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1. Einleitung und Aufgabenstellung

Die in der Natur hiufig vorkommenden Calciumcarbonate spielen vor allem im
Bereich der Biomineralien eine wichtige Rolle. In den letzten Jahren hat mit
dem amorphen Calciumcarbonat (ACC) neben den kristallinen Modifikationen
Calcit, Aragonit und Vaterit eine weitere Phase das Interesse der Forscher im
Bereich der Biomineralisation geweckt. Trotz seiner Instabilitit wurde es in
vielen Biomineralien, in denen es durch organische Substanzen stabilisiert wird,
nachgewiesen !'"*. Ziel der momentanen Forschung ist es, ACC im Labor ohne
Zusitze  herzustellen. In  dieser Arbeit wurde eine bestehende
Synthesevorschrift ! auf Reproduzierbarkeit iiberpriift und das ACC weiter
charakterisiert; vor allem mittels Festkorper-NMR-Spektroskopie, wodurch
geklart werden sollte, ob das ACC Hydrogencarbonat enthélt. Weiterhin wurden
die Stabilitdt und Umwandlung von ACC néher untersucht.

Zusitzlich wurde eine neue Synthese zur Herstellung von Calciumcarbonat-
Hexahydrat (Ikait) entwickelt. Ikait wurde bisher in keinem Biomineral
gefunden, da er unter Normalbedingungen eine instabile kristalline Phase ist, die
nur bei niedrigen Temperaturen stabil ist!'"'. Der in dieser Arbeit
synthetisierte Ikait wurde mit verschiedenen Analysemethoden charakterisiert;

erstmals wurden auch Festkorper-NMR-Untersuchungen am Ikait durchgefiihrt.

Der menschliche Knochen ist ein hochgradig strukturiertes Kompositmaterial
bestehend aus einer anorganischen Phase sowie einer organischen Phase "%,
Bisher gelingt es nur der Natur solche optimierten Komposite herzustellen. Es
ist also noch nicht gelungen ein Knochenersatzmaterial zu synthetisieren, das
die gleichen physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften wie
natiirlicher Knochen aufweist.

Ein Teil dieser Arbeit beschiftigte sich mit der Herstellung eines

Knochenersatzmaterials und daran vorgenommen Zelltests. In der Medizin gibt

es einen hohen Bedarf, Knochen zu ersetzen. Unter anderem werden Defekte im
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Knochen, z. B. durch Frakturen, Tumore oder durch das Entfernen von
infiziertem Knochengewebe hervorgerufen. Diese Defekte miissen mit einem
geeigneten Knochenersatzmaterial aufgefiillt werden, da ab einer bestimmten
GroBe des Defekts der natiirliche Heilungsprozess nicht mehr ausreicht, um den
Defektbereich mit natiirlichem Knochen zu stabilisieren. Ziel der Defektfiillung
ist es, wieder einen stabilen, vollig belastbaren Knochen zu erhalten. Aufgrund
der limitierten Menge und der Nachteile von natiirlichen Materialien gibt es ein
groBBes Interesse an synthetischen Knochenersatzmaterialien. Zu den Nachteilen
gehort bei korperfremden Implantaten (von Tieren, so genannte Xenografts) vor
allem die Gefahr von Infektionen. Diese Gefahr kann auch bei Materialien, die
von einem menschlichen Spender stammen (Allografts), nicht ausgeschlossen
werden. Implantate, die aus dem eigenen Korper gewonnen werden
(Autografts), sind nach wie vor der Standard fiir Knochenersatz, da sie eine
perfekte Biokompatibilitit besitzen und nicht die Gefahr von Infektionen mit

U729 In  dieser Arbeit wurden in Zusammenarbeit mit

sich bringen
Kooperationspartnern sowohl Osteoblasten- als auch Osteoklastentests zur
Uberpriifung der Biokompatibilitit und der Bioresorbierbarkeit des Materials
durchgefiihrt. Das Material besteht aus nanokristallinem Carbonatapatit und ist
somit in seiner chemischen Zusammensetzung dem natiirlichen Knochen sehr

dhnlich. Aufgrund der Nanokristallinitit soll das Material im Gegensatz zu

anderen kristallinen Biomaterialien eine bessere Resorbierbarkeit aufweisen.

Neben den gewiinschten Calcifikationen (z. B. Knochen und Zihne) gibt es auch
viele unerwiinschte Verkalkungen (z. B. Arteriosklerose, Nierensteine). Unter
Arteriosklerose versteht man Ablagerungen in arteriellen Blutgefden, die die
Ursache fiir eine Reihe von Krankheiten sein konnen (z. B. Herzinfarkt,
Schlaganfall). Die Ablagerungen, auch Plaques genannt, setzen sich aus
Calciumphosphat und organischen Substanzen, insbesondere Cholesterin,

zusammen 2. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von
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nanokristallinen Apatit-Phasen auf glatte Muskelzellen, die bei einer
Arteriosklerose eine entscheidende Rolle spielen, untersucht. Glatten
Muskelzellen wird eine schiitzende Wirkung zugeschrieben, da sie die Plaques
vor dem Abreilen schiitzen und somit eine mogliche Thrombose oder

Lungenembolie verhindern %,

Untersuchungen mit basischen
Calciumphosphaten (BCP) und Kristallen aus explantierten Plaques fithrten zum

Tod der glatten Muskelzellen.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Calciumcarbonat

2.1.1 Die beteiligten Ionen

Calcium (lat.: calx = Stein, Kalkstein) gehort zu den Erdalkalimetallen und hat
die Ordnungszahl 20. Der Ionenradius der zweiwertigen Calciumionen betriagt
100 pm. Es ist mit 3,6 Gew.-% das dritthdufigste Metall in der Erdkruste. Es
kommt in der Natur vor allem als Carbonat (Kalk), Sulfat (Gips), Phosphat
(Apatit) und Silikat (z. B. Wollastonit) vor. Calciumverbindungen spielen in der
Tier- und Pflanzenwelt eine wichtige Rolle; aus ihnen werden unter anderem
Knochen, Schalen und Gehduse aufgebaut. Sie sind zudem ein wichtiger
Wachstumsfaktor fiir Pflanzen. Das Knochengeriist eines erwachsenen
Menschen enthilt ungefihr 1,2 kg Calcium **.

Carbonate sind die Salze der Kohlensdure, einer mittelstarken Saure, die sich

aus wissriger Losung nicht isolieren ldsst. In wdssriger Losung steht die

Kohlensiure im Gleichgewicht mit hydratisiertem Kohlendioxid .

CO, + H,0 — H,CO; pKs=3,2

H,CO; + H,0 — H;0" + HCOy pKs=3,3 [1]
CO, + 2 H,0 — H;0" + HCO5y pKs=6,35

HCO; + H,0 — H;0" + CO5™ pKs=10,33

In Losungen von Carbonaten entsteht ein  pH-Wert-abhingiges
Konzentrationsverhiltnis vom Carbonat-Ion zum Hydrogencarbonat-Ion.

Carbonate sind meist schwer 16slich. Daneben gibt es die leichter 18slichen
Hydrogencarbonate, die das Ion HCOj3™ enthalten. Da es sich um basische Salze
handelt, werden die Carbonate von Sduren unter Bildung von CO, zersetzt.
Durch Erhitzen zerfallen die Carbonate zu den entsprechenden Metalloxiden
und CO,. Das CO;*-Ion mit einer delokalisierten 7-Bindung ist trigonal-planar

mit einem durchschnittlichen C-O-Bindungsabstand von 130 pm aufgebaut.
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Ebenfalls als Carbonate werden die Ester der Kohlensdure bezeichnet, mit der
allgemeinen Formel O=C(OR),, wobei R einen Alkyl- oder Aryl-Rest

angibt >+ >,

2.1.2 Calciumcarbonat und seine polymorphen Phasen

Calciumcarbonat ist in reinem Wasser ein schwerlOsliches Salz. In
kohlensdurehaltigem Wasser steigt die Loslichkeit jedoch um mehr als das
100fache an, da sich das folgende Gleichgewicht zum

Calciumhydrogencarbonat hin verschiebt:

CaC03 + CO, + H,O — Ca(HCO3)2 [2]

Beim Kochen oder Eindunsten einer Ca(HCO;),-Losung liegt das Gleichgewicht
aufgrund des Entweichens von CO, auf der linken Seite, so dass
Calciumcarbonat ausfillt. Hierauf beruhen sowohl die Abscheidung von
Kesselstein beim Erhitzen von calciumcarbonathaltigem Wasser als auch die
Bildung von Stalagmiten und Stalaktiten in Tropfsteinhohlen ).

Vom Calciumcarbonat gibt es fiinf kristalline und eine amorphe Form (ACC).
Die drei wasserfreien kristallinen Modifikationen unterscheiden sich nur in ihrer
Kristallstruktur. Zudem existieren noch zwei wasserhaltige Modifikationen, das
Calciumcarbonat-Monohydrat (Monohydrocalcit, MHC) CaCO;-H,O und das
Calciumcarbonat-Hexahydrat (Ikait) CaCO3-6 H,O. Eine Zusammenfassung der
kristallographischen und physikalischen Daten der verschiedenen kristallinen
Phasen zeigt Tabelle 1.

Die Loslichkeit von Calciumcarbonaten nimmt mit steigender Temperatur ab;
eine Ausnahme bildet der Ikait, dessen Loslichkeit mit steigender Temperatur
zunimmt. In Tabelle 2 sind die pK;-Werte der einzelnen Polymorphe aufgelistet.
Die Werte zeigen deutlich, dass die Phase umso besser 16slich ist, je

thermodynamisch instabiler sie ist *°! .
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Tabelle 1: Kristallographische *”' und physikalische Daten ***! der verschiedenen
kristallinen Polymorphe und Pseudopolymorphe von Calciumcarbonat.
Eigenschaft Calcit Aragonit Vaterit MHC Ikait
Formel CaCO; CaCO; CaCO; CaCOs5-H,0 CaCO;-6 H,O
Raumgruppe R3c Pmen P6y/mme  P3.21 C2lc
Kristallsystem trigonal orthorhombisch hexagonal  trigonal monoklin
Gitter-
konstanten [A] a=4,99 a= 4,96 a=17,15 a= 6,09 a= 8,79
b= 4,99 b="1,97 b=17,15 b=6,09 b= 1831
c=17,06 c=15,74 c=16,95 c=7,54 c=11,02
a=90° a=90° a=90° a=90° a=90°
£=90° £=90° S=90° £=90° p=110,5°
y=120° y=90° y=120° y=120° y=90°
Dichte [g cm™] 2,71 2,94 2,54 2,38 1,82
Stabilitiit bei
25 °C und thermodynamisch
1013 hPa stabilste Phase stabil metastabil  instabil sehr instabil
Tabelle 2: Loslichkeitsprodukte und Loslichkeiten der Polymorphe von

Calciumcarbonat; bei ACC wird ein Molekiil Wasser pro Molekiil CaCO; zur

Berechnung der Loslichkeit angenommen.

pK; (25°C) Ky (bei25°Cinmol ")’ Léslichkeit (mg1™")
Calcit 8,48 P!l 3,31:10” 5.8
Aragonit 8,336 "" 4,61-10” 6,8
Vaterit 7,931 B 1,22:10° 10,8
MHC 7,149 7 7,10-10° 31,5
Tkait 6,585 2,60-10” 106,2
ACC 6,393 *°! 4,05-107 75,1
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Die unterschiedlichen Modifikationen lassen sich mittels
Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD) und IR-Spektroskopie unterscheiden.
ACC ist vollig rontgenamorph und zeigt im XRD keine diskreten Reflexe. Fiir
das jeweilige Polymorph zeigen die Rontgenpulverdiffraktogramme
unterschiedlich intensive Peaks bei charakteristischen 20-Werten. Das freie
CO,>-Ion, das zur Punktgruppe D, gehort, besitzt vier Normalschwingungen,
die im IR-Spektrum zu sehen sind; diese sind: v; symmetrische
C-O-Streckschwingung, v, OCO-Deformationsschwingung auflerhalb der
Molekiilebene ~ (Dreh-  bzw.  Kippschwingung), v;  asymmetrische
C-O-Streckschwingung und v, OCO-Deformationsschwingung innerhalb der
Molekiilebene (Biege- bzw. Biegeschwingung) (Tabelle 3). Allerdings ist aus
Symmetriegriinden (Gruppentheorie) im Calcit die v;-Schwingung IR-inaktiv,
so dass sich Calcit von den anderen Modifikationen unterscheiden lisst °> 3.
Die Lage der Banden (v; 1080-1090 cm™', v, 853-881 cm™', v5 1419-1511 cm™
und v, 694-750 cm™) ist fiir jedes Polymorph unterschiedlich. Im amorphen
CaCO;s; sind alle oben genannten Normalschwingungen IR-aktiv. Die v; und vy
Moden konnen zudem in zwei Banden aufgelost sein. Fiir die kristallinen
Formen existieren zudem noch Gitterschwingungen, die im Bereich von
450-200 cm™ beobachtet werden konnen. Treten im ACC in diesem Bereich
auch Banden auf, so ist dies ein Hinweis, dass es eine gewisse Ordnung besitzt.
Da ACC Wasser enthilt, findet man im IR-Spektrum die zugehorigen Banden
im Bereich von 3375-3230 cm’ (asymmetrische und symmetrische
OH-Streckschwingung) und bei 1640 cm™ (HOH-Deformationsschwingung) ',
Zusitzlich zur qualitativen Analyse wurde eine Methode entwickelt, mit der
man mittels IR-Spektroskopie Gemische der drei wasserfreien Polymorphen
quantitativ analysieren kann . Es ist allgemein bekannt, dass die PartikelgroBe
einen Einfluss auf die Spektren hat; je kleiner die Partikel sind, desto intensiver

sind die Banden im IR %37,
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Tabelle 3: Symmetrie der Normalschwingungen des Carbonat-Ions > **.
Dj;, (freie CO5~-Ion) D; (Calcit) C; (Vaterit, ACC, Aragonit)
AL (R) (vi) A (R) (vi) A’ (IR,R) (vi, 2v3, 2vy)
Az (IR) (v2) Az (IR) (v) A”(IR,R) (v2)

E (IR.R) (v3, V) E (IR,R) (v3,v4)

IR: Infrarot-aktiv; R: Raman-aktiv; v; v, vi;, v4 Normalschwingungen des
Carbonations; v;: symmetrische C-O-Streckschwingung von 1080 bis 1090 cm™;
v,: CO;-Deformationsschwingung von 853 bis 881 cm’'; vy asymmetrische
C-O-Streckschwingung von 1419 bis 1511 cm™; v4: OCO-Deformationsschwingung
innerhalb der Ebene (bending) von 694 bis 750 cm’

Es gibt auch eine Vielzahl chemischer Tests, die zur Unterscheidung der
einzelnen Polymorphe dienen. So verursacht Aragonit in einer Eisensulfatlosung
einen griinen, Calcit einen gelben Niederschlag. Aragonit ergibt in einer
verdiinnten Cobaltnitrat-L.osung eine violette Firbung, wihrend Calcit erst beim
Erwirmen eine blaue Fiarbung der Losung verursacht. Diese Tests waren friiher
oft die einzige Moglichkeit einen Hinweis auf die Modifikation zu erhalten.
Heute finden sie jedoch aufgrund der Entwicklung leistungsstarker Methoden
wie XRD und IR-Spektroskopie keine Verwendung mehr 1,

Der Unterschied in der Stabilitdt zwischen Calcit und Aragonit ist so gering,
dass sie sich nach ihrer Bildung im trockenen Zustand bei Raumtemperatur nicht
umwandeln. Das Phasengleichgewicht zwischen Calcit und Aragonit wurde in
der Vergangenheit grundlegend untersucht '>'®. Selbst Vaterit, der deutlich
instabiler als die beiden anderen wasserfreien Polymorphe ist, bleibt iiber einen
langen Zeitraum unverdndert, wenn er trocken ist. Die Tendenz zur Bildung
metastabiler Phasen von CaCO; aus wissriger Losung wird durch die Erhohung

der Fillungsgeschwindigkeit und der Konzentration von bestimmten Zusitzen

gesteigert. Es wird angenommen, dass diese Additive die Keimbildung der
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stabilen Phasen verzogern, wodurch eine Ubersittigung der Losung eintritt und
somit die Bildung metastabiler Phasen begiinstigt wird. Dabei ist der Einfluss
von Additiven spezifisch fiir eine bestimmte Calciumcarbonatphase. So wurden
in Gegenwart von Magnesium alle Phasen bis auf Vaterit synthetisiert, wiahrend
bei Zugabe von Calgon® (ein Polyphosphat) in unterschiedlichen
Konzentrationen alle Polymorphe auBler Aragonit identifiziert werden
konnten . Makromolekiile, die aus Biomineralien gewonnen wurden,
begiinstigen in vitro die Bildung der fiir sie charakteristischen
Calciumcarbonatphase "', Dickinson et al. 14! haben den
Kristallisationsmechanismus von Calciumcarbonat, kontrolliert durch die Menge
an Ca’**-Ionen und CO, im Kiristallisationsraum, unter dem Gesichtspunkt des
kinetischen/thermodynamischen Gleichgewichts untersucht. Im Bereich geringer
Ca**-Konzentration (2-6 mM) bestimmt diese die Fillung und das System wird
thermodynamisch kontrolliert. Liegt die Konzentration von Ca** iiber 80 mM, so
beeinflusst der Partialdruck von CO, die Kristallisation. Bei ausreichend hohem
CO,-Druck ist das System unter kinetischer Kontrolle, und es bildet sich
iiberwiegend Vaterit. Im Bereich hoher Ca**-Konzentrationen wird fiir alle

CO,-Driicke eine Vateritbildung beobachtet.
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2.1.2.1 Calcit
Calcit, die bei 25 °C und 1013 hPa thermodynamisch stabilste Calciumcarbonat-

Modifikation, kristallisiert in einer trigonalen Struktur in der Raumgruppe R3¢
(Abbildung 1). Zudem existieren noch eine Hochtemperaturmodifikation

411 und mehrere

(985 °C bei Normaldruck) mit der Raumgruppe R3m
Hochdruckmodifikationen (Calcit II - Calcit V). Bei Raumtemperatur entsteht
Calcit II bei 1,70 GPa, der dann bei 2,15 GPa in Calcit III iibergeht. Calcit III ist
bei Raumtemperatur bis 6,16 GPa stabil und wandelt sich erst bei einer
Temperaturerhohung auf 345 °C in Aragonit um **. Calcit zerfillt bei ungefihr
600 °C in Calciumoxid und Kohlendioxid; die genaue Zerfallstemperatur hingt
dabei vom vorliegenden CO,-Partialdruck ab.

Reiner Calcit ist durchsichtig und farblos. In der Natur vorkommender Calcit ist
meist in Abhéngigkeit der Ionen, die einige Calcium-Ionen im Kristallgitter
ersetzen, gefiarbt. Calcit hat die besondere Eigenschaft, wie alle nichtkubischen,
lichtdurchldssigen Minerale, einen einfallenden Lichtstrahl in zwei polarisierte
Lichtstrahlen zu zerlegen, die verschieden stark gebrochen werden. Durch diese
Doppelbrechung erscheint ein durch einen Calcitkristall beobachtetes Objekt
doppelt. Calcitvorkommen findet man auf Island, in den USA, in Mexiko und
auch in Deutschland (im Sauerland, im Harz und im Erzgebirge). Aus dem
Islandischen Doppelspat werden so genannte Nicol'sche Prismen fiir optische
Gerite (Polarisationsapparate) angefertigt. Die gewohnlichen
Erscheinungsformen des Calciumcarbonats in der Natur sind Kalkstein, Kreide
und Marmor.

Kalkstein ist iiberwiegend durch Ton verunreinigt und feinkristallin, wéahrend
Marmor sehr rein und grobkristallin ist. Kreide hat sich aus Schalentriimmern

von Einzellern gebildet ** 2> *!,
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Abbildung 1: Kiristallstruktur von Calcit; Calcium — blau, Kohlenstoff — weil3,

Sauerstoff — rot [*

2.1.2.2 Aragonit

Aragonit (der Name leitet sich vom bedeutendsten Vorkommen des Minerals in
Aragonien ab) kommt vermehrt in marinen Gewissern vor. Die Ursache hierfiir
ist das im Meerwasser enthaltene Magnesium, das die Bildung von Aragonit
gegeniiber Calcit begiinstigt '*'. Aragonit kristallisiert in der orthorhombischen
Raumgruppe Pmcn (Elementarzelle sieche Abbildung 2).

Trockener Aragonit ist bei Raumtemperatur iiber einen unbestimmten Zeitraum
stabil. Dagegen wandelt er sich in Losung langsam in Calcit um, dessen
Morphologie bei der Umwandlung von Aragonit abhingig von den
Bedingungen ist. Findet die Transformation in Losung statt, so liegen
rhomboedrische Kristalle vor, wihrend der Calcit weiterhin die nadelformige
Struktur des Aragonits aufweist, wenn die Umwandlung durch Erhitzen

erfolgt > *!. Die Aragonit-Calcit-Transformation ist irreversibel und findet
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nicht bei einer bestimmten Temperatur statt. Beim Erhitzen auf 400 °C dauert
die Umwandlung zu Calcit ungefihr drei Stunden, wéhrend es bei 470 °C nur
wenige Minuten dauert °*; der gesamte Umwandlungsbereich liegt zwischen
387 °C und 488 °C “°!. Geologisch mineralisierter Aragonit tendiert nicht dazu,
sich zwischen 10 und 90 °C umzuwandeln, wihrend sich synthetisch
hergestellter Aragonit in Losung nahe 90 °C in Calcit umwandelt “”!. Die von
Wolf et al. ermittelte thermodynamische Gleichgewichtstemperatur 7;, zum
Calcit liegt bei 455+ 10 °C. Die molare Phasenumwandlungsenthalpie A H
weist bei T, mit 403 + 8 J mol™' einen niedrigen endothermen Wert auf g

Zhou et al. untersuchten die Synthese von CaCQO; bei unterschiedlichen
Temperaturen und Synthesebedingungen (Losungszusitze und Keimkristalle)
und kamen zu dem Ergebnis, dass die Aragonitbildung sowohl im Bereich von

50-90 °C als auch durch Magnesium-Ionen begiinstigt wird !,

&* Qaz. 6:& .
.9

Abbildung 2: Kristallstruktur von Aragonit mit Elementarzelle; Calciumatome — grau,

Kohlenstoffatome — schwarz, Sauerstoffatome —hellgrau **'.
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2.1.2.3 Vaterit

Vaterit (benannt nach dem deutschen Chemiker und Mineralogen Heinrich
Vater) ist die instabilste wasserfreie kristalline Form des CaCOs. Er kristallisiert
in der hexagonalen Raumgruppe P6;/mmc. Das Calcium ist von 8§ O-Atomen
umgeben, davon sechs in einem durchschnittlichen Abstand von 2,4 A und zwei
in einem Abstand von 2,9 A ! Im Vergleich zu Calcit und Aragonit kommt
Vaterit in der Natur nur selten vor ®”". Er ist im trockenen Zustand iiber einen
langen Zeitraum stabil. In Kontakt mit Wasser wandelt er sich dagegen aufgrund
von Auflosung und anschlieBender Rekristallisation in Calcit um. Von daher ist
es schwierig, Vaterit aus wissrigen Losungen zu erhalten. Die
Phasenumwandlungstemperatur 7, zu Calcit ist abhingig von den jeweiligen
Synthesebedingungen und liegt im Bereich von 320-460 °C. Die zugehorige

Phasenumwandlungsenthalpie ist mit -3,1 + 0,1 kJ mol™ deutlich exotherm """,

2.1.2.4 Monohydrocalcit

Das Calciumcarbonat-Monohydrat (Monohydrocalcit, MHC) CaCO;-H,0
kristallisiert in den beiden trigonalen Raumgruppen P3,21 oder P3,21. Das
Calcium ist von 8 Sauerstoffatomen umgeben, wobei der durchschnittliche
Ca-O-Abstand zu den Sauerstoffatomen der Carbonatgruppe 2,448 A und der
Ca-O-Abstand zu den zwei benachbarten Wassermolekiilen 2,49 A betriigt. Der
Koordinationspolyeder  ist als  verzerrtes  tetragonales  Antiprisma
beschreibbar '), Der durch Rontgenabsorptionsspektroskopie (EXAFS:
extended x-ray absorption fine structure) ermittelte Wert von 2,42 A fiir den
Ca-O-Abstand stimmt gut mit den oben genannten Werten aus
Einkristallstrukturanalysen iiberein " Die Elementarzelle ist in Abbildung 3

dargestellt.
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a

(53]

Abbildung 3: Elementarzelle von Monohydrocalcit in der ab-Ebene

Krauss et al. erhielten Monohydrocalcit durch Abbau des Hexahydrates. Er geht

innerhalb weniger Stunden in Calcit iiber, beim Befeuchten mit Wasser sofort.

Eine Riickbildung zum Hexahydrat war nicht zu beobachten 1.

In Gegenwart von Additiven, wie Calgon® und Mg**-Ionen, konnte er im
Temperaturbereich von 0-40 °C  hergestellt werden . Da sich ein
Ca:Mg-Verhiltnis, das dem im Meerwasser entspricht, als giinstig fiir die

Entstehung von Monohydrocalcit erwies !

t [32, 56]'

, wurden spidtere Synthesen in
kiinstlichem Meerwasser durchgefiih
Das erste natiirliche Vorkommen von Monohydrocalcit wurde 1959 und 1964
als ein unreines Sediment im Issyk Kul See in Kirgisien beschrieben 7%
Danach wurde er unter anderem im Sedimentgestein des Lake Kivu in
Ostafrika °* und im Solar Lake (Sinai) gefunden 0] ‘Erster mariner Fundort war
der Ikka Fjord in Gronland, wo auch schon der Ikait erstmals in der Natur
entdeckt wurde. Geochemische Daten weisen darauf hin, dass MHC eine
Ubergangsphase im Rekristallisierungsprozess von Ikait zu Calcit ist und somit
MHC immer dort entstehen kann wo auch Ikait vorkommt . In Lebewesen

[61]

kommt es in Blasensteinen von Meerschweinchen und in den Gehorsteinchen

einiger Wirbeltiere vor .
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Dejehet et al. "' untersuchten die genauen Bedingungen der Bildung von MHC
in kiinstlichem Meerwasser. Sie kamen zu dem Schluss, dass ein hohes
Mg:Ca-Verhiltnis (=1) und ein hoher pH-Wert bei der MHC-Bildung
entscheidend sind. Die Kristallwasserabgabe findet bei 213-215 °C statt, der
maximale Mg-Gehalt liegt bei 12-13 Gew.-%.

Thermochemische Untersuchungen fiihrten zu dem Ergebnis, dass MHC
metastabil ist und sich bei Normalbedingungen allméhlich in Calcit oder
Aragonit umwandelt. Eine Temperaturerniedrigung und eine Erhohung des
hydrostatischen Druckes stabilisieren es *.

Die Loslichkeit von MHC in Wasser im Temperaturbereich von 10-50 °C kann

mit folgender Gleichung berechnet werden **':

pKi = -log(Ki/M?) = 7,05 + 0,000159 (T °C")*  [3]

mit: M : mol I'!

T : Temperatur in °C

2.1.2.5 Ikait

Das Mineral Ikait, Calciumcarbonathexahydrat CaCOs-6 H,O, kristallisiert in
der monoklinen Raumgruppe C2/c (Struktur siche Abbildung 4). Die Struktur
enthilt diskrete CaCOs;-lonenpaare, die jeweils von einer Hiille aus 18
Wassermolekiilen umgeben sind. Die Calcium-Ionen sind von acht
Sauerstoffatomen koordiniert, von denen sechs vom Wasser und zwei von einem
Carbonat-Anion stammen. Acht Wassermolekiile sind durch
Wasserstoffbriickenbindungen zu den Sauerstoffatomen des CO;”-Ions
gebunden; die restlichen vier Wassermolekiile sind an benachbarte Ionenpaare
und zu anderen Wassermolekiilen der Hiille gebunden. Der durchschnittliche

Ca-O-Abstand liegt bei 2,469 A, der C-O-Abstand in der planaren
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Carbonatgruppe  betrigt 1,286 A und die O-H-Abstinde in den
Wassermolekiilen betragen 0,73-0,83 A. Bs wird angenommen, dass die
Koordination von Ca’**-Ionen im Ikait die Koordination von Ca®*-Ionen in

wiissriger Losung widerspiegelt * %1,

Abbildung 4: Kristallstruktur von Ikait; Das Calcium-Ion (blau) ist von acht
Sauerstoffatomen (rot), wovon sechs vom Wasser und zwei vom Carbonat
(Kohlenstoff schwarz) stammen, koordiniert. Es existieren

Wasserstoffbriickenbindungen (gestrichelte Linien) zwischen den H-Atomen (gelb)

der Wassermolekiile und den Sauerstoffatomen des Carbonats ",

Ikait wurde in der Natur erstmals 1963 in Form von bis zu 20 Meter hohen
Sédulen am Ikka Fjord (Abbildung 5) auf Gronland entdeckt. Der Fundort verlieh
dem Mineral auch seinen Namen. Die dort herrschende Temperatur betrug
3-7 °C %8 Weitere spatere Fundorte des Minerals, an denen iiberall eine
Wassertemperatur von 3 °C oder geringer herrschte, waren unter anderem
Bransfield Strait, eine antarktische Halbinsel [69], Shiowakka in Japan % ynd der
Mono Lake in Kalifornien, der der erste nicht-marine Fundort von Ikait
war "7 Erstmals entdeckten Dieckmann et al. 2008 Ikait im Eis der
Antarktis *. In Shiowakka bildet der Ikait sich in den Wintermonaten und

zersetzt sich wieder mit ansteigender Lufttemperatur zu Calcit. Von daher wird
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angenommen, dass Ikait an vielen noch unentdeckten Orten vorkommt, es aber

aufgrund seiner Unbestédndigkeit schwierig ist, ihn zu entdecken.

Abbildung 5: Ikaitsiule am Ikka Fjord .

Im Labor wurden schon im 19. Jahrhundert die ersten Versuche von Daniell,
Becquerel und Pelouze unternommen, das Hexahydrat herzustellen, was ihnen
jedoch zunichst nicht gelang "*”". 1865 war Pelouze dann aber erfolgreich und
konnte durch Einleiten von CO, in eine wissrige CaO/Zucker-Losung das

(78]

Hexahydrat herstellen "™, Biitschli priparierte Ikait aus dem Blut und den

Schalen von Krustentieren "',

MacKenzie wiederholte die Versuche von Daniell und Pelouze bei
unterschiedlichen Temperaturen und stellte fest, dass sich das Hexahydrat im
Bereich von 0-15 °C bildete. Er fand zudem heraus, dass bei 5 °C eine
Umwandlung des Ikaits zu Calcit erfolgt, die auch bei erneuter
Temperaturerniedrigung nicht mehr aufgehalten werden kann. Die Dichte des
Ikaits wurde von thm mit 1,777 g cm’ bei 3 °C bestimmt .

Krauss et al. stellten das Hexahydrat durch Zugabe einer Na,COs-Ldsung in eine

eisgekiihlte CaCl,-Losung her. Sie untersuchten ferner die Zersetzung und
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kamen zu dem Ergebnis, dass es sich bei 8 °C an der Luft oder in der
Mutterlauge zu Calcit zersetzt. Fithrt man die Entwisserung unter stdndigem
Absaugen des Wassers durch, so entsteht als Zwischenstufe das
Calciumcarbonat-Monohydrat, das erst bei 200 °C entwissert wird 541

Brooks et al. kamen bei ihren Untersuchungen zum Einfluss von Calgon® auf
die Calciumcarbonatkristallisation zu dem Schluss, dass sich unter vermehrtem
Einsatz von Calgon® umso mehr Ikait gebildet hat. Dabei hat sich Ikait nie aus
einer klaren Losung gebildet; er scheint das Produkt der Kristallisation von
amorphem oder gel-dhnlichem CaCOj; zu sein. Das in Gegenwart von Calgon®
entstandene Hexahydrat bleibt in Kontakt mit Wasser ldnger stabil als das in
Gegenwart von Magnesiumionen hergestellte, das sich innerhalb eines Tages
zersetzte 7).

Ikait ist bei Atmosphérendruck iiber O °C instabil, bei Driicken von 6-7 kbar ist
er auch bei Raumtemperatur stabil ®'. Seine Bildung wird von Magnesium, das
in Meerwasser reichlich enthalten ist, und von anderen Additiven, wie z. B.
Calgon®, eine Mischung aus Polymetaphosphaten und Polyphosphaten,

begiinstigt [38, 39,77, 82]

CaCO; (Calcit) + 6 H,O — CaCO5-6 H,O (4]

Da die Reaktion von einer Volumenabnahme von ungefihr 20 % begleitet ist,
scheint die Bildung von Ikait bei erhohtem Druck begiinstigt. Tatsdchlich bildet
sich Ikait bei 5-6 kbar auf Kosten von Calcit und Aragonit "7 %,
Loslichkeitsbestimmungen zeigen, dass Ikait im Vergleich zu Aragonit und
Calcit I6slicher ist und seine Loslichkeit im Gegensatz zu den wasserfreien

Polymorphen mit sinkender Temperatur abnimmt.
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Die Loslichkeit von Ikait in Abhéngigkeit von der Temperatur im Bereich von

0-25 °C kann nach folgender Gleichung bestimmt werden "';

pKy = -log(K{/M?) = -0,15981 + 2011,1/(T °K™") [5]

mit: M : mol 1!

T : Temperatur in °K

Ito beschiftigte sich mit Ikait aus nicht-marinen Lagerstétten. Er stellte fest, dass

83.841 "in Vaterit und nicht in

er sich, im Gegensatz zu marinen Fundstellen
Aragonit umwandelte [70.85. 861 Dyje Ursache hierfiir 1st, dass die im Meerwasser
enthaltenen Mg>*-Tonen die Aragonitbildung begiinstigen.

Weiter untersuchte er den Einfluss von Feuchtigkeit, Zermahlen, Temperatur
und von der Magnesiumionen-Konzentration auf die Umwandlung des
natiirlichen Ikaits """, Feuchtigkeit fiihrt zu einer schnelleren Transformation zu
Calcit. Das Zermahlen fiihrte zu einer Abgabe des Kristallwassers, wodurch
neben Calcit auch eine betrichtliche Menge an Vaterit entstand. Daraus folgerte
er, dass eine schnelle Zersetzung bei Raumtemperatur zu Vaterit fiihrt. Es zeigte
sich, dass in kochendem Wasser Vaterit als Hauptphase neben Aragonit, aber
kaum Calcit entstanden ist. Aufgrund seiner Versuche zur Umwandlung in
Abhiingigkeit von der Mg”*-Ionen-Konzentration wird vermutet, dass die
Geschwindigkeit der Umwandlung von Ikait in Gegenwart von Magnesium
reduziert wird; das Produkt dabei ist Aragonit. Auch bei synthetisch
hergestelltem Ikait konnte Vaterit als Intermediat bei der Umwandlung zu Calcit

(12]

identifiziert werden"~. Wihrend Marland eine Umwandlung zu Calcit bei

niedrigeren Druck-Temperatur-Bedingungen (3-4,1 kbar, -3 bis 14,5 °C)

beobachtete, konnten Shahar et al. bei hoheren Driicken (9,6-20,3 kbar) und

[87]

Temperaturen (65-110 °C) eine Umwandlung zu Aragonit feststellen . In
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Abbildung 6 ist in einem Phasendiagramm der Stabilititsbereich von Ikait

dargestellt.

I
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Abbildung 6: Phasendiagramm von Ikait und der beiden wasserfreien Phasen Calcit

und Aragonit "'

2.1.2.6 Amorphes Calciumcarbonat (ACC)

Nach der Ostwald’schen Stufenregel ® die besagt, dass zuerst die instabilste
Phase einer Substanz entsteht und diese sich dann in eine stabilere Form
umwandelt, bildet sich bei der Calciumcarbonatkristallisation immer zuerst
amorphes Calciumcarbonat (ACC). Als ACC werden Modifikationen von
Calciumcarbonat  bezeichnet, die weder diskrete Rontgen- noch
Elektronenbeugungsreflexe liefern.

ACC wurde erstmals von Johnston et al.®® durch Mischen konzentrierter
Losungen von Calciumchlorid und Natriumcarbonat hergestellt und wurde als
nichtkristallin beschrieben. Spiter wurde eine Methode gefunden, wodurch beim
Einleiten von CO, in eine gesittigte Ca(OH),-Losung zunidchst amorphes
Calciumcarbonat entsteht, das dann weiter zu Calcit kristallisiert 891 " 1n

Gegenwart organischer Substanzen wie Aminen, Aminosiduren und
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Carbonséduren wandelt sich dieses ACC dagegen in Vaterit um; dabei sind
Ethylendiamin und Natriumaspartat die besten Additive fiir die

Vateritbildung "

. Niedrige Fillungstemperaturen stabilisieren die amorphe
Phase, wihrend ein Temperaturanstieg zu einer schnellen Kristallisation
fihrt ®"'. Ebenfalls vorteilhaft zur Stabilisierung von ACC ist eine stark

[92]

alkalische Mutterlésung oder die Verwendung geeigneter Additive bei der

Fillung, wozu vor allem Magnesium ®>*Y Phosphat > und eine Reihe

- 96, 97
organischer Substanzen > °”

gehoren. Es wurde gezeigt, dass die Umwandlung
von ACC in wissriger Losung abhédngig von der Temperatur ist. So bildeten sich
1m Bereich von 14-30 °C innerhalb von 3-6 Stunden Vaterit und Calcit, wiahrend
von 60-80 °C in 17-22 Stunden Aragonit und Calcit entstanden sind. Im
dazwischen liegenden Temperaturbereich (40-50 °C) haben sich alle drei
kristallinen wasserfreien Phasen gebildet °®. Koga et al. ' untersuchten die
Kiristallisation von ACC in Abhingigkeit des pH-Wertes, der bei der Herstellung
des ACC eingestellt wurde. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass die
Kristallisationstemperatur mit abnehmendem pH-Wert ebenfalls sinkt, begleitet
von einer Abnahme der Enthalpie und Aktivierungsenergie. Der Grund hierfiir
ist vermutlich, dass die Ordnung im ACC mit abnehmendem pH-Wert steigt.
EXAFS-Untersuchungen zum Einfluss von Additiven auf die Struktur von ACC
fiihrten zu dem Ergebnis, dass ACC in Abhingigkeit vom Additiv eine jeweils
unterschiedliche Nahordnung besitzt. So hat ACC, das in Gegenwart von
Magnesium geféllt wurde, eine dem Monohydrocalcit dhnliche Nahordnung,
wihrend ACC in Gegenwart von Polyasparaginsdure anfidnglich eine dem
Vaterit dhnliche Nahordnung aufweist, die sich nach wenigen Tagen in eine

Calcit-dhnliche Struktur umwandelt ',
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Die Loslichkeit von ACC kann nach folgender Gleichung in Abhédngigkeit von

der Temperatur berechnet werden *°!

pKi = -log(K;/M?) = 6,1987 + 0,005336 - (T °C™") + 0,0001096 - (T °C™")* [6]

mit: M :mol I'!

T : Temperatur in °C

ACC enthilt bis zu einem Molekiil H,O pro Carbonat-Ion. Dies wurde sowohl
mittels TG-Analysen als auch IR-Spektroskopie bestitigt ***>'°!l Ein bei
Raumtemperatur durch Hydrolyse von Dimethylcarbonat in Calciumchlorid-
Losung hergestelltes ACC verliert sein Strukturwasser bei 149 °C "°Y; das nach
der Methode von Giinther et al. synthetisierte ACC gibt sein Strukturwasser
zwischen 100 und 250 °C ab. Wird das Wasser, das die amorphe Phase
stabilisiert, komplett entfernt, so findet eine Kristallisation zu Calcit statt B
ACC kann zudem durch einen steigenden Magnesiumgehalt stabilisiert werden,
da dadurch seine Loslichkeit abnimmt P> °* %1% Dje Kristallisation von ACC
kann auch durch organische Zusitze bei der Fillung verhindert
werden 196 1041071
Li et al. " haben eine Methode entwickelt, bei der ausgehend von ACC
dreidimensional-geordnete, makropordse Calcit-Einkristalle hergestellt wurden.
Die Methode basiert auf der Strategie, dass ACC als Precursor der kristallinen
Calciumcarbonate fungiert und zusétzlich die kolloidalen Kristalle als Templat

dienen. Die so hergestellten Calcit-Einkristalle weisen eine erwartete

Nanostruktur und Morphologie auf.
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2.1.3 Calciumcarbonat und Biomineralisation

Die Biomineralisation befasst sich mit der Bildung anorganischer Mineralien
(meist schwerlosliche Salze) in der belebten Natur. Dabei findet ein
Wechselspiel zwischen anorganischem Material und organischer Matrix statt,
wodurch die Biomineralien oft sowohl hart als auch elastisch sind. 55 Stimme
des biologischen Stammbaums produzieren Biomineralien, in 26 davon kommen
Carbonate vor. Insgesamt wurden ungefdhr 60 verschiedene Mineralien in
Organismen gefunden, von denen 80 % kristallin und 20 % amorph sind.
Biomineralien kommen in einem bestimmten Organismus stets in der gleichen
kristallinen Phase und Morphologie vor und werden vor allem zum Schutz vor
Feinden (Schalen von Schnecken und Muscheln), als Werkzeug (Zihne), zur
Orientierung (Schwerkraftsensoren) und zur internen Stabilisierung (Skelette)
verwendet *7 1%,

Wie oben erwihnt, sind in Biomineralien auch organische Makromolekiile
enthalten, wobei zwischen den unlGslichen und 16slichen Makromolekiilen
unterschieden wird. Bei den 16slichen Makromolekiilen handelt es sich meist um
acide Glycoproteine, die einen hohen Anteil an Glutaminsdure und/oder
Asparaginsidure enthalten. Diese aciden Proteine sind aktiv an der
Mineralbildung beteiligt. Diese konnen unter der Voraussetzung, dass sie in der
B-Faltblattstruktur vorliegen, spezifisch mit bestimmten Kristallflichen
wechselwirken. Dies ist die Ursache dafiir, dass die biogenen Mineralien im
Vergleich zum reinen anorganischen Mineral oft eine andere Morphologie
aufweisen. Die unloslichen Makromolekiile sind von Organismus zu
Organismus sehr verschieden. Es wird angenommen, dass ihre Hauptfunktion
darin besteht, die mechanischen Eigenschaften des Biominerals zu optimieren.
So lagern sich z. B. geringe Mengen organischer Matrix im Kristall ein und
verursachen dadurch ein anderes Bruchverhalten im Vergleich zum reinen
Mineral, indem sie die Rissausbreitung entlang kritischer Netzebenen

verhindern. Die Mineralisation findet meistens in abgegrenzten Bereichen statt,
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den so genannten Kompartimenten. Sie bestehen unter anderem aus einer
Lipid-Doppelschicht oder aus wasserunldslichen Makromolekiilen. In diese
Kompartimente werden die Ionen hineingepumpt, wo sie mit den organischen
Makromolekiilen wechselwirken und sich die entsprechenden Mineralien bilden.
Der wahrscheinlichste Grund fiir das Ende des Kristallwachstums ist die
fehlende Versorgung der Mineralisationsstelle mit Ionen. Die Kristallisation in
Kompartimenten fithrt dazu, dass die Kristalle andere Morphologien aufweisen
als bei einer iblichen Kristallisation (Abbildung 7). Sowohl die
thermodynamischen als auch die kinetischen Bedingungen, die fiir
Mineralienbildung aus gesittigten LoOsungen gelten, treffen auch auf die
Mineralisation in Kompartimenten zu 7 %!,

Neben Calciumcarbonaten sind Calciumphosphate (mineralisierte Teil des

Skelettes von Wirbeltieren) und amorphes Siliziumdioxid (in Pflanzen) die am

hiufigsten vorkommenden Biominerale.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Kristallisation in Kompartimenten. Die

Kristallisation im Inneren des kugelférmigen Vesikels fiihrt zu einem annédhernd

kugelformigen Kristall, der ansonsten eine andere Form annehmen wiirde >,
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Im Folgenden wird genauer auf die Rolle des ACC in der Biomineralisation
eingegangen. Trotz seiner Instabilitit kommt ACC héufig in Biomineralien vor,
wobei es mehrere Aufgaben erfiillt. Zum einen dient es als Precursor-Phase fiir
die kristallinen CaCOs-Polymorphe, zum anderen fungiert es als Speicherphase
fur Calcium-lonen, und in stabiler Form dient es vor allem mechanischen
Zwecken. Alle bekannten biogenen ACC-Phasen enthalten Magnesium und in
vielen Fillen auch Phosphat, die beide zur Stabilisierung des ACC
beitragen """ "1, Die ACC-Precursor-Strategie ist bei den wirbellosen Tieren
weit verbreitet. So bestehen die Nadeln der Seeigelarten Strongylocentrotus
purpuratus "' und Paracentrotus lividus "' im Larvenstadium aus ACC, das
dann mit der Zeit zu Calcit kristallisiert. Ein weiteres Beispiel ist die Schale der
Schnecke Biomphalaria glabatra; auch hier dient ACC, das bereits eine
Nahordnung aufweist, die dem Aragonit dhnelt, als Vorldufer-Phase fiir das aus
Aragonit bestehende Schneckenhaus''>'"!. Die Funktion von ACC als
Speicherphase findet man vor allem bei Krustentieren aber auch in Pflanzen. So
speichert die Assel Porcellio scaber bei der Hiautung das Calciumcarbonat in
Form von ACC am Bauch in so genannten sternalen Ablagerungen fiir die
spatere Neubildung der Haut. Das ACC in den Lagerstitten weist eine
Nahordnung auf, die dem Vaterit oder Monohydrocalcit dhnlich ist >*. Hier
spielt vor allem die bessere Loslichkeit des ACC im Vergleich zu den
kristallinen Modifikationen eine entscheidende Rolle, da es somit bei der
Neubildung der Haut besser transportiert werden kann. Pflanzen der Sorte
Ficus retusa haben in ihren Blittern so genannte Cystolithe. Der mineralisierte
Teil dieser intrazelluliren Korper besteht aus ACC, das sich bei Feuchtigkeit
rasch in Calcit umwandelt. Die Nahordnung dieses ACC &dhnelt der Struktur des
Calciumcarbonat-Monohydrats ™. In  den  Stacheln der Seescheide
Pyura pachydermatina liegt das ACC in stabilisierter Form vor.
EXAFS-Untersuchungen haben ergeben, dass sich seine Nahordnung am besten

an Monohydrocalcit anpassen Lisst !,
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Aus den vorangegangen Beispielen wird deutlich, dass die biogenen
ACC-Phasen sich in ihrer Nahordnung unterscheiden und somit ACC strukturell
gesehen nicht eine Mineralphase, sondern eine Familie verwandter Phasen
darstellt ™. Die Nahordnung, die mittels Réntgenabsorptionsspektroskopie
(EXAFS) untersucht werden kann, dhnelt der kristallinen Phase, in die sich das
ACC umwandelt. Mit EXAFS kann ein Bereich von ungefidhr 0,5 nm
Entfernung von einem Zentralatom erfasst werden. Da mit Rontgenbeugung
oder Elektronenbeugung dieser Bereich nicht mehr untersucht werden kann, ist
EXAFS eine geeignete Methode, um die Struktur amorpher Substanzen zu
analysieren . Das Konzept von amorpher Struktur, Nahordnung und
Fernordnung ist in Abbildung 8 dargestellt.

Zudem unterscheiden sich die biogenen ACC-Phasen in ihrem Wassergehalt.
Transientes ACC enthilt wenig oder kein Strukturwasser, wihrend stabiles
ACC, das in den meisten Fillen die Stochiometrie CaCO;-H,O aufweist,
Strukturwasser enthélt. Daher wird angenommen, dass Wasser zur Stabilisierung

des ACC beitrigt und eine Kristallisation verhindert '

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Fernordnung (links), der Nahordnung
(Mitte) und des amorphen Zustandes (rechts). Es ist zu sehen, dass mit abnehmender

Ordnung das Volumen zunimmt '/,
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2.2 Calciumphosphate

Calciumphosphate sind iiberwiegend schwer wasserloslich, jedoch sind alle gut
sdureloslich. Die Loslichkeit von Calciumphosphaten ist abhdngig vom pH-Wert
(siehe Abbildung 9). Sie mit Hilfe der Loslichkeitsprodukte zu vergleichen ist
sehr schwierig, da die einzelnen Calciumphosphat-Phasen eine unterschiedliche
Stochiometrie aufweisen. Zudem muss bedacht werden, dass im
Loslichkeitsprodukt die Konzentration an Phosphat eingeht, diese jedoch in
Wirklichkeit aufgrund des Gleichgewichts mit Hydrogenphosphat und
Dihydrogenphosphat kleiner ist. Es wird zwischen den Ortho- (PO,”), Pyro-
(P2074') und Polyphosphaten ((PO3),") unterschieden [(25. 115, 1161 'Dyjese sind alle
weiBe Festkorper, wobei die natiirlich vorkommenden Calciumphosphate
oftmals aufgrund des Einbaus von Fremdionen gefirbt sind. So ergibt z. B. Ni**
griine Ni-Apatite. Calciumphosphatmineralien, z. B. Phosphorit Ca;(PQOy),, sind
wichtige Ausgangsstoffe zur Herstellung von Phosphatdiingemittel wie

Calciumdihydrogenphosphat Ca(H,PO,),.

T o

~

& -2 DCPD

<

@) DCPA

=

&b -4 oCP

— B-TCP
HAP

-6

345678910

pH—
Abbildung 9: Loslichkeit unterschiedlicher Calciumphosphat-Phasen in Abhéngigkeit
vom pH-Wert; aufgetragen ist der Logarithmus der Gesamt-Calciumkonzentration in
Losung gegen den pH-Wert bei 25 °C, dquimolarem Ca:PO,4-Verhiltnis und einer

Ionenstirke von 0,1 mol Lt e
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2.2.1 Das Orthophosphat-System

Die Orthophosphate leiten sich von der Orthophosphorsdure H;PO, (meist
einfach Phosphorsdure genannt) ab, die eine mittelstarke, dreiprotonige Siure ist
und somit drei Reihen von Salzen bilden kann. Die pKs-Werte der einzelnen

Dissoziationsstufen bei 25 °C sind ¥

H3PO4 + Hzo — H30+ + H2PO4- pK51:2,15
H,PO, + H,0 — H;0" + HPO,* pKs,=7,10 [7]
HPO,” + H,0 — H;0" + PO~ pKg,=12,40

Die Dihydrogenphosphate H,PO, (primédre Phosphate) sind alle wasserloslich,
wihrend die Hydrogenphosphate HPO,> (sekundire Phosphate) und die
(Ortho)phosphate (tertizire Phosphate) PO, sich nur im Fall von Alkalimetallen
als Gegenion in Wasser 16sen. Aus den pK,-Werten und Abbildung 10 wird
ersichtlich, dass sich Calciumsalze mit H,PO,-Ionen nur im sauren Milieu
bilden konnen. Dagegen bilden sich die Salze mit den Ionen HPO,” und PO,”,
die auch in der Mineralphase von Knochen und Zihnen vorkommen, im
neutralen oder basischen Medium. Zudem ist zu erkennen, dass wissrige
Losungen von Phosphorsdure mittelstark sauer, von Dihydrogenphosphaten
schwach sauer, von Hydrogenphosphaten basisch und von Orthophosphaten
stark basisch reagieren ** '"°!. Da alle diese Anionen der Orthophosphorsiure
eine Verbindung mit Ca**-Ionen eingehen konnen, entsteht eine Vielzahl
bekannter Calciumphosphat-Phasen. Eine Ubersicht der verschiedenen

Calciumorthophosphate gibt Tabelle 4.
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Abbildung 10: Abhingigkeit der Ionenkonzentration vom pH-Wert in einer

Phosphorsiure/Phosphat-Losung (231,
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Tabelle 4: Ubersicht der unterschiedlichen Calciumphosphat-Phasen 271,
Verbindung Formel Ca:P- Raum- Dichte
Verhiiltnis gruppe [g cm™

Monocalciumphosphat Ca(H,POys), 0,5 triklin P1 2,58
-Anhydrat (MCPA)
Monocalciumphosphat Ca(H,PO,4)-H,O 0,5 triklin P1 2,23
-Monohydrat (MCPM)
Dicalciumphosphat- CaHPO, 1,0 triklin P1 2,89
Anhydrat (DCPA)
Dicalciumphosphat- CaHPO42 H,O 1,0 monoklin 2,32
Dihydrat (DCPD) la
Octacalciumphosphat Cag(HPOy)2(POy4)4°5 H,O 1,33 triklin P1 2,61
(ocCp)
a-Tricalciumphosphat 0-Caz(POy), 1,5 monoklin 2,86
(a-TCP) P2/a
B-Tricalciumphosphat B-Caz(POy), 1,5 rhomboe- 3,07
(B-TCP) drisch

R3ch
Hydroxylapatit (HAP) Ca;p(PO4)s(OH), 1,67 monoklin 3,16

P2,/b oder
hexagonal

P63/m
Carbonatapatit Cajpx(PO4)s(OH/CO3), - - -
A-Typ
Carbonatapatit Cajo.x(PO4/CO3)6(OH), - - -
B-Typ
Amorphes Ca,(PO4)yx H,O 1,2-2,5 - -
Calciumphosphat

(ACP)
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Im Folgenden wird genauer auf einige Calciumphosphate eingegangen:
Dicalciumphosphat-Dihydrat (Brushit, DCPD), Dicalciumphosphat-Anhydrat
(Monetit, DCPA), Hydroxylapatit (HAP), Carbonatapatit (CHAP) und
Tricalciumphosphat (TCP).

Brushit (DCPD) und Monetit (DCPA)
Dicalciumphosphat-Dihydrat (Brushit, DCPD) kristallisiert in der monoklinen

Raumgruppe Ia und hat eine plittchenférmige Morphologie. Es besteht aus
CaPO,-Ketten, die parallel zueinander angeordnet sind und zwischen denen die
Kristallwassermolekiile eingelagert sind"'”. Das Calcium-Ion ist von acht
Sauerstoffatomen umgeben, sechs stammen aus Phosphatmolekiilen und zwei
aus  Kristallwassermolekiilen. Es kommt oftmals in pathologischen
Verkalkungen (z. B. Zahnstein, Blasensteine) vor. Es kann aus wissriger, leicht
saurer (pH-Wert 4-5) oder neutraler Losung ausgefillt werden !''®!. Wihrend das
Erhitzen auf {iber 80 °C unter Kiristallwasserabgabe zur Bildung von
wasserfreiem Dicalciumphosphat (Monetit, DCPA) fiihrt, bildet sich beim
Erhitzen auf 320-340 °C das Pyrophosphat Ca,P,0;"". In einem langsam
ablaufenden Auflosungs-Rekristallisationsvorgang fiihrt die Hydrolyse von
DCPD zunichst zu OCP, das sich dann weiter zu einem nichtstochiometrischen
Hydroxylapatit umwandelt. Es findet somit keine Festkorper-Umwandlung statt.
DCPD wird neben OCP als mogliche Vorstufe bei der HAP-Fillung postuliert.
In in vivo Studien zur Knochenbildung konnte es bisher noch nicht
nachgewiesen werden; es wurde jedoch in pathologischen Calcifizierungen
gefunden. Da DCPD eine gute Biokompatibilitdt, Osteokonduktivitit und
Bioresorbierbarkeit besitzt, wird es oft als Komponente in Calciumphosphat-
Zementen eingesetzt | 1> 120,

DCPA kristallisiert in der triklinen Raumgruppe P1. Es bildet sich bei den
gleichen Fillungsbedingungen wie DCPD oberhalb von 80 °C und findet

aufgrund seiner Biokompatibilitit ebenfalls Anwendung als Biomaterial. Analog
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zum DCPD wandelt es sich unter physiologischen Bedingungen in einen

Calcium-defizitiren HAP um /"7 1> 1291

Hydroxvlapatit (HAP) und Carbonatapatit (CHAP)

Thermodynamisch gesehen ist HAP oberhalb eines pH-Werts von 4,5 die
stabilste Calciumphosphat-Phase. Reiner, defektfreier Hydroxylapatit ist das am
schlechtesten 16sliche Calciumorthophosphat. Er kristallisiert in zwei

Raumgruppen 21,

Die Hochtemperaturmodifikation kristallisiert in der
monoklinen Raumgruppe P2,/b. Dagegen kristallisiert in Losung synthetisierter
HAP, isomorph zum Fluorapatit, in hexagonaler Form (Raumgruppe P6y/m;
Elementarzelle sieche Abbildung 11). Er kann durch Reaktion von wissrigen
Calcium- und Phosphatlosungen hergestellt werden. Es ist auch moglich, HAP
in Ethanol aus Calciumethanolat und Phosphorsiure zu synthetisieren ''**. Aus
stark Ubersattigten Losungen bei einem pH-Wert iiber 7 fillt kinetisch

[123, 124] -
) ,

kontrolliert als Vorstufe zundchst amorphes Calciumphosphat (ACP in

manchen Fillen auch Octacalciumphosphat aus > !, Posner et al. haben aus
ihren Untersuchungen fiir ACP die Summenformel Cao(PO,)s abgeleitet !> *71,
In Wasser wandeln sich diese Phasen in den thermodynamisch stabileren,
nichtstochiometrischen,  Calcium-defizitiren = Hydroxylapatit = ((CDHA)
Cas (HPO,)2(PO4)3.0,OH) um. Mit der Zeit nahert sich seine Stochiometrie der
von defektfreiem HAP an. Dagegen fillt aus Losungen niedriger Ubersittigung
sofort HAP aus ' '**!. Da CDHA auch Hydrogenphosphat-Ionen enthiilt, ist das
molare Ca:P-Verhiltnis kleiner als 1,67. Es steigt jedoch mit dem Alter des
Niederschlags an. Das amorphe Calciumphosphat entsteht bei einer Fillung im
pH-Wert-Bereich von 6,6-10,6 und kann in Gegenwart von Mg2+, P2074' oder
CO;” stabilisiert werden ">, Mittels EXAFS-Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass bei pH=10 gefilltes ACP schon eine dem HAP dhnliche

Nahordnung hat. Die ersten drei Koordinationssphéren um das Calcium im ACP

sind mit denen des HAPs nahezu identisch. Die Umwandlung findet durch die
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Ausbildung einer Fernordnung statt, d. h. die lokale Umgebung des Calciums
wird nicht verdndert. Erste Anzeichen einer Umwandlung im EXAFS-Spektrum
zum kristallinem HAP sind nach 22 Stunden zu erkennen, danach dndert sich
das EXAFS-Spektrum nicht mehr nennenswert 2% 31, Eine
Festkorper-NMR-Studie an nanokristallinem HAP, wie er auch im Knochen
vorkommt, kam zu dem Ergebnis, dass diese Nanokristalle aus einem
kristallinen Kern und einer ungeordneten, weniger kristallinen Schicht bestehen.
Der Kern besteht aus HAP, wihrend die an HPO42'—Ionen und an Wasser reiche

Oberfliche in der Zusammensetzung dem OCP &hnelt. Die Dicke dieser Schicht,

die sich grundlegend vom nanokristallinem HAP im Kern unterscheidet, wurde
[132]
t .

mit 1 nm bestimm

Abbildung 11: Elementarzelle von Hydroxylapatit in der hexagonalen Form;

Calcium: blau, Phosphor: braun, Sauerstoff: rot °*'.

Das Calcium kann im Hydroxylapatit durch eine Reihe anderer Metallionen,
z. B. Natrium, Kalium, Strontium und Magnesium, ersetzt werden. Die
Hydroxylgruppe kann ebenfalls durch eine Vielzahl an Ionen substituiert
werden, dazu gehoren vor allem Halogene (F und CI). Zudem spielt Carbonat
(CO5™) eine wichtige Rolle bei der Substitution im Hydroxylapatit und fiihrt zu

zwei Arten von Carbonatapatit. Aus IR-Daten wurde geschlossen, dass die
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planare Carbonat-Gruppe die Phosphat-Gruppe im Hydroxylapatit (B-Typ) "*”,

der bei Fillung oder Hydrolyse in wissriger Losung entsteht, substituiert.
Dagegen ersetzt das Carbonat bei der trockenen Synthese bei hoher
Temperatur (ca. 1000 °C) die Hydroxyl-Ionen (A-Typ). Die beiden Typen lassen

134131 Carbonat baut sich sehr

sich durch IR-Spektroskopie unterscheiden
leicht in das HAP-Gitter ein. Man erhdlt sowohl bei der Fillung in
carbonathaltigem Wasser als auch bei der Synthese ohne Schutzgas meist einen
Apatit mit ungefdhr einem Gew.-% Carbonat.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Pulverdiffraktometrie und der
IR-Spektroskopie konnten EXAFS-Untersuchungen an carbonathaltigen
HAP-Phasen wihrend der Substitution von Phosphat mit Carbonat deutliche
strukturelle ~ Anderungen im  HAP-Gitter aufzeigen. Die  direkte
Sauerstoffumgebung des Calcium ist nicht betroffen, erste Anderungen treten in
einem Bereich nach 0,3 nm Abstand vom zentralen Ca**-TIon auf 3",
Ca-defizitarer HAP (CDHA) ist thermisch instabiler als stochiometrischer HAP.
Im Gegensatz zum defektfreien HAP entsteht beim Erhitzen auf 400-600 °C,
aufgrund der im CDHA enthaltenen Hydrogenphosphat-Ionen, Pyrophosphat
P,0,". Bei 800°C findet eine Dehydratation statt und es bildet sich
B-Cas(PO,), "> P* "l Dies ist neben IR-Spektren ein weiterer Beweis dafiir,
dass CDHA Hydrogenphosphat enthiilt.

Eine Reihe biochemischer Substanzen verlangsamen oder inhibieren die
HAP-Fillung bzw. die Umwandlung des ACP zu HAP. Magnesium in
ausreichend hohen Konzentrationen (Mg:Ca-Molverhiltnis groBer als 0,2:1)
verhindert ebenfalls die Apatitbildung "*®. Die nichtstochiometrische
Zusammensetzung der meisten gefillten und auch biologisch vorkommenden
Hydroxylapatite und deren kleine KristallgroBBe haben zur Folge, dass diese im
Vergleich zu stochiometrischem, gut kristallinem HAP eine bessere Loslichkeit

besitzen .
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HAP ist aufgrund seiner chemischen und strukturellen Ahnlichkeit zu Knochen
und seiner Biokompatibilitit eines der bedeutendsten Knochenersatzmaterialien.
Ein Nachteil ist jedoch, aufgrund seiner hochkristallinen Struktur, die schlechte
Resorbierbarkeit. Neben der Anwendung als Knochenersatzmaterial findet er
Anwendung zur Beschichtung metallischer Implantate (z. B. Endoprothesen), da

somit eine gute Haftung zwischen Knochen und Implantat gewihrleistet

wird "7,

Tricalciumphosphat (TCP)

Tricalciumphosphat hat die stochiometrische Zusammensetzung Ca;(PO,4), und
ist formal das ,.echte® Calciumphosphat. Es existieren zwei Phasen von TCP,
nidmlich o-TCP (Hochtemperaturphase) und B-TCP. B-TCP kann nicht aus
Losung gefillt werden. Es kann nur durch Calcinieren von z.B. calcium-
defizitirem HAP oberhalb von 800 °C oder durch kontrolliertes Erhitzen von
ACP  hergestellt werden. B-Tricalciumphosphat  weist eine  gute
Biokompatibilitdt und Bioresorbierbarkeit auf. Es findet daher héaufig
Anwendung als Kompositmaterial in Knochenzementen (siche Kapitel 2.4.3)
und in Form von so genanntem biphasischen Calciumphosphat (BCP), eine
Mischung aus B-TCP und HAP ' '],

Oberhalb von 1125 °C wandelt es sich in a-TCP um. Aufgrund der geringeren
Stabilitdt bei Raumtemperatur hat a-TCP eine hohere Loslichkeit im Vergleich
zu B-TCP (siehe Tabelle 4). In wissriger Losung findet eine schnelle
Umwandlung von a-TCP zu CDHA statt. a-TCP wird ebenso wie B-TCP in

Knochenzementen genutzt 7. 151,
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2.3 Arteriosklerose und glatte Muskelzellen

Die meisten pathologischen Verkalkungen, z.B. Arteriosklerose (wortlich:

1 und

bindegewebige  Verhidrtung der Schlagadern), Blasensteine
Zahnstein '"*”', basieren auf der Kristallisation von Calciumphosphaten an nicht
erwiinschten Stellen im Korper. Unsere Blutgefde sind aus drei Schichten
aufgebaut (Abbildung 12): einer Innenschicht (Tunica intima), einer

Mittelschicht (Tunica media) und einer AuBlenschicht (Tunica externa).

Arterie Yene

Tunica Tunica Tunica Tunica Tunica Tunica
inkima T media " externa’l Erndhrende | inkima media 1 externa’|
| | | Gefafe und |

I g wl Merven

—

1
1
Taschenklappen |

Enu:lu:uth;j

Basalmermbran

Endul.:lf-.el-] .

i Bindegewebe mit Basalmembran

kollagenen Fasern Glatke Muskulatur
Membrana elastica externa und elastische Fasern

{elastisches Bindegewebe) Bindegewsbe mit
kollagenen Fasern

Membrana elastica
interna (elastisches
Bindegewebe)

Glatke Moskulatur

Kapillare }
|

Endothel _._ : _::ﬁ"'- q!\.ﬁ __ Basalmembran
- ) ;

Abbildung 12: Schematischer Aufbau der Blutgefife ",

Die Innenschicht ist der eigentliche Ort, an dem die Arteriosklerose stattfindet.
Wird das Endothel (eine diinne Haut iiber der Intima), das die Gefiflwand zu
einem bestimmten Grad vom Blutfluss abschirmt, beschidigt, dann kdnnen
Blutbestandteile wie rote und weille Blutkorperchen sowie Blutplittchen
(Thrombozyten) in die Schichten eindringen und sich dort ablagern. Daran
konnen sich weitere Fett- oder Schadstoffsubstanzen anlagern, wodurch die so
genannten Plaques (Ablagerungen) wachsen. Durch diese Ablagerungen an der
GefdBwand (Abbildung 13) wird der Blutfluss und somit die

Sauerstoffversorgung gehemmt. Die Plaques konnen sich 16sen und vom Blut an
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eine andere Stelle transportiert werden, wo sie dann ebenfalls zu einer

GefiBverengung fiihren (z. B. Lungenembolie) **).

Getaiwand
gesunde Arterie - normaler Blutstrom
S

Einlagerung von Fetten,

Kalk und Zellbestandteilen = : ‘
Plaque
———

noch normaler Blutstrom

aufgebrochene Plaque
mit Thrombus (Blutgerinnsel)

Blutfluss eingeschriankt

akuter GefiBverschluss -s Z kein Blutfluss mehr

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Entstehung von Ablagerungen (Plaques)
[142]

bei einer Arteriosklerose

Die verminderte Sauerstoffversorgung von Geweben und die Verengung der
BlutgefiBBe konnen zu einem Herzinfarkt, der weltweit nach wie vor die
haufigste Todesursache ist, fithren. Daneben sind Schlaganfall (weltweit die
dritthdufigste Todesursache), Niereninsuffizienz, arterielle Verschlusskrankheit
der Beine (pAVK) und Angina Pectoris weitere hidufig auftretende
Folgeerkrankungen einer Arteriosklerose .

Es wird zwischen den unbeeinflussbaren (Alter, Geschlecht, Rasse, genetische
Veranlagung) und den beeinflussbaren (z. B. Bewegungsmangel, Ubergewicht,
Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Rauchen, hoher Cholesterinspiegel)
Risikofaktoren unterschieden. Die Arteriosklerose unterliegt einer schleichenden
Entwicklung, d. h. dass sie anfinglich weder Schmerzen noch Beschwerden
verursacht. Zu den moglichen Therapien gehort als allererstes ein gesunder

Lebensstil. Zusitzlich kommen bei schwereren Fillen blutverdiinnende,

blutdruck- und blutzuckersenkende Medikamente zum Einsatz. Ist die
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Verengung der Arterie stark fortgeschritten, werden Stents oder Bypisse
implantiert **!.

Die arteriosklerotischen Plaques bestehen zu 20-30 % aus Lipiden, der Rest
(ca. 70 %) 1st anorganisches Material, das vor allem Calcium, Phosphat, kleinere
Mengen an Carbonat und Spuren an Magnesium, Natrium, Hydroxid, Fluorid
und Chlorid enthilt. Es konnte gezeigt werden, dass die Calciumphosphat-Phase
der des Knochens @hnelt und es sich somit um nanokristallinen Carbonatapatit
(der Carbonatgehalt ist in den arteriosklerotischen Ablagerungen hoher als im
Knochen) handelt. Im Unterschied zu Knochen variieren die Nanokristalle
sowohl in ithrer Form als auch in ihrer Grofle, was darauf schlieflen lasst, dass
das Ausmall der Kiristallisationskontrolle nicht so ausgeprigt ist wie bei der

Knochenbildung [21, 143, 144]

. Eine Untersuchung von arteriosklerotischen Plaques
mehrerer Patienten mit sehr unterschiedlichen Krankheitsursachen kam zu dem
Ergebnis, dass das Calciumphosphat in den Ablagerungen keine grof3en
Unterschiede in der Zusammensetzung und Struktur aufweist; dies deutet auf
einen gleichen Bildungsmechanismus von GefiBverkalkungen hin ",

Der genaue Mechanismus der Mineralabscheidung in BlutgefdBen ist bis heute
nicht vollstindig geklart. Da Blut beziiglich einer HAP-Abscheidung iibersattigt
ist (Loslichkeitsprodukt von HAP 2,35 -10”° M’, angenommenes Produkt im
Blutserum 9,6-10™ M9) 1145 "eg aber nicht zu einer standigen Ausfillung von
HAP kommt, muss es geeignete Substanzen (z. B. Fetuin, Matrix-Gla Proteine)
geben, die bei einem gesunden Menschen eine Mineralisation an unerwiinschten
Orten inhibieren "** "1, Demnach wire die vaskulire Verkalkung ein passiver
Vorgang, ebenso wie die Knochenbildung.

Glatte Muskelzellen befinden sich in den Winden der meisten Hohlorgane (z. B.
Magen, Darm, Gallenblase, Harnblase) und in BlutgefiBlen (im Endothel) des
Menschen. Im Unterschied zur Skelettmuskulatur (quergestreiften Muskulatur)

werden die Kontraktionen der glatten Muskulatur unwillkiirlich iiber das

vegetative Nervensystem ausgelost und sind relativ langsam. Die Kontraktion
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wird durch eine Erhéhung der intrazelluliren Ca**-Konzentration ausgeldst. Die
glatte Muskulatur kann in einem Spannungszustand verbleiben, was z. B. zum
Funktionieren von Venenklappen erforderlich ist. In den oben angefiihrten
Organen reguliert sie zielgerichtet den Transport des jeweiligen Inhalts
(Peristaltik im Magen, Blutdruckregulation in den Arterien). Das glatte
Muskelgewebe besteht aus ldnglichen, vorwiegend spindelférmigen Zellen,
deren Linge abhingig vom jeweiligen Organ ist (15-20 pum in Blutgefden, bis
zu 600 pm in der Gebdrmutter einer Schwangeren). Ihr Durchmesser liegt
durchschnittlich bei 5-8 um, wobei auch hier der Grad der Kontraktion
entscheidend ist (Zellen im kontrahierten Zustand sind dicker als Zellen im
erschlafften Zustand). Es gibt Erkenntnisse, dass glatte Muskelzellen die
Plaques bei einer Arteriosklerose vor dem Abreilen schiitzen. Zudem
stabilisieren sie instabile, potentiell zum Tode fithrende Lisionen
(Verletzungen) 2.

Da die Effekte von Calciumphosphaten in Blutgefifen bisher kaum verstanden
sind, besteht ein Interesse daran, wie unter anderem glatte Muskelzellen auf die
Kristalle reagieren. In vorherigen Untersuchungen mit BCP und Kristallen aus
menschlichen Ablagerungen verursachten die Kristalle einen Zelltod in den
glatten Muskelzellen. Wenn dies reproduzierbar ist, dann bedeutet es, dass die
Calciumphosphat-Kristalle in Ablagerungen sehr schidlich sein kénnen und in
Abhidngigkeit ihrer Grof3e zur Apoptose fithren. Zudem konnte gezeigt werden,
dass Makrophagen (Fresszellen), die in den Ablagerungen vorkommen, durch
BCP so stimuliert werden, dass sie durch Ausschiittung von Zytokinen
(zuckerhaltige Proteine) entziindungsfordernd wirken, wobei kleinere

BCP-Partikel eine groBere Auswirkung haben "**.
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2.4 Knochen

2.4.1 Aufbau von Knochen

Knochen ist ein Kompositmaterial bestehend aus einer anorganischen
Mineralphase (Calciumphosphate ca. 60-70 %) und organischen
Komponenten (ca. 30 %). Die organische Hauptphase von Knochen ist
Typ-I-Kollagen (90 %), das die Elastizitit des Knochens verursacht, wihrend
das HAP fiir die Hirte zustdndig ist. Der Rest der organischen Matrix besteht
aus nicht-kollagenen Proteinen wie z. B. Osteocalcin und
Osteonektin !> 27 13014913091 "gnochen setzt sich aus zwei Bereichen zusammen.
Die #uBlere diinne Schicht (Kortikalis oder kompakter Knochen, 80 % der
Knochenmasse) umgibt einen porésen, schwammartigen Innenraum (Spongiosa,
20 % der Knochenmasse, siche Abbildung 14), der mit Knochenmark gefiillt ist.
Die Porositit spielt beim Stofftransport und fiir die Zugénglichkeit der Zellen
eine wichtige Rolle. Umgeben ist der Knochen von der Knochenhaut, dem so

genannten Periost.

Abbildung 14: spongioser Knochen mittels Mikrocomputertomographie

aufgenommen ',
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Mikroskopisch betrachtet sind die mineralisierten Kollagenfasern (Fibrillen) die
kleinsten Bausteine des Knochens; sie bestehen aus Kollagen-I-Molekiilen und
nichtstéchiometrischem Hydroxylapatit. Die Apatit-Kristalle sind
plattchenformig (ca. 2,5-5 nm dick) und parallel zur Lingsachse der

Kollagenfasern in den Fibrillen eingebaut (Abbildung 15).

//A‘“..-“—.T::! 2

1498000000000 ¢ e

Mineralisierte
Kollagenfibrille:
einige pm lang
und ~100 nm im
Durchmesser

Kollagenmolekiile
pléi'ttchenfdrmjger Apatit- (Polypeptid-Ketten):
Kr13stall (~50x25x4 ~300 nm lang und 1.5
nm’), elongiert entlang der nm im Durchmesser
kristallographischen c-

Achse

Abbildung 15:  Schematische  Darstellung einer  Kollagenfibrille, die
Kollagenmolekiile und HAP-Nanokristalle enthélt 27,

Betrachtet man die ndchste Organisationsstufe des Knochens, so ist zu erkennen,
dass sich die Kollagenfibrillen in dreidimensionalen Netzwerken anordnen, die
sich je nach der Knochenart (Geflechtknochen oder Lamellenknochen) in ihrer
Struktur und Ordnung unterscheiden, um den jeweils vorherrschenden
Belastungen  standzuhalten. @ Des  Weiteren  gelangt man  zur

Strukturierungsebene, die bereits im Millimeterbereich liegt; hierzu gehoren die
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fir den Knochenaufbau und — abbau verantwortlichen Zellen, die Osteoblasten
(GroBe von etwa 20 um) und Osteoklasten (GroBe ca. 100 pum). Daneben
existiert noch eine dritte Zellart im Knochen, die Osteozyten. Die
Knochenzellen machen etwa 2 % der gesamten Knochenmasse aus '),

Die Osteoblasten, die durch Differenzierung aus Vorlduferzellen (mesenchymale
Stammzellen) entstehen, sind fiir den Knochenaufbau verantwortlich und
produzieren Kollagen und Calciumphosphat. Als Vorstufe bildet sich zunéchst
ein aus iiberwiegend Kollagen bestehendes unmineralisiertes Gewebe, das auch
Osteoid genannt wird. In dessen Hohlrdumen erfolgt dann unter Verdringung
des darin befindlichen Wassers die Mineralisierung durch Einlagerung des
Calciumphosphats. Ist die Knochenbildung abgeschlossen, so wandeln sich
30-50 % der Osteoblasten, die nun von Knochen umgeben sind, in Osteozyten
um, deren Aufgabe vermutlich die Regelung des Gleichgewichts zwischen

t U Knochen ist demnach einem

Knochenaufbau und Knochenabbau is
stindigen Auf- und Abbauprozess (ca. alle 20 Jahre ist das menschliche Skelett
komplett erneuert), auch ,,Remodelling® genannt, ausgesetzt. Dabei baut die
dritte 1im Knochen befindliche Zellart, die Osteoklasten, den Knochen ab. Dazu
setzen sich die Osteoklasten an der Knochenoberfldche fest und bilden zwischen
threr Unterseite und der Knochenoberflidche saure Kompartimente (pH-Wert um
4,5), die das Knochenmineral auflosen. Zusétzlich wird durch Ausscheidung
spezieller Enzyme das Kollagen abgebaut, wodurch Resorptionslakunen
(Abbildung 16) entstehen !'* " 9?1 Ist dieses Gleichgewicht gestort, so kommt
es zu vermehrtem Knochenabbau, was dann zur Osteoporose fiihrt [149. 1531
Osteoporotischer Knochen enthilt hauptsidchlich élteres Mineral, das eine
hohere Kristallinitdt aufweist. Das Gegenstiick zur Osteoporose ist die
Osteopetrose  (Marmorknochenkrankheit), bei der es aufgrund einer
Osteoklasteninsuffizienz zu verminderter Knochenresorption kommt und der

Knochen dadurch in Folge einer Dichtezunahme an Elastizitit verliert . Die

gesamten Vorginge beim Knochenwachstum werden durch biochemische
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Faktoren (Hormone, Wachstumsfaktoren, Vitamine) bestimmit.
Wachstumsfaktoren wie z. B. die Bone Morphogenetic Proteins (BMP) setzen
die Differenzierung von Vorlduferzellen zu Osteoblasten in Gang und

induzieren somit die Knochenbildung "**".
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Abbildung 16: Darstellung der am Knochenaufbau (Osteoblasten) und Knochenabbau

(Osteoklasten) beteiligten Zellen [149]

Die Knochenbildung und die Knochenresorption sind mit verschiedenen
Markern korreliert. Marker der Knochenbildung sind das Enzym Alkalische
Phosphatase (AP) und das Protein Osteocalcin. Ein hidufig angewandter Marker
der Knochenresorption ist die Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) !*).
Diese Marker konnen mittels bestimmter Farbungen sichtbar gemacht werden
und sind somit ein Nachweis fiir die Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitit. Es

gibt sowohl biologische als auch chemische Faktoren, die die

Knochenmineralisierung beeinflussen. Zu den biologischen gehoren das
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Knochenwachstum, das Remodelling, das Altern und der Knochenumsatz. So
fiihrt ein schnelles Remodelling zu einer geringeren Dichte des
Knochenminerals (Hypomineralisation), wihrend Altern zu einer hoheren
Dichte (Hypermineralisation) fiihrt. Chemische Faktoren sind z. B. Fluorid und
Strontium, die in das Apatitgitter eingebaut werden. Fluorid stabilisiert das
Apatitgitter und verringert somit die Loslichkeit des HAP, wodurch sich die
Dichte des Minerals erhoht. Strontium hat einen gegensitzlichen Effekt, da es

die Loslichkeit von HAP erhoht 14,

2.4.2 Zusammensetzung des Knochenminerals

Das anorganische Mineral des Knochens besteht aus nanokristallinem
Hydroxylapatit (HAP), der wie alle biologischen Apatite Fremdionen enthélt. Zu
den wichtigsten Fremdionen gehdren Magnesium, Natrium, Kalium, Fluorid,
Chlorid und Carbonat. Daneben enthdlt das Knochenmineral noch
Spurenelemente wie Barium, Kupfer, Eisen und Zink. Dies fiihrt zu einem
nichtstochiometrischen, Calcium-defizitirem Hydroxylapatit, auch Dahllit
genannt, mit der allgemeinen Summenformel Cas(PO,);4(CO5)xOH
(Tabelle 5) ' Der Carbonatgehalt liegt bei ungefihr 4-6 Gew.-% ¢ 4% 15,
Ein Grofiteil des Carbonats, das dem Knochenmineral eine hohere Reaktivitit
im Vergleich zu reinem HAP verleiht, befindet sich auf der Oberfliche 151
Posner et al. nahmen ebenfalls an, dass das Carbonat im Knochenmineral anders
eingelagert ist als in synthetischem HAP !"*"!. Die Kristalle sind plittchenférmig
und unregelmiBig ausgebildet. Die durchschnittliche Kristallgrole steigt mit
dem Alter an; unreifes (kindliches) Knochenmineral weist eine kleinere
KristallgroBe auf und ist stidrker Ca-defizitir als voll entwickeltes
Knochenmineral "', Mit der Reifung werden die Knochenkristalle zwar weniger
Ca-defizitar, erreichen aber nie die stochiometrische

[156]

HAP-Zusammensetzung Aufgrund der Nanokristallinitit und des

Carbonatgehalts ist das Knochenmineral besser loslich als kristalliner
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stochiometrischer Hydroxylapatit. Das Ca:P-Verhiltnis, das mit steigendem
Alter zunimmt (1,3 bis ca. 1,66), und die Kristallinitit werden durch den

Carbonatgehalt, der sich mit zunehmendem Alter erhsht, reguliert /'Y,

Tabelle 5: Zusammensetzung menschlichen Knochenminerals 17,

Bestandteil Anteil in Gew.-%
Calcium 34,8
Phosphor 15,2
Natrium 0,9
Magnesium 0,72
Kalium 0,03
Carbonat 4-6
Fluorid 0,03
Chlorid 0,13

Es wird angenommen, dass sowohl amorphes Calciumphosphat (ACP) als auch
DCPD als Vorstufe des Knochenminerals fungieren, jedoch konnte diese

1361 Auch Octacalciumphosphat

Annahme bis heute nicht bestitigt werden
CagH,(PO,)e'5S H,O  wurde als Vorstufe der Knochenmineralisierung
postuliert ", konnte jedoch nicht mittels Beugungsmethoden in der frithen
Knochenbildung nachgewiesen werden. Das Knochenmineral erfiillt zwei
Aufgaben: erstens fiihrt es zur Stabilitdt des Skelettes und zweitens agiert es als
Speicher unterschiedlicher Ionen (z. B. Calcium, Magnesium, Carbonat), die

wichtig fiir den Stoffwechsel sind !>,
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2.4.3 Knochenersatzmaterialien

Knochenersatzmaterialien kommen zum Einsatz, wenn ein Knochendefekt,
hervorgerufen durch einen Knochenbruch, eine Entziindung oder einen Tumor,
mit einem Material aufgefiillt werden muss, so dass das spdtere Einwachsen von
neuem Knochen ermoglicht wird. Es gibt einen hohen Bedarf an synthetischen
Knochenersatzmaterialien aufgrund der Nachteile, die mit biologischen
Knochenimplantaten verbunden sind. So besteht bei korperfremden Implantaten
(Xenografts), z. B. von Tieren, die Gefahr von Infektionen und
immunologischen Problemen, da trotz Sterilisation unerwiinschte aktive
Biomolekiile zuriickbleiben konnen. Diese Gefahr kann auch bei allogenen
(artgleichen) Materialien auftreten. Implantate, die aus dem eigenen Korper
gewonnen werden (Autografts), sind nach wie vor der Standard fiir den
Knochenersatz, da sie eine perfekte Biokompatibilitit besitzen. Jedoch ist die
verfiigbare Menge limitiert und es muss zur Entfernung des Implantats eine
zweite Operation durchgefiihrt werden. Als Konsequenz all dieser aufgezeigten
Probleme ist die Herstellung synthetischer Knochenersatzmaterialien ein weit
verbreitetes Forschungsfeld. Diese sollten idealerweise sowohl osteoinduktiv
(Fahigkeit zur Umwandlung undifferenzierter mesenchymaler Vorlduferzellen
zu Osteoblasten), osteokonduktiv (Fihigkeit, das Einwachsen von Kapillaren,
Gewebe und Knochenzellen in den Defektraum zu ermdglichen) als auch
biokompatibel (gut vom Korper aufnehmbar und keine Fremdkorperreaktionen
zeigend) sein. Weiterhin sollten die synthetischen Knochenersatzmaterialien
bioabbaubar sein, damit sie durch den neu gebildeten, eigenen Knochen ersetzt
werden konnen. Zudem sind pordse Materialien von Vorteil, wodurch ein
besserer Knocheneinwuchs moglich ist. Sie miissen jedoch weiterhin eine
ausreichende mechanische Stabilitit aufweisen. Fiir die Lebensdauer eines
Implantats ist vor allem die Knochenresorption durch Osteoklasten

ausschlaggebend ',
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Die meisten Knochenersatzmaterialien werden auf der Basis von
Calciumphosphaten hergestellt, da das anorganische Material des Knochens und
auch anderer Hartgewebe, wie z. B. von Zidhnen, aus Calciumphosphat besteht.
Zudem weisen Calciumphosphate eine hohe Biokompatibilitit auf. Es sind
verschiedene Calciumphosphate mit unterschiedlicher Zusammensetzung auf
dem Markt, wobei die wichtigsten Hydroxylapatit Cas(PO4);OH und
Tricalciumphosphat Caz;(PO,4), sind. Der Nachteil der rein keramischen
Materialien ist deren geringe Elastizitit und hohe Sprodigkeit. Eine mogliche
Losung dieses Problems ist die Kombination von Calciumphosphaten mit
Polymeren zu einem geeigneten Kompositmaterial (Abbildung 17), das eine
hohe FElastizitit aufweist und zugleich eine gute Biokompatibilitit besitzt. Als
biokompatible Polymere kommen sowohl synthetische Polymere wie Polyester
als auch Polymere biologischen Ursprungs wie Kollagen, Gelatine oder Alginate

in Frage.

@

Polymere
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(PGA)
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Abbildung 17: Einige mogliche Kombinationen von Calciumphosphaten und

Polymeren zur Herstellung von Knochenersatzmaterialien.
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Im Folgenden werden einige Beispiele fiir bereits entwickelte
Kompositmaterialien auf Hydroxylapatit-Basis gegeben.

Kikuchi et al.'™™® haben ein Kollagen/HAP-Komposit entwickelt, dessen
mechanische Eigenschaften noch durch eine Verlinkung der Kollagen-Fasern
mit Glutaraldehyd verbessert wurden. Dieses Material wurde in vivo getestet
und zeigte ein gutes biologisches Verhalten. Eine weitere Studie zeigt, dass mit
Silizium substituierte Kollagen/HAP-Komposite eine hohere Biokompatibilitét

) ) 159
aufweisen und somit den Knochenersatz verbessern >”

. Biodegradierbare
Polyester auf der Basis von Polyglykolsdure und Polymilchsidure werden haufig
als Bestandteile von Kompositmaterialien eingesetzt. Ein Nachteil dieser
Polyester ist jedoch, dass sie zu sauren Produkten abgebaut werden, was zur
Acidose und im Kontakt mit Knochen zur Knochenauflosung (Osteolyse) fithren
kann. Dies kann durch Carbonat im Hydroxylapatit verhindert werden "' '°!,
Die mechanischen Eigenschaften von Hydroxylapatit konnen durch Polylactid
verbessert werden ", Neben den Materialien aus Hydroxylapatit gibt es noch
eine  Reihe weiterer Knochenersatzmaterialien auf Basis anderer
Calciumphosphate. Dazu gehdren B-TCP "' und die biphasischen
Calciumphosphate (BCP), ein Gemisch aus HAP und B-TCP "> %) Ein Vorteil
von B-TCP im Vergleich zu HAP ist seine hohere Loslichkeit und damit bessere
Biodegradierbarkeit !,

Weitere Knochenersatzmaterialien sind Knochenzemente auf Calciumphosphat-
Basis, die erstmals 1995 von Constantz et al. eingefithrt wurden "'®”'. Sie werden
als Paste in den Defekt eingebracht und hirten erst dort aus, wodurch eine gute
Anpassung an den jeweiligen Defekt moglich ist '®'®!. Da die Abbindezeit
oftmals noch fiir den klinischen Gebrauch unzureichend ist, wurden auch hier
Zementkomposite, z.B. mit Gelatine hergestellt"'”. Zudem wurden
Knochenersatzmaterialien mit Fluorapatit (OH-Gruppen im Hydroxylapatit

werden durch Fluorid ersetzt) als grundlegende Substanz entwickelt. Er hat im

Vergleich zu HAP eine geringere Loslichkeit, eine hohere mechanische
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Stabilitdt, und es konnte gezeigt werden, dass Fluorid einen stimulierenden
Effekt auf Osteoblasten in vitro ausiibt """ 17?1,

Mit speziellen Techniken (z. B. Gefriertrocknung) ist es zudem moglich, porose
Kompositmaterialien auf Basis der verschiedenen Calciumphosphate
herzustellen, wodurch die Zellen und Gewebe besser in das Implantat
einwachsen konnen "% Ein Nachteil dieser Materialien ist jedoch hiufig die
geringere mechanische Festigkeit.

Eine Ubersicht zur Untersuchung unterschiedlicher Knochenersatzmaterialien
liefert der Artikel von Tadic et al. ®”. Dabei wurden die Zusammensetzung,
Kristallinitit, Morphologie, mechanische Stabilitit und die Biodegradierbarkeit
analysiert.

Ein weiteres Gebiet der Biomaterialien ist die Beschichtung von metallischen
Implantaten (z. B. Endoprothesen) mit Calciumphosphaten, wodurch eine

bessere Verbindung zwischen Knochen und dem Implantat erreicht wird .
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3. Verwendete Analysemethoden

3.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM) mit energiedispersiver
Rontgenspektroskopie (EDX)

Mittels eines Rasterelektronenmikroskops ist es moglich, eine Oberfliche mit
einem Elektronenstrahl, der sehr fein gebiindelt wird, abzutasten. Im Gegensatz
zur VergroBerung eines Auflichtmikroskops (maximal ca. 1000fach), kann mit
Hilfe des Rasterelektronenmikroskops eine bis zu 500000fache VergroBerung
erreicht werden; die Auflosung liegt bei einigen Nanometern. Durch einen
Elektronenstrahl, der Punkt fiir Punkt und Zeile fiir Zeile iiber die Oberflidche
einer Probe  gefiihrt wird, entstetht ein Bild. Da in der
Rasterelektronenmikroskopie nur elektrisch leitende Oberflichen dargestellt
werden konnen, miissen die Proben meist speziell prédpariert werden.
Nichtleitende Proben (Isolatoren) wiirden bei Elektronenbeschuss Bereiche mit
hoher negativer Ladung erhalten. Das dadurch aufgebaute elektrische Feld
wiirde den primiren Elektronenstrahl unkontrolliert ablenken und defokussieren.
Daher miissen diese Proben mit einem leitfihigen Uberzug aus Kohlenstoff oder
einem Metall (z. B. Gold) beschichtet werden. Dabei ist darauf zu achten, dass
die Schicht nicht zu dick aufgedampft wird, da ansonsten die feinen Strukturen
der Substanz abgedeckt werden konnen. Die Abtastung mit dem
Elektronenstrahl findet 1m Hochvakuum statt, damit eine eventuelle
Wechselwirkung des Elektronenstrahls mit den Molekiilen der Luft verhindert
wird.

Trifft der Elektronenstrahl auf eine Probenfldche, so werden die Elektronen
abgebremst, wobei sie kinetische Energie an die Probe abgeben. Dadurch
werden Sekundirelektronen aus der Probenfliche herausgelost, die vom
Sekundirelektronendetektor registriert werden. Die Sekundérelektronenausbeute
hingt von der Primérstrahlenergie, der Neigung der Probenoberfliche zum

Elektronenstrahl und vom Probenmaterial ab. Da der Austritt von
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Sekundirelektronen an Objektkanten erleichtert ist, ergibt sich ein
kontrastreiches und dreidimensional wirkendes Bild.

Neuere Gerite der Rasterelektronenmikroskopie erlauben das Arbeiten in drei
verschiedenen Druckbereichen. Neben Hoch- und Niedervakuum besteht auch
die Moglichkeit, Proben im ESEM-Modus (Environmental Scanning Electron
Microscope) bei Driicken bis 40 mbar zu untersuchen, was jedoch zu Lasten der
Auflosung geht.

Neben frei werdenden Sekundir- oder gebeugten Primirelektronen entstehen
beim Auftreffen des Elektronenstrahls auf die Probe auch Rontgenstrahlen.
Diese Rontgenstrahlung ist abhiingig von der Ordnungszahl des jeweiligen
Elements und somit charakteristisch fiir die in der Probe vorhandenen Elemente
(Moseley’sches Gesetz). Die Kopplung von Elektronenmikroskopen mit
energiedispersiven Rontgendetektoren (EDX) ermoglicht daher die lokale
Analyse der Elementarzusammensetzung der Probenoberfliche. Der Nachweis
beschrinkt sich allerdings auf qualitative Analysen und ist nur in Malen
quantitativ auswertbar.

Die REM-Bilder in dieser Arbeit wurden mit einem ESEM Quanta 400 FEG von
FEI aufgenommen. Schlechtleitende Proben wurden zuvor mit einer
Gold/Palladium-Legierung fiir 1-2 Minuten bedampft. Die Arbeitsspannung lag
je nach Probe bei 5-20 kV.

3.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) " '™

Das Transmissionselektronenmikroskop funktioniert wie ein herkommliches
Durchlichtmikroskop mit dem Unterschied, dass beim TEM die zu
untersuchende Probe mit einem Elektronenstrahl anstatt sichtbarem Licht
,,durchleuchtet wird. Der Elektronenstrahl wird aus einer Glih- oder
Feldemissions-Kathode emittiert und beschleunigt; typische
Beschleunigungsspannungen liegen bei 80-200 kV. Aufgrund der verwendeten

Wellenlidnge beschleunigter Elektronen ist eine Aufldsung moglich, die bis in
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den atomaren Bereich geht. Die Abbildung der Probe erfolgt, nachdem der
mittels eines elektromagnetischen Linsensystems im Hochvakuum fokussierte
Elektronenstrahl die Probe durchdrungen hat, durch das Auftreffen des Strahls
auf einen Detektorschirm. Die erreichbare Auflosung wird neben Linsenfehlern
auch von der Probendicke beeinflusst, da mit hoherer Dicke die unelastische
Streuung 1im Vergleich zur bildgebenden elastischen Streuung zunimmt. Somit
sind fiir Bilder hoher Auflosung extrem diinne Schnitte der Proben notwendig.
Als Probentréiger dient ein Netz, das im Allgemeinen aus Kupfer besteht und mit
Kohlenstoff beschichtet ist.

In dieser Arbeit wurde ein Transmissionselektronenmikroskop CM 200 der
Firma Philips benutzt. Die untersuchten Proben wurden in ein Kunstharz
eingebettet und nach dem Aushirten mit einem Diamantmesser 100 nm diinne

Schnitte angefertigt. Die Beschleunigungsspannung betrug 200 k'V.

3.3 IR-Spektroskopie (IR)

Molekiile werden durch Absorption von Infrarotstrahlung (Wellenldngenbereich
von 760 nm bis 0,5 mm) zu Schwingungen angeregt; ein N-atomiges Molekiil
besitzt 3N-6 Normalschwingungen, ein lineares Molekiil hat dagegen nur 3N-5
Normalschwingungen. Damit eine Schwingung IR-aktiv ist, muss sich wahrend
der Schwingung das Dipolmoment der Verbindung idndern. Welche
Schwingungen einer Substanz IR-aktiv sind, kann nach Feststellung der
Symmetrie des Molekiills in den Charaktertafeln der Gruppentheorie
nachgeschlagen werden.

Die Lage der Absorptionsbanden hingt von der Art der im Molekiil
vorkommenden funktionellen Gruppen ab. Die Absorptionsbanden werden
meistens durch die Wellenzahl (Einheit: cm™), den reziproken Wert der
Wellenldnge, charakterisiert. Ein typisches IR-Spektrum umfasst einen Bereich

von 600-4000 cm™, die Energie der Strahlung reicht von 4 bis 42 kJ mol™. Ein
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IR-Spektrum ist wie ein ,Fingerabdruck® fiir ein bestimmtes Molekiil
charakteristisch.

Die Frequenz, mit der die Atome schwingen, hingt von der Bindungsstarke und
von ihrer Atommasse ab. Valenzschwingungen starker Bindungen und leichter
Atome haben relativ hohe Frequenzen, d.h. sie absorbieren bei hoheren
Wellenzahlen. Dagegen liegen die Valenzschwingungsbanden schwacher
Bindungen mit schweren Atomen bei niedrigeren Wellenzahlen. Es gibt eine
Vielzahl moglicher Schwingungen, dazu gehoren die Valenzschwingung
(Anderung der Bindungslinge wihrend der Schwingung) und die
Deformationsschwingung (Anderung des eingeschlossenen Winkels wihrend
der Schwingung). Diese Fiille macht eine Interpretation eines IR-Spektrums
nicht immer leicht, dennoch ist die IR-Spektroskopie von groem Nutzen, da die
Schwingungsbanden einer Reihe funktioneller Gruppen bei charakteristischen
Wellenzahlen erscheinen. Ahnliche Molekiile unterscheiden sich besonders im
Bereich von 600-1500 cm™', dem so genannten fingerprint-Bereich.

Ein Teil der IR-Spektren in dieser Arbeit wurden mit einem Spektrometer
BIO-RAD FFS 175, ein anderer Teil mit einem Spektrometer Vertex 70 der
Firma Bruker, aufgenommen. Dazu wurde KBr mit der zu vermessenden
Substanz vermischt, gut gemorsert und ein KBr-Pressling angefertigt. Als
Referenz diente ein reiner KBr-Pressling (beim Vertex 70 war dies nicht

notwendig). Der Messbereich lag zwischen 500-4000 cm™.
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3.4 Thermogravimetrie (TG)

Die Thermogravimetrie gehort zu den thermischen Analysemethoden. Bei der
Thermogravimetrie wird die Massenidnderung einer Substanz im Verlauf eines
vorgegebenen Temperatur-Zeit-Programms gemessen. Im Allgemeinen sind
Heizraten von 1 bis 20 K min" iiblich, je nach gewiinschter Aufldsung.
MessgroBe ist die durch Reaktion oder Zerfall hervorgerufene Anderung der
Probenmasse als Funktion von Temperatur und/oder Zeit. Eine
Massenidnderung ist dann zu beobachten, wenn bei der thermischen Behandlung
der Substanz fliichtige Stoffe entstehen; dies kann z. B. Wasser (in Form von
Wasserdampf) oder Kohlendioxid sein. In Abhéngigkeit von der Atmosphire -
es kann unter Stickstoff, Sauerstoff oder Formiergas (Gemisch aus 70-90 % N,
und 10-30 % H,) gemessen werden - konnen neben Zersetzungen auch
Oxidationen oder Reduktionen stattfinden. Die Analysesubstanz befindet sich in
einem Tiegel, der mit einer Thermowaage verbunden ist. Jede Stufe im
Diagramm entspricht einer bestimmten Reaktion und kann somit dem Auftreten
eines bestimmten Stoffes zugeordnet werden, der mittels eines weiteren
Analysegerites (IR-Spektrometer oder Massenspektrometer) genauer und
einfacher identifiziert werden kann. Treppenkurven zeigen das Vorhandensein
von zwei oder mehrerer stabilen Formen an. Ein ungleichméBiger Verlauf weist
auf eine thermisch instabile Substanz hin. Reaktionen mit der gewdihlten
Atmosphire sind oftmals an einem deutlichen Anstieg der TG-Kurve zu
erkennen.

Die thermogravimetrischen Messungen wurden mit einem STA 409 PC der
Firma Netzsch durchgefiihrt, das mit einem IR-Gerdt Bruker Vertex 70
verbunden ist. Die Probe wurde in einen Tiegel aus Aluminiumoxid gefiillt. Die
Messungen wurden, bis auf die Analyse von Apatos und Gen-Os (unter
Sauerstoffatmosphiire), alle unter  Stickstoffatmosphire  (Durchfluss:
50 ml min™) durchgefiihrt. Die Heizrate betrug 2-5 K min™. Die Probenmenge

variierte zwischen 20 und 50 mg.
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3.5 Dynamische Differenz-Kalorimetrie (DSC)

Die DSC gehort ebenfalls zu den thermischen Analysemethoden. Bei ihr werden
die Probe und eine Referenzsubstanz, die 1m zu untersuchenden
Temperaturbereich keine thermodynamische Umwandlung eingeht, einer
Temperaturdnderung mit konstanter Heiz- bzw. Abkiihlungsrate unterworfen.
Dabei wird die Differenz der Wirmestrome ® von der Probe und der
Vergleichssubstanz (Gleichung 8) als Funktion der Temperatur oder der Zeit

gemessen.

@ = @(Probe) - ®© (Vergleichsprobe) [8]

Finden in einem bestimmten Temperaturbereich in der Probe physikalische oder
chemische Prozesse statt, so verursachen diese im zeitlichen Temperaturverlauf
der Probe Abweichungen von der Linearitit. Bedingt durch das Material und
den Aufbau der Messkammer, die eine sehr gute Wirmedammung aufweist,
kann der Temperaturunterschied sehr exakt gemessen werden. Daher ist das
Messergebnis im Vergleich zur Thermogravimetrie nicht nur genauer, es sind
auch quantitative Auswertungen moglich. So eignet sich die DSC vor allem zur
Untersuchung exothermer (Peak nach unten) bzw. endothermer (Peak nach
oben) Vorginge und der Berechnung der entsprechenden Reaktionsenthalpien.
Als Probenbehilter dienen Aluminiumtiegel, wodurch zwar im Vergleich zur
TG-Analyse eine bessere Wirmeleitung erreicht wird zugleich aber auch die
maximale Heiztemperatur auf 600 °C beschrinkt ist.

Die DSC-Messungen wurden mit einem DSC 204 (schematische Darstellung
siche Abbildung 18) mit angeschlossener fliissig-N,-Kiihleinheit der Firma
Netzsch durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um ein kalibriertes
Wirmestrom-DSC. Es wurden wenige Milligramm (maximal 10 mg) Substanz

in einen Aluminiumtiegel eingewogen. Als Referenz diente ein leerer
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Aluminiumtiegel. Der Aluminiumtiegel, in dem sich die Probe befand, wurde
mit einem Loch versehen, damit sich kein Druck im Tiegel aufbauen konnte.

Die Heizrate betrug 5 K min™.

FI
Wz =7

|I —_ - - Ij
|‘r If
°pe
Abbildung 18: Schematische Darstellung eines Dynamischen
Wirmestrom-Differenz-Kalorimeter ~ (Scheibenmesssystem); P Probe, R

Vergleichsprobe, O Ofen, S Scheibe (Metall, Keramik), ®op Wiarmestrom vom Ofen

zur Probe, ®or Wirmestrom vom Ofen zur Vergleichsprobe, 4T Temperaturdifferenz.

3.6 Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD) !> "¢

Rontgenstrahlen werden an den Elektronenhiillen der in den Netzebenen hkl
eines Kristallgitters liegenden Atome bzw. Ionen gebeugt, da ithre Wellenldnge
im GroBenbereich der Atomabstinde im Kristallgitter liegt. Die Netzebenen
eines Kristalls werden durch Grof3e und Form der Elementarzelle bestimmt; sie
konnen mit den Atomschichten zusammenfallen, miissen dies aber nicht. An
jeder einzelnen Netzebene wird ein Teil der Strahlung reflektiert. Diese
reflektierten Wellen konnen nur dann in Phase schwingen und zu konstruktiver
Interferenz fithren, wenn der Weglingenunterschied unterschiedlicher Strahlen

ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlidnge ist.
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Dieser Zusammenhang wird durch die Bragg-Gleichung beschrieben:

n A =2 d(hkl) sin 6 [9]

(n: Ordnung der Beugungsmaxima; A: Wellenlidnge der einfallenden Strahlung;
d(hkl): Netzebenenabstand; &: Streuwinkel).

Man beobachtet die Rontgenintensitiit in einem Winkel 26 von der Ebene des
einfallenden Primérstrahls. Das erhaltene Diffraktogramm ist eine Auftragung
der Intensitét der gebeugten Strahlung gegen den Winkel 26.

Die Rontgenpulverdiffraktometrie kann zur Identifizierung von Substanzen
herangezogen werden, da jede kristalline Substanz ein charakteristisches
Diffraktogramm besitzt. Des Weiteren liefert sie Informationen iiber den
Gittertyp und den Kristallisationszustand der Substanz. Je kristalliner eine
Substanz ist, desto schmaler sind die Reflexe. Amorphe Stoffe, die eine
definierte Nahordnung, aber keine Fernordnung und damit keine
Netzebenenanordnung besitzen, zeigen keine definierten Beugungsbilder.
Anhand von Datenbanken wie der des ICDD (International Centre for
Diffraction Data) koénnen die Diffraktogramme einer bestimmten Substanz
zugeordnet werden.

Bei der Pulverdiffraktometrie sollten die Proben vorher gut gemorsert werden,
da ansonsten aufgrund von Vorzugsorientierung schwierig zu interpretierende
Ergebnisse auftreten konnen. Dadurch verdndern sich zwar nicht die
Reflexlagen, jedoch die relativen Reflexintensititen, was zur Folge hat, dass
eine genaue Identifizierung der Substanz erschwert wird oder nicht mehr
moglich ist.

Die Pulverdiffraktogramme wurden mit einem Rontgendiffraktometer D 500 der
Firma Siemens aufgenommen. Dabei wurde die Substanz jeweils als Flachprobe

auf einen Probentrdager aus Glas aufgetragen. Zur besseren Haftung der Probe
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wurde vorher etwas Vaseline auf das Glas aufgetragen. Die Messungen wurden
mit Cu-Ka-Strahlung durchgefiihrt. Als Detektor wurde ein Szintillations-Zihler

verwendet.

3.7 Kernresonanzspektroskopie (NMR) """ '

Die NMR-Spektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) ist ein
haufig angewendetes Verfahren zur Aufkldarung von Molekiilstrukturen. Es wird
die Wechselwirkung von Stoffen, die einem starken, homogenen Magnetfeld
ausgesetzt sind, mit elektromagnetischer Strahlung im Radiofrequenzbereich
untersucht. Diese Wechselwirkung ist auf den Kernspin (Eigendrehimpuls) von
Atomen zuriickzufiihren, der bei ungerader Protonenzahl und/oder ungerader
Neutronenzahl auftritt. Durch diesen Kernspin entsteht ein magnetisches
Moment, wodurch sich der Kern nidherungsweise wie ein kleiner Magnet
verhilt. Der Spin und damit das magnetische Moment kann 2/+1 Orientierungen
(I: Kernspinquantenzahl) beziiglich einer willkiirlich gewihlten Achse
annehmen. Zu den Kernen mit der Kernspinquantenzahl /=1/2 gehdren unter
anderem 1H, BC und 31P, die somit zwei Orientierungen, die mit o (m; = +1/2;
my= I, I-1,...; -I) und B (m; = -1/2) bezeichnet werden, aufweisen konnen. Einige
wichtige Kerne wie z. B. '°0 haben dagegen keinen Kernspin und sind daher mit
magnetischen Resonanzspektren nicht nachzuweisen. Jeder Wert von my spiegelt
eine Orientierung des Kernspins und damit des magnetischen Moments wider,
die in einem &duBeren Magnetfeld unterschiedliche Energien besitzen
(Zeeman-Aufspaltung). Sind die Resonanzbedingungen erfiillt, so tritt eine
Kopplung zwischen den Kernspins und der Strahlung ein, und es gehen Kerne
vom energiedrmeren o- in den B-Zustand iiber. Das duB3ere Magnetfeld induziert
einen elektronischen Bahndrehimpuls, der ein kleines zusitzliches Magnetfeld
an den Kernen erzeugt. Das so genannte lokale Magnetfeld kann sich vom
angelegten Feld unterscheiden. Daher ist die Aufspaltung der Energieniveaus
abhéngig von der elektronischen Struktur des Molekiils in der Nihe des Kerns.

Dies fiihrt dazu, dass die Resonanzbedingung fiir verschiedene Kerne (auch des
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gleichen Elements) bei unterschiedlichen Frequenzen erfiillt ist. Dieses
Phidnomen wird chemische Verschiebung genannt. Sie wird relativ zu
einer Standardsubstanz (z. B. Tetramethylsilan) in ppm der Resonanzfrequenz
angegeben. Da die Elektronendichte von der chemischen Struktur der
Verbindung abhingt, ist die chemische Verschiebung eines Kerns ein Indiz
dafiir, zu welcher funktionellen Gruppe eines Molekiils sie gehort und welche
Gruppen benachbart sind.

Ein Effekt, der eine Aufspaltung der Resonanzlinien zur Folge hat, ist die so
genannte  Spin-Spin-Kopplung  (skalare  Kopplung) mit der
Kopplungskonstante J. Sie resultiert aus dem Einfluss benachbarter Kerne mit
magnetischem Moment auf die FluBdichte am betrachteten Kern und wird iiber
die Bindungselektronen iibertragen. Sie fiihrt dazu, dass die Resonanzlinie eines
Kerns gegeniiber der Position, an der sie ohne Spin-Spin-Kopplung auftreten
wiirde, verschoben ist. Da das Atom, mit dem der betrachtete Kern koppelt
sowohl a- als auch B-Spin haben kann, wird die Resonanzlinie einmal um +1/2J
und einmal um -1/2J verschoben. Dadurch wird ein Dublett von Linien im
Abstand J erhalten.

Neben der herkommlichen NMR-Spektroskopie in Losung, konnen auch
Festkorper  mittels =~ NMR-Spektroskopie  untersucht  werden.  Die
Festkorper-NMR-Spektroskopie ~ ist  eine  wichtige = Methode  zur
Strukturaufkldrung, da sie Informationen liefert, die mittels
Rontgenbeugungsmethoden nicht zu erhalten sind. So konnen mit
Festkorper-NMR-Spektroskopie auch amorphe Stoffe untersucht werden und
anhand der chemischen Verschiebung Informationen iiber die Bindungen und
folglich die elektronische Struktur erhalten werden. In Festkdrpern dominieren
die orientierungsabhingigen Spinwechselwirkungen und das
Relaxationsverhalten der Spinsysteme die NMR-Spektren. Die unvollstandige
Ausmittelung dieser Wechselwirkungen aufgrund anisotroper

Molekiilbewegungen fiihrt zu Spektren, die auf Dipol-Dipol-Wechselwirkungen,
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Anisotropien der chemischen Verschiebung und auf
Quadrupolwechselwirkungen basieren. Dies hat in kristallinen und amorphen
Substanzen Spektren mit Linienbreiten von mehreren kHz zur Folge. Ein
weiterer Nachteil der Festkoper-NMR-Spektroskopie, insbesondere bei der
Messung von “C-Kernen, ist die hohe longitudinale Relaxationszeit T, die ein
Mal3 fiir die Effizienz ist, mit der ein angeregter Kernspin durch
Energieaustausch mit seiner Umgebung in seinen Grundzustand zuriickkehrt.
Dadurch bedingt entstehen lange Wartezeiten, bis das Spinsystem wieder in sein
thermisches Gleichgewicht zuriickkehrt ist.

Die wohl wichtigste Methode, um das Problem der Linienbreite zu minimieren,
ist das Magic-Angle-Spinning (MAS). Dazu wird die Probe mit hoher
Geschwindigkeit um den magischen Winkel von 54,74° zum angelegten Feld
rotiert. Dadurch werden sowohl die Dipol-Dipol-Wechselwirkungen (dipolare
Kopplung bei 'H-NMR) zwischen den Kernen, als auch die Anisotropie
(Orientierungsabhingigkeit) der chemischen Verschiebung zu null gemittelt. Im
Idealfall bestehen die MAS-Spektren somit aus schmalen Resonanzlinien bei
thren isotropen chemischen Verschiebungen mit den isotropen J-Kopplungen.
Zusitzlich sind noch Rotationsseitenbanden im Abstand der Rotationsfrequenz
zu erkennen.

Vor allem Kerne wie °C, °N und *'P kénnen mittels Festkorper-NMR ohne
groBBere Schwierigkeiten gemessen werden, da sie, aufgrund ihres geringen
natiirlichen Vorkommens (BC), oder wie beim *'P die Verbindung oftmals nur
einen der interessierenden Kerne enthalten, “verdiinnt“ vorkommen. Dadurch
kann, wie es bei 'H oder ""F der Fall ist, keine homonukleare Kopplung
stattfinden, die zur Verschlechterung der Messung fithren wiirde. Zur
Verbesserung der Signalintensititen von unempfindlichen Kernen in
Festkorper-NMR-Spektren, wie z. B. °C, wurde die Kreuzpolarisation (CP)
nach Hartmann-Hahn eingefiihrt. Dabei wird die starke dipolare Kopplung

zwischen den Kernen mit niedriger natiirlicher Hiufigkeit und den Protonen
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ausgenutzt, d.h. die 'H-Magnetisierung wird auf den unempfindlichen Kern
tibertragen. Die Kreuzpolarisation wird in der Festkoper-NMR-Spektroskopie
haufig mit der MAS-Technik kombiniert.

Die Messungen wurden im Arbeitkreis von Prof. Mayer mit einem Bruker ASX
400 Spektrometer durchgefiihrt. Die Resonanzfrequenz betrug 400,132 MHz fiir
Protonen bzw. 100,623 MHz fiir Kohlenstoffkerne. Fiir alle Spektren wurde die
MAS-Technik angewandt, bei einer Frequenz von 4 kHz in einem 7 mm Rotor
fiir die °C-Spektren und 15 kHz in einem 4 mm Rotor fiir die 'H-Spektren.

Im Fall der “C-MAS NMR-Spektren wurden die C-Kerne durch einen
einzelnen 30°-Puls mit einer Dauer von 5,75 us angeregt. Um ein
Linienspektrum zu erhalten, wurde der freie Induktionszerfall (engl.: free
induction decay, FID) liber 172 bis 600 Scans akkumuliert und anschliefend
Fourier-transformiert. Zwischen den einzelnen Anregungen wurden 180 s
abgewartet, um eine vollstdndige Spin-Gitter-Relaxation zu ermoglichen.

Fiir die "C-CPMAS NMR-Spektren wurde die 'H-">C Kreuzpolarisation durch
eine vollstindige Polarisation der Protonen und durch Einstellen der
Hartmann-Hahn-Bedingungen iiber eine Kontaktzeit von 4 ms erzeugt. In
diesem Fall wurde der FID iiber 8800 Scans akkumuliert.

Im Fall der "H-MAS NMR-Spektren wurden die Protonen durch einen 90°-Puls
direkt angeregt. Typischerweise wurde der vollstindig entkoppelte FID iiber
128-256 Scans akkumuliert und anschlieend Fourier-transformiert, um ein
Linienspektrum zu erhalten. Es wurde zwischen den Anregungen 5 s abgewartet,
um eine vollstandige Spin-Gitter-Relaxation zu ermoglichen.

Bis auf die Messungen an Ikait wurden alle Messungen bei Raumtemperatur

durchgefiihrt. Die Messung von Ikait fand bei -20 °C statt.
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3.8 Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) und Elementaranalyse (EA)

Die Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) gehort zu den quantitativen
analytischen Methoden (es konnen bis zu 70 Elemente nachgewiesen werden)
und beruht darauf, dass Atome Energie in Form von Licht absorbieren kénnen.
Die zu messende Probe wird zunichst atomisiert, wozu vor allem Flammen und
Graphitrohrofen eingesetzt werden. Die Elektronen in den nun freien Atomen
werden dann durch Licht verschiedener Wellenldngen mit bestimmter Intensitét
angeregt. Da dieser angeregte Zustand nicht stabil ist, kehren die Elektronen
wieder in den urspriinglichen Zustand zuriick und geben dabei Energie einer
bestimmten Wellenlinge ab. Ein Detektor misst den Intensitdtsunterschied
zwischen ein- und ausgetretenem Licht. Mit Hilfe des Lambert-Beer’schen
Gesetz kann nun die Konzentration bestimmt werden, da die Schwichung des
eintretenden Lichts proportional zur Konzentration des zu analysierenden
Elements ist. Die AAS ist ein relatives Messverfahren, d.h. es wird eine
Kalibrierung mit Standards bekannter Konzentration vorgenommen und dann
die Probe mit unbekannter Konzentration gegen diese Kalibrierkurve
aufgenommen. Ein Vorteil der AAS gegeniiber anderen Verfahren ist die
Verwendung von Lichtquellen, die ein fiir das zu untersuchende Element
charakteristisches Spektrum emittieren.

Die Metallanalysen wurden mit einem Atomabsorptionsspektrometer der Firma
Thermo Electron Corporation M-Serie durchgefiihrt.

Mittels Verbrennungsanalyse kann der Gehalt an Kohlenstoff, Stickstoff,
Wasserstoff, Sauerstoff und Schwetfel bestimmt werden. Dazu muss die Probe
vorher exakt eingewogen werden. AnschlieBend wird sie in einem
Oxidationsreaktor unter reinem Sauerstoff bei hohen Temperaturen
(800-900 °C) verbrannt. Kohlenstoff wird dabei zu CO oder CO, oxidiert,
Wasserstoff reagiert zu Wasser und Stickstoff zu Stickoxiden oder molekularem

Stickstoff. Diese Verbrennungsprodukte werden mit Hilfe eines Trigergases
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iiber einen heilen Kupferoxidkontakt geleitet, wodurch die Stickoxide
vollstindig zu N, reduziert werden. AnschlieBend werden die Verbrennungsgase
(CO,, H,0, N) gaschromatographisch getrennt, einem
Wirmeleitfahigkeitsdetektor zugefiihrt und dort quantitativ bestimmit.

Die CHNS-Analysen wurden mit einem Analysator EA 1110 der Firma CE

Instruments durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Calciumcarbonate

4.1.1 ACC

Amorphes Calciumcarbonat wurde nach der Methode von Giinther et al. !, bei
der keine Additive im Unterschied zu anderen ACC-Synthesen I 101 179 180]
verwendet wurden, hergestellt. Nach dem Trocknen wurde es bei
Raumtemperatur  gelagert und in unregelmiBigen Abstinden ein
Pulverdiffraktogramm aufgenommen, um die Stabilitit zu iiberpriifen. Es hat
sich gezeigt, dass ACC unter Luftfeuchtigkeitsausschluss bei Raumtemperatur
tiber mehrere Wochen stabil ist. Eine Lagerung bei tiefen Temperaturen ist
daher nicht notwendig. Es wurde eine Probe an Luft (auf dem Probentriger zur
Pulverdiffraktometrie) gelagert, um zu untersuchen, nach welchem Zeitraum
sich das ACC umwandelt. Von dieser Probe wurde zunichst in stiindlichen dann
in tdglichen Abstinden ein Pulverdiffraktogramm aufgenommen. Nach einer
Woche waren erste Reflexe von Calcit zu erkennen. Anfangs wurde die
Substanz bei Raumtemperatur unter Vakuum getrocknet, da eine schonende
Trocknung als vorteilhaft fiir die Stabilitdt von ACC angesehen wird. Es stellte
sich jedoch heraus, dass eine Trocknung im Trockenschrank bei 70 °C ebenso
geeignet ist. Durch die Trocknung bei 70 °C wird der Gehalt an Strukturwasser
des ACC nicht beeinflusst. Es enthilt, sowohl im Vakuum als auch bei 70 °C
getrocknet, jeweils 7-8 Gew.-% Wasser. In Abbildung 19 sind
Pulverdiffraktogramme von ACC, das bei 70 °C getrocknet wurde, direkt nach
der Fillung und nach sieben Wochen, zu sehen. Die Morphologie und der Grad
der Agglomeration der ACC-Partikel werden von der Trocknungsmethode nicht
beeinflusst; es sind kugelférmige Partikel mit einem Durchmesser von

80-120 nm (Abbildung 20)
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Abbildung 19: Pulverdiffraktogramme vom ACC nach unterschiedlichen Zeitriumen

nach der Féllung: A) direkt nach der Féllung, B) nach 7 Wochen.

500 nm

Abbildung 20: REM-Bilder von amorphen Calciumcarbonats (ACC); A) im Vakuum
getrocknet; B) im Trockenschrank bei 70 °C getrocknet; die ACC-Partikel haben eine

kugelférmige Morphologie mit einem Durchmesser von 80-120 nm.
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Das ACC wurde mittels Thermogravimetrie analysiert. Das Thermogramm zeigt
zwei definierte Stufen. Die erste Stufe (7,9 Gew.-%) von 60-250 °C entspricht
der Abgabe des enthaltenen Strukturwassers; die zweite Stufe von 570-760 °C
(38,6 Gew.-%) zeigt die CO,-Abgabe durch Zersetzung des Carbonats zu
Kohlendioxid und Calciumoxid an. Aus den Ergebnissen der Elementaranalyse
(Ca, C, H) und der thermogravimetrischen Analyse (sieche Tabelle 6;
Thermogramm in Abbildung 21) wurde fiir das ACC eine Zusammensetzung
von Ca(CO3); 020,472 H,O ermittelt. Dies stimmt gut mit den Ergebnissen von
Faatz et al. iberein, die ein amorphes Calciumcarbonat hergestellt haben, das
einen Wassergehalt von 0,5 Mol hat 1O wihrend Giinther et al.™ ein
Wassermolekiil pro Calciumcarbonat fiir ACC gefunden haben. Hier zeigt sich
analog zu den amorphen Calciumcarbonat-Phasen in der Biomineralisation, dass
das Strukturwasser zur Stabilitdit des ACC beitrdagt. In der Biomineralisation
wird daher zwischen transientem ACC und stabilem ACC unterschieden.
Addadi et al. haben ACC-Phasen aus unterschiedlichen Biomineralien
untersucht. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass das transiente ACC, das als
Vorldufer-Phase der kristallinen Calciumcarbonat-Phasen fungiert, kein oder nur
wenig Wasser enthilt 7 \wihrend das stabile ACC ein Mol Wasser pro Mol

Calciumcarbonat aufweist 1,

Tabelle 6: Ergebnisse der Elementaranalyse und der TG-Analyse von ACC.
Calcium / Gew.-% (AAS) 35,35
Kohlenstoff / Gew.-% 10,79

(Verbrennungsanalyse)

Wasserstoff / Gew.-% 1,62

(Verbrennungsanalyse)

Wassergehalt / Gew.-% (TGA) 7,9
CO,-Abgabe / Gew.-% (TGA) 38,6
berechnete Formel (basierend Ca(CO3)1,002°0,472 H,O

auf der Elementaranalyse)
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Abbildung 21: Thermogramm von ACC (von 30 °C-1200 °C bei einer Heizrate von
2 K min™).

Des Weiteren wurden Versuche zur Umwandlung von ACC in wiéssrigen
Losungen verschiedener divalenter Kationen durchgefiihrt. Diese Versuche
fiihrten zu dem Ergebnis, dass die Stabilitdt bzw. Umwandlung abhédngig vom
verwendeten Kation, von der Konzentration des jeweiligen Kations und vom
Zeitraum des Versuches ist. Es wurden dazu Versuche in Magnesium- und
Zinklosungen durchgefiihrt, da bekannt ist, dass diese beiden Ionen die
Calciumcarbonatkristallisation  beeinflussen. In einer 0,019 molaren
Magnesiumnitrat-Losung wandelt sich das ACC bei Raumtemperatur (RT)
zunichst iiber die Zwischenstufe Monohydrocalcit (nach einem Tag) in Aragonit
(nach 5 Tagen) um. Kamiya et al. !"*! beschreiben ebenfalls Monohydrocalcit
als Zwischenstufe bei der Aragonitbildung in Gegenwart von Mg”*-Ionen. Wird
bei gleicher Mg”*-Konzentration die Temperatur auf 50 °C erhoht, so bildet sich
schon nach einem Tag Aragonit, der jedoch eine geringere Kristallinitdt aufweist

als der bei Raumtemperatur entstandene Aragonit (Abbildung 22). Dies zeigt,
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dass bei hoheren Temperaturen die Bildung von Aragonit begiinstigt ist. Die
Temperatur ist nun der entscheidende Faktor bei der Umwandlung und nicht das
Magnesium, das jedoch nach wie vor die Calcitkristallisation inhibiert.
REM-Bilder zeigen eine fiir MHC charakteristische Plittchenform der Partikel,
die sternenformige Aggregate bilden und eine fiir Aragonit typische
nadelférmige Morphologie. Der bei 50 °C entstandene Aragonit weist dagegen
eine plittchenformige Morphologie auf (Abbildung 23). Vermutlich findet die
Rekristallisation so schnell statt, dass sich die typischen Aragonitnadeln nicht

ausbilden konnen.
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Abbildung 22: XRD der Umwandlungsprodukte von ACC in einer 0,019 molaren
Magnesiumnitrat-Losung: A) MHC nach einem Tag bei RT, die blauen Linien
kennzeichnen die aus der ICDD-Datenbank entnommenen Reflexlagen (Nr.84-0049);
B) Aragonit nach einem Tag bei 50 °C; C) Aragonit nach 5 Tagen bei RT; D) Aragonit
nach 12 Tagen bei RT, die roten Linien kennzeichnen die aus der ICDD-Datenbank

entnommenen Reflexlagen (Nr.76-0600).
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5 um

5 um

Abbildung 23: REM-Bilder der Umwandlungsprodukte von ACC in einer
0,019 molaren Magnesiumnitrat-Losung: A) MHC nach einem Tag bei RT;
B) Aragonit nach 5 Tagen bei RT; C) Aragonit nach 12 Tagen bei RT; D) Aragonit
nach 5 Tagen bei 50 °C.

Wird die Magnesiumkonzentration auf 0,039 mol 1" erhéht, so ist anfangs zu
beobachten, dass sich das ACC vollig 16st und auch nach einem Tag eine klare
Losung vorliegt. Da der pH-Wert mit zunehmender Konzentration der
Magnesiumlosung steigt, kann dieser als Ursache fiir die Auflosung des ACC
ausgeschlossen werden. Es ist zu vermuten, dass sich aufgrund der hoheren
Mg-Konzentration zundchst Magnesium-Calcit bildet, der eine hohe Loslichkeit
hat und dieser sich dann weiter umwandelt. Nach 5 Tagen hat sich ein
Niederschlag gebildet, wobei es sich um MHC handelt. Die hohere

Mg**-Konzentration stabilisiert somit die im Vergleich zu Aragonit instabilere
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Modifikation MHC iiber einen ldngeren Zeitraum; auch nach 12 Tagen bleibt
MHC hier die stabile Phase. Bei 50 °C bildet sich jedoch genau wie bei der
niedrigeren Magnesiumkonzentration schon nach einem Tag Aragonit
(Abbildung 24). Die Partikel zeigen die fiir MHC typische plattchenformige
Morphologie, wihrend beim Aragonit die typischen Nadeln nicht zu erkennen
sind. Dies bestitigt die Annahme, dass bei 50 °C die Umwandlung so schnell
erfolgt, dass sich die Nadeln nicht ausbilden konnen (Abbildung 25).
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Abbildung 24: XRD der Umwandlungsprodukte von ACC in einer 0,039 molaren
Magnesiumnitrat-Losung: A) Aragonit nach einem Tag bei 50 °C, die roten Linien
kennzeichnen die aus der ICDD-Datenbank entnommenen Reflexlagen (Nr.76-0606);
B) MHC nach 5 Tagen bei RT; C) MHC nach 12 Tagen bei RT, die blauen Linien
kennzeichnen die aus der ICDD-Datenbank entnommenen Reflexlagen (Nr.84-0049).
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Abbildung 25: REM-Bilder der Umwandlungsprodukte von ACC in einer
0,039 molaren Magnesiumnitrat-Lésung: A) MHC nach 5 Tagen bei RT; B) MHC
nach 12 Tagen bei RT; C) Aragonit nach einem Tag bei 50 °C.

Es kann festgehalten werden, dass in keinem der Versuche Calcit entstanden ist,
so dass dies ein weiterer Beleg dafiir ist, dass schon geringste Mengen an
Mg**-Tonen die Calcitbildung inhibieren. Als Ursache fiir die MHC- bzw.
Aragonitbildung wird die hohere Loslichkeit von Magnesium-Calcit
angenommen "'*?. Zur Umwandlung des ACC reicht aufgrund der guten
Loslichkeit des ACC eine geringe Menge an Wasser aus, damit der
Rekristallisierungsprozess erfolgt. Aizenberg et al. '*”! haben die Umwandlung
von ACC, das Magnesium enthélt, untersucht. Dabei haben sie Bedingungen

gewihlt, die bei additiv-freiem ACC zu Calcit gefiihrt haben. Es hat sich

gezeigt, dass ebenfalls Calcit mit jedoch unterschiedlichen Morphologien
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entstanden ist. Dies ldasst vermuten, dass die sich bildende Calciumcarbonat-
Phase abhingig davon ist, ob das Magnesium in Losung vorliegt oder schon in
der Vorldufer-Phase mit eingebaut ist. In Tabelle 7 sind alle Ergebnisse zur

Umwandlung von ACC in Magnesiumlésungen zusammengefasst.

Tabelle 7: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Umwandlung von ACC in

Magnesiumnitrat-Losungen unterschiedlicher Konzentration.

Versuchsbedingungen entstandene Calciumcarbonat-Phase
0,019 molar 1 Tag RT Monohydrocalcit
0,019 molar 5 Tage RT Aragonit
0,019 molar 12 Tage RT Aragonit
0,019 molar 1 Tag 50 °C Aragonit
0,019 molar 5 Tage 50 °C Aragonit
0,039 molar 1 Tag RT kein Niederschlag
0,039 molar 5 Tage RT Monohydrocalcit
0,039 molar 12 Tage RT Monohydrocalcit
0,039 molar 1 Tag 50 °C Aragonit
0,039 molar 5 Tage 50 °C Aragonit

In der Literatur wird beschrieben, dass bei der Féallung von Calciumcarbonat in
Gegenwart von Zinkionen als Hauptphase immer Calcit, in manchen Féllen
zusitzlich Hydrozinkit Zns(CO;),(OH)s entsteht '®!. Um das Verhalten von
ACC in Gegenwart von Zinkionen zu untersuchen, wurden weitere Versuche
mit ACC in Zinknitrat-L.osungen unterschiedlicher Konzentration (0,007 bzw.
0,017 molar) durchgefiihrt. EDX-Messungen (Abbildung 26) zeigen, dass es
sich bei den entstandenen Substanzen um eine Zinkverbindung handelt, da kein

Calcium detektiert werden kann. Im Unterschied zum Magnesium bildet sich
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somit aus dem ACC keine kristalline Calciumcarbonat-Phase in Gegenwart von

Zinkionen.
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Abbildung 26: EDX-Spektrum des Produktes von ACC in einer 0,007 molaren
Zinknitrat-Losung nach einem Tag bei RT (exemplarisch fiir alle Produkte von ACC

in Zinkl6sungen).

Ob es sich bei den Substanzen um Zinkcarbonat oder Hydrozinkit handelt,
wurde mittels Pulverdiffraktometrie untersucht. Die Pulverdiffraktogramme
zeigen Reflexe, die dem Hydrozinkit zugeordnet werden konnen
(Abbildung 27). Hydrozinkit  besitzt im  Vergleich zu allen
Calciumcarbonat-Phasen eine geringere Loslichkeit und fillt daher vor den
Calciumcarbonaten  aus. Das  Loslichkeitsprodukt hat den  Wert
K. =1,26:10" (mol 1" ™ (zum Vergleich: Calcit K;=3,31-10° mol® 17).
Das sich Hydrozinkit und nicht Zinkcarbonat gebildet hat, ist in guter
Ubereinstimmung mit der Literatur. Dort wird angegeben, dass die Herstellung
von Zinkcarbonat unter normalen Bedingungen unmdoglich ist und immer der
Hydrozinkit entsteht !'®> %1,

Da die Reflexe nur eine geringe Intensitét haben, ist davon auszugehen, dass der

Hydrozinkit in nanokristalliner oder amorpher Form vorliegt. Mit der hoheren
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Zinkkonzentration nimmt die Kristallinitdt ab. In einigen Fillen ist ein Reflex
bei 18,1°20 zu sehen. Dieser Peak (Abbildung 27B) taucht bei den Proben auf,
die 5 Tage oder lidnger, sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 50 °C geriihrt
wurden. Dieser Reflex kann keiner Phase sicher zugeordnet werden.

REM-Aufnahmen bestétigen die Ergebnisse der Rontgenpulverdiffraktometrie,

dass es sich um Nanopartikel handelt.
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Abbildung 27: Pulverdiffraktogramme von den Substanzen nach Riihren von ACC in
Zinknitrat-Losungen unterschiedlicher Konzentration: A) nach einem Tag in einer
0,017 molaren Zinknitrat-Losung bei RT; B) 5 Tage in einer 0,007 molaren Zinknitrat-
Losung bei RT; C)ein Tag in einer 0,007 molaren Zinknitrat-Losung bei RT, die

blauen Linien kennzeichnen die aus der ICDD-Datenbank entnommenen Reflexlagen
(Nr. 72-1100).
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Die Partikel haben eine Grofle von ca. 40-60 nm und weisen eine kugel- bis
stibchenformige Morphologie auf, wobei die Stidbchen bei 50 °C iiberwiegen
(Abbildung 28). Die Konzentration der Zink>*-Ionen hat keine Auswirkung auf
die Morphologie der Partikel.

In Tabelle 8 sind alle Ergebnisse zur Umwandlung von ACC in Zinklosungen

zusammengefasst.

>

Abbildung 28: REM-Bilder der Substanzen, die durch Riihren von ACC in
Zinklosungen entstanden sind: A) ein Tag in einer 0,007 molaren Zinknitrat-Losung
bei RT; B) 5 Tage in einer 0,007 molaren Zinknitrat-Losung bei 50 °C; C) ein Tag in
einer 0,017 molaren Zinknitrat-Losung bei RT; D) 12 Tage in einer 0,017 molaren

Zinknitrat-Losung bei RT.
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Umwandlung von ACC in

Zinknitrat-Losungen unterschiedlicher Konzentration.

Versuchsbedingungen entstandene Calciumcarbonat-Phase
0,007 molar 1 Tag RT Hydrozinkit

0,007 molar 5 Tage RT Hydrozinkit + Reflex bei 18,04 °26
0,007 molar 12 Tage RT Hydrozinkit + Reflex bei 18,12 °20
0,007 molar 1 Tag 50 °C Hydrozinkit

0,007 molar 5 Tage 50 °C Reflex bei 18,14 °20 + wenig Hydrozinkit
0,017 molar 1 Tag RT Hydrozinkit

0,017 molar 5 Tage RT Hydrozinkit

0,017 molar 12 Tage RT Hydrozinkit + Reflex bei 18,14 °20
0,017 molar 1 Tag 50 °C Hydrozinkit

0,017 molar 5 Tage 50 °C Hydrozinkit + Reflex bei 18,02 °26
0,017 molar 12 Tage 50 °C Hydrozinkit
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4.1.2 Ikait

Tkait wurde analog der Versuchsvorschrift von ACC nach Giinther et al. ! mit
dem Unterschied hergestellt, dass der Niederschlag nicht getrocknet, sondern
nach dem Abfiltrieren und Waschen mit Aceton feucht im Gefrierschrank
aufbewahrt wurde. Ikait hat sich bei -18 °C aus dem amorphen Calciumcarbonat
gebildet. REM-Bilder haben dies bestitigt, da die Ikaitproben auch noch etwas
ACC (kugelformige Partikel) enthalten haben. Die Ikaitpartikel sind
plattchenformig mit einer Linge von 15-18 um und einer Dicke von 2-4 um

(Abbildung 29).

Abbildung 29: REM-Bilder von Ikaitkristallen bei unterschiedlichen Vergroerungen

(A und B) und kugelformigen ACC-Partikel, die noch in der Ikaitprobe enthalten
sind (C).
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Brooks et al. 1!

stellten fest, dass Ikait sich nie aus klaren Losungen gebildet hat
und kamen so zu der Annahme, dass er das Produkt der Kristallisation von ACC
oder gel-dhnlichem Calciumcarbonat sein muss. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen in dieser Arbeit. Es wurden in unterschiedlichen zeitlichen
Abstinden Rontgenpulverdiffraktogramme aufgenommen, um die Stabilitit von
Ikait zu untersuchen. Selbst eine Messung 9 Monate nach der Féllung zeigt, dass
Ikait bei einer Lagerung von -18 °C iiber einen langen Zeitraum stabil ist
(Abbildung 30). Bei Raumtemperatur ist er fiir mehrere Stunden stabil, wandelt
sich dann aber in Calcit um. In Wasser hat sich bei Raumtemperatur dagegen
nach einem Tag Calcit gebildet, wihrend Ikait sich durch Erwidrmen des
Feststoffs auf 40 °C bereits nach 30 Minuten in Calcit umgewandelt hat. Dies
stimmt gut mit Untersuchungen zu der Stabilitdt von Ikait iiberein, die zu dem

Ergebnis kamen, dass er sich innerhalb kurzer Zeit (wenige Stunden bis zu

einem Tag) vollstindig zu Calcit oder Vaterit umgewandelt hat /"> %%,
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Abbildung 30: Rontgenpulverdiffraktogramme von Ikait: A) direkt nach der Fillung;
B) nach 8 Wochen bei -18 °C in einem Schnappdeckelglas gelagert; C) nach 9
Monaten bei -18 °C in einem Schnappdeckelglas gelagert. Die roten Linien

kennzeichnen die aus der ICDD-Datenbank entnommenen Reflexlagen (Nr. 75-1733).
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Der Ikait wurde mit IR-Spektroskopie charakterisiert. Das IR-Spektrum
(Abbildung 31) zeigt die typischen Schwingungsbanden von
Calciumcarbonaten. Die symmetrische C-O Streckschwingung (v;-Bande), die
im Calcit verboten ist, tritt beim Ikait als schwache Schwingungsbande auf.
Zudem sind die Wasserbanden deutlich zu erkennen. Verglichen mit dem ACC
ist bei dem Ikait vor allem die H-O-H-Deformationsschwingung bei einer
Wellenzahl von 1637 cm’ intensiver; ein Hinweis auf den hoheren

Wassergehalt des Ikaits.
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Abbildung 31:Vergleich der IR-Spektren von A) ACC und B) Ikait.

Weiterhin wurde der Ikait mittels Thermogravimetrie untersucht. Die Ergebnisse
der TG-Analyse (exemplarisches Thermogramm in Abbildung 32) von Ikait
weichen fiir den Wasserverlust vom theoretischen Wert ab. Der durchschnittlich
ermittelte Wert von 44,6 Gew.-% H,0 weicht um ca. 7 Gew.-% vom

theoretischen Wert fiir Ikait ab (siehe Tabelle 9). Dies liegt daran, dass sich Ikait
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aufgrund seiner Instabilitdt bereits vor dem Beginn der Messung zum Teil
zersetzt und einen Teil seines Kristallwassers abgegeben hat. Die im Vergleich
zum ACC geringere Dehydratationstemperatur zeigt deutlich, dass Ikait

instabiler 1st.
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Abbildung 32: Thermogramm von Ikait (von 30-1200 °C bei einer Heizrate von
2 K min); die erste Stufe von 30-85 °C zeigt die Wasserabgabe an, wihrend die

zweite Stufe von 550-740 °C dem CO,-Verlust aus dem Carbonat zuzuordnen ist.

Zusitzlich  zur thermogravimetrischen Analyse wurden DSC-Messungen
durchgefiihrt. Die DSC-Kurve (Abbildung 33) zeigt zwei Peaks, die jeweils
endothermen Vorgidngen zuzuordnen sind. Der erste Peak liegt im Bereich von
34-43 °C, der zweite Peak von 107-130 °C. Die Peakflichen entsprechen
1,21kJ g, woraus iiber die molare Verdampfungsenthalpie von Wasser
(40,66 kJ mol'l) ein Wassergehalt von 53,6 Gew.-% berechnet wurde. Dieser
Wert stimmt recht gut mit dem theoretischen Wert von 51,9 Gew.-% iiberein.

Dabei entspricht der erste Peak ungefihr der Abgabe eines Wassermolekiils,
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wihrend der intensivere zweite Peak die Abgabe von fiinf Wassermolekiilen
angibt. Dies bedeutet, dass Ikait sich in zwei Stufen zersetzt und ein
Calciumcarbonat-Pentahydrat als Zwischenstufe auftritt. In der Literatur wird
die Abgabe des Strukturwassers ebenfalls in zwei Stufen beschrieben, wobei
sich MHC als Zwischenstufe bildet, das dann bei ca. 200 °C sein Kristallwasser

abgibt und sich zu Calcit umwandelt ™.
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Abbildung 33: DSC-Messung von Ikait (Messbereich: -50-250 °C;

Heizrate: 5 K min'l).
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Tabelle 9: Zusammenfassung der TG-Analyse (Mittelwerte aus vier unterschiedlichen

Proben) und Calciumbestimmung von Ikait.

experimenteller Wert | theoretischer Wert

Calcium / Gew.-% (AAS) 25,4 19,3

Wassergehalt / Gew.-% (TGA) 44.6 51,9
CO,-Abgabe / Gew.-% (TGA) 21,6 214
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4.1.3 Festkorper-NMR-Spektroskopie an Calciumcarbonat-Phasen

Die fiinf kristallinen Calciumcarbonat-Phasen Calcit, Aragonit, Vaterit,
Monohydrocalcit, Ikait und das ACC wurden mit
Festkorper-NMR-Spektroskopie untersucht. Ziel war es Informationen iiber die
Struktur des ACC zu erhalten, da hier Beugungsmethoden nicht anwendbar sind
und Festkorper-NMR-Spektroskopie eine geeignete Methode ist, um die
Struktur rontgenamorpher Substanzen zu analysieren. Die drei wasserfreien
polymorphen Phasen wurden von Herrn Holger Nebel synthetisiert. Als
Vergleichssubstanzen dienten Natrium- und Kaliumhydrogencarbonat sowie
Calciumhydroxid.

Die ""C-NMR-Spektren aller Proben zeigen nur Peaks im Bereich einer
chemischen  Verschiebung von 162-171 ppm, die Carbonat oder
Hydrogencarbonat zugeordnet werden konnen (Abbildungen 34 und 35).
Wihrend die Peaks der wasserfreien Phasen sehr schmal sind, sind die der
wasserhaltigen Phasen deutlich breiter. Die geringe Peakbreite bei den drei
wasserfreien kristallinen Phasen ist auf die geringen Unterschiede in der
chemischen Umgebung des Carbonats zuriickzufiihren. Die grof3e Linienbreite
beim ACC (3,5 ppm) ist dagegen eine Folge seiner amorphen Eigenschaften,
wodurch das Carbonat statistisch verteilt in unterschiedlich chemischen
Umgebungen auftritt. Aufgrund der Tatsache, dass es eine klare Unterteilung der
Peakregionen fiir Carbonat (166-174 ppm) und fiir Hydrogencarbonat
(unter 166 ppm) gibt und der Peak von ACC bei 167,98 ppm liegt, kann
angenommen werden, dass der Kohlenstoff im ACC als Carbonat vorliegt. Die
Lage der Peaks von ACC und Ikait stimmt gut iiberein. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass die chemische Umgebung um das Carbonat in beiden Substanzen
dhnlich ist und sich somit das ACC bei tiefen Temperaturen in Ikait umwandelt.
Die groBe Peakbreite beim MHC (2,1 ppm) im Vergleich zu den anderen
kristallinen Phasen kann auf das enthaltene Magnesium (0,32 Gew.-%)

zuriickgefiihrt werden, da bekannt ist, dass die Linienbreite linear mit
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steigendem Magnesiumgehalt zunimmt "'®”).  Die Unterschiede in der
chemischen Verschiebung im "*C-Festkorper-NMR sind im Fall von Carbonaten
entweder auf das jeweilige Kation, das sich in unmittelbarer Nihe des
Kohlenstoffs befindet, oder auf eine Anderung der Kiristallstruktur
zuriickzufithren. Die chemische Verschiebung nimmt mit steigendem
Kationenradius leicht zu (z. B. 168,4 ppm fiir Li,CO; und 169,8 ppm fiir
Na,CO;3). Die unterschiedlichen Kristallstrukturen und die geringen
Unterschiede der durchschnittlichen C-O-Bindungsldngen in den verschiedenen
Calciumcarbonat-Phasen haben nur einen geringen Effekt auf die
paramagnetische Entschirmung. Folglich liegen die Werte der chemischen

Verschiebung in einem so engen ppm-Bereich '*"!,
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Abbildung 34: C-MAS-Spektren der fiinf kristallinen Calciumcarbonatphasen und
von ACC, ebenfalls zum Vergleich von Natrium- und Kaliumhydrogencarbonat;
* kennzeichnet Rotationsseitenbanden; PTFE= Peak von Polytetrafluorethylen

(Teflon), das als Fiillmaterial benutzt wurde.
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Abbildung 35: VergroBerung der Carbonatregion der *C-MAS-NMR Spektren.

Zusitzlich  wurden 13C—NMR—Spektren mit  Kreuzpolarisation (CP)
aufgenommen. Die "C-CPMAS-Spektren (Abbildungen 36 und 37) zeigen nur
Kohlenstoffatome an, die sich in der Nihe von Protonen befinden. Die Peaks
dieser Kohlenstoffatome sind durch die Kopplung mit den Protonen intensiver
im Vergleich zu den >C-MAS-Spektren. Die beiden wasserfreien Phasen Calcit
und Vaterit weisen wie erwartet kein Signal auf. Dies steht jedoch im
Widerspruch zu Untersuchungen an synthetischem Calcit von Feng et al., die im
BC-CPMAS ein Signal bei 168,7 ppm gefunden haben und es Spuren an
Hydrogencarbonat zugeordnet haben '®!. Dagegen zeigen die anderen Phasen,
die entweder Wasser oder Hydrogencarbonat enthalten, definierte Peaks. Der
Peak im *C-CPMAS-Spektrum bei 168 ppm fiir ACC im Vergleich zu 164 ppm
fir NaHCO; bzw. 161 ppm fiir KHCO; deutet daraufhin, dass ACC
ausschlieBlich Wasser als Protonenquelle enthilt und kein Hydrogencarbonat.

Erneut liegt der Peak vom ACC im Bereich der chemischen Verschiebung vom
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Ikait. Dies unterstreicht, dass das ACC eine dem Ikait dhnliche chemische
Umgebung aufweisen muss. Die Ergebnisse der "C-NMR-Spektren aller Phasen
stimmen gut mit der Literatur iiberein. So haben Papenguth et al. ! an einer
Reihe natiirlich vorkommender wund synthetischer Calciumcarbonate
Untersuchungen mit Festkorper-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt. Sie haben
fir reinen Aragonit einen Peak bei 169,9 ppm, fiir reinen Calcit eine
durchschnittliche chemische Verschiebung im Bereich von 167,6 ppm und fiir
Vaterit mit 9 % Calcit einen Wert von 168,7 ppm gefunden.

Eine "’C-Festkorper-NMR-Studie an Perlmutt von Haliotis laevigata '™ zeigte,
dass zusitzlich zu dem Peak von Aragonit bei 171 ppm ein weiterer Peak bei
ungefihr 170,5 ppm auftrat. Dieser Peak konnte, da er eine grofe Linienbreite
aufwies und somit von ungeordneten Carbonatgruppen stammte, amorphem
Calciumcarbonat, das sich in Form einer diinnen Schicht auf den

Aragonitplittchen befand, zugeordnet werden.
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Abbildung 36: *C-CPMAS-Spektren der fiinf kristallinen Calciumcarbonatphasen

und von ACC, ebenfalls zum Vergleich von Natrium- und Kaliumhydrogencarbonat;

* kennzeichnet Rotationsseitenbanden.
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Abbildung 37: VergroBerung der Carbonatregion der ’C-CPMAS-NMR Spektren.



4. Ergebnisse und Diskussion 90

Mittels 'H-NMR-Spektroskopie kann geklirt werden, ob die im Kristall
enthaltenen Protonen von Wasser oder von Hydrogencarbonat stammen.
Hydrogencarbonat erscheint bei iiber 13 ppm, wihrend Wasser bei ungefihr
5 ppm liegt. Es wird das Ergebnis der C-Spektren bestiitigt, dass ACC nur
eingeschlossenes  Strukturwasser (Peak bei 5ppm) enthdlt und kein
Hydrogencarbonat, da im Bereich der Hydrogencarbonate, 14,1 ppm fiir
NaHCO; und 13,6 ppm fiir KHCO;, kein Peak beim ACC zu erkennen ist
(Abbildungen 38 und 39). Das Vorkommen von Strukturwasser bestitigt das
Modell der wasserhaltigen Ubergangsphase in der Biomineralisation, die
biologisch in die kristallinen Calciumcarbonatphasen umgewandelt werden
kann.

Die gemessenen chemischen Verschiebungen stimmen gut mit denen in der
Literatur iiberein. Nassif et al. "® haben bei ihren NMR-Studien an Perlmutt
Wasser bei 5,5 ppm und einen Peak bei 14,4 ppm gefunden, der noch nicht
einwandfrei einer Protonenspezies (es wird Hydrogencarbonat angenommen)
zugeordnet werden konnte. Feng et al.'"™ haben in ihrer Studie an
synthetischem Calcit Wasser im Bereich von 4,8-6 ppm und Hydrogencarbonat
bei 7,6 ppm detektiert; aus den Daten haben sie einen Gehalt von ca. 1 % an
Hydrogencarbonat berechnet.

Es kann somit festgehalten werden, dass sowohl Vaterit als auch MHC und
ACC Wasser als Hauptkomponente fiir Wasserstoff enthalten. Dass die Peaks
eine grofe Linienbreite haben, weist auf eine geringe Mobilitédt des Wassers hin,
d. h. das Wasser ist in die jeweilige Struktur eingebunden. Durch die geringe
Mobilitdat des Wassers haben die Protonen eine anisotrope Umgebung, wodurch
sich eine breite Verteilung der chemischen Verschiebung ergibt. Die Peaks im
Bereich von 1,5-2,3 ppm werden durch Spuren an mobilem Wasser, das
Hydroxid enthilt, hervorgerufen. Dies wird anhand der Vergleichssubstanz
Calciumhydroxid (1,57 ppm) unterstrichen und stimmt mit Werten aus der

Literatur gut iiberein " !, Weiter wurde diese Annahme durch ein statisches
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NMR-Experiment bestitigt. Die Intensitdt des schmalen Peaks nimmt bei einer
Gradientenstirke von nur 100 G cm™ schon nach 15 ms deutlich ab. Daraus kann
geschlossen werden, dass die zugehorige Komponente eine sehr kleine
Molmasse besitzen muss. Dazu muss die Substanz in geloster Form vorliegen,

um diesen freien Diffusionsprozess in der Probe zu ermdglichen. Eine Ubersicht

aller NMR-Daten zeigt Tabelle 10.

'H-MAS
43_/_/“)! Vaterit
* * MHC
__J;'__J\L ) ACC

Intensitat

NaHCO,

ol
) ) Ca(OH),

I T I T I T I T I T I T I T 1
80 60 40 20 0 -20 -40 -60 -80
ppm

Abbildung 38: 'H-MAS-Spektren der wasserhaltigen Calciumcarbonatphasen; als
Vergleichssubstanzen ~ wurden Natrium- und Kaliumhydrogencarbonat und
Calciumhydroxid gewdhlt. Der schmale Peak bei 2,32 ppm im Fall von ACC wird

vermutlich von einer geringen Menge an mobilem Wasser, das gelostes Hydroxid

enthilt, hervorgerufen.
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Intensitit
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Abbildung 39: VergroBerung der 'H-MAS Spektren.
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Tabelle 10: NMR-Daten aller untersuchten Phasen; alle Werte sind in ppm angegeben; die Linienbreite ist als Halbwertsbreite in ppm

angegeben.
Phase Calcit Aragonit | Vaterit | Monohydro- | Ikait | Amorphes | NaHCO; | KHCO; | Ca(OH),
calcit Calcium-
carbonat
(ACCO)

PCMAS / 168,21 170,49 | 170,12 171,10 167,98 167,98 164,47 161,94 -
chemische 169,07
Verschiebung
BCMAS / 0,25 0,36 0,73 2,08 0,89 3,53 2,25 5,67 -
Linienbreite 0,63
BC CPMAS / - - 169,70 171,19 167,83 167,99 164,32 161,15 -
chemische
Verschiebung
C CPMAS / - - 2,13 0,7 1,05 3,01 2,13 1,10 -
Linienbreite
"H MAS / - - 5,56 5,43 - 5,01 14,16 13,56 1,57
chemische 2,34 1,55 2,32 1,57 5,13
Verschiebung 1,56 1,53 1,54
'H MAS / - - 1,79 1,65 - 1,80 1,22 1,42 7,8
Linienbreite - 0,11 0,05 0,20 0,13

0,22 0,12 0,14
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4.2 Knochenersatzmaterialien

4.2.1 Zelltests an synthetischem Knochenersatzmaterial
Es wurden nanokristalliner Hydroxylapatit (HAP) bzw. Carbonatapatit (CHAP),
die in ihrer chemischen Zusammensetzung dem  menschlichen

. 14, 155
Knochenmineral !'* 1!

sehr dhnlich sind, hergestellt. Vom Carbonatapatit
wurden Proben mit unterschiedlichem Carbonatgehalt synthetisiert; die genaue
Zusammensetzung der untersuchten Proben ist in Tabelle 11 zusammengefasst.
Das Pulver wurde zu Presslingen verarbeitet. Zudem wurden pordse Proben
hergestellt. Die Poren wurden durch das Mischen von CHAP-Pulver mit
Natriumchlorid und Polyvinylalkohol-Fiden (PVA) und anschlieBendem
Herauswaschen dieser beiden Substanzen in die Presslinge eingebracht.

Das biologische Verhalten synthetischer Materialien hingt von einer Reihe an
Faktoren ab, dies sind die chemische Zusammensetzung, die Morphologie und
die Biodegradierbarkeit. Um die Biokompatibilitit des Materials zu untersuchen,
wurden Osteoblastentests an kompakten und por6sen Proben (in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Manuela Wiilling vom Zentrum fiir Medizinische
Biotechnologie (ZMB) in Essen) durchgefiihrt. Zudem wurde das Material
mittels Osteoklastentests (in Zusammenarbeit mit Herrn Rainer Detsch vom
Friedrich-Baur-Institut fiir Biomaterialien (FBI) in Bayreuth) auf seine
Resorbierbarkeit hin iiberpriift. Fiir die Zelltests wurden Presslinge angefertigt
(Durchmesser: 13 mm; Dicke: ca. 1 mm), die zuvor zur Sterilisation autoklaviert
werden mussten. Um ausschlieBen zu konnen, dass sich die Kristallinitit der
Proben durch das Autoklavieren (bei 134 °C 30 Minuten lang) veridnderte,
wurden vorher und nachher Pulverdiffraktogramme (Abbildung 40) sowie IR-
Spektren (Abbildung 41) aufgenommen. Die Materialien sind auch nach dem
Autoklavieren weiterhin nanokristallin und bestehen aus sphirischen Partikeln,
die zum Teil agglomeriert sind (Abbildung 42). Mittels IR-Spektroskopie wurde
das Ergebnis der Pulverdiffraktometrie bestitigt. Zudem konnte festgestellt

werden, dass die pordsen Proben kein Polyvinylalkohol (PVA) mehr enthalten,
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da ausschlieBlich Phosphat-, Carbonat- und Wasserbanden im IR-Spektrum zu
sehen sind (Abbildung 41).

Tabelle 11: Zusammensetzung der Apatit-Phasen fiir die Osteoblasten- und

Osteoklastentests.
HAP 08 CHAP 17 CHAP 22 | CHAP 23
Calcium / Gew.-% (AAS) 33,0 32,3 32,7 32,6
PO43' / Gew.-% (UV) 53,2 55,0 56,6 54.4
Ca:POf'-Verhéiltnis (n:n) 1,47 1,39 1,37 1,42
Wassergehalt / Gew.-% (TGA) 11,2 8,3 9,5 9,0
CO;”-Gehalt / Gew.-% (TGA) 0,52 1,5 1,0 0,7
C M
Z |B
Z
Q
E
A

| . . AL | L]
10 20 30 40 50
Beugungswinkel / °26 ——

Abbildung 40: Pulverdiffraktogramme von A) nanokristallinem HAP (HAPOS);
B) nanokristallinem  Carbonatapatit (CHAP 23) vor dem Autoklavieren;
C) nanokristallinem Carbonatapatit (CHAP 23) nach dem Autoklavieren. Es ist zu
erkennen, dass sich die Kristallinitit durch das Autoklavieren nicht verdndert hat. Die

roten Linien kennzeichnen die aus der ICDD-Datenbank entnommenen Reflexlagen

(Nr. 76-0694).
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Transmission / % ——

C-O0
C-O P-O
O'H P_O

C-O (Lutt) O-H

T T T T T T v T T T ! I ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-~—— Wellenzahl / cm’'

Abbildung 41: IR-Spektren von Carbonatapatit (CHAP 23) vor (A) und nach
(B: kompakt und C: pords) dem Autoklavieren.

500 nm ¢ © & 500 _n-m ,

— = < i [

Abbildung 42: REM-Bilder von A) nanokristallinem Hydroxylapatit (HAPO8) und
B) amorphem Carbonatapatit (CHAP27).




4. Ergebnisse und Diskussion 97

Osteoblastentests

Um zu iiberpriifen, ob die Materialien biokompatibel sind, d. h. das Material
zum korpereigenen Gewebe vertréiglich ist, wurden Osteoblastentests sowohl an
kompakten als auch porésen Proben durchgefiihrt. Zum Vergleich wurden die
Tests zudem mit Cerabone® (eine Hydroxylapatit-Keramik aus Rinderknochen)
gemacht ®. Fiir die Zelltests wurden mesenchymale Zellen aus Miusen
gewonnen. Diese wurden sowohl undifferenziert fiir die Tests verwendet als
auch gezielt zu Osteoblasten differenziert.

Es zeigt sich, dass auf den Carbonatapatit-Materialien (CHAP) die
undifferenzierten Zellen nur langsam zu Osteoblasten differenzieren. Die
differenzierten Zellen dagegen wachsen und proliferieren sehr gut auf den
Materialien CHAP 22 und CHAP 23 (Abbildungen 44 und 45 zeigen die
Alkalische Phosphatase-Fiarbung). Auf der Probe CHAP 17 proliferieren die
differenzierten Zellen schlechter. Da der einzige Unterschied im Vergleich zu
den anderen beiden Proben der hohere Carbonatgehalt ist, muss dieser fiir die

1. 193! stellten in ihren

schlechtere Proliferation verantwortlich sein. Redey et a
Untersuchungen zum Verhalten von Osteoblasten auf HAP und Carbonatapatit
fest, dass die Zellen auf dem Carbonatapatit weniger gut haften blieben, jedoch
konnten sie keine schlechtere Proliferation der Osteoblasten auf dem
Carbonatapatit beobachten. Auch auf den porosen Proben wachsen und
proliferieren die Zellen gut. Auf der Oberfliche sind weniger Zellen im
Vergleich zu den kompakten Proben zu sehen. Es ist jedoch zu erkennen, dass
ein Teil der Osteoblasten durch die Poren in das Material eingedrungen ist
(Abbildung 43). Dies ist im Hinblick darauf, dass eine pordse Struktur das
Einwachsen von Gewebe ermoglicht und damit eine schnellere
Knochenregeneration nach sich zieht, ein vielversprechendes Ergebnis !"**'%%,
Auf dem Cerabone® (Abbildung 43), das aus gesintertem Hydroxylapatit

bovinen Ursprungs besteht, differenzieren die Osteoblasten im Vergleich zu den



4. Ergebnisse und Diskussion 98

CHAP-Materialien auch ohne Differenzierungsmedium gut; sie proliferieren

darauf jedoch schlechter.

Abbildung 43: AP-Firbung differenzierter Osteoblasten auf  nanokristallinem,
porosem Carbonatapatit (CHAP 17, 50fache VergroBerung): A) nach einer Woche;
B) nach 3 Wochen (Qefie:Pr M. Willing ZMB Essen) 7, dem ist die AP-Firbung von
Osteoblasten auf Cerabone® zu sehen (10fache VergroBerung): C) Zellen in

Differenzierungsmedium nach 3 Wochen; D) Zellen ohne Differenzierungsmedium
na Ch 3 Wo Ch en (Quelle: Dr. M. Wiilling ZMB Essen)
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Abbildung 44: AP-Firbung der Osteoblasten auf nanokristallinem Carbonatapatit
(CHAP23, 10fache VergroBerung): Zellen in Differenzierungsmedium nach einer
Woche (A), 2 Wochen (B) und 3 Wochen (C); Zellen ohne Differenzierungsmedium

nach einer Woche (D), 2 Wochen (E) und 3 Wochen (F) (Quelle: Dr- M. Wlling ZMB Essen)

4. 5"
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Abbildung 45: AP-Firbung der Osteoblasten auf nanokristallinem Carbonatapatit

(CHAP23, 100fache VergroBerung): Zellen in Differenzierungsmedium nach einer
Woche (A), 2 Wochen (B) und 3 Wochen (C); Zellen ohne Differenzierungsmedium

nach einer Woche (D), 2 Wochen (E) und 3 Wochen (F) (Quelle: Dr- M. Walling ZMB Essen)
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Osteoklastentests

Ideale Knochenersatzmaterialien miissen resorbierbar sein, damit sich mit der
Zeit das implantierte Material wieder abbaut und sich neuer autologer Knochen
bilden kann. Die =zellulire Resorption, die essentiell fiir ein gesteuertes
Remodelling ist, wurde in vitro untersucht. Fiir die Resorptionsuntersuchungen
wurde das Material (nanokristalliner Carbonatapatit, HAPO8) mit einer
Monozyten-Zelllinie (Durchfithrung der Zelltests durch Herrn Detsch) iiber 14
Tage inkubiert. Die Zellzahl auf dem Material, die durch die
Laktatdehydrogenase-Aktivitidt ermittelt wurde, unterschied sich nicht von der
Zellzahl auf unterschiedlichen Referenzmaterialien (B-TCP, mikrokristalliner
Hydroxylapatit (HA)). Es konnte weiter gezeigt werden, dass sowohl die
metabolische (MalBl fiir die Lebensfihigkeit der Zellen) als auch die
mitochondriale Aktivitat (Mal} fiir die Proliferationsrate der Zellen) der Zellen
auf HAPO8 im Vergleich zu den Referenzmaterialien erhoht sind. Dies zeigt,
dass die Zellen auf dem Material besser lebensfihig sind und auch eine héhere
Proliferation zeigen. Die Aktivitidt der sauren Phosphatase, die ein Marker fiir
die Osteoklasten ist, ist beim HAPO8 im Vergleich zum HA deutlich erhoht
(Abbildung 46). All diese Parameter weisen darauf hin, dass die Zellen auf dem
HAPOS besonders aktiv sind.
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Abbildung 46: Metabolische Aktivitit, Mitochondriale Aktivitit,
Laktatdehydrogenase-Aktivitdat und Aktivitit der sauren Phosphatase von HAPO8

(=NCP) im Vergleich zu B-TCP und mikrokristallinem Hydroxylapatit
(H A) (Quelle: R.Detsch FBI Bayreuth)

Um zu kléren, ob sich die Monozyten auf dem Material zu osteoklastiren Zellen
entwickelt haben, wurde nach 14 Tagen die fiir Osteoklasten spezifische
TRAP-Farbung (engl.: tartrate resistant acid phosphatase) durchgefiihrt. Es
konnte nachgewiesen werden, dass auf HAPO8 die Monozyten differenzieren
und sich zu TRAP-positiven, osteoklastiren, mehrkernigen Zellen entwickelt
haben (Abbildung 47). Im Vergleich zu den beiden Referenzmaterialien ist hier
kein Unterschied in der TRAP-Fidrbung zu erkennen, d. h. die Differenzierung

der Monozyten zu Osteoklasten findet auf allen Materialien gleichermafen statt.
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-

Abbildung 47: TRAP-Firbung der Osteoklasten-Zellkultur auf HAPO8 nach
14 Tagen; Pfeile zeigen TRAP-positive osteoklastire Zellen an (helle Firbung);

dunkle Farbung: nicht differenzierte TRAP-negative Monozyten
(Quelle: R.Detsch FBI Bayreuth)

REM-Aufnahmen nach 14 Tagen zeigen eine dichte Besiedlung des Materials
mit Zellen, sowohl Monozyten als auch Osteoklasten. Die Morphologie der
osteoklastiren Zellen deutet ebenfalls auf eine hohe Aktivitit hin

(Abbildung 48). Die dichte Besiedlung mit Osteoklasten zeigt, dass HAPOS

sowohl eine gute Biokompatibilitit als auch eine gute Bioaktivitiit besitzt.

Abbildung 48: REM-Bilder der Zellkultur auf HAPO8 nach 14 Tagen. Das Material

ist dicht besiedelt; differenzierte Zellen zeigen die typische Morphologie von

Osteoklasten (Quelle: R.Detsch FBI Bayreuth)
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Abbildung 49: REM-Bilder von HAPOS8 nach 14 Tagen Zellkultur; die Zellen wurden

vom Material abgewaschen, wodurch die Resorptionslakunen erkennbar

wurden (Quelle: R.Detsch FBI Bayreuth)

Nachdem die Zellen vom Material abgewaschen wurden, waren mehrere
Resorptionslakunen auf dem Material zu erkennen (Abbildung 49). Das
resorbierte Material wurde von den Zellen aufgenommen und durch sie
hindurchgeschleust (Exozytose). Aus den REM-Bildern wurde ein
dreidimensionales Bild konstruiert und eine maximale Lakunentiefe von
17,6 yum und ein maximaler Lakunendurchmesser von 52 um ermittelt
(Abbildung 50). Die Verteilung der Lakunendurchmesser wird in Abbildung 51
gezeigt. Der Grofteil der Durchmesser liegt im Bereich von ca. 20-30 pum, der
durchschnittliche Wert liegt bei 25,1 um.

Die Ergebnisse bedeuten jedoch nicht, dass das Material auch in vivo resorbiert
wird; hier miissten entsprechende Tests durchgefiihrt werden. In einer Studie
konnte gezeigt werden, dass nach 6 Monaten nur 5 % der untersuchten
Biomaterialien auf HAP-Basis auch in vivo resorbiert wurden """, Zudem ist
unklar, ob auch die Osteoblasten in die Resorptionslakunen folgen und dort
neuen Knochen bilden. Es kann festgehalten werden, dass sich sowohl

Osteoblasten als auch Osteoklasten aus Vorldauferzellen auf dem Material bilden
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und dort aktiv sind. Das Material ist somit osteoinduktiv, biokompatibel und

resorbierbar.

Abbildung 50: 3D-Darstellung einer Resorptionslakune auf HAPO8 nach 14 Tagen

Osteoklastenkultur (Quelle: R.Detsch FBI Bayreuth)
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Abbildung 51: Verteilung der Haufigkeit der Lakunendurchmesser auf HAPO8 nach

14 Tagen Osteoklastenkultur (Que!le: R-Detsch FBI Bayreuth)



4. Ergebnisse und Diskussion 105

4.2.2 Analyse von zwei Knochenersatzmaterialien

Es wurden die beiden Knochenersatzmaterialien Apatos und Gen-Os der Firma
Tecnoss (Abbildung 52) mit unterschiedlichen Methoden (IR, TG, XRD,
Elementaranalyse, REM und TEM) analysiert. Apatos, das eine mikroporose
Struktur hat, besteht dem Hersteller zufolge aus Hydroxylapatit, gewonnen aus
kortikalem und spongiosem Schweineknochen. Apatos findet Anwendung in der
Kieferchirurgie, Periodontologie und in der Implantologie (als universelles
Fiillmaterial). Die organischen Substanzen, vor allem Proteine, wurden beim
Herstellungsverfahren entfernt. Dagegen enthilt Gen-Os, das auch ein Gemisch
aus kortikalem und spongidsem Schweineknochen ist, nach Herstellerangaben
zusitzlich das noch im Knochen enthaltene Kollagen. Der Anwendungsbereich
von Gen-Os entspricht dem des Apatos. Bei beiden Materialien betrigt die

Resorptionszeit ungefihr 4 Monate.

Abbildung 52: Apatos-Pulver zur Veranschaulichung der Probenbeschaffenheit;

Gen-Os ist ebenfalls ein wei3es Pulver.
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Die beiden Materialien wurden mit IR-Spektroskopie charakterisiert. Die
IR-Spektren zeigen, dass sowohl Apatos als auch Gen-Os aus Hydroxylapatit
und organischem Material, wahrscheinlich Kollagen, bestehen. Zudem sind
C-O-Valenzschwingung und Deformationsschwingungen zu sehen, was darauf
hindeutet, dass der Hydroxylapatit Carbonat enthilt. Die Breite der Signale
weist auf die Nanokristallinitit beider Substanzen hin. Die Spektren der beiden
Proben unterscheiden sich nur geringfiigig in der Lage der jeweiligen Banden
(Abbildung 53 und Tabelle 12). Die IR-Untersuchungen bestéitigen die Angaben
des Herstellers, dass Gen-Os Kollagen enthilt. Jedoch konnte entgegen der

Herstellerangaben auch in Apatos ein organischer Anteil nachgewiesen werden.

Gen-Os

Apatos

Transmission — =

T T T T T T
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~—— Wellenzahl / cm™

Abbildung 53: IR-Spektren von Apatos und Gen-Os.
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Tabelle 12: Zuordnung der IR-Banden; w-schwach, s-stark, sh-Schulter, b-breit.

Probe Bande / cm™

Apatos 563 P-O (s), 605 P-O (s), 872 C-O (s; Carbonat), 1035 P-O (s),
1239 C-O org. (sh), 1419 C-O (s; Carbonat), 1456 C-O
(s; Carbonat), 1554 N-H (w), 1668 H-O-H (s, b; freies Wasser im
Hydroxylapatit), 1739 C=0 org. (sh), 2854 C-H (w), 2924 C-H (s),
3296 O-H (b)

Gen-Os 563 P-O (s), 604 P-O (s), 872 C-O (s; Carbonat), 1031 P-O (s),

1239 C-O org. (sh), 1419 C-O (w; Carbonat), 1469 C-O
(s; Carbonat), 1549 N-H (w), 1675 H-O-H (s, b; freies Wasser im
Hydroxylapatit), 1742 C=0 org. (w), 2853 C-H (w), 2924 C-H (s),
3283 O-H (b)

Zudem wurden beide Substanzen mit Rontgenpulverdiffraktometrie analysiert.

Sowohl Apatos als auch Gen-Os zeigen die erwarteten Peaks von HAP, die gut
mit der Referenz aus der ICDD-Datenbank (Nr.76-0694) iibereinstimmen.
Aufgrund der Nanokristallinitit des HAP der beiden Materialien sind die

Reflexe stark verbreitert. Es konnte in beiden Fillen keine andere kristalline

Phase nachgewiesen werden. Die Diffraktogramme stimmen gut mit einem

Diffraktogramm von humanen Knochen iiberein (Abbildung 54). Es ist somit

festzuhalten, dass das Herstellungsverfahren beider Materialien ohne eine

Verinderung der Mineralphase einhergeht.
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Abbildung 54: Rontgenpulverdiffraktogramme von A) Apatos; B) Gen-Os; zum

Vergleich: C) synthetischer HAP; D) humaner Knochen 161 Die roten Linien

kennzeichnen die aus der [ICDD-Datenbank entnommenen Reflexlagen (Nr. 76-0694).
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Die PartikelgroBe wurde mittels der Scherrer-Gleichung abgeschitzt und mit

den Werten fiir menschlichen Knochen verglichen (Tabelle 13).
Scherrer-Gleichung:

FWHM Zw [1()]
D - cos(0)

FWHM:  Halbwertsbreite in °20

K:  Konstante, die hier gleich 1 gesetzt wurde
A Wellenlinge der Rontgenstrahlung in A
D:  KiristallitgroBe in A
0:

Beugungswinkel des betreffenden Beugungsreflex in °0

Tabelle 13: Berechnete KristallitgroBe fiir Apatos und Gen-Os aus XRD-Daten mittels
der Scherrer-Gleichung fiir die angegebenen Reflexe in nm; zum Vergleich gemessene

Werte fiir Kallusknochen.

Reflex (hkl) (002) (310) (222) (213) (004)
Position (°20) 25,78 39,58 46,73 49,51 53,06
Apatos 21,0 4,0 8,3 25,8 12,9
Gen-Os 24,1 7.6 14,0 24,7 16,3
Kallusknochen '* 20,0 8,0 15,0 12,0 18,0

Zusitzlich wurden die Proben mittels Thermogravimetrie untersucht. Dazu

wurden sie in einer dynamischen O,-Atmosphidre bis zu 1200 °C
(Heizrate: 5 K min'l) erhitzt. Aus den Stufen der Gewichtsverluste wurde der
Mineralgehalt von Apatos und Gen-Os berechnet (Tabelle 14). Von
Raumtemperatur ausgehend bis 180 °C wurde eingeschlossenes Wasser
abgegeben. Die Verbrennung der organischen Matrix beginnt im Fall von

Apatos bei 180 °C bzw. fiir Gen-Os bei 185 °C. Dies ist ein weiterer Hinweis
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darauf, dass auch Apatos noch einen organischen Anteil enthilt. Bei 500 °C liegt
nur noch die anorganische Phase Carbonatapatit vor. Kohlendioxid wurde bei
Apatos ab 525 °C und bei Gen-Os ab 535 °C freigesetzt (Abbildung 55). Diese
drei Massenverluste stimmen mit Untersuchungen an dem Biomaterial
Tutoplast® iiberein **". Dagegen konnte bei gesinterten HAP-Materialien kein
Massenverlust beobachtet werden, da durch die hohen Temperaturen beim
Herstellungsprozess sowohl die organische Matrix als auch das Carbonat
verbrannt wurden *”. Es zeigt sich somit, dass durch den Herstellungsprozess
weder im Apatos noch im Gen-Os die organischen Substanzen und das Carbonat

im HAP zersetzt werden.

— Apatos
100 47\ Gen-Os

90

organische Matrix

80

Massenverlust / %

70 5

I ! I ' I ' I ' I ' ]
200 400 600 800 1000 1200

Temperatur / °C —

Abbildung 55: Thermogramm von Apatos und Gen-Os.
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Die Massenverluste der jeweiligen Stufen sind in Tabelle 14 aufgelistet. Der
Gehalt an Carbonat (M= 60,01 g mol”) im Apatos und Gen-Os wurde nach
Gleichung 11 aus dem CO,-Massenverlust (M= 44,01 g mol™) berechnet. Der
Mineralgehalt lag in beiden Proben bei ungefihr 73,5 %. Der Carbonatgehalt
entspricht mit 4,8 % bzw. 4,4 % dem von natiirlichem Knochen [136.198] ' Dyje
Werte fiir Apatos und Gen-Os liegen nah beieinander und sind zum Teil auf die
mit den Messungen verbundenen Ungenauigkeiten zuriickzufiihren. Basierend
darauf kann geschlossen werden, dass Apatos und Gen-Os eine nahezu

identische Zusammensetzung besitzen.

w(CO,) - 60,01

11
44,01 L

w(CO,” ) =

Tabelle 14: Zusammensetzung von Apatos und Gen-Os berechnet aus den

Ergebnissen der thermogravimetrischen Analyse (Angaben in Gew.-%); zum

Vergleich die Werte von Kallusknochen ',

Probe Wasser Organl§che CO, Carbonat | Mineral
Matrix
Apatos 4.5 21,9 4.8 6,5 73,6
Gen-Os 4,0 22,4 4.4 6,0 73,6
Kallusknochen "' | 6,9 47,7 1,0 1,4 45,4
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Die FElementaranalyse (siehe Tabelle 15) zeigt, dass beide Materialien
Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff, Phosphat und Calcium enthalten. Der hohe
Gehalt an Kohlenstoff (13-13,5 %) und Stickstoff unterstreicht die Ergebnisse
aus den IR- und TG-Analysen, dass beide Materialien einen organischen Anteil
enthalten. Das Verhiltnis von Calcium zu Phosphat entspricht mit 1,67 fiir
Apatos genau bzw. mit 1,73 fiir Gen-Os nahezu dem theoretischen Wert von

1,67 fiir Hydroxylapatit Ca,o(PO,4)s(OH)s.

Tabelle 15: Ergebnisse der Elementaranalyse. Die Menge an Sauerstoff wurde

niherungsweise als Differenz zu 100 % berechnet und nicht direkt gemessen.

Apatos (Gew.-%) Gen-0Os (Gew.-%)
Ca 25,1 25,7
PO* 35,6 35,2
C 13,1 13,6
H 2,5 2,2
N 3,8 2,9
O (nicht im PO,») 19,9 20,4
O (total) 43,9 44,1
Ca/P (n:n) 1,67 1,73

Des Weiteren wurden zur Charakterisierung der Morphologie der beiden
Materialien REM-Aufnahmen gemacht. Sowohl bei Apatos als auch bei Gen-Os
ist eine raue Oberfliche zu erkennen. Die Nanokristalle sind zu groBeren
Partikeln agglomeriert. In beiden Fillen konnten mittels REM keine
Kollagenfasern nachgewiesen werden. Die mikropordse Struktur des Apatos
konnte mittels REM nicht bestétigt werden. Die REM-Aufnahmen zeigen, dass
der Riickstand nach den thermogravimetrischen Analysen Poren aufweist, die
durch das Verbrennen der organischen Substanzen entstanden sind

(Abbildungen 56 und 57).
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10 pm

Abbildung 56: REM-Aufnahmen von Apatos (A, B) und Gen-Os (C, D).

Abbildung 57: REM-Aufnahmen von Apatos (A) und Gen-Os (B) nach der
TG-Analyse.
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Zusitzlich zu den REM-Aufnahmen wurde eine EDX-Analyse durchgefiihrt. Sie
bestitigt die Ergebnisse der Elementaranalyse. Zudem konnten zusitzlich
Natrium (0,8 Gew.-%) und Magnesium (0,2 Gew.-%) gefunden werden. Dies ist
in guter Ubereinstimmung mit natiirlichem Knochen, der 0,5 Gew.-% Mg** und
0,7 Gew.-% Na" enthilt "**!. Die EDX-Spektren sind in Abbildung 58 zu sehen;

der Peak von Stickstoff wird vom intensiven Sauerstoff-Peak iiberlagert.

Abbildung 58: EDX-Spektren von Apatos (A) und Gen-Os (B).
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Die aus den TEM-Bilder (Abbildung 59) abgeschitzte Partikelgrofe betréagt fiir
Apatos 30-60 nm und fiir Gen-Os liegt sie bei 30-50 nm. Damit werden die
Ergebnisse aus den XRD-Analysen bestitigt. Die Nanokristalle sind, wie schon
die REM-Bilder gezeigt haben, zu groBeren Partikeln agglomeriert. Die
TEM-Bilder von Gen-Os zeigen im Unterschied zu Apatos deutlich

Kollagenfasern.

-

i ™ : ?{ .

Abbildung 59: TEM-Aufnahmen von Apatos (A, B) und Gen-Os (C, D).
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Es kann somit aufgrund der Analysen-Ergebnisse angenommen werden, dass
sowohl Apatos als auch Gen-Os aus nanokristallinem Hydroxylapatit mit einem
Carbonatgehalt von 4-4,5 Gew-% bestehen. Entgegen der Herstellerangaben
kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch Apatos noch Kollagen enthilt,

wenn auch in den TEM-Aufnahmen keine Kollagenfasern zu erkennen sind.
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4.3 Einfluss von Apatit auf glatte Muskelzellen

Ablagerungen (Plaques) in Form von Calciumphosphaten gelten als ein Marker
fir Arteriosklerose und stehen in Verbindung mit einem erhohten
Herzinfarktrisiko. Der Zusammenhang zwischen Calcifizierung der
Ablagerungen und dem Abreifien der Plaques ist noch nicht geklirt '**?*". Da
bisher nicht bekannt ist, ob die verschiedenen Calciumphosphate (HAP,
Carbonatapatit und ACP), die in den Plaques vorkommen, unterschiedliche
Effekte auf glatte Muskelzellen haben, wurde der FEinfluss von einigen
Calciumphosphat-Phasen auf glatte Muskelzellen untersucht. Dazu wurden als
Vergleich zu den Kiristallen aus menschlichen Ablagerungen Apatit-Phasen

unterschiedlicher Kristallinitit und mit verschiedenem Carbonatgehalt

hergestellt.
CHAPO9
‘ CHAPOS8
5
7 CHAPO7
=
2
E %
CHAPO4
1 I 1 I
T T T T T T T T T
10 20 30 40 50

Beugungswinkel / °26 ———

Abbildung 60: Pulverdiffraktogramme der verschiedenen Apatit-Phasen. Bis auf die
Probe CHAPO9 weisen alle nahezu die gleiche Kristallinitit auf. Die roten Linien

kennzeichnen die aus der ICDD-Datenbank entnommenen Reflexlagen (Nr. 76-0694).
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Die Proben CHAPO4, CHAPO7 und CHAPOS sind alle nanokristallin, wiahrend
die Probe CHAP(O9 amorph ist (Abbildung 60). Bis auf die Probe CHAPOS8
bestehen die Proben aus kugelférmigen, zum Teil agglomerierten Partikeln

(Abbildung 61). Der Carbonatgehalt der Proben liegt im Bereich von

1 bis 4,8 Gew.-% (Tabelle 16).

Tabelle 16: Zusammenfassung der FErgebnisse aus FElementaranalyse und
TG-Messungen.
CHAPO04 | CHAP(O7 | CHAPO8 | CHAP09
Calcium / Gew.-% (AAS) 30,23 33,62 35,96 33,42
PO, / Gew.-% (UV) 45,6 57,15 63,55 64,4
Ca:PO,”-Verhiltnis (n:n) 1,57 1,39 1,34 1,23
Wassergehalt / Gew.-% (TGA) 10,2 8,8 8,7 10,0
CO;*-Gehalt/ Gew.-% (TGA) | 4,0 4,8 2,1 1,0

Weitere Vergleichssubstanzen (BCP und Latexkugeln) wurden von den
Kooperationspartnern um Dr. Diane Proudfoot aus Cambridge, die auch die

Zelltests mit den unterschiedlichen Substanzen durchgefiihrt haben,

bereitgestellt. Die Kristalle aus den menschlichen Ablagerungen haben eine
im Bereich der

GroBe von 50 nm bis 8 pm und

Vergleichssubstanzen (BCP ca. 1 um; CHAP 100-300 nm).

liegen damit

Zuerst wurde die Lebensfihigkeit der Zellen, die mit den synthetischen Apatiten
behandelt wurden, iiber die mitochondriale Aktivitit gemessen. Sie ist ein Mal}
fiir die metabolische Aktivitit in den Zellen und korreliert in der Regel mit der
Anzahl lebender Zellen. Die Messung erfolgt iiber einen gelben Farbstoff
(Diphenyltetrazoliumbromid, MTT), der in den Mitochondrien (Teil einer
eukaryotischen Zelle, der als ,,Kraftwerk® fungiert) durch ein Enzym violett

gefdrbt wird. AnschlieBend wird die Menge des Farbstoffs photometrisch
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(A=570 nm) bestimmt. Sowohl die Kristalle aus den menschlichen Ablagerungen
als auch die unterschiedlichen Apatit-Phasen haben zu einer verminderten
Lebensfdhigkeit der glatten Muskelzellen gefiihrt, wobei die amorphe Probe
(CHAPO9) den groBten Effekt hat. Da weder Latexkugeln mit einem
Durchmesser von 1 um noch groBBere Calciumphosphat-Kristalle (> 40 um) eine
Auswirkung auf die Lebensfihigkeit der Zellen haben, ist davon auszugehen,
dass die KristallgroBBe eine bedeutende Rolle spielt (Abbildung 62). Am BCP
und den menschlichen Kristallen konnte gezeigt werden, dass die Abnahme der
Lebensfahigkeit der Zellen mit einer Reduzierung der Zellanzahl einhergeht,
d. h. die Kristalle fiihren zu einem vermehrten Zelltod (Apoptosis). Dies ldsst

sich auf die verschiedenen Apatit-Phasen iibertragen.

Abbildung 61: REM-Aufnahmen von A) CHAPO4 mit einer Partikelgro3e zwischen

100-300 nm; B) CHAPOS; C) Kiristalle, die aus menschlichen Plaques isoliert
[202]

wurden
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Abbildung 62: Glatte Muskelzellen wurden iiber 72 Stunden mit verschiedenen
CaP-Kristallen versetzt und anschlieBend {iiber die mitochondriale Aktivitiat die
Lebensféahigkeit der Zellen gemessen. Die Lebensfihigkeit der mit Apatit-Kristallen
(CHAP-Proben, Zusammensetzung siche Tabelle 15) behandelten Zellen nimmt ab.

Die Kontrolle enthalt keine Kristalle, nur das

Zellmedium (Quelle: Dr. D. Proudfoot University Cambridge).

Aus Untersuchungen mit Fibroblasten ist bekannt, dass CaP-Kristalle durch
Phagocytose aufgenommen, in den Lysosomen der Zellen wieder geldst werden
und dadurch die intrazellulire Ca**-Ionenkonzentration erhoht wird %!, Da es
als sicher gilt, dass eine erhOhte Ca**-lonenkonzentration den Zelltod induziert,
wurde untersucht, ob die CaP-Kristalle auch bei glatten Muskelzellen die
Ca**-Ionenkonzentration beeinflussen. Die verschiedenen nanokristallinen
Apatit-Phasen fiihrten alle zu einem &hnlichen Anstieg der intrazelluldren
Ca”*-Tonenkonzentration und folglich zum Zelltod in ca. 50 % der glatten
Muskelzellen. Warum nur 50 % der Zellen sterben, ist bisher unklar; es wird

jedoch die Heterogenitit der glatten Muskelzellen als Ursache angenommen. In
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Abbildung 63 ist der Verlauf der intrazelluliren Ca**-Ionenkonzentration fiir das
amorphe CaP und Latexkugeln, die keine Auswirkung auf die intrazelluldren

2 .
Ca”"-Ionenkonzentration haben, zu sehen.
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Abbildung 63: Charakteristischer Kurvenverlauf  der  intrazelluldren

Ca**-Ionenkonzentration in glatten Muskelzellen, die mit amorphen Calciumphosphat

un d Lat CXkll g el n st i mul i ert wur d en (Quelle: Dr. D. Proudfoot University Cambridge)

Um sicher zu gehen, dass der Anstieg der intrazelluldren
Ca”*-Tonenkonzentration durch Kristallaufnahme und spiterem Freisetzen der
Ca**-Ionen durch Ansduern der Kristalle erfolgt, wurde von den
Kooperationspartnern mit Bafilomycin Al ein Inhibitor eingesetzt. Bafilomycin
A1l verhindert die Ansduerung in den Lysosomen und damit die Auflosung der
Kristalle. In Gegenwart von Bafilomycin Al konnte kein Anstieg der
intrazelluliren Ca**-Ionenkonzentration festgestellt werden und somit auch kein

Zelltod der glatten Muskelzellen. Dies zeigt, dass eine Degradation der Kristalle
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in den Lysosomen der Zelle notwendig ist, um eine erhohte intrazellulidre
Ca”*-Tonenkonzentration zu verursachen, die dann zur Apoptose fiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass Apatit-Kristalle in Abhédngigkeit ihrer Grofe
und Zusammensetzung zur Apoptose in menschlichen glatten Muskelzellen, die
die Plaques vor dem Abreillen schiitzen, fithren. Es zeigte sich zudem, dass vor
allem kleine Kristalle (< 1um) den Zelltod von glatten Muskelzellen auslésen
und somit zur moglichen Destabilisierung von arteriosklerotischen Plaques
beitragen. Dies stimmt mit vorherigen Untersuchungen iiberein, die ebenfalls zu
dem Schluss kommen, dass vorzugsweise kleine calcifizierte Ablagerungen eine
Instabilitit der Plaques verursachen ****°!. Es kann somit angenommen werden,
dass kleinere, nicht agglomerierte Partikel in den Plaques, im Vergleich zu
groBeren Ablagerungen, zelltoxischer auf glatte Muskelzellen wirken.

Die Untersuchungen zum Einfluss von nanokristallinen Apatit-Phasen auf glatte
Muskelzellen sind ein weiterer Hinweis darauf, dass Calciumphosphate die
Aktivitit von Zellen beeinflussen konnen. In vorangegangenen Studien fiihrten
sie zur Apoptose von Makrophagen und Krebszellen oder im Gegensatz dazu zu

einer erhohten Proliferation von Fibroblasten 2°72%,
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5. Experimenteller Teil

5.1 Herstellung von ACC

Amorphes Calciumcarbonat (ACC) wurde nach der Methode von
Giinther et al. ' hergestellt. Dazu wurde in eine auf 1-2°C gekiihlte,
tibersittigte Ca(OH),-Losung CO, eingeleitet. Dabei wurde die Leitfdahigkeit
kontrolliert. Zu Beginn betrug sie 10,5-11 mS cm™. Bei einem Wert von
2,5-3mS cm’ wurde das Einleiten von CO, beendet. Der entstandene
Niederschlag wurde rasch abgesaugt und mit vorher eisgekiihltem und iiber
Molsieb getrocknetem Aceton gewaschen. Danach wurde die Substanz im
Olpumpenvakuum iiber Nacht getrocknet; spiter wurde nur noch im
Trockenschrank bei 70 °C getrocknet. AnschlieBend wurde die trockene
Substanz gut verschlossen bei Raumtemperatur gelagert. Ausgehend von 200 ml
tibersittigter Ca(OH),-Losung betrug die Ausbeute pro Ansatz 250-300 mg
ACC.

5.2 Umwandlung von ACC

Es wurden jeweils 20 mg ACC eingewogen und in 10 ml (entspricht
0,018 molI'") der jeweiligen Losung gegeben. Es wurden Versuche in
destilliertem Wasser, in Magnesiumlosung mit einer Konzentration von
0,019 mol 1" und 0,039 mol 1! durchgefiihrt. Zudem wurden Zinklosungen mit
einer Konzentration von 0,007 mol 1" und 0,017 mol 1! verwendet. Zur
Herstellung der Losungen wurde Magnesiumnitrat bzw. Zinknitrat verwendet.
Es wurden Versuche mit unterschiedlicher Dauer durchgefiihrt (ein Tag, 5 Tage
und 12 Tage). Nach dem jeweiligen Zeitraum wurde die Substanz
abzentrifugiert, mit Aceton gewaschen, bei Raumtemperatur an der Luft

getrocknet und anschlieBend mittels XRD und REM charakterisiert.
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5.3 Herstellung von Ikait

Der Ikait (Calciumcarbonathexahydrat CaCO; - H,O) wurde durch eine geringe
Abwandlung der Methode von Giinther et al.™ zur Herstellung von ACC
hergestellt. Nach dem Absaugen und Waschen des Niederschlags mit kaltem,
getrocknetem Aceton wurde die Substanz nicht im Vakuum getrocknet, sondern

feucht (mit Aceton) in einem Gefrierschrank bei -18 °C gelagert.

5.4 Herstellung von MHC

Monohydrocalcit wurde nach einer Methode von Tlili et al. °® hergestellt. Dazu
wurden, um kiinstliches Meerwasser herzustellen, 29,22 g (0,5 mol) NaCl, 5,0 g
(52,5 mmol) MgCl, und 1,56g (10,6 mmol) CaCl,-2H,0O in 250 ml
destilliertem Wasser gelost. Dann wurden 0,3 g K,CO; dazu gegeben und gut
geriihrt, bis sich alles gelost hatte. AnschlieBend wurde die Losung iiber Nacht
in einem Kiihlschrank gelagert. Der ausgefallene Niederschlag wurde am
nichsten Tag abfiltriert, mit Wasser und Aceton gewaschen und anschlieBend an

der Luft getrocknet.

5.5 Fillung von Hydroxylapatit und Carbonatapatit

Nach Tadic ' wurden eine 18 mM Calciumlactatlosung und eine jeweils 10,8
mM Natriumcarbonat- und Natriumhydrogenphosphatlosung hergestellt. Dazu
wurden fiir jeweils 10 Liter 55,49 g Calciumlactat, 11,45 g Na,CO; und 28,95 g
Na,HPO,-7 H,O eingewogen. Fiir die carbonatfreien Apatite wurde die Na,CO;-
Losung weggelassen. Die Calciumlactat-Losung wurde mit NaOH (1 M) auf
einen pH-Wert von 10 eingestellt. Die Phosphat-Losung wurde mit
Phosphorsiure ebenfalls auf pH=10 eingestellt. Die Losungen wurden nun mit
einer Peristaltikpumpe (Pumpgeschwindigkeit: 99; entspricht 37 ml min" pro
Losung) zusammengegeben und die Substanz kontinuierlich iiber einen

Biichnertrichter abfiltriert (Versuchsaufbau siehe Abbildung 64). Es wurden
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dabei drei Blaubandfilterpapiere iibereinander gelegt, damit moglichst wenig
durch den Filter hindurch ging. Die Filterpapiere wurden ca. alle 20 Minuten
gewechselt und zum Trocknen der Substanz in einen Trockenschrank bei 100 °C
gegeben.

Der Niederschlag, der wihrend des Filtrierens durch den Filter hindurchging,
wurde gesammelt, iiber einige Wochen in LoOsung stehengelassen und in

unterschiedlichen Zeitabstinden etwas abfiltriert und analysiert.

Die mittlere Verweilzeit kann mit folgender Formel berechnet werden. Sie

betrug bei einer Zuflussgeschwindigkeit von 37 ml min' 57 Sekunden:

v
dv -dr™

[12]

t = mittlere Verweilzeit / min
V = Volumen des ReaktionsgefiBes / ml
dv-dr' = Zuflussgeschwindigkeit ml min™

Filtee Rundkolben

WVorratsbehilter der
Reaktionslésungen

e

Saugflasche

Abbildung 64: Schematischer Versuchsaufbau zur Herstellung der Apatite.
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Bei der Herstellung der Carbonatapatite ist auch immer Substanz durch den
Filter hindurch gegangen. Dieser Feststoff wurde in Losung stehen gelassen, in
Abstdnden abfiltriert und mittels XRD (Abbildung 65) und REM
(Abbildung 66) charakterisiert. Es zeigte sich, dass sich die Kristallinitit auch
nach 7 Wochen nur geringfiigig veridndert hat. Es handelt sich weiter um
nanokristallinen Carbonatapatit. Auf den REM-Bildern ist zu sehen, dass die
Partikel nach 4 Wochen neben einer kugelférmigen Morphologie auch teilweise
eine Stdbchenform aufweisen. Es kann somit festgehalten werden, dass das
direkte Abfiltrieren nicht zwingend notwendig ist, um nanokristallinen
Carbonatapatit zu synthetisieren. Es &dndert sich aber mit der lingeren

Verweilzeit die Morphologie der Partikel.
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Abbildung 65: Rontgenpulverdiffraktogramme von Carbonatapatit nach
unterschiedlicher Verweilzeit in Losung bei Raumtemperatur: A) direkt nach Fillung;
B) nach 4 Wochen; C) nach 7 Wochen. Die Ausgangskonzentrationen betrugen
18 mM  Calciumlactat und je 10,8 mM  Natriumcarbonat  bzw.
Natriumhydrogenphosphat. Die roten Linien kennzeichnen die aus der ICDD-
Datenbank entnommenen Reflexlagen (Nr. 76-0694).
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Abbildung 66: REM-Aufnahmen von Carbonatapatit nach unterschiedlicher
Verweilzeit in Losung bei Raumtemperatur: A) direkt nach der Fillung; B) nach

4 Wochen.

5.6 Apatit fiir Osteoblasten- und Osteoklastentests

Die gefillten Apatite wurden nach dem Trocknen mit Hilfe einer Kugelmiihle
zerkleinert (30-60 Minuten bei 300 U min™). Dann wurden aus jeweils 200 mg
Pulver Presslinge hergestellt. Die so hergestellten Presslinge wurden fiir die
anschlieBenden Zelltests verwendet. Des Weiteren wurden fiir die
Osteoblastentests porose Presslinge nach der Methode von Tadic ' hergestellt.
Dazu wurde 1 g Carbonatapatit mit 200 mg NaCl (KorngroBe: 250-400 pm) und
10 mg PVA-Fiden vermengt und anschlieBend davon jeweils 400 mg zum
Pressen verwendet. Die so hergestellten Presslinge wurden zuerst bei
Raumtemperatur in Wasser und dann in 50 °C warmes destilliertes Wasser
gegeben. Dadurch wurden sowohl das Natriumchlorid als auch die PVA-Fiden

wieder herausgewaschen und man erhielt porése Presslinge.
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5.7 Apatit fiir Tests mit glatten Muskelzellen

Fiir die Tests mit glatten Muskelzellen wurde sowohl Carbonatapatit als auch
carbonatfreier Apatit synthetisiert, die zudem eine unterschiedliche Kristallinitéit
aufwiesen (Konzentration der Losungen siehe Kapitel 5.5). Dazu wurden die
Pumpgeschwindigkeit und Féllungstemperatur variiert. Fiir nanokristallinen
Apatit (CHAP 04 und CHAP 07) betrug die Pumpgeschwindigkeit 37 ml min™
sowohl fiir die Calcium- als auch fiir die Phosphatlosung bei einer
Fillungstemperatur von 37 °C. CHAP 08 wurde bei 70°C wund -einer
Zuflussgeschwindigkeit von 5 ml min™' hergestellt. Fiir einen amorphen Apatit
(CHAP 09) wurden folgende Bedingungen benutzt: 37 mlmin" fiir beide
Losungen und 5 °C.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde amorphes Calciumcarbonat (ACC) nach einer
bestehenden Synthesevorschrift hergestellt und ndher untersucht. Das ACC
wurde entgegen der Literatur bei 70 °C im Trockenschrank getrocknet. Dies
stellte sich als ausreichend heraus. Bei Raumtemperatur gelagert, war das ACC
fiir mehrere Wochen stabil. Nicht die Lagerungstemperatur ist fiir die Stabilitét
entscheidend, sondern die Feuchtigkeit. Wird es bei Raumtemperatur an der Luft
gelagert, hat es sich innerhalb von einer Woche in Calcit umgewandelt. Des
Weiteren wurden Umwandlungsversuche in Magnesium- und Zinkldsungen
durchgefiihrt. Im Fall von Magnesium bildete sich in Abhingigkeit der
Konzentration entweder Monohydrocalcit (MHC) oder Aragonit. Dabei zeigte
sich, dass die hohere Magnesiumkonzentration die instabilere Phase MHC iiber
einen ldngeren Zeitraum stabilisiert. Bei hoherer Temperatur bildet sich
unabhingig von der Konzentration schon nach einem Tag Aragonit. Es konnte
jedoch in keinem Ansatz Calcit als Umwandlungsprodukt identifiziert werden,
was bestitigt, dass Magnesium die Calcitbildung inhibiert. In Zinklosungen

entstand dagegen in allen Fillen nanokristalliner Hydrozinkit Zns(CO3),(OH)g.

Es wurde zudem eine neue Synthese von Ikait entwickelt. Dazu wurde der noch
feuchte Niederschlag bei der Fillung von ACC bei -18 °C gelagert. Der sich so
gebildete Ikait bleibt bei dieser tiefen Temperatur iiber Monate lang stabil. Bei
Raumtemperatur wandelt er sich nach wenigen Stunden in Calcit um. Daraus
kann geschlossen werden, dass sich das ACC iiber die Zwischenstufe Ikait in
Calcit umwandelt, wobei der Ikait bei tiefen Temperaturen stabilisiert wird.
Diese Annahme konnte mittels Festkorper-NMR bestétigt werden. Das ACC
muss eine dem lkait &dhnliche Struktur haben, da die chemischen
Verschiebungen in den C-Spektren identisch sind. Zudem konnte durch die
'H-NMR-Messungen gezeigt werden, dass das ACC kein Hydrogencarbonat

enthdlt. Die Signale 1im  Protonenspektrum  werden durch das
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Strukturwasser (7-8 Gew.-%) und einer geringen Menge an mobilem Wasser,

das Hydroxid enthilt, verursacht.

Aufgrund der Ergebnisse der in vitro-Osteoblastentests kann festgehalten
werden, dass die Carbonatapatit-Materialien prinzipiell als
Knochenersatzmaterial in Frage kommen. Dies miisste in in vivo-Tests weiter
untersucht und bestitigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
Osteoblasten gut auf dem Material haften und dort gut proliferieren. Im Fall der
porosen Materialien sind die Osteoblasten zum Teil in die Poren eingedrungen.
Dies ist fiir ein Knochenersatzmaterial aufgrund des besseren
Gewebeeinwuchses von Vorteil. Anhand von weiteren Zelltests wurde
verdeutlicht, dass auf dem Material Monozyten zu osteoklastiren Zellen
differenzieren. Im Vergleich zu weiteren Substanzen (TCP und HAP) wachsen
und differenzieren die Zellen dhnlich gut. Die Osteoklasten bauen das Material
ab und es entstehen die typischen Resorptionslakunen. Das Material reagiert in
vitro sowohl auf Osteoblasten als auch Osteoklasten positiv und ist damit ein
vielversprechendes Knochenersatzmaterial, was jedoch in weiteren in vivo-Tests

untersucht werden miisste.

Die Analyse von zwei Biomaterialien der Firma Tecnoss hat ergeben, dass
sowohl Apatos als auch Gen-Os aus nanokristallinem Hydroxylapatit mit
4-4.5 Gew.-% Carbonat bestehen. Damit sind die Zusammensetzung und auch
die PartikelgroBe, die mittels XRD bestimmt wurde, dem menschlichen
Knochen sehr dhnlich. Der Herstellungsprozess zog somit keine Verdnderung
der Kiristallinitit des HAP nach sich. Im Fall von Gen-Os konnte bestétigt
werden, dass es noch Kollagen enthilt. Bei Apatos wird aufgrund der IR- und
TG-Ergebnisse ebenfalls angenommen, dass es entgegen der Herstellerangaben
Kollagen enthilt. Jedoch zeigten die TEM-Aufnahmen keine typischen

Kollagenfasern.
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Die Studie zur Auswirkung nanokristalliner Apatit-Phasen auf glatte
Muskelzellen fithrten zu dem Ergebnis, dass diese zu einer erhohten
intrazelluliren Ca**-Konzentration fiihrten. Dadurch wurde in 50 % der glatten
Muskelzellen ein Zelltod (Apoptose) verursacht. Dabei 16sen vor allem kleine
Partikel (< 1um) den Zelltod aus. Es kann somit angenommen werden, dass
kleinere, nicht agglomerierte Partikel in den Plaques, im Vergleich zu grof3eren
Ablagerungen, zelltoxischer auf glatte Muskelzellen wirken. Da es als sicher
gilt, dass glatte Muskelzellen bei einer Arteriosklerose eine schiitzende Wirkung
auf die Plaques haben, kann der Zelltod zu instabilen Ablagerungen fiihren.

Die Analyse zum Einfluss von nanokristallinen Apatit-Phasen auf glatte
Muskelzellen ist ein weiterer Hinweis darauf, dass Calciumphosphate die

Aktivitiat von Zellen beeinflussen.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

ACC amorphes Calciumcarbonat
ACP amorphes Calciumphosphat
AP Alkalische Phosphatase

BCP Biphasisches Calciumphosphat

CDHA Calcium-defizitdrer Hydroxylapatit
CHAP Carbonatapatit

DCPA Dicalciumphosphat-Anhydrat; Monetit
DCPD Dicalciumphosphat-Dihydrat; Brushit

DSC Dynamische Differenz-Kalorimetrie (engl. differential scanning
calorimetry)
EDX energiedispersive Rontgenspektroskopie (engl. energy-dispersive

X-ray spectroscopy)
EXAFS Rontgenabsorptionsspektroskopie

(engl. extended X-ray absorption fine structure)

HAP Hydroxylapatit

ICDD International Centre for Diffraction Data

IR Infrarot

MHC Monohydrocalcit

NMR Kernresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance)

pAVK periphere arterielle Verschlusskrankheit

PVA Polyvinylalkohol

REM Rasterelektronenmikroskopie

RT Raumtemperatur

TCP Tricalciumphosphat

TEM Transmissionselektronenmikroskop
TG Thermogravimetrie

XRD Rontgendiffraktometrie
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8.2 Verzeichnis der verwendeten Chemikalien
Tabelle 17: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien
Name Gefahrensymbol | R-Sitze S-Sitze Firma
Fisher
Aceton F, X, 11-36-66-67 9-1626 | Chemicals
Calciumchlorid- Sigma
Dihydrat i 36 22-24
Calciumhydroxid C 37/38-41 20042639 | Merek
Calciumlactat - Merck
Kaliumcarbonat X; 36/37/38 22-26 Merck
Messer
Kohlenstoffdioxid - - 9-23 Griesheim
Magnesiumchlorid - - - Merck
Riedel-de
Magnesiumnitrat- Haen
Hexahydrat O 8 24/25
Natriumcarbonat X; 36 22,26 Merck
AppliChem
Natriumchlorid : : ! GmbH
. Merck
Natriumhydrogenphosphat - - -
Carl Roth
Natriumhydroxid C 35 26, 36-37/39-45 | SMPH
verdiinnte Phosphorsidure C 34 26-45
Acros
Strontiumchlorid X, 22 - Organics
Riedel-de
Zinknitrat-Hexahydrat X,, O 8-22-36/37/38 26 Haen
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