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1. Einleitung 1

1.  Einleitung

Die belebte Natur erzeugt komplexe anorganisch-organische Kompositmaterialien mit optimal
angepalBter Funktion. Unter physiologischen Reaktionsbedingungen entstehen Produkte mit
oftmals faszinierenden mechanischen Eigenschaften [Cal95]. Von zentraler Bedeutung fir die
Biomineralisation ist die Wechselwirkung einer organischen Matrix mit der anorganischen Phase
[Bae00]. Die organische Matrix ist sehr komplex aufgebaut: Haufig handelt es sich um ein
gelartiges Netzwerk unloslicher Makromolekille, das Bereiche mit hoherer Dichte polarer
Gruppen enthalt [Wei97, Add92]. Die Steuerungsmechanismen des biologischen Systems sind
ausgesprochen  vielfdltig.  Zwar  werden  grundsatzliche  Phdnomene  naturlicher
Biomineralisationsprozesse beschrieben [Man96], die Wirkungsweise der organischen Matrix auf
die biologische Materialabscheidung ist jedoch noch nicht hinreichend verstanden. Das
Zusammenspiel der physikalischen Netzwerkstruktur, adsorbierter Makromolekile und
Bestandteilen der Porenlésung ist Gegenstand intensiver Forschung [Pai00, Wil02]. Da sich in
biologischen Systemen zahlreiche EinfluBgréBen Uberlagern, ist es ndétig, grundsatzliche
Prinzipien durch Modellsysteme anzundhern.

Unter Verwendung extrahierter Makromolektle der organischen Matrix von Muschelschalen
konnte der Mineralisationsmechanismus der Perlmuttschicht von Seemuscheln beschrieben
werden [Add85, Bel96]. Da die Gitterkonstanten des mineralisierten Aragonits dem
-COOH-Gruppenabstand des organischen Templats entsprechen, wird ein epitaktischer
Wachstumsmechanismus ~ postuliert.  Allerdings sind die  Bindungskonstanten  von
Ca**-Carboxylatkomplexen nicht besonders hoch, so daB es fraglich erscheint, ob eine
periodische Anordnung von Ca** hinreichend stabil ist, um die Keimbildung zu induzieren
[Man01]. Es werden daher auch kinetischen Grenzflacheneffekten wesentliche Bedeutung fur
die Keimbildung von Biomineralen eingerdaumt [Cal96]: Durch elektrostatische Akkumulation
kommt es demnach zu lokaler Anreicherung positiv geladener Gitterbausteine und schlieBlich zu
Mineralisation der anorganischen Phase (ionotropes Modell) [Gre84].

Die Keimbildung von CaCO; auf Sulfonat-terminierten Monolagen ist in Vergleich zu einem
unfunktionalisierten Substrat begunstigt [Aiz99]. Die stark polaren Sulfonatgruppen fuhren
offenbar geméaB einem ionotropen Nukleationsmodell zu lokaler Anreicherung von Ca?* und
setzen somit die Aktivierungsenergie der Kristallisation herab. Demgegentber wird bei der
Kristallisation von Fluorapatit in einem Gelatinegel keine ionotrope Wechselwirkung der
biogenen Matrix mit der Kristallphase beobachtet [Kni96, Bus03]. Die resultierenden
Mineralisationsprodukte ~weisen dennoch deutliche Analogien zu Bestandteilen des
menschlichen Zahnmaterials auf [BusO1]. In Gegenwart von poly-L-Aspartat, als Modellsubstanz
saurer Matrixmolekule, kristallisieren thermodynamisch metastabile CaCO;-Modifikationen in
Gelatine-Xerogel [Fal00]. Offenbar stellt die Untersuchung von Biomineralisationsprozessen in
polymeren Gelmatrices ein praktikables Modellsystem der Biomineralisation dar. Da jedoch die
chemischen und mikrostrukturellen Eigenschaften des biogenen Gelatinegels nicht gezielt
modifiziert werden koénnen, kann die Wirkungsweise dieser Gelmatrix auf die Mineralisation
nicht ndher eingegrenzt werden.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die komplexen Wechselwirkungen einer organischen Matrix
mit der anorganischen Phase zu entflechten. Ausgehend von der Kristallisation in Gelatinegel
wurden weitere Mineralisationsversuche in  kinstlichen Hydrogelen mit einstellbaren
Eigenschaften durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden die Gele mit Oberflachengruppen
funktionalisiert, die in biologischen Systemen die Materialabscheidung beeinflussen. Der Einflul3
der physikalischen Netzwerkstruktur sowie der funktionellen Gruppen auf die Mineralisation
wurde herausgestellt. Aus dem Vergleich der Materialabscheidung in unterschiedlichen
organischen Matrices ergeben sich Rickschllsse auf allgemeine Prinzipien der Biomineralisation.

2. Grundlagen

Bei der Diskussion der Ergebnisse wird auf allgemeine Kenntnisse der Mineralogie des
Calciumcarbonats (CaCO;), der Kristallisation anorganischer Festkérper sowie diffusiver
Transportprozesse Bezug genommen. In den folgenden Kapiteln werden daher einige
Grundlagen aufgefihrt. AuBerdem wird der bisherige, in der wissenschaftlichen Literatur
vertffentlichte Kenntnisstand der Biomineralisation und der biomimetischen Materialsynthese
zusammengestellt.

2.1 Calciumcarbonat

CaCO; ist der mengenmal3ig am weitesten verbreitete Bestandteil biogener Festkérper [Low89],
so daB es sich als anorganisches Modellsystem fur die Untersuchung von
Biomineralisationsprozessen anbietet. FUr das Verstandnis der Versuchsergebnisse sind
grundsatzliche Kenntnisse der Polymorphie sowie der Kristallstruktur des CaCO; notwendig.

2.1.1 Polymorphie

Es sind funf Modifikationen des kristallinen CaCO; beschrieben. Von diesen polymorphen
Phasen bilden jedoch nur die thermodynamisch stabilsten Strukturen (Calcit und Aragonit) in
groBerem Umfang Biominerale. Vaterit (u-CaCOs) ist ein verhaltnismaBig seltenes Biomineral
[Low75], als Ubergangsphase bei der Ausheilung von mechanischen Defekten einiger
Muschelschalen hat es jedoch eine prominente Funktion [Wil63]. Die synthetischen
Hochdruckmodifikationen Calcit Il und Calcit Ill sind nicht in der Natur zu finden.

GemaB der Ostwald-Lussac’schen Stufenregel ist bei der Fallung aus Ubersattigter Losung die
Kristallisation der l6slichsten Modifikation begtnstigt. Durch sequentielle Prazipitation kann der
FallungsprozeB weitere metastabile Phasen durchlaufen, bis die unter den jeweiligen
Bedingungen thermodynamisch stabile Modifikation entsteht, entsprechend einem maximalen
Gewinn freier Enthalpie. Durch kinetische Effekte kénnen jedoch Keimbildung und Umwandlung
beeinfluBt werden, so daB auch thermodynamisch metastabile Phasen dauerhaft stabilisiert sein
kdnnen. In einem derartigen Fall ist die Aktivierungsenergie des Phasenlbergangs so hoch, daf3
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sich die Umwandlung nur sehr langsam vollzieht. In dem System CaCO; ist Calcit die
thermodynamisch stabile Modifikation, gefolgt von Aragonit und Vaterit. Wahrend Zugabe von
Magnesiumionen zu einer CaCO; ) -L6sung die Kristallisation von Aragonit beglnstigt [Ree83],
kann es bei hohen Ubersattigungen zu bevorzugter Bildung von Vaterit kommen [Mey65,
Gab98]. Bei Anwesenheit organischer Additive wird eine permanente Stabilisierung von Vaterit
beobachtet [Sim95, Gow98].

2.1.2 Kristallstruktur

Die Kristallstruktur des Calcits 1Bt sich aus der des Halits (NaCl) ableiten. Dabei sind Na* und CI
durch Ca®* bzw. (COs)* zu ersetzen. Die Elementarzelle ist entlang der dreizéhligen Achse
komprimiert, so daB eine flichenzentrierte rhomboedrische Zelle mit 6,42 A Kantenldnge und
einem rhomboedrischen Achsenwinkel von 101,92° entsteht (Abbildung 2-1). Um der
alternierenden Orientierung der Carbonatgruppen gerecht zu werden, ergibt sich jedoch eine
wahre flachenzentrierte Zelle erst durch Verdopplung der Kantenlangen. Das resultierende
Rhomboeder entspricht der Gleichgewichtsform des Calcits mit den rhomboedrischen
Millerindices {100}. Eine kleinere Elementarzelle 138t sich mit den Parametern a,, 6,37 A und «
46,08° beschreiben. In der Literatur wird der Indizierung der Formen des Calcits jedoch
Ublicherweise eine Aufstellung in einem hexagonalen Koordinatensystem zugrunde gelegt. Mit
den Gitterkonstanten C., = 17,1 A und a,., = 5,0 A (Achsenverhéltnis: c:a = 3,419:1) ergibt sich
fir die Gleichgewichtsform des Spaltrhomboeders somit die Indizierung {1014}.

Abbildung 2-1: Anordnung der lonen in einem Calcit-
Spaltrhomboeder (aus [Mat93]).

Calcit kristallisiert in der holoedrischen ditrigonal-skalenoedrischen Kristallklasse (3 2/m) des
trigonalen  Kristallsystems. Aus der Kombination der strukturellen Symmetrieelemente
(Drehachsen, Inversionszentrum,  Spiegelebenen und  Gleitspiegelebene) mit  dem
rhomboedrischen Bravais-Gitter ergibt sich die Raumgruppe R 3 2/c (Nr. 167).

Die thermodynamisch metastabilen Phasen Vaterit und Aragonit kristallisieren im hexagonalen
(6/m 2/m 2/m) bzw. orthorhombischen Kristallsystem (2/m 2/m 2/m). Wahrend Vaterit
vorzugsweise spharolitische kugelférmige Aggregate ausbildet, sind Aragonit-Kristalle
Ublicherweise an ihrem nadeligen Habitus zu erkennen.
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2.2 Kristallisation

Kristallisation bezeichnet den Vorgang der Bildung von Kristallen in vorher homogenen
Systemen [Fal95]. Kristalle kdnnen aus der Gasphase, Schmelze oder aus einer Losung
entstehen. Im folgenden wird die Kristallisation aus einer waBrigen Ldsung beschrieben.
Grundsatzlich ist dabei zwischen der Bildung kritischer Keime (Keimbildung) und deren
Wachstum (Kristallwachstum) zu unterscheiden [Sar94]. Die entstandenen Kristalle weisen eine
auBere Form auf (Kristallmorphologie), deren Ausgestaltung auf die kristallographische Struktur
der jeweiligen Substanz zurtckzufthren ist.

2.2.1 Keimbildung

Bei der homogenen Keimbildung bilden sich erste Keime spontan aus einer Ubersattigten
Losung. Aus thermodynamischer Sicht ist eine Abnahme der freien Enthalpie G des Systems
Voraussetzung spontaner Vorgénge. Die Bildung eines Keims ist mit einer Anderung der freien
Enthalpie AG, verbunden, die sich in waBrigen Losungen aus der Summe eines negativen
Volumenbeitrags AG, und der positiven Grenzflachenenergie AG, ergibt. Fur kugelformige
Keime mit dem Radius ry errechnet sich somit die Anderung der freien Enthalpie geméaB
folgender Gleichung:

4 A
AGy = AGy +AG, = EﬂrK3 79+ A rKZG Gleichung 2-1

mit Ag als Differenz der freien Enthalpie von d{?“
Losung und Keim (negativer Wert), v als
Molvolumen der Kristallphase und o als A6,
Grenzflachenspannung. Als Funktion des Radius
eines kugelférmigen Keims ergibt sich somit der in
Abbildung 2-2 dargestellte Verlauf der freien
Enthalpie. Die Kurve durchlauft bei einem | /|
kritischen Keimradius r, ein Maximum. Erst wenn l 46x

ein Keim unter Aufwendung der

Keimbildungsarbeit seine kritische GréBe erreicht
hat, wird durch weiteres Wachstum die freie
Enthalpie des Systems verringert.

Abbildung 2-2: Freie Enthalpie der Keimbildung (AG,) als
Funktion des Keimradius (ry) (aus [Kle90]).

Sowohl Keimbildungsarbeit als auch kritischer Keimradius werden mit zunehmender
Ubersattigung einer waBrigen Losung kleiner, was die Keimbildung beguinstigt [Kle90]. Bei der
Kristallisation in stark Ubersattigten Losungen kdnnen daher bereits extrem kleine Keime
(Cluster) stabil sein und unter Abnahme der freien Enthalpie des Systems weiterwachsen. Die
Anzahl der je Zeit- und Volumeneinheit gebildeten wachstumsfahigen Keime (Keimbildungsrate)
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nimmt als Funktion der Uberséttigung zu und erreicht bei groBen Ubersattigungen einen
konstanten Wert. Bei niedrigen Ubersattigungen ist die Keimbildungsrate noch sehr gering, so
daB in diesem metastabilen Ubersattigungsbereich (Ostwald-Miers-Bereich) im wesentlichen
bereits bestehende Uberkritische Keime weiterwachsen [Che84].

Neben der homogenen Keimbildung kann es auch an Fremdkdrpern (z.B. Staub, GefaBwande)
zu heterogener Keimbildung kommen. Dabei bildet sich zunachst aus der Gbersattigten Lésung
eine Adsorptionsschicht auf dem Substrat, gefolgt von der Bildung und dem weiteren
Wachstum kritischer Keime in der adsorbierten Schicht [Kle90]. Gegenuber der homogenen
Keimbildung nimmt der Beitrag der Grenzflachenenergie im Verhéltnis zu dem Volumenbeitrag
ab. Daher durchlauft die Kurve der freien Enthalpie bei kleineren Keimradien ein Maximum und
es bilden sich bereits bei niedrigerer Ubersittigung erste Keime. Keimbildungsarbeit und
kritischer Keimradius der heterogenen Keimbildung sind herabgesetzt. Besonders effektiv wird
die Grenzflachenenergie herabgesetzt, wenn kristallisierende Phase und Substrat strukturell und
chemisch ahnlich sind (Epitaxie).

2.2.2 Kristallwachstum

Das Wachstum anorganischer Kristalle erfordert einen MaterialfluB zu der Oberflache der
wachsenden Phase sowie die Inkorporation der Wachstumspakete in das Gitter. Der Grad der
Ubersattigung der Lésung ist daher das wesentliche Kriterium des Kristallwachstums. Unterhalb
des Loslichkeitsprodukts der jeweiligen Phase ist der MaterialfluB unzureichend, so daB kein
Kristallwachstum erfolgt bzw. das Wachstum zum Erliegen kommt. Gelegentlich kénnen auch
akkumulierte Oberflachendefekte zu Stagnation des Kristallwachstums fuhren.

Verallgemeinert 138t sich das Kristallwachstum als sekunddre Keimbildung auf der Flache eines
wachsenden Kristalls beschreiben, vergleichbar der heterogenen Keimbildung. Auf einer
Wachstumsflache gibt es jedoch Lagen mit unterschiedlicher Anlagerungsenergie. Zurtickgehend
auf die Modellvorstellungen von Kossel [Kos27] und Stranski [Str28] wird daher Ublicherweise
das Kristallwachstum unter kinetischen Gesichtspunkten betrachtet. In Abbildung 2-3 sind die
Anlagerungsmdglichkeiten von Gitterbausteinen an einen wachsenden Kristall schematisch
dargestellt (,Kossel-Kristall”). Dabei wird der Wachstumsmechanismus in verschiedene Schritte
unterteilt, die sich aus den Anlagerungsenergien der jeweiligen Positionen ergeben (Abbildung
2-3): Zunachst erfolgt die Diffusion eines Gitterbausteins aus der Ldsung zu der
Kristalloberflache (A). Es kommt zu Oberflachenadsorption und Dehydratation (B). Um zu einer
energetisch ginstigen Position zu gelangen, diffundieren die Gitterbausteine auf der Oberflache
zu bereits bestehenden Stufen (zweidimensionale Diffusion) (C). Entlang der Stufen erfolgt
eindimensionale Diffusion zu energetisch besonders ginstigen Halbkristallagen und
Inkorporation in den wachsenden Kristall (D und E). Fur jeden dieser aufeinanderfolgenden
Schritte  muB3 eine unterschiedliche Energiebarriere Uberwunden werden, so daB3 die
Wachstumskinetik durch den jeweils langsamsten Prozel3 bestimmt wird. In Elektrolytldsungen
ist in der Regel die Dehydratation der lonen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt [Kle90].
Allerdings kénnen Verunreinigungen der Lésung durch selektive Wachstumsinhibition



2. Grundlagen 6

bestimmte Flachen ,vergiften” oder durch Anreicherung vor der Wachstumsfront die
Kristallisationskinetik ~ verandern [Che84]. Im  wesentlichen ist der dominierende
WachstumsprozeB jedoch von der Ubersattigung der Kristallisationsldsung gepragt.

e
v

“ E /
>

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung
der Anlagerungsmaglichkeiten von Gitter-
bausteinen auf einem wachsenden Kristall
(aus [Man01]).

Bei hohen Ubersattigungen ist das Kristallwachstum von der Bildung zahlreicher Flachenkeime
auf der Kristallflache dominiert (Polynukleation). Diese zweidimensionalen Wachstumsinseln
wachsen unter Anlagerung von lonen, kénnen ihrerseits jedoch auch von neuen Flachenkeimen
belegt werden (,birth and spread”) [Man01]. Dieser komplexe Wachstumsmechanismus ist in
besonderem MaBe von den jeweiligen Ubersattigungsverhaltnissen abhangig. Der , klassische”
Fall des Kristallwachstums spiegelt die idealen kinematischen Modellvorstellungen des Kossel-
Kristalls wieder. Unter moderaten Ubersattigungsverhaltnissen muB zur Bildung eines
zweidimensionalen Flachenkeims eine deutlich hohere Energie als zur Anlagerung der
Gitterbausteine an Halbkristallagen aufgebracht werden. Demzufolge werden bereits aktive
Lagen vervollstandigt bevor sich eine neue Lage bildet. Durch dieses lagenweise Wachstum
entstehen idiomorphe Kristallformen, wie sie bei geogenen Kristallen haufig beobachtet werden.
Bei geringen Ubersattigungen kann die Energiebarriere zur Bildung zweidimensionaler
Flachenkeime nicht Gberwunden werden, so daB die Anlagerung von Gitterbausteinen lediglich
an Halbkristallagen, die permanent durch Schraubenversetzungen generiert werden, erfolgt
[Bur51].  Unter realen Bedingungen ist eine Trennung der unterschiedlichen
Wachstumsmechanismen nicht maglich, vielfach Gberlagern sich verschiedene Mechanismen.

2.2.3 Kristallmorphologie

In der Regel ergibt sich die Morphologie eines Kristalls aus der Summe der Formen des
jeweiligen Kristallgitters. Nach der althergebrachten Vorstellung von Haly (1743-1822) setzen
sich Kristalle aus Bausteinen zusammen, deren Gestalt ihren Spaltsticken entspricht
(Dekreszenztheorie [Hal84]). In neuerer Zeit fuhrt man die Morphologie eines Kristalls
Ublicherweise auf unterschiedliche Verschiebungsgeschwindigkeiten der einzelnen Kristallflachen
zurlck. Ausgehend von einem isometrischen Keimkristall wird der Anteil der Flachen mit der
groBten Verschiebungsgeschwindigeit im zeitlichen Verlauf abnehmen. Im Ergebnis werden
diejenigen Flachen mit der langsamsten Verschiebungsgeschwindigkeit die Morphologie eines
Kristalls prdgen. Ublicherweise entsprechen die resultierenden Formen den Flachen mit
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verhaltnismaBig dichter Packung der Atome. Niedrige Verschiebungsgeschwindigkeiten sind auf
geringe Oberflachenenergien zuriickzufiihren, so daB sich aus einem Minimum der
Oberflachenenergien der maoglichen Flachenkombinationen die Gleichgewichtsform eines
Kristalls ergibt [R6s91].

Die Verschiebungsgeschwindigkeiten reagieren empfindlich auf die physikalisch-chemischen
Parameter wahrend der Kristallisation. Die wesentliche EinfluBgréBe der Kristallisation ist die
Ubersattigung des Systems, hohe Ubersattigung fuhrt zu groBeren Wachstumsraten. In
Abhangigkeit von den jeweiligen Ubersattigungsverhéltnissen kénnen sich jedoch auch die
relativen Verschiebungsgeschwindigkeiten verdndern, so daB Kristalle mit unterschiedlichen
Anteilen der jeweiligen Flachen (Habitus) entstehen. Zusdtze zu einer Kristallisationslésung
kénnen die Ubersattigung des Systems beeinflussen oder selektiv mit einzelnen Kristallflachen
wechselwirken. Dabei modifizieren die Additive die flachenspezifischen Oberflachenenergien
bzw. verandern durch Anlagerung an aktive Wachstumsplatze (z.B. Halbkristallagen) die
Wachstumskinetik. In biologischen Systemen erfolgt eine Steuerung der Kristallmorphologie
sowohl durch Adsorption organischen Moleklle an bestimmten Kristallflachen [Sik96] als auch
durch Feinjustierung der lokalen Ubersattigungsverhéltnisse [Man96].

2.3 Diffusion

Unter dem Begriff Diffusion werden alle Bewegungsvorgange in einem System
zusammengefal3t, bei denen Molekile aufgrund eines rdumlich unterschiedlichen chemischen
Potentials wandern. Eine gerichtete Diffusion im stationdren Zustand laBt sich durch das erste
Fick’sche Gesetz beschreiben:

dc J: FluB im stationaren Zustand Gleichung: 2-2
J=-D-— D: Diffusionskoeffizient
dc/dx: Konzentrationsgradient

Das zweite Fick'sche Gesetz setzt die Geschwindigkeit der Konzentrationsanderung an einem
bestimmten Ort mit der raumlichen Verdanderung der Konzentration in Bezug:

2 C Konzentration Gleichung: 2-3
o« _potc £ Zeit
ot ox 2 X Ortskoordinate
D Diffusionskoeffizient

Das zweite Fick’sche Diffusionsgesetz kann durch Einsetzen definierter Randbedingungen geldst
werden. Die Randbedingungen besagen erstens, dal3 die Konzentration im gesamten System
endlich ist, und zweitens, da3 die Teilchenzahl zu jedem Zeitpunkt dem Anfangswert entspricht
[GIli00]. Bei der Diffusion aus einem ausgedehnten Reservoir in einen Gelkorper ist die zweite
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Bedingung nicht erfillt, so daB Konzentrationsprofile durch folgende Gleichung berechnet
werden mussen [Gar91]:

C Konzentration Gleichung: 2-4
(.0 (1 fX ] ¢  Ausgangskonzentration
X 1) =Co | 1—€M —F— X: Ortskoordinate
2VD-t t: Diffusionsdauer

erf:  GauB'sches Fehlerintegral

Allerdings lassen sich Diffusionsprofile nur fir den semi-infiniten Fall der Diffusion analytisch
beschreiben. Die Diffusion in einem finiten System muB durch numerische Simulationen
angenahert werden [Hen86].

2.4 Biomineralisation

In biologischen Systemen kommt es vielfach zu Abscheidung anorganischer Festkorper, die in
dem Organismus eine herausragende Funktion austben. Derartige Biomineralisationsprodukte
zeichnen sich durch bemerkenswerte Eigenschaften aus. So wird bei der Biomineralisation von
Muschelschalen Calciumcarbonat abgeschieden [Wei84], wobei die mechanischen Eigenschaften
der biogenen Phase denen von CaCO; rein anorganischen Ursprungs deutlich Uberlegen sind. Es
zeigt sich, daB die Biegebruchfestigkeit von Perlmutt (130 MPa) in der GroéBenordnung
technischer Strukturkeramiken liegen kann [Cal95]. Allerdings sind die Synthesebedingungen
von Biomineralen, im Vergleich zu den meisten technischen Keramiken, wesentlich moderater.
Die Abscheidung erfolgt unter physiologischen Bedingungen, die Temperaturen liegen deutlich
unter 100°C.

Biomineralisationsprozesse basieren auf einem komplexen Wechselspiel organischer Bestandteile
und dem abzuscheidendem Festkorper. Verallgemeinert lassen sich Biomineralisationsprozesse in
vier aufeinanderfolgende Stufen gliedern [Man96]: Zunachst stellt der Organismus ein
Reaktionsvolumen zur Verflgung (supramolekulare Vororganisation). Haufig erfolgt die
Mineralisation in einem makromolekularen Netzwerk, das nicht selten eine gelartige Struktur
aufweist. In diesem Netzwerk kann es designierte Bereiche geben, die aufgrund ihrer
molekularen  Eigenschaften zu spezifischer Materialabscheidung fihren  (molekulare
Oberflachenerkennung). Die dritte Stufe der Biomineralisation ist durch das Kristallwachstum
gekennzeichnet. Dabei kénnen Wachstumsrichtung und GroBe der Mineralisationsprodukte
durch die Ausgestaltung der organischen Matrix kontrolliert werden (vektorielle Regulierung).
Die einfachste Form der vektoriellen Regulierung ergibt sich aus der Begrenzung des
Reaktionsvolumens.  Eine  mesoskopische  bzw. makroskopische  Strukturierung  der
Biomineralisationsprodukte kann zu komplexen, oftmals hierarchisch strukturierten Festkdrpern
fUhren (zellulare Konstruktion). Die bemerkenswerten mechanischen Eigenschaften zahlreicher
Biominerale sind auf den Zusammenbau einzelner mineralischer Segmente zu einer organisierten
Uberstruktur zuriickzufiihren [Low89].
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Prominente Beispiele der Biomineralisation sind die Knochen und Zahne der Wirbeltiere [Wei86,
BusO1], die calcitische Vogelei-Schale [Fin92] und die Schale von Seemuscheln [Wei97]. Wahrend
Knochen und Zahne aus Calciumphosphat mit variabler stéchiometrischer Zusammensetzung
bestehen, setzen sich Eierschalen und die Perlmuttschicht der Muscheln aus CaCO; in den
Modifikation Calcit bzw. Aragonit zusammen. Gemeinsam ist den drei Beispielen, da3 die
Abscheidung von einer organischen Matrix reguliert wird. Knochen entsteht durch Kristallisation
plattiger Nanokristalle in Hohlrdumen zwischen benachbarten Tropokollagen-Strangen [Wei99].
Die Kristallisation wird jedoch maBgeblich von ionischen, nicht-kollagenen Proteinen in der
Korperflussigkeit beeinfluBt [Bra99]. Die calcitische Eierschale ist das Ergebnis spharolitischer
Kristallisation ausgehend von zahlreichen benachbarten Keimbildungszentren. Wahrend der Ort
der Keimbildung durch die organische Matrix vorgegeben wird, ist das weitere Kristallwachstum
nur unwesentlich beeinfluB3t. Bei der Mineralisation des Perlmutt erfolgt die Materialabscheidung
auf einem organischen Templat, das aus einem Netzwerk unpolarer Molektle und adsorbierten
Proteinen besteht. Die Keimbildung wird durch die ionischen funktionellen Gruppen der
absorbierten Makromolekile hervorgerufen (Abbildung 2-4). Vektorielle Regulierung der
Mineralisation ergibt sich aus der Strukturierung der extrazelluldren Matrix. Einzelne Kristallite
sind von einer organischen Hille umgeben und befinden sich zwischen zwei Membranen mit
etwa 500 nm Abstand [Wat65]. In einigen Spezies ermdglichen kleine ,Mineralbricken”, die
durch Nanoporen der organischen Membranen wachsen, die Ausrichtung benachbarter
Kristallindividuen [Sch97]. Nach Verwachsung zahlreicher, zunachst unabhangiger Kristallite
entsteht ein kristallines Geflige mit bemerkenswerten mechanischen Eigenschaften.

"] ARAGONITE CRYSTAL

ACIDIC MACROMOLECULES

=3 SILK-FIBROIN-LIKE PROTEINS

e s ey B-CHITIN FIBRILS

YTy yyyYy

Abbildung 2-4: Blockdiagramm der
orientierten Keimbildung von Aragonit
bei der Mineralisation von Perlmutt (aus
[Wei97]).

Bei der Untersuchung unterschiedlichster Biominerale zeigte sich, dal3 die Wirkungsweise der
organischen Matrix auf die Mineralisation den wesentlichen Ansatzpunkt zum Verstandnis der
Biomineralisation darstellt: Die organische Matrix stellt zunachst ein Reaktionsvolumen zur
Verflgung, ionische funktionelle Gruppen beeinflussen die Keimbildung und durch die
raumliche Anordnung der Mineralisationsprodukte in dem Netzwerk ist eine mesoskopische
Strukturierung der Biomineralisationsprodukte maoglich. Offensichtlich missen die rein
physikalischen Effekte der organischen Matrix von der Wirkungsweise funktioneller Gruppen
unterschieden werden.
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2.5 Biomimetische Materialsynthese

Da bei der Biomineralisation trotz moderater Synthesebedingungen Materialien mit
herausragenden Eigenschaften entstehen, gewinnen biomimetische bzw. biologisch inspirierte
Synthesestrategien in den letzten Jahren an Bedeutung. Dabei geht es weniger um eine exakte
Kopie der biologischen Materialsynthese als um das Verstandnis fundamentaler Prinzipien und
deren Ubertragung in handhabare Versuchsanordnungen [Bun94].

In unmittelbarer Anlehnung an Biomineralisationsprozesse wurde die Materialabscheidung in
polymeren Netzwerken untersucht. Kristallisation von Fluorapatit in Gelatinegel-Matrices fuhrt
zu Kompositmaterialien mit ungewohnlicher Mikrostruktur, die Analogien zu natirlichem Dentin
aufweisen [BusO1, BusO3]. Die organische Matrix ruft einen fraktalen Wachstumsmechanismus
hanteldhnlicher Kristalle hervor (Abbildung 2-5a) [Kni96]. In eigenen Versuchen konnten die
Ergebnisse reproduziert werden (Abbildung 2-5b), wobei sich zeigt, daB das Kristallwachstum
hochspezifisch fur die verwendete Gelatinegel-Matrix ist. Offensichtlich kann dieses Gel als ein
Modellsystem von Biomineralisationsprozessen eingesetzt werden. Untersuchungen der
Mineralisation von CaCO; in Gelatinegel [Bos96, Sch98] weisen auf eine Wechselwirkung der
organischen Matrix mit den Mineralisationsprodukten hin. Nicht-kollagene Additive, als
Bestandteile des Hydrogels, Gben einen wesentlichen Effekt auf Morphologie und Polymorphie
der prazipitierten Kristalle aus [Fal00]. Bei der Mineralisation in Gelatine-Xerogelfilmen wurde ein
Zusammenhang zwischen der Porenstruktur und der Modifikation des CaCO; beobachtet
[Fal97].

Abbildung 2-5: a) Fluorapatit-Gelatine-Komposit nach Doppeldiffusion in Gelatinegel [Kni96],
b) Reproduktion der Mineralisation in einem eigenen Versuchsansatz.

NatUrlichen Biomineralisationsprozessen weniger nah verwandt ist die Materialabscheidung auf
self-assembled monolayers (SAMs). Dabei kdnnen ionische funktionelle Gruppen mit einer
Ubersattigten Mineralisationslésung wechselwirken und die Materialabscheidung beeinflussen.
Fur die Synthese von Schichten mit einer TiO,-Zielstdchiometrie auf Silicium-wafern wird ein
biologisch inspirierter Ansatz verfolgt: Stark polare, Sulfonsdure-haltige Silane organisieren sich
auf dem Substrat und bilden Monolagen mit sauren Endgruppen. Die Abscheidung von TiO, auf
derart funktionalisierten Substraten fuhrt zu teilkristallinen, oxidkeramischen Schichten [DeG96].
Bei der Mineralisation von CaCO; auf Sulfonat-terminierten SAMs konnte eine beginstigte
Keimbildung infolge elektrostatischer Wechselwirkung der Kristallphase mit den ionischen
funktionellen Gruppen beobachtet werden [Aiz99]. Es ist jedoch bisher nicht geklart, ob die
biomimetische Kristallisation durch epitaktische Effekte hervorgerufen wird oder ob die schlichte
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Anwesenheit polarer funktioneller Gruppen die Mineralisation beeinfluBt: Bei der Mineralisation
unter Langmuir-Filmen wurde eine zweidimensionale strukturelle Ubereinstimmung zwischen
den polaren Endgruppen und den Netzebenenabstanden der Kristallphase beobachtet [Lit97].
Allerdings sprechen Abweichungen von 15-30% gegen diese vereinfachte Vorstellung [Hey94].
Die Mineralisation auf ,flexiblen” Oberflachen kann daher auch mit einer hohen Dichte

funktioneller Gruppen und einem ionotropen Nukleationsmechanismus beschrieben werden
[Gre84, Cal96].
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3. Zielsetzung

Da natdrliche Biomineralisationsprozesse auf komplexe Wechselwirkungen zahlreicher Parameter
zurlckgehen, ergibt sich die Notwendigkeit, die Wirkungsweise der verschiedenen
EinfluBgréBen isoliert zu untersuchen. Ein besonderes Augenmerk soll dabei dem Effekt der
physikalischen Netzwerkstruktur einer organischen Modellmatrix sowie dem EinfluB3 ionischer
funktioneller Gruppen auf die Materialabscheidung gelten. Als Modellsystem zur Aufklarung
allgemeiner Prinzipien der Biomineralisation soll daher die biomimetische Kristallisation in
funktionalisierten  Hydrogelmatrices untersucht werden. In Analogie zu natdrlichen
ProteingerUsten sollen die Gelnetzwerke mit ionischen Gruppen modifiziert werden.
Vergleichende Untersuchungen der Kristallisation von CaCO;, als exemplarisches ,Biomineral”,
sollen den Effekt der organischen Modellsubstanz auf Keimbildung, Wachstumsmechanismus
und Morphogenese herausstellen.

Voraussetzung  der  Versuche ist die  Synthese von  Hydrogelen, die in
Doppeldiffusionsexperimenten als Mineralisationsmatrix eingesetzt werden kénnen. Durch
Reaktion geeigneter Edukte sollen Hydrogele mit unterschiedlicher Art und variablem Gehalt
funktioneller Gruppen synthetisiert werden. VerlaBliche Aussagen zu der Wirkungsweise der
Funktionalitdaten sind nur zu erwarten, wenn es moglich ist, den Gehalt in dem jeweiligen
Gelnetzwerk einzustellen. Im Verlauf der Doppeldiffusion darf es daher nicht zu selektiver
Ausschwemmung einzelner Bestandteile der Gelmatrix kommen. Durch die Art der
Reaktionsfiihrung sollen auBerdem verschiedene mikrostrukturelle Geleigenschaften eingestellt
werden.

Die anorganischen Mineralisationsprodukte sollen durch geeignete Methoden charakterisiert
werden. Mikroskopische Untersuchungen an Produkten aus verschiedenen Versuchsansdtzen
werden AufschlUsse Uber typische Erscheinungsformen in den jeweiligen Matrices ergeben.
Zeitaufgeloste  Versuchsreihen  sowie der Vergleich der Mineralisationsprodukte aus
unterschiedlichen Bereichen der Gelkoérper lassen Erkenntnisse zur Morphogenese erwarten. Bei
der Biomineralisation bilden sich oftmals Kompositmaterialien aus einem anorganischen
Festkdrper und der inkorporierten organischer Matrix. An den biomimetischen
Mineralisationsprodukten werden sich vergleichbare Eigenschaften thermoanalytisch nachweisen
lassen. Die raumliche Verteilung der organischen Matrix in einem Kompositpartikel sowie das
allgemeine Geflige der Mineralisationsprodukte soll untersucht werden.

Aus der umfassenden Charakterisierung der Mineralisationsprodukte werden sich allgemeine
Merkmale der Kristallisation von CaCO; in den jeweiligen Hydrogelmatrices ergeben. Der
Vergleich der Mineralisation in Gelen mit variablen chemischen und mikrostrukturellen
Eigenschaften wird Aussagen zu den jeweiligen Kristallisationsmechanismen ermdglichen.
Ruckschlisse auf die Biomineralisation sollen herausgestellt werden.
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4. Experimentalteil
4.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden ohne weitere Reinigung und Trocknung eingesetzt. Als
Losungsmittel fir die Hydrogelsynthese und fur die Mineralisationslésungen wurde Reinstwasser
(Leitfahigkeit 0,055 pS/cm) verwendet. In Tabelle 4-1 sind die verwendeten Chemikalien mit
Angabe der Reinheit und der Hersteller aufgefihrt.

Die Monomere fur die Hydrogelsynthese, Radikalstarter und NaOCI-Lésung wurden in einem
Kdhlschrank bei 4°C gelagert, poly-L-Aspartat bei einer Temperatur von -18°C. Die bei der
Hydrogelsynthese eingesetzten Stammlésungen wurden unmittelbar vor der Synthese angesetzt.

Tabelle 4-1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien mit Abkirzungen und Hersteller.

Hersteller Chemikalie
ABCR Nartriumallylsulfonat (AlS), 35% in H,0O
Aldrich 2-Acrylamido-2-methyl-1-propansulfonsaure (AMPS), 99%

Ammoniumperoxodisulfat (APoxS), >98%
Ascorbinsaure (C¢HgOg), 99%
Gelatine, 300 Bloom
Kaliumbromid (KBr), >99%
Manganchlorid (MnCl,), >99%
Natriumacrylat (AC), 97%
Natriumazid (NaN;), 99%
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO,), >99,7%
N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-diamin (TMEDA), 99%
N,N’-Methylenbisacrylamid (MBAAmM), 99%
Tris-(hydroxymethyl)-methylamin (Tris), >99,8%
Alfa Aesar Calciumchlorid (CaCl,), 99%
Fluka Acrylamid (AAm), >99%
Natriumallylmalonat (AM), >98%
Merck Na-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Riedel-de Haén Natriumhypochlorit (NaOCl), 6-14% Chlor aktiv
Natriumvinylsulfonat (VIS), 25% in H,O

Sigma Poly-L-Asparaginsaure (Poly-L-Asp)
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4.2 Hydrogelsynthesen

Im folgenden wird die Synthese der fur die Mineralisationsversuche verwendeten Hydrogele
beschrieben. Die Herstellung der Gele wurde, soweit mdglich, standardisiert: Die
unterschiedlichen Hydrogele weisen einen einheitlichen Massenanteil von 10% organischer
Substanz auf, die Bedingungen der Alterung und Auslaugung gleichen sich. Sulfonat- und
Carboxylat-funktionalisierte Copolymere wurden in Anlehnung an die Herstellung des
unfunktionalisierten poly-AAm synthetisiert, so dal3 die Effekte der Gelmatrices auf die
Mineralisation von CaCO; unmittelbar zu vergleichen sind.

4.2.1 Gelatinegel

Gelatinegel wird in Anlehnung der bei Kniep et al. beschriebenen Synthese hergestellt [Kni96].
Die Gele enthalten 10 Gew.-% Gelatine (300 Bloom) und 0,1 Gew.-% Natriumazid (NaN;), um
Faulnis der organischen Matrix wahrend der Mineralisationsexperimente zu verhindern. Nach
Zugabe von Gelatine und NaN; zu deionisiertem Wasser wird das Gemisch fur 20 Minuten auf
70°C  erhitzt. AnschlieBend wird die Polymerlésung in die Mittelsticke einer
Doppeldiffusionsanordnung gegossen. Wahrend der Abkihlung verfestigt sich das Gelatinegel.
Um eine vollstandige Gelierung zu gewahrleisten, wird das Hydrogel 48 Stunden bei
Raumtemperatur gelagert. Danach werden die Gelkérper vier Tage in einer 0,05 M Tris-
(hydroxymethyl)-methylamin Lésung (Tris), die mit 2 M Salzsaure (HCI) auf einen pH-Wert von
8,35 eingestellt wurde (Tris-HCI), ausgelaugt. Mit einer Einstich-pH-Elektrode wurde nach vier
Tagen Auslaugung im gesamten Gelvolumen ein pH-Wert von 8,35 nachgewiesen.

4.2.2 poly-Acrylamid

Poly-Acrylamid-Hydrogele werden aus den Monomeren Acrylamid (AAm) (Abbildung 4-1a) und
N,N’-Methylenbisacrylamid (MBAAm) (Abbildung 4-1b) in einem Molverhaltnis von 29:1
synthetisiert. Die  waBrige Polymerisationslésung weist  standardmaBig eine
Gesamtmonomerkonzentration von 1,4 mol/l auf. Dies entspricht einem Massenanteil von 10%
Monomer innerhalb des Hydrogels. Um den Effekt der Netzwerkstruktur auf die
Materialabscheidung in poly-AAm-Netzwerken zu untersuchen, wurden auBBerdem Hydrogele
mit 5 bzw. 20 Gew.-% Monomer synthetisiert. Als Starter der radikalischen Polymerisation wird
Ammoniumperoxodisulfat  (APoxS) eingesetzt, katalysiert wird die Polymerisation von
N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-diamin (TMEDA). Die Konzentrationen von APoxS und TMEDA
betragen 1,8 mmol/l bzw. 10,1 mmol/l.

Nach Zugabe des Radikalstarters wird die Polymerisationslésung weitere 5 Minuten bei hoher
Drehzahl mit einem Magnetrihrer gerihrt. Daraufhin wird die Lésung in die Mittelstlicke einer
Doppeldiffusionsanordnung (vgl. 4.3) gefillt. AnschlieBend wird die polymerisierende Loésung
eine Stunde bei 45°C in einem Trockenschrank gelagert um eine homogene Polymerisation der
Gelkorper zu gewahrleisten. Dabei erfolgt die Gelierung der Polymer-Loésung nach etwa 7
Minuten. Nach dem Gelpunkt bilden sich jedoch noch weitere Vernetzungspunkte innerhalb der
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Gelmatrix aus [Bri90]. Die Lagerung bei 45°C fihrt daher, im Gegensatz zu Alterung bei
Raumtemperatur, zu einer verhaltnismaBig glatten Oberflache und homogenen Struktur der
Gelkorper. Die gelierten Hydrogele altern weitere 48 Stunden bei Raumtemperatur bevor sie vier
Tage in einer 0,05M Tris-HCl Loésung (pH-Wert: 8,35) ausgelaugt werden. Infolge der
Auslaugung stellt sich in der Porenlésung ein pH-Wert von 8,35 ein, nicht-kovalent im Netzwerk
gebundene Monomere werden ausgeschwemmt. In Tabelle 4-2 sind die AnsatzgroBen der
Synthese von poly-AAm zusammengefaft.

a) /\[O(NHZ b) /\WHVHW/\

Abbildung 4-1: a) Strukturformel des Acrylamid, b) Strukturformel des Quervernetzers N,N’-Methylenbisacrylamid.

Tabelle 4-2: AnsatzgréBen der poly-AAm Synthese.

H,O [ml] AAM MBAAmM TMEDA APoxS
[g] [mmol] (9] [mmol] (ul] [mmol] (ul] [mmol]
90,0 9,3 130,8 0,7 4,5 150 0,99 400 0,18

4.2.3 Sulfonat-funktionalisierte Copolymere

Die Synthese Sulfonat-funktionalisierter Copolymere basiert auf dem Syntheseansatz des reinen
poly-AAm (vgl. 4.2.2). AAm und MBAAmM werden entweder zusammen mit Na-Vinylsulfonat
(VIS) (Abbildung 4-2a), Na-Allylsulfonat (AIS) (Abbildung 4-2b) oder Na-2-Acrylamido-2-methyl-
1-propansulfonat (AMPS) (Abbildung 4-2c) in deionisiertem Wasser geldst. Analog zu der
Synthese des unfunktionalisierten poly-AAm wird die Copolymerisation durch das
Radikalstartersystem APoxS-TMEDA initiiert. Das Gesamtmonomer/Quervernetzer Verhaltnis
(Molverhaltnis: AAm + (VIS, AIS oder AMPS) zu MBAAmM) wird mit einer Gesamtmonomer-
konzentration von 1,35 mol/l auf einen Wert von 29:1 eingestellt. Der Anteil Sulfonat-haltiger
Monomere (VIS, AIS oder AMPS) der Polymerisationslésung variiert von O bis 20 Mol-% (relativ
zu AAm).

) H

SO-Na' N -
N3 /\[(ﬂ/\soal\‘a

O

A 50 Na" b)

Abbildung 4-2: a) Strukturformel des Na-Vinylsulfonat, b) Strukturformel des Na-Allylsulfonat, c) Strukturformel des
Na-2-Acrylamido-2-methyl-1-propansulfonat.
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Fur die Copolymersynthese werden 0,1 M Stammlésungen der VIS-, AlS- und AMPS-Monomere
eingesetzt. Der pH der AMPS-Lésung wird durch Titration mit 3 M NaOH-Loésung auf einen Wert
von 7,0-7,4 eingestellt, waBrige Losungen von VIS und AIS weisen bereits ohne Zugabe von
NaOH-Lésung einen pH-Wert von 7,4 auf. Nach Mischung der Monomere wird TMEDA und
APoxS der Polymerisationslésung beigemengt (Konzentration in der Lésung 10,1 bzw.
1,8 mmol/l), etwa 4 Minuten nach Starter-Zugabe geliert die Polymerisationsldsung. Alterung
und Auslaugung der Gelkdrper werden analog der Synthese des unfunktionalisierten poly-AAm
durchgefihrt.

Neben dieser ,statistischen” Copolymerisation (zuféllige Verteilung der unterschiedlichen
Monomere im Netzwerk), werden Copolymere mit heterogener Verteilung der AMPS-
Monomere in dem Copolymernetzwerk bzw. mit unterschiedlicher Netzwerktopographie
synthetisiert. Zu diesem Zweck wird die Copolymersynthese in zwei Schritten durchgefihrt
(Abbildung 4-3): Wahrend der Vorpolymerisation wird die AMPS-Stammldsung mit Wasser
verdiinnt und mit Quervernetzer (MBAAmM) versetzt. Nach kompletter Lésung des MBAAmM
werden TMEDA und APoxS der Monomerlésung zugegeben. Durch Variation des Quervernetzer-
Gehalts wahrend der Vorpolymerisation des AMPS ist es maoglich, Copolymere mit
unterschiedlichem Grad der AMPS-Quervernetzung herzustellen. Bei einem Molverhadltnis
AMPS : MBAAmM von 40 : 1 sind die AMPS-Monomere innerhalb des Copolymers nur wenig
quervernetzt (,Block”-Copolymer). DemgegenUber ergeben sich bei einem AMPS : MBAAmM
Verhaltnis von 4:1 AMPS-quervernetzte Copolymere (,Cluster”-Copolymer). Nach Starter-
Zugabe wird die Vorpolymerisations-Lésung 30 Minuten mit einem Magnetrihrer gerdhrt, um
die Gelierung des makroskopischen Lésungsvolumen zu unterbinden. Dennoch ist eine
radikalische Polymerisation von Clustern bzw. Segmenten der AMPS-Monomere zu erwarten.

Simultan zu diesem Vorpolymerisationsschritt werden AAm und MBAAmM in deionisiertem
Wasser geldst und mit TMEDA versetzt (bulk-Polymerisation). Aus Grinden der Vergleichbarkeit
ist der Gesamt-Quervernetzergehalt wahrend der Synthese der unterschiedlichen
poly-AAm-AMPS-Copolymere einheitlich. Daher wird der bulk-Polymerisationsldsung des stark
AMPS-quervernetzten Copolymers (AMPS : MBAAm =4 : 1) weniger MBAAm zugegeben, als
der entsprechenden Losung des gering AMPS-quervernetzten Hydrogels
(AMPS : MBAAmM =40 : 1). 30 Minuten nach Starterzugabe wird die Vorpolymerisationslésung
in die bulk-Polymerisationslésung gegossen. Um eine vollstandige Homogenisierung zu
gewahrleisten, wird die resultierende Lésung 5 Minuten gerlUhrt, bevor die verbleibende
Startermenge zugegeben wird. Nach etwa 5 Minuten erfolgt die Gelierung, Alterung und
Auslaugung mit Tris-HCl werden analog der poly-AAm Synthese durchgefihrt. Die
AnsatzgréBen der Synthese der poly-AAm-AMPS-Copolymere sind in Tabelle 4-3 aufgefihrt.
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AMPS-Losung AAM
H,O
H,O
MBAAM
MBAAM
TMEDA
TMEDA
APoxS
TMEDA Abbildung 4-3: FlieBdiagramm der
Synthese  von  poly-AAmM-AMPS-
APOXS Copolymeren mit AMPS-Querver-
netzung; die AMPS-Quervernetzung
erfolgt in einer ,Vorpolymerisations-
|6sung”, die mit der ,bulk-
PO |y_AAm_A MPS Polymerisationslésung”  vermischt
wird.
Tabelle 4-3: AnsatzgroBen der Synthese Sulfonat-funktionalisierter Copolymere.
H,O AAM MBAAM AMPS TMEDA APoOXS
[ml] [g] [mmol] | [g] [mmol] | [g] [mmol] [ul] [mmol] | [pl] [mmol]
76,4 8,4 17,8 0,7 4,5 2,7 13,1 150 0,99 400 0,18

4.2.4 Carboxylat-funktionalisierte Copolymere

Die Synthese Carboxylat-funktionalisierter Copolymere erfolgt in Anlehnung an die Herstellung
des unfunktionalisierten poly-AAm (vgl. 4.2.2). AAm und Quervernetzer (MBAAmM) werden in
deionisiertem Wasser geldst. Daraufhin wird eine 1 M Stammlésung von Na-Acrylat (AC)
(Abbildung 4-4a) oder eine 0,5M Losung von Na-Allylmalonat (AM) (Abbildung 4-4b) der
Losung zugegeben. Durch Titration mit 1M NaOH-Lésung wird der pH-Wert der
Stammldsungen auf 7,0 - 7,4 eingestellt. Nach Zugabe des Radikalstarter-Systems TMEDA/APoxS
werden die Polymerisationslésungen 2 Minuten gerthrt, im Ruhezustand erfolgt innerhalb von 5
Minuten die Gelierung. Alterung und Auslaugung der Gelkérper erfolgen analog der Synthese
des poly-AAm. Die AnsatzgroBen der Synthese eines mit Acrylat-Monomeren funktionalisierten
Hydrogels (poly-AAM-AC) sind Tabelle 4-4 zu entnehmen.
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Abbildung 4-4: a) Strukturformel des Na-Acrylat-Monomers, b) Strukturformel des Na-Allylmalonat-Monomers.

Tabelle 4-4: AnsatzgroBen der Herstellung von poly-AAm-AC.

H,0 AAmM MBAAM AC TMEDA APOXS
[ml] [9] [mmol] | [g] [mmol] [mmol] [ul]  [mmol] | [pl]  [mmol]
77,2 84 | 1178 0,7 | 4,5 13,1 150 | 0,99 | 400 | 0,18

4.2.5 Hydrogele mit Additiven

Poly-L-Aspartat (poly-L-Asp) wird vielfach als Modellsubstanz nicht-kollagener Proteine
eingesetzt [Gow98, Fal00]. Um den EinfluB der poly-Aminosaure auf die Mineralisation in
verschiedenen Hydrogelmatrices zu untersuchen, werden Gele mit beigemischtem poly-L-Asp
(Abbildung 4-5) synthetisiert. Zu diesem Zweck werden den jeweiligen Syntheseansdtzen 0,1 g
poly-L-Asp, entsprechend einer Konzentration von 0,11 mmol/I (M,, = 9600 g/mol), zugegeben.
Die Konzentration des ,Additivs” im Hydrogel-Netzwerk entspricht der von Falini et al.
eingesetzten Menge [Fal00]. Fur poly-AAm ergibt sich ein Monomer zu Protein Verhaltnis von
100:1.

Da es bei Erwdarmung zu Denaturierung des poly-L-Asp kommen kann, erfolgt die Zugabe zu
einer Gelatinegel-Lésung erst nach 30 Minuten AbkUhldauer. Zu diesem Zeitpunkt ist die Losung
bis auf ca. 30°C abgekihlt, wobei sie noch hinreichend niedrigviskos ist um eine homogene
Verteilung des Additivs in der Polymerlésung zu gewahrleisten. Die Beimischung der
poly-Aminosaure zu der Polymerisationsldsung des poly-AAm erfolgt unmittelbar vor Zugabe des
Starters (APoxS) bei Raumtemperatur.

Abbildung 4-5: Strukturformel des Na-Poly-Aspartat.




4. Experimentalteil 19

4.3 Versuchsanordnung

Die Mineralisationsversuche von CaCOs; in unterschiedlichen Hydrogelmatrices werden in einer
Doppeldiffusionsanordnung durchgefihrt. Gelkérper mit einem Durchmesser von 25 mm und
einer Lange von etwa 40 mm werden in das horizontale Rohr einer U-férmigen Apparatur
eingebracht. Die beiden Schenkel der Doppeldiffusionsanordnung enthalten standardmaBig
150 ml 0,1 M CaCl,- bzw. 0,1 M NaHCO;-Lésungen (Abbildung 4-6). Um den EinfluB des pH-
Werts auf die Materialabscheidung einzugrenzen, werden die Mineralisationslésungen mit
einem Puffersystem aus 0,05M Tris-HCI auf einen pH-Wert von 8,35 eingestellt. Nach
Beendigung der Mineralisationsversuche werden die Gelkdrper aus dem Glasrohr geschoben
und sogleich in 5mm dicke Scheiben geschnitten. Um die anorganischen
Mineralisationsprodukte zu charakterisieren, werden diese entweder mit einer Pinzette aus der
Gelscheibe herausprapariert oder durch selektive Lésung des organischen Netzwerks mit einem
Oxidationsmittel von dem Hydrogel getrennt. Zu diesem Zweck werden die Gelscheiben fir 24
Stunden in NaOCl-Loésung (6 - 14% Cl aktiv) eingelegt. Dabei kommt es zu oxidativer Zersetzung
des organischen Netzwerks. Die verbleibenden Mineralisationsprodukte kénnen daraufthin durch
Zentrifugieren bzw. Vakuumfiltration gewonnen werden.

pH=8,35

=

Q
. | %
Tris-HC 2.

Abbildung 4-6: Schematische Darstellung der standardmaBig
40 mm verwendeten Doppeldiffusionsanordnung.

/ ‘1DeD I
’
\

Um die Keimbildung von CaCO; (bzw. die Induktionszeiten) in den jeweiligen Netzwerken zu
beschreiben, wird die Doppeldiffusionsanordnung modifiziert. Der Effekt der Gelmatrix auf die
Keimbildung wird bei einem ldngeren Diffusionsweg der Elektrolyte deutlich. Daher werden die
Induktionszeiten in Gelkérpern mit einem Durchmesser von 10 mm und einer Ldange von
300 mm untersucht. Um die, durch den langeren Diffusionsweg hervorgerufenen,
abweichenden Konzentrationsverhaltnisse auszugleichen, werden Mineralisationslésungen mit
einer Konzentration von 0,5 mol/l eingesetzt.

Waéhrend fur die Untersuchung der Keimbildung besonders lange Gelkérper zweckmaBig sind,
1aBt sich ein oberer Grenzwert des Mineralisationsgrads von CaCO; in poly-AAm bei
Doppeldiffusion in 5 mm kurzen Gelkérpern bestimmen. Bei diesen Versuchen werden die
Mineralisationslésungen nach jeweils einer Woche ausgetauscht.

Zur Durchfihrung von in-situ einkristalldiffraktometrischen Untersuchungen erfolgt die
Mineralisation in einer Glaskapillare (Markréhrchen; Hilgenberg, 1,0 mm AuBendurchmesser).
Die beiden Enden der 10 mm langen Kapillare werden mit Pasteurpipetten verklebt. Zu Beginn
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der Mineralisationsversuche werden die vertikal an der Kapillare fixierten Pipetten mit 0,1 M
CaCl,- bzw. NaHCO;-Lésung beflllt. Die gesamte Apparatur wird in  einem
Einkristallréntgendiffraktometer montiert, wobei die mit Gel gefillte Kapillare im Mittelpunkt
des DiffraktometermeBkreises zu justieren ist.

Die Konzentrationsverhéltnisse wahrend der Doppeldiffusion ergeben sich aus einer
ortsaufgeldsten Bestimmung der Calciumkonzentration in dem jeweiligen Gelkérper. Die
Quantifizierung der Carbonationen in der Porenlésung der Gelkdrper ist nicht praktikabel, da die
verwendeten Hydrogele im wesentlichen aus Kohlenstoffketten bestehen. Die Calciumanalytik
der Gelkérper nach Doppeldiffusion ergibt keine reproduzierbaren Ergebnisse fur die
unterschiedlichen Gelsysteme, da die Prazipitation von CaCO; zu starken Schwankungen der
lokalen Calciumkonzentration fuhrt. Die Verhaltnisse der Doppeldiffusion werden daher durch
eine Einfachdiffusionsanordnung angenahert. Zu diesem Zweck wird ein 300 mm langes und
25 mm dickes Glasrohr auf einer Seite mit einem Stopfen verschlossen und mit Hydrogel befullt.
Die 40 mm langen Gelkorper werden mit einer 0,1 M Tris-HCl gepufferten CaCl,-Lésung (pH-
Wert = 8,35) Uberschichtet. Nach 2 bzw. 7 Tagen wird die Lésung dekantiert und die Gelkorper
werden in 5 mm dicke Scheiben geschnitten. Die Calciumkonzentration der Gelscheiben laB3t
sich durch Atomemissionsspektroskopie (ICP-AES) bestimmen.

4.4 Charakterisierungsmethoden
4.4.1 Mikroskopie

Polarisationsmikroskopische Untersuchungen wurden mit einem Leica DMRM Mikroskop
durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden die aus dem Gel isolierten Mineralisationsprodukte in
Epoxidharz eingebettet und 20 bzw. 30 pm dicke, polierte Dinnschliffe angefertigt. Eine
Untersuchung der raumlichen Orientierung der optischen Achsen erfolgte mit einem
Universaldrehtisch nach Fedorov [R6s91]. Am Mineralogischen Institut der TU Bergakademie
Freiberg wurden Dunnschliffe Mangan-dotierter Proben (50 ppm Mn?*) mit einem optischen
HeiBkathoden-Lumineszenzmikroskop vom Typ HC1-LM bei 14 kV Beschleunigungsspannung
und einer Stromdichte von 10 yA/mm? untersucht.

Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen wurden mit einem Hitachi S800 im
Sekundarelektronenmodus  angefertigt  (Beschleunigungsspannung:  25kV).  Vor  der
Untersuchung wurden die Proben 15 Sekunden mit Gold besputtert. Fir eine qualitative
Elementaranalyse wurde die im Elektronenstrahl angeregte charakteristische Réntgenstrahlung
mit einem energiedispersivem Réntgenspektrometer (REM-EDX; Eumex-Detektor, WInEDS 3.06)
analysiert. Gefriergetrocknete Proben (-20°C) wurden mit einem analytischen REM (LEO 1450VP)
mit kombinierter Peltier-Kuhlung im Rdckstreuelektronenmodus untersucht.

Am Fraunhofer-Institut flir Solare Energiesysteme (Freiburg) wurden hochauflésende REM-
Aufnahmen an Platin-besputterten Proben durchgefihrt.
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Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Untersuchungen wurden an einem Philips CM 12
bei einer Beschleunigungsspannung von 120kV angefertigt. Es wurden sowohl
Mikrotomschnitte (Reichert OmU2) als auch ionengedinnte Proben (Gatan dual ionmill 600)
untersucht. Elektronenbeugung an durchstrahlbaren Proben wurde im
Feinbereichsbeugungsmodus (selected-area-electron-diffraction, SAED) durchgefihrt.

4.4.2 Rontgendiffraktometrie

Zur Bestimmung des kristallinen Phasenbestandes wurden gemorserte Proben mit einem Stoe
Stadi P Rontgenpulverdiffraktometer in Bragg-Brentano Geometrie untersucht. Die Cu-K,
Strahlung (L =1,54 A) wurde mit einer Beschleunigungsspannung von 40 kV und einem
Kathodenstrom von 30 mA erzeugt. Eine quantitative Phasenanalyse erfolgte mit der Rietveld-
basierten Software Siroquant 2.0 (Sietronics 1997). Dabei wurden die Beugungsmaxima durch
eine GauB-Funktion angenahert.

Einzelne Pulverproben wurden am Hamburger Synchrotronstrahlungslabor HASYLAB (DESY) mit
Synchrotron-Strahlung (A = 1,14 A) untersucht.

Aus dem Gel herausprdparierte Proben
wurden auf einen Glasfaden geklebt und mit
einem Dreikreis-Einkristalldiffraktometer
(Abbildung 4-7), das mit einer CCD-Kamera
ausgestattet ist, analysiert (Bruker AXS,
SMART APEX-Detektor). Die eingesetzte
Molybdan-Strahlung weist eine Wellenlange
von 0,71 A auf.

Abbildung 4-7: Photo der Versuchsanordnung fur die
Rontgen-Einkristalldiffraktometrie.

4.4.3 Thermoanalyse

Die thermogravimetrische Bestimmung der Massenabnahme (TG) sowie die Anderung des
Warmeflusses wahrend des Aufheizens (Differentielle Thermoanalyse, DTA) wurden an einer
TAG 24 MeBstation der Firma Setaram durchgefihrt. Die Messungen erfolgten mit einer
Heizrate von 10 K min™ unter synthetischer Luft. Die Proben wurden vor der Messung in einem
Achatmorser zerkleinert und anschlieBend 24 Stunden bei 110°C getrocknet. Bis zur
Durchfiihrung der Messung wurden die Proben in einem Exsikkator gelagert.

4.4.4 Infrarotspektroskopie

Infrarotspektroskopische Untersuchungen (IR) getrockneter Gelproben wurden mit einem Nicolet
FT-IR 760 Fouriertransform-Infrarotspektrometer durchgefihrt. Die festen Proben wurden mit
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Kaliumbromid verrieben und als PreBlinge untersucht. Die PreBlinge enthielten 5 Gew.-%
Xerogel und waren ca. 700 um dick.

4.4.5 Elementaranalyse

Die Schwefelkonzentration getrockneter Gelproben wurden durch Réntgenfluoreszenzanalyse
(RFA, Siemens SRS 3000) bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die Hydrogel-Scheiben 48
Stunden bei 110°C getrocknet und mit einem Achatmaorser zerkleinert. Die pulverisierten Proben
wurden ohne weitere Zusatze analysiert.

Um den Calciumgehalt der Hydrogelkdrper zu bestimmen, wurden die organischen Bestandteile
der Proben mit NaOCI-Losung zersetzt. Uberschiissiges NaOC| wurde durch Zugabe von
Ascorbinsdure reduziert. In der basischen Lésung kann es zu Prazipitation von CaCO; oder
Ca(OH), kommen. Die Feststoffe wurden durch Ansduern der Proben mit konzentrierter HCI
(32%) in Losung gebracht. Die Calciumanalytik der waBrigen Proben wurde mit einem
Atomemissionspektrometer durchgefthrt, die Emission wird dabei durch ein induktiv
gekoppeltes Plasma angeregt (ICP-AES, Spektro).

4.4.6 Bildanalyse

Die Porositat der Mineralisationsprodukte wurde mit dem Bildanalysesystem Image C (Version
2.51a, Imtronic GmbH) ermittelt. Zu diesem Zweck wurden digitalisierte REM-Aufnahmen von
Anschliffen bearbeitet. Die verwendete Software kann Probenbereiche unterschiedlicher
Grauwerte durch Bildbinarisierung voneinander trennen.

Der bildanalytisch ermittelte Kreisdurchmesser der Mineralisationsprodukte wird durch den
Aquivalentdurchmesser eines Kreises mit der gleichen Flache, entsprechend dem gemessenen
Objekt, wiedergegeben.

4.4.7 Quellung

Fur die Untersuchung der Quellungseigenschaften der Hydrogele, wurden Gelkérper mit einer
Masse von 10 g (my) in 250 ml deionisiertes Wasser eingelegt. Nach vier Tagen wurden die
Proben entnommen und anhaftende Wassertropfen mit Loéschpapier entfernt. Unmittelbar
danach wurde die Masse der gequollenen Gelkérper (m,) bestimmt. Aus dem Massenquotienten
m, / M, errechnet sich das Massenquellungsverhaltnis (Q,,) [Not90].



5. Hydrogel-Charakterisierung 23

5. Hydrogel-Charakterisierung

Um den Effekt polarer funktioneller Gruppen auf die Materialabscheidung in Hydrogelmatrices
zu bewerten, soll die Mineralisation in Sulfonat- bzw. Carboxylat-funktionalisierten Netzwerken
untersucht werden. Voraussetzung der Copolymersynthese ist die kovalente Bindung der
funktionellen Monomere in der organischen Matrix.

5.1 Sulfonat-funktionalisierte Copolymere
5.1.1 Funktionelle Monomere

Drei verschiedene funktionelle Monomere wurden fir die Synthese der Sulfonat-
funktionalisierten Copolymere eingesetzt: Na-Vinylsulfonat (VIS), Na-Allylsulfonat (AIS) und Na-
2-Acrylamido-2-methyl-1-propansulfonat (AMPS). Die Effizienz der Copolymerisation von
Acrylamid und Sulfonat-haltigen Monomeren wurde durch Auslaugung von Gelkérpern mit
unterschiedlichem Gehalt funktioneller Monomere in deionisiertem Wasser untersucht. Es ist zu
erwarten, daB Monomere, die nicht Bestandteil des Copolymer-Netzwerks sind, in den
Uberstand diffundieren [Sol02].

In Abbildung 5-1 ist der theoretische Schwefelgehalt (gemaB dem Syntheseansatz) der
unterschiedlichen Copolymere dem Gehalt in ausgelaugten Proben gegenibergestellt. Die
Konzentrationen weichen in den ausgelaugten Copolymeren auf VIS- und AlS-Basis deutlich von
den theoretischen Werten ab. Der Gehalt der 5 Mol-% Copolymere ist nach Auslaugung nahezu
halbiert. Bei hdheren Anteilen Sulfonat-haltiger Monomere ist die Diskrepanz zwischen realen
und theoretischen Werten weniger ausgepragt. Im Gegensatz zu VIS- und AlS-haltigen
Copolymeren entspricht der Schwefelgehalt der poly-AAmM-AMPS-Gelkérper nach Auslaugung in
deionisiertem Wasser den theoretischen Werten.
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Um die Ergebnisse der Elementaranalyse zu verifizieren, wurden Copolymere mit
unterschiedlichem AMPS-Gehalt infrarotspektroskopisch untersucht. Da das Verhaltnis der S=0O
Absorptionsbande (1040 cm™) und der C=0 Schwingung (1660 cm™) charakteristisch fur den
AMPS-Gehalt in einem Copolymer ist [Dur00], ist es moglich, die Sulfonatgruppen in dem
Netzwerk zu quantifizieren. In Abbildung 5-2a ist ein typisches IR-Spektrum eines poly-AAm-
AMPS-Copolymers mit 10 Mol-% AMPS in dem Copolymernetzwerk dargestellt. Bei 1040 cm’
ist die S=0 Bande deutlich zu erkennen, Absorption bei 1660 cm™ entspricht der C=0
Schwingung. Eine breite Bande in dem Bereich um 3450 cm™ geht auf adsorptiv gebundenes
Wasser des hygroskopischen Kaliumbromids zurtick. Um den AMPS-Gehalt der Copolymere zu
bestimmen, wurden die Werte der fir AMPS charakteristischen S=O Schwingung mit den
Intensitaten der C=0 Bande normalisiert. In Abbildung 5-2b ist das Verhaltnis A = Ao/ Asso
der Copolymere gemdB dem Syntheseansatz sowie das Verhaltnis der entsprechenden
ausgelaugten Proben aufgetragen. Das Absorptionsverhaltnis der ausgelaugten Proben weicht
lediglich geringfligig von den Werten gemaB dem Syntheseansatz ab.

70+ . 08 . .
a) < orl D) . ©
60 - s o
= °
0,6-
5 §
R 501 %k 0,5 o
[y R4
o [
2 404 w044 o
£ =
a S 03
© 3 2 S
— 7 < ®
o S 02-
=
S = ® AMPS nach Synthese
201 o 8 014 O  AMPS ausgelaugt
] <
OV e o 0,0do
10 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Wellenzahl [cm™] AMPS Monomer-Gehalt [Mol.-%]

Abbildung 5-2: a) typisches IR-Spektrum eines poly-AAmM-AMPS-Copolymers mit 10 Mol-% Sulfonat-haltigem
Monomer, b) IR Absorptionsverhéltnis A = Ajga0 / Ajgso VON Proben gemaB dem Syntheseansatz und entsprechenden
ausgelaugten Proben.

Der Vergleich der theoretischen Schwefelkonzentrationen mit den Werten der ausgelaugten
Gelkorper ermoglicht Rickschlisse auf die Effizienz der Copolymerisation. Wahrend Acrylamid-
und AMPS-Monomere effektiv copolymerisieren, sind die VIS- und AlS-Monomere nicht
quantitativ in dem Hydrogel-Netzwerk gebunden. Die unzureichende Copolymerisation des
Acrylamids mit VIS und AIS ist auf die abweichenden Reaktivitdten der Monomere
zurlckzufuhren  [Kej92].  Schwingungsspektroskopisch  konnten  die  Ergebnisse  der
Elementaranalyse bestatigt werden: Demnach sind AMPS-Monomere geeignete Edukte fur die
Synthese Sulfonat-funktionalisierter Copolymere.
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5.1.2 Netzwerktopographie

Um den Effekt der raumlichen Anordnung funktioneller Gruppen in einem Hydrogel-Netzwerk
(Netzwerktopographie) auf die Mineralisation von CaCOj; zu untersuchen, wurde die Synthese
der poly-AAM-AMPS-Copolymere  modifiziert (vgl. 4.2.3): Wegen der vergleichbaren
Reaktivitdten von AAm und AMPS sind die Sulfonatgruppen bei ,statistischer” Copolymerisation
regellos in dem Netzwerk verteilt [Dur00]. Infolge selektiver Quervernetzung der AMPS-
Monomere vor Polymerisation des gesamten Netzwerks, sind in ,Block”- bzw. ,Cluster”-
copolymerisierten Matrices Bereiche mit héherer Dichte funktioneller Gruppen zu erwarten.

Um die unterschiedlichen Netzwerktopographien zu charakterisieren, wurde die Quellung der
jeweiligen Copolymere ermittelt. In Abbildung 5-3a sind die Quellungsgrade als Funktion des
Gehalts funktioneller Gruppen aufgetragen. Ein ,statistisch” copolymerisiertes poly-AAmM-AMPS-
Gel weist die groBten Werte auf. Die Quellung eines ,Block”-copolymerisierten Netzwerks ist
am geringsten ausgepragt, , Cluster”-Copolymerisation fihrt zu mittleren Werten. Der Effekt
des Quervernetzer-Gehalts auf die Quellung wird durch Vergleich von ,statistisch”
copolymerisierten Hydrogelen mit unterschiedlichem Gesamtmonomer/Quervernetzer-Verhaltnis
deutlich (Abbildung 5-3b): Copolymere mit einem Verhaltnis von 19:1 quellen deutlich geringer
als die entsprechenden Gele mit geringerem Quervernetzer-Gehalt (29:1).
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Abbildung 5-3: a) Quellungsgrad von poly-AAmM-AMPS-Copolymeren mit unterschiedlicher Netzwerktopographie,
b) Quellungsgrad von Copolymeren mit unterschiedlichem Gesamtmonomer/Quervernetzer-Verhaltnis.

Nach Flory (1953) ergibt sich das Gleichgewicht der Quellung von Hydrogelen maBgeblich aus
dem osmotischen Druck infolge des Potentialausgleichs polarer Gruppen, die von Hydrathdllen
umgeben werden, und der elastischen Ruckstellkraft des Netzwerks [Flo53]. Die lokale
Akkumulation der polaren Funktionalitdten in ,Block”- und ,Cluster”-copolymerisierten
Netzwerken fuhrt zu sterischer Beeintrachtigung der Hydrathillen, so daB die durch den
osmotischen Druck hervorgerufene Kraft geringer ist als bei ,statistischer” Verteilung der
polaren Gruppen. Der Vergleich der Quellung von Copolymeren mit unterschiedlichem
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Quervernetzer-Gehalt (Abbildung 5-3b) zeigt, daB3 die elastische Rickstellkraft von dem
Gesamtmonomer/Quervernetzer-Verhaltnis abhangt. Daher ist bei der Auswertung der
Quellungsversuche, neben der sterischen Behinderung der Hydrathtllen um lokal akkumulierte
funktionelle Gruppen, die Quervernetzer-Verteilung in dem Netzwerk zu bertcksichtigen.

Aus Grinden der Vergleichbarkeit ist die Gesamtquervernetzer-Konzentration der
unterschiedlichen Syntheseansatze einheitlich (vgl. 4.2.3). Die Zugabe des Radikalstarters zu der
Vorpolymerisationsldésung eines , Cluster”-copolymerisierten Hydrogels fihrt zu lokaler
Vernetzung der AMPS-Monomere. Wegen dieser inhomogenen Verteilung des Quervernetzers
weist der makroskopische Gelkorper eine vergleichsweise groBere Elastizitat auf. Dennoch ist der
Quellungsgrad der , Cluster”-copolymerisierten Matrix geringer als bei ,statistischer” Verteilung
der funktionellen Gruppen (Abbildung 5-3a). In einer ,Block”-copolymerisierten Matrix ist der
Quervernetzer homogen verteilt, so daB die elastische Ruckstellkraft den Verhaltnissen des
.Statistisch” copolymerisierten Netzwerks entspricht. Daher ist die vergleichsweise geringe
Quellung lediglich auf den geringeren osmotischen Druck zurlckzufihren [Gra03b].

In Abbildung 5-4 sind die drei unterschiedlichen Netzwerktopographien der poly-AAm-AMPS-
Copolymere schematisch dargestellt. Wahrend die Sulfonatgruppen in dem ,statistisch”-
copolymerisierten Netzwerk regellos verteilt sind, kennzeichnen lineare AMPS-Segmente ein
.Block”-Copolymer und quervernetzte Bereiche mit hoher Dichte funktioneller Gruppen ein
. Cluster”-Copolymer.

Abbildung 5-4: Schematische Darstellung der
raumlichen Verteilung funktioneller Sulfonat-
gruppen in  dem  Copolymer-Netzwerk:
a) ,statistisches” Copolymer, b) ,Block”-
Copolymer, ¢) , Cluster”-Copolymer.
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5.2 Carboxylat-funktionalisierte Copolymere

Die Wirkungsweise von Carboxylatgruppen auf die Materialabscheidung in organischen
Hydrogelmatrices soll  durch  Mineralisationsversuche in  Carboxylat-funktionalisierten
Copolymeren herausgestellt werden. Bei Biomineralisationsprozessen ist die definierte raumliche
Anordnung polarer funktioneller = Gruppen von wesentlicher Bedeutung fir die
Materialabscheidung [Hey00]. Daher wurde neben Na-Acrylat (AC) auch Na-Allylmalonat (AM),
das zwei Carboxylatgruppen enthalt, eingesetzt.

Die Effizienz der Copolymerisation wird durch Quellungsversuche von Copolymeren mit
unterschiedlichem Gehalt an funktionellen Monomeren charakterisiert. In Abbildung 5-5 ist der
Quellungsgrad der mit Acrylat (poly-AAm-AC) bzw. der mit Allylmalonat (poly-AAm-AM)
copolymerisierten Matrices aufgetragen. Den Werten der Carboxylat-funktionalisierten
Hydrogele sind die Quellungsgrade des poly-AAm-VIS, poly-AAm-AIS und poly-AAM-AMPS
(,statistisch” copolymerisiert) gegenUbergestellt. Mit zunehmendem Gehalt funktioneller
Monomere nehmen die Werte der Carboxylat-funktionalisierten sowie der Sulfonat-
funktionalisierten Copolymere zu. Wéahrend jedoch der Quellungsgrad des poly-AAm-VIS und
des poly-AAm-AIS nur wenig zunimmt, weist die Kurve des poly-AAm-AMPS einen steileren
Verlauf auf. Die Werte der Carboxylat-funktionalisierten Copolymere nehmen eine
Zwischenstellung ein. Der Quellungsgrad des poly-AAm-AM ist jedoch deutlich niedriger als die
entsprechenden Werte des poly-AAm-AC. Die Zunahme des Quellungsgrads als Funktion des
Gehalts funktioneller Monomere entspricht dem Verlauf der Kurven des poly-AAm-VIS bzw.
poly-AAm-AIS.
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Die unterschiedliche Quellung der untersuchten Copolymere ist auf Ausschwemmung nicht-
kovalent vernetzter Bestandteile der Hydrogelmatrix zurtickzufiihren. In Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen der Schwefelanalyse Sulfonat-funktionalisierter Netzwerke (vgl. 5.1.1) weisen
poly-AAm-VIS und poly-AAm-AIS Hydrogele deutlich geringere Quellungsgrade als
poly-AAm-AMPS auf. Analog zu den Verhéltnissen des poly-AAmM-VIS und poly-AAm-AIS ist der
Quellungsgrad eines 10 Mol-% poly-AAm-AM nur unwesentlich gréBer als der Wert des
5 Mol-% Copolymers.

Obwohl der Gehalt funktioneller Carboxylatgruppen in dem Syntheseansatz des poly-AAm-AM
doppelt so hoch ist wie der entsprechende Gehalt des poly-AAmM-AC (zwei Carboxylatgruppen in
AM), quellen Acrylat-funktionalisierte Copolymere wesentlich starker als Allylmalonat-
funktionalisierte Gele. Offensichtlich sind die Allylmalonat-Monomere nur unzureichend in das
Hydrogel-Netzwerk eingebaut. Wahrscheinlich ist dies darauf zurlckzufthren, daB bei einer
Allylgruppe auch andere Radikalreaktionen auBer der Polymerisation méglich sind: Die Bildung
eines Allylradikals ist gegenlber dem Angriff an der Doppelbindung energetisch begunstigt
[Mar85]. Es kommt daher zu unzureichender Copolymerisation der Acrylamid-Monomere mit
den Allylmalonat-Monomeren. Demgegeniber weisen die Werte des poly-AAmM-AC auf eine
effektive Copolymerisation hin. Ubereinstimmend mit den Untersuchungen der Reaktivitaten
von Acrylamid- und Acrylat-Monomeren ist von einer quantitativen Copolymerisation
auszugehen [Cab71]. Im Gegensatz zu poly-AAm-AM 13Bt sich der Gehalt funktioneller
Monomere einstellen, so dalB3 sich Acrylat-funktionalisierte Netzwerke als Kristallisationsmedium
in Doppeldiffusionsversuchen eignen.

5.3 Zusammenfassung

Aus Vergleich des theoretischen Schwefelgehalts mit der Konzentration in ausgelaugten Proben
sowie aus schwingungsspektroskopischen Untersuchungen ergibt sich, daB AMPS-Monomere
geeignete Edukte fur die Synthese Sulfonat-funktionalisierter Copolymere sind. Untersuchungen
des Quellungsgrads von poly-AAmM-AMPS-Copolymeren mit unterschiedlicher rdaumlicher
Anordnung funktioneller Gruppen belegen eine unterschiedliche Netzwerktopographie der
Jstatistisch”, , Block”- bzw. , Cluster”-copolymerisierten Matrices. Die vergleichsweise geringe
Quellung eines poly-AAm-AM  Copolymers weist auf eine unzureichende Bindung der
Allylmalonat-Monomere in dem Netzwerk hin. Demgegenuber kann durch Copolymerisation
von Acrylamid- und Acrylat-Monomeren ein Carboxylat-funktionalisieres Copolymer synthetisiert
werden.
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6. Mineralisation in Hydrogelmatrices

Mineralisationsversuche in ,natdrlichem” Gelatinegel ermaoglichen Aussagen Uber die
Wirkungsweise einer naturnahen Matrix auf die Kristallisation von CaCO; (6.1). DemgegenUber
stellt ein kovalent vernetztes poly-Acrylamid-Hydrogel ein ,kunstliches” Referenzsystem der
Mineralisation in Gelnetzwerken dar (6.2). Um den Effekt ionischer funktioneller Gruppen auf
die Materialabscheidung zu bewerten, werden Sulfonat- (6.3) und Carboxylat-funktionalisierte
(6.4) Matrices eingesetzt. Der EinfluB nicht-kollagener Proteine auf die biomimetische
Mineralisation ergibt sich aus Versuchen mit Hydrogelen, denen poly-L-Aspartat beigemischt ist
(6.5). SystemUbergreifende Untersuchungen der unterschiedlichen Gelsysteme schlieBen dieses
Kapitel ab (6.6).

6.1 Mineralisation in Gelatinegel

Die Aminosauren-Zusammensetzung der Gelatine entspricht der des natlrlichen Kollagens
[Str96]. Bei der Mineralisation menschlicher Knochen ist die Wechselwirkung des Hydroxylapatits
mit der organischen Kollagen-Matrix von grundsatzlicher Bedeutung [Wei86, Wei99]. Die
raumliche Organisation des Proteins sowie die polaren funktionellen Gruppen (Asparagin-,
Glutaminsdure) in dem Netzwerk ermdglichen die Entstehung eines Biokomposits mit
herausragenden Eigenschaften. In Anlehnung an die von Kniep et al. gewahlten Bedingungen
zur Mineralisation von Fluorapatit wurde daher Gelatinegel als natilrliches Referenzsystem der
biomimetischen Materialsynthese in Doppeldiffusionsversuchen eingesetzt [Kni96].

6.1.1 Mineralisationsprodukte

In Gelatinegel sind nach ca. 60 Stunden erste Mineralisationsprodukte auf der Ca®*-reichen Seite
der Versuchsanordnung mit bloBem Auge zu erkennen. Innerhalb von 7 Tagen entstehen im
gesamten Gelvolumen Partikel mit bis zu 400 ym Durchmesser. Rontgenpulverdiffraktometrisch
(XRD) wurde als einzige Phase Calcit nachgewiesen.

Eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (REM) eines typischen Mineralisationsprodukts
aus der Mitte des Gelkorpers ist in Abbildung 6.1-1 dargestellt. Die Produkte weisen eine
hantelahnliche Gestalt auf: Durch eine Einschnirung in der Mitte werden diese in zwei Halften
unterteilt, die beiden Teile erscheinen um 60° gegeneinander verdreht. Abgestufte,
terrassenartige Kristallflachen begrenzen die Mineralisationsprodukte, die beiden Halften setzen
sich aus jeweils drei gleichartigen Satzen derartiger Terrassenflachen zusammen [Gra02].
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Abbildung 6.1-1: REM-Aufnahme eines typischen CaCO5-
Mineralisationsprodukts aus Gelatinegel nach 7 Tagen
REMO0102gra084x1 100 pm Versuchsdauer.

Die Gestalt der Mineralisationsprodukte ist jedoch von dem Ort der Kristallisation innerhalb des
Gelkorpers abhangig. Wahrend die Partikel auf der Ca**-reichen Seite unebene Kristallflachen
aufweisen, sind die Produkte auf der HCO;-reichen Seite durch glatte Kristallflachen und scharfe
Kanten gekennzeichnet (Abbildung 6.1-2). Die Winkel zwischen den Kanten (bzw. die
korrespondierenden Normalenwinkel) entsprechen mit Werten von 104° und 76° den
Flachennormalenwinkeln des Calcit-Spaltrhomboeders [Ree83]. Demnach werden die
Terrassenflachen mit den Millerindices der {1014} Form beschrieben.

REM0102graDB84x1 10 pm REMO102gra084x5

Abbildung 6.1-2: a) REM-Aufnahmen der Oberflache hanteldhnlicher Mineralisationsprodukte aus einem Bereich des
Gelkorpers nahe der CaCl,-Lésung, b) aus einem Bereich nahe der NaHCO,-Lésung.

Die beobachtete Morphologie der Mineralisationsprodukte ist untypisch fur die Kristallisation
von Calcit in waBrigen Medien, in Silicagelen [McC74] sowie bei der organomineralogischen
Prazipitation von CaCO; in Biofilmen entstehen jedoch vergleichbare Produkte [Buc91]. Offenbar
ist eine hanteldhnliche Morphologie nicht ungewdhnlich fir gelartige Wachstumsmilieus, die
Erscheinungsform ist allerdings nicht auf die Kristallisation in Gelatinegel beschrankt. Eine
spezifische molekular-chemische Wechselwirkung ist nicht nachzuweisen: Bei der Kristallisation
von CaCO; in Gegenwart organischer Additive wird die Entstehung unebener
Wachstumsstrukturen auf die Wirkungsweise funktioneller Gruppen der Polyelektrolyte
zurickgefahrt [Smi00]. Da in Gelatinegel sowohl glatte als auch unebene Kristallflachen
beobachtet werden, kann ein derartiger Effekt des Gelatinegels ausgeschlossen werden.
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Doppeldiffusionsversuche zur Abscheidung von CaCO; in Silicagelen [Fer96] ergeben
ortsabhangige Unterschiede der Kristallmorphologie, was durch die jeweiligen Verhéltnisse des
chemischen Milieus erklart wird. Neben der Ubersattigung, die wesentlich von dem pH-Wert der
Porenlésung abhangt [Pri89], beeinflussen Konzentrationensveranderungen im Verlauf der
Doppeldiffusion die Kristallisation. Derartige Effekte wurden bei der Mineralisation in Gelatinegel
durch Pufferung der Mineralisationslésungen sowie der Porenlésung eingeschrankt. Dennoch
stellen sich im Verlauf der Doppeldiffusion lokale chemische Bedingungen ein, die zu
ortsabhangiger Morphologie der Mineralisationsprodukte fihren. Offenbar wird bei der
Mineralisation von CaCO; in Gelatinegel der morphogenetische Effekt der organischen Matrix
von den jeweiligen Konzentrationsverhdltnissen Uberlagert.

6.1.2 Kompositcharakter

Im Verlauf der Kristallisation in Gelen kénnen Bestandteile des Wachstumsmediums in die
Kristallstruktur inkorporiert werden [Hen88]. Um zu einem allgemeinen Verstandnis der
Wirkungsweise der Gelatinegel-Matrix auf die biomimetische Mineralisation beizutragen, soll
daher der Kompositcharakter der Mineralisationsprodukte untersucht werden.

Einige Partikel wurden aus dem Gelatinegel herausprapariert und thermogravimetrisch
analysiert. In Abbildung 6.1-3a ist die Massenabnahme und die Anderung des Warmeflusses
wahrend des Aufheizens einer pulverisierten Probe dargestellt. Die Massenabnahme bis zu einer
Temperatur von 150°C st auf die Freisetzung adsorptiv gebundener Luftfeuchte
zurGckzufthren. Im Temperaturintervall von 250 - 400°C kommt es zu einem exothermen
WarmefluB und einer Massenabnahme der untersuchten Probe. Die Thermogravimetriekurve
einer getrockneten (48 Stunden, 110°C) Gelatinegel-Referenzprobe weist in dem gleichen
Temperaturbereich einen Massenverlust auf (Abbildung 6.1-3b). Allerdings ist ein deutlich
exothermer Warmeflu3, verbunden mit einer weiteren Massenabnahme, erst bei Temperaturen
oberhalb 500°C zu beobachten.
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Abbildung 6.1-3: a) Thermogravimetrie und differentielle Thermoanalyse pulverisierter Mineralisationsprodukte aus
Gelatinegel, b) analoge Untersuchung eines reinen Gelatine-Xerogels.
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Bei Vergleich der Thermogravimetriekurven wird deutlich, daB die Massenabnahme der
Kompositpartikel auf oxidative Zersetzung inkorporierten Gelatinegels zurlckzufihren ist.
Allerdings verlduft die Thermolyse des reinen Gelatinegels, im Gegensatz zu der Zersetzung des
inkorporierten Gels, in zwei Stufen. Die exotherme Zersetzungsreaktion der kompakten
Referenzprobe ist zu hoheren Temperaturen verschoben. Vergleichsproben des reinen
Gelatinegels, die in einem Muffelofen auf 450°C geheizt wurden, zeigen eine schwarze
Farbung. Offenbar zersetzt sich die organische Substanz zunachst unter Bildung von
elementarem Kohlenstoff. Erst bei Temperaturen oberhalb 500°C kommt es zu vollstandiger
exothermer Oxidation. Die inkorporierten, fein verteilten Gelbestandteile der pulverisierten
Kompositpartikel werden demgegentber bereits bei niedrigeren Temperaturen vollstandig
oxidiert. Wahrscheinlich wird der Verlauf der thermischen Zersetzungsreaktion mafBgeblich von
der relativen Oberflache der organischen Substanz bestimmt.

Aus den thermogravimetrischen Untersuchungen geht hervor, dal3 die Mineralisationsprodukte
3,9 Gew.-% organisches Material enthalten. Der korrespondierende Volumenanteil errechnet
sich aus der theoretischen Dichte von Calcit (2,72 g/cm? [Dee92]) und der durch He-Pyknometrie
bestimmten Dichte reiner Gelatine (1,35 g/cm?®). Demnach sind wéhrend der Kristallisation in
dem Gelatinegel etwa 8 Vol.-% organische Matrix in die Kompositpartikel eingewachsen.

Ausgehend von dem Feststoffgehalt der Gelatinegel-Matrix (10 Gew.-%) 3Bt sich der
theoretisch  maximale Gehalt organischer Substanz in einem Kompositpartikel bei
volumenkonformer Verwachsung errechnen. Mit einem Wert von 3,9 Gew.-% weicht der
Organik-Gehalt der hanteldhnlichen Mineralisationsprodukte nur geringfligig von dem
theoretischen Maximalwert (3,7 Gew.-%) ab. Demnach entspricht der eingewachsene
Gelatinegel-Gehalt dem Wert in einem vergleichbaren (nicht mineralisierten) Gelvolumen.

Um die Verwachsung der organischen Matrix mit der Kristallphase eingehender zu untersuchen,
wurden einige Partikel in 0,25 M EDTA-L&sung (pH = 7) eingebracht. Bereits nach 72 stindiger
Exposition ist das CaCO,, infolge Komplexierung von Ca®, teilweise geldst. Mit
energiedispersiver Rontgenspektroskopie (REM-EDX) konnte an der Oberflache der angeldsten
Kompositpartikel Calcium nicht mehr nachgewiesen werden. Die Gestalt der luftgetrochneten
Proben ahnelt den urspringlichen Mineralisationsprodukten (Abbildung 6.1-4a). Wahrend nach
28 Tagen Lagerung in EDTA-L6sung ein rein anorganischer Calcit-Referenzkristall vergleichbarer
GroBe (Islandspat) vollstandig geldst ist, ist die Ausgangsgestalt der (feuchten) Kompositpartikel
noch erhalten. Beim Trocknen an Luft schrumpfen diese Gelpartikel deutlich. Durch
Gefriertrocknung (-20°C, 40Pa) ist es jedoch moglich, die Gestalt zu bewahren
(Abbildung 6.1-4b). Infolge des Kristallisationsdrucks entstehender Eiskristalle bilden sich
wabenartige Strukturen, die sich trichterférmig in Richtung des Partikelinneren verjingen. Die
urspringliche Morphologie der hantelahnlichen Mineralisationsprodukte ist dennoch zu
erkennen: Das nach selektiver Losung verbliebene Gelnetzwerk stellt eine Negativform des
hybriden Materials dar.
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EHT=1500ky  File Name = I
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REMO103gra076x3R_EDTA_5d 100 pm

Abbildung 6.1-4: a) REM-Aufnahme eines Mineralisationsprodukts nach 72 Stunden Lagerung in EDTA-LOsung,
b) REM-Aufnahme des gefriergetrockneten Riickstands nach 28 Tagen Lagerung in EDTA-L&sung.

Bei der biomimetischen Mineralisation von Fluorapatit in Gelatinegel kommt es ebenso wie bei
Kristallisation von CaCO; zu Verwachsung der organischen Matrix mit der Kristallphase [Bus99,
Bus03]. Wahrend die Calciumphosphat-Kompositpartikel durch Komplexierung mit EDTA
zunachst im Partikelinneren resorbiert werden, wird die anorganische Phase der calcitischen
Komposite von der Oberflache ausgehend gelést. Obwohl die urspringliche Gestalt eines
organischen Rickstands nach 28 Tagen durch Gefriertrocknung Uberpragt ist, ergeben sich
Ruckschlisse auf die Verwachsungsverhaltnisse: Die wabenartigen Strukturen des organischen
.Negativs” weisen in Richtung des Partikelinneren. Es erscheint plausibel, daB3 die resorbierte
Kristallphase ausgehend von dem Partikelinneren strukturkonform mit dem organischen Negativ
verwachsen war. Nahere Erkenntnisse Uber die kristallographische Internstruktur der
Mineralisationsprodukte ermdglicht die polarisationsmikroskopische Charakterisierung.

6.1.3 Polarisationsmikroskopie

Die polarisationsmikroskopische Aufnahme eines Dunnschliffs typischer Produkte der
Kristallisation in Gelatinegel ist in Abbildung 6.1-5a wiedergegeben. Es lassen sich zwei
Schnittlagen der hantelahnlichen Partikel unterscheiden: Wahrend Schnitte parallel der Hantel-
Langsachse an einer Einschnirung, die zwei gleichartige Halften trennt, zu erkennen sind
(Ldngsschnitte), entsprechen rundliche Umrisse einer Schnittlage senkrecht der Hantel-
Langsachse (Kopfschnitte). Bei gekreuzten Polarisatoren fihrt eine Drehung des Probentischs zu
bereichsweiser Ausléschung. Langsschnitte weisen in den gleichartigen Halften jeweils
Segmente auf, die sich paarweise in Ausléschungsstellung befinden (Pfeile in Abbildung 6.1-5a).
Demnach liegen in den beiden Halften der hanteldhnlichen Partikel Bereiche mit einheitlicher
kristallographischer Orientierung vor. Ausgehend von der Partikelmitte sind diese Bereiche von
gebogenen Grenzen umgeben. Bei Drehung der Kopfschnitte um 120° wird jeweils ein anderes
Segment ausgeldscht, so daB sich fir Schnitte senkrecht der Hantel-Langsachse eine Dreiteilung
ergibt. Offensichtlich setzen sich die hanteldhnlichen Mineralisationsprodukte aus drei Bereichen
einheitlicher kristallographischer Orientierung bzw. drei unterschiedlichen Kristallindividuen
zusammen.
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Der Vergleich von Dunnschliffen unterschiedlicher Dicke belegt, daf3 die hellen Interferenzfarben
der Langsschnitte auf hohe Doppelbrechung bei einem Schnitt anndahernd parallel der optischen
Achse des Calcits zurlckzufthren sind. Die kraftigen Farben der Kopfschnitte entstehen
demgegenUber bei niedriger Doppelbrechung, entsprechend einer Orientierung etwa senkrecht
der optischen Achse. Da die optische Achse des Calcits der kristallographischen c-Achse (bei
Aufstellung im hexagonalen System) entspricht, ist es moglich die raumliche Verwachsung der
drei Bereichen einheitlicher kristallographischer Orientierung mit einem Universaldrehtisch zu
bestimmen. Durch Drehung der Probe in allen Raumrichtungen kénnen die optischen Achsen
dieser Bereiche und deren Orientierung zueinander bestimmt werden. In Abbildung 6.1-5b sind
die Ergebnisse der Orientierungsanalyse skizziert: Die c-Achsen der einzelnen Kristallindividuen
sind um etwa 5° gegen die Langsachse der hantelahnlichen Mineralisationsprodukte geneigt.
Senkrecht zur Partikel-Langsachse betragt der Winkel zwischen den drei Kristallindividuen 120°.

Abbildung 6.1-5: a) Polarisationsmikroskopische Aufnahme einiger Produkte der Mineralisation in Gelatinegel
(gekreuzte Polarisatoren), Bereiche einheitlicher Orientierung sind markiert, b) Schematische Darstellung der
raumlichen Orientierung der unterschiedlichen Kristallindividuen (stereographische Projektion).

Die polarisationsmikroskopischen  Untersuchungen weisen eine Zwillingsstruktur  der
Mineralisationsprodukte nach. Augenscheinlich sind drei unterschiedliche Bereiche einheitlicher
kristallographischer Orientierung in der Art eines Durchdringungsdrillings miteinander
verwachsen. Allerdings sind die kristallographischen c-Achsen der Kristallindividuen nur etwa 5°
gegen die Langsachse der hanteldahnlichen Mineralisationsprodukte geneigt. Haufig tauschen
Verzwillingungen eine héhere Symmetrie des Makrokristalls vor [R6s91]. Die Verzwillingung der
hanteldhnlichen Mineralisationsprodukte entspricht jedoch den Symmetrieelementen des Calcits.
Fir die Makrokristalle ergibt sich somit eine Symmetrie entsprechend der ditrigonal-
skalenoedrischen Kristallklasse (3 2/m). Der gebogenene Verlauf der Grenzflache zwischen
Bereichen einheitlicher Ausléschung weist auf ungewohnliche Verwachsungsverhaltnisse hin.

Die beobachtete Verzwillingung 188t sich nicht durch die klassischen Zwillingsgesetze des Calcits
beschreiben. Offensichtlich bewirkt das gelartige Kristallisationsmilieu diese untypische Struktur.
Daher sollen im folgenden gefiigekundliche Untersuchungen Ruckschlisse auf die
Wirkungsweise der inkorporierten organischen Matrix ermdglichen.
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6.1.4 Gefiigeuntersuchungen

Die rdumliche Verwachsung der Kristallphase mit dem inkorporierten Gelatinegel 1aBt sich mit
einem optischen Kathodolumineszenzmikroskop (KL-Mikroskopie) an Mn?*-dotierten Proben
untersuchen. Da Ca** im Kiristallgitter des Calcits diadoch durch Mn?** ersetzt werden kann,
kommt es zu Anreicherung dieser extrinsischen Lumineszenzzentren in der anorganischen Phase.
Daher ist die Kristallphase der Kompositpartikel in Vergleich zu der inkorporierten organischen
Matrix durch intensivere Fluoreszenz charakterisiert. In  Abbildung 6.1-6a ist eine
kathodolumineszenzmikroskopische Aufnahme eines Dinnschliffs dargestellt. Die uneinheitliche
Farbung der Mineralisationsprodukte weist auf eine heterogene Verwachsung der organischen
Matrix mit der Kristallphase hin. Wegen der begrenzten Auflésung der optischen
KL-Mikroskopie ist es nicht mdglich, auf den Charakter der submikroskopischen Verwachsung
zu schlieBen. Es laBt sich jedoch feststellen, daB die organische Matrix bevorzugt in den
zentralen Bereichen der gleichartigen Halften der hanteldhnlichen Mineralisationsprodukte
angereichert ist.

Genauere Aussagen zu dem Kompositgefige der Mineralisationsprodukte ergeben sich aus
REM-Aufnahmen  (Abbildung  6.1-6b).  Bei  Untersuchung eines  angeschliffenen
Mineralisationsprodukts im Rickstreuelektronenmodus (REM-BSE) erkennt man Bereiche mit
unterschiedlicher Helligkeit. Es ist eine zwiebelartige Wechsellagerung dunklerer Bereiche mit
intensitatsstarkeren Lagen zu beobachten. In dem abgebildeten Kopfschnitt sind in
Ubereinstimmung mit der polarisationsmikroskopischen Aufnahme (Abbildung 6.1-5a) drei
gleichartige Bereiche, entsprechend den einzelnen Zwillingsindividuen, auszumachen.
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Abbildung 6.1-6: a) KL-mikroskopische Aufnahme eines Dinnschliffs der Mineralisationsprodukte aus Gelatinegel,
b) REM-BSE Aufnahme eines Anschliffs, Bereiche einheitlicher kristallographischer Orientierung sind markiert.

Da die Anzahl der rickgestreuten Elektronen (bzw. die Helligkeit) von der Ordnungszahldichte
des abgerasterten Probenvolumens abhangt, weisen dunklere Bereiche auf eine verhaltnismaBig
geringe Ordnungszahldichte hin. Nachdem ein heterogenes Kompositgefige durch
KL-Mikroskopie nachgewiesen wurde, kann der Kontrast des REM-BSE Bildes auf die
Inkorporation der organischen Matrix zurtickgeftihrt werden. Bereiche mit einem hohen Anteil
inkorporierter organischer Substanz streuen Elektronen weniger stark zurlick, so dal3 sie
vergleichsweise dunkel erscheinen. Die Orientierung der Verwachsung stimmt mit der



6.1 Mineralisation in Gelatinegel 36

dreizahligen Symmetrie der polarisationsmikroskopisch untersuchten Kopfschnitte Gberein. Die
jeweiligen Zwillingsindividuen zeichnen sich in dieser Schnittlage durch ein zwiebelartiges
Verwachsungsgeflige aus. Diese lamellare Wechsellagerung entspricht einer parallelen
Verwachsung der organischen Substanz mit der Kristallphase.

Mit einem Tranmissionselektronenmikroskop (TEM) kann das nanostrukturierte Geflge
ionengedlnnter Kompositpartikel untersucht werden. Auf der TEM-Aufnahme sind helle,
perlenschnurartige Linien im durchstrahlbaren Bereich der Probe zu erkennen. Diese hellen
Bereiche sind parallel zu dunkleren Zonen angeordnet (Markierung in Abbildung 6.1-7). Ein
Praparationsartefakt kann ausgeschlossen werden, da die Orientierung der Streifung in zwei
unmittelbar benachbarten Bereichen der Probe, die von einer Korngrenze getrennt sind,
uneinheitlich ist.

Abbildung 6.1-7: TEM-Aufnahme einer ionengediinnten Probe,
die Orientierung der Verwachsung ist hervorgehoben.

60.00 nm

Da organische Molekile weniger stark Elektronen streuen als die calcitische Kristallphase,
kdnnen die hellen Streifen der TEM-Aufnahme auf Bereiche mit hoherem Organik-Gehalt
hinweisen. Demzufolge kommt es bei der Kristallisation von CaCO; in Gelatinegel zu einer
nanoskopisch heterogenen Verwachsung der anorganischen Phase mit dem organischen
Netzwerk. Das parallele Kompositgefliige weist auf eine anisotrope Orientierung der organischen
Substanz hin. Offenbar wird das Gelatinegel wahrend des Kristallwachstums parallel der
Kristallphase ausgerichtet, so daB es zu strukturkonformer Inkorporation der organischen Matrix
in das wachsenden Komposit kommt.

6.1.5 Kristallwachstum

Um Ruckschlisse auf den Kristallisationsmechanismus von Calcit in Gelatinegel zu erlangen,
wurden einige Doppeldiffusionsversuche nach wenigen Tagen abgebrochen. Nach einer
Versuchsdauer von 72 Stunden lassen sich die in Abbildung 6.1-8a dargestellten Partikel aus
dem Gelatinegel praparieren. In diesem frihen Wachstumsstadium ist bereits die resultierende
hantelahnliche Morphologie vorgepragt. Im REM sind Kristallflachen mit einem Kantenwinkel
von etwa 104° zu erkennen, entsprechend dem Flachennormalenwinkel der
Spaltrhomboederflachen des Calcits. Unterschiedliche Satze derartiger Flachen sind um 60°
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gegeneinander verdreht. Die distalen Enden der ellipsoidalen Partikel sind von Satzen
gestaffelter Kristallkanten begrenzt. Bei genauerer Betrachtung wird deutlich, dal3 sich diese
Staffelung aus zunehmender Auffacherung der Spaltrhomboederflachen ergibt. Neben diesen
juvenilen Terrassenflachen sind pords erscheinende Bereiche, die nicht von Kristallflachen
begrenzt sind, zu sehen. An Spaltstlicken von Mineralisationsprodukten wird ein radialstrahlig-
stengeliges Geflge (Abbildung 6.1-8b) deutlich. In Abbildung 6.1-8c ist zu erkennen, daf
mehrere der konstituierenden Kristallnadeln an der Partikeloberflache in gemeinsamen

Kristallflachen abschlieBen.

Abbildung 6.1-8: a) REM-Aufnahme einer friihen Wachstumsphase (72 h) der Mineralisationsprodukte aus
Gelatinegel, b) Spaltsttick eines Produkts nach 28 Tagen Versuchsdauer, ¢) REM-Aufnahme des Spaltstiicks im Bereich
der Oberflache.

Die REM-Aufnahme einer frilhen Wachstumsphase der Mineralisationsprodukte zeigt neben
einer pordsen Zone gestaffelte Satze von Spaltrhomboederflachen. Offenbar handelt es sich
dabei um ein frlhes Stadium der Terrassenflichen der spater hanteldhnlichen
Mineralisationsprodukte. Durch KL-Mikroskopie wurde ein zentraler Bereich mit hohem Anteil
organischer Substanz nachgewiesen (vgl. 6.1.4). Es ist naheliegend, daB diese Zone den pordsen
Bereichen auf der Oberflache der juvenilen Mineralisationsprodukte entspricht. Offenbar werden
in diesem frihen Wachstumsstadium gréBere Anteile des organischen Kristallisationsmediums in
die Kompositpartikel eingeschlossen.

Das radialstrahlig-stengelige Geflige der Makrokristalle kennzeichnet ein Wachstum, das von
einem zentralen Keimkristall ausgeht. Da Dinnschliffe der Proben jedoch im
Polarisationsmikroskop (bei gekreuzten Polarisatoren) kein Brewster-Kreuz (Abbildung 6.1-5a)
aufweisen, ist das radialstrahlige  Geflige nicht auf einen  spharolitischen
Wachstumsmechanismus zurtickzufihren. Die konstituierenden Kristallnadeln sind bereichsweise
einheitlich orientiert, so da3 bei gekreuzten Polarisatoren eine Zwillingsstruktur zu beobachten
ist. Auf der Oberflache der Makrokristalle schlieBen diese einheitlich orientierten Kristallnadeln in
gemeinsamen Terrassenflachen ab. Offensichtlich bewirkt die organische Matrix zu einem
frhen Zeitpunkt der Kristallisation die Bildung zahlreicher Kristallnadeln, die sich in drei
Hauptorientierungen organisieren.

Kristallisationsmechanismus

Die Kombination der Untersuchungsergebnisse des Kristallwachstums (vgl. 6.1.5) und des
Kompositgefiges (vgl. 6.1.4) ermdglicht Rickschlisse auf die Wirkungsweise der Gelatinegel-
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Matrix wahrend der Mineralisation: Es ist davon auszugehen, daB zu einem frihen Zeitpunkt der
Kristallisation Polymerstrange der Gelmatrix mit der Wachstumsfront eines Keimkristalls
wechselwirken. Die organischen ,Verunreinigungen” bewirken durch Verwachsung mit der
Kristallphase die Auflésung der Wachstumsflache unter Bildung zahlreicher Kristallnadeln.
Ausgehend von der rhomboedrischen Grundform des Keims erfolgt fir die jeweiligen
Kristallnadeln eine weitgehend eindimensionale Verschiebung der Wachstumsfront, so dal3 ein
Flachenwachstum der rhomboedrischen Gleichgewichtsform ausbleibt. Stattdessen fihrt die
strukturkonforme Anreicherung des Polymers zu Auffacherung der wachsenden Kristallnadeln.
Dieses hypothetische Wachstumsstadium entspricht in einer zweidimensionalen, schematischen
Projektion einem verzerrten ,eisernen Kreuz”. In der raumlichen Darstellung (Abbildung 6.1-9a)
ergeben sich auf den sechs Rhomboederflachen keilartige Aufwachsungen, die von
trapezartigen Flachen begrenzt sind. Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 6.1-9b die
entsprechenden Flachen eines hanteldhnlichen Mineralisationsprodukts hervorgehoben. Es wird
deutlich, daB3 die Endflachen der keilférmigen Aufwachsungen den Terrassenflachen der
Mineralisationsprodukte entsprechen. Kompositpartikel, die nach 72 Stunden aus dem
Gelatinegel prapariert wurden, weisen einen zentralen Bereich hoher Porositat auf (Abbildung
6.1-8a). Diese Zone ist in der schematischen Darstellung nicht von der Kristallphase
eingenommen, so daB es in diesem Bereich zu vermehrter Inkorporation von Gelatinegel
kommen kann.

a)
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Abbildung 6.1-9: a) Schematische Darstellung der Verzwillingung der Mineralisationsprodukte aus Gelatinegel,
b) REM-Abbildung eines typischen Mineralisationsprodukts aus Gelatinegel, die Terrassenflachen sind hervorgehoben.
Im Verlauf des Wachstums kommen sich die aufgefacherten Aufwachsungen an den distalen
Enden der hantelahnlichen Partikel nahe. Aus sterischen Grinden ergibt sich somit eine
Verkippung relativ zu der Hantel-Langsachse. Diese Fehlorientierung fuhrt dazu, daB jeweils
paarweise die Bereiche, die den gegenlberliegenden Rhomboederflachen des Keimkristalls
aufgewachsen sind, einheitliche Orientierung aufweisen. Die resultierende Struktur der
Makrokristalle entspricht daher einem Durchdringungsdrilling. Wahrend jedoch Ublicherweise
davon ausgegangen wird, daB Zwillingsstrukturen bereits in einer sehr frihen Phase der
Kristallisation ~ vorgegeben sind [R6s91], ist die beschriebene Verzwillingung der
Mineralisationsprodukte des Gelatinegels das Ergebnis eines spezifischen Wachstumsprozesses.
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6.1.6 Zusammenfassung

Die Wirkungsweise der organischen Matrix auf die Mineralisation von CaCOs; in Gelatinegel wird
durch die jeweiligen lokalen Ubersattigungsverhéltnisse Gberpréagt. Die funktionellen Gruppen
der Gelatine haben keinen wesentlichen Effekt auf die Mineralisation, allerdings fihrt die
strukturkonforme Verwachsung der organischen Matrix mit der Kristallphase zu einem
spezifischen WachstumsprozeB. Verunreinigungen auf der Oberflache eines Keimkristalls
bewirken eine eindimensionale Verschiebung der Wachstumsfront zahlreicher Kristallnadeln.
Inkorporation des Gelatinegels zwischen den Kristalliten fihrt zu Auffacherung der
Aufwachsungen, so daB es wahrend des Kristallwachstums zu paarweiser Fehlorientierung
einheitlicher Bereiche der Mineralisationsprodukte kommt. Die resultierende Struktur der
Makrokristalle entspricht der eines Durchdringungsdrillings.
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6.2 Mineralisation in poly-Acrylamid

Poly-Acrylamid ist ein rein synthetisches Netzwerk, dessen chemische Zusammensetzung wenig
Gemeinsamkeiten mit biologischen extrazelluldaren Matrices aufweist. Das Hydrogel-Netzwerk
enthdlt keine ionischen funktionellen Gruppen, so daB3 der rein physikalische EinfluB des
Netzwerkes auf Diffusion, lokale Ubersattigung und somit Mineralisation deutlich wird. Poly-
Acrylamid-Hydrogel soll als Blindprobe fur die spater folgenden Mineralisationsexperimente in
mit polaren Gruppen funktionalisierten Copolymeren dienen.

6.2.1 Mineralisationsprodukte

Bei der Doppeldiffusion von CaCl,- und NaHCOs;-Lésung in einem poly-Acrylamid-Netzwerk
(poly-AAm) sind nach etwa 50 Stunden erste Produkte mit bloBem Auge sichtbar. Nach einer
Mineralisationsdauer von einer Woche haben sich in dem gesamten Gelvolumen 150-250 ym
groB3e polyedrische Prazipitate mit scheinbar kubischer Symmetrie gebildet. Im weiteren Verlauf
der Mineralisation nimmt die GroéBe der Mineralisationsprodukte nicht mehr wesentlich zu. Die
Morphologie der Prazipitate ist unabhdngig von dem Ort der Kristallisation in dem Gelkérper:
Die makroskopischen Produkte sind von acht Flachen begrenzt und weisen einen isometrischen
Habitus auf, die Form ahnelt der eines kubischen Oktaeders (Abbildung 6.2-1).

Abbildung  6.2-1:  Raster-
elektronenmikroskopische  Auf-
nahme eines typischen
Mineralisationsprodukts aus
poly-Acrylamid nach 7 Tagen
Versuchsdauer.

REMO0011gra069x5

Im Gegensatz zu der Mineralisation in Gelatinegel (vgl. 6.1) hat das lokale chemische Milieu
wahrend der Doppeldiffusion nur einen geringen EinfluB auf die Morphogenese. Obwohl Calcit
eines der formenreichsten Minerale der Erde ist und geringe Anderungen des Wachstumsmilieus
sich Ublicherweise in der Morphologie der Kristalle niederschlagen [Ram67], ist die
Erscheinungsform in dem poly-AAm-Gelkérper nur geringen Schwankungen unterworfen.
Offensichtlich wird der Effekt der lokalen chemischen Verhéltnisse von der physikalischen
Netzwerkstruktur des poly-AAm Uberkompensiert.
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Mit einem konventionellen Réntgenpulverdiffraktometer (Cu-Anode) wurde als einzige Phase
Calcit nachgewiesen. Da die oktaedrische Form der Mineralisationsprodukte Calcit-untypisch ist,
wurden  zusatzliche Messungen an einer Synchrotron-Strahlenquelle (DESY-HASYLAB)
durchgefihrt. Aufgrund der intensitatsstarken Strahlung kdnnen auch geringe Anteile
kristalliner Nebenphasen detektiert werden (Nachweisgrenze: ca. 0,2 Vol.-% [Has00]). In
Ubereinstimmung  mit  der  konventionellen  Methode  weist das  Synchrotron-
Rontgendiffraktogramm als einzige Phase die CaCO;-Modifikation  Calcit  nach
(Abbildung 6.2-2). Die Halbwertsbreite (FWHM) des (1014) Beugungsmaximums entspricht mit
einem Wert von 0,1° der geratebedingten Halbwertsbreite.
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Es sind zahlreiche Formenkombinationen geogener Calcit-Kristalle bekannt [R6s91], die
beobachtete oktaedrische Form der Mineralisationsprodukte ist jedoch bisher nicht beschrieben
[Gra03a]. Allerdings kdnnen in der unbelebten Natur pseudomorphe Phasenumwandlungen zu
ungewohnlichen Formen fihren. Da auch im Synchrotron-Diffraktogramm keine Nebenphasen
nachweisbar sind, kénnen polymorphe sowie pseudomorphe Umwandlungen einer kubischen
Vorldauferphase nahezu ausgeschlossen werden. Aus der geringen Halbwertsbreite der Bragg-
Reflexe kann auf die GréBe der streuenden Bereiche geschlossen werden: Offensichtlich ist die
koharente Lange der Gitterbausteine hinreichend groB, so daB bei Abweichungen von den
Bedingungen der Bragg'schen Gleichung die gebeugte Strahlung destruktiv interferiert und
scharfe Beugungsmaxima entstehen. Demnach kann fir die GréBe koharent streuender Bereiche
ein Wert von mindestens 100 nm angenommen werden [All94].

Bei Untersuchung der Oktaeder-Oberflache mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) ist zu
erkennen, daB die oktaedrischen Mineralisationsprodukte aus zahlreichen rhomboedrischen
»Subkristallen” mit bis zu 5 ym Durchmesser zusammengesetzt sind (Abbildung 6.2-3a). Die
Flachennormalenwinkel der Subkristalle lassen sich abschatzen und entsprechen mit Werten von
104° bzw. 76° den Winkeln zwischen den {1014} Flachen der Calcit-Gleichgewichtsform. Die
Spitzen der einzelnen Rhomboeder ragen anndhernd senkrecht aus den Oktaederflachen, die
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dreizahligen Achsen verlaufen parallel der dreizédhligen Achse des Makrokristalls. Bei genauerer
Untersuchung der Oberflache mit einem hochauflésendem REM (100.000 fache VergréBerung)
wird deutlich, daB3 die Subkristalle ihrerseits aus zahlreichen kleineren Rhomboedern aufgebaut
sind (Abbildung 6.2-3b).
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Abbildung 6.2-3: a) REM-Aufnahme der Oktaeder-Oberflache (500 fache VergréBerung), b) Hochauflésende
REM-Aufnahme der oktaedrischen Mineralisationsprodukte (100.000 fache VergroBerung).

Wahrend geogene Calcit-Kristalle Ublicherweise von glatten Kristallflichen begrenzt sind, setzt
sich die Oberflache der Mineralisationsprodukte aus rhomboedrischen Subkristallen mit breiter
GroBenverteilung zusammen. Bei Vergleich von Abbildung 6.2-3a mit Abbildung 6.2-3b wird
eine selbstahnliche Oberflachenstruktur der oktaedrischen Makrokristalle deutlich. Vergleichbare
Phanomene sind fur die Kristallisation von Fluorapatit in einem Gelatinegel beschrieben und
werden auf einen fraktalen Wachstumsmechanismus zurtickgefihrt [Kni96].

Offensichtlich ermoglicht das poly-AAm-Netzwerk einen ungewohnlichen
Kristallisationsmechanismus, der zu oktaedrischen Mineralisationsprodukten fuhrt. Um den
Effekt der organischen Matrix auf die Mineralisation zu bewerten, sollen daher zunachst die
Verwachsungsverhaltnisse der Kristallphase mit dem Gelmedium untersucht werden.

6.2.2 Kompositcharakter

Thermogravimetrische Untersuchungen ermdglichen eine Quantifizierung des Organik-Gehalts
der Mineralisationsprodukte. Zu diesem Zweck wurden einige Aggregate mit einer Pinzette aus
der Hydrogelmatrix herausprapariert und 5 Minuten in einer NaOCI-Lésung gespilt um
anhaftende Gelreste abzutrennen. Aus der temperaturabhangigen Massenabnahme gemorserter
Proben ergibt sich der mit den Mineralisationsprodukten verwachsene Gehalt an organischer
Substanz. Die Massenabnahme wahrend des Aufheizens bis 650°C weist einen Organik-Gehalt
von 0,7 Gew.-% bzw. 1,6 Vol.-% aus.

Fir eine volumenkonforme Verwachsung des Gelmediums mit der Kristallphase errechnet sich,
bei bekannter Gelkonzentration, ein theoretischer Wert von 3,7 Gew.-% organischer Matrix. Die
deutliche Differenz zu dem tatsachlichen Organik-Gehalt (0,7 Gew.-%) weist darauf hin, daf
wahrend des Kristallwachstums das Hydrogel-Netzwerk verdrangt wird. Demnach wird die
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Gelmatrix in unmittelbarer Nachbarschaft zu dem wachsenden Mineralisationsprodukt
verdichtet. Ausgehend von der Dichte des CaCO; (2,72 g/cm?) und des kompaktierten poly-AAm
(ca. 1,3 g/cm’) 1aBt sich die Ausdehnung eines derartigen Grenzflachenbereichs abschatzen:
Unter der Annahme einer hypothetischen Wirfelform des wachsenden Komposits errechnet sich
die Dicke der kompaktierten Hydrogel-Zone zu 2% der Kantenlange. Fur einen Wurfel mit
200 ym Kantenlange, entsprechend der durchschnittlichen GréBe der Mineralisationsprodukte
nach einer Woche Versuchsdauer, ergibt sich ein Dicke des kompaktierten Gelbereichs von ca.
4 pum.

Hochauflésende REM-Untersuchungen an Bruchstlcken der oktaedrischen
Mineralisationsprodukte lassen die eingewachsene, organische Substanz erkennen. Die Flachen
der Calcit-Rhomboeder, die den Makrokristall aufbauen, sind von feinen hautartigen
Hydrogelbestandteilen bedeckt (Markierung in Abbildung 6.2-4a). Nach 4 Wochen Lagerung der
Mineralisationsprodukte in neutraler EDTA-L&sung verbleibt ein organischer Rickstand, der an
Luft innerhalb kurzer Zeit stark zusammenschrumpft. Im nassen Zustand dhnelt die duBere
Gestalt des Rulckstands jedoch den urspringlichen Mineralisationsprodukten. Sorgfaltige
Gefriertrocknung der Proben ermdglicht die Untersuchung des organischen Rickstands mit
einem analytischen REM. Die Struktur wird durch Kristallisation der Porenlésung verandert,
dennoch ist ein feinverasteltes Netzwerk organischer Substanz zu erkennen (Abbildung 6.2-4b).
Obwohl der gefriergetrocknete Rickstand nicht unmittelbar das molekulare Netzwerk des
Hydrogels wiedergibt, ergeben sich Rickschlisse auf die Struktur der inkorporierten Matrix: Die
organische Matrix ist dispers in die Oktaeder eingewachsen, die Netzwerkstruktur bleibt dabei
weitgehend erhalten.
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Abbildung 6.2-4: a) Hochaufgeltste REM-Aufnahme der Bruchflache eines oktaedrischen Mineralisationsprodukts,
eingewachsene Gelbestandteile sind mit einem Pfeil markiert, b) organischer Rickstand nach selektiver
Komplexierung mit EDTA-L&sung.

Die schwammartige Struktur des organischen Rickstands nach selektiver Komplexierung mit
neutraler EDTA-L6sung legt die Vermutung nahe, daB3 die Keimbildung einzelner Subkristalle in
jeweils unabhangigen Poren des Hydrogel-Netzwerks erfolgt. Die wachsenden Calcit-
Rhomboeder kénnen das kovalent vernetzte Hydrogel verdréangen, so daB der Organik-Gehalt
der makrokristallinen Aggregate verhaltnismaBig gering ist.
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6.2.3 Polarisationsmikroskopie

Dinnschliffe  der  oktaedrischen Mineralisationsprodukte ~ wurden mit  einem
Polarisationsmikroskop im Durchlicht analysiert. Bei gekreuzten Polarisatoren befinden sich
einige der kristallinen Aggregate in Ausléschungsstellung (Abbildung 6.2-5). Allerdings sind die
Mineralisationsprodukte auch in Dunkelstellung schwach doppelbrechend. Drehung des
Probentischs um 45° fuhrt zu Aufhellung der meisten dieser Kristalle. Aggregate mit
rhombischem Umri8 zeigen dabei besonders intensive Interferenzfarben. Demgegentber
verbleiben einige Mineralisationsprodukte, die durch einen trigonalen Umri3 gekennzeichnet
sind, bei Drehung des Probentischs permanent in Ausldéschungsstellung (Markierung in
Abbildung 6.2-5).

e

, Abbildung 6.2-5: Polarisationsmikroskopische  Auf-
i nahme eines Dunnschliffes (gekreuzte Polarisatoren),
eine isotrope Schnittlage ist mit einem Pfeil markiert.

Die naherungsweise einheitliche Ausléschung der Mineralisationsprodukte charakterisiert eine
einkristalline Struktur. Wahrend jedoch ideale Einkristalle in Ausléschungsstellung schwarz
erscheinen, weisen die Mineralisationsprodukte auch hellere Bereiche auf. Offensichtlich
befinden sich Bereiche dieser Aggregate, aufgrund von Fehlorientierungen der Gitterbausteine,
nicht in Dunkelstellung.

Die isotrope Eigenschaft der trigonalen Anschnitte ist auf eine Schnittlage senkrecht der
optischen Achse des Calcits zurlckzufthren. Da die optische Achse des Calcits mit der
kristallographischen c-Achse zusammenfallt, entspricht dies einem Schnitt senkrecht zu einer der
dreizahligen Achsen der oktaedrischen Aggregate. Aus den REM-Untersuchungen der Oktaeder-
Oberflache (vgl. 6.2.1) geht hervor, daB3 es sich demnach um einen Schnitt parallel einem
Flachenpaar des Makrokristalls handelt. Im Gegensatz zu diesen isotropen Schnittlagen
entsprechen Aggregate mit besonders hellen Interferenzfarben einer Orientierung parallel der
optischen Achse. Der rhombische Umri3 dieser Mineralisationsprodukte ergibt sich aus Schnitten
durch die Mitte der Korper, die spitzen Winkel der Anschnitte korrespondieren mit den
Oktaederspitzen des Makrokristalls.

Da das Aufldsungsvermdgen der optischen Mikroskopie begrenzt ist, erfolgten weitere
gefligekundlichen Untersuchungen mit elektronenmikroskopischen Methoden.
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6.2.4 Gefiigeuntersuchungen

Anschliffe einiger Mineralisationsprodukte ~ wurden mit einem REM im
Ruckstreuelektronenmodus untersucht (Abbildung 6.2-6). In Ubereinstimmung mit der
Oktaeder-Oberflache, die sich aus zahlreichen Subkristallen unterschiedlicher GroBe
zusammensetzt, ist im Anschliff ein segmentiertes Geflige zu sehen. Offenbar besteht das
gesamte Volumen der Mineralisationsprodukte aus rhomboedrischen Subkristallen. Der
Phasenkontrast der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme ist auf Hohlraume zwischen den
einzelnen Rhomboedern zurlckzufhren. Da die Grauwerte der Kristallphase und der
Zwischenraume differieren, ist es moglich die Makroporositat mit einem Bildanalysesystem zu
quantifizieren. Es ergibt sich ein Wert von 6,9 + 1,7%, wobei der verhaltnismaBig groBe Fehler
auf die inhomogene Verteilung der Poren zurlckzufthren ist. Da die konstituierenden
Subkristalle durch eine breite GréBenverteilung gekennzeichnet sind (vgl. 6.2.1), ist davon
auszugehen, daB die Aggregate ebenso einen deutlichen meso- und mikroporésen Anteil
aufweisen. Eine Bestimmung der spezifischen Oberflache der Proben durch N,-Sorption fihrte
jedoch nicht zu verwertbaren Ergebnissen.

Abbildung 6.2-6: REM-Aufnahme eines Anschliffs im
Ruckstreuelektronenmodus.

EHT = 1500V  File Name = gra_su1_02
Detector = QBSD  REMO109gradli
WD = 10mm Pressure = 40Pa

In Anlehnung an die Struktur des organischen Rickstands nach selektiver Komplexierung mit
EDTA-L6sung (vgl. 6.2.2) ist davon auszugehen, daB die inkorporierten Gelbestandteile
vorzugsweise zwischen den Subkristallen angereichert sind. Da thermogravimetrisch nur eine
Volumenanteil von 1,6% inkorporierter Matrix nachgewiesen wurde, kann die hohe Porositat
der Proben (6,9 + 1,7%) nicht ausschlieBlich auf die Schrumpfung des eingewachsenen Gels
zurickgefahrt werden. Offensichtlich sind die den Makrokristall aufbauenden Subkristalle nicht
bundig miteinander verwachsen, so daB3 die Porositdt wesentlich auf Spalten und Zwickel
zwischen den einzelnen Bldcken zurlckzufthren ist.

Aussagen Uber das Mikrogeflige der Mineralisationsprodukte ergeben sich aus TEM-
Untersuchungen an Microtomschnitten. Analog den Ergebnissen der REM-Analyse von
Anschliffen ist zu erkennen, daB3 sich die Oktaeder aus zahlreichen Subkristallen
zusammensetzen. Die abgebildeten Kristallbausteine sind bis zu 400 nm gro3 und haben
Uberwiegend polyedrische Form. In Abbildung 6.2-7 sind drei parallel orientierte Kristallite mit
annahernd hexagonalem UmriB gekennzeichnet. Durch Elektronenbeugung wurde eine
einheitliche kristallographische Orientierung der drei Kristallite belegt. Die durchstrahlbaren
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Spalten zwischen diesen Kristalliten weisen auf Bestandteile der inkorporierten Hydrogelmatrix
hin. Spalten im oberen Bereich der Abbildung sind Folge der Probenpraparation (,Shatter-
Streifen”), bei dem hellen Bereich in der Mitte des Bildes handelt es sich um das als Einbettmittel
verwendeten Epoxidharz.

Offensichtlich sind die in Abbildung 6.2-7 hervorgehobenen ,Kristallindividuen” orientiert
miteinander verwachsen. Da Elektronen nur in geringem Mal3e von organischen Phasen gestreut
werden, ist es naheliegend, daB3 die durchstrahlbaren Spalten zwischen den Kristalliten auf die
Inkorporation des Gelnetzwerks zuriickzufiihren sind. Wegen der methodischen Schwierigkeiten
bei der Herstellung von Microtomschnitten ist jedoch nicht auszuschlieBen, da3 es infolge
mechanischer Beanspruchung zu einer Lockerung des Verbundes gekommen ist. Das hohe
Aufldsungsvermogen des TEM verdeutlicht, da3 die mit dem REM abgebildeten Subkristalle auf
der Oktaederoberflache (Abbildung 6.2-3a) aus individuellen Kristallbausteinen bestehen. In
Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung wurde mit einem hochauflésendem REM eine
selbstahnliche Oberflachenstruktur der Mineralisationsprodukte nachgewiesen (Abbildung 6.2-
3b).

Aus der Indizierung der Elektronenbeugungsbilder ergeben sich fur die abgebildete Schnittlage
der drei parallelen Kristallite folgende Millerindices: (1011), (0111), (1102), (1011), (0111) und
(1102). Die Indizierung der Beugungsbilder wurde durch Simulation der Elektronenbeugung
unter Verwendung der Software ELDISCA bestatigt. Aus der Simulation ergibt sich eine
Orientierung des Microtomschnitts senkrecht der <-1101> Zonenachse. Unter der Annahme der
rhomboedrischen Gleichgewichtsform des Calcits 1aBt sich der im TEM beobachtete Umrif3 der
Schnittlage errechnen. Mit der Software SHAPE [Sha02] wurde ein hypothetischer Schnitt durch
einen Calcit-Rhomboeder senkrecht der <1101> Zone dargestellt. Der experimentelle UmriB3 der
angeschnittenen Calcit-Rhomboeder wird ndherungsweise bestatigt.

Abbildung 6.2-7: TEM-Aufnahme eines
Mikrotomschnittes  durch  ein  in
poly-Acrylamid  mineralisiertes  Calcit-
Oktaeder, Kristallite mit einheitlicher
Orientierung  sind  markiert;  das
Elektronen-Beugungsbild der markierten
Kristallite ist eingeschoben.
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Obwohl {1011} Reflexe fiir die Raumgruppe des Calcits gemaB der allgemeinen Auswahlregeln
verboten sind [Hah95], kénnen diese Reflexe bei Elektronenbeugung durchaus auftreten: Da die
Ausléschung auf die Gleitspiegelebene der Raumgruppe des Calcits zurlckzufthren ist, kann es
durch Umweganregung zu Beugung an {1011} Netzebenen kommen. Die Abweichungen der
Kantenwinkel von simuliertem Schnitt und Microtomschnitt kénnen auf geringe Unterschiede
der Probenorientierung bei Elektronenbeugung bzw. mikroskopischer Aufnahme zurtickgefthrt
werden.

6.2.5 Rontgenstrukturanalyse

Die Ergebnisse der polarisationsmikroskopischen Untersuchung sowie die im TEM beobachtete
orientierte Verwachsung individueller Kristallite weisen auf eine einkristalline Struktur der
makroskopischen Mineralisationsprodukte hin. Mittels Einkristallrontgendiffraktometrie wurden
die Kristallstruktur der Oktaeder und die Verwachsungsverhaltnisse der Kristallbausteine
analysiert.

Flachenindizierung

Auf einem typischen Rontgenbeugungsbild (Abbildung 6.2-8) sind diskrete Maxima zu
erkennen. Obwohl die Reflexe eine flir Einkristalle ungewodhnliche Breite und Form aufweisen,
sind keine zusammenhdngenden Beugungsringe zu beobachten, wie es bei statistischer
Verteilung der Streuzentren zu erwarten ware.

Abbildung 6.2-8: Rontgenbeugungsbild eines einzelnen aus poly-AAm
praparierten Aggregats.

Wegen des ausgeprdgten Mosaiks und der ungewdhnlichen Intensitatsverteilung der
Beugungsmaxima konnte die Diffraktometersoftware (SMART) keine Orientierungsmatrix fur die
Calcit-Oktaeder errechnen. Aus diesem Grund muBte die Orientierungsmatrix manuell bestimmt
werden. Ausgehend von den theoretischen Netzebenenabstanden des Calcits (JCPDS 05-0586)
lassen sich die innersten Reflexe des Beugungsmusters folgenden Reflexgruppen zuordnen:
{0112}, {1014} und {0006}. Basierend auf einer ,Dummy-Matrix” (kubische Einheitsmatrix)
wurden diese Reflexe anschlieBend mit der Software SMART indiziert. Die Winkel zwischen
diesen (nicht-ganzahligen) Indices lassen sich mit dem Programm DISCUS errechnen [Pro97]. Aus
dem Vergleich der errechneten Winkel mit den theoretischen Winkeln zwischen den {0112},
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{1014} und {0006} Reflexen ergibt sich die Raumorientierung des Kristallgitters. Auf diese Weise
ist es moglich, eine Transformationsmatrix von der urspringliche Dummy-Matrix zu der
tatsachlichen Orientierungsmatrix aufzustellen. Mit einer verfeinerten Orientierungsmatrix
wurden die richtigen Millerindices fir die innersten Beugungsmaxima bestimmt. AuBerdem
konnten nun alle Reflexe des Beugungsmusters mit der verfeinerten Matrix indiziert werden.
Eine makroskopisch einkristalline Struktur der oktaedrischen Mineralisationsprodukte wird
dadurch belegt, daB sich alle Beugungsmaxima mit einer einzigen Matrix indizieren lassen. Das
ausgepragte Mosaik der Beugungsmaxima ist auf Abweichungen von der idealen, einkristallinen
Struktur zurtckzufihren.

Die Winkel zwischen den Flachen des oktaedrischen Einkristalls wurden optisch mit dem
Mikroskop des Einkristalldiffraktometers bestimmt. Durch Drehung des Kristalls auf dem
Glasfaden lassen sich die einzelnen Flachen parallel dem Mikroskop ausrichten. In Tabelle 6.2-1
sind die Winkel der acht Kristallflachen den theoretischen Werten eines idealen kubischen
Oktaeders  gegenibergestellt. Bemerkenswerterweise  stimmen  die = gemessenen
Flachennormalenwinkel weitgehend mit den theoretischen Winkeln eines kubischen Oktaeders
Uberein. Daher ist es aus geometrischen Griinden gerechtfertigt, die Mineralisationsprodukte als
,Oktaedrisch” zu bezeichnen.

Tabelle 6.2-1: Gemessene Flachennormalenwinkel zwischen den Flachen des (pseudo-)oktaedrischen Makrokristalls
(oben rechts, grau unterlegt) und theoretische Flachennormalenwinkel eines idealen kubischen Oktaeders (unten
links, kursiv); fett: Flachennummer.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 0 173 104 75 73 108 79 107
2 180 O 74 107 100 79 105 69
3 109 71 0 177 66 111 59 113
4 71 109 180 O 1M1 72 123 65
5 71 109 71 109 O 176 108 68
6 109 71 109 71 180 O 69 114
7 /1 109 71 109 109 71 0 171
8 109 71 109 71 71 109 180 O

Da es sich bei den Calcit-Oktaedern um (fehlgeordnete) Einkristalle handelt, ist es méglich, die
Millerindices der makroskopischen Oktaederflachen zu bestimmen. Aus Abbildung 6.2-3a geht
hervor, daBB sich die Aggregate aus zahlreichen Calcit-Rhomboedern zusammensetzen. Die
Ecken dieser Rhomboeder ragen naherungsweise senkrecht aus den Oktaederflachen, d.h. die
vier Raumdiagonalen des Calcit-Spaltrhomboeders stehen etwa senkrecht auf den
Oktaederflachen des Makrokristalls. Da die Millerindices des Spaltrhomboeders bekannt sind, ist
es moglich, die Indices der Oktaederflachen geometrisch zu ermitteln. Aus der Vektoraddition
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der rhomboedrischen Flachennormalen (unter Verwendung der rhomboedrischen Achsen-
Notation) ergeben sich die Millerindices der korrespondierenden oktaedrischen Flachen.

Die Flachennormalenwinkel der durch Vektoraddition ermittelten Millerindices wurde mit der
Software DISCUS errechnet und mit den durch Ausrichtung entlang dem optischen Mikroskop
bestimmten Winkeln der Oktaederflachen verglichen. Da die Werte nur unzureichend
Ubereinstimmen, wurden die Millerindices der Oktaederflachen zusatzlich mit der verfeinerten
Orientierungsmatrix ermittelt. Zunachst wurden die korrespondierenden Indices der optisch
bestimmten Flachennormalenwinkel mit der Diffraktometer-Software SMART unter Verwendung
der urspriinglichen Dummy-Matrix errechnet. Aus der Transformation in die verfeinerte
Orientierungsmatrix ergeben sich die korrekten Millerindices der Oktaederflachen: (0001)
(0001), (0111) (0111), (1101) (1101) und (1011) (101 1). Aus dem Vergleich der theoretischen
Normalenwinkel dieser Flachen (Tabelle 6.2-2 unten links) mit den tatsachlich gemessenen
Winkeln (Tabelle 6.2-2 oben rechts) ergibt sich eine hinreichende Ubereinstimmung. Demnach
geben die errechneten Millerindices die tatsachlichen Flachen der oktaedrischen Aggregate
wieder [Gra03a].

Tabelle 6.2-2: Gemessene Flachennormalenwinkel zwischen den Flachen des (pseudo-)oktaedrischen Makrokristalls
(oben rechts, grau unterlegt) und Winkel zwischen Flachen, entsprechend den errechneten Millerindices (unten links,
kursiv); fett: Flachennummer.

h k i | 1 2 3 4 5 6 7 8

0 0 0 1 1 0 173 104 75 73 108 79 107
0 0 0 -1 2 180 O 74 107 100 79 105 69
0 -1 1 -1 3 104 76 0 177 66 111 59 113
0 1 -1 1 4 76 104 180 O 1M1 72 123 65
1 -1 0 1 5 76 104 66 174 0O 176 108 68
-1 1 0 -1 6 104 76 114 66 180 O 69 114
-1 0 1 1 7 76 104 66 114 114 66 0 171
1 0 -1 -1 8 104 76 114 66 66 174 180 O

Mit dem Programm JCRYSTAL [JcrO0] 1aBt sich die theoretische Morphologie eines Polyeders mit
den errechneten Millerindices simulieren. Tatsichlich ergeben die Formen {0001} und {0111}
einen Oktaeder-ahnlichen Kérper (Abbildung 6.2-9b). Bei Vergleich mit der REM-Aufnahme
eines Mineralisationsprodukts wird die Ubereinstimmung von Simulation und realem
Kristallaggregat deutlich (Abbildung 6.2-9a). In Abbildung 6.2-9c sind die Flachenpole der
oktaedrischen Flachen (groBe Symbole) sowie die Flachenpole der rhomboedrischen {1014}
Form in einer stereographischen Projektion aufgetragen. Die Orientierung der einzelnen Calcit-
Rhomboeder relativ zu den Oktaederflachen des Makrokristalls wird deutlich. AuBerdem ist zu
erkennen, daB3 die pseudo-kubische Morphologie der Mineralisationsprodukte mit den
Symmetrieelementen der ditrigonal-skalenoedrischen Kristallklasse des Calcits Ubereinstimmt.
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Die kristallographische c-Achse steht senkrecht auf dem {0001} Flachenpaar des oktaedrischen
Makrokristalls, die zweizdhligen a-Achsen des trigonalen Kristallsystems durchstoBBen die Kanten
zwischen den {0111} Flachen.

0001
06007

Abbildung 6.2-9: a) REM-Aufnahme eines oktaedrischen  Mineralisationsprodukts aus  poly-AAm,
b) Modelldarstellung errechneter Formen, mit denen sich die Calcit-Oktaeder beschreiben lassen, ) stereographische
Projektion der Flachenpole des Oktaeders (groBe Symbole) sowie die Pole eines Calcit-Rhomboeders (kleine Symbole).
Die Ergebnisse der Gefligeuntersuchungen durch REM an Anschliffen sowie die TEM-Abbildung
von Microtomschnitten belegen, daB die oktaedrischen Makrokristalle aus zahlreichen
individuellen Subkristallen zusammengesetzt sind (vgl. 6.2.4). Es ist daher bemerkenswert, daf3
die Oktaeder dennoch eine einkristalline Struktur aufweisen, wie durch Indizierung aller
Beugungsmaxima der Einkristallrédntgendiffraktometrie mit einer einzigen Orientierungsmatrix
belegt wurde. Demnach sind die Mineralisationsprodukte auf einer Mikroskala durch ein
polykristallines Geflige gekennzeichnet, das makroskopische Aggregat entspricht jedoch einem
Einkristall.

Wahrend im Einkristall-Beugungsbild eine deutliche azimutale Verbreiterung der Maxima zu
erkennen ist  (Abbildung 6.2-8), weist das Réntgenpulverdiffraktogramm  der
Mineralisationsprodukte scharfe Bragg-Reflexe auf (Abbildung 6.2-2). Das groBe Mosaik ist
demnach auf Fehlorientierung kohérent streuender Bereiche innerhalb des Makrokristalls
zurlckzufiihren. In Ubereinstimmung mit den gefligekundlichen Untersuchungen kann auf das
Wachstumsgefiige der oktaedrischen Mineralisationsprodukte geschlossen werden: Zahlreiche,
individuelle Kristallbausteine mit nahezu idealer Struktur organisieren sich zu einer einkristallinen
,Uberstruktur”. Allerdings kann die kristallographische Orientierung der einzelnen Bausteine
geringfligig voneinander abweichen. Moglicherweise bewirkt die Inkorporation des organischen
Gelnetzwerks die nicht-perfekte Ausrichtung wéahrend der Verwachsung der konstituierenden
Bausteine.

Realstrukturanalyse

Um die Ausdehnung des Mosaiks der Beugungsmaxima zu ermitteln, wurden die Rocking-
Kurven einiger Maxima untersucht. Die Untersuchung der {1014} Reflexe ergibt eine
durchschnittliche azimutale Halbwertsbreite von 4,4 +1,2°. Bemerkenswerterweise ist die
Mosaik-Aufweitung fiir {112 0} Reflexe mit 1,9 + 0,4° signifikant geringer.
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Untersuchungen der azimutalen Halbwertsbreiten (HWB,) im zeitlichen Verlauf der Kristallisation
wurden unter Verwendung einer modifizierten Versuchsanordnung zur Doppeldiffusion
durchgefihrt: Eine 10 mm lange und einen Millimeter dicke Glaskapillare (Innendurchmesser:
0,8 mm) wurde mit poly-AAm gefillt, nach Doppeldiffusion von CaCl,- und NaHCO;-Lésung
entstehen oktaedrische Calcit-Aggregate in dem Hydrogel. Das geringe Gelvolumen in der
Kapillare  ermoglicht  zeitaufgeléste,  rontgendiffraktometrische  Untersuchungen  der
Mineralisation. Bei der Kristallisation in der Glaskapillare kann die Veranderung der HWB, durch
in-situ einkristalldiffraktometrische Messungen ermittelt werden. In Abbildung 6.2-10 sind die
Werte der {1014} Reflexe wahrend der Mineralisation dargestellt. Mit fortgeschrittener
Versuchsdauer wachst die HWB, logarithmisch an. Wahrend die Werte zu Beginn der
Kristallisation deutlich zunehmen, wird nach 8 Stunden ein nahezu konstantes Niveau erreicht.
Nach 12 Stunden hat sich die durchschnittliche HWB, der {1014} Reflexe etwa verzehnfacht.
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Abbildung  6.2-10:  Entwicklung  der
azimutalen Halbwertsbreite im zeitlichen
OO j é j 21 j é j é j 1'0 j 1'2 Verlauf der Mineralisation in poly-AAm.

Versuchsdauer [h]

Obwohl die Geometrie der in-situ XRD-Untersuchungen deutlich von der Standardanordnung
der Doppeldiffusionsversuche abweicht, entstehen vergleichbare oktaedrische
Mineralisationsprodukte. In Ubereinstimmung mit der Beobachtung der ortsunabhéngigen
Oktaeder-Morphologie (vgl. 6.2.1), wird deutlich, daB3 die physikalischen Netzwerkeigenschaften
der poly-AAm-Matrix ~ die  abweichenden  Randbedingungen des  Versuchsaufbaus
Uberkompensieren. Die Zunahme des Mosaiks im zeitlichen Verlauf der Kristallisation beruht auf
der zunehmenden Fehlorientierung der Kristallbausteine wahrend des Oktaederwachstums. Es
erscheint plausibel, daB sich die Defekte im Verlauf der Kristallisation akkumulieren: Durch
fortschreitende Aggregation von Kristallbausteinen an ein bereits fehlgeordnetes Substrat nimmt
das Mosaik zu. Ubereinstimmend zu dieser Beobachtung ist eine Stagnation des Wachstums der
Mineralisationsprodukte bei fortgeschrittener Versuchsdauer zu beobachten. Infolge
Akkumulation von Fehlorientierungen bzw. Oberflachendefekten, die das Aggregatgefiige nicht
mehr kompensieren kann, nimmt die Wachstumsgeschwindigkeit ab.

Um weitere Erkenntnisse Uber den Kiristallisationsmechanismus der oktaedrischen
Mineralisationsprodukte zu erlangen, wurde die Anisotropie der Einkristallbeugungsmaxima
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eingehender untersucht. Mit dem Programm MPAUS wurde die dreidimensionale Ausdehnung
eines Reflexes im reziproken Raum errechnet, eine zweidimensionale Projektion der
Reflexintensitaten wurde mit der Software KUPLOT dargestellt. Aus den Isolinien der Intensitaten
gehen die Ausdehnungen der Reflexe hervor (Abbildung 6.2-11a). In der zweidimensionalen
Darstellung sind scheinbar verbotene Reflexlagen zu erkennen: Nach den allgemeinen
Auswahlregeln sind beispielsweise die in Abbildung 6.2-11a markierten scheinbaren Maxima der
Beugung an ,,(1230)" bzw. ,(2130)" Netzebenen verboten [Hah95]. Tatsachlich handelt es sich
bei diesen Reflexlagen um die angeschnittenen (123 1) bzw. (213 2) Reflexe. Die Schwerpunkte
dieser Reflexlagen im reziproken Raum liegen unterhalb der dargestellten zweidimensionalen
Schnittebene. Wegen der betrachtlichen Ausdehnung der Beugungsmaxima (FuBbreite) sind sie
in der dargestellten Ebene angeschnitten. In Abbildung 6.2-11b ist ein Schnitt senkrecht dem
Beugungsvektor der (0006) Netzebenen wiedergegeben. Der trigonale Umri3 des

Beugungsmaximums weist auf eine Anisotropie der Fehlorientierung einzelner Kristallbausteine
hin.
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Abbildung 6.2-11: a) Zweidimensionale Darstellung des reziproken Raums einer Schnittlage senkrecht der c-Achse,
scheinbar verbotene Reflexe sind mit Pfeilen markiert, b) Simulierter Schnitt durch das Einkristall-Beugungsmaximum
der (0006) Netzebenen, die Schnittlage ist senkrecht dem Beugungsvektor orientiert.

Der Vergleich der Rocking-Kurven der {1014} und der {1120} Maxima weist auf eine
richtungsabhdngige Fehlorientierung der Kristallbausteine hin. Der trigonale UmriB des
Beugungsmaximum der (0006) Netzebenen belegt die anisotrope Fehlorientierung: Wahrend
eine statistische Raumorientierung der Verkippung einzelner Kristallbausteine zu einer
zentrosymmetrischen Intensitatsverteilung der Beugungsmaxima flhren wirde, weist der
trigonale Umri3 auf anisotrope Verkippung der Kristallite hin. Aus der Symmetrie des Calcits
ergibt sich ein trigonaler UmriB des Beugungsmaximums bei Verkippung parallel den
Spiegelebenen der rhomboedrischen Subkristalle.

6.2.6 Kristallwachstum

Bei den Doppeldiffusionsversuchen in der Kapillare wurde vereinzelt die Ausbildung eines
schmalen Spaltes zwischen Gelkdrper und Glaswand beobachtet. In diesem Bereich kann es zu
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unmittelbarer Vermischung der Mineralisationsldsungen und somit zu Kristallisation von CaCO;
aus walriger Losung kommen. Die Kantenwinkel der resultierenden plattigen Calcit-Kristalle
entsprechen denen des Spaltrhomboeders der Form {1014}. Im weiteren Verlauf der
Doppeldiffusion wachsen, ausgehend von dieser Basisplatte, mehrere pyramidale
Mineralisationsprodukte in die poly-AAm-Matrix.

In Abbildung 6.2-12a ist eine derartige Kristallvergesellschaftung, die durch Behandlung mit
NaOCl| von dem Gelkdérper getrennt wurde, wiedergegeben. Es ist zu erkennen, daB die
Aufwachsungen den oktaedrischen Mineralisationsprodukten aus dem Mittelteil des Gelkorpers
dhneln: Die Pyramidenflachen setzen sich aus zahlreichen rhomboedrischen Subkristallen
zusammen, deren Spitzen etwa senkrecht auf den Flachen stehen. Demzufolge entsprechen die
pyramidalen Aufwachsungen einem halbierten Oktaeder. Analog zu den oktaedrischen
Mineralisationsprodukten korrespondiert die Pyramidenspitze zu einer {1014} Fliche der
Subkristalle. Bei Vergleich der Subkristalle mit der rhomboedrischen Basisplatte wird deutlich,
daB sich die Orientierungen gleichen.

Waéhrend die Randbereiche der Basisplatte bei hdherer VergroBerung eine glatte
Oberflachenstruktur aufweisen, sind in dem mittleren Bereich des Substrats zahlreiche einheitlich
orientierte Rhomboeder, die eine zusammenhdngende Schicht bilden, zu erkennen (markierter
Bereich in Abbildung 6.2-12b). Die unterschiedlichen Grauténe der Basisplatte in
Abbildung 6.2-12a sind auf die Ausdehnung dieser Oberflachenschicht zurlckzufthren.
Mehrere pyramidale Makrokristalle mit einheitlicher Orientierung sind der Zwischenschicht
aufgewachsen. Aus der Untersuchung von Proben, die nicht in NaOCI eingelegt wurden, geht
hervor, da3 diese Pyramiden innerhalb des Gelkdrpers kristallisiert sind. In Abbildung 6.2-12a
sind mehrere Wachstumsstadien der pyramidalen Aggregate zu erkennen. Wahrend die
Pyramide in der Mitte der Kristallplatte den oktaedrischen Mineralisationsprodukten ahnelt, sind
im Randbereich des Substrats frihere Wachstumsstadien zu sehen. In Abbildung 6.2-12b ist
solch ein frilhes Wachstumsstadium vergroBert dargestellt: Durch kreuzartige Anordnung
rhomboedrischer Subkristalle wird die Orientierung der entstehenden Pyramidenflachen
vorgegeben.

Abbildung 6.2-12: a) REM-Aufnahme pyramidaler Aggregate auf einem rhomboedrischen Calcit-Substrat, die
Oberflachenschicht ist markiert, b) Detailaufnahme einer pyramidalen Aufwachsung, die in rhomboedrische Strukturen
aufgeldste Oberflache des Substrats ist hervorgehoben.
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Bei Vergleich der Orientierungen der rhomboedrischen Basisplatte und der aufgewachsenen
Pyramiden, ist eine einheitliche kristallographische Orientierung zu beobachten. Offensichtlich
sind die pyramidalen Aggregate epitaktisch auf das Substrat aufgewachsen. Wahrend in dem
waBrigen Milieu zwischen dem Gelkérper und der Kapillare die Kristallisation auf
Flachenwachstum infolge Anlagerung atomarer Bausteine an energetisch gunstige Kristallagen
zurickzufthren ist [Bur51], kommt es in Kontakt mit dem poly-AAm-Hydrogel zu einem
plotzlichen Wechsel des Kristallisationsmechanismus. Die Oberflachenstruktur der Pyramiden
weist auf einen Kristallisationsmechanismus, analog den Verhéltnissen der Oktaeder-Genese,
hin.  Demnach 148t die dargestellte Probe zwei grundsatzlich  verschiedene
Kristallisationsmechanismen in unmittelbarer Nachbarschaft erkennen.

In  Abbildung 6.2-13 sind die Verhdltnisse des beobachteten Wechsels der
Kristallisationsmechanismen schematisch dargestellt: Der Ubergang von rein atomarem
Wachstum der Basisplatte zu einem Mechanismus der orientierten Verwachsung individueller
Kristallbausteine wird durch eine Primerschicht eingeleitet. In Kontakt mit dem Gelnetzwerk
erscheint die Oberflache der Basisplatte in zahlreiche rhomboedrischen Strukturen aufgel6st.
Offenbar ist das Flachenwachstum des rhomboedrischen Substrats modifiziert. Ausgehend von
heterogenen Keimkristallen auf der Basisplatte kommt es dann zu plétzlichem Wechsel des
Kristallisationsmechanismus, so daB3 pyramidale Aggregate in das Gelvolumen hineinwachsen.

Abbildung 6.2-13: Schematische
Darstellung  der  Aufwachsung
pyramidaler Aggregate auf einer
rhomboedrischen Basisplatte.

Kristallisationsmechanismus

Die Beobachtungen dieses Grenzflachenphdanomens erlauben Rickschlisse auf den allgemeinen
Wachstumsmechanismus in poly-AAm. Wahrend in waBrigen Losungen die {1014} Flachen des
Calcits die vergleichsweise geringste Verschiebungsgeschwindigkeit aufweisen, kommt es in
Kontakt ~ mit  der  poly-AAm-Matrix ~ zu  einer  sprunghaften ~ Zunahme  der
Verschiebungsgeschwindigkeit. Infolge des bevorzugten Wachstums der {1014} Flachen bildet
sich eine aufgewolbte Zwischenschicht. In Abbildung 6.2-12b ist zu erkennen, dal3 die
Morphologie der pyramidalen Aufwachsungen auf eine kreuzartige Anordnung der einzelner
Bausteine, die den Subkristallen der oktaedrischen Makrokristalle entsprechen, zurtickzufihren
ist. Offenbar basiert der Kristallisationsmechanismus in einer poly-AAm-Matrix auf der
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bevorzugten Anlagerung rhomboedrischer Kristallbausteine auf den {1014} Flichen eines
Keimkristalls.

Analoge geometrische Uberlegungen bestatigen, daB die oktaedrischen Aggregate aus der
Mitte des Gelvolumens durch Anordnung kleiner Rhomboeder auf einer gréBeren,
unterliegenden Rhomboederflache konstruiert werden kénnen. Demnach entsteht eine Pseudo-
Oktaederform, wenn die Rhomboederflachen die gréBte Wachstumsgeschwindigkeit aufweisen,
so daf sie im Verlauf des Kristallwachstums verschwinden und ein verzerrtes Oktaeder (, Anti-
Rhomboeder”) entsteht. Gemal einer allgemeinen geometrischen Betrachtung, laBt sich ein
Warfel jedoch nur durch fraktale Aggregation kubischer Bausteine in ein Oktaeder tUberfuhren
[Ste97]. Ubereinstimmend dazu ist eine selbstidhnliche SubkristallgréBenverteilung auf der
Oberflache der oktaedrischen Mineralisationsprodukte zu beobachten (vgl. 6.2.1). Diese
Betrachtungen kennzeichnen einen spezifischen Kristallisationsmechanismus der Calcit-
Oktaeder.

Klassische Berechnungen des Kristallwachstums basieren auf der Adsorption atomar-ionischer
Einheiten auf der wachsenden Kristallflache [Kos27, Str28] und der folgenden Diffusion zu
energetisch ~ glnstigen  Positionen  [Bur51].  Voraussetzung  dieses  lagenweisen
Wachstumsmechanismus ist eine hinreichende Mobilitdt der Wachstumseinheiten in dem
Kristallisationsmedium sowie auf der wachsenden Kristallflache. Entgegen dieser klassischen
Theorie konnte bei der Biomineralisation nattrlicher Eisenhydroxyde Selbstorganisation
nanokristalliner Partikel beobachtet werden [Ban00]. Die Kristallbausteine sind zu groB3, um auf
der Oberflache des wachsenden Kristalls zu diffundieren, so da3 der Wachstumsproze3 auf
Aggregation vorgeformter Wachstumseinheiten basiert. Der Aggregation nanokristalliner
Partikel geht die Rotation der einzelnen Kristallbausteine voraus, was eine orientierte
Aggregation ermdglicht [AlI00]. In  Anlehnung an diese Phanomene kann ein
Aggregationswachstumsmodel des CaCO; in poly-AAm beschrieben werden.

In Gelnetzwerken kann es aufgrund des unterdriickten konvektiven Materialtransportes zu
Kristallisation unter hohen Ubersattigungen kommen [Put95]. Bei hohen Ubersattigungen ist die
Aktivierungsenergie der Keimbildung verringert, so dal3 die Keimbildungsrate vergleichsweise
hoch ist [Kle90]. Demzufolge befinden sich in einem Gelnetzwerk deutlich mehr homogene
Keime (Cluster) als in verdiinnten waBrigen Loésungen. Allerdings werden nur sehr wenige dieser
Cluster als Uberkritische Keime zu makroskopischen Aggregaten auswachsen. Es ist daher
anzunehmen, daB im Verlauf der Doppeldiffusion in einem poly-AAm-Gelkérper zahlreiche,
nahgeordnete Wachstumseinheiten sowie wenige Keimbildungszentren entstehen. Da es sich
nicht um Wachstumseinheiten atomarer GréBe handelt, ist die Diffusion auf einer wachsenden
Kristallflache eingeschrankt. AuBerdem ist davon auszugehen, daB diese nahgeordneten
Einheiten in dem kovalent vernetzten Hydrogel immobilisiert sind. Demzufolge ist die
Volumendiffusion der Kristallbausteine zu dem wachsenden Aggregat gehemmt.

Fur das Wachstum der oktaedrischen Mineralisationsprodukte [aBt sich das folgende
Aggregatwachstumsmodell postulieren (Abbildung 6.2-14): In dem Gelvolumen bilden sich sehr
viele Cluster, die jedoch nicht alle zu Makrokristallen auswachsen (a). Im Verlauf der
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Doppeldiffusion steigen die Konzentrationen und die Ubersattigung weiter, bis im Gelvolumen
an einzelnen Stellen Uberkritische Keime auftreten (b), die weiter atomar wachsen koénnen.
Treffen die wachsenden Kristallflachen nun auf vorgeformte Cluster, lagern sich diese an den
wachsenden Kristall an. Wenn die aggregierenden Cluster klein genug sind, kommt es zu
Rotation und paralleler Ausrichtung der nahgeordneten Cluster mit der Oberflache des
wachsenden Aggregates (c). Das Gesamtwachstum (d) wird sowohl durch diese Aggregation als
auch durch atomares Wachstum aller Kristallflachen bestimmt [Gra03al].

Die Entstehung makroskopischer Oktaeder setzt ein dynamisches Gleichgewicht des atomaren
Flachenwachstums (Entstehung von {1014} Flachen) und der Aggregation vorgeformter
Einheiten (Wachstum der Oktaederflachen) voraus. Die Cluster-Aggregation erfolgt
vorzugsweise an den wachsenden Rhomboederflachen der tberkritischen Keime, da somit der
groBte Gewinn an Oberflachenenergie erzielt wird. Aufgrund der GréBe der aggregierenden
Bausteine ist die Oberflachendiffusion zu energetisch glnstigen Wachstumspladtzen
eingeschrankt.

Abbildung 6.2-14: Schematische Darstellung des fir die Mineralisation in poly-Acrylamid postulierten Aggregations-
basierten Wachstumsmechanismus der Calcit-Oktaeder: a) homogene Keimbildung, b) wachsender Keim,
¢) Aggregation, d) resultierendes Oktaeder.
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Ein grundsatzliches Prinzip dieses Wachstumsprozesses ist die orientierte Aggregation
vorgeformter Wachstumseinheiten auf einem rhomboedrischen Keimkristall. Offensichtlich ist es
notwendig, daB nahgeordnete Cluster im Bereich der Aggregat-Grenzflache rotieren. Derartige
Prozesse dirften durch den Gewinn an Oberflachenenergie, der sich aus der strukturellen
Ubereinstimmung von Substrat und aggregierendem Partikel ergibt, angetrieben sein. Da die
Reichweite dieser Wechselwirkung nur sehr gering sein sollte, ist davon auszugehen, daB sich
die aggregierenden Cluster in Nachbarschaft der wachsenden Mineralisationsprodukte
vororientieren. Es wurde nachgewiesen, da3 der Gehalt des in die Oktaeder eingewachsenen
Hydrogels deutlich unter dem theoretischem Wert bei volumenkonformer Inkorporation liegt.
Demzufolge wird ein  kompaktierter ~ Gelbereich, der fur ein 200 pum groBes
Mineralisationsprodukt etwa 4 pm dick ist, den wachsenden Makrokristall umgeben (vgl. 6.2.2).

Basierend auf diesen Ergebnissen |aBt sich ein Vororientierungsproze3 der aggregierenden
Wachstumspakete in Nachbarschaft zu der Grenzflache des wachsenden Aggregats postulieren
(Abbildung 6.2-15): Es erscheint plausibel, daB3 die Verdrangung des Hydrogel-Netzwerks durch
das wachsende Aggregat zu einer Abflachung der Poren des poly-AAm fihrt. Diese anisotropen
Poren werden sich parallel der Wachstumsfront ausrichten und somit eine Vororientierung der
aggregierenden Wachstumspakete ermoglichen. Bei fortgeschrittener Aggregation durfte der
kompaktierte Gelbereich den wachsenden Makrokristall, vergleichbar einer Bugwelle, umflieBen.
Infolge dieser geringfliigigen Relativbewegung wird die Einregelung der vorgeformten
Wachstumseinheiten in  Nachbarschaft des wachsenden Aggregats beglnstigt. Da der
kompaktierte Gelbereich weniger als 4 pm dick ist, 1aBt sich die lokale Anisotropie des Hydrogels
nicht mit einem Polarisationsmikroskop nachweisen. Der vorgeschlagene Vororientierungsprozef3
stellt daher lediglich ein theoretisches Modell dar, daB sich mit den Beobachtungen des
Aggregatwachstums und des Kompositcharakters deckt. In unmittelbarer Nahe zu dem Substrat
werden die vororientierten Cluster epitaktisch mit dem wachsenden Aggregat verwachsen.

Abbildung 6.2-15: Schematische Darstellung der Vororientierung
nahgeordneter  Cluster infolge des Dichtegradienten in
Nachbarschaft zu der Grenzflache eines wachsenden oktaedrischen
Aggregats.
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6.2.7 Zusammenfassung

Bei der Kristallisation von CaCOs; in poly-Acrylamid entstehen im gesamten Gelvolumen Calcit-
Aggregate mit ungewohnlicher oktaedrischer Morphologie. Die Oktaeder setzen sich aus
zahlreichen rhomboedrischen Subkristallen mit selbstahnlicher GréBenverteilung zusammen. Im
TEM ist zu erkennen, daB3 die Aggregate aus individuellen Kristalliten mit der gleichen
kristallographischen Orientierung bestehen. Die Auswertung der
Einkristallrontgendiffraktometrie belegt eine einkristalline Struktur. Die Halbwertsbreiten der
Beugungsmaxima weisen auf eine Mosaikstruktur der Mineralisationsprodukte hin. Infolge der
Fehlorientierung einzelner Bausteine wdhrend des Kristallwachstums nimmt die azimutale
Halbwertsbreite der Réntgenreflexe zu. Die hohen Ubersattigungen in dem poly-AAm-Netzwerk
fihren zu einem spezifischen Kristallisationsmechanismus: Die simultane orientierte
Verwachsung vorgeformter Wachstumseinheiten sowie das Flachenwachstum dieser Bausteine
fihrt zu der beobachteten Form eines Anti-Rhomboeders.
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6.3 Mineralisation in Sulfonat-funktionalisierten Copolymeren

Mineralisationsexperimente mit Sulfonat-funktionalisierten poly-Acrylamid-Hydrogelen (poly-
AAmM-AMPS) wurden durchgefthrt, um den Effekt polarer funktioneller Gruppen auf die
Materialabscheidung zu untersuchen.

6.3.1 Mineralisationsprodukte

Die Mineralisationsprodukte aus einem Sulfonat-funktionalisierten Hydrogel auf poly-Acrylamid
Basis weisen deutliche Gemeinsamkeiten mit den Produkten der unfunktionalisierten Gele auf
(vgl. 6.2.1). Allerdings ist die GroBe und auch die morphologische Ausgestaltung der
Kristallaggregate von dem Ort der Mineralisation innerhalb des Copolymerkérpers abhangig (vgl.
6.3.4 und 6.3.5). Ein typisches Mineralisationsprodukt aus dem mittleren Teil des Gelkorpers ist
in Abbildung 6.3-1 dargestellt (eine Woche Versuchsdauer). Analog zu den Verhaltnissen in
reinem poly-AAm ergeben einkristalldiffraktometrische Untersuchungen eine fehlgeordnete

einkristalline Struktur der Calcit-Aggregate.

Abbildung 6.3-1: REM-Aufnahme eines typischen
Mineralisationsprodukts aus poly-AAm-AMPS nach einer
REMO111gra110x5.6 ikem] \Voche Versuchsdauer.

Die Oberflache der isometrischen Makrokristalle setzt sich aus zahlreichen rhomboedrischen
Untereinheiten zusammen. Es sind zwei unterschiedliche Orientierungen der Rhomboeder auf
den Flachen der polyedrischen Makrokristalle zu unterscheiden: Wahrend, analog zu den
Aggregaten aus poly-AAm, auf einigen Flachen der Mineralisationsprodukte die Spitzen der
Subkristalle zu erkennen sind (Abbildung 6.3-2a), weist ein zweiter Flachensatz abgestufte
Kristallflachen auf. Bei hoherer VergréBerung wurden die fir die {1014} Form charakteristischen
Kantenwinkel von 104° bzw. 76° gemessen (Abbildung 6.3-2b). Demnach kann dieser
Flachensatz durch die Millerindizes {1014} beschrieben werden. Fir den anderen Flichensatz
ergibt sich, in Anlehnung an die Indizierung der Mineralisationsprodukte des poly-AAm, die
Formenkombination {0001} und {0111}.
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REMO111grai10x5.6

Abbildung 6.3-2: REM-Aufnahme der Oberflache der Mineralisationsprodukte aus poly-AAm-AMPS: a) Orientierung
der Subkristalle auf {0001} und {0111} Flachen, b) Rhomboederflichen des Calcits.

Die theoretische Morphologie eines Kérpers mit der Formenkombination {0001}, {0111} und
{1014} wurde mit der Software JCRYSTAL [Jcr00] dargestellt (Abbildung 6.3-3). Die deutliche
Ubereinstimmung von Simulation und REM-Aufnahme (Abbildung 6.3-1) bestatigt die
ermittelten Millerindices. Aus Abbildung 6.3-3 ergibt sich, daB in Vergleich zu den
Mineralisationsprodukten aus poly-AAm die Oktaederspitzen durch die {1014} Flachen
abgeflacht sind. In Anlehnung an die kubische Beschreibung der Mineralisationsprodukte des
unfunktionalisierten poly-AAm entspricht dieser abgeflachte Oktaeder einem Kuboktaeder.

Abbildung 6.3-3: Schematische Darstellung der pseudo-
kuboktaedrischen Morphologie der Mineralisationsprodukte aus
poly-AAm-AMPS, die Rhomboederflachen sind grau dargestellt.

Trotz der Funktionalisierung der Gelmatrix, unterscheiden sich die Mineralisationsprodukte der
poly-AAm-AMPS-Copolymere nicht grundsatzlich von den Calcit-Oktaedern aus reinem poly-
AAm. Die stark polaren Sulfonatgruppen fihren zu keiner wesentlichen Veranderung des
Kristallisationsmechanismus in dem Copolymer. Offenbar Uberwiegt der physikalische
Netzwerkeffekt des Polymers gegentber der Wirkungsweise der Funktionalisierung. Analog zu
der Mineralisation in poly-AAm, kommt es zu Aggregation vorgeformter Wachstumseinheiten,
die sich zu einer makroskopisch einkristallinen ,Uberstruktur” organisieren. Die polaren
Gruppen in dem Netzwerk bewirken lediglich eine Modifikation der Morphogenese, so daB die
Produkte im Mittelteil des Gelkorper einem Kuboktaeder entsprechen [Gra03b].
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6.3.2 Gehalt an funktionellem Monomer

Um den Ubergang der Morphogenese von unfunktionalisiertem poly-AAm zu dem
standardmaBig verwendeten poly-AAm-AMPS zu untersuchen, wurden Aggregate aus Sulfonat-
funktionalisierten Copolymeren mit unterschiedlichem Gehalt funktioneller Monomere
verglichen. In Abbildung 6.3-4 sind die Mineralisationsprodukte aus dem Mittelteil des
Gelkorpers von poly-AAmM-AMPS-Copolymeren mit 1, 5 und 10 Mol-% AMPS dargestellt.
Wahrend die Produkte aus einem Copolymer mit nur einem Mol-% den Oktaedern des
unfunktionalisierten poly-AAm sehr ahnlich sind, sind die Oktaederspitzen der Aggregate aus 5
und 10 prozentigen Copolymeren zunehmend abgeflacht. In einem Sulfonat-funktionalisierten
Copolymer mit 10 Mol-% AMPS Monomer kristallisieren kuboktaedrische Aggregate.

Abbildung 6.3-4: REM-Aufnahmen der Calcit-Aggregate aus poly-AAm-AMPS mit zunehmendem Anteil Sulfonat-
haltigen Monomers: a) 1 Mol-%, b) 5 Mol-%, c) 10 Mol-%; Pfeile Kennzeichnen die abgeflachten Oktaederspitzen.

Der Ubergang von der oktaedrischen Morphologie der Mineralisationsprodukte des
unfunktionalisierten poly-AAm zu der kuboktaedrischen Form eines typischen Aggregats aus
poly-AAmM-AMPS mit 10 Mol-% Sulfonat-haltigem Monomer ist stetig. Offensichtlich hangt der
Flachenanteil der {1014} Form, d.h. die Abflachung der Oktaederspitzen, von dem
Sulfonatgruppen-Gehalt des Netzwerks ab. Somit 1aBt sich die Morphologie der
Mineralisationsprodukte durch den AMPS-Gehalt des Syntheseansatzes steuern.

6.3.3 Netzwerktopographie

Da die Funktionalisierung eines poly-AAm-Netzwerks mit stark polaren Sulfonatgruppen die
Mineralisation nicht grundsatzlich verandert, wurde zusatzlich der Effekt der raumlichen
Anordnung funktioneller Gruppen in der Copolymermatrix untersucht. Die Anordnung
funktioneller Sulfonatgruppen innerhalb des Copolymernetzwerks (Netzwerktopographie) a3t
sich durch Variation der Hydrogelsynthese einstellen (vgl. 5.1). Die Morphologie der
Mineralisationsprodukte aus ,statistisch”, ,Block”- und , Cluster”-copolymerisierten Hydrogelen
ist ahnlich. Der Ort der Kristallisation innerhalb des Gelkérpers sowie der zeitliche Verlauf der
Materialabscheidung sind jedoch von der rdumlichen Anordnung der funktionellen Gruppen
abhangig.

In  Abbildung 6.3-5 sind Photos der Doppeldiffusionsanordnung nach einer Woche
Versuchsdauer wiedergegeben. Mineralisationsdichte und Lage der Kristalle in dem Gelvolumen
der drei Copolymere sind unterschiedlich. In einem ,statistisch” copolymerisierten Hydrogel
finden sich die Mineralisationsprodukte in der Mitte des Gelkdrpers. DemgegenUber fuhrt die
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raumliche Bindelung der funktionellen Gruppen in ,Block”- bzw. ,Cluster”-copolymerisierten
Hydrogelen ~ zu  bevorzugter =~ Materialabscheidung  auf  der  CaCl,-Seite  der
Doppeldiffusionsanordnung, die Mineralisationsdichte ist vergleichsweise hoch.

Abbildung 6.3-5: Photos der Mittelstlicke der Doppeldiffusionsanordnung: CaCl,-Lésung diffundiert von links,
NaHCO,-Losung von rechts; der scharfe Streifen in der Mitte ist Folge der Herstellung des Glasrohrs; a) , statistisch”,
b) ,Block”-, c) , Cluster”- copolymerisiert; die Grenzflache Gel-Losung ist markiert (MaBstab in cm).

Durch Variation der raumlichen Anordnung funktioneller Sulfonatgruppen ist der
Kristallisationsmechanismus in dem Copolymernetzwerk weitgehend unbeeinfluBt. Die lokale
Akkumulation  negativer  Ladungstrager  wird  durch  den  netzwerkspezifischen
Wachstumsmechanismus ~ makroskopisch  einkristalliner ~ Aggregate  Uberkompensiert.
Demgegenliber  kennzeichnet die  Variation des ortsabhangigen  Verlaufs  der
Materialabscheidung eine Modifikation der lokalen Ubersattigungsverhéltnisse in  dem
Gelkorper.

6.3.4 Ortsaufgeloste Untersuchungen

Um den EinfluB der Gelmatrix auf die lokalen Verhéltnisse der Mineralisation naher zu
untersuchen, wurde die Ca**-Konzentration verschiedener Segmente der Gelkérper nach 48
Stunden  Versuchsdauer ermittelt. Es hat sich als zweckmaBig erwiesen, die
Konzentrationsverhaltnisse durch eine Einfachdiffusionsanordnung anzundhern (vgl. 6.6.1). In
Abbildung 6.3-6 ist die ortsaufgeléste Ca**-Konzentration eines poly-AAm-Hydrogels dem
Konzentrationsprofil in  einem poly-AAM-AMPS-Gelkorper  (,,statistisch”  copolymerisiert)
gegenibergestellt. Die Kurve des unfunktionalisierten Gels weist einen sigmoidalen Verlauf auf.
Demgegenlber nehmen die Werte in poly-AAm-AMPS, ausgehend von der CaCl,-Lésung,
exponentiell ab. In einem Bereich nahe der CaCl,-Lésung sind die Ca**-Konzentrationen des
Copolymerkérpers gréBer als die Ausgangskonzentration des Uberstands (0,1 mol/l). Etwa
12 mm von der Gel-L6sung-Grenzflache entfernt schneiden sich die Konzentrationsverlaufe von
poly-AAm und Copolymer. Wéhrend der Ca*-Gehalt des poly-AAm-AMPS in einem Bereich
nahe der CaCl,-Lésung deutlich héher ist als in poly-AAm, liegen die Werte im mittleren Bereich
des Gelkorpers unterhalb der Kurve des unfunktionalisierten Gels.
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Das sigmoidale Konzentrationsprofil in poly-AAm ist auf die Konzentrationsabnahme des
(endlichen) Uberstands bei fortgeschrittener Versuchsdauer zuriickzufiihren. Es ist daher nicht
maoglich, die Diffusionsverhaltnisse durch analytische Funktionen zu beschreiben [Pri90]. Das
exponentielle Profil in poly-AAM-AMPS 1aBt sich hingegen durch eine analytische Lésung des
zweiten Fick'schen Gesetzes (Gleichung 2-4, Kapitel 2.3) annahern. In Abbildung 6.3-7a sind die
berechneten Profile fir unterschiedliche Diffusionskoeffizienten dem experimentellen
Konzentrationsprofil gegenibergestellt. Fir einen Diffusionskoeffizienten von 0,65-10° m?s’
stimmen das berechnete und das experimentelle Profil weitgehend Uberein. Die geringen
Abweichungen sind auf die nicht-idealen Versuchsbedingungen zurlckzufthren. Mit einem
Diffusionskoeffizienten von 0,65-10° m?s™ 148t sich die Konzentration an der Grenzflache des
Gelkorpers zu der CaCl,-Lésung (Sdttigungskonzentration) abschatzen (Abbildung 6.3-7b).
Demnach ergibt sich fur das experimentelle Konzentrationsprofil eine Sattigungskonzentration
von 0,135 mol/l. Die deutliche Anreicherung der Ca*-Kationen, im Verhéltnis zu der
Ausgangskonzentration der CaCl,-Lésung, ist auf die ausgepragte Affinitat der Sulfonatgruppen
zu lonen mit hohem lonenpotential (Verwendung als Kationenaustauscher [She84))
zurickzufihren: Die Wahrscheinlichkeit, daB ein Kation zurlick in den Uberstand diffundiert ist
geringer, als daB ein Kation aus dem Uberstand in den Gelkorper diffundiert.
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Abbildung 6.3-7: a) Ca?*-Konzentrationsprofil in ,statistisch” copolymerisiertem poly-AAmM-AMPS nach 48 Stunden
Versuchsdauer und theoretische Verlaufe fir unterschiedliche Diffusionskoeffizienten (c, = Sattigungskonzentration)
b) Ca’-Konzentrationsprofil  in  poly-AAm-AMPS ~ und  simulierte  Kurven  fir  unterschiedliche
Sattigungskonzentrationen bei einheitlichem Diffusionskoeffizienten (D).
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Die lokalen Konzentrationsverhaltnisse spiegeln sich in der GréBe der Mineralisationsprodukte
nach einer Woche Doppeldiffusion wieder. Die GréBe der Produkte (angenahert als
Kreisdurchmesser) aus Sulfonat-funktionalisierten Copolymeren und aus poly-AAm wurde mit
einem Bildanalysesystem ermittelt (Abbildung 6.3-8). Wahrend der Kreisdurchmesser der
Aggregate des unfunktionalisierten Hydrogels im gesamten Gelvolumen etwa konstant ist
(100 - 180 um), sind die Werte der poly-AAm-AMPS-Copolymere ortsabhangig. Die
Durchmesser der Mineralisationsprodukte des ,statistisch” copolymerisierten Gels sind
vergleichsweise gering (50 - 250 pm) und weisen in der Mitte des Gelkdrpers den gréBten Wert
auf. Raumliche Bindelung der funktionellen Gruppen in dem Copolymer-Netzwerk (,Block”-
und , Cluster”-Copolymerisation) fihrt demgegeniber zu gréBeren Aggregaten (100 - 400 pym),
wobei die Werte in Richtung der NaHCO;-L6sung deutlich zunehmen.

400 4 —v— AMPS-Block
50 —— AMPS-Cluster

—v— AMPS-statistisch /
300 —=— AAm
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Abbildung 6.3-8:  Bildanalytisch  ermittelte
0 5 10 15 20 25 30 35 40 Kreisdurchmesser der Mineralisationsprodukte aus
poly-Acrylamid und aus poly-AAM-AMPS  mit
unterschiedlicher Netzwerktopographie.

Diffusionsweg [mm]

Offenbar fuhrt in poly-AAmM-AMPS-Copolymeren die Ca**-Anreicherung in Bereichen nahe der
CaCl,-Lésung  zu  groBen Ubersattigungen und  somit  zu verhaltnismaBig  hohen
Keimbildungsraten. Da die wachsenden Kristalle miteinander konkurrieren, erreichen diese
lediglich geringe Durchmesser. Demgegentiber sind die Ubersattigungen im mittleren Bereich
moderat, so daB wenige Produkte mit verhaltnismaBig groBem Durchmesser entstehen.
Besonders ausgepragt sind die lokal unterschiedlichen Aggregatdurchmesser in ,Block”- bzw.
.Cluster”-copolymerisierten Hydrogelen. Dies ist ein Hinweis auf effektive Immobilisierung der
Ca**-Kationen durch quervernetzte Sulfonatgruppen. Dadurch ist die Keimbildung in ,Block”-
und , Cluster”-copolymerisierten Matrices begunstigt.

Die ortsabhdngigen Durchmesser korrespondieren mit der lokalen Morphologie der
Mineralisationsprodukte. In Abbildung 6.3-9 sind REM-Aufnahmen der Aggregate aus
unterschiedlichen Bereichen eines ,statistisch” copolymerisierten poly-AAm-AMPS Gelkdrpers
dargestellt. Produkte aus einer 5 bis 10 mm von der CaCl,-Lésung entfernten Zone weisen etwa
120 ym Durchmesser auf. Die Aggregate setzen sich aus verhaltnismaBig groBen Subkristallen
zusammen, resultierend in einer groben Oberflachenstruktur. Die Erscheinungsform der
Aggregate ist von kuppelartig gewdlbten {1014} Flichen dominiert (Abbildung 6.3-9a).
Mineralisationsprodukte aus der Mitte der Gelkdrper sind etwa doppelt so groB. Die {1014}
Flachen der Aggregate treten weniger deutlich hervor. Dennoch 4Bt der isometrische Habitus
die Spaltrhomboederform des Calcits erkennen (Markierung in Abbildung 6.3-9b).
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Abbildung 6.3-9: a) Mineralisationsprodukte aus poly-AAmM-AMPS nahe der CaCl,-Lésung, b) Produkt aus einem
mittleren Bereich des Gelkérpers, die Spaltrhomboederform ist markiert.

Obwohl der Kristallisationsmechanismus wesentlich durch die physikalische Netzwerkstruktur
des Hydrogels bedingt ist (vgl. 6.2.6), wird die morphologische Ausgestaltung der
Mineralisationsprodukte von den lokalen Ubersattigungsverhaltnissen tberpragt. Der steile Ca**-
Konzentrationsgradient in  poly-AAm-AMPS-Copolymeren  fihrt zu der ortsabhangigen
Morphologie der Mineralisationsprodukte. Der Zusammenhang zwischen der physikalischen
Netzwerkstruktur und dem lokalen chemischen Milieu wird durch Vergleich der ortsabhangigen
Mineralisationsprodukte des poly-AAm-AMPS mit Produkten aus poly-AAm mit unterschiedlicher
Netzwerkstruktur deutlich.

6.3.5 Vergleich mit poly-Acrylamid

In pordsen Systemen ist der Grad der Ubersattigung eine Funktion der KompartimentgroBe des
Kristallisationsorts [Hal69, Hen88]. Da sich die Maschenweite von poly-AAm aus dem
Feststoffgehalt des Polymers ergibt [Whi60], wurden vergleichende Mineralisationsversuche in
poly-AAm-Hydrogelen  mit unterschiedlichem Monomer-Gehalt des Syntheseansatzes
durchgefihrt.

In Abbildung 6.3-10a ist ein Aggregat aus einem poly-AAm-Netzwerk mit 20% Feststoffgehalt
(poly-AAm-20) dargestellt. Im Gegensatz zu den Verhaltnissen der poly-AAm-AMPS-Hydrogele
ist eine derartige Morphologie in dem gesamten Gelkérper zu beobachten. Die Aggregate sind
etwa 100 pm groB. Die Erscheinungsform wird, analog der Kristallisation in poly-AAm-AMPS-
Copolymeren nahe der CaCl,-Lésung (Abbildung 6.3-9a), von kuppelartigen {1014} Flachen
dominiert. Bei hoherer VergroBerung ist eine rauhe Oberflache der Subkristalle zu erkennen
(Abbildung 6.3-10b). Demgegeniber weisen die Mineralisationsprodukte aus poly-AAm mit 5%
Feststoffgehalt (poly-AAm-5) glatte Flachen der Subkristalle auf (Abbildung 6.3-10c). Die
Morphologie des Makrokristalls ahnelt der eines Aggregats aus dem Mittelteil eines poly-AAm-
AMPS-Gels (Abbildung 6.3-9b). Die {1014} Fldchen des Makrokristalls sind deutlich zu erkennen
und weisen im Gegensatz zu den kuppelartigen Flachen der Mineralisationsprodukte des poly-
AAmM-20 Gemeinsamkeiten mit der rhomboedrischen Gleichgewichtsform des Calcits auf. Die
knapp 300 pm groBen Aggregate sind im gesamten Gelvolumen nachweisbar.
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Abbildung 6.3-10: a) Produkt aus
einem poly-AAm-Hydrogel mit 20%
Feststoffgehalt, b) Oberflache des
Produkts aus poly-AAm-20, ¢) REM-
Aufnahme eines Aggregats aus
poly-AAm-Hydrogel mit 5% Fest-
stoffgehalt, d) Detailaufnahme der
Oberflache  eines  Mineralisations-
produkts aus poly-AAm-5.
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In Abbildung 6.3-11 sind die Analogiebeziehungen der Mineralisationsprodukte aus poly-AAm
mit variablem Feststoffgehalt und der Aggregate aus unterschiedlichen Bereichen des poly-AAm-
AMPS-Gelkorpers schematisch dargestellt. Mineralisationsprodukte, die in einer Zone etwa 5 bis
10 mm von der Grenzflache zur CaCl,-Lésung kristallisiert sind, dhneln den Produkten aus
poly-AAm-20. Die Aggregate aus dem Mittelteil des Copolymers entsprechen den
Mineralisationsprodukten aus einem poly-AAm-Hydrogel mit 5% Feststoffgehalt.

AAmM-20%

Abbildung 6.3-11: Schematische
Darstellung der Analogiebe-
ziehungen  zwischen der orts-
abhangigen Morphologie der
Mineralisationsprodukte aus
poly-AAmM-AMPS und den Produkten
aus poly-AAm mit unterschiedlichem
Feststoffgehalt.

AAm-5%
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Die Ahnlichkeit der ortsabhangigen Mineralisationsprodukte aus poly-AAmM-AMPS mit den
Aggregaten aus poly-AAm mit unterschiedlichem Feststoffgehalt weist auf eine Kristallisation
unter vergleichbaren Ubersattigungsverhaltnissen hin. In poly-AAm-AMPS gehen die hohen
Konzentrationen auf die Immobilisierung von Ca** an polaren funktionellen Gruppen zurick. Fur
die Kristallisation in poly-AAm folgt hingegen eine hohe effektive Ubersattigung aus der
Porenstruktur des Wachstumsmediums: In porésen Medien wird die Bildung wachstumsfahiger
Keime maBgeblich durch die Porenstruktur, insbesondere die Konnektivitat der Kompartimente
beeinfluBt [Hal69]. In kleinen, abgeschlossenen Poren ist der Materialtransport zu einem
Keimkristall eingeschrénkt, so daB dieser erst bei vergleichsweise hohen Ubersattigungen den
kritischen Radius erreicht [Hen88]. Diese, durch kinematische Effekte hervorgerufene, effektive
Ubersattigung des Kristallisationsraums  spiegelt sich jedoch nicht in den Werten der
Ca?*-Analyse wieder. Die PorengréBe bzw. die effektive Ubersattigung in poly-AAm 4Bt sich
durch den Gehalt an Netzwerk-bildenden Monomeren einstellen (Feststoffgehalt). Flr ein poly-
AAm-Hydrogel mit 20% Feststoffgehalt ergibt sich basierend auf den Untersuchungen von M.
White ein durchschnittlicher Porenradius von ca. 0,9 nm, der entsprechende Wert des poly-
AAm-5 ist mit 18 nm doppelt so hoch [Whi60].

Die analogen Ubersattigungsverhaltnisse bei der Kristallisation in poly-AAmM-20 bzw. in einem
Bereich nahe der CaCl,-Lésung in dem poly-AAmM-AMPS-Copolymer spiegeln sich in der
Erscheinungsform der Mineralisationsprodukte wieder. Die durchschnittliche GroéBe der
Aggregate ist vergleichsweise gering, was auf einen verzdgerten Kristallisationsbeginn
zuriickzufiihren ist. Die kuppelartig gewélbten {1014} Flachen sind Folge besonders
ausgepragter Aggregation vorgeformter Wachstumseinheiten: Wahrend die Morphogenese der
oktaedrischen Mineralisationsprodukte aus unfunktionalisiertem poly-AAm auf einem
dynamischen Gleichgewichtszustand von Aggregation und Flachenwachstum basiert (vgl. 6.2.6),
Uberwiegt bei sehr hohen Ubersattigungen die Aggregation. Hohe Ubersattigungen bewirken
eine Zunahme der Keimbildungsrate bzw. eine Verringerung des kritischen Keimradius der
vorgeformten Wachstumspakete. Der Gehalt an freien lonen ist gering, so daB3 kein
Flachenwachstum gemaB einem lagenweisen Mechanismus erfolgt. Im Gegensatz zu den
Verhéltnissen in unfunktionalisiertem poly-AAm koénnen jedoch die aggregierenden Cluster,
wenn auch eingeschrankt, auf der Rhomboederflache eines wachsenden Keimkristalls
diffundieren. Simultane Aggregation und Oberflachendiffusion flhrt somit zu kuppelartiger
Aufwélbung der Wachstumsfront.

Die ausgepragte Aggregation der vorgeformten Wachstumspakete in poly-AAmM-AMPS nahe der
CaCly-Lésung bzw. in poly-AAm-20 fuhrt zu einer segmentierten Oberflachenstruktur der
konstituierenden Subkristalle (Abbildung 6.3-10b). Aus der Porenlésung angelagerte Bausteine
generieren permanent neue Flachenkeime. Die Verwachsung einzelner Lagen kann nicht mit der
erneuten Flachenkeimbildung konkurrieren, so dal3 eine rauhe Oberflache der Subkristalle
entsteht. Demgegeniber sind die Subkristalloberflachen der Mineralisationsprodukte aus der
mittleren Zone des poly-AAmM-AMPS bzw. aus poly-AAm-5 glatt (Abbildung 6.3-10d). Die
einzelnen Subkristalle dhneln rhomboedrischen Calcit-Kristallen aus verdinnten waBrigen
Losungen [Ree83]. Offensichtlich  kristallisieren  diese  Mineralisationsprodukte  unter
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vergleichsweise geringen Ubersattigungen, so daB das Flachenwachstum der Subkristalle
Uberwiegt. Infolge  Aggregation groBer Cluster bestehen die  makroskopischen
Mineralisationsprodukte zwar aus zahlreichen individuellen Kristalliten, die simultane
Anlagerung atomar-ionischer Wachstumspakete bewirkt jedoch auch lagenweises Wachstum.
Die verhaltnismaBig groBen Porenradien des poly-AAm-5 begtnstigen demnach, ebenso wie die
moderate Ubersattigung im Mittelteil von poly-AAmM-AMPS-Gelkorpern, das Flachenwachstum.

6.3.6 Zusammenfassung

Funktionalisierung von poly-Acrylamid mit Sulfonatgruppen fuhrt lediglich zu Modifikation des
Wachstumsmechanismus gegentber der unfunktionalisierten Matrix. Durch Immobilisierung von
Ca’* an den polaren Funktionalitaten werden die Ubersattigungsverhaltnisse der Porenldsung
verandert. Die lokale Buindelung funktioneller Gruppen in dem Netzwerk (Netzwerktopographie)
beeinfluBt den raumlich-zeitlichen Verlauf der Kristallisation sowie die Mineralisationsdichte in
dem Gelvolumen. Die ortsabhangige Morphologie der Mineralisationsprodukte ist auf die GroBe
der vorgeformten Wachstumspakete wahrend der Aggregation zurtckzufthren. Analoge
Mechanismen sind in poly-AAm-Netzwerken mit unterschiedlicher PorengréBe zu beobachten.
Demzufolge wechselwirken die funktionellen Sulfonatgruppen lediglich unspezifisch mit der
Kristallphase, vergleichbare Effekte lassen sich auch durch die Netzwerkstruktur eines
unfunktionalisierten poly-AAm-Hydrogels einstellen.
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6.4 Mineralisation in Carboxylat-funktionalisierten Copolymeren

Wie sich bei den Mineralisationsversuchen mit Sulfonat-funktionalisierten Copolymeren zeigte,
fihren ionische funktionelle Gruppen nicht in jedem Fall zu einer grundsatzlichen Variation der
Materialabscheidung im Vergleich zu einem unfunktionalisierten Referenzsystem. Inwieweit die
Art der funktionellen Gruppe einen Effekt auf die Materialabscheidung hat, sollte durch
Experimente mit Carboxylat-funktionalisierten Copolymeren untersucht werden.

6.4.1 Mineralisationsprodukte

Im Verlauf der Mineralisation in Carboxylat-funktionalisierten Copolymeren (poly-AAmM-AC)
bilden sich nach einer Woche Versuchsdauer feinkristalline, , nebelartige” Prazipitate. Auf der
REM-Aufnahme (Abbildung 6.4-1a) sind runde Partikel mit 2-3 pm Durchmesser sowie Kristalle
mit der rhomboedrischen  Gleichgewichtsform des Calcits zu erkennen. Das
Rontgenpulverdiffraktogramm (XRD) weist Anteile der beiden CaCO;-Modifikationen Vaterit
und Calcit nach (Abbildung 6.4-1b). Basierend auf einer Rieltveld-Verfeinerung der Intensitaten
(Software Siroquant) wurde ein Anteil von 54% Vaterit und 46% Calcit gefunden. Um die
Ergebnisse der quantitativen Phasenanalyse abzusichern, wurde eine Referenzprobe, die zu
gleichen Teilen aus Vaterit und Calcit besteht, untersucht. Zu diesem Zweck wurden je 1 g Calcit
(gemorserter Islandspat) und Vaterit (Synthese aus waBriger Losung [Mal02]) vermischt und
texturfrei prapariert. Die Intensitdten der Referenzprobe unterscheiden sich nur unwesentlich
von den Werten der nebelartigen Prazipitate, so daB das Ergebnis der quantitativen
Phasenanalyse bestatigt ist. Die Halbwertsbreite (FWHM) der Beugungsmaxima des Vaterit
(Abbildung 6.4-1b) ist deutlich gréBer als die geratebedingte FWHM, was auf
KristallgroBeneffekte zurtickzufiihren ist. Unter Verwendung der Scherrer-Gleichung [Klu74]
errechnet sich aus der Halbwertsbreite des (112 2) Reflexes die KristallitgroBe der Vateritphase
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Abbildung 6.4-1: a) REM-Aufnahme der Mineralisationsprodukte aus poly-AAm-AC nach einer Woche
Versuchsdauer, b) Rontgenpulverdiffraktogramm der Mineralisationsprodukte nach einer Woche Versuchsdauer, die
Beugungsmaxima des Vaterits sind markiert.
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Da Vaterit thermodynamisch metastabil ist und sich in waBrigen Losungen gemal der Ostwald-
Lussac’schen Stufenregel in die thermodynamisch stabile Modifikation umwandelt [Gab98], ist
davon auszugehen, daB noch wahrend der Doppeldiffusion ein Teil des priméar gebildeten
Vaterits in Calcit umkristallisiert. Im Rontgenpulverdiffraktogramm konnte dennoch ein Anteil
von 54% Vaterit nachgewiesen werden. Die vergleichsweise geringen Absolutintensitaten der
Vaterit-Reflexe (Abbildung 6.4-1b) sind auf die Flachenhdufigkeit der {1014} Form des Calcits
sowie auf die Verbreiterung der Beugungsmaxima des Vaterits zurlckzufhren.

Nach der initialen Bildung nebelartiger Prazipitate ist zundchst keine weitere Verdnderung in
dem Gelkorper zu erkennen. Erst nach etwa zwei Wochen Versuchsdauer sind makroskopische
Kristalle mit bloBem Auge zu unterscheiden. Abbildung 6.4-2a gibt das Bruchstlck eines
derartigen Mineralisationsprodukts nach vierwdchiger Doppeldiffusion wieder. Das Geflige der
bis zu 1000 um groBen Calcit-Kugeln (XRD) ist kompakt. Der Bruch erfolgt nicht entlang
bevorzugter Spaltflachen, die gebogene Bruchflache entspricht einem conchoidalen
Bruchverhalten. In der Mitte der Kugeln ist ein feinkérniger Bereich zu erkennen
(Abbildung 6.4-2b), Aufladungen wahrend der REM-Untersuchung weisen auf hohe Porositat
hin. Die Oberflache der Mineralisationsprodukte erscheint bei geringer VergréBerung homogen,

bei hoherer VergréBerung sind etwa 150 nm groBe trigonale Strukturen zu beobachten
(Abbildung 6.4-2¢).

Abbildung 6.4-2: a) REM-Aufnahme eines Mineralisationsprodukts aus poly-AAm-AC nach 28 Tagen
Mineralisationsdauer, b) Detailaufnahme des mittleren Bereichs der spharischen Mineralisationsprodukte, c) trigonale
Strukturen auf der Oberflache.

Die Morphologie der makroskopischen Mineralisationsprodukte und deren Bruchverhalten
weichen deutlich von den Produkten des unfunktionalisierten poly-AAm ab. Bei natdrlichen
Biomineralisationsprodukten wird chonchoidales Bruchverhalten auf die Wirkungsweise
inkorporierter Bestandteile der organischen Matrix zurlckgefihrt [Ber88]. Daher wurden im
folgenden die Verwachsungsverhaltnisse der Copolymermatrix mit den makroskopischen
Mineralisationsprodukten untersucht.

6.4.2 Kompositcharakter

Thermogravimetrisch konnte fir die makroskopischen Calcit-Kugeln ein Gehalt organischer
Substanz von 4,2 Gew.-% nachgewiesen werden (Abbildung 6.4-3a). Basierend auf der Dichte
des Calcits (2,72 g/cm? [Dee92]) und der Dichte des Polymers (1,3 g/cm?) errechnet sich somit
eine Volumenanteil des inkorporierten Netzwerks von 8,8%.
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Der in die makroskopischen Mineralisationsprodukte inkorporierte Anteil der organischen
Substanz liegt Gber dem Wert, der sich fir eine volumenkonforme Verwachsung errechnet
(3,7 Gew.-%). Die geringe Differenz ist moglicherweise auf adsorptiv an die funktionellen
Gruppen des Copolymers gebundenes Wasser zurlckzufihren. Die zusatzlich inkorporierten
Wassermolekille fuhren demnach zu einem hoheren Wert des temperaturabhdngigen
Massenverlustes als bei volumenkonformer Verwachsung mit einem ,trockenem” Polymer. In
jedem Fall ist eine Verdrangung des Hydrogel-Netzwerks wahrend des Kristallwachstums, wie es
bei der Mineralisation in poly-AAm beobachtet wurde (vgl. 6.2.2), auszuschlieBen.

Nach selektiver Komplexierung der Kristallphase mit neutraler EDTA-L6sung verbleibt ein
organischer Ruckstand. Im feuchten Zustand ist die Gestalt des Rickstands kongruent mit der
Kugelgestalt des urspringlichen Makrokristalls. Gefriertrocknung fuhrt zu sekundarer
Aufweitung von Poren und Rissen, die kugelige Ausgangsgestalt bleibt jedoch erhalten und laB3t
sich mit einem REM abbilden (Abbildung 6.4-3b). Bei Vergleich mit Abbildung 6.4-2a fallt die
deutliche Ubereinstimmung mit den ungelésten Mineralisationsprodukten auf.
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Abbildung 6.4-3: a) Massenanteil und WarmefluB im Verlauf der Thermoanalyse von makroskopischen
Mineralisationsprodukten aus poly-AAm-AC, b) REM-Aufnahme des gefriergetrockneten, organischen Rickstands
nach selektiver Komplexierung des CaCO; mit EDTA-LOsung.

Wahrend die Kompositpartikel aus Gelatinegel ein heterogenes Verwachsungsgeflge der
organische Matrix mit der Kristallphase aufweisen, 1Bt die kompakte Struktur des organischen
Rickstands eine vergleichsweise homogene Inkorporation der organischen Substanz erkennen.
Es ist daher von einer ,passiven” Inkorporation der organischen Matrix in die
Mineralisationsprodukte auszugehen. Dies entspricht Beobachtungen, die bei der Kristallzucht
von CaCOs; in Silicagelen gemacht wurden [Hen88]: Rhomboedrische Calcit-Kristalle sind
volumenkonform mit dem Gel verwachsen, ein Effekt auf den WachstumsprozeB3 ist nicht
nachzuweisen.
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6.4.3 Strukturuntersuchungen

Polarisationsmikroskopische Untersuchungen an Dinnschliffen der Calcit-Kugeln (gekreuzte
Polarisatoren)  belegen  ein  spharolithisches  Geflige der  Mineralisationsprodukte
(Abbildung 6.4-4a): Bei Drehung der Probe befinden sich immer Bereiche parallel zu Analysator
und Polarisator in Ausléschungsstellung. Das resultierende Brewster-Kreuz charakterisiert eine
kugelsymmetrische, radialstrahlige Orientierung der konstituierenden Kristallphase. Die farbige
Interferenz der nicht ausgeldschten Bereiche gehen auf die hohe Doppelbrechung des Calcits
(An =-0,172 [Pic93]) zurtck.

Das Rontgen-Einkristallbeugungsbild einzeln praparierter Spharolithe zeigt ein konzentrisches
Ringmuster (Abbildung 6.4-4b). Ein vergleichbares Beugungsbild ergibt sich fir Pulverproben mit
theoretisch unendlicher Anzahl der Streuzentren. Die radiale Intensitatsverteilung der

Beugungsringe ist homogen und 4Bt keine Textur der Probe erkennen.

Abbildung 6.4-4: a) Polarisationsmikroskopische Aufnahme eines spharolithischen Mineralisationsprodukts aus poly-
AAmM-AC (gekreuzte Polarisatoren), b) Rontgeneinkristalldiffraktogramm.

Die trigonalen Strukturen auf der Oberflache der Calcit-Sphérolithe (Abbildung 6.4-2¢)
entsprechen der dreizahligen Symmetrie der kristallographischen c-Achse des Calcits. Aus dem
Einkristall-Diffraktogramm ergibt sich eine statistische Orientierung der Streuzentren, im
Polarisationsmikroskop ist bei gekreuzten Nicols ein Brewster-Kreuz zu sehen. Demzufolge liegt
die Langsachse der ellipsoidalen optischen Indikatrix des Calcits parallel zu Analysator bzw.
Polarisator, was mit einer radialen Orientierung der c-Achsen der Kristallphase tbereinstimmt.
Wie die Ergebnisse belegen, sind die Spharolithe aus zahlreichen quasi-eindimensionalen Calcit-
Kristallen, deren c-Achsen auf den Mittelpunkt der Kugeln weisen, zusammengesetzt.

6.4.4 Gehalt an funktionellem Monomer

Das spharolithische Geflige der Mineralisationsprodukte aus poly-AAm-AC unterscheidet sich
grundsatzlich von dem makroskopisch einkristallinem Geflige der oktaedrischen Produkte aus
reinem poly-AAm. Um diesen scheinbar unstetigen Ubergang der Morphogenese néher zu
untersuchen, wurden Doppeldiffusionsversuche in poly-AAm-AC-Gelen mit unterschiedlichem
Gehalt funktioneller Gruppen durchgefihrt.
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Abbildung 6.4-5 zeigt Mineralisationsprodukte, die nach zweiwdchiger Versuchsdauer aus
Copolymermatrices mit 1, 5 und 10 Mol-% Acrylsdure-Monomer isoliert wurden
(poly-AAmM-AC-1%, poly-AAmM-AC-5%, poly-AAM-AC-10%). In allen drei Hydrogelmatrices
entstehen sphdrische Calcit-Makrokristalle. Wahrend die Aggregate in poly-AAm-AC-1%
(Abbildung 6.4-5a) bereits nach einer Woche mit bloBem Auge sichtbar sind, setzt die
Mineralisation der Makrokristalle in poly-AAmM-AC-10% (Abbildung 6.4-5d) erst nach zwei
Wochen Versuchsdauer ein. Der unterschiedliche Kristallisationsbeginn bzw. die unterschiedliche
Zeitspanne der Kristallisation fuhrt zu abweichenden Durchmessern der Mineralisationsprodukte.
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Abbildung 6.4-5: REM-Aufnahmen der Produkte aus Carboxylat-funktionalisierten Copolymeren mit

unterschiedlichem Gehalt funktioneller Monomere: a) poly-AAmM-AC-1%, b) Oberflachenstrukturen

auf einem Mineralisationsprodukt aus poly-AAmM-AC-1%, c) poly-AAM-AC-5%, d) poly-AAmM-AC-10%.
Mit zunehmendem Carboxylatgruppen-Gehalt der Copolymermatrix wird die Kugelgestalt
deutlicher und die Oberflache der Mineralisationsprodukte erscheint homogener. Wahrend die
Makrokristalle aus poly-AAM-AC-10% eine nahezu perfekte Kugel darstellen, nehmen die
Mineralisationsprodukte des poly-AAM-AC-1% eine Zwischenstellung zwischen Kugelgestalt
und der fur unfunktionalisiertes poly-AAm beschriebenen Oktaeder-Morphologie ein: Bei
hoherer VergréBerung sind im REM oktaederdhnliche Strukturen auf der Oberflache zu
erkennen (Abbildung 6.4-5b). Die beobachteten Oberflachenstrukturen weisen deutliche
Gemeinsamkeiten mit den oktaedrischen Aggregaten aus unfunktionalisiertem poly-AAm auf.
Die einzelnen oktaederdhnlichen Oberflachenstrukturen erscheinen regellos miteinander
verwachsen. Die Produkte des poly-AAM-AC-5% nehmen hinsichtlich  GréBe und
Oberflachenstruktur eine Zwischenstellung ein (Abbildung 6.4-5¢).
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Die Morphologie der Produkte aus poly-AAM-AC-1% weist darauf hin, daB sich die
Kristallisationsmechanismen des poly-AAm und eines mit 10 Mol-% funktionalisierten
poly-AAm-AC Uberlagern. Wahrend die regellose Orientierung der oktaederahnlichen
Oberflachenstrukturen einer spharolithischen Kristallisation entspricht, scheint das Wachstum
der Oberflachenstrukturen auf einem Aggregations-basierten Mechanismus zurlckzufthren zu
sein.  Um weitere Erkenntnisse Uber den Kristallisationsmechanismus in Carboxylat-
funktionalisierten Copolymeren zu erlangen, wurde der zeitliche Verlauf der Kristallisation
untersucht.

6.4.5 Verlauf der Mineralisation

Im zeitlichen Verlauf der Mineralisation in poly-AAm-AC bildet sich zunachst ein feinkdérniges
Phasengemenge aus Vaterit und Calcit, mit fortschreitender Versuchsdauer entstehen
makroskopische  Calcit-Spharolithe. Aus der Beobachtung und Dokumentation der
Versuchsanordnung nach unterschiedlichen Zeitraumen ergeben sich Rickschlisse auf den
Kristallisationsmechanismus.

In Abbildung 6.4-6 ist das Mittelstiick der Doppeldiffusionsapparatur nach zwei- bzw.
vierwdchiger Versuchsdauer wiedergegeben. Kristallisation des Vaterit / Calcit-Gemenges fuhrt
zu Tribung des transparenten Gelkorpers. Die einsetzende spharolithische Kristallisation
kugelférmiger Makrokristalle ist mit einer Aufklarung dieser Tribung im Bereich der
wachsenden Spharolithe verbunden (Markierung in Abbildung 6.4-6a). Nach 4 Wochen
Versuchsdauer sind makroskopische Mineralisationsprodukte in einem weitgehend aufgeklarten
Gelkorper zu erkennen (Abbildung 6.4-6b). Die Anzahl der Calcit-Kugeln in dem Gelvolumen ist

jedoch verhaltnismaBig gering.

Abbildung 6.4-6: Mittelstlicke der Doppeldiffusionsanordnung: a) nach zwei Wochen Versuchsdauer (ein Bereich mit
einsetzender spharolithischer Kristallisation ist markiert), b) nach vier Wochen Versuchsdauer.

Die Aufklarung der initialen Tribung des Gelkorpers ist auf die Resorption der Uberwiegend aus
Vaterit bestehenden Vorlauferphase zurtckzuftuhren. Offensichtlich werden die feinkristallinen
Vaterit-Partikel in der Umgebung wachsender Calcit-Spharolithe geldst, die mobilisierten lonen
werden in das Kristallgitter des Calcit eingebaut.
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In Abbildung 6.4-7 ist der zeitliche Verlauf der Kristallisation, als zeitabhangige Anderung der
relativen  AggregatgréBe, schematisch dargestellt. Der Mineralisation in  Carboxylat-
funktionalisierten Matrices ist der Kristallisationsverlauf in unfunktionalisiertem poly-AAm
gegenUbergestellt. In poly-AAm sind bereits nach wenigen Tagen oktaedrische Aggregate mit
bloBem Auge zu erkennen, im weiteren Verlauf der Mineralisation wachsen diese kontinuierlich
weiter. Nach etwa drei Wochen stagniert das Wachstum der oktaedrischen Aggregate. Im
Gegensatz zu diesem naherungsweise linearen Verlauf erfolgt die Mineralisation in
poly-AAmM-AC-Copolymeren als zweistufiger ProzeB3: Innerhalb weniger Tage bildet sich ein
feinkdrniger Niederschlag von Vaterit und Calcit. Nach etwa zwei Wochen werden die Vaterit-
Partikel unter spharolithischer Kristallisation von Calcit resorbiert. Das pordse, feinkérnige
Geflige des zentralen Bereichs der Calcit-Kugeln (Abbildung 6.4-2b) sowie die
radialsymmetrische Orientierung der Kristallphase kennzeichnet ein Kristallwachstum, das von
einem ungeordneten, chaotischen Keim ausgeht. Die Spharolithe wachsen innerhalb kurzer Zeit
zu groBen kugeligen Mineralisationsprodukten, wahrend sich die metastabile Vorlauferphase
auflést.  Das Wachstum der Calcit-Rhomboeder, die bereits nach zwei Wochen
Mineralisationsdauer nachzuweisen sind (Abbildung 6.4-1), tritt zugunsten der raschen
spharolithischen Kristallisation der Calcit-Kugeln in den Hintergrund.
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Der zweistufige Verlauf der Kristallisation ist auf die Wirkungsweise der funktionellen
Carboxylatgruppen zurlckzufthren: Offensichtlich wird der metastabile Vaterit intermedidr
stabilisiert. Infolge zufalliger, lokaler Fluktuationen kommt es zu spharolithischer Kristallisation
der thermodynamisch stabilen Phase. GroBe Mengen CaCO; liegen als leicht I6slicher Vaterit in
der Umgebung dieser rasch wachsenden Spharolithe vor, so daB die Makrokristalle
verhaltnismaBig groBe Durchmesser erreichen kdnnen [Gra03c].
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Kristallisationsmechanismus

Aus  den Untersuchungsergebnissen ergeben sich Ruckschlusse auf  den
Kristallisationsmechanismus der makroskopischen Mineralisationsprodukte: Die initiale Vaterit-
Kristallisation weist auf die kinetische Stabilisierung der Vorlauferphase durch die funktionellen
Gruppen in dem Copolymer-Netzwerk hin. Offensichtlich wird die Keimbildung maBgeblich
durch die Carboxylatgruppen beeinfluBt. Durch die intermedidre Stabilisierung des Vaterits
kommt es im Verlauf der Doppeldiffusion zu wesentlicher Veranderung der
Ubersattigungsverhaltnisse in Vergleich zu unfunktionalisiertem poly-AAm. Nach etwa zwei
Wochen Versuchsdauer , kippt” das System und es erfolgt schnelle, raumgreifende Kristallisation
der Calcit-Spharolithe.

Spharolithische Kristallisation wird fur unterschiedliche Milieus beschrieben [Sch71, Add92]. Es
ist daher kein spezifischer Wachstumsmechanismus eines Carboxylat-funktionalisierten
Copolymers. Die Wirkungsweise der funktionellen Gruppen beschrankt sich lediglich auf die
Keimbildung und fuhrt auf diese Weise zu Ubersattigungsverhéltnissen, unter denen die
spharolithische Kristallisation der gunstigste Wachstumsmechanismus ist. Die Wirkungsweise der
Funktionalisierung auf das Wachstum der makroskopischen Mineralisationsprodukte ist lediglich
sekundar.

Funktionalisierung eines poly-AAm-Netzwerks mit geringen Anteilen funktioneller Monomere
(poly-AAmM-AC-1%) fuhrt zu Wachstumsformen, deren Morphologie Kennzeichen der
spharolithischen Kristallisation und der fir poly-AAm typischen Aggregation aufweist (Abbildung
6.4-5a). Offensichtlich ist die Keimbildung maBgeblich von den funktionellen Carboxylatgruppen
gepragt, das weitere Wachstum der makroskopischen Mineralisationsprodukte basiert auf der
Aggregation vorgeformter Wachstumseinheiten, wie es fir die Oktaedergenese in
unfunktionalisiertem poly-AAm postuliert wurde (vgl. 6.2.6).

6.4.6 Zusammenfassung

Waéhrend die Funktionalisierung eines poly-AAm-Netzwerks mit stark polaren Sulfonatgruppen
die  Materialabscheidung lediglich  modifiziert, bewirkt die Funktionalisierung  mit
Carboxylatgruppen eine grundsatzliche Veranderung der Mineralisation. Zunachst bildet sich ein
feinkoérniger Niederschlag, der zu wesentlichen Teilen aus Vaterit besteht. Lokale Fluktuation in
dem Gelvolumen fihren unter Auflésung dieser Vorlduferphase zu rascher spharolithischer
Kristallisation von Calcit. Die Mineralisation in mit Carboxylatgruppen funktionalisierten Matrices
ist auf die Verhaltnisse der Keimbildung zurtckzufthren: Die funktionellen Gruppen
beginstigen die Bildung zahlreicher konkurrierender Keime, die nicht zu makroskopischen
Kristallen anwachsen. Im Vergleich zu einem unfunktionalisierten poly-AAm-Hydrogel sind die
Ubersattigungsverhéltnisse im Verlauf der Doppeldiffusion wesentlich verandert. Daher ist ein
spharolithisches Wachstum makroskopischer Mineralisationsprodukte der energetisch ginstigste
Mechanismus.
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6.5 Mineralisation in Gegenwart von Additiven

In der Fachliteratur ist noch weitgehend umstritten, inwieweit naturliche Kollagenmatrices selbst
den Biomineralisationsvorgang induzieren und chemisch direkt mit der Kristallphase
wechselwirken [Rhe00, Fal0Oa, RheO1] oder nicht-kollagene Bestandteile notwendige
Voraussetzung sind [Bos89, Bos96]. Bei der Mineralisation von CaCO; in Gelatinegel konnte
keine spezifische Wechselwirkung der organischen Matrix mit den Mineralisationsprodukten
beobachtet werden (vgl. 6.1). Daher wurde die Mineralisation in Gegenwart von poly-L-Aspartat
(poly-L-Asp), als Modellsubstanz nicht-kollagener Proteine, untersucht. Es wird sowohl der Effekt
des Additivs auf die Materialabscheidung in Gelatinegel als auch in poly-AAm diskutiert.

6.5.1 Mineralisationsprodukte

In Abbildung 6.5-1 sind Mineralisationsprodukte, die nach einer Woche Versuchsdauer aus mit
poly-L-Asp versetzten Gelmatrices herausprapariert wurden, den Mineralisationsprodukten der
entsprechenden Gele ohne Additiv gegenlbergestellt. Die Formen der Produkte aus poly-L-Asp-
haltigen ~ Gelen  unterscheiden  sich  grundsatzlich  von  den  charakteristischen
Mineralisationsprodukten der reinen Gelmatrices. Wahrend Morphologie und Geflige der
hanteldhnlichen Produkte aus Gelatinegel und der oktaedrischen Aggregate aus poly-AAm
deutlich voneinander abweichen, sind sich die Mineralisationsprodukte der entsprechenden Gele
in Gegenwart von poly-L-Asp ahnlich.
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Abbildung 6.5-1: Typische Mineralisationsprodukte aus Gelatinegel (@), aus poly-AAm (b) und
Agglomerate aus mit poly-L-Aspartat versetztem Gelatinegel (c), aus poly-AAm mit Additiv (d).
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Im Gegensatz zu den Mineralisationsprodukten der reinen Hydrogele sind die Produkte aus den
Gelen mit  Additiv  nicht von  makroskopischen  Kristallflachen  begrenzt.  Die
Mineralisationsprodukte lassen einen hierarchischen Aufbau aus Einheiten unterschiedlicher
GroéBenordnung erkennen: ,Primarpartikel” von etwa 100 nm Durchmesser sind zu 30-50 pm
groBen, spharischen Untereinheiten organisiert (Abbildung 6.5-2). Je nach Anzahl der
konstituierenden Untereinheiten weisen die makroskopischen Produkte Durchmesser zwischen
100 und 500 um auf. Bei der Handhabung der Proben mit einer Pinzette fallt die geringe
mechanische Bestandigkeit auf: Die makroskopischen Produkte =zerfallen dabei in die
konstituierenden Untereinheiten. Rontgendiffraktometrisch (XRD) wurde als einzige kristalline

Phase Vaterit nachgewiesen.

Abbildung 6.5-2: REM-Aufnahme einer Untereinheit
eines Vaterit-Agglomerats aus mit poly-L-Asp versetztem
el Wil Gelatinegel.

Durch Zugabe von poly-L-Asp zu der Porenlésung von Gelatinegel bzw. poly-AAm wird die
morphogenetische ~ Wirkung  der  reinen  Matrices  Uberdeckt, so daB die
Kristallisationsmechanismen von CaCO; in Gelatinegel bzw. poly-AAm nicht mehr wirksam sind
[Gra02]. Diese grundsatzliche Veranderung laBt sich auf die polymorphe Selektivitat des
zugesetzten Additivs zuriickfiihren. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Falini et al.
induziert die enatiomerenreine poly-Aminosaure die Kristallisation von Vaterit [Fal00]. Von
maBgeblicher Bedeutung fur die permanente Stabilisierung des metastabilen Vaterits ist die
B-Faltblattstruktur des Additivs, die sich in waBrigen Lésungen ausbildet [Fal98, Man93].

Im Gegensatz zu Calcit bildet Vaterit selten idiomorphe Kristalle, haufiger sind spharische
Partikel, die nicht von ebenen Kristallflichen begrenzt sind [Vuc99]. Die beschriebenen
Kristallisationsmechanismen von Calcit in Gelatinegel und poly-AAm setzen jedoch einen
initialen Keim mit einer rhomboedrischen Nahordnung voraus (vgl. 6.1.5 und 6.2.6). Aufgrund
der abweichenden kristallchemischen Eigenschaften des Vaterits kann sich in den mit poly-L-Asp
versetzten Matrices dieses Grundschema nicht ausbilden. Stattdessen kristallisieren feinkérnige
Primarpartikel, die sich zu hoher organisierten Agglomeraten fligen. Die beschriebene
hierarchische Struktur ist auf einen mehrstufigen Agglomerationsproze3 zurlckzufthren: Die
Primarpartikel bilden zunachst Einheiten, die im Verlauf der Mineralisation zu makroskopischen
Produkten verwachsen.
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6.5.2 Polarisationsmikroskopie

Abbildung 6.5-3 zeigt den Dunnschliff eines Mineralisationsprodukts aus einer mit poly-L-Asp
versetzten poly-AAm-Matrix. Die Produkte aus Gelatinegel mit Additiv sind diesem unmittelbar
zu vergleichen. Die einzelnen Untereinheiten der Agglomerate aus mit poly-L-Asp versetztem
Gel weisen bei gekreuzten Polarisatoren Brewster-Kreuze auf, wie dies fUr ein spharolitisches
Geflge charakteristisch ist. Das Gesamtgeflige der Agglomerate ist jedoch nicht konzentrisch, es

ist kein zentraler Keimbereich zu erkennen.

Abbildung 6.5-3: Polarisationsmikroskopische
Aufnahme eines Agglomerats aus mit poly-L-Asp
versetztem poly-AAm (gekreuzte Polarisatoren).

Die polarisationsmikroskopischen Untersuchungen belegen den Agglomeratcharakter der
Mineralisationsprodukte. Offensichtlich geht das Wachstum nicht von einem zentralen Keim aus.
Zahlreiche spharolitische Untereinheiten sind regellos zu einem makroskopischem Produkt
verwachsen.

6.5.3 Zusammenfassung

Die Wirkungsweise von poly-L-Aspartat Uberdeckt den spezifischen Kristallisationsmechanismus
von reinem Gelatinegel bzw. poly-Acrylamid. Die initial gebildeten Vaterit-Primarpartikel fligen
sich zu hierarchischen Agglomeraten mit geringer Koharenz der Bestandteile. Die Gegenwart
von poly-L-Aspartat bewirkt eine permanente Stabilisierung von Vaterit.
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6.6 Systemiibergreifende Untersuchungen

Die systemspezifischen Wechselwirkungen der untersuchten Hydrogelmatrices mit der
anorganischen Phase spiegeln sich in den Verhdltnissen der Keimbildung sowie dem Gehalt des
CaCOs in dem  jeweiligen Gelvolumen (Mineralisationsgrad) ~ wieder. Bei
Doppeldiffusionsversuchen wird die Materialabscheidung mafBgeblich von der Diffusion der
beteiligten Komponenten beeinfluBt. Es wurden daher systemubergreifende Untersuchungen
der Ca**-Diffusion, des Mineralisationsgrads sowie der Keimbildung durchgefuhrt.

6.6.1 Konzentrationsverhaltnisse

Da die Kristallisationsverhaltnisse maBgeblich von der jeweiligen Ubersattigung des Systems
gepragt sind, wurde die Ca?*-Konzentration verschiedener Segmente der Gelkdrper nach einer
Woche Versuchsdauer ermittelt. Bei Doppeldiffusion wird der Ca®*-Gehalt durch die
Fallungsreaktion des CaCO; beeintrachtigt, so daB3 die Konzentrationsverhaltnisse durch eine
Einfachdiffusionsanordnung angendhert wurden. Die Quantifizierung des CO5*-Gehalts ist
infolge des hohen Kohlenstoff-Gehalts der Gelmatrices nicht praktikabel. Es kann jedoch davon
ausgegangen werden, daB die Diffusion der COs;*-Anionen weniger stark durch die
funktionellen Gruppen beeintrachtigt wird. Somit ist die Ca**-Konzentration ein MaB fur die
Ubersattigung der Porenldsung.

In  Abbildung 6.6-1 sind die Ca*-Konzentrationsprofile in Gelatinegel, poly-AAm,
poly-AAM-AMPS (,,statistisch” copolymerisiert) sowie in poly-AAm-AC dargestellt. Nach einer
Woche Diffusionsdauer lassen die Diffusionsprofile einen sigmoidalen Verlauf erkennen, der
Ca®*-Gehalt nimmt mit zunehmender Entfernung von der CaCl,-Lésung ab. Die ortsaufgeldsten
Werte nach Diffusion in Gelatinegel bzw. poly-AAm stimmen weitgehend Uberein. In
unmittelbarer Nahe zu dem Uberstand liegen die Konzentrationen etwa 0,02 mol/l unter der
Ausgangskonzentration der CaCl,-Lésung, mit zunehmendem Diffusionsweg halbieren sich die
Ca**-Konzentrationen der Porenldsungen auf einen Wert von 0,04 mol/l. DemgegenUber weisen
die Profile der funktionalisierten Matrices einen deutlich abweichenden Verlauf auf. In den
beiden untersuchten Copolymeren sind die Bereiche nahe der CaCl,-Lésung gegenlber der
Ausgangskonzentration des Uberstands (0,10 mol/l) an Ca** angereichert (0,12 mol/l). Wahrend
die Steigung des Gradienten in poly-AAm-AC mit den Werten in Gelatinegel und poly-AAm
Ubereinstimmt, verlauft die ortsaufgeldste Konzentrationsabnahme in dem Sulfonat-
funktionalisierten Copolymer steiler. In 40 mm Entfernung von der Grenzflache zur CaCl,-
Losung enthadlt die Porenlésung des poly-AAmM-AC 0,08 mol/l, die des poly-AAM-AMPS etwa
0,05 mol/l Ca**.
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Die sigmoidalen Konzentrationsprofile sind auf die Randbedingungen der Diffusion
zurlickzufiihren. Bei fortgeschrittener Versuchsdauer nimmt die Konzentration des Uberstands
ab, so daB der Ca’*-Gehalt der Gelkorper nahe der CaCl,-Lésung vergleichsweise niedrig ist.
AuBerdem entsprechen die Profile nach einer Woche Diffusionsdauer nicht mehr dem semi-
infiniten Fall der Diffusion [Hen86]. Dies fihrt zu ungewohnlich hohen Konzentrationen in
groBerer Entfernung von der CaCl,-Lésung. Vergleichbare sigmoidale Konzentrationsprofile
werden nach 300 Stunden Diffusion von Ba** und Sr** in einem 300 mm langen Silicagelkorper
beschrieben [Pri89]. Da sich die Randbedingungen wahrend der Versuchsdauer kontinuierlich
verandern, ist eine quantitative Auswertung der Diffusionsverhaltnisse in diesen Fallen nicht
maoglich [Pri90].

Dennoch erlauben die Ca**-Konzentrationsprofile qualitative Aussagen zu der Wechselwirkung
der organischen Matrix mit den diffundierenden Teilchen: Wahrend der Ca*-Gehalt des
unfunktionalisierten poly-AAm sowie des Gelatinegels in Segmenten nahe der CaCl,-Lésung
unterhalb der Konzentration des Uberstands liegt, kommt es in den funktionalisierten Matrices
zur Anreicherung von Ca**. Dieses entropisch ungiinstige Phanomen ist auf die Immobilisierung
der Ladungstrager an den polaren funktionellen Gruppen zurickzufthren. Im zeitlichen Verlauf
des Versuchs diffundieren permanent Kationen in den Gelkorper, die Diffusion des an den
polaren funktionellen Gruppen lokalisierten Ca** aus dem Copolymer in den Uberstand ist
jedoch stark eingeschrankt. Der Gehalt an derart ,gebundenen” Kationen ist auf die
Bindungskapazitit bzw. die Ladung der Funktionalitat zurlckzufuhren. Da sowohl die
Sulfonatgruppen als auch die Carboxylatgruppen einfach negativ geladen sind, ist die
Ca’*-Konzentration der Copolymere in einem Bereich nahe der CaCl,-Lésung vergleichbar.
Waéhrend jedoch Sulfonatgruppen eine hohe Affinitat zu Ca®* aufweisen [She84], ist die
Bindungskonstante eines Ca**-Carboxylat-Komplexes vergleichsweise gering [Man01]. Dies fuhrt
zu weniger effektiver Immobilisierung der Kationen an Carboxylatgruppen und somit zu einer
hoheren Ca**-Konzentration in dem Gelkorper.

Die geringe Steigung der Ca**-Konzentrationsprofile in poly-AAm und Gelatinegel sowie der
Versatz der Konzentrationen im Gelkorper relativ zu dem Uberstand sprechen gegen eine
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Wechselwirkung der diffundierenden Kationen mit den Polymermatrices. Obwohl sich die
Netzwerkstrukturen des Gelatinegels (physikalisches Gel) und des poly-AAm (kovalent vernetztes
Gel) grundsatzlich  unterscheiden, sind die Ca*-Konzentrationsprofile  &hnlich. In
Ubereinstimmung mit den postulierten Kristallisationsmechanismen in Gelatinegel (vgl. 6.1.5)
bzw. poly-AAm (vgl. 6.2.6) ist demnach keine wesentliche molekular-chemische
Wechselwirkung mit den jeweiligen Gelmatrices nachzuweisen. Die chemischen Verhaltnisse der
Mineralisation in Gelatinegel bzw. poly-AAm sind unmittelbar vergleichbar.

6.6.2 Keimbildung

Eine wichtige KenngroBe der Kristallisation ist die Zeitdauer bis zur Bildung erster
wachstumsfahiger Keime (Induktionszeit). Da diese kritischen Keime nur selten sichtbar gemacht
werden kénnen, wird als Naherung der Induktionszeit die Zeitspanne bis zur Entstehung erster,
mit bloBem Auge sichtbarer Kristalle angegeben [Che84]. Die Lange der Gelkérper in der
standardmaBig eingesetzten Doppeldiffusionsanordnung ist praparationsbedingt sowie infolge
unterschiedlicher Quellungseigenschaften der Hydrogele Schwankungen unterworfen. Daher
wurden die Induktionszeiten in einer abgewandelten Versuchsanordnung bestimmt (vgl. 4.3).
Bei einer Lange der Gelkérper von 300 mm werden die Effekte der Matrices auf die
Induktionszeit deutlich.

In Abbildung 6.6-2 sind die Orte der ersten Keimbildung sowie die korrespondierenden
Induktionszeiten aufgetragen. In Gelatinegel, poly-AAm sowie den Sulfonat-funktionalisierten
Copolymeren ist der Ort der ersten Kristallisation in Richtung der CaCl,-Lésung verschoben.
Demgegenlber wachsen in der Carboxylat-funktionalisierten Matrix die ersten Makrokristalle in
einem Bereich naher der NaHCO;-Lésung. Bei der Mineralisation in dem poly-AAm-AC-
Copolymer mussen jedoch zwei Kristallgenerationen unterschieden werden: Eine erste Tribung
des Copolymers setzt wenige Zentimeter von der CaCl,-Lésung entfernt ein und erstreckt sich
im weiteren zeitlichen Verlauf der Doppeldiffusion nahezu Uber das gesamte Gelvolumen, erst
deutlich spater entstehen mit dem bloBen Auge zu unterscheidende Mineralisationsprodukte.
Die Kristallisation dieser Makrokristalle geht mit einer Aufklarung der vorangegangenen Tribung

einher.
A
8w Hl AC
| 7w Kol
@
L - AMPS-c Abbildung 6.6-2: Schematische
8 6w - AMPS-bl Darstellung der Induktionszeiten
; - und der Orte der ersten
AMPS-co Kristallisation in den untersuchten
Hydrogelen; die Darstellung basiert
SwW _ AAmM auf der Dokumentation optischer

Beobachtungen.

CaCl, NaHCO,



6.6 Systemiibergreifende Untersuchungen 83

Die Induktionszeiten in den verschiedenen Matrices liegen zwischen 4 und 8 Wochen. Bereits
nach 4 Wochen kommt es zu der beschriebenen Tribung in einem poly-AAm-AC-Copolymer.
Mit bloBem Auge sichtbare Makrokristalle entstehen jedoch erst nach etwa 8 Wochen. In
unfunktionalisiertem poly-AAm sind nach 5 Wochen erste Mineralisationsprodukte sichtbar,
Funktionalisierung des  poly-AAm-Netzwerks mit  Sulfonat-haltigen Monomeren
(poly-AAM-AMPS) fihrt zu verzdgertem Beginn der Kristallisation (6 Wochen). Die
Quervernetzung der Sulfonatgruppen (,Block”- bzw. ,Cluster”-Copolymerisation) tbt keinen
signifikanten Effekt auf die Induktionszeiten aus. Die Bereiche der ersten Mineralisation sind
jedoch, verglichen mit dem ,statistisch” copolymerisierten poly-AAm-AMPS, auf ein geringeres
Gelvolumen beschrankt und der Ort der Mineralisation ist in Richtung der CaCl,-L6sung
verlagert. Die Induktionszeit in einem Gelatinegel betragt etwa 7 Wochen und liegt somit
zwischen den Werten des poly-AAm-AMPS und des poly-AAm-AC. Die ersten
Mineralisationsprodukte sind vereinzelt in einem relativ ausgedehnten Gelvolumen zu
beobachten.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Ca®*-Diffusion (vgl. 6.6.1) 1aBt sich die, verglichen
mit  poly-AAm, verldngerte Induktionszeit in  poly-AAm-AMPS  auf  abweichende
Konzentrationsverhaltnisse wahrend der Doppeldiffusion zurlckfuhren. Die effektive
Immobilisierung von Ca”* an den Sulfonatgruppen bewirkt eine verzégerte Diffusion in dem
Gelkorper. Die Anreicherung von Ca** nahe der CaCl,-Lésung erfordert einen langeren
Diffusionsweg der CO;*-Anionen, so daB die Induktionszeit verlangert ist und sich der Ort der
ersten Keimbildung in Richtung der CaCl,-Lésung verlagert. Die Lage der ersten Mineralisation in
.Block”- und ,Cluster”-copolymerisierten Matrices entspricht einer besonders effektiven
Immobilisierung der Kationen an quervernetzten Sulfonat-haltigen Monomeren.

In poly-AAm-AC sind erste Makrokristalle deutlich spater zu erkennen als in unfunktionalisiertem
poly-AAm. Da sich die Steigungen der Ca?*-Konzentrationsprofile von poly-AAm-AC und
poly-AAm nicht unterscheiden (vgl. 6.6.1), ist die verlangerte Induktionszeit jedoch nicht auf die
Immobilisierung von Ca** zurtickzufuihren. Stattdessen werden die Konzentrationsverhéltnisse
durch die initiale Kristallisation einer Vorlduferphase modifiziert. Mit fortgeschrittener
Diffusionsdauer ist die Ubersattigung soweit angestiegen, daB es zu Mineralisation der
Makrokristalle kommt.

Obwohl die Ca®*-Diffusionverhaltnisse in Gelatinegel und poly-AAm vergleichbar sind (vgl.
6.6.1), bilden sich in Gelatinegel erste Kristalle deutlich spater. Moglicherweise werden die
Flachen der Keime durch adsorbierte Polymerstrange ,vergiftet”, so daB das Wachstum dieser
Keime zundchst unterbunden wird. Erst bei hoheren Ubersittigungen bilden sich
wachstumsfahige Keime, die zu Makrokristallen auswachsen koénnen. Diese postulierte
Wechselwirkung polymerer Verunreinigungen auf einem initialen Keim entspricht den
Uberlegungen, die dem Kristallisationsmechanismus von CaCOs in Gelatinegel zugrunde liegen
(vgl. 6.1.5): Adsorbierte Polymerstrange modifizieren das Flachenwachstum eines ersten
Keimkristalls und fihren zu eindimensionaler Verschiebung der Wachstumsfronten zahlreicher
Kristallstengel.
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6.6.3 Mineralisationsgrad

Da eine Quantifizierung der Materialabscheidung unter Verwendung eines Bildanalysesystems
nicht zu verwertbaren Ergebnissen fuhrte, wurde der Mineralisationsgrad im folgenden
gravimetrisch ermittelt. Aus dem Wagequotienten des Hydrogels mit der darin enthaltenen
Kristallphase und der herausgeldsten Kristalle errechnet sich der Mineralisationsgrad. Eine
ortsaufgeldste Untersuchung fihrte zu unzureichend reproduzierbaren Ergebnissen, so dal3 der
Mineralisationsgrad tber den gesamten Gelkorper des jeweiligen Hydrogels gemittelt wurde.

In Abbildung 6.6-3 ist der Mineralisationsgrad in den untersuchten Gelen nach einer bzw. vier
Wochen Doppeldiffusion dargestellt. Bei Vergleich des unfunktionalisierten poly-AAm mit den
funktionalisierten Hydrogelen fallt auf, daB die Funktionalisierung zu einem geringeren
Mineralisationsgrad nach einer Woche Versuchsdauer fuhrt. Nach vier Wochen sind jedoch die
Sulfonat-funktionalisierten Copolymere durch einen deutlich héheren Mineralisationsgrad
gekennzeichnet. Quervernetzung der funktionellen Gruppen (,Block”- bzw. ,Cluster”-
Copolymerisation) resultiert in hdheren Werten als |, statistische” Copolymerisation. Bei der
Auswertung des Mineralisationsgrads in poly-AAm-AC mussen die Beitrdge der beiden
unterschiedlichen Kristallgenerationen berlcksichtigt werden: Nach einer Woche wird der
Gehalt der Vorlduferphase bestimmt, wahrend nach vier Wochen Versuchsdauer die Masse der
Calcit-Spharolithe in die Berechnung eingeht. Die Werte der Materialabscheidung in einem
Gelatinegel nehmen eine Zwischenstellung zwischen poly-AAm und poly-AAm-AMPS-
Copolymeren ein.
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Nach einer Woche Versuchsdauer spiegelt der Mineralisationsgrad die Dauer der Mineralisation
(bzw. die Induktionszeit) der untersuchten Hydrogele wieder. Da in poly-AAm die Induktionszeit
am kdrzesten ist, hat sich innerhalb einer Woche der vergleichsweise hdchste CaCO;-Gehalt
abgeschieden. Mit fortgeschrittener Dauer gewinnt der Effekt der ionischen funktionellen
Gruppen im Netzwerk an Bedeutung: Die Sulfonatgruppen der poly-AAm-AMPS-Copolymere
bewirken eine Ca?*-Anreicherung in dem Gelkérper (vgl. 6.6.1) und fihren somit zu einem
hoheren Mineralisationsgrad. Die vergleichsweise hohen Werte in ,Block”- bzw. ,Cluster”-
copolymerisierten Matrices weisen auf eine besonders effektive Immobilisierung von Ca** an
quervernetzten Sulfonatgruppen hin.
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Da die Absolutwerte des Mineralisationsgrads gering sind (unter einem Vol.-%), wurde in einer
abgewandelten Versuchsanordnung ein oberer Grenzwert des Mineralisationsgrads in poly-AAm
ermittelt. Zu diesem Zweck wurde eine nur 5mm dicke Gelscheibe in eine
Doppeldiffusionsanordnung eingebracht. Die Versuchsdauer erstreckte sich Gber 20 Wochen,
wobei die Mineralisationslésungen jede Woche erneuert wurden. In dem gesamten
Hydrogelkoérper kommt es zu dichter Packung oktaedrischer Mineralisationsprodukte. Der
Feststoffgehalt des mineralisierten Gelkorpers wurde thermogravimetrisch ermittelt (Abbildung
6.6-4). Die Thermogravimetriekurve weist einen mehrstufigen Verlauf auf. Analog zu den
Untersuchungen des Kompositcharakters isolierter Mineralisationsprodukte (vgl. 6.1.2 und 6.2.2)
wird bis etwa 150°C adsorptiv gebundenes Wasser freigesetzt. Eine weitere Massenabnahme in
einem Intervall von 200 - 400°C entspricht der fir Kompositpartikel beschriebenen Zersetzung
inkorporierter organischer Matrix. Zwischen 400 und 550°C nimmt, verbunden mit einer
exothermen Zersetzungsreaktion, die Masse der Probe erneut deutlich ab. Dies korrespondiert
mit der Oxidation des kompakten poly-AAm zwischen den Mineralisationsprodukten. Oberhalb
700°C zersetzt sich in einer endothermen Reaktion CaCO; zu CaO (,Kalkbrennen”). Aus der
Massenabnahme durch Oxidation des kompakten poly-AAm bzw. aus den Werten der
Zersetzung des CaCO; errechnet sich ein Massenanteil der Kristallphase in dem Gelkérper von
79,4 Gew.-%. Unter Einbeziehung der Dichten von Calcit (2,72 g/cm®) und poly-AAm
(1,13 g/cm?) ergibt sich ein Mineralisationsgrad des Gelkorpers von 61,6 Vol.-% als oberer
Grenzwert der Materialabscheidung von CaCOs; in poly-AAm.
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Abbildung 6.6-4: Thermoanalyse eines mineralisierten

Temperatur [°C] Gelkorpers nach 20 Wochen Versuchsdauer.

6.6.4 Zusammenfassung

Wahrend die Ca?*-Diffusion in Gelatinegel und poly-AAm nicht durch elektrostatische
Wechselwirkungen beeintrachtigt wird, ist in den funktionalisierten Matrices eine Anreicherung
von Ca’* zu beobachten. Die unterschiedlichen Steigungen der Konzentrationsprofile in
poly-AAmM-AMPS und poly-AAm-AC beruhen auf den jeweiligen Affinitdten der funktionellen
Gruppen zu Ca*. Die Modifikation der Konzentrationsverhaltnisse spiegelt sich in den
Induktionszeiten der Kristallisation von CaCO; wieder. In Gelatinegel wird die Kristallisation
zunachst durch Adsorption von Polymerstrangen auf initialen Keimen unterdrickt. Nach vier
Wochen Versuchsdauer stellt sich in der ,Cluster”-copolymerisierten poly-AAmM-AMPS-Matrix
der hdéchste Mineralisationsgrad ein. Ein deutlich héherer Wert ergibt sich durch wiederholte
Erneuerung der Mineralisationslésungen in einem schmalen Gelkorper.
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7. Vergleichende Diskussion

Die Ergebnisse der Mineralisationsversuche in unterschiedlichen Hydrogelmatrices belegen einen
wesentlichen Effekt der organischen Matrix auf die Abscheidung der anorganischen Phase. Um
allgemeine Prinzipien dieser Wechselwirkung zu bewerten, sollen die Ergebnisse der Versuche in
den unterschiedlichen Matrices vergleichend diskutiert werden. Aus den Untersuchungen der
Materialabscheidung in den biomimetischen Modellsystemen ergeben sich Rickschlisse auf die
Biomineralisation.

7.1  Mineralisation in Hydrogelmatrices

Typische  Mineralisationsprodukte der untersuchten Gelsysteme weisen augenfallige
Unterschiede auf (Abbildung 7-1): Wahrend in dem ,naturnahen” Gelatinegel Produkte mit
hantelahnlicher Morphologie kristallisieren, entstehen in dem kinstlichem Referenzsystem
(poly-AAm) oktaedrische Aggregate. Die Mineralisationsprodukte aus Sulfonat-funktionalisierten
Copolymeren unterscheiden sich nicht grundsatzlich von den Produkten des poly-AAm, die
Carboxylatgruppen des poly-AAm-AC bewirken jedoch eine wesentliche Verdanderung der
Kristallisation. Es sind zwei EinfluBgroBen auf die Materialabscheidung zu unterscheiden:
Wahrend die Carboxylatgruppen die Keimbildung der anorganischen Phase beeinflussen, ist die
Mineralisation in  Gelatinegel und poly-AAm maBgeblich von der physikalischen

Netzwerkstruktur des Kristallisationsmediums bestimmt.

Abbildung 7-1: Typische Mineralisationsprodukte aus Gelatinegel (a), unfunktionalisiertem poly-Acrylamid (b) und
Carboxylat-funktionalisiertem Copolymer (c).

7.1.1 Netzwerkeffekte

In Abwesenheit organischer Additive kristallisiert Calcit aus verdinnten waBrigen Losungen in
der rhomboedrischen Gleichgewichtsform [Ree83]. Das Kristallwachstum hanteldahnlicher
Mineralisationsprodukte in Gelatinegel (vgl. 6.1) ist, ebenso wie die Aggregation in poly-AAm
(vgl. 6.2), auf einen initialen rhomboedrischen Keimkristall zurlickzufihren. Demnach wird in
diesen Hydrogelmatrices die Keimbildung der anorganischen Phase kaum beeinflu3t. Die
makroskopischen Mineralisationsprodukte unterscheiden sich jedoch deutlich von der
Gleichgewichtsform des Calcits, was auf einen Effekt der organischen Matrix auf das
Kristallwachstum zurtckzufihren ist.
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Heterogenes Kompositgefiige

Gelatinegel besteht aus verknaulten Polymerstrangen (physikalisches Gel) [Str96], die sich
wahrend der Kristallisation parallel der Wachstumsrichtung ,eindimensionaler” Kristallstengel
ausrichten. Ausgehend von einem initialen rhomboedrischen Keimkristall werden die
Wachstumsfronten —aufgefachert. Aus sterischen Grinden kommt es schlieBlich zu
Verzwillingung des makroskopischen Produkts. Der morphogenetische Effekt der Gelatinegel-
Matrix ist somit lediglich auf eine physikalische Wechselwirkung mit der anorganischen Phase
zurlckzufuhren. Allerdings wird dieser Effekt von den jeweiligen lokalen chemischen
Bedingungen in der Doppeldiffusionsanordnung Uberlagert. Zwar finden sich in dem gesamten
Gelkorper verzwillingte Mineralisationsprodukte, die feinere Ausgestaltung der Produkte ist
jedoch von dem Ort der Kristallisation innerhalb des Gelkorpers abhangig. Die Erscheinungsform
der makroskopischen Mineralisationsprodukte geht auf das Wechselspiel der lokalen chemischen
Verhaltnisse und der heterogenen Inkorporation des Kristallisationsmediums zurick.

Die beobachtete hantelahnliche Morphologie der Mineralisationsprodukte aus Gelatinegel ist
nicht spezifisch fur das untersuchte System [McC74, Fer96]. Offenbar ist eine hanteldhnliche
Morphologie eine generelle Erscheinungsform des Calcits in gelartigen Medien. Es erscheint
plausibel, daB die Morphogenese in derartigen Systemen ebenso auf die Inkorporation des
Kristallisationsmediums zurickzufuhren ist. Bei der Kristallisation von Fluorapatit in Gelatinegel
entstehen Aggregate, die auf den ersten Blick den Calcit-Produkten dhneln [Kni96, Bus03].
Allerdings wird die Kristallisation der Fluorapatit-Hanteln auf eine spezifische Wechselwirkung
der Kristallphase mit der Kollagen-Matrix zurlckgefihrt. Elektrische Felder in der polaren
Struktur des Komposits fuhren zu einem fraktalen WachstumsprozeB, so daB3 schlieBlich
hanteldhnliche Aggregate entstehen [Bus99]. Der Vergleich friher Wachstumsphasen der Calcit-
Produkte und der Fluorapatit-Aggregate  schlieBt jedoch einen  vergleichbaren
Kristallisationsmechanismus aus.

Kompartimenteffekt

Im Gegensatz zu Gelatinegel besteht poly-AAm aus kovalent gebundenen Monomeren
(chemisches Gel), die ein vergleichsweise rigides Netzwerk bilden. Innerhalb dieser
maschenartigen Netzwerkstruktur [RiGc78] bilden sich nahgeordnete CaCO;-Cluster, die zu
einem makroskopisch einkristallinen Aggregat verwachsen. Die rhomboedrische Form der
Subkristalle widerlegt eine chemische Wechselwirkung der Gelmatrix mit der anorganischen
Phase. Stattdessen stellt sich, aufgrund der eingeschrankten Konnektivitdt der physikalischen
Netzwerkstruktur, eine hohe effektive Ubersattigung in der Porenlésung ein. Der kritische
Keimradius ist deutlich herabgesetzt, so daB zahlreiche homogene Keime in den
Kompartimenten des poly-AAm entstehen. SchlieBlich kommt es zu heterogener Keimbildung
dieser vorgeformten Wachstumspakete auf dem wachsenden Aggregat.

Neben den spezifischen Uberséttigungsverhaltnissen diirfte die Mineralisation in poly-AAm auch
von einem ,formgebenden” Effekt der Porenstruktur gepragt sein: Die einzelnen Cluster
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entstehen in individuellen Kompartimenten des Netzwerks, ein weiteres Wachstum wird durch
das rigide Netzwerk unterdriickt. Diese vorgeformten Wachstumseinheiten sind in dem kovalent
vernetzten Polymer immobilisiert. In Kontakt mit der Oberflache eines wachsenden Aggregats ist
die Oberflachendiffusion zu energetisch ginstigen Halbkristallagen [Kos27] eingeschrankt. Statt
der rhomboedrischen Gleichgewichtsform entsteht ein oktaedrisches Aggregat.

Es ist bemerkenswert, daB die Morphologie der Produkte aus poly-AAm von dem Ort der
Kristallisation innerhalb des Gelkdérpers unabhdngig ist. Auch in deutlich abgewandelten
Versuchsanordnungen entstehen oktaedrische Aggregate (vgl. 6.2.6). Im Gegensatz zu den
Verhdltnissen in  Gelatinegel werden die lokalen chemischen Bedingungen von der
Wirkungsweise des Netzwerks dominiert.

7.1.2 Wirkungsweise funktioneller Gruppen

Neben den physikalischen Netzwerkeffekten wird die Materialabscheidung von funktionellen
Gruppen der Hydrogelmatrices beeinfluBt. Dabei ist der Effekt der rdumlichen Anordnung
funktioneller Sulfonatgruppen sowie die spezifische Wechselwirkung der Carboxylatgruppen mit
der Kristallphase zu diskutieren.

Anordnung funktioneller Gruppen

GemaB einem ,ionotropen Modell” [Gre84, Cal96] wird die Keimbildung in biologischen
Systemen durch die lokale Akkumulation ionischer funktioneller Gruppen innerhalb der
organischen Matrix begunstigt. Infolge elektrostatischer Wechselwirkungen nimmt die Dichte
positiver Ladungstrager bzw. die Ubersattigung in diesen Bereichen zu, so daB es zu bevorzugter
Keimbildung kommt [Man01]. Tatsachlich ist in poly-AAmM-AMPS-Copolymeren, die durch lokale
Akkumulation der funktionellen Sulfonat-Monomere gekennzeichnet sind (,Block”- und
. Cluster”-copolymerisiert), eine hdhere Keimdichte zu beobachten (vgl. 6.3.3).

Es konnte nachgewiesen werden, daB eine lokale Akkumulation der AMPS-Monomere zu
besonders effektiver Immobilisierung der Ca®*-Kationen und somit zu einem hoherem
Mineralisationsgrad fuhrt (vgl. 6.6). Allerdings gleichen sich die Mineralisationsprodukte aus
poly-AAm-AMPS-Copolymeren mit unterschiedlicher Netzwerktopographie. Der
Kristallisationsmechanismus wird durch die lokale Akkumulation der ionischen Funktionalitaten
nicht beeinfluBt. Sowohl die Mineralisationsprodukte aus ,statistisch” copolymerisierten
Hydrogelen als auch die Produkte aus ,Block”- und ,Cluster”-copolymerisierten Matrices
weisen deutliche Gemeinsamkeiten mit den oktaedrischen Aggregaten aus unfunktionalisiertem
poly-AAm auf. Der Aggregationsmechanismus in den poly-AAm-AMPS-Copolymeren ist durch
die veranderten Konzentrationsverhaltnisse in dem Gelkdrper nur geringfiigig modifiziert.
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Wirkungsweise der Carboxylatgruppen

Im Gegensatz zu der Mineralisation in poly-AAM-AMPS bewirkt die Funktionalisierung mit
Carboxylatgruppen eine drastische Verdanderung des Kristallisationsmechanismus (vgl. 6.5). In
einem poly-AAm-AC-Netzwerk bilden sich zunachst zahlreiche Vaterit-Partikel, die sich im
Verlauf der Doppeldiffusion in den thermodynamisch stabilen Calcit umwandeln.

Die intermedidre Stabilisierung des Vaterits kennzeichnet eine spezifische Wechselwirkung der
Carboxylatgruppen mit der Kristallphase. Offenbar wird die metastabile Phase zunachst kinetisch
stabilisiert: Da das Loslichkeitsprodukt des Calcits (pK, =-8,42) deutlich geringer ist als die
Loslichkeit des Vaterits (pK,=-7,60) [Hol95], ist bei gegebener Konzentration einer
Elektrolytlésung das Ubersattigungsniveau des Calcits hoher als der entsprechende Wert der
metastabilen Phase. Im thermodynamischen Gleichgewicht wiirde es schlieBlich zu Kristallisation
von Calcit kommen. Die polymorphe Selektivitdt kann jedoch durch kinetische Faktoren
beeinfluBt werden. Da die freie Enthalpie der Keimbildung eine Funktion der
Grenzflachenenergie der Kristallphase ist [Kle90], kdnnen Grenzflacheneffekte die Keimbildung
einer thermodynamisch metastabilen Modifikation begtnstigen.

In der Biomineralisation wird vielfach die Kristallisation der metastabilen CaCO;-Modifikationen
Aragonit und Vaterit beobachtet [Low75, Wei84]. Bei derartigen Prozessen kommt den
Carboxylatgruppen der organischen Matrix eine prominente Funktion zu. S. Mann beschreibt als
ein grundsatzliches Konzept der Biomineralisation die molekulare Oberflachenerkennung
(,interfacial molecular recognition”) als eine Grenzflachen-Wechselwirkung ionischer
funktioneller Gruppen mit der anorganischen Phase [Man96]. Offenbar wird die
Grenzflachenenergie des Vaterits durch die Carboxylatgruppen in dem Copolymer-Netzwerk
herabgesetzt. Die funktionellen Gruppen wirken als Keimbildungszentren, so daf3 zahlreiche
feinkristalline Prazipitate entstehen und zu einer , nebelartigen” Tribung des Gelkérpers fuhren.
Die regellos in dem Copolymer-Netzwerk angeordneten Acrylat-Monomere ermdéglichen jedoch
lediglich die intermediare Stabilisierung der metastabilen Phase. Bei fortschreitender
Doppeldiffusion steigt die Ubersattigung in  dem Gelkérper und die kinetischen
Grenzflacheneffekte treten in den Hintergrund. SchlieBlich ,kippt” das System in den
thermodynamisch stabilen Zustand.

Die Untersuchungen belegen, daB die Keimbildung in Carboxylat-funktionalisierten
Copolymeren durch einen Proze3 der molekularen Oberflachenerkennung [Man96] bestimmt ist,
das Kristallwachstum ist jedoch von dem Kristallisationsmedium unbeeinflu3t. In dieser Hinsicht
sind die Kristallisationsmechanismen in Gelatinegel und poly-AAm-AC komplementdr: Die
Keimbildung in Gelatinegel entspricht den thermodynamischen Gleichgewichtsbedingungen,
das Kristallwachstum wird durch die Verwachsung der organischen Phase mit der Kristallphase
beeinfluBt. Obwohl die physikalische Netzwerkstruktur des poly-AAmM-AC und des
unfunktionalisierten poly-AAm dhnlich ist, tritt der physikalische Netzwerkeffekt bei der
Mineralisation in poly-AAm-AC nicht in Erscheinung. Die Aggregation der oktaedrischen
Produkte in poly-AAm setzt die Bildung vorgeformter rhomboedrischer Keimkristalle voraus. In
poly-AAm-AC bilden sich zunachst spharische Vaterit-Kristalle, so da ein grundsatzlich
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abweichender Kristallisationsmechanismus wirksam ist. Im Verlauf der spat einsetzenden
spharolithischen Kristallisation wird die organische Matrix volumenkonform und homogen in die
makroskopischen Mineralisationsprodukte inkorporiert. Eine Wechselwirkung der wachsenden
Kristallphase mit der organischen Matrix ist nicht zu beobachten.

Vergleich der Wirkungsweise von Sulfonat- und Carboxylatgruppen

Wie der Vergleich der Mineralisation in poly-AAmM-AMPS und poly-AAm-AC nahelegt, wird die
Grenzflachenenergie erster Keime nicht durch das schlichte Vorliegen negativer Ladungstrager in
dem Netzwerk herabgesetzt. Die stark polaren Sulfonatgruppen bewirken lediglich eine
Modifikation der lokalen Ubersattigungsverhaltnisse, der Kristallisationsmechanismus entspricht
jedoch den Verhaltnissen des unfunktionalisierten poly-AAm. Demgegeniber wechselwirken die
Carboxylatgruppen spezifisch mit der abgeschiedenen Kristallphase. Heywood et al. erklaren die
Wirkungsweise von Carboxylatgruppen auf die Kristallisation von CaCO; durch die
stereochemische Ahnlichkeit der Carbonationen und der Carboxylatgruppen [Hey00]. Sowohl
Sulfonat- als auch Carboxylatgruppen in dem Copolymer-Netzwerk fihren zu einer
Anreicherung von Ca?*. Carboxylatgruppen in Nachbarschaft von Ca?*-Kationen stellen jedoch
bereits ein erstes Motiv des kristallisierenden CaCO; dar. Dadurch kann die Keimbildungsarbeit
reduziert werden und die kinetisch begunstigte Kristallisation von Vaterit erfolgen.

Neben diesem stereochemischen Effekt wird die Kristallisation durch unterschiedliche Affinitaten
des Ca®* zu Sulfonat- bzw. Carboxylatgruppen gepragt [Add92]: Um ein Kristallgitter
aufzubauen, mussen sich die jeweiligen Gitterbausteine (Ca** und CO;*) in einer
dreidimensionalen Struktur organisieren. Dies setzt eine gewisse Mobilitat der Kationen voraus.
Die starke Bindung der Ca?*-Kationen an die Sulfonatgruppen steht dieser raumlichen
Organisation entgegen, so daB es lediglich zu einer ungeordneten Akkumulation der Kationen in
Nachbarschaft der funktionellen Gruppen kommt. Demgegentber ist die Affinitat des Ca** zu
Carboxylatgruppen deutlich geringer, so daB3 sich die akkumulierten Ladungstrdager in einem
CaCO;-Kristallgitter organisieren koénnen. Generell ist der Effekt auf die Kristallisation fur
Funktionalitaten mit hoher Bindungskapazitdt und geringer Affinitdt besonders ausgepragt
[Man01]. Dies erméglicht sowohl eine Akkumulation der Gitterbausteine als auch die
Ausbildung eines dreidimensional-periodischen Kristallgitters.

Nicht-kollagene Proteine

Aspartat-haltigen  Matrixmolekilen wird eine zentrale Bedeutung bei natirlichen
Biomineralisationsprozessen zugeschrieben [Low89, Add92]. Es sind daher zahlreiche
Mineralisationsversuche mit poly-L-Asp als biologische Modellsubstanz dokumentiert [Sch71,
Kuh94, Sim95, Bos96]. Falini et al. beschreiben die polymorphe Selektivitat von CaCO; in
Abhdngigkeit von der Additiv-Konzentration in einem Gelatine-Xerogel [Fal00]. In der
Umgebung des poly-L-Asp stellt sich eine hohe Ubersattigung ein, so daB sich Keime des leicht
|6slichen Vaterits bilden kénnen. Neben diesem thermodynamischen Effekt werden auch
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kinetische Einflisse auf die Prazipitation der metastabilen Phase diskutiert: Poly-L-Asp bildet in
waBrigen Losungen in Gegenwart von Ca®*-Kationen eine pB-Faltblattstruktur, die ein
zweidimensionales Templat der biomimetischen Kristallisation darstellt [Man93]. Die strukturelle
Verwandtschaft der (lokal) zweidimensional-periodischen B-Faltblattstruktur und dem
Kristallgitter des Vaterits erniedrigt die Grenzflachenenergie der metastabilen Phase und
begunstigt somit die Kristallisation [Fal98].

Wahrend sich Vaterit in einem Carboxylat-funktionalisiertem Copolymer im Verlauf der
Doppeldiffusion in Calcit umwandelt, wird die metastabile Phase in Gegenwart des Additivs
permanent stabilisiert. Die statistisch in dem Copolymernetzwerk verteilten Carboxylatgruppen
beginstigen die Keimbildung des Vaterits, die Umwandlung in Calcit wird jedoch nicht
unterbunden. Die stabilisierende Wirkung des poly-L-Asp scheint hingegen auf die Ausdehnung
des Molekdls zurickzufuhren zu sein. Als Bestandteil der Porenlésung kann das Additiv die
gebildeten Vaterit-Partikel umschlingen und somit die Oberflache des Vaterits passivieren. Da die
Phasenumwandlung von Calcit zu Vaterit von der Oberflache der metastabilen Phase ausgeht
[Kit01], wird auf diese Weise der Phasenlbergang effektiv inhibiert. Demnach ist die
Wirkungsweise des poly-L-Asp ambivalent: Auf der einen Seite beginstigen die
Carboxylatgruppen die Keimbildung des Vaterits (Nukleator), auf der anderen Seite wird die
Phasenumwandlung zu Calcit durch die in der Porenlésung mobilen Polymerstrange
unterbunden (Inhibitor).

7.1.3 Kiristallisationsmechanismen

Obwohl die Rahmenbedingungen der Mineralisationsexperimente in den untersuchten
Hydrogelen identisch sind, entstehen deutlich unterschiedliche Produkte. Es k&énnen drei
spezifische Kristallisationsmechanismen in den jeweiligen Gelsystemen (Abbildung 7-2) sowie die
Agglomeration spharischer Vaterit-Partikel in Anwesenheit von poly-L-Aspartat unterschieden
werden.

d)

&

Abbildung 7-2: Schematische Darstellung der Kristallisationsmechanismen in Gelatinegel (a), unfunktionalisiertem
poly-Acrylamid (b) und Carboxylat-funktionalisiertem Copolymer (c).
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Lagenweises Wachstum

Die Kristallisation in Gelatinegel entspricht den klassischen Vorstellungen des Kristallwachstums
[Bur51]: Atomare Bausteine diffundieren zu energetisch gunstigen Positionen auf der
wachsenden Kristallflache [Kos27], ein lagenweises Flachenwachstum dominiert. Dies ist der
haufigste Kristallisationsmechanismus in der unbelebten Natur [R6s91]. Haufig entstehen
idiomorphe, polyedrische Kristalle.

Die heterogene Verwachsung der Kristallphase mit den organischen Polymerstrangen fuhrt
lediglich zu einer passiven Veranderung der makroskopischen Morphologie, der
Kristallisationsmechanismus ist von der Inkorporation nicht beeinfluBt. In Abbildung 7-2a ist der
Kristallisationsmechanismus des CaCO; in einem Gelatinegel schematisch dargestellt:
Ausgehend von den ,Flachen” eines rhomboedrischen Keimkristalls wachsen aufgefdcherte
Bereiche, die sich im Verlauf des Kristallwachstums jeweils paarweise zu einem verzwillingten
Makrokristall orientieren. Die Drillingsstruktur ist noch nicht im Keimkristall angelegt, sondern
erfolgt im Verlauf des Kristallwachstums.

Aggregation

Der Kristallisationsmechanismus in poly-AAm beruht auf der simultanen Aggregation
vorgeformter ~ Wachstumseinheiten und dem  Flachenwachstum dieser Cluster zu
rhomboedrischen  Subkristallen  [Gra03a]. In  der schematischen Darstellung des
Aggregationsmechanismus  (Abbildung 7-2b) geht das Kristallwachstum von einem
rhomboedrischen Keimkristall aus. Durch Anlagerung rhomboedrischer Wachstumspakete auf
den Flachen des Keimkristalls entsteht ein (pseudo-)oktaedrisches Aggregat.

In der Literatur ist ein derartiges Aggregationsmodell bisher nicht postuliert. Allerdings
beschreiben auch Dominguez Bella und Garcia-Ruiz vergleichbare Phanomene bei der
Kristallisation von Calcit in Silicagelen bei hohen pH-Werten [Dom86]. Die beobachtete ,sheaf
of the wheat”-Morphologie wird auf die Aggregation einzelner Rhomboeder entlang der
c-Achse des Calcits zurtickgefthrt. J. Banfield et al. beschreiben eine Aggregations-basierte
Selbstorganisation nanoskaliger Partikel bei der Mineralisation von Eisenhydroxid [Ban00]. Dabei
kommt es zu orientierter Verwachsung diskreter, vorgeformter Untereinheiten. Vergleichbare
Phanomene werden zu Beginn der hydrothermalen Kristallisation von ZnS beobachtet [Hua03].
Bei der Bildung von TiO,-Nanokristallen ist eine parallele Ausrichtung durch Rotation
individueller Partikel zu beobachten. Mit hochauflésender Transmissionselektronenmikroskopie
kann die Einregelung der Partikel-Netzebenen abgebildet werden [Ali00, Zha02]. Die
Morphogenese von CaCO; in Anwesenheit polymerer Additive wird auf die Akkumulation der
Fehlorientierung aggregierter Wachstumseinheiten zurtckgefihrt [C6l01]. H. Coélfen und S.
Mann beschreiben die Aggregation vorgeformter Bausteine als ein grundsatzliches Prinzip, das
mit den klassischen Mechanismen des Kristallwachstums konkurriert [Col03]. Offensichtlich
werden Kristallisationsmodelle, die auf der Aggregation nanoskaliger Wachstumspakete
beruhen, die klassischen Vorstellungen des lagenweisen Kristallwachstums erganzen. In dieser
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Hinsicht ist die Kristallisation der oktaedrischen Mineralisationsprodukte aus poly-AAm ein
anschauliches Beispiel der Aggregations-basierten Kristallisation.

Sphérolithische Kristallisation

Die modifizierten Ubersattigungsverhéltnisse in poly-AAm-AC fiihren zu schneller Kristallisation
groBer spharolithischer Kérper (Abbildung 7-2¢). Spharolithische Kristallisation ist ein haufig
beobachteter Mechanismus, der in Ubersattigten Systemen ein raumgreifendes Kristallwachstum
ermdglicht [Sea61, Add92]. Bei der Mineralisation von Vogeleiern mufB3 innerhalb weniger
Stunden neues Schalenmaterial entstehen, so dal3 spharolithische Kristallisation erfolgt [Sil86].

Dabei mufB3 die Aktivierungsenergie zur Bildung eines geordneten Keims nicht aufgebracht
werden. Die Oberflachenenergie eines hydratisierten, ungeordneten Keims ist relativ gering,
allerdings ist ebenso der Beitrag der freiwerdenden Gitterenergie reduziert [Man01]. Ausgehend
von dem ungeordneten Keim wachsen , eindimensionale” Kristallfasern radialsymmetrisch in alle
Raumrichtungen [Sea61]. Die Wachstumsrichtung der Mineralisationsprodukte aus
poly-AAm-AC verlauft langs der kristallographischen c-Achse des Calcits. Dies entspricht der
bevorzugten Orientierung bei der Mineralisation von Eierschalen.

Die Mineralisationsprodukte aus Gelatinegel weisen ebenso wie Spharolithe ein radialstrahliges
Gefige auf. Allerdings ist die Kristallphase nicht radialsymmetrisch orientiert, im
Polarisationsmikroskop ist eine bereichsweise Ausléschung zu beobachten. Es handelt sich daher
nicht um einen spharolithischen Kristallisationsmechanismus.

Agglomeration

In Gegenwart von poly-L-Aspartat agglomerieren in Gelatinegel und poly-AAm spharische
Primarpartikel zu makroskopischen Koérpern. Die kollomorphe Form der Agglomerate weist
Ahnlichkeiten mit Mineralen auf, die aus einer gelartigen Vorlauferphase kristallisiert sind. Der
Kristallisation von Malachit oder des glaskopfartig erstarrten Hamatits geht die Fallungsreaktion
einer amorphen Phase voraus [R6s91]. Es ist durchaus vorstellbar, daB die Vaterit-Agglomerate
ebenso aus amorphem CaCO; hervorgehen. Kuhn et al. beschreiben die initiale Bildung
amorphen Calciumcarbonats (ACC) in alkalischen Lésungen bei hoher Ubersattigung [Kuh94].
Dabei kommt es innerhalb weniger Sekunden zu Rekristallisation kollomorpher Vaterit-
Agglomerate.
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7.2 Riickschlisse auf die Biomineralisation

Nattrliche Biomineralisationsprozesse werden maBgeblich von der Wechselwirkung einer
gelartigen, organischen Matrix mit der abgeschiedenen Kristallphase gepragt [Low89, Add92].
Die Ergebnisse der Mineralisationsversuche in den unterschiedlichen Hydrogelmatrices belegen
den deutlichen EinfluB der biomimetischen Modellsubstanz auf die Materialabscheidung. Von
dem  Vergleich der Mineralisation in den  Modellsystemen  mit  natdrlichen
Biomineralisationsprozessen sind daher wertvolle Ruckschlisse auf allgemeine Prinzipien der
Biomineralisation zu erwarten.

7.2.1 Gelatinegel

Fur reine Kollagenmatrices konnte zumindest keine starke spezifische Wechselwirkung der
biogenen Matrix mit dem mineralisierenden Produkt festgestellt werden. Diese Beobachtung
deutet darauf hin, daB die Fibrillenstruktur des Proteins zunachst einmal nur ein
Reaktionsvolumen vorgibt, in dem sich ein unspezifisches chemisches Milieu einstellt. Unter
analogen physiko-chemischen Bedingungen kénnen auch in anderen (anorganischen)
Mineralisationsmedien vergleichbare Produkte entstehen [McC74, Fer96].

Allerdings weisen das radialstrahlig-stengelige Geflige sowie die dreizahlige Symmetrie der
Mineralisationsprodukte bemerkenswerte Analogien zu Biomineralen auf. Die in dem
Gleichgewichtsorgan von Saugetieren mineralisierten Otokonien [Man83, Lin00] dhneln den
Mineralisationsprodukten aus Gelatinegel (Abbildung 7-3). Nach selektiver Loésung der
Kristallphase mit verdinnter HCI verbleibt ein organisches Negativ [Lim84], das dem organischen
Ruckstand nach Komplexierung der biomimetischen Mineralisationsprodukte mit EDTA-L&sung
entspricht (vgl. 6.1.2). Diese Ahnlichkeit weist darauf hin, daB auch Biomineralisationsprozesse
lediglich Folge eines unspezifischen chemischen Milieus sein kénnen. Maoglicherweise ist die
Entstehung einiger Biominerale unspektakuldrer als gemeinhin angenommen. In derartigen
Fallen wirde die organische Matrix genau die Verhaltnisse einstellen wie sie (zuféllig) auch in
rein anorganischen Systemen maoglich sind.

Abbildung 7-3: Calcit-Kristalle (Otokonien) aus dem
menschlichen Innenohr (aus [Man01]).
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7.2.2 poly-Acrylamid

Die aus poly-Acrylamid isolierten Calcit-Aggregate lassen deutliche Analogien zum Aufbau
naturlicher Biomineralisationsprodukte erkennen: Vergleichbar den oktaedrischen Aggregaten
weisen Seeigel-Stachel eine einkristalline Mosaikstruktur auf [Tsi93]. Das biologische
Kompositmaterial besteht aus etwa 200 nm groBen Kristalliten, die koharenten Bldécke sind um
0,13° gegeneinander verkippt [Wei00]. Analog den Verhaltnissen der oktaedrischen
Mineralisationsprodukte befindet sich die organische Matrix zwischen den einzelnen Blécken.
Auch in menschlichen Knochen [Wei99] und in der Perimuttschicht von Muscheln [Sar95] sind
kristalline Bausteine geordnet mit einer organischen Matrix verwachsen (Abbildung 7-4).

Abbildung 7-4: Schematische Gegenlberstellung der Anordnung von Aragonit-Plattchen in der extrazelluldren
Matrix des Perlmutts (nach [Sar95]) (a) und der Calcit-Subkristalle der Oktaeder aus poly-Acrylamid (b).

Wahrend sich die oktaedrischen Aggregate aus rhomboedrischen Calcit-Untereinheiten
zusammensetzen, besteht Perlmutt aus Aragonit-Plattchen. In der Regel weist das
orthorhombische Aragonit einen nadeligen Habitus langs der c-Achse auf [R6s91]. Die
zweidimensional-periodische Anordnung saurer Makromoleklle begunstigt jedoch die Bildung
plattchenférmiger Kristalle. Die einzelnen Aragonit-Kristalle sind von einer organischen Hulle
eingefaBt. Innerhalb der Kristalle sind keine organischen Bestandteile nachweisbar. Die Dicke der
Plattchen wird durch organische Membranen in einem Abstand von etwa 500 nm vorgegeben
[Wat65]. Diese organischen Membrane bestehen aus Seiden-ahnlichen Proteinen, die eine
antiparallele B-Faltblattstruktur aufweisen. Levi-Kalismann et al. gehen jedoch davon aus, daB
sich diese Struktur erst im Verlauf der Mineralisation ausbildet, vor der Mineralisation liegt die
organische Matrix als gequollene Gelphase vor [LevO1]. In Gastropodenschalen wird die
Kristallisation in aufeinanderfolgenden Lagen durch , Mineralbriicken” generiert [Sch97]. Dabei
wachsen die Aragonit-Plattchen durch Nanoporen der organischen Membran und bewirken so
die orientierte Keimbildung in einer neuen Lage.

Die strukturellen Ahnlichkeiten der synthetischen Calcit-Oktaeder und der Perlmuttschicht
kennzeichnen vergleichbare Mechanismen der Genese. Die Aggregation der oktaedrischen
Produkte wird maBgeblich durch die physikalische Netzwerkstruktur des Reaktionsmediums
beeinflut. Es ist daher zu Uberlegen, inwieweit nicht auch die Morphogenese komplexer
Biominerale durch die rein physikalische Struktur extrazellularer Matrices mitbestimmt wird.

Allerdings geht die initiale Keimbildung der Aragonit-Plattchen des Perlmutts, im Gegensatz zu
der  Mineralisation in  poly-AAm, auf einen  Mechanismus der  molekularen
Oberflachenerkennung zuriick [Man96]. Das weitere Wachstum der einzelnen Aragonit-Kristalle
kann jedoch, vergleichbar den Verhadltnissen in poly-AAm, durch die physikalische Struktur der
gelartigen extrazelluldaren Matrix beeinfluBt werden: Analog den oktaedrischen Aggregaten
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kristallisieren die einzelnen Plattchen in separaten Kompartimenten. Die kohéarent streuenden
(XRD) Untereinheiten der Oktaeder scheinen ebenso wie die Aragonit-Plattchen keine
inkorporierten Matrix-Bestandteile zu enthalten. Méglicherweise ist auch der , Mineralbriicken”-
Mechanismus der Perlmutt-Genese auf die heterogene Nukleation vorgeformter Cluster
zurckzufthren. Demnach ware dieser Mechanismus als ein Poly-NukleationsprozeB anzusehen,
die Mineralbriicken wurden die orientierte Verwachsung der Bausteine aktivieren. Vergleichbar
der Oktaedergenese wird die extrazelluldare Matrix wahrend des Plattchen-Wachstums
zusammengeschoben, so daB sie sich, ausgehend von dem gequollenen Gelzustand, in der B-
Faltblattstruktur organisieren kann.

Die Analogiebeziehungen der Kristallisation in dem synthetischen Netzwerk und der
Biomineralisation von Perlmutt weisen auf einen Effekt der Netzwerkstruktur der extrazellularen
Matrix hin. Die polymorphe Selektivitat (Aragonit) ist hingegen ein deutlicher Hinweis auf eine
molekular-chemische Wechselwirkung der organischen Phase und der Kristallphase. Demnach
kdnnen Biomineralisationsprozesse von kooperativen Effekten der Netzwerkstruktur auf der
einen Seite und saurer Makromolekile auf der anderen Seite gepragt sein.

7.2.3 Sulfonat-funktionalisierte Copolymere

Stark polare funktionelle Gruppen in einem poly-AAm-Netzwerk flhren nicht notwendigerweise
zu grundsatzlicher Variation der Mineralisation in dem untersuchten Modellsystem. Dies wirft die
Frage auf, inwieweit das schlichte Vorhandensein einer negativen Ladungsdichte, gemalB dem
ionotropen Keimbildungsmodell [Gre84, Cal96], fir die Biomineralisation wesentlich ist.
Allerdings zeichnen sich zahlreiche Biomineralisationsprozesse durch ein hohes MaB3 an
morphogenetischer Kontrolle aus [Low89]. Durch unterschiedlichen Gehalt an Sulfonatgruppen
lassen sich in dem Copolymer die Formenauspragungen der Mineralisationsprodukte steuern. Es
erscheint plausibel, daB auch in biologischen Systemen funktionelle Gruppen die lokalen
Verhaltnisse des Kristallwachstums einstellen. Die Keimbildung kann demgegentber durch
andere funktionelle Gruppen beeinfluBt werden.

7.2.4 Carboxylat-funktionalisierte Copolymere

Vergleichbar den Verhaltnissen in Carboxylat-funktionalisiertem poly-Acrylamid wird fir einige
Biomineralisationsprozesse die intermedidre Stabilisierung einer metastabilen Phase beschrieben
[Low75]. Bei der Ausheilung von Defekten in Muschelschalen stellt der leicht |6sliche Vaterit ein
Reservoir fir die Mineralisation der thermodynamisch stabilen Modifikation dar [Wil63].

Das sphérolithische Geflige der makroskopischen Mineralisationsprodukte weist Ahnlichkeiten
mit der Calcit-Schale von Vogeleiern auf. Die Keimbildung des biologischen Materials erfolgt in
einer Membran aus Keratin-ahnlichen Proteinen. Wie in Abbildung 7-5 dargestellt, geht die
Kristallisation von zahlreichen Keimbildungszentren aus. Im Verlauf des Kristallwachstums
berthren sich die wachsenden Spharolithe. Das weitere Dickenwachstum der Eierschale erfolgt
entlang der kristallographischen c-Achse. Das spharolithische Wachstum wird von der
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schwammartigen  Matrix nicht beeinfluBt. Allerdings fuhrt die Inkorporation des
Kristallisationsmediums zu hervorragenden mechanischen Eigenschaften des biologischen
Komposits [Sil86]. Auch in poly-AAm-AC geht die Kristallisation der makroskopischen
Mineralisationsprodukte von einem zentralen Ort der Keimbildung aus. Das Hydrogelmedium
hat keinen EinfluB auf das weitere spharolithische Wachstum. Der chonchoidale Bruch der
Calcit-Kugeln belegt die verbesserten mechanischen Eigenschaften gegeniber einem rein
anorganischen Calcit-Spaltrhomboeder.

Epithelial cells

Calcite

Spongy
crystals

matrix

Abbildung 7-5: Mineralisation von Eierschalen:
\j Die Pfeile markieren die c-Achse des Calcits
(aus[Man01]).

Fibrous membranes

7.2.5 Hydrogele mit Additiven

Eine wesentliche Herausforderung natdrlicher Biomineralisationsprozesse ist es, ungewinschte
Kristallisation in einem Organismus zu verhindern. Ohne diese inhibierende Wirkung organischer
Additive wirde der Mensch innerhalb kurzer Zeit zu einer ,,Salzsaule” aus Ca-Phosphat erstarren
[Low89]. Ebenso verhindern geléste Makromolekile in den Poren der extrazelluldren Matrix die
Umwandlung metastabiler Phasen in den thermodynamischen Gleichgewichtszustand. Durch ein
komplexes Wechselspiel geldster sowie immobilisierter Matrixmolekile kénnen einige Insekten
sogar amorphes CaCO; (ACC) stabilisieren [GI601]. Vor diesem Hintergrund ist die
Wirkungsweise des poly-L-Asp biologischen Prozessen vergleichbar.

Es ist jedoch vielfach nicht hinreichend verstanden, aus welchem Grund naturliche Organismen
groBe (energetische) Anstrengungen aufbringen, um metastabile Phasen zu mineralisieren: Es
hat sich gezeigt, daB3 die Netzwerkeffekte des Gelatinegels und des poly-AAm durch die
Kristallisation des Vaterits auBer Kraft gesetzt werden kénnen. Da sowohl die hantelahnlichen
Produkte als auch die Oktaeder des poly-AAm auf einen rhomboedrischen Keimkristall
zurlckgehen, wird durch die Bildung spharischer Vaterit-Partikel der jeweilige
Kristallisationsmechanismus der reinen Netzwerke umgangen (Abbildung 7-6). Vergleichbare
Effekte sind auch fur naturliche Biomineralisationsprozesse vorstellbar: Durch lokale polymorphe
Selektivitat kann die Morphogenese der Biominerale gesteuert werden. Es erscheint energetisch
vorteilhafter, modifikationsselektive Additive auszuschltten, statt die gesamte physikalische
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Netzwerkstruktur der organischen Matrix zu reorganisieren. Auf diese Weise kann der
Kristallisationsmechanismus im Wechselspiel geléster Makromolekile und der physikalischen
Matrixstruktur eingestellt werden.

a)

b) poly-AAm + poly-L-Asp

Abbildung 7-6: Schematische  Darstellung  der  Abhangigkeit  des
Kristallisationsmechanismus ~ von  der Art der aggregierenden  bzw.
agglomerierenden Untereinheiten: a) unfunktionalisiertes poly-AAm, b) poly-AAm
mit poly-L-Asp

7.2.6 Stufen der Biomineralisation

Biomineralisationsprozesse basieren auf komplexen Wechselwirkungen zahlreicher Parameter.
Da derartige Prozesse in ihrer Gesamtheit nicht nachzuvollziehen sind, postuliert S. Mann vier
generelle Konzepte der Biomineralisation [Man96] (vgl. 2.4). Um die Relevanz der untersuchten
Modellsysteme fur die Biomineralisation herauszustellen, sollen die Mineralisationsversuche
diesen grundsatzlichen Konzepten zugeordnet werden (Abbildung 7-7).
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Abbildung 7-7: Vergleich der Mineralisationsversuche in Hydrogelmatrices mit den vier Konzepten der

Biomineralisation.
Bei der Mineralisation von Knochen [Mil84] und Muschelschalen [Wei84] unterscheidet man
zwei Klassen der Makromolekdile: unlésliche Gertstmolektle und |6sliche, saure Makromolekdle.
Das Netzwerk (Ruckgrat) der untersuchten Gelsysteme ist den Gerlstmakromolekilen
vergleichbar. In diesem Sinne gewahrleisten die untersuchten Gelnetzwerke eine
supramolekulare Vororganisation. Die ionischen funktionellen Gruppen der Sulfonat- sowie der
Carboxylat-funktionalisierten Copolymere entsprechen den sauren Makromolektlen. Da jedoch
in einem poly-AAM-AMPS-Netzwerk keine spezifischen Wechselwirkungen der funktionellen
Gruppen mit der Kristallphase nachzuweisen sind, ist das Konzept der molekularen
Oberflachenerkennung lediglich in den poly-AAm-AC-Hydrogelen erfullt.

Durch orientierte Verwachsung der organischen Matrix mit dem abgeschiedenen Biomineral
kann in der Natur eine vektorielle Regulierung der Materialabscheidung erfolgen. Ein
vergleichbarer Mechanismus ist bei der Mineralisation der hanteldhnlichen Produkte in
Gelatinegel zu beobachten. Demgegentber wird in einer Carboxylat-funktionalisierten Matrix
das Kristallwachstum nicht von der Gelmatrix beeinfluBt. In poly-AAm und dem Sulfonat-
funktionalisiertem Copolymer wird die Bildung vorgeformter Wachstumseinheiten durch die
physikalische Netzwerkstruktur bestimmt. In dieser Hinsicht ist das Konzept der vektoriellen
Regulierung erfullt. Dies ist allerdings dadurch eingeschrankt, daB die vorgeformten Cluster
nicht gerichtet (vektoriell) wachsen.

Die Aggregation in poly-AAm und poly-AAM-AMPS entspricht deutlich dem Konzept der
mesoskopischen Strukturierung (zellulare Konstruktion). Individuelle Untereinheiten sind zu einer
héher organisierten Uberstruktur zusammengefiigt. Auf einem vergleichbaren Prinzip beruhen
die herausragenden mechanischen Eigenschaften zahlreicher Muschelschalen sowie des
menschlichen Knochens [Cal96].
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8. Zusammenfassung

In Analogie zu natlrlichen Proteingerlsten wurden poly-Acrylamid-Hydrogele mit polaren
funktionellen Gruppen modifiziert, die in der Biomineralisation eine wichtige Rolle spielen. Durch
gezielte Variation der Synthesebedingungen ist es mdglich, Art, Gehalt und raumliche
Anordnung der ionischen Funktionalitaten in den Copolymernetzwerken einzustellen. Die
Hydrogele wurden in einer Doppeldiffusionsanordnung zur Mineralisation von CaCO; eingesetzt
und die Ergebnisse mit Gelatinegel als naturlichem Reaktionsmedium verglichen.

Entgegen der urspringlichen Erwartungen konnten in Gelatinegel keine Hinweise auf
molekular-chemische ~ Wechselwirkungen  zwischen dem  Proteinnetzwerk und den
Mineralisationsprodukten nachgewiesen werden. Im Verlauf der Kristallisation wird die
organische Matrix lediglich passiv inkorporiert. Allerdings bewirkt die heterogene Verteilung in
den hantelahnlichen Kompositpartikeln die Auffacherung der Wachstumsfronten, so daB3 sich im
Verlauf des Kristallwachstums eine Zwillingsstruktur der makroskopischen Produkte ausbildet.
Der Netzwerkeffekt der organischen Matrix wird jedoch von dem lokalen chemischen Milieu in
dem Gelkorper Gberlagert. Die Ahnlichkeit der Produkte mit natirlichen Biomineralen weist
darauf hin, dal3 auch Biomineralisationsprozesse lediglich Folge eines unspezifischen chemischen
Milieus sein kénnen.

Deutliche  Analogien zu natlrlichen  Biomineralisationsprodukten — wurden bei der
Materialabscheidung in unfunktionalisierten poly-Acrylamid-Hydrogelen beobachtet. Die
oktaedrische Form der Mineralisationsprodukte ist untypisch ftr Calcit und kennzeichnet einen
spezifischen  Kristallisationsmechanismus.  Obwohl  die  Aggregate aus  zahlreichen
rhomboedrischen Calcit-Bausteinen zusammengeflgt sind, weisen die makroskopischen
Produkte eine gestdrte einkristalline  Struktur —auf. Das groBe Mosaik  der
Rontgenbeugungsmaxima ist auf die Fehlorientierung koharent streuender Bereiche
zurlckzufuhren. Basierend auf den Untersuchungsergebnissen wurde ein Aggregationsmodell
postuliert: Die simultane orientierte Verwachsung rhomboedrischer Untereinheiten sowie das
Flachenwachstum dieser Bausteine fuhrt zu der oktaedrischen Morphologie der Aggregate. Die
prinzipielle Analogie der Mineralisationsprodukte mit vielen Biomineralen richtet den Blick auf
die Frage, inwieweit alleine die physikalische Struktur extrazelluldrer Matrices eine wichtige Rolle
bei der Biomineralisation spielt.

Die Ergebnisse der Mineralisationsversuche in Sulfonat-funktionalisierten Hydrogelen
untermauern den dominanten Effekt der Netzwerkstruktur. Die stark polaren funktionellen
Gruppen modifizieren lediglich die Morphologie der Aggregate, fihren aber nicht zu einer
grundlegenden Veranderung der Nukleation und des Wachstumsmechanismus. Demgegenuber
zeigt sich in Carboxylat-funktionalisiertem poly-Acrylamid eine deutlich erhéhte Keimdichte und
eine intermedidre Stabilisierung von Vaterit. Dieser spezifische EinfluB der Carboxylatgruppen
auf die Keimbildung relativiert das oft fir Biomineralisationsvorgange postulierte ionotrope
Nukleationsmodell und unterstreicht die Notwendigkeit einer stereochemischen Verwandtschaft
zwischen den organischen Funktionalitaten und der entstehenden Kristallphase.
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Besonders deutlich wird die Bedeutung der Carboxylatgruppen bei der Mineralisation in
Gelmatrices, die mit poly-L-Aspartat versetzt wurden. Die Wirkungsweise des Gelatinegels sowie
der Kompartimenteffekt des poly-Acrylamid wird durch die Wechselwirkung des Additivs mit der
anorganischen Phase Uberkompensiert: Im Verlauf der Doppeldiffusion entstehen in den
untersuchten Hydrogelen Vaterit-Agglomerate, die permanent stabilisiert sind. Da die
Kristallisationsmechanismen der reinen Gelmatrices rhomboedrische Calcit-Keimkristalle
voraussetzen, werden die Netzwerkeffekte durch die Bildung spharischer Vaterit-Partikel auBer
Kraft — gesetzt.  Moglicherweise  beruht  auch  die  Morphogenese  naturlicher
Biomineralisationsprodukte auf einem Wechselspiel des physikalischen Netzwerkeffekts einer
extrazellularen Matrix und der Wirkungsweise modifikationsselektiver Makromolekdle.

In den unterschiedlichen Hydrogelmatrices sind, trotz einheitlicher Versuchsbedingungen, drei
grundsatzlich verschiedene Kristallisationsmechanismen des Calcits wirksam: In Gelatinegel
kommt es zu lagenweisem Wachstum, die oktaedrischen Produkte aus poly-Acrylamid gehen
auf die Aggregation vorgeformter Untereinheiten zurliick und in Carboxylat-funktionalisierten
Netzwerken entstehen spharolithische Kristalle. Diese Ergebnisse belegen auf anschauliche
Weise eine Wechselwirkung der organischen Matrix mit der anorganischen Phase. In nattrlichen
Systemen wird dieser Effekt durch komplexe genetische und zelluldre Prozesse gesteuert, die
sich in-vitro nicht simulieren lassen. Allerdings weisen die Analogien der Mineralisationsversuche
mit natdrlichen Biomineralisationsprozessen auf vergleichbare Prinzipien hin. Demzufolge
kdnnen die Mechanismen der Biomineralisation verhaltnismaBig trivial sein, allein die biologische
Reproduzierbarkeit der Materialabscheidung setzt ein hohes MaB an genetischer Steuerung
voraus.

Von einer weiterflhrenden Untersuchung der Mechanismen, die der Biomineralisation zugrunde
liegen, sind wesentliche Impulse fur eine biomimetische Materialsynthese zu erwarten. Wie die
spezifische Wechselwirkung der Carboxylatgruppen mit der Kristallphase nahelegt, sollten die
molekular-chemischen Effekte polarer funktioneller Gruppen im Mittelpunkt des Interesses
stehen. Flir ein besseres Gesamtverstandnis muB3 daher eine Brlcke zwischen der
~mesoskopischen” Wirkung gelartiger Medien und entsprechenden Vorgangen auf atomarer
Skala geschlagen werden. Die atomaren Mechanismen bei der Kristallisation von CaCO; in
Gegenwart verschiedener Additive werden in einem Partnerprojekt an der Universitat Mnster
untersucht [Set03]. Die Zusammenfihrung dieser beiden Sichtweisen 3Bt ein tiefgreifendes
Verstandnis der allgemeinen Prinzipien der Biomineralisation erwarten.
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9. summary

By analogy to natural protein networks poly-acrylamide hydrogels were modified with polar
functional groups, that are relevant for biomineralization processes. The copolymer synthesis is
modified in order to adjust the type, content and spatial arrangement of ionic functional groups
within the network. CaCO; particles are grown in these matrices using a counter-diffusion
arrangement. The results are compared to the mineralization in a natural reference medium of
gelatin hydrogel.

Although the microstructural analysis revealed a heterogeneous intergrowth of gelatin and
inorganic phases within the particles, the composite growth is rather a consequence of the local
chemical environment. The incorporated organic matrix, however, interacts with the crystal faces
of a rhombohedral nucleus. For steric reasons, the lamellar assembly of the organic and
inorganic material leads to twinning of the macroscopic products in the course of crystal
growth. The analogy of the dumbbell-shaped composite particles to some biominerals suggests
that biological crystallization may take place under comparable conditions.

The crystal aggregates isolated from unfunctionalized poly-acrylamide hydrogel show striking
similarities to natural biomineralization products. The octahedral morphology of the aggregates
is unexpected for calcite crystals. Although the aggregates consist of independent rhombohedral
calcite building blocks, the structure of the macroscopic products corresponds to distorted single
crystals. The large mosaic spread of the X-ray diffraction spots is a consequence of the
misalignment of coherent scattering domains within the macrocrystal structure. Based on the
results a specific aggregate growth model is proposed: The observed octahedral morphology is
attributed to the simultaneous oriented attachment of rhombohedral subunits and the layer-by-
layer growth of these building blocks. Because of the general analogy of the hydrogel-grown
aggregates with many biominerals the question arises, whether the physical structure of
extracellular matrices is important for biomineralization as well.

Experiments in copolymers containing sulfonate groups confirm the dominant effect of the
network structure for the mineralization within hydrogel matrices. The morphology of the
aggregates is just slightly altered by the highly polar functional groups. The aggregation-based
growth of the products corresponds to the mechanism observed for the mineralization in
unfunctionalized poly-acrylamide. On the other hand, the crystallization in matrices containing
carboxylate groups is fundamentally different. Within these hydrogels the density of nucleation
is increased and vaterite is intermediatly stabilized. This specific influence of the functional
groups on the crystallization of CaCO; extends the commonly proposed ionotropic model of
biomineral nucleation. Within the biomimetic model system the mineralization is highly affected
by the stereochemical matching of organic functional groups and the inorganic crystal phase.

The significance of the carboxylate groups for the mineralization of CaCOj; is emphasized by the
experimental results using hydrogels containing poly-L-aspartate. The addition of
poly-L-aspartate to the pore solution of either gelatin or poly-acrylamide hydrogel appears to
overcompensate the physical properties of the organic matrix, leading to permanently stabilized
vaterite agglomerates. Since the crystal growth mechanism in pure hydrogel matrices is based
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on rhombohedral calcite nuclei, the morphogenetic effect of the physical hydrogel structure is
suspended due to formation of spherical vaterite particles. Possibly, the interaction between the
network structure of extracellular matrices and the polymorph selective effect of organic
macromolecules is relevant for the morphogenesis in biological systems as well.

Three fundamentally different mechanisms of crystal growth are observed for the mineralization
in the matrices used: Corresponding to classical models of crystallization the products isolated
from gelatin hydrogel grow by a layer-by-layer mechanism, assembly of preformed building
blocks within unfunctionalized poly-acrylamide leads to octahedral aggregates and within
networks containing carboxylate groups spherolitic crystal growth is observed. These results
obviously prove extensive interactions between the organic matrix and the inorganic phase. In
natural systems these effects are adjusted by complex genetic and cellular processes, that are
not accessible for in-vitro methods. However, the analogies of the experiments with
biomineralization processes indicate comparable principles. Whereas the biological
reproducibility of biomineralization implies a high degree of genetic control, the underlying
mechanisms could be rather trivial.

It is expected that further investigations of the mechanisms of biomineralization will provide
fundamental stimuli for the field of biomimetic materials synthesis. As indicated by the specific
interactions of carboxylate groups and the evolving crystal phase, further research should focus
on the molecular-chemical influence of polar functional groups. To unravel the mechanisms of
biomineralization the described mesoscopic effects of the hydrogel matrices and the respective
processes at an atomar scale should be combined. The molecular-chemical mechanisms in the
course of CaCO; crystallization in aqueous solutions containing various organic additives are
studied within an associate project at the University of Minster [Set03]. The combination of
both approaches should provide an improved understanding of the general principles of
biomineralization.
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