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1. Einleitung und Motivation

Das Themengebiet der Biomineralisation beschaftigt sich mit der Bildung meist
anorganischer Materialien wie beispielsweise Calciumcarbonat, Calciumphosphat (CP) oder
Siliciumdioxid in lebenden Organismen. Die Bildung solcher Mineralien erfolgt dabei in
Anwesenheit einer organischen Matrix, die das Templat fiir die Mineralisation liefert. Viele
Organismen in der Natur sind in der Lage durch den Einsatz komplizierter, molekularer
Erkennungsmechanismen komplexe Hybridmaterialien mit den verschiedensten
mechanischen und optischen Eigenschaften zu synthetisieren. Zudem kann die Natur die
Struktur, die GroRRe, die Form, die Morphologie und die supramolekulare Organisation aller
Bausteine des Komposits durch die Verwendung unterschiedlicher Mineralphasen und
organischer Matrices beeinflussen.['

Obwohl bisher einige biologische Strategien fiir die Bildung von Biomaterialien
erforscht sind, ist die Ubertragung dieser Prinzipien ins Labor immer noch eine
Herausforderung. Das gilt insbesondere fiir Grenzflichen-kontrollierte Prozesse.l*"19 Die
Entschliisselung dieser Prinzipien wirde es moglich machen, Funktionsmaterialien mit
Uberragenden Eigenschaften zu synthetisieren und den erforderten Anspriichen anzupassen.
Aufgrund dessen wurde speziell in den letzten Jahrzehnten vermehrt auf diesem Gebiet
geforscht.

Ein weiterer Grund fiir das steigende Interesse der Wissenschaftler ist die steigende
Lebenserwartung der Bevolkerung. Die durchschnittliche Lebenserwartung in Deutschland
betrdgt fir Frauen mittlerweile rund 83 Jahre und fir Manner etwa 78 Jahre.l'Yl Der
menschliche Korper ist jedoch nicht fir ein solch langes Leben geriistet. Das wird zum Beispiel
am VerschleiR der Knochen und Zdahne und durch die vermehrte Ausbildung von Krankheiten
deutlich. Bei diesen Krankheiten handelt es sich beispielweise um Osteoporose,
Arteriosklerose, Steinbildung in Organen wie beispielweise Nierensteine, aber auch
vermeidlich harmlosere Krankheiten wie Karies und Zahnstein.!*?!

Die Gemeinsamkeit der eben genannten Beispiele liegt darin, dass ihre Bildung und
Degradierung die Kristallisation und Auflésung der jeweiligen Kristallphase beinhaltet. Dabei
handelt es sich bei diesen Beispielen um die Kristallisation von CP und anderen

Calciummineralien. Das bessere Verstandnis der Keimbildung, des Kristallwachstums und der



Auflosung koénnte bei der Herstellung von Implantaten wie Huiftimplantaten und
Zahnimplantaten und bei der Behandlung von Krankheiten wie Arteriosklerose helfen.

Neben CP bildet Calciumcarbonat eines der wichtigsten Biomineralien, welches bereits
mehrfach untersucht wurde.[®13-21] Dje Mineralisation von CP wurde bisher {iberwiegend in
Bulklésung untersucht.l?2-3% Da jedoch in der Natur Mineralisationsprozesse iberwiegend in
Gelphasen oder an der Grenzfliche stattfinden3132 liegt das Augenmerk dieser Arbeit in der
Mineralisation von CP an der Wasser/Luft-Grenzflache.

Dabei bilden amphiphile Monolagen gute Modellsysteme um die Keimbildung und das
Kristallwachstum an der Wasser/Luft-Grenzflache zu beobachten und zu verstehen. Dafir
wurden bisher Amphiphile mit einem geringen Molekulargewicht und amphiphile
Blockcopolymere verwendet um verschiedene Grenzflachenstrukturen zu generieren und die
Effekte auf die Mineralisation von Calciumcarbonat!®342 und CP an der Wasser/Luft-
Grenzflache zu untersuchen 30

Die Studien beziiglich der Grenzflachen-kontrollierten Mineralisation von CP sind recht
begrenzt. Einige der Publikationen zeigen abhangig von der Grenzflaichenchemie und den
spezifischen Mineralisationsbedingungen eine beeindruckende Vielfalt der mineralisierten
Calciumphosphate.[822:43,44,46-48,51]

Casse et al. verwendeten eine Monolage bestehend aus Poly(n-butylacrylat)-b-
poly(acrylsdaure) als Templat fiir die Mineralisation von CP und beobachteten, dass die
Mineralisation am effizientesten bei hohen pH-Wert Werten verlief. Bei hohen pH-Werten ist
das Polymer deprotoniert und die Monolage dementsprechend hoch geladen.*3 Das deutete
an, dass der pH-Wert der Subphase und die Ladung der Monolage von groRer Bedeutung sind,
um die Mineralisation von CP zu kontrollieren.

Die bei der Mineralisation von CP involvierten Proteine sind grofStenteils negativ
geladen, sodass fiir die Untersuchung der Biomineralisation von Calciumphosphat vorwiegend
anionische Polymere verwendet wurden. Es gibt aber auch ein paar Studien, bei denen
Polykationen fiir die Mineralisation von CP verwendet wurden.[5%53!

In eine dieser Studien von Junginger et al. wurde das Wachstum von CP an der
Wasser/Luft-Grenzflache unterhalb zwei verschiedener Monolagen aus polykationischen
Blockcopolymeren untersucht. Der hydrophile Block bestand in beiden Fallen aus Poly[2-
(dimethylamino)ethylmethacrylat] (PDMAEMA). Im Gegensatz zu den Studien von Casse et al.

beobachteten Junginger et al. die beste Kontrolle bei tiefen pH-Werten, bei denen die



Aminogruppen protoniert vorliegen. Das bestétigt die oben gemachte Vermutung, dass hohe
Ladungsdichten notwendig sind, um die Mineralisation von CP effizient zu kontrollieren.
Gleichzeitig sorgt die hohe Ladungsdichte fir die Bildung einheitlicher CP Nanoarchitekturen.
Bei geringen Ladungsdichten werden hingegen weniger homogene Materialien
gebildet.[43'44'46'51'54]

Der Effekt des Molekulargewichtes der Additive, die fir die Bildung der Monolagen
verwendet werden, wurde bisher eher weniger beachtet. Daher haben wir in einer vorherigen
Studie den Effekt eines Oligomers auf die CP Mineralisation untersucht.®¥ Die Studie zeigte,
dass Monolagen aus Polymeren mit einem groRen Molekulargewicht!*3-¢! eine engere
Kontrolle beziiglich der CP Mineralisation zeigen als oligomere Tenside.®* Das betrifft alle
Aspekte des Minerals: PartikelgroRe, GroRenverteilung, Partikelmorphologie und
Partikelanordnung sind homogener und einheitlicher mit langeren Polymeradditiven als mit
dem Oligomer.[#4-46:541 D3 dies die einzige Studie tiber den Effekt eines Oligomers auf die CP
Mineralisation ist, ist es schwierig, weitere Schlussfolgerungen zu ziehen.

Zhang et al. untersuchten die Mineralisation von CP an der Wasser/Luft-Grenzflache
unterhalb negativ geladener Monolagen aus Dipalmitoylphoshatidylcholin, Arachidinsdure
und Octadecylamin. Alle unterhalb der Monolagen gebildeten Minerale bestanden sowohl aus
amorphen als auch kristallinen Kristallphasen.*8! Aufgrund dessen postulierten die Autoren
einen mehrstufigen Bildungsprozess mit der Beteiligung von amorphen Vorldauferphasen.
Dieses Modell stimmt mit den Ergebnissen von Dey et al. liberein. Diese Gruppe verwendete
ebenfalls eine Monolage aus Arachidinsaure fur die CP Mineralisation an der Wasser/Luft-
Grenzflache unter physiologischen Bedingungen (in simulierter Korperflissigkeit und bei
37°C) und fanden heraus, dass die Templatgrenzfliche die Aggregation von CP
Pranukleationsclustern induziert.*”! Die Verdichtung dieser Cluster fiihrt zu der Bildung einer
amorphen Vorlduferphase die schlieBlich zu Carbonat-Hydroxylapatit fihrt. Dieser Verlauf
konnte lediglich an der Wasser/Luft-Grenzflache und nicht in Ldsung beobachtet werden. Die
Arachidinsiure fungiert somit als Kristallisationstemplat.!*”]

Die vorliegende Arbeit untersucht dhnlich zu den Studien von Zhang und Dey et al. den
Einfluss von negativ geladenen Amphiphilen auf das Mineralisationsverhalten von CP an der
Wasser/Luft-Grenzflache. Es wurden dabei zwei verschiedene niedermolekulare Amphiphile
mit Cholesterol als hydrophobem Block verwendet. Der Unterschied der beiden Amphiphile

liegt in der Struktur des hydrophilen Blocks. Wahrend das eine Amphiphil lediglich eine
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Carbonsaure als hydrophile Kopfgruppe aufweist, bildet bei dem zweiten Amphiphil ein
Dendrimer die hydrophile Kopfgruppe. Beide Amphiphile unterscheiden sich damit in der
Anzahl der geladenen Gruppen in der hydrophilen Kopfgruppe und zeigen demnach einen
unterschiedlichen Einfluss auf das Mineralisationsverhalten von CP.

Zusatzlich wurden Mineralisationen von CP in Bulklosung mit Nitrilotriessigsaure (NTA)
und Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) als Additive durchgefiihrt. NTA dhnelt im Aufbau
dem dendritischem Amphiphil. Es konnte gezeigt werden, dass alle vier Additive effektive
Wachstumsmodifikatoren fiir die CP Mineralisation darstellen. Weiterhin wurde gezeigt, dass
die Mineralisation an der Wasser/Luft-Grenzflache nicht ohne Weiteres mit der Mineralisation

in Bulklosung verglichen werden kann.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Biomineralisation

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, beschaftigt sich die Biomineralisation mit
der Bildung, den Strukturen und den Eigenschaften anorganischer Mineralien, die sich in
biologischen Systemen bilden. Dabei sind Knochen, Zahnschmelz, Korallen, Perlmutt und
Molluskenschalen nur einige Beispiele fiir solche Biomineralien. Diese Minerale weisen

hierarchische Strukturen mit einzigartigen und bemerkenswerten optischen, chemischen und

mechanischen Eigenschaften auf (siehe Abbildung 1).15%!

Abbildung 1: Beispiele fiir Biomineralien: (a) Querschnitt eines Seeigelstachels®®, (b)
Coccolithophorida®” und (c) Radiolarien®®!.

Biominerale kdnnen nicht nur innerhalb eines Organismus in Form von Knochen und
Zahnen, sondern auch auBerhalb eines Organismus in Form von Schalen und Stacheln gebildet
werden. Sie erfiillen dadurch die verschiedensten Zwecke und dienen unter anderem in Form
von Skeletten als Gerlistsubstanz vieler Organismen. Andere Biominerale sorgen in Form von
Schalen und Stacheln fiir den Schutz vor Feinden oder in Form von Zdhnen als Werkzeuge.!!

In lebenden Organismen erfolgt die Bildung der Minerale durch die gezielte Erzeugung
und Freisetzung organischer Materialien und deren Zusammenspiel mit anorganischen
Bestandteilen. Als organische Template dienen zum Beispiel Proteine, Lipide, Kohlenhydrate
oder Kombinationen derer.5>581

Von besonderem Interesse ist zum einem die Bildung und zum anderem die
Verbindung zwischen Struktur und Eigenschaft der einzelnen Biominerale. Dabei gelangen

speziell in den letzten zwei Jahrzehnten durch die Entwicklung neuer
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Charakterisierungsmethoden Fortschritte auf diesem Gebiet. Wichtige Erkenntnisse wurden
beziiglich der Wechselwirkungen an der organischen-anorganischen Grenzflache und den
Hydratationszustanden der einzelnen Minerale wahrend der Mineralisation gewonnen.
Weiterhin wurden die Eigenschaften der wassrigen Losungen, in denen die Mineralisation
stattfindet, analysiert und Vorlduferphasen der einzelnen Kristallphasen identifiziert.[6->>>
Ein weiteres wichtiges Themengebiet bildet die Biomimetik. Diese beschaftigt sich mit
der Entwicklung und der Nachbildung synthetischer Materialien, die von der Natur inspiriert
sind und deshalb unter anderem in der Biomedizin eine groRe Bedeutung haben.® So kénnen
beispielsweise neuartige Implantate fiir Knochen- und Zahnersatz entwickelt werden.
Weiterhin kdénnen die Materialien fir die Energiespeicherung und fir magnetische und
elektrische Sensoren eigesetzt werden.! AuRerdem riickt die Aufkldrung und Behandlung
von gesundheitsbezogenen Probleme wie beispielsweise Karies, Knochenfrakturen,

Mineralverlust von Knochen, Nierensteine etc. immer mehr in den Vordergrund.[¢0]

2.2 Calciumphosphat

Calciumminerale machen etwa 50 % der gesamten Biominerale aus. Calcium erfillt
viele Funktionen im Zellstoffwechsel und ist deshalb das Kation der Wahl fiir viele Organismen.
Aufgrund dessen wurde das Gebiet der Biomineralisation bis zu den friihen 1980-iger Jahren
als Kalzifikation bezeichnet. Biominerale, die Calcium beinhalten sind unter anderem
Calciumphosphate, Calciumcarbonate und Calciumoxalate.®%

Fiir den Menschen stellt CP eines der wichtigsten Biominerale dar. Dieses bildet
insbesondere in Form von Hydroxylapatit den anorganischen Bestandteil von menschlichen
Zihnen, Knochen und Sehnen.!?

Es werden eine ganze Reihe verschiedener Calciumphosphatmodifikationen
unterschieden, die durch die unterschiedlichen Protolysegrade der Phosphorsaure und den
moglichen Einbau von Kristallwasser entstehen (siehe Tabelle 1).1) Bei Kérpertemperatur sind
lediglich zwei dieser Calciumphosphate stabil, wenn sie in Kontakt mit einem wassrigen
Medium wie beispielsweise Korperfliissigkeiten stehen. Bei einem pH-Wert unter 4,2 ist
Brushit (DCPD) die stabilste Phase, wohingegen bei einem pH-Wert (iber 4,2 Hydroxylapatit

(HAP) stabiler ist.[62]
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Tabelle 1: Die wichtigsten Calciumphosphatphasen.*! Die fiir Studie relevanten Kristallphasen sind

hervorgehoben.
Ca/P-
Verbindung Abkilrzung Formel
Verhaltnis

Monocalciumphosphat-

MCPM Ca(H2P0a4)2 - H,0 0,5
Monohydrat
Monocalciumphosphat-

MCPA Ca(H2P0a4)2 0,5
Anhydrat
Dicalciumphosphat-Dihydrat

DCPD CaHPOs - 2 H,0 1,0
(Brushit)
Dicalciumphosphat-Anhydrat

DCPA CaHPO4 1,0
(Monetit)
Octacalciumphosphat ocp Cag(HPO4)2(PO4)s - 5 H20 1,33
a -Tricalciumphosphat a -TCP o-Caz(P0a) 1,5
B -Tricalciumphosphat p -TCP [-Cas(POa). 1,5
Amorphes Calciumphosphat ACP Cax(PO4)y - n H20 1,2-2,5
Calcium-defizitares Ca10x(HPO4)x(PO4)sx(OH)

CDHA 1,5-1,67
Hydroxylapatit (0<x<1)
Hydroxylapatit HAP Ca10(PO4)ex(OH)2 1,67
Tetracalciumphosphat TTCP Cas(P04)20 2,0

2.2.1 Knochen

Bei Knochen handelt es sich um ein hochorganisiertes Gewebe, welches auf
nanostruktureller Ebene hauptsachlich aus nanokristallinen HAP und Kollagenfasern besteht.
Das HAP ist in Form von kleinen Kristallen plattchenférmig in die Kollagenmatrix eingebettet.
Weitere Bestandteile bilden Wasser, nichtkollagene Proteine, Lipide, vaskuldre Elemente und
Zellen. Der anorganische Bestandteil HAP macht etwa 50-70 % des menschlichen Knochens
aus.[55'63'64]

Dabei erfiillen die anorganischen und organischen Bestandteile verschiedene

Funktionen. Die anorganischen Bestandteile sind fiir die Harte und die Stabilitat des Knochens
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zustandig, wohingegen das Kollagen fiir die Zugfestigkeit und die Elastizitat verantwortlich ist.
Knochen aus reinem Hydroxylapatit waren beispielsweise briichig und steif. Die Kombination
aus organischen und anorganischen Komponenten erhdht hingegen die Widerstandsfahigkeit
verglichen zu reinem HAP.[15863]

Da die anorganische Komponente fiir die Harte der Knochen verantwortlich ist, kann
durch die Variation derer die Harte beeinflusst werden und so den gegebenen Anforderungen
angepasst werden. So bestehen beispielsweise die Knochen eines Hirsches aus 50 Gew.%
anorganischer Minerale, wohingegen die Knochen eines Wals aus mehr als 80 Gew.% HAP
bestehen. Die Knochen des Wals sind deutlich steifer, wohingegen sich der Hirsch durch
seinen geringeren Mineralanteil schnell und agil bewegen kann.[>8!

Auf makrostruktureller Ebene kann der Knochen in kompakte und pordse
Knochensubstanz unterteilt werden. Der kompakte Knochen wird auch kortikaler Knochen
genannt, bildet die dufRere Knochenschicht und nimmt etwa 80 % des Knochens ein. Diese
Schicht ist relativ dicht und umhillt die pordse Knochensubstanz, die auch als
schwammartiger Knochen bezeichnet wird und die innere Knochenschicht bildet. Der pordse
Knochen ist um einiges leichter und weniger dicht als der kompakte Knochen und nimmt rund
20 % des Knochens ein. Weiterhin enthadlt die porése Knochensubstanz deutlich mehr Poren
und demnach mehr BlutgefaRe. Die Poren des pordsen Knochens nehmen Durchmesser
zwischen einigen Mikrometern bis zu einigen Millimetern an, wohingegen die
Porendurchmesser im kompakten Knochen lediglich 10-20 um betragen.[2.63!

Knochen werden auch oftmals als ,lebendes Mineral” bezeichnet, da sie einem
permanenten Wachstum, einer permanenten Auflésung und einer permanenten
Umgestaltung unterliegen. Bei der Mineralisation von HAP sind hauptsachlich drei
verschiedene Zelltypen beteiligt, die Osteoblasten, die Osteozyten und Osteoklasten. 6364

Die Osteoblasten sind fir die Bildung der organischen Matrix und somit neuer
Knochensubstanz verantwortlich. Dabei scheiden sie zundchst Kollagen ab, welches mit
nichtkollagenen Proteinen umhiillt wird. Diese nichtkollagenen Proteine wirken wie eine Art
Kleber und kénnen so Calcium und Phosphat aus dem Blutkreislauf aufnehmen und neue
Knochen bilden. Die Knochenneubildung wird auch als Osteogenese bezeichnet, wobei im
Laufe dieser die unreifen Osteoblasten nach und nach in den mineralisierten Knochen

eingebettet werden und so zu den sogenannten Osteozyten heranreifen. Diese dienen als
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Transportmittel der Minerale zwischen Blut und Knochen und sind fir den Erhalt des
Knochens verantwortlich.[%:6364]

Die Osteoklasten sind groBe mehrkernige Zellen, die sich auf der Knochenoberflache
befinden und fir die Resorption des Knochens und fiir den Knochenabbau zustandig sind. Die
Resorption wird vermutlich durch die Freisetzung von Sauren, Komplexbildnern und
extrazelluldaren Proteasen auf der Knochenoberflache verursacht, wodurch die Auflésung der
Minerale und des Kollagens des gereiften Knochens erfolgt. Die Calcium- und Phosphationen
gelangen schliefllich wieder in den Blutkreislauf und stehen zur Mineralisation neuer
Knochensubstanz zur Verfiigung.[63.64

Diese ganzen Prozesse befinden sich bei gesunden Knochen im Gleichgewicht. Ist
dieses Gleichgewicht hingegen gestort und bauen die Osteoklasten mehr Knochen ab, als die
Osteoblasten bilden kdnnen, kommt es zur sogenannten Osteoporose. Die Osteopetrose stellt
den entgegengesetzten Fall da, bei dem der Knochenaufbau gegeniiber dem Knochenabbau
tiberwiegt.[%%3! Infolge der steigenden Lebenserwartung in den Industrieldndern treten unter
anderem diese  Krankheiten vermehrt auf. Zudem werden immer mehr
Knochenersatzmaterialien bendétigt, um kaputte Knochen beispielsweise als Folge von
Krankheiten zu ersetzen. Synthetische Biomaterialien wie beispielsweise Metalle, Keramiken
oder Polymere sind in ihrer Anwendung limitiert.[®?l Eine perfekte Losung dafiir wire ein
Knochenersatz bestehend aus im Labor synthetisierten CP. Um das zu realisieren, sind jedoch

weitere Forschungen notwendig.

2.2.2 Ziahne

Die Zahne sind eines der weiteren wichtigen Mineralien im menschlichen Korper.
Dabei miissen Zahne eine harte Oberflache besitzen um die Nahrung beien und zermahlen
zu kénnen. Weiterhin sollten diese wenn méglich ein ganzes Leben lang halten. %]

Grob lassen sich Zahne in Zahnkrone und Zahnwurzel unterteilen, welche durch das
Zahnfleisch abgegrenzt werden.!®3! Die menschlichen Zihne sind dabei aus drei Hartgeweben
aufgebaut, dem Zahndentin, dem Zahnschmelz und dem Zahnzement. Das Dentin besteht
etwa aus 70 Gew.% anorganischen Verbindungen, 10 Gew.% Wasser und 20 Gew.%
organischer Matrix vorwiegend Kollagenfasern und &ahnelt der Zusammensetzung von

Knochen. Dentin ist verglichen mit Knochen einheitlicher strukturiert und ist aus deutlich
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diinneren Hydroxylapatitkristallen aufgebaut. Der Zahnschmelz weist einen deutlich héheren
Mineralanteil auf und besteht aus 95 Gew.% anorganischen Verbindungen, 4 Gew.% Wasser
und lediglich 1 Gew.% organischer Matrix. Der Zahnschmelz ist damit das harteste Gewebe im
menschlichen Korper. Bei der organischen Matrix im Zahnschmelz sind zwei Proteinklassen
von grol3er Bedeutung, das Enamelin, welches kovalent mit Polysacchariden gebunden ist, und
das hydrophobe Amelogenin.[®°]

Der Zahnzement weist von den drei Hartgeweben den geringsten Mineralanteil auf
und setzt sich aus rund 61 Gew.% anorganischen Verbindungen, 12 Gew.% Wasser und 27
Gew.% organischer Matrix zusammen.

Die anorganische Komponente der drei Hartgewebe Zahndentin, dem Zahnschmelz
und dem Zahnzement, bildet hauptsachlich das HAP. Die Kombination dieser drei Hartgewebe
sorgt dafiir, dass der Zahn mechanischen Kraften wie Kauprozesse, chemischen und
physikalischen Einflissen wie die Verdanderung des pH-Wertes oder der Temperatur und
biologischen Einfliissen durch Bakterien standhalten kann.[6566]

Besonders in den letzten Jahren gelang es Forschern der Harvard Universitat in
Cambridge Fortschritte auf dem Gebiet der Zahnregeneration zu erzielen. Der Arbeitsgruppe
um Mooney et al. gelang es durch die Stimulation mit Laserlicht geringer Energie im Dentin
reaktive Sauerstoffspezies zu bilden. Diese reaktive Sauerstoffspezies sorgt fiir die Aktivierung
des Wachstumsmodifikators TGF-$1, der wiederum die Stammzellen dazu anregt Dentin und

so einen neuen Zahn zu bilden.[®7]

2.3 Klassische und nicht-klassische Kristallisation

2.3.1 Klassische Kristallisation

Die klassische Kristallisation beruht auf der Assoziation von lonen, Atomen oder
Molekiilen an bestimmten aktiven Stellen einer Kristalloberflache. Dadurch kommt es zur
Bildung kleiner Inseln auf der Kristalloberflache, wodurch Stufen und Knicke entstehen. Die
Anlagerung von lonen, Atomen oder Molekiilen an diese Stellen fiihrt schlielllich zum
Kristallwachstum.!72!

Ein Kristallisationsprozess umfasst also zwei Schritte, die Keimbildung und das

Kristallwachstum. Erfolgt die Bildung eines kristallinen Feststoffes, so wird dieser Prozess als
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Kristallisation bezeichnet. Wird hingegen ein amorpher Feststoff gebildet, so spricht man von
einer Fallungsreaktion. Es kann natirlich auch zur Bildung eines amorphen Feststoffes
kommen, der sich dann in einen kristallinen Feststoff umwandelt. In beiden Fallen erfolgt
zunachst die Keimbildung, die homogen oder heterogen ablaufen kann. Bei einer homogenen
Keimbildung erfolgt die spontane Bildung erster Keime beispielweise in der Lésung oder in der
Schmelze. Von einer heterogenen Keimbildung spricht man, wenn die Keimbildung zum
Beispiel durch das Einbringen eines Impfkristalles oder durch Verunreinigungen
hervorgerufen wird und an einer bereits existierenden Oberfliche erfolgt.[1-68]

Um eine Kristallisation aus einer Losung zu erzielen, muss die lonenkonzentration der
Reaktionspartner solange erhéht werden, bis erste Keime gebildet werden. Eine solche
Keimbildung kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Eine Moglichkeit ware die Zugabe eines
schlechten Losungsmittels, beispielsweise die Zugabe von Wasser zu einer ethanolischen
Lésung mit Schwefel um den Schwefel auszufillen.[68!

Die Bildung solcher Keime kann mit Hilfe des LaMer Modells beschrieben werden
(Abbildung 2). Zunachst muss die Konzentration der gelésten lonen bis zu einer minimalen
Konzentration erhéht werden (co), bei der es zur Keimbildung kommt. Unterhalb dieser
Konzentration findet keine Keimbildung statt. Die Konzentration der lonen steigt daraufhin bis
zur maximalen Konzentration (cn) fur die Keimbildung an. Ab diesem Punkt verlauft die
Keimbildung sehr schnell und die Konzentration der lonen sinkt, da die lonen durch die
Keimbildung und die Kristallisation verbraucht werden. Der in Abbildung 2 gekennzeichnete
Bereich entspricht der Ubersattigung der Lésung. Es werden solange Keime gebildet, bis die
Konzentration der lonen das Léslichkeitsprodukt co erreicht. Ab diesem Punkt sinkt durch das
einsetzende Kristallwachstum die Konzentration der lonen weiter bis das Gleichgewicht (c;)

erreicht ist.
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Abbildung 2: Kristallisationsmodell nach LaMer adaptiert von Schubert und Hiising in ,Synthesis of
inorganic materials“.'%8!

Bei der homogenen Keimbildung werden die einzelnen Keime mit gleicher
Wahrscheinlichkeit gebildet. Die Keimbildung ist kinetisch gehemmt, sodass in einer
Ubersattigten Losung, obwohl das Loslichkeitsprodukt Gberschritten ist, kein Niederschlag
ausfallt. Damit es zur Kristallisation kommt, muss zuerst die erforderliche Aktivierungsenergie
fir die einsetzende Keimbildung iberwunden werden. Diese Aktivierungsenergie wird als
freie Keimbildungsenthalpie (AG) bezeichnet und kann fiir spharische Partikel mit Gleichung

(1) beschrieben werden.[168]
AG = _gTET3 - AGy + 47”.2)/ (1)

r ist der Radius des sphérischen Partikels, AG, ist die Anderung der freien
Volumenenergie pro Volumeneinheit und y die Grenzflachenenergie des Kristalls. —gnr3 ist

der Volumenterm und 4nr? der Oberflichenterm des spharischen Partikels.

Bei Keimen mit kleinen Radien dominiert der Oberflachenterm. Werden die Keime
hingegen groBer, nimmt der Radius zu und die Energie des Systems (AG) steigt. Da die Keime
jedoch thermodynamisch instabil sind, kommt es zur Auflésung der Keime. Fiir die Keime die
Uberleben und groRer werden, (iberwiegt der Volumenterm Uber den Oberflachenterm und
die Energie des Systems nimmt mit zunehmender KeimgréRe ab. Dieser Sachverhalt ist in

Abbildung 3 dargestellt.[%8!
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Abbildung 3: Verdnderung der freien Keimbildungsenergie mit zunehmenden Teilchenradius wéhrend
eines Kristallisationsprozesses adaptiert von ,,Synthesis of inorganic materials*“.'5

Ist diese Energiebarriere und damit der kritische Radius (r’) der Keime iiberwunden, sind die

Keime stabil. Der kritische Radius kann mittels Gleichung 2 berechnet werden.

r* = _A—Zg (2)

Eine Fallungsreaktion kann neben der Keimbildung und dem Kristallwachstum
zusatzliche Prozesse wie die Ostwaldreifung, die Rekristallisation, die Koagulation und die
Agglomeration beinhalten. Die Kontrolle dieser Prozesse erméglicht die Synthese von
Partikeln mit einer monodispersen GroRenverteilung und einer einheitlichen Morphologie. Da
die GroBe und Morphologie der Kristalle von den Reaktionsbedingungen und der chemischen
Zusammensetzung abhingt, ist es nicht méglich diese vorauszusagen. 168!

Von entscheidender Bedeutung sind auBerdem die Ostwaldreifung und die
Ostwaldregel. Bei der Ostwaldreifung |6sen sich die kleineren Partikel aufgrund ihrer besseren
Loslichkeit zu Gunsten der groReren Partikel auf. Die Ostwaldregel besagt, dass bei der
Kristallisation zunadchst die thermodynamisch instabilere Kristallphase ausfillt. Da diese

jedoch im Vergleich zu den thermodynamisch stabileren Phasen eine hohere Loslichkeit
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aufweist, kommt es in Laufe der Kristallisation zur Phasenumwandlung der thermodynamisch
instabileren Phasen in die thermodynamisch stabileren Phasen.!

Bei der Kristallisation von Calciumphosphat wird zu Beginn in aller Regel eine
thermodynamisch instabile Phase wie beispielsweise ACP oder DCPD gebildet, die sich dann
Uber OCP in die thermodynamisch stabilste Modifikation HAP umwandelt. Die einzelnen
Phasenumwandlungen sind abhangig von den Reaktionsbedingungen wie beispielsweise dem
pH-Wert, der Temperatur, dem lonenprodukt etc. So ist beispielweise im sauren Milieu DCPD
die stabilste Calciumphosphatmodifikation, wohingegen im neutralen und basischen Milieu

HAP die stabilste Modifikation darstellt.[89-71]

2.3.2 Nicht-Kklassische Kristallisation

Studien zeigten, dass biomimetische Mineralisationen auch Uber nicht-klassische,
Partikel-vermittelte Reaktionskanale ablaufen kénnen. Bei der nicht-klassischen Kristallisation
kann die Kristallisation auch durch Selbstorganisation oder Umwandlung von metastabilen
oder amorphen Vorlauferpartikeln erfolgen. AuBerdem kénnen mehrere Keimbildungsstufen
eine Superstruktur aus Nanopartikeln bilden.l%8 Die nicht-klassische Kristllisation verlduft
unabhingig vom lonenprodukt, vom Léslichkeitsprodukt und von der Anderung des
osmotischen Drucks oder des pH-Wertes wahrend der Kristallisation.[27:73]

Studien von Gower et al. besagen, dass in Anwesenheit kleiner Mengen eines
anionischen Polymers die Kristallisation Uber ,polymer-induced liquid-precursor” (PILP)
ablaufen kann. Der PILP Prozess verlauft ber eine hochhydratisierte fliissig-amorphe
Mineralphase.”" Studien von Penn und Banfield et al. zeigen zusitzlich, dass das
Kristallwachstum durch orientierte Anlagerung zur Bildung organisierter Uberstrukturen
fiihren kann.l7>76]

Colfen et al. entwickelten ein weiteres nicht-klassisches Kristallisationsmodell und
beschrieben die moglichen Reaktionskanale folgendermaRen (Abbildung 4):

(a) beschreibt zundchst den Weg der klassischen Kristallisation. Ausgehend von
primdren Bausteinen wie Atomen, lonen oder Molekilen werden zunachst Cluster gebildet.
Diese Cluster konnen je nach Zusammenspiel von Oberflaichen- und Kristallgitterenergie
entweder wachsen oder zerfallen. Das Kristallwachstum findet nur fiir Cluster statt, die

zundachst eine kritische GroRe erreicht haben. In diesem Fall wird die freie Enthalpie im Laufe
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des Kristallwachstums negativ, da der Gewinn an Gitterenergie den Verlust an
Oberflichenenergie iiberkompensiert.[”3!

(b) beschreibt das Kristallwachstum der nicht-klassischen Kristallisation durch die
Aggregation oder Fusion von Nanopartikeln. In einem langsamen, thermodynamisch
kontrollierten System, kdnnen die primar gebildeten Vorlaufernanopartikel durch orientierte
Anlagerung zu einem Iso-orientierten Kristall heranwachsen. Die Eliminierung der
hochenergetischen Flachen zwischen den lIso-orientierten Kristall kann zur Bildung eines
groRen Einkristalls fihren. Das erfordert jedoch, dass sich die primaren Nanopartikel entlang
einer gemeinsamen kristallographischen Achse ausrichten.[!7.7273.77.78] Schnelle, kinetisch
kontrollierte Prozesse fiihren hingegen in der Regel zu polykristallinen Produkten. 1772

(c) zeigt einen Spezialfall der nicht-klassischen Kristallisation. Durch die hohe
Bindungsaffinitat von organischen Liganden (beispielsweise Polymere), kénnen diese an die
Nanopartikel gebunden werden. Wenn diese Nanopartikel durch
Grenzflachenwechselwirkungen ausgerichtet werden, konnen sich sogenannte Mesokristalle
bilden.l727378] Solche Mesokristalle sind von groRBer Bedeutung fiir die Struktur und die
Eigenschaften vieler Biominerale.l’2l

(d) beschreibt die Bildung amorpher Partikel, die zu komplizierten Strukturen

fihren.!68]

Keim bildungscluster

'o. d) ._.7_.’

{
a;notlrihle Kristall mit
. artike
Kristallwachstum l komplexer Gestalt
temporare

Stab|I|5|erung 3
primare Nanopartlkel

>3 nm

orientierte mesoskale
Wachstum
Anlagerung Anordnung

' - 'ﬂ.

Einkristall Iso-orientierter Mesokrlstall
a) Kristall
b)

Abbildung 4: Schematische Darstellung klassischer (a) und nicht-klassischer (b-d) Kristallisation,
adaptiert von Célfen et al.l””)
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2.4 Methoden

2.4.1 Langmuir Monoschichten von Amphiphilen

Amphiphile Molekile wie Tenside, Fettsduren, Lipide oder amphiphile Polymere
kénnen an der Wasser/Luft-Grenzfliche unlésliche Monolagen ausbilden.’?! Diese
Eigenschaft beruht auf dem Vorhandensein eines hydrophoben Blocks und einer
beziehungsweise im Fall von Lipiden zwei hydrophilen Kopfgruppen. Die polaren Kopfgruppen
der Amphiphile stehen mit dem Wasser in Kontakt und werden dadurch hydratisiert,
wohingegen die hydrophoben Blocke (z.B. langkettige Alkylketten) in die Luft ragen. Das fuhrt
zur Reduktion der Oberflichenspannung des Wassers (72,8 mN/m bei 20 °C).[&0

Mit Hilfe einer Langmuir-Filmwaage kann die Dichte der Molekile durch Kompression
oder Expansion der Barrieren manipuliert werden. Dabei verdandert sich sowohl der
Oberflachendruck als auch die Flache pro Molekil. Der Oberflachendruck m ist die Differenz
zwischen der Oberflachenspannung der reinen Subphase (oo) und der Oberflachenspannung,

der mit Amphiphilen bedeckten Subphase (o) (siehe Gleichung 3).[81-83]

T=0y—0 (3)

Eine Langmuir-Filmwaage (auch Langmuir-Trog genannt, Schema 1) besteht aus einem
Teflontrog mit ein oder zwei beweglichen Barrieren. Der Trog wird mit einer wassrigen
Subphase, meistens MilliQ® Wasser oder Pufferldsungen gefiillt, wobei die Subphase mit Hilfe

eines Thermostaten temperiert werden kann.

Wilhelmy-Plattchen & Messaufnehmer

Subphase

Schema 1: Schematische Darstellung eines Langmuir-Trogs.
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Zunachst wird das Amphiphil in einem flichtigen Losungsmittel, welches nicht mit der
Subphase mischbar ist (meistens Chloroform), gelost und auf der Wasser/Luft-Grenzflache
gespreitet. Nach Verdampfen des Losungsmittels entsteht ein monomolekularer Film an der
Wasser/Luft-Grenzflache. Monomolekulare amphiphile Filme zeigen bei der Kompression
analog zu dreidimensionalen Systemen verschiedene Phasen und Phasenumwandlungen.
Diese kdnnen sehr prazise durch die Aufnahme des Oberflachendrucks rt als Funktion der vom
Film belegten Flache A (m-A Isotherme) identifiziert werden. Fettsduren, Phospholipide und
einige andere Amphiphile zeigen oftmals die in Abbildung 5 dargestellten Phasen und
Phaseniiberginge.[80,81,83]

Bei sehr groRen Flachen (> 100 A2) befindet sich der Film im sogenannten gasanalogen
Zustand (engl. gaseous, G). In diesem Zustand sind die einzelnen Molekiile weit voneinander
entfernt und wechselwirken nicht miteinander. Dementsprechend ist der Oberflachendruck
sehr klein (< 1 mN/m) und schwer messbar. Die gemittelte Flaiche pro Molekil an der
Wasser/Luft-Grenzfliche ist viel groRer als die MolekiilgroRe.81,83]

Wird der Film komprimiert sinken die intermolekularen Abstande und es kommt zu
Wechselwirkungen zwischen den Molekilen und zum Anstieg des Oberflachendrucks. Die
Ausbildung eines Plateaus kennzeichnet die Phasenumwandlung erster Ordnung vom 2D
gasanalogen Zustand in den fllssig-expandierten (engl. liquid-expanded, LE) Zustand.
Innerhalb dieses Plateaus koexistieren der gasanaloge und der expandiert fliissiganaloge
Zustand. Bei weiterer Kompression befinden sich die Amphiphile schlieflich im LE Zustand,
wobei die Alkylketten der Amphiphile in einer ungeordneten Konformation vorliegen. 80831

Bei weiterer Filmkompression findet eine Phasenumwandlung erster Ordnung in den
flissig-kondensierten (engl. liquid-condensed, LC) Zustand statt. Das Plateau kennzeichnet
den Koexistenzbereich des LE und LC Zustands. Im LC Zustand sind die Molekdile dicht und
einheitlich gepackt. Die Isothermen einiger Amphiphile zeigen zusétzlich einen Knick in der
Isotherme. Dieser kennzeichnet einen Phasenilibergang zweiter Ordnung von der gekippten
flissig-kondensierten Phase in die aufrecht flissig-kondensierte Phase. Der ungeneigte LC
Zustand wird in der Literatur oftmals auch als festanaloger Zustand bezeichnet. In diesem
Zustand befinden sich die Amphiphilmolekiile in der dichtesten Packung und kénnen sich nicht
mehr frei bewegen. Die Alkylketten des hydrophoben Restes sind vertikal ausgerichtet und

die hydrophilen Kopfgruppen weitestgehend dehydriert.
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Wird der Film weiter komprimiert, kommt es schlielRlich zum Filmkollaps, der durch ein
starkes Absinken des Oberflichendrucks gekennzeichnet ist.[8983 Der Kollapsdruck ist
abhangig von der Temperatur, dem pH-Wert, der Zusammensetzung der Subphase und der
Kompressionsgeschwindigkeit.[81.82]

Die m-A Isothermen geben nicht nur Aufschluss Gber die Stabilitat der Monoschicht
sondern geben auch Informationen Uber die Neuordnung der Molekiile in dem 2D System

sowie Informationen Giber Phasenumwandlungen und Konformationsumwandlungen.®4

/ Filmkollaps
ungeneigte kondensierte ﬁiiﬁ

< flussiganaloge Phase

geneigte kondensierte w

flissiganaloge Phase (LC)

/ expandierte flissiganaloge ig{ig‘f

Phase (LE)

Oberflachendruck [mN/m]

gasanaloge Phase (G)

LI N AW

Koexistenzbereiche —> N—

Fliche pro Molekiil [A%]

Abbildung 5: Schematischer Verlauf einer Langmuir-Isotherme mit méglichen Phaseniibergéingen nach
Kaganer et al.’®

2.4.2 Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

Eine effektive Messmethode um diinne Monolagen zu untersuchen, stellt die Infrarot-
Reflexions-Absorption-Spektroskopie (engl. infrared reflection absorption spectroscopy,
IRRAS) dar. Dabei wird die Probe in einem bestimmten Einfallswinkel mit s-polarisiertem
(senkrecht zur Einfallsebene) oder p-polarisiertem Licht (parallel zur Einfallsebene) bestrahlt.
AnschlieBend wird das reflektierte Licht im gleichen Winkel wie der Einfallswinkel detektiert
und die Absorption der IR Strahlung des reflektierten Strahls gemessen. Die einfallende IR

Strahlung erzeugt in den absorbierten Molekiilen ein Dipolmoment. Sind die Dipole senkrecht
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zur Oberfldache ausgerichtet, so kommt es zu einer Verstarkung. Stehen die Dipole parallel zur
Oberfliche, so kommt es zu einer Ausléschung der Signale.[8083]

Ein IRRAS Trog ist unterteilt in einen Probentrog und einen Referenztrog. Der
Probentrog beinhaltet zum einen die gewiinschte Subphase, auf der das zu untersuchende
Amphiphil gespreitet wird. Der Referenztrog enthdlt nur die Subphase. Mit Hilfe der
Shuttletechnik kann der Trog zwischen Probentrog und Referenztrog hin und her bewegt
werden. Das ermoglicht zum einen die vom Wasserdampf hervorgerufenen
Schwingungsbanden zu eliminieren und zum anderen eine zeitnahe Spektrenaufnahme von
Probe und Referenz.[®! Das Differenzspektrum der beiden Spektren gibt Aufschluss iber die
Absorptionsbanden des jeweiligen Amphiphils, die charakteristisch fiir bestimmt chemische
Gruppen sind.[7!

Die Kompression der Monolage fiihrt zum Beispiel zur Anderung der Orientierung der
Dipolmomente. Weiterhin kdnnen mittels IRRAS die Wechselwirkungen zwischen der
Monolage und Additiven in der Subphase bestimmt werden. Diese Wechselwirkungen sorgen
flir eine Veranderung der charakteristischen Vibrationsbanden der Monolagenmolekiile
beziehungsweise der Additive.[8%83!

In dieser Arbeit wurde IRRAS zum einen fir die Aufklarung der Phasentibergange der
beiden Amphiphile und zum anderen, fiir den zeitlichen Uberblick des Mineralisationsverlaufs
von CP eingesetzt. Die Filmdicke ist beispielsweise proportional zur Intensitat der OH-
Streckschwingung.®®  Die Auswertung dieser Bande kann beispielweise eine
Konformationsdanderung von der gekippten flissig-kondensierten Phase in die aufrecht
flissig-kondensierte Phase anzeigen. Fir die Mineralisation von CP unterhalb der
Amphiphilmonolage konnte der Fortschritt der Mineralisation durch die Intensitatszunahme

der Bande der P-O Streckschwingung beurteilt werden.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aufbaus eines IRRAS Trogs. Aufnahme des
Referenzspektrums (links) und Aufnahme des Probenspektrums (rechts).

2.4.3 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikrokopie (engl. atomic force microscopy, AFM) wurde 1985 von
Binnig, Quate und Gerber erfunden und basiert auf Messungen verschiedener Krafte (z.B.
anziehende, abstofRende, magnetische, elektrostatische und Van-der-Waals Krafte) zwischen
einer Sonde und der Probenoberfliche.[?%°1 Die Rasterkraftmikroskopie unterscheidet sich
deutlich zu der optischen Mikroskopie und der Elektronenmikroskopie. Beim AFM wird eine
scharfe Spitze, welche an einer Blattfeder, dem sogenannten Cantilever, befestigt ist, entlang
der Probenoberflache bewegt und so ein Hohenprofil der Oberflache mit hoher Auflosung
erstellt.® Die unterschiedlichen Kréfte in der Ndhe der Probenoberflache bewirken, dass der
Cantilever entweder angezogen oder abgestofRen wird. Diese vertikale Verschiebung kann in
hoher Genauigkeit durch die Ablenkung eines Laserstrahls auf der Riickseite des Cantilevers
erfasst werden.[®3°4]

Eines der groRen Vorteile eines Rasterkraftmikroskops ist es, dass dieses fiir Isolatoren,
Halbleiter und Leiter verwendet werden kann.[’>) Weiterhin kénnen viele verschiedene
Messmodi unterschieden werden, wie zum Beispiel der Kontakt-Modus (engl. contact-mode),
der Nicht-Kontakt-Modus (engl. non-contact mode) und der Intermittierender Modus (engl.

tapping mode).l?!
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2.4.4 Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)

Die Rontgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-ray photoelectron spectroscopy,
XPS) ermoglicht es die elementare und chemische Zusammensetzung sowie die elektronische
Struktur und die Bindungsverhiltnisse von Grenz- oder Oberflichen zu bestimmen.[°¢!

Das physikalische Messprinzip beruht dabei auf dem von Heinrich Hertz 1887
entdeckten photoelektrischen Effekt. In den 1960 Jahren gelang es Kai Siegbahn die kinetische
Energie von Elektronen (KE) zu messen und so ihre Bindungsenergie (BE) zu bestimmen. Die
Entwicklung des ersten Ultrahochvakuumsystems 1972 eroffnete weitere Tiren dieser
Messmethodik.[5°7]

Ein XP Spektrometer besteht unter anderem aus einer Vorkammer, einer
Probenkammer und einer monoenergetischen Rontgenquelle. Die von der Probe emittierten
Elektronen werden mittels eines geeigneten Linsensystems nach ihrer kinetischen Energie
aufgelost. Dieses Linsensystem ist an einen Elektronen-Energie Analysator gekoppelt und der
Fluss der emittierten Elektronen wird von einem Elektronendetektor erfasst. Dieser ist mit
einem Computer mit der entsprechenden Software gekoppelt.[®6-28l

Bei der XPS wird die Probe in einer Kammer im Ultrahochvakuum mit
Rontgenstrahlung einer spezifischen Wellenlange bestrahlt. Die Atome in der Probe
absorbieren diese Rontgenstrahlung und emittieren im Gegenzug Photoelektronen. Die
Energien dieser Photoelektronen sind fiir jedes Element charakteristisch und die Intensitaten
der emittierten Photoelektronen sind proportional zur Konzentration des jeweiligen
Elements.[96-8]

Die kinetische Energie des emittierten Photoelektrons kann mit Gleichung 4 bestimmt
werden.

KE = h -9 — BE — $spektrometer (4)

Das Plancksche Wirkungsquantum h und die Frequenz 9 sind durch die Energie der
eingestrahlten Rontgenstrahlung gegeben. Die Austrittsarbeit des
Spektrometers Pspertrometer Wird kalibriert.[9697]

Um die Emission von Photoelektronen mit einer diskreten Bindungsenergie zu

ermoglichen, ist der Einsatz einer monoenergetischen Rontgenquelle notwendig. Um einen
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Vergleich zwischen verschiedenen Rontgenquellen zu ermoglich, werden XP Spektren zudem

meist in einer Bindungsenergieskala angegeben. Aus Gleichung 4 ergibt sich:

BE =h-9 —KE — ¢Spektrometer (5)

Bei der XPS absorbieren die Atome zunachst die eingestrahlte Rontgenstrahlung und
emittieren infolge dessen Photoelektronen. Aufgrund der hohen Energie der
Rontgenstrahlung sind die emittierten Photoelektronen in der Nahe des Kerns am starksten
in den XP Spektren zu erkennen. Die Photoelektronen, die aus dem Valenzband emittiert
werden, sind meist schlecht aufgeloste Linien mit geringen Intensitdten und sind bei kleinen
Bindungsenergien anzutreffen. Die Photoelektronen in der Nahe der Oberflache (ca. 10 nm)
besitzen eine ausreichende Energie um ohne Streuung die Probe zu verlassen und kdénnen so
im XPS detektiert werden. Die Photoelektronen, die unelastisch gestreut werden, tragen zum
Hintergrund des XP Spektrums bei.[®”!

Nach der Emission der Photoelektronen hat das ionisierte Atom zwei Mdglichkeiten,
die Uberschiissige Energie loszuwerden und in seinen Grundzustand zurlickzukehren. Ein
Elektron aus einer hoheren Schale kann zum Beispiel das entstandene Loch fillen und dabei
ein Rontgenphoton emittieren. Dieser Prozess wird als Rontgenfluoreszenz bezeichnet. Eine
andere Moglichkeit ist der strahlungsfreie Zerfall des ionisierten Atoms durch die Emission
eines zweiten Elektrons, des sogenannten Augerelektrons. Diese beiden Mdglichkeiten sind
zusammen mit der Absorption der Rontgenstrahlung und der Emission des Photoelektrons in

Schema 2 dargestel|t.[96%7]
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Schema 2: Verlauf der Emission eines Photoelektrons und die daraufhin folgende Réntgenfluoreszenz
oder die Emission eines Augerelektrons adaptiert von Haasch et al.®® und Giglio et al.®”

Fir den in Schema 2 dargestellten Ablauf ergibt sich die kinetische Energie des

Photoelektrons folgendermaRen.

KE =Ex —E; 1 —Ej3— d)Spektrometer (6)

Da bei der Emission der Photoelektronen ungepaarte Elektronen als Rumpfelektronen
zurlickbleiben, kénnen diese unterschiedliche Wechselwirkungen von Spindrehimpuls und
Bahndrehimpuls hervorrufen. Dieses Phanomen wird auch als Spin-Bahn-Kopplung bezeichnet
und fUhrt zur Aufspaltung der einzelnen Emissionslinien. Ein Elektron kann einen Spin von +1/2
oder -1/2 aufweisen. Der Bahndrehimpuls wird dabei durch die Nebenquantenzahl |
gekennzeichnet. Der Gesamtbahndrehimpuls j ergibt sich aus j = |l £ s|. Eine vollbesetzte
Schale hat also keinen Einfluss auf den Gesamtbahndrehimpuls. Da bei der XP Spektroskopie
ungepaarte Elektronen zuriickbleiben, weist das Photoelektron abhangig von der Spin-Bahn-
Kopplung eine andere kinetische Energie auf. Je nachdem, ob die Emission des Photoelektrons
aus dem s, p, d oder f-Orbital erfolgt ist 1=0, 1, 2 oder 3. Bei einer Emission aus dem s-Orbital
kann der Gesamtbahndrehimpuls nur 1/2 betragen. Bei hoheren Schalen kann der
Gesamtbahndrehimpuls zwei Werte annehmen. Die p-, d- und f-Emissionslinien sind in ein

Dublett aufgespalten. In Tabelle 2 wird dieser Sachverhalt verdeutlicht.[?°7]
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Tabelle 2: Aufspaltungsparameter der Spin-Bahn-Kopplung und deren spektroskopische und X-ray
Bezeichnung.®”!

Quantenzahlen

Spektroskopische Bezeichnung X-ray Bezeichnung

N S j=1l+s

1 0 +1/2 1/2 1s K
2 0 +1/2 1/2 2s L1
2 1 -1/2 1/2 2p1p2 L2
2 1 +1/2 3/2 2p3p L3
3 0 +1/2 1/2 3s M1
3 1 -1/2 1/2 3p12 M2
3 1 +1/2 3/2 3p3n2 M3
3 2 -1/2 3/2 3ds2 M4
3 2 +1/2 5/2 3ds/2 M5
4 0 +1/2 1/2 4s N1
4 1 -1/2 1/2 4p1/2 N2
4 1 +1/2 3/2 4ps/2 N3
4 2 -1/2 3/2 4ds3) N4
4 2 +1/2 5/2 4ds), N5
4 3 -1/2 5/2 4fs), N6
4 3 +1/2 7/2 4f72 N7

2.4.5 Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD)

Bei der Rontgenpulverdiffraktometrie (engl. X-ray powder diffraction, XRD) erfolgt die
Aufklarung der Kristallstruktur durch die Beugung von Rontgenstrahlen an Netzebenen in
pulverisierten, kristallinen Feststoffen. Amorphe Substanzen koénnen nicht mittels XRD
untersucht werden und weisen eine diffuse Streuung auf, die im XR Diffraktogramm als breiter
flacher Berg ersichtlich wird.

Die in dem Feststoffpulver enthaltenen Kristalle sind in verschiedene Richtungen
orientiert. Bei der Bestrahlung der Probe mit monochromatischer Rontgenstrahlung, tritt fir
einige Kristalle gemal der Bragg Gleichung (Gleichung 7) konstruktive Interferenz ein. Dabei

wird die Probe unter einem bestimmten Einfallswinkel bestrahlt und der Winkel des
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austretenden gebeugten Strahls gemessen. Da die Wellenldnge der eingestrahlten
Rontgenstrahlung bekannt ist, kann der Winkel des gebeugten Strahls Aufschluss Gber die
atomaren Netzebenenabstdnde liefern. Diese Netzebenenabstande sind fiir jede Substanz
charakteristisch. Sie konnen nicht nur zur ldentifizierung der elementaren Zusammensetzung

des Materials verwendet werden, sondern geben auch Aufschluss tiber die Kristallphase.[?%:1%0]

n-A=2d-sinf (7)

n gibt die Beugungsordnung, A die Wellenldnge der eingestrahlten Réntgenstrahlung,
d den Netzebenenabstand und 8 den Beugungswinkel an.

Durch XRD Messungen kann beispielsweise die stéchiometrische Zusammensetzung
und somit die Kristallphase von CP bestimmt werden.?>1°U Handelt es sich bei der jeweiligen
Kristallphase um gut geordnete Kristalle, so weisen die Diffraktogramme scharfe Reflexe auf.
Dies ist beispielsweise beim DCPD der Fall. Bei OCP oder HAP handelt es sich hingegen um
schlechter geordnete Kristalle, wodurch es in diesen Fallen zur Linienverbreiterung der Reflexe

kommt.

2.4.6 Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskope wurden entwickelt um eine hdhere VergréBerung als mit
optischen Mikroskopen zu erreichen, deren Auflosungsvermégen durch die Wellenldnge des
Lichts auf 0,2 um begrenzt ist. Bei der Elektronenmikroskopie wird im Hochvakuum mittels
einer Elektronenkanone ein Elektronenstrahl erzeugt. Die erzeugten Elektronen werden in
Richtung der Probe beschleunigt und mit Hilfe von Metallblenden und elektromagnetischen
Linsen fokussiert.[102]

Eine Variante der Elektronenmikroskopie stellt die Rasterelektronenmikroskopie (engl.
scanning electron microscopy, SEM) dar. Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird als
Elektronenquelle ein Filament aus Wolfram oder aus Lanthanhexaborid oder ein Schottky-
Emitter eingesetzt. Der durch Anlegung einer Hochspannung generierte Elektronenstrahl
besitzt eine Energie zwischen 0,2 und 40 keV, der mittels verschiedener elektromagnetischer
Linsen in Verbindung mit zwei Blenden auf einen Strahldurchmesser von 0,2 bis 5 nm

fokussiert wird. Die Probe wird anschlieBend mit dem primaren Elektronenstrahl in einem
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Raster abgetastet. Trifft der Elektronenstrahl auf die Probe, konnen von der Oberflache der
Probe drei Arten von Elektronen emittiert werden: Sekundarelektronen, Augerelektronen
oder zuriickgestreute Elektronen. All diese Signale kénnen durch verschiedene Detektoren
erfasst werden und zur Bilderzeugung genutzt werden.[103.104]

Bei der Transmissionselektronenmikroskopie (engl. transmission electron microscopy,
TEM) missen geeignete diinne Proben verwendet werden, damit der Elektronenstrahl die
Probe durchdringen kann. Dabei kann der Elektronenstrahl entweder durch die thermische
Emission oder kalte Feldemission erzeugt werden. Bei der thermischen Emission erfolgt die
Erzeugung des Elektronenstrahls durch Heizen der Kathode und bei der kalten Feldemission
durch Anlegen eines elektrischen Feldes, wodurch die Elektronen aus der dinnen
Kathodenspitze austreten. Die Kathode besteht aus Wolfram oder Lanthanhexaborid. Wird
die Probe mit Elektronen bestrahlt, so wird an einigen Stellen der Elektronenstrahl
unverandert die Probe passieren und an anderen Stellen wird der Elektronenstrahl beim
Durchdringen der Probe gebeugt.

Bei der elastischen Streuung durchdringen die Elektronen des Elektronenstrahls die
Elektronenwolken der Probenatome. Durch den positiv geladenen Atomkern werden diese
Elektronen abgelenkt und dndern somit ihr Richtung. Je dichter die eingestrahlten Elektronen
den Atomkern kommen, desto groRer sind die Anziehungskrafte und umso groRer ist der
Streuungswinkel.[102,104,105]

Im TEM werden Hellfeld- und Dunkelfeldbilder unterschieden (siehe Abbildung 7).
Beim Hellfeldbild wird der Primarstrahl zur Abbildung des Bildes verwendet. Dieser
Primarstrahl wird beim Dunkelfeldbild durch eine Blende blockiert, wodurch zur
Bilderzeugung gebeugte Strahlen verwendet werden. Aufgrund der starkeren
Wechselwirkungen des gebeugten Strahls mit der Probe, kénnen im Dunkelfeldmodus
Informationen zu planaren Defekten, Stapelfehlern oder TeilchengroBe getroffen

werden.[102,104,105]
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Abbildung 7: Unterschied der Bilderzeugung beim Hellfeldbild (links) und Dunkelfeldbild
(rechts). Beim Hellfeldbild wird der Primarstrahl zur Bilderzeugung verwendet und beim

Dunkelfeldbild ein gebeugter Strahl. Die Abbildung wurde adaptiert von Comparelli et al.[19%]

Bei der hochauflésenden Transmissionselektronenmikroskopie (engl. high-resolution
transmission electron microscopy, HRTEM) handelt es sich um einen weiteren
Abbildungsmodus des TEMs. Es ermdglicht die Abbildung der kristallografischen Struktur in
atomarer Auflosung. Die Bildgebung in der HRTEM erfolgt in zwei Schritten. Zunachst
wechselwirken die einfallenden Elektronen mit den Atomen der Probe. Diese
Wechselwirkungen umfassen sowohl elastische als auch inelastische Streuprozesse. Beim
HRTEM sind dabei die elastisch gestreuten Elektronen von Bedeutung.[!93! Die elastisch
gestreute Elektronenwelle verldasst die Probe und interferiert mit der eingestrahlten
Elektronenwelle. So konnen einzelne Atomen, Kristalldefekte und verschiedene
Kristalldomanen abgebildet werden. Der Vorteil beim TEM im Vergleich zum SEM ist, dass es
aufgrund der dinnen Probe, die fir Elektronen durchldssig ist, keine groReren
Anregungsgebiete gebildet werden.[102:103]

Die Rastertransmissionselektronenmikroskopie (STEM) ermdglicht es die lokale
chemische Zusammensetzung und elektronische Struktur der zu untersuchenden Probe in
atomarer Auflésung zu erfassen. Ahnlich zur konventionellen TEM erfolgt die Bilderzeugung
im STEM durch die Transmission von Elektronen. Dabei wird die Probe wie beim SEM durch
einen fokussierten Elektronenstrahl mittels einer sehr feinen Sonde zeilenweise in einem
Raster abgescannt. Ein STEM besteht im Wesentlichen aus einer Elektronenquelle,

verschiedenen Linsen, Ablenksystemen und Detektoren. Die Elektronenquelle ist flr die
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Erzeugung der Elektronen verantwortlich, die beim STEM durch die kalte Feldemission erfolgt.
Diese Elektronen werden von den Linsen zu einer kleinen fokussiert und mit Hilfe
verschiedener Ablenksysteme zeilenweise Uber die Probe gefiihrt. Beim Durchdringen der
Elektronen durch die Probe kommt es an der jeweiligen Probenposition zu Wechselwirkungen
zwischen den Elektronen und der Probe, wodurch einige Elektronen starker gestreut werden
als andere. Bei den STEM-Hellfeldbildern werden die nicht und wenig gestreuten Elektronen
vom Detektor erfasst und nicht die stark gestreuten Elektronen. Bei den STEM-
Dunkelfeldbildern werden hingegen die strak gestreuten Elektronen zur Bilderzeugung
verwendet,[102/106,107]

Die Elektronenbeugung beruht auf der elastischen Streuung von Elektronen durch die
Atome eines Kristalls. Ein Kristall ist aus verschiedenen Netzebenen aufgebaut. Die einfallende
Elektronenwelle wird an diesen Netzebenen reflektiert und die entstehenden Sekundarwellen
konnen entweder konstruktiv oder destruktiv interferieren. Polykristalline Proben zeigen im
Elektronenbeugungsbild konzentrische Ringe und einen hellen Punkt im Zentrum, der den
ungebeugten Primarstrahl zugeordnet werden kann. Die unterschiedlichen Ringe kénnen den
unterschiedlichen Netzebenen des Kristalls zugeordnet werden. Im Fall eines Einkristalls
besteht das Elektronenbeugungsmuster aufgrund der gleichen Orientierungsrichtung der
einzelnen Kristalle aus Punkten. Das Elektronenbeugungsbild von amorphen Proben zeigt
keine scharfen Beugungsmaxima, sondern nur ein Halo. Da die Wellenlange der Elektronen
bekannt ist, konnen durch die Auswertung der Ringradien die Netzebenenabstidnde mittels
der Bragg Gleichung (Gleichung 7) berechnet werden. Jede Kristallphase weist
unterschiedliche aufeinanderfolgende Netzebenenabstande auf, die durch die Kristallstruktur
vorgegeben ist. Die Berechnung der Netzebenenabstdnde ermoglicht die Identifizierung der
entsprechenden Kristallphase.[102:104,107]

Die energiedispersive Rotgenspektroskopie (engl. energy dispersive X-ray
spectroscopy, EDXS) kann beim SEM und TEM implementiert werden und beruht wie die XP
Spektroskopie auf den dulReren Photoeffekt. Der groRe Unterschied dieser beiden besteht
darin, dass die Probe beim XPS Rontgenstrahlen und bei der EDXS Elektronenstrahlen
absorbiert. Die Folgeprozesse sind in beiden Methoden die gleichen. Da die Folgeprozesse
schon ausfihrlich in Kapitel 2.4.4 fiir die XP Spektroskopie erklart wurden, wird an dieser Stelle

darauf verzichtet.[102]
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3. Grenzflachen-kontrollierte Mineralisation von CP durch

Cholesterylhemisuccinat

Die nachsten Kapitel dieser Arbeit beschaftigen sich mit der Grenzflachen-
kontrollierten Mineralisation von Calciumphosphat (CP). Dabei wurden zwei verschiedene
Amphiphile fiir die Mineralisation eingesetzt. Die Amphiphile weisen den gleichen
hydrophoben Block, aber eine unterschiedliche hydrophile Kopfgruppe auf.

Das erste untersuchte Amphiphil ist das Cholesterylhemisuccinat (CHOL-HEM),
Schema 3. Dieses besteht aus einem Cholesterylrest als hydrophobem Block. Das CHOL-HEM
entsteht durch die Veresterung des Bernsteinsdaureanhydrids mit Cholesterol.

HsC

CH,
CHs

CH
3 HiC

o}

Schema 3: Struktur des Amphiphils CHOL-HEM. Mw=486,73 g/mol.

3.1 Ergebnisse

Bevor mit der Mineralisation von CP an der Wasser/Luft-Grenzflaiche begonnen
werden konnte, wurde zunachst das Phasenverhalten des Amphiphils analysiert. Dazu wurden
m-A Isothermen an der Wasser/Luft-Grenzfliche bei verschiedenen Temperaturen, pH-

Werten und Calciumkonzentrationen aufgenommen (Abbildung 8-11).

3.1.1 Phasenverhalten bei verschiedenen Temperaturen

Die m-A Isothermen bei den Temperaturen 10, 20 und 30 °C sind in Abbildung 8 zu
finden. Wie zu erkennen ist, zeigt das Phasenverhalten des Amphiphils eine starke
Temperaturabhangigkeit. Bei allen drei Temperaturen weist die Kurve keinen Wendepunkt,

dafiir aber einen Knickpunkt bei hoheren Oberflachendriicken auf. Aufgrund dieser Tatsache
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lasst sich vermuten, dass analog zu anderen Systemen, bereits bei einem Oberflachendruck
von anndhernd 0 mN/m eine kondensierte Phase mit einer ungeordneten Phase
koexistiert.[108-119]

Dieser Bereich ist durch ein Plateau gekennzeichnet, welches bei einer Flache von 61 A2
beginnt. Eine Komprimierung der gasanalogen/fliissig-kondensierten Phase fiihrt zu einer
fortlaufenden Phasenumwandlung vom gasanalogen in den fllssig-kondensierten Zustand.
Diese Umwandlung ist je nach Temperatur bei einer anderen Flache beendet. Bei 10 °C bei
einer Flache von etwa 50 A2, bei 20 °C bei 51,5 A2 und bei 30 °C bei 51 A2. Der Unterschied in
der Flache ist nicht signifikant und ist kann demnach vernachlassigt werden. Sobald die
Phasenumwandlung abgeschlossen ist, fiihrt eine weitere Flachenverkleinerung zu einem
starken Anstieg des Oberflachendrucks, der die fllissig-kondensierte Phase kennzeichnet.

Bei allen Temperaturen taucht mit weiterer Filmkomprimierung ein Knickpunkt in der
Isotherme auf. Er kennzeichnet die Umwandlung von einer gekippten kondensierten Phase zu
einer senkrechten Anordnung des hydrophoben Blocks beziiglich zur Wasseroberfliche.[8>120]
Der Oberflachendruck oberhalb des Knickpunktes zeigt einen starkeren Anstieg als unterhalb
des Knickpunktes. Der Film ist demnach im gekippten flissig-kondensierten Zustand besser
komprimierbar als im aufrecht flissig-kondensierten Zustand. Der Grund dafir ist, dass bei
der gekippten Anordnung die Verkleinerung der Flache durch die Verkleinerung des
Neigungswinkels erzielt werden kann. Bei der aufrechten Anordnung sind die Molekile des
hydrophoben Blocks bereits so dicht gepackt, dass der Abstand zwischen den einzelnen
Molekiilen die Flachendichte bestimmt und diese nicht mehr gut komprimiert werden
kénnen. 83

Der Knickpunkt ist mit steigender Temperatur zu kleineren Oberflachendriicken und
groReren Flachen verschoben (Tabelle 3). Bei tieferen Temperaturen existiert die gekippte
flissig-kondensierte Phase linger und der Ubergang zur aufrecht fliissig-kondensierten Phase
erfolgt spater. Die Flache bleibt bei der Komprimierung der aufrecht fliissig-kondensierten
Phase fast unverandert, bis es schliefllich zum Filmkollaps kommt. Der Film kollabiert mit
steigender Temperatur bei kleineren Oberflachendriicken und ist aufgrund dessen bei
hoheren Temperaturen weniger stabil. Der Filmkollaps bei 10 °C erfolgt bei einer Flache von
33 A2 bei einem Oberflachendruck von 43 mN/m, bei 20 °C bereits bei 35 A2 und 40 mN/m und
bei 30 °C bei 36 A2 und 38 mN/m.
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Abbildung 8: -A Isothermen des Amphiphils CHOL-HEM bei verschiedenen Temperaturen auf Wasser.

Tabelle 3: Lage des Knickpunktes der die Umwandlung von der gekippten fliissig-kondensierten Phase
in die aufrecht fliissig-kondensierte Phase bei den Temperaturen 10, 20 und 30 °C kennzeichnet. Fiir
jede Temperatur wurden zwei Isothermen aufgenommen. Diese Isothermen (iberlagern, sodass in
diesem Fall kein Fehler berechnet werden konnte.

Temperatur [°C] 10 20 30

Flache pro Molekiil [A?] 36,5 38,1 39,0
Oberflachendruck [mN/m] 205 19,9 17,5

3.1.2 Phasenverhalten bei verschiedenen pH-Werten

Anders als bei verschiedenen Temperaturen scheint das Phasenverhalten des
Amphiphils weniger stark vom pH-Wert der Subphase beeinflusst zu werden (Abbildung 9).
Auch hier koexistieren eine gasanaloge und eine kondensierte fliissiganaloge Phase,
gekennzeichnet durch das Plateau beginnend bei einer Fliche von 60 A2. Bei pH-Werten
zwischen 5 und 9 liegen die Isothermen anndhernd (bereinander. Das Plateau bei
Oberflachendriicken von anndhernd 0 mN/m endet je nach pH-Wert bei unterschiedlichen
Flachen. Bei pH-Werten unter 10 endet das Plateau bei einer durchschnittlichen Flache von
50 A2 und bei einem pH-Wert von 10 bei einer Fliche von 49 A2, Wird der Film nun weiter
komprimiert, steigt der Oberflachendruck fiir alle pH-Werte rapide an.

Bei einem Oberflachendruck um 18 mN/m (pH 10) beziehungsweise 19 mN/m (pH 5-
9) weisen alle Isothermen einen Knickpunkt auf, der die Phasenumwandlung vom gekippten

zur aufrecht fliissig-kondensierten Phase zeigt.['%8119 Nach diesem Knickpunkt steigt die
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Isotherme steiler an als zuvor, bis der Film kollabiert. Der Filmkollaps verschiebt sich mit
steigendem pH-Wert minimal zu grofReren Oberflachendriicken und erfolgt bei pH-Wert 5 bei
ca. 43 mN/m und bei pH-Wert 10 erst bei 45 mN/m. Auf der reinen Wassersubphase kollabiert

der Film bereits bei einem Oberflichendruck von 40 mN/m.
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Abbildung 9: Phasenverhalten des Amphiphils CHOL-HEM bei verschiedenen pH-Werten bei 20 °C. Die
pH-Werte der Subphase wurden mittels HCl und NaOH eingestellt.

3.1.3 Phasenverhalten auf Subphasen verschiedener Calciumkonzentrationen

In der Vergangenheit haben wir fiir Mineralisationsexperimente Ublicherweise eine
Calciumkonzentration von 2 mM verwendet.[*44>>4 Bei dieser Konzentration wird nur wenig
CP gebildet und die Analyse der Mineralisationsprodukte ist demnach schwierig. Aufgrund
dessen wurden ebenfalls Calciumnitratldsungen mit einer Konzentration von 20 und 200 mM
verwendet. Die Isothermen fir die verschiedenen Konzentrationen bei 20 °C sind in Abbildung
10 gezeigt.

Der erste grolRe Unterschied im Phasenverhalten des Amphiphils ist beim Vergleich
zwischen Wasser und Calciumnitratlésung als Subphase ersichtlich. Alle Isothermen zeigen
einen Phaseniibergang vom gasanalogen in den flissig-kondensierten Zustand, sichtbar durch
das Plateau beginnend bei einer Fliche von ca. 60 A2.1108-119] \jt steigender Konzentration
dauert dieser Phasenlibergang langer an und verschiebt sich zu kleineren Flachen. Auf einer
Subphase aus reinem Wasser hilt dieser Koexistensbereich bis zu einer Fldche von ca. 51 A2
an. Bei einer Konzentration von 2 mM endet dieser bei 46 A2, bei 20 mM bei 45 A% und bei

200 mM erst bei 44 A2
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Ist die Phasenumwandlung von der gasanalogen in die fliissig-kondensierte Phase
abgeschlossen, steigt der Oberflaichendruck mit weiterer Flachenverkleinerung stark an.
AnschlieBend kommt es zu einer Ausbildung eines Knickpunktes, der wie bereits zuvor
beschrieben, den Ubergang von der gekippten fliissig-kondensierten Phase zur aufrecht
flissig-kondensierten Phase zeigt.['%-119 Djeser Ubergang verschiebt sich mit steigender
Konzentration zu kleineren Oberflachendriicken. Sobald die dichteste Packung erreicht ist,
kann eine weitere Kompression nur noch durch Aufrichten des hydrophoben Blocks von der
gekippten zur aufrechten Anordnung erfolgen. Dies ist nur mit einem geringen Platzgewinn
verbunden und somit steigt der Oberflachendruck ab diesem Punkt drastisch an, die Flache
hingegen bleibt annihernd konstant.[121]

Der Kollapsdruck verschiebt sich mit steigender Konzentration zu gréBeren
Oberflachendriicken und groReren Flachen. Bei einer Konzentration von 2 mM findet der
Kollaps bei einer Flache von etwa 34 A% und einem Oberflichendruck von 44 mN/m statt, bei
20 mM bei 34 A? und 45 mN/m und bei 200 mM bei 34 A2 und 47 mN/m.

Der unterschiedliche Phasenverlauf des Amphiphils bei verschiedenen
Konzentrationen ist flr die nachfolgenden Mineralisationsexperimente nur von geringer
Bedeutung. Diese werden bei einem Oberflaichendruck von 30 mN/m durchgefiihrt. Bei
diesem Oberflachendruck zeigen alle Isothermen den gleichen Kurvenverlauf und zudem liegt

die Monolage hoch kondensiert vor.
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Abbildung 10: Phasenverhalten des Amphiphils CHOL-HEM auf verschiedenen Calciumkonzentrationen
bei 20 °C.



40

3.1.4 Dynamik des Films (Filmstabilitit)

Fiir die nachfolgenden Mineralisationsexperimente ist nicht nur das Phasenverhalten
des Amphiphils bei den verschiedenen Reaktionsbedingungen von groRer Bedeutung, sondern
auch die Stabilitdit des monomolekularen Films. Um diese zu evaluieren, wurden drei
aufeinanderfolgende Kompressions-/Expansionskurven bei 10 und 20 °C aufgenommen. Fir
beide Temperaturen wurden zwei verschiedene Kompressions-/Expansionszyklen
aufgenommen. Diese erfolgten bei einem Oberflachendruck von 15 mN/m (gekippte flussig-
kondensierte Phase) und bei einem Oberflachendruck von 35 mN/m (aufrecht flussig-
kondensierte Phase) (siehe Abbildung 11). Unabhangig von der Subphasentemperatur ist eine
starke Hysterese erkennbar. Zur Verdeutlichung wurden Hystereseindizes (Hlin) berechnet
(Hlin = (A1-An)/A1), wobei A1 und An die durchschnittliche Flache pro Cholesterylrest im ersten
beziehungsweise im N-ten Kompressions-/Expansionszyklus darstellen.[122]

Anhand der berechneten Hystereseindizes wird deutlich, dass sowohl bei einer
Subphasentemperatur von 10 °C als auch 20 °C eine Expansion der gekippten fllssig-
kondensierten Phase (unterhalb des Knickpunktes) zu kleineren Hysteresen flhrt. Die
Hysteresen fiir die Expansion der aufrecht flussig-kondensierten Phase (oberhalb des
Knickpunktes) sind starker ausgepragt. Die Verschiebung zwischen dem ersten und dritten
Kompressions-/Expansionszyklus (Hl13) ist fiir die Isothermen, die von 15 mN/m expandiert
wurden, bei 10 °C etwa 1,8 und bei 20 °C etwa 1,7 mal kleiner, verglichen mit den Isothermen,
die bei 35 mN/m expandiert wurden. Weiterhin ist ersichtlich, dass die Kompressions-
/Expansionskurven bei 10 °C eine groRere Hysterese aufweisen als die bei 20 °C. Die
Kompressions-/Expansionszyklen sind bei 20 °C unterhalb und oberhalb des Knickpunktes

etwa 1,6 mal kleiner, verglichen mit den Zyklen bei einer Subphasentemperatur von 10 °C.
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Abbildung 11: Expansions-/Kompressionskurven des CHOL-HEM auf Wasser bei (a) 10 °C und (b) 20 °C.

Tabelle  4:  Hystereseindizes  des  CHOL-HEM  bei  kontinuierlichen =~ Kompressions-
/Expansionsbedingungen bei einem maximalen Oberfldchendruck von 15 mN/m (unterhalb des
Knickpunktes) und 35 mN/m (oberhalb des Knickpunktes,) bei 10 und 20 °C. (Hl;ny = (A1-An)/A1), wobei
A; und Ay die durchschnittliche Fldche pro Cholesterylrest des jeweiligen Kompressions-
/Expansionszyklus darstellen.

T T 1. Zyklus 2. Zyklus 3. Zyklus Hystereseindex Hystereseindex
[°’C] [mN/m]  A:[A] Az [A] As [A] Hlz Hlis
10 15 39,2 38,1 36,9 0,028 0,059
35 33,6 31,7 30,0 0,057 0,107
20 15 42,0 41,4 40,4 0,014 0,038
35 36,8 35,5 34,3 0,035 0,068

3.1.5. Mineralisation von Calciumphosphat

Nach Untersuchung des Phasenverhaltens des Amphiphils erfolgte die Mineralisation
von CP unterhalb des monomolekularen Films.

Der Grundansatz ist der Gleiche wie bei den vorherigen Studien!®: das Amphiphil
wurde aus Chloroform-Methanol gespreitet und nach 10 Minuten Aquilibrierungszeit wurde
der Film bis zum erwiinschten Mineralisationsdruck komprimiert. In dieser Studie wurde bei
einem Oberflachendruck von 30 mN/m mineralisiert. Sobald der gewiinschte
Mineralisationsdruck  erreicht wurde, erfolgte die Zugabe einer 3 M
Diammoniumhydrogenphosphat-Losung unter die Monolage. Die Mineralisation wurde

analog zu friheren Studien bei 20°C und einer Calciumkonzentration von 2 mM
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durchgefiihrt.#3444651541  Dje  Mineralisationsbedingungen  wurden  diesmal auf
Calciumkonzentrationen von 20 mM und 200 mM sowie auf Reaktionszeiten von 3,4 und 5 h
erweitert.

Abgesehen von den IRRAS Messungen wurden alle Mineralisationsexperimente an
Trog B durchgefiihrt. Da es sich bei diesem Trog um einen Langmuir-Blodgett Trog handelt,
konnte wahrend der Mineralisation die Subphase mit einem kleinen Riihrmagneten in der
Dipper-Vertiefung geriihrt werden.

Der pH-Wert der Subphase ist einer der Schllsselparameter, um die Keimbildung und
das Kristallwachstum von CP zu kontrollieren.[®22! Aus diesem Grund wurde zunichst der pH-
Wert der Subphase wahrend der Mineralisation Uberwacht (siehe Abbildung 12). Die
Mineralisation erfolgte auf einer Subphase einer 2 oder 20 mM Calciumnitratlosung (iber 5 h.

Bei einer Calciumkonzentration von 2 mM liegt der pH-Wert der reinen Subphase vor
Beginn der Mineralisation zwischen 5,6 und 6,1. Mit der Zugabe der Phosphatkomponente
(pH 8,00) steigt der pH-Wert in den ersten 20 min bis auf einen pH-Wert von 7,8 an. Fir alle
Messungen findet dieser Anstieg zeitlich verzégert statt. Die Ursache dafir ist die Zugabe von
lediglich 83,3 puL 3 M Diammoniumhydrogenphosphatlésung (entspricht einer
Gesamtkonzentration von 2 mM) unter die Barrieren. Die Injektion dieser Losung kann nicht
immer in der gleichen Entfernung zur pH-Elektrode erfolgen und zudem ist die Durchmischung
der Subphase mittels des Rilhrmagneten nicht in jeder Messung gleich. Der pH-Wert steigt
demnach in der einen Messung schneller an als in der anderen. Nach diesem Anstieg des pH-
Wertes fallt der pH-Wert bis zu einer Mineralisationszeit von 120 min langsam auf 7,5.
Innerhalb der nachsten 20 min findet ein steilerer pH-Wert Abfall auf einen pH-Wert von 7,3
statt. Bis zum Ende der Mineralisation nach 300 min sinkt der pH-Wert allmahlich auf 7,0.

Der Verlauf des pH-Wertes bei einer Calciumkonzentration von 20 mM unterscheidet
sich zum eben beschriebenen. Vor Beginn der Mineralisation liegt der pH-Wert zwischen 5,4
und 5,6 und steigt beim Mineralisationsstart innerhalb der ersten 10 min bis auf 6,5 an. Die
nachsten 40 min erfolgt ein relativ starker Abfall des pH-Wertes auf 5,9, wobei in diesem Abfall
zwei Stufen nach etwa 24 und 35 min zu erkennen sind. Fir die restliche Mineralisationszeit

findet lediglich ein minimaler Abfall des pH-Wertes auf 5,8 statt.
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Abbildung 12: Verlauf des pH-Wertes wdhrend der Mineralisation von CP bei verschiedenen
Calciumkonzentrationen (2 und 20 mM Calciumnitratlésung) iiber 5 h. Der Zeitpunkt ,,0” kennzeichnet
die Zugabe der Phosphatkomponente und den Start der Mineralisation. Die pH-Aufnahme erfolgte ca.
10 min vor dem Start der Mineralisation. Es wurden jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung
von drei Messungen berechnet. Es ist nur jeder 10. Datenpunkt dargestellt.

Um einen zeitlichen Uberblick Giber den Verlauf der CP Mineralisation zu erhalten,
wurden anschlieend IRRAS Messungen durchgefiihrt. Diese Messungen erfolgten an Trog C.
Im Vergleich zu Trog B besitzt dieser keine Dipper-Vertiefung, sodass das Rithren der Subphase
wahrend der Mineralisation nicht moglich war. Weiterhin unterscheiden sich die beiden Troge
in der Trogtiefe und dem Volumen/Oberflachen Verhiltnis (siehe Experimentalteil 8.2 fir
weitere Details). Demnach ist die Vergleichbarkeit mit den Mineralisationsexperimenten an
Trog B nur bedingt moglich.

In Abbildung 13 sind IRRAS Spektren bei einer Calciumkonzentration von 2 mM und
20 mM Uber eine Mineralisationszeit von 5 h gezeigt. Die Messungen erfolgten mit s- und p-
polarisiertem Licht. Die erste Messung mit s-polarisiertem Licht erfolgte nach 4 min und
danach im Intervall von 12 min. Die erste Messung mit p-polarisiertem Licht erfolgte nach
9 min und dann ebenfalls im Abstand von 12 min. Alle Messungen mit s- und p-polarisiertem
Licht liefern die gleichen Ergebnisse. Der einzige Unterschied liegt in dem schlechteren Signal-
Rauschverhaltnis der Messungen mit p-polarisiertem Licht. Deshalb sind im Folgenden nur die
Spektren gezeigt, die mit s-polarisiertem Licht aufgenommen wurden.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Bande der P-O Streckschwingung bei 1018 cm'?

mit zunehmender Mineralisationszeit fiir beide Calciumkonzentrationen ansteigt (Abbildung
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13). Fir beide Calciumkonzentrationen wurde die Amplitude der Bande der P-O
Streckschwingung bei einer Wellenzahl von 1018 cm? bei verschiedenen
Mineralisationszeiten ermittelt und gegen die Mineralisationszeit aufgetragen (Abbildung 13).

Bei einer Calciumkonzentration von 2 mM steigt die Bande der P-O Streckschwingung
das erste Mal nach 148 min an. Bis zu einer Mineralisationszeit von 172 min bleibt die
Amplitude annahernd konstant und steigt dann zwischen 184 und 302 min stetig an. Ein
weiterer Anstieg der Bande der P-O Streckschwingung nach 5 h ist nicht auszuschlieBen.

Bei einer Calciumkonzentration von 20 mM kann die erste auswertbare Bande der P-O
Streckschwingung nach einer Mineralisationszeit von 40 min beobachtet werden. Diese
nimmt innerhalb der nachsten 24 min nur leicht an Intensitat zu. Danach steigt sie bis zu einer
Reaktionszeit von 76 min ein wenig starker an. Der gréRte Anstieg kann anschlieRend zwischen
76 und 88 min beobachtet werden und ein weiterer starker Anstieg zwischen 88 und 100 min.
Daraufhin nimmt die Amplitude der Bande der P-O Streckschwingung bis zu einer
Reaktionszeit von 136 min weniger steil zu. Innerhalb der nachsten 84 min findet ein sehr
langsamer Anstieg statt, der dann zwischen 220 und 304 min keine deutliche Veranderung
mehr zeigt.

Nach einer Mineralisationszeit von 88 min ist zusatzlich zur Bande bei 1018 cm™ je eine
Bande bei 1126 cm™ und bei 960 cm™ zu erkennen. Diese zusatzlichen Banden tauchen zum
ersten Mal bei dem Spektrum mit dem groBten Intensitdatsanstieg der Bande der P-O
Streckschwingung auf. Die Bande bei 1126 cm™? kann der dreifach entarteten
antisymmetrischen vz (O-P-O) Streckschwingung in PO43 und die Bande bei 960 cm™ der
symmetrischen v; (O-P-0) Streckschwingung in PO43 zugeordnet werden.[123.124]

Es ist anzumerken, dass die IRRAS Spektren nur einen kleinen Bereich des Troges
wahrend der Mineralisation zeigen. Die Mineralisation lauft aber nicht homogen ab, sodass es
partielle Unterschiede je nach Ort gibt. Diese Messungen dienen damit nur als grober
Uberblick. Nichtsdestotrotz zeigen sie, dass im Laufe der Mineralisation bei beiden
Calciumkonzentration die Intensitat der Bande der P-O Streckschwingung steigt und eine

zunehmende Mineralisation von CP zu erwarten ist.
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Abbildung 13: IRRA Spektren fiir die Mineralisation von CP bei (a) einer Calciumkonzentration von 2 mM
und (b) bei einer Calciumkonzentration von 20 mM (b). Bei (b) ist nur der Bereich zwischen 800 und
1400 cm™ gezeigt, um den Anstieg der Bande der P-O Streckschwingung deutlich zu machen. In (c) ist
die Amplitude der Bande der P-O Streckschwingung gegen die Mineralisationszeit bei einer
Calciumkonzentration von 2 und 20 mM dargestellt.

Die mineralisierten Filme wurden je nach Reaktionsbedingungen nach 3, 4 und 5 h auf
Si-Wafer und TEM-Grids {ibertragen. Der Ubertrag auf die Si-Wafer erfolgte per Hand mittels
Langmuir-Schafer Transfer. Die Wafer wurden anschlieBend fiir die folgenden
Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy, AFM) und
Rontgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-ray photoelectron spectroscopy, XPS)
Messungen verwendet. Der Filmibertrag gestaltete sich schwierig und gelang nicht fir alle
Proben gleich gut.

Es lieR sich feststellen, dass die Mineralisation fiir die Proben mineralisiert bei einer
Konzentration von 2 mM besser verlief. Bei einer Konzentration von 2 mM waren die gut
mineralisierten Stellen erkennbar (der Film warf an einigen Stellen Faltchen und reflektierte
das Licht anders). Bei einer Konzentration von 20 mM war ein solcher Effekt leider nicht
erkennbar. Das ist wahrscheinlich auf den niedrigeren pH-Wert, die bessere Loslichkeit des

Calciumphosphates und die damit verbundene schlechtere Mineralisation von CP
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zurlickzufiihren. Demnach gestaltete sich der Filmibertrag bei einer Konzentration von
20 mM schwieriger.

Bei einer Konzentration von 2 mM befand sich nach dem Ubertrag mehr Material auf
den Si-Wafern. Diese Beobachtung spiegelt sich auch in den Ergebnissen der AFM und XPS
Messungen wieder.

Die AFM Bilder sind in Abbildung 14 gezeigt. Die bei einer Konzentration von 2 mM

gebildeten Minerale unterscheiden sich deutlich von denen gebildet bei einer Konzentration
20 mM. Bei einer Konzentration von 2 mM und einer Mineralisationszeit von 4 h sind mehrere
Gebilde, die aus gefalteten diinnen Schichten bestehen, zu erkennen. Die bei der gleichen
Konzentration synthetisierten Minerale bei einer Mineralisationszeit von 3 und 5 h zeigen die
gleiche Morphologie. Die gefalteten diinnen Schichten sind diesmal viel dichter mineralisiert
und bilden eine Art mineralisierten , Teppich”. Die Oberflachenrauhigkeit ist nach 5 h am
geringsten und nach 4 h am grofSten. Die rms Rauhigkeit betrdgt nach 3 h rund 69 nm, nach
4 hca. 113 nm und nach 5 h etwa 32 nm.
Der Unterschied zwischen den einzelnen Reaktionszeiten wird vermutlich durch den
FilmUbertrag hervorgerufen. Die Si-Wafer besitzen lediglich eine GréRe von 1 x 1 cm?. Da die
Mineralisation unterhalb der Monolage nicht homogen erfolgt, ist zusatzlich die Position fiir
den Ubertrag entscheidend. So mineralisiert an der einen Stelle mehr CP als an der anderen
Stelle. Zusatzlich erfolgte der Filmibertrag auf die Si-Wafer nicht immer gleich gut. Die
Unterschiede in den AFM Bildern nach 4 h kdénnen also mehrere Ursachen haben.
Nichtsdestotrotz wird die in den AFM Bildern beobachte Morphologie durch die STEM
Aufnahmen unterstiitzt (Abbildung 15).

Die AFM Aufnahmen der Proben mineralisiert bei einer Calciumkonzentration von 20
mM zeigen lediglich kleine Partikel. Die Partikel isoliert nach einer Mineralisationszeit von 4 h
sind deutlich kleiner als nach 3 h und nach 5 h sind sowohl groRRe als auch kleine Partikel zu
sehen. Da diese Aufnahmen sich deutlich von den STEM Aufnahmen unterscheiden, ware es
denkbar, dass der Filmiubertrag fiir diese Proben nicht funktioniert hat. Die Partikel kdnnen
beispielsweise durch die Trocknung und durch die Auskristallisation der Salze in der Subphase
entstehen. Aufgrund dessen wurden fiir diese Proben keine Oberflaichenrauhigkeiten

berechnet.
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Abbildung 14: AFM Bilder der mineralisierten Filme fiir Calciumkonzentrationen von 2 und 20 mM fiir
eine Mineralisationszeit von 3, 4 und 5 h.

Die STEM Bilder zeigen fiir die Proben mineralisiert bei Calciumkonzentrationen von 2
und 20 mM Uber jeweils 3 und 5 h, bis auf die Probe bei 20 mM uber 5 h, die gleiche
Morphologie (Abbildung 15). Wie schon zuvor beschrieben, gab es speziell bei den Proben
mineralisiert bei einer Konzentration von 20 mM, Probleme beim Probeniibertrag. Die
nachfolgenden Analysemethoden bestatigten dies fir den Filmlbertrag der Probe
mineralisiert bei einer Konzentration von 20 mM (ber 5 h. Deswegen wird diese Probe in den
folgenden Messungen nicht weiter beachtet.

Alle anderen Proben zeigen analog zu den AFM Bildern diinne, gefaltete Schichten, die
zu einer Art ,Teppich” mineralisiert sind. Die Proben mineralisiert bei einer
Calciumkonzentration von 2 mM zeigen andere GroRenordnungen, so dass die Probe nach 3
h aus kleineren gefalteten Schichten zusammengesetzt ist, verglichen mit der Probe nach 5 h.
Bei hoheren Calciumkonzentration von 20 mM und einer Mineralisationszeit von 3 h sind
leichte Unterschiede zu sehen und die Schichten scheinen viel starker miteinander

verwachsen zu sein.
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Abbildung 15: STEM Bilder der Proben mineralisiert bei Calciumkonzentrationen von 2 und 20 mM (iber
3 und 5 h. Die Proben mineralisiert bei 2 mM fiir 3 und 5 h und die Probe mineralisiert bei 20 mM (iber
3 h sind in den gleichen Vergréf3erungen dargestellt. Bei der Probe mineralisiert bei 20 mM (iber 5 h
sind andere Vergréfierungen gezeigt. Des Weiteren gab es bei dieser Probe Probleme beim
Probentibertrag auf die TEM Grids, sodass diese keine brauchbaren Ergebnisse lieferte.
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Abbildung 16 zeigt die mittels Elektronenbeugung (engl. selected area electron diffraction,
SAED), hochauflésender Transmissionselektronenmikroskopie (eng. high resolution
transmission electron microscopy, HRTEM) und Hellfeld Transmissionselektronenmikroskopie
erhaltenen Ergebnisse. Diese sind exemplarisch fiir die Probe mineralisiert bei einer
Calciumkonzentration von 2 mM Uber 5 h gezeigt. Die Proben mineralisiert bei 2 mM Uber 3 h
und bei 20mM (Gber 3 h zeigen prinzipiell die gleichen Ergebnisse. Das
Elektronenbeugungsbild der diinnen, gefalteten Schichten in Abbildung 15b zeigt die starksten
Reflexe bei Netzebenenabstinden (d-Abstdnden) von 3,91; 3,43; 2,84; 2,33; 2,24, 2,06; 1,05
und 1,72 A2, Diese Reflexe stimmen am besten mit Octacalciumphosphat (OCP, ICSD 27050)
in der [110] Orientierung tberein.

Diese Ergebnisse stimmen gut mit den Beobachtungen aus den Hellfeld TEM
Messungen Uberein. Dabei kann an vielen Stellen vertikal auf dem Tragerfilm stehende Platten
mit 2-6 Gitternetzlinien mit d-Abstanden zwischen 1,7-1,8 nm beobachtet werden. Diese
konnen der {100} Gitterebene in OCP zugeordnet werden.

Die Auswertung der HRTEM Bilder gestaltete sich deutlich schwieriger als die
Auswertung der Elektronenbeugungsbilder. Die HRTEM Aufnahmen zeigen, dass die meisten
Kristalle in der gleichen kristallographischen Orientierung vorliegen, diese jedoch nicht perfekt
geordnet und in der Ebenen gegeneinander verdreht sind. Die besser geordneten Kristalle
weisen dabei deutlich grofRere und intensivere Reflexe auf. Durch das Zeichnen zweier
Geraden durch zwei zusammengehorige Reflexe zweier verschiedener Kristalle, konnte ein
Verdrehungswinkel um die 9° ausgemessen werden.

Dabei muss beachtet werden, dass im HRTEM kleinere Flachen als in der
Elektronenbeugung betrachtet werden. In unserem Fall betrug die Flache, die im HRTEM
untersucht wurde, um die 500 nm?, wohingegen die Flache bei der Elektronenbeugung um
einiges hoher ist. Mittels HRTEM kann also die lokale Ordnung beobachtet werden,

wohingegen im SAED eine gemittelte Ordnung lGiber einen grofReren Bereich betrachtet wird.
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Abbildung 16: (a) Defokussierte Bereich und (b) dazugehdriges Elektronenbeugungsbild. (c) HRTEM Bild
und (d) das dazugehérige Fouriertransformations- (FT) Bild. Das rote Quadrat kennzeichnet den
Bereich, in dem die FT durchgefiihrt wurde. (e) Hellfeld TEM Bilder und (f) die vergréfSerte Ansicht fiir
senkrecht stehende OCP Platten. Alle Messungen wurden fiir die Probe mineralisiert iiber 5 h bei einer
Calciumkonzentration von 2 mM durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der XPS, SAED und HRTEM werden zusatzlich von den EDXS Messungen
bestatigt (Abbildung 17). Die Proben mineralisiert bei einer Calciumkonzentration von 2 mM
uber 3 und 5 h sowie bei 20 mM Uber 3h, ergaben ein durchschnittliches Ca/P Verhiltnis
zwischen 1,31 und 1,36.
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Abbildung 17: Durchschnittliche Ca/P Verhdltnisse mit Standardabweichungen fiir mehrere EDXS
Messungen von Proben mineralisiert bei einer Calciumkonzentration von 2 mM iiber 3 h (3 Messungen)
und 5 h (5 Messungen), sowie bei einer Calciumkonzentration von 20 mM (iber 3 h (6 Messungen). Die
Probe mineralisiert bei 20 mM iiber 5 h lieferte keine auswertbaren EDXS Spektren. Die farbigen Linien
und die schattierte Fldche reprdsentieren die Ca/P Verhdltnisse aus der Literatur fiir HAP, OCP, DCPD
und ACp.(?3!

Die Ergebnisse der EDX Messungen werden durch die XPS bestatigt (Abbildung 18). Es
sind exemplarisch die Ca 2p und P 2p XP Spektren fir die Proben, mineralisiert bei einer
Calciumkonzentration von 2 und 20 mM (ber jeweils 5 h, gezeigt. Anhand dieser Spektren
wird wiederum sichtbar, dass der Filmiibertrag bei der kleineren Konzentration deutlich
besser verlief und mehr Material zur Verfiigung stand. Die XP Spektren von der bei 20 mM
mineralisierten Probe zeigen aufgrund der geringen Konzentration ein schlechteres Signal-
Rausch-Verhaltnis. Fiir diese Probe kann lediglich Calcium quantifiziert werden, da der
Phosphorgehalt unter der XPS-Nachweisgrenze liegt und dieser Energiebereich zusatzlich von
dem intensiven Plasmon-Verlustpeak von metallischen Si (berlagert wird. Die
Bindungsenergien und die dazugehorigen Atomkonzentrationen sind Tabelle 10 im Anhang zu
entnehmen.

Die Bindungsenergien fiir die Proben mineralisiert bei 2 mM werden fiir Ca 2p3/, bei
347,4 eV und fir P 2ps3; bei 133,1 eV gefunden. Diese Werte stimmen gut mit den
Literaturwerten (iberein und belegen die Anwesenheit von Calciumphosphat. 126!

Die P 2p Peaks fiir die Proben, mineralisiert bei einer Konzentration von 20 mM, sind
sehr schwach und werden vom starken Si Plasmon des Substrates (Si-Wafer) (iberdeckt. Der
ungestorte Ca 2p Peak, selbst fiir die Proben, die bei 20 mM mineralisiert wurden, weist

nichtsdestotrotz auf die erfolgreiche Mineralisation von CP hin.
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In der C 1s Region konnten vier Komponenten bei 285,0 eV (C-H), 286,5 eV (C-0), 287,6
eV (C=0) und bei 289,0 eV (COO0) gefunden werden, die auf das Amphiphil zurtickgefihrt
werden kénnen.?”l  Anhand der Atomkonzentrationen lisst sich fiir die bei 2 mM

mineralisierten Filme ein Ca/P-Verhaltnis von 1,32 berechnen (Tabelle 10 im Anhang).
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Abbildung 18: Ca 2p (links) und P 2p XP Spektren (rechts) von Oberfldchenfilmen, die bei einer
Calciumkonzentration von 2 mM (oben) und 20 mM (unten) mineralisiert wurden.

3.2 Diskussion

Das verwendete Amphiphil bildet einen stabilen monomolekularen Film an der
Wasser/Luft-Grenzfliche in den gemessenen Temperatur- und pH-Bereichen sowie auf

Subphasen mit verschiedenen Calciumkonzentrationen (siehe Abbildung 8-11).

3.2.1 Temperatureinfluss auf das Phasenverhalten

Das Phasenverhalten des Amphiphils bei unterschiedlichen Temperaturen zeigt
grundsatzlich den gleichen Phasenverlauf. Die schwache Temperaturabhangigkeit und das
Fehlen eines Wendepunkts sind ein Indiz dafiir, dass bereits nach dem Spreiten eine flissig-
kondensierte Phase vorliegt. Diese fllissig-kondensierte Phase liegt zusammen mit einer

gasanalogen Phase vor. In dem von uns untersuchten Temperaturbereich ist ein solcher
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Kurvenverlauf nicht auRergewdhnlich und wurde schon des Ofteren bei Amphiphilen
beobachtet.[108-119,128]

Ein Koexistensbereich von gasanaloger und fliissig-kondensierter Phase wurde auch
von Vollhardt et al. beobachtet.['%®111 Sje untersuchten das Phasenverhalten von
1-Monostearoyl-rac-glycerol Monolagen mittels Brewsterwinkelmikroskopie (BAM) und
Rontgendiffraktometrie unter streifendem Einfall (engl. grazing incidence X-ray diffraction,
GIXD) bei verschiedenen Temperaturen. BAM Aufnahmen zeigen, dass bei 23 °C und einem
Oberflachendruck von anndhernd 0 mN/m bereits flissig-kondensierte Doméanen neben einer
gasanalogen Phase existieren. Eine Erhohung der Temperatur auf 35 °C fihrt zur Auflésung
dieser Domanen. Die Abkihlung des Systems fiihrt zu einer erneuten Ausbildung
kondensierter Domanen ab einer Temperatur von 27 °C. Anhand dessen schlussfolgerten sie,
dass es sich bei dem Koexistenzbereich von fliissig-kondensierter und gasanaloger Phase um
einen Gleichgewichtszustand der Monolage handelt. Dieses Phasenverhalten konnte bei
Temperaturen < 30 °C beobachtet werden. Bei Temperaturen (iber 30 °C zeigen alle
Isothermen ein Plateau, welches einen Phasenlibergang erster Ordnung von der gasanalogen
Phase in die flissig-kondensierte Phase beschreibt. Zusatzlich weisen alle Isothermen von
Vollhardt et al. unabhangig von der Temperatur einen Knickpunkt auf. BAM Aufnahmen
zeigen, dass unterhalb des Knickpunktes Hohlrdume zwischen den einzelnen kondensierten
Domanen existieren. Diese Hohlraume verschwinden bei weiterer Komprimierung allmahlich
und es kommt zur Deformation der kondensierten Doménen.[108111]

Der auftretende Knickpunkt in den Isothermen in den Studien von Vollhardt et
al.1198111 wird durch Inselbildung direkt nach dem Spreiten hervorgerufen. Dabei liegen die
Molekiile von vornherein in einer aufrecht flissig-kondensierten Phase vor. Durch die Bildung
kleiner Inseln kommt es zwischen diesen zur Ausbildung von sogenannten Fehlstellen. Wird
der Film nun komprimiert, verschwinden diese Fehlstellen und der Oberflaichendruck steigt
an. Sobald alle Fehlstellen beseitigt sind, sinkt die Kompressibilitdt des Films. Dieser Punkt
wird anhand des Knickpunktes in der Isothermen sichtbar und ist gefolgt von einem
drastischen Anstieg des Oberflachendrucks bei anndahernd gleichbleibender Flache.

Es ware demnach denkbar, dass der Knickpunkt in unseren Isothermen auch durch eine
solche Inselbildung hervorgerufen wird und nicht den Phasenlibergang von der gekippten in
die aufrecht flissig-kondensierte Phase zeigt. BAM Messungen vom CHOL-HEM zeigen

allerdings keinerlei Kontrastunterschiede mit zunehmender Filmkomprimierung. Eine Ursache
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dafir kann der Brechungsindex des Amphiphils sein. Dieser liegt wahrscheinlich sehr dicht an
dem Brechungsindex von Wasser (1,33), wodurch keine Kontrastunterschiede beobachtbar
sind.

Zur weiteren Aufklarung der Ursache des Knickpunktes wurden IRRAS Messungen des
Amphiphils auf Wasser bei 20 °C durchgefiihrt (Spektren nicht gezeigt). Die IRRAS Spektren
zeigen sowohl fir s-polarisiertes als auch p-polarisiertes Licht eine Bande bei 1724 cm™, die
der C=0-Valenzschwingung des Esters zugeordnet werden kann. AuRerdem ist eine Bande bei
1585 cm™? zu erkennen, die der C=C-Streckschwingung zu zuschreiben ist. Die Banden
zwischen 2360-2340 cm™ werden durch CO; Fluktuationen wihrend der Messungen
hervorgerufen und kénnen ignoriert werden.!1?]

Weiterhin befinden sich zwei schwache Banden bei einer Wellenzahl von 2938 und
2850 cm. Die Banden kénnen der antisymmetrischen und symmetrischen CH,-
Streckschwingung zugeordnet werden, wobei die Wellenzahl fur die antisymmetrische CH»-
Streckschwingung ein wenig hoch ist und normalerweise bei Wellenzahlen um die 2926 cm™?
fur ungeordnete und 2920 cm™ fiir geordnete Systeme zu finden ist. Wiirde der hydrophobe
Block lediglich aus aliphatischen CH;-Ketten bestehen, konnte die Auswertung dieser beiden
Banden Aufschluss (iber die bei verschiedenen Oberflaichendriicken vorliegende Phase
(gekippt oder aufrecht flissig-kondensiert) geben. Der hydrophobe Block des CHOL-HEM ist
deutlich komplexer aufgebaut und besitzt nur eine kurze CH;-Kette. Eine Auswertung dieser
beiden Banden ist demnach aufgrund der geringen Intensitdten schwierig. Es konnte also
keine Verschiebung der beiden Banden von einem ungeordneten System (symmetrische CH,-
Streckschwingung bei 2854 cm™ und asymmetrische bei 2924 cm™) zu einem geordneten
System (symmetrische CH>-Streckschwingung bei 2849 cm™ und asymmetrische bei
2916 cm™) beobachtet werden. 130

Die Bande der OH-Streckschwingung bei Wellenzahlen zwischen 3000-3700 cm™ ist
proportional zur Dicke des Films. Die Auswertung der Amplitude dieser Bande bei
verschiedenen Oberflachendriicken gibt Aufschluss tber die Schichtdicke bei den jeweiligen
Oberflachendriicken. Eine Auftragung der Amplitude gegen den Oberflachendruck ist in
Abbildung 19 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Amplitude der OH-Streckschwingung bis
zu einem Oberflachendruck von 20 mN/m stetig zunimmt und anschlieRend anndhernd

konstant bleibt.
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Diese Daten bestdtigen die Vermutung, dass es sich beim Knickpunkt um eine
Phasenumwandlung von der gekippten in die aufrecht flissig-kondensierte Phase handelt und
nicht durch Inselbildung direkt nach dem Spreiten hervorgerufen wird. Unterhalb des
Knickpunktes nimmt die Filmdicke zu, da sich der gekippte hydrophobe Block der einzelnen
Amphiphilmolekiile mit fortlaufender Komprimierung immer mehr aufrichtet. Wurde der
Knickpunkt erreicht, befinden sich alle hydrophoben Blécke der einzelnen Molekiile in der

aufrechten Konformation und die Filmdicke bleibt demnach unverandert.
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Abbildung 19: Mittels IRRAS Spektren erhaltene Amplitude der OH-Streckschwingung zwischen 3000-
3700 cm™ gegen den entsprechenden Oberflédchendruck.

Eine Phasenumwandlung von der gekippten in die aufrechte flissig-kondensierte
Phase konnte bereits in mehreren Studien fiir Amphiphile mit aliphatischen Ketten als
hydrophobem Block beobachtet werden. 1141211311341 Eg handelt sich dabei um eine
Phasenumwandlung zweiter Ordnung, die durch die Aufrichtung des hydrophoben Blocks von
der gekippten in die aufrechte Konformation mit zunehmender Filmkomprimierung
gekennzeichnet ist.

Islam et al.'?l machten 3hnliche Beobachtungen bei der Untersuchung von
Ethylenglycolmono-n-tetradecanether, Ethylenglycolmono-n-hexadecanether und
Ethylenglycolmono-n-octadecanether. Die beiden langerkettigen Fettsdauren wiesen
Knickpunkte in den Isothermen auf, wohingegen die Fettsdure mit nur 14 Ketten keinen
Knickpunkt in der Isotherme zeigte.!*?!]

Gericke et al.' untersuchten das Phasenverhalten verschiedener gesattigter

Fettsduren mittels IRRAS. Sie beobachteten fiir die langerkettigen Fettsauren (Stearinsdure
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und Palmitinsdure), ahnlich wie in unserem Fall, einen konstanten Anstieg des
Oberflachendrucks mit zunehmender Komprimierung und das Vorhandensein eines
Knickpunktes. Die Plateauregion bei einem Oberflachendruck von ungefidhr 0 mN/m
beschrieben sie als Koexistenzbereich von gasanaloger Phase und fliissig-kondensierter Phase.
Die Pentadecansdure mit weniger CH;-Ketten in der hydrophoben Schwanzgruppe, zeigte
einen zusatzlichen Phaseniibergang vom flissig-expandierten in den flissig-kondensierten
Zustand. Den Knickpunkt ordneten sie der Phasenumwandlung vom fliissig-kondensierten
Zustand in den festanalogen Zustand zu. Nach heutigem Stand kann diese Phasenumwandlung
auch als Umwandlung vom gekippten fliissig-kondensierten Zustand in den aufrecht flssig-
kondensierten Zustand bezeichnet werden.® Die Untersuchung der Lage der Knickpunkte bei
verschiedenen Temperaturen (15 und 21 °C) und pH-Werten (pH 2 und 6) ergab fiir alle drei
Systeme unterschiedliche Verschiebungen. Bei der Stearinsdure stieg sowohl die Flache pro
Molektul als auch der Oberflichendruck mit steigender Temperatur an. Bei der
Pentadecansaure stieg mit zunehmender Temperatur wiederum der Oberflachendruck,
jedoch nahm diesmal die Flache pro Molekil ab. Bei der Palmitinsaure blieb die Flache pro
Molekiil gleich und der Oberflichendruck verringerte sich minimal.[*14 Was genau die Ursache
fiir die Verschiebung des Knickpunktes ist, wurde von den Autoren leider nicht weiter erklart.

In unserem Fall verschob sich der Knickpunkt mit steigender Temperatur zu gréReren
Flachen und kleineren Oberflachendriicken. Eine Erklarung daflir ware in der Zunahme der
thermischen Bewegung und der Kettenflexibilitdt der Molekiile mit steigender Temperatur zu
finden. Die zunehmende thermische Bewegung der Molekiile sorgt dafiir, dass die Molekiile
sich leichter in die dichteste Packung liberflihren lassen und dafiir weniger Kraft aufgewendet
werden muss. Das bedeutet, dass mit steigender Temperatur der Phaseniibergang von der
gekippten in den aufrecht flissig-kondensierten Zustand leichter, also bei gréBeren Flachen
und kleineren Oberflachendriicken, zu realisieren ist. Der Filmkollaps folgt dem gleichen
Verhalten und verschiebt sich mit steigender Temperatur zu gréReren Flachen und kleineren
Oberflachendricken. Mit diesem Erklarungsansatz kann auch die Verschiebung der
Isothermen bei 10 °C zu kleineren Flachen gedeutet werden. Die Isotherme bei 30 °C ist
verglichen mit der Isotherme bei 20 °C minimal zu kleineren Flachen verschoben. Diese
Verschiebung kann durch Spreitungsfehler hervorgerufen worden sein und wird deswegen

nicht weiter diskutiert.
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Eine weitere Erklarung fiir die Abnahme der Filmstabilitdt mit steigender Temperatur
kann durch die zunehmende Dehydratisierung der hydrophilen Kopfgruppe mit steigender
Temperatur hervorgerufen werden.['3>13¢1 Dadurch nimmt die Hydrophobizitit zu, der
amphiphile Charakter des Amphiphils nimmt ab und die Monolage wird destabilisiert. Das
flihrt dazu. Dass mit steigender Temperatur die Filmstabilitdt abnimmt und der Filmkollaps
bereits bei kleineren Oberflachendriicken auftritt. Neben der Enthalpie des Systems spielt
auch die Entropie des Systems eine entscheidende Rolle. Die Entropie des Systems nimmt mit

steigender Temperatur zu.

3.2.2 Einfluss des pH-Wertes auf das Phasenverhalten

Der pH-Wert der Subphase scheint einen geringeren Einfluss auf das Phasenverhalten
des Amphiphils zu haben. Alle Isothermen in dem gemessenen pH-Wert Bereich liegen
annahernd lGbereinander und zeigen annahernd die gleichen Phasenumwandlungsdriicke.

Zhang et al.['?8 beobachteten das gleiche Verhalten bei der Untersuchung des
Phasenverhaltens von Dipalmitoylphosphortidsdaure (DPPA) bei verschiedenen pH-Werten. Sie
fanden heraus, dass aufgrund von attraktiven Van der Waals Wechselwirkungen zwischen den
Alkylketten und Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Phosphatkopfgruppen DPPA
bereits bei Raumtemperatur in einer hochgeordneten Phase vorliegt. Bereits bei grof3en
Flachen existieren damit die gasanaloge und die gekippte fllssig-kondensierte Phase
gleichzeitig. Die Umwandlung von der gekippten in die aufrecht flissig-kondensierte Phase ist
durch einen Knickpunkt gekennzeichnet.

In Ubereinstimmung mit dem von uns beobachteten Phasenverhalten des CHOL-HEM
bei verschiedenen pH-Werten, konnten Zhang et al.''?8] beim DPPA kein Unterschied im
Phasenverhalten bei pH-Werten unterhalb von 10 feststellen. Diesen Sachverhalt erklarten sie
damit, dass bei tiefen pH-Werten die Monolage zunachst vollstandig protoniert ist. Mit
steigenden pH-Wert wird die Monolage immer mehr deprotoniert. Dadurch werden
Uberschissige Protonen aus der Subphase durch die negativ geladene DPPA Monolage
angezogen. Es bildet sich eine elektrochemische Doppelschicht, wodurch die
Protonenkonzentration an der Wasser/Luft-Grenzflache deutlich hoher ist. Der pH-Wert in der

Nahe der Phosphatgruppen ist somit niedriger als der pH-Wert der Subphase. Schlussfolgernd
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muss der pH-Wert der Subphase erhoht werden um eine Deprotonierung der
Phosphatgruppen zu beobachten.

Fiir das DPPA fanden sie heraus, dass dieses unterhalb eines pH-Wertes von 10
vorwiegend neutral vorliegt und nur wenige deprotonierte Kopfgruppen aufweist. Die
deprotonierten Kopfgruppen weisen zum einen grolRere repulsive elektrostatische
Wechselwirkungen untereinander auf. Zum anderen besitzen sie aber auch mehr
Bindungsstellen um Wasserstoffbriickenbindungen mit benachbarten hydrophilen
Kopfgruppen zu bilden. Mit steigenden pH-Wert nehmen also die repulsiven
AbstofRRungskrafte zwischen den hydrophilen Kopfgruppen zu und die Isotherme wird
dementsprechend zu grofReren Flachen verschoben.

Gleichzeitig werden die hydrophilen Kopfgruppen durch die Ausbildung von
Wasserstoffbrickenbindungen naher zusammengezogen. Das wirde zu einer Verschiebung
der Isotherme zu kleineren Flachen fiihren. Kommt es zu einer Aufhebung dieser beiden
entgegengesetzten Effekte, ist kein Unterschied im Phasenverhalten beobachtbar und die
Isothermen liegen Ubereinander. Bei pH-Werten (ber 10 dominiert hingegen die
deprotonierte Spezies gegeniliber der nicht geladenen. In dem Fall nehmen die
elektrostatischen AbstofRungskrafte zu, wodurch eine Verschiebung der Isothermen zu
groReren Flachen hervorgerufen wird.[128l

Das Phasenverhalten des Amphiphils CHOL-HEM wurde in einem pH-Wert Bereich
zwischen 5 und 10 untersucht. In diesem Bereich iberwiegt hochstwahrscheinlich, analog zu
der eben beschriebenen Studie von Zhang et al.['?8] die neutrale Spezies gegeniiber der
deprotonierten Spezies. In diesem Fall werden vermehrt Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den deprotonierten Carboxlgruppen des hydrophilen Blocks gebildet. Diese
bewirken eine dichtere Anordnung der Molekile innerhalb der Monolage. Der zunehmende
Deprotonierungsgrad mit steigendem pH-Wert sorgt demnach fiir eine starkere Verbriickung
durch die Wasserstoffbriickenbindungen. Gleichzeitig steigen aber auch die repulsiven
AbstofRRungskrafte.

Durch die Ausbildung einer elektrochemischen Doppelschicht (COO*/H") ist der pH-
Wert in diesem Bereich deutlich niedriger als in der Subphase. Fiir eine Monolage aus
Stearinsaure wurde berichtet, dass der pH-Wert an der Grenzflache sogar 4 pH-Wert Einheiten

tiefer liegt als in der Subphase.['37] Dementsprechend tiberwiegt in dem von uns untersuchten
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pH-Bereich hochstwahrscheinlich die protonierte Spezies gegeniber der deprotonierten
Spezies. Das Phasenverhalten ist demnach fir die untersuchten pH-Werte identisch.

Die Erhéhung des Kollapsdrucks mit steigendem pH-Wert wird vermutlich durch die
leichte Zunahme der deprotonierten Spezies verursacht. Um den damit starker werdenden
AbstofRungskraften entgegen zu wirken, muss bei der Kompression des Films mehr Kraft

aufgewendet werden. Das fuhrt zu einer Erh6hung des Kollapsdrucks mit steigendem pH.

3.2.3 Einfluss der Calciumkonzentration auf das Phasenverhalten

Der Phasenverlauf des Amphiphils verandert sich mit zunehmender
Calciumkonzentration. Ein solches Verhalten ist nicht ungewoéhnlich und wurde bei
verschiedenen  Amphiphilen, besonders  bei Phospholipiden!128138-142] und
Fettsauren(112116,119,143] ‘haghachtet.

In einer Studie von Tang et al.'¥ wurde der Einfluss von Mg?*- und Ca?*-lonen bei
Konzentrationen von 0,1 und 0,3 M auf das Phasenverhalten von Palmitinsdure mittels
Summenfrequenzspektroskopie (engl. vibrational sum frequenzy generation spectroscopy,
VSFG) untersucht. Bei geringen Magnesiumkonzentrationen (0,1 M) und auf einer reinen
Wassersubphase konnte ein Knickpunkt in der Isotherme beobachtet werden. Eine Erhéhung
der Magnesiumkonzentration auf 0,3 M flihrte zu einem Verschwinden des Knickpunktes. Die
Untersuchung des Phasenverhaltens bei verschiedenen Calciumkonzentrationen (0,1 und 0,3
M) zeigte keinen Knickpunkt in der Isotherme. Diese Unterschiede begriindeten sie mit der
hoheren Bindungsaffinitdit der Calciumionen zu den deprotonierten Carboxylgruppen
verglichen mit den Magnesiumionen.144

Tang et al. zeigten weiterhin, dass in Anwesenheit beider lonen die Alkylketten des
hydrophoben Blocks bereits bei einem Oberflachendruck von ungefdhr 0 mN/m in einer
annihernden ,all-trans“-Konformation vorliegen.[*1% Bei diesem Oberflichendruck existieren
also die gasanaloge und aufrecht flissig-kondensierter Phase gleichzeitig und eine
Kompression des Films fihrt zu einem Phasentlibergang in die aufrecht flissig-kondensierte
Phase. Bei pH-Werten um 7 sorgt die Bindung zwischen den Ca’*-lonen und den
Carboxylgruppen zusatzlich fiir die Deprotonierung der hydrophilen Kopfgruppe.

Bei tiefen Calciumkonzentrationen (0,1 M) zeigten sie aulerdem mittels VSFG, dass

zunichst eine Briickenkonformation zwischen 2 COO™-Gruppen und einem Ca?*-lon gebildet
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wird. Diese wandelt sich anschlieBend zu einem gewissen Teil in einen zweizdhnigen
Chelatkomplex (1 Ca?*:1 COO") um. Bei héheren Konzentrationen von 0,3 M existiert nur noch
die 2:1 Briickenkonformation, unabhangig davon wieviel Zeit zur strukturellen Reorganisation

gegeben wird (siehe Abbildung 20).[119

Abbildung 20: Bildung verschiedener Calciumkomplexe. (a) Bildung eines zweizdhnigen
Chelatkomplexes und (b) Bildung eines Briickenkomplexes. R-COO steht fiir die Carboxylgruppe und M
fiir das Metallion (zum Beispiel Ca**).

Anders zu den eben beschriebenen Beobachtungen, verschwindet der
Phaseniibergang von der gekippten zur aufrecht flissig-kondensierten Phase im Fall des
CHOL-HEM nicht. Der Phasenilbergang verschiebt sich jedoch mit steigender
Calciumkonzentration zu deutlich kleineren Oberflachendriicken, wobei die maximale
Calciumkonzentration in unserem Fall 0,2 M betrug. Bei der Betrachtung des Kurvenverlaufs
ware denkbar, dass bei Verwendung einer noch hoheren Calciumkonzentration dieser
Phasenlibergang komplett verschwindet.

Diese Beobachtungen sind vergleichbar mit einer Studie von Tang et al.[**%] bei der der
Einfluss von Na*- und K*-lonen auf das Phasenverhalten von Palmitinsdaure mittels VSFG
Spektroskopie untersucht wurde. Sie stellten fest, dass mit steigender lonenkonzentration der
Filmkollaps zu gréReren Oberflachendriicken und der Phasenilibergang von der gekippten in
die aufrecht fliissig-kondensierten Phase zu kleineren Oberflachendriicken verschoben wird.
Diese Beobachtungen stimmen mit unseren (iberein. Der Phaseniibergang von der gekippten
in die aufrecht flissig-kondensierte Phase wird in Anwesenheit von K*-lonen deutlich starker
zu kleineren Oberflachendriicken verschoben, als in Anwesenheit von Na*-lonen.[113!

Dieser Unterschied beruht auf den unterschiedlichen Wechselwirkungen dieser beiden
lonen mit den hydrophilen Kopfgruppen. Die Anwesenheit der Kationen initiiert die
Deprotonierung der Carboxylgruppen der hydrophilen Kopfgruppe durch zwei Mechanismen.
Die Ladungsdichte eines K*-lons ist verglichen zum Na*-lon halb so gro, wodurch ersteres

weniger stark an umgebende Wassermolekile bindet. Das spiegelt sich auch in den
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hydrodynamischen Radien dieser beiden lonen wieder (Na* 3,3 A; K* 2,4 A).'*> Dadurch
konnen die K*-lonen leichter zu den Kopfgruppen diffundieren und mit diesen wechselwirken
als die Na*-lonen. Zwischen den K*-lonen und den hydrophilen Kopfgruppen kommt es zu
einer starken Bindung, die dafiir sorgt, dass die Kopfgruppe die Wassermolekiile in der ersten
Hydratationsschale um das K*-lon ersetzt. Dadurch wird die Kopfgruppe deprotoniert und es
bildet sich ein 1:1 COO/K* Komplex. Beim Natrium erfolgt die Deprotonierung der
Kopfgruppen durch weitreichende elektrostatische Wechselwirkung mit den hydratisierten
Na*-lonen. Diese beiden unterschiedlichen Wechselwirkungen der beiden Kationen mit den
hydrophilen Kopfgruppen fiihren zum Herabsetzen des Phasenumwandlungsdrucks von der
gekippten in die aufrecht fliissig-kondensierte Phase. 1]

Das bedeutet, dass die Verschiebung des Phasenumwandlungsdrucks beim CHOL-HEM
durch Wechselwirkungen zwischen den hydrophilen Kopfgruppen und den Calciumionen
verursacht werden kann.

In einer Studie von Zhang et al.['?8 wurde entgegengesetzt zu unseren Beobachtungen
die Verschiebung der Isothermen zu grofReren Flachen in Anwesenheit von divalenten
Kationen wie Ca?* und Mg?* beobachtet. Sie untersuchten das Phasenverhalten von
Dipalmitoylphosphortidsaure (DPPA) in Anwesenheit verschiedener Kationen bei
verschiedenen pH-Werten. Aufgrund ihrer hoéheren Oberflachenladungsdichte besitzen
divalente Kationen wie beispielsweise Mg?* und Ca?* eine gréBere Bindungsaffinitit als
monovalente Kationen wie H*, Na*, K* etc. Divalente Kationen sind in der Lage, benachbarte
DPPA Molekile zu komplexieren, wodurch elektrostatische AbstofRungskrafte aufgehoben
werden und die Monolage stabilisiert wird. Das hat zur Folge, dass die Filme in Anwesenheit
divalenter Kationen starker kondensiert sind. Die divalenten Kationen sorgen fir eine
Deprotonierung der Phosphatkopfgruppen, wodurch aufgrund der starkeren
LadungsabstoBung die Isotherme zu grofReren Flachen verschoben wird. Aufgrund der
Komplexbildungen mit den divalenten Kationen fallt die Verschiebung zu gréReren Flachen
deutlich geringer aus als in Abwesenheit divalenter Kationen. Auch hier zeigte sich wieder,
dass Ca?* starkere Wechselwirkungen mit der Kopfgruppe aufweist als Mg?*. Dieses Phanomen
begriindeten sie mit der héheren Bindungsaffinitit zu der Phosphatkopfgruppe von Ca%
verglichen mit Mg?*.

Ob die Verschiebung der Isothermen in Anwesenheit von Ca%* zu kleineren oder

groReren Flachen erfolgt, hangt vom System ab. Bei unserem Amphiphil kénnen die Ca?*-
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lonen mit den deprotonierten Carboxylgruppen der hydrophilen Kopfgruppe verbriicken
beziehungsweise komplexieren. Das flhrt zu einem ndaheren Zusammenriicken der einzelnen
Amphiphilmolekiile. Dementsprechend sind die jeweiligen Phasenlbergange zu kleineren
Flachen verschoben. Mit steigender Calciumkonzentration nimmt zum einen die lonenstarke
und zum anderen die Anzahl der deprotonierten Carboxylgruppen zu. Das bedeutet, dass auch
die Wechselwirkungen beziehungsweise die Verbriickungen zunehmen. Vermutlich sind bei
einer Calciumkonzentration von 2 mM nicht alle Carboxylgruppen deprotoniert, wodurch der
,Verbrickungsgrad” kleiner ist als bei hoheren Calciumkonzentrationen. Es ware weiter
denkbar, dass mit steigender Anzahl an Ca%*-lonen nicht nur direkt benachbarte deprotonierte
Carboxylgruppen, sondern auch deprotonierte Carboxylgruppen in groRRerer Entfernung
miteinander verbriicken kdnnen. Das hatte zur Folge, dass der Flachenbedarf mit steigender
Calciumkonzentration abnimmt. Wie bereits zuvor erwahnt, fiihrt eine solche Verbriickung zu
einer Zunahme der Filmstabilitdit und eine Verschiebung des Kollapsdrucks zu hoéheren
Oberflachendriicken. Je hoher also der ,Verbriickungsgrad®”, desto stabiler der Film und héher

der Kollapsdruck.

3.2.4 Untersuchung der Filmstabilitat

Die Kompressions-/Expansionskurven zeigen bei hoheren Temperaturen deutlich
geringere Hysteresen. Der Grund fir die grofSeren Hysteresen bei tiefen Temperaturen liegt
vermutlich in der thermischen Beweglichkeit der Molekiile. Mit steigender Temperatur nimmt
die thermische Beweglichkeit zu, wodurch die Molekiile schneller auf die gegebenen Einfllsse
reagieren und sich besser reorganisieren kdnnen. Bei tieferen Temperaturen reagiert das
System langsamer und braucht dementsprechend mehr Zeit fiir die Reorganisation der
Molekiile.

Die Hysteresen bei der Expansion aus der aufrecht fliissig-kondensierten Phase sind
starker ausgepragt als bei der Expansion aus der gekippten fliissig-kondensierten Phase. Es ist
also schwieriger, die Amphiphilmolekiile von der aufrechten in die gekippte flussig-
kondensierte Phase zu Uberfliihren. Das liegt wahrscheinlich zum einen daran, dass die
wirkenden AbstoBungskrafte zwischen den einzelnen Molekilen in der aufrecht fllssig-
kondensierten Phase um einiges hoher sind als zwischen den Molekiilen in der gekippten

flissig-kondensierten Phase. Zum anderen sind die Van der Waals Anziehungskrafte zwischen
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den Molekilen in der aufrecht fliissig-kondensierten Phase starker. Gehen wir davon aus, dass
die AbstoRBungskrafte gegeniiber den Anziehungskraften liberwiegen, so fihrt eine plotzliche
Expansion zu einem ruckartigen AuseinanderreiBen der Monolage. Dadurch werden bei der
Expansion aus der aufrechten Konformation mehr Amphiphilmolekiile in der Subphase gelost
als bei der Expansion aus der gekippten Konformation. Demnach ist die Monolage in der
aufrecht fliissig-kondensierten Phase instabiler als in der gekippten flissig-kondensierten
Phase.

Es konnen jedoch auch Hysteresen fiir stabile Monolagen beobachtet werden. Diese
werden durch die Organisation und Desorganisation der Molekiile oder durch die Bildung von
Domdnen wahrend der Kompression hervorgerufen. Bei der anschlieBenden Expansion
kénnen diese nicht wieder in ihren Orginalzustand zuriickkehren.[117:1431 Weiterhin wurde
gezeigt, dass das AusmalR der Hysteresen vom Oberflachendruck, bis zu dem sie komprimiert
wurden, abhingt.[117:143]

Weiterhin kann das Auftreten von Hysteresen durch einen geringen Materialverlust
durch die Losung einiger Amphiphilmolekiile in der Subphase erklart werden. Dieses
Phinomen wurde bereits fiir verschiedene Systeme beobachtet.[145-147]

Andere Studien sahen die Ursache der Hysteresen in der Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen wihrend der Kompression der Molekiile.[148-150 py et al.[1>0]
beobachteten bei der Untersuchung des Kompressions-/Expansionsverhaltens von N-
Octadecanoyl-L-alanin zunehmende Hysteresen mit steigenden Oberflachendriicken. Sie
schlussfolgerten, dass die Molekile innerhalb der kondensierten Phase dichter aggregieren.
Die Ursache dafiir war die Bildung eines intermolekularen Netzwerkes aus
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den einzelnen Molekiilen.*50!

Diese Erklarung wirde auch gut mit unseren Beobachtungen zusammenpassen, da die
Wasserstoffbrickenbindungen bei tiefen Temperaturen starker ausgebildet sind als bei
hoheren Temperaturen und damit auch die gréBere Hysterese bei tiefen Temperaturen erklart
werden kann. Die Wasserstoffbriickenbindungen fihren zu einer Verbriickung der Ketten, die
bei der Expansion nicht geniigend Zeit haben, sich zu reorganisieren.[*8! Ein weiterer Grund
konnte sein, dass die Reorganisation der einzelnen Molekile deutlich langsamer als die

Bewegung der Barrieren erfolgt.[147]
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3.2.5 Mineralisation von Calciumphosphat

In diesem Teil soll der Einfluss des Amphiphils mit einer Carboxylatgruppe im
hydrophilen Block auf die Mineralisation von CP untersucht werden (Schema 3). Zunachst
werden die Wechselwirkungen der Subphasenkomponenten mit der Monolage diskutiert.

Damit unterhalb der Monolage eine lokale Keimbildung hervorgerufen werden kann,
muss die Monolage zundchst mit Calcium- und Phosphationen angereichert werden. IRRAS
Messung bestdtigen die Anreicherung von Phosphationen unterhalb der Monolage bei
Calciumkonzentration von 2 mM und 20 mM. Dabei verlauft die Anreicherung bei einer
Calciumkonzentration von 2 mM deutlich langsamer und mit einer geringeren Intensitat, was
auf die geringere Konzentration zurlickzufiihren ist (Abbildung 12).

Die Anreicherung verlauft in beiden Fallen nicht linear und scheint iber mehrere
Stufen mit verschiedenen Effizienzen und Anreicherungsraten abzulaufen. Nach unserem
besten Wissen ist dies das erste Beispiel, mit dem die direkte Assoziation von Phosphationen
unterhalb einer Monolage fiir die Mineralisation von CP gezeigt werden konnte.

Die Morphologien der mineralisierten Hybridmaterialien zeigen im AFM (Abbildung
14), STEM (Abbildung 15) und Hellfeld TEM (Abbildung 16) grofStenteils grolRe Plattchen, die
zu dinnen gefalteten Schichten aggregiert sind. Eine solche Morphologie ist nicht
ungewohnlich fir die Mineralisation von CP und wurde bereits mehrere Male bei der
Mineralisation in Bulkldsung beobachtet.[26:285415L152] Antonietti et al. zeigten, dass sich bei
der Mineralisation von CP ohne Additiv bei einem pH-Wert von 6,3 dhnliche plattenartige
Strukturen bildeten, die in diinnen Schichten gefaltet vorlagen. Die Mineralisation erfolgte bei
deutlich héheren Calcium- und Phosphatkonzentrationen (30 mal héher als die Mineralisation
in unserem Fall bei 20 mM) mit einem Ca/P Verhaltnis von 1/0,6. Bei den Platten handelte es
sich entsprechend um kristallines HAP und nicht wie in unserem Fall um OCP.[2%1 Da es sich bei
OCP jedoch um einen Vorlaufer des HAP handelt, ist dies nicht verwunderlich. Weiterhin
haben wir in der nachfolgenden Studie (Kapitel 4) die gleiche Morphologie fiir ein Gemisch
aus OCP und HAP gefunden.

Eine &hnliche Morphologie fiir HAP beobachteten Nudelman et al. bei der
Mineralisation von CP in Anwesenheit von Kollagen in Bulklésung.!*>? Diese Morphologie kann

auch bei der Mineralisation von CP an der Wasser/Luft-Grenzflache gebildet werden. Einen
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Beweis daflir zeigten wir in einer vorherigen Studie fiir ein negativ geladenes Oligomer. Die
Zuordnung der Kristallphase war in diesem Fall allerdings aufgrund von nicht durchgefiihrten
SAED und HRTEM nicht méglich.l>4

In der aktuellen Studie konnte mittels SAED und HRTEM (Abbildung 16) OCP als
Kristallphase identifiziert werden. Zusatzliche XPS und EDXS Messungen unterstltzten diese
Ergebnisse mit einem gefundene Ca/P Verhaltnis von 1,32 (XPS) und durchschnittlich zwischen
1,31 und 1,36 (EDXS). Diese Verhaltnisse stimmen gut mit dem Literaturwert fur das Ca/P
Verhaltnis von OCP von 1,33 iiberein.[125]

Diese Daten sprechen dafiir, dass die Mineralisation von CP in Anwesenheit des
Amphiphils bereits nach 3 h zu OCP fiihrt. Die Mineralisation tGber weitere 2 h zeigt keine
Veranderung der Kristallphase und spricht flir OCP als stabilste Modifikation. Da die Isolierung
der Proben erst nach 3 h erfolgte, kann keine Aussage Uber den genauen
Mineralisationsverlauf getroffen werden. Aufgrund dessen wurden fiir das Amphiphil A-CHOL
(Kapitel 4) zusatzlich Untersuchungen nach 1 h Mineralisationszeit durchgefiihrt.

Es kann aufgrund der pH-Messungen angenommen werden, dass die Bildung von OCP
Uber mindestens eine Zwischenstufe erfolgt. Es ist weiterhin bekannt, dass beispielsweise die
Bildung von HAP je nach Reaktionsbedingungen Giber mehrere Vorlauferphasen erfolgen kann.
Diese beginnt meist mit der Bildung von ACP und verlduft Gber DCPD oder OCP zu
HAP.[22.2871,153] Analog zur Ostwaldregel fallt zunichst die thermodynamisch instabilere Phase
aus, die sich dann nach und nach in die thermodynamisch stabilste Phase umwandelt.[16:42]

Der genaue Mineralisationsverlauf kann durch die Wahl eines geeigneten Additivs
beeinflusst werden. Mehrere Studien haben bisher gezeigt, dass zum Beispiel Polyelektrolyte
die Hydrolyse von OCP zu HAP hemmen oder ganz unterdriicken kénnen.['>*158 So konnten
Tsortos et al. zeigen, dass Poly(L-glutamat) und Poly(L-aspartat) die Phasenumwandlung von
OCP zu HAP inhibieren.[*>”] Bigi et al. untersuchten die gleichen Polyelektrolyte wie Tsortos et
al. und stellten fest, dass das Poly(L-glutamat) die Hydrolyse von OCP zu HAP besser hemmen
kann. Die Autoren vermuten, dass die Hydrolyse von OCP zu HAP durch einen Schicht-zu-
Schicht Mechanismus durch die Spaltung zu kleineren Kristallen stattfindet.

Die verwendeten Polymere adsorbieren bevorzugt an der hydratisierten Schicht des
OCP Kristalls in [100] Richtung. Die Adsorption der Polyelektrolyte verhindert die Spaltung der
OCP Kristalle entlang der c-Achse und somit die Hydrolyse von OCP zu HAP. Das Poly(L-
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glutamat) kann zudem durch die zusatzliche Methylengruppe die OCP Kristalle besser
bedecken als das Poly(L-aspartat).!*>!

Bigi et al.l® konnten auBerdem zeigen, dass das Molekulargewicht des
Polyelektrolyten eine entscheidende Rolle bei der Umwandlung von OCP zu HAP spielt. Sie
verwendeten Poly(acrylsduren) mit verschiedenen Molekulargewichten. Die Poly(acrylsdure)
mit dem kleineren Molekulargewicht (2000 g/mol) konnte die Hydrolyse von OCP effizienter
hemmen als die Poly(acrylsdure) mit dem hoheren Molekulargewicht (25000 g/mol). Die
Poly(acrylsaure) mit der héheren Molmasse liegt aufgrund der GroRe nicht flach, sondern eher
gefaltet auf dem OCP Kristall, wodurch nur ein Teil der Carboxylatgruppen mit dem Kristall
wechselwirken kann. Die Autoren vermuten, dass die Poly(acrylsdure) mit der kleineren
molaren Masse besser mit der Oberflaiche des OCP Kristalls wechselwirken und die
Umwandlung von OCP zu HAP effektiver verhindern kann.[1%¢!

Ein ahnlicher Mechanismus kann fiir das CHOL-HEM postuliert werden, welches durch
Adsorption an die OCP Kristalle die Hydrolyse zum HAP verhindert. Dabei handelt es sich bei
der Bildung von OCP um einen mehrstufigen Prozess Uber beispielsweise ACP als
Vorlauferphase. Solche Phasenumwandlungen konnen anhand der pH-Kurven beobachtet
werden.

Bei der Bildung einer Calciumphosphatkristallphase werden Protonen frei, die zum
Abfall des pH-Wertes fiihren. Vergleicht man die pH-Kurven bei einer Konzentration von 2 und
20 mM miteinander, so zeigen beide pH-Kurven zwei Stufen im pH-Abfall. Bei hoheren
Konzentrationen sind die einzelnen Phasenumwandlungen zu hoheren Reaktionszeiten
verschoben als bei tiefen Konzentrationen. Diese Verschiebung wird vermutlich durch die bei
hohen Konzentrationen schneller ablaufende Mineralisation hervorgerufen. Zudem wird mit
steigender Konzentration auch mehr CP gebildet und demnach mehr Protonen freigesetzt. Bei
kleineren Konzentrationen ist die pH-Kurve dementsprechend zu hoheren pH-Werten
verschoben.

Ein solches zweistufiges Verhalten beobachteten auch Mekmene et al.’% bei der
Untersuchung des pH-Verlaufs bei der Mineralisation von CP in Bulklésung. Sie verwendeten
unter anderem die gleichen Calcium- und Phosphatkonzentrationen (jeweils 20 mM). Die zwei
Stufen beobachteten sie nach etwa 20 min und 60 min. Dieses Verhalten erkldrten sie mit der
Bildung und Auflésung mehrerer Intermediate im Laufe der Mineralisation. Weiterhin

begriindeten sie dies mit dem sinkenden Séattigungszustand durch die Verschiebung des
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Gleichgewichtes der Phosphatspezies von POs* zu HPO4* und schlieRlich zu H,PO4, mit
sinkendem pH. Zusatzlich zeigten sie, dass mit steigendem Ca/P Verhéltnis der pH-Wert zum
einem starker abfallt und zum anderen die Stufen zu kleineren Reaktionszeiten und tieferen
pH-Werten verschoben werden.[”%!

Dieser Losungsansatz konnte auch fir unser Experiment gelten. Die Unterschiede in
der Lage der Stufen kann durch mehrere Faktoren verursacht werden. Zum einen fand unsere
Reaktion im Trog statt, wodurch die Durchmischung trotz Rihrfisch in der Dippervertiefung
weniger effektiv war, als beispielsweise in einem Becherglas. Zusatzlich gab es lokale
Konzentrationsunterschiede, da wir eine 3 M Diammoniumhydrogenphosphatlosung
eingesetzt haben, um die gewiinschte Gesamtkonzentration zu erzielen. Des Weiteren war
unsere Grenzflaiche mit einer Monolage des Amphiphils gesattigt, was Einfluss auf das
Mineralisationsverhalten und damit auf den pH-Verlauf hat.

Ofir et al.['>1 beobachteten eine zusétzlich Stufe in ihren pH-Kurven. Sie untersuchten
den Einfluss verschiedener Polyelektrolyte (Poly(styrensulfonat), Poly(L-lysin), Poly(L-
glutaminsaure)) auf die Bildung und Umwandlung von amorphen CP (ACP). Basierend auf den
Ergebnissen der EDXS Messungen, TEM und Elektronenbeugung erklarten sie die Stufen
folgendermaRen: die erste sehr kleine Stufe umfasste die Fallung von ACP, die zweite groRte
Stufe die Fallung einer kristallinen Phase neben der amorphen Phase und die dritte kleine
Stufe beinhaltet das Kristallwachstum und die Phasenumwandlung.!*>!]

Die erste Stufe in unseren pH-Kurven konnte durch die Fallung einer thermodynamisch
instabileren Spezies wie beispielsweise ACP oder DCPD erklart werden. Die zweite Stufe kann
durch die Bildung erster OCP Kristalle und deren Wachstum und folglich die Auflésung der
ersten ACP oder DCPD Spezies erklart werden. Nehmen wir diesen Reaktionsverlauf an, so
verdeutlichen die Reaktionsgleichungen (Gleichung 8 und 9) das Freiwerden von Protonen
und den damit verbundenen pH-Wert Abfall. Bei der Bildung von OCP werden doppelt so viele
Protonen frei wie bei der Bildung von ACP. Dementsprechend ist die erste Stufe in den pH-
Kurven schwacher ausgebildet als die zweite. Nach der Bildung der OCP Phase bleibt der pH-
Wert anndhernd konstant. Das spricht dafiir, dass keine weiteren Phasenumwandlungen
mehr stattfinden. Dieser Sachverhalt wird zusatzlich durch SAED, HRTEM, EDXS und XPS

unterstitzt, die nach 3 und 5 h OCP als Kristallphase bestatigen.
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Bildung von ACP: 3Ca*t + 2HPOZ™ - Caz(P0,), + 2H™ (8)
Bildung von OCP:  8Ca?* + 6HPO}™ — Cag(HPO,),(P0,), * 5H,0 + 4H™ (9)
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4. Grenzflachen-kontrollierte Mineralisation von CP durch ein

dendritisches Amphiphil

In diesem Kapitel wird das Phasenverhalten eines dendritischen Amphiphils (A-CHOL)
und deren Einfluss auf die Mineralisation von CP untersucht. Es besteht aus einem Newkome

Typ Dendron als hydrophiles Segment und einer Cholesteryleinheit als hydrophoben Block

o H o
o]
HO
HO” "0

Schema 4: Struktur des Amphiphils A-CHOL. Mw= 715,96 g/mol.

(Schema 4).

4.1 Ergebnisse

4.1.1 Charakterisierung des Phasenverhaltens an der Wasser/Luft-Grenzfliche

Bevor mit der Mineralisation von CP begonnen werden kann, muss zunachst das
Phasenverhalten des A-CHOLs an der Grenzflache untersucht werden. Dazu wurden zunachst
Langmuir-Isothermen bei verschiedenen Temperaturen, pH-Werten und
Calciumkonzentrationen aufgenommen. Fir die Untersuchungen des Phasenverhaltens

wurde Trog A verwendet (siehe Experimentalteil 8.2).

4.1.1.1 Phasenverhalten bei verschiedenen Temperaturen

Das Phasenverhalten des Amphiphils bei verschiedenen Temperaturen (10, 15, 20 und
30 °C) auf reinem Wasser (pH 5,9) ist in Abbildung 21 dargestellt. Es ist eine starke
Temperaturabhangigkeit erkennbar. Fir alle Isothermen findet eine Phasenumwandlung von
einer 2D gasanalogen Phase zu einer fliissiganalogen Phase statt. Diese Phasenumwandlung

ist durch das Plateau gekennzeichnet, welches sich bei einem Oberflaichendruck von
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annihernd 0 mN/m befindet.[#511¢l |n diesem Bereich liegen die gas- und fliissiganaloge Phase
nebeneinander vor, wobei es innerhalb dieser Phasenumwandlung keinen messbaren Anstieg
des Oberflachendrucks gibt. Die Phasenumwandlung ist mit steigender Temperatur bei einer
groReren Flache (= Flache pro Molekiil) beendet. Bei 10 °C ist die Phasenumwandlung bei
56 A2, bei 15 °C bei 57 A2, bei 20 °C bei 58 A2 und bei 30 °C bei 60 A% abgeschlossen.

Bei 20 und 30 °C fuhrt die Kompression der fllissiganalogen Phase zu einem abrupten
Anstieg des Oberflachendrucks, bis der Film bei einem Druck von 65 mN/m kollabiert. Die bei
10 und 15 °C aufgenommen Isothermen zeigen ein deutlich anderes Phasenverhalten.
Nachdem die gas-fliissiganaloge Phasenumwandlung bei 10 °C bei einer Fliche von 56 A2
abgeschlossen ist, kommt es zu einem steilen Anstieg des Oberflachendrucks. Bei einem
Oberflichendruck von 12 mN/m und einer Flache von 53 A2 kommt es zur Ausbildung eines
Quasi-Plateaus. Dieses Plateau hilt bis zu einer Flache von 51 A% und einem Oberflachendruck
von 14 mN/m an. Eine weitere Komprimierung des Films fuhrt zu einem weniger starken
Anstieg des Oberflachendrucks bis ein zweites Quasi-Plateau bei einer Fliche von 47 A2 und
einem Oberflachendruck von 20 mN/m erscheint. Dieses bleibt bis zu einer Fliche von 45 A2
und einem Oberflachendruck von 22 mN/m stabil. AnschlieRendes Komprimieren des Films
fuhrt zu einem Anstieg des Oberfliachendrucks bis zum Filmkollaps bei einer Fliche von 35 A2
und einem Oberflachendruck von 67 mN/m.

Dieser Verlauf ist auch bei 15 °C wiederzufinden, allerdings sind hier die Positionen der
beiden Plateaus verschoben. Bei 15 °C ist die Phasenumwandlung von der gasanalogen zur
fliissiganalogen Phase bereits bei einer Flache von 57 A2 und bei einer gréReren Fliche als bei
10 °C beendet. Das erste Plateau befindet sich bei einer Fliche von 54 A2 und einem
Oberflichendruck von 11 mN/m bis zu einer Fliche von 51 A2 und einem Oberflichendruck
von 13 mN/m. Das zweite Plateau existiert ab einer Fliche von 49 A2 und einem
Oberflichendruck von 15 mN/m bis zu einer Fliche von 47 A2 und einem Oberflichendruck
von 17 mN/m. Nach der Ausbildung dieser Plateaus fuhrt weiteres Komprimieren zu einem
dhnlichen Phasenverlauf wie bei hoheren Temperaturen. In allen Fallen steigt der
Oberflachendruck an bis der Film bei einem Oberflachendruck Gber 65 mN/m und einer Fliache
von ungefihr 35 A2 kollabiert.

Um genau aufzuklaren, bei welcher Temperatur das Plateau verschwindet, wurden rt-A
Isothermen zwischen 15 und 20 °C aufgenommen (Abbildung 21). Die zwei Plateaus, die

bereits bei 15 °C sichtbar waren, sind auch bei 16 °C vorhanden. Bei Temperaturen zwischen
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17 und 19 °C ist hingegen nur noch ein Plateau beobachtbar. Dieses Plateau ist ab einer
Subphasentemperatur von 18 °C nur noch schwach ausgepragt und verschwindet ab einer
Temperatur von 20 °C komplett. Weitere Untersuchungen durch IRRAS Messungen bei 10 und
20 °C konnten leider zu keiner Erklarung der Plateaus beitragen, da die IRRAS Spektren fir

beide Temperaturen identisch sind (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 21: n-A Isothermen von A-CHOL (a) bei 10, 15, 20 und 30 °C und (b) bei Temperaturen
zwischen 15 und 20 °C sowie eine vergréfSerte Ansicht der Plateaubereiche.

w
o

4.1.1.2 Phasenverhalten bei verschiedenen pH-Werten

Die m-A Isothermen bei verschiedenen pH-Werten sind in Abbildung 22
wiedergegeben. Bei einem pH-Wert von 10 und hoéher konnten keine Isothermen
aufgenommen werden, da der Oberflaichendruck nach dem Spreiten der Amphiphilldsung
nach wenigen Minuten wieder auf null sank. Bei pH 9 konnte zwar eine Isotherme
aufgenommen werden, jedoch ist diese deutlich zu kleineren Flachen verschoben. Diese
Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass sich das Amphiphil bei einem pH-Wert tber 8 in
der Subphase 16st und keine stabilen Monolagen mehr ausbildet.

Fiir pH-Werte zwischen 5 und 8 kann das gleiche Phasenverhalten beobachtet werden.
Bei einer Fliche von 70 A? bis zu einer Fliache von 59 A2 findet eine Phasenumwandlung vom
2D gasanalogen Zustand in einen fllssiganalogen Zustand statt. Eine weitere
Filmkomprimierung flihrt zu einem drastischen Anstieg des Oberflachendrucks, bis der Film
schlieRlich bei einem durchschnittlichen Oberflachendruck von 65 mN/m und einer Fliche von
ca. 35 A% kollabiert. Die Minimalfliche pro Molekiil (Ao) ist bei 20 °C fiir die pH-Werte zwischen

5 und 8 identisch mit Ao auf reinem Wasser.
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Abbildung 22: n-A Isothermen des Amphiphils an der Wasser/Luft-Grenzfldche fiir verschiedene pH-
Werte bei 20 °C (pH 5 wurde mit verdiinnter HCl und pH-Wert 6-9 mit verdiinnter NaOH eingestellt).

4.1.1.3 Phasenverhalten bei verschiedenen Calciumkonzentrationen

In Abbildung 23 sind die m-A Isothermen auf Subphasen mit unterschiedlichen
Calciumnitratkonzentrationen abgebildet. Die Isothermen bei Calciumkonzentrationen von
2 mM und 20 mM unterscheiden sich kaum voneinander. Der Phaseniibergang von der 2D
gasanalogen in die fliissiganaloge Phase ist bei einer Flache von ungefihr 60 A2 beendet. Wird
die Flache des Films weiter verkleinert, steigt der Oberflachendruck solange an, bis der Film
bei ca. 64 mN/m und einer Fliche von ca. 34 A2 zusammenbricht.

Im Gegensatz dazu zeigt das Amphiphil bei einer Calciumkonzentration von 200 mM
ein anderes Phasenverhalten. Bei grofRen Flachen bis zu einem Oberflachendruck von etwa
40 mN/m ist der Phasenverlauf anndhernd identisch zu den Messungen bei kleineren
Calciumkonzentrationen. Wird der Film weiter komprimiert, kommt es bereits bei einem
Oberflachendruck von 45 mN/m zum Filmkollaps. Bei den beiden geringeren
Calciumkonzentrationen fand dieser erst bei 64 mN/m statt. Zum Vergleich ist die Isotherme
des Amphiphils auf reinem Wasser gezeigt. Die Isotherme stimmt zwar nicht perfekt mit den
Isothermen auf den salzhaltigen Loésungen Uberein, jedoch zeigt es annahernd das gleiche
Verhalten. Der Wechsel von der Wassersubphase zur Calciumnitratsubphase andert demnach

das Verhalten des Amphiphils nur geringfligig.
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Abbildung 23: n-A Isothermen auf verschiedenen Calciumkonzentrationen (2, 20 und 200 mM) und auf
reinem Wasser jeweils bei 20 °C.

4.1.1.4 Dynamik des Films (Filmstabilitdt)

Abbildung 24 zeigt drei aufeinanderfolgende Kompressions-/Expansionskurven bei
15 und 20 °C. Mit diesen Messungen sollte unter anderem der Einfluss des Plateaus auf die
Filmstabilitdit untersucht werden. Die Kompression wurden bei 15°C bis zu einem
Oberflaichendruck von ca. 63 mN/m und bei 20 °C bis ca. 60 mN/m also unterhalb des
Kollapsdrucks von etwa 65 mN/m durchgefiihrt. Die zweite und dritte Kompressionskurve bei
15 °C zeigen den gleichen Kurvenverlauf wie die erste Kompressionskurve. Die Kurven sind mit
zunehmenden Kompressionszyklus zu leicht kleineren Flachen verschoben. Alle drei
Kompressionskurven bei 15 °C zeigen erneut die Bildung zweier Quasi-Plateaus, die in den
Expansionskurven nicht erkennbar sind. Die Expansionskurven liegen aullerdem perfekt
ubereinander.

Dieses Phanomen findet sich auch in den Kompressions-/Expansionskurven bei 20 °C
wieder. Alle drei Kurven sind nahezu identisch und eine Verschiebung zu kleineren Flachen
mit zunehmenden Kompressions-/Expansionszyklen ist kaum beobachtbar. Dieser
Sachverhalt spricht dafiir, dass der Film sehr stabil ist und das Amphiphil sich weder in der
Subphase 16st noch Multilagen gebildet werden. Es ldsst sich demnach schlussfolgern, dass

der Film auch tGber mehrere Stunden eine stabile Monolage auf dem Langmuir Trog bildet.
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Abbildung 24: Kompressions-/Expansionskurven auf Wasser bei (a) 15 °C und (b) 20 °C

Abbildung 25 zeigt einen Kompressions-/Expansionszyklus bei pH 5 und 8 und bei einer
Calciumkonzentration von 20 mM. Bei pH 5 und einer Calciumkonzentration von 20 mM zeigt
die Expansionskurve nur eine minimale Hysterese gegeniiber der Kompressionskurve. Die

Hysterese bei pH 8 ist hingegen deutlich starker ausgepragt.
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Abbildung 25: Kompressions- /Expansionskurven bei unterschiedlichen Bedingungen. (a) pH 5; (b) bei
pH 8 und (c) bei einer Calciumkonzentration von 20 mM.
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4.1.2. Mineralisation von Calciumphosphat

Die experimentellen Bedingungen wie beispielsweise die Geometrie des
ReaktionsgefalRes, die Ruhrgeschwindigkeit und das Volumen-zu-Oberflachen Verhaltnis
haben einen Einfluss auf die Mineralisation.®??) In diesem Teil der Dissertation gilt es
herauszufinden, ob ein Amphiphil mit einem kleinen Molekulargewicht und einer hohen
Anzahl geladener funktioneller Gruppen in der Lage ist, die Mineralisation von CP an der
Wasser/Luft-Grenzfliche zu steuern. Gleichzeitig soll der Effekt verschiedener
Trogkonfigurationen auf die Mineralisation untersucht werden. Es soll bestimmt werden, ob
technische Parameter wie Volumen-zu-Oberflachen Verhaltnis und vor allem die Trogtiefe
einen Einfluss auf den Mineralisationsverlauf zeigen.

Aufgrund dessen wurden zwei verschiedene Langmuir Troge mit unterschiedlichen
Volumen, Oberflachen und Geometrien verwendet (Schema 5). Die
Mineralisationsexperimente wurden analog zur Mineralisation unterhalb der CHOL-HEM
Monolage durchgefihrt, nur dass der Oberflachendruck diesmal 40 mN/m betrug und zudem

der Einfluss zweier verschiedener Trogkonfigurationen untersucht wurde.

Trog B Trog C

Spritze flr die Zugabe der Phosphatkomponente Spritze fir die Zugabe der Phosphatkomponente

Amphiphil Monolage zur Mineralisation
von Calciumphosphat

Amphiphil Monolage zur Mineralisation
von Calciumphosphat

O
99
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......... Barriere
P !
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P PP PP P PP PPPp

Subphase: enthalt Calciumkomponente

Subphase: enthalt

Calciumkomponente Dipper-Vertiefung mit hydrophiler Block @ Calcium
= Riihrmagnet

hydrophober Block Pi Phosphat

Schema 5: Schematische Darstellung der beiden fiir die Mineralisationsexperimente genutzten
Langmuir Trége.

Zunachst werden die Experimente gezeigt, die mit Trog B durchgefiihrt wurden. Analog
zum vorherigen Kapitel wird zunachst der pH-Verlauf wahrend der Mineralisation gezeigt.

In Abbildung 26 ist der pH-Wert Verlauf fiir Calciumkonzentrationen von 2 und 20 mM
Uber eine Mineralisationszeit von 6 h gezeigt. Der Ausgangs-pH-Wert bei einer

Calciumkonzentration von 2 mM betragt 6,1. Nach Zugabe der Phosphatkomponente (pH
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8,00) steigt dieser innerhalb der ersten 15 min auf 7,4 an und verharrt dort fiir die ndchsten
30 min. AnschlieRend sinkt der pH-Wert fir die folgenden 65 min leicht auf einen pH-Wert
von 7,3. Danach fallt der pH-Wert sehr stark, bis schlieRlich 150 min nach der Phosphatzugabe
ein pH-Wert von 7 erreicht ist. Fir die restliche Mineralisationszeit ist ein langsames Abfallen
auf einen pH-Wert von 6,7 zu sehen.

Der pH-Verlauf fiir die Calciumkonzentration von 20 mM unterscheidet sich deutlich
vom Verlauf bei 2 mM. Der Ausgangs-pH-Wert vor der Zugabe der Phosphatldsung liegt bei
5,6. Nach der Zugabe steigt der pH-Wert auf 6,3 an. Nach ca. 2 min fallt der pH-Wert wieder,
bis nach 32 min ein Minimum bei einem pH-Wert von 5,5 beobachtet wird. Anschliefend
steigt der pH-Wert wieder leicht an, pegelt sich nach 2 h bei einem pH-Wert von 5,8 ein und

sinkt bis zum Ende des Experiments auf 5,8.
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Abbildung 26: pH-Verlauf wdhrend der Mineralisation von CP bei verschiedenen
Calciumkonzentrationen (2 und 20 mM Calciumnitratlésung) iiber 6 h. Der Zeitpunkt ,,0“ kennzeichnet
die Zugabe der Phosphatkomponente und den Start der Mineralisation. Die pH-Wert Aufnahme beginnt
ca. 10 min vor dem Mineralisationsstart. Es ist nur jeder 16. Datenpunkt dargestellt.

Die Mineralisation von CP wurde anschlieRend fiir Calciumkonzentrationen von 2 und
20 mM Uber einen Zeitraum von 3, 4 und 5 h untersucht. Nach dieser Zeit isolierte Proben
wurden mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) analysiert (Abbildung 27). Bei

einer Calciumkonzentration von 2 mM zeigen die TEM Bilder nach 3 h Mineralisationszeit zwei
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verschiedene Morphologien der Fallungsprodukte. Diese bestehen hauptsachlich aus groflen
aggregierten Strukturen (ca. 650 x 250 nm), aber auch aus langen dinnen Nadeln
(Durchmesser 5-10 nm). Die Nadeln sind nach einer Mineralisationszeit von 4 und 5 h nicht
mehr zu beobachten. Die nun vorherrschende Morphologie erinnert an diinne, gefaltete
Schichten (ca. 1400 x 800 nm), die augenscheinlich aus individuellen Platten zusammengesetzt
sind. Nach einer Mineralisationszeit von 5 h existieren mehr Aggregate als nach 4 h, vermutlich
hervorgerufen durch die langere Mineralisationszeit.

Die Proben, die bei einer Calciumkonzentration von 20 mM mineralisiert wurden,
unterscheiden sich deutlich von den Proben, die bei einer Calciumkonzentration von 2 mM
mineralisiert wurden. Nach einer Mineralisationszeit von 3 h sind nur noch Nadeln vorhanden.
Nach 4 h kénnen wattebauschartige, aggregierte Strukturen (500-800 nm) und nach 5 h groRe

Aggregate (> 1000 nm) sowie kleine Partikel (10-60 nm) beobachtet werden.

3h 4 h

2mM

20mM [

Abbildung 27: TEM Aufnahmen der mineralisierten Filme nach 3, 4 und 5 h bei Calciumkonzentrationen
von 2 und 20 mM. Das TEM Bild der Probe, die bei 2 mM iiber 4 h mineralisiert wurde, wurde mit einer
anderen Vergréfierung aufgenommen.

Fir Analysen mittels Rontgenphotoelektronenspektroskopie  (XPS)  und
Rasterkraftmikroskopie (AFM) wurden die mineralisierten Filme auf hydrophobierte

Siliciumwafer Ubertragen. Zwei reprasentative AFM Bilder und die dazugehorigen
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Hohenprofile von Proben mineralisiert bei 2 mM {ber 4 und 5 h sind in Abbildung 28
dargestellt. Die Objekte sehen aus wie gefaltete diinne Schichten, die aufeinanderliegen und
stimmen demnach mit den Beobachtungen aus AFM uberein.

Die Objekte nach 4 h Mineralisationszeit sind durchschnittlich 1,69 + 0,56 um groR.
Nach 5 h sind diese mit 2,49 + 0,83 um ein wenig groRer. Die Filme mineralisiert Gber 5 h
zeigen eine leicht hohere Oberflachenrauhigkeit (rms Rauhigkeit ca. 125 nm) verglichen mit

den Filmen mineralisiert Gber 4 h (rms Rauhigkeit ca. 97 nm).
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Abbildung 28: AFM Bilder und Héhenprofile von Proben synthetisiert  bei
Calciumkonzentrationen von 2 mM fiir (a) 4 h und (b) 5h. Die gelbe Linie reprdsentiert den
Bereich, in dem das Héhenprofil erstellt wurde.

In Abbildung 29 sind die XP Spektren exemplarisch fiir einen bei 20 mM (iber 5 h
mineralisierten Film dargestellt. Die Mineralisation von CP findet lediglich unterhalb einer
Amphiphilmonolage statt. Da diese Monolagen nur wenige Nanometer dick sind, ist die
Analyse der gebildeten Minerale relativ schwierig. Um ein Uberlagern des P 2p Signals mit
dem Si Plasmon zu vermeiden (wie beispielsweise in einer vorherigen Studie®*), werden

SiO,/Si-Wafer mit einer SiO2-Schichtdicke von 30 nm verwendet. Die
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Oberflachenzusammensetzung des mineralisierten Films wird durch die Analyse der Elemente
mittels Al Koo Anregungs-XPS bestimmt. Es werden Photoelektronenpeaks des Sauerstoffs
(28,9 Atom-%), Stickstoffs (2,6 Atom-%), Calciums (2,1 Atom-%), Kohlenstoffs (55,0 Atom-%),
Phosphors (4,5 Atom-%) und Siliciums (7,0 Atom-%) nachgewiesen. Das Ca/P Verhaltnis
betragt 0,5. In der C 1s Region konnten drei Komponenten bei 285,0 eV (C-C, C-H), 287,1 eV
(C=0) und bei 289,0 eV (COOH) beobachtet werden, die dem Amphiphil zugeordnet werden
kdnnen.

Die XPS Daten bestatigen die Bildung von CP an der Wasser/Luft-Grenzflache, da
sowohl Calcium- als auch Phosphor-Signale in den Spektren zu finden sind. Die
Bindungsenergien flir Ca 2p1,2 bei 347,5 eV, Ca 2py3 bei 350,9 eV und die dazugehorigen
P 2p12 bei 133,6 eV und P 2ps; bei 134,5 eV sind konsistent mit den Daten fiir

Calciumphosphatverbindungen aus der Literatur.[®
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Abbildung 29: (a) Ca 2p und (b) P 2p XP Spektren fiir Filme mineralisiert bei einer Calciumkonzentration
von 20 mM iiber 5 h.

Tabelle 5: XPS Elementzusammensetzung eines mineralisierten Films auf einer Siliciumoberfliche
erhalten mittels eines XPS Ubersichtsscans.

Elementzusammensetzung* [Atom-%]

0 N Ca C P Si
A-CHOL_20mM_5h 28,9 2,6 2,1 55,0 4,5 7,0

*Al Koo (1486,6 eV) Anregung, Quantifizierung beruht auf der Annahme einer
homogenen Verteilung aller Bestandteile innerhalb des analysierten Probenvolumens,

Beobachtungsfenster (Field of View (FoV): 300 x 700 um?), Eindringtiefe: ca. 10 nm.



80

Um einen zeitlichen Uberblick Giber den Verlauf der CP Mineralisation zu erhalten,
wurden wiederum IRRAS Messungen durchgefiihrt. Abbildung 30a zeigt IRRAS Spektren bei
einer Calciumkonzentration von 20 mM in einem Intervall von 24 min. Diese Spektren wurden
bei s-polarisiertem Licht aufgenommen. Die Spektren bei p-polarisiertem Licht zeigen den
gleichen Verlauf, jedoch mit einem schlechteren Signal-Rauschverhiltnis.

Anhand der Spektren wird ersichtlich, dass wahrend der Mineralisation die
Intensititen der Banden fir die O-H Streckschwingung (ca. 3500 cm™), die O-H
Deformationsschwingung (1600 cm), die P-O (1018 cm™) und die P=0O (1080 cm)
Streckschwingung signifikant ansteigen.[*2° In Abbildung 30b ist das Ansteigen der Bande bei
einer Wellenzahl von 1018 cm fiir die P-O Streckschwingung gegen die Zeit dargestellt.
Innerhalb der ersten Stunde steigt die Amplitude der Bande der P-O Streckschwingung nur
leicht an. Die ndachsten 60 min hingegen, findet zunachst ein starker Anstieg statt, der gefolgt
ist von einem langsamen Anstieg zwischen 136 und 256 min. Die Intensitat erreicht nach 268
min schlieBlich sein Maximum und bleibt fiir die restliche Messzeit unverandert. Die
Auswertung der Banden bei 1080, 1600 und 3500 cm™ liefern das gleiche Ergebnis, weisen
jedoch ein schlechteres Signal-Rauschverhaltnis auf.

IRRAS Messungen bei einer Calciumkonzentration von 2 mM zeigen wiederum ein
Ansteigen der O-H, P-O und P=0 Bandenintensitaten mit fortlaufender Mineralisation. Das
Signal-Rauschverhaltnis bei diesen Messungen ist sehr gering, sodass eine Quantifizierung
nicht moglich ist. Die Ursache dafiir liegt hochstwahrscheinlich in der geringen
Materialmenge, die bei niedrigen Konzentrationen gebildet wird. Deshalb erfolgen die
nachfolgenden Analysen nur fir Filme, die bei einer Calciumkonzentration von 20 mM

mineralisiert wurden.
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Abbildung 30: IRRAS Messungen mit s-polarisiertem Licht wdhrend der Mineralisation von CP bei einer
Calciumkonzentration von 20 mM (iber 5 h. (a) IRRAS Spektren gegen die Reaktionszeit, (b) Amplitude
der P-O Bande bei 1018 cm™ gegen die Reaktionszeit.
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Um die Unterschiede in den Morphologien und Kristallphasen zu verifizieren, wurden
Proben nach 1, 3 und 5 h isoliert und mittels Rastertransmissionselektronenmikroskopie
(STEM), energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDXS), Elektronenbeugung (SAED),
hochauflésender Transmissionselektronenmikroskopie (HRTEM) und
Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS) analysiert.

Die STEM Bilder in Abbildung 31 verdeutlichen die Morphologieveranderung wahrend
der Mineralisation. Nach 1 h kénnen hauptsachlich Nadeln, aber auch kleine Partikel und
groRere Aggregate beobachtet werden. Nach 3 h sind neben den Nadeln und Partikeln auch
grofRe Plattchen und diinne, gefaltete Schichten zu sehen. Diese Schichten bilden nach einer
Mineralisationszeit von 5 h die dominierende Morphologie. Die Schichten entstehen
augenscheinlich durch die Aggregation kleinerer Kompartimente wie Plattchen oder Nadeln.
Um den Unterschied in der Kristallstruktur und der (chemischen) Zusammensetzung zu
ermitteln, wurden zusatzlich SAED (Abbildung 32), HRTEM (Abbildung 33) und EDXS
(Abbildung 34) Messungen durchgefiihrt. Die GroRe der Objekte beobachtet mittels SAED und

HRTEM stimmen gut mit den Beobachtungen aus den TEM Messungen lberein.
1h 3h

Abbildung 31: STEM Bilder der mineralisierten Monolage bei einer Calciumkonzentration von 20 mM
fiir 1, 3 und 5 h. Obere Reihe: Bilder bei kleinen Vergréfierungen (28000x), untere Reihe: Bilder bei
gréferen Vergréfserungen (80000x). Die farbigen Quadrate kennzeichnen die Bereiche fiir die
nachfolgenden SAED Bilder (Abbildung 32).
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Abbildung 32 zeigt einen Uberblick tber die Elektronenbeugungsbilder fiir
Mineralisationszeiten von 1, 3 und 5 h. Die Proben, die nach 1 h isoliert wurden, zeigen
Elektronenbeugungsbilder mit schwachen Reflexen. Das spricht fir eine Mineralphase mit
geringer Kristallinitat, die schwer eindeutig zu identifizieren ist. Hier muss beachtet werden,
dass nach 1 h verschiedene Morphologien, wie beispielsweise kleine Partikel, Nadeln und
grolRe Aggregate auftreten. Die Elektronenbeugungsbilder fiir die Nadeln zeigen die starksten
Reflexe bei Netzebenenabstinden (d-Abstianden) von ungefihr 2,90; 2,67 und 2,05 A, die am
besten mit Octacalciumphosphat (OCP, ICSD 27050) (bereinstimmen. Die
Elektronenbeugungsbilder fir die groReren Aggregate zeigen signifikant andere
Gitterabstande. Die starksten Reflexe liegen bei d-Abstanden von ca. 3,0 und 2,65 A, die am
ehesten zu Brushit (DCPD, ICDD 00-009-0077) passen. Eine eindeutige Zuordnung ist aufgrund
der geringen Beugungsintensititen und des Potentialeffektes, hervorgerufen durch die
Vorzugsorientierung, nicht einwandfrei moglich.

Verglichen mit Proben isoliert nach 1 h zeigen die Proben nach 3 h starkere Reflexe im
SAED. Die Reflexe der einzelnen grofRen Platten kdnnen gut als OCP identifiziert werden
(Abbildung 32). Die isolierten Platten sind oftmals in [110] Orientierung dargestellt. Dabei
handelt es sich aulerdem um die Zonenachse, die durch niedrig dosierte hochauflésende
Transmissionselektronenmikroskopie (HRTEM) nachgewiesen werden konnte und die der
kurzen Dimension der Platten entspricht (Abbildung 33). Zusatzlich konnten (iber niedrig
dosierte HRTEM Kristalle als Hydroxyapatit (HAP, ICDD 00-001-1008) identifiziert werden
(beispielweise in Abbildung 33; in [-110] Orientierung).

Die Elektronenbeugungsbilder fiir OCP in [110] Orientierung und fir HAP in [-110]
Orientierung sind dhnlich. Die Beugungspunkte fir OCP haben einen Abstand von 1,05 nmtin
(1-10) Richtung, wohingegen HAP in entsprechender Richtung einen Abstand von 2,13 nm™
aufweist. Eine Mischung aus OCP und HAP passt auch gut zu dem Elektronenbeugungsbild in
Abbildung 32c mit den beobachteten starken Reflexen mit d-Abstanden von 5,51; 3,41; 2,81;
2,75;1,94; 1,83 und 1,70 A.

Nach 5 h Mineralisationszeit sind lediglich diinne, gefaltete Schichten zu beobachten.
Die Elektronenbeugungsbilder dieser Schichten zeigen ein dhnliches Beugungsmuster wie die
Proben, die (iber 3 h mineralisiert wurden und einem Gemisch aus OCP und HAP zugeordnet

wurden. Niedrig dosierte HRTEM Bilder von Platten, die sehr haufig vertikal auf dem
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Tragerfilm stehen, zeigen 2-5 Gitternetzlinien mit d-Abstdnden von 1,7-1,8 nm. Diese
Beobachtungen sind analog zu Kapitel 3 und die Abstande kénnen der {100} Gitterebene in
OCP zugeordnet werden (Abbildung 33). Ein paar groRe, isolierte und horizontale Platten und
Nadeln kénnen als OCP in [110] Orientierung mit (1-10) Gitternetzlinien parallel zu der

Hauptkante des Kristalls identifiziert werden.
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OCP HAP {# OCP [11 0]

OCP HAP

Abbildung 32: SAED Bilder von Filmen mineralisiert bei einer Calciumkonzentration von 20 mM fiir 1,
3 und 5 h. Die Beugungsbilder wurden fiir solche Regionen aufgenommen, die in den STEM Bildern mit
einem farbigen Quadrat gekennzeichnet sind (Abbildung 31).
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Abbildung 33: HRTEM Bilder (a, c) und dazugehérige Fouriertransformations- (FT) Bilder (b, d) von
Filmen mineralisiert bei einer Calciumkonzentration von 20 mM iiber 5 h. Die violetten Quadrate
kennzeichnen den Bereich, in dem die FT durchgefiihrt wurde. Hellfeld TEM Bilder (e) und FT Bilder (f)
fiir horizontale OCP Platten. Hellfeld TEM Bilder (g), vergréfSerte Ansicht und FT (h) fiir senkrecht
stehende OCP Platten.
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Mittels EDXS Messungen konnte das Ca/P Verhdltnis fiur die verschiedenen
Mineralisationszeiten bestimmt werden (Abbildung 34). Das Ca/P Verhaltnis nach 1 h liegt bei
2,35 + 0,23. Das bedeutet, dass deutlich mehr Calcium in den Kristall eingebaut wurde als
Phosphat. Nach 3 h Mineralisationszeit sank der Calciumwert und somit das Ca/P Verhaltnis
auf 1,41 £ 0,31 und liegt nach 5 h bei 1,58 + 0,19. Die nach einer Mineralisationszeit von 3 und

5 h ermittelten Ca/P Verhaltnisse sind innerhalb der Fehlergrenzen identisch.

2,6 -
2,41 -

2,2 ]
ACP

2,0 i

1,84 i
164 | ~HAP

1,4 4
----------------------------------------------------- --OCP
1,2 |

Ca/P Verhiltnis

e —--DCPD
018 1 T I I I

Zeit [h]

Abbildung 34: Durchschnittliche Ca/P Verhdltnisse mit Standardabweichungen fiir mehrere EDXS
Messungen von Proben isoliert nach 1 h (7 Messungen), 3 h (8 Messungen) und 5 h (11 Messungen).
Die farbigen Linien und die schattierte Flidche reprdsentieren die Ca/P Verhdltnisse aus der Literatur
fiir HAP, OCP, DCPD und ACP.1*%]

Zusatzlich durchgefiihrte Energieverlustspektroskopie (EELS) Messungen bestatigten
die Anwesenheit von Calcium und Sauerstoff, konnten aber aufgrund des schwachen Signal-

zu-Rausch-Verhaltnisses keine weiteren Einblicke gewdhren (Daten nicht gezeigt).

4.2 Diskussion

4.2.1 Temperatureinfluss auf das Phasenverhalten

Bis heute existieren nur wenige Studien tGber Langmuirmonolagen von dendritischen
Amphiphilen mit mehreren Carboxylgruppen als hydrophile Kopfgruppe. Zwei Studien
beschreiben Amphiphile mit mehreren Alkylketten als hydrophoben Block und entweder ein
Newkome Dendron (drei Carbonsiuren)i’® oder ein Diethylentriaminpentaessigsiure-

verzweigtes Dendron (vier Carbonsduren)®l als hydrophile Kopfgruppe. Eine weitere Studie



87

befasste sich mit einem symmetrischen dendritischen Amphiphil mit einem hydrophoben
Calixaren Kern und zwei hydrophilen Newkome Kopfgruppen.>!

Die Untersuchung des Phasenerhaltens des Amphiphils bei verschiedenen
Subphasentemperaturen zeigt die Bildung eines stabilen monomolekularen Films an der
Wasser/Luft-Grenzflache (Abbildung 21). Bei Temperaturen tUber 19 °C zeigt das Amphiphil
lediglich einen Phasenlibergang vom 2D gasanalogen Zustand in den flissiganalogen Zustand.
Dieser Phasenlibergang verschiebt sich mit steigender Temperatur zu kleineren Flachen. Das
Amphiphil kann also bei tiefen Temperaturen weiter komprimiert werden als bei hohen
Temperaturen. Die fllissiganaloge Phase ist durch ihre hohe Kompressibilitdt gekennzeichnet.
Ob es sich bei der flissiganalogen Phase um eine expandierte oder kondensierte Phase
handelt, konnte nicht geklart werden.

Bei Temperaturen unter 20 °C findet eine zusatzliche Phasenumwandlung statt, die
durch einen Ein- oder Zweistufenprozess gekennzeichnet ist. Die Kompressibilitdt dieser
mittleren Phase ist relativ gering, wie es normalerweise fiir kondensierte Phasen beobachtet
wird. Eine Phasenumwandlung in der Reihenfolge gas-kondensiert-fllissig st
unwahrscheinlich. Eine solche Phasenumwandlung wiirde bedeuten, dass das System von
einer ungeordneten in eine hoch geordnete und dann in eine weniger geordnete
Konformation wechselt.

Dies ausgebildeten Plateaus kénnten durch die Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Amid- und Carboxylgruppen oder zwischen den
protonierten und deprotonierten Carboxylgruppen innerhalb des hydrophilen Blocks
hervorgerufen werden. Grobe Abschitzungen mittels Marvin Sketch(*62! (Abbildung 35) zeigen
in der Tat, dass bei pH 5 (ungefahrer pH-Wert der Subphase) ca. 25% des Amphiphils eine
protonierte und zwei deprotonierte Carboxylatgruppen enthalten. Bei den restlichen 75% sind
alle drei Carboxylatgruppen deprotoniert. Diese Beobachtungen stimmen mit einer Studie
Uberein, bei der dhnliche dendritische Newkome-Type Carbonsauren verwendet wurden und
ein pKs von ungefiahr 4 bestimmt wurde.!'®3 Das Stickstoffatom des Amids ist unter den
verwendeten experimentellen Gegebenheiten nie deprotoniert und tragt immer ein Proton.
Die Kalkulationen dienen nur als ungefahrer Ansatzpunkt, da wie bereits in Kapitel 3.2.2

beschrieben der pH-Wert an der Grenzflache um einiges tiefer ist als in der Subphase.
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Abbildung 35: Verteilung der Mikrospezies des Amphiphils bei pH-Werten zwischen 0 und 14.116%

Die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen kdnnte zu einer relativ dichten
Anordnung benachbarter Molekiile fihren, sodass diese weniger Platz beanspruchen und eine
schlechtere Kompressibilitdit der Monolage vorliegt. Das ist insbesondere bei tieferen
Temperaturen der Fall. Bei hoheren Temperaturen ist die Beweglichkeit der Molekile
aufgrund der héheren Energie grofSer, wodurch die Wasserstoffbriickenbindungen vermutlich
zum Teil gelockert beziehungsweise gebrochen werden. Demnach ist eine groRere Flache zur
Anordnung der Molekile an der Grenzflache notwendig. Das fihrt auch zu einer Erhohung des
flissigahnlichen Verhaltens der Molekiile an der Oberflache. Die Anwesenheit eines Quasi-
Plateaus bei tiefen Temperaturen, hervorgerufen durch die Bildung von

Wasserstoffbriickenbindungen, wurde bereits zuvor beschrieben.[148:164]

4.2.2 Einfluss des pH-Wertes auf das Phasenverhalten

Der pH-Wert der Subphase scheint das Phasenverhalten des Amphiphils weniger stark
zu beeinflussen als die Temperatur der Subphase. Die Isothermen zeigen bei pH-Werten
zwischen 5 und 8 und auf einer reinen Wassersubphase bei 20 °C das gleiche Phasenverhalten
(Abbildung 21 und 22). Die Ladung des Amphiphils hat also in diesem pH-Wert Bereich keinen

Einfluss auf die Eigenschaften der Monolage. Den Kalkulationen mit Marvin Sketch (Abbildung
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35) zu Folge misste bei pH 8, 9 und 10 der Protonierungsgrad des Amphiphils identisch sein.
Anhand der aufgenommen Isothermen lasst sich feststellen, dass bei pH-Werten lber 8 die
Losung der Amphiphilmolekiile in der Subphase erfolgt. Es handelt sich bei diesen
Abschatzungen um einen vereinfachten Ansatz. Der eigentliche pH-Wert der Suphase speziell
in der Nahe der Grenzfliche kann nur schwer ermittelt werden. Ausgehend von den
experimentellen Ergebnissen und Beobachtungen aus der Literatur(®® ist es wahrscheinlich,
dass das Amphiphil bei hoheren pH-Werten weniger protoniert ist. Die zunehmende
Deprotonierung der hydrophilen Kopfgruppe zwischen pH-Werten von 8 und 9 fihrt zu einer
besseren Wasserloslichkeit des Amphiphils.

Wie bereits zuvor beschrieben, ist der pH-Wert an der Grenzflache deutlich niedriger
als in der Subphase. Vermutlich Gberwiegt bei pH-Werten zwischen 5 und 8 die neutrale
Spezies gegenliber der deprotonierten Spezies und demnach kann kein Unterschied im
Phasenverhalten beobachtet werden. Dieses Phanomen wurde bereits ausfiihrlich in Kapitel
3.2.2 erlautert. Bei pH-Werten Uiber 8 (iberwiegt hingegen die deprotonierte Spezies, wodurch
sich das Amphiphil aufgrund der zunehmenden AbstoBung der Carboxylatgruppen in der
Subphase 16st. Bei einem pH-Wert von 9 sind offenbar nicht alle Carboxylgruppen
deprotoniert, sodass die verbleibenden Amphiphilmolekiile an der Oberflache in der Lage sind
einen monomolekularen Film zu bilden. Diese Isotherme ist jedoch zu kleineren Flachen
verschoben, da ungefihr 50 % der Amphiphilmolekiile (A;=19 A2 bei pH-Wert 9 und A¢=34 A2
bei pH-Wert 5, 6, 7 und 8) gel6st sind. Bei pH 10 ist hingegen der groRte Teil der
Amphiphilmolekiile in der Subphase geloést und demnach kann keine Isotherme mehr
bestimmt werden. Das beweist eine zunehmende Wasserloslichkeit ab einen pH-Wert von 9,
die zu einer Verschiebung der Isothermen zu kleineren Flachen und zur kompletten

Wasserloslichkeit bei pH-Wert 10 fihrt (Abbildung 22).

4.2.3 Einfluss der Calciumkonzentration auf das Phasenverhalten

Die nt-A Isothermen des Amphiphils bei Calciumkonzentrationen von 2 und 20 mM
zeigen den gleichen Kurvenverlauf. Wird die Calciumkonzentration auf 200 mM erhdht, ist der
Filmkollaps um etwa 20 mN/m zu kleineren Oberflachendriicken verschoben. Weiterhin ist In
Anwesenheit von Calcium die Isotherme verglichen mit der reinen Wassersubphase zu

minimal kleineren Flachen verschoben. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass zweiwertige
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Metallionen, wie beispielsweise Ca?*-lonen, die Fahigkeit haben, Amphiphilmonolagen
aufgrund ihrer Wechselwirkungen mit zwei Carboxylatgruppen zu stabilisieren.[166.167] |n
unserem Fall kann diese Art von Stabilisierung nicht beobachtet werden.

Akpo et al.['®% yntersuchten das Phasenverhalten verschiedener mono- und
bidendritischer Amphiphile. Sie verwendeten eine 0,1 mM Calciumchlorid Subphase und
beobachteten flr einige Amphiphile sowohl ein Ansteigen als auch ein Abfallen des
Kollapsdrucks, verglichen mit den Isothermen aufgenommen auf reinem Wasser. Andere
Amphiphile kollabierten bei dem gleichen Druck, unabhdngig davon, ob es sich bei der
Subphase um 0,1 mM Calciumchloridldsung oder reines Wasser handelte. Die Ursache dafir
sahen die Autoren in den strukturellen Unterschieden des hydrophilen und hydrophoben
Blocks sowie der Spacereinheit ihrer Amphiphile. 160

Die in dieser Studie verwendete Calciumkonzentration ist um einiges hoher. Fir relativ
kleine Calciumkonzentrationen von 2 und 20 mM kann kein Einfluss auf das Phasenverhalten
beobachtet werden. Bei hoheren Calciumkonzentrationen von 200 mM findet der Filmkollaps
deutlich friher statt. Das spricht flir eine Destabilisierung des Filmes.

Diese Destabilisierung kann erklart werden, wenn man annimmt das der
Deprotonierungsgrad der Carboxylgruppen mit steigender Calciumkonzentration zu nimmt
(siehe Kapitel 3.2.3 fiir detaillierte Erklarungen). Das A-CHOL weist in Anwesenheit der Ca?*-
lonen drei deprotonierte Carboxylgruppen pro hydrophile Kopfgruppe auf. Die
deprotonierten Carboxylgruppen kénnen mittels Komplexbildung mit den Ca?*-lonen
verbricken. Diese Verbriickung wird aber wahrscheinlich hauptsachlich innerhalb der
deprotonierten Carboxylgruppen einer hydrophilen Kopfgruppe auftreten und nur vereinzelt
zwischen benachbarten hydrophilen Kopfgruppen. Die minimale Verbriickung benachbarter
hydrophiler Kopfgruppen erklart die Verschiebung der Isothermen zu kleineren Flachen auf
der Calciumsubphase verglichen zur reinen Wassersubphase. In Abwesenheit der Ca?*-lonen
Uberwiegt auf der reinen Wassersubphase die Spezies mit protonierten Carboxylgruppen.
Aufgrund der fehlenden elektrostatischen AbstoRRungskrdafte kann der Film leichter
komprimiert werden, kollabiert erst bei héheren Oberflachendriicken und ist somit stabiler.
Mit steigender Calciumkonzentration nimmt zwar neben dem Deprotonierungsgrad der
Carboxylgruppen auch die Verbriickung zu, jedoch scheinen die zunehmenden
elektrostatischen AbstoBungskrafte zu liberwiegen. Diese zunehmenden elektrostatischen

AbstofRungskrafte fihren zur zunehmenden Instabilitdt und zum frilheren Filmkollaps.
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4.2.4 Untersuchung der Filmstabilitit

Bei hohen Temperaturen weisen die Kompressions-/Expansionskurven des A-CHOL
keine Hysteresen auf und sind demnach ein Indiz fiir sehr stabile und flexible Filme (Abbildung
25). Die bei tiefen Temperaturen beobachteten Hysteresen kdnnen durch die langsame
Neuanordnung des Wasserstoffbriickennetzwerkes zwischen den einzelnen Molekilen
hervorgerufen werden. Das Losen einiger Amphiphilmolekiile in der Subphase oder die
partielle Bildung irreversibler Mulitlagen kann ausgeschlossen werden. Die Bildung von
Multilagen kann durch die Reorganisation der Wasserstoffbriickenbindungen stattfinden,
ohne dabei einzelne Molekiile aus der Anordnung zu entfernen. Demnach sollte dieser Prozess
weniger Energie verbrauchen als das Losen eines schwer wasserloslichen Molekils.
Monolagen tendieren zur Multilagenbildung, sobald die Carboxylatgruppen protoniert sind.!>*
Obwohl diese Studie sich auf den Effekt des pH-Wertes und nicht der Temperatur fokussiert,
ist der Ansatz konzeptuell der Gleiche. Die Anderung des pH-Wertes verindert die Anzahl der
Wasserstoffbrickenbindungen, wodurch diese nicht mehr zur Stabilisierung der Monolage
beitragen konnen. Das Losen einiger Amphiphilmolekile in der Subphase infolge
aufeinanderfolgender Kompressions/Expansionszyklen ist nicht untypisch.[#454122,147]
Dennoch zeigen die Daten, dass der Film sehr stabil ist.

Die starke Temperaturabhdngigkeit des Phasenverhaltens eines dendritischen
Amphiphils wurde bereits von Bertin et al. gezeigt.['®! Sie untersuchten die Bildung von
Langmuirfilmen verschiedener Diethylentriaminpentaessigsaure-verzweigter Dendrons und
beobachteten die Bildung von Quasi-Plateaus bei hohen Temperaturen und nicht wie in dieser
Studie bei tiefen Temperaturen. Die von Bertin et al. verwendeten Dendrons zeigten
verglichen mit dem hier verwendeten Dendron eine deutlich starkere
Temperaturabhangigkeit. Mit steigender Temperatur sank der Kollapsdruck drastisch von ca.
50 mN/m bei 22 °C auf ungefihr 34 mN/m bei 32 °C. Beim A-CHOL liegt der Kollapsdruck fir
alle Temperaturen annahernd in der gleichen Region. Die Autoren untersuchten aullerdem
die Filmstabilitit mittels Kompressions-/Expansionskurven. In Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen zeigten die Kurven ohne Plateau fast keine Hysterese und die Kurven mit Plateaus
analog zu unserer Studie nur ein Plateau in den Kompressionskurven und nicht in den

Expansionskurven.[161]
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Die Kompressions-/Expansionskurven bei pH 6 und bei einer Calciumkonzentration von
20 mM liegen fast perfekt (ibereinander und weisen so gut wie keine Hysterese auf. Das
bedeutet, dass der Film sich schnell reorganisieren kann. Die minimale Hysterese wird
wahrscheinlich durch den schnellen Wechsel von der Kompression in die Expansion
hervorgerufen. Bei einem pH-Wert von 8 hingegen ist eine deutliche Hysterese zwischen der
Kompressions- und Expansionskurve ersichtlich. Der Grund dafir liegt vermutlich darin, dass
mit zunehmenden pH-Wert auch die Deprotonierung der Carboxylgruppen und damit die
elektrostatische AbstoBung zunimmt. Weiterhin nimmt mit steigenden pH-Wert die
Wasserloslichkeit des Amphiphils zu. So 16sen sich bei pH 8 bei der Filmkompression einige
Amphiphilmolekile in der Subphase, wodurch die Expansionskurve zu kleineren Flachen
verschoben wird. Da bei pH 6 die Carboxylgruppen hauptsachlich in der protonierten Form
vorliegen, finden keine elektrostatische AbstoRung zwischen den hydrophilen Kopfgruppen
statt. Dadurch findet auch keine Lésung der Amphiphile in der Subphase statt und somit ist
auch keine Hysterese beobachtbar. Bei einer Calciumkonzentration von 20 mM liegen die
Carboxylgruppen ahnlich wie bei pH 8 in der deprotonierten Form vor, wobei die zusatzlich
auftretende Komplexierung mit den Ca?*-lonen fiir eine Stabilisierung des Films sorgt.

Aufgrund dessen ist in diesem Fall keine Hysterese zu beobachten.

4.2.5 Mineralisation von Calciumphosphat

In diesem Teil der Dissertation sollen die Effekte eines dendritischen Amphiphils mit
mehreren Carboxylgruppen in rdumlicher Ndahe (Schema 4) auf die Mineralisation von CP
untersucht werden. Weiterhin sollte der Einfluss durch Anderungen des experimentellen
Aufbaus (verschiedene Troge, Subphasenvolumen, Oberflachen und Geometrien, Schema 5)
auf die Mineralisation analysiert werden.

Ahnlich zu den Beobachtungen in Kapitel 3.2.5 erfolgt eine nicht lineare Anreicherung
der Phosphationen (iber mehrere Stufen unterhalb der Monolage (Abbildung 30). Die
verschiedenen Mophologien wurden mittels TEM (Abbildung 27 und Abbildung 33), AFM
(Abbildung 28) und STEM (Abbildung 31) untersucht. Nach einer Mineralisationszeit von 1 h
sind vorwiegend Nadeln und Plattchen, nach 3 h zuséatzlich zu diesen, groRere ,gefaltete
diinne Schichten” und nach 5 h nur noch letztere beobachtbar. Die gefalteten diinnen

Schichten scheinen die stabilste Morphologie unter den gegebenen Bedingungen zu sein.
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Diese Morphologien sind fiir ausgefédlltes CP unter biomimetischen Bedingungen
durchaus Ublich. Sowohl Nadeln!?226:28461 3|s quch Plattchen!®21581681691 ynd gefaltete
Schichten(?2854151152] \yyrden bereits des Ofteren beschrieben. Junginger et al. mineralisierten
CP unterhalb einer Monolage aus einem basischen Blockcopolymer. Sie fanden Netzwerke aus
Nadeln dhnlich zu unseren in Abbildung 27 und Abbildung 33.[4!

Ahnlich zu den von uns beobachteten diinnen gefalteten Schichten fanden Kollmann
et al. bei der Untersuchung von CP-Gelatine Nanokomposite die gleichen Agglomerate. Dabei
wurden die Agglomerate mit steigender Gelatine Konzentration groRer und wurden wie in
unserer Studie als Gemisch aus OCP und HAP identifiziert.!17%!

Eine Studie von Ofir et al. zeigt ebenfalls eine dhnliche Morphologie bei der
Untersuchung des Einflusses verschiedener Polyelektrolyte auf die Mineralisation von CP. Im
XRD fanden Sie die fiir HAP typischen Reflexe. Mittels Elektronenbeugung konnten sie jedoch
auch OCP Plittchen nachweisen. Ahnlich zu unseren Ergebnissen beobachteten sie eine
kristalline Phase bestehend aus HAP und OCP. Zusatzlich beschrieben sie die Abhangigkeit der
Zusammensetzung und Struktur des gebildeten Minerals von der Temperatur, dem pH, der
Konzentration der Reaktanten und von Verunreinigungen.[*51

Die Kristallographie der Niederschlage wurde in der vorliegenden Arbeit mittels SAED
(Abbildung 32) und HRTEM (Abbildung 33) beurteilt. In allen Fallen wurde eine amorphe Phase
gebildet, wobei moglicherweise auch DCPD in den Proben nach 1 h Mineralisationszeit vorlag.
Die Proben nach 3 und 5 h bestehen grofStenteils aus OCP und einer geringen Menge an HAP.
Die mittels EDXS bestimmten Ca/P Verhaltnisse stimmen mit diesen Phasenumwandlungen
Uberein (Abbildung 34).

Die Ergebnisse zeigen, dass es sich bei der Mineralisation von CP um einen
mehrstufigen Prozess handelt. Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben, geht dieses
meist von einer amorphen Vorlauferphase aus, die sich Giber DCPD zu OCP und schlieRlich zu
HAP umwandeln kann.[2%2871,153]

Ein Beispiel dafiir lieferten Zhang et al., die ebenfalls die Mineralisation von CP an der
Wasser/Luft-Grenzflache unterhalb einer negativ geladenen Monolage untersuchten. Sie
schlugen einen Reaktionsweg fiir die Mineralisation von CP vor, ausgehend von einer
amorphen Phase, welche sich zunichst (iber DCPD in HAP umwandelte.[*8] Dey et al.

prasentierten ein verfeinertes Mineralisationsmodell flr eine negativ geladene Monolage,
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welches wiederum mit einer amorphen Vorlduferphase startet und schlieflich in
carbonathaltigen HAP umgewandelt wird.[*”!

Das Amphiphil A-CHOL ist negativ geladen und sorgt aufgrund der elektrostatischen
Anziehung fir eine Anreicherung von Calciumionen unterhalb der Monoschicht. Diese sorgen
wiederum fir die elektrostatische Anziehung der Phosphationen, wodurch die Fallung von CP
initiiert wird. Flir das hier untersuchte Amphiphil wird ein mehrstufiger Kristallisationsprozess
von CP unterhalb der amphiphilen Monolage postuliert. Dieser geht von einer amorphen
Vorlauferphase aus, welche Gber DCPD in eine Mischung von OCP und HAP umgewandelt wird.
Solche mehrstufigen Prozesse (iber eine amorphe Vorlauferphase bis hin zur kristallinen Phase
sind fir CP und fiir Calciumcarbonat bekannt.[7:17:28:304815L171172] pjese Reaktionswege
stimmen auBerdem mit der Ostwaldregel tiberein.[16:42]

Diese Phasenumwandlungen spiegeln sich auch in den pH-Kurven wieder. Die
Mineralisation von CP bei einer Calciumkonzentration von 2 mM zeigt drei Stufen in der pH-
Kurve. Ein solches dreistufiges Verhalten beobachten auch Habraken et al.B% bei der
Aufnahme des pH-Wertes wahrend der Mineralisation von CP in einer Tris-gepufferten
Speichellésung. Mittels Cryo-TEM zeigten sie, dass diese Stufen eine Anderung der
Morphologie und damit eine Phasenumwandlung anzeigen. Vor der ersten Stufe beobachtete
sie vorwiegend Kugeln, zwischen der ersten und zweiten Stufe hauptsachlich Bander (ahnlich
zu unseren beobachteten Nadeln), und danach vorwiegend Plattchen.?% Die verwendeten
Calcium- und Phosphatkonzentrationen in ihrer Studie betrugen 5,88 beziehungsweise
4,13 mM und in unserer Studie 2 mM. Die verwendeten Konzentrationen sind dhnlich und wir
schlieflen daraus, dass zumindest bei niedrigen Konzentrationen mehrere komplexe Phasen-
und Morphologieumwandlungen stattfinden bevor das finale CP nach mehreren Stunden
gebildet wird.

Die pH-Kurven wahrend der Mineralisation von CP bei einer Calciumkonzentration von
20 mM unterscheiden sich deutlich (Abbildung 26). Das unterstiitzt die vorher gemachte
Aussage, dass niedrige und hohere Konzentrationsbereiche nicht einfach miteinander
verglichen werden kénnen. Aufgrund der hohen Ubersittigung der Subphase kommt es nach
Zugabe der Phosphatkomponente sofort zur Fallung von CP. Der leichte Anstieg nach einer
Reaktionszeit von 30 min wird vermutlich durch das Wiederauflésen einiger ACP Kristalle und
gleichzeitiger Erhéhung der Phosphationenkonzentration verursacht. Bei einer

Phosphationenkonzentration von 20 mM wird die Losung effizienter gepuffert als bei einer
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2 mM Phosphationenkonzentration. Die héhere Pufferkapazitdt der 20 mM Lésung sorgt
wahrscheinlich dafiir, dass die einzelnen Stufen der Phasenumwandlungen der einzelnen
Kristallphasen nicht gut aufgelost werden kénnen.

Vergleicht man diese pH-Kurve mit den Messergebnissen von Ferreira et al.l'73], die die
einzelnen Stufen bei der Mineralisation von DCPD untersuchten, zeigen sich dhnliche pH-
Verlaufe. Ferreira et al. verwendeten unter anderem eine 20 mM Calciumhydroxidlésung und
eine 20 mM Orthophosphorsaureldsung fiir die Fallung von DCPD. Dabei beobachteten sie
mehrere Zwischenstufen bei der Bildung von DCPD. Bei der Zugabe der Orthophosphorsaure
zur Calciumhydroxidldsung kommt es dhnlich wie in unserem Fall zum starken Anstieg des pH-
Wertes. Danach findet zunachst die Bildung und das Kristallwachstum von HAP statt, welches
durch den Abfall des pH-Wertes ersichtlich wird. Die Ursache fiir den pH-Abfall liegt in der
Freisetzung von Protonen bei dem Verbrauch der H;POas-lonen bei Bildung und dem
Wachstum von HAP. Daraufhin erfolgt die Fallung der ersten DCPD Kristalle und deren
Wachstum. In der Losung existieren dann HAP und DCPD nebeneinander. Im Laufe der
weiteren Reaktion erfolgt die Auflésung der HAP Kristalle und das Wachstum von DCPD, bis
schliefRlich DCPD als die stabilste Spezies vorliegt. Bei der Transformation vom HAP zum DCPD
wird ein Teil der Orthophosphorsaure verbraucht, wodurch der pH-Wert in diesem Bereich
ansteigt.[173]

Der pH-Verlauf ist vergleichbar mit unserer Studie. Die verwendeten Konzentrationen
sind dieselben, jedoch ist der pH-Wert bei Ferreira et al. deutlich unter unserem. Die
Ergebnisse der Elektronenbeugung und der EDXS Messungen sprechen zunachst fir die
Bildung einer thermodynamisch instabileren Phase. Diese Phase konnte ACP, DCPD oder OCP
sein. Die Bildung dieser ersten Spezies ist mit einem Abfall des pH-Wertes gekennzeichnet.
Gehen wir davon aus, dass es sich bei der ersten Spezies um OCP handelt, kénnte dieses durch
Hydrolyse in HAP umgewandelt werden. Diese Reaktion ist mit einem Anstieg des pH-Wertes
verbunden. Da die Anwesenheit des Amphiphils die Hydrolyse von OCP zu HAP hemmt,
verlauft diese Reaktion sehr langsam. Demnach finden wir sowohl nach 3 h als auch nach 5 h
ein Gemisch aus OCP und HAP vor. Aullerdem sinkt der pH-Wert bis zum Ende der
Mineralisation wieder leicht. Es konnte also durchaus sein, dass sich ein Teil der gebildeten
HAP Kristalle zu Gunsten der OCP Kristalle wieder aufl6st.

In Schema 6 ist ein Uberblick fiir die CP Mineralisation bei einer Calciumkonzentration

von 20 mM gezeigt. Es wird zum einen die Morpholgieveranderung von Partikeln und Nadeln
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nach 1 h zu Nadeln, Plattchen und diinnen gefalteten Schichten nach 3 h und schlief3lich zu

den diinnen gefalteten Schichten nach 5 h deutlich. Die Elektronenbeugung bestatigt, dass es

sich bei den verschiedenen Morphologien um unterschiedliche Kristallphasen handelt, wobei

eine genaue Zuordnung sich als schwierig gestaltete. Es konnte dennoch gezeigt werden, dass

nach 1 h eine Kristallphase mit geringer Kristallinitdt (DCPD, OCP oder ACP) gebildet wurde,

die dann im Laufe der Mineralisation zu OCP und ein wenig HAP umgewandelt wurde. Einen

Beweis dafiir konnte zusatzlich die HRTEM liefern, die zeigt, dass nach 5 h sowohl OCP als auch

HAP Kristalle isoliert voneinander vorliegen.

Amphiphil
Monolage

Morphologie

pH

ocp
(ACP)

Kristallphase HAP

Ca/P-Verhiltnis 2,35+0,23 1,41 +0,31

PO,% Anreicherung

Schema 6: Schematischer Uberblick iiber die Anderung der Bedingungen wie beispielsweise
Morphologie, pH-Verlauf, Kristallphase, Ca/P-Verhdltnis und der PO Anreicherung wdéhrend der

Mineralisation von CP bei einer Calciumkonzentration von 20 mM.
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5. Vergleich der beiden Amphiphile

In diesem Kapitel werden die Effekte der unterschiedlichen hydrophilen Kopfgruppen
der beiden Amphiphile auf das jeweilige Phasenverhalten und auf die Mineralisation von CP
diskutiert. Wie bereits zuvor erwahnt besitzen beide Amphiphile ein Cholesterylrest als
hydrophoben Block. Das CHOL-HEM besitzt als hydrophilen Block ein Hemisuccinat,
wohingegen das A-CHOL mit einem Newkome Dendron einen deutlich gréBeren hydrophilen

Block aufweist.

5.1 Unterschiede im Phasenverhalten

Die beiden wuntersuchten Amphiphile unterscheiden sich stark in ihrem
Phasenverhalten. So findet bei 20 und 30 °C fiir das A-CHOL ein Phaseniibergang von der
gasanalogen/fliissiganalogen Phase zur flissiganalogen Phase statt. Das CHOL-HEM hingegen
weist bei 10, 20 und 30°C zwei Phaseniliberginge auf. Ausgehend von einer
gasanalogen/gekippten flissig-kondensierte Phase zunachst in die gekippte und danach in die
aufrecht fllssig-kondensierte Phase.

Die Ursache fiir diese zusdtzliche Phasenumwandlung liegt in der GroRe der
hydrophilen Kopfgruppe begriindet. Das A-CHOL beinhaltet drei Carbonsauren und das
CHOL-HEM nur eine Carbonsaure pro hydrophile Kopfgruppe. Die hydrophile Kopfgruppe im
A-CHOL beansprucht damit deutlich mehr Platz. Zusatzlich ist die AbstoBung zwischen den
einzelnen Kopfgruppen im A-CHOL groRer als im CHOL-HEM. Die einzelnen Molekiile im
A-CHOL kénnen demnach nicht so weit komprimiert werden, dass es zu einer Aufrichtung des
hydrophoben Blocks kommt. Die groReren AbstoBungskrafte sorgen zusatzlich dafiir, dass
mehr Kraft aufgewendet werden muss, um den Film zu komprimieren. Demnach weist das
A-CHOL einen viel héheren Kollapsdruck als das CHOL-HEM auf.

Diese beiden Vermutungen werden durch eine Studie von Weidemann et al.[131]
unterstitzt. Sie untersuchten den Einfluss der GroRe der hydrophilen Kopfgruppe auf das
Phasenverhalten verschiedener Phospholipide wie Dipalmitoylphosphatidylethanolamin
(DPPE), Dipalmitoylphosphatidyl-N-monomethylethanolamin (DPP(Me)E), Dipalmitoyl-
phosphatidyl-N,N-dimethylethanolamin (DPP(Me3)E) und Dipalmitoylphosphatidylcholin

(DPPC).1131 per strukturelle Unterschied liegt darin, dass DPPE drei Wasserstoffatome am
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Stickstoff tragt. Bei DPP(Me)E sind ein, bei DPP(Mez)E zwei und beim DPPC drei
Wasserstoffatome durch Methylgruppen ausgetauscht. Die GroRe der hydrophilen
Kopfgruppe nimmt also in dieser Reihenfolge zu und hat einen direkten Einfluss auf die
Aufrichtung der Alkylketten des hydrophoben Blocks. Eine groRe Kopfgruppe behindert die
Aufrichtung des hydrophoben Blocks, wodurch dieser eine gekippte Orientierung beziiglich
der Wasseroberflache annimmt. Fir die grofen Kopfgruppen von DPPC und DPP(Me;)E
konnte keine vollstandige Aufrichtung der Alkylketten beobachtet werden. Fiir die beiden
kleineren Kopfgruppen von DPP(Me)E und DPPE wurde ersichtlich, dass die vollstandige
Aufrichtung der Alkylketten beim DPP(Me)E bei deutlich héheren Oberflachendriicken
erfolgte als beim DPPE. Das gleiche Verhalten spiegelte sich auch im Kollapsdruck wieder, der
mit grofRer werdender Kopfgruppe anstieg. Wahrenddessen bei DCCP kein Kollaps beobachtet
werden konnte, sank der Kollapsdruck in der Reihenfolge DPP(Me3)E > DPP(Me)E > DPPE.[*31

In einer vorherigen Studie untersuchten dieselben Autoren das Phasenverhalten von
Dimyristoylphosphatidylethanolamin (DMPE).['’4 DMPE und DPPE weisen die gleiche
hydrophile Kopfgruppe auf und unterscheiden sich lediglich in der Lange der Alkylketten des
hydrophoben Blocks. Die beiden hydrophoben Reste im DMPE sind jeweils um zwei CH»-
Ketten langer als beim DPPE. Es stellte sich heraus, dass die Kettenlange des hydrophoben
Blocks einen deutlich geringeren Einfluss, sowohl auf die Aufrichtung der Alkylketten, als auch
auf den Kollaps hat als die GréRe der hydrophilen Kopfgruppe.[131:174]

Aufgrund des groReren hydrophilen Blocks des A-CHOL kann im Gegensatz zum
CHOL-HEM kein Phaseniibergang von der gekippten in die aufrecht kondensierte Phase
erfolgen. Die Ursache fir das Auflosen einiger Amphiphilmolekile bei pH-Werten (iber 8 im
Fall des A-CHOL liegt vermutlich an der groBeren Anzahl deprotonierter Carboxylgruppen
innerhalb der hydrophilen Kopfgruppe. Diese sorgen fiir eine bessere Loslichkeit des
hydrophilen Blocks in der Subphase verglichen zum CHOL-HEM. Im Fall des A-CHOL kann der
hydrophobe Block den vielen deprotonierten Carboxylgruppen weniger gut entgegenwirken,
so dass dieser mit in die Subphase gezogen wird.

Ein weiterer groRer Unterschied ist im Phasenverhalten bei verschiedenen
Calciumkonzentrationen zu erkennen. Das CHOL-HEM zeigt anders als das A-CHOL eine
Zunahme in der Filmstabilitat mit steigender Calciumkonzentration. Zusatzlich verschieben
sich beim CHOL-HEM die Phasenumwandlungen mit steigender Calciumkonzentration zu

kleineren Flachen und kleineren Oberflachendriicken. Auch diese Unterschiede werden
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hochstwahrscheinlich durch die hydrophile Kopfgruppe bestimmt. Im A-CHOL sind pro
hydrophile Kopfgruppe dreimal so viele Carboxylgruppen vorhanden als im CHOL-HEM. Das
bedeutet, dass pro deprotonierte Carboxylgruppe im A-CHOL weniger Ca?*-lonen zur
Verfligung stehen als beim CHOL-HEM. Das scheint das Phasenverhalten des A-CHOLs nicht
deutlich zu verandern, da sich selbst bei einer Calciumkonzentration von 200 mM die
Isotherme nicht verschiebt, sondern lediglich der Film friiher kollabiert.

Dieser Zusammenhang lasst sich mit dem zunehmenden Deprotonierungsgrad der
Carboxylgruppen und der damit verbundenen Zunahme der elektrostatischen
AbstofRungskrafte mit steigender Calciumkonzentration erklaren. Das CHOL-HEM hat nur eine
deprotonierte Carboxylgruppe pro hydrophile Kopfgruppe, wobei diese untereinander Gber
die Ca?*-lonen verbriicken kénnen (Abbildung 36). Dadurch findet nicht nur eine Verschiebung
der Isothermen zu kleineren Flachen und die Erniedrigung des Oberflachendrucks bei der
Phasenumwandlung von der gekippten zur aufrecht fllssig-kondensierten Phase statt,
sondern auch eine Zunahme der Filmstabilitat.

Das A-CHOL weist hingegen in Anwesenheit der Ca?*-lonen drei deprotonierte
Carboxylgruppen pro hydrophile Kopfgruppe auf. Ahnlich wie beim CHOL-HEM kénnen die
deprotonierten Carboxylgruppen mit den Ca?*-lonen durch Komplexbildung verbriicken. Die
Verbriickung tritt moglicherweise vorwiegend zwischen den deprotonierten Carboxylgruppen
der gleichen hydrophilen Kopfgruppe auf und nur vereinzelt zwischen benachbarten
hydrophilen Kopfgruppen. Da zusatzlich bei hoheren Calciumkonzentrationen mehr
deprotonierte Carboxylgruppen vorliegen, nimmt die elektrostatische AbstoRung innerhalb
und zwischen den hydrophilen Blocken zu. Die mit steigender Calciumkonzentration
zunehmende Verbriickung wird also durch die zunehmende AbstoBung lGberkompensiert. In
diesem Fall kann keine Verschiebung der Isothermen zu kleineren Flachen wie beim
CHOL-HEM beobachtet werden.

Zudem fihrt die beim A-CHOL immer starker werdende elektrostatische AbstoRung
dazu, dass der Film destabilisiert wird und bei kleineren Oberflachendriicken kollabiert. Beim
CHOL-HEM wird der Film durch die hohere Verbriickung und die geringeren elektrostatischen
AbstofRRungskrafte stabilisiert. Der Filmkollaps findet also bei hoheren Oberflachendriicken

statt, da mehr Kraft aufgebracht werden muss, um die Verbriickung zu brechen.
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Ca?* éa'z+ éa'z+

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Verbriickung von benachbarten deprotonierten
Carboxylgruppen durch Ca*-lonen im Fall des Amphiphils CHOL-HEM und der damit verbundenen
Verschiebung der Isothermen zu kleineren Fléchen.

Das A-CHOL bildet stabilere Monolagen als das CHOL-HEM, da es im CHOL-HEM
vermutlich zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen kommt. Dadurch, dass beim
CHOL-HEM die hydrophilen Kopfgruppen deutlich naher zusammenricken kénnen, kann es
bei der Kompression wie bereits im Kapitel 3.2.4 beschrieben, zur Verbrickung durch
Wasserstoffbrickenbindungen kommen. Diese brauchen im Laufe der Expansion deutlich
mehr Zeit zum Brechen, wodurch eine Hysterese beobachtet werden kann. Beim A-CHOL
hingegen sind die einzelnen hydrophilen Kopfgruppen viel weiter voneinander entfernt,
sodass keine beziehungsweise nur wenige Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
einzelnen hydrophilen Kopfgruppen gebildet werden kdnnen. Natirlich kann im Fall des
CHOL-HEM die Losung einiger Amphiphilmolekiile in der Subphase oder die Bildung
sogenannten Multilagen mit zunehmenden Kompressions-/Expansionszyklus, nicht
ausgeschlossen werden. Die Bildung von Multilagen kénnte zum Beispiel auch durch die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen hervorgerufen werden. Beim A-CHOL
hingegen konnen diese beide Faktoren, aufgrund der nicht vorhandenen Hysteresen

ausgeschlossen werden.
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5.2 Unterschiede im Mineralisationsverhalten

Vergleicht man die pH-Kurven wahrend der Mineralisation von CP, so ist der
Kurvenverlauf bei Calciumkonzentrationen von 2 mM fiir beide Additive ahnlich. Der Anfangs-
pH-Wert ist bei beiden Amphiphilen gleich und steigt nach Zugabe der Phosphatlosung fiir
beide an. Dieser Anstieg unterscheidet sich fiir beide Amphiphile minimal, liegt jedoch
innerhalb des Fehlers. Die einzelnen Stufen wahrend der Mineralisation sind um 5-10 Minuten
verschoben. Da diese Werte im Bereich der Messungenauigkeiten liegen, kann der
Unterschied vernachldssigt werden.

Die pH-Kurven bei Calciumkonzentration von 20 mM unterscheiden sich in
Anwesenheit der Amphiphile deutlich starker voneinander. Der pH-Wert vor Beginn der
Mineralisation ist gleich und steigt nach Zugabe der Phosphatkomponente an. Fiir beide sinkt
der pH-Wert anschlieend. Beim CHOL-HEM sind in diesem Abfall anders als beim A-CHOL
zwei Stufen zu erkennen. Fir das A-CHOL ist anschlieRend ein Anstieg im pH-Wert zu
beobachten und beim CHOL-HEM ein minimaler Abfall.

Die Unterschiede in den pH-Kurven kénnen durch ein unterschiedliches
Mineralisationsverhalten erklart werden. Die zwei Stufen im pH-Abfall des CHOL-HEM
beruhen wahrscheinlich auf der Bildung einer thermodynamisch instabileren Kristallphase
(ACP), die sich dann in OCP umwandelt. Beim A-CHOL sehen wir im pH-Abfall keine Stufen,
jedoch konnte mittels SAED gezeigt werden, dass sich zunachst DCPD oder OCP bildet. Es
konnte durchaus sein, dass bereits zu Beginn OCP ausfallt, welches sich dann zum Teil in HAP
umwandelt. Mit dieser Hypothese ware zum einen das Fehlen mehrerer Stufen im pH-Verlauf
und zum anderen auch der anschlieBende pH-Anstieg erklarbar. Dieses Modell ist aktuell
jedoch reine Spekulation. Beim CHOL-HEM hingegen wird die thermodynamisch instabilere
Phase hochstwahrscheinlich zundchst zu OCP umgewandelt und durch das Amphiphil
stabilisiert. Da die Hydrolyse von OCP zu HAP unterdriickt wird, findet kein Wiederanstieg des
pH-Wertes wie beim A-CHOL statt.

Die IRRAS Messungen bestatigen fiir beide Amphiphile eine Anreicherung von
Phosphationen an der Grenzflache, die nicht linear, sondern in mehreren Stufen ablduft. Diese
Anreicherung scheint beim CHOL-HEM schneller zu erfolgen als beim A-CHOL. Die

Mineralisation von CP verlauft jedoch nicht homogen und unterliegt lokalen Unterschieden.
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Da im Fall des CHOL-HEM bei der Mineralisation von CP keine groRen Unterschiede
zwischen den beiden Calciumkonzentrationen von 2 und 20 mM beobachtet werden konnte,
wird in der folgenden Diskussion die Calciumkonzentration vernachlassigt. Ein Vergleich der
Morphologien kann weiterhin erst nach einer Mineralisationszeit von 3 h gemacht werden, da
beim CHOL-HEM vorher keine Proben isoliert wurden. In Anwesenheit beider Amphiphile
werden nach einer Mineralisationszeit von 3 beziehungsweise 5 h vorrangig diinne gefaltete
Schichten gebildet. Das A-CHOL zeigt zusatzlich nach 3 h Nadeln, Partikel und Plattchen. Die
diinnen gefalteten Schichten bilden beim CHOL-HEM eine Art ,Teppich” und scheinen starker
miteinander verwachsen zu sein als beim A-CHOL. Diese Unterschiede kdnnen auch durch
SAED und HRTEM bestatigt werden. Beim CHOL-HEM konnte OCP als einzige Kristallphase
identifiziert werden, wohingegen beim A-CHOL zusatzlich HAP gebildet wurde. Demnach
kdnnten die diinnen gefalteten Schichten OCP darstellen und die Nadeln im Fall des A-CHOL
wahrscheinlich HAP.

Fiir eine bessere Kontrolle bei der Mineralisation von CP in Anwesenheit des A-CHOL,
sprechen die HRTEM Bilder. Diese kénnen im Fall des A-CHOL anders als beim CHOL-HEM einer
genauen Orientierung der jeweiligen Kristallphase zugeordnet werden.

Zusatzlich kann die erfolgreiche Mineralisation von CP durch die XPS Messungen
bestatigt werden. Der Einfluss der beiden Amphiphile auf den Verlauf der CP Mineralisation
ist unterschiedlich. Beim CHOL-HEM kann die Hemmung der Hydrolyse von OCP zu HAP
beobachtet werden, wohingegen beim A-CHOL ein Gemisch aus beiden Kristallphasen
gebildet wird.

Verglichen mit den Studien von Bigi et al.['*® bedeutet das, dass das CHOL-HEM
aufgrund seiner geringeren GroRe und besseren Flexibilitdt besser mit dem OCP Kristall
wechselwirken kann als das A-CHOL. Die Carboxylgruppe des CHOL-HEM kann vermutlich flach
an dem OCP Kristall adsorbieren und so die Hydrolyse von OCP zu HAP unterdriicken. Das
A-CHOL adsorbiert aufgrund seiner grofSeren hydrophilen Kopfgruppe durch die zusatzliche
Verzweigung wahrscheinlich eher gefaltet an die Kristalloberflache. Dadurch kénnen nicht alle
Carboxylgruppen des A-CHOL mit dem OCP Kristall wechselwirken und die Hydrolyse zum HAP

unterdriicken.
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6. Mineralisation in Bulklosung

Nachdem wir ausfiihrlich die Mineralisation von CP an der Wasser/Luft-Grenzflache
untersucht haben, sollten diese Ergebnisse mit der Mineralisation von CP in Bulklosung
verglichen werden. Dazu wurden zum einen gleiche Reaktionszeiten (4 h) und vom Aufbau her
ahnliche Mineralisationsadditive verglichen zum A-CHOL gewahlt. Zum anderen erfolgten die
Mineralisationen bei pH-Werten zwischen 6 und 9. Als Additive dienen zum einem
Nitrilotriessigsaure (NTA) und zum anderem Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA). Es handelt
sich bei beiden Additiven um Komplexbildner, wobei das NTA in seinem Aufbau, dem von uns

verwendeten A-CHOL am ahnlichsten ist.

6.1 Nitrilotriessigsaure als Mineralisationsadditiv

Beim NTA handelt es sich um einen vierzahnigen Chelatliganden (Schema 7), der mit

Calciumionen einen stabilen Calciumkomplex bildet.

Ma*
(0] o

A
St

Schema 7: Struktur von Nitrilotriessigséure.*%%

Es wurde bei verschiedenen pH-Werten (pH 5, 6, 7, 8, 9 und 10) in Anwesenheit (5, 10
und 15 mM) sowie in Abwesenheit (0 mM) von NTA (ber einen Zeitraum von 4 h mineralisiert.
Bei der Probe, die in Abwesenheit von NTA mineralisiert wurde, handelt es sich um die
Kontrollprobe.

Die Rasterelektronenmikroskopie Bilder (SEM) sind in Abbildung 37 gezeigt. Die
Kontrollprobe bei pH 6 weist Plattchen verschiedener GréBen auf. Die kleineren Plattchen
weisen GrofRen zwischen ungefdahr 5-7 um auf, wobei diese vermutlich Bruchstiicke der
grofReren Plattchen mit GréBen von etwa 13-16 um sind. Die Proben mineralisiert bei pH 6 in

Anwesenheit von NTA sehen deutlich anders aus und zeigen Stabchen als vorherrschende
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Morphologie. Dabei nehmen die Dimensionen der Stdbchen mit zunehmender NTA
Konzentration ab. Bei einer Konzentration von 5 mM sind die Stabchen ca. 5-11 um, bei
10 mM ca. 3-7 um und bei 15 mM nur noch ca. 2-6 um groR. Die Kontrollprobe bei pH 7 zeigt
ahnlich zur Kontrollprobe bei pH 6 Plattchen. Diese sind mit GréRen zwischen 17-23 um groRer
als bei einem pH-Wert von 6. Es sind wiederum kleinere Plattchen vorhanden, jedoch deutlich
weniger als bei pH 6. Bei einer NTA Konzentration von 5 mM sind bei pH 7 wie bei der gleichen
Konzentration bei pH 6 Stabchen zu sehen. Verglichen zu pH 6 sind diese Stabchen weniger
gut ausgebildet und untereinander sehr stark verwachsen, so dass eine GroRenabschatzung
schwierig ist. Wird die Konzentration des NTAs auf 10 mM erhoht, sind weder Stabchen noch
Plattchen zu beobachten. Die nun vorliegende Struktur dhnelt MikrometergrofRen dichten
Blocken die anscheinend im Laufe des Trocknungsvorganges brechen. Ho6here
VergroRerungen zeigen, dass diese Blocke aus kleinen Nanopartikeln in der GroBenordnung
von 10 bis 100 nm aufgebaut sind. Die bei pH 7 mit Zusatz von 15 mM NTA mineralisierten
Hybridmaterialien zeigen wiederum dichte Bl6cke. Diese sind im Vergleich zur Probe mit
10 mM NTA deutlich rauer. Die Kontrollprobe bei pH 8 weist dichte Blocke und kleine
Plattchen auf deren Oberflache auf. Fiir alle Proben die in Anwesenheit von NTA bei pH 8
mineralisiert wurden, sind wiederum dichte Blocke zu sehen, die sich nicht signifikant
voneinander unterscheiden. Die gleiche Morphologie ist auch bei den Hybridmaterialien

mineralisiert bei pH 9 zu finden.
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10 MM NTA 5 mM NTA 0 mM NTA

15 mM NTA

Abbildung 37: Repriisentative SEM Bilder der mineralisierten Calciumphosphate bei verschiedenen
Reaktionsbedingungen.

Um die einzelnen Kristallphasen der Minerale zu zuordnen, wurden
Rontgenpulverdiffraktogramme (XRD) und Infrarotspektren (IR) aufgenommen (Abbildung
38). Die Proben, die bei pH 6 mineralisiert wurden, zeigen alle die gleichen Diffraktogramme.
Die intensivsten Reflexe befinden sich bei 11,6 (02 0); 20,9(021);29,3(041);30,5(-221);
34,1 (-2 2 0) und 34,4 (-2 0 2) ° 26 und weniger intensive Reflexe bei 23,4 (0 4 0) ° 206 und
groBeren Winkeln. Alle Reflexe kénnen Brushit (DCPD, ICDD 00-009-0077) zugeordnet
werden. Die Diffraktogramme der Kontrollprobe bei einem pH-Wert von 7 und einer NTA

Konzentration von 5 mM zeigen die gleichen Reflexe wie bei pH 6 und beweisen die Bildung
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von DCPD. Bei hoheren NTA Konzentrationen von 10 und 15 mM sind Reflexe von DCPD bei
11,6 (02 0); 20,9(021); 23,4 (04 0); 29,3(04 1); 30,5(-2 2 1) und 34,1 (-2 2 0) und Reflexe
von HAP (ICDD 00-001-1008) bei 25,9 (00 2); 28,5(210);31,9(211);33,9(202);39,6(31
0); 46,6 (22 2);49,5(213);53,2(004) und 64,1 (304)oder (3 2 3) zu finden. Weiterhin ist
zu erkennen, dass bei 10 mM mehr HAP als DCPD und bei 15 mM mehr DCPD als HAP vorliegt.
Die Kontrollprobe bei pH 8 zeigt Reflexe von DCPD und HAP. Alle anderen Proben (pH 8 in
Anwesenheit von NTA und alle bei pH 9) mineralisierten Proben weisen ausschlielRlich Reflexe
fur HAP auf.

In Ubereinstimmung zu den XRD Daten, zeigen alle Proben mineralisiert bei pH 6
identische Spektren. Die Banden bei Wellenzahlen um die 3535, 3483, 3273 und 3153 cm™
kénnen als O-H Streckschwingung des Kristallwassers im DCPD identifiziert werden.[175-178l
Dabei handelt es sich bei diesen vier Banden um zwei intensive Dubletts. Diese beiden
Dubletts sind typisch fiir DCPD und deuten darauf hin, dass die Wassermolekiile in der DCPD
Einheitszelle verschieden gebunden sind. Das Dublett bei héheren Wellenzahlen (3535 und
3483 cm™) weist deutlich scharfere Peaks auf als das Dublett bei tieferen Wellenzahlen (3273
und 3153 cm™?). Das intensive Dublett wird durch locker gebundene Wassermolekiile
hervorgerufen und das weniger stark ausgebildete Dublett durch Schwingungen von
Wassermolekiilen, die direkte Bindungen zu den Calciumatomen ausbilden.[179-182]

Die O-H Biegeschwingung von H0 ist bei 1649 cm™ zu finden.[17>176178] Dje Bande bei
1209 cm?® kann als O-H Biegeschwingung der HPO.> Gruppe identifiziert
werden.[17>176178182,1831 Dpje Bande bei 1136 cm™ kann der entarteten v‘s und v‘‘
Streckschwingung der HPOs*-lonen in DCPD zugeordnet werden.'761771 Dje v3
Streckschwingung der PO4> Gruppe befindet sich bei 1065 cm™ und die symmetrische v;
Streckschwingung der P-O(H) Bindung in der PO4*-Gruppe bei einer Wellenzahl von 987 cm-
11176177 Dje symmetrische Streckschwingung der HPO4% im DCPD ist bei einer Wellenzahl von
874 cm™ zu finden.['7>176] Dje Banden bei 793 und 661 cm™ kdnnen der Taumelschwingung
von H,0 zugeordnet werden, wobei die Bande bei 661 cm™ auch durch die v4 Biegeschwingung
der P-O Gruppe zustande kommen kann.[*8¥ Die v, Biegeschwingung der P-O Gruppe ist bei
579 und 528 cm™! zu finden.[17>178] Dje gleiche Zuordnung kann sowohl fiir die Kontrollproben
bei pH 7 und 8 und fiir die Probe mineralisiert mit 5 mM NTA getroffen werden.

Die Proben mineralisiert bei pH 7 und 10 mM NTA, bei pH 8 und 5, 10 und 15 mM NTA

und bei einem pH 9 und 0, 5, 10 und 15 mM NTA, zeigen andere charakteristische Banden in
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den IR Spektren. Die Banden bei 1455 und 1421 cm™ kénnen der vs Streckschwingungen und
die Bande bei 874 cm™ der v, Biegeschwingungen von COs?" zugeordnet werden.[124175,185,186]
Das spricht dafiir, dass wahrend der Mineralisation Carbonat in den Kristall mit eingebaut
wurde. Die starke Bande bei 1032 cm™ sowie die Schulter bei 1090 cm™* kénnen der dreifach
entarteten antisymmetrischen vs Streckschwingung der O-P-O Bindung des POs*-lons
zugeordnet werden.[123124186,187] Dje symmetrische v; Streckschwingung der gleichen Gruppe
ist als Schulter bei 962 cm™ zu finden.!1231871 Sowohl die Bande bei 602 cm™ als auch die Bande
bei 563 cm™ wird durch die dreifach entartete v4 Biegeschwingung der O-P-O Bindung des
PO4*-lons verursacht.[123186187] Dje drei Banden bei 1032, 602 und 563 cm? sind
charakteristisch fiir HAP.[185188] Dje Kontrollprobe mineralisiert bei pH 9 weist zusétzlich eine
Bande bei 1641 cm™ und eine breite Bande zwischen 3000 und 3500 cm auf, die beide auf
adsorbiertes Wasser schlieRen lassen. 189190

Das Hybridmaterial, welches mit 15 mM NTA bei einem pH-Wert von 7 mineralisiert
wurde, weist Banden auf, die sowohl dem DCPD als auch dem HAP zugeordnet werden
konnen. Die Wellenzahlen der charakteristischen Banden unterscheiden sich fir einige Proben

minimal (Tabelle 11-13 im Anhang).
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Abbildung 38: Réntgenpulverdiffraktogramme und IR-Spektren von Proben mineralisiert bei
verschiedenen NTA Konzentrationen (0, 5, 10 und 15 mM) und pH-Werten (6 — 9).
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Um einen Uberblick Giber den Mineralisationsverlauf als Funktion der pH-Werte und
NTA Konzentrationen zu erhalten, wurden pH- und Leitfahigkeitskurven aufgenommen
(Abbildung 39). Die Leitfahigkeitskurven zeigen im Prinzip den gleichen Verlauf wie die
pH-Kurven. Aufgrund der besseren Auflosung der pH-Kurven werden im Folgenden
vorwiegend diese beschrieben.

Zunachst wurde bei jeder Messung 5 min lang der pH-Wert der Ausgangslosung
(40 mM Calciumnitratlésung versetzt mit 0, 5, 10 und 15 mM NTA) aufgezeichnet.
AnschlieBend wurde eine 40 mM Diammoniumhydrogenphosphatlésung hinzugegeben und
die Mineralisation gestartet. Deshalb wurde dieser Punkt bei der Zeitskala auf den Punkt ,0“
gesetzt.

Die pH-Kurven bei pH 6 zeigen prinzipiell einen ahnlichen Verlauf. Zu Beginn weisen
alle Konzentrationen einen Ausgangs-pH-Wert zwischen 5,97 und 6,04 auf, der innerhalb der
ersten 5 min (-5-0 min) minimal ansteigt. Er fallt nach der Zugabe der Phosphatlésung leicht
ab: bei einer NTA Konzentration von 0 mM von 6,01 auf 5,93; bei 5 mM von 6,00 auf 5,99 und
bei 10 mM von 6,04 auf 6,01. Bei einer NTA Konzentration von 15 mM steigt der pH-Wert bei
der Zugabe von 6,01 auf 6,12 an.

Der Start der Mineralisation ist durch einen abrupten Abfall des pH-Wertes
gekennzeichnet, wobei dieser mit steigender NTA Konzentration weniger stark ausgepragt
und zu tieferen Reaktionszeiten verschoben ist. Bei der Kontrollprobe fillt der pH-Wert
innerhalb von 12 min von 5,93 auf 4,97, bei 5 mM NTA innerhalb von 15 min von 5,99 auf 5,16,
bei 10 mM NTA innerhalb von 20 min von 6,01 auf 5,23 und bei 15 mM NTA innerhalb von 20
min von 6,12 auf 5,49. Nach diesem starken pH-Abfall ist im Kurvenverlauf ein deutlich
schwacherer Abfall des pH-Wertes ersichtlich, der mit zunehmender NTA Konzentration
langer andauert. Dieser schwache Abfall erfolgt bei er Kontrollprobe von etwa 12-30 min von
einem pH-Wert von 4,97 auf 4,85, bei 5 mM NTA von 15-40 min von 5,16 auf 5,02, bei 10 mM
NTA von 20-50 min von 5,23 auf 5,09 und bei 15 mM NTA von 20-70 min von 5,49 auf 5,33.
Bis zur Beendigung des Experiments (nach 140 min) sinkt der pH-Wert nur noch minimal. Der
End-pH-Wert bei der Kontrollprobe betragt 4,83, bei 5 mM NTA 4,96, bei 10 mM NTA 5,03 und
bei 15 mM NTA 5,24. Der pH-Wert ist zum Ende der Mineralisation mit steigender NTA
Konzentration zu héheren pH-Werten verschoben.

Der Kurvenverlauf bei pH 7 unterscheidet sich deutlich von dem bei pH 6. Die

Kontrollprobe bei pH 7 startet bei einem pH-Wert von 6,98-6,99. Nach der Zugabe der
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Phosphatlosung sinkt der pH-Wert drastisch, bis nach 1,25 min ein Minimum bei einem
pH-Wert von 6,27 auftaucht. AnschlieRend steigt der pH-Wert wieder an bis nach 1,8 min ein
Maximum bei 6,3 entsteht. Danach fallt der pH-Wert stark ab bis dieser nach 10 min einen
Wert von 5,55 annimmt, wobei nach ca. 3 min und einem pH-Wert von 5,9 eine Schulter
erkennbar ist. Fiir die letzten 20 min Mineralisationszeit sinkt der pH-Wert nur noch leicht auf
einen Wert von 5,51. Mit steigender NTA Konzentration ist das Minimum deutlich schwacher
ausgebildet und das Maximum wird nach und nach zu einem Plateau. Der Ausgangs-pH-Wert
ist bei allen Konzentrationen annahernd gleich, bei 5 mM NTA liegt dieser zwischen 6,99-7,05,
bei 10 mM NTA zwischen 7,03-7,04 und bei 15 mM 7,03-7,05. Sobald die Phosphatlésung dazu
gegeben wurde, sinkt der pH-Wert innerhalb der ersten halben Minute stark. Dieser Abfall ist
mit zunehmender NTA Konzentration weniger stark ausgebildet und betragt bei 5 mM NTA
6,44, bei 10 mM NTA 6,56 und bei 15 mM NTA 6,69.

AnschlieBend fallt der pH-Wert weniger stark ab, wobei dieser Abfall mit steigender
NTA Konzentration deutlich langsamer verlauft und langer anhalt bis es zur Ausbildung des
Minimums kommt. Dieses befindet sich bei 5 mM NTA bei 4 min und einem pH-Wert von 6,26,
bei 10 mM NTA bei 6 min und einem pH-Wert von 6,39 und bei 15 mM NTA bei 8,8 min und
einem pH-Wert von 6,53. AnschlieBend steigt der pH-Wert wieder leicht an bis es zur
Ausbildung des Plateaus kommt, welches bei hohen NTA Konzentrationen langer vorherrscht.
Bei einer Konzentration von 5 mM NTA besteht das Plateau fiir ca. 1,3 min, bei 10 mM NTA
fiir 1,8 min und bei 15 mM NTA fiir 2,1 min. Daraufhin fallt der pH-Wert zunachst stark und
danach deutlich schwacher. Der starke Abfall ist bei tiefen NTA Konzentration stdrker
ausgepragt als bei héheren Konzentrationen und der schwache Abfall dauert bei héheren
Konzentration langer an. Der steile Abfall erfolgt flir eine NTA Konzentration von 5 mM bis zu
einer Reaktionszeit von 7,4 min und einem pH-Wert von 5,87, bei 10 mM bis zu 10,6 min und
einem pH-Wert von 6,06 und bei 15 mM bis zu 19,9 min und einem pH-Wert von 6,31. Bei
einer Konzentration von 5 mM NTA sinkt der pH-Wert anschlieRend minimal auf 5,81 nach
9,4 min und schliefRlich auf 5,83 bis zum Ende der Mineralisation nach 30 min. Bei 10 mM NTA
ist der schwache Abfall bei einem pH-Wert von 5,98 nach 13,8 min abgeschlossen und sinkt
letztendlich auf 5,95 bis zum Ende des Experiments nach 30 min. Die langsamere Absenkung
des pH-Werts bei 15 mM NTA erfolgt bis zu einem pH-Wert von 6,22 nach 17,8 min und fallt

danach bis auf einen pH-Wert von 6,17 nach 30 min.
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Die Kontrollprobe bei pH 8 zeigt wie die Kontrollprobe bei pH 7 ein Minimum und ein
Maximum. Der Anfangs-pH-Wert liegt zwischen 8,05 und 8,03, sinkt nach der Phosphatzugabe
innerhalb der ersten 0,5 min steil auf 6,81 ab, bis es schlieBlich nach 2 min und einem pH-Wert
von 6,68 zur Ausbildung des Minimums kommt. Danach steigt der pH-Wert langsam bis zum
Maximum bei 3,1 min und einem pH-Wert von 6,72 an. Nachdem das Maximum Uberwunden
wurde, fallt der pH-Wert drastisch ab bis nach 5 min ein pH-Wert von 6,29 vorliegt. Bis zum
Ende der Mineralisationszeit nach 30 min steigt der pH-Wert wieder leicht auf einen Wert von
6,41 an. Der Kurvenverlauf bei hoheren NTA Konzentrationen unterscheidet sich deutlich zu
dem eben beschriebenen. Ahnlich wie bei den Mineralisationen in Anwesenheit von NTA bei
pH 7, kommt es zur Ausbildung eines Plateaus. Dieses Plateau ist bei pH 8 deutlich schwacher
ausgepragt und verschwindet allmahlich mit zunehmender NTA Konzentration. Der pH-Wert
vor dem Beginn der Mineralisation liegt zwischen 7,93-7,89 fiir die Mineralisation bei 5 mM
NTA, zwischen 8,01-7,96 fir 10 mM NTA und konstant bei 8,01 fir 15 mM NTA. Die Zugabe
der Phosphatkomponente fiihrte innerhalb der ersten 0,5 min zu einem starken pH-Abfall, der
mit steigender NTA Konzentration weniger stark ausfiel.

Bei einer NTA Konzentration von 5 mM sinkt der pH-Wert bis auf 6,95, bei 10 mM auf
7,1 und bei 15 mM auf 7,26. Daraufhin fallt der pH-Wert, bis zum Erreichen des
Quasi-Plateaus, nur noch langsam. Das Quasi-Plateau bei 5 mM NTA beginnt nach 5,1 min bei
einem pH-Wert von 6,79 und endet nach 7,3 min, wobei der pH-Wert leicht auf 6,75 absinkt.
Danach fallt der pH-Wert bis zu einer Reaktionszeit von 10 min deutlich starker auf einem
pH-Wert von 6,38 und sinkt anschliefend fir die restlichen 20 min leicht auf einen pH-Wert
von 6,32. Bei 10 mM NTA befindet sich das Quasi-Plateau zwischen 7,5 und 11 min und einem
pH-Wert zwischen 6,96-6,9. Bis zu einer Mineralisationszeit von 13 min fillt der pH-Wert
zundchst schnell auf 6,71 und dann bis zum Ende nach 30 min langsamer auf einen pH-Wert
von 6,62. Bei einer Konzentration von 15 mM ist kein Quasi-Plateau zu beobachten, dieses
verschwindet nahtlos im langsamen pH-Abfall zwischen 0,5-14 min von einem pH-Wert von
7,26 auf 7,09. AnschlieBend fallt der pH-Wert deutlich steiler auf einen Wert von 6,99 nach
16 min und fiir die restliche Reaktionszeit erfolgt ein langsamer Abfall auf einen pH-Wert von
6,93.

Der Kurvenverlauf der Proben mineralisiert bei einem pH-Wert von 9 mit und ohne
NTA, zeigt einen steilen pH-Abfall nach der Zugabe der Phosphatkomponente. Dieser ist mit

steigender NTA Konzentration weniger stark ausgepragt. Daraufhin kommt es zur Ausbildung
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eines Quasi-Plateaus, in dessen Bereich der pH-Wert nur leicht absinkt. Das Quasi-Plateau
existiert mit zunehmender NTA Konzentration fir einen langeren Zeitraum. Nachdem das
Quasi-Plateau Uberwunden wurde, fallt der pH-Wert zunachst steil und schlieRlich bis zum
Ende der Mineralisation nach 170 min langsamer.

Der Anfangs-pH-Wert (Zeitraum -5-0 min) liegt bei der Kontrollprobe zwischen
8,98-8,94 und bei 5 mM NTA konstant bei pH 9,00, bei 10 mM NTA bei pH 8,99 und bei 15 mM
NTA bei pH 9,04. Innerhalb der ersten Minute nach der Phosphatzugabe sinkt der pH-Wert auf
7,94 bei 0 mM NTA, 8,08 bei 5 mM NTA, 8,33 bei 10 mM NTA und 8,39 bei 15 mM NTA. Das
daran anschliefende Quasi-Plateau existiert bis zu einer Mineralisationszeit von 13,6 min bei
pH-Werten zwischen 7,94-7,88 fiir die Kontrollprobe, zwischen 8,08-8,05 und einem Zeitraum
bis 22,1 min fir 5 mM NTA, zwischen 8,33-8,27 bis 38,5 min fir 10 mM NTA und zwischen
8,39-8,34 bis 46,2 min bei 15 mM NTA. Daraufhin fallt der pH-Wert steil bis er flir die
Kontrollprobe nach 20,4 min bei 7,6, fir die 5 mM NTA Probe nach 32,4 min bei 7,87, fur die
10 mM NTA Probe nach 47,3 min bei 8,19 und fiir die 15 mM NTA Probe nach 56 min bei 8,27
liegt. Danach sinkt der pH-Wert fiir alle Proben nur noch minimal, so dass dieser am Ende der
Mineralisationszeit nach 170 min 7,5 fir 0 mM NTA, 7,74 fir 5 mM NTA, 8,1 fir 10 mM NTA
und 8,2 fiir 15 mM NTA betragt.

Fiir alle pH-Kurven lasst sich feststellen, dass der End-pH-Wert mit sinkender NTA

Konzentration, aulRer bei der Kontrollprobe bei pH 8, zu kleineren pH-Werten verschoben ist.
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Abbildung 39: pH- und Leitfdhigkeitsmessungen von Proben mineralisiert bei verschiedenen NTA
Konzentrationen (0, 5, 10 und 15 mM) und pH-Werten (6 — 9). Der Zeitpunkt ,,0“ kennzeichnet den Start
der Mineralisation durch die Zugabe der Phosphatkomponenten. Der Ausgangs-pH-Wert der
Calciumkomponenten, welche die entsprechende Konzentration an NTA enthdlt, wurde zuvor (iber
5 min aufgenommen. Es ist zu beachten das die Mineralisationszeiten unterschiedlich sind (140 min bei
pH 6, 30 min bei pH 7 und 8, 170 min bei pH 9).
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6.2 Ethylendiamintetraessigsdure als Mineralisationsadditiv

Beim EDTA handelt es sich um einen sechszahnigen Liganden (Schema 8), der mit
Kationen wie beispielsweise Calciumionen sehr stabile Chelatkomplexe bilden kann.
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Schema 8: Struktur von Ethylendiamintetraessigséure.®%

Die Mineralisation von CP mit EDTA als Additiv wurde analog zu der Mineralisation mit
NTA als Additiv durchgefihrt (pH-Werte: 5, 6, 7, 8, 9; EDTA Konzentrationen: 0, 5, 10, 15 mM;
Reaktionszeit: 4 h).

Die SEM Bilder der mineralisierten Hybridmaterialien sind in Abbildung 40 gezeigt. Im
Gegensatz zu den Materialien, die mit NTA mineralisiert wurden, sind diesmal nur die
pH-Werte 6 und 8 dargestellt. Da sich die Morphologie zwischen pH-Werten von 6 und 7
beziehungsweise fir pH-Werte zwischen 8 und 9 nicht maRgeblich unterscheiden, wurde auf
die SEM Aufnahmen bei pH 7 und 9 verzichtet. Bei den Kontrollproben mit 0 mM EDTA handelt
es sich um die gleichen SEM Bilder wie in Abbildung 37 (SEM Bilder mineralisiert mit NTA als
Additiv).

Wie bereits erwahnt weist die Kontrollprobe bei pH 6 Plattchen verschiedener GrolRen
auf, kleine Plattchen in der GréRenordnung von 5-7 um und gréRere mit 13-16 um. Die bei
pH 6 und 5 mM EDTA mineralisierte Probe, weit dhnliche Gr6Ren wie die Kontrollprobe auf
(5-16 um). Im GroRen und Ganzen ist kein Unterschied beziiglich der Morphologie zwischen
diesen beiden Proben ersichtlich. Die Kontrollprobe zeigt, anders als die mit 5 mM EDTA
mineralisierte Probe, kleine Bruchstiicke, die liber die ganze Probe verteilt auf den Plattchen
zu finden sind. Die mit 10 mM EDTA mineralisierte Probe zeigt kleinere Plattchen (2-9 um) mit
abgerundeten Kanten. Die GréBenordnungen der Plattchen, die mit 15 mM EDTA mineralisiert

wurden, sind annahernd gleich zur vorherigen Probe. Die Plattchen sind diesmal weniger
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abgerundet, aber dennoch nicht so kantig wie bei der Kontrollprobe und der Probe mit 5 mM
EDTA Zusatz.

Die bei pH 8 mineralisierten Calciumphosphate unterscheiden sich abgesehen von der
Kontrollprobe nicht signifikant voneinander. Die Kontrollprobe zeigt wie zuvor beschrieben,
sowohl kleine Plattchen als auch mikrometergroBe dichte Blocke. Sobald bei der
Mineralisation EDTA zugesetzt wird, sind keine Plattchen mehr erkennbar, sondern nur noch
die grollen Blocke. Wie schon bei der Mineralisation mit NTA festgestellt wurde, scheinen
diese Blocke im Laufe des Trocknungsvorganges zu brechen. GroRere VergroRerungen zeigen

auch hier, dass diese Blocke aus vielen kleinen Nanopartikeln zusammengesetzt sind.
0mM 5mM

b

Abbildung 40: Reprdsentative SEM Bilder der mit und ohne EDTA mineralisierten Calciumphosphate bei
pH 6 und 8.

Die Rontgenpulverdiffraktogramme der mineralisierten Hybridmaterialien mit und
ohne Zusatz von EDTA sind in Abbildung 41 dargestellt. Bei den bei pH 6 mineralisierten
Proben konnten lediglich XRD Aufnahmen von der Kontrollprobe und der Probe mit 5 mM
EDTA gemacht werden. Die Proben mit 10 und 15 mM EDTA konnten aufgrund der geringen
isolierten Probenmenge nicht mittels XRD vermessen werden. Die beiden bei einem pH-Wert
von 6 und alle bei einem pH-Wertvon 7 (0, 5, 10, 15 mM EDTA) mineralisierten Proben, weisen
die fiir DCPD (ICDD 00-009-0077) typischen Reflexe bei 11,6 (0 2 0); 20,9 (0 2 1); 23,4 (0 4 0);
29,3(041);30,5(-221)und 34,1 (-2 2 0) auf.

Die Calciumphosphate mineralisiert bei einem pH-Wert von 8 in Anwesenheit von

EDTA (5, 10 und 15 mM) zeigen Reflexe bei 25,9 (00 2); 28,5(210);32,1(211);33,9(202);
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39,6(310);46,6(222);49,5(213);53,2(004)und 64,1 (304) oder (3 2 3), die eindeutig
HAP zugeordnet werden kdnnen. Wie bereits oben erwahnt weist die Kontrollprobe bei pH 8
Reflexe auf, die sowohl als DCPD als auch als HAP (ICDD 00-001-1008) identifiziert werden
kdnnen. Bei pH 9 kénnen alle auftretenden Reflexe dem HAP zugeordnet werden.

Diese Ergebnisse werden durch die IR Daten bestéatigt (Abbildung 41). Die Proben, die
bei einem pH-Wert von 6 und 7 und EDTA Konzentrationen von 0, 5, 10 und 15 mM
mineralisiert wurden, zeigen die fiir DCPD typischen Banden bei 3537, 3271, 3159, 1649, 1207,
1136, 1061, 987, 793, 660, 577 und 528 cm™! (Tabelle 11 im Anhang). Die bei 10 mM EDTA und
einem pH-Wert von 7 mineralisierte Probe weist auRer die fir DCPD typischen Banden
zusatzliche Banden bei 2951, 2916, 2871, 2839, 1452 und 1377 cm™ auf. Diese Banden kdnnen
auf das Vorhandensein von EDTA in der Probe zuriickgefiihrt werden.

Die genauen Zuordnungen der einzelnen IR-Banden erfolgte bereits fir die mit NTA
mineralisierten Hybridmaterialien. An dieser Stelle wird aufgrund dessen nur die jeweilige
Kristallphase zugeordnet. Die genauen Wellenzahlen der einzelnen IR-Banden fiir die mit EDTA
mineralisierten Proben kann Tabelle 11-13 im Anhang entnommen werden.

Die Kontrollprobe bei pH 8 weist wie bereits oben beschrieben, sowohl Banden fir
DCPD als auch fiir HAP auf. Die bei pH 8 mit EDTA mineralisierten Proben und alle bei pH 9
mineralisierten Hybridmaterialien konnen dem HAP zugeordnet werden. Der einzige
Unterschied ist, dass die bei pH 8 mineralisierten Proben und die Kontrollprobe bei pH 9 eine
zusatzliche Bande zwischen 1634-1641 cm™! aufweisen, die auf absorbiertes Wasser schlieBen
|4sst. Weiterhin weisen diese Proben eine zusitzliche Bande zwischen 3000-3500 cm™ auf, die
durch die OH-Streckschwingung entweder von Wasser oder des EDTA Molekiils verursacht

wird.
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Abbildung 41: Réntgendiffraktogramme und IR-Spektren von Proben mineralisiert bei verschiedenen EDTA
Konzentrationen (0, 5, 10 und 15 mM) und pH-Werten (6 — 9).
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In Abbildung 42 sind die pH-Kurven und Leitfdhigkeitsmessung bei verschiedenen
pH-Werten und EDTA Konzentrationen gezeigt. Da die pH-Kurven auch in diesem Fall deutlich
besser aufgelost sind als die Leitfahigkeitskurven, wird lediglich der Verlauf der pH-Kurven
detailliert erldutert.

Die pH-Kurven, der bei einem pH-Wert von 6 bei verschiedenen EDTA Konzentrationen
(0,5, 10 und 15 mM) mineralisierten Proben unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.
Der Anfangs-pH-Wert liegt zwischen 5,97 und 6,04. Nach der Zugabe der
Phosphatkomponente sinkt der pH-Wert bei den Proben mit 0 und 5 mM EDTA kurz auf 5,92
und 5,99. AnschlieBend steigt der pH-Wert aber gleich wieder auf 6,03 beziehungsweise 6,04
an. Bei einer EDTA Konzentration von 10 und 15 mM fihrt die Zugabe der Phosphatlésung
zum Ansteigen des pH-Wertes auf 6,05 und 6,09. Danach kommt es zunachst zu einer
Ausbildung eines Plateaus, wobei dieses mit zunehmender EDTA Konzentration langer zu
beobachten ist. Bei der Kontrollprobe ist das Plateau nur schwach ausgebildet und befindet
sich fur etwa 0,5 min bei einem pH-Wert von 6,03. Bei einer Konzentration von 5 mM EDTA
existiert das Plateau bei einem pH-Wert von 6,03 fir etwa 1,5 min, bei 10 mM EDTA bei einem
pH-Wert von 6,05 fiir 2,5 min und bei 15 mM bei 6,09 fiir 3 min. Nachdem dieses Plateau
Uberwunden ist, sinkt der pH-Wert abrupt. Dabei erfolgt dieser Abfall mit steigender EDTA
Konzentration weniger steil. Dieser pH-Abfall ist bei 0 mM EDTA nach ca. 8 min bei einem
pH-Wert von 4,95, bei 5 mM EDTA nach 11 min bei einem pH-Wert von 5,11, bei 10 mM EDTA
nach 14 min bei einem pH-Wert von 5,32 und bei 15 mM EDTA nach 16 min bei einem pH-Wert
von 5,45 beendet. AnschlieRBend fallt der pH-Wert deutlich langsamer, sodass der pH-Wert bei
0 mM EDTA nach 14 min bei 4,89, bei 5 mM EDTA nach 20 min bei 5,00, bei 10 mM EDTA nach
30 min bei 5,20 und bei 15 mM EDTA nach 30 min bei 5,33 liegt. Bis zum Ende der
Mineralisationszeit von 60 min sinkt der pH-Wert lediglich leicht auf 4,86 fir 0 mM, 4,95 fir
5 mM EDTA, 5,15 fir 10 mM EDTA und 5,27 fir 15 mM EDTA.

Die bei pH 7 aufgenommenen pH-Kurven bei EDTA Konzentrationen von 0-15 mM
zeigen  prinzipiell den  gleichen  Kurvenverlauf. @ Nach der Zugabe der
Diammoniumhydrogenphosphatlosung fallt der pH-Wert zunachst stark und dann weniger
stark bis ein Minimum erreicht ist. Danach steigt der pH-Wert wieder an und ein Maximum
bildet sich aus. Nach Uberqueren dieses Maximums fallt der pH-Wert zunichst ab und sinkt
dann nur noch leicht bis zum Ende der Mineralisation. Der pH-Wert vor Beginn der

Mineralisation liegt zwischen 6,97-7,10 und fallt nach der Zugabe der Phosphatkomponente
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auf 6,45 fiir 0 mM EDTA, auf 6,66 fir 5 mM EDTA, auf 6,72 fir 10 mM EDTA und auf 6,74 fur
15 mM EDTA. Fir die beiden hoheren EDTA Konzentrationen erfolgt daraufhin ein deutlich
langsamerer Abfall des pH-Wertes bis es zur Ausbildung eines Minimums kommt. Dieses
befindet sich bei 10 mM EDTA bei 2,7 min und einem pH-Wert von 6,5 und bei 15 mM EDTA
bei 3,5 min und einem pH-Wert von 6,69. Bei den beiden niedrigeren Konzentrationen fallt
der pH-Wert bis zum Erreichen des Minimums deutlich starker und erscheint fiir 0 mM EDTA
nach 1,2 min und einem pH-Wert von 6,27 und bei 5 mM EDTA nach 1,9 min und einem
pH-Wert von 6,37. Das Minimum verschiebt sich mit steigender EDTA Konzentration zu
héheren Mineralisationszeiten und hoheren pH-Werten.

Nach diesem Minimum steigt der pH-Wert wieder an, wodurch es zur Ausbildung eines
Maximums kommt. Dieses befindet sich genau wie das Minimum mit steigenden EDTA
Konzentrationen bei hoheren Mineralisationszeiten und pH-Werten. Fiir 0 mM EDTA ist das
Maximum nach 1,85 min bei einem pH-Wert von 6,3, flir 5 mM EDTA nach 2,98 min bei einem
pH-Wert von 6,44, bei 10 mM EDTA nach 4,2 min bei einem pH-Wert von 6,58 und bei 15 mM
EDTA nach 5,2 min und einem pH-Wert von 6,71 zu finden.

AnschlieBend findet ein steiler Abfall des pH-Wertes statt, der mit abnehmender EDTA
Konzentration deutlich starker erfolgt. Zusatzlich ist bei niedrigen EDTA Konzentrationen von
0 und 5 mM in diesem Abfall eine Schulter nach 3 min und einem pH-Wert von 5,9 fiir 0 mM
EDTA und nach 6 min und einem pH-Wert von 6,03 fiir 5 mM EDTA zu erkennen. Der pH-Abfall
ist flir 0 mM EDTA nach 10 min und einem pH-Wert von 5,55, fir 5 mM EDTA nach 10,5 min
und einem pH-Wert von 5,87, fiir 10 mM EDTA nach 6,5 min und einem pH-Wert von 6,29 und
fir 15 mM EDTA nach 10 min und einem pH-Wert von 6,48 zu beobachten. Bis zum
Mineralisationsende nach 30 min sinkt der pH-Wert nur noch minimal auf 5,51 fiir 0 mM EDTA,
auf 5,78 fiir 5 mM EDTA, auf 6,11 fiir 10 mM EDTA und auf 6,45 fiir 15 mM EDTA.

Die pH-Kurven bei der Mineralisation von CP bei einem pH-Wert von 8 zeigen fir die
verschiedenen EDTA Konzentrationen einen unterschiedlichen Kurvenverlauf. Der Anfangs-
pH-Wert liegt zwischen 7,97-8,05 und fallt nach Mineralisationsstart innerhalb der ersten
0,5 min drastisch. Dieser Abfall ist flir die niedrigeren EDTA Konzentrationen ausgepragter.
Der pH-Wert befindet sich dabei fiir 0 mM EDTA bei 6,81, fiir 5 mM EDTA bei 6,97, fir 10 mM
EDTA bei 7,15 und fiir 15 mM EDTA bei 7,32. Bei EDTA Konzentrationen von 0 und 5 mM ist
im Kurvenverlauf dhnlich wie bei pH 7 zunachst ein Minimum und dann ein Maximum zu

sehen. Bei 0 mM EDTA befindet sich das Minimum bei einem pH-Wert von 6,68 und einer
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Mineralisationszeit von 2 min und bei 5 mM EDTA bei einem pH-Wert von 6,81 und einer
Mineralisationszeit von 4,27 min. Das Maximum bildet sich nach 3,1 min und einem pH-Wert
von 6,72 flir 0 mM EDTA und nach 6,48 min und einem pH-Wert von 6,9 fiir 5 mM EDTA aus.
Es findet wiederum die Verschiebung des Minimums als auch des Maximums zu hoheren
Reaktionszeiten und pH-Werten statt. Bei EDTA Konzentrationen von 10 und 15 mM ist
sowohl das Minimum als auch das Maximum verschwunden. Der steile pH-Wert Abfall nach
Start der Mineralisation ist von einem schwachen pH-Wert Abfall gefolgt. Dieser ist bei einer
EDTA Konzentration von 10 mM friher nach 8,4 min und einem pH-Wert von 6,99 beendet als
bei einer EDTA Konzentration von 15 mM. Bei dieser Konzentration findet der schwache Abfall
sein Ende erst nach 9,4 min und einem pH-Wert von 7,14. AnschlieBend sinkt fiir alle EDTA
Konzentrationen der pH-Wert wieder starker, wobei der Abfall fir die tieferen
Konzentrationen ausgepragter ist. Dieser Abfall endet fiir 0 mM EDTA nach 5 min und einem
pH-Wert von 6,29, fir 5 mM EDTA nach 6,65 und einem pH-Wert von 8,82, fir 10 mM EDTA
nach 10,78 und einem pH-Wert von 6,78 und fiir 15 mM nach 11,02 min und einem pH-Wert
von 7,00. Im Fall der 0 und 5 mM EDTA Konzentrationen steigt der pH-Wert bis zum Ende der
Mineralisation nach 30 min leicht auf 6,41 und 6,67 an. Fir die beiden restlichen
Konzentrationen sinkt der pH-Wert hingegen leicht auf 6,65 fir 10 mM EDTA und auf 6,69 fir
15 mM EDTA.

Die pH-Kurven bei einem pH-Wert von 9 zeigen lediglich zwei starke Abfalle. Der erste
Abfall erfolgt nach dem Beginn der Mineralisation durch die Zugabe der Phosphatlosung.
Zunachst liegt der pH-Wert vor Beginn der Mineralisation zwischen 8,94 und 8,98. Nachdem
mit der Mineralisation begonnen wurde, fallt der pH-Wert innerhalb der ersten Minute stark,
wobei dieser mit steigender EDTA Konzentration weniger steil abfdllt. Bei einer EDTA
Konzentration von 0 mM fallt der pH-Wert auf 7,94, bei 5 mM EDTA auf 8,07, bei 10 mM ETDA
auf 8,41 und bei 15 mM EDTA auf 8,48 ab. Die pH-Kurven bei EDTA Konzentrationen zwischen
0 und 10 mM weisen daraufhin ein Plateau auf, welches mit steigender EDTA Konzentration
deutlich langer existiert.

Bei 0 mM EDTA besteht das Plateau bei einem pH-Wert zwischen 7,94-7,98 bis zu einer
Mineralisationszeit von 13,6 min, bei 5 mM EDTA zwischen pH-Werten von 8,07-8,06 bis
23,3 min und bei 10 mM EDTA zwischen pH-Werten von 8,41-8,39 bis 37,1 min. Bei der Probe
die in Anwesenheit von 15 mM EDTA mineralisiert wurde folgt nach dem pH-Abfall zunachst

ein Anstieg des pH-Wertes von 8,48 auf 8,58 innerhalb der ersten 10 min. AnschlieBend
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kommt es auch hier zur Ausbildung eines Plateaus bei einem pH-Wert zwischen 8,58-8,57 und
einer Mineralisationszeit zwischen 10,2-45,8 min. Bei der Kontrollprobe fallt anschliefend der
pH-Wert steil auf 7,6 bei einer Reaktionszeit von 20,4 min und bei 5 mM EDTA weniger steil
auf 7,89 nach 32,9 min. Der pH-Abfall fiir die beiden héheren Konzentrationen fallt deutlich
schwacher aus. Bei 10 mM EDTA erfolgt dieser bis zu einer Mineralisationszeit von 45,1 min
auf einen pH-Wert von 8,31 und bei 15 mM EDTA auf 8,53 nach 51,1 min. Letztendlich sinkt
fiir alle EDTA Konzentration der pH-Wert leicht bis zum Ende der Mineralisation nach 70 min.
Der pH-Wert bei 0 mM EDTA liegt bei 7,56, bei 5 mM EDTA bei 7,86, bei 10 mM EDTA bei 8,28
und bei 15 mM EDTA bei 8,52.
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Abbildung 42: pH- und Leitfdhigkeitsmessungen von Proben mineralisiert bei verschiedenen EDTA
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der Mineralisation durch die Zugabe der Phosphatkomponenten. Der Ausgangs-pH-Wert der
Calciumkomponenten, welche die entsprechende Konzentration an EDTA enthdlt, wurde zuvor (iber
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6.3 Diskussion der Mineralisation in Bulklosung

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Mineralisation von CP in Bulkldsung mit NTA
und EDTA als Additive diskutiert. NTA ist ein vierzdahniger und EDTA ein sechszahniger
Chelatligand.

Beide Additive beeinflussen die Bildung der jeweiligen Kristallphase unterschiedlich
stark. Das wird unter anderem durch die XRD und IR Messungen sichtbar. Flir einen pH-Wert
von 6 und 7 konnte, mit Ausnahme der Proben mineralisiert mit 10 und 15 mM NTA bei einem
pH-Wert von 7, ausschlielRlich DCPD identifiziert werden. Die Proben mit 10 und 15 mM NTA
und fiir die Kontrollprobe bei pH 8 wurde neben DCPD zusatzlich HAP gefunden. Bei hoheren
pH-Werten von 8 und 9 wurde fiir beide Additive nur HAP gebildet.

Die Anwesenheit des jeweiligen Additivs bei der Mineralisation von CP beeinflusst die
Morphologie des gebildeten Hybridmaterials. So zeigen beispielsweise die Kontrollproben im
SEM bei einem pH-Wert von 6 und 7 und zum Teil bei einem pH-Wert von 8, die fiir DCPD
typischen Plattchen. Erfolgt die Mineralisation in Gegenwart von NTA, zeigen die gebildeten
DCPD Plattchen bei einen pH-Wert von 6 und 7 Stabchen und keine Plattchen. EDTA scheint
einen geringeren Einfluss auf die Morphologie zu haben, aber auch hier ist ein Effekt durch die
Abrundung der Plattchen bei einem pH-Wert von 6 und 7 zu erkennen. Die fiir DCPD typischen
Plattchen wurden bereits viele Male in der Literatur beobachtet.[>370:173,175,178,183,191,192]

Fir hohere NTA Konzentrationen bei einem pH-Wert von 7 sind bei 10 mM groRe
Blocke aus kleinen Nanopartikeln ersichtlich und bei 15 mM wiederum groRe Blocke, die aber
augenscheinlich aus kleinen Plattchen bestehen. Da die letzte Probe im XRD und IR als
Gemisch aus DCPD und HAP identifiziert wurde, konnen die Plattchen dem DCPD und die
Blocke dem HAP zugeordnet werden.

Die mineralisierten HAP Hybridmaterialien zeigen mit und ohne Additiv die gleiche
Morphologie. Diese zeigt groBe Blocke, die aus kleinen Nanopartikeln bestehen und in den
meisten Fallen Rissstellen aufweisen. Ein Unterschied zwischen NTA und EDTA ist in diesem
Fall nicht zu beobachten.

Es wurde bereits des Ofteren gezeigt, dass Polyelektrolyte die Morphologie bei der
Mineralisation von CP beeinflussen kénnen.[4352155168193,134] 56 existieren bereits Studien zum

Einfluss von Aminosauren beziehungsweise Polyaminosiuren.[8:28154,195,136]
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Shkilnyy et al.[’3] zeigten, dass auch Polykationen effiziente Wachstumsmodifikatoren
sind. Sie untersuchten den Einfluss von Poly(ethylenoxid)-b-poly(L-lysin) (PEO-b-PLE) und
Poly(ethylenoxid)-b-poly(L-glutamat) (PEO-b-PLK) Blockcopolymeren auf die Mineralisation
von CP. In Abwesenheit dieser Blockcopolymere zeigt die Mineralisation die zu erwartenden
Morphologien bei pH 5 fiir DCPD. In Anwesenheit von PEO-b-PLK konnte bei pH 5 kein
nennenswerter Einfluss auf die Morphologie beobachtet werden. Die DCPD Plattchen sind
jedoch deutlich kleiner und bestehen aus dickeren plattenartigen Strukturen sobald
PEO-b-PLE bei der Mineralisation anwesend war. Weiterhin sind diese Platten im Vergleich
zur Kontrollprobe weniger kantig und abgerundet. Sie schlussfolgerten daraus, dass das
PEO-b-PLE besser mit dem Kristall beziehungsweise den Phosphationen wechselwirken und
die Morphologie beeinflussen kann.!>3 Die beobachteten Morphologien dhneln denen, die wir
fur die DCPD Plattchen in Anwesenheit von EDTA erhalten haben.

Da es sich in unserem Fall um negativ geladene Additive handelt, wird die Veranderung
der Morphologie vermutlich durch die Wechselwirkungen mit den Kristallen oder den
Calciumionen hervorgerufen. Beide Additive scheinen in der Lage zu sein, an der
Kristalloberflaiche zu adsorbieren. Dabei zeigt das NTA einen grofReren Einfluss auf die
gebildete Morphologie. Beim EDTA kommt es bei den DCPD Platten lediglich zu einer
Abrundung der Kanten. Das kénnte bedeuten, dass beim EDTA die Adsorption (iber den
gesamten Kristall erfolgt, wodurch das Wachstum des DCPDs kontrollierter ablauft. Das NTA
hingegen scheint bevorzugt an einer Achse des DCPD Kristalls zu adsorbieren, wodurch das
Wachstum in diese Richtung unterdriickt wird und es zur Bildung dieser Stabchen kommt.

Eine solche Adsorption wurde bereits von Bigi et al. beschrieben, die wie bereits zuvor
erwahnt durch die Adsorption von Polyelektrolyten in [100] Richtung des OCP Kristalls eine
Spaltung zum HAP verhindern beziehungsweise hemmen konnten. 154

Dieser Einfluss konnte bei uns jedoch nicht beobachtet werden, da sowohl die Proben
mit als auch ohne Additiv bei hoheren pH-Werten zu HAP fihrten und kein OCP beobachtet
wurde. Dabei konnte kein Einfluss der beiden Additive auf die Morphologie beobachtet
werden. Es konnte fir alle HAP Proben dicke, dichte Blécke, zusammengesetzt aus
nanometergrofRen Partikeln beobachtet werden. Eine solche Morphologie fiir HAP wurde

bereits in einer vorherigen Studie beschrieben. %2



125

Salama et al. beobachteten fir ihre HAP/Cellulose mineralisierten Proben dhnliche
Blocke und konnten mittels TEM Messungen zeigen, dass diese aus spharischen Partikeln mit
Durchmessern zwischen 10 und 30 nm bestehen.!1%7!

Die Bildung der entsprechenden Kristallphase ist von der Temperatur, der Calcium- und
Phosphatkonzentrationen, dem pH-Wert, der lonenstdarke und der Mineralisationszeit
abhangig.[’?!

Anhand der pH- und Leitfahigkeitskurven ist es moglich im Laufe der Reaktion
stattfindende Phasenumwandlungen bei den verschiedenen pH-Werten zu bestimmen. Eine
genaue Zuordnung der einzelnen Zwischenstufen beziehungsweise der Kristallphasen ist nicht
fir alle pH-Werte einwandfrei moglich und kann teilweise nur spekuliert werden. Ein Abfall
das pH-Wertes ist charakteristisch flr die Fallung einer Kristallphase, wobei ein Anstieg im
pH-Wert das Auflésen einer Kristallphase andeutet. Sind in einer pH-Kurve mehrere
pH-Abfalle erkennbar, so spricht das flir einen mehrstufigen Kristallisationsprozess.

Fiir alle pH-Werte wird ersichtlich, dass die jeweiligen Phasenumwandlungen mit
steigender Additivkonzentration sowohl fiir EDTA als auch fiir NTA zu hoheren Reaktionszeiten
verschoben sind. Die einfachste Erklarung dafiir ware, dass mit hoherer Additivkonzentration
auch mehr Calciumionen komplexiert werden kénnen. Dementsprechend sinkt das Ca/P
Verhaltnis und es steht weniger Calcium fiir die Mineralisation zur Verfligung, wodurch das CP
langsamer und in einer geringeren Menge ausfallt. Da weniger CP ausfallt, werden zudem
weniger Protonen frei, sodass der pH-Wert mit steigender Additivkonzentration zu héheren
pH-Werten verschoben ist. Flir pH-Werte Uber 8 liegen diese beim EDTA immer héher als beim
NTA. Der Grund dafiir liegt vermutlich in der hoheren Zahnigkeit von EDTA, welches dadurch
die bei der Mineralisation von CP freiwerdenden Protonen besser abfangen kann.

Mittels Marvin Sketch konnte die Verteilung der Mikrospezies sowohl fir EDTA als
auch NTA bei verschiedenen pH-Werten abgeschitzt werden.!'%2] Bej einem pH-Wert von 5
existiert beim EDTA hautsachlich die Spezies mit vier deprotonierten Carboxylgruppen und
einer protonierten Amingruppe (ca. 87 %, Spezies 1). Bei weiteren 7,8 % sind drei der
Carboxylgruppen deprotoniert und eine Amingruppe protoniert (Spezies 2). Fir rund 3 % sind
wiederum alle Carboxylgruppen deprotoniert, jedoch diesmal sind beide Amingruppen
protoniert (Spezies 3). Mit steigenden pH-Wert nehmen sowohl Spezies 2 als auch Spezies 3
immer mehr ab. Spezies 1 steigt bis zu einen pH-Wert von etwa 6 auf 96 % an. Ab diesem

pH Wert fallt der prozentuale Anteil dieser Spezies, wobei nun vermehrt die Spezies mit vier
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deprotonierten Carboxylgruppen auftritt (Spezies 4). So existieren beispielsweise bei einem
pH-Wert von 8 ca. 65 % von Spezies 4 und nur noch etwa 35 % von Spezies 1. Bei pH 9 sind es

schliefRlich 95 % von Spezies 4 und nur noch 5 % von Spezies 1 (Abbildung 43).

Spezies 1 Spezies 2 Spezies 3 Spezies 4
:5“1 :;Nl :5““\‘““1 }NL

(¢}
o]
Abbildung 43: Mikrospezies von EDTA bei pH-Werten zwischen 5 und 9.

Beim NTA existieren ab einen pH-Wert von 5 nur zwei Mikrospezies, entweder mit zwei
deprotonierten Carboxylgruppen (Spezies 1) oder drei deprotonierten Carboxylgruppen
(Spezies 2). Bei pH-Wert 5 liegen etwa 16 % von Spezies 1 und ca. 84 % von Spezies 2 vor. Mit
steigenden pH-Wert nimmt der prozentuale Anteil an Spezies 1 immer weiter ab und an
Spezies 2 zu. Bei einem pH-Wert von 6 liegen ungefahr 98 % an Spezies 2 und nicht mal 2 %
an Spezies 1 vor. Ab einem pH-Wert von 8 existiert fast ausschlieBlich nur noch Spezies 2
(Abbildung 44).

Spezies 1 Spezies 2

Abbildung 44: Mikrospezies von NTA bei pH-Werten zwischen 5 und 9.

Weiterhin ist bekannt, dass Polyelektrolyte die Kristallisation beeinflussen kénnen und
die Kinetik und die Eigenschaften der gebildeten Kristallphasen verdndern kénnen.[®® Ein
weiterer Erklarungsansatz kann in dem Stabilisierungsvermogen der beiden Additiv begriindet
werden.

Eine solche Stabilisierung wurde bereits bei der Mineralisation von CP in Anwesenheit
von Citrat beobachtet. Chen et al.[1%8] zeigten in einer Studie, dass die Mineralisation von CP

zunachst in 3 Stufen unterteilt werden kann. Die erste Stufe umfasst die Bildung von ACP



127

direkt nach der Mischung der Calcium- und Phosphatlosung, die mit einem starken Abfall im
pH-Wert begleitet wird. Anschliefend bleibt der pH-Wert solange stabil, bis es zur
Kristallisation von HAP kommt. Das Plateau spiegelt also die Induktionszeit fiir die Keimbildung
von HAP wieder. In der zweiten Stufe findet erneut ein schneller Abfall des pH-Wertes statt,
der durch die eintretende HAP Kristallisation hervorgerufen wird. In der letzten Stufe findet
lediglich ein schwacher pH-Wert Abfall statt, der durch das Kristallwachstum des HAPs durch
die sogenannte Ostwald Reifung gekennzeichnet ist.[**8 Das gleiche Stufenverhalten wurde
durch andere Arbeitsgruppen bestitigt.[19°:200

Anhand der pH-Kurven konnten Chen et al. weiterhin zeigen, dass die Induktionszeit
fir die Keimbildung des HAPs in Anwesenheit des Citrats verlangert wird. Mittels IR
Spektroskopie konnten sie verdeutlichen, dass das Citrat wahrend der Mineralisation mit dem
ACP assoziiert ist und das Citrat das ACP stabilisiert.[*98 Das Citrat bildet mit den Calciumionen
einen Chelatkomplex. Dadurch reduziert es die Anzahl der freien Calciumionen in Losung, setzt
die Ubersattigung fiir die ACP und die HAP Bildung herab und iibt demnach auch einen Einfluss
auf die Kristallisationskinetik aus. Sie flihrten ein weiteres Kontrollexperiment durch, in dem
sie die gleichen Aktivitaten der Calcium- und Phosphationen wie bei der Mineralisation in
Anwesenheit des Citrates einsetzten. Es stellte sich heraus, dass dies keinen Einfluss auf die
Induktionszeit hat und deshalb auch nicht fiir die Stabilisierung des ACPs verantwortlich ist.
Die Stabilisierung kann also entweder durch die Integration des Citrats in das ACP oder durch
die Adsorption des Citrats an der Oberflache des ACP erfolgen. Sie konnten zeigen, dass
sowohl das eine als auch das andere stattfindet, jedoch spielt die Assoziation an der
Oberflache eine gréRere Rolle bei der Stabilisierung von ACP. Sie zeigten weiterhin, dass die
Induktionszeit mit steigender Citratkonzentration zunimmt. Der Grund dafiir ist, dass mehr
Citrat an der ACP Oberflache adsorbiert wird, dieses die Reaktionsstellen an der ACP
Oberfliche blockiert und das ACP besser stabilisiert wird.[*8]

Eine Studie von Hu et al. zeigte auRerdem, dass die drei Carboxylgruppen des
Citratmolekiils bei pH-Werten zwischen 7,5-8,0 vollstandig deprotoniert vorliegen und
dadurch stark an die Calciumionen auf der HAP Oberfliche adsorbieren kénnen. Die
Adsorption des Citrats verhindert das weitere Kristallwachstum des HAP in diesen
Adsorptionsbereich. Zusatzlich sorgen die an der Oberflache gebundenen Citratmolekiile fir
eine negativ geladene Oberflache. Dadurch kommt es zur elektrostatischen AbstoBung der

Phosphationen, wodurch zum einen das Kristallwachstum gestoppt wird und zum anderen
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verhindert die elektrostatische AbstoBung die Aggregation der HAP Kristalle. Diesen
Mechanismus belegten sie mit Hilfe von XRD, *H- und 3!P-NMR.[201]

Diese Erklarungsansatze konnten auch fiir die Mineralisation von CP in Anwesenheit
der beiden Additive NTA und EDTA gelten. Fir alle pH-Werte ist eine Zunahme der
Induktionszeit fiir die HAP Bildung (pH 8 und 9) und fiir die Bildung von DCPD (pH 6 und 7) zu
erkennen. Der Grund dafiir kénnte zum einen in der besseren Stabilisierung der gebildeten
Vorlauferphasen durch das jeweilige Additiv hervorgerufen werden. Zum anderen kdnnte
auch das zunehmende Komplexierungsvermogen der Additive mit zunehmender
Additivkonzentration eine Rolle spielen. Vermutlich spielen beiden Faktoren eine
entscheidende Rolle. Welcher dieser beiden lberwiegt, kann jedoch nicht eindeutig geklart
werden.

Die pH-Kurven beobachtet von Chen et al. bei der Mineralisation von CP dhneln
unseren pH-Kurven bei pH 9.12°8 Da bei pH 9 beide Additive in ihrer deprotonierten Form
vorliegen, kdonnen die deprotonierten Carboxylgruppen besser an der ACP Oberflache
adsorbieren und somit stabilisieren. Es kann kein groRartiger Unterschied zwischen den
beiden Additiven beobachtet werden. Bei einer Konzentration von 10 mM NTA oder EDTA
existiert die ACP Kristallphase bis zu einer Mineralisationszeit von ca. 35 min und hat sich dann
nach etwa 45 min in HAP umgewandelt. Bei den anderen Additivkonzentrationen gibt es auch
keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Additiven. Der einzige Unterschied liegt
darin, dass die Umwandlungen und die pH-Werte am Ende der Mineralisation fir EDTA zu
leicht héheren pH-Werten verschoben sind. Dieser Sachverhalt kann durch das die héhere
Zahnigkeit von EDTA begriindet werden, welches dadurch die bei der Mineralisation von CP
freigesetzten Protonen besser abfangen kann.

Die pH-Kurven bei pH 8 zeigen, dass das NTA das ACP deutlich starker zu stabilisieren
scheint als das EDTA. Bei einer Konzentration von 10 mM ist in Anwesenheit des NTAs die ACP
Vorlauferphase 2 min langer stabil als beim EDTA. Bei einer héheren Konzentration von
15 mM ist die Induktionszeit fir die HAP Bildung beim NTA sogar 4 min langer als beim EDTA.
Der Grund dafiir kénnte durch die verschiedenen Deprotonierungsgrade begriindet sein. Das
NTA liegt bei pH 8 mit drei deprotonierten Carboxylgruppen vollstandig deprotoniert vor. Das
EDTA hingegen liegt nur zu 2/3 mit vier deprotonierten Carboxylgruppen und zu 1/3 mit drei
deprotonierten Carboxylgruppen und einer protonierten Amingruppe vor. Die letzte Spezies

sorgt vermutlich dafiir, dass aufgrund der AbstoBung zwischen der protonierten Amingruppe
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und den deprotonierten Carboxylgruppe, das EDTA nicht so gut an die ACP Oberflache
adsorbieren kann. Dadurch kann das EDTA die Phasenumwandlung zum HAP nicht so intensiv
verzogern verglichen zum NTA.

Aullerdem ist sowohl bei der Kontrollprobe als auch in Anwesenheit von 5 mM EDTA
im Kurvenverlauf anstatt des Plateaus ein Minimum und ein Maximum vorhanden. Ein solcher
Kurvenverlauf ist typisch fiir das Vorhandensein zweier verschiedener ACP Phasen, ACP1 und
ACP2.[71.202] Bejde ACP Phasen unterscheiden sich in ihrer Morphologie und Léslichkeit. ACP1
besteht dabei aus spharischen Partikeln, wohingegen ACP2 eine flockenartige Struktur
aufweist die zudem kristalliner ist.[71:202203] Es kann demnach vermutet werden, dass bei pH 8
bei einer EDTA Konzentration von 5 mM die Phasenumwandlungen in der Reihenfolge
ACP1-ACP2-HAP ablaufen. Bei héheren EDTA Konzentrationen sowie in Anwesenheit des NTAs
waren die gleichen Phasenumwandlungen maoglich. Diese sind vermutlich schlechter aufgel6st
oder Uberlagern einander. Eine weitere Moglichkeit ware eine Phasenumwandlung von ACP
zu HAP wie bei pH 9.

Fir die Kontrollprobe bei pH 8 ist laut XRD und IR Messungen nach 4 h Mineralisation
ein Gemisch aus DCPD und HAP zu finden. Es ware demnach denkbar, dass es zunachst zur
Bildung von ACP1 kommt, dieses sich dann Uber ACP2 in DCPD und allmahlich in HAP
umwandelt. Die zu Letzt beschriebene Phasenumwandlung kénnte durch den erneuten
Anstieg des pH-Wertes nach 5 min bis zum Ende der Messung nach 30 min erklart werden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass unter neutralen und basischen Bedingungen
zunachst ACP gebildet wird, welches sich je nach Reaktionsbedingungen in OCP oder HAP
umwandeln kann.[®®70% Bej sauren pH-Werten gibt es in der Literatur zum einen Hinweise
darauf, dass von Anfang an gleich DCPD gebildet wird, ohne dabei eine ACP Vorlauferphase zu
durchlaufen.’Y Es gibt auch Studien, bei denen eine ACP Vorliuferphase bei der Kristallisation
von DCPD beobachtet wurde.[?3204 Das wiirde auch mit den Beobachtungen von He et al.
Ubereinstimmen, die bei der Umwandlung von ACP zu HAP zusatzlich eine DCPD
Zwischenstufe beobachteten. Diese Zwischenstufe erklarten sie durch die unvollstindige
Umwandlung von ACP zu HAP.[294! peytcheva et al. machten dhnliche Beobachtungen bei der
Untersuchung des Einflusses von Polyaspartaten auf das Mineralisationsverhalten von CP. Sie
fanden zunichst die Bildung von ACP, welches sich tiber DCPD in HAP umwandelte.[?8] Es wire
also in unserem Fall denkbar, dass sich zunachst ACP bildet, welches sich Giber DCPD langsam

in HAP umwandelt.
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Der Kurvenverlauf bei pH 7 fiir die verschiedenen EDTA Konzentrationen und in
Anwesenheit von 5 mM NTA kann durch die Phasenumwandlung von ACP1 (iber ACP2 zu DCPD
erklart werden. Die gleiche Sequenz kann auch flr die Kontrollprobe als moglicher Verlauf
angenommen werden.

Die XRD und IR Daten fiir die Proben mineralisiert mit 10 und 15 mM NTA bei pH 7 tiber
4 h zeigen ein Gemisch aus HAP und DCPD. Eine mogliche Sequenz der Phasenumwandlung
wadre ACP-DCPD-HAP. Anhand der pH-Kurven wird jedoch nur eine Phasenumwandlung
sichtbar. Die Ursache dafiir konnte in der kurzen Messzeit von 30 min zu finden sein. Es kdnnte
zum Beispiel sein, dass die Phasenumwandlung von DCPD zu HAP erst nach diesen 30 min
stattfindet. Weiterhin ware es méglich, dass die Phasenumwandlung von DCPD zu HAP in den
pH-Kurven nicht gut aufgeldst wird und deshalb nicht zu sehen ist.

Bei pH 7 scheint NTA die Mineralisation anders als EDTA zu beeinflussen. Das NTA weist
bei diesem pH-Wert fast ausschlielich die Spezies mit drei deprotonierten Carboxylgruppen
auf. Mit dem freien Elektronenpaar am Amin besitzt NTA also vier mogliche Bindungsstellen
fir Calciumionen. Beim EDTA sieht es anders aus. Wahrend bei héheren pH-Werten die
Spezies mit vier deprotonierten Carboxylgruppen liberwiegt (Spezies 4; bei pH 6,4 = 5 %),
finden wir in diesem pH-Bereich vorwiegend die Spezies mit vier deprotonierten
Carboxylgruppen und einer protonierten Amingruppe (Spezies 1; bei 6,4 = 95 %). Im Vergleich
zu hoheren pH-Werten stehen durch die protonierte Amingruppe nur noch finf
Bindungsstellen fiir Calciumionen zur Verfligung. Die positive Ladung an der Amingruppe sorgt
zusatzlich fur eine AbstofRung. Das konnte dazu fiihren, dass das EDTA die gebildete ACP
Vorlauferphase nicht mehr so gut stabilisieren kann wie das NTA. Aufgrund dessen ist die
Induktionszeit fiir die HAP Bildung beim NTA deutlich langer als beim EDTA.

Bei den pH-Kurven bei pH 6 kann nicht genau geklart werden, ob zunachst eine ACP
Vorlauferphase ausfillt die sich dann zu DCPD umwandelt. Bei diesem pH-Wert findet die
Mineralisation aufgrund des geringen pH-Wertes recht langsam statt. Das nach der Zugabe
der Phosphatkomponente ausgebildete Plateau gibt demnach hoéchstwahrscheinlich die
Induktionszeit flir die DCPD Bildung an. Es kénnte natiirlich auch die Bildung von ACP anzeigen.
Die genaue Ursache ist unklar. Dieses Plateau halt mit steigender Additivkonzentration langer

an, zeigt aber keinen Unterschied fiir die beiden Additive.
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Eine genaue Identifizierung der durchlaufenden Kristallphasen, ware zum Beispiel
durch zeitaufgeloste Cryo-TEM, Rontgenkleinwinkel- oder Rontgenweitwinkelstreuung
moglich.

Wie bereits im Ergebnisteil beschrieben, zeigen die Leitfahigkeitskurven den gleichen
Verlauf wie die pH-Kurven. Da bei der Mineralisation von CP Protonen frei werden und diese
aufgrund ihrer geringen GréRe eine hohe Aquivalenzleitfihigkeit besitzen, wiirde man
eigentlich einen Anstieg in den Leitfahigkeitskurven erwarten. Dies ist jedoch nicht der Fall.
Der Grund dafir ist vermutlich, dass die tieferen pH-Werte im Pufferbereich des
Phosphatpuffers liegen. Die freiwerdenden Protonen reagieren also mit den HPO4?-lonen zu
H2POs-lonen und werden somit abgefangen. Bei héheren pH-Werten von pH 8 und 9
reagieren die freiwerdenden Protonen mit den OH™-lonen zu Wasser. Da im Laufe der
Mineralisation zusatzlich die Ca?*- und POs*-lonen entzogen werden, nimmt die Zahl der
Ladungstrager und damit die Leitfahigkeit ab. Bei den Mineralisationen mit NTA und EDTA
fangen diese beiden Additive zusatzlich die freiwerdenden Protonen ab, wodurch zum einen
die hoheren pH-Werte und zum anderen die hohere Leitfahigkeit mit steigender

Additivkonzentration erklart werden kdnnen.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die beiden verwendeten
Amphiphile mit Cholesterol als hydrophoben Block, gute Template fiir die Mineralisation von
CP an der Wasser/Luft-Grenzflache sind. Mittels IRRAS, XPS, EDXS, SAED und HRTEM konnte
die erfolgreiche Mineralisation von CP fiir beide Amphiphile an der Wasser/Luft-Grenzflache
nachgewiesen werden. Es konnte auch gezeigt werden, dass das Phasenverhalten der beiden
Amphiphile und die bei der Mineralisation von CP gebildeten Kristallphasen nicht identisch
sind. Beide Amphiphile Uben demnach einen unterschiedlichen Einfluss auf den
Mineralisationsverlauf aus.

Beim CHOL-HEM konnte sowohl nach 3 h als auch nach 5 h OCP als einzige Kristallphase
mittels XPS, SAED, HRTEM und EDXS nachgewiesen werden. Das A-CHOL hingegen zeigte bei
der Mineralisation von CP nach 1 h zundchst eine nicht eindeutig identifizierbare
Vorlauferphase aus ACP, DCPD oder OCP. Diese wandelte sich dann nach 3 h und 5 h in ein
Gemisch, bestehend aus OCP und ein wenig HAP um.

Die Schlussfolgerung daraus ist, dass das CHOL-HEM in der Lage ist, dass wahrend der
Mineralisation entstandene OCP zu stabilisieren. Dies geschieht vermutlich durch die
Adsorption des Amphiphils bevorzugt an der OCP Oberflache in [100] Orientierung. Dadurch
wird die Spaltung entlang der c-Achse unterdriickt und die Hydrolyse zum HAP verhindert.

Das A-CHOL ist hingegen sterisch anspruchsvoller und kann wahrscheinlich aufgrund
seiner Grofle nicht so gut an der OCP Kristalloberflaiche adsorbieren verglichen zum
CHOL-HEM. Das CHOL-HEM kann also die Hydrolyse von OCP zu HAP besser unterdriicken als
das A-CHOL. Da jedoch auch beim A-CHOL nach einer Mineralisationszeit von 5 h nur wenig
HAP zu finden ist, ware auch hier ein Stabilisierungseffekt der OCP Kristalle moglich. Um eine
genaue Aussage darliber treffen zu kénnen, sind jedoch zusatzliche Kontrollexperimente
notwendig. Es ware zum einen denkbar, die Mineralisationsexperimente (iber einen ldngeren
Zeitraum durchzufiihren. Diese konnten zeigen, ob das CHOL-HEM die Hydrolyse vom OCP
zum HAP komplett unterdriickt. AuBerdem kdnnte nachgewiesen werden, ob beim A-CHOL
das OCP weiter zum HAP umgesetzt wird oder ob ein Gemisch beider Kristallphasen erhalten
bleibt.

Weiterhin wurde festgestellt, dass das A-CHOL eine bessere Kontrolle bezliglich der

Orientierung der gebildeten Kristalle aufweist. Beim A-CHOL wurden Uberwiegend gut
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geordnete OCP Kristalle in [110] und HAP Kristalle in [-110] Richtung nachgewiesen. Beim
CHOL-HEM konnte fir das gebildete OCP hingegen keine Vorzugsorientierung bestimmt
werden.

Um die Mineralisation an der Wasser/Luft-Grenzfliche mit der Mineralisation in
Bulklésung zu vergleichen, wurden zusatzlich Mineralisationsexperimente in Bulklésung
durchgefiihrt. Dazu wurden NTA und EDTA als Mineralisationsadditive verwendet, da NTA
unter anderem der Struktur der hydrophilen Kopfgruppe des A-CHOLs ahnelt. Es konnte
gezeigt werden, dass ein Vergleich der Mineralisation an der Grenzflaiche mit der
Mineralisation in Bulklésung nicht ohne weiteres moglich ist. Bei der Mineralisation in
Bulklésung wird bei tiefen pH-Werten DCPD und bei héheren pH-Werten HAP gebildet. Diese
wurde mittels XRD Messungen nachgewiesen und durch IR Messungen bekraftigt. Die Bildung
von OCP wie an der Wasser/Luft-Grenzflache konnte nicht beobachtet werden.

Es konnte auch gezeigt werden, dass beide Additive NTA und EDTA einen
unterschiedlichen Einfluss auf den Verlauf der Mineralisation nehmen. So unterscheiden sich
zum einen die Morphologien des gebildeten DCPDs und zum anderen wurde beispielsweise in
Anwesenheit von 10 und 15 mM NTA neben DCPD auch HAP bei einem Ausgangs-pH-Wert
von 7 nachgewiesen.

Da unser Augenmerk speziell auf der Mineralisation von CP an der Wasser/Luft-
Grenzflache liegt, konnten Folgeexperimente wie beispielsweise GIXD Messungen
durchgefiihrt werden. Dadurch wire es méglich, einen Uberblick tber die gebildeten
Kristallphasen nach unterschiedlichen Reaktionszeiten direkt auf dem Trog zu erhalten.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass auch einfache Amphiphile in der Lage sind,
die Mineralisation von CP zu steuern. Amphiphile mit Cholesterol als hydrophoben Block
bilden offensichtlich besonders stabile Monolagen an der Wasser/Luft-Grenzflache. Eine
Untersuchung des Einflusses ahnlicher Amphiphile mit unterschiedlichen hydrophilen

Kopfgruppen auf das Mineralisationsverhalten von CP ware durchaus interessant.
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8. Experimentalteil

8.1. Verwendete Chemikalien

Tabelle 6: Liste der verwendeten Chemikalien.

Chemikalie CAS-Nummer Hersteller Reinheit
2-Chloro-4,6-dimethoxy-1,3,5- 3140-73-6 Acros Organics 98 %
triazin
Aceton 67-64-1 Fisher Scientific CertiFied AR,
Reag. Ph. Eur.
Aminotriester 136586-99-7 Frontier
Scientific
Benzol 71-43-2 VWR AnalaR
Normapur
Butandisaureanhydrid 108-30-5 Merck for synthesis
Calciumnitrat-Tetrahydrat 13477-34-4 Carl Roth >99 %, p.a., ACS
Cholesterol 57-88-5 Applichem BioChemica, 2
95 %
Cholesterylhemisuccinat (CHOL- 1510-21-0 Sigma Aldrich >98 %
HEM)
Chloroform 67-66-3 Roth Spectroscopic
grade
Chlortrimethylsilan 75-77-4 Sigma Aldrich >99 %, GC
Cyclohexan 110-82-7 CHEMSOLUTE p.a.
Diammoniumhydrogenphosphat, 7783-28-0 Alfa Aesar >98 %
Dichlormethan 75-09-2 CHEMSOLUTE HPLC grade
Diethylether 60-29-7 CHEMSOLUTE p.a.
Ethanol absolut 64-17-5 VWR ACS, Reag. Ph.

Eur.
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Ethylacetat 141-78-6 CHEMSOLUTE p.a.
Ethylendiaminotetraessigsaure- 6381-92-6 Carl Roth > 99 %, USP
dinatriumsalzdihydrat
Kieselgel 60 7631-86-9 AppliChem
Methanol 67-56-1 Merck LiChrosolv®
MilliQ® Wasser (0,055 pS/cm)
Ameisensdure 64-18-6 J. T. Baker 98 %
N-Methylmorpholin 109-02-4 Fluka > 98 %, purum,
GC
Natrium 7440-23-5 Sigma Aldrich >99,8%
Natriumchlorid 7647-14-5 CHEMSOLUTE p.a.
Natriumhydrogencarbonat 144-55-8 Roth >99 %
Nitriloessigsauretrinatriumsalz- 18662-53-8 Sigma Aldrich >98 %
monohydrat
Pyridin 110-86-1 Sigma Aldrich 99 %, Reagent
Plus
Salzsdure 7647-01-0 Merck 37 %
Tetrahydrofuran 109-99-9 AppliChem HPLC grade

8.2 Verwendete Troge

Wahrend der Dissertation wurde mit verschiedenen Langmuir-Trogen gearbeitet. Die

KenngroRen der Troge sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Bei Trog A handelt es sich um einen Langmuir-Trog mit einer beweglichen Barriere. An

diesem Trog wurden alle Isothermen zur Charakterisierung des Phasenverhaltens der beiden

zu untersuchenden Amphiphile aufgenommen.

Bei Trog B handelt es sich um einen Langmuir-Blodgett-Trog mit Dippervertiefung und

zwei beweglichen Barrieren. An diesem Trog wurden die Mineralisationsexperimente

durchgefiihrt. Unterhalb der Dippervertiefung des Troges wurde ein Variomag Mini Riihrer
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der Firma Thermo Fisher Scientific befestigt. Dadurch konnte die Subphase tber die gesamte
Mineralisationszeit mit Hilfe eines kleinen Riihrmagneten in der Dippervertiefung geriihrt
werden.

Bei Trog C handelt es sich um einen Langmuir-Trog zur Aufnahme von IRRAS-Spektren.
Der Probentrog besitzt zwei bewegliche Barrieren. An diesem Trog wurden zum einem die
Amphiphile mittel IRRAS untersucht und zum anderem wurde die Mineralisation von CP
zeitlich mittels IRRAS verfolgt.

Zur Aufnahme des Oberflachendrucks diente in allen Fallen ein Wilhelmy-Plattchen aus

Filterpapier (Whatman grade 1).

Tabelle 7: Uberblick der verwendeten Langmuir-Trége.

Trog | max. Fliche [cm?] | Subphasenvolumen [mL] Kompressionsgeschwindigkeit
[A2/min]
A 457,5 290 4,2
170,5 125 2,7
C 190,4 95 2,6

8.3 Verwendete Amphiphile

8.3.1 CHOL-HEM

Das Cholesterylhemisuccinat (CHOL-HEM) wurde von der Firma Sigma Aldrich
erworben und mittels NMR, ATR-IR und Elementaranalyse untersucht. *H-NMR (300 MHz,
CDCl3): 6 [ppm] =5,41-5,33 (m, 1H); 4,72 - 4,58 (m, 1H); 2,74 — 2,65 (m, 2H); 2,64 — 2,59 (m,
2H); 2,32 (d, 2H); 2,10-1,91 (m, 2H); 1,91 -1,76 (m, 3H); 1,65 -1,43 (m, 7H); 1,41 -1,27 (m,
4H); 1,24 — 1,08 (m, 7H); 1,06 — 0,97 (m, 6H); 0,95 — 0,84 (m, 10H); 0,68 (s, 3H). 13C-NMR (300
MHz, CDCls): 6 [ppm] = 178,7; 177,9; 172,7; 171,7; 141,0; 138,9; 123,1,;77,92; 77,49; 77,15;
77,01; 75,0; 62,2; 56,8; 50,4; 42,8; 40,2; 39,9; 38,4; 37,4; 37,0; 36,6, 36,2; 32,3; 29,7; 29,4,
28,7;28,1; 12,3. IR (ATR) v= 488, 656, 798, 943, 982, 997, 1028, 1132, 1178, 1211, 1246, 1284,
1315, 1365, 1375, 1425, 1437, 1458, 1466, 1653, 1709, 1732, 2868, 2895, 3935 cm™.
Elementaranalyse (C31Hs004): berechnet (gefunden) C 76,50 % (76,50 %); H 10,35 % (10,41 %).
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8.3.2 A-CHOL

Das Amphiphil A-CHOL wurde von Soraya Taabache in der Arbeitsgruppe von Dr.
Annabelle Bertin an der Bundesanstalt fir Materialforschung und -prifung (BAM)
synthetisiert und charakterisiert.

1H-NMR (400,1 MHz, DMSO): 6 [ppm] = 7,24 (s, 1H); 5,37 — 5,30 (m, 1H); 4,64 — 4,40
(m, 1H); 2,43 (t, J = 6,62, 2 H); 2,34 (t, J = 6,62, 2H); 2,26 — 2,25 (m, 2H); 2,12 (t, J = 7,88, 6H);
1,98 — 1,75 (m, 11H); 1,57 — 0,81 (m, 33H); 0,65 (s, 3H). 13C-NMR (400,1 MHz, DMSO): & [ppm]
=174,4; 171,7; 170,4; 139,5; 122,0; 73,2; 56,3; 56,1; 55,6; 49,5; 41,9; 37,6; 36,5; 36,1; 35,7;
35,2; 31,4; 30,4; 29,3; 29,1; 28,0; 27,8; 27,3; 23,9; 23,2; 22,7; 22,4; 20,1; 19,0; 18,6; 11,7. ESI-
TOF-MS (Ca1HesNOo(M+H*)): berechnet 716,47; gefunden 716,49. IR (ATR) v= 528, 590, 646,
679, 914, 1313, 1508 cm’. Elementaranalyse (C41HssNOo): berechnet (gefunden) C 68,78 %
(68,17 %); H 9,15 % (8,84 %); N 1,96 % (2,21 %). IR (ATR) v= 528, 590, 646, 679, 914, 1313,
1508 cm™.

8.4 Charakterisierung des Phasenverhaltens der beiden Amphiphile

Die m-A Isothermen wurden an Trog A aufgenommen. Der Langmuir-Trog wurde
zunachst mit der entsprechenden Subphase befillt (ca. 290 mL), anschliefend wurde das
Amphiphil (1 mg/mL), welches zuvor in einer Chloroform:Methanol Lésung (90:10 v/v) gelost
wurde, mittels einer Hamiltonspritze gespreitet. Beim A-CHOL wurden jeweils 70
beziehungsweise 75 pL und beim CHOL-HEM jeweils 60 uL gespreitet. Nach 10 min war das
Losungsmittel vollstandig verdampft und es konnte mit den Aufnahmen der Isothermen
begonnen werden.

Als Subphase diente fiir die Aufnahme der Isothermen bei verschiedenen
Temperaturen (10, 15, 16, 17, 18, 19, 20 und 30 °C) MilliQ® Wasser. Bei verschiedenen
pH-Werten wurde dieses mittels NaOH (pH-Wert 6, 7, 8, 9 und 10) und HCI (pH-Wert 5) auf
den gewilinschten pH-Wert eingestellt. Bei der Untersuchung des Phasenverhaltens bei
verschiedenen Calciumnitratkonzentrationen (2, 20 und 200 mM), wurden fiir die 2 mM
Lésung 0,4723 g, fir 20 mM 4,723 und fir 200 mM 47,273 g Ca(NO5), - 4 H,0 in 1 L MilliQ®
Wasser gelost.

Die Kompressions-/Expansionskurven erfolgten bei verschiedenen Temperaturen,

pH-Werten und Calciumnitratkonzentrationen. Die Kompressionen erfolgten bis 60 — 62
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mN/m, also unterhalb des Filmkollaps von ca. 65 mN/m. Die Kompressions- wie auch die
Expansionsgeschwindigkeit betrug 4,2 A2/min (Tabelle 7).

Die genaue Lage des Knickpunktes im Fall des CHOL-HEM konnte durch das Anlegen
zweier Geraden (im ersten und zweiten Anstieg der Isothermen) bestimmt werden. Der
Schnittpunkt der beiden Geraden gibt den Druckwert der Phasenumwandlung an. Fiir diesen

Druckwert wurde der entsprechende Flachenwert der Isothermen ermittelt.

8.5 Mineralisation von Calciumphosphat an der Grenzfliche

Fir die Mineralisation von CP an der Wasser/Luft-Grenzflache wurden die Trége B und
C verwendet. Trog B ermoglichte durch die Dippervertiefung das konstante Rihren der
Subphase wahrend der Mineralisation. Als Subphase diente Calciumnitrattetrahydrat
Ca(NOs)2 - 4 H,O und als Phosphatkomponente wurde Diammoniumhydrogenphosphat
(NH4)2HPO4 eingesetzt.

Zunachst wurde der Trog mit der entsprechenden Subphase gefiillt (125 mL bei Trog B
und 95 mL bei Trog C) und diese auf 20 °C temperiert. Beide Amphiphile (1 mg/mL) wurden in
einer Chloroform:Methanol Lésung (90:10 v/v) gelést und mittels einer Hamiltonspritze
gespreitet. Beim CHOL-HEM betrug das Spreitvolumen fiir beide Troge 25 plL, wohingegen
beim A-CHOL 25 puL fir die Experimente auf Trog B und 30 pL fiir Trog C gespreitet wurden.
Nach 10 min wurde die Amphiphil-Monolage auf den gewinschten Oberflachendruck
komprimiert. Fir das CHOL-HEM betrug dieser 30 mN/m und fir das A-CHOL 40 mN/m.
Nachdem der Mineralisationsdruck erreicht wurde, konnte mit Hilfe einer Spritze die
entsprechende Menge an 3 M (NHa4);HPO4 (39,615 g auf 0,1 L) unter die Barrieren gespritzt.
Die Mineralisationen erfolgten bei einer Gesamtkonzentration von 2 und 20 mM. Fir die
Mineralisationen bei einer Calciumkonzentration von 2 mM betrug das Volumen der
(NH4)2HPO4-Lésung diese 0,08 mL fiir Trog B und 0,06 mL fiir Trog C und bei 20 mM 0,83 mL
fiir Trog B und 0,63 mL fir Trog C.

Die Mineralisation bei einer Calciumkonzentration von 200 mM war, anders als bei der
Charakterisierung des Phasenverhaltens der einzelnen Amphiphile, nicht umsetzbar. Fir diese
Konzentration waren 8,33 mL (Trog B) beziehungsweise 6,33 mL (Trog C) einer 3 M
Phosphatlosung notwendig, um das selbe Ca/P Verhaltnis wie in den anderen Experimenten

zu erreichen. Die Zugabe eines solchen Volumens unter die Monolage (Subphasenvolumen:
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125 mlL, Oberfliche 170,5 cm?) wiirde zum Uberlaufen des Troges fiihren und das
Mineralisationsexperiment storen. Aufgrund der Loslichkeit des
Diammoniumhydrogenphosphates (690 g/L bei 20 °C) kann maximal eine 5,2 M Losung
hergestellt werden. Doch auch mit dieser Lésung waren 4,81 mL einer 52 M
Diammoniumhydrogenphosphatlésung notwendig, um die gewilinschte Konzentration zu
erzielen. Auch eine solche Volumenzugabe wiirde zum Uberlaufen des Troges fiihren.

Die Mineralisationszeiten fir Trog B betrugen 3, 4 und 5 h. Die IRRAS-Messungen am
Trog C wurden Uber einen Zeitraum von 5 h durchgefiihrt, wobei fiir das A-CHOL TEM-Proben
nach 1, 3 und 5 h genommen wurden. Nach der Reaktionszeit wurden die Filme sowohl auf
TEM-Grids als auch auf Siliciumwafer Gibertragen. Die mineralisierten Filme wurden auf reine
oder SiOy Siliciumwafer mittels Langmuir-Blodgett (AFM Messungen A-CHOL) und Langmuir-
Schafer (AFM Messungen CHOL-HEM und XPS Messungen A-CHOL und CHOL-HEM) Technik
Uberragen. Die Proben fiir TEM Messungen wurden mittels einer Pinzette direkt von der
mineralisierten Grenzflache genommen. Die auf dem Grid verbleibende Flissigkeit wurde mit
einem fuselfreien Tuch entfernt und das Grid an der Luft getrocknet. Als TEM-Grids wurden
Kohlenstoff-beschichtete Kupfergrids der Firma Plano verwendet.

Die Siliciumwafer wurden zuvor hydrophobiert. Dazu wurden die Wafer zunachst mit
Chloroform, Methanol und MilliQ® Wasser gespilt und mit Stickstoff getrocknet.
AnschlieBend wurde die Wafer mit Piranhasdure (Wasserstoffperoxid:Schwefelsdure, 1:1)
gereinigt, mit MilliQ® Wasser gesplilt und mit Stickstoff getrocknet. Dann wurde je ein Wafer
in ein 15 mL Zentrifugenrohrchen gegeben und dieses mit 5 mL trockenem Benzol (zuvor Gber
Natrium getrocknet und mehrmals refluxiert) gefillt. Daraufhin wurden 0,1 mL trockenes
Chlortrimethylsilan dazugegeben und die Rohrchen gut durchgeschiittelt. Nach 5 min wurden
die Wafer erneut mit Chloroform, Ethanol und MilliQ® Wasser gespiilt und mit Stickstoff

getrocknet.

8.6 Mineralisation von Calciumphosphat in Bulklosung

Die Konzentration fur die CP Mineralisation an der Wasser/Luft-Grenzflache betrug 2
und 20 mM. Fir die Mineralisationen in Bulklosung wurde eine Konzentration von 20 mM
verwendet, da bei einer Konzentration von 2 mM nicht genug Mineral fiir die nachfolgende

Analytik anfiel. Als Mineralisationsadditive dienten Nitriloessigsauretrinatriummonohydrat
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(NTA, M=275,10 g/mol) und Ethylendiaminotetraessigsauredinatriumsalzdihydrat (EDTA,
M=372,24 g/mol).

8.6.1 Analytik NTA und EDTA

Das NTA (Nitriloessigsauretrinatriumsalzmonohydrat) wurde von der Firma Sigma
Aldrich und das EDTA (Ethylendiaminotetraeesigsdauredinatriumsalzdihydrat) von der Firma
Carl Roth gekauft und mittels NMR, ATR-IR und Elementaranalyse untersucht.

NTA: H-NMR (300 MHz, D;0): 6 [ppm] = 3,11 (s, 6H). 13C-NMR (300 MHz, D;0): &
[ppm] = 181,1; 59,11. IR (ATR) v= 505, 521, 532, 582, 633, 648, 729, 754, 806, 843, 920, 947,
955, 962, 984, 995, 1003, 1062, 1099, 1132, 1140, 1242, 1257, 1284, 1327, 1340, 1361, 1404,
1450, 1473, 1506, 1572, 1674, 2873, 2906, 3163, 3330 cm™. Elementaranalyse (CeHsNO7Nas):
berechnet (gefunden) C 26,20 % (26,25 %); H 2,93 % (2,85 %); N 5,09 % (5,09 %).

EDTA: 'H-NMR (300 MHz, D;0): & [ppm] = 3,88 (s, 8H); 3,66 (s, 4 h). 13C-NMR (300 MHz,
D20): 6 [ppm] =170,7; 58,0; 51,6. IR (ATR) v= 444, 494, 550, 625, 704, 816, 899, 920, 939, 957,
1020, 1053, 1134, 1196, 1225, 1267, 1292, 1315, 1356, 1392, 1475, 1620, 1672, 2729, 2779,
3028, 3381, 3525 cm™ Elementaranalyse (CioH1sN2Na2010): berechnet (gefunden) C 32,27 %
(32,28 %); H4,87 % (5,01 %); N 7,53 % (7,55 %).

8.6.2 Mineralisation von Calciumphosphat

Zunachst wurden jeweils 50 mL einer 1 M Ca(NOs3)2- und (NH4)2HPO4-Stammldsung
hergestellt. Dazu wurden 11,808 g Ca(NOs)2- 4 H,0 und 6,602 g (NH4)2HPO4 in einem 50 mL
Mallkolben eingewogen und auf 50 mL mit MilliQ®-Wasser aufgefiillt.

AnschlieBend wurden 2 mL der jeweiligen 1 M Losungen in einen 50 mL MaRkolben
gegeben, mit etwa 40 mL MilliQ®-Wasser versetzt, auf den gewlinschten pH-Wert eingestellt
und schlieBlich bis zur Eichmarke mit MilliQ®-Wasser aufgefiillt. Die Konzentration betrug
40 mM. Diese Prozedur wurde fir die pH-Werte 5, 6, 7, 8 und 9 sowohl fiir die Ca(NO3); - als
auch fir die (NH4)2HPO4 -Losungen angewendet. Dabei enthielten die Mallkolben mit den
Ca(NO3); -Losungen zusétzlich die gewilinschte Konzentration des jeweiligen Additivs. Dazu
wurde das Additiv zunadchst in einen Malkolben eingewogen und in MilliQ®-Wasser

vollstandig geldst, bevor die Zugabe der Ca(NOs); -Losung und die Einstellung des pH-Wertes
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erfolgten. Zum Einstellen des pH-Wertes wurden HClI und NaOH verwendet. Als
ReaktionsgefalRe dienten 100 mL Probenbecher aus Polypropylen mit Schraubverschluss. In
Tabelle 8 sind die einzelnen Konzentrationen, Volumina und Massen fur die Mineralisationen
zusammengefasst. Wahrend der Reaktionszeit von 4 h wurde im ReaktionsgefaR mit
konstanter Geschwindigkeit geridhrt. Alle Proben wurden nach 4 h in 50 mL
Zentrifugenrohrchen zentrifugiert und der Rickstand 3 x mit 40 mL MilliQ®-Wasser

gewaschen. Schlieflich wurden die Proben in einem Trockenofen bei 37 °C getrocknet.

Tabelle 8: Uberblick iiber die Konzentrationen, Massen und Volumina der verwendeten Chemikalien.

Reaktions- Ca(NO3): NTA oder (NH4)2zHPO4 Loésung nach
gefaf} (EDTA) dem Mischen
C \Y C m C \Y c(Ca, Pi) \Y
[mM] | [mL] | [mM] = [g] | [mM] | [mL] | [mM] | [mL]
1 40 50 0 0 - -
(0) 20 100
A - - - - 40 50
40 50 5 0,138 - -
(0,186) 20 100
B ; - - - 40 50
3 40 50 10 0,275 - -
(0,372) 20 100
C - - - - 40 50
4 40 50 15 0,413 - -
(0,558) 20 100
D - - - - 40 50

Die Proben wurden fiir die anschlieRenden ATR-IR und XRD Messungen gemaorsert. Fir
die SEM Aufnahmen wurden die Proben nicht gemorsert.

Fiir die Mineralisation von CP bei den pH-Werten 5, 6, 7, 8 und 9 wurden weiterhin
Leitfahigkeits- und pH-Messungen durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurden 50 mL
Probenbecher aus Polypropylen mit Schraubverschluss verwendet. Der Verlauf der
Mineralisation wurde analog zu den vorherigen Messungen durchgefiihrt, nur das

Probenvolumen betrug diesmal 30 mL anstatt 100 mL. Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber die
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verwendeten Konzentrationen, Massen und Volumina fir die Leitfahigkeits- und
pH-Messungen. Bevor mit der Mineralisation begonnen wurde, erfolgte die Aufnahme des
pH-Wertes und der Leitfahigkeit der 40 mM Calciumnitrat-Losung mit der entsprechenden
Menge an Additiv Gber 5 min. Bei pH 6 wurde der pH-Wert und die Leitfahigkeit Giber 140 min
flir NTA und 60 min fiir EDTA, bei pH 7 und 8 iber 30 min und bei pH 9 Gber 170 min fiir NTA

und 70 min fir EDTA aufgenommen.

Tabelle 9: Uberblick iiber die verwendeten Konzentrationen, Massen und Volumina fiir die
Leitféhigkeits- und pH-Messungen.

Reaktions- Ca(NO3): NTA oder (NH4)2zHPO4 Loésung nach
gefafd (EDTA) dem Mischen
C \Y C m C \Y c(Ca, Pi) \Y
[mM] | [mL] | [mM] | [g] | [mM] | [mL] | [mM] | [mL]
1 40 15 0 0 - -
(0) 20 30
A : - - - 40 15
40 15 5 0,041 - -
(0,056) 20 30
B - - - - 40 15
3 40 15 10 0,083 - -
(0,112) 20 30
C - - - - 40 15
4 40 15 15 0,124 - -
(0,168) 20 30
D - - - - 40 15

8.7 Verwendete Analysemethoden

Elektronenmikroskopie: A-CHOL Trog B: Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

wurde an einem EM 912 Omega (Carl Zeiss, Oberkochen) bei 120 kV mit einem LaBs Filament
durchgefiihrt. Die Rasterelektronenmikroskopie wurde an einem LEO 1550 (Leo GmbH,

Oberkochen) bei 3 kV mit einem Schottky-Feldemissionskathode durchgefiihrt.
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A-CHOL Trog C und CHOL-HEM: TEM Charakterisierung der Mineralfilme wurde an einem

aberrationskorrigierten FEI Titan 80-300 (FEI Company) bei 300 kV, ausgestattet mit einer
US1000 CCD Kamera (Gatan Inc.), einem Tridium 863 Energiefilter (Gatan Inc.) und einem s-
UTW EDXS Detektor (EDAX) durchgefiihrt. Morphologische Untersuchungen wurden mittels
Hellfeld-Methode und Rastertransmissionselektronenmikroskopie (STEM) erfasst. Fur die
Elektronenbeugung (engl. selected area electron diffraction, SAED) und die
Hochauflésungstransmissionselektronenmikroskopie (HRTEM) wurden niedrig dosierte
Elektronenstrahlen verwendet. Die Dosis fiir die HRTEM war je nach verwendeter
VergroRerung auf 10° bis 4 x 10° e/nm? limitiert. NTA, EDTA: Die Rasterelektronenmikroskop
Aufnahmen fir die Mineralisation von CP in Bulklésung mit EDTA und NTA als Additive
erfolgten an einem JEOL JSM-6510 Mikroskop. Die mineralisierten Hybridmaterialien wurden
zuvor im Trockenschrank bei 37 °C getrocknet und ungemorsert auf die Probentrager
aufgetragen. Zudem wurden die Proben mit Pd/Au besputtert. Aufgrund der starken
Aufladung der Mineralien erfolgte die Aufnahme der Bilder bei einer
Beschleunigungsspannung zwischen 1 und 2 kV.

Elementaranalyse: Die Elementaranalysen wurden mit einem Vario EL Il von
Elementar durchgefiihrt.

Rasterkraftmikroskopie (AFM): Die AFM Bilder wurden im tapping mode an einer
MultiMode AFM (Veeco Metrology Group) aufgenommen. Als Cantilever wurden
aluminiumbeschichtete NanoWorld Silicon-SPM-Sensoren mit einer Federkonstante von
15 N/m und einer Resonanzfrequenz von 130 kHz verwendet. Die Proben fir die AFM
Messungen wurden auf hydrophobierte Siliciumwafer ibertragen.

Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS): Die IRRAS Daten wurden an
einem IFS 66 FT-IR Spektrometer (Bruker Optics, Ettlingen, Deutschland) aufgenommen. Diese
ist ausgestattet mit einem Quecksilber Cadmium Telluride (MCT) Detektor, der mit einer
externen Wasser/Luft Reflexionseinheit (XA-511, Bruker Optics, Ettlingen, Deutschland)
verbunden ist. Der MCT Detektor wird mit fllissigem Stickstoff gekiihlt. Der Trog (R&K,
Potsdam, Deutschland) setzt sich aus zwei Teilen zusammen, dem Probentrog und dem
Referenztrog, die mittels eines Thermostaten temperiert werden kénnen. Der Probentrog
enthalt das zu untersuchende Monolagensystem und der Referenztrog ist mit der jeweiligen

Subphase geflillt. Der IR-Strahl wird durch verschiedene Spiegel auf der Wasseroberflache
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fokussiert, wobei der Einfallswinkel des IR-Strahls mittels zwei beweglichen Armen in einem
Winkel zwischen 30 und 72° variiert werden kann.

Zur Polarisation des einfallenden IR-Strahl wird ein KRS-5 Wire Grid Polarisationsfilter
verwendet. Das ganze System befindet sich in einer hermetisch abgedichteten Box um die
Verdampfung der Subphase moglichst gering zu halten. Wahrend der Messung wird zwischen
Proben- und Referenztrog hin- und hergefahren, sodass der IR-Strahl entweder auf die Probe
oder die Referenz gerichtet ist. Um das Signal, welches vom Wasser verursacht wird, zu
eliminieren, dient das Referenzspektrum vom Referenztrog als Background. Das Reflexions-
Absorptions-Spektrum der Probe wird nach -log(R/Ro) berechnet.[87:88130,205-207] pje Auflésung
und Scangeschwindigkeit in allen Experimenten betrug 8 cm™ und 20 kHz. Fur s-polarisiertes
Licht wurden 200 Scans und fiir p-polarisiertes Licht 400 Scans durchgefiihrt. Anhand der zwei
verschiedenen Polarisationen kdnnen Informationen lber die Orientierungen der Molekiile
gewonnen werden. Andert sich die  durchschnittliche  Orientierung  des
Ubergangsdipolmoments des Molekiils, ist dieses durch das Verhiltnis zwischen
p-polarisierten und s-polarisierten Licht (dichromatisches Verhaltnis) fir die jeweilige
Schwingungsbande sichtbar. Die Intensitdt und Form einer Reflektions-Absorptionsbande
hangt von mehreren Variablen ab. Dazu zdhlen: Absorptionskoeffizient, Halbwertsbreite,
Orientierung des Ubergangsdipolmoments innerhalb des Molekiils, molekularer
Neigungswinkel, Polarisation und Winkel des Einfallsstrahls und die Schichtdicke und deren
Brechungsindex. Die Schichtdicke kann anhand der Bande der OH-Streckschwingung (3800-
3000 cm?) abgeschatzt werden.

Infrarot-Spektroskopie (IR): Die ATR-FTIR Spektren wurden an einem Nicolet Nexus
6700 und 8700 Spektrometer der Firma Thermo Fisher Scientific mit einem Thermo Scientific
Smart Orbit (Diamant-Kristall) bei Wellenzahlen von 400 bis 4000 cm™ mit einer Auflésung von
4 cm aufgenommen. Weiterhin wurde eine ATR-Korrektur der Spektren mittels Omnic 6.2
und Omnic 7.3 durchgefiihrt.

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR): A-CHOL: Die *H-NMR Spektren wurden auf
einem Bruker DPX 400 und die 3C-NMR Spektren auf einem Bruker ECP 500 aufgenommen.
CHOL-HEM, EDTA, NTA: Die H- und 3C-NMR Spektroskopie wurde auf einem Bruker Avance

300 Spektrometer aufgenommen.
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Leitfdhigkeitsmessungen: Fiir die Mineralisationen in Bulklésung wurde die
Leitfahigkeit mit einer PP1042 Sonde mit dem Messgerat CDM 83 von Radiometer,
Kopenhagen gemessen.

Massenspektrometrie: Die ESI Messungen erfolgten an einem Q-TOF Ultima ESI-TOF
Massenspektrometer (Micromass) mit einer Kapillarspannung von 2-3,5 kV und einer Kegel-
Spannung von 35 V, bei einer Quellen-Temperatur von 120 °C wund einer
Desolvationstemperatur von 150 — 180 °C. Das Massenspektrometer wurde im positiven
lonenmodus betrieben. Der Desolvationsgasfluss betrug 200 L/h. Die Kalibrierung des Systems
wurde mittels Phosphorsaure und PEO (M, = 970 g/mol) Polymerstandard (PSS GmbH, Mainz,
Germany). Die Probenlésung (0,1 mg/mL) geldst in Methanol und 0,1 %iger Ameisensaure
wurde durch eine Infusionspumpe mit 5 uL/min eingebracht.

pH Messungen: Der pH-Wert der Subphase wahrend der Mineralisation von CP an der
Wasser/Luft-Grenzflache wurde mit einem PCE-228 pH-Meter und einer Sartorius PY-P11
Elektrode aufgenommen. Fir die pH-Messungen in Bulklésung wurde ein MultiLab 540
Ph-Meter und eine SenTix 41 pH-Elektrode der Firma WTW verwendet.

Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS): A-CHOL: Fir die XPS Messungen
wurden hydrophobierte SiOx-Wafer verwendet. Um eine dickere Mineralschicht zu erhalten,
erfolgte der Probenilbertrag via Langmuir-Schiafer Technik. Die Wafer, die durch
Langmuir-Blodgett Ubertrag erhalten wurden, zeigten kein auswertbares Spektrum. Die
Messungen wurden an einem Axis Ultra DLD Elektronenspektrometer der Firma Kratos
Analytical, UK durchgefiihrt. Als Rontgenquelle wurde monochromatische Al-Kq-Strahlung mit
einer Photoelektronenenergie von 80 eV fir Ubersichtsspektren und 20 eV fiir
Kernebenenspektren und Valenzbandspektren verwendet. Der Elektronenemissionswinkel
betrug 0° und der Winkel zwischen Quelle und Detektor 60°. Die Kalibrierung der
Bindungsenergieskala erfolgte gemal der , Kratos Analytical” Prozedur unter Nutzung der ISO
15472 Bindungsenergiedaten.!2% Zur Aufnahme der Spektren wurde das Instrument auf den
,hybrid lens mode” und den ,slot mode” gestellt um eine Flache von ungefahr 300 x 700 um?
zu analysieren. Bei nicht-leitenden Proben wurde ein Ladungsneutralisator eingesetzt. Die
Bindungsenergieskala wurde auf die Elektronenbindungsenergie von 285,0 eV fir das C 1s
Level des aliphatischen Kohlenwasserstoffs kalibriert.[2%°] CHOL-HEM: Die XPS Messungen
wurden an einem K-Alpha Instrument (Thermo Fisher Scientific, East Grinstead, UK)

durchgefiihrt. Zur Anregung diente eine mikrofokussierte, monochromatische
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AlKq-Rontgenstrahlung (Anregungsfleckdurchmesser von 30-400 pm). Um einen lokalisierten
Ladungsaufbau zu vermeiden, erfolgte die Neutralisation der Oberflachenladungen durch ein
K-Alpha Ladungskompensationssystem unter Verwendung niedrigenergetischer Argonionen
und Elektronen. Datenerfassung und —verarbeitung erfolgten mittels der Thermo Avantage
Software (zur ndheren Beschreibung siehe Quelle).[?'% Zur Anpassung der Peaks wurden ein
oder mehrere Voigt-Funktionen verwendet. Zur Quantifizierung wurden die
Transmissionsfunktion des Analysators, die mittleren freien Wegldngen der
Photoelektronen!?'!! sowie die Wirkungsquerschnitte fiir die Photoionisation nach Scofield
beriicksichtigt.?1?! Alle Spektren wurden auf die C 1s Photoelektronenlinie (285,0 eV) von
Kontaminationskohlenstoff =~ beziehungsweise auf die Au 4f;, (84,0 eV)
Gold-Photoelektronenlinie referenziert. Zur Kalibrierung der Bindungsenergieskala dienten
die Bindungsenergien von metallischem Kupfer, Silber und Gold. Bei einer Durchlassenergie
von 50 eV ist die Energieauflosung <1,0 eV Halbwertsbreite der Ag 3ds,; Linie. Die
experimentelle Messunsicherheit betragt £ 0,2 eV.

Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD): Die Rontgenpulverdiffraktogramme wurden an
einem PANalytical Empyrean Diffraktometer zwischen 4 und 70° 20 und einer Schrittweite
von 0,0131° durchgefiihrt (Sekundarmonochromator, A = 1,5408 A, CuK,, automatischen
Divergenzblenden und rotierenden Probentellern). Die Probenpraparation erfolgte auf

Silicium-Einkristallscheiben.
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9. Anhang

Tabelle 10: Bindungsenergien und Atomkonzentrationen zweier Proben mineralisiert bei 2 und 20 mM (iber jeweils 5 h. Dabei wurden zwei verschiedene Positionen

auf dem Wafer vermessen.

Si 2ps/2 Si2ps2 | P2p3p2 Cis Cis Cis Cis Ca 2p3;2 O1s O1s O1s
Probe Si Si0: POs* C-H C=0, C-N Cc=0 COO | SiOy, C=0,PO,*> | 0=C=0 | 0=C-O ?
2mM5h#1 Bindungsenergie [eV] - - 133,1 285,0 286,7 - 288,8 347,4 531,2 533,2 -
Atom% [%] (12,99) (7,92) (2,12) (1,92) (17,25) (50,53) (7,26)
2mM5h#2 Bindungsenergie [eV] 99,5 103,2 133,0 285,0 286,8 - 287,7 347,3 531,2 533,1 -
Atom% [%] (2,05) (0,63) (9,53) | (27,52) (3,01) (2,19) (12,55) (36,22) (6,30)
20 mM 5h #1 | Bindungsenergie [eV] 99,1 103,0 - 285,0 286,5 287,7 | 289,2 347,9 531,3 532,7 534,4
Atom% [%] (23,76) (7,19) (40,35) (3,46) (1,06) | (1,90) (0,26) (0,97) (19,69) eV
(1,37)
20 mM 5h #2 | Bindungsenergie [eV] 99,1 103,0 - 285,0 286,4 287,5 | 289,2 348,3 531,2 532,7 534,4
Atom% [%] (24,11) (7,12) (38,71) (4,13) (1,40) | (2,16) (0,12) (0,68) | (20,02) eV
(1,55)
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Tabelle 11: Zuordnung der Wellenzahlen fiir die mineralisierten DCPD Proben.

pH 6 7 8 DCPD
- NTA EDTA - NTA EDTA - Zuordnung!175-178,182,183,213,214]
0 5 10 15 5 15 0 5 5 10 15 0
3537 | 3535 | 3535 | 3535 | 3537 | 3537 | 3539 | 3533 | 3541 | 3537 | 3539 | 3535 Streckschwingung von Hz0 [vs(O-H)]
3481 | 3483 | 3483 | 3483 | 3479 | 3481 | 3479 | 3479 | 3483 | 3481 | 3483 | 3483
3271 | 3280 | 3273 | 3271 | 3276 | 3271 | 3273 | 3270 | 3271 | 3271 | 3282 | 3273
3161 | 3153 | 3153 | 3153 | 3159 | 3165 | 3153 | 3151 | 3159 | 3153 | 3161 | 3142 (O-H) Streckschwingung von H.0
..M. 1649 | 1645 | 1649 | 1649 | 1643 | 1645 | 1645 | 1645 | 1645 | 1645 | 1649 | 1649 Biegeschwingung von H,0
S
W. 1209 | 1207 | 1209 | 1209 | 1203 | 1209 | 1207 | 1209 | 1207 | 1207 | 1207 | 1213 (O-H) Biegeschwingung in HPO4*
m 1136 | 1140 | 1140 | 1140 | 1134 | 1136 | 1136 | 1136 | 1134 | 1134 | 1136 | 1136 entartete v's und v*‘s Streckschwingung in HPOs*
W 1061 | 1065 | 1065 | 1065 | 1061 | 1061 | 1061 | 1061 | 1059 | 1059 | 1061 | 1057 v3 (P-O) Streckschwingung in PO4*
> 987 989 987 987 987 987 987 987 987 987 987 987 vi1 P-O(H) Streckschwingung in PO4*
m 874 876 874 874 874 874 874 874 874 874 874 874 symmetrische P-O(H) Streckschwingung in HPO4>
< 793 796 793 793 791 793 793 791 793 791 793 793 Taumelschwingung von H.0
661 661 661 661 658 661 660 658 654 656 660 656 Taumelschwingung von H0 oder v4 (O-P-O)
577 579 579 579 577 577 577 577 577 577 577 575 va (O-P-0) Biegeschwingung
528 528 528 528 528 528 528 528 525 525 525 528 vs (O-P-0) Biegeschwingung
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Tabelle 12: Zuordnung der Wellenzahlen fiir die mineralisierten HAP Proben.

pH 7 8 9 HAP
Additiv NTA NTA EDTA - NTA EDTA Zuordnung!123:124:175,185-187]
cimm] | 10 5 10 15 5 i 10 i 15 0 5 10 15 5 10 15
- - - - 3500-3000 3500-3000 - - - - - - O-H Streckschwingung von H,0 und OH-Gruppen des NTA's

1591 1591 1591 1589 - - - - 1589 1589 1587 - - -
- - - - - 1639 1634 1639 1641 - - - - - - Absorbiertes H.0
._m. - - - - - - - 1458 1458 1458 1458 - - - vs Streckschwingung von COs>
m 1421 1421 1416 1423 - - - - 1421 1421 1416 - - - vs Streckschwingung von COs*
m 1095 1095 1088 1092 1093 1093 1093 1090 1090 1090 1090 1095 1093 1093 dreifach entartete antisymmetrische vs (O-P-0O) Streckschwingung in POs*
W 1030 1032 1028 1030 1028 1028 1030 1032 1032 1032 1032 1030 1032 1030 dreifach entartete antisymmetrische vs (O-P-0O) Streckschwingung in POs*
M 962 962 962 962 962 962 962 962 962 962 962 964 962 962 symmetrische v1(O-P-0) Streckschwingung in PO4*
g 874 874 872 874 868 866 868 862 876 876 876 866 868 866 v2 Biegeschwingung von COs*

602 602 600 602 602 602 602 602 602 602 602 602 602 602 dreifach entartete vs4 (O-P-O) Biegeschwingung in PO4*

561 563 561 561 561 561 563 563 563 563 563 561 563 563 dreifach entartete v4 (O-P-0O) Biegeschwingung in PO4>
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Tabelle 13: Zuordnung der Wellenzahlen fiir die mineralisierten Proben bestehend aus DCPD und HAP sowie DCPD und EDTA.

pH 7 DCPD & HAP pH 6 DCPD + EDTA
Additiv NTA Zuordnung!123:124,175-178,182,183,185,187,213-215] EDTA Zuordnung!123:124,175-178,182,183,185,187,213-215]
c[mM] 15 10
3541 Streckschwingung von H20 [vs(O-H)] 3537 Streckschwingung von H20 [vs(O-H)]
3479 3481
3282 3292
3166 (O-H) Streckschwingung von H2.0 3153 (O-H) Streckschwingung von H20
1649 Biegeschwingung von H.0 2951 EDTA
..M_ 1423 vs Streckschwingung von CO3* 2916 EDTA
S
W. 1217 (O-H) Biegeschwingung in HPO4* — 2871 EDTA
m 1140 entartete v’s und v'‘s Streckschwingung in HPOs* .m. 2839 EDTA
M 1095 dreifach entartete antisymmetrische vs (O-P-0) Streckschwingung in PO4* .Mh 1649 Biegeschwingung von H.O
W 1032 dreifach entartete antisymmetrische vs (O-P-0) Streckschwingung in PO4* M 1452 EDTA
m_ 987 v1 P-O(H) Streckschwingung in PO4* M 1377 EDTA
962 symmetrische vi (O-P-0) Streckschwingung in POs* M 1213 (O-H) Biegeschwingung in HPO4*
874 symmetrische P-O(H) Streckschwingung in HPO4?> oder v, Biegeschwingung von COs> b 1130 entartete v's und v“‘s Streckschwingung in HPO4*
794 Taumelschwingung von H.0 1061 vs (P-0) Streckschwingung in PO4>
602 dreifach entartete va (O-P-0O) Biegeschwingung in POs* 985 v1 P-O(H) Streckschwingung in PO4*
563 dreifach entartete va (O-P-O) Biegeschwingung in POs* 874 symmetrische P-O(H) Streckschwingung in HPOs*
796 Taumelschwingung von H20
658 Taumelschwingung von H20 oder v4 (O-P-O)
577 va (O-P-0) Biegeschwingung
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