Wochen in Gegenwart von Magnesium (Mg/Ca=3/1)
remineralisierten Probe. Die Matrixzwischenrdume sind vollstdndig mit Nanopartikeln aus-
gefiillt, die jedoch nicht zu Pléttchen fusioniert sind. Die Nanopartikel sind klein genug, um

die Matrixporen passieren zu kénnen.

Da die Magnesiumzugabe den Remineralisationsmechanismus als solchen nicht wesent-
lich im Vergleich zu ,,magnesiumfreien* Proben &ndert, sondern wegen der Stabilisierung
der amorphen Precursorpartikel nur verlangsamt, wie aus Abb. 5.32 und 5.33 ersichtlich,
kann mit dem Nachweis der amorphen Nanopartikelaggregate in der Matrix, der oben
vorgeschlagene Mechanismus bestétigt werden: Das synthetische Perlmutt wird durch die
Mesoskalentransformation, genauer der Aggregation, Fusion und anschlieBender Kristal-

lisation von ACC-Nanopartikeln in der unloslichen Perlmuttmatrix gebildet. Es ist dabei
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durchaus moglich, dafl durch ein ., Fine-Tuning“ in Bezug auf die Stabilitdt der Precur-
sor dieser Prozefl optimiert werden kann: Ist die Stabilitéit beispielsweise zu grof}, findet
die Mesoskalentransformation wie im Falle der Magnesiumzugabe hier nur bedingt statt,
ist sie zu gering, kristallisieren die Precursor zu Nanokristalliten, bevor sie mesoskopisch
transformieren kénnen.

Die WAXS-Diffraktogramme dieser Proben entsprechen keiner der bekannten Kalzium-
carbonat- oder anderer Phasen, die in der Gegenwart von Magnesium gebildet werden
konnten, wie Magnesiumcalcit, exakt. Die grofite Ubereinstimmung liegt hierbei zum
Diffraktogramm von C'aCO3z-Monohydrat vor (s. Abb. 5.34), doch treten auch zu diesem
kleine Abweichungen auf. Die Ursachen dafiir kénnen im Einbau von Magnesiumionen
oder Einschlufl von Wasser in das Gitter in anderen Mengen als bei den bekannten Pha-

sen sein. Der gleiche Effekt wurde auch bei der Préazipitation von C'aC'O3 in Losung unter
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Abbildung 5.34: WAXS Pulver-Diffraktogramm der mit der Gasdiffusionsmethode remine-
ralisierten Matrix bei einem Verhéaltnis Mg/Ca=5/1 nach 5 Wochen. Es entspricht keiner
der bekannten C'aCOs- oder anderer Phasen, die in der Gegenwart von Magnesium gebildet
werden konnten, exakt, die grofte Ubereinstimmung wird zum Diffraktogramm von CaCOs-

Monohydrat gefunden.

sonst gleichen Bedingugen gefunden und ist somit typisch fiir diese Reaktionsbedingun-
gen und nicht auf den Matrixeinflufl zuriickzufiihren.

Die Bandbreite der Bedingungen, unter denen die Synthese des kiinstlichen Perlmutts
moglich ist (verschiedene Arten, Molmassen, Konzentrationen an Additiven, mit und oh-

ne Mg-Zusatz), beweist eindeutig, daf§ das Wachstum der Mineralphase des kiinstlichen
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Perlmutts einem ,allgemein giiltigem®“ Mechanismus, namlich der Mesoskalentransforma-
tion von ACC, folgt, fiir den zwar bestimmte Vorraussetzungen gelten (wie die Generie-
rung von ACC und einer Wechselwirkung zwischen Precursorn und Matrix), jedoch keine
spezifischen Bedingungen wie bestimmte Proteine bei bestimmter Ionenstérke. Dies kann

noch weiter untermauert werden:

Retrosynthese mit der Durchfluf3zelle

Die Remineralisierung ist nicht auf die Gasdiffusionsmethode beschréankt. Auch die Durch-
fluizelle kann fiir die Retrosynthese von Perlmutt eingesetzt werden. Hierbei wird C'aC' O3
prézipitiert, indem eine C'aCly- und eine Na,COs-Losung, die beide jeweils pAA oder
pAsp enthalten, zusammengefiihrt werden (s. Kapitel 4). Es werden dabei eine schnelle,
kontinuierliche Bildung von ACC und ein stédndiger Durchfluf frischer Precursorlosung
ermoglicht, also grole Materialmengen zur Verfiigung gestellt. Als weiterer Vorteil kann
die Remineralisierung unter dem Lichtmikroskop in situ verfolgt werden: Bereits nach
1,5 Stunden sind ,,Mineralinseln* wie bei der Gasdiffusionsmethode gewachsen. Der An-
teil mineralisierter Bereiche ist hier bereits nach 4 Stunden deutlich grofler als nach
24 Stunden Remineralisierung mit der Gasdiffusionsmethode. Dies entpricht den Erwar-
tungen, da der Matrix in der Durchflufizelle ununterbrochen Precursor zugefiihrt werden.
TEM-Aufnahmen zeigen, dafl der Mineralisationsprozefl weniger ,,gut® als bei der Gas-
diffusionsmethode ablauft: die Morphologie der Plattchen ist weniger perfekt, zudem gibt
es viele Liicken zwischen den einzelnen Plattchen. Dies ist jedoch nicht verwunderlich,
da ein stédndiger Strom aus Precursorlosung mit einer FlieBgeschwindigkeit von 0,2 oder
0,02 ml/min durch die Matrix flieit bzw. gepumpt wird und die Nukleation und Ag-
gregation erschweren kann, indem er die Partikel , mitreiit“. Eine Verlangsamung der
FlieBgeschwindigkeit, um dies zu vermeiden, ist dabei nur bedingt sinnvoll, da dann ei-
nerseits die ACC-Precursor in den Schlduchen und der Zelle kristallisieren, wie beretis
bei 0,02 ml/min zu bemerken, und sie andererseits nicht mehr  frisch“ sind. Ebenso wie
bei der Gasdiffusionsmethode ist die Remineralisierung bei allen hier untersuchten Kon-
zentrationen und Additiven (s. Kapitel 4) moglich.

Im Gegensatz zur Gasdiffusionsmethode ist der pH-Wert bei der Mineralisierung mit der

Durchflufizelle konstant bei 8,5. Da bei beiden Methoden eine Remineralisierung der Ma-

89



trix moglich ist, deutet dies tibereinstimmend mit den (-Potential-Messungen (s. Kapitel
5.4.5) darauf hin, daB sich der Zustand der Matrix in Bezug auf die Ladung von nahezu
neutralem pH bis pH 9.5 (Gasdiffusionsmethode) und dariiber ((-Potential-Messung bis
pH 10.4) nicht oder nur geringfiigig éndert. Es kann also eine konstante Ladungsdichte
und -verteilung auf der Matrixoberflache bei allen Remineralisationsexperimenten ange-
nommen werden.

Dies kann ein Schliisselfaktor fiir die Retrosynthese sein: So kénnten eine bestimmte La-
dungdichte und -verteilung auf der Matrix und die Generierung von ACC-Precursorn zu
den oben erwihnten Vorraussetzungen gehoren. Sind diese gegeben, kann der Minerali-
sationsprozefl auch ohne spezifische Biomolekiile ganz oder zu einem gewissen Ausmafl
imitiert werden. Es ist beispielsweise denkbar, eine synthetische Matrix zu verwenden,
auf die ein Polyelectrolyt adsorbiert ist. Gestiitzt wird dies von fritheren Studien, die be-
weisen, da8 Ladungen eine wichtige Rolle bei der CaC'Os-Kristallisation spielen.?%:98 117
Spekulativ kann nun behauptet werden, dal in vivo eine andere Ladungsdichte als bei
den in vitro-Bedingungen hier vorliegt, die Aragonit induziert. Dies kann allerdings durch
die hier durchgefithrten Experimente nicht verifiziert werden. Dennoch beweisen die Er-
gebnisse, dafl die Herstellung komplexer, mit der Natur nahezu identischer Komposit-
strukturen durch die Nutzung , allgemeinerer”, physikalisch-chemischer Prinzipien (hier
Mesoskalentransformation) zumindest fiir das Beispiel Perlmutt moglich ist, und die Rolle

der Biopolymere somit in gewissem Ausmaf} imitiert werden kann.

5.5.4 Deproteinierte Matrix

Um die Rolle der unloslichen Proteine bei der Retrosynthese néher zu charakterisieren,
liegt es auf der Hand, das Remineralisationsverhalten der demineralisierten, deprotei-
nierten Matrix zu untersuchen und mit dem der demineralisierten zu vergleichen. Wie
in Kapitel 5.4.4 beschrieben, ist es jedoch zum einen mit der hier verwendeten Protease
Subtilisin nicht moglich, die Proteine vollstdndig zu entfernen. Zum anderen verliert die
Matrix mit fortschreitender Deproteinierung ihre Stabilitdt und wird entlang der Schich-
ten gespalten. Es ist daher nicht sinnvoll, eine zusétzliche Protease zu verwenden, um

die Proteine vollstdndig zu entfernen, da dabei das fiir die Remineralisierung essentielle
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dreidimensionale Matrixgeriist zerstort werden wiirde, wihrend die nur mit Subtilisin
behandelte Matrix zwar mechanisch wesentlich empfindlicher als die unbehandelte ist,
ihre Schichtstruktur jedoch zumindest teilweise noch erhalten.

Die Remineralisierung mit der Gasdiffusion einer so behandelten Probe aus 10 mmol/l
CaCly mit 28 pg/ml pAsp (Mw = 6000) nach 24 Stunden zeigt, dafl die Matrix trotz der
Degradation durch die Subtilisin-Behandlung fiir die ACC-Precursor zugénglich ist und
diese die Matrixzwischenrdume komplett ausfiillen und aggregieren kénnen. Plédttchen
werden nicht gebildet. Die ED-Spektren dieser Proben zeigen polykristallines Vaterit.
Der Transformationsproze der ACC-Precurosr zu Calcitplattchen via Fusion und Kris-
tallisation findet demnach nicht statt.

Daraus 148t sich schlielen, dafi die Bildung der Calcitplattchen bzw. die Mesoskalen-
transformation der ACC-Precursor mit den unloslichen Proteinen der demineralisierten
Matrix gekoppelt ist, welche hier zu einem nicht bekannten Grad durch das Subtilisin
abgebaut und degradiert wurden. Es ist dabei nahezu unmoglich, deren genaue Funktion
im Transformationsprozefl zu ermitteln, solange sie nicht genau bekannt sind. Selbst in
wesentlich einfacheren Systemen mit weniger Komponenten, beispielsweise bei der addi-
tivgsteuerten Kristallisation, bei der das Additiv bekannt ist, ist es oftmals nur schwer
moglich, den genauen Mechanismus der Kristallisation zu ermitteln.

Da die Retrosynthese von Perlmutt jedoch dann erfolgreich ist, wenn die Matrix nicht
mit Subtilisn behandelt wird, obwohl sie bei den in vitro-Experimenten hier weit von ih-
rem natiirlichen Zustand entfernt ist, kann es sich bei den Funktionen der Proteine nicht
um nur fiir diese spezifische Wechselwirkungen handeln. Diese bediirften einer bestimm-
ten Mikroumgebung mit definiertem pH, Ionenstédrke, anderen Proteinen etc. Folglich
miissen ,einfachere* bzw. ,allgemeinere”, das heifit, nicht auf diese Proteine limitierte
Mechanismen wirken. Von Bedeutung kénnen dabei beispielsweise, wie oben diskutiert,
Parameter wie der Einflufl der Ladung, Hydrophilie oder einfach der sterischen Struktur

der Matrixoberflache sein, die von den unloslichen Proteinen bestimmt werden konnten.
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Kapitel 6

Abschlie3ende Diskussion

Sowohl die Untersuchung von natiirlichem Perlmutt (s. Kapitel 5.4.1) als auch dessen in
vitro-Retrosynthese (s. Kapitel 5.5.3) liefern zahlreiche Hinweise, daf§ das Wachstum von
Perlmutt iiber amorphe Nanopartikel ablauft und nicht, wie klassisch beschrieben, iiber
Ionen und hochspezifische biomolekulare Erkennungsprozesse.

Diese Ergebnisse sind weder mit den iiblicherweise als einkristallin beschriebenen Ara-
gonitplattchen im Perlmutt noch mit einer Dominanz spezifischer Biomolekiilwechsel-
wirkungen beim Mineralwachstum vereinbar. Jedoch steigt seit einiger Zeit die Zahl
der Studien, die die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern kénnen: So wurde gezeigt,
daf3 die Perlmuttplédttchen nicht kontinuierlich sind, sondern aus Nanokristalliten be-
stehen.37:6%:66,125,126 \Weiterhin wurden Hinweise fiir amorphe Vorlduferphasen in Perl-
mutt!®? und anderen Biomineralien (s. Kapitel 2.2.1) gefunden. Auch gab es bereits
einige Studien, die fiir Biomineralisationsprozesse physikalisch-chemisch Prozesse vor-
schlagen. 25127128

Die Tatsache, dafl mit der Retrosynthese ohne die Zugabe von Proteinen kiinstliches Perl-
mutt hergestellt werden kann, das aus einer anderen Kristallphase (Calcit statt Aragonit)
besteht, legt das Wirken ,allgemein® giiltiger Mechanismen bei der Perlmuttbildung na-
he. Diese kénnen unter geeigneten Voraussetzungen auch in vitro ablaufen und sind nicht
auf das definierte Mikroumgebungssystem limitiert, das in vivo vorliegt. So widerspricht
beispielsweise die Bildung von Calcit dem Epitaxie-Modell, das sich fiir die Perlmuttbil-
dung etabliert hat und nach dem Aragonit gebildet werden miifite (s. Kapitel 2.3.1).

Obwohl viele Studien zur Aufkldarung des Mineralisationsmechanismus und der Rolle be-
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stimmter Proteine die Aragonitbildung als einen essentiellen Punkt ansehen, deutet die
Retrosynthese deutet darauf hin, dafl der Mineralisationsprozef ,,allgemeiner* giiltig und
nicht auf Aragonit beschriankt ist. Dies wird dadurch gestiitzt, dafl es auch Mollusken-
schalen gibt, welche nur aus Calcit bestehen,'? und ihre Funktion offensichtlich denoch
erfiillen.

Wie fiir alle Mechanismen, die aus in vitro-Experimenten abgeleitet werden, muf3 auch im
Falle der hier vorgeschlagenen Perlmuttbildung via Mesoskalentransfomation von ACC-
Precursorn gepriift werden, inwieweit diese in wvivo giiltig ist. Doch ist unwahrschein-
lich, daf3 in vivo einerseits vollig andere Mechanismen wie hochspezifische biomolekulare
Wechselwirkungen von Bedeutung sind, die Mineralisierung aber andererseits n vitro oh-

ne diese Wechselwirkungen zu imitieren ist.
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Kapitel 7
Zusammenfassung

In dieser Arbeit ist es gelungen, die Bedeutung physikalisch-chemischer Mechanismen in
der Biomineralisation gegeniiber der bisher angenommenen Dominanz spezifischer bio-
molekularer Erkennungsmechanismen aufzuzeigen.

Dazu wurden drei Ansétze verfolgt: Zum einen wurden Studien zur Calciumcarbonat-
kristallisation durchgefiihrt. Zum anderen wurde das Biomineral Perlmutt intensiv un-
tersucht. Als drittes wurde ein Modellsystem entwickelt, mit dem kiinstliches Perlmutt
synthetisiert und ein Mechanismus fiir die Perlmuttmineralisation vorgeschlagen werden
konnte.

Im ersten Schritt wurden in einem simplen Kristallisationsansatz komplexe Calciumcar-
bonatiiberstrukturen ohne die Verwendung von Additiven synthetisiert. Es wurde gezeigt,
daf diese durch orientierte Anlagerung von Nanopartikeln gebildet werden, bei der dipo-
lare Felder eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. Dieser Mechansimus war bislang fiir
Calciumcarbonat unbekannt und ermoglicht die Synthese komplexer Kristallmorphologi-
en, wodurch die Frage aufgeworfen wird, ob er bei der Biomineralbildung von Bedeutung
sein kann.

Durch Einsatz minimaler Mengen eines einfachen, synthetischen Additivs bei der Kris-
tallisation wurden zu Uberstrukturen angeordnete Aragonitpliattchen synthetisiert, die
von einer wenige nm dicken Schicht aus amorphen Calciumcarbonat umgeben sind. Eine
solche Schicht wurde auch bei den Aragonitplattchen Perlmutts entdeckt (s.u.) und bietet
moglicherweise in verschiedenen Systemen eine Erklarung fiir die Stabilisierung der sonst

metastabilen Aragonitphase.
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Im zweiten Schritt wurden bei der Untersuchung von natiirlichem Perlmutt zwei bislang
unbekannte Strukturmerkmale entdeckt: Es gibt Bereiche, die nicht aus den charakte-
ristischen Pléattchen bestehen, sondern wesentlich weniger stark mineralisert sind. Die
Mineralphase besteht in diesen Bereichen aus Nanopartikeln. Es wurde weiterhin gezeigt,
dafl die Aragonitpléittchen von einer wenige nm dicken Schicht aus amorphem Calci-
umcarbonat umgeben ist. Die géngigen Modelle der Perlmuttbildung sind mit diesen
Beobachtungen nicht zu vereinbaren und somit zu hinterfragen. Dagegen deuten diese
Ergebnisse ein Wachstum von Perlmutt iiber ACC-Nanopartikel an.

Unter der Annahme der Bedeutung physikalisch-chemischer Mechanismen in der Biomi-
neralisation wurde schliellich als dritter Schritt ein Ansatz zur in vitro-Retrosynthese
von Biomineralien ausgehend von ihrer unloslichen Matrix entwickelt.

Mit diesem Ansatz ist es erstmals gelungen, kiinstliches Perlmutt auf synthetischem Wege
herzustellen, das morphologisch nicht vom Original zu unterscheiden ist. Die existieren-
den Unterschiede konnten zeigen, dal der Mineralisationsprozef3 nicht auf ein spezifisches
Mikroumgebungssystem beschrinkt, sondern , allgemeiner giiltig® sein muf.

Bei der Retrosynthese gibt es zwei Schliisselfaktoren: Zum einen die demineralisierte
unlosliche Perlmuttmatrix als dreidimensionales Geriist fiir das kiinstliche Perlmutt, zum
anderen amorphe Precursorpartikel, die die Mineralphase bilden. Es werden keinerlei
Proteine oder andere Biomolekiile verwendet. Dieser Ansatz bietet die Moglichkeit, den
Mineralisationsprozefl an einem in vitro-Modellsystem zu verfolgen, was fiir das in vivo-
System, wenn iiberhaupt, nur unter starken Einschrankungen méglich ist.

Es wurde gezeigt, dal das kiinstliche Perlmutt iiber die Mesoskalentransformation von
ACC-Precursorn innerhalb der Matrix gebildet wird und als moglicher Mechanismus bei
der Biomineralisation von natiirlichem Perlmutt diskutiert.

Es konnte in der vorliegenden Arbeit konsequent gezeigt werden, dafl die Imitation von
Biomineralisationsprozessen in in vitro- Ansétzen moglich ist, wobei chemisch-physikalische
Parameter dominieren.

In zukiinftigen Studien sollten einerseits die mechanischen Eigenschaften des kiinstlichen
Perlmutts untersucht werden, wofiir sich in Vorversuchen im Rahmen dieser Arbeit die
Nanoindentierung als geeignet herausgestellt hat. Es sollte gepriift werden, ob das hier

ermittelte Prinzip zur Mineralisierung in der Materialentwicklung angewendet werden
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kann. Andererseits sollte die Retrosynthese auf andere Systeme ausgeweitet und in vi-
vo-Studien durchgefiihrt werden, um die Giiltigkeit der vorgeschlagenen Mechanismen zu

iiberpriifen.
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Anhang A

Anhang

A.1 DModifizierung der Matrix

Um das kiinstliche Perlmutt wie in vivo mit Plidttchen aus Aragonit zu synthetisieren,
sollte der in Kapitel 5.3 beschriebene Ansatz genutzt werden. Dabei gibt es verschiedene
Moglichkeiten: Werden die PDEAEMA-b-PNIPAM-b-PMA A-Mikrogelpartikel direkt als
Additiv in die Reaktionslosung gegeben, kann die Matrix nicht mineralisisiert werden, wo-
bei ein offensichtlicher Grund bereits die Groflenverhéltnisse sind: die Abstédnde zwischen
den Matrixschichten sind mit maximal 500 nm deutlich kleiner als die - in Abhéngigkeit
von lonenstiarke und pH- ungefdhr 1000 nm groflen Partikel, so dafl diese bereits aus
sterischen Griinden nicht ins Matrixinnere gelangen kénnen, um dort die Mineralisation
zu beeinflussen. Zudem generieren sie keine ACC-Precursor in der Losung, welche jedoch
eine unabdingliche Komponente zu sein scheinen, um Mineralphase in die Matrix zu
transportieren. Daher ist es sinnvoll, einen anderen Ansatz zu wahlen und die Matrix als
solche mit Aragonit induzierenden Additiven zu ,,beschichten“ oder in irgendeiner Weise
zu modifizieren und unabhéngig davon in der Losung die ACC-Precursor erzeugen. So
kann ACC in die Matrix transportiert werden und dessen Kristallisationsproze3 durch
die Modifizierung moglicherweise so beeinflufit werden, dafl Aragonit gebildet wird. Die
Verkniipfung der modifizierenden Komponente mit der Matrix ist allerdings nicht unpro-
plematisch, da die Zusammensetzung der Matrixproteine nur teilweise und ihre Verteilung
und Anordnung auf der Oberfliche der Matrixschichten kaum bekannt ist. Werden da-

her die Proteine entfernt, um das Chitin als bekannte Komponente aus dem Innern der
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Matrixschichten (vgl. Kapitel 2.3) zu isolieren, so dafl die zu modifizierende Komponente
bekannt ist, wird durch die Deproteinierung die dreidimensionale Struktur der Matrix
und somit das Templat fiir die Remineralisierung zerstort (vgl. Kapitel 5.4.4, 5.5.4). Es
ist also unumgénglich, die mehr oder weniger unbekannten Proteine auf der Matrixober-
flache zu belassen, wodurch kaum geeignete Reaktionsbedingungen fiir die Modifizierung
vorherzusagen oder gar eine kontinuierliche Beschichtung der Oberfliche zu erwarten
ist. Da jedoch, wie in Kapitel 5.3 gezeigt, schon minimale Mengen an PDEAEMA-b-
PNIPAM-b-PMAA-Mikrogelpartikeln grole Mengen an Aragonit bilden kénnen, besteht
potentiell die Méglichkeit, dafl bereits eine unregelméfige und wenig dichte Modifizierung
ausreicht, um in der gesamten Matrix Aragonit zu induzieren. Die Mikrogelpartikel als
solche sind, wie oben ausgefiihrt, grofier als die Abstdnde zwischen den Matrixschichten,
so dafl es unwahrscheinlich erscheint, sie zur Modifizierung der Oberflichen im Innern der
Matrixstiicke nutzen zu kénnen. Ein Weg das Groflenproblem zu umgehen, ist, anstelle
der Mikrogelpartikel als Ganze nur ihre einzelnen Blécke oder sogar deren Monomere fiir
die Modifizierung einzusetzen, die klein genug fiir die Matrixzwischenrdume sind. Dies
bietet zugleich eine gewisse Variationsmoglichkeit der verschiedenen Komponenten, um
Polymere verschiedener Zusammensetzung zu erzeugen.

Die Polymere wurden dabei in Gegenwart der Matrix mittels radikalischer Polymerisation
synthetisiert, mit der Aussicht, dafl sie dabei zumindest an einige der Matrixproteine ge-
bunden werden konnen. Als Edukte wurden der PDEAEMA-Block alleine (s.u. 2 und 5),
der PDEAEMA-Block mit NIPAM (s.u. 3 und 6) und der PDEAEMA-Block mit NIPAM
und t-BuMA (s.u. 4). Zusétzlich wurde die Reaktion auch in Gegenwart der PDEAEMA-
b-PNIPAM-b-PMA A-Mikrogelpartikel durchgefiihrt (s.u. 1), welche durch das Erwarmen
wéahrend der Reaktionsfithrung aufgund der Mikrogeleigenschaften schrumpfen. Im Falle
des PDEAEMA-Blocks (s.u. 2 und 5) und PDEAEMA-Block mit NIPAM als Edukte
(s.u. 3 und 6) wurden zwei verschiedene Radikalstarter getestet.

Die Matrixstiicke wurden direkt nach den Modifizierungsexperimenten gewaschen und in
die Remineralisierungsexperimente gegeben. Trotz der Beanspruchung durch die Reak-
tionsbedingungen (s.u.: Erhitzen auf 60°C, kontinuierliche Rotation, Radikale) sind die
Stiicke nicht zerstort, sondern lediglich teilweise entlang der Schichten gespalten worden.

Dies zeigt die extreme Stabilitdt der Perlmuttmatrix, vor allem innerhalb der einzelnen
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Schichten. Die Stiicke wurden intensiv gewaschen und direkt fiir die Remineralisierungs-
experimente, die wie bei der unbehandelten Matrix durchgefithrt wurden (s. Kapitel
4), weiterverwendet. Fiir jede der fiinf Modifizierungsvarianten wurde die Matrix nach je
24Stunden und 4Tagen Mineralisationszeit mittels LM, TEM, und ED untersucht. Im LM
sind die typischen Inseln zu erkennen. Ubereinstimmend dazu zeigen TEM-Aufnahmen,
daf} die Matrix im Innern zwar mineralisiert wurde. Die ” Remineralisierungsqualitat® ist
jedoch bei allen Proben deutlich schlechter als bei unbehandelten, unter identischen Be-
dingungen remineralisierten Proben. So machen hier Aggregate oder Nanopartikel den
groffiten Mineralanteil aus. Es wurden wesentlich weniger Plédttchen gebildet, in denen die
Nanopartikel zudem nicht fusioniert sind. Die ED-Spektren dieser Charakteristika (nicht
fusionierte Plattchen, Aggregate, Nanopartikel) sind bei allen Proben typisch fiir Vaterit.
Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieflen, dafl es mit den hier gewéhlten Edukten und Re-
aktionsbedingungen nicht moglich ist, Aragonit innerhalb der Matrix zu bilden. Ursachen
dafiir konnen sein, dafl die jeweiligen Komponenten in den Modifizierungsexperimenten
nicht oder nicht in ausreichendem Mafle an die Matrix gebunden wurden oder aber diese
zwar modifiziert werden konnte, damit aber dennoch nicht die Voraussetzungen fiir die
Nukleation von Aragonit geschaffen wurden. Es ist davon auszugehen, dafl der Anteil
potentiell an die Matrix gebundener Komponenten sehr gering ist, so daf§ es sehr aufwen-
dig wére, eine Modifizierung der Oberflache nachzuweisen und die Zusammensetzung der
Komponenten zu bestimmen. Da durch die hier durchgefiihrten Experimente kein Arago-
nit bei der Retrosynthese von Perlmutt induziert wurde, wurde auf eine weitere Analyse
der behandelten Matrix verzichtet. Es konnte jedoch gezeigt werden, dafl die Matrix eine
extreme Behandlung wie hier bei einer chemischen Reaktion gut iiberstehen kann und
weiterhin fiir die ACC-Precusor zugénglich ist, also als dreidimensionales Templat bei
der Remineralisierung dienen kann. In zukiinftigen ausfiihrlichen Studien sollte daher die
Moglichkeit der Oberflichenmodifizerung der Matrix systematisch zur Nukleation von

Aragonit in der Retrosynthese untersucht werden.
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Experimenteller Teil Modifizierung

Je 27-55 mg (Feuchtgewicht) Matrixstiicke wurden in eine Losung von 10 ml HyO mit
den entsprechenden Edukten (s.u. 1-4) gegeben. Die Losungen wurden auf 60°C erhitzt,
und die Reaktion durch Zugabe der jeweiligen Radikalstarter (s.u. 1-4) gestartet und
20 Stunden bei 60 °C unter kontinuierlicher Rotation der Proben (ca. 20 U/min.) fort-
gefiihrt. Die Reaktion wurde durch Abkiihlen auf Zimmertemperatur beendet.

Die Matrixstiicke wurden in Wasser gewaschen und direkt fiir die Remineralisationsex-
perimente weiterverwendet: Diese wurden wie in Kapitel 4 beschrieben mit der Gasdif-
fusionsmethode mit einer Konzentration von 10 mM CaCly und 28 pug/ml pAsp (M =
6000) durchgefiihrt.

Edukte in 10 ml H50O:

1) 0,21g PDEAEMA-b-PNIPAM-b-PMAA, Starter 0,04 g C'e** in 0,5 ml HNO; (1 mol/1)
2) 0,21 g PDEAEMA

Starter C'e** in 0,5 ml HNO3 (1 mol/1)

3)0,21 g PDEAEMA und 0,3 g NIPAM, Starter 0,04 g Ce** in 0,5 ml HNOj3 (1 mol/1)
4) 0,21 g PDEAEMA, 0,3 g NIPAM und 0,4 g t-BuMA, Starter 0,04 g Ce** in 0,5 ml
HNO; (1 mol/l)

5) 0,21 g PDEAEMA, Starter 0,04 g 2,2-Azobis[2-methyl-N-(2-hydroxyethyl)propion-
amid]

6) 0,21 g PDEAEMA und 0,3 g NIPAM, Starter 0,04 g 2,2‘-Azobis[2-methyl-N-(2-hydro-

xyethyl)propionamid]

A.2 Kontrollexperimente der Retrosynthese

In Abwesenheit einer der beiden Schliisselkomponenten - amorphe Precursor oder die
Matrix - ist die Retrosynthese nicht moglich. Dies ist auf Abbildung A.1 dargestellt.
Wird keine pAsp oder pAA zugesetzt, also keine ACC-Precusor gebildet, werden auf der
Matrix typische Calcitrhomboeder beobachtet, sie wird nicht mineralisiert. Werden die
Precursor in Gegenwart eines Glassubstrates anstatt der Matrix erzeugt, prézipitieren

spherische Partikel auf dem Substrat.
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Abbildung A.1: LM-Aufnahmen von der Matrix (links) und einem Glassubstrat (rechts) der

Kontrollexperimente:

A.3 Probenpriparation fiir die TEM-Untersuchungen

Pulvertérmige Proben wurden in H,O oder Methanol dispergiert. ein Tropfen wurde auf
ein mit Kohlenstoff bedampftes Kupfernetz gegeben und eintrocknen gelasssen.

Fiir die Ultradiinschnitte wurden die Proben in entsprechend kleine Stiicken geteilt und
in LR White Resin (Medium Grade) eingebettet. Nach einer Trocknungszeit von 5-7

wurden die Proben an einem Leica Ultracut UCT mikrotomiert.

A.4 Abkiirzungsverzeichnis

ED Elektronenbeugung

HRTEM Hochauflésungstransmissionselektronenmikroskopie
LM Lichtmikroskopie

M Molmasse

mM millimolar

pAA Polyacrylsédure

pAsp Polyasparaginséure

PDEAEMA Poly-(Diethylaminoethylmethacrylat)
PMAA Polymethacrylsaure

PNIPAM Poly-(N-Isopropylacrylamid)

SEM Rasterelektronenmikroskopie

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
WAXS Rontgenweitwinkelstreuung
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