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Einleitung

1 Einleitung

Die Untersuchung der Kristallisation von Calciumoxalat (CaC,04nH,0; n=1-3) und
Struvit (MgNH4PO36H,0) liegt seit vielen Jahren im Interesse der Industrie und Medizin.
Bei diesen Stoffen handelt es sich um natiirlich vorkommende Mineralien, die sich als prob-
lematische Ablagerungen bei verschiedenen Prozessen und Komponenten der Industrie wie
z.B. der Papier- und Lebensmittelherstellung, Rohren, Pumpen, Boilern, Wiarmetauschern und
Abwasser wieder finden.""! Dadurch wird die Effizienz der Geriite verringert und die Be-
triebskosten erhoht.

Abgesehen von industriellen Ablagerungen kommt Calciumoxalat in Fossilien sowie als
Einlagerungen in den meisten pflanzlichen Organen wie Blittern, Wurzeln, Bliiten, Rinde und
Samen vor, in denen es in unldslicher Form als Calciumspeicher fiir das Cytosol der pflanzli-
chen Zelle dient.'*”! Des Weiteren fungiert Calciumoxalat als Schutz gegen Schidlinge und
verbessert die mechanischen Eigenschaften von Halmen und Blittern. "

Auch in der Veterinédr- und Humanmedizin sind Struvit und Calciumoxalat von groB3er Be-
deutung und stellen den Hauptbestandteil von Gallen-, Blasen- und Nierensteinen, einigen der
dltesten dokumentierten Krankheiten, dar, 1439121

Calciumoxalat kristallisiert in drei unterschiedlichen Modifikationen: dem thermodyna-
misch stabilen monoklinen Calciumoxalat Monohydrat (CaC,04°H,O; COM oder Whewellit),
dem metastabilen tetragonal bipyramidalen Calciumoxalat-Dihydrat (CaC,04:2H,0; COD
oder Wheddellit), und dem metastabilen triklinen Calciumoxalat-Trihydrat (CaC,04°3H,0;
COT oder Caoxit).[5 ALI-I5I Wiihrend COM den Hauptbestandteil von Nierensteinen darstellt,
die bei einem Mangel an Osteopontin (Uropontin) und Uromodulin entstehen, sind COT und
Struvit hiufig vorkommende Bestandteile von Nierensteinen, die bei bakteriellen Erkrankun-
gen des Nierentrakts auftreten.!*'%!¢1%

In der Natur wird die Bildung von anorganischen Kristallen durch die Anwesenheit von
biogenen Makromolekiilen kontrolliert. Calciumcarbonat, das in Korallen und Schalen von
Meereslebewesen vorkommt, Calciumphosphate, aus denen Knochen und Zihne bestehen
sowie Calciumoxalat, welches als Calciumspeicher und zur Stabilisierung des pflanzlichen
Skeletts in vielen Pflanzen dient, sind typische Beispiele fiir dieses Phinomen.””"?** Diese
biologischen Systeme setzen Biomolekiile ein, die als Kristallisationskeimbildner, Inhibitoren,

Matrices und zur Wachstumskontrolle dienen und einen Einfluss auf die Mineralisation aus-

tiben. Im menschlichen Korper kommen Citrate, sédurereiche Urinproteine, das Tamm-
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Horsfall-Protein (Uromodulin), Inulin und Osteopontin vor, die die Kristallisation von
Calciumoxalat und Struvit inhibieren.****2*!

Einige Forschungsgruppen fokussieren ihr Interesse bei der Untersuchung der
inhibitorischen Eigenschaften von Osteopontin, bei dem es sich um ein asparagin- und
glutaminsdurereiches Protein handelt, auf die Kristallisation von Calciumoxalat. Die Ergeb-
nisse der Untersuchungen zeigen, dass Osteopontin eine stark hemmende Wirkung auf die
Kfristallisation und einen deutlichen Einfluss auf die Morphologie von Calciumoxalat hat.**!
Des Weiteren wurden Synthesen einer asparagin- und glutaminsdurereichen
Aminosdurensequenz durchgefiihrt. Diese Sequenzen zeigen einen dhnlichen Einfluss auf die
Wachstumsrate und Morphologie der Calciumoxalatkristalle wie Osteopontin, woraus ge-
schlussfolgert wurde, dass die freien Carboxylgruppen der Asparagin- und Glutaminséure fiir
die inhibierenden Eigenschaften von Osteopontin verantwortlich sind.*’2*!

Viele Arbeitsgruppen konzentrieren ihre Forschung direkt auf die Untersuchung der Wir-
kung von Polyasparagin- und Polyglutaminsédure auf die Kristallisation von Calciumoxalat,
mit dem Ergebnis, dass beide Polypeptide das Wachstum inhibieren und die Morphologie von
Calciumoxalat verindern,>2>26-3034

Jedoch wurden bisher noch keine Untersuchungen durchgefiihrt, die einen Zusammenhang
zwischen der Kettenldnge der Polyasparagin- und Polyglutaminsidure bzw. der Anzahl der
freien Carboxylgruppen und der Stirke der Inhibierung des Kristallwachstums sowie dem

Einfluss auf die Modifikation und Morphologie von Calciumoxalat und Struvit herstellen.

Ziel der Diplomarbeit war es, Oligomere von definierter Kettenldnge zu synthetisieren und
deren Einfluss auf die Kristallisationsgeschwindigkeit von Calciumoxalat und Struvit in Ab-
hingigkeit von Kettenlinge und Konzentration zu iiberpriifen. Es sollte auBerdem der Einfluss
der synthetisierten Oligomere auf die Morphologie und Kristallstruktur von Calciumoxalat
und Struvit iiberpriift werden. Im Rahmen der Diplomarbeit wurden drei verschiedene
Oligomere der L-Glutaminsidure mit definierter Kettenldnge mit einem Peptidsynthesizer her-
gestellt und deren Einfluss auf die Kristallisationskinetik von Calciumoxalat mit Hilfe einer
Calciumionen-selektiven-Elektrode sowie deren Wirkung auf die Modifikation und Morpho-
logie von Calciumoxalt und Struvit untersucht. Des Weiteren wurden funktionalisierte Latex-
partikel synthetisiert, die als ein biomimetisches Templat fiir die Kristallisation von

Calciumoxalat dienten.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Theorie der Biomineralisation

Wihrend der Diplomarbeit wurden Kristallisationsversuche von Calciumoxalat und Struvit
aus iibersittigter Losung mit und ohne Zugabe von Oligomeren der L-Glutaminsiure, die als
biomimetische Additive fungierten, durchgefiihrt. Dabei wurde eine Verdnderung der Modifi-
kation und Morphologie bei Zugabe von Additiven beobachtet. In diesem Abschnitt soll er-
klart werden, wie die Kristallisation von Calciumoxalat und Struvit stattfindet und auf welche

Art die Additive den Kristallisationsprozess beeinflussen.
2.1.1 Grundlagen der Kristallisation aus iiberséttigter Losung

Die Kiristallisation eines Stoffes aus wissriger Losung impliziert eine Fillungsreaktion, der
ein Losungsgleichgewicht zu Grunde liegt. Als allgemeines Losungsgleichgewicht fiir eine

Verbindung A,,B ;s kann Gl. 2.7 formuliert werden:

AVABVB —Vv, A" (aq)+Vv,B"" (aq) 22.7)
mit  A/B Komponente A bzw. B
VAl Vi stochiometrischer Faktor von A bzw. B

Fiir GI. 2.7 kann eine Gleichgewichtskonstante K., formuliert werden:

14 V
(@, )" (ay, )"

K., = (2.8)
Aa,, B,
mit K Gleichgewichtskonstante
ax™ Aktivitit der Ionen des Typs A"¥*
ag”™ Aktivitit der Ionen des Typs B~
AAVAB B Aktivitit des Festkorpers A,,B s (per Definition = 1)

Wie in Abschnitt 2.1 bereits erwidhnt wurde, ist die Aktivitdt g; eines lons i proportional zu
seiner Konzentration c¢;. Als Freie Reaktionsenthalpie (Losungsenthalpie) AG (nach Gibbs)

ergibt sich GI. 2.9:

a., )" (a, )"
AG=RTln£=RTln( A )vA (@, )VB (2.9)
K, (@05 )eg (s eq
mit  Q Reaktionsquotient
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R ideale Gaskonstante
T absolute Temperatur in Kelvin
a;*1( a;i*)eq tatsdchliche Aktivitit/Gleichgewichtsaktivitit der Ionen der Spezies i

Das Ionenaktivititsprodukt / kann als Gl. 2.10 formuliert werden:
I=(a,, )" (a, )" (2.10)

Dadurch kann GI. 2.9 als GI. 2.11 ausgedriickt werden:

AG =RTIn =RTInS (2.11)
Ay Brg
mit  LawBwm Loslichkeitsprodukt des Stoffes A ,,B s
S Sattigungsgrad der Losung (S =1/ Layapis)

Ist das Ionenaktivitidtsprodukt kleiner als das Loslichkeitsprodukt (S > 1), ist AG > 0 und es
liegt eine iibersittigte Losung vor. Im Fall § = 1, wird AG = 0, und die Losung ist gesdttigt.
Wenn S < 0 ist, handelt es sich um eine untersittigte Losung mit AG < 0.

Im allgemeinen beinhaltet die Bildung von Kristallen aus iibersittigter Losung drei Schrit-

te: Nukleation, Kristallwachstum und Ostwald-Reifung, die in Abb. 2.8 veranschaulicht wer-

den.

ubersattigte Hucleation Nllkl.?i Knstallwachstum Lrista].].ite Lll“a“e
Lésung ubersattigte ubersattigte gesattigte
Lésung Lésung Lésung

Abbildung 2.1:  Schritte des Kristallisationsprozess.

I.  Nukleation: Unter Nukleation lisst sich die Bildung von Nukleationskeimen (Nuklei),
an denen spontanes Kristallwachstum stattfinden kann, verstehen. Es wurde nachge-
wiesen, dass metastabile Phasen wie z.B. amorphe (fliissig-kondensierte) Phasen als
erste Nukleationsprodukte von kristallinen Verbindungen auftreten.”>*”  Die
Nukleation kann ersten Grades oder zweiten Grades sein. Die Nukleation ersten Gra-
des findet in Systemen statt, die keine kristallinen Stoffe enthalten. Bei der Nukleation
zweiten Grades findet die Bildung der Nuklei in der Nidhe von Kristallen in einem
ibersittigten System statt. Die Nukleation ersten Grades kann sich homogen (spontan)
oder heterogen (durch einen Fremdkorper induziert) ereignen. Héaufig ist die
Nukleation, die zu einer Kristallbildung fiihrt, heterogener Natur.*

II.  Kiristallwachstum: Das Kristallwachstum ist als Prozess der Anlagerung von Material

auf die gebildeten Nuklei zu verstehen.
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III.  Ostwald-Reifung: Die Ostwald-Reifung beschreibt einen Prozess, bei dem sich grofe,
weniger l6sliche Kristalle auf Kosten von kleinen, besser 16slichen Kristallen bilden.
Dieses Phianomen kann durch die Verminderung des Kontaktwinkels zwischen Kristall
und Losemittel bei einem groBen Kristall im Vergleich zu einem kleinen erklédrt wer-

den, da die Grenzflichenspannung zwischen Kristall und Losemittel kleiner wird.
2.1.2 Nukleation

Ein Nukleus entsteht durch Wechselwirkungen von Ionen (oder Molekiilen), die einen
Cluster von kritischer Gro3e bilden. Die Teilchenzahl, die fiir die Bildung eines Nukleus, er-
forderlich ist, erstreckt sich von zehn bis zu mehreren tausend.'*!! Die Bildung eines Nukleus

kann als eine Reihe von bimolekularen Additionsreaktionen verstanden werden:

A+A—A,

A, +A——A,

A, A=A,

AjFAT= A (2.12)

Die Entstehung von stabilen Nuklei erfordert das Uberwinden einer Energiebarriere, die
wie folgt berechnet werden kann. Die Anderung der Freien Reaktionsenthalpie AG; setzt sich
aus zwei Beitrdgen zusammen: 1. Der Freien Enthalpie des Festkorper AGres. (fiir groB3e Par-
tikel mit dem Radius r — o), die der Energiedifferenz zwischen Festkorper und der gelosten
Partikel entspricht. 2. Der Freien Oberflichen-Enthalpie AGowe1, die der Arbeit, die verrich-
tet werden muss, um eine Oberfldche zu bilden, entspricht. Fiir sphirische Nuklei mit dem

Radius r kann AG; als Gl. 2.13 ausgedriickt werden:!*

AG; = AGy g +AGypen = %nﬁAGD +anr’y (2.13)
mit ¥ Grenzflichenspannung
AG, Energiedifferenz zwischen der festen Phase und der Losung pro
Volumeneinheit

AG,, das fiir tibersittigte Losungen negativ ist, kann als Gl. 2.14 geschrieben werden:

kyTInS
v

|AG,

(2.14)
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mit kg Bolzmannkonstante (1.38 - 1075 J/mol)
10) Volumen eines Nukleus (v = V/N4s; V = mol. Vol.; Ny = Avogadro
Konstante)
S Sattigungsgrad (Siehe GI. 2.11)

Wie in Abb. 2.9 gezeigt wird, erreicht die Freie Reaktionsenthalpie AG; wihrend des
Wachstums eines Nukleus ein Maximum AG;* bei dem Radius r*. Das Maximum wird kriti-
sche Nukleationsenthalpie und der Radius r* als kritischer Nukleationsradius bezeichnet.
Nachdem das Maximum iiberwunden ist, nimmt AG; wieder ab und das Kristallwachstum
setzt ein. Das Maximum der Freien Reaktionsenthalpie kann durch die erste Ableitung der Gl.

2.13 berechnet werden:

7 (2.15)

AG,

+ ’!
I "
AGoperti.
O] II _______________________
=] ,’ ! T
. l AG?
Teel Ir*
AN Radius r —
\\
LY
\\
AGFestk t
A
“\ 3G]

Abbildung 2.2: Anderung der Freien Reaktionsenthalpie bei der Bildung eines Nukleus als Funktion des Radius .

Durch Einsetzen von GI. 2.15 in GIl. 2.13 und anschlieBender Substitution mit Gl. 2.14 wird

fiir eine Gibersittigte Losung (mit AG,, < 0) eine Gleichung fiir AG;* erhalten:

3..2
w_  lomyv

L 2.16
b3k, TIn S)? (10

Durch Einsetzen des Ausdrucks fiir AG;* in die Arrhenius-Gleichung (J = Aexp[-AG;*/kgT])

wird ein Ausdruck fiir die Nukleationsrate J erhalten:

2
J = Aexp| —— TV 2.17)
3T (n )

10
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mit A Priaexponentieller Faktor (Effizienz der Partikel-Kollisionen)

Die Nukleationsrate ist ein MaB fiir die Anzahl der Nuklei, die pro Zeit- und Volumeneinheit
gebildet werden.

Als letzte Uberlegung zur Nukleation sollte die Ostwald’sche Phasenregel betrachtet wer-
den. Sie besagt, dass bei sehr schneller Abkiihlung einer Losung anorganischer Salze eine
thermodynamisch weniger stabile (bzw. besser 16sliche) Form des Salzes begiinstigt ausfillt.

Es wird dabei von einer kinetischen Kontrolle der Fillungsreaktion gesprochen.[zz]

2.1.3 Kristallwachstum

Das Wachstum von Kiristallen ist ein komplizierter Vorgang, fiir den zahlreiche unter-
schiedliche Theorien entwickelt wurden, die erklidren, wie ein Kristall gebildet wird. Die The-
orien konnen in zwei Gruppen gegliedert werden, in die Theorien der Grenzflichenenergie
und in die Diffusionstheorien.

Die Theorien der Grenzfldchenenergie basieren auf dem Prinzip, dass die endgiiltige Form,
die ein Kristall annimmt, eine Minimierung seiner Grenzflichenenergie zur Folge hat. D.h.
der Kristall nimmt die Form mit der minimalen Grenzfldchenenergie an.

Die Grundlage der Diffusionstheorien ist die kontinuierliche Ablagerung von Material auf
einer Kristallfliche in einer Rate, die proportional zu der Differenz der Konzentration am Ab-
lagerungspunkt und der Konzentration der restlichen Teilchen in Losung ist (z.B. Ionen, Ato-
me oder Molekiile)."*"" Volmer postulierte, dass das Kristallwachstum durch eine ,,layer-by-
layer-Ablagerung (Schicht fiir Schicht) stattfindet. Dabei kommen die Einheiten, aus denen
der Kristall aufgebaut ist (Ionen, Atome oder Molekiile), an der Oberfliche des Kristallgitters
an und konnen frei auf ihr wandern. Aulerdem besteht ein Gleichgewicht zwischen den Teil-
chen, die Schichten erzeugen und den Teilchen in Losung. Die Teilchen werden an den akti-
ven Stellen, d.h. Stellen, an denen die Anziehungskrifte maximal sind, fixiert. Die Theorie
besagt, dass sich ein Oberflichen-Nukleus bilden muss, bevor der Kristall weiter wachsen
kann. Diese Sachverhallte konnen thermodynamisch, analog zu den in Abschnitt 2.3.2 disku-
tierten, erkldart werden. So muss zuerst eine kritische Partikelgrole und eine kritische Freie
Reaktionsenthalpie AG;* erreicht werden, bevor das Wachstum an der Kristalloberfliche statt-
finden kann. Der Oberflichen-Nukleus wird dabei als eine Scheibe mit dem Radius r und der

Hohe £ beschrieben:
AG, =VvAG, +ay=mr’hAG, + 2nrhy (2.19)
mit a Flache des Nukleus

11
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Q) Volumen des Nukleus
AG, Siehe GI. 2.14
Unter Beriicksichtigung der Uberlegungen in Abschn. 2.3.2 lisst sich der kritische Radius r*
als:
N 4 (2.20)
AG,
und die Energiebarriere AG;* als:
AG =T (2.21)
' AG

v

schreiben. Durch Substitution von Gl. 2.14 mit Gl. 2.21 wird GI. 2.22 erhalten:

Gj* = M (2.22)
kyT'In S

Im Vergleich zu der in Abschn. 2.3.2 dreidimensionalen Nukleation benétigt das zweidimen-
sionale Kristallwachstum einen geringeren Sittigungsgrad bei gleichen Reaktionsbedingun-
gen, was durch Vergleich von Gl. 2.16 mit Gl. 2.22 festgestellt werden kann.

Abb. 2.10 zeigt Pfade der Kristallisation unter thermodynamischer und kinetischer Reakti-
onskontrolle. Ob ein System einem Ein-Schritt-Mechanismus (Pfad A), oder einem sequenti-
ellen Verlauf (Pfad B) folgt, hiingt von der Freien Aktivierungsenthalpie AG (n = Nukleation,
g = Kiristallwachstum und ¢ = Phasentransformation) ab. Daraus lédsst sich schlieBen, dass
durch die Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen wie z.B. durch Variation der Temperatur
oder des Sittigungsgrades einer Losung thermodynamisch weniger stabile Phasen - wie z.B.

einen metastabilen amorphen Zustand - gebildet werden konnen.

thermodynamisch

AG AG na) + ﬁGg(A)

=AG]

Lésung

Mag* +Xaq”
_ Amorpher
Ubergangszustand

kinetisch

Endgltiger
Kristall

Abbildung 2.3:  Kinetischer und thermodynamischer Verlauf einer Fillungsreaktion.*”!

12
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2.1.4 Alternativer Mechanismus der Kristallisation

Neuste Studien haben gezeigt, dass eventuell eine Alternative zum klassische Kristallisati-
onsprozess existiert. Es wurde postuliert, dass Pri-Nukleations-Cluster eine mogliche Rolle
bei der Bildung eines Nukleus spielen konnen. Gebauer et al ! haben bei der Untersuchung
der Kristallisation von Calciumcarbonat nachweisen konnen, dass stabile Prid-Nukleations-
Cluster noch vor Erreichen der Sattigungsgrenze vorhanden sind. Die Existenz solcher Cluster

konnte von Pouget et al

bestitigt werden, die diese mit einem Transmissions-
Elektronenmikroskop (TEM) visualisiert haben.

Die klassische Theorie bietet ein einfaches Verstindnis des Wachstums von Kristallen. Die
Nukleation findet durch das Uberwinden einer Freien Enthalpie-Barriere statt, die ihren Ur-
sprung in dem Kontakt zwischen dem Nukleus und seiner Umgebung hat. Die Theorie geht
von der Annahme aus, dass Nuklei Molekiil um Molekiil wachsen (sieche Abb. 2.11). Wihrend
des Wachstums nimmt die Gibbs’sche Freie Reaktionsenthalpie zu, bis sie ein Maximum bei

der kritischen Clustergrole erreicht. Oberhalb der kritischen Clustergrofle sind die Nuklei
stabil und setzen Energie beim Wachstum frei (sieche Abb. 2.9).

Klassische Theorie

Reversible Addition von ,\l Nukleation

lonenzu einem Pre-

Kritischen-Cluster " 4 : Kistalkwachstum

& Nukleus
Uibersattigte Lésung Endgiiltiger Kristall
Nukleation der
Post-Kritischer Nukleus kristallinen Phase Kistalkwachstum
Bildung von stabilen Aggregation
Pre-Nukleations-Clustem
Alternativer Mechanismus

Abbildung 2.4: Klassischer (oben) und alternativer (unten) Mechanismus der Kristallbildung. Modifiziert nach [45].

Wihrend ihrer Forschung der Kristallisation von Calciumcarbonat gelang es Gebauer ef al.
langlebige Prid-Nukleations-Cluster mit dem Durchmesser von 2 nm und einer Clustergrofle
von 70 Ionen (CaZJr und CO32_) zu beobachten, deren Wachstum sie durch Kollision und an-
schlieBender Koaleszenz erkldren. Diese Ergebnisse stehen in Kontrast zu der klassischen
Nukleationstheorie, die annimmt, dass ein Nukleus die gleiche Struktur wie ein Stiick des

Festkorpers hat, den es aufbaut und dessen Oberfliche dieselbe Grenzflichenspannung zum

13
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Losemittel hat wie der Festkorper. Wenn stabile Prd-Nukleations-Cluster existieren, miissen
sie in einem energetischen Minimum liegen, was in klarem Widerspruch zur klassischen The-
orie steht."**! Dieses Minimum kann moglicherweise durch eine unterschiedliche Struktur von
Cluster und Festkorper erklirt werden.

Uber die mogliche Struktur der Pri-Nukleations-Cluster wird noch spekuliert, und es ste-
hen mehrere Vorschlige im Raum. Eine Moglichkeit ist, dass bei den Clustern die Ionen in
einem Kiristallgitter vorliegen. Wenn dies der Fall ist, stellt sich die Frage, wieso die Cluster
aus ca. 70 Ionen weder schrumpfen noch wachsen. Alternativ kann die Struktur anders geord-
net als die des Festkorpers sein, wodurch das Wachstum der Cluster gehemmt werden wiirde.
Bei Calciumcarbonat handelt es sich um einen polymorphen Stoff, der in sechs unterschiedli-
chen Kiristallstrukturen vorkommen kann. Amorphes Calciumcarbonat (AAC) ist das erste
Polymorph, das nach einer Nukleation gebildet wird." AAC hat keine Fern-Ordnung, jedoch
hiufig eine Nah-Ordnung, die oft die Kristallstruktur nach der Kristallisation festlegt.[46] Da-
durch entsteht die Vermutung, dass die Pri-Nukleations-Clustern ebenfalls amorph sind.'*"
Jedoch bleibt bei dieser Vermutung wieder die Frage offen, wieso die Cluster weder schrump-
fen noch wachsen. Ein weiterer Vorschlag besagt, dass die Prid-Nukleations-Cluster von
Calciumcarbonat von einer anderen Spezies (z.B. einer Verunreinigung) stabilisiert werden.
Diese Uberlegung wiirde eine Erklirung fiir die Stabilisierung der Cluster in einem energeti-
schen Minimum liefern, die nicht der klassischen Theorie widerspricht. Verunreinigungen
konnen préparativ so gut wie nicht ausgeschlossen werden. Gebauer et al. haben somit einen
Mechanismus fiir die Nukleation von Calciumcarbonat fiir ein reales System gefunden, bei
dem sich die Prid-Nukleations-Cluster durch Koaleszenz zu AAC aggregieren, das allmihlich

zu einem thermodynamisch stabileren Polymorph (Phase) kristallisiert.
2.1.5 Einfluss von Additiven auf die Kristallisation

Die Natur bildet Hybridmaterialien aus einer Kombination von einer weichen organischen
und einer harten anorganischen Komponente fiir verschiedene Zwecke, wie z.B. zur mechani-
schen Unterstiitzung, als Werkzeuge oder zum Schutz vor Angreifern. Diese Biomineralien,
wie Knochen, Ziahne, Schalen (z.B. Eierschalen, Muschelschalen) und Korallen, kombinieren
oft eine faszinierende Form mit hervorragenden mechanischen Eigenschaften, was das Resul-
tat einer hochgradigen Kontrolle iiber die Struktur, Grofle, Morphologie und Anordnung von

20,21,42,44 47,48] o 1 . . .
.120-2142.44.47, 8] Biogene Makromolekiile konnen nicht nur, wie zuvor beschrie-

Kristalliten is
ben, als Matrix oder Templat zur Mineralisation dienen, sondern sich auf die Nukleation und

das Kristallwachstum von anorganischen Stoffen auswirken. Dabei kann die Nukleation und
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das Kristallwachstum gefordert oder gehemmt (inhibiert) werden. Der menschliche Korper
setzt z.B. Osteopontin, Citrat oder das Tamm-Horsfall-Protein ein, um die Bildung von Nie-
rensteinen zu vermeiden.***

Zahlreiche Arbeitsgruppen widmen ihre Forschung der Untersuchung des Einflusses von
biomimetischen Additiven auf die Kristallisation von anorganischen Verbindungen. So wurde
der Templateffekt und der Einfluss als Additiv von unterschiedlich funktionalisierten Latex-

partikeln auf die Kristallisation von Zinkoxid"*"!, Hydroxylapatit[49] und Titanoxid"”"

unter-
sucht. Mufioz-Espi et al. setzten die Latexpartikel als Additive ein. Sie konnten zeigen, dass
eine Variation der Funktionalisierung der Latexpartikel zwar das Kristallwachstum und die

Morphologie von Zinkoxid sehr stark beeinflussen,*”

jedoch die Perfektion der Kristalle we-
nig gestort wird.!! Ethirajan et al. gelang es erfolgreich, Hydroxylapatit auf der Oberflidche
der funktionalisierten Latexpartikel abzuscheiden und den Templateffekt der Latexpartikel zu
belegen. Lu et al. verfolgten das Ziel, mesopordses Titanoxid zu erhalten. Zu diesem Zweck
erfolgte eine Ablagerung von Titanoxid auf der Oberfliche von funktionalisierten Latexparti-
keln, die anschlieBend getrocknet und calciniert wurde. Des Weiteren wurde der Einfluss von
synthetisierten Aminosduresequenzen auf die Nukleation und das Kristallwachstum von

1521 Gebauer et al. konnten nachweisen, dass mit der

Calciumcarbonat untersucht.
Aminosduresequenz das Kristallwachstum von Calciumcarbonat gesteuert und dadurch unter-
schiedliche Polymorphe erzeugt werden konnen. AuBerdem gelang es ihnen, durch den
Peptidzusatz die Nukleation von Calciumcarbonat zu beeinflussen, wodurch verschiedene
Strukturen der Pri-Nukleations-Cluster entstanden.

Fiir den Einfluss von Additiven auf die Mineralisation von anorganischen Kristallen hat
Colfen einen Mechanismus vorgeschlagen.[zo] In Abbildung 2.5 ist das Schema der Kristalli-
sation mit und ohne Additiv zu sehen. Pfad a) zeigt dabei den Mechanismus der klassischen
Kristallisationstheorie, wie er in Abschn. 2.3.1 — 2.3.3 beschrieben ist. Bei Pfad b) handelt es
sich um eine Variation der klassischen Theorie, bei der sich die nach dem Wachstum gebilde-
ten Kristallite mesoskopisch anordnen. Dabei entsteht ein iso-orientierter Kristall, der dieselbe
Form hat wie die Kristallite, aus denen er aufgebaut ist. Die nanokristallinen Einheiten, aus
denen der iso-orientierte Kristall aufgebaut ist, konnen an den Kontaktflichen verschmelzen
(sog. lock in and fuse), wodurch ein Einkristall entsteht. Sind Additive in der Kristallisations-
l6sung vorhanden (Pfad c)), so adsorbieren sie an der Oberfldache der gebildeten Kristallite.
Nach einer Selbstanordnung (self-assembly) der von Additiv bedeckten Kristallite entsteht ein
Mesokristall, der aufgrund der bereits ausgerichteten Einheiten zu einem iso-orientierten Kris-

tall und schlieBlich (Pfad b)) zu einem Einkristall verschmilzt.
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Abbildung 2.5:  Schematische Darstellung der klassischen und der additivgesteuerten Kristallisation.

Der Einsatz von Additiven kann sich nicht nur auf den Kristallisationsmechanismus, son-
dern auch auf die Morphologie von Kristallen auswirken. Jongen et al. haben bei ihrer Studie
iiber  Kupferoxalat  zeigen  konnen, wie sich die  Konzentration  von
Hydroxymethylpropylcellulose (HPMC) auf die Morphologie von Kupferoxalat auswirkt."”!
Sie konnten zeigen, dass HMPC flachenspezifisch an den Kiristalliten von Kupferoxalat ad-
sorbiert (Abbildung 2.6).

HFELIC
Fonzennation {gL}

Fillang von 0 0.005 0.625
Kupferoxalat

L
Nulkleation
®
Eristallw achstuin
Orientierte
Ageregation
Morphologie  Quader Wiirfel Stibchen

[42]

Abbildung 2.6:  Einfluss der Konzentration von HMPC auf die Morphologie von Kupferoxalat.
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Bei geringer Konzentration an HPMC wird ein kubischer Mesokristall statt einem quaderfor-
migen Kristall gebildet. Dabei lagern sich durch Selbstorganisation (self-assembly) die Kris-
tallflichen aneinander, die nicht mit HPMC bedeckt sind. Wird die Konzentration von HMPC
weiter erhoht, bilden sich stibchenfoérmige Mesokristalle. Dieser ,,Stiick fiir Stiick® (brick by

brick)-Mechanismus wurde in einer zeitabhdngigen Studie experimentell belegt.[4z]

2.2 Calciumoxalat und Struvit

Im Rahmen der Diplomarbeit wurden Kristallisationsexperimente mit Calciumoxalat und
Struvit unter Additivzugabe durchgefiihrt. In diesem Abschnitt sollen die Strukturen und die

Kristallphasen der beiden Mineralien erklidrt werden.
2.2.1 Calciumoxalat

Calciumoxalat kommt in der Natur hiufig in Pflanzen (z.B. Blitter, Wurzel, Rinde) und als
Ablagerungen in tierischen und menschlichen Organen vor.¢1234 Eg sind drei unterschiedli-
che kristalline Phasen von Calciumoxalat bekannt. Das thermodynamisch stabile
Calciumoxalat Monohydrat (Whewellit oder COM, CaC,04:H,0) und die metastabilen kris-
tallinen Phasen Calciumoxalat-Dihydrat (Wheddellit oder COD, CaC,04:2H,0O) sowie
Calciumoxalat-Trihydrat (Caoxit oder COT, CaC,04:2H,0) (Abbildung 2.7).

Loaslichkeit

&

T
Caoxit Wheddellit Whewellit
Thermodyn. Stabilitat

e
el

Abbildung 2.7:  Thermodynamische Stabilitit und Loslichkeit von COM, COD und COT.

Es hingt stark von dem Sittigungsgrad der Losung S; und dem Verhiltnis R; zwischen c(Ca™)

und c(C2042_) ab, welche der Modifikationen gebildet wird (Abbildung 2.8. a)).

. ® Com & CoD = — — .
a) t+ COMCOD «COD b)
cor
40
10
"o 30 - coD
. -—
~ x (]
- coM
(] ] ] 10
0 * [ ] * )
1 ——— —— 0 10 20 30
) NaCl, M/L

Abbildung 2.8:  a) Abhingigkeit der Kristallphase von S; und R; (eCOD = Lingliche COD-Kristalle).*” b) Loslichkeit von
COM, COD und COT in Abhingigkeit von der Elektrolytkonzentration.®!
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Cody und Cody konnten zeigen, dass die Loslichkeit der drei Kristallmodifikationen durch
Zugabe eines Elektrolyten (Leitsalzes) wie z.B. Natrium- oder Kaliumchlorid erhoht werden
kann (Abbildung 2.8 b).!"*! Die metastabilen Phasen COD und COT wandeln sich mit der Zeit

in das thermodynamisch stabile COM um, wie in Abbildung 2.9 zu erkennen ist.

0.0 .

05F .

log(% COM)
o

1.5F .
m COT
ool e COD
2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

log (Zeit / min)

Abbildung 2.9:  Umwandlung von COD und COT in COM in Abhiingigkeit von der Zeit.”*
Wihrend der Diplomarbeit wurden COD- und COT-Kristalle erhalten. COT kristallisiert in
einem triklinen und COD in einem tetragonal bipyramidalen Kristallsystem (Abbildung

2.10).1415]

a) b)
[104] ~60° [LO1]
[u_‘_u] prres [11}::]
[100] (101)

[010]

Abbildung 2.10: a) Kristallstruktur von COT.®* b) und c) Kristallsystem von COD."*
Bei idealen COD-Kristallen ist die [100]-Fliche nicht ausgebildet. Zhang er al'* konnten

zeigen, dass unter Zusatz von PEG-b-PMMA (Polyethylenglycol-block-Polymethacrylsiure)
die [100]-Fliche stirker wichst und elongierte COD-Kristalle (eCOD) (ldngliche tetragonale
Prismen mit pyramidalen Enden) gebildet werden konnen. Die Bildung dieser eCOD-Kristalle
wird auflerdem, wie in Abbildung 2.8 a) gezeigt wird, durch den Sittigungsgrad der Losung
und dem Verhiltnis zwischen c(Ca2+) und c(C2042') beeinflusst, was von Zhang et al. besti-

tigt werden konnte.
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2.2.2 Struvit

Struvit oder Ammoniummagnesiumphosphat Hexahydrat (MgNH4PO; - 6H,0), das aus
dem klassischen Trennungsgang als Nachweis fiir Magnesiumionen bekannt ist, kommt hiu-
fig in industriellen Abwissern als Ablagerungen vor.”®! Eg ist jedoch auch als ein Bestandteil
von Nierensteinen von Tieren (Hunden und Katzen) und Menschen zu finden."' Struvit
kommt nur in einer Modifikation vor und kristallisiert als rhombische Kristalle mit prismati-
scher Form (Abbildung 2.11) vor. Bei einer hohen Konzentration von Mg2+— oder NH,4"-Ionen

konnen diese Prismen verwachsen und gekreuzte, scherenartige oder veristelte X-Formen

bilden.”

(010)

\ (012)

\

(100)
(100)

(001)

a

Abbildung 2.11:  Kristallstruktur von Struvit.!"”!
2.3 Mikrowellengesteuerte Festphasen-Peptidsynthese

Die mikrowellengesteuerte Festphasen-Peptidsynthese (FPPS) stellt eine einfache Alterna-
tive zur klassischen organischen Synthese von Peptiden dar und ist mit der Verwendung eines
Peptidsynthesizers verkniipft. Der Peptidsynthesizer wird von vielen Forschungsgruppen zur
Synthese von Aminosiduresequenzen natiirlich vorkommender Polypeptide einge-
setzt.[?829923860 1 Rahmen der Diplomarbeit wurden mit einem Peptidsynthesizer (CEM
Liberty Peptidsynthesizer) drei unterschiedliche Oligomere der L-Glutaminsidure mit den Ket-
tenldngen von 5, 10 und 20 Monomereinheiten hergestellt. Aulerdem wurde ein mit einer
Acrylsdure funktionalisiertes 20-mer der L-Glutaminsdure synthetisiert. Abgesehen von der
Synthese von Aminosduresequenzen zeigt die Funktionalisierung von Oligo- und
Polypeptiden mit unterschiedlichen Endgruppen die vielseitigen Verwendungsmoglichkeiten
des Peptidsynthesizers.

In diesem Abschnitt werden die Funktionsweise des Peptidsynthesizers und die Vorgéinge
bei der Festphasen-Peptidsynthese erldutert. Als Grundstoffe fiir die FPPS wird ein mit einem

Monomer substituiertes Harz und eine Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl-geschiitzte Aminosiure
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(Fmoc-geschiitzte Aminosdure) bendtigt. Das Harz hat die FEigenschaft, in N,N-
Dimethylformamid (DMF) in Losung zu gehen und in Dichloromethan (DCM) wieder auszu-
fallen.

In Abb. 2.2 wird die Strukturformel der eingesetzten Fmoc- und fert-Butyl-geschiitzen L-
Glutaminsdure (Monomer) und der entschiitzten L-Glutaminsdure sowie die Art und Weise
der Verkniipfung von Harz und L-Glutaminsdure dargestellt. Das Harz ist iiber einen Linker
mit dem C-terminalen Ende der Fmoc-geschiitzten L-Glutaminsdure verkniipft, die wie das
Monomer eine Permanentschutzgruppe (tert-Butyl-Schutzgruppe) an der y-Carboxylgruppe
besitzt. Durch die Permanentschutzgruppe wird ein Wachstum der Oligmomerkette in y-

Position verhindert. Die Funktion der Fmoc-Schutzgruppe, die sowohl das N-terminale Ende

N-terminales Ende

Linker a-Carboxylgruppe C-terminales Ende O
A O \O \o
g N0 fFmoc NH, N, o ’
: o@—/ NH HO HO N Q
O
— %f—/
© o

Fmoc-Schutzgruppe

Harz o T OH 10) 0
tBu _Carboxyleruppe tert-Butyl-Schutzgruppe (Bu)
¥ yierupp (Permanentschutzgruppe)
L-Glutaminsédure
Mit L-Glutaminséure substituiertes Harz Fmoc- und fert-Butyl-geschiitzte L-Glutaminsiure

Abbildung 2.12: Eingesetztes Harz und Monomer zur Synthese der Oligo-Glutaminsiure.

des Monomers als auch das N-terminale Ende der mit dem Harz verbundenen
L-Glutaminsdure schiitzt, wird im Zusammenhang mit dem FPPS-Mechanismus erkldrt. In
Abb. 2.3 werden die Reagenzien, die auBer dem Harz und dem Monomer fiir die FPPS beno-
tigt werden, gezeigt: als Entschiitzungslosung: eine 20%ige Piperidinloung in DMF; als eine
Aktivatorbase 2 M N,N-Di-isopropyl-ethylamin (DIPEA) in N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP)
und als Aktivatorlésung [2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetra-methyluroniumhexafluoro-

phosphat] / N-Hydroxybenzotriazol-Hydrat (HBTU / HOBt - H,0) jeweils 0.5 M in DMF.

(L
s

H OH
N /L J\ N N © N,
O N @: N N PFg® —= N
. N N
K N @\ \ N—
O eo\@
PFs~ N—
Guanidiniumsalz Uroniumsalz
Piperidin DIPEA HOBt Isomere von HBTU

N.N-Di-isopropyl-ethylamine N-hydroxybenzotriazol ([2-(1H-benzotriazol-1-yI)-1,1,3,3-tetra-
methyluroniumhexafluorophosphat])

Abbildung 2.13: Reagenzien der Entschiitzungslosung, Aktivatorbase und Aktivatorlosung.
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Um den Mechanismus der FPPS zu verstehen, wird in Abb. 2.4 die Reaktionskammer des
Peptidsynthesizers dargestellt, deren Funktionsweise im Zusammenhang mit dem Reaktions-

mechanismus erklirt wird.

- Thermometer

Beliiftung s
/"

Spriihkopf —(1[|" |

Harz Transfer Kaniile ——

Filter —__[>

Abbildung 2.14: Reaktionskammer des Peptidsynthesizers.®"!

Abb. 2.5 zeigt das Reaktionsschema der FPPS, das im Folgenden beschrieben werden soll. Im
ersten Schritt wird das in DMF geloste Harz durch die Harz-Transfer-Kaniile in die Reakti-
onskammer des Peptidsynthesizer eingeleitet. AnschlieBend wird die Entschiitzungslosung
tiber den Sprithkopf zugefithrt und das Reaktionsgemisch durch die Mikrowelle des
Peptidsynthesizers auf die notige Reaktionstemperatur erhitzt. Dabei erfolgt mit Hilfe von
Piperidin, das bei der Entschiitzungsreaktion zuriick gebildet wird, die Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe, die in CO, und 9-Methylenfluoren zerfillt. Darauffolgend wird das Harz mit
DCM, das iiber den Sprithkopf zugefithrt wird, ausgefillt und die iiberschiissige
Entschiitzungslosung sowie die entstandenen Nebenprodukte iiber den Absaugschlauch aus
der Reaktionskammer entfernt. Das Harz bleibt auf Grund des Filters in der Reaktionskammer
(siche Abb.2.4). Danach wird das Harz wieder in DMF gelost und iiber die Harz-Transfer-
Kaniile abgesaugt. Im zweiten Schritt wird das in DMF geloste Monomer, die Aktivatorbase
und die Aktivatorlosung iiber den Sprithkopf in die Reaktionskammer eingeleitet. Dabei wird,
wie in Abb 2.6 gezeigt, die Fmoc-geschiitzte L-Glutaminsdure von der nicht nukleophilen
Base DIPEA deprotoniert. AnschlieBend erfolgt eine Aktivierung der L-Glutaminsédure durch

einen nukleophilen Angriff des negativ geladenen Sauerstoffatoms der Carboxylgruppe auf
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das positiv polarisierte N-Atom von HBTU, wobei der reaktive Aktivester der L-
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Abbildung 2.15:  Reaktionszyklus der Festphasen-Peptidsynthese.

halten wird. Triebkraft der Reaktion ist die Bildung des stabilen Nebenprodukts
Tetramethylharnstoff. Im dritten Schritt wird das Harz durch die Harz-Transfer-Kaniile in die
Reaktionskammer geleitet und das Reaktionsgemisch mit Hilfe der Mikrowelle auf die notige
Reaktionstemperatur erhitzt. Die Amidbindung wird durch einen nukleophilen Angriff des
freien Amins der mit dem Harz verkniipften L-Glutaminsidure auf das stark polarisierte C-
Atom der Carboxylgruppe des Aktivesters (siche Abb. 2.5) gebildet. Bei diesem Vorgang

entsteht als Nebenprodukt HOBt, welches wiederum eventuell noch nicht aktivierte L-
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Glutaminsdure aktivieren kann. Die Fmoc-Schutzgruppe des Aktivesters sorgt dafiir, dass die
Amidbindung ausschlieBlich an der am Harz substituierten L-Glutaminsdure gebildet wird. Im
letzten Schritt wird das Harz mit DCM ausgefillt und das Losemittel mit allen Nebenproduk-
ten und iiberschiissigen Reagenzien abgesaugt. Im Anschluss wird das Harz mehrfach in
DCM gewaschen und erneut in DMF gelost. In den zuvor beschriebenen drei Schritten ist die
Glutaminsduresequenz um eine Monomereinheit gewachsen und der in Abb. 2.5 dargestellte
Reaktionszyklus beginnt von neuem. Die Abspaltung der L-Glutaminsiduresequenz vom Harz
und die Entfernung der Permanentschutzgruppen erfolgt manuell durch Zugabe von
Trifluoressigsdure, die 2.5%ig an Wasser und 2.5%ig an Triisopropylsilan (TIS) ist. Aufgrund

der Trifluoressigsédure

tBu

Fmoc. oH O —— Fmoc. Op +

50T

O5 O Bu
Fmoc\ /\ :@ — Fmoo\ O\N/@
_ \
© @ J ©p O N=N

Aktivester Tetramethylharnstoff

Abbildung 2.16: Mechanismus der Bildung eines reaktiven Aktivesters.

und des Wassers erfolgt eine sdurenkatalysierte Esterhydrolyse, bei der die L-Glutaminsédure-
sequenz am Linker und die Permanentschutzgruppe als tert-Butanol abgespalten wird. Das
TIS dient dabei als Féanger fiir evtl. auftretende Spaltungsprodukte des Linkers.

In Abb.2.7. werden die fiir die Mineralisationsversuche synthetisierten Sequenzen der
L-Glutaminsdure dargestellt. Bei Glu20-AS handelt es sich dabei um ein 20-mer der
L-Glutaminsdure, das am N-terminalen Ende der Sequenz mit einer Acrylsdure funktionali-

siert wurde.
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Abbildung 2.17: In der Diplomarbeit synthetisierte Sequenzen der L-Glutaminsiure.

2.4 Synthese von funktionalisierten Nanopartikeln

2.4.1 Theorie der Miniemulsion

Bei einer Miniemulsion handelt es sich um ein Zwei-Phasen-System mit einer einheitli-
chen Tropfchengrofe zwischen 50 und 400 nm. Dabei lédsst sich zwischen zwei Miniemulsi-
onssystemen, der direkten (Oltropfchen in Wasser) und der indirekten (Wassertropfchen in
Ol) Miniemulsion, unterscheiden. Wihrend der Diplomarbeit wurden funktionalisierte Latex-
partikel mit der Miniemulsionspolymerisation hergestellt, der eine direkte Miniemulsion zu
Grunde liegt. Die Herstellung der Miniemulsion erfolgte aus zwei Phasen, der dispersen
Olphase und der wissrigen, kontinuierlichen Phase. Die kontinuierliche Phase bestand aus
einer wissrigen Losung des zur Stabilisierung der Tropfchen bendtigten Tensids Lutensol
ATS50 und dem zur Funktionalisierung benétigten Makromonomer (siehe Abschn. 2.3). Bei
Lutensol AT50 handelt es sich um ein nichtionisches, d.h. sterisch stabilisierendes Tensid, das
aus einer 50 Einheiten langen, hydrophilen Polyethylenglycol-Kette besteht, die am Ende mit
einem lipophilen C-18-Alkohol verethert ist. Die disperse Phase bestand aus Polystyrol, dem
Initiator V59 [2,2’-Azobis-(2-methylbutyronitril)] und dem ultrahydrophoben Hexadecan. Die
zwei Phasen wurden durch Riithren voremulgiert, wodurch eine thermodynamisch instabile
Makroemulsion erzeugt wurde. Die Tropfchen einer so hergestellten Makroemulsion weisen
eine breite GroBenverteilung auf. Nach einer ldngeren Zeit findet eine Phasenseparation durch
Koagulation der Tropfchen statt. Um die instabile Makroemulsion in den metastabilen Zu-
stand der Miniemulsion zu iiberfithren, miissen hohe Scherkrifte angewandt werden.'®” Diese
Krifte konnen durch Ultraschall oder einen Hochdruckhomogenisator erreicht werden. Durch
die Einwirkung der Scherkrifte finden multiple Verschmelzungs- und Aufspaltungsprozesse
statt, bis der Gleichgewichtszustand der metastabilen Miniemulsion erreicht ist.'%) Dabei die-

nen das eingesetzte Tensid und das Ultrahydrophob dazu, den destabilisierenden Effekten der
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Ostwald-Reifung und der Koaleszenz entgegen zu wirken. Die Koaleszenz entsteht durch
Kollisionen und anschlieBender Verschmelzung der Tropfchen und wird durch den Einsatz
des Tensids verhindert.'*” Das Tensid lagert sich dabei an die Grenzfliche von Wasser und
Oltropfchen an und setzt dadurch die Grenzflichenspannung herab. Des Weiteren werden die
Tropfchen durch die sterischen Wechselwirkungen von Lutensol stabilisiert. Bei einer Mini-
emulsion wird so viel Tensid wie notig eingesetzt, um die Koaleszenz der Tropfchen zu ver-
hindern. = Dadurch  befindet sich das  System  unterhalb der  kritischen
Mizellenbildungskonzentration (cmc), weswegen keine freien Mizellen Vorliegen.[64] Die
Ostwald-Reifung ist das Wachstum von groBBeren Tropfchen auf Kosten von kleineren. Trieb-

kraft von diesem Vorgang ist die Verminderung des Laplace-Drucks:

2
=L (2.23)
r
Mit po Laplace-Druck
14 Grenzflichenspannung
r Tropfchenradius

der in kleinen Tropfchen aufgrund der starken Oberflichenkriimmung herrscht. Dadurch fin-
det eine Diffusion von Monomer aus den kleinen Tropfchen zu den groBen statt, wodurch sie
letztendlich verschwinden. Der Zusatz des Ultrahydrophobs verhindert die Ostwald-Reifung,
indem es einen osmotischen Druck aufbaut, der dem Laplace-Druck entgegen wirkt. Je unlos-

licher das Ultrahydrophob in Wasser ist, desto besser ist seine osmotische Wirkung.[65]

2.4.2 Theorie der Miniemulsionspolymerisation

Mit Hilfe der Miniemulsionspolymerisation lassen sich Polymerpartikel im Groenbereich
von 50-500 nm  herstellen. Die Partikel konnen dabei als Abdruck der
Miniemulsionstropfchen bezeichnet werden. Fiir die Miniemulsionspolymerisation muss zu-
nichst eine Miniemulsion, wie in Abschn. 2.4.1 beschrieben, hergestellt werden.

Im Gegensatz zur Emulsionspolymerisation, die in Mizellen startet und durch Diffusion
wichst, findet die Miniemulsionspolymerisation in den gebildeten Nanotropfchen statt. Diese
werden als Nanoreaktoren bezeichnet.!®!

Die Initiierung der Polymerisation kann entweder mit einen 6lloslichen Initiator oder einem
wasserloslichem Initiator durchgefiihrt werden. Fiir die Synthese der funktionalisierten Latex-

partikel wurde der 6llosliche Initiator V59 verwendet. Dieser startet die Polymerisation im

Inneren der Nanotropfchen.
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Bei der Miniemulsionspolymerisation sind Kettenwachstumspolymerisationen wie radikal-
ische Polymerisation und radikalische Copolymerisation oder auch Stufenwachstumspolyme-
risationen wie Polyaddition oder Polykondensation moglich. Bei der in Abbildung 2.18 darge-
stellten Synthese von funktionalisierten Latexpartikeln wird die radikalische

Copolymerisation angewendet.
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Abbildung 2.18: Schema der durchgefiihrten Miniemulsionspolymerisation zur Funktionalisierung von Latexpartikeln.
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3 Analysemethoden

3.1 Funktionsweise der Calciumionen-selektiv-Elektrode

Die ionenselektive Messtechnik stellt ein Analyseverfahren dar, das oftmals gegeniiber an-
deren Verfahren Vorteile wie z.B. ein schnelleres Erreichen von Messergebnissen, die Mog-
lichkeit in triiben und farbigen Losungen zu messen, die mit Verfahren wie der Photometrie
nicht messbar sind, und verhéltnisméBig geringe Anschaffungskosten bietet. Der Anwen-
dungsbereich erstreckt sich von Landwirtschaft, Lebensmitteltechnologie und Umweltanalytik
bis hin zu klinischen Anwendungen.WJ Selbstverstindlich hat dieses Verfahren auch Nachtei-
le wie eine Messungenauigkeit mit einem Fehler von 2 — 5%, was fiir die meisten Anwendun-
gen jedoch ausreichend ist und durch Mittelwertbildung aus mehreren Messungen minimiert
werden kann. Des Weiteren konnen organische Stoffe mit dieser Messtechnik nicht erfasst
werden. Die besondere Stirke des Verfahrens liegt damit in der Bestimmung von Salzen.

Ionen-selektive-Elektroden (ISE) werden aufgrund ihres Aufbaus und ihrer Funktionsweise
in vier Typen unterteilt: 1. Elektroden mit Glasmembran, 2. Elektroden mit Festkorpermemb-
ran, 3. Elektroden mit Polymermatrixmembran und 4. gassensitive Elektroden. In dieser Ar-
beit wurde eine Ca’*-selektive Polymermatrixmembranelektrode DC240 von Mettler Toledo
mit integrierter Referenzelektrode verwendet, deren Funktionsweise in diesen Abschnitt er-
klirt werden soll.

Abb. 2.1 zeigt den schematischen Aufbau der verwendeten Ca**-ISE. In der Hauptkammer
befindet sich die Arbeitselektrode und die Kammer der Referenzelektrode, die von einem
Briickenelektrolyt, einer 3 M KCI-Losung, umhiillt sind, der auBerdem an das Schliffdia-
phragma der Referenzelektrodenkammer und die Polymermatrixmembran grenzt. In der Refe-
renzelektrodenkammer befindet sich der Referenzelektrolyt - ebenfalls eine 3 M KCI-Losung
- der die Referenzelektrode umhiillt. Die Polymermatrixmembran besteht aus Polyvinylchlo-
rid (PVC), in das Ionophore, d.h. organische Verbindungen, die selektiv mit Ca**-Ionen

Komplexe bilden, eingeschlossen sind:!®®!

2+ \ 2+
Ca (aq) ~ [Ca ]Membrankomplex

[Ca2+] embrankomplex + +
Ko = [I(V‘:a;]“ P — [Ca* 1K, =[Ca’

2.1

]Membrankomplex

mit [Ca2+] Konzentration der Calciumionen in Losung

2. . . . .
[Ca +]Membmnkomplex Konzentration der komplexierten Calciumionen
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Kmwe Konstante des Massenwirkungsgesetztes.

Referenzelektrolyt

Brickenelektrolyt
Arbeitselektrode
Referenzelektrode

Schliffdiaphragma

\ Polymermatrixmembran
Abbildung 3.1: Ca?*-ISE (DC240) mit integrierter Referenzelektrode.

Wird die Ca**-ISE in eine Messlosung getaucht, so werden gemif3 Gl. 2.1, in Abhiingigkeit
von der Ca2+—Ionenk0nzentration, Ca**-Ionen von der Polymermatrixmembran komplexiert,
wodurch diese positiv geladen wird. Die Cl -Ionen des Briickenelektrolyts lagern sich von der
anderen Seite an die Polymermatrixmembran an, um die positive Ladung auszugleichen. Da-
durch entsteht ein Uberschuss an K*-Ionen, der von der Arbeitselektrode erfasst werden kann.
Die gemessene Spannung entspricht der Potentialdifferenz zwischen der Arbeits- und der Re-

ferenzelektrode, die als Bezugspunkt fiir die Arbeitselektrode dient:'®®

RT
E=E,+——Ingq,

zF
bzw.: E=FE, + 2.3O3E10g a, (2.2)
z.F
mit F Potentialdifferenz zwischen Arbeits- und Referenzelektrode

Ey Standardpotential (fiir ac,”* = 1)

R ideale Gaskonstante (R = 8.314J mol™ K_l)

T absolute Temperatur in Kelvin

F Faradaykonstante (F =9.649 - 10* C mol™)

Z Ladung des Messions i (zca™ = 2)

2.303 Umrechnungsfaktor vom natiirlichen zu dekadischem Logarithmus

a; Aktivitat der Messionen
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In Gl. 2.2 (Nernst‘sche Gleichung) lidsst sich erkennen, dass die Potentialdifferenz nicht
nur von der Konzentration und Ladung des Messions abhingt, sondern auch von der Tempe-
ratur des Systems. Deswegen ist es sinnvoll, die Kalibrierung und die Messungen bei der glei-
chen Temperatur durchzufiihren. Wird die gemessene Spannung E gegen log(a;) aufgetragen,
ergibt sich eine Gerade mit der Steigung (2.303 - (R7/zF)), die fiir die Berechnung der Ionen-
konzentration bei einer Einpunktkalibrierung herangezogen wird. In der Diplomarbeit wurde
eine Dreipunktkalibrierung fiir die Konzentrationen cc,* = 10, 1 und 0.1 mmol/L durchge-
fiihrt. Das Ionometer (MettlerToledo SevenMulti S47), mit dem die Messwerterfassung er-
folgte, berechnet intern die Steigung zwischen zwei benachbarten Messpunkten und multipli-
ziert sie mit einem Korrekturfaktor, so dass die theoretische Steigung (2.303 - (R7/zF)) er-
reicht wird. Dies ist wichtig fiir Messwerte die au8erhalb des Kalibrierbereichs liegen.

GI. 2.2 zeigt auBerdem, dass die Potentialdifferenz nicht unmittelbar von der Konzentrati-
on, sondern von der Aktivitit der Messionen abhingt. Die Ionenaktivitidt ist bei geringen
Konzentrationen annéhernd 1. Fiir hohe Konzentrationen dndert sich dies jedoch, da sich die
Ionen bei hohen Konzentrationen gegenseitig behindern und ihre Mobilitét einschrianken. Die
Losung verhilt sich dann so, als wire ein Teil der gelosten Ionen nicht mehr vorhanden. Die

Aktivitit ist damit ein MaB fiir die Konzentration an wirksamen Ionen in Losung:

a; = f;-¢ (2.3)
mit Ci Konzentration des Messions i
fi Aktivitdtskoeffizient des Messions i

Der Aktivititskoeffizient ist konzentrationsabhédngig und néhert sich mit zunehmender Ver-
diinnung dem Wert f; = 1 an, wodurch die Aktivitit mit der Konzentration gleich wird. Mit
zunehmender Konzentration weicht f; immer mehr von 1 ab. Des Weiteren ist der Aktivitits-

koeffizient von der Ladung der gelosten Ionen abhédngig. Ein Maf dafiir ist die Ionenstérke J:

1=2¥e (2.4)
Fiir den Aktivititskoeffizienten ergibt sich daraus:

log f, = AT 2.5)
mit A konstanter Faktor

In GI. 2.5 ldsst sich der Zusammenhang zwischen der Aktivitit und Ionenstirke aller geloster
Ionen erkennen. Durch Zugabe einer Ionenstirke-Adjustier-Losung (ISA-Losung) zu Kalib-

rier- und Messlosungen wird in allen Fillen derselbe Aktivitdtskoeffizient erzeugt. Als ISA-
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Losung wurde in der Diplomarbeit eine 3 M KCl-Losung verwendet. Dadurch ldsst sich in GI.
2.2 die Konzentration c; statt der Aktivitit a; zur Berechnung der Potentialdifferenz einsetzen.
Bei Gl. 2.2 wird davon ausgegangen, dass sonstige geloste Ionen die Messung nicht beein-
trachtigen. Die Polymermatrixmembran ist Ca”*-Ionen-selektiv, jedoch nicht Ca**-Ionen-
spezifisch. Auller Ca”*-Ionen konnen Stérionen von der Polymermatrixmembran komplexiert

werden. Die Nikolsky-Eisenman-Gleichung beriicksichtigt diese Stérionen:®

RT /2,
E=E,+2303=—log(a,+ Y. K,a’") (2.6)
L a7a,
mit gz Ladung des Messions i (zca™ = 2)

Zj Ladung der Storionenarten

a; Aktivitit der Messionen

a; Aktivitdt der Storionenarten

Ki/s potentiometrischer Selektivititskoeffizient

Gl. 2.6. zeigt, dass die gemessene Potentialdifferenz zusitzlich von den Aktivititen der Stor-
ionenarten sowie von deren potentiometrischen Selektivititskonstanten abhédngig ist. Dabei ist
K/ fir jede Storionenart spezifisch und hingt von dem Verhiltnis der Konzentration von
Mession zu Storion ab. Somit ist Kj; ein Mal} dafiir, wie selektiv die Polymermatrixmembran
Ca®*-Tonen komplexiert. Als Storionen bei Ca’*-Ionen-selektiven Messungen kommen Pb**-,

Hg**-, Cu**-, Ni**- und Mg**-Ionen in Frage.'*”

3.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die Rasterelektronenmikroskopie beruht auf den Wechselwirkungen zwischen dem Elekt-
ronenstrahl und der Probe. Dabei rastert der Elektronenstrahl die Probe ab, wodurch es zur
Riickstreuung oder zur Bildung von Rontgenstrahlen, Sekundédr- und Auger-Elektronen
kommt, die detektiert werden konnen. Die detektierten Signale geben einen Aufschluss iiber
die Oberfliche, Struktur und chemische Zusammensetzung der Probe. Als Elektronenquellen
werden dabei Schottky-, Gliih-, oder Feldemissionskathoden eingesetzt. Die Beschleuni-
gungsspannung der Elektroden liegt dabei bei 0.1 — 50 kV. Der Elektronenstrahl wird gebiin-
delt und anschlieBend iiber Spulen abgelenkt, so dass die Probe in einem Raster abgefahren
wird. Die dabei entstehende Riickstreuung wird von einem Detektor erfasst. Zur Signalerfas-
sung werden meistens Detektoren fiir Riickstreuelektronen oder Sekundirelektronen verwen-

det. Die Analyse mit Hilfe der REM muss im Hochvakuum durchgefiihrt werden. Dabei hingt
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es von der Orientierung der Probe ab, ob Sekundirelektronen entstehen und Riickstreuung
auftritt. Aufgrund dieser Abhingigkeit konnen dreidimensionale Bilder der Oberfldche der

untersuchten Probe erzeugt werden.

3.3 Rontgenbeugung

Die Abstinde der Atome in einem Kiristallgitter liegen in der Gréenordnung der Wellenléin-
gen von Rontgenstrahlen. Aus diesem Grund sind Rontgenstrahlen zur Untersuchung von
Atomabstinden geeignet. Dabei wirken die Kristalle als ein dreidimensionales Beugungsgit-
ter. Trifft die Rontgenstrahlung in einem Einfallswinkel @ auf ein Kristallgitter und wird mit
einem Ausfallswinkel, der ebenfalls & entspricht, reflektiert, sind die Bragg’schen Bedingun-

gen erfillt:

nA=2dsiné (3.1
mit A Wellenlinge der Rontgenstrahlung
d Abstand der Netzebenen

Die Weglinge der an den benachbarten Netzebenen reflektierten Rontgenstrahlung muss ein
ganzzahliges Vielfaches von A betragen, damit es zu konstruktiver Interferenz kommt. Ist dies
nicht der Fall, kommt es zur Ausléschung (destruktive Interferenz). Das heif3t, dass die Ref-
lektion winkelspezifisch ist. Zwischen den Miller‘schen Indizes und dem Abstand der Netz-
ebenen d existieren unterschiedliche Beziehungen, die von der Symmetrie des Kristalls ab-
hingen. Mit Hilfe dieser Beziehungen konnen letztlich Aussagen iiber die Kristallstruktur
getroffen werden. Es kann zwischen drei Verfahren der Rontgenstrukturanalyse unterscheiden
werden: dem Drehkristallverfahren, dem Laue-Scherrer-Verfahren und dem in der Diplomar-
beit verwendeten Debye-Scherrer-Verfahren. Bei diesem Verfahren wird ein Kristallpulver
mit monochromatischer Strahlung bestrahlt. Aufgrund der fein verteilten Kristalle liegen alle
Kristalleben in dem fiir die Reflektion bendtigten Winkel vor. Dabei entstehen Beugungske-

gel, die auf einem Film Beugungsringe erzeugen.
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3.4 Kapillarelektrophorese

Die Trennung von Verbindungen mit der Kapillarelektrophorese (KE) hiangt von der Wan-
derungsgeschwindigkeit des Analyten in einem angelegten elektrischen Feld ab."” Die Wan-
derungsgeschwindigkeit u, eines Analyten in einem elektrischen Feld entgegengesetzter La-

dung kann als:

u,=u,E 5.1
mit oy, Elektrophoretische Mobilitit
E Stirke des angelegten elektrischen Feldes

geschrieben werden. Die elektrophoretische Mobilitit ist dabei proportional zu der Gesamtla-
dung z des Analyten und reziprok proportional zu den Reibungskriften zwischen dem
Analyten und der sich in der Kapillare befindenden Pufferlosung. Wenn sich also zwei ver-
schiedene Analyten mit unterschiedlicher Ladung oder unterschiedlichen Reibungskriften in
einer Probe befinden, werden sie sich bei der Wanderung durch die Pufferlésung voneinander
trennen. Die Reibungskrifte hingen dabei von der Viskositit # und der Gro3e und Form des
Ladungstrédgers ab. In Abhéngigkeit davon kann die elektrophoretische Mobilitit als:
__z
6znr

mit r Stokes’scher Radius

M, (5.2)

ausgedriickt werden. Die elektrophoretische Mobilitit kann experimentell aus der Wande-

rungszeit des Analyten und der Feldstédrke berechnet werden:

L L
M, = 27' (5.3)
mit L Distanz vom Einspritzpunkt der Probe bis zum Detektor
Iy Wanderungszeit des Analyten
Vv angelegte Spannung (Feldstirke)
L Gesamtlinge der Kapillare

Die Wanderungsgeschwindigkeit hidngt auBerdem von der elektroosmotischen Flussrate
(EOF) ab. In einem typischen System ist der elektroosmotische Fluss direkt gegen die negativ
geladene Elektrode gerichtet. Der Analyt wandert dabei zu der ihm entgegengesetzt geladenen
Elektrode. Als Folge wird ein negativ geladener Analyt (wie z.B. die synthetisierten
Oligomere) von der positiv geladenen Elektrode angezogen und wandert entgegengesetzt zum

elektroosmotischen Fluss. Der elektroosmotische Fluss kann als:

u, = u,E (5.4)
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geschrieben werden, wobei die elektroosmotische Mobilitidt vom Zetapotential ¢, der relativen

Primitivitit € und der Viskositit # abhéngt:

i, _& (5.5)

n
Experimentell kann die elektroosmotische Mobilitidt durch Messung der Retentionszeit eines

neutralen Stoffes ermittel werden. Die Geschwindigkeit u des Analyten wird dabei als:
u,+u, =W, +u)E (5.6)

definiert.
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4 Experimenteller Teil

In diesem Abschnitt wird erklirt, wie die Peptidsynthese und Kristallisationsexperimente

mit Calciumoxalat und Struvit durchgefiihrt wurden.

4.1 Peptidsynthese

Chemikalien:

Das Harz (Wang-Resin 0.7 mol Aquivalente, Novabiochem, Sandiago, CA, USA), die
Fmoc-und tert-butyl-geschiitze L-Glutaminsidure (Fmoc-Glu(OsrBu)-OH, Novabiochem,
Sandiago, CA, USA), das HBTU (Novabiochem, Sandiago, CA), HOBt (Acros Organics),
Pipereidin (Alfa Aeser p.a. 99%), DMF (Sigma Aldrich p.a. 99.8%), NMP (Sigma Aldrich
p-a. 99%) und die Acrylsdure (Acros, 99%) wurden kduflich erworben.

Durchfiihrung:

Das Pentamer (Glu5), Decamer (Glul0), Icosamer (Glu20)- und das mit Acrylsdure funk-
tionalisierte Icosamer (Glu20-AS) der L-Glutaminsidure wurde iiber eine Festphasensynthese
mit einem CEM Liberty Peptidsynthesizer hergestellt (sieche Abschn. 2.2). Die fiir die Synthe-
se benotigten Reaktionslosungen:

¢ Entschiitzungslosung: 20%ige Piperidin-Losung in DMF

e Aktivatorbase: 2 M DIPEA in NMP

e Aktivatorlosung: 0.5 M HBTU / HOBt - H,O in DMF

e Harz: 1.30 g (1 mmol) in 15 mL DMF (fiir alle Ansitze wurde gleich viel Harz ge-

nutzt)

® Fmoc-Glu(OrBu)-OH (F-Glu): 0.2 M in DMF

e Acrylsdure (fiir Glu20-AS): 0.2 M in DMF
wurden vor jeder Reaktion frisch hergestellt. Die benotige Menge an Reagenzien und Lose-
mitteln sind in Tabelle 4.2 dargestellt. Die Abspaltung des Harzes und der tert-Butyl-
Schutzgruppen  erfolgte  durch  Schiitteln des  Reaktionsproduktes in  einer
TFA/Wasser/TIS(38:1:1)-Losung (TFA-L). Die Dauer der Entschiitzung war dabei abhingig
von der Kettenlinge des Oligomers (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Entschiitzungszeit und Menge der Entschiitzungslosung (TFA-L) fiir die einzelnen Oligomere.

M / g/mol TFA-L / mL Zeit/h
Glu5 663.59 10 24
GlulO 1309.16 15 24
Glu20 2600.29 40 48
Glu20-AS 2654.34 40 48
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Das Oligopeptid wurde durch Filtration und anschlieBender Féallung mit Diethylether erhalten.
Zur Reinigung wurde das Oligopeptid dreimal mit je 40 mL Diethylether gewaschen. Zur
Analyse der Oligopeptide wurde sie mittels 'H-NMR, MALDI-TOF und Kapillarelektropho-

rese (KE) untersucht.

Tabelle 4.2: Einwaage, Stoffmenge und Volumen der Losemittel der fiir die Synthese bendtigten Reagenzien.

Reagenzien Glu5s Glul0 Glu20 Glu20-AS
Piperidin / mL 51 89 178 178
Entschiitzungslosung

DMF / mL 204 356 712 712

HBTU / g (mmol) 6.17 (16.3)  12.3(32.5) 24.7(65.0) 24.7(65.0)
Aktivatorlosung HOBt H20 / g (mmol) 249 (16.3) 4.98(32.5) 9.96(65.0) 9.96 (65.0)

DMF / mL 30 65 130 130

DIPEA / mL 5.2 12.2 24.4 24.4

Aktivatorbase
NMP / mL 14.8 22.8 45.6 45.6
F-Glu / g (mmol) 6.38 (15.0) 12.8(30.0) 26.4(62.0) 26.4(62.0)
Fmoc-Glu(otBu)-OH Lsg.

DMF / mL 75 150 310 310

AS / g (mmol) - - - 0.29 (4.00)
Acrylsiure Lsg.

DMF / mL - - - 20

'H-NMR (DMF d’): wurde durchgefiihrt, um zu iiberpriifen ob die fert-Butyl-Schutzgruppe
abgespalten wurde (siehe dazu Abschn. 5.1).

Glus:

MALDI-TOF m/z [M*]: 740 [-H, +2K], 724 [-H, +Na, +K], 702 [+K], 686 [+Na], 664 [+H].
KE (Elektrophoretische Mobilitit): 50.2 cm” V™! min™

Ausbeute: 557 mg (0.84 mmol; 84%)

Reinheit: 91% (Bestimmung der Reinheit sieche Abschn. 5.1)

Glul0:

MALDI-TOF m/z [M*]: 1385 [-H, +2K], 1370 [-H, +K, +Na], 1354 [-H, +2K], 1332 [+Nal].
KE (Elektrophoretische Mobilitit): 48.1 cm” V™! min™

Ausbeute: 1.05 g (0.80 mmol; 80%)

Reinheit: 73%

Glu20:
MALDI-TOF m/z [M*]: 2763 [-5H, + 2K, +4Na], 2749 [- 5H, +K, +5Na], 2677 [-H, +2K],
2638 [+K], 2622 [+Na], 2600 [+H].
KE (Elektrophoretische Mobilitit): 46.7 cm® V! min™!
Ausbeute: 1.90 g (0.73 mmol; 73%)
Reinheit: 70%
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Glu20-AS:

MALDI-TOF m/z [M*]: 2935 [-11H, +K, +11Na], 2863 [-7H, +2K, +6Na], 2825 [-6H, +K,
+Na], 2809 [-6H, +7Na], 2736 [-2H, +K, +2Na], 2793 [+K], 2677 [+K].

KE: Nicht durchgefiihrt.

Ausbeute: 2.12 g (0.79 mmol; 80%)

Reinheit: Nicht bestimmit.

4.2 Kristallisationsexperimente

4.2.1 Probenvorbereitung fiir Untersuchungen mit REM und XRD

Die Untersuchungen im Rasterelektronenmikroskop wurden mit einem LEO Gemini 1530
der Firma Zeiss durchgefiihrt. Dazu wurden die Proben als Pulver auf ein leitendes
Kohlenstoffpad aufgetragen und auf den Objekttriger geklebt.

Die XRD-Messungen wurden mit einem Rontgendifraktometer der Marke Phillips Typ PW
1820 durchgefiihrt. Die Proben wurden als Pulver auf einen Aluminiumobjektriger aufgetra-
gen. Als Rontgenstrahlen wurden Cu-K,-Strahlen (1: 1.5418 A) eingesetzt und eine Spannung
von 40 kV angelegt. Die Stromstédrke betrug 30 mA. Die Winkel wurden in 0.02 #-Schritten

veridndert, wobei jeder Winkel fiir 5 s gemessen wurde.
4.2.2 Kiristallisation und Reaktionskinetik von Calciumoxalat

In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss von Additiven (Mono-L-Glutaminsdure, Glu$,
Glul0 und Glu20) auf die Kristallisation von Calciumoxalat untersucht, indem die zeitliche
Abnahme der Calciumionenkonzentration mit einer Ca**-selektiven Elektrode verfolgt wurde.
Die Kinetik der Fillungsreaktion von Calciumoxalat wurde ohne Additiv (Referenzmessung)
und mit Additiv der Konzentrationen 0.2, 0.1, 0.1 und 0.001 mmol/L untersucht. Jede Mes-
sung wurde dreimal durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu iiberpriifen.
AuBerdem wurde der Einfluss von Additiven auf die Morphologie und Kristallphase durch

Untersuchungen im Rasterelektronenmikroskop und Pulverdiffraktometer ermittelt.

Chemikalien:

Die 0.1 M Calciumchlorid Dihydrat-Stammlosung (Fluka), Natriumoxalat (Sigma Aldrich,
p-a. ACS = 99.5%), Kaliumchlorid (Merck, puris. p.a. ACS > 99.5%) und L-Glutaminsiure
wurden kéuflich erworben. Die Oligo-Glutaminsduren (GluS, Glul0 und Glu20) wurden wie

zuvor in Abschnitt 4.1 beschrieben synthetisiert.
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Herstellung der Losungen fiir die Kristallisationsversuche:

Fiir alle hergestellten Stamm- und iibersittigten Kristallisationslésungen wurde ausschlie$3-
lich MilliQ-Wasser verwendet, um Kristallisationskeime in Form von Staubpartikeln oder
anderen moglichen Verunreinigungen auszuschliefen.

¢ Natriumoxalat-Stammlosung: Zur Herstellung einer 0.1 M Natriumoxalat-
Stammlosung wurden 3.35 g (25.0 mmol) Natriumoxalat (Na,C,04) in 250 mL Was-
ser gelost.

e [SA-Losung: Um eine 3 M Kaliumchlorid-ISA-Losung (lon Strenght Adjustment-
Losung) herzustellen, wurden 55.9 g (0.75 mol) Kaliumchlorid in 250 mL Wasser ge-
16st.

e Kalibrierlosungen: Drei Kalibrierlosungen wurden angefertigt, die 10, 1 und 0.1 mM
an CaCl, - 2H,0 und jeweils 0.3 M an KCIl waren und einen pH von 8.5 hatten. Dazu
wurden 25, 2.5 bzw. 0.25 mL der Calciumchlorid Dihydrat-Stammlésung mit je 2.5
mL der ISA-L6sung und 70 pL einer 0.1 M KOH-L6sung versetzt und mit Wasser auf
das Gesamtvolumen von 250 mL aufgefiillt.

e Fiir 250 mL der 1-10° M L-Glutaminsdure-(Glul-) bzw. der Oligo-Glutaminsiure-
Stammlosungen wurde die entsprechende Menge an Mono- bzw. Oligo-Glutaminsdure
mit einer ihrer Stoffmenge an Carboxylgruppen dquivalenten Menge 0.1 M Kalilauge

versetzt und mit Wasser aufgefiillt (Siehe Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Einwaage an Additiv und Menge an Kalilauge 0.1 M.

Glul Glus Glul0 Glu20
Menge / mg (mmol) 36.8 (0.25) 166 (0.25) 327 (0.25) 650 (0.25)
n(COOH) / mmol 0.50 1.50 2.75 5.25
Kalilauge 0.1 M / mL 5.00 15.0 27.5 52.5

Durchfiihrung:

Vor jeder Messung wurde die Calciumionen-selektive Elektrode (DC240 Mettler Toledo),
um eventuell gebildete Ablagerungen auf der Polymermatrixmembran zu entfernen, mit einer
0.001 M HCI gereinigt und neu kalibriert. Die Kalibrierung wurde bei denselben Bedingun-
gen (pH 85, T = 25+0.1 °C) wie die Kristallisationsversuche durchgefiihrt. Alle
Kinetikexperimente wurden als 50 mL-Ansatz in einem temperierten 100 mL-Reaktionsgefidl3
(Lauda ecoline RE240) durchgefiihrt. Fiir die Herstellung von Kiristallisationslosung wurde
48.5 mL Wasser mit je 0.5 mL der 0.1 M CaCl, - 2H,0 Stamm- und der 3 M KCI ISA-
Losung versetzt. Im Falle des Additivzusatzes wurde eine addquate Menge Wasser eingesetzt
(sieche Tabelle 4.4). Die Reaktionslosung wurde 10 min temperiert und mit Argon entgast, um

Fiillen von Ca** als CaCOs durch eventuell gelostes CO, zu verhindern. AnschlieBend wurde
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der pH-Wert der Losung durch Zugabe von 15 uL einer 0.1 M Kalilauge auf 8.45 — 8.5 einge-
stellt. Darauffolgend wurde unter Rithren (200 U/min) 0.5 mL der 0.1 M Natriumoxalat-
Stammlosung zugegeben, um die Féllungsreaktion einzuleiten. Somit war die Reaktionslo-
sung zum Zeitpunkt = 0, I mM an CaCl, und 1 mM an Na,C,04.

Die Konzentration der Ca**-Ionen wurde in Intervallen von fiinf Sekunden mit Hilfe einer
Calciumionen-selektiven Elektrode (MetlerToledo, DC240) und einem Ionometer
(MetlerToledo SevenMulti S47) erfasst. Die erhaltenen Daten wurden simultan mit dem Pro-
gramm LabX V.1.1 auf einen Computer iibertragen. Nach einer Stunde wurde die Messung
beendet und die Reaktionslosung filtriert (Pall Life Science Supor®-100, Membranfilter mit
0.1 pm Porengrofe). AnschlieBend wurde das gebildete Prézipitat dreimal mit je 5 mL Was-
ser gereinigt. Um die Morphologie der gereinigten Kristalle zu zeigen, wurden diese mit dem
Rasterelektronenmikroskop untersucht. Fiir Untersuchungen mit dem Pulverdiffraktometer

wurde der 50 mL Ansatz auf 500 mL hochskaliert.

Tabelle 4.4: Eingesetzte Menge an Wasser und Additivlosung (1 mM).

Endkonzentration an Glun (n =1, 5, 10, 20)

0.2 mmol/L 0.1 mmol/L 0.01 mmol/L 1-10~° mmol/L
Additiv-Lsg. / mL 10 5 0.5 0.05
Wasser / mL 38.5 45.5 48.0 48.45

4.2.3 Kristallisation von Struvit

Die Kinetik der Kristallisation von Struvit konnte nicht untersucht werden, da keine Mag-
nesiumionen-selektive Elektrode vorhanden war. Es wurde versucht, den Verlauf der Kristal-
lisation durch eine Triibungsmessung (Turbidimeter) zu verfolgen. Der Sensor des
Turbidimeters erwies sich als ungeeignet, da er nur fiir einen hohen Triibungsgrad ausgelegt

ist. Deswegen wurde der Einfluss der Additive auf die Morphologie von Struvit untersucht.

Chemikalien:

Das Magnesiumsulfat(MgSOQOy, WTL Laborbedarf GmbH, 99%),
Ammoniumdihydrogenphosphat (NH4H,PO,, Sigma-Aldrich, p.a. 99.5%) und die konz. Am-
moniaklosung (VWR, p.a. 28%ig) wurden kéduflich erworben.

Herstellung der Stammlosungen fiir die Kristallisationsversuche:

Fiir alle hergestellten Stamm- und iibersittigten Kristallisationslésungen wurde ausschlie$3-
lich MilliQ-Wasser verwendet, um Kiristallisationskeime in Form von Staubpartikeln oder
anderen moglichen Verunreinigungen auszuschliefen.

e Magnesiumsulfat-Stammldsung: Zur Herstellung einer 0.1 M MgSO4-Stammldsung
wurden 3.01 g (25.0 mmol) in 250 mL Wasser gel0ost.
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¢ Ammoniumdihydrogenphosphat-Stammlosung: Um eine 0.1 M NHsH,PO,.
Stammldsung herzustellen, wurde 2.88 g (25.0 mmol) in 250 mL Wasser gelost.
e Additivlosung: sieche Abschn. 4.2.2.

Durchfiihrung:

Es wurde eine Referenzlosung ohne Additiv und vier Losungen mit den Additiven Glul,
Glu5, Glul0 und Glu20 der Konzentration 0.1 mmol/L untersucht. Dazu wurden 5 mL der 0.1
M Magnesiumsulfat-Stammlésung und 5 mL konzentrierter Ammoniaklosung in 485 mL (Re-
ferenzmessung) respektive in 435 mL (Losungen mit Additiv) geldst und 10 min bei 25 °C
temperiert. Anschlieend wurde unter Rithren (200 U/min) die Fillungsreaktion durch Zugabe
von 5 mL der NHsH,PO,4-Stammldsung initiiert. Die Reaktionslosung hatte zum Zeitpunkt # =
0 einen pH Wert von 10 und war 0.1 M an MgSO4 und 0.1 M an NH4H,PO,4. Nach einer
Stunde wurde die Reaktion beendet und die Kristallisationslosung filtriert (Pall Life Science
Supor®-100, Membranfilter mit 0.1 um Porengréfe). Die erhaltenen Kristalle wurden dreimal
mit je 5 mL Wasser gereinigt. Die Untersuchung der Kristalle fand mit dem Rasterelektro-

nenmikroskop und dem Pulverdiffraktometer statt.

4.3 Synthese von funktionalisierten Latexpartikeln mittels Mini-

emulsionspolymerisation

Um ein Modell fiir biogene Makromolekiile zu erhalten, wurden mit Glu20-AS funktionali-

sierte Latexpartikel mit der Miniemulsionspolymerisation hergestellt.

Chemikalien:

Styrol (Merck, 99%), Hexadecan (Acros, 99%), V59 [2,2’-Azobis-(2-methylbutyronitril),
Wakko] und Lutensol AT50 (BASF) wurden kiuflich erworben. Das Makromonomer (mit
Acrylsdure funktionalisiertes Icosamer der L-Glutaminsidure) wurde wie in Abschn. 4.1 be-

schrieben synthetisiert.

Vorbereitung:
Fiir die Synthese der Latexpartikel wurden 14 g Styrol destilliert, um den Stabilisator (Ra-

dikalfinger), mit dem das kduflich erworbene Styrol versetzt ist, zu entfernen.

Durchfiihrung:
Zur Herstellung der dispersen Phase wurden in 5.88 g Styrol 250 mg Hexadecan und 120
mg V59 gelost. AnschlieBend wurden in 24 g Wasser 240 mg Lutensol AT59 (4 Gew.% be-

ziiglich der dispersen Phase) und 120 mg (2 Gew.% beziiglich Styrol) des Makromonomers
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(Glu20-AS) gelost, um die kontinuierliche Phase zu erhalten. Im Anschluss wurde der pH-
Wert der wissrigen Phase mit einer 0.1 M Kalilauge auf pH = 9 eingestellt. Beide Phasen
wurden vermischt und 30 min. geriihrt (voremulgiert) und darauffolgend bei 0 °C (Eisbad)
mit Ultraschall behandelt (1/2* Spitze, 70% Amplitude, 6 min, 1 s Puls, 0.1 s Pause).[47] Da-
nach wurde die Miniemulsion 12 h bei 72 °C unter Riickfluss mit Argonatmosphére geriihrt.

Die auf diese Weise erhaltenen Latexpartikel wurden mittels Zentrifugations-Dialyse
(Milipore 30 kDa, Zentrifugengliser) gereinigt (zehn mal eine Stunde 3500 U/min), um even-
tuell nicht reagiertes Macromonomer bzw. in der wissrigen Phase polymerisierte Makro-
monomere abzutrennen. Nach jedem Dialysevorgang (nach 1 h) wurde das Dialysewasser
gewechselt.

Zur Bestimmung des hydrodynamischen Radius (bzw. Durchmesser) wurden die Latexpar-
tikel mittels dynamischer Lichtstreuung untersucht. Aulerdem wurde das Zetapotential der
Dispersion gemessen und die Latexpartikel mit dem Rasterelektronenmikroskop, um die Gro-
Benverteilung der Partikel zu visualisieren. Der Feststoffgehalt der Latexdispersion wurde
durch Gefriertrocknung bestimmt, wobei dreimal je 0.5 mL Aliquote der Dispersion vor und
nach der Gefriertrocknung gewogen wurden. Der Feststoffgehalt betrug 10.2%.

Als Vergleichsprobe wurden nicht funktionalisierte Latexpartikel mit 6 g reinem Polystyrol
auf die gleiche Weise und unter denselben Reaktionsbedingungen synthetisiert. Die Aufarbei-
tung und Analyse erfolgte analog zu den funktionalisierten Latexpartikeln. (Feststoffgehalt
24.3 Gew.%)

4.4 Kristallisation von Calciumoxalat auf der Oberflache von funk-
tionalisierten Latexpartikeln

294 mg (2.00 mmol) Calciumchlorid Dihydrat wurden in 4 g Latexdispersion (10.2
Gew.%) gelost und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde 269 mg (2.00
mmol) Natriumoxalat in 6 mL Wasser gelost. Die Losung wurde unter Zuhilfenahme einer
Dosierpumpe innerhalb einer Stunde (0.1 mL/min) zu der Latexdispersion zugetropft und im
Anschluss fiir 24 h geriihrt.[49]

Um den Erfolg der Kristallisation auf der Oberfldche der Teilchen zu iiberpriifen, wurden

diese mit dem Rasterelektronenmikroskop untersucht.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Synthese der Oligopeptide

Die Synthese der Oligo-L-Glutaminsduren (Abbildung 5.1) konnte in guten Ausbeuten und
hoher Reinheit der Produkte durchgefiihrt werden. Der Erfolg der Synthese und die Reinheit
der Produkte wurde mit drei Methoden iiberpriift: 'H-NMR, MALDI-TOF und Kapillar-
elektrophorese.

Die 1H—NMR—Spektroskopie diente dabei lediglich als Nachweis fiir die Abspaltung der
Permanentschutzgruppe, indem die signifikanten Signale der Protonen der Amidgruppe inte-
griert und ins Verhiltnis mit den Protonensignalen der fert-Butyl-Schutzgruppe gesetzt wur-
den. Eine nicht abgespaltene Schutzgruppe hat ein wesentlich intensiveres Signal als das Spal-
tungsprodukt tert-Butanol. Die Oligo-Glutaminsduren weisen ein 1H—NMR—Spektrum hoherer
Ordnung auf, da die Molekiile keine Spiegelebene haben. Aus diesem Grund konnen ohne
weiteres keine weiteren Aussagen aus dem 1H—NMR—Spektrum getroffen werden. Aulerdem
kommt es mit zunehmender Kettenldnge zu Signaliiberlappungen und dadurch zu einer Sig-

nalverbreiterung, wodurch die Integration der Signale unzuverlédssiger wird.
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Abbildung 5.1: Struktur von Glu5-Protonen mit nummerierten Protonen, die ein signifikantes, integrierbares Signal geben.

In Abbildung 5.2 wird anhand des 1H—NMR—Spektrums von Glu5 gezeigt, wie die Integra-
tion vorgenommen und die Abspaltung der Permanentschutzgruppe nachgewiesen wurde. Die
blau markierten Dupletts resultieren aus den Protonen der Amidgruppe (in Abbildung 5.1 mit
2 nummeriert). Das Integral des Dupletts bei der chemischen Verschiebung von 8.80 ppm
wurde auf 1 normiert. Wie zu erkennen ist, ist das Integral der restlichen drei Dupletts wie
erwartet auch 1. Damit wurden die 4 Protonen der Amid-Gruppen nachgewiesen. Die fiinf
Protonen der C-H-Gruppen (in Abbildung 5.1 mit 1 nummeriert) sind als Multiplett bei 4.49
ppm griin markiert und haben ein Integral von 5. Der violett markierte ppm-Bereich stellt den
Bereich dar, in dem ein Signal einer nicht abgespaltenen tert-Butylgruppe erwartet werden

wiirde. Das Integral einer solchen Gruppe miisste aufgrund der neun Protonen der fBu-Gruppe
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den Wert 9 betragen. Da dies nicht der Fall ist, kann davon ausgegangen werden, dass die

Abspaltung der Permanentschutzgruppen erfolgreich war.
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Abbildung 5.2: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von Glu5 mit integrierten Signal der signifikanten Protonen. (Blau:
Protonen der Amid-Gruppen; Griin: Protonen der C-H-Gruppe; Violett: Verunreinigungen). Die blauen
Zahlen (senkrecht) entsprechen jeweils dem Wert des Integrals unter dem markierten Signal.

Bei der Synthese von Glu20-AS dient das '"H-NMR-Spektrum zusitzlich als Nachweis fiir
den Erfolg der Funktionalisierung mit Acrylsdure. In Abbildung 5.3 ist ein Ausschnitt aus
dem 1H—NMR—Spektrum von Glu20-AS dargestellt. Das Integral des Multipletts (griin mar-
kiert) bei der chemischen Verschiebung von 6.44 ppm wurde auf 2 normiert. Dieses
Multiplett ist das Resultat aus der cis(1 mit 3)- und trans(2 mit 3)-Kopplung der beiden
endstindigen Protonen des Vinylrestes der Acrylsdure (Nummerierung der Protonen: siehe
Strukturformel Abbildung 5.3). Das ebenfalls griin markierte Integral des Dupletts bei 5.76
ppm hat den Wert 1 und resultiert aus der Kopplung zwischen Proton 3 mit Proton 1 und 2.
Die Summe der Integrale der zwanzig Protonen der Amidgruppen (blau markiert) ergibt den
Wert 20. Daraus ist zu schliefen, dass die Ausbildung der Amidgruppe zwischen Acrylsidure
und Glu20 stattgefunden hat. In Abbildung 5.3 konnen aulerdem die zuvor beschriebene Sig-

nalverbreiterung und Signaliiberlappung erkannt werden.
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Abbildung 5.3: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von Glu20-AS mit integrierten Signalen der signifikanten Protonen
(blau: Integrale der zwanzig Protonen der Amid-Gruppe (4), griin: Protonen des Vinyl-Restes der Acrylsdu-
re (1,2 und 3)). Die blauen Zahlen (senkrecht) entsprechen jeweils dem Wert des Integrals unter dem mar-
kierten Signal.

AuBer der 1H—NMR—Spektroskopie wurde die Massenspektrometrie ,,matrix-assisted laser

desorption/ionization-time-of-flight mass spectrometry* (kurz: MALDI-TOF) zur Analyse der
Oligopeptide eingesetzt. Mit ihrer Hilfe konnte festgestellt werden, dass jedes der syntheti-
sierten Oligomeren das erwartete Molekulargewicht aufwies.
Die Uberpriifung der Reinheit von Peptiden findet normalerweise mit der Hochleistungs-
fliissigkeitschromatographie (kurz: HPLC ,,high performance liquid chromatography*) statt.
Diese Methode konnte bei den synthetisierten Oligomeren nicht angewendet werden, da sie
sich in keinem der iiblichen HPLC-Losemittel (Dioxan, THF, Acetonitril) 16sten. Deswegen
wurden die Oligomere mit der Kapillarelektrophorese untersucht.

In Abbildung 5.4 wird das Elektropherogramm von Glu5, Glul0 und Glu20 dargestellt.
Dabei weist jeder Kurvenverlauf einen Hauptpeak auf. Vor allem bei der roten Kurve (Glu20)
und der blauen Kurve lassen sich links vom Hauptpeak kleinere Peaks erkennen, die auf Ver-
unreinigungen hindeuten. Wie erwartet, (sieche Gl. 5.2) hat Glu20 die geringste elektrophoreti-

sche Mobilitit (EM) (46.7 cm? V! min_l) und Glul0 hat eine geringere (48.1 cm? V! min_l)
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EM als Glu5 (50.2 cm® V™' min™). Angesichts der Ladung von Glu20, die ungefihr zweimal
groBer ist als die von GlulO und der Ladung von GlulO, die ungefihr zweimal groBer ist als

die von Glu5, wurde erwartet, dass die Peaks dquidistante Abstidnde haben. Dieses Phinomen

wurde bereits fiir unterschiedliche Polymere beobachtet.’*"!!
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Abbildung 5.4: Elektropherogramm der Oligomere Glu5 (schwarz), Glul0 (blau) und Glu20 (rot).

Rechts des Hauptsignals von Glu20 und Glul0 ist zu sehen, wie die Kurven ,,wellenartig*
nach unten verlaufen. Dabei iiberlappen die ,,Wellen* von Glu20 und Glul0 ziemlich genau.
Dies deutet auf kiirzere Oligomerketten hin, die bei der Synthese als Nebenprodukte angefal-
len sind. Die Reinheit der Peptide wurde berechnet, indem das Integral des Hauptpeaks Ay ins
Verhiltnis zum Integral der gesamten Kurve A gesetzt wurde (siehe Tabelle 5.1). Die
Oligomere konnten in einer guten Reinheit erhalten werden. Wie erwartet, nimmt die Reinheit
mit zunehmender Kettenldnge des Oligomers ab, was an der Zunahme der Syntheseschritte

liegt.

Tabelle 5.1: Verhiltnisse der Flichen unter den Hauptpeaks und der Fldche unter der gesamten Kurve, die zur Bestimmung
der Reinheit ermittelt wurden.

Glus Glul0 Glu20 Glu20-AA
Apl Ages 37.8/41.6 37.6/51.7 53.1/76.3 nicht bestimmt
Reinheit / % 91 73 70 nicht bestimmt
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5.2 Kristallisationsexperimente und Reaktionskinetik

5.2.1 Kinetikexperimente mit Calciumoxalat

Fiir jede Konzentration an Additiv wurden jeweils drei Messungen der Kristallisationskine-
tik mit der Ca**-Ionen-selektiven Elektrode (ISE) durchgefiihrt. Die Kurvenverliufe der drei
Messungen weisen eine Varianz gegen Ende der Fillungsreaktion auf. Diese Varianz kann
durch die Veridnderung des Zustandes der Polymermatrixmembran erklidrt werden, die aus
einer Ablagerung von Calciumoxalat oder Adsorption von Additiv an der Membran resultie-
ret. Fiir die Auswertung wurde deswegen das arithmetische Mittel der Messpunkte aus den
Messungen gebildet. Um die Messungen der unterschiedlichen Konzentrationen und Additiv-
zugaben miteinander vergleichen zu konnen, wurde jeder Kurvenverlauf auf den Anfangswert
der Calciumionenkonzentration [Ca2+]0 zum Zeitpunkt fop = 0 s normiert. Daraus resultieren
die Kurvenverldufe der normierten Ca**-Ionenkonzentration gegen die Zeit, mit denen die
Berechnungen der Kristallisationsgeschwindigkeit durchgefiihrt wurden. In Abbildung 5.5
wird der Kurvenverlauf der normierten Ca**-Ionenkonzentration in einer Glul0-Losung der
Konzentration 0.1 mmol/L dargestellt. Diese Kurve wurde ausgewdhlt, weil sie die spitere

Betrachtung der drei, fiir diese Untersuchung relevanten, Bereiche erleichtert.
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Abbildung 5.5: Gemittelte und normierte Messkurve fiir die Konzentration 0.1 mmol/L an Glu10.

Anhand der Kurve in Abbildung 5.5 ldsst sich erkennen, dass die Kurve vom Zeitpunkt 7y =
0O s zu t; = 5 s einen Sprung macht. Zum Zeitpunkt t, = 0 wurde die Natriumoxalat-
Stammlosung zugegeben. Diese hatte das Gesamtvolumen und dadurch auch die Gesamtkon-
zentration an Calciumionen verdndert. AuBBerdem wurde eine kurze Zeit bendtigt, bis die
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Calciumionen gleichmifBig verteilt waren und keine Lokalkonzentration an Calciumionen
mehr vorlag. Mit diesen Uberlegungen lisst sich der Sprung des Kurvenverlaufs von £ auf f,
erkldren. Ab dem Zeitpunkt #; weist die Kurve keine Unstetigkeiten mehr auf, was fiir die
spitere Berechnung der Reaktionskinetik wichtig ist.

Wie in Abbildung 5.5 zu sehen ist, ldsst sich der Verlauf der Kristallisation in drei Berei-

che aufteilen (vergl. dazu Abschn. 2.1):

I.  In Bereich I ist kaum eine Veridnderung der Calciumionenkonzentration zu beobach-
ten. Dies kann durch die Bildung der Nuklei, d.h. den Nukleationsvorgang erklért
werden. Die Zeit, die benotigt wird, bis eine endliche Anzahl an Nuklei (Cluster kriti-
scher Grof3e) entstanden ist, wird als Induktionszeit / bezeichnet.

II. In diesem Bereich nimmt die Calciumionenkonzentration rapide ab. Diese Beobach-
tung kann mit dem Kristallwachstum erklirt werden. Nachdem die Energiebarriere
AG;* bei dem kritischen Radius r* tiberwunden ist, wird bei dem Kristallwachstum
Energie freigesetzt. Die Kristalle wachsen dabei solange, bis der Energiegewinn durch
die Verringerung der Grenzflichenspannung mit der Energie, die benétigt wird, um
Kristallgitter auszubilden, kompensiert wurde. Danach geht die Kurve in Bereich III
tiber.

III.  In diesem Bereich ist eine Verringerung der Abnahme der Calciumionenkonzentration
zu erkennen. Dies lisst sich durch einen Ubergang der Reaktionsordnung erkliren. In
diesem Bereich erfolgt der Prozess der Ostwald-Reifung. Gegen Ende der Messzeit
lasst sich erkennen, dass die Calciumionenkonzentration so gut wie nicht mehr ab-
nimmt. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass sich ein dynamisches Gleichgewicht
zwischen den geldsten Ionen und den ausgefallenen Kristallen bildet. Die Hohe des
Plateaus Hp ist ein MaB fiir das Loslichkeitsprodukt von Calciumoxalat (je hoher das

Plateau, desto hoher die Loslichkeit).

Alle erhaltenen Messkurven lassen sich in die soeben beschriebenen Bereiche einteilen
(siehe Abbildung 5.5). In Diagramm A ist zu erkennen, dass sich die Verldaufe der Kurven fiir
unterschiedliche Konzentrationen an Mono-L-Glutaminsédure stark dhneln. Das Loslichkeits-
produkt wird im Vergleich zur Referenz schwach erhoht und die Induktionszeit ist bei allen
Konzentrationen ungefihr gleich. Eine dhnliche Beobachtung lisst sich bei Diagramm B ma-
chen. Auch hier dhneln sich die Kurvenverldufe fiir die unterschiedlichen Konzentrationen an

Glu5. Die Induktionszeit verdndert sich im Vergleich zur Referenzmessung kaum.
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Abbildung 5.6: Normierte Konzentration der Calciumionen aufgetragen gegen die Zeit. A: Mit dem Additiv Glul; B: mit

dem Additiv Glu5; C: mit Glul0 und D: mit Glu20; fiir die vier Konzentration 0.2(rot), 0.1 (blau), 0.01
(oliv) und 0.001(violett) mmol/L. Die schwarze Kurve stellt die Referenzmessung ohne Additiv dar.

Die Hohe des Plateaus Hp erhoht sich im Vergleich mit Diagramm A nicht merklich. In
Diagramm C &ndert sich der Sachverhalt. Die Konzentration 0.2 mmol/L und 0.1 mmol/L des
Additivs GlulO erhohen deutlich die Hp. Die geringeren Konzentrationen 0.01 und 0.001
mmol/L erhohen die Loslichkeit von Calciumoxalat auf das Niveau der hohen Konzentratio-
nen von GluS und Glul. Die Induktionszeit nimmt fiir die Konzentrationen 0.2 und 0.1
mmol/L im Vergleich zur Referenzmessung zu. Diagramm D zeigt einen drastischen Einfluss
des Additivs Glu20 auf die Abnahme der Calciumionenkonzentration. Die Konzentrationen
0.2 — 0.01 mmol/L erhohen die Loslichkeit von Calciumoxalat stark. Die Induktionszeit wird
vor allem bei den Konzentration 0.2 und 0.1 mmol/L verlidngert. Zur Quantifizierung der so-
eben getroffenen qualitativen Beobachtungen wurde die Induktionszeit / und die Plateauhthe
Hp direkt aus den Diagrammen abgelesen und zu der Induktionszeit Iy bzw. der Plateauhohe
Hpg der Referenzmessung ohne Additiv ins Verhiltnis gesetzt (siehe Tabelle 5.2). Die Induk-
tionszeit Iy betridgt 30 s und Hpo hat den Wert 0.12.
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Tabelle 5.2: Abgelesene Induktionszeiten und Hp Werte aus den Diagrammen im Verhéltnis zu I, und Hp,.

Glul / mmol/L Glu5 / mmol/L Glu10 / mmol/L Glu20 / mmol/L
¢/ mmol/L I/s I, I/s /I, I/s /I, I/s /I,
0.2 35 1.17 35 1.17 80 2.67 160 5.33
0.1 30 1.00 30 1.00 60 2.00 80 2.67
0.01 35 1.17 35 1.17 40 1.33 35 1.17
0.001 35 1.17 30 1.00 35 1.17 35 1.17
Glul / mmol/L Glu5 / mmol/L Glu10 / mmol/L Glu20 / mmol/L
¢/ mmol/L Hp Hp/Hypy Hyp Hy/Hyp, Hp Hp/Hypy Hyp Hp/Hypy
0.2 0.17 1.42 0.15 1.25 0.24 2.00 0.36 3.00
0.1 0.18 1.50 0.18 1.50 0.24 2.00 0.32 2.67
0.01 0.16 1.33 0.16 1.33 0.19 1.58 0.32 2.67
0.001 0.15 1.25 0.15 1.25 0.17 1.42 0.19 1.58

Die abgelesenen Induktionszeiten von 35 s konnen nicht mit /y verglichen werden, da das
Intervall, in dem die Elektrode die Werte erfasste, 5 s betrug. Somit liegt ein Wert von I = 35
s im Fehlerbereich der Messung. Es macht nur Sinn, die /-Werte von den Messungen mit dem
Additiv Glu10 (0.2 und 0.1 mmol/L) und Glu20 (0.2 und 0.1 mmol/L) mit dem Referenzwert
zu vergleichen. Durch Zugabe der Glul0 wurde die Induktionszeit um 167% (mit der Kon-
zentration 0.2 mmol/L) respektive um 100% (mit der Konzentration 0.1 mmol/L) erhoht. Mit
dem Additiv Glu20 konnte die Induktionszeit sogar um 433% (mit 0.2 mmol/L) bzw. um
167% (mit 0.1 mmol/L) erhoht werden. Aus diesen Ergebnissen lédsst sich feststellen, dass die
Konzentration 0.2 mmol/L der Glul0 denselben Einfluss auf die Induktionszeit wie die Kon-
zentration 0.1 mmol/L von Glu20 hat. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die Erhohung der In-
duktionszeit von der Stoffmenge der Carboxylgruppen abhingt, da eine 0.1 mM Glu20-
Losung genauso viele Carboxylgruppen enthilt wie eine 0.2 mM Glul0-Losung. Diese
Schlussfolgerung lésst sich jedoch nur eingeschrinkt treffen, da bei einer 0.2 M Glu5-Losung
dieselbe Induktionszeit wie bei einer 0.1 M Glul0-Losung erwartet werden wiirde. Da dies
nicht der Fall ist, lidsst sich vermuten, dass eine bestimmte Kettenldnge des Oligomers notig
ist, damit eine Erhohung der Induktionszeit eintritt. Durch Vergleich der Wirkung von Glul
und Glu5 auf die Loslichkeit von Calciumoxalat 14dsst sich feststellen, dass sie wie schon zu-
vor behauptet einen dhnlichen Hp-Wert haben. Unerwartet ist, dass sowohl bei Glul als auch
bei Glu5 niedrigere Konzentrationen an Additiv einen stirken Einfluss auf die Loslichkeit
haben als hohere (vgl. 0.2 mmol/L GluS mit 0.1 und 0.01 mmol/L). Wie auch schon bei der
Induktionszeit beobachtet wurde, haben die Konzentrationen 0.2 und 0.1 mmol/L von GlulO
(Erhohung der Loslichkeit um jeweils 100%) und die Konzentrationen 0.2, 0.1 und 0.01
mmol/L von Glu20 (Erhohung der Loslichkeit um 200% bzw. jeweils 167%) einen hohen
Einfluss auf die Loslichkeit von Calciumoxalat. Interessant dabei ist, dass es keinen Unter-

schied macht, ob 0.2 oder 0.1 mmol/L von GlulO als Additiv zugegeben wurde. Bei dem
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Oligomer Glu20 kommt es bei den Konzentrationen 0.1 und 0.01 mmol/L ebenfalls zu einer
Erhohung der Loslichkeit um den gleichen Wert.

Abschlielend sollte Abbildung 5.7 betrachtet werden, die den Einfluss der vier eingesetz-
ten Additive der selben Konzentration (0.1 mmol/L) darstellt. Es ist deutlich zu erkennen,
dass der Einfluss auf die Abnahme der Calciumionenkonzentration stark mit der Kettenlidnge
korreliert. Aus den Messkurven fiir den Glul- und Glu5-Zusatz, die sehr dhnlich verlaufen,
lasst sich schlieBen, dass erst ab einer bestimmten Kettenlinge ein merkbarer Einfluss auf die
Abnahme der Calciumionen stattfindet. Daraus ldsst sich an dieser Stelle vermuten, dass die
Hemmung des Kristallwachstums durch Adsorption der Oligomere stattfindet. Eigentlich
miisste auch ein Vergleich von Messkurven erfolgen, die dieselbe Konzentration an
Carboxylgruppen haben. Dies ldsst sich mit den eingesetzten Konzentrationen an Glul —
Glu20 nicht durchfiihren. Jedoch wird der Einfluss der Carboxylgruppen im Zusammenhang

mit den berechneten Geschwindigkeitskonstanten, von Glu10 und Glu20 besprochen.

1.0 5 ohne Additiv
. o 0.1 mmol/L Glu20
o ¢ 0.1 mmol/L Glu10
0,8 4 0.1 mmol/L Glu5
© 0.1 mmol/L Glu1

[Caz‘”]t/ [Caz‘k]0

0 400 800 1200 1600
Zeit/ (s)

Abbildung 5.7: Verlauf der normierten Calciumionenkonzentration gegen die Zeit fiir die Konzentration 0.1 mmol/L der
Additive Glul (violett), Glu5 (oliv), Glu10 (blau) und Glu20 (rot).

Fir die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten der Fillungsreaktion von

Calciumoxalat miissen mehrere Annahmen getroffen werden:

e Die Fillungsreaktion beginnt nach einer kurzen, eventuell nicht messbaren
Nukleationsperiode. Nach dieser Periode (Induktionszeit) werden keine neuen Nuklei
mehr gebildet. AnschlieBend erfolgt nur das Wachstum bereits gebildeter Kristallisati-

onskeime. (vgl. Diskussion zu Abbildung 5.5)
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Die Geschwindigkeit des Kristallwachstums ist proportional zu der Geschwindigkeit
der Abnahme der Calciumionenkonzentration in Losung. Fiir die Geschwindigkeits-
konstanten der beiden Vorginge gilt folglich: kwachstum = kAbnahmeca™-
Die Fillungsreaktion folgt einer Reaktionskinetik 2ter Ordnung. Fiir die Féllungsreak-
tion gilt die Reaktionsgleichung:

Ca™ (aq)+C,0,” (aq) —2—CaC,0, | (5.6)
Unter der Annahme, dass [Ca2+] = [C2042'] ist, kann das Geschwindigkeitsgesetz
zweiter Ordnung fiir die Abnahme der Calciumionenkonzentration formuliert werden:

d[Ca™]
dt

=—ky[Ca™ ]’ (5.7)
Durch Losen des Differentials wird eine Gleichung fiir die Calciumionenkonzentration
[Ca2+] als eine Funktion der Zeit ¢ erhalten:

b d[Ca™ ]
2+ [Ca2+ ]2

[Ca™ ],

1 1
— — =—k
([C32+]t [CaZ+]OJ Wt

=k, j dr'
=0

m =kyt+ m (5.8)

Durch Auftragung von Gl. 5.8 als 1/ [Ca®™], gegen t wird die Geschwindigkeitskonstan-

te kw aus der Steigung der resultierenden Geraden erhalten.

Es ist anzunehmen, dass die Annahme [Ca2+] = [C2042'] deswegen getroffen werden

kann, weil bei pH 8.45 — 8.50 gearbeitet wurde. Dadurch lassen sich die

Protolysegleichgewichte der Oxalsiure:
H,C,0,—HC,0,” +H"

HC,0,” =—C,0,” +H" (5-9)

vernachlidssigen, da bei diesen pH-Werten das Gleichgewicht (5.9) vollstindig zuguns-
ten von Oxalat verschoben wird.

Gegen Ende der Reaktion geht die Reaktion 2ter Ordnung in eine Reaktion hoherer
Ordnung iiber, und es stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht zwischen dem Fest-
korper (den Kristallen) und den geldsten Ionen in Losung ein (vgl. Diskussion zu Ab-

bildung 5.5):

CaC,0, Ca™ (aq)+C,0,% (aq) (5.10)

dyn.

50



Ergebnisse und Diskussion

Zur  Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten = wurden die  normierten
Calciumionenkonzentrationen [Ca**]/[Ca**]y verwendet. Indem [Ca®*],/[Ca®**]o als y-Wert fiir
eine Auftragung 1/y vs. x eingesetzt wird, resultiert daraus die durchgefiihrte Auftragung von
1/([Ca®]/[Ca**]p) bzw. [Ca™]¢/[Ca®*], gegen 7. Um die Geschwindigkeitskonstante kw zu
erhalten, wurde eine lineare Regression des linearen Bereichs, der Auftragung [Ca2+]o/[Ca2+],
gegen ¢, aufgrund der zuvor angestellten Annahmen durchgefiihrt. Dabei entspricht die Stei-
gung der resultierenden Regressionsgeraden dem Wert von kw. Der lineare Bereich wurde so
gewdhlt, dass die Bestimmtheit R* der Regressionsgeraden mindestens den Wert 0.99 hat. R’
ist ein Mal} dafiir, wie gut die Messpunkte mit dem Verlauf der Regressionsgeraden iiberein-
stimmen. Der y-Achsenabschnitt ¢ stellt lediglich einen theoretischen Wert von 1/ [Ca2+]0 dar
und spielt fiir die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten keine Rolle. Fiir die Refe-
renzmessung ergibt sich die Gerade y = 0.0153x + 0.76 mit R”=0.991. Somit ist der Wert der
Geschwindigkeitskonstanten krer = 15.3 - 1072 57"

Die linearen Bereiche der Auftragung [Ca®*]o/[Ca™], gegen die Zeit fiir die einzelnen Kon-
zentrationen an Additiven und die dazugehdrigen Regressionsgeraden werden in Abbildung

5.8 dargestellt.

A B 8+
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& 4 i
S € 4-
& &
O, O, -
< o ohne Additiv = = ohne Additiv
- 2 ° 0,2mmoliL Glu -5 ©  0,2mmoliL Glus
© 0,1 mmol/L Glu1 © 0,1 mmol/L Glu5
2 0,01mmol/L Glu1 2 0,0lmmol/L Glu5
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Abbildung 5.8: Auftragung [Ca®*]o/[Ca®*], gegen t mit den entsprechenden Regressionsgeraden. A: Mit dem Additiv Glul;
B: mit dem Additiv Glu5; C: mit Glul0 und D: mit Glu20; fiir die vier Konzentration 0.2 (rot), 0.1 (blau),
0.01 (oliv) und 0.001 (violett) mmol/L. Die schwarze Kurve stellt die Referenzmessung ohne Additiv dar.
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Die aus der Steigung der Regressionsgeraden erhaltenen ky-Werte mit den dazugehorigen
R*-Werten sind in Tabelle 5.3 zu finden. Durch die Bildung des Quotienten aus kw und kger
wird die Wachstumsrate R, (mit Ry, = ky/krer) erhalten. Die prozentuelle Inhibierung der
Reaktionsgeschwindigkeit R; wird mit der Gl. 5.11 berechnet.

ke —ky ky

L= :1—
k

. P (Gleichung: 5.11)

Ref Ref

Die berechneten Ry, und R; Werte sind in Tabelle 5.3 dargestellt.

Tabelle 5.3: a) k,, Werte, die aus den Steigungen der Regressionsgeraden erhalten wurden und Bestimmtheit der einzelnen
Regressionsgeraden. b) Berechnete R,,- und R;-Werte fiir die einzelnen Konzentrationen an Additiven.

a) Glul Glu5 Glul0 Glu20
c/mol/L  kw/1/s R’ kw/1/s R* kw/1/s R’ kw/1/s R*
0.2 1.22.10'02 0.996 1'35.10_02 0.994 5'71.10_03 0.992 1.84-10_03 0.992
-02 -02 -03 03
0.1 1.37-10 0.995 1.23-10 0.997 6.44-10 0.997 3.92-10 0.995

-02 -02 -03 -03
0.01 1.03:10 0.998 13610 0.997  8.19-10 0.995  6.96:10 0.993
3 3

0.001 1.44.10_02 0.991 1.40.1()»02 0.999 9_41.1()»0 0.994 9_27.1()»0 0.998

b) Glul Glus Glul0 Glu20
¢ / mol/LL R, R; R, R; R, R R, R;
0.2 0.80 0.20 0.88 0.12 0.37 0.63 0.12 0.88
0.1 0.90 0.10 0.80 0.20 0.42 0.58 0.26 0.73
0.01 0.67 0.34 0.89 0.11 0.54 0.48 0.46 0.54
0.001 0.95 0.05 0.92 0.07 0.62 0.38 0.61 0.39

Aus einem Vergleich von R; der einzelnen Konzentrationen von Glul kann festgestellt
werden, dass die Konzentration 0.01 mmol/L (In Tabelle 5.3 gelb markiert) von der erwarte-
ten Entwicklung der Inhibierung abweicht. Mit einer Inhibierung der Kristallisationsge-
schwindigkeit von 34% ist die Konzentration wesentlich effektiver als hohere Konzentratio-
nen von Glul. Da fiir jede Konzentration drei Messungen durchgefiihrt wurden und alle drei
Kurvenverldufe vergleichbar aussahen, konnen Fehler in der Versuchsdurchfithrung ausge-
schlossen werden. Das Phidnomen einer ungewohnlich starken Inhibierung der Kristallisati-
onsgeschwindigkeit von Calciumoxalat durch relativ geringe Konzentrationen an L-
Glutaminsédure wurde bereits von Komunjer et al. beobachtet, die keine Erkldrung dafiir fan-
den.® Die Konzentration 0.2 mmol/L an Glu5 (In Tabelle 5.3 griin markiert) weicht eben-
falls von der erwarteten Entwicklung der Inhibierung ab. Mit einer Kristallisationsgeschwin-
digkeit von 12% ist sie mit der Konzentration 0.01 mmol/L (Glu5) vergleichbar. Es ist unklar,
wodurch es zu dieser Anomalie kommt. Abgesehen von den markierten R;-Werten weisen
Glul und Glu5 vergleichbare Ri-Werte auf. Daraus lisst sich schlieBen, dass Glul und Glu5
einen dhnlichen Inhibierungsmechanismus haben. Mit einer Inhibierung von max. 20% (aus-

genommen der Konzentration 0.01 mmol/L an Glul) kann die hemmende Wirkung von Glul
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und Glu5 als schwach eingestuft werden, da Glu10 und Glu20 selbst bei der geringsten Kon-
zentration einen fast doppelt so hohen R;-Wert aufweisen.

Die Inhibierung der Kristallisationsgeschwindigkeit ldsst sich durch zwei mogliche Vor-
ginge erkliren. Zum einen kann eine Komplexierung der Ca**-Ionen durch die
Carboxylgruppen der Oligo-L-Glutaminsduren bzw. der Mono-L-Glutaminsiure stattfinden,
wodurch die Calciumionen nicht mehr fiir die Kristallisation zur Verfiigung stehen. Zum an-
deren konnen die Oligomere das Wachstum von Kiristallflichen einschrianken, indem sie an
diesen adsorbieren und sie dadurch fiir weiteres Wachstum blockieren. Die Adsorption der
Oligoglutaminsiduren an Kristallflichen wird im Zusammenhang mit der Untersuchung der
Morphologie der Calciumoxalatkristalle in Abschnitt 5.2.2 behandelt.

Fiir die Komplexierung der Calciumionen durch die Carboxylgruppen der Oligomere kann

die Reaktionsgleichung:

Ca’ (ag)+2RCOO" —=[Ca* (RCOO),] (5.12)
formuliert werden. Dabei konnen sich die Carboxylgruppen am selben Molekiil oder an zwei
unterschiedlichen Molekiilen befinden. Aus Gl. 5.12 ist ersichtlich, dass die Komplexierung
von der Gesamtstoffmenge der Carboxylgruppen in Losung abhédngt. Es muss dabei beachtet
werden, dass die Annahme [Ca2+] = [C2042_] nicht mehr zutrifft. Gl. 5.7 muss folglich als:

d[Ca™] _
dt

—ky[Ca®][C,0,” ] (5.13)

geschrieben werden. Die Annahme kann jedoch bedingt getroffen werden. Durch das Entfer-
nen der Calciumionen aus der Losung durch Kristallisation verschiebt sich das Gleichgewicht
in GIl. 5.12 nach Le Chatelier zu Gunsten der Calciumionen. Aus GIl. 5.12 lasst sich schlieBen,
dass die Komplexbildung die Loslichkeit von Calciumoxalat erhoht.

Um zu iiberpriifen, in welchem Ausmal sich die Konzentration an Carboxylgruppen in Lo-
sung auswirkt, werden der R;-Wert von Glul0O der Konzentration 0.2 mmol/L. mit dem R;-
Wert von Glu20 der Konzentration 0.1 mmol/L verglichen (in Tabelle 5.3 violett markiert).
Die Konzentration an Carboxylguppen der 0.2 mM-Losung von GlulO betridgt 2.2 mmol/L
und die der 0.1 mM Glu20-Losung 2.1 mmol/L. Es sollte hierbei beachtet werden, dass zur
Berechnung der Konzentration der Carboxylgruppen sowohl die Caboxylgruppen als auch
die o~Carboxylgruppe beriicksichtigt wurden. Es ldsst sich feststellen, dass trotz vergleichba-
rer Konzentration an Carboxylgruppen der R;-Wert von Glu20 um 16% hoher ist als der von
Glul0. Des Weiteren sollen der R-Wert von Glul0 der Konzentration 0.1 mmol/LL mit dem
Ri-Wert von Glu20 der Konzentration 0.01 mmol/L verglichen werden (in Tabelle 5.3 blau

markiert). Die Carboxylgruppenkonzentration betrdgt im Fall von Glul0 1.10 mmol/L und im
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Fall von Glu20 0.21 mmol/L. Obwohl die Konzentration der Carboxylgruppen von Glu20
5.24 mal kleiner ist als die von Glul0, nimmt der R;-Wert nur um 7% ab. Aus diesen Verglei-
chen ldsst sich schlieBen, dass die Kettenldnge der Oligomere eine wesentlich groere Rolle
bei der Inhibierung der Kristallisationsgeschwindigkeit und somit des Kristallwachstums
spielt als die Konzentration der Carboxylgruppen. Dies lidsst die Vermutung zu, dass die Inhi-
bierung durch Adsorption der Oligomere stattfindet, da grolere Molekiile mehr Gitterplitze
blockieren konnen als kiirzere. Um den Einfluss der Kettenlidnge auf die Kristallisationsge-
schwindigkeit zu quantifizieren, miissten Messungen mit Glul — Glu20 durchgefiihrt werden,

die dieselbe Konzentration an Carboxylgruppen haben.
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5.2.2 Einfluss von Peptiden auf die Morphologie von Calciumoxalat

Die Calciumoxalatkristalle, die bei den Kinetikmessungen erhalten wurden, wurden mittels
Rasterelektronenmikroskopie untersucht, um hochaufgeloste Bilder der Kristalle zu erhalten.
Bei den Referenzmessungen kristallisierten Calciumoxalat-Trihydrat-Kristalle von prismati-

scher Form mit hexagonaler Grundflidche wie in Abbildung 5.9 zu sehen ist.

Abbildung 5.9: REM-Aufnahme von Calciumoxalat ohne Additivzugabe. a: Interpenetrierte, elongierte COD-Kristalle
(0.1 mmol/L Glu20), b: Teilweise interpenetrierter Zwillingskristall (0.2 mmol/L Glu20).

In Abbildung 5.10 werden die REM-Aufnahmen von Calciumoxalat gezeigt, die mit dem

Zusatz der unterschiedlichen Oligomere erhalten wurden.
Glul:

Die Kristalle, die bei der Konzentration 0.001 mmol/L entstanden sind, weisen die selbe Mor-
phologie wie die Kristalle der Referenzprobe auf. Somit hat diese Konzentration an Glul kei-
nen Einfluss auf die Morphologie von Calciumoxalat.

Die Konzentration 0.01 mmol/L, die den stédrksten Einfluss auf die Inhibierung der Kristallisa-
tionsgeschwindigkeit hat (bezgl. des Einsatzes des Additivs Glul), hat auch den stidrksten
Einfluss auf die Morphologie von Calciumoxalat. Es lassen sich Kristalle erkennen, deren
Form mit Holzspinen verglichen werden kann. Eine solche Morphologie von Calciumoxalat
wurde bereits von Donnet et al. beobachtet.””

Bei dem Einsatz von 0.1 mmol/L an Glul wurden Kristalle gebildet, die wie die Referenzkris-
talle aussehen. Aullerdem sind viele unformige Kristalle in der dargestellten REM-Aufnahme
zu erkennen, was an der Probenvorbereitung fiir die Untersuchung im Rasterelektronenmikro-
skop liegen kann. Calciumoxalat-Trihydrat ist sehr weich und bildet leicht Bruchstiicke.

Die Kiristalle, die in einer 0.2 mM Losung an Glul entstanden sind, haben die selbe Form wie
die Kristalle, die ohne Zusatz von Additiv entstanden sind. Auf3er den vereinzelt vorkommen-
den Prismen mit hexagonaler Grundfldache sind wieder viele Bruchstiicke zu erkennen.
Zusammenfassend lisst sich sagen, dass der Zusatz der Mono-L-Glutaminsiure die Modifika-

tion von Calciumoxalat nicht stark beeinflusste.
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Glu20

Abbildung 5.10: REM-Aufnahme von Calciumoxalatkristallen, die in Anwesenheit von unterschiedlichen Konzentrationen
an Glul, Glu5, Glul0 und Glu20 ausgefallen sind.

Glus:

Bei der Konzentrationsreihe des Pentamers der L-Glutaminsaure ldsst sich deutlich erkennen,
wie sich eine rhombische (flach, mit trapezformiger Grundfliche) Morphologie der
Calciumoxalatkristalle entwickelt. Wihrend die Kristalle, die bei der Konzentration 0.001
mmol/L entstanden, noch der Referenz dhneln, sind bereits bei der Konzentration von 0.01
mmol/L lingliche, rhombische Kristalle zu erkennen. Die Kristalle, die bei den Konzentratio-
nen 0.1 und 0.2 mmoL entstanden, sind breiter als die Kristalle aus der 0.01 mM-L&sung und

die trapezformige Grundfliche ist deutlich zu erkennen.

Glul0:
Bei der geringsten Konzentration entstand ein Gemisch von Kristallen mit der zuvor be-
schrieben Holzspanform und der Form der Referenzkristalle. Bei der Konzentration von 0.01

mmol/L. an Glul0 wurden zum ersten Mal vereinzelt tetragonal bipyramidale Kristalle er-
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zeugt. Bei diesen Kristallen handelt es sich um Calciumoxalat-Dihydrat-Kristalle mit kaum
ausgepragter [100]-Fldache. AuBler den vereinzelten COD-Kristallen wurden Kristalle mit der
Form der Referenz gebildet (Auch hier sind wieder viele Bruchstiicke zu erkennen). Bei den
Konzentrationen 0.1 und 0.2 mmol/L lassen sich COD-Kristalle mit einer etwas ausgeprigten
[100]-Flidche erkennen (prismatische Kristalle mit pyramidalen Enden). Bei der Konzentration
0.1 mmol/L sind jedoch auch groBe Calciumoxalat-Trihydrat-Kristalle zu erkennen, die die
Form der Referenz aufweisen. Erkennbar ist, dass die gebildeten COD-KTristalle kleiner sind

als die, die bei den Konzentrationen 0.001 — 0.2 mmol/L an Glu5 oder Glul gebildet wurden.

Glu20:

Glu20 hatte den stirksten Einfluss auf die Morphologie von Calciumoxalat. Bei der Konzent-
ration 0.001 mmol/L entstanden Kristalle mit der gleichen Morphologie wie die Referenz.
Bereits bei der Konzentration von 0.01 mmol/L bildeten sich elongierte COD-Kristalle mit
ausgepragter [100]-Fldache. Je hoher die Konzentration wurde, desto ausgeprigter wurde die
[100]-Flache (vgl. Abbildung 5.10: Glu20: Konzentrationen 0.01, 0.1 und 0.2 mol/L). Vor
allem die Kristalle, die bei 0.1 und 0.2 mmol/L an Glu20 entstanden, weisen eine breite Kris-
tallgroBenverteilung auf. Es lassen sich vereinzelt elongierte grole Kristalle und viele
elongierte kleine Kristalle, die zum Teil aggregiert sind, erkennen. Vor allem bei der Kon-
zentration von 0.2 bildeten sich viele sehr kleine Aggregate von COD-KTristallen. Die gebilde-
ten Aggregate sind in Abbildung 5.9 a), b) dargestellt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Kettenldnge der Oligomere einen starken
Einfluss auf die Morphologie hat. Bei dem Einsatz von Glu20, das die grof3te Kettenldnge hat,
wurden die kleinsten Kristalle gebildet. Die [100]-Fliche der COD-Kristalle war am stédrksten
ausgepriagt. Des Weiteren ldsst sich erkennen, dass die Konzentration der Additive ebenfalls
einen starken Einfluss auf die Morphologie hat. Bei der grof3ten Konzentration an Glu20 sind
die kleinsten Kristalle mit den am stirksten ausgeprigten [100]-Fldachen entstanden.

Die Bildung der COD-Kiistalle 1dsst sich mit den Beobachtungen aus Abschnitt 5.2.1 er-
klédren, bei denen festgestellt wurde, dass Glul10 (0.1 und 0.2 mmol/L) und Glu20 (0.01 — 0.2
mmol/L) die Loslichkeit von Calciumoxalat stark erhohen. Ein erhohte Loslichkeit hat einen
geringeren Sittigungsgrad der Losung zur Folge. Wie sich in Abbildung 2.8 erkennen lisst,
wird bei geringeren Sittigungsgraden bevorzugt COD gebildet. Die Ausprigung der [100]-
Fliche lasst sich durch Adsorption der Oligomere Glul0 und Glu20 an der [101]-Fliche er-
kldren. Durch die Adsorption an der [101]-Fliche wird deren Wachstum eingeschrinkt und
dadurch das Wachstum der [100]-Fldache begiinstigt. Um diese Behauptung zu belegen, wer-

den folgende Annahmen getroffen:
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e Die Zahl N der adsorbierten Oligomere ist proportional zur Inhibierungsrate
[(ko—kw)/ko] des Kristallwachstums und hingt von der Konzentration der Oligomere
ab.

e Die Adsorption von Molekiilen ist abhingig vom Belegungsgrad und damit der Zahl
bereits adsorbierter Molekiile, d.h. je mehr Molekiile adsorbiert sind, desto schwieri-
ger wird es fiir neue Molekiile, sich an der Oberflidche zu adsorbieren, da die Adsorp-
tionsplitze mit zunehmendem Belegungsgrad energetisch ungiinstiger werden.

Durch Auftragung von [(kres—kw)/kret] gegen die Konzentration der Oligomere werden die in

Abbildung 5.11 dargestellten Verldufe erhalten.

<&

0,6
& 2

;f < 03+
S5 &

O RGIU10
< RGlu20 Freundlich'sche Isotherme
0,0 Freundlich'sche Isotherme 0.0
T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,0 0,1 0,2
¢(Glu20) / mmol/L ¢(Glu10) / mmol/L

Abbildung 5.11:  [(kge—kw)/kgres] gegen c(Oligo-Glutaminsédure) mit angepasster Freundlich’scher Adsorptionsisotherme.

Bei den in Abbildung 5.11 dargestellten Kurven (rot/blau) handelt es sich um Freundlich’sche

Adsorptionsisotherme, die mit der Formel

N =ac(Glu)" (5.13)
mit N Zahl der adsorbierten Molekiile
aln systemspezifische Konstanten der Freundlichschen Adsorptionsiso-
therme
c¢(Glu) Konzentration der von Glu20 bzw. Glul0

mit OriginLab 8.0 angepasst wurden, wodurch die systemspezifischen Konstanten a und n
ermittelt wurden:

Glu20: a =1.09, n =0.15; Glul0: a = 0.72, n = 0.09.

An Hand der in Abbildung 5.11 gezeigten Kurvenverldufe lésst sich erkennen, dass der Bede-
ckungsgrad der Kristalle bei Glu20 hoher war als bei Glul0. Daraus lésst sich schliefen, dass
die Adsorption mit zunehmender Kettenlinge besser erfolgt (entropisch begiinstigt). Anhand

der Moglichkeit einer Auftragung nach der Formel der Freundlich’schen Adsorptionsisother-
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me und der beobachteten Morphologie der Kristalle, die mit den Additiven Glul0 und Glu20
erhalten wurden, kann wie erwartet der Inhibierungsmechanismus durch Adsorption nachge-

wiesen werden.
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5.2.3 Einfluss von Peptiden auf die Kristallstruktur von Calciumoxalat

Um den Einfluss von Additiven auf die Kristallphase von Calciumoxalat zu iiberpriifen,
wurden die Kristalle mit einem Pulverdiffraktometer untersucht. Die erhaltenen
Diffraktogramme wurden mit der PDF-2-2004-Datenbank (Datenbank fiir spezifische Streu-
signale von unterschiedlichen Mineralien) abgeglichen.

Abbildung 5.12 zeigt das Diffraktogramm der Calciumoxalatkristalle, die ohne den Zusatz
an Additiven entstanden sind. Aus dem Vergleich mit den Referenzsignalen der PDF-2-
Datenbank fiir die unterschiedlichen Kristallphasen von Calciumoxalat lédsst sich feststellen,

dass es sich bei den hergestellten Kristallen um Calciumoxalat-Trihydrat handelt.

200 + ﬂ
O—M»J MJWMM LA MW W MW

Abbildung 5.12: Diffraktogramm der Calciumoxalatkristalle, die ohne Additivzugabe hergestellt wurden. [Senkrechte
Linien griin: Referenz Signale von COT (PDF-2 20-232)]

In Abbildung 5.13 werden die Diffraktogramme der Kristalle gezeigt, die mit den Konzent-
rationen 0.1, 0.01 und 0.001 mmol/L an Additiven (Glul, Glu5, Glul0 und Glu20) erhalten
wurden. Aus den Diffraktogrammen a) (mit dem Additiv Glul) und b) (mit dem Additiv
Glu)) lasst sich schlieBen, dass die eingesetzten Konzentrationen an Glul bzw. Glu5 keinen
Einfluss auf die Kristallphase von Calciumoxalat haben. Mit jeder Konzentration wurde
Calciumoxalat-Trihydrat gebildet. In den Diffraktogrammen c¢) (mit dem Additiv Glul0) ist
zu erkennen, dass sich in einer 0.1 mM-Losung an GlulO ein Gemisch aus Calciumoxalat-
Trihydrat- und Calciumoxalat-Dihydrat-Kristallen bildete. Bei der Konzentration von 0.01
mmol/L entstand ebenfalls ein Gemisch aus COD und COT. Dies lésst sich anhand des Sig-
nals von schwacher Intensitit der (200)-Ebene (Im Diffraktogramm mit (200) markiert) er-

kennen. Aufgrund der geringen Intensitéit der Signale von Calciumoxalat-Dihydrat Idsst sich
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schlussfolgern, dass liberwiegend Calciumoxalat-Trihydrat entstanden ist. Die Konzentration
0.001 mmol/L fiihrte ausschlieBlich zur Bildung von COT. Somit ldsst sich sagen, dass diese
Konzentration von GlulO keinen Einfluss auf die Kristallphase von Calciumoxalat hat. An-
hand der Diffraktogramme d) (mit dem Additiv Glu20) lésst sich erschlieBen, dass es sich bei
den Kristallen, die bei einer Konzentration von 0.1 und 0.01 mmol/L an Glu20 ausfielen, um
Calciumoxalat-Dihydrat handelt. Bei der Konzentration von 0.001 mmol/L entstanden aus-

schlieBlich COT-Kristalle.

a) 0001 Mgl b) 0001 mmolL.
1400 —— 0.01 mMollL 1400- - 8?‘3:_&
I
7004 7004 r ‘ | ﬂ' | |
| | sy vUbLMquJ MmN
wﬁ ST [T N

O_MM J,UWWJ'UJ\AJMJM} ‘m«Jm,wﬂ\/u,,, 0ot MW_J’UJMMJ‘W‘»MWMW

T T T T
2 26/ Grad 40 2 26/ Grad

1 ‘ | | |
ﬂ .AM«,J quw ", J\/\J ‘M‘L.M MJ‘W

|
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Abbildung 5.13: Diffraktogramme der gebildeten Calciumoxalat-Kristalle mit den Additiven a) Glul, b) GluS, ¢) Glul0
und d) Glu20 [blaue Messkurve: ¢ = 0.001 mmol/L, rote Messkurve: ¢ = 0.01 mmol/L, schwarze Mess-
kurve: ¢ = 0.1 mmol/L; senkrechte Linien griin: Referenz Singnale von COT (PDF-2 20-232), senkrechte
Linien magenta: Referenz Signale von COD(PDF-2 17-541)].

Die Ergebnisse der XRD-Untersuchungen belegen die Ergebnisse, die bei den

Kinetikmessungen (Abschn. 5.2.1) und bei den Untersuchungen der Kristallmorphologie im
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Rasterelektronenmikroskop (Abschn. 5.2.2) erhalten wurden. Durch Vergleich des
Diffraktogramms fiir 0.01 mmol/L an Glu20, bei der nur COD entstand, mit dem
Diffraktogramm fiir 0.1 mmol/L an GlulO, bei der ein Gemisch aus COD und COT entstand,
ist festzustellen, dass die Kettenldnge entscheidend fiir einen Phaseniibergang ist und nicht die
Konzentration der Carboxylgruppen. Auflerdem ldsst sich schlussfolgern, dass erst ab einer
bestimmte Kettenldnge der Oligomere ein Einfluss auf die Kristallphase ausgeiibt wird. An-
hand des Diffraktogramms der Kristalle, die in einer 0.001 mM-Ldsung an Glu20 entstanden
sind, ist erkennbar, dass erst ab einer bestimmten Konzentration an Additiv die Kristallphase
von Calciumoxalat veridndert wird. Durch den Vergleich der XRD-Ergebnisse mit den Kine-
tik-Ergebnissen kann festgestellt werden, dass die Inhibierung der Kristallisationsgeschwin-

digkeit mit der Veridnderung der kristallinen Phase von Calciumoxalat korreliert.
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5.2.4 Einfluss von Peptiden auf die Morphologie von Struvit

Die Struvit-Kristalle, die bei den Kristallisationsexperimenten erhalten wurden, wurden
mittels Rasterelektronenmikroskopie untersucht, um hochaufgeloste Bilder der Kristalle zu
erhalten.

In Abbildung 5.14 sind die Mikrographien der Struvit-Kristalle zu sehen, die ohne Additiv
und mit den Additiven Glul — Glu20 der Konzentration 0.1 mmol/L hergestellt wurden. Die
Kristalle der Referenzprobe (a) haben die typische, ldngliche, prismatische Form, wie sie in
Abschn. 2.2.2 beschrieben wird. Die mit den Additiven Glul (b) und Glu5 (c) erzeugten Kris-
talle weisen dieselbe Morphologie auf wie die Kristalle der Referenzprobe. Dies zeigt, dass
die Additive Glul und Glu5 keinen Einfluss auf die Morphologie von Struvit haben. In den
REM-Aufnahmen koénnen scherenartige, aggregierte Zwillingskristalle beobachtet werden, die
fiir Struvit typisch sind. Ein Beispiel eines solchen Kristalls wird in Abbildung 5.14 (f) ge-
zeigt. Der Einsatz von GlulO als Additiv fiihrt zu einer Verdnderung der Morphologie von

Struvit. Die erhaltenen Kristalle (d) weisen eine prismatische Form mit trigonaler Grund-

Abbildung 5.14: REM-Aufnahme von Struvit-Kristallen die ohne Additiv rin Anwesenheit von Glul, Glu5, Glul0 und
Glu20 der Konzentration 0.1 mmol/L ausgefallen sind. a) ohne Additiv, b) Glul, ¢) Glu5, d)Glul0, e)
Glu20 und f) typischer scherenartiger Zwillingskristall von Struvit (Glu5, vergrofiert)
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flaiche auf. Bei dem Zusatz von Glu20 zur Kiristallisationslosung kann ebenfalls eine
Morphologieverianderung beobachtet werden. Die Kristalle (e) weisen eine prismatischer
Form mit einer lidnglichen oktagonalen Grundfliche auf.

Wie bei den Kristallisationsexperimenten von Calciumoxalat kann bei den Kristallisations-
experimenten von Struvit feststellen werden, dass die langkettigen Oligomere GlulO und
Glu20 einen Einfluss auf die Morphologie haben. Im Gegensatz zu Calciumoxalat weist der
Einsatz von Glu5 keine Verdnderung der Morphologie auf. Daraus lédsst sich schlie3en, dass
die Wechselwirkungen zwischen GluS und den Calciumoxalat-Kristallen hoher sind als die
mit den Struvit-Kristallen. Auerdem ist zu beobachten, dass in Anwesenheit der Oligomere
Glul0 und Glu20 kleinere Kristalle entstanden als bei den andern Kristallisationsexperimen-

ten.
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5.2.5 Einfluss von Peptiden auf die Kristallstruktur von Struvit

Um den Einfluss der Additive Glul, GluS, Glul0O und Glu20 auf die Kristallphase von
Struvit zu iiberpriifen, wurden die Kristalle mit einem Pulverdiffraktometer untersucht
(Abbildung 5.15). Die erhaltenen Diffraktogramme wurden mit der PDF-2-2004-Datenbank
abgeglichen.

b —— 0.1 mmol/L Glu20
—— 0.1 mmol/L Glu10
—— 0.1 mmol/L Glu5
—— 0.1 mmol/L Glu1
—— Referenz

002)
(111)

=

(012)
(022)

Ll

L, LJ TS S
20

26/ Grad 40

Abbildung 5.15: Diffraktogramme von Struvit-Kristallen, die ohne und mit dem Zusatz der Additive Glul, Glu5, Glu10
und Glu20 der Konzentration 0.1 mmol/L hergestellt wurden (Senkrechte Linien griin: Referenzsignale
von Struvit [PDF-2 77-2303]).

Da Struvit nur in einer Modifikation existiert, weisen alle Diffraktogamme dasselbe Sig-
nalmuster auf, obwohl unterschiedliche relative Intensititsverhiltnisse der Reflexe beobachtet
werden konnen. Es lédsst sich erkennen, dass Glu20 die niedrigsten Signalintensitdten auf-
weist. Eine unterschiedliche Intensitidt konnte auf unterschiedliche Verhéltnisse der Dimensi-
onen der Kristallite hinweisen, jedoch kann, durch die Vorbereitung der Probe, eine Vorzugs-

orientierung (,,preferred orientation ‘) der Kristalle nicht ausgeschlossen werden.
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5.3 Kristallisation auf der Oberflache von funktionalisierten Latex-
partikeln

Um den Effekt von biogenen Makromolekiilen auf die Kristallisation zu untersuchen, wur-
den mit Glu20-AS funktionalisierte Latexpartikel mittels Miniemulsionspolymerisation syn-
thetisiert. Die hergestellten Latexpartikel wurden mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung
untersucht und weisen eine bimodale TeilchengréBenverteilung mit den mittleren Durchmes-

sern von ca. 80 nm und 340 nm auf, wie in Abbildung 5.16 zu erkennen ist.
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Abbildung 5.16: Teilchengrofenverteilung der synthetisierten Latexpartikel (NICOMP Verteilung).

Das Zetapotential der verdiinnten Dispersion in einer 0.1 M KCI-Losung bei pH 9 betrug
—13.58 mV. Die nicht funktionalisierten Vergleichspartikel hatten unter denselben Bedingun-
gen das Zetapotential von —3.46 mV. Aufgrund dessen lédsst sich vermuten, dass die Funktio-
nalisierung mit dem Makromonomer Glu20-AS an der Oberfliche der Teilchen evtl. stattfand.

Dies ist jedoch kein eindeutiger Beweis. Die Untersuchung der funktionalisierten Latexparti-

Abbildung 5.17: Mikrographien der funktionalisierten Latexpartikel (a) und der Vergleichspartikel (b).
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Die Vergleichspartikel, mit einem mittleren Durchmesser (bestimmt mit DLS) von ca. 225
nm, sind wesentlich monodisperser. Daraus lésst sich schlielen, dass die Synthesebedingen
der funktionalisierten Latexpartikel nicht optimal waren und kein monodisperseres System

erzeugt werden konnen.

Zur Abscheidung von Calciumoxalat an der Oberfldache der funktionalisierten Latexparti-
kel wurde Calciumchlorid Dihydrat in der Latex-Dispersion gelost und 2 h geriihrt. Das lange
Rithren war notwendig, damit die Calciumionen von den Oligo-L-Glutaminsidure-Ketten
komplexiert werden konnten. Durch die Komplexierung befanden sich die Calciumionen nah
an der Oberfldche der Latexpartikel, auf der die Abscheidung stattfinden sollte. Die Abschei-
dung von Calciumoxalat auf der Oberfliche wurde durch das Zutropfen der
Natriumoxalatlosung mit einer Zutropfgeschwindigkeit von 0.1 mL/min induziert. Das lang-
same Zutropfen war notig, um einen raschen Anstieg des Sittungsgrades und die daraus resul-
tierende Prézipitation von Calciumoxalat zu vermeiden.

Anhand der in Abbildung 5.18 gezeigten REM-Aufnahme lésst sich erschlieBen, dass eine
erfolgreiche Abscheidung von Calciumoxalat auf der Oberfldche der funktionalisierten Latex-
partikel stattfand. Des Weiteren kann die REM-Aufnahme eingeschrinkt als Beweis fiir die
Funktionalisierung der Latexpartikel mit dem Makromonomer Glu20-AS gesehen werden. Es
lasst sich jedoch nicht ausschlieen, dass statt einer Funktionalisierung eine Adsorption der
Latexpartikel stattfand. AuBBerdem wurde eine Abscheidung an den Vergleichspartikeln nicht
durchgefiihrt, was die Beweiskraft der vorhergehenden Aussage mindert. Die beibehaltene
Kugelform der Latexpartikel deutet darauf hin, dass die funktionalisierten Latexpartikel als

Template eingesetzt werden konnen.

Abbildung 5.18: REM-Aufnahme der funktionalisierten Latexpartikel nach der Abscheidung von Calciumoxalat.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der Diplomarbeit wurden Oligomere der L-Glutaminsdure der Kettenldnge 5,
10 und 20 synthetisiert und ihr Einfluss auf die Kristallisation von Calciumoxalat und Struvit
in Abhéngigkeit ihrer Konzentration untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass durch den
Zusatz der Oligomere die Kristallisationsgeschwindigkeit gehemmt und die Kristallstruktur
von Calciumoxalat beeinflusst werden kann. Dabei hat es sich erwiesen, dass die Kettenldnge
des eingesetzten Oligomeres maBlgebend auf die Kristallisationskinetik und Kristallstruktur
auswirkt und die Konzentration der Carboxylgruppen eine untergeordnete Rolle spielt. Es
konnte nachgewiesen werden, dass durch den Einsatz langkettiger Oligomere (GlulO und
Glu20) selbst in geringen Konzentrationen die Kristallphase von Calciumoxalat verdndert
wurde. Auflerdem wurde bewiesen, dass die Inhibierung der Kristallisationsgeschwindigkeit
durch eine Adsorption nach Freundlich stattfand, wodurch auch der Einfluss auf die Kristall-
struktur erkldrt wurde. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass kurzkettige Oligomere
(Glul und Glu5) nur einen geringen Einfluss auf die Kristallisationsgeschwindigkeit haben,
sich aber dennoch in hohen Konzentrationen verdndernd auf die Morphologie von
Calciumoxalat auswirken konnen. Calciumoxalat konnte erfolgreich auf der Oberfliche von
funktionalisierten Latexpartikeln abgeschieden werden, was ihre Funktion als Templat besta-
tigte. Bei den Kristallisationsversuchen von Struvit konnte ebenfalls festgestellt werden, dass

die Kettenldnge der Oligomere entscheidend fiir die Bildung anderer Morphologien ist.

Nachdem erfolgreich gezeigt wurde, dass sich das 20-mer und das 10-mer inhibierend auf
die Kristallisationsgeschwindigkeit von Calciumoxalat auswirken, bleibt es zu iiberpriifen, ob
es sich bei Struvit genauso verhilt. Dafiir muss ein geeigneter Sensor fiir das Triibungsmess-
gerit gefunden werden, der auch bei niedrigen Triibungsgraden zuverldssige Messergebnisse
liefert. Des Weiteren konnen noch lingere L-Glutaminsiduresequenzen synthetisiert werden,
um die erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren und die Abhédngigkeit der Kettenldnge auf den
Kristallisationsverlauf zu tiberpriifen. Auerdem kann noch der Einfluss anderer Oligo- bzw.
Polyaminosduren auf die Reaktionskinetik und Kristallstruktur von Calciumoaxalat und
Struvit untersucht werden, um die bereits erhaltenen Ergebnisse zu bestitigen. Abgesehen von
Aminosduren konnen noch andere Additive bei der Kristallisation eingesetzt werden, um die
Kristallstruktur zu veridndern und das Kristallwachstum zu hemmen. Bei den synthetisierten,
funktionalisierten Latexpartikeln konnen das Miniemulsionssystem und die Reaktionsbedin-
gungen optimiert werden, um monodispersere Partikel zu erhalten. Weiterhin kann versucht
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werden, Struvit auf der Oberfliche der Latexpartikel abzuscheiden, um die Selektivitit der
Abscheidung zu iiberpriifen. Im allgemeinen kann das Thema der peptidgesteuerten Minerali-
sation auf andere wichtige Biomineralien wie z.B. Calciumcarbonat und Hydroxylapatit aus-

gedehnt werden.
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7 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

CE Kapillarelektrophorese

CMC kritische Mizellenkonzentration

DCM Dichloromethan

DIPEA N,N-Di-isopropyl-ethylamin

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMF N,N-Dimethylformamid

GIL. Gleichung

Glul L-Glutaminséiure

Glu5 Pentamer der L-Glutaminséure

Glul0 Decamer der L-Glutaminséure

Glu20 Icosamer der L-Glutaminséure

Glu20-AS mit Acrylsidure funktionalisiertes Icosamer der L-Glutaminsédure

h Stunde

Hp PlateauhShe

HBTU [2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetra-
methyluroniumhexafluorophosphat]

HOBt N-Hydroxybenzotriazol-Hydrat

HPMC Hydroxymethylpropylcellulose

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

ISA ion strength adjustment

ISE Ionen-selektive-Elektrode

Lutensol AT50 Polyalkylenglykolether

M molar ( = mol/L)

MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight mass spec-
trometry

min Minute

L Liter

NMP N-Methyl-2-pyrrolidon

NMR Kernspinresonanz

REM Rasterelektronenmikroskopie

Tab. Tabelle
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TFA
TIS

U/min
V59
XRD

Trifluoressigsdure
Triisopropylsilan

Sekunde

Umdrehungen pro Minute
2,2’-Azobis-(2-methylbutyronitril)]

Rontgenbeugung
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