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Zusammenfassung 1

1  Zusammenfassung

In Biomineralisationsprozessen aus der belebten Natur scheiden sich anorganische Materi-
alien auf organischen Templaten (Biomakromolekiile) ab. Funktionelle Gruppen der Mak-
romolekiile steuern dabei die Abscheidung aus einer wassrigen Losung sowie die Struktu-
rierung des anorganischen Materials.[23] Dabei sind spezifische Wechselwirkungen zwi-
schen dem organischen Templat und dem anorganischen Material von Bedeutung.[*-7] Die
Materialbildung findet unter Umgebungsbedingungen in wassrigen Systemen statt.[*8] Fiir
technisch interessante Materialien wie Zirkoniumdioxid (Zr0Oz) stellt die energieeffiziente
Herstellung praziser Nanostrukturen eine technische Herausforderung dar. Daher wurden
im Rahmen dieser Arbeit die Prinzipien der Biomineralisation auf die Herstellung von Zir-
konium-basiertem Material (ZrbM) iibertragen. Hierzu gehorte die Materialbildung durch
Mineralisation aus einer ZrOCl;-Losung sowie eine gezielte Mineralisation auf bioorgani-
schen M13-Bakteriophagentemplaten. Um die ,biologische Spezifitat” in Biomineralisati-
onsprozessen auf die Bildung von ZrbM zu iibertragen, wurden Peptide mittels Phagen-
Display identifiziert, die spezifisch an ZrO; binden. Mittels genetischer Modifikation wur-
den diese ZrOz-Bindepeptide auf der Phagenoberflache prasentiert. Der Einfluss von gene-
tisch modifizierten und wt-Phagen auf die Mineralisation von ZrbM wurde untersucht. Ge-
nerell waren zwei Moglichkeiten der Mineralisation vorstellbar: (i) Mineralisation durch
heterogene Keimbildung auf dem Phagentemplat und (i) Mineralisation durch homogene
Keimbildung in Losung mit anschliefender Abscheidung der gebildeten Partikel auf dem
Templat.[] Fiir beide Materialbildungsmechanismen waren sowohl fiir die Untersuchung
des Templateinflusses, als auch fiir die spatere Mineralisation von Schichten spezielle An-
forderungen an die Mineralisationslésung gestellt. Um den Anforderungen einer grofden
Interaktionsflache zwischen Templat und Partikeln (homogene Keimbildung) oder kleiner
Zr-Spezies (heterogene Keimbildung) und der Templatstabilitat gerecht zu werden, musste
zunichst eine geeignete Mineralisationslosung etabliert werden. Neben einem relativ ho-
hen pH-Wert (> 2) und einer niedrigen Temperatur < 80 °C war hierbei die Bildung von
Nanopartikeln, die stabil gegen Partikelagglomeration sind, erforderlich. Als Mineralisati-
onssystem wurde eine ZrOCl;-Losung in einem Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch

verwendet. Zur Etablierung einer Mineralisationslosung, die den beschriebenen Anforde-
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rungen entspricht, ist es wichtig, den Partikelbildungs- und Partikelwachstumsmechanis-
mus bei verschiedenen Prozessparametern wie Salzkonzentration, Temperatur oder Etha-
nolgehalt zu kennen. Hierfiir wurden umfangreiche Untersuchungen des Partikelwachs-
tums in einer ZrOCl;-Losung mit einem Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch vorge-
nommen. Dabei gaben DLS-Messungen (dynamische Lichtstreuung, engl.: Dynamic Light
Scattering, DLS) der Mineralisationslosung Auskunft iiber die Grofse der gebildeten Partikel
und liber das Partikelwachstum. In Kombination mit ICP-OES-Messungen (optische Emis-
sionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma, engl.: Inductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectrometry, ICP-OES) die den Verbrauch an Zr-Spezies durch die Parti-
kelbildung zeigten, wurde der Partikelwachstumsmechanismus beschrieben. So konnten
Parameter identifiziert werden, die ein schnelles Partikelwachstum durch Agglomeration
verhindern und die Bildung einer stabilen Dispersion ermdglichten. Die umfassende Unter-
suchung des Mineralisationssystems zeigte, dass die Partikelagglomeration hauptsachlich
durch den pH-Wert, die Temperatur und den Ethanolgehalt beeinflusst wird. Ein niedriger
pH-Wert, eine niedrige Temperatur sowie ein niedriger Ethanolgehalt konnen die Agglo-
meration verhindern und eine stabile Dispersion gewahrleisten. Als Mineralisationssystem,
das den beschriebenen Anforderungen an die Mineralisation entspricht, wurde das System
mit 20 mM ZrOClz, 80 Vol % Ethanol und einer Mineralisationstemperatur von 25 °C (Zim-
mertemperatur, ZT) etabliert. Hier bildeten sich bei pH 2,12 {iber einen Zeitraum von
90 min Partikel mit einer nahezu konstanten Partikelgrofie von 12 nm bis 17 nm. Das Mi-
neralisationsprodukt dieses Mineralisationssystems wurde umfangreich charakterisiert. Es
wurde gezeigt, dass im Mineralisationsprodukt kleine Mengen an Cl- und Ethanol-Spezies,
wie zum Beispiel briickenbildende Ethoxygruppen zwischen zwei Zr-lonen oder koordi-
nierte Ethanol-Molekiile vorliegen. Fiir das Mineralisationsprodukt wurde eine Zusammen-
setzung von Zrs0s(0C2Hs)2(OH)2Cls vorgeschlagen. Die Mineralisationstemperatur hatte
dabei keinen Einfluss auf die Zusammensetzung und die Dichte des ZrbMs. Somit ergab
sich, dass sich die Mineralisationsprodukte, die wahrend der Mineralisation bei ZT und bei
60 °C entstanden, nicht voneinander unterschieden. Bei ZT wurde der Einfluss eines Bio-
templats auf die Mineralisation von ZrbM untersucht. Zur Mineralisation von Schichten aus

ZrbM wurde die Mineralisationstemperatur auf 60 °C erhoht.

Auf Grundlage der umfassenden Untersuchungen des Mineralisationssystems wurde die

Partikelbildung und das Partikelwachstum in einer Kooperation mit Dipl.-Ing. W. Halter
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(Prof. Dr.-Ing. F. Allgdwer, Universitat Stuttgart) modelliert. Neben Wachstum durch mole-
kulare Addition von kleinen Zr-Tetrameren/Oktameren wurde auch ein Wachstums-
mechanismus durch Agglomeration von Primarpartikeln angenommen. Die Simulation des
Partikelwachstums stimmte sehr gut mit den experimentellen Daten bei unterschiedlichen
Mineralisationsbedingungen tiberein. Es wurde gezeigt, dass das eingefiihrte Modell den
Partikelbildungs- und Wachstumsprozess im Bereich der getesteten Prozessparameter
realititsnah abbildet. Das entwickelte Modell kann auch auf andere Mineralisations-
systeme libertragen werden, bei denen Partikelwachstum durch molekulare Addition oder
Partikelagglomeration stattfindet. Somit steht eine Mdglichkeit zur Verfiigung, um ohne
umfangreiche experimentelle Untersuchungen Parameter wie Temperatur und Salz-
konzentration von Mineralisationssystemen zu identifizieren, die zur Bildung stabiler Na-
nopartikel fithrt und dadurch die Mineralisation homogener Funktionsmaterialien ermog-

licht.

Das etablierte Mineralisationssystem (20 mM ZrOClz, 80 Vol % Ethanol bei ZT) wurde ein-
gesetzt, um den Einfluss von ZrOz-Bindepeptiden auf die Abscheidung von Zirkonium-
basiertem Material zu untersuchen. Hierfiir wurden zunachst 7-mer Peptide mittels Pha-
gen-Display identifiziert, die spezifisch an tetragonales (¢-) und/oder kubisches (c-) ZrO:
binden. Die Peptide sollten in der Mineralisationslosung, die einen pH-Wert von 2 aufweist,
spezifisch an ZrO; binden. Bei einem Standard-Phagen-Display werden allerdings Peptide
identifiziert, die bei pH 7,5 spezifisch an das Zielmaterial binden. Daher war zunachst eine
Anpassung des Phagen-Displays an die Selektion von Peptiden aus einem sauren Medium
erforderlich. Mit dem neu etablierten ,sauren” Phagen-Display (,acidic“ Phage Display
(aPhD)), das in dieser Arbeit das erste Mal beschrieben wird, konnen Peptide identifiziert
werden, die unter sauren Bedingungen spezifisch an t- und/oder c¢-ZrO; binden. Um den
Einfluss der Peptideigenschaften auf das Bindungsverhalten zu untersuchen, wurde ein
Bindungsassay durchgefiihrt. Mit diesem wurde die Bindungsstarke der mehrfach isolier-
ten Peptide fiir die Bindung an c-ZrO; analysiert. Durch das Bindungsassay konnte die Hy-
pothese aufgestellt werden, dass hydrophobe und polare Wechselwirkungen die
Hauptwechselwirkungen sind, die zur Bindung der Peptide an ZrO; fiihren. Es wurde ge-
zeigt, dass die Bindungsstiarke mit steigender Anzahl an polaren Aminosiauren und/oder
mit zunehmender Hydrophobizitiat der Bindepeptide zunahm. Zudem wurde ein potentiel-

les Bindemotiv mit der Aminosdurensequenz SXS identifiziert. Auch hier spielten polare



4 Zusammenfassung

Wechselwirkungen eine Rolle. Die Kombination der Flexibilitat der Serineinheiten in der
Peptidkette und der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit Wassermolekiilen
des Suspensionsmittels fiihrten zu einer Konformation der Bindepeptide, die die Bildung

starker polarer Wechselwirkungen des Bindemotivs SXS mit ZrO; ermoglichten.

Um den Einfluss der Bindepeptide auf die Mineralisation von ZrbM zu untersuchen, wur-
den die mehrfach isolierten Peptide ct5-1, ¢5-1 und ct5-2 mittels genetischer Modifikation
auf der Phagenoberflache prasentiert, wo sie als Fusionsprotein mit dem Haupthiillprotein
pVIII vorlagen. Die modifizierten Phagen wurden im Vergleich zu Wildtyp (wt)-Phagen als
Biotemplat zur Mineralisation verwendet. Zur Untersuchung der Abscheiderate wurden die
Phagen auf einem Substrat immobilisiert. Um die Hohenzunahme der Phagen durch Mine-
ralisation mittels AFM zu bestimmen, war eine selektive Mineralisation der Biotemplate
notig. Die Verwendung eines hydrophoben FDTS-modifizierten Si-Wafers mit einer gerin-
gen Oberflachenrauigkeit erwies sich hierfiir als geeignet. Die modifizierten Phagen zeigten
im Vergleich zu wt-Phagen eine hohere Abscheiderate. Es wurde beobachtet, dass eine
grofdere Anzahl an Serinmolekiilen in den ZrO;-Bindepeptiden zu einer erhohten Abschei-
derate fiihrte. Hieraus folgte, dass die hohere Anzahl an Hydroxygruppen auf der Phagen-
oberflache zu einem schnelleren Schichtwachstum durch Kondensationsreaktionen mit
den hydroxylierten Zr-Tetrameren/Oktameren fiihrte. Interessanterweise zeigten die Pep-
tide, die zu einer schnelleren Abscheiderate fiihrten gleichzeitig auch eine starkere Bin-
dung zu ZrO2. Diese Korrelation lag sowohl innerhalb der modifizierten Phagen, als auch im
Vergleich zu wt-Phagen vor. Der Einfluss der ZrO;-Bindepeptide auf die Mineralisation von
ZrbM lasst sich damit folgendermafden beschreiben: ZrOz-Bindepeptide mit einer starken
Affinitat zu ZrO; filhren zu einer starkeren Anziehung von Zr-Tetrameren/Oktameren an
das Biotemplat. Die Hydroxygruppen des Biotemplats fiihren durch Kondensationsreaktio-
nen mit hydroxylierten Zr-Tetrameren/Oktameren zu einer heterogenen Keimbildung auf
dem Biotemplat. Die Bindungsstarke und Kondensationsreaktionen sind dabei abhangig
von der Anzahl an polaren Hydroxygruppen. Eine hohere Anzahl fiihrt zu einer starkeren
Bindung und gleichzeitig zu einer schnelleren Keimbildung durch Kondensationsreaktio-
nen. Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit die Fahigkeit der Phagen zur Selbstas-
semblierung genutzt, um dichte Phagenschichten zur Mineralisation von ZrbM-Schichten
herzustellen. Als Biotemplat ermoglichten die Phagenschichten die Mineralisation homo-

gener Schichten aus ZrbM bei 60 °C. Die Schichtdicke konnte dabei tiber die Anzahl an Mi-
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neralisationszyklen kontrolliert werden. Es lag eine Wachstumsrate von circa 1 nm pro

Zyklus (5 min) vor.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusatzlich untersucht, ob bestimmte chemische Oberfla-
chen, das heifst bestimmte Materialien oder auch bestimmte funktionelle Gruppen, eine
Adhasion von Staphylococcus aureus (S. aureus) auf einer Materialoberflache unterdriicken
konnen. S. aureus ist ein pathogenes Bakterium, welches zur Bildung von Biofilmen, zum
Beispiel auf Implantaten, und dadurch zu einem Implantatverlust bis hin zu lebensbedroh-
lichen Komplikationen fithren kann.[1%] Die Biofilmbildung kann effektiv unterbunden wer-
den, indem die Bakterienadhdsion auf Oberflichen verhindert wird. Daher wurde im Rah-
men dieser Arbeit untersucht, ob bestimmte Oberflachen die Bakterienadhision unterdrii-
cken konnen. Hierzu wurde die Bakterienadhdsion von S. aureus auf einer Phagenschicht,
einer Schicht aus ZrbM und einer Siliziumdioxid (SiO2) Schicht untersucht (Dr. P. Popella,
Prof. Dr. F. Gotz, Universitat Tiibingen). Auf der Phagenschicht wurde im Vergleich zu einer
SiO2-Schicht und einer Schicht aus ZrbM eine sehr geringe Bakterienadhasion beobachtet.
Die Untersuchungen verschiedener Einflussfaktoren auf die Bakterienadhdsion zeigten,
dass die Bakterienadhdsion an der SiO;-Schicht und der ZrbM-Schicht durch die Oberfla-
chenrauigkeit (nanoskalige Rauigkeit), die Hydrophobizitit und die Oberflachenladung
beeinflusst werden kann. Bei der Phagenschicht korrelierten weder die Oberflachenladung,
noch die Oberflachenrauigkeit und die Hydrophobizitit im Vergleich zu den anorganischen
Materialoberflaichen mit der Bakterienadhasion. Dies lief} darauf schliefden, dass die gerin-
ge Bakterienadhdsion auf der Phagenschicht auf die biochemische Zusammensetzung der
Hiillproteine, vor allem auf die Abwesenheit spezifischer Bindedomanen (Ligand-Rezeptor-

Wechselwirkungen), zuriickzufiihren ist.
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2 Summary

In biomineralisation processes in living nature, inorganic materials are deposited on organ-
ic templates (biomacromolecules). Thereby, functional groups of the macromolecules con-
trol the material deposition from an aqueous solution as well as the structuring of the inor-
ganic material.[23] Specific interactions between the organic template and the inorganic
material are of importance.[*-7] Biomineralisation takes place under ambient conditions.[*8!
For technically interesting materials such as zirconium dioxide (ZrO:), the energy-efficient
production of precise nanostructures represents a technical challenge. Therefore, within
the scope of this work the principles of biomineralisation were transferred to the produc-
tion of zirconium-based material (ZrbM). This included material formation by mineralisa-
tion from a ZrOCl; solution and targeted mineralisation on bioorganic M13-bacteriophage
templates. In order to transfer the "biological specificity” in biomineralisation processes to
the formation of ZrbM, peptides were identified by phage display, which specifically bind to
Zr0;. By genetic modification these ZrO:-binding peptides were presented on the phage
surface. The influence of genetically modified and wildtype (wt) phages on the mineralisa-
tion of ZrbM was investigated. In general, two possibilities of mineralization were conceiv-
able: (i) mineralisation by heterogeneous nucleation on the phage template, and (ii) miner-
alisation by homogeneous nucleation in solution with subsequent deposition of the formed
particles on the template.l®] For both material formation mechanisms, special requirements
were placed on the mineralization solution. This applies both to the investigation of the
template influence and to the mineralization of layers. In order to meet the requirement of
a large interaction surface between template and particles (homogeneous nucleation) or
template and Zr-containing molecules (heterogeneous nucleation) and the requirement of
template stability, a suitable mineralization solution had to be established first. In addition
to a relatively high pH value (> 2) and a low temperature < 80 °C, the formation of nanopar-
ticles, which are stable against particle agglomeration, was necessary. A ZrOClz solution
with an ethanol/water-solvent mixture was used as mineralisation system. In order to es-
tablish a mineralisation solution that meets the described requirements, it is important to
know the particle-formation and particle-growth mechanism at different process parame-

ters such as salt concentration, temperature or ethanol content. For this purpose, extensive
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investigations of particle growth in a ZrOCl; solution with an ethanol/water-solvent mix-
ture were carried out. DLS (Dynamic Light Scattering, DLS) measurements of the minerali-
sation solution provided information on the size of the formed particles and on the particle
growth. In combination with ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spec-
trometry, ICP-OES) measurements, which revealed the consumption of Zr species by parti-
cle formation, the particle-growth mechanism was described. Thus, parameters could be
identified which prevented rapid particle growth by agglomeration and enabled the for-
mation of a stable dispersion. The comprehensive investigation of the mineralisation sys-
tem showed that particle agglomeration is mainly influenced by pH, temperature and etha-
nol content. Low pH, low temperature and low ethanol content can prevent particle
agglomeration and ensure stable dispersions. A mineralisation system with 20 mM ZrOCl,
80 Vol % ethanol and a mineralisation temperature of 25 °C (room temperature, RT) was
established to meet the described mineralisation requirements. At pH 2.12, particles with
an almost constant particle size of 12 nm to 17 nm were formed over a time period of
90 minutes. The mineralisation product of this mineralisation system was extensively
characterized. It was shown that the mineralisation product contains small amounts of CI
and ethanol species such as bridging ethoxy groups between two Zr ions or coordinated
ethanol molecules. For the mineralisation product a composition of Zrs0¢(OC2Hs)2(0OH)2Cls
was proposed. The mineralisation temperature had no influence on the composition and
density of the ZrbM. Thus, it was found that the mineralization products formed during
mineralization at RT or at 60 °C did not differ from each other. At RT the influence of a bio-
template on the mineralisation of ZrbM was investigated. The mineralisation temperature

was increased to 60 °C for the mineralisation of ZrbM layers.

Based on comprehensive investigations of the mineralisation system, particle formation
and particle growth were modelled in cooperation with Dipl.-Ing. W. Halter (Prof. Dr.-Ing. F.
Allgower, University of Stuttgart). In addition to growth by molecular addition of small Zr
tetramers/octamers, a growth mechanism by agglomeration of primary particles was also
considered. The simulation of particle growth corresponded very well with the experi-
mental data at different mineralisation conditions. It was shown that the introduced model
realistically reflects the particle formation and growth process in the range of the tested
process parameters. The developed model can also be transferred to other mineralisation

systems where particle growth takes place by molecular addition or particle agglomera-
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tion. Thus, a general approach is now available to identify parameters, such as temperature
and salt concentration of mineralisation systems, which lead to the formation of stable na-
noparticles and thus enable the mineralisation of homogeneous functional materials with-

out extensive experimental investigations.

The established mineralisation system (20 mM ZrOClz, 80 Vol % ethanol at RT) was used to
investigate the influence of ZrO;-binding peptides on the deposition of ZrbM. To this end,
7-mer peptides were first identified by means of a phage display, which specifically bind to
tetragonal (t-) and/or cubic (c-) ZrO2. The peptides should bind specifically to ZrO; in the
mineralisation solution, which has a pH value of 2. In a standard phage display, however,
peptides are identified that bind specifically to the target material at pH 7.5. Therefore, it
was first necessary to adapt the phage display to the selection of peptides from an acid me-
dium. With the newly established "acidic”" phage display (aPhD), which is described for the
first time in this work, it is possible to identify peptides that specifically bind to ¢- and/or
¢-Zr0; under acidic conditions. In order to investigate the influence of peptide properties
on binding to Zr0O, a binding assay was performed. The binding strength of the peptides,
which have been isolated several times, for binding to c-ZrO; was analyzed. The binding
assay revealed that hydrophobic and polar interactions are the main interactions leading to
the binding of peptides to ZrO;. It was shown that the binding strength increased with in-
creasing number of polar amino acids and/or with increasing hydrophobicity of the bind-
ing peptides. In addition, a putative binding motif with the amino acid sequence SXS was
identified. Polar interactions also played a role here. The combination of the flexibility of
the serine residues in the peptide chain and the formation of hydrogen bonds with water
molecules of the suspension agent led to a conformation of the binding peptides, which

enabled the formation of strong polar interactions of the binding motif SXS with ZrOo.

In order to investigate the influence of binding peptides on the mineralisation of ZrbM, the
multiple isolated peptides ct5-1, c5-1 and ct5-2 were expressed as fusion proteins with the
major coat protein pVIII of M13 bacteriophage. This was achieved by genetic modification
of the phages. The modified phages were used as biotemplate for mineralisation in compar-
ison to wild type (wt)-phages. To investigate the deposition rate, the phages were immobi-
lized on a substrate. Selective mineralisation of the biotemplate was necessary to deter-

mine the increase in height of the phage by mineralisation using AFM. The use of a hydro-
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phobic FDTS-modified Si wafer with a low surface roughness proved to be effective. The
modified phages showed a higher deposition rate compared to wt phage. It was observed
that a larger number of serine molecules in the ZrOz binding peptides led to an increased
deposition rate. Thus, it was concluded that the higher number of hydroxy groups on the
phage surface led to faster layer growth due to condensation reactions with the hydrox-
ylated Zr tetramers/octamers. Interestingly, the peptides that led to a faster deposition
rate also showed a stronger binding to ZrO2. This correlation was present within the modi-
fied phages and also in comparison to the wt phage. The influence of ZrO; binding peptides
on the mineralisation of ZrbM can thus be described as follows: ZrO; binding peptides with
a strong affinity to ZrO: lead to a stronger attraction of Zr tetramers/octamers to the bio-
template. The hydroxy groups of the biotemplate lead to a heterogeneous nucleation on the
biotemplate by condensation reactions with hydroxylated Zr tetramers/octamers. The
binding strength and condensation reactions depend on the number of polar hydroxy
groups. A higher number leads to a stronger binding and at the same time to a faster nucle-
ation by condensation reactions. Furthermore, the ability of phages to self-assemble was
used within the scope of this work to produce dense phage layers for mineralisation of
ZrbM layers. As a biotemplate, the phage layers enabled the mineralisation of homogene-
ous ZrbM layers at 60 °C. The layer thickness could be controlled by the number of mineral-

isation cycles. The growth rate was about 1 nm per cycle (5 min).

As a last part of this work further investigations were carried out to see whether certain
chemical surfaces, i.e. certain materials or certain functional groups, can inhibit adhesion of
Staphylococcus aureus (S. aureus) to a material surface. S. aureus is a pathogenic bacterium
which can lead to the formation of biofilms, for example on implants, and thus lead to im-
plant loss or even life-threatening complications.[1%] Biofilm formation can be effectively
prevented by preventing bacterial adhesion to surfaces. Therefore, investigations were
done to see whether certain surfaces can suppress bacterial adhesion. For this purpose the
bacterial adhesion of S. aureus on a phage layer, a layer of ZrbM and a silicon dioxide (SiOz)
layer was investigated (Dr. P. Popella, Prof. Dr. F. Gotz, University of Tiibingen). Compared
to a SiO; and a ZrbM layer, very low bacterial adhesion was observed on the phage layer.
The investigations of various factors influencing bacterial adhesion showed that bacterial
adhesion to the SiO; layer and the ZrbM layer can be influenced by surface roughness (na-

noscale roughness), hydrophobicity and surface charge. In the phage layer, neither the sur-
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face charge nor the surface roughness and hydrophobicity correlated with bacterial adhe-
sion in comparison to the inorganic material surfaces. This led to the conclusion that the
low bacterial adhesion on the phage layer is due to the biochemical composition of the
N-terminal part of the major coat proteins pVII], in particular to the absence of specific

binding domains (ligand-receptor interactions).
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3 Einleitung

Durch Biomineralisationsprozesse von lebenden Organismen entstehen Biominerale mit
herausragenden Eigenschaften.[*11] Ein Beispiel ist Perlmutt, das im Inneren von Mollus-
kenschalen vorkommt. Perlmutt tiberzeugt durch seine hohe Festigkeit und Bruchzahig-
keit, die auf die Strukturierung des Hybridmaterials aus organischem und anorganischem
Material auf verschiedenen Langenskalen zuriickzufiihren sind (s. 4.4.1).[1213] Bei Biomine-
ralisationsprozessen wird die Mineralisation des anorganischen Materials haufig durch
Biomakromolekiile induziert.[214] Dabei sind spezifische Wechselwirkungen zwischen dem
organischen Templat (Biomakromolekiile) und dem anorganischen Material von Bedeu-
tung. Es entstehen Biominerale mit definierter Grofde, Form und Orientierung, gesteuert
durch den lebenden Organismus.l*-7] Die Materialbildung findet unter Umgebungsbedin-
gungen in wassrigen Systemen statt.[*8] Fiir technisch interessante Materialien wie Sulfide
(Cadmiumsulfid), Oxide (Zirkoniumdioxid (ZrOz), Titandioxid, Zinkoxid) oder Metalle (Sil-
ber) stellt die energieeffiziente Herstellung praziser Nanostrukturen eine technische Her-
ausforderung dar. Daher besteht ein grofder Forschungsbereich darin, die Prinzipien der
Biomineralisation auf die Herstellung von Funktionsmaterialien zu tibertragen (s. 4.5). Dies
beinhaltet die Materialbildung durch Mineralisation aus einer Losung sowie eine gezielte
Mineralisation auf organischen Templaten mit definierten Funktionalitaten. Auf diese Wei-
se konnen die Materialbildung und auch die Materialeigenschaften gezielt beeinflusst wer-
den. Zirkoniumdioxid (ZrO:) ist ein sehr interessantes Oxidmaterial, das aufgrund seiner
herausragenden, vielseitigen Eigenschaften ein breites Anwendungsgebiet (s.4.1)
umfasst.[15-22] Fiir die Bildung von ZrO; wurden bereits verschiedene organische Template
zur Schichtbildung eingesetzt. Neben alternierenden Schichten aus Polykationen und
-anionen, die ein geladenes organisches Templat bilden[23], wurden selbstassemblierende
Monoschichten (engl. Self-assembled monolayers, SAM) mit funktionellen Silanol- und
Octadecylgruppen(24 sowie Sulfonsdure- und Methylgruppen(?52¢] verwendet. Auch natiir-
liche Biomakromolekiile dienten als Templat zur ZrO; Bildung. Es konnte gezeigt werden,
dass Silikatein die Bildung von Zirkonium-basiertem Material induziert.[27] Das Enzym Sili-
katein katalysiert bei der nattirlichen Biosilikabildung in Schwammnadeln die Mineralbil-

dung (s.4.4.2). Auch Proteine wie Lysozyml[28], Rinderserumalbumin(?9] und Gelatinel2°]



14 Einleitung

wurden bereits als Templat fiir die Bildung von Zirkonium-basiertem Material verwendet.
Bisher wurden allerdings hauptsachlich unspezifische Wechselwirkungen, wie van der
Waals Wechselwirkungen und elektrostatische Wechselwirkungen betrachtet. Die Uber-
tragung der ,biologischen Spezifitit“ in Biomineralisationsprozessen auf die Bildung von
technisch interessanten Materialien ist ein vielversprechender Ansatz um sowohl die Mate-
rialbildung als auch die Funktionalitdt der Materialien zu kontrollieren.[30! So konnte be-
reits mit Hilfe von Peptiden, die spezifisch an ZrOz binden, biomineralisiertes ZrOz mit Pho-
tolumineszenzeigenschaften mineralisiert werden.[31l Die dabei entstandene Photolumi-
neszenzeigenschaft wurde auf die Wechselwirkung zwischen spezifischen Bindepeptiden
und ZrO; zuriickgefiihrt. Eine spezifische Wechselwirkung, die zur Bindung an ZrO: fiihrt
(ZrO2-Bindepeptide), kann auch einen bedeutenden Einfluss auf die Mineralisation von
ZrOz aus einer Zirkonium haltigen Salzlosung haben. Solche Einfliisse sind bekannt von
Biomineralisationsprozessen in der belebten Natur. Fiir die Bildung von Biomineralien, die
durch Biomakromolekiile induziert wird, ist sowohl die molekulare Erkennung als auch die
Bindung an das anorganische Material ein wesentlicher Faktor.[2332] Der Einfluss spezifi-
scher ZrO;-Bindepeptide, als organische Template, auf die Mineralisation von Schichten
aus Zirkonium-basiertem Material (ZrbM) wurde bisher noch nicht untersucht. Dies wurde
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt. Dabei wurden ZrOz-Bindepeptide auf der Oberfla-
che von M13-Bakteriophagen (kurz: Phagen) prasentiert (s. 6.2.2). Phagen haben eine Lan-
ge von circa 1 um und einen Durchmesser von 6,5 nm (s. 4.6).331 Auf der Phagenoberflache
befinden sich 2700 Kopien des Hiillproteins pVIII, an welches das ZrO;-Bindepeptid fusio-
niert wurde. So konnte ein nanostrukturiertes, organisches Templat mit einer hohen Funk-
tionalitat gebildet werden. Dieses ermdéglichte die Untersuchung des Templateinflusses auf
die Mineralisation von ZrbM (6.3.3). Bei den bisher isolierten ZrO:-Bindepeptiden[31.34]
handelt es sich um 12-merf31] und 58-merB34 Peptide. Fiir die Prasentation von Peptiden
auf der Phagenoberflache ist allerdings eine kiirzere Aminosauresequenz (< 8 Aminosau-
ren) erforderlich.[3536] Langere Peptide fithren mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit zur
Bildung nicht infektioser Phagen (s. 4.6).13637] Durch Infektion von Escherichia coli Bakte-
rien findet die Vermehrung der Phagen statt. Um die Phagen als Biotemplat einsetzen zu
konnen, muss die Infektiositat der Phagen auch nach der genetischen Modifikation gewahr-
leistet sein. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit 7-mer Peptide mittels Phagen-Display

selektiert (s. 6.2.1), die spezifisch an ZrO; binden. Die Peptide wurden anschlief3end mittels
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genetischer Modifikation auf der Phagenoberflache prasentiert (s. 6.2.2). Zur Untersuchung
des Templateinflusses auf die Mineralisation, musste die Mineralisationslosung bestimmte
Grundbedingungen erfiillten. Generell sind zwei Mdglichkeiten der Mineralisation vorstell-
bar. Die Mineralisation kdnnte entweder durch heterogene Keimbildung auf dem Biotemp-
lat oder durch homogene Keimbildung der anorganischen Partikeln in Losung mit an-
schliefdender Abscheidung der gebildeten Partikel auf dem Templat stattfinden.[®] Bei bei-
den Materialbildungsmechanismen sollte zum einen eine grof3e Interaktionsflache des an-
organischen Materials mit dem nanostrukturierten Biotemplat gegeben sein. Im Falle der
heterogenen Keimbildung bilden sich Keime durch Anlagern kleiner Ionen direkt auf dem
Templat.[38] Ist das Templat grof3er als die einzelnen lonen, ist eine grofde Interaktionsfla-
che gewdhrleistet. Im Falle einer homogenen Keimbildung lasst sich eine grofde Interakti-
onsfliche im Besonderen durch Nanopartikel mit einem hohen Oberflichen/Volumen-
verhdltnis erfiillen. Zum anderen muss die Stabilitit des Phagentemplats gewahrleistet
sein. Je niedriger die Mineralisationstemperatur (< 80 °C3940]) und je neutraler der pH-
Wert (optimal 6-8[4041]) der Mineralisationslosung, umso stabiler ist das Biotemplat. Zur
Mineralisation von ZrO2 wird haufig ZrOCl; als Vorstufe verwendet [42-45]. Mit einem Alko-
hol-Wasser Losungsmittelgemisch findet im Vergleich zu einer wassrigen Salzlosung be-
reits bei Zimmertemperatur Partikelbildung statt.[246] Ein Vergleich verschiedener Alko-
hole, n-Propanol, i-Propanol, ¢t-Butanol und Ethanol zeigte, dass ein Ethanol/Wasser-
Gemisch zur Bildung sehr feiner Partikel im unteren Nanometerbereich fiihrt.[*3] Auf
Grundlage dieses Forschungsergebnisses wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Mineralisati-
onssystem mit einem Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch eingesetzt. Bisherige Minera-
lisationssysteme in reinem Ethanoll?4 oder einem Ethanol/Wasser-Losungsmittel-
gemisch[43471 wurden bei Mineralisationstemperaturen von 50 °C bis 80 °C und pH-Werten
< 1,5 verwendet. Zudem wurden Stabilisatoren wie Polyethylenglycol (PEG) zugegeben, die
- adsorbiert auf der Partikeloberflache - stabile Dispersionen durch sterische Hinderung
erzielen.[*8] Die organischen Stabilisatoren kénnten aber auch als Keim fiir die Partikelbil-
dung dienen und so bezogen auf das Biotemplat einen konkurrierenden Einfluss auf die
Mineralisation haben. Daher kénnen die bisher beschriebenen Mineralisationssysteme
nicht verwendet werden, um den Phageneinfluss auf die Mineralisation von ZrbM gezielt zu
untersuchen. Um den beschriebenen Anforderungen an die Mineralisationslésung (hetero-

gene und homogene Keimbildung), das heift (i) Bildung einer stabilen Dispersion mit Par-
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tikelgroflen im unteren Nanometerbereich, (ii) niedrige Mineralisationstemperatur,
(iif) relativ hoher pH-Wert (>2, optimal 6-8), gerecht zu werden, wurden umfangreiche
Untersuchungen des Partikelwachstums in einer ZrOCl:-Losung mit einem Etha-
nol/Wasser-Losungsmittelgemisch vorgenommen. Parallel dazu wurde die Partikelbildung
und das Partikelwachstums durch Dipl.-Ing. W. Halter (Prof. Dr.-Ing. F. Allgéwer, Institut
fiir Systemtheorie und Regelungstechnik, Universitit Stuttgart) modelliert. Neben der Un-
tersuchung des Templateinflusses von Phagen auf die Mineralisation von ZrbM wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Fahigkeit der Phagen zur Selbstassemblierung genutzt, um dichte
Phagenschichten herzustellen und deren Eignung als Biotemplat fiir die Mineralisation

homogener Schichten aus ZrbM zu untersuchen (6.4.2).

Wie bereits erwahnt, kénnen Biotemplate in der Natur gezielt zur Materialbildung fiihren
oder diese unterdriicken.l5! Im Fall von Perlmutt wird das anorganische Material (Calci-
umcarbonat, CaCO3) durch die Bindung von Ca?* Ionen an funktionelle Gruppen von Bio-
makromolekiilen induziert. Es wird angenommen, dass funktionellen Gruppen auf dem
Biomakromolekiil in einer bestimmten Anordnung vorliegen miissen.[34°] Ist diese Anord-
nung nicht gegeben, wird die Mineralisation unterdriickt (s. 4.4.1). Dies ist ein interessan-
ter Aspekt im Hinblick auf ein weiteres Forschungsgebiet - die Adhdsion von Bakterien auf
Oberflachen. Adhirieren Bakterien auf einer Oberflache, konnen sich Biofilme bilden. Han-
delt es sich dabei um pathogene Bakterien, wie Staphylococcus aureus, die einen Biofilm auf
Implantaten bilden, kann dies unter anderem zu einem Implantatverlust bis hin zu lebens-
bedrohlichen Komplikationen fiithren (4.8). Ein Forschungsschwerpunkt liegt darin, die
Adhasion von Bakterien auf Oberflachen zu verhindern. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
untersucht, ob bestimmte chemische Oberflachen, das heifdt bestimmte Materialien oder
auch bestimmte funktionelle Gruppen, die Bakterienadhdsion unterdriicken kénnen. Hier-
fiir wurde die Bakterienadhasion auf einer Phagenschicht, einer Schicht aus ZrbM und ei-
ner Siliziumdioxid Schicht untersucht (Dr. P. Popella, Prof. Dr. F. Go6tz, Universitat

Tiibingen) (6.5).
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4 Theorie

4.1 Zirkoniumdioxid

Zirkoniumdioxid (ZrO3) ist ein Oxidmaterial mit einem breiten Anwendungsspektrum. Ne-
ben dem Einsatz als thermische Schutzschicht!15] und Korrosionsschutzschichtl1¢l wird es
als optische Schichtl17l oder auch als Gate Dielektrikum zum Beispiel in Metall-Isolator-
Halbleiter Bauelementen in der Mikroelektronik(18] verwendet. Des Weiteren findet ZrO:
als Sauerstoffleiter(1920] und Sauerstoffsensorf?122] Anwendung. Dieses breite Anwen-
dungsspektrum ist durch die vielseitigen Eigenschaften von ZrO; moglich. Neben einer
chemischen, thermischen und mechanischen Resistenz besitzt ZrO, einen hohen Bre-
chungsindex. Die Oxidkeramik besitzt eine Bandliicke von 5,4 eV, 6,4 eV und 5,6 eV in der
monoklinen, tetragonalen bzw. kubischen Modifikation.[50] Reines ZrO: ist ein Isolator.
Wird ZrOz mit Oxiden wie CaO, MgO oder Y203 dotiert, entstehen Sauerstoffleerstellen. Die-
se Anionenleerstellen fiihren zu einer erhéhten Sauerstoffdiffusion und dadurch zur Anio-
nenleitung.[>1] ZrO; tritt in drei verschiedenen Modifikationen auf (Abbildung 1). Bei Zim-
mertemperatur ist die monokline (m) Phase thermodynamisch stabil. Die Phasenumwand-
lung in die tetragonale (t) Phase findet bei 1170 °C statt. Bei Temperaturen tber 2370 °C
ist die kubische (c) Phase thermodynamisch stabil.[>21 Zur Herstellung diinner ZrOz Schich-
ten werden haufig nasschemische Methoden eingesetzt.[265455] Gegeniliber der chemi-
schenl>¢l und physikalischen Gasphasenabscheidung(57.58] bieten nasschemische Methoden
den Vorteil, homogene ZrO; Schichten bei niedrigeren Temperaturen herzustellen.[24] Zu-
dem koénnen umweltfreundliche, kostengiinstige anorganische Metallsalze als Ausgangs-
stoffe fiir die Mineralisation eingesetzt werden. Fiir die Abscheidung homogener, anorgani-
scher Schichten aus einer Mineralisationslosung ist die Bildung stabiler Partikel erforder-
lich. Bilden sich grofie Agglomerate wahrend der Schichtbildung und scheiden sich diese
auf der Schicht ab, entstehen inhomogene Schichten. Dies kann durch das Vorliegen einer
stabilen Dispersion, in der keine Agglomeration stattfindet, unterbunden werden. Stabile
Dispersionen konnen entweder durch abstofdende elektrostatische Wechselwirkungen

zwischen den Partikeln oder durch den Einsatz von Stabilisatoren erzeugt werden.
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Abbildung 1: Modifikationen von Zirkoniumdioxid (ZrO>). ZrO; tritt in drei verschiedenen Modifika-
tionen auf. Oberhalb 2370 °C ist die kubische Phase thermodynamisch stabil. Durch Abkiihlen tritt

die Phasenumwandlung in die tetragonale Phase ein. Bei tiefen Temperaturen (< 1170 °C) ist die

monokline Phase thermodynamisch stabil. (Nach Kisi und Howard[53])

Als Stabilisatoren werden Makromolekiile wie Hydroxypropylcellulose (HPC)“2] oder Po-
lyethylenglycol (PEG)[8! verwendet. Diese adsorbieren auf der Oberflache gebildeter Parti-
kel und stabilisieren diese durch sterische Hinderung. Um Partikel elektrostatisch zu stabi-
lisieren, miissen die Partikeloberflachen geladen vorliegen. Die Oberflaichenladung disper-
gierter Partikel wird durch das Zetapotential beschrieben, das im nachsten Kapitel naher

erlautert wird.

4.2 Zetapotential

Die Oberflache dispergierter Partikel kann je nach pH-Wert und vorhandener Oberflachen-
gruppen geladen vorliegen.[>°! Die Ladung entsteht entweder durch lonisation von dissozi-
ierbaren Gruppen wie Carboxyl- oder Aminogruppen oder durch Adsorption von lonen aus
dem Dispersionsmedium.[60]1 Metalloxidpartikel, bilden durch den Kontakt mit Wasser

(durch Luftfeuchtigkeit oder im Dispersionsmedium) Hydroxygruppen auf ihrer Oberfla-
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che. Durch Wechselwirkung mit H* oder OH- lonen im Dispersionsmedium resultiert eine

geladene Partikeloberflache:[6061]
-M-OH + H* = - M-OHy* (1)
-M-OH + HO- = -M-0- + H20 (2)

Die Partikelladung ist vom pH-Wert abhdngig. Der pH-Wert, bei dem eine (netto) ungela-
dene Oberflache vorliegt, wird als Isoelektrischer Punkt (IEP) bezeichnet. Der IEP ist ab-
hangig von der Polarisation der Oberflachengruppen durch das Metallkation, der Kristall-
struktur und Partikelmorphologie sowie der Warmebehandlung und den Herstellungsbe-

dingungen von Oxiden.[62]

In einem elektrolythaltigen Dispersionsmedium bilden sich um geladene Partikel verschie-
dene Schichten aus Kationen und Anionen aus (Stern-Modell, 1924) (Abbildung 2). Wird
ein negativ geladenes Partikel mit dem Oberflachenpotential {0 (Nernst-Potential) betrach-
tet, so bildet sich in der Regel zundchst eine Schicht aus negativen, dehydratisierten lonen,
die innere Helmholtz-Schicht aus.[5°! Negative lonen besitzen im Vergleich zu positiven lo-
nen eine geringere Hydratationszahl. Durch die geringere Abschirmung aufgrund der
schwacher ausgepragten Hydrathiille konnen van der Waals Krafte besser wirken. Bei klei-
nen Abstanden iiberwiegen van der Waals Krafte, verglichen mit elektrostatischen Kraften.
Die negativen lonen werden durch die starken van der Waals Krafte von der gleichgelade-
nen Oberflache angezogen und verlieren dabei ihre Hydrathiille. Im Vergleich dazu bilden
sich bei positiven Ionen mit einer starker ausgepragten Hydrathiille schwachere van der
Waals Wechselwirkungen aus. Zusatzliche elektrostatische Anziehungskrafte fithren zur
Ausbildung der dufderen Helmholtz-Schicht. Durch insgesamt schwachere Anziehungskraf-
te bleibt die Hydrathiille bestehen. Beide lonenschichten bilden die sogenannte Stern-
Schicht. Diese ist fixiert und kann nicht durch Partikelbewegung abgestreift werden. Die
Bildung einer negativen inneren Helmholtzschicht an einer negativ geladenen Partikel-
oberflache liegt sehr haufig vor.[59 In selteneren Fillen konnen auch positive lonen direkt
an der negativen Oberflache adsorbieren. Zum Beispiel in einer Cetylpyridiniumchloridlo-
sung. Hier adsorbieren positiv geladenen Cetylpyridinium-Ionen direkt an der negativen
Partikeloberflache. Die Kationen haben eine starkere Affinitat zur Oberflache im Vergleich

zu den Anionen (Chloridionen).[5%]
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Abbildung 2: Potentialverlauf in Abhédngigkeit des Abstands von der geladenen Partikeloberflache
in elektrolythaltigem Dispersionsmedium. Das Stern-Modell (1924) beschreibt das Vorliegen ver-
schiedener lonenschichten um ein geladenes Partikel (hier: negative Oberflichenladung mit
Nernst-Potential ¢)o). Zundchst bildet sich eine Schicht aus dehydratisierten, fixierten Anionen aus -
die innere Helmholtz-Schicht. Gemeinsam mit der dufderen Helmholtz-Schicht aus hydratisierten,
fixierten Kationen bildet sie die sogenannte Stern-Schicht mit dem Stern-Potential is. In der diffu-
sen Schicht sind die Ionen nicht mehr fest fixiert. Das Potential nimmt exponentiell mit zunehmen-
dem Abstand von der Oberflache ab. Der Abfall auf y)s/e beschreibt die Dicke der diffusen Schicht.

Das Teilchen wirkt nach auf3en hin neutral. (Nach Miiller(591)

Bei einer Dispersion mit positiv geladenen Partikeln, bildet sich meist eine negative innere
Helmholtzschicht. Dies liegt an den starken van der Waals Wechselwirkungen, die durch
die schwach ausgepragte Hydrathiille weniger stark abgeschirmt sind als bei positiven lo-
nen. Zusatzlich wirken anziehende elektrostatische Wechselwirkungen.[>9] Die Stern-
Schicht, die sich um geladene Partikel bildet, kompensiert die Oberflachenladung in den
meisten Fallen nicht vollstindig. Es resultiert eine geladene Sternschicht (Stern-
Potential 1s).159 Im hier dargestellten Beispiel (Abbildung 2) ist diese negativ geladen. Wei-
tere lonen werden angezogen, welche die ,diffuse Schicht” um das Partikel ausbilden. Da-
bei handelt es sich um nicht fixierte, hydratisierte lonen. Die Konzentration an positiven

Ionen nimmt dabei mit steigendem Abstand zur Oberflache ab. Die der negativen lonen
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entsprechend zu. Hieraus resultiert ein exponentieller Potentialabfall gegen Null (s. Abbil-
dung 2). Das Partikel ist nach aufden hin neutral. Die Dicke der diffusen Schicht entspricht
dem reziproken Wert des Debye-Hiickel Parameters k. Sie ist durch die Distanz definiert,
liber die das Stern-Potential 1s auf den Wert 1s/e abfallt (s. Abbildung 2). Durch Diffusion
der Partikel im Dispersionsmedium wird ein Teil der diffusen Schicht durch Reibungskraf-
te abgestreift. Das Partikel besitzt eine negative Nettoladung. Diese Nettoladung wird
durch das Potential an der Scherebene, das Zetapotential (ZP), beschrieben.[>] Wird ein
elektrisches Feld angelegt, wird das geladene Partikel beschleunigt. Mit zunehmender Ge-
schwindigkeit und gleichzeitig zunehmender Reibungskraft wird ein immer gréfierer Teil
der diffusen Schicht abgestreift (Abbildung 3). Bis schlief3lich nur noch ein kleiner Teil er-
halten ist, der durch die Hydrathiille der Sternschicht gehalten wird. Das Zetapotential
wird immer grofder bis es den Maximalwert ZPs erreicht, der normalerweise als ZP angege-

ben wird. Das Zetapotential wird oft dem Sternpotential gleich gesetzt.[>°]
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Abbildung 3: Zetapotential (ZP) geladener Partikel in elektrolythaltigem Dispersionsmedium in
Abhéangigkeit ihrer Geschwindigkeit v. Bewegen sich dispergierte Partikel mit einer geladenen
Oberflache durch Diffusion vgifr, so wird ein Teil ihrer diffusen Schicht durch Reibungskrafte abge-
streift. Die Partikel besitzen das Zetapotential ZP4r. Werden Partikel durch Anlegen eines elektri-
schen Feldes auf die Geschwindigkeiten vi, v,, vz und vs beschleunigt, so wird die diffuse Schicht

immer weiter abgestreift, das Zetapotential nimmt zu. (Nach Miiller(>91)

4.3 DLVO Theorie

Zur Erzeugung stabiler Partikeldispersionen, zum Beispiel fiir die Mineralisation homoge-
ner Schichten aus anorganischem Material, ist die Kenntnis zwischenpartikularer Wech-
selwirkungen eine wichtige Voraussetzung. Eine Grundlage zur Berechnung von zwischen-

partikularen Wechselwirkungen ist die DLVO Theorie (benannt nach Derjaguin, Landau,
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Verwey und Overbeek). Hierbei wird die Gesamtwechselwirkung V11 zwischen zwei Parti-

keln als Funktion ihres Abstandes H beschrieben.[>°]
Vii=Vg+Vy (3)

Die Gesamtwechselwirkung setzt sich aus der langreichweitenden elektrostatischen Wech-
selwirkung Ve und der kurzreichweitenden van der Waals Wechselwirkungen Vi zusam-
men. Nahern sich zwei geladene, dispergierte Partikel und iiberlappen ihre diffusen Schich-
ten (s. 4.2), erfahren die Partikel in Folge der elektrostatischen Wechselwirkung eine Ab-
stoflungskraft. Mafdgeblich sind dabei die Grofde des Oberflichenpotentials o und die Di-
cke der diffusen Schicht (1/k). Zusatzlich wirken, bevorzugt bei einer hohen Elektrolytkon-
zentration, anziehende van der Waals Krafte Va. Van der Waals Kréfte sind auf die Wech-
selwirkung von permanenten oder induzierten Dipolen zuriickzufiihren. Im Folgenden
werden die mathematischen Beschreibungen der Wechselwirkungen zwischen zwei identi-

schen Partikeln - gleiches Material und gleicher Partikelradius - betrachtet.

Basierend auf den Ansatzen von Derjaguin (1934), Verwey und Overbeek (1948) kann die
elektrostatische Abstofung Vg zweier identischer Partikel mit dem Radius a und dem Ober-

flachenpotential 1o als Funktion des Partikelabstandes H nach
Ve = 2meaypiIn[1 + exp(—«kH)] (4)

berechnet werden.[63] Die abstofRende Wechselwirkung ist abhangig von der Dielektrizi-
tatskonstante des Dispersionsmediums ¢ und dem Debye-Hiickel Parameter k. Letztge-
nannter wird tiber

1 = (IOOOeZNAZCiziZ)_l/Z (5)
ekgT

mit der Elementarladung e, der Avogadro Konstante N, der Boltzmannkonstante kg, der
absoluten Temperatur T und der bulk-Stoffmengenkonzentration ¢; des lons i mit der La-

dungszahl z; berechnet.[61]

Die van der Waals Anziehung Va zwischen zwei identischen Partikeln mit Radius a wird

durch

A 2a? 2a? R%-4a? 6
VAz_%S R2—4a2+?+ln( R2 )]’ (©)
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mit dem Partikelmittenabstand R=2a + H und der Hamaker Konstanten Ai3 beschrie-
ben.[61] Fiir Partikel (makroskopische Phase 1), die liber ein Dispersionsmedium 3 wech-

selwirken gilt:

2 2 2 2

~ 3 €0,1=¢0,3 3hv, (nm's 0,1 Mis 0,3) (7)
Aiz = 4 kT £01+€ 162 EA
oLTos 2is 0.1 M5is 03)?

Im ersten Term von Gleichung (7) werden die Wechselwirkungen zwischen zwei perma-
nenten Dipolen sowie zwischen einem permanenten Dipol und einem induzierten Dipol
berticksichtigt. Hier sind die statischen Dielektrizitdtskonstanten &o, das heifdt, die Dielekt-
rizitatskonstante bei v =0 (frequenzunabhingig), der makroskopischen Phase 1 und des
Dispersionsmediums 3 von Bedeutung. Im zweiten Term von Gleichung (7) werden die
frequenzabhingigen Wechselwirkungen (v # 0) zwischen zwei induzierten Dipolen be-
riicksichtigt. Diese Wechselwirkungen werden hauptsachlich durch die dielektrische Ei-
genschaft im sichtbaren UV-Bereich bestimmt.[64] Sie werden auf stehende Wellen zuriick-
gefiihrt, die bei bestimmten Frequenzen, den charakteristischen elektronischen Absorpti-
onsfrequenzen ve, hier im UV-Bereich, auftreten.[®4] Die Beitrage nviso im zweiten Term sind
die Niederfrequenzwerte der Brechungsindizes im sichtbaren Bereich der makroskopi-
schen Phase 1 und des Dispersionsmediums 3 und h ist das Plancksche Wirkums-
quantum.[®4] Fiir Gleichung (7) wurde angenommen, dass alle Medien (makroskopische
Phase 1 und Dispersionsmedium 3) dieselbe charakteristische elektronische Absorptions-
frequenz v. besitzen. Diese betragt typischerweise 3 x 1015 s-1.[65] Die Annahme ist giiltig fir
Materialien mit niedrigen Brechungsindizes zwischen 1,4 und 1,8.[¢¢] Fiir das in dieser Ar-
beit betrachtete amorphe Zirkonium-basierte Material wird entsprechend dem Zr-
basierten Material (ZrOz-xH20), das durch Hydrothermalsynthese aus einer wassrigen
ZrOClz-Losung gebildet wurde, ein Brechungsindex von 1,55 angenommen.[67]1 Auch das
Losungsmittel Wasser und die Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemische weisen Brechungs-
indizes zwischen 1,3325[68] und 1,3625[691 aquf, die in dem beschriebenen Bereich zwischen

1,4 und 1,8 liegen.

Bei sehr kleinen Partikelabstdanden beginnen sich die Partikel zu beriihren. Eine weitere
abstofRende Wechselwirkung, die Born AbstofRung Vg, resultiert aus der Uberlappung der

Elektronenwolken.[70.71]
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Fiir die Born Abstofdung gilt:[72]

_ Ag3N [r2-14r+54 | -2r2+60 | r2+14r+54 (8)
Ve = T (r-2)7 + r? (r+2)7 ]

mit

_ o 6 4! (9)
N=4(2) (53)

und

= R _ 2a+H. (10)
a a

Hierbei entspricht r, dem Partikelmittenabstand R = 2a+H (H = Partikelabstand, d.h. Ab-
stand der Partikeloberfldachen), der auf den Partikelradius a bezogen wurde. Die Born Ab-
stofdung wurde iiber das Lennard Jones 6-12 Potential abgeleitet.[72] Sie entspricht dem
Term mit der Potenz zwolf.[73] Der Term mit der Potenz sechs ist der anziehende van der
Waals Term.[65] Der Kollisionsdurchmesser o in Gleichung (9) entspricht dem Partikelab-
stand, bei dem das Lennard Jones 6-12 Potential Null wird.[7274] Er betragt typischerweise

0=0,5x109 m.[70.71]

Um kolloidale Systeme auch bei sehr kleinen Partikelabstdnden - bis zum Partikelkontakt -
realistisch zu beschreiben, miissen sowohl die DLVO Wechselwirkungen Vg und Vj, als auch

die Born Abstofsung Vr betrachtet werden:
VT,Z = VE + VA + VR (11)

Die Gesamtwechselwirkung Vr2 hingt stark vom Oberflachenpotential yo der Partikel so-
wie der Ausdehnung der diffusen Schicht (1/k) ab. Letztere wird durch die Art und Kon-
zentration der Elektrolytlosung sowie ihrer Dielektrizitatskonstante und der Temperatur
bestimmt.[5%1 In Abbildung 4 sind die einzelnen Wechselwirkungsenergien Vg, Va und Vg
sowie die Gesamtwechselwirkungen Vt,1 und V12 graphisch dargestellt. Je nach Grof3e der
einzelnen Wechselwirkungen kann ein primares Minimum bei sehr kleinen Partikelab-
stinden und ein sekunddres Minimum bei grofderen Partikelabstdnden auftreten, sowie
eine Energiebarriere V. Bei einer hohen Energiebarriere liegen die Partikel als weiche Ag-
glomerate im Abstand entsprechend des ,sekundiaren Minimums“ vor. Durch einwirken
einer dufderen Kraft zum Beispiel durch Rithren der Partikelsuspension konnen diese soge-

nannten Sekundarpartikel wieder deagglomeriert werden. Im primaren Minimum dagegen,
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liegen harte Agglomerate vor, die je nach Hohe der Wechselwirkungsenergie nicht mehr
deagglomeriert werden konnen. Eine starkere Abstofung Vg kann zum Verschwinden des
primiren Minimums fiihren. Eine schwachere hingegen zum Verschwinden des sekunda-
ren Minimums sowie der Energiebarriere.[>]

v

sekundares Minimum

/

|
Vo, =Vav+y, |

primdres Minimum

Abbildung 4: Wechselwirkungsenergie V zwischen zwei suspendierten Partikeln in Abhéngigkeit
ihres Partikelabstands H (Abstand der Partikeloberflachen). Dargestellt sind die einzelnen Wech-
selwirkungen, die elektrostatische Abstofdung Vg, die van der Waals Anziehung Va und die Born
Abstofdung Vg. In der DLVO-Theorie wird die Gesamtwechselwirkung Vr1 mit Vg und Vi beschrieben
(dicke, durchgezogene Linie). Wird die Born Abstofung bei der Gesamtwechselwirkung V. mit
berticksichtigt, so entsteht ein endlicher negativer Wert bei sehr kleinen Partikelabstinden (gestri-
chelte Linie), das primare Minimum. Neben dem primaren Minimum kann, je nach Grofde der ein-
zelnen Wechselwirkungen, auch ein sekundédres Minimum sowie eine Energiebarriere Vi, vorliegen.

(Nach Feke et al.[’21 und Oliveiral”s])

4.4 Biomineralisation

In der Natur vorkommende Materialien wie Muschelschalen, Coccolithe, Knochen, Zdhne
und Schwammnadeln werden durch lebende Organismen unter Umgebungsbedingung ge-
bildet.[>76] Die Bildung von anorganischem Material durch lebende Organismen wird als

Biomineralisation bezeichnet. Es sind liber 60 verschiedene Biomineralien bekannt.[877]
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Dabei handelt es sich um Hybridmaterialien aus einer organischen und anorganischen Pha-
se. Die organische Phase besteht aus Biomakromolekiilen wie Proteinen.[’8] Die anorgani-
sche Phase besteht zum Beispiel aus Siliziumdioxid, Calciumcarbonat und -phosphat sowie
Magnetit.[56879] Die Biomineralisation lasst sich in zwei Arten untergliedern, die biologisch
induzierten und biologisch kontrollierten Biomineralisation.[89] Die biologisch induzierte
Biomineralisation beruht auf Stoffwechselprozessen der Organismen. Diese Prozesse be-
einflussen Parameter wie pH-Wert oder Kohlendioxidpartialdruck in der unmittelbaren
Umgebung der Organismen. Dadurch bedingte Anderungen im chemischen Mikromillieu
induzieren die Ausfallung der anorganischen Komponenten. Die chemische Zusammenset-
zung der anorganischen Festkorper variiert mit der ionischen Zusammensetzung des Um-
gebungsmediums.[8% Bei der biologisch kontrollierten Biomineralisation wird die Materi-
albildung genetisch gesteuert. Es entstehen Hybridmaterialien aus organischen und anor-
ganischen Materialien mit definierter Zusammensetzung, Kristallstruktur und Grofie.[-7]
Fir die kontrollierte Materialbildung spielt die Mineralisation in einer isolierten Umgebung
eine wichtige Rolle. Dies kann innerhalb einer Zelle, an der Zelloberflache - eingeschlossen
von mehreren Zellen - oder in einer Matrix aus Makromolekiilen im extrazelluliren Raum
sein.[80.81] Durch die Mineralisation in der isolierten Umgebung kénnen einzelne Molekiile
oder lonen kontrolliert zugefiihrt werden. Dies beeinflusst die chemische Materialzusam-
mensetzung und die Kristallwachstumskinetik. Zusatzlich kann die raumliche Struktur das
Kristallwachstum beschranken und damit die Form des entstehenden Kristalls beeinflus-
sen.[8283] Auch funktionelle Gruppen von Biomakromolekiilen sind bei der kontrollierten
Mineralisation von Bedeutung.[27684 Durch Wechselwirkung der Biomakromolekiile mit
Ionen induzieren sie die Keimbildung der Kristallite an vorgegebenen Orten.[214] Gleichzei-
tig konnen funktionelle Gruppen orientiertes Wachstum hervorrufen.['4l Die Art der funk-
tionellen Gruppen sowie ihre Anordnung und Ausrichtung auf dem organischen Templat
hat einen entscheidenden Einfluss auf die Induktion von Keimbildung und Wachstum.[>!
Die kontrollierte Biomineralisation fiihrt zu komplexen hierarchischen Strukturen der or-
ganischen und anorganischen Phase. Dieser komplexe Aufbau der Hybridmaterialien be-
dingt aufdergewohnliche Eigenschaften wie eine hohe Harte, Bruchzahigkeit oder Steifig-
keit.[*] Die Eigenschaften sind fiir die Funktion der Biomineralien von Bedeutung. Wahrend
das Seeigelskelett eine Strukturfunktion hat, dient der Krustentierpanzer, die Mollusken-

schalen und der Seeigelstachel zum Schutz des Organismus.[>] Zwei bereits umfangreich
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untersuchte Biomineralien, Perlmutt und Biosilika, werden im Folgenden naher beschrie-
ben. In beiden Fillen spielt die molekulare Erkennung und eine starke Bindung zwischen

dem organischen Templat und Ionen des anorganischen Materials eine wichtige Rolle.

4.4.1 Perlmutt

Perlmutt ist eines, der am besten untersuchten Biominerale.[32] Es liegt als innerste Schicht
in Molluskenschalen vor. Das Verbundmaterial Perlmutt besteht aus 95 Masse % Aragonit
und 5 Masse % Biopolymer.[32] Es besitzt einen sehr komplexen Aufbau aus diinnen Arago-
nitplattchen, die in eine Matrix aus Biopolymeren eingebettet sind (Abbildung 5).[32] Der
Mineralisationsprozess wird von der organischen Matrix induziert.[14] Diese bildet ein or-
ganisches Matrixnetzwerk parallel zur Schalenoberflache (Abbildung 5). Losliche Proteine
adsorbieren an der organischen Matrix. Die Proteine besitzen Asparaginsaureeinheiten mit
Carboxylatgruppen.! Es wird angenommen, dass eine bestimmte Anordnung dieser Car-
boxylatgruppen durch eine starre Konformation der Proteine die Keimbildung
induziert.[349] Bei der Keimbildung spielt sowohl die molekulare Erkennung als auch eine
Bindeeigenschaft des Proteins an Calciumionen eine besondere Rolle.[332] Nach der Bildung
einer zweidimensionalen Calciumschicht wachsen die Kristallite orientiert weiter. Die Ori-
entierung wird durch die Calciumschicht vorgegeben.3] Das Wachstum findet bevorzugt in
c-Richtung statt, die senkrecht zur keimbildenden Schicht liegt. Das organische Matrixge-
riist beschrankt das Kristallwachstum. Beim Erreichen der nachsten organischen Schicht
wachsen die Kristallite in a- und b-Richtung weiter. Durch Poren in der organischen Schicht
kann Kristallisation im dartiber liegenden ,freien Raum*“ innerhalb des organischen Mat-
rixnetzwerks induziert werden (Abbildung 5). Es entstehen sogenannte Mineralbriicken.
Das nachste Aragonitplattchen wachst in derselben Orientierung. Die Kristallisation tiber-
einanderliegender Aragonitplattchen (s. Abbildung 5 B) wird sowohl durch Poren in der
organischen Matrix, und dadurch durch den darunterliegenden Kristallit, als auch durch

neue Keimbildungsplatze in der organischen Schicht induziert.[14]
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Abbildung 5: Aufbau, Bildung und Eigenschaften von Perlmutt. A) TEM-Aufnahme einer deminera-
lisierten Perlmutt Wachstumsfront der Abalone-Muschel Haliotis tuberculata. Die schwarzen und
weifden Pfeile zeigen die organische Matrix, in die die Aragonitplattchen eingebettet sind. B) Sche-
matische Darstellung des Perlmuttwachstums. C) Schematische Darstellung der Versagensmecha-
nismen, die die Zugfestigkeit parallel zur Schichtstruktur erhéhen: (1) Scherbruch der Mineralbrii-
cken, (2) Reibung durch ,,Nanoasperities“, (3) Dehnung der organischen Ketten (organische Matrix)
zwischen den Plattchen. (A) aus Heinemann et al.1321 mit Erlaubnis von Elsevier; B) nach Heinemann
et al.132]; C) nach Lin und MeyersI88l)

So bildet sich eine ,Ziegelstein und Mortel” Struktur, bei der Aragonitplattchen in die orga-
nische Matrix eingebettet sind (s. Abbildung 5). Auf der Oberflache der Aragonitplattchen
sind Oberflachenrauigkeiten, sogenannte ,Nanoasperities” zu finden, die gemeinsam mit
den Mineralbriicken und dem hierarchischen Aufbau die mechanischen Eigenschaften des
Hybridmaterials bestimmen. Im Vergleich zu reinem CaCOsz besitzt Perlmutt eine sehr hohe
Festigkeit!12l und Bruchzahigkeit[13l. Wirkt eine dufere Kraft senkrecht zur Schichtstruktur
auf das Hybridmaterial mit alternierenden E-Modulen (organisches und anorganisches Ma-
terial), so wird die Bruchzahigkeit durch Rissablenkung erhoht. Allein der alternierende
E-Modul reicht aus, um Risse abzulenken.[85] Zusatzlich fiihrt ein Verhaltnis der E-Module

(Earagonit/ Eprotein ~ 8)[8087] zu einem Rissstopp an den Proteinschichten, was einen weiteren
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Beitrag zur hohen Bruchzahigkeit des Verbundmaterials darstellt(8>]. Eine erhohte Zugfes-
tigkeit parallel zur Schichtstruktur wird durch verschiedene Versagensmechanismen her-
vorgerufen (s. Abbildung 5 C). Um ein Gleiten der Aragonitpldttchen zu ermdoglichen, miis-
sen zundchst Mineralbriicken durch Scherkrafte gebrochen werden. Zusatzlich muss die
Reibungskraft, die durch die ,Nanoasperities“ erhoht wird, iberwunden werden. Weiterhin

ist eine Dehnung der organischen Ketten, welche die Plattchen verbinden, erforderlich.88]

4.4.2 Biosilika

Das Biomineral Biosilika ist unter anderem in den Nadeln von Glasschwammen aus der
Tiefsee zu finden.[89 Das Skelett aus kieselsdurehaltigen Nadeln stiitzt den Schwammkor-
per. Der Tiefseeschwamm Monorhaphis chuni bildet eine riesige Schwammnadel, die bis zu
3 m lang ist.[%0] Uber diese sogenannte Basalnadel ist der Schwamm fest im Meeresboden
verankert. Sie hat einen Durchmesser von circa 10 mm. Monorhaphis chuni ist der grofite
silikatische Schwamm weltweit.[?0.91] Glasschwamme sind einzigartige Biosilika bildende
Organismen. Sie katalysieren die Bildung von Kieselsdure tiber ein spezifisches Enzym, das

Silikatein.[93]

s @ S
/ U T4 i‘/ ! /'" FRL /‘/// =
1 /] .
w s ES R S o |
| 4 Bk | \ \

Q Poren \\ \\\\ \ .‘\\\ \\:\;\7\}2_/
: \ '~ \_%://

Axialfilament

N

e e gt ——~—" Lamellare
Netz aus Kollagen, Galectin und Silikatein Zone

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer Basalnadel (Spiculum) des Glasschwamms Monorha-
phis chuni. Die Struktur der Nadel kann in drei Zonen eingeteilt werden. Mittig befindet sich das
Axialfilament, das hauptsachlich aus Silikatein besteht. Der Axialzylinder aus SiO2-xH,0 wird zu-
ndchst intrazellular gebildet. Dieser Prozess ist enzymkatalysiert durch Silikatein. Anschliefdend
wachst die Basalnadel extrazellular durch Lamellenanlagerung und gleichzeitige Verlangerung.
Diese Schritte sind ebenfalls durch das Enzym Silikatein katalysiert. Auf der Oberfliche der Lamel-
len befindet sich ein zylinderférmiges Netz aus Kollagen, Galectin und Silikatein, welches Poren
aufweist, die die enzymkatalysierte Bildung einzelner Lamellen innerhalb des organischen Zylin-
ders beglinstigen. Die einzelnen Lamellen bestehen aus einer Silikamatrix mit inkorporiertem Pro-
tein. (Nach Miiller et al192l und Wang et al.l°1)
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Die Bildung der Schwammnadel (Spiculum) kann in zwei Schritte unterteilt werden. Nach
einem anfanglichen intrazelluldren folgt ein extrazellularer Formgebungsschritt.[°4! Zuerst
wird das organische Axialfilament intrazellular gebildet (Abbildung 6). Es besteht haupt-
sachlich aus Silikatein. Das Silikatein im Axialfilament katalysiert die Bildung des anorgani-
schen Mantels aus amorphem SiO2-xH20, der Axialzylinder. Es wird angenommen, dass
zwei rdumlich getrennte Serin-Cluster fiir die enzymatische Abscheidung von SiO2-xH20
verantwortlich sind. Dabei spielen vermutlich stark stabilisierende Wechselwirkungen
zwischen den Hydroxygruppen in den Seitenketten von Serin und einzelnen Kieselsaure-
molekiilen (H4Si04) eine Rolle.[°1] Nach der Bildung einer ersten Silika-Schicht wachsen die
unreifen Spicula im extrazellularen Raum weiter. Durch lamellares Wachstum nehmen sie
an Hohe und Durchmesser zu und erreichen schliefilich ihre endgiiltige Form. Auch das
lamellare Wachstum ist durch Silikateinmolekiile katalysiert. Auf der Oberflache der La-
mellen befindet sich ein zylinderférmiges Netz aus Kollagen, Galectin und Silikatein, wel-
ches Poren aufweist, die die enzymkatalysierte Bildung einzelner Lamellen innerhalb des
organischen Zylinders beglinstigen. Die einzelnen Lamellen bestehen aus einer Silikamatrix
mit inkorporiertem Protein. Das Verbundmaterial aus Organik und amorphem SiO2-xH,0
weist eine sehr hohe Biegefestigkeit auf. Diese ist bedingt durch den lamellaren Aufbau des

Hybridmaterials.[93.94]

4.5 Bio-inspirierte Mineralisation

Biomineralisationsprozesse in der belebten Natur zeigen den Einfluss organischer Templa-
te mit bestimmten funktionellen Gruppen auf Keimbildung und Wachstum von Biominera-
len (s. 4.4). Auch die Form, Gréf3e und Orientierung entstehender Kristallite wird kontrol-
liert.35801 Die Biomineralisation findet dabei unter Umgebungsbedingungen statt. Fiir
technisch interessante Materialien wie Sulfide (CdS), Oxide (ZrO2, TiO2, ZnO) oder Metalle
(Ag) stellt die energieeffiziente Herstellung praziser Nanostrukturen eine technische Her-
ausforderung dar. Daher besteht ein grofdes Interesse daran, die Prinzipien der Biominera-
lisation auf die Herstellung von Funktionsmaterialien zu iibertragen. Bei einer solchen bio-
inspirierten Mineralisation werden die Hauptprinzipien der Biomineralisation
angewandt.[’¢l Diese involvieren die Materialbildung aus einer wassrigen oder alkoholi-

schen Losung von Vorlauferverbindungen sowie den Einsatz eines funktionalisierten
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Templats. Zur Bildung von Oxidmaterialien iiber ein nasschemisches Verfahren werden
meist Metallsalze als Vorlaufer eingesetzt. Die Materialbildung erfolgt dabei durch Hydro-
lyse der Vorlaufer und eine anschlieflende Kondensationsreaktion von hydroxylierten
Komplexen.[62] Die Kondensationsreaktionen finden entweder durch Olation oder Oxolati-
on statt.[6276] Die Olation fiihrt zur Bildung einer Hydroxobriicke durch den nukleophilen

Angriff eines OH-Liganden am Zentralkation und der Abspaltung eines Aqualiganden:[62.76]
M-OH + M-OH2 » M-OH-M + H3O. (12)

Bei der Oxolation fiihrt die Reaktion zweier Hydroxygruppen zur Bildung einer Oxobrii-

cke:[76]
M-OH + M-OH - M-0-M + H0. (13)

Die nasschemische Synthese von ZrO; findet haufig tiber ZrOCl;-8H20 als Vorlaufer statt. In
wassriger Losung liegt ZrOCl2:8H:0 als [Zr4(OH)s(H20)16]8* Tetramer vor
(Abbildung 7).[6295] Die vier Zr** lonen des Tetramers sind dabei quadratisch angeordnet.

Sie sind achtfach koordiniert.[7]

2r,(OH){(H,0),J"

° Zr4+
O koordiniertes Wasser
@ OH-Briicken

Abbildung 7: Struktur des [Zrs(OH)s(H20)16]8* Tetramers. Vier Zr#+ lonen bilden die Ecken eines
Quadrates. Doppelte OH--Briicken verbinden die Kationen miteinander. Zusatzlich sind vier Was-

sermolekiile an jedes Kation koordiniert. (Nach Singhal et al*4l und Matsui und Ohgaill)

Doppelte OH--Briicken (OH--Briicken werden in den folgenden Summenformeln durch ein
hochgestelltes ,b“ gekennzeichnet) verbinden die Kationen miteinander. Zusatzlich sind
vier Wassermolekiile an jedes Kation koordiniert.[8] Die Tetramere sind 0,8 nm
grof3.[4#499.100] [n wassriger Losung liegen sie hauptsachlich mit sechs Chlorid Ionen in der
zweiten Koordinationssphdre der Metallkationen vor.[*4 Die Tetramere sind im Gleichge-

wicht mit Oktameren einer Grofie von 1,2 nm:[2544]
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]2+

2 [Zr,(OH)3(H,0)16Clg| " = 2 [Zr,(OH)3(0H)$(H,0)1,Clg] + 4 HY (14)

= [Zrg(0H)%,(H,0),4Cly,| + 4 HY + 4 H,0.

Die Oktamere bilden sich durch Olationsreaktionen (s. Gl. (12)) von hydroxylierten Tetra-
meren [Zrs(OH)3(OH)$(H20)16-x] 89+ (Abbildung 8). Letztere entstehen durch Deprotonie-
rung koordinierter Wassermolekiile.[?8] Durch die Deprotonierung entstehen freie, end-
standige OH-Gruppen (in der Summenformel durch ein hochgestelltes ,e“ gekennzeichnet).
Fir die Kondensation von Tetrameren tiber eine Olationsreaktion (s. Gleichung (12)) wird
mindestens eine endstandige OH-Gruppe am Tetramer benotigt.[62101] Eine Temperaturer-
hoéhung begilinstigt die in Gleichung (14) beschriebene Deprotonierung koordinierter Was-
sermolekiile, die zur Bildung einer endstandigen OH-Gruppe fiihrt. Auch die Bildung der
Oktamere durch Olationsreaktionen (s. Gleichung (14)) wird durch Temperaturerh6hung
beschleunigt. Durch weitere irreversible Polymerisation entstehen grof3ere polymere Clus-
ter (Abbildung 8).[259598102,103] Dje Loslichkeit der polymeren Cluster nimmt mit der Clus-
tergrofle ab.[991 Wird eine unlosliche ClustergréfRe erreicht, bilden sich durch Ubersittigung
dieser ,unldslichen Cluster” kleine Keime. Es entstehen Primarpartikel (< 5 nm).[°8! Diese
wachsen entweder durch Reaktion mit kleineren Tetrameren oder Oktameren oder durch
Aggregation von Primarpartikeln. Die Aggregation von Primarpartikeln fiithrt zur Bildung

von Sekundarpartikeln.

Bei der bio-inspirierten Mineralisation dienen funktionalisierte Template zur gezielten und
kontrollierten Mineralisation anorganischer Materialien.[104105] Oberflachen mit funktio-
nellen Gruppen kénnen durch Wechselwirkung mit lonen des anorganischen Materials die
Keimbildung, das Wachstum sowie die Kristallitgrofie und -orientierung beeinflussen.[>!
Neben selbstassemblierenden Monolagen mit funktionellen Gruppen!7¢! werden haufig Bi-
omolekiile wie Peptidel31] und DNAI06] oder Virenl107-109] eingesetzt, um Materialeigen-
schaften zu kontrollieren und die Mineralisation zu steuern. Viren, wie zum Beispiel M13-
Bakteriophagen, sind geeignete Template zur Synthese von Nanomaterialien und Nano-
strukturen.[110] Dabei liberzeugt ihre inhdrente Nanostruktur sowie die Moglichkeit zur
gezielten Modifikation der Hiillproteine.l111] Die Fahigkeit zur Selbstassemblierung der
Phagen erméglicht zudem die Erzeugung dichter Phagenschichten zur Mineralisation anor-

ganischer Schichten.[112]
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Abbildung 8: Schema der Partikelbildung in wassriger ZrOCl,-Losung. In wassriger ZrOCl,-Losung
liegen zunachst tetramere Komplexe [Zr4(0H)g(H20)16]8+ vor. Eine Deprotonierung von koordi-
nierten Wassermolekiilen fiihrt Zur Bildung hydroxylierter Tetramere
[Zrs(OH)3(OH)$ (H20)16.]® 4+ Durch Olationsreaktionen der hydroxylierten Tetramere bilden sich
Oktamere und hohere Oligomere (polymere Cluster). Die Loslichkeit der polymeren Cluster nimmt
mit der Clustergréfle ab. Entstehen unlésliche Cluster, kommt es durch Ubersittigung an unlésli-
chen Clustern zur Keimbildung. Die Keime wachsen durch weitere Olationsreaktionen mit hydroxy-
lierten Tetrameren. Es entstehen Primarpartikel, die weiter wachsen kénnen oder zu Sekundarpar-

tikeln aggregieren. (Nach Matsui und Ohgail%])

4.6 M13-Bakteriophagen

M13-Bakteriophagen (Phagen) gehoren zur Familie der filamentdsen Bakteriophagen, die
gram-negative Bakterien, in diesem Fall Escherichia coli (E. coli), spezifisch iliber einen
F-Pilus infizieren. Die infizierten Bakterien bilden neue Phagen und setzen diese frei ohne
dabei lysiert zu werden. Die Bakterien konnen weiter wachsen und sich vermehren. Pha-
gen bestehen aus einer zirkuldren einzelstrangigen (single stranded, ss) DNA. Diese ist von
circa 2700 helikal angeordneten Kopien des Haupthiillproteins pVIII umgeben
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Schema einer M13 Bakteriophage. (Nach Tamerler und Sarikayal!131)

An den Enden befinden sich je fiinf Kopien der Hiillproteine pVII und pIX sowie plIl und
pVL.[33114] Mit einer Lange von 930 nm und einem Durchmesser von 6,5 nm gehoren sie zu
den kleinsten bekanntesten Phagen.[33] Das Phagengenom ist vollstindig sequenziert. Es
besitzt einen intergenischen Bereich und einen kodierenden Bereich, der sich weiter in drei
Bereiche aufteilen lasst. Die Bereiche entsprechen der Funktion der Gene im Lebenszyklus
der Phagen. Die Gene gll, gX und gV kodieren Proteine, die fiir die Replikation der DNA no-
tig sind. Die Gene gVII, gIX, glIl und gVI kodieren die Hillproteine. Das Gen gVIII kodiert
das Haupthiillprotein pVIIIl am Phagenkorper. Die durch gl, gXI und glIV kodierten Proteine
sind fiir die Phagen Assemblierung verantwortlich. Im intergenischen Bereich liegt der Ur-
sprung der Replikation (engl.: Origin of Replication, ori) fiir den viralen (+)- und den kom-
plementiren (-)-Strang(33115] sowie das Verpackungssignal (engl.: Packaging Signal, PS),
von welchem aus die Verpackung der DNA erfolgt.[33.114-116] [n Abbildung 10 ist das Genom
von M13KE Phagen (New England Biolabs), ein Derivat der natiirlichen M13 Phagen darge-
stellt. M13KE Phagen wurden im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt. Das Phagengenom be-
sitzt ein zusatzliches lacZa-Gen im intergenischen Bereich. Dieses wurde inseriert, um infi-
zierte E. coli-Zellen auf LB (Lysin produzierende Briihe, engl.: lysogeny broth)-Ndahrboden
zu detektieren. Das lacZ-Gen kodiert das Enzym [(-Galactosidase. Die Expression von
B-Galactosidase wird durch das im N&ahrmedium enthaltene IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid) induziert. Im Nahrmedium liegt zusatzlich X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-B-D-galactopyranosid) vor. Das Enzym [(-Galactosidase spaltet X-Gal. Es entsteht
ein blauer Farbstoff.[117] Die Phagen bilden dadurch blaue Plaques auf einer Bakterienkul-

tur.
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Abbildung 10: Genom der M13KE Bakteriophage, ein Derivat der natiirlichen M13 Bakteriophage.
Das Genom besitzt einen kodierenden Bereich, der insgesamt 11 Gene enthalt (schwarz, orange und
blau markierter Bereich). Dieser kodierende Bereich lasst sich in drei Bereiche unterteilen, je nach
Funktion der durch die Gene kodierten Proteine. Dazu gehort die Replikation der DNA (gll, gX und
gV, schwarz), die Synthese der Hiillproteine (gVII bis gVI, orange) und die Assemblierung der Pha-
gen (gl bis gIV, blau). Im nicht-kodierenden, intergenischen Bereich befindet sich der Ursprung der
Replikation (engl.: Origin of Replication, ori), das Verpackungssingal (engl.: Packaging-Signal, PS),
das fiir die Verpackung der ssDNA beim Ausschleusen aus der Zelle verantwortlich ist (nicht darge-
stellt) und das lacZa-Gen fiir die Blau-Weif3-Selektion. ("Reprinted from www.neb.com (2018)

with permission from New England Biolabs", modifiziert)

Der Lebenszyklus von M13-Bakteriophagen beginnt mit der Adsorption der Phagen an den
F-Pilus von E. coli-Bakterien. Die Adsorption wird iiber das Hiillprotein plIl vermittelt. Mit
Hilfe von Bakterienmembranproteinen wird die Phagen-DNA ins Zellinnere geschleust. Die
Hillproteine pVIII, pVII und pIX werden dabei in die cytoplasmatische Membran inte-
griert.114118119] Der virale Einzelstrang wird in eine doppelstrangige (double stranded, ds)
DNA tberfiihrt, die auch als replikative Form (RF-DNA) bezeichnet wird. Die RF-DNA wird
mit Hilfe des Proteins pll und Bakterienenzymen mehrfach tber einen rolling circle-
Mechanismus repliziert. Gleichzeitig werden tiber Genexpression die Phagenproteine ge-
bildet. Ist eine kritische Konzentration des Proteins pV erreicht, werden nur noch virale
Einzelstrange fiir die Nachkommenphagen gebildet. Dimere des Proteins pV binden an die
ssDNA und schiitzen diese vor erneuter Doppelstrangbildung. Aus 78 Nukleotiden wird das

Verpackungssignal (engl.: Packaging Signal, PS) an einem Ende des viralen Einzelstrangs
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gebildet. Von diesem aus erfolgt die Verpackung der Phagen-DNA mit den in der cytoplas-
matischen Membran integrierten Hiillproteinen wahrend die Phagen-DNA aus der Zelle
ausgeschleust wird. Die Phage wird gebildet. Wahrend des Ausschleusens verliert die Pha-
gen-DNA die pV Proteine, die zum Schutz vor Doppelstrangbildung dienten. Zum Aus-
schleusen der DNA wird ein Komplex aus den Proteinen pl, pIV und pXI gebildet. Es ent-
steht ein Kanal, der sich liber die innere und aufdere Zellmembran erstreckt und das Aus-
schleusen ermdglicht. Die Zelle wird beim Ausschleusen nicht lysiert. Sie kann sich weiter

teilen wahrend sie Phagen-Nachkommen produziert.[33114-116]

Fir den Einsatz von M13-Bakteriophagen als Biotemplat zur Erzeugung von Nanomateria-
lien werden Peptide, die spezifisch an bestimmte Materialien binden, mittels genetischer
Modifikation am Haupthiillprotein pVIII prasentiert. Das Haupthiillprotein pVIII wird mit
einem Signal-Peptid aus 23 Aminosduren an der N-terminalen Seite gebildet
(s. Abbildung 11). Das Signal-Peptid ist fiir die Integration in die innere Membran von
E. coli-Zellen verantwortlich. Vor der Phagenassemblierung wird das Signal-Peptid durch
die Leader-Peptidase abgetrennt. Zurtick bleibt das gereifte Hiillprotein aus 50 Aminosau-

ren.

Signal-Peptid Hullprotein
.23 -1 +50'

MKKSLVLKASVAVAT LVPMLSFAAEGDDPAKAAFNSLQASATEYIGYAWAMVVVIVGATIGIKLFKKFTSKAS

Leader-Peptidase
Erkennung

Abbildung 11: Aminosaduresequenz des ungereiften Haupthiillproteins pVIII. (Nach Shen et al.[120])

Da das Phagengenom vollstiandig kartiert ist und die Funktionen der einzelnen Gene be-
kannt sind, kann eine zusatzliche peptidkodierende DNA gezielt inseriert werden. Die Inse-
rtion findet meist am N-terminalen Ende des Hiillprotein kodierenden Gens, gVIII,
statt.[3536120] Das Peptid wird meist zwischen der dritten und vierten Aminosdure einge-
bracht.l21] Dies liegt daran, dass Mutationen der ersten N-terminalen Aminosdure, Alanin
(s. Abbildung 11), das Abspalten des Signal-Peptids durch die Leader-Peptidase verhindern
konnen. Das gilt vor allem fiir die Substitution von Alanin durch Prolin und Threonin.[120]
Peptide, die an pVIII als Fusionsprotein prasentiert werden, sind in Bezug auf ihre Lange

limitiert. Es konnen nur kurze Peptide mit 6-8 Aminosauren prasentiert werden.[36:37] Je
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langer die als Fusionsprotein mit pVIII exprimierten Peptide sind, umso geringer wird die
Wahrscheinlichkeit der Bildung infektioser Phagen. Bei acht Aminoséduren liegt diese bei
40 9%, bei zehn Aminosauren nur noch bei 20 % und bei 16 Aminosiuren bei 1 %.[3¢] Eine
schnelle und einfache Methode zur Insertion einer peptidkodierenden DNA-Sequenz in das
Phagengenom ist die inverse Polymerase-Kettenreaktion. Diese wird im folgenden Kapitel

beschrieben.

4.6.1 Genetische Modifikation durch inverse Polymerase-Kettenreaktion

Die inverse Polymerase-Kettenreaktion (engl.: inverse polymerase chain reaction, iPCR) ist
eine einfache und schnelle Methode zur Insertion, Deletion und Substitution von DNA-
Fragmenten.[122] Sie basiert auf der Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain
reaction, PCR), die 1983 von Kary Mullis zur in vitro Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten
entwickelt wurde.[123] Bei einer PCR-Reaktion befinden sich die Reaktanten und die notigen
Hilfsstoffe in einem Reaktionsgefafd. Die Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten wird in ei-
nem mehrstufigen, zyklischen Prozess allein durch gezielte Temperaturanderung gesteu-
ert. Neben der doppelstrangigen DNA werden Primer (Oligonukleotide) benétigt, die kom-
plementar zur Ziel-DNA sind und den zu vervielfaltigenden Bereich eingrenzen. Im ersten
Schritt wird das Reaktionsgemisch auf circa 95 °C erhitzt (Abbildung 12), um die DNA in
Einzelstrange aufzutrennen (Denaturierung).[124] Anschlieféend wird die Temperatur auf
50 °C - 60 °C reduziert, abhangig vom Schmelzpunkt der verwendeten Primer. In diesem
Schritt lagern sich die Primer an die komplementdre DNA-Sequenz der zu vervielfdltigen-
den DNA (Matrize) an (Annealing). Ausgehend von den Primern wird die doppelstrangige
DNA durch die Verkniipfung von Nukleotiden gebildet. Dieser Elongationsschritt wird
durch die DNA-Polymerase katalysiert und bei einer Temperatur von circa 70 °C aktiviert.
Die neugebildete doppelstrangige DNA dient bei einem weiteren Zyklus, beginnend bei der
Denaturierung, als Matrize zur Bildung einer weiteren DNA-Kopie. Durch Erhéhung der
Zyklenanzahl (Denaturierung - DNA-Synthese) steigt die Anzahl an DNA-Kopien exponen-

tiell an.[124,125]
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Abbildung 12: Schematische Darstellung eines Reaktionszyklus der Polymerase-Kettenreaktion.

(Nach Klempnauer et al.[124])

Im Vergleich zur PCR-Reaktion zur Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten ermdoglicht die
von Qi und Scholthofl122] entwickelte inverse Polymerase-Kettenreaktion (iPCR) zusatzlich
eine Insertion, Deletion oder Substitution von DNA-Fragmenten in einem DNA-Templat.
Das Prinzip der iPCR wird im Folgenden am Beispiel einer Insertion beschrieben. Die Pri-
mer werden hierbei als zwei gegenldufige (inverse), teilweise iiberlappende Primer de-
signt, den Vorwartsprimer (engl.: forward, FW) und den Riickwartsprimer (engl.: reverse,
RV) (Abbildung 13 A). Der tiberlappende Bereich (griin und blau) entspricht der Insertse-
quenz, der jeweils andere Bereich (rot und schwarz) ist homolog zum DNA-Templat an der
Insertionsstelle (Abbildung 13 A und B). Uber den homologen Bereich binden die Primer
an das DNA-Templat. Die iPCR-Reaktion findet analog der in Abbildung 12 dargestellten
PCR-Reaktion statt. Als Produkt eines Reaktionszyklus liegt ein linearer Doppelstrang vor.
An den Enden des Doppelstrangs befinden sich die beiden iiberlappenden Bereiche der
Primer (Insertsequenz) als sticky Ends (Abbildung 13 C). Durch mehrmaliges Wiederholen
des iPCR Zyklus wird die Konzentration an linearem Endprodukt erhéht. Nach der Isolation
des linearen Endproduktes mittels Agarose-Gelelektrophorese werden in der sogenannten
Ligation die beiden komplementiaren Enden enzymkatalysiert verbunden. Es liegt die re-

zirkularisierte dsDNA mit dem inserierten DNA-Fragment vor (Abbildung 13).
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Al RV-Primer Peptidsequenz
——— E— auf DNA-Ebene
FW-Primer

m— Sequenz komplementar
zu Phagen-DNA

B) x Q) D)
- 7
\ i-PCR / \ Ligation \
> —_—>

DNA-Templat

Abbildung 13: Insertion eines DNA-Fragments in ein DNA-Templat mittels inverser Polymerase-
Kettenreaktion (iPCR). A) Vorwarts (FW)- und riickwéarts (RV)-Primer werden als gegenlaufige,
teilweise iiberlappende Primer designt. Die teilweise liberlappende Sequenz (griin und blau) ent-
spricht der Insertsequenz. Der jeweils andere Teil (rot und schwarz) ist komplementar zur ent-
sprechenden Insertionsposition des DNA-Templats. B) Mit dem komplementaren Bereich (schwarz
und rot) binden die Primer an das DNA-Templat. C) Das resultierende lineare iPCR-Produkt tragt
die komplementare Insert-DNA an beiden Enden in Form von sticky Ends, tiber die die Rezirkulari-

sation wahrend der Ligation stattfindet D). (Nach Qi und Scholthofl1221)

4.6.2 Phagen-Display

Die Phagen-Display Methode ist eine Selektionsmethode, unter anderem fiir Peptide, die
spezifisch an ein Material binden. Sie wurde 1985 von George Smith entwickelt.[126] Die
Methode wurde iiblicherweise benutzt, um Proteine und kleine Antikérper zu identifizie-
renl127] oder Protein-Wechselwirkungen[128] zu untersuchen.[105 Heutzutage wird die Pha-
gen-Display Methode haufig auch zur Identifikation von Peptiden verwendet, die spezifisch
an ein Material binden. Spezifische Bindepeptide werden eingesetzt, um die Keimbildung
und das Wachstum anorganischer Materialien zu beeinflussen (s. Kap. 4.5).[107-112] Mittels
Phagen-Display wurden bereits spezifische Bindepeptide fiir verschiedenste anorganische
Materialien identifiziert. Diese Materialien reichen von Metallen wie Platin[t29]
Palladium(13%, Gold[130] und Silber[131] (iber Metalloxide wie Zinkoxid[132133] Zinnoxid[!34],
Titandioxid[*35lund Zirkoniumdioxid[31.34] und Metallboride wie Nickelborid (NizB)[13¢] bis

hin zu anderen Funktionsmaterialien wie Hydroxyapatit[1371 und Calcit[138.
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Bei der Identifikation von Bindepeptiden liegt eine Peptidbibliothek mit bis zu 101! rando-
misierten Aminosduresequenzen vor.[1051391 Diese wird als Fusionsprotein mit dem Pha-
genhillprotein plll exprimiert. Zur Identifikation des Peptids mit der besten Bindung an

das Zielmaterial, wird der Selektionsprozess, der auch als Biopanning bezeichnet wird,[140]

mehrfach durchlaufen.[105] Er ist in Abbildung 14 schematisch dargestellt.

/

Waschen

Zielmaterial

Elution
Bindung

nach 3-5 Runden
Amplifikation in
Escherichia coli

Peptid Identifikation durch
DNA-Sequenzierung

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Phagen-Display Methode. (Nach Lemloh et al.[142])

Zunachst wird die generierte Phagenbibliothek in Kontakt mit dem Zielmaterial gebracht.
In diesem Schritt binden einzelne Phagen spezifisch an das Zielmaterial. Nicht gebundene
Phagen werden in einem darauffolgenden Waschschritt eliminiert. Im letzten Schritt wer-
den die gebundenen Phagen, meist durch pH-Wert Anderung eluiert(131.135136,141] ynd durch
Infektion von Escherichia coli Zellen fiir eine weitere Selektionsrunde amplifiziert. Dieses
Biopanning wird mehrfach durchlaufen, um die bestbindende Aminosaurensequenz zu se-

lektieren. Diese wird durch DNA-Sequenzierung identifiziert.[105139]
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4.7 Phagenschichten als organische Template zur Schichtmineralisation

Phagenschichten werden als organische Template zur Mineralisation von Schichten aus
anorganischen Materialien eingesetzt.[112] Zur Generierung homogener, dichter Phagen-
schichten wurden verschiedene Methoden, wie die ,Schicht fiir Schicht“-Assemblierung!143],
die Tauchbeschichtungl144l und ,Convective assembly“[14>] entwickelt. Diese Methoden be-
ruhen auf der Selbstassemblierung von Phagen. ,Convective Assembly” liberzeugt durch
das sehr geringe Volumen an Phagensuspension, das zur Herstellung von Phagenschichten
bendtigt wird. Ein Volumen von wenigen Mikrolitern ist ausreichend fiir eine Phagen-
schicht im Groéfienbereich von Quadratzentimetern.[145146] Zur Erzeugung einer Phagen-
schicht auf einem Substrat wird die Phagensuspension zwischen dem Substrat und einer

Glasplatte positioniert (Abbildung 15).

Glasplatte

Phagen- Phagen-
schicht suspension

AN

]

Zugrichtung Substrat

Flassigkeitsfilm

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Systems zur Erzeugung einer Phagenschicht. Mittels
»Convective Assembly“ werden Phagenschichten durch Ausrichten der Phagen generiert. (Nach
Eiben et al.[147])

Durch die hydrophile Oberflache des Substrats und der Glasplatte bildet sich ein Meniskus
aus. Wird das Substrat mit konstanter Geschwindigkeit bewegt, bildet sich ein Fliissigkeits-
film auf der Substratoberflache. In der Phagensuspension entsteht ein Geschwindigkeits-
gradienten zwischen Flussigkeitsschichten nahe der Triplekontaktlinie (Substrat-Luft-
Suspension).[148] Es kommt zu einem scherinduziertes Ausrichten der Phagen parallel zur
Zugrichtung.'#91 Das Verdampfen des Flissigkeitsfilms auf der Substratoberflache fiihrt
zur Assemblierung der Phagen. Die Homogenitat und Dichte der Phagenschicht wird durch

die scherinduzierte Ausrichtung und das Verdampfen der Fliissigkeit beeinflusst.[145] Dabei
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spielen Parameter wie Luftfeuchtigkeit, Temperatur, Hydrophilitat des Substrats, Zugge-

schwindigkeit und die Phagenkonzentration eine entscheidende Rolle.

4.8 Biofilme

Biofilme sind strukturierte Lebensgemeinschaften von Bakterien, Pilze oder Algen auf le-
benden oder abiotischen Oberflachen. Die Mikroorganismen sind dabei von einer extrazel-
lularen Matrix aus polymeren Substanzen (EPS) umgeben.[150] Diese EPS schiitzt die Mikro-
organismen vor dem externen Umfeld.l151] Beispielsweise vor der Immunabwehr im
menschlichen Korper oder der Wirkung von Antibiotika.[152153] Zuséatzlich dient die EPS
dem Anreichern von Nahrstoffen aus einer nahrstoffarmen Umgebung.[154] Biofilme kdnnen
vor allem im Bereich der Medizin ein ernstzunehmendes Problem darstellen. Vor allem
dann, wenn sich pathogene Bakterien auf Implantaten ansiedeln und Biofilme bilden. Sol-
che Infektionen konnen fiir Patienten im schlimmsten Fall todlich enden. Bereits gebildete
Biofilme sind schwer zu bekdmpfen. Daher liegt ein Forschungsschwerpunkt darauf, die
Entstehung von Biofilmen zu verhindern.[151.155156] Dje Biofilmbildung beginnt mit der Ad-
hasion der Bakterien auf der Oberflache.[57] Die Adhésion kann in zwei Phasen unterteilt
werden. In der anfanglichen reversiblen Phase tragen elektrostatische und hydrophobe
Wechselwirkungen sowie van der Waals Krafte zur Wechselwirkung mit der Oberflache
bei.l158] Diese Wechselwirkungen werden durch das Umgebungsmedium beeinflusst. Dazu
zahlen Faktoren wie der pH-Wert oder die lonenstdrke. Auch die Oberflachentopographie
des Substrats, mit dem die Bakterien wechselwirken, hat einen Einfluss auf die anfangliche
Adhasion.[151153] Eine darauffolgende zweite Phase fiihrt zur irreversiblen Adhasion. Hier-
bei vermitteln Adhasine eine feste Bindung mit der Oberflache sowie zwischen den Bakte-
rien selbst.[151152] Vorhandene Proteine im Umgebungsmedium wie Fibronektin oder Al-
bumin konnen die Adhdsion begiinstigen oder verhindern.[151.158] Der ,reife Biofilm“ bildet
sich durch Kolonisation der Bakterien. Die Bakterien vermehren sich und bilden Mikroko-
lonien. Sie produzieren eine Matrix aus EPS, in die sie eingebettet werden. Durch die
Mikrokolonisation entsteht ein mehrschichtiger, dichter Biofilm. Einzelne Bakterien, die
aus dem Biofilm abgeldst werden, konnen an einer anderen Stelle wieder adharieren und

einen neuen Biofilm bilden.[159]
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4.9 Methoden

4.9.1 Dynamische Lichtstreuung

Mittels dynamischer Lichtstreuung (engl.: Dynamic Light Scattering, DLS) konnen Partikel-
grofden von 1 nm bis in den Submikronbereich ermittelt werden.[160] Das Messprinzip be-
ruht auf der Brownschen Molekularbewegung suspendierter Partikel. Die Partikel bewegen
sich allein durch die Kollision mit Suspensionsmittelmolektilen. Die Partikelgeschwindig-
keit ist dabei abhédngig von der Partikelgrofie, der Viskositdt des Losungsmittels und der
Temperatur. Sedimentation und St6f3e mit anderen Partikeln werden bei diesem Messprin-
zip nicht betrachtet. Partikel, die mit einem Laser bestrahlt werden, streuen das Licht in
alle Richtungen. Es kommt zur Interferenz des an verschiedenen Streuzentren (Partikel)
emittierten Lichts. Detektiert wird die Lichtintensitat unter einem bestimmten Winkel in
Bezug auf den einfallenden Laserstrahl. Durch die Partikelbewegung fluktuiert die gemes-
sene Lichtintensitat. Diese Fluktuation wird in elektrische Pulse umgewandelt. Mit einem
digitalen Korrelator wird daraus eine Autokorrelationsfunktion erstellt, aus der der trans-
lationale Diffusionskoeffizient D der Partikel berechnet wird.[160] Uber die Stokes-Einstein
Gleichung wird unter Kenntnis von Temperatur T und Viskositiat des Losungsmittels n die
mittlere Partikelgrofie dy tiber

_ kel (15)

H = 3nnD

berechnet, wobei kg die Boltzmann-Konstante darstellt.

Die Auswertung der Autokorrelationsfunktion tiber eine Exponentialfunktion (Kumulan-
tenanalysel161]), liefert die mittlere Partikelgrofde.[162] Bei der Auswertung wird von einer
monomodalen Partikelgrofienverteilung ausgegangen. Die Breite der Partikelgrofdenvertei-
lung (Polydispersitit) wird mit dem Polydispersitatsindex beschrieben.[162] Die mittlere
Partikelgrof3e d wird direkt aus der Messgrofie, der Intensitiat des gestreuten Lichts I be-
stimmt. Die Lichtintensitdt ist proportional zur sechsten Potenz des Partikeldurchmessers
(Rayleigh-Naherung).[163] Liegen neben kleineren Partikeln auch grofdere Partikel vor, so
werden grofdere Partikel aufgrund dieser Proportionalitat (I ~ d®) stiarker gewichtet. Die
intensitatsgewichtete, mittlere Partikelgrofie wird dementsprechend zu hoheren Werten
verschoben. Wird die Autokorrelationsfunktion iiber mehrere Exponentialfunktionen aus-

gewertet, ergibt sich die intensitatsgewichtete Partikelgrofienverteilung.[1621 Hierbei wird
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die relative Intensitdt des gestreuten Lichts in Bezug auf die Partikelgrofde dargestellt
(s. Abbildung 16). Durch die Proportionalitét (I ~ d®) wird selbst ein geringer Anteil grofie-
rer Partikel erfasst. Mithilfe der Mie-Theorie und dem Brechungsindex der Partikel lasst
sich aus der intensitatsgewichteten Partikelgrofdenverteilung eine anzahlgewichtete Parti-
kelgrofienverteilung berechnen.l162] Diese zeigt die relative Anzahl der Partikel bei unter-
schiedlicher Partikelgrofie (s. Abbildung 16).[162164] Detaillierte Informationen tliber die in
einer Dispersion vorliegende Partikelgrof3enverteilung ergeben sich aus dem Vergleich der

intensitits- und anzahlgewichteten Partikelgrofienverteilung (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich anzahlgewichteter und intensitatsgewichteter Partikelgrofienverteilung
am Beispiel drei verschiedener bimodaler Partikelgrofdenverteilungen. (Nach ,Dynamic Light

Scattering: An Introduction in 30 Minutes®, Malvern Instruments(1621)

Stimmen beide tiberein, so liegt eine monomodale, monodisperse Partikelgrofienverteilung
vor (Abbildung 16 A). Liegen dagegen wenig grofde Partikel neben vielen kleinen Partikeln

vor, so werden diese hauptsachlich in der intensititsgewichteten Partikelgrof3enverteilung
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erfasst (s. Abbildung 16 B). Im umgekehrten Fall, d.h. bei wenig kleinen Partikeln neben
vielen grof3en Partikeln, werden die kleinen Partikel hauptsachlich in der anzahlgewichte-
ten Partikelgrofienverteilung erfasst (s. Abbildung 16 C).[162] Die tiber DLS ermittelte Parti-
kelgrofie ist generell etwas grofier als die real vorliegende Partikelgrofie. Dies liegt daran,
dass Faktoren, wie die Form der Partikel, die Oberflichenbeschaffenheit, die Ionenstarke
im Medium, die Hydrathiille, die Viskositat, die Temperatur und die Partikelkonzentration
die Geschwindigkeit der Partikelbewegung im Dispersionsmedium beeinflussen. Der ermit-
telte, hydrodynamische Durchmesser der Partikel entspricht dem Durchmesser einer Ku-
gel, die denselben translationalen Diffusionskoeffizienten aufweist, wie der des analysier-

ten Partikels.[162,164]

4.9.2 Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

Die optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (engl.: Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES) ist eine Methode zur chemischen
Elementaranalyse. Hierbei wird die Eigenschaft zunutze gemacht, dass jedes Element spe-

zifische Emissionswellenldngen aussendet, iiber die es detektiert werden kann.

Die zu charakterisierenden Proben werden normalerweise als Probenaerosol vermessen.
Festkorper werden zunachst mit geeigneten Sauren aufgeschlossen. Zu einem Aerosol zer-
staubt, werden sie in ein induktiv gekoppeltes Argon-Plasma gespritzt. Zunachst wird im
heifden Plasma das Losungsmittel entfernt. Bei Temperaturen von bis zu 10.000 K[165] wer-
den die Valenzelektronen der lonen thermisch angeregt. Durch Zuriickspringen in den
Grundzustand niedrigerer Energie wird ein fiir das jeweilige Element charakteristisches
Linienspektrum emittiert. Zur quantitativen Analyse der Proben werden Standards der
jeweils vorliegenden Elemente mit verschiedenen, genau definierten Konzentrationen
vermessen. Uber die optische Emission kann die Elementkonzentration ermittelt

werden.[166,167]

4.9.3 Rasterkraftmikroskopie

Die Rasterkraftmikroskopie (engl.: Atomic Force Microscopy, AFM) wird haufig zur Ermitt-
lung der Topographie einer Probe eingesetzt. Die Auflosung liegt im unteren einstelligen

Nanometerbereich. Eine sehr scharfe Messspitze (engl.: Tip), die an einem Federbalken
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befestigt ist, wird zeilenweise liber die Probenoberflache gefiihrt. Die Messung beruht auf
atomaren Kraften zwischen Tip und Probenoberfliche. Es kann in zwei verschiedenen Be-
triebsmodi gemessen werden - dem Kontakt- und Nichtkontaktmodus. Im Kontaktmodus
besteht ein direkter Kontakt zwischen Tip und Probenoberfliche. Hohenunterschiede be-
wirken eine Auslenkung des Federbalkens. Diese Auslenkung wird optisch oder kapazitiv
erfasst.[167] Im Nichtkontaktmodus schwingt der Federbalken vertikal in seiner Eigenfre-
quenz. Wechselwirkende Krafte mit der Probenoberflache verursachen eine Verschiebung

der Eigenfrequenz, die zur Topographieabbildung erfasst wird.[167.168]

4.9.4 Rasterelektronenmikroskopie/Energiedispersive

Rontgenspektroskopie

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) kénnen Oberflachen hochauflésend (nur
wenige Nanometer) analysiert werden. Im Vergleich zur Rasterkraftmikroskopie ist die

Bildgebung wesentlich schneller.

Ein sehr fein fokussierter Primarelektronenstrahl wird beim bildgebenden Verfahren tiber
die Probenoberflache gerastert. Im sogenannten Wechselwirkungsvolumen mit dem Pro-
benmaterial entstehen dabei Sekundarprodukte wie Riickstreuelektronen (engl.: Backscat-
tered Electrons, BSE), Sekundarelektronen (SE) und Rontgenstrahlen. Zur Bildgebung wer-
den SE und BSE detektiert. SE entstehen durch inelastische Streuung der Primarelektronen
an den Atombhiillen. Die SE-Ausbeute ist richtungsabhéngig. Sie ist senkrecht zur Proben-
oberflache am grofdten. Auftretende Kanteneffekte fithren zu starken Topographiekontras-
ten. Kanten werden heller dargestellt, Vertiefungen dunkler. Die geringe Energie der SE
von < 50 eV bedingt eine Austrittstiefe von < 1 nm.[167] Dies ermoglicht eine dreidimensio-
nale hochaufgeloste Topographiedarstellung. BSE entstehen hingegen durch elastische
Streuung von Primarelektronen. Sie besitzen eine hohere Energie und eine grofdere Aus-
trittstiefe. Die Auflosung von Strukturen ist etwas geringer als mit SE. [hre Ausbeute ist
materialspezifisch. Sie nimmt mit hoherer Kernladungszahl der Atome zu. Dies ermdglicht
die Darstellung von Materialkontrasten. Fiir beide Bildgebungsverfahren gilt, je hoher die
Energie der Primdrelektronen ist, umso grofier ist das Wechselwirkungsvolumen. Die

Oberflachensensitivitat nimmt dabei ab.
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Fir die Materialcharakterisierung konnen Rontgenstrahlen, die auch als Sekundarprodukt
entstehen, iiber ein energiedispersives Spektroskop (engl.: Energy Dispersive X-Ray
Spectroscopy, EDX) analysiert werden. Die Rontgenstrahlen sind elementspezifisch. Durch
einen sehr fein fokussierten Primarelektronenstrahl, der zur Entstehung der Rontgenstrah-
lung fiihrt, kann die elementare Materialzusammensetzung ortsaufgelést untersuchen

werden.[167,169]

4.9.5 Rontgenphotoelektronenspektroskopie

Die Rontgenphotoelektronenspektroskopie (engl.: X-Ray Photoelectron Spectroscopy, XPS)
wird ebenfalls zur Oberflachenanalyse von Materialien eingesetzt. Neben der elementaren
Zusammensetzung (aufier H und He) kénnen auch chemische Bindungszustande von Ato-

men und deren Oxidationszustand ermittelt werden.[167]

Dabei wird der Festkorper mit einer monoenergetischen, ionisierenden Rontgenstrahlung
(meist Mg-Kq oder Al-K.) bestrahlt. Eine Wechselwirkung mit kernnahen Elektronen fiihrt
zur lonisation von Atomen. Die kinetische Energie Ekxin der emittierten Elektronen wird
gemessen. Diese entspricht der Energiedifferenz zwischen der Energie der eingestrahlten

Photonen hv und der Bindungsenergie der Elektronen Ep:[169]
Ekin =hv — Eb (16)

Da die Photoelektronen aus unterschiedlichen Schalen der Atome emittiert werden kon-
nen, gibt es eine Vielzahl an unterschiedlichen Ionisierungszustanden. Diese sind charakte-
ristisch fiir jedes Element. So geben XPS-Analysen Auskunft iiber die elementare Zusam-
mensetzung eines Materials. Uber die Anzahl der emittierten Elektronen ist auch eine

quantitative Analyse moglich.

Verschiedene chemische Bindungen einzelner Elemente bewirken einen Unterschied in
den jeweiligen Bindungsenergien der Photoelektronen. Dies fiihrt zu einer chemische Ver-
schiebung der jeweiligen Peaks und ermoglicht so auch die Identifikation der chemischen

Umgebung einzelner Elemente.[169-171]
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4.9.6 Thermische Analyse

Um temperaturabhdngige Phasenumwandlungen, Reaktionen oder Verdampfen und Zer-
setzen einer Probe analysieren zu konnen, werden thermische Analysemethoden ange-
wandt. Hierbei werden physikalische und chemische Probeneigenschaften wahrend einer
kontrollierten Temperaturbehandlung gemessen. Anderungen dieser Eigenschaften zeigen

Veranderungen der Probe an.[172173]

4.9.6.1 Thermogravimetrie

Mit Hilfe einer thermogravimetrischen Messung kénnen sowohl Zersetzungsreaktionen
und Reaktionen mit dem die Probe umstrémenden Gas (z. B. Oxidation), als auch ein eintre-
tendes Verdampfen der Probe oder einzelner Probenbestandteilen erfasst werden. Diese
Reaktionen dufdern sich in einer Massenabnahme (z. B. Zersetzung, Verdampfen) oder ei-
ner Massenzunahme (z. B. Oxidationsreaktionen von Metallen, Boriden, Carbiden oder Nit-
riden). Bei der Thermogravimetrie (TG) wird die Massendanderung der Probe in Abhangig-
keit der Temperatur erfasst. Die Temperatur nimmt dabei typischerweise mit einer kon-
stanten Heizrate zu. Allerdings kdnnen mit dieser Methode nur thermische Effekte detek-
tiert werden, die eine Massendnderung haben. Fiir eine umfassende Materialcharakterisie-
rung wird die TG daher haufig mit einer Differenzthermoanalyse (DTA) oder einer Dynami-
schen Differenzkalorimetrie (engl.: differential scanning calorimetry, DSC) in einem Gerat

kombiniert (Simultane Thermische Analyse).[169.173]

4.9.6.2 Differenzthermoanalyse

Bei einer Differenzthermoanalyse (DTA) wird die Temperaturdifferenz zwischen Probe
und einer Referenz gemessen. Beide befinden sich dabei in einem Ofen und werden mit
konstanter Heizrate erwarmt. Fiir die Temperaturmessung werden zwei gleiche Thermo-
elemente flr Probe und Referenz benutzt. Bei gleicher Temperatur ist die Spannung zwi-
schen den Thermoelementen Null. Tritt eine endotherme oder exotherme Umwandlung
oder eine Reaktion in der Probe auf, so ist dies an einer messbaren Spannung am Thermo-
elementpaar (Temperaturdifferenz) bemerkbar. Bei endothermen Effekten nimmt die Pro-
bentemperatur im Vergleich zur Referenztemperatur langsamer zu, bei exothermen Effek-

ten entsprechend umgekehrt.[169.173]
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4.9.6.3 Dynamische Differenzkalorimetrie

Mit der Dynamischen Differenzkalorimetrie (DSC) konnen Reaktionswdrmen quantitativ
erfasst werden. Es werden dabei zwei Arten von Kalorimetern unterschieden. Die War-
mestrom-DSC und die leistungskompensierte DSC. Bei ersterer wird die Differenz im War-
mestrom zwischen Ofen-Probe und Ofen-Referenz durch Messung der Temperaturdiffe-
renz zwischen Probe und Referenz erfasst. Sie ist proportional zum Reaktionswarmestrom.
Eine Kalibrierung des Gerates ermdglicht die Bestimmung der Proportionalitatskonstanten
und damit auch die quantitative Bestimmung des Reaktionswarmestroms (Enthalpieande-
rung). Bei der leistungskompensierten DSC wird eine durch thermische Effekte auftretende
Temperaturdifferenz zwischen Probe und Referenz durch Anderung der Heizleistung
(Ofen-Probe) kompensiert. Sie weisen somit stets die gleiche Temperatur auf. Die Ande-

rung der Heizleistung entspricht der Enthalpieanderung.[169.173]

Haufig werden an Anlagen zur thermischen Analyse auch Massenspektrometer installiert,
um Abgangsprodukte identifizieren zu konnen. Dabei werden Molekiile oder Atome in der
Gasphase ionisiert und in einem elektrischen Feld beschleunigt. Durch einen Analysator

werden sie entsprechend ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis getrennt und detektiert.[>1]

4.9.7 Flissigkeitspyknometrie

Durch Flissigkeitspyknometrie konnen Dichten von Fliissigkeiten und Feststoffen ermittelt
werden. Ein Flussigkeitspyknometer ist ein Glaskolben mit genau bekanntem Volumen, der
tiber einen Schliffstopfen mit einer Kapillare verschlossen wird. Dies ermdglicht die Dichte-
bestimmung allein durch Wiegen entsprechender Vergleichssubstanzen mit gleichem Vo-
lumen. Voraussetzung fiir diese Methode ist eine gleiche Temperatur von Fliissigkeit, Fest-

korper und Pyknometer.
Die Dichte einer Fliissigkeit pr lasst sich durch

my—my . pW (17)

mi;—mo

Pr1 =

berechnen. Hierzu wird eine Vergleichsfliissigkeit, haufig Wasser der Dichte pw, eingesetzt.
Gemessen wird die Masse des leeren Pyknometers mo, die Masse des mit der Vergleichs-
fliissigkeit (Wasser) gefiillten Pyknometers m: und die Masse des mit der zu charakterisie-

renden Fliissigkeit gefiillten Pyknometers m.
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Bei der Dichtebestimmung von Feststoffen macht man sich die Verdrangung einer Fliissig-

keit bei Zugabe eines Feststoffes zunutze. Die Dichte des Feststoffes pr wird hier durch

Pr = (s ~1io) ) Pw (18)

- (mq—-mg)—(my—ms

berechnet. Als Fliissigkeit wird ebenfalls hdufig Wasser der Dichte pw verwendet. Gemes-
sen wird neben der Masse des leeren Pyknometers mo und der Masse des mit Wasser ge-
fiillten Pyknometers mi auch die Masse des Pyknometers mit dem zu charakterisierenden

Feststoff m3 sowie die Masse des Pyknometers mit Feststoff und Wasser ma.[174175]

4.9.8 Zetapotentialmessung

Das Zetapotential (ZP) von Partikeln kann tuber elektrophoretische Messungen bestimmt
werden. Beim Anlegen eines elektrischen Feldes wird das Partikel mit einer Nettoladung g
beschleunigt bis es eine konstante Partikelgeschwindigkeit v erreicht. Das Verhdltnis der
Partikelgeschwindigkeit zur angelegten Feldstiarke E wird als elektrophoretische Mobili-
tat u beschrieben. Der Zusammenhang zwischen elektrophoretischer Mobilitidt und Zetapo-

tential wird mit der Henry Gleichung beschrieben:[176]

p=2= ke (19)
E 3n

Hierbei ist ny die Viskositat und ¢ die Dielektrizitatskonstante des Dispersionsmediums. Der
Henry-Parameter f{ka) ist abhédngig vom Debye-Hiickel Parameter k und dem Partikelradi-
us a. Fir xa<<1 ist f{ka) = 1. Fir ka>>1 gilt f(ka) = 1,5. Die Partikelgeschwindigkeit v wird

liber Laser-Doppler-Geschwindigkeitsmessungen bestimmt.[176]

Das ZP von Schichten wird tber ein Stromungspotential berechnet. Hierbei befindet sich
das zu charakterisierende Material an den Wanden einer Kapillaren, durch die eine Fliis-
sigkeit mit einem bestimmten Druck gepumpt wird. Der Fliissigkeitsstrom zieht ein Teil
der diffusen Schicht mit. Es kommt zu einer Ladungstrennung und einem elektrischen
Stromfluss entgegen der Fliefdrichtung. Nach Gleichgewichtseinstellung kann ein Stro-

mungspotential abgegriffen werden, liber das das Zetapotential berechnet wird.[59.60]
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4.9.9 Rontgenbeugung

Die Rontgenbeugung (engl.: X-Ray Diffraction, XRD) wird zur Bestimmung von Kristall-
strukturen, Vorzugsorientierungen und Eigenspannungen angewandt, wobei im Folgenden
nur auf die Bestimmung der Kristallstruktur eingegangen wird. Hierbei wird die Probe mit
Rontgenstrahlung bestrahlt, meist Cu-Ka Strahlung.[169] Eine Wechselwirkung der Ront-
genstrahlen mit den Elektronen der Atome fiihrt zur Streuung der Strahlung. In Kristallen
liegen die Atome geordnet in Netzebenenscharen vor (Abbildung 17). Die Strahlung wird

an den Atomen gestreut.

Rontgenstrahlen- Detektor
quelle
o PR () 0) .
dhkl
. ° ] ] ® ®
s=d,,sinf
2s=n\

Abbildung 17: Rontgenbeugung an den Elektronen der Atome einer Netzebenenschar. Der Abstand
zwischen den Netzebenen betragt dnu. Beugung tritt auf, wenn die Bragg Gleichung nA = 2dhi sinf
erfiillt ist. In diesem Fall ist der Gangunterschied 2s zwischen zwei gebeugten Strahlen ein ganzzah-

liges Vielfaches der Wellenldnge A. (Nach Mittemeijer(178])

Eine konstruktive Interferenz (Beugung) von gestreuter Rontgenstrahlung tritt ein, wenn
der einfallende Strahl einen bestimmten Winkelbezug zur Netzebenenschar mit den Miller

Indizes hkl hat. Diese Bedingung wird durch die Bragg-Gleichung beschrieben:[177]
niA = Zdhkl sin O, (20)

Wobei n eine ganze, positive Zahl ist, A die Wellenldnge der Rontgenstrahlung, dni der Ab-
stand zweier Netzebenen und 6 der Beugungswinkel. Die Rontgenstrahlen werden ge-
beugt, wenn der Gangunterschied der gestreuten Strahlen ein ganzzahliges Vielfaches der
Wellenldnge ist. Je nach Netzebenenschar tritt Beugung unter einem anderen Winkel auf.
Die gebeugten Rontgenstrahlen werden winkelbezogen detektiert. Ein Diffraktogramm

zeigt die auftretende Beugung durch Reflexe in Abhdngigkeit des Beugungswinkels. Hie-
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raus kann schlieflich die Kristallstruktur des zu untersuchenden Materials ermittelt wer-

den.[169,178]

4.9.10 Kontaktwinkelmessung

Kontaktwinkelmessungen mit Wasser werden durchgefiihrt, um die Hydrophilie von Ober-
flaichen zu charakterisieren. Wird ein Wassertropfen auf eine Oberfldche aufgebracht, so
bildet er eine Gleichgewichtsform aus. Diese ist abhdngig von den Oberflaichenspannungen
des zu charakterisierenden Festkorpers (fest, S) ysc und des Wassertropfens (fliissig, L) yic

sowie der Grenzflachenspannung zwischen Festkorper und Wasser yst (s. Abbildung 18).

gasformig (G)

flussig (L)

fest (S)

Abbildung 18: Gleichgewichtsform eines Wassertropfens auf einer Oberflache. Das Gleichgewicht
wird bestimmt von den Oberflachen- und Grenzflichenspannungen yx, an den jeweiligen Phasen-
grenzlinien fest-gasformig (SG), fliissig-gasformig (LG) und fest-fliissig (SL). Der Gleichgewichtszu-
stand wird mit dem Kontaktwinkel a zwischen der Tropfenoberflache und der zu charakterisieren-

den Oberflache beschrieben.

Der Gleichgewichtszustand des Tropfens wird mit dem Kontaktwinkel a zwischen der
Tropfenoberflache und der zu charakterisierenden Oberflache beschrieben (Abbildung 18).
Die Young-Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen den Oberflachen- und

Grenzflachenspannungen yxy und dem Kontaktwinkel a:
YsG = ¥sL t Vg cos a. (21)
Hierbei steht G fiir gasformig. Hydrophile Oberflachen bevorzugen die Bildung einer Grenz-

flache zu Wasser. Der Kontaktwinkel «a ist klein. Auf hydrophoben, wasserabweisenden

Oberflachen bilden sich dagegen grofde Wasser-Kontaktwinkel um 90° aus.[179.180]
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4.9.11 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wird vor allem in der Biologie und Medizin eingesetzt zur
Quantifizierung von Zellen, zum Betrachten von Zellbestandteilen oder zur Untersuchung
der Zellviabilitait angewandt. Die Auflésung eines Fluoreszenzmikroskops liegt bei 200 -
300 nm. Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine Form der Lichtmikroskopie. Zur Bildgebung
tragt das Fluoreszenzlicht des abzubildenden Praparats bei. Somit konnen nur Objekte be-
trachtet werden, die entweder selbst fluoreszieren oder mit einem Fluoreszenzfarbstoff
(Fluorochrom) behandelt wurden. In Zellen kénnen fluoreszierende Proteine durch ein
Expressionsplasmid gebildet werden. Wird das Fluorochrom mit kurzwelligem Licht be-
strahlt werden Elektronen angeregt. Vor dem strahlenden Ubergang zuriick in den Grund-
zustand treten nichtstrahlende Uberginge auf. Dadurch wird die Energie des emittierten
Fluoreszenzlichts reduziert. Im Vergleich zum Absorptionslicht weist das Fluoreszenzlicht
somit eine hohere Wellenldnge auf. Diese Verschiebung der Wellenldnge wird als Stokes-
Verschiebung bezeichnet. Sie ermdoglicht das Herausfiltern des kurzwelligen Anregungs-

licht, sodass nur das Fluoreszenzlicht zur Bildgebung beitragt.[181.182]
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5 Experimente

5.1 Materialien

5.1.1 Gerite

Tabelle 1: Verwendete Gerate.

Fluoreszenzmikroskop DM5500 B, Leica mit monochromer DCF360 FX
Digitalkamera, Leica

Gelelektrophorese Modell 40-0708, PeqLab Biotechnologie

Kontaktwinkelmesssystem G10, Kriiss

Nanodrop NanoDrop

optisches Emissionsspektrometer mit

induktiv gekoppeltem Plasma

Spectro Ciros, Spectro Analytical Instruments

Partikelgrof3enanalyse

Zetasizer 3000 HSA, Malvern Instruments

mit 1,5 mL UV-Einmalkiivette halbmikro, BRAND

Plasmareiniger

Gala Instrumente, Plasma Prep 2

Rasterelektronenmikroskop

Merlin Gemini II, Zeiss
Ultra 55, Zeiss mit Stickstoff gekiihltem EDAX
System

Rasterkraftmikroksop

MultiMode™ 8, Bruker
mit PPP-NCHR-W Tips, Nanosensors

Rontgendiffraktometer

SmartLab, Rigaku corporation

Rontgen-induziertes Photoelektronen-

spektroskop

Thermo VG Thetaprobe 300,

Thermo Fisher Scientific

Rotationsmischer

Intelli-Mixer RM-2, ELMI
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Fortsetzung Tabelle 1

Schuttelinkubator Infors AG

Thermische Analyse STA 449C Jupiter F3, Netzsch mit InProcess GAM

200 Massenspektrometer

Thermocycler Mastercycler gradient, Eppendorf

Thermomixer Thermomixer comfort, Eppendorf

UV-Vis-Spektralphotometer Cary UV-Vis-NIR Spectrophotometer 5000,
Varian

Vortex Vortex Genie 2, SI Scientific Industries

Muffelofen Nabertherm Logotherm L5 S17

Zentrifuge 5810 R (F45-30-11 und A-4-81), Eppendorf

Zetapotentialbestimmung, Oberflachen | SurPASS, Anton Paar

Zetapotentialbestimmung, Partikel Zetasizer Nano, Malvern

mit gefalteten Kapillarzellen DTS1070

5.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien mit Lieferant und Reinheit.

Aceton 99,9 %, Roth
Agar-Agar Kobe | Roth

Agarose NEEO Ultra-Qualitat Roth

Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich
Calciumchlorid Merck
Reinstwasser (ddH:0) 18,1 MQcm
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
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Fortsetzung Tabelle 2

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich
Essigsaure Fluka

Ethanol > 99,8 %, p.a., Roth
Glycin > 99 %Roth
Hefeextrakt Roth
1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazan > 98 %, fir die GC, Roth
[sopropanol 99,9 %, VWR
[sopropyl B-D-thiogalactoside Peqlab
Natriumchlorid Merck
Natriumhydroxid Merck

Peqgreen VWR
Polyethylenglykol 6000 Merck

1H, 1H, 2H, 2H-Perfluorodecyltriethoxysilan Sigma-Aldrich
Salzsaure rauchend 37 %, Roth
Tetracyclin Sigma/Fluka
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Sigma-Aldrich
Trypton Fluka

Tryptic Soy Broth Sigma-Aldrich
Tween 20 Fluka
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f-D-galactopyranosid | Roth

ZrOCl,-8H.0 98 %, Sigma-Aldrich
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5.1.3 Substrate und Partikel

Si-Substrat, (100) orientiert, B-dotiert, Siltronic AG

Ethylen-Tetrafluorethylen-Copolymer (ETFE)-Substrat, Dicke 0,125 mm, Goodfellow

Polyethylenterephthalat (PET)-Substrat, biaxial orientiert, Dicke: 0,175 mm, Goodfel-

low

Zr02-Substrate:

Phagen-Display

c-Zr0O2, einkristallin (100) orientiert, 9,5 mol% Y203, Charge: 0385/0265/14,
5x 5x 0,5 mm3, beidseitig poliert, root mean square (rms)-Rauigkeiten (1 x 1 pm?):
0,1 £0,0 nm, CrysTec

t-ZrOz, polykristallin, 2,8 mol% Y203, Z-700, BCE-Nr.. 900-520-024-37,
5x5x 0,3 mm3, root mean square (rms)-Rauigkeiten (1 x 1 uym?): 6,7 £ 1,1 nm, BCE

Special Ceramics

Bindungsassay

c-Zr0O2, einkristallin (100) orientiert, 9,5 mol% Y203, Charge: 0385/1016/14,
5x 5x 0,5 mm3, beidseitig poliert, root mean square (rms)-Rauigkeiten (1 x 1 pm?):

0,1 £ 0,0 nm, CrysTec

Zetapotentialmessung

c-Zr0z, einkristallin (100) orientiert, 9,5 mol% Y203, Charge: 0385/1016/14,
10x10x 0,5 mm3, beidseitig poliert, root mean square (rms)-Rauigkeiten

(1x1pm?):0,1%0,0nm,CrysTec

Zr0;-Partikel

c-Zr02, 6 mol% Y203, PlasmaChem
t-7Zr03, 5,4 wt% Y203, PlasmaChem

5.1.4 Enzyme

PfuUltra II Fusion HS DNA-Polymerase ‘ Agilent Technologies

T4-DNA-Ligase, 5 U/uL ‘ Thermo Scientific
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5.1.5 Primer

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Peptide durch genetische Modifikation auf der Oberfla-
che von M13 Phagen prasentiert. Hierfiir wurde die Peptid-DNA mittels inverser Polymera-
se-Kettenreaktion (iPCR) an der entsprechenden Stelle in die Phagen-DNA
(s. Abbildung 19 A) inseriert. Fiir die iPCR wurden zwei gegenlaufige Primer, ein Vorwarts-
(engl.: forward, FW) und ein Riickwartsprimer (engl.: reverse, RV) designt. Diese bestehen

aus zwei Teilen (Abbildung 19).

A
) Signal-Peptid Hullprotein
[ ]
L VvV P M L S F A A E G D D P A K A A

5'-CTC GTT CCG ATG CTG TCT TTC GCT GCT GAG GGT GAC GAT CCC GCA AAA GCG GCC-3'

T

Peptid-Insertion

B) s L L G Q T P FW-Primer 5'-3'
TCT CTG CIG GGC CAG ACC CCG|GAG GGT GAC GAT CCC GCA ARA GOG GCC

GAG CAA GGC TAC GAC AGA AAG CGA CGA
RV-Primer 3'-5'

Abbildung 19: Primer-Design zur genetischen Modifikation von M13 Phagen. A) Ausschnitt aus
Gen gVIII, welches das ungereifte Haupthiillprotein pVIII kodiert. Das ungereifte Haupthtillprotein
besitzt ein Signal-Peptid am N-terminalen Ende des Hiillproteins pVIII. Die ZrO,-Bindepeptide wur-
den am N-terminalen Ende des Haupthiillproteins pVIII nach der ersten Aminosaure (Alanin) inse-
riert. Die Insertionsposition liegt zwischen Thymin (Basennummer (Bnr) 1373) und Guanin (Ba-
sennummer 1374). B) Primer-Design am Beispiel des Peptids ct5-1 (SLLGQTP). Die Primer werden
als zwei gegenlaufige, teilweise liberlappende Primer designt - den Vorwartsprimer (FW) und den
Riuckwartsprimer (RV). Die teilweise iiberlappende Sequenz mit 21 Nukleotiden (blau und griin)
entspricht der Peptidsequenz auf DNA-Ebene. Der jeweils andere Teil mit 27 Nukleotiden (schwarz

und rot) ist komplementar zur Phagen-DNA an der entsprechenden Insertionsposition.

Ein Teil ist komplementar zum Phagen-Templat an der entsprechenden Insertionsposition
(Abbildung 19 A). Dieser Teil besteht aus 27 Nukleotiden. Beim Vorwartsprimer entspricht
der komplementire Bereich der Basensequenz 1374-1400 des M13KE-Templats, beim
Riickwartsprimer der Basensequenz 1347-1373 (Abbildung 19 B). Mit diesem Teil lagern
sich die Primer an die Phagen-DNA an. Der andere Teil der Primer kodiert das Bindepeptid.

Er besteht aus 21 Nukleotiden. Die Oligonukleotide, die als Primer zur Insertion der Peptid-
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DNA von ct5-1 (SLLGQTP), ¢5-1 (GSLSRFI) und ct5-2 (GQSEKHL) eingesetzt wurden, sind
in Tabelle 3 aufgelistet. Der zum Phagen-Templat komplementare Teil ist unterstrichen.
Die Oligonukleotid-Synthese wurden kommerziell durchgefiihrt (Metabion GmbH, Deutsch-
land).

Tabelle 3: Oligonukleotide zur genetischen Modifikation von Phagen. Die DNA-Sequenz der Binde-
peptide wurde mittels iPCR an die entsprechende Position im Phagen-Templat inseriert. Die als
Primer eingesetzten Oligonukleotidsequenzen sind aufgelistet. Der zum Phagen-Templat komple-
mentdre Teil ist unterstrichen dargestellt. Der Vorwértsprimer ist komplementidr zur Basense-
quenz 1374-1400 des M13KE-Templats, der Riickwartsprimer ist komplementar zur Basensequenz
1347-1373. Der jeweils andere Teil der Primer entspricht der DNA-Sequenz der Peptide ct5-1
(SLLGQTP) (a51), ¢5-1 (GSLSRFI) (b51) und ct5-2 (GQSEKHL) (c52). Es ist jeweils der Vorwarts-
(engl.: forward, FW) und Riickwartsprimer (engl.: reverse, RV) dargestellt.

Bezeichnung | Oligonukleotidsequenz

SFA_a51_FW | 5/ -TCT CTG CTG GGC CAG ACC CCG GAG GGT GAC GAT CCC
GCA AAA GCG GCC-3’

SFA_a51_RV | 5/ -CGG GGT CTG GCC CAG CAG AGA AGC AGC GAA AGA CAG
CAT CGG AAC GAG-3'

SFA_b51_FW | 5’ -GGC TCT CTG TCT CGT TTT ATT GAG GGT GAC GAT CCC
GCA AAA GCG GCC-3’

SFA_b51_RV | 5’ -AAT AAA ACG AGA CAG AGA GCC AGC AGC GAA AGA CAG
CAT CGG AAC GAG-3'

SFA_c52_FW | 5'-GGC CAG TCT GAA AAA CAT CTG GAG GGT GAC GAT CCC
GCA AAA GCG GCC-3‘

SFA_c52_RV | 5'-CAG ATG TTT TTC AGA CTG GCC AGC AGC GAA AGA CAG
CAT CGG AAC GAG-3"

-96 glll 5Y-CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3!

5.1.6 Bakterienstamm

Escherichia coli (E. coli) K12 ER2738-Bakterien (New England Biolabs, Inc.) wurden zur
Amplifikation von M13-Bakteriophagen (kurz: Phagen) eingesetzt.

Genotyp: F° proA*B* lacli A(lacZ)M15 zzf::Tn10(TetR)/ fhuA2 gInV A(lac-proAB) thi-1
A(hsdS-mcrB)5.
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5.1.7 Plasmid

Das Phagen-Plasmid M13KE von New England Biolabs diente als Klonierungs-Plasmid
(Abbildung 20).

M13KE
7,222 bp

Abbildung 20: Plasmidkarte M13KE. Das M13KE Bakteriophagentemplat besteht aus 7222 Basen-
paaren (bp). Ori: Replikationsursprung. lacZa: lacZa-Gen, das fiir das Enzym (-Galactosidase ko-
diert. I-XI: Phagengene. ("Reprinted from www.neb.com (2018) with permission from

New England Biolabs", modifiziert)

Neben den elf Genen (I-XI) zur Amplifikation der Phagen in E. coli und dem Replikationsur-
sprung (ori) zur Replikation der Phagen-DNA tragt das Phagen-Plasmid ein lacZa-Gen, das
fiir das Enzym B-Galactosidase kodiert. Dieses ermdglicht den Abbau von X-Gal auf einem
LB-IPTG-X-Gal-Medium, was zu einem blauen Farbstoff fiihrt. Somit konnen Plaques leich-

ter identifiziert werden (s. 5.2.3.2).

5.1.8 Kits

DNA-Isolierung
- Zyppy Plasmid Miniprep Kit, Zymo Research
- peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I (C-Line), PeqLab

DNA-Aufreinigung
- Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit, Zymo Research


http://www.neb.com/
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5.1.9 Puffer und Losungen

PBS-Puffer
NaCl 0,8gL1
KCI 0,2gL1

NaHPO42H20 1,78 gL

KH2PO4 0,27 gLt
TBS-Puffer

TRIS 50 mM

NaCl 150 mM

Der pH-Wert wurde mit HCI (aq) auf 7,3 bzw. 8,8 eingestellt.

Glycin-HCI-Puffer
Glycin 0,2M

Der pH-Wert wurde mit HCI (aq) auf pH 2 eingestellt.

Blocking-Puffer

Zur Herstellung des Blocking-Puffers fiir das Phagen-Display und den Bindungsassay wur-
de zu einem Glycin-HCl-Puffer eine 50 mg mL-! Rinderserumalbumin-Ldsung (engl.: Bovine

Serum Albumin, BSA) im Volumenverhaltnis 1:10 gegeben.

Bindungspuffer

Zur Herstellung des Bindungspuffers fiir das Phagen-Display und den Bindungsassay wur-

de zu einem Glycin-HCl-Puffer 0,1 % Tween 20 gegeben.
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Waschpuffer

Zur Herstellung des Waschpuffers fiir das Phagen-Display und den Bindungsassay wurde

zu einem Glycin-HCl-Puffer 0,1 %, 0,2 %, 0,3 % oder 0,5 % Tween 20 gegeben.

Elutionspuffer
Glycin-NaOH 0,2 M

Der pH-Wert wurde mit 10 M NaOH auf pH 10 eingestellt.

PEG-NaCl
PEG-6000 20%
NaCl 2,5M

Die Prazipitationslosung wurde sterilfiltriert (0,2 pm Porengrofie).

Isopropyl-f-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
IPTG 20 mg mL-1

IPTG wurde in ddH20 gelost.

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f3-D-galactopyranosid (X-Gal)
X-Gal 200 mg mL-1

X-Gal wurde in DMSO gelost.

Tetracyclin
Tetracyclin 20 mg mL-1

Tetracyclin wurde in Ethanol gel6st.
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Mineralisationslésung

ZrOCl2-8H-0 2-500 mM

Ethanol 80 Vol % oder 90 Vol %
ddH-0 20 Vol % oder 10 Vol %

Zirkonylchlorid Octahydrat (ZrOCl2-8H20) wurde bei Zimmertemperatur (ZT) in einem
Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch mit 80 Vol % bzw. 90 Vol % Ethanol gelost.

5.1.10 Medien
LB-Ndhrmedium
Trypton 10g L1
Hefeextrakt 5gL1
Natriumchlorid 5 gL

Die Substanzen wurden in ddH20 gel6st, autoklaviert und bei Zimmertemperatur (ZT) ge-

lagert.

Agar-Ndhrboden
Agar-Agar Kobel 16glL1

Agar-Agar Kobe I wurde in LB-Medium gelost und autoklaviert. Nach dem Abkiihlen wurde
das Medium entweder mit Tetracyclin (20 ugmL1) oder mit Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG, 20 mg L-1) und 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-§3-D-

galactopyranosid (X-Gal, 200 mg L-1) versetzt und in Petrischalen gegossen.

5.2 Arbeiten mit Bakterien und M13-Bakteriophagen

5.2.1 Escherichia coli (E. coli)-Bakterien

Escherichia coli (E.coli) ER2738-Bakterien wurden zur Amplifikation von M13-
Bakteriophagen (kurz: Phagen) eingesetzt.
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5.2.1.1 Vereinzelungsausstrich

Um E. coli-Einzelkolonien zu gewinnen, wurde ein Vereinzelungsausstrich der Bakterien
auf einem LB-Tetracyclin-Agar-Nahrboden vorgenommen. Die Platten wurden tiber Nacht
bei 37 °C inkubiert und anschliefiend bei 4 °C gelagert. Monatlich wurde eine Einzelkolonie

auf einem neuen Nahrboden ausgestrichen.

5.2.1.2 Ubernachtkultur

Zum Ansetzen einer Ubernachtkultur wurde eine Einzelkolonie E. coli ER2738 in 20 mL LB-
Medium gegeben und bei 37 °C mit 250 ,revolutions per minute” (rpm) circa 16 h inku-

biert.

5.2.1.3 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Chemisch kompetente Zellen fiir die DNA-Transformation wurden mit der Calcium-Chlorid
Methode hergestellt. LB-Medium wurde mit einer Ubernachtkultur (1:100) angeimpft und
2,5h bei 37 °C mit 170 rpm im Schiittelinkubator inkubiert. Durch Zentrifugation (5 min,
1811 x g, 4 °C) wurden die Zellen pelletiert und in 20 mL frisch aufgetauter 0,1 M CaClz-
Losung resuspendiert. Nach 20 mintitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen nochmals

pelletiert und in 5 mL 0,1 M CaClz-Losung resuspendiert.

5.2.1.4 Transformation

Die Hitzeschocktransformation dient dem Einbringen einer Plasmid-DNA in eine Bakteri-
enzelle. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die genetisch modifizierte Phagen-DNA in E. coli-
Zellen eingeschleust. Zur Hitzeschocktransformation wurden 60 pL chemisch kompetente
Zellen mit 5 pL Ligationsansatz (s. 5.3.6) versetzt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. An-
schliefend wurde der Ansatz 90 s bei 42 °C inkubiert und direkt danach fiir 2 min auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 500 pL vorgewarmtem LB-Medium (37 °C) wurde der Ansatz
60 min bei 37 °C mit 60 rpm im Thermomixer inkubiert. Die Zellen wurden in verschiede-
nen Verdiinnungen mit einer 200 pL E. coli-Suspension in der mid-log-Phase vermischt und

auf LB-X-Gal-IPTG-Agarplatten ausplattiert.
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5.2.2 Staphylococcus aureus (S. aureus) Bakterien

5.2.2.1 Adhasion von S. aureus auf verschiedenen Oberfliachen

Die Adhdsion von Staphylococcus aureus (S. aureus) SA113 wurde von Peter Popella (Insti-
tut fiir Mikrobielle Genetik, Universitat Tlibingen) nach dem in Schuster et al.[183] beschrie-
benen Verfahren auf verschiedenen Oberflichen untersucht. Dieses wird im Folgenden
kurz beschrieben. Es wurden S. aureus Bakterien eingesetzt, die das rot-fluoreszierende
Protein mCherry vom Plasmid pC-tuf-ppmCh exprimieren.[184] Die Bakterien wurden tiber
Nacht bei 37 °C mit 140 rpm in Trypton-Soja-Bouillon (engl.: Tryptic Soy Broth, TSB) kulti-
viert. Frisches Medium wurde mit der Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer opti-
schen Dichte ODs7g = 1,0 inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Bakterien mit Phos-
phat-gepufferter Salzlosung (engl.: Phosphate buffered saline, PBS) wurden die Bakterien
in PBS (pH 7,4) suspendiert. Die Bakterienkultur wurde auf eine ODs7g von 1,0 eingestellt.

Die zu untersuchenden Oberflachen, Schichten aus ZrbM, Phagentemplate und SiO:-
Schichten wurden in sterilen 12 Well CELLSTAR Zellkultur Multiwell Platten (Greiner bio-
one, Frickenhausen) mit 4 mL Bakteriensuspension inkubiert. Wahrend der Inkubation von
1 h bei 37 °C mit 140 rpm konnten die Bakterien an den Probenoberflichen adharieren.
Anschliefdend wurden die Proben dreimal mit ddH20 gewaschen, an Luft getrocknet und

durch Fluoreszenzmikroskopie (s. 5.10.13) charakterisiert.

5.2.3 M13-Bakteriophagen

5.2.3.1 Phagen Amplifikation

Zur Amplifikation von M13KE Phagen wurde eine E. coli ER2738-Ubernachtkultur 1:100 in
LB-Medium verdiinnt und mit Phagen aus einem Plaque oder aus einer Phagensuspension
infiziert. Die Kultur wurde bei 37 °C mit 250 rpm fiir 4,5 h oder tiber Nacht inkubiert. Bak-
terienzellen wurden durch Zentrifugation entfernt (9790 x g; 4 °C; 15 min). 80 % des Uber-
standes wurden mit 1/6 des Volumens mit PEG-NaCl Losung gemischt und fiir eine Stunde
bei 4 °C inkubiert, um die Phagen zu prazipitieren. Anschlief3end wurden die Phagen pelle-
tiert (9790 x g; 4°C; 15 min) und in TBS-Puffer (pH 7,3) resuspendiert. Fiir eine hohere
Reinheit der Phagen wurde eine zweite Prazipitation angeschlossen. Fiir den Einsatz als

Biotemplat (s. 5.7) wurden die Phagen nach der zweiten Prazipitation in ddH20 resuspen-
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diert. Bei der Amplifikation im Phagen-Display (s. 5.4.3) und fiir die Anwendung beim Bin-
dungsassay (s. 5.5) wurden die Phagen in TBS-Puffer (pH 7,3) resuspendiert.

5.2.3.2 Phagen Titerbestimmung
a) Spottest

Ein Spottest wird durchgefiihrt, um eine geeignete Verdiinnungsstufe fiir den Plaque-Test
(siehe b) zu ermitteln. Hierflir wurde eine Verdiinnungsreihe der Phagensuspension in LB-
Medium erstellt. Vorgewarmtes Top-Agar (47 °C) wurde mit 1:100 Volumen E. coli
ER2738-Kultur in der mid-log-Phase vermischt und auf einem LB-X-Gal-IPTG-Agar-
Nahrboden ausplattiert. Nach dem Trocknen der Platten mit den ausplattierten Bakterien
wurden 10 pL jeder Verdiinnungsstufe der Phagensuspension auf den Ndhrboden pipet-
tiert und uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch die Anwesenheit von X-Gal und IPTG bilden
Phagen blaue Plaques auf einer Bakterienkultur. Grund hierfiir ist das lacZa-Gen im M13KE
Phagengenom, das fiir das Enzyms -Galactosidase kodiert. IPTG induziert die Expression
der [-Galactosidase. Dieses Enzym setzt X-Gal in einen blauen Farbstoff um. Eine Verdiin-
nungsstufe, bei der einzelne Plaques zu sehen sind, eignet sich fiir die Bestimmung des ge-

nauen Phagentiters mittels Plaque-Test.

b) Plaque-Test

Der Plaque-Test ist die Methode zur genauen Bestimmung des Phagentiters. Mit der Pha-
gensuspension wurde eine Verdiinnungsreihe in LB-Medium erstellt. 10 pL einer Verdiin-
nungsstufe, bei der zwischen 20 und 200 Plaques gebildet werden (kann tiber Spottest er-
mittelt werden), wurde mit vorgewarmtem Top-Agar (47 °C) und 1:100 Volumen E. coli
ER2738-Kultur in der mid-log-Phase vermischt und auf LB-X-Gal-IPTG-Agarplatten aus-
plattiert. Nach der Inkubation {iber Nacht bei 37 °C wurden die gebildeten Plaques ausge-

zahlt und der Phagentiter unter Berticksichtigung der Verdiinnungsstufe tiber

pfu _ Anzahl gebildeter Plaques (pfu) (22)
mL 0,01 mL-Verdiinnungsstufe

berechnet. Zur Titerbestimmung wurden jeweils drei Platten ausgewertet. Dabei wurden
zwei verschiedene Verdiinnungsstufen mit mindestens 20 - 200 Plaques ausgewertet. Die

starker verdiinnte Phagensuspension wurde doppelt ausplattiert.
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c) UV-Vis-Spektralphotometrie

UV-Vis-Spektralphotometrie ist eine schnelle Methode zur Ermittlung des Phagentiters. Die
Methode basiert auf der Adsorption von Licht durch Proteine und DNA. Phagen bestehen
zu 88 % aus Proteinen und zu 12 % aus DNA.[185] Proteine haben ein Absorptionsmaximum
bei 280 nm, die DNA hat ein Absorptionsmaximum bei 260 nm.[186] Das Spektrum zeigt ein
Absorptionsmaximum bei 269 nm (A4269) aufgrund der Absorption durch Proteine und DNA.
Der Einfluss durch Lichtstreuung an Phagen oder Verunreinigungen wird durch die Ab-
sorption bei 320 nm (A4320) beriicksichtigt. Bei dieser Wellenldnge absorbieren Phagen
nicht. Die Phagenkonzentration kann nach Day und Wiseman[187] {iber

Phagen — (A269—A320)'6'1016 (23)
mL Anzahl Basen des Phagengenoms

berechnet werden.

5.3 DNA-Techniken

5.3.1 Phagen-DNA-Isolierung

Zur Phagen-DNA-Isolierung wurden Phagensuspensionen ausplattiert. Dazu wurde eine
Verdiinnungsreihe in LB-Medium erstellt. 10 pL einer Verdiinnungsstufe, bei der zwischen
20 und 200 Plaques gebildet werden (kann tber Spottest ermittelt werden), wurden mit
vorgewdarmtem Top-Agar (47 °C) und 1:100 Volumen E. coli ER2738-Kultur in der mid-log-
Phase vermischt, auf LB-X-Gal-IPTG-Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C in-
kubiert. Einzelne Klone wurden gepickt und in LB-Medium mit E. coli ER2738-Ubernacht-
kultur (Verhaltnis 1:100) bei 37 °C mit 250 rpm fiir 4,5 h oder iiber Nacht amplifiziert.
Nach der Amplifikation wurde die Phagen-DNA mit dem Zyppy Plasmid Miniprep Kit oder
dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I (C-Line) nach Herstellerangaben isoliert. Die wesent-
lichen Schritte fiir die DNA-Isolierung werden im Folgenden kurz beschrieben. Sie gelten
fir die Isolierung mit beiden Kits. Zunachst wurden die Bakterien durch Zentrifugation
(1 min, 20817 xg) pelletiert und der Uberstand entfernt. Nach Resuspension in Lé-
sung [/RNase A (peqGOLD) oder in Wasser (Zyppy) wurden die Bakterien durch alkalische
Lyse aufgeschlossen und anschliefSend neutralisiert. Durch Zentrifugation wurden Zell-

riickstinde entfernt. Der Uberstand wurde in eine Siule mit Silikamembran iiberfiihrt. Bei
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einem weiteren Zentrifugationsschritt konnte das Lysat die Silikamembran passieren, die
DNA band an die Membran. In gebundenem Zustand wurde die DNA in zwei bis drei
Waschschritten mit verschiedenen Waschpuffern gereinigt. Zellriickstinde und Kontami-
nationen wurden entfernt. Anschliefiend wurde die DNA durch Zentrifugation getrocknet

und mit 40 bzw. 50 pL. ddH20 eluiert.

5.3.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde mittels UV-Vis-Spektralphotometer (NanoDrop) bestimmt.
Dabei wurde die DNA-Absorption bei 260 nm gemessen. Das Probenvolumen betrug 1 plL.
Das Absorptionsverhaltnis 260 nm/280 nm gab zusatzlich Auskunft iiber die Reinheit der
DNA-Losung. Bei einem Verhaltnis von 1,8 gilt die Losung als rein. Kleinere Werte zeigen
eine Verunreinigung durch Proteine an. Die Analyse der DNA-Konzentration wurde in

Zweifachbestimmung durchgefiihrt.

5.3.3 Inverse Polymerase-Kettenreaktion

Um die ZrOz-Bindepeptide ct5-1 (SLLGQTP), ¢5-1 (GSLSRFI) und ct5-2 (GQSEKHL) als
pVIlI-Fusionsprotein auf der Oberflache von M13 Phagen zu prasentieren, wurden die Pha-
gen genetisch modifiziert. Mittels inverser Polymeraser-Kettenreaktion (iPCR) wurde die
DNA-Sequenz der Bindepeptide an das N-terminale Ende des Haupthiillprotein kodieren-
den Gens gVIII inseriert (s. Abbildung 19). Der Reaktionsansatz fiir die Insertion der Pep-
tid-DNA von ct5-1, ¢5-1 und ct5-2 mittels iPCR ist in den Tabellen 4-6 dargestellt. Neben
dem Phagen-Templat und den Primern, die die Insertsequenz tragen (s.5.1.5), wurden
Nukleotide (Desoxynukleosidtriphosphat, dNTP), eine DNA-Polymerase zur Verkniipfung
der Nukleotide sowie ein geeigneter Reaktionspuffer benétigt. Die Insertion und gleichzei-
tige Vervielfaltigung der DNA fand durch ein gezieltes Temperaturprogramm in einem
Mastercycler gradient statt. Die einzelnen Temperaturschritte sind in Tabelle 7 aufgelistet.
Im ersten Schritt wurde das Reaktionsgemisch auf 95 °C erhitzt, um die DNA in Einzel-
strange aufzutrennen (Denaturierung). Anschlief3end fand bei 55 °C die Primeranlagerung
an die komplementdare DNA-Sequenz der Phagen-DNA statt (Annealing) (Abbildung 13 in
4.6.1). Ausgehend von den Primern wurde die doppelstrangige DNA durch die Verkniip-
fung von Nukleotiden gebildet. Dieser Elongationsschritt wurde bei 72 °C durch die DNA-
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Polymerase katalysiert. Die neugebildete doppelstrangige DNA mit Insertsequenz diente
bei einem weiteren Zyklus, beginnend bei der Denaturierung, als Matrize zur Bildung einer
weiteren DNA-Kopie. Das Temperaturprogramm wurde mit 20 aufeinanderfolgenden Zyk-
len durchlaufen, um eine hohe Anzahl an DNA-Kopien zu erzielen. Um insgesamt einen ho-
heren Anteil an modifiziertem Templat mit Insertsequenz im Vergleich zum eingesetzten
Templat (M13KE) zu erhalten wurde eine zweite iPCR mit dem Reaktionsprodukt aus der
ersten iPCR durchgefiihrt. Zuvor wurde das iPCR-Produkt tiber ein Agarosegel (s. 5.3.4)

aufgetrennt und durch Gelextraktion (s. 5.3.5) aufgereinigt.
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Tabelle 4: iPCR-Reaktionsansatz zur Insertion der DNA-Sequenz, die das Peptid ct5-1 (SLLGQTP)

kodiert.
eingesetzte zugeflihrtes

Komponente Konzentration Volumen (puL)
ddH20 - 33,5
DNA-Templat (M13KE) 50 ng uL1 2
dNTP Mix 10 mM 2,5
FW- und RV-Primer 0,1 pg pL1 je 3
10X PfuUltra I Reaktionspuffer
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) ) >
PfuUltra Il Fusion HS DNA-Polymerase )

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

Tabelle 5: iPCR-Reaktionsansatz zur Insertion der DNA-Sequenz, die das Peptid ¢5-1 (GSLSRFI)

kodiert.
eingesetzte zugefiihrtes

Komponente Konzentration Volumen (uL)
ddH20 - 35,5
DNA-Templat (M13KE) 30 ng uLt 2
dNTP Mix 10 mM 2,5
FW- und RV-Primer 0,1 pg uL1 je 2
10X PfuUltra II Reaktionspuffer
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) ) >
PfuUltra I Fusion HS DNA-Polymerase )

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
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Tabelle 6: iPCR-Reaktionsansatz zur Insertion der DNA-Sequenz, die das Peptid ct5-2 (GQSEKHL)

kodiert.
eingesetzte zugeflihrtes

Komponente Konzentration Volumen (puL)
ddH20 - 355
DNA-Templat (M13KE) 30 ng uL1 2
dNTP Mix 10 mM 2,5
FW-und RV-Primer 0,1 pg pL1 je 2
10X PfuUltra I Reaktionspuffer
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) ) >
PfuUltra Il Fusion HS DNA-Polymerase )

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

Tabelle 7: Protokoll zur Durchfiihrung der iPCR mittels Mastercycler gradient (Eppendorf, Ham-

burg)

Schritt Vorgang Temperatur Dauer
1 Denaturierung 95 °C 2 min
2 Denaturierung 95 °C 45s
3 Annealing 55°C 30s
4 Elongation 72°C 3 min 40

S

5 19 Zyklen (beginnend bei Schritt 2)
6 Finale Elongation 72°C 7 min
7 Kiihlung 8°C o0
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5.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die iPCR-Produkte wurden iiber ein 0,7 % Agarosegel aufgetrennt. Es wurde eine Span-
nung von 90 V angelegt, die Laufzeit variierte zwischen 100 min und 120 min. Zur Detekti-
on der DNA-Fragmente wurde das Gel mit dem Fluoreszenzfarbstoff Peqgreen (VRW) an-
gefarbt. Vor dem Beladen des Gels wurde das iPCR-Produkt mit 6X DNA-Loading Dye ver-
mischt, um die Lauffront verfolgen zu koénnen (Thermo Scientific). Ein DNA-
Grofdenstandard Gene Ruler 1 kb Plus (Thermo Scientific) diente der Zuordnung der DNA-

Fragmente.

5.3.5 DNA-Isolierung aus Agarosegel

Zur Isolierung der Phagen-DNA aus dem Agarosegel, wurde die Bande bei circa 7200 bp
unter UV-Licht ausgeschnitten. Die DNA von M13KE-Phagen besteht aus 7222 Basenpaaren
(ohne Insertsequenz)(s. 5.1.7). Mit einem Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit wurde die
DNA nach Herstellerangaben aufgereinigt. Dazu wurde die ausgeschnittene Bande mit dem
zweifachen Volumen an Gelauflosungspuffer versetzt, um die Agarose bei 55 °C aufzuldsen.
Die erhaltene DNA-L6sung wurde in eine Zymo-Spin-Saule tberfiihrt. Zur Bindung der DNA
an die Sdulenmembran folgte ein Zentrifugationsschritt. Anschlieffend wurde die DNA
zweimal mit DNA-Waschpuffer gereinigt. Nach dem Trocknen durch Zentrifugation wurde
die DNA mit 10-25puL ddH20 eluiert und die Konzentration mit einem UV-Vis-

Spektralphotometer bestimmt.

5.3.6 Ligation

Durch Ligation wurde das lineare iPCR-Produkt enzymkatalysiert zu einer zirkularen dop-
pelstrangigen (engl.: double stranded, ds) DNA verkniipft. Vor der Ligation wurden die auf-
gereinigten iPCR-Produkte fiir 10 min bei 65 °C inkubiert, um vorhandene Multimere auf-
zuschmelzen. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurde 10X T4-DNA-Ligase-Puffer (Thermo Sci-
entific) und 1 pL T4-DNA-Ligase zugegeben. Der Ligationsansatz wurde bei 4 °C tiber Nacht
inkubiert. Das Gesamtvolumen des Ligationsansatzes und die eingesetzte Menge an linea-
rem iPCR-Produkt sind in Tabelle 8 fiir die einzelnen modifizierten Template aufgelistet.

Die unterschiedlichen Mengen an linearem iPCR-Produkt resultierten aus unterschiedli-
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chen Konzentration der iPCR-Produkte und den eingesetzten Volumen (17 pL bzw. 8 pL)

im Ligationsansatz.

Tabelle 8: Reaktionsansitze zur Ligation der linearen iPCR-Produkte. Die linearen iPCR-Produkte
stellen modifizierte Phagen-Template dar, die die DNA-Sequenz der Peptide ct5-1, ¢5-1 und ct5-2
am N-terminalen Ende des Gens gVIII tragen. Die jeweils eingesetzte Menge an linearem iPCR-
Produkt sowie das Volumen des Ligationsansatzes sind dargestellt. Die unterschiedlichen Mengen
an linearem iPCR-Produkt resultierten aus unterschiedlichen Konzentration der iPCR-Produkte und

den eingesetzten Volumen (17 pL bzw. 8 pL) im Ligationsansatz.

Menge lineares
DR Produl Volumen
. i -Produkt
Peptid Ligationsansatz (uL)
(ng)
ct5-1 SLLGQTP 216 20
¢5-1 GSLSRFI 264 10
ct5-2 GQSEKHL 448 20

5.3.7 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung der Phagen-DNA wurden Konzentrationen von 50 - 80 ng pL-1 verwen-
det. Die Konzentrationen wurden mit einem UV-Vis-Spektralphotometer bestimmt. Die
Sequenzierung der DNA erfolgte mit einem Standardprimer -96 glIl (10 pmol pL-1) (5.1.5)
durch GATC Biotech AG, Konstanz.

5.4 Phagen-Display

Mittels Phagen-Display wurden Peptide isoliert, die eine spezifische Bindung mit ZrO; ein-
gehen. Das Phagen-Display wurde auf die Selektion der Bindepeptide bei pH 2 angepasst.
Fir dieses neu eingefiihrte saure Phagen-Display (engl.: acidic Phage-Display, aPhD) muss-
te die Stabilitat der Phagen bei niedrigem pH getestet sowie optimale Elutionsbedingungen

etabliert werden.
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5.4.1 Stabilitit der Phagen

Die Phagen-Stabilitdt wurde bei niedrigem pH im Bindungspuffer und vergleichend dazu
im Elutionspuffer des Phagen-Displays (5.4.3) untersucht. Hierfiir wurden die Phagen
(1,4-10'! pfu mL-1) im Bindungs- bzw. Elutionspuffer fiir 1 h bzw. 2 h inkubiert. Nach der
Inkubation wurde der Phagentiter liber einen Plaque-Test ausgewertet. Als Kontrolle dien-

te die Inkubation in TBS-Puffer bei pH 7,3.

5.4.2 Elution

Bei der Elution werden Phagen, die bei pH 2 an ein Substrat binden, durch pH-Wert-
Anderung vom Substrat gelést. Um einen geeigneten pH-Wert zu identifizieren, bei dem die
gebundenen Phagen vollstindig gelost werden, wurde der pH-Wert im Elutionsschritt so-
wie die Elutionszeit systematisch variiert und das Eluat auf vorhandene Phagen unter-
sucht. Hierfiir wurden Phagen an ein Substrat gebunden. Ein gereinigtes t-ZrO;-Substrat
wurde mit 2-1011 Phagen im Bindungspuffer eine Stunde bei 25 °C inkubiert. Nicht gebun-
dene Phagen wurden durch zehnmaliges Waschen der Substrate mit Waschpuffer (0,1 %
Tween 20) entfernt. Zur Elution der gebundenen Phagen wurden unterschiedliche Puffer
im pH-Bereich von 7,3 bis 10,0 getestet. Neben einem TBS-Puffer mit pH 7,3 und 8,8 wurde
ein Glycin-NaOH-Puffer mit pH 10,0 verwendet. Die Substrate wurden fiir 30 min oder 1 h
im Elutionspuffer mit 30 rpm im Rotationsmischer inkubiert. Der approximative Phagenti-

ter im Eluat wurde iiber einen Spottest ermittelt.

5.4.3 Phagen-Display bei niedrigem pH-Wert

Zur Selektion von ZrOz-Bindepeptiden wurde eine 7-mer Peptidbibliothek (Ph.D.-7, New
England Biolabs) mit 1,28-10° Peptidvarianten eingesetzt. Die Peptide waren am Hiillpro-
tein plll von M13-Bakteriophagen prasentiert. Als Substrate wurden t-ZrOz und c¢-ZrOz in
zwei separaten Selektionsexperimenten verwendet. Die Substrate wurden nach Ra-
bung et al.[188] mit aufeinanderfolgenden Reinigungsschritten in ddH20, Aceton iiber Nacht,
Ethanol fiir zwei Stunden und nochmals mit ddH20 gereinigt. Anschliefend wurden die
Substrate eine Stunde bei 4 °C in Blocking-Puffer mit 10 rpm im Rotationsmischer inku-
biert und zehnmal mit Waschpuffer (0,1 % Tween 20) gewaschen. Im Bindungsschritt

wurden die Substrate mit 2-:1011 Phagen im Bindungspuffer eine Stunde bei 25 °C inkubiert.
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Nicht gebundene Phagen wurden durch zehnmaliges Waschen der Substrate mit Wasch-
puffer entfernt. Spezifisch gebundene Phagen wurden durch Inkubation im Elutionspuffer
(pH 10) fiir 2 h bei 25 °C eluiert. Die eluierten Phagen wurden in E. coli ER2738 amplifiziert
und anschliefiend gereinigt. In der nachfolgenden Biopanning-Runde wurden ebenfalls
2-1011 Phagen eingesetzt. Insgesamt wurden fiinf Biopanning-Runden durchgefiihrt. In den
nachfolgenden Biopanning-Runden wurde der Tween-Gehalt im Waschpuffer kontinuier-
lich von 0,1 % auf 0,5 % erhoht. In der ersten, zweiten und dritten Runde waren es 0,1 %,
0,2 % und 0,3 %, in der vierten und funften Runde 0,5 %. Nach der vierten und fiinften Se-
lektionsrunde wurden 20 und 30 Klone isoliert (s. 5.3.1) und sequenziert (s. 5.3.7). Mit bei-

den Substraten wurden je zwei unabhangige Experimente durchgefiihrt.

5.5 Bindungsassay

Mit Hilfe eines Bindungsassays wurde die Bindungsstirke der beim Phagen-Display am
haufigsten isolierten Phagenklone an ¢-ZrO; untersucht. Die Phagenklone wurden in E. coli
amplifiziert, gereinigt und in TBS-Puffer (pH 7,3) resuspendiert (5.2.3.1). Anschlief3end
wurde die Phagenkonzentration tliber einen Plaque-Test bestimmt. Pro Phagenklon wurde
ein ZrOz-Substrat mit 2-1011 Phagen im Bindungspuffer bei 25 °C fiir eine Stunde inkubiert.
Als Referenz wurde die Bindung mit nicht modifizierten Wildtyp-Phagen durchgefiihrt.
Nach fiinfmaligem Waschen mit Waschpuffer (0,5 % Tween 20) wurden die gebundenen
Phagen im Elutionspuffer 2 h eluiert. Der Phagentiter im Eluat wurde mittels Plaque-Test
ermittelt. Er korrelierte direkt mit der Bindungsstarke. Die Bindungsstirke wurde auf die
M13 wt-Referenz normiert. Pro Phagenklon und Referenz wurden zwei unabhingige Bin-

dungsassays durchgefiihrt.

5.6 Reinigung und Oberflachenmodifikation von Substraten

Zur Herstellung diinner Schichten aus Zr-basiertem Material wurden hydrophile,
B-dotierte Si(100)-Substrate eingesetzt. Fiir die Ermittlung der Abscheiderate von Zr-
basiertem Material auf Einzelphagen waren hydrophobe Substrate erforderlich. Hierfiir
wurden sowohl rein organische Substrate wie Ethylen-Tetrafluorethylen-Copolymer (ET-
FE) und Polyethylenterephthalat (PET), als auch hydrophobe, oberflichenmodifizierte Si-

Wafer verwendet. Fir die Oberflichenmodifikation wurden Schichten aus 1,1,1,3,3,3-
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Hexamethyldisilazan (HMDS) sowie selbstorganisierende Monoschichten (engl.: self-
assembled monolayer, SAM) aus 1H, 1H, 2H, 2H-Perfluorodecyltriethoxysilan (FDTS) auf-
gebracht. Im Folgenden werden die Reinigungsprozeduren und Oberflaichenmodifikationen

der verschiedenen Substrate beschrieben.

5.6.1 Reinigung von Si-Substraten

Die Si-Substrate wurden jeweils 10 min in ddH20 und Aceton:Ethanol (1:1) im Ultraschall-
bad gereinigt. Zur Hydrophilisierung der Substratoberflachen wurde eine Sauerstoffplas-
ma-Behandlung fiir 10 min bei 30 W durchgefiihrt. Es folgte eine letzte Reinigung in ddH20
fir 10 min im Ultraschallbad. Nach jedem Reinigungsschritt wurden die Substrate mit dem
bereits bei der Reinigung eingesetzten Losungsmittel gespult und mit einem Stickstoff-

strom getrocknet.

5.6.2 Reinigung von ETFE-Substraten

ETFE-Substrate wurden 10 min in Aceton:Ethanol (1:1) im Ultraschallbad gereinigt.[18°]
Nach dem Spiilen mit Aceton:Ethanol (1:1) folgte das Trocknen der Substrate mit einem

Stickstoffstrom.

5.6.3 Reinigung von PET-Substraten

PET-Substrate wurden jeweils 10 min in Isopropanol und ddH20 im Ultraschallbad gerei-
nigt.[190]1 Nach jedem Reinigungsschritt wurden die Substrate mit dem jeweils eingesetzten

Losungsmittel, Isopropanol oder Wasser, gespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet.

5.6.4 Oberflichenmodifikation - HMDS

Die Oberflaichenmodifikation von Si-Wafern mit HMDS wurde nach Roos et al.[1°1] durchge-
filhrt. Dazu wurden Si-Wafer wie in 5.6.1 beschrieben gereinigt. Anschliefend wurde je
1 mL HMDS in ein Glasgefaf3 gefiillt und die gereinigten Si-Wafer an den Glasrandern befes-
tigt, so dass kein direkter Kontakt zwischen Si-Wafer und Fliissigkeit moglich war. Das
Glasgefafy wurde verschlossen und mit Parafilm abgedichtet. Nach 15 h Inkubationszeit
wurde der modifizierte Si-Wafer umgedreht in ein Gefafd mit ddH20 gelegt und fiir 10 min

bei 75°C mit Ultraschall behandelt. Dabei wurden physisorbierte HMDS-Molekiile
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gelost.[192] Nachfolgend wurden die Wafer mit ddH20 gespiilt und unter einem Stickstoft-

strom getrocknet.

5.6.5 Oberflichenmodifikation - FDTS

In Anlehnung an Ma et al.1%3] wurden SAMs aus FDTS mittels Gasphasenabscheidung auf
Si-Wafer aufgebracht. Gereinigte Si-Wafer (4 x4 mm?) wurden am Deckel eines Exsikka-
tors befestigt. Nachdem 15 pL FDTS auf den Boden des Exsikkators getropft wurden, wurde
ein Vakuum von 50 mbar erzeugt. Das Verdampfen von FDTS unter Vakuum ermdoglichte
die SAM-Bildung auf der Si-Oberflache. Nach der Gasphasenabscheidung tiber Nacht wur-
den die modifizierten Si-Wafer umgedreht in ein Gefafd mit Ethanol gelegt und fiir 10 min
bei 75°C im Ultraschallbad behandelt. Dabei wurden physisorbierte FDTS Molekiile
gelost.[192194] Nachfolgend wurden die Wafer mit Ethanol gespiilt und unter einem Stick-

stoffstrom getrocknet.

5.7 Biotemplate

Modifizierte und nicht modifizierte Phagen wurden als Biotemplat zur Mineralisation von
Zirkonium-basiertem Material (ZrbM) eingesetzt. Zur Bestimmung der Abscheiderate wur-
den Einzelphagen mineralisiert. Schichten aus ZrbM wurden auf einer ausgerichteten Pha-
genschicht abgeschieden. In den nachsten zwei Abschnitten werden die Immobilisierung
von Einzelphagen auf einem Substrat und die Generierung ausgerichteter Phagenschichten

beschrieben.

5.7.1 Einzelphagen

Zur Immobilisierung von Einzelphagen wurden 1,5 pL einer wassrigen Phagensuspension
auf einen gereinigten Si-Wafer (4 x4 mm?2) oder einen FDTS modifizierten Si-Wafer
(4 x 4 mm?) getropft und bei 37 °C tiber Nacht getrocknet. Die Phagenkonzentration betrug
1,0-1019 pfu mL-1. Anschlief3end wurden die Proben in 70 % Ethanol getaucht, um Salzrtick-

stande zu entfernen und unter einem Stickstoffstrom getrocknet.
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5.7.2 Ausgerichtete Phagenschichten

Ausgerichtete Phagenschichten wurden durch ,Convective Assembly“ wie in Atanasova et
al.1%] beschrieben generiert. Suspendierte Wildtyp (wt)-Phagen wurden mit einer Zugge-
schwindigkeit von 0,6 mm min-! auf einem gereinigten Si-Wafer (10 x 10 mm?2) ausgerich-
tet. Die Temperatur betrug 23 * 2 °C, die Luftfeuchtigkeit 36 + 1 %. Pro Substrat wurden
3 uL. Phagensuspension eingesetzt. Fiir Biotemplate aus wt-Phagen auf der polierten Seite
des Si-Wafers wurde eine Phagenkonzentration von 2,0-1013 pfu mL-1 gewahlt, fiir die un-

polierte Seite eine Konzentration von 9,8:1013 pfu mL1.

5.8 Mineralisation

Fiir die Mineralisation von Zirkonium-basiertem Material (ZrbM) wurde eine Zirkonylchlo-
rid Octahydrat-Losung (ZrOClz-8H20) in einem Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch mit
80 Vol % Ethanol verwendet.

5.8.1 Stabilitit immobilisierte Phagen in Mineralisationslosungen

Vor der Mineralisation immobilisierter Phagen wurden die Phagen auf ihre Stabilitat in der
Mineralisationslosung und im Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch untersucht. Hierzu
wurden immobilisierte Phagen fiir 1 min im Losungsmittelgemisch oder fiir 5 min in der
Mineralisationslosung inkubiert. Nach dem Trocknen im Stickstoffstrom wurden die Pro-

ben mittels AFM untersucht.

5.8.2 Einzelphagen-Mineralisation

Zur Mineralisation immobilisierter Phagen wurden die Proben in 1 mL Mineralisationslo-
sung fur 5 min oder 90 min bei 25°C inkubiert. Nach griindlichem Spiilen mit Etha-
nol/Wasser-Mischung (80 Vol % Ethanol) wurden die Proben im Stickstoffstrom getrock-

net.

5.8.3 Schichtmineralisation auf ausgerichteten Phagenschichten

Zur Mineralisation von Schichten aus ZrbM wurden ausgerichtete Phagenschichten auf ei-

nem Si-Wafer in 1 mL Mineralisationslosung fiir 5 min bei 60 °C inkubiert. Nach griindli-
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chem Spiilen mit Ethanol/Wasser-Mischung (80 Vol % Ethanol) wurden die Proben im
Stickstoffstrom getrocknet. Diese Schritte beschreiben einen Mineralisationszyklus. Zur
Herstellung homogener Schichten mit unterschiedlichen Schichtdicken wurden 20 und 41

Mineralisationszyklen durchgefiihrt.

5.9 Kalzinieren

Die mineralisierten Schichten aus ZrbM wurden bei 550 °C und 900 °C fiir 4 h in einem
Muffelofen (Nabertherm Logotherm L5 S17) an Luft kalziniert. Die Heizrate betrug
3,5 Kmin-1l.

5.10 Charakterisierungsmethoden

5.10.1 Dynamische Lichtstreuung

Partikelgrof3en in der Mineralisationslosung wurden mittels dynamischer Lichtstreuung an
einem ZETASIZER 3000 HSA mit einem He-Ne Laser (A = 633 nm) gemessen. Das gestreute
Licht wurde unter einem Winkel von 90° detektiert. Die Mineralisationslésungen wurden
in einer 1,5 mL UV-Kiivette analysiert. Die Temperatur wurde liber einen temperierten
Kiivettenhalter konstant gehalten. Insgesamt wurden 30 Messpunkte in Abstinden von
128 s bzw. 256 s (alternierend) aufgenommen. Jeder Messpunkt stellte den Mittelwert aus
10 Einzelmessungen dar. Die mittlere Partikelgrofde sowie die intensitiats- und anzahlge-
wichtete Partikelgrofienverteilung wurden mit der Software PCS v1.52 (Malvern Instru-
ments) berechnet. Hierflir waren der Brechungsindex der Partikel und des Losungsmittels
sowie die Viskositit des Losungsmittels erforderlich. Fiir das Losungsmittel, Wasser-
Ethanol (80 Vol % Ethanol), wurden die Werte von reinem Ethanol verwendet. Bei 25 °C
weist Ethanol einen Brechungsindex von 1,36[19¢] und eine Viskositat von 1,1 mPa-s[19¢] auf.
Fir die Partikel wurde der Brechungsindex von ZrO; eingesetzt mit einem Realteil von

2,16[19¢] und einem Imaginarteil von 0,1[19],

5.10.2 Zetapotentialmessung von Schichten und Substraten

Das Zetapotential von mineralisierten Schichten, Si-Substraten sowie c- und ¢t-ZrO;-

Substraten wurde mit einem elektrokinetischen Messgerat zur Oberflachenanalyse (Sur-
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PASS, Anton Paar) ermittelt. Fiir die Messung wurden zwei Proben der Grof3e 10 x 10 mm?
an der einstellbaren Spaltmesszelle fixiert. Der Spaltabstand betrug 100 um. Gemessen
wurde in 10 mM NacCl iiber einen pH-Bereich von 2 bis 9. Der pH-Wert wurde durch auto-
matische Titration einer 0,1 M HCl-Losung eingestellt. Vor und wahrend der Messung wur-
de die Elektrolytlosung mit N2 gespiilt, um das Losen von CO; aus der Atmosphdre zu ver-
hindern. Fiir jeden pH-Schritt wurde das Zetapotential aus vier Einzelmessungen ermittelt.
Dabei wurde die Fairbrother-Mastin-Berechnungl1°71 verwendet. Der maximale Stro-
mungsdruck betrug 400 mbar. Pro Schicht bzw. Substrat wurden zwei unabhédngige Mes-

sungen durchgefiihrt.

5.10.3 Zetapotentialmessung von Partikeln und Phagen

Das Zetapotential von Phagen, mineralisierten Partikeln aus ZrbM und kommerziell erhalt-
lichen c-ZrO; und t-ZrO; Partikeln wurde mit einem Zetasizer Nano (Malvern) in gefalteten
Kapillarzellen (DTS1070) bestimmt. Gemessen wurde jeweils in 10 mM NaCl. Die Phagen
wurden in Elektrolytlosung mit variierendem pH-Wert von 2,5 bis 6,1 suspendiert. Die
Phagenkonzentration betrug 1011 pfu mL-1. Mineralisierte Partikel aus ZrbM wurden aus
der Mineralisationslosung abzentrifugiert (10 min, 20817 x g). Nach dem Resuspendieren
in einer Ethanol/Wasser-Mischung (80 Vol % Ethanol) folgte ein weiterer Zentrifugations-
schritt (10 min, 20817 x g). Fiir die Zetapotentialmessung wurden die Partikel in Elektro-
lytlosung mit pH-Werten im Bereich von 2,4 bis 9,8 resuspendiert. Kubische und tetragona-
le ZrOz-Partikel wurden ebenfalls in Elektrolytlésung mit variierendem pH-Wert zwischen
2,5 und 7,5 suspendiert. Eine Ultraschallbehandlung von 10 min wurde durchgefiihrt, um
vorhandene Agglomerate zu l6sen. Der pH-Wert wurde anschlief3end nochmals tiberprift

und gegebenenfalls durch Zugabe einer HCI- oder NaOH-Losung korrigiert.

Fir die Zetapotentialmessungen wurden mindestens 12 Einzelmessungen bei 25 °C durch-
gefiithrt. Pro pH-Wert wurden zwei unabhangige Proben charakterisiert. Zur Auswertung

wurde der Smoluchowsky-Ansatz[198] verwendet.

5.10.4 Thermogravimetrie/Dynamische Differenzkalorimetrie

Mittels simultaner Thermogravimetrie (TG) und Dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC)

wurde das Mineralisationsprodukt in einem STA 449C Jupiter von Netzsch thermisch un-
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tersucht. Die Messungen wurden von Dr. Marc Widenmeyer (Institut fiir Materialwissen-
schaft, Universitat Stuttgart) durchgefiihrt. Die Probe wurde in einem Al;03-Tiegel von
30 °C auf 1200 °C in reiner Oz2-Atmosphare erhitzt. Die Heizrate betrug 5 K min-! bei der bei
30 °C mineralisierten Probe und 10 K min-1bei den bei 60 °C mineralisierten Proben. Als
Referenz diente ein leerer Al203-Tiegel. In Kombination mit einem Massenspektrometer
wurden ionisierte Abgangsprodukte analysiert. Fiir die Probenprdparation wurde eine
20 mM ZrOCl;-Ethanol/Wasser-Losung (80 Vol % Ethanol) in 1 mL Aliquoten fiir 10 min
bei 60 °C im Olbad erhitzt. Eine weitere Mineralisationslésung derselben Zusammenset-
zung wurde fiinf Tage bei 30 °C inkubiert. Das gebildete Mineralisationsprodukt wurde
abzentrifugiert (20817xg  10min) und in einer Ethanol/Wasser-Mischung
(80 Vol % Ethanol) resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (20817 x g,
10 min) wurde der Uberstand entfernt, nochmals zentrifugiert (20817 x g, 2 min) und das
Mineralisationsprodukt 4 h bei 100 °C unter Luftatmosphare bzw. 3 Tage bei ZT getrock-

net. Pro Probe wurden circa 33 mg eingesetzt.

5.10.5 Fliissigkeitspyknometrie

Durch Fliissigkeitspyknometrie wurde die Dichte von Mineralisationsprodukten (ZrbM)
ermittelt. ZrbM wurde 1,5 h bei 40 °C oder 4 Monaten bei 25 °C mineralisiert. Anschliefdend
wurde es abzentrifugiert (10 min, 20817 x g) und iiber Nacht bei ZT getrocknet.

Zur Dichtebestimmung wurde ein Glaspyknometer mit einem Volumen von 24,944 mL
verwendet. Als Fliissigkeit wurde eine Ethanol/Wasser-Mischung (80 Vol % Ethanol) be-
nutzt, das dem Losungsmittel in der Mineralisationslosung entspricht. Die Dichte von ZrbM
wurde iiber das verdrangte Volumen von Ethanol/Wasser nach Gleichung (18) bestimmt.
Es wurde die Masse des leeren Pyknometers (mo) sowie die Massen des Pyknometers ge-
fullt mit der Ethanol/Wasser-Mischung (m1), gefiillt mit ZrbM (ms3) sowie gefiillt mit ZrbM
und der Ethanol/Wasser-Mischung (m4) eingesetzt. Die jeweiligen Massen wurden bei
25 °C bestimmt. Die Dichte von Ethanol/Wasser pgwm/w bei 25 °C wurde ebenfalls tiber Pyk-
nometrie bestimmt durch:

mi—my (24)
PEth/Ww =~

wobei Vp das Volumen des Pyknometers darstellt.
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5.10.6 Kontaktwinkelmessung

Die statischen Wasser-Kontaktwinkel wurden mit der ,sessile drop“-Methode an einem
Kontaktwinkelmesssystem (G10, Kriiss) gemessen. Es wurde ddH20 bei 25 °C verwendet.

Fiir jede Oberflaiche wurden mindestens sechs Messungen durchgefiihrt.

5.10.7 Rontgenbeugung

Die Charakterisierung der Kristallinitat mineralisierter ZrbM-Schichten und die Bestim-
mung der Kristallstruktur wurden mit einem Rontgendiffraktometer (SmartLab, Rigaku
corporation) durchgefiihrt. Die Schichten wurden mit 95 Mineralisationszyklen entspre-
chend dem in 5.8.3 beschriebenen Verfahren hergestellt. Gemessen wurde mit Cu-Kgy;-
(A=1,5405929 A) und Cu-K,-Strahlung (A = 1,544324 A) in Parallelstrahlgeometrie und
Kreuzstrahloptik. In-plane-Messungen wurden von Mirjam Stein (Institut fiir Materialwis-
senschaft, Universitdt Stuttgart) im Scanbereich von 26y = 20° bis 70° in 0,04°-Schritten
mit einem Einfallswinkel von 2 =0,3° durchgefiihrt. Der Punktdetektor befand sich bei
260 = 0,3°. Die Kristallstruktur wurde durch Abgleich der erhaltenen Beugungsmuster mit
der Datenbank fiir anorganische Kristallstrukturen (Inorganic Crystal Structure Database

(ICSD, Version 2015-1) ermittelt.

5.10.8 Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

Mittels optischer Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES)
wurde der Zirkoniumverbrauch wahrend der Mineralisation bei ZT, 40 °C und 60 °C von
Samir Hammoud (MPI fiir Intelligente Systeme, Stuttgart) untersucht. Dazu wurde die Mi-
neralisationslosung in 1 mL Aliquoten aufgeteilt. Fiir die Mineralisation bei 40 °C oder
60 °C wurden die Lésungen im Olbad erhitzt. Die Temperatur wurde mit einem beheizba-
ren Magnetriihrer tiber einen Thermostat kontrolliert. Nach 0, 10, 50 und 90 min wurde
die Mineralisation durch Abschrecken in Eis unterbrochen und das Mineralisationsprodukt
durch Zentrifugation (10 min, 20817 x g) entfernt. Der Uberstand wurde mit einem ICP-
OES-Spektrometer (Spectro Ciros, Spectro Analytical Instruments) auf den Zr-Gehalt unter-
sucht. Dabei wurde das Probenaerosol in ein Argon-Plasma mit einer Temperatur von

8000-10000 K gespritzt. Pro Probe wurden drei unabhdngige Experimente durchgefiihrt.
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Als Referenz diente eine wassrige ZrOClz-Losung, die bei Zimmertemperatur kein Prazipi-

tat bildet (Nachgewiesen durch DLS-Messungen und ICP-OES-Messungen).

5.10.9 Rontgenphotoelektronenspektroskopie

XPS-Messungen (X-Ray Photoelectron Spectroscopy, Rontgenphotoelektronenspektrosko-
pie) wurden von Michaela Wieland (MPI fiir Intelligente Systeme, Stuttgart) an einem
Thermo VG Thetaprobe 300 durchgefiihrt. Gemessen wurden mit Al K,-Strahlung
(hv = 1486,68 eV). Nach einem Ubersichtsscan von 0 eV bis 1200 eV in 0,2 eV-Schritten
wurden detaillierte Scans fiir Kohlenstoff (C1s), Sauerstoff (01s) und Zirkonium (Zr3d) in
0,1 eV-Schritten aufgenommen. Die Passenergien betrugen 200 eV fiir den Ubersichtsscan
und 100 eV fiir die Detailscans. Die C1s Bindungsenergie von 284,8 eV wurde als Referenz

gewahlt.

5.10.10 Energiedispersive Rontgenspektroskopie

Zur Charakterisierung der elementaren Zusammensetzung einer mineralisierten Schicht
wurden EDX-Messungen von Timotheus Jahnke (Institut fiir Materialwissenschaft, Univer-
sitat Stuttgart) an einem Zeiss Ultra 55 mit Stickstoff gekiihltem EDAX System durchge-
fiihrt.

5.10.11 Rasterkraftmikroskopie

Oberflachentopographien wurden mit einem Rasterkraftmikroskop (MultiMode™ 8, Bru-
ker) abgebildet. Gemessen wurde im Tastmodus (engl.: tapping mode) mit einer PPP-
NCHR-W Tip (Nanosensors). Die root mean square (rms)-Rauigkeit sowie die Hohe von
Phagen, vor und nach der Mineralisation mit ZrbM, wurden mittels NanoScope Analysis
ausgewertet. Zur Bestimmung der Oberflaichenrauigkeit wurde das arithmetische Mittel
aus der rms-Rauigkeit an mindestens drei verschiedene Probenstellen gebildet. Fiir die

Hohenbestimmung wurden mindestens 25 verschiedene Phagen ausgewertet.

5.10.12 Rasterelektronenmikroskopie

Probenquerschnitte und -oberflaichen wurden mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM)

(Merlin Gemini II, Zeiss) untersucht. Um eine leitfahige Oberflache zu garantieren, wurden
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die Proben mit 0,2 nm Iridium beschichtet (Leica EM ACE600). Phagentemplate wurden
mit einer Beschleunigungsspannung von 1 kV untersucht, anorganische Proben (Si-
Substrate und Schichten aus Zirkonium-basiertem Material) mit einer Beschleunigungs-
spannung von 3 kV. Der Arbeitsabstand betrug 2-3 mm. Fur die Untersuchung von Proben-

querschnitten wurden die Proben auf einem 90° Probenhalter fixiert und um 8° gekippt.

5.10.13 Fluoreszenzmikroskopie

Die Adhdsion von S. aureus wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop (DM5500 B, Leica) mit
angebrachter monochromer Digitalkamera (DCF360 FX, Leica) von Peter Popella (Institut
fur Mikrobielle Genetik, Universitat Tiibingen) evaluiert. Pro Probe wurden zehn gleich-
mafdig tiber die Probe verteilte Aufnahmen ausgewertet. Adhérierte Bakterien wurden mit

der Software Image] quantifiziert.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Mineralisationssystem

Um den Einfluss von ZrO;-Bindepeptiden, prasentiert auf der Oberfliche von M13-
Bakteriophagen (kurz Phagen), auf die Mineralisation von Zirkonium-basiertem Material
(ZrbM) zu untersuchen, musste zundchst eine geeignete Mineralisationslosung etabliert
werden. Diese wurde spater auch zur Mineralisation von Schichten eingesetzt. Generell
sind zwei Moglichkeiten der Mineralisation vorstellbar. Die Mineralisation kénnte entwe-
der durch heterogene Keimbildung auf dem Biotemplat oder durch homogene Keimbildung
der anorganischen Partikeln in Losung mit anschlief3ender Abscheidung der gebildeten
Partikel auf dem Templat stattfinden.l®! Fiir beide Materialbildungsmechanismen sind so-
wohl fiir die Untersuchung des Templateinflusses, als auch fiir die Mineralisation von
Schichten spezielle Anforderungen an die Mineralisationslosung gestellt. Zum einen sollte
zur Untersuchung des Templateinflusses eine grofde Interaktionsfliche des anorganischen
Materials mit dem nanostrukturierten Biotemplat gegeben sein. Phagen haben eine Lange
von circa 1 pm und einen Durchmesser von circa 6-7 nm (s. Abbildung 9).33] Im Falle der
heterogenen Keimbildung bilden sich Keime durch Anlagern von lonen direkt auf dem
Templat.[38] Ist das Templat grofder als die einzelnen Ionen, ist eine grofie Interaktionsfla-
che gegeben. Das in dieser Arbeit eingesetzte ZrOClz-Salz bildet in einer wassrigen Losung
Zr-Tetramere einer Grofde von 0,8 nm (s. 4.5). Eine grof3e Interaktionsflache mit dem Pha-
gentemplat (1 pm x 6-7 nm) ist hierflir gewahrleistet. Im Falle einer homogenen Keimbil-
dung lasst sich eine grofde Interaktionsfliche zwischen organischen und anorganischen
Bereichen im Besonderen durch Partikelgrofden im unteren Nanometerbereich erreichen,
da diese ein hohes Oberflachen/Volumenverhaltnis aufweisen. Fiir die Herstellung homo-
gener Schichten durch die Abscheidung von Nanopartikeln (homogene Keimbildung) ist
zudem die Bildung von stabilen, dispergierten Partikeln erforderlich. Eine Bildung von
grofden Agglomeraten in der Mineralisationslosung wahrend der Schichtbildung und ein
Abscheiden dieser Agglomerate auf der Schicht wiirde zu inhomogenen Schichten fiihren.
Ein Einsatz von organischen Additiven, wie Hydroxypropylcellulose (HPC)[#2l oder Po-

lyethylenglycol (PEG)[48], die eine hohere Stabilitdt der Dispersion ermoglichen, sollte ver-
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mieden werden. Diese kénnen den Einfluss von ZrO;-Bindepeptiden auf das Abscheidever-
halten von ZrbM beeinflussen. Die organischen Molekiile konnten als Keim fiir die Partikel-
bildung dienen und so bezogen auf das Biotemplat einen konkurrierenden Einfluss auf die
Mineralisation haben.[214] Zusatzlich ist fiir die Mineralisation auf einem Phagentemplat
sowohl durch heterogene als auch durch homogene Keimbildung ein pH-Wert > pH 2 (op-
timal 6-8[4041]) und eine Mineralisationstemperatur < 80 °C[3940 notwendig, um eine De-

gradation der Phagentemplate wiahrend der Mineralisation zu vermeiden.

Um die beschriebenen Anforderungen an die Mineralisationslésung fiir beide moéglichen
Mineralisationsmechanismen (iiber heterogene und homogene Keimbildung) zu erfiillen,
wurden umfangreiche Untersuchungen des Partikelwachstums in einer ZrOCl;-Salzlésung
mit einem Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch vorgenommen (6.1.1). Das Mineralisati-
onsprodukt des etablierten Mineralisationssystems wurde umfangreich charakterisiert
(6.1.4). Zudem wurde auf Grundlage dieser Untersuchungen die Partikelbildung und das
Partikelwachstum durch Dipl.-Ing. W. Halter (Prof. Dr.-Ing. F. Allgéwer, Universitat Stutt-
gart) modelliert (6.1.5). Das entwickelte Modell kann auf andere Mineralisationssysteme
ubertragen werden, bei denen Partikelwachstum durch molekulare Addition oder Parti-
kelagglomeration stattfindet. Somit steht eine Moglichkeit zur Verfligung, ohne umfangrei-
che experimentelle Untersuchungen Parameter, wie Temperatur und Salzkonzentration
von Mineralisationssystemen zu identifizieren, die zur Bildung stabiler Nanopartikel fiihrt

und dadurch die Mineralisation homogener Funktionsmaterialien ermoglicht.

6.1.1 Mineralisationslosung

Als Mineralisationssystem wurde eine ZrOCl;-Salzlosung in einem Ethanol/Wasser-
Losungsmittelgemisch verwendet. Um eine Mineralisationslosung mit relativ hohem pH-
Wert (>2, optimal 6-8) zu generieren, bei der sich stabile Partikel mit Gr6f3en im unteren
Nanometerbereich bei einer niedrigen Mineralisationstemperatur (< 80 °C[3940]) bilden,
wurden die Losungsparameter Salzkonzentration, Temperatur und Ethanolgehalt systema-
tisch variiert und die Losung umfassend charakterisiert. Dabei gaben Messungen an der
Mineralisationslosung mittel Dynamischer Lichtstreuung (DLS) Auskunft iiber die Grofde
gebildeter Partikel und das Partikelwachstum. In Kombination mit ICP-OES-Messungen, die
den Verbrauch an Zr-Spezies durch die Partikelbildung zeigten, wurde der Partikelwachs-

tumsmechanismus beschrieben. So konnten Parameter identifiziert werden, die ein schnel-
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les Partikelwachstum durch Agglomeration verhindern und die Bildung einer stabilen Dis-

persion ermoglichten.

Zur Etablierung einer Mineralisationslosung, die den beschriebenen Anforderungen ent-
spricht, ist es wichtig, den Partikelbildungs- und Partikelwachstumsmechanismus bei ver-
schiedenen Prozessparametern, wie Salzkonzentration, Temperatur oder Ethanolgehalt zu
kennen. Um das Mineralisationssystem in Bezug auf den Partikelbildungs- und Partikel-
wachstumsmechanismus zu untersuchen, wurden zunachst Partikelgrofden iiber einen
Zeitraum von 1,5 h bei verschiedenen Mineralisationsbedingungen bezliglich Salzkonzent-
ration, Temperatur und Ethanolgehalt mittels DLS bestimmt. In Abbildung 21 sind die mitt-
leren Partikelgrofden in Abhdngigkeit der Zeit fiir unterschiedliche Mineralisationsbedin-
gungen dargestellt. Bei allen Mineralisationsbedingungen (Abbildung 21 A-D) wurde eine
lineare Zunahme der mittleren Partikelgréfie mit der Mineralisationszeit beobachtet. Bei
einer konstanten Temperatur von 40°C und einem Ethanolgehalt von 80 Vol %
(Abbildung 21 A) wachsen die Partikel bei Salzkonzentrationen zwischen 20 mM und
50 mM unterschiedlich schnell. Zu Beginn der Messung (¢t = 0 min) liegen unabhéngig von
der Salzkonzentration Partikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von cir-
ca 10 nm vor. Wahrend die Partikel nach 90 min und einer Konzentration von 20 mM auf
eine Grofde von 85 nm gewachsen sind, weifden die Losungen mit einer Konzentration von
30 mM bzw. 50 mM Partikel mit nur 50 nm bzw. 15 nm auf. Dies zeigt, dass das Partikel-
wachstum mit abnehmender Salzkonzentration schneller ablauft (Abbildung 21 A). Bei ei-
ner 20 mM ZrOCl>-Losung und einem Ethanolgehalt von 80 Vol % zeigt eine Erh6hung der
Mineralisationstemperatur von 25°C auf 60°C ein schnelleres Partikelwachstum
(Abbildung 21 B und C). Wahrend bei 25 °C innerhalb 90 Minuten Mineralisationszeit die
Partikelgrof3e von 12 nm auf 17 nm anstieg, ist bei 40 °C eine lineare Partikelgrof3enzu-
nahme von 12 nm auf 85 nm zu beobachten. Bei 60 °C liegt ein sehr schnelles Partikel-
wachstum vor (Abbildung 21 C). Nach 9 min bildeten sich bereits Partikel einer Grofde von
1014 nm. Das sehr schnelle Partikelwachstum fiihrte nach zehn Minuten zu einer triiben
Mineralisationslosung, die mittels DLS aufgrund von Mehrfachstreuungen nicht mehr kor-

rekt vermessen werden konnte.

Die Untersuchung des Ethanol-Einflusses auf die Partikelgrofde und das Partikelwachstum

(Abbildung 21 D) wurde mit einer 20 mM ZrOCl;-Lésung bei 25 °C durchgefiihrt.
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Abbildung 21: Partikelwachstum von Zirkonium-basiertem Material (ZrbM) bei unterschiedlichen
Mineralisationsbedingungen. Zur Mineralisation von ZrbM wurde eine ZrOCl;-Salzlésung in einem
Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch eingesetzt. Die Partikelgrofle und das Partikelwachstum
wurden bei A) unterschiedlicher Salzkonzentration, bei B) und C) unterschiedlicher Temperatur

und bei D) unterschiedlichem Ethanolgehalt untersucht.

Bei einer Erh6hung des Ethanolgehalts von 80 Vol % auf 90 Vol % lagen bereits zu Beginn
der Messung (t = 0 min) Partikel mit einer Gréf3e von 32 nm vor, wahrend in der Losung
mit 80 Vol % eine anfangliche Partikelgr6fde von 12 nm beobachtet wurde. Des Weiteren
zeigte ein hoherer Ethanolgehalt eine schnellere Zunahme der Partikelgrofie. Wahrend bei
80 Vol % die Partikelgrofde von 12 nm auf 17 nm anstieg, zeigten die Partikel in der Losung
mit 90 Vol % Ethanol einen Gréf3enzuwachs von 32 nm auf 137 nm bei einer Mineralisati-

onszeit von 90 min.

Diese Betrachtungen der mittleren Partikelgrofie zeigten ein zunehmendes Partikelwachs-

tum mit abnehmender Salzkonzentration, zunehmender Temperatur und zunehmendem
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Ethanolgehalt. Es ist jedoch zu beachten, dass die hier betrachtete mittlere Partikelgrofie
ein intensitatsgewichteter Mittelwert Ulber alle vorliegenden Partikelgrofden darstellt
(s.4.9.1). Um neben der mittleren Partikelgrof3e detaillierte Informationen tiber die Parti-
kelgrofienverteilung zu erhalten, und dadurch Aussagen iiber den Wachstumsmechanis-
mus treffen zu konnen, wurden zusatzlich die intensitatsgewichteten und anzahlgewichte-
ten Partikelgrofienverteilungen betrachtet (s.4.9.1). Bei der intensitatsgewichteten Parti-
kelgrofienverteilung werden vor allem grofiere Partikel erfasst. Dies liegt daran, dass die
Intensitat I des gestreuten Lichtes proportional zur sechsten Potenz des Partikeldurchmes-
sers d (I ~ d®) ist (Rayleigh-Naherung) (s. 4.9.1).[163] Die anzahlgewichtete Partikelgrofien-

verteilung zeigt die relative Anzahl der Partikel mit unterschiedlicher Partikelgrofie.[162.164]

Ein Betrachten der Verteilungskurven in Abbildung 22 zeigt bei einer Konzentration von
50 mM (40 °C) keinen Unterschied zwischen der intensitdtsgewichteten und der anzahlge-
wichteten Partikelgréfienverteilung.

A) Intensitat (%) B) Anzahl (%)
; 100 ]

80

Zeit (s)

PartikelgroRe (nm) PartikelgréRe (nm)

Abbildung 22: Partikelgrofienverteilung einer 50 mM ZrOClz-Lésung mit 80 % Ethanol bei 40 °C.

A) Intensitiatsgewichtete Partikelgrofienverteilung. B) Anzahlgewichtete Partikelgrof3enverteilung.

Es liegt eine monomodale, monodisperse Partikelgrofienverteilung vor (Polydispersitats-
index: ~0,2) (s.4.9.1). Waren nur wenige grofiere Partikel in der Losung vorhanden, wiir-
den diese in der intensitatsgewichteten Partikelgréfienverteilung aufgrund der Beziehung
I ~ d° angezeigt werden (s.4.9.1). Daher kann hier von einer monomodalen Partikelgro-

3enverteilung ausgegangen werden. Mit zunehmender Zeit verschieben sich die Verteilun-
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gen leicht zu grofReren Partikelgrofden. Auflerdem wird die Polydispersitat (s. 4.9.1) etwas
grofder (Polydispersitatsindex: ~0,3 nach 5400 s (1,5 h)). Das bedeutet, dass alle Partikel,
die in der Losung vorliegen, gleichzeitig wachsen und der Gréfienbereich, in dem die Parti-
kel zu finden sind, breiter wird. Mogliche Griinde fiir ein solches Wachstum kénnen sowohl
eine molekulare Addition von Zr-Tetrameren oder grofderen Oligomeren!®
(s. Gleichung (14)) an bestehende Partikel, als auch ein Agglomerieren von kleinen Parti-
keln sein (s. 4.5). Beide Wachstumsmechanismen sind bereits fiir Hydrothermalsynthesen

von ZrOz in wassrigen ZrOClz-Loésungen bekannt (s. 4.5).[259598,102,103]

Beim Betrachten der zeitabhingigen Partikelgrofienverteilungen fiir eine ZrOClz-
Salzkonzentration von 30 mM in Abbildung 23 C) und D) fallt auf, dass ab einer Reaktions-
zeit von 1400 s (23 min) auch grofiere Partikel neben kleineren Partikeln vorliegen. Dies
zeigt ein Vergleich der intensitatsgewichteten Partikelgrofienverteilung (Abbildung 23 C)
mit der anzahlgewichteten Partikelgrof3enverteilung (Abbildung 23 D). Grofe Partikel zwi-
schen 30 nm und 75 nm (s. Abbildung 23 C) werden durch die stirkere Intensitat des ge-
streuten Lichts bei der intensititsgewichteten Partikelgrofienverteilung tibergewichtet
dargestellt. In der anzahlgewichteten Partikelgréfienverteilung sind diese Partikel nicht
dargestellt. Ihre Anzahl ist im Vergleich zu den kleineren Partikeln gering. Das Auftreten
einer bimodalen Partikelgrofdenverteilung ab 1400 s (23 min) (Abbildung 23 C) gibt einen
Hinweis auf Agglomeration der kleineren Partikel.[19] Bilden sich grofdere Partikel durch
Agglomeration kleinerer Partikel und sind gleichzeitig noch nicht alle kleinen Partikel
durch die Agglomeration verbraucht, so liegen sowohl kleine als auch grof3e Partikel ne-
beneinander vor. Es ist eine bimodale Partikelgrofdenverteilung zu beobachten. Neben der
Entstehung grofier Partikel wachsen die kleinen Partikel einer Grofde von circa 10 nm (0 s)
bis zu einer Grofde von circa 25 nm (5400 s = 90 min) (Abbildung 23 D). Die Partikelgro-
3enverteilung wird zu grofderen Partikelgrofden hin verschoben. Die Polydispersitat nimmt
dabei zu. Im Vergleich zur 50 mM Losung (Abbildung 23 A und B), bei der die Partikelgrofe
von 5 nm (0 s) auf circa 15 nm (5400 s = 90 min) zunimmt (Abbildung 23 B), wachsen die
kleineren Partikel der 30 mM Losung schneller, obwohl die Salzkonzentration erniedrigt
wurde. Wird der pH-Wert beider Losungen betrachtet, fillt auf, dass der pH-Wert durch
eine Konzentrationserniedrigung von 50 mM auf 30 mM entsprechend von 1,52 auf 2,01

zunimmt.
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Abbildung 23: Partikelgréfienverteilung - Einfluss Salzkonzentration. Es sind jeweils die zeitlichen
Verlaufe der intensitatsgewichteten (A, C und E) und anzahlgewichteten Partikelgrofienverteilun-
gen (B, D und F) dargestellt. A) und B) Mineralisationssystem 50 mM ZrOCl;, 80 % Ethanol, 40 °C.
C) und D) Mineralisationssystem 30 mM ZrOCl;, 80 % Ethanol, 40 °C. E) und F) Mineralisationssys-

tem 20 mM ZrOCl;, 80 % Ethanol, 40 °C.
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Nach Gleichung (14) werden sowohl die Hydroxylierung, als auch die Kondensationsreak-
tion durch eine pH-Erh6hung begiinstigt,[4498] was zu einem schnelleren Partikelwachstum
durch Kondensationsreaktionen mit Zr-Tetrameren/Oligomeren fiihrt. Ein entsprechendes
Verhalten wurde in der Literatur fiir wassrige ZrOCl; Mineralisationssysteme beschrieben
(s. 4.5).1469899] Auch hier wurde mit zunehmender Salzkonzentration ein langsameres Par-
tikelwachstum beobachtet, das auf die zunehmende Aciditat zuriickgefiithrt wurde. Bei wei-
terer Konzentrationserniedrigung auf 20 mM tritt ab 1280 s (21 min) ebenfalls eine bimo-
dale Partikelgrofienverteilung auf (Abbildung 23 E). Ein Vergleich der intensitatsgewichte-
ten (Abbildung 23 E) mit der anzahlgewichteten Partikelgrofienverteilung
(Abbildung 23 F) zeigt, dass die kleinen Partikel gegeniiber den groflen Partikeln in Uber-
zahl vorliegen. Dies wird daran deutlich, dass die grofsen Partikel der bimodalen Verteilung
nur in der intensitatsgewichteten Verteilung auftauchen (/ ~ d°) und in der anzahlgewich-
teten Verteilung nicht dargestellt werden (s. 4.9.1). In der intensitatsgewichteten Partikel-
grofdenverteilung (Abbildung 23 E) sind ab einer Zeit von circa 3000 s (50 min) liberwie-
gend Partikel einer Grofde von ungefahr 75 nm zu sehen. Die Intensitat der Partikel im Gro-
3enbereich von ungefahr 25 nm nimmt ab. Das heifdt, im Vergleich zur 30 mM Lo6sung lie-
gen insgesamt mehr grofdere Partikel vor. Die anzahlgewichteten Partikelgrofdenverteilun-
gen der 20 mM Losung in Abbildung 23 F) zeigen, dass die kleineren Partikel mit einer
GrofRe von unter 25nm, die in Uberzahl vorliegen, mit zunehmender Reaktionszeit bis
4000 s (67 min) von einer Anfangsgrofde von circa 10 nm auf eine Grofde von circa 20 nm
wachsen. Dieses Wachstumsverhalten der in Uberzahl vorliegenden kleinen Partikel ist
vergleichbar mit dem Wachstum der kleinen Partikel in der 30 mM Losung. Das vergleich-
bare Wachstumsverhalten wird dem dhnlichen pH-Wert der Losungen zugeschrieben. Der

pH-Wert nimmt nur leicht von 2,01 bei 30 mM auf 2,12 bei 20 mM zu.

Beim Betrachten der zeitabhangigen Partikelgrofdenverteilungen in Abbildung 24 A)-F), die
das Wachstum bei verschiedenen Temperaturen beschreiben, fallt ein dhnliches Verhalten
wie bei der Erniedrigung der Konzentration auf. Bei 25 °C (Abbildung 25) wachsen die Par-
tikel in der 20 mM Losung sehr langsam von ungefdhr 9nm (0s) auf circa 16 nm

(5400 s =90 min).
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Abbildung 24: Partikelgrofienverteilung - Einfluss Temperatur. Es sind jeweils die zeitlichen Ver-

laufe der intensitiatsgewichteten (A, C und E) und anzahlgewichteten Partikelgrofdenverteilungen

(B, D und F) dargestellt. A) und B) Mineralisationssystem 20 mM ZrOCl,;, 80 % Ethanol, 25 °C.
C) und D) Mineralisationssystem 20 mM ZrOCl;, 80 % Ethanol, 40 °C. E) und F) Mineralisationssys-

tem 20 mM ZrOCl;, 80 % Ethanol, 60 °C.
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Abbildung 25: Partikelgrofdenverteilung einer 20 mM ZrOCl;-Lésung mit 80 % Ethanol bei 25 °C.

A) Intensitatsgewichtete Partikelgrofienverteilung. B) Anzahlgewichtete Partikelgrofdenverteilung.

Dieses Verhalten wird sowohl in der anzahlgewichteten (Abbildung 25 A), als auch in der
intensitatsgewichteten Partikelgrof3enverteilung (Abbildung 25 B) beschrieben, was einer
sehr engen, monomodalen Partikelgrof3enverteilung (Polydispersititsindex ~0,25) in der
Losung entspricht (s. 4.9.1). Durch Erhéhen der Temperatur auf 40 °C (Abbildung 24 C, D)
bilden sich nach circa 1000 s (17 min) wenige grofiere Partikel von circa 30 nm, die nach
ungefahr 5000 s (83 min) auf eine Gréfde von circa 75 nm wachsen. Diese Partikel sind aus-
schliefRlich in der intensitatsgewichteten Partikelgrofienverteilung zu sehen
(Abbildung 24 C), was zeigt, dass nur wenige Partikel in der Losung starker wachsen. Die
Partikel, die ihrer Anzahl nach hauptsachlich in der Losung vorliegen, sind in der anzahl-
gewichteten Partikelgrofdenverteilung in Abbildung 24 D) zu sehen. Diese kleineren Parti-
kel wachsen bei 40 °C von 10 nm (0 s) auf circa 45 nm (5000 s = 83 min), also deutlich
schneller als die Partikel bei 25 °C (Abbildung 24 A und B). Das schnellere Partikelwachs-
tum kann einer durch Temperaturerh6hung beschleunigten Hydroxylierung und Konden-
sationsreaktion zugeschrieben werden,[*2l die zu einer schnelleren molekularen Addition
von Zr-Tetrameren/Oligomeren fiihrt. Eine weitere Temperaturerhohung auf 60 °C fiihrt
insgesamt zu einem deutlich schnelleren Partikelwachstum. Die entsprechenden zeitab-
hangigen intensitdts- und anzahlgewichteten Partikelgrofdenverteilungen sind in Abbil-
dung 24 E) und F) dargestellt. Bei 60 °C war die Mineralisationslésung nach zehn Minuten

(600 s) aufgrund des sehr schnellen Partikelwachstums (s. Abbildung 21) zu triibe, um die
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Partikelgrof3e mittels DLS korrekt zu vermessen. Mehrfachstreuungen fiihren bei solchen
Losungen zu einem inkorrekten Ergebnis.[160] Daher werden bei der Mineralisationstempe-
ratur von 60 °C nur die Messungen bis zu einer Mineralisationszeit von zehn Minuten
(600 s) betrachtet. Ein Vergleich der intensitatsgewichteten Abbildung 24 E) und anzahl-
gewichteten Verteilungen Abbildung 24 F) zeigt zundchst bei t = 0 s eine identische Vertei-
lungskurve bei einer Partikelgrof3e von 25 nm, was fiir eine monomodale Partikelgrofien-
verteilung spricht (s.4.9.1). Nach circa 120 s (2 min) liegt bei der intensitatsgewichtete
Partikelgrof3enverteilung Abbildung 24 E) eine bimodale Verteilung der Partikelgrofden
vor. Neben kleinen Partikeln einer Gréfde von circa 75 nm liegen grofiere Partikel einer
Grofde von 200 nm vor. Die anzahlgewichtete Verteilungskurve Abbildung 24 F) zeigt nur
die kleineren Partikel einer Grofde von circa 75 nm. Demnach liegen nur sehr wenige grofse
Partikel neben vielen kleinen Partikeln vor. Nach circa 360 s (6 min) entsprechen sich die
beiden Verteilungen wieder. Dieser zeitliche Verlauf der Partikelgrofienverteilung mit auf-
tretender bimodaler Partikelgrofdenverteilung lasst ein Wachstumsprozess durch Agglo-
meration vermuten. Das Auftreten der bimodalen Partikelgrof3enverteilung lasst wie oben
beschrieben vermuten, dass sich grofdere Partikel durch Agglomeration kleinerer Partikel
bilden und gleichzeitig noch kleine Partikel vorliegen, die noch nicht zu grof3en Partikeln
agglomeriert sind. Nach circa 360 s liegt wieder eine monomodale Partikelgréf3envertei-
lung vor. Dies deutet darauf hin, dass alle kleineren Partikel zu gréfieren Partikeln agglo-

meriert sind.

Die hohe Temperatur von 60 °C fiihrt neben der beschleunigten Hydroxylierung und Kon-
densationsreaktion auch zu einer Erniedrigung der Dielektrizititskonstanten des Lo-
sungsmittels von 33,0 bei 25 °C bzw. 30,0 bei 40 °C auf 26,7 bei 60 °C.[3] Die Dielektrizi-
tatskonstante beeinflusst die Loslichkeit der Zr-Spezies sowie die Keimbildungsrate. Eine
Erniedrigung der Dielektrizitatskonstante fiihrt zu einer Reduktion der Loslichkeit von Zr-
Spezies und damit zu einer schnelleren Keimbildung durch eine stirkere Ubersittigung an
Zr-Spezies.[*243] Die genauen Zusammenhinge werden in den folgenden Abschnitten be-
schrieben. Eine hohere Anzahl an Primarpartikeln infolge der beschleunigten Keimbildung
fihrt zu einer erhohten Kollisionswahrscheinlichkeit der Partikel, die dadurch schneller
agglomerieren konnen. Somit tragt die Erniedrigung der Dielektrizitatskonstante bei 60 °C
neben der beschleunigten Hydroxylierung und Kondensationsreaktion zu einem insgesamt

schnelleren Partikelwachstum bei.



Ergebnisse und Diskussion 97

Die Keimbildung einer festen Phase aus einer Losung geladener Zr-Spezies (s. 4.5) findet
durch Bildung eines neutralen Komplexes durch Addition von Cl--Gegenionen statt.[101] Die
Bildung neutraler Komplexe verhindert die elektrostatische Abstofdung der reaktiven Spe-
zies.[101] Bilden sich Keime aus einer libersattigten idealen Losung, entspricht im Gleichge-
wichtszustand das chemische Potential geldster Zr-Spezies in der fliissigen (L) Phase puL

dem chemischen Potential der Spezies in der gebildeten festen (S) Phase ps:[98200201]

Uy = ps (25)
i, + kgTIn(Cy) = ug + kgTIn(Cs). (26)

Hierbei entspricht y° dem chemischen Standardpotential, kg der Boltzmannkonstanten,
T der absoluten Temperatur und C der Konzentration der Zr-Spezies. Das chemische Stan-
dardpotential beinhaltet die Wechselwirkungsenergie.[65] Der Beitrag ksTIn(Cx) beschreibt
den Beitrag durch die thermische Energie.[65] Die Konzentration an Zr-Spezies im Festkor-

per Cs, einer reinen Phase, besitzt den Wert eins (Cs = 1).[65.200]

Um Ionen vom Festkorper zu 16sen, muss Energie aufgebracht werden, die der Differenz im
chemischen Standardpotential der festen und fliissigen Phase entspricht. Diese Energie ist
hauptsachlich auf die elektrostatische Wechselwirkung zwischen Kationen und Anionen

des gelosten Stoffes zuriickzufiihren.[6%] Somit gilt ndherungsweise:

zyz_e? (27)

Ap’ = py, — Us sy

Damit ist die aufzubringende Energie abhangig von der lonenladung z: und z., sowie den
lonenradien r: und r.. Zusatzlich wird die Elementarladung e, die Permittivitat des Vaku-
ums &o, die Dielektrizitatskonstante ¢ des Losungsmittels, die Boltzmannkonstante kg sowie
die absolute Temperatur T bertcksichtigt. Fiir die Gleichgewichtskonzentration geldster
Zr-Spezies in einer gesattigten Losung Ci = Csa, und damit fiir die Loslichkeit dieser Spe-

zies, ergibt sich durch Kombination von Gleichung (26) und (27) mit Cs=1 und damit
In(Cs) = 0:

Csar = CpL = exp[ h s )] (28)

4megekg T (ry+7—

Diese Beziehung in Gleichung (28) verdeutlicht, dass die Loslichkeit geloster Zr-Spezies Csat

mit Erniedrigung der Dielektrizitdtskonstanten £ abnimmt.
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Werden Keime aus einer iibersittigten Losung gebildet, gilt fiir die Anderung der freien

Enthalpie G:[202]
AG =n(us — ) + Ay (29)

Hierbei steht n fiir die Anzahl der Mole im gebildeten Keim, A fiir die gebildete Grenzflache
zwischen Keim und Losung und y entsprechend fiir die Grenzflachenenergie zwischen dem
gebildeten Feststoff und der Losung.[202] Die Triebkraft zur Keimbildung entspricht der Dif-
ferenz im chemischen Potential der Zr-Spezies in Losung i, und im Feststoff us (us - uv). Es
bilden sich solange Keime, bis die chemische Potentialdifferenz ausgeglichen ist. Der Term
Us - u1. in Gleichung (29) und damit die Triebkraft zur Keimbildung, wird mit der klassi-
schen Keimbildungstheorie beschrieben. In der klassischen Keimbildungstheoriel203.204]
wird die Keimbildung einer fliissigen Phase (L) aus einer iibersattigten Gasphase (Gas) be-

schrieben. Der Term pr - pcas wird in diesem Fall unter isothermen Bedingungen durch

d(pr, — Heas) = (VL — Vgas)dp (30)

berechnet.[205] Hierbei steht vi, und vgas fiir das spezifische Volumen eines Molekiils in der
flissigen Phase und in der Gasphase. Unter der Annahme eines idealen Gases und der In-

kompressibilitit der fliissigen Phase folgt durch Integration von Gleichung (30):
U — lgas = kT In (ﬁ) = —kT In(S) (31)
pv

Der Parameter S beschreibt die Ubersittigung, die das Verhiltnis zwischen dem vorliegen-
den Dampfdruck pv und dem Gleichgewichtsdampfdruck po iiber einer ebenen Grenzflache

bei konstanter Temperatur darstellt:[205.206]

§ = Po (32)
Py

Flr den Term us - p1, in Gleichung (29) gilt somit entsprechend der klassischen Keimbil-

dungstheorie unter isothermen Bedingungen folgende Beziehung:[62:202,206]
s — 1y = kT'In (%) = —KkT In(S). (33)
L

Hierbei wird eine ideale Lésung angenommen. Die Ubersittigung S, entspricht in diesem
Fall dem Verhaltnis zwischen der Konzentration an gelosten Zr-Spezies C. und der Satti-
gungskonzentration Csat, das heifd3t der Gleichgewichtskonzentration geloster Zr-Spezies in

einer gesattigten Losung:
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s ="t (34)

Csat

Wahrend der Keimbildung in einer tibersattigten Losung nimmt die Konzentration an ge-
l6sten Zr-Spezies (i, ab, bis schliefdlich die Sattigungskonzentration Csat erreicht ist. In die-
sem Fall stimmen Csa: und Ci, tiberein. Es gilt In(Csa;/C1) = In(1) = 0. Somit ist die Triebkraft
zur Keimbildung (us - u1) nach Gleichung (33) ebenfalls Null. Das chemische Potential von
Zr-Spezies im gebildeten Festkorper entspricht dem chemischen Potential der Spezies in

der gesattigten Losung.

Bei der Keimbildung entsteht eine neue Grenzflache A zwischen dem Feststoff und der Lo-
sung, deren Grenzflachenenergie y aufgebracht werden muss. Fiir den Radius r des Keimes,

der aus n Molen mit dem molaren Volumen Vi, besteht, gilt:[62]

_ (3an)1/3 (35)
T\ 4n ’
und fir die Oberflache des Keimes A4:
A = n?/3(36mV2)1/3. (36)

Somit folgt fiir die Anderung der freien Enthalpie AG mit den Gleichungen (33) und (36):
AG = —nkT In(S) + n?/3(36mV2)/3y. (37)

Die Anderung der freien Enthalpie AG als Funktion der Anzahl an Molen n durchliuft ein

Maximum. Stabile Keime werden ab dem Maximum bei d(AG)/dn = 0 oder ab

« _ 32mv?ys (38)
" 3(kgT In(s))3

gebildet.
Fiir diesen kritischen Wert entspricht die Anderung der freien Enthalpie:

. 16mv2y3 (39)
AGT = 3(kgT)2(In(s))?’

Diese Anderung der freien Enthalpie wird als Aktivierungsenergie fiir die Keimbildung be-
trachtet. Fiir die Keimbildungsrate J gilt mit Gleichung (39) und dem Praexponentialfak-
tor Jo:

AG*

B B % (40)
J =Joexp (kBT) =Jo exp [ 3(kgT)3(In S)Z]'
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Die Partikelbildung (abhédngig von AG") und die Keimbildungsrate J sind demnach stark von
der Ubersittigung des gelésten Stoffes abhingig (Gleichung (39) und (40)) und somit auch
von der Dielektrizitdtskonstanten des Losungsmittels (Gleichung (28)).[62] Letztere beein-

flusst nach Gleichung (28) die Sattigungskonzentration Cs,: und damit nach Gleichung (34)
die Ubersittigung S des geldsten Stoffes.

Die Verteilungskurven der Partikelgrofien fiir verschiedene Volumenanteile an Ethanol in

der Losung sind in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Partikelgrofienverteilung - Einfluss Ethanolgehalt. Es sind jeweils die zeitlichen Ver-
laufe der intensitatsgewichteten (A und C) und anzahlgewichteten Partikelgrof3enverteilungen
(Bund D) dargestellt. A) und B) Mineralisationssystem 20 mM ZrOCl;, 80 Vol % Ethanol, 25 °C.
C) und D) Mineralisationssystem 20 mM ZrOCl, 90 Vol % Ethanol, 25 °C.
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Eine Erh6hung des Ethanolgehalts von 80 % auf 90 % fiihrt zu einer sehr starken Zunahme
des Partikelwachstums (Abbildung 26). Bereits ab t =0 s liegt eine bimodale Partikelgro-
Benverteilung vor. In  der intensititsgewichteten  Partikelgroflenverteilung
(Abbildung 26 C) werden Partikel einer Grofde von 7 nm (sehr schwacher Peak in Abbil-
dung 26 C) neben Partikeln einer Grofde von 35 nm dargestellt, wiahrend in der anzahlge-
wichtete Partikelgrofenverteilung (Abbildung 26 D) nur Partikel einer Grofde von 7 nm zu
beobachten sind. Letztgenannte, in Uberzahl vorliegende kleinere Partikel (anzahlgewich-
tete Partikelgrofdenverteilung; Abbildung 26 D) wachsen sehr schnell von 7 nm (0 s) bzw.
32 nm (128 s 2 min) auf circa 60 nm (5400 s = 90 min). Im Vergleich hierzu wurde bei
der Mineralisationslosung mit 80 % Ethanol eine anfangliche Partikelgrofe von 9 nm
(t = 0 s) beobachtet, die innerhalb einer Mineralisationszeit von 5400 s (90 min) auf eine
Partikelgrof3e von 16 nm ansteigt (Abbildung 26 A und B bzw. Abbildung 25). Die bei ei-
nem hoheren Ethanolgehalt bereits von Anfang an vorliegenden grofieren Partikeln und
das schnellere Partikelwachstum kann der Reduktion der Dielektrizitatskonstante des Lo-
sungsmittels von 33 bei 80 % auf 29 bei 90 % zugeschrieben werden. Dies flihrt zu einer
Reduktion der Loslichkeit von Zr-Spezies (Gleichung (28)) und damit zu einer schnelleren
Keimbildung durch eine stirkere Ubersittigung (Gleichung (34) und (40)),[4243] was zu
einer hoheren Anzahl an Priméarpartikeln fiihrt. Eine héhere Anzahl an Primarpartikeln
filhrt schliefdlich zu einer erhohten Kollisionswahrscheinlichkeit zwischen den Partikeln
und dadurch zu einer schnelleren Partikelagglomeration. Die Partikelagglomeration ist am
Auftreten einer bimodalen Partikelgrofienverteilung erkennbar (Abbildung 26 C). Wie
oben beschrieben, tritt die bimodale Partikelgrofdenverteilung auf, sobald kleine Partikel
zu grofden Partikeln agglomerieren und sowohl die kleinen, noch nicht agglomerierten, als
auch die grofden Partikeln nebeneinander vorliegen. Auch der zeitliche Verlauf der anzahl-
gewichteten Partikelgrof3enverteilung in Abbildung 26 D) deutet auf die Agglomeration der
kleineren Partikeln hin. Hier werden mit zunehmender Agglomerationszeit nahezu ab-
wechselnd kleinere und grofdere Partikel detektiert. Dies ist ein Hinweis dafiir, dass die

kleineren Partikel zu grof3eren agglomerieren.

Die in diesem Abschnitt betrachteten Partikelgrof3enverteilungen zeigen, dass die mittle-
ren Partikelgrofien, die in Abbildung 21 dargestellt sind, hauptsachlich durch die Bildung

der grofieren Partikel bestimmt werden. Dies verdeutlicht noch einmal Abbildung 27.
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20 mM ZrOCl,, 80 % Ethanol, 40 °C
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Abbildung 27: Vergleich unterschiedlicher PartikelgréofRendarstellung fiir drei verschiedene Minera-
lisationssysteme. A), D), G) Mittlere Partikelgrofie. B), E), H) Maximum der intensitdtsgewichteten

Partikelgrofdenverteilung. C), F), I) Maximum der anzahlgewichtete Partikelgrofienverteilung.

Vergleichend sind hier sowohl die mittleren Partikelgrofien (Abbildung 27 A, D, G) als auch
die Maxima der intensitatsgewichteten (Abbildung 27 B, E, H) und anzahlgewichteten Par-
tikelgrofienverteilungen (Abbildung 27 C, F, I) fiir drei verschiedene Mineralisationssyste-
me dargestellt. Die mittleren Partikelgrofden und die intensitatsgewichteten Partikelgro-

3enverteilungen resultieren aus dem direkten Messwert, der Intensitdt des gestreuten
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Lichts (s. 4.9.1). Die beiden Partikelgrof3en unterschieden sich lediglich in der Auswertung
der Partikelgrof3e. Wahrend bei der mittleren Partikelgréfie von einer monomodalen, mo-
nodispersen Partikelgrofenverteilung, das heifst, von einer einzigen vorliegenden Partikel-
grofde ausgegangen wird, werden bei der intensitatsgewichteten PartikelgrofRenverteilung
mehrere verschiedene Partikelgréfien in Betracht gezogen (s. 4.9.1). Die Intensitat des ge-
streuten Lichts [ ist proportional zur sechsten Potenz des Partikeldurchmessers d. Daher
werden grofde Partikel, die neben kleineren Partikeln vorliegen, bei der mittleren Partikel-
grofde und der intensitatsgewichteten Partikelgrofdendarstellungen tibergewichtet bertick-
sichtigt (s.4.9.1, Abbildung 16). Die anzahlgewichtete PartikelgrofRenverteilung wird aus
der intensitdtsgewichteten Partikelgrofdenverteilung berechnet (s. 4.9.1). Sie beschreibt die
relative Haufigkeit der Partikel mit unterschiedlichen Partikelgrofden. Liegt eine bimodale
Partikelgrof3enverteilung vor, wie beispielsweise im Mineralisationssystem 20 mM ZrOCl,
80 % Ethanol, 40°C, (Abbildung 23 E, F) nach 1280s (12 min) Mineralisationszeit
(Abbildung 23 E), so wird, wie bereits beschrieben, die mittlere Partikelgrofie, hauptsach-
lich durch die grofsen Partikel in der Mineralisationslésung bestimmt. Die anzahlgewichte-
te Partikelgrofienverteilung in Abbildung 27 C) zeigt, dass in diesem Mineralisationssystem
(20 mM ZrOClz, 40 °C, 80 % Ethanol) hauptsachlich kleine Partikel (10 nm - 20 nm) vorlie-
gen. Da die mittlere Partikelgrofie in Abbildung 27 A), sowie die intensitatsgewichtete Par-
tikelgrofden in Abbildung 27 B) im Vergleich zur anzahlgewichteten Partikelgrofde grofiere
Werte zeigen, miussen zusatzlich zu den kleinen Partikeln auch grofiere Partikel vorliegen.
Diese anzahlméaf3ig unterlegenen grofden Partikel werden durch die Proportionalitat I ~ d®
deutlich starker gewichtet als die haufiger vorliegenden kleinen Partikel. Die in
Abbildung 27 A) dargestellte mittlere Partikelgrofie entspricht dem Verlauf der grofden
Partikel der intensitdatsgewichteten Partikelgrofdenverteilung (Abbildung 27 B). Dies ver-
deutlicht, dass die Partikelgrofienzunahme in Abbildung 21 hauptsachlich das Wachstum
der grofieren Partikel beschreibt. Alle Mineralisationssysteme, ausgenommen 50 mM
ZrOCly, 40 °C, 80 % Ethanol und 20 mM, 25 °C, 80 % Ethanol, zeigen mit zunehmender Mi-
neralisationszeit eine bimodale Partikelgrof3enverteilung (s. intensitatsgewichtete Parti-
kelgrof3enverteilung Abbildung 23 C, E, Abbildung 24 C, E, Abbildung 26 C) vergleichbar
mit dem hier beschriebenen Mineralisationssystem (20 mM ZrOClz, 40 °C, 80 % Ethanol).
Bei den Mineralisationssystemen 50 mM ZrOClz, 40 °C, 80 % Ethanol (Abbildung 22) und
20 mM, 25 °C, 80 % Ethanol (Abbildung 25) liegen tliber die gesamte Mineralisationszeit
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von 90 min monomodale Partikelgrofdenverteilungen vor. Die mittlere Partikelgrofie
(Abbildung 27 D, G) stimmt mit der intensitiatsgewichteten (Abbildung 27 E, H) und an-
zahlgewichteten Partikelgrofienverteilung (Abbildung 27 F, I) iiberein. Es liegt nur eine
Partikelgrof3e mit geringer Streuung vor, die von der mittleren Partikelgrofie exakt wie-
dergegeben wird. Sie wird nicht durch zusatzlich vorliegende, grofiere Partikel zu hoheren
Werten hin verschoben. Beim Mineralisationssystem 50 mM ZrOClz, 40 °C, 80 % Ethanol
verhindert der geringe pH Wert von 1,52 eine schnelle Hydroxylierung und Kondensati-
onsreaktion (Gleichung (14)) und damit ein schnelles Partikelwachstum. Beim Mineralisa-
tionssystem 20 mM, 25 °C, 80 % Ethanol ist es die geringe Temperatur von 25 °C, die ein
schnelles Partikelwachstum durch langsamere Hydroxylierung und Kondensationsreaktion
(Gleichung (14)) verhindert. Weiterhin liegt im Vergleich zur Mineralisationstemperatur
von 60 °C in beiden Fallen eine hohere Dielektrizitatskonstante vor (¢ =33,0 (25 °C); 30,0
(40 °C); 26,7 (60 °C))[*3]. Eine hohere Dielektrizitatskonstante fiihrt zu einer hoheren Los-
lichkeit von Zr-Spezies, die die Ubersittigung dieser Spezies und damit die Keimbildungs-
rate reduziert. Eine folglich geringere Anzahl an Partikeln reduziert die Wahrscheinlichkeit

der Partikelagglomeration durch Partikelkollision.

Zusatzlich zu den DLS-Messungen wurden ICP-OES-Messungen durchgefiihrt, um den Ver-
brauch an Zr-Spezies wahrend der Mineralisation bei unterschiedlichen Mineralisations-
bedingungen zu untersuchen und damit eine genauere Beschreibung des Wachstumsme-
chanismus zu ermoglichen. Um den Verbrauch an Zr-Spezies in Losung bei unterschiedli-
chen Mineralisationsbedingungen zu beschreiben, wurde das Mineralisationsprodukt nach
verschiedenen Mineralisationszeiten abzentrifugiert und der Uberstand auf den Zr-Gehalt
untersucht (Abbildung 28). Im Uberstand waren keine Partikel mehr mittels Dynamischer

Lichtstreuung detektierbar.

Bei einer Mineralisationstemperatur von 40 °C nimmt die Konzentration léslicher Zr-
Spezies wahrend der Mineralisation nur relativ langsam ab (Abbildung 28 A). Die ver-
brauchten Zr-Spezies konnen entweder neue Partikel bilden oder sich an bereits bestehen-
de anlagern, die dadurch wachsen. Fiir die Mineralisationssysteme mit unterschiedlicher
Salzkonzentration (50 mM, 30 mM und 20 mM) wurde eine ahnliche Konzentrationsab-

nahme an l6slichen Zr-Spezies beobachtet.
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Abbildung 28: Verbrauch an léslichen Zr-Spezies in der Mineralisationslésung bei unterschiedli-
chen Bedingungen. Der Verbrauch ist jeweils bezogen auf die Anfangssalzkonzentration [Zr]o = 20,
30 und 50 mM. A) Variation der Salzkonzentration. B) Variation der Temperatur C) Variation des

Ethanolgehalts.

Gleichzeitig zeigten die DLS-Messungen der Mineralisationslosungen mit 30 mM und
20 mM ZrOCl; die Bildung grofierer Partikel, die mit abnehmender Salzkonzentration
schneller wachsen. Die grofieren Partikel liegen neben kleineren Partikeln in der Minerali-
sationslosung vor. Da sich der Verbrauch an léslichen Zr-Spezies mit der Konzentration
nicht andert, kann die Bildung der grofien Partikel in der 20 mM und 30 mM L6sung haupt-
sachlich der Agglomeration von bereits bestehenden, kleineren Partikeln zugeschrieben
werden. Dies ist vergleichbar mit dem Partikelwachstum, das in der Literatur fiir eine
wassrige ZrOCl2-Losung beschrieben wird.[98991 Auch hier wurde die Agglomeration als

Hauptwachstumsmechanismus beschrieben.?8l Die 50 mM Losung zeigt dagegen keine Bil-
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dung groferer Agglomerate. Uber die gesamte Mineralisationszeit (90 min) liegt eine mo-
nomodale Partikelgrof3enverteilung vor. Die Partikel wachsen langsam von 5 nm auf 15 nm
(s. Abbildung 22). Die Abwesenheit grofderer Agglomerate neben kleineren Partikeln lasst
darauf schlief3en, dass das Wachstum der vorliegenden Partikel durch Anlagerung der 16s-

lichen Zr-Spezies stattfindet.

Die Erh6hung der Mineralisationstemperatur von 25 °C auf 40 °C zeigt ebenfalls einen
gleichbleibenden Verbrauch der Zr-Spezies in Losung (Abbildung 28 B). Mit steigender
Temperatur von 25 °C auf 40 °C wurde die Bildung grofder Partikel beobachtet, die neben
kleineren Partikeln in der Mineralisationslosung vorlagen (s. Abbildung 24 A-D). Ab einer
Mineralisationszeit von 4900 s (82 min) waren keine kleinen Partikel einer Gréf3e von circa
20 nm mehr zu beobachten. Bei 25 °C lagen nur kleine Partikel vor, die langsam von 10 nm
auf 17 nm wuchsen (s. Abbildung 25). Aus der Bildung der grofden Partikel bei 40 °C und
gleichbleibendem Verbrauch an 16slichen Zr-Spezies im Vergleich zu 25 °C kann geschlos-
sen werden, dass sich diese grofden Partikel hauptsachlich durch Agglomeration bereits
vorliegender kleiner Partikel bilden. Nach circa 82 min sind diese kleinen Partikel durch
Agglomeration zu grofden Partikel aufgebraucht. Bei 25 °C wurden keine grofden Agglome-
rate gebildet. Hieraus lasst sich schlief3en, dass l6sliche Zr-Spezies an bereits gebildete Par-
tikel angelagert werden, die dadurch wachsen. Bei einer Mineralisationstemperatur von
60 °C ist im Vergleich zu 25 °C und 40 °C ein sehr schneller Verbrauch an Zr-Spezies zu be-
obachten (Abbildung 28 B). Gleichzeitig zeigten die DLS-Messungen ein sehr schnelles Par-
tikelwachstum (Abbildung 24 E, F). Der schnelle Verbrauch an Zr-Spezies kann zum einen
einer schnelleren Partikelbildung (Gleichung (39)) und einer héheren Keimbildungsrate
(Gleichung (40)) zugeschrieben werden. Diese sind auf eine stirkere Ubersittigung an ge-
l6sten Zr-Spezies (Gleichung (34)) aufgrund der Erniedrigung der Dielektrizitdtskonstan-
ten (Gleichung (28)) durch die hohere Mineralisationstemperatur zuriickzufiihren.[4243]
Zum anderen fiihrt auch ein schnelleres Partikelwachstum durch thermisch aktivierte
Kondensationsreaktionen der loslichen Zr-Spezies zu einem schnelleren Verbrauch an Zr-
Spezies.[*3] Eine erhohte Keimbildungsrate fiihrt zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit der
Partikelagglomeration durch Partikelst6fse. Die DLS-Messungen der Mineralisationslosung
bei 60 °C (Abbildung 24 E) zeigten nach 120 s (2 min) das Vorliegen grof3er Partikel neben

kleinen Partikeln. In Kombination mit dem erhéhten Verbrauch an Zr-Spezies, lasst diese



Ergebnisse und Diskussion 107

Beobachtung neben dem Partikelwachstum durch Anlagern l6slicher Zr-Spezies auch auf

ein Partikelwachstum durch Agglomeration schlief3en.

Bei hoherem Ethanolgehalt (Abbildung 28 C) ist anfdnglich (Zeitpunkt ¢t = 0 min; erste Mes-
sung direkt nach der Herstellung der Mineralisationslosung) ein starkerer Verbrauch an
Zr-Spezies zu verzeichnen, da hier die Dielektrizitatskonstante mit hoherem Ethanolgehalt
sinkt. Dies weist auf eine schnellere Primarpartikelbildung hin (Gleichung (28), (34) und
(40)). Im weiteren Verlauf der Mineralisation verhalten sich die beiden Losungen dhnlich
in Bezug auf den Zr-Verbrauch. Da allerdings trotz dhnlichem Zr-Verbrauch bei 90 % Etha-
nolgehalt sowohl die kleinen Partikel von 30 nm auf 60 nm im Vergleich zu 10 nm auf
17 nm bei 80 % Ethanolgehalt schneller wachsen (Abbildung 26), als auch die grof3en Par-
tikel weiterwachsen (Abbildung 26 C), ist auch dies ein Hinweis auf Partikelwachstum

durch Agglomeration.

Die ICP-Messungen der unterschiedlichen Mineralisationssysteme zeigen durch einen Ver-
gleich mit den DLS-Messungen ein Auftreten von Partikelagglomeration mit abnehmender
Salzkonzentration, zunehmender Temperatur und zunehmendem Ethanolgehalt. Um die
Partikelagglomeration verhindern zu konnen, sind Kenntnisse iiber den Agglomerations-
prozess und die Einflussfaktoren auf die Agglomeration erforderlich, die im Folgenden ge-

nauer betrachtet werden.

6.1.2 Partikelagglomeration

Wie bisher gezeigt wurde, findet die Bildung grofierer Partikel in der Mineralisationslo-
sung hauptsachlich durch Agglomeration der kleineren Partikel statt. Die temperaturab-
hangigen DLS-Messungen des Partikelwachstums erlauben die Bestimmung einer Aktivie-
rungsenergie fiir den Agglomerationsprozess. Entsprechend der 20 mM Mineralisationslo-
sung mit 80 Vol % Ethanol (s. Abbildung 21 C) wurden auch fiir 30 mM und 50 mM Minera-
lisationslosungen mit 80 Vol % Ethanol zeitabhiangige DLS-Messungen der Partikelgrofden
bei 25 °C, 40 °C, 50 °C und 60 °C durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung der Aktivierungsener-
gie wurde eine temperaturabhidngige Geschwindigkeitskonstante k ermittelt. Diese ent-
spricht der Steigung des linearen Bereichs der DLS Kurven (vgl. Abbildung 21 C), bei denen
die mittlere Partikelgrofde gegen die Zeit aufgetragen ist. Fiir die Temperaturabhangigkeit

der Geschwindigkeitskonstante gilt folgender Zusammenhang:[207]
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k~exp(—E,/RT), (41)

wobei E,4 die Aktivierungsenergie des Wachstumsprozesses darstellt, R die absolute Gas-
konstante und T die absolute Temperatur. Durch Auftragen von In(k) gegen 1/RT
(s. Gleichung (41)) konnte die Aktivierungsenergie fiir die Agglomeration aus der Steigung
bestimmt werden.[207] Fiir die Mineralisationssysteme mit 80 Vol % Ethanol und Salzkon-
zentrationen von 20 mM, 30 mM und 50 mM ergaben sich Aktivierungsenergien von
180 = 10 k] mol1, 190 + 10 k] mol-! und 210 * 40 k] mol-1. Dabei nehmen die Aktivierungs-
energien mit zunehmender Salzkonzentration leicht zu. Dies zeigt, dass die Salzkonzentra-
tion einen Einfluss auf die Partikelagglomeration hat. Um diesen Einfluss genauer zu be-
schreiben wurde zunachst untersucht, ob die Partikelagglomeration von der Diffusion der
Partikel in der Dispersion beeinflusst wird. Es wurde angenommen, dass die Partikel in
Losung allein aufgrund der Brownschen Molekularbewegung diffundieren (s. 4.9.1). Hier-
bei wird durch Stéfse von Losungsmittelmolekiilen der Impuls zur Bewegung der Partikel
ubertragen. Da sich die Partikel einzig durch diese Impulstiibertragung der Losungsmittel-
molekiile bewegen (Brownsche Molekularbewegung), ist die Partikelbewegung von der
Bewegung der Losungsmittelmolekiile abhdngig. Zur Aktivierung der Partikeldiffusion
muss somit die Bewegung der Losungsmittelmolekiile aktiviert werden. Dies bedeutet,
dass die Aktivierungsenergie fiir die Diffusion suspendierter Partikel der Aktivierungs-
energie fiir die Diffusion der Losungsmittelmolekiile entspricht. Letztere kann durch die
Arrhenius-Andrade-Beziehung berechnet werden. Diese Beziehung beschreibt die Tempe-

raturabhangigkeit der Viskositat :[208.209]

n =ny-exp () (42)

mit der praexponentiellen Viskositat n,, der Aktivierungsenergie Ea fiir den Platzwechsel
der Losungsmittelmolekiile und der idealen Gaskonstanten R. Hieraus kann bei bekanntem
no und bekannter Viskositit n des Losungsmittels bei einer bestimmten Temperatur T die
Aktivierungsenergie fiir den Platzwechsel der Losungsmittelmolekiile berechnet werden.
Wie oben beschrieben entspricht diese Aktivierungsenergie der Aktivierungsenergie fiir
die Partikeldiffusion Eap allein durch Brownsche Molekularbewegung. Fiir die Partikeldif-
fusion  in der Mineralisationslosung (80 Vol % Ethanol) wurde mit
no=28,72 - 107 kg (ms)-1[210] und n(25 °C) = 1,1 - 10-3 kg (ms)-1[19] eine Aktivierungsenergie

von 18 k] mol-! berechnet. Die Aktivierungsenergie flir die Partikeldiffusion ist wesentlich
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geringer als die Aktivierungsenergie flir die Agglomeration. Daraus ergibt sich, dass die
Geschwindigkeit der Partikelagglomeration nicht von der Diffusion der Partikel, sondern
von der Partikelagglomeration, das heif3t der Haftung der Partikel aneinander, bestimmt
wird. Diese Haftung der Partikel kann durch zwischenpartikulare Wechselwirkungen be-
einflusst werden. Um den Einfluss der Losungsparameter Salzkonzentration, Temperatur
und Ethanolgehalt auf die Agglomeration der Partikel zu untersuchen, wurden anziehende
und abstofiende Wechselwirkungen zwischen den Partikeln bei unterschiedlichen Lo6-
sungsparametern berechnet. Eine Grundlage fiir die Berechnung der zwischenpartikuldaren
Wechselwirkungen ist die DLVO Theorie (benannt nach Derjaguin, Landau, Verwey und
Overbeek), die in 4.3 eingefiihrt wurde. Hier wird sowohl die abstof3ende elektrostatischen
Wechselwirkung Vg als auch die anziehende van der Waals Wechselwirkung Va, betrachtet.
Um kolloidale Systeme auch bei sehr kleinen Partikelabstianden - bis zum Partikelkontakt -
realistisch zu beschreiben, muss zusatzlich noch die Born Abstofdung Vg betrachtet werden.
Zur Berechnung der Gesamtwechselwirkungsenergie Vr zwischen Partikeln im vorliegen-
den Mineralisationssystem mit einem ZrOClz-Salz und einem Ethanol/Wasser-
Losungsmittelgemisch wurden die in 4.3 eingefiihrten Gleichungen (Gl. (4)-(11)) verwen-
det. Die zur Berechnung der Gesamtwechselwirkungsenergie V't benotigten Parameter sind

in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Materialkonstanten fiir die Berechnung der Wechselwirkungsenergie Vr
zwischen zwei Partikel in einem Suspensionsmittel. Eth/W = Ethanol/Wasser Lésungsmittelge-

misch, ZrbM = Zirkonium-basiertes Material.

Wert des
Parameter Substanz Temperatur Quelle
Parameters
relative Dielektrizitiatskonstante &; Wasser 80,4 20 °C [43]
relative Dielektrizitdtskonstante &, Eth/W (80 % Eth) 33,0 25 °C [43]
relative Dielektrizitatskonstante &, Eth/W (80 % Eth) 30,0 40 °C [43]
relative Dielektrizitdtskonstante &, Eth/W (80 % Eth) 28,4 50 °C [43]
relative Dielektrizitatskonstante &, Eth/W (80 % Eth) 26,7 60 °C [43]
relative Dielektrizitatskonstante &, Eth/W (90 % Eth) 29,0 20 °C [211]
relative Dielektrizitatskonstante &, Ethanol 25,0 20 °C [43]
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Fortsetzung Tabelle 9

relative Dielektrizitdtskonstante &, ZrbM 18,0 - [212]
Brechungsindex n Wasser 1,3325 25 °C [68]
Brechungsindex n Eth/W (80 % Eth) 1,3625 25 °C (691
Brechungsindex n Eth/W (80 % Eth) 1,357 40 °C (691
Brechungsindex n Eth/W (80 % Eth) 1,353 50 °C (69]
Brechungsindex n Eth/W (80 % Eth) 1,348 60 °C (691
Brechungsindex n Eth/W (90 % Eth) 1,3604 25 °C [213]
Brechungsindex n Ethanol 1,359 25 °C [214]
Brechungsindex n Zr0,-xH,0 1,55 - [67]

Kollisionsdurchmesser o Oxide 0,5x10%m - [70,71]
elektronische Absorptionsfrequenz v. - 3x1015s1 [65]

Als Zetapotential der mineralisierten Partikel wurde ein Wert von 40 mV eingesetzt, der in
einer wassrigen 10 mM NaCl-Losung bei pH 2,4 mittels elektrophoretischer Messung
(s. 5.10.3) bestimmt wurde. Als Elektrolytkonzentration wurde die Konzentration des Sal-
zes ZrOCl2-8H20 verwendet. In Wasser geldst, liegt das Salz in Form von Zr-Tetrameren
[Zr4(OH)5(H20)16]8* vor. Zur Berechnung der Elektrolytkonzentration wurde das Zr-
Tetramer als Kation und Chlorid (Cl-) als Anionen berticksichtigt. Als Partikelgréf3e wurde
die anfangliche mittlere Partikelgrofie (t =0 min) von d~10 nm (r=5nm) aus den DLS-

Messungen (Abbildung 21) eingesetzt.

In Abbildung 29 ist die berechnete Gesamtwechselwirkungsenergie Vr als Funktion des
Partikelabstands H fiir unterschiedliche Losungsparameter dargestellt. Die Gesamtwech-
selwirkungsenergie berechnet sich aus den Beitragen der elektrostatischen Abstofdung, der
anziehenden van der Waals Wechselwirkung und der Born Abstofdung, die bei kleinen Par-

tikelabstanden wirkt.

Zuniachst wird der Einfluss der Konzentration auf die Wechselwirkungen bei einem Parti-
kelradius von 5 nm, einem Zetapotential von 40 mV, einem Ethanolgehalt von 80 % sowie

einer Temperatur von 40 °C betrachtet.
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Abbildung 29: Gesamtwechselwirkung Vr zwischen zwei gleich grofien Partikeln in Abhangigkeit
des Partikelabstandes H bei unterschiedlichen Systemparametern. Es werden Partikelradien (Rp)

von 5 nm angenommen. Fiir das Zetapotential (ZP) werden 40 mV eingesetzt.

Die entsprechenden Kurven unterschiedlicher Salzkonzentration (Abbildung 29 A) zeigen
ein Minimum bei Partikelabstinden zwischen 1,5 und 3,0 nm. Dieser Partikelabstand ent-
spricht dem Gleichgewichtsabstand der Partikel. Mit zunehmender Salzkonzentration ver-
schiebt sich das Minimum zu negativeren Werten von Vr. Gleichzeitig nimmt der Partikel-
abstand H ab. Eine Erh6hung der Salzkonzentration und damit der Anzahl an potentiellen
Gegenionen in Losung, wiirde demnach zu einer stiarkeren Anziehung zwischen Partikeln
und einem kleineren Partikelabstand fiihren. Allerdings ist die anziehende Wechselwir-
kungsenergie mit -0,02 k] mol! bei 20 mM, -0,04 k] mol-! bei 30 mM und -0,08 k] mol-! bei
50 mM sehr Kklein in Bezug auf die thermische Energie RT = 2,6 k] mol-! bei 40 °C. Hieraus
lasst sich schlief3en, dass die Agglomeration der Partikel nicht allein auf der anziehenden
Wechselwirkungen beruht, denn dieser Wechselwirkung wirkt die thermisch aktivierte

Partikelbewegung entgegen. Letztere kann die Partikelagglomeration wieder 16sen.[70l Eine
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Erhohung der Mineralisationstemperatur von 25 °C auf 60 °C zeigt ebenfalls eine stiarkere
Anziehung der Partikel bei kiirzerem Partikelabstand (Abbildung 29 B). Allerdings ist auch
hier Wechselwirkungsenergie sehr gering. Sie liegt zwischen -0,02 k] mol! bei 25 °C
und -0,03 k] mol-1 bei 60 °C und sind deutlich geringer als die thermische Energie von
2,5 k] mol-1bei 25 °C und 2,8 k] mol-1bei 60 °C. Der Einfluss des Losungsmittels zeigt einen
deutlichen Unterschied zwischen reinem Wasser und Ethanol-haltigem Losungsmittel
(Abbildung 29 C). Die Zugabe von Ethanol fiihrt im Vergleich zu den anderen Einflussgro-
3en, zu einer starken Verschiebung des Minimums zu kleineren Partikelabstidnden und
grofderer negativer Wechselwirkungsenergie. In reinem Wasser betragt der Partikelab-
stand 6,8 nm in reinem Ethanol 2,4 nm. Wahrend in wassriger Losung kaum Anziehung
zwischen den Partikeln wirkt (circa 0 k] mol1), fiihrt eine Wechselwirkungsenergie
von -0,03 k] mol! zu einer anziehenden Wechselwirkung in Ethanol. Allerdings ist auch
hier die Wechselwirkungsenergie sehr gering im Vergleich zur thermischen Energie bei

25 °Cvon 2,5 k] mol-1.

Die Berechnungen der Wechselwirkungsenergien zwischen dispergierten Partikeln bei
unterschiedlichen Losungsparametern zeigen, dass der Einfluss einer anziehenden Parti-
kelwechselwirkung auf die Agglomeration sehr gering ist. Die Wechselwirkungsenergien
sind mindestens um den Faktor 32 kleiner als die thermische Energie (Mineralisationssys-
tem 50 mM, 40 °C: -0,08 k] mol-1; RT = 2,6 k] mol1). Daher werden Partikel, die allein auf-
grund einer anziehenden Wechselwirkung agglomerieren durch die thermisch aktivierte
Partikelbewegung wieder gelost. Daraus ergibt sich, dass weitere Faktoren zur Partikelag-
glomeration beitragen miissen. Ein moglicher Faktor sind Kondensationsreaktionen durch
Olation entsprechend Gleichung (12) und (14), die zu einer festen Bindung zwischen Parti-
kel untereinander und daher zur Agglomeration fiithren. Die koordinativ gebundenen OH-
Liganden gehen dabei in iiberbriickende Liganden iiber.[62] Diese Reaktionen
(Gleichung (12) und (14)) laufen bei erhohter Temperatur und hoherem pH-Wert schneller

ab.[98,215]

6.1.3 Einflussgrofien auf Partikelwachstum und -agglomeration

Die Untersuchungen der Mineralisationslésung mittels DLS- und ICP-OES-Messungen so-
wie die berechnete Aktivierungsenergie und interpartikulire Wechselwirkungsenergie

ermoglichten, den Einfluss der Salzkonzentration, der Temperatur und des Ethanolgehalts
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auf das Partikelwachstum und die Partikelagglomeration zu identifizieren. In diesem Ab-
schnitt werden die bisher beschriebenen Einfliisse zusammengefasst, um so das Partikel-
wachstum und die Partikelagglomeration bei unterschiedlichen Mineralisationsbedingun-

gen umfassend zu beschreiben.

Mit zunehmender Salzkonzentration wurde bei 40 °C eine langsamere Partikelagglomera-
tion beobachtet (s.6.1.1). Bei der hochsten Salzkonzentration von 50 mM fand nur sehr
geringes Partikelwachstum statt. Hier lag eine monomodale, monodisperse Partikelgro-
f3enverteilung vor. Die berechneten anziehenden interpartikularen Wechselwirkungsener-
gien waren fiir die unterschiedlichen Salzkonzentrationen sehr gering - sie waren mindes-
tens um den Faktor 32 kleiner als die thermische Energie. Dies wiirde bedeuten, dass ge-
bildete Agglomerate durch eine thermisch aktivierte Partikelbewegung wieder gelost wer-
den.[’0] Daher miissen andere Faktoren zum Partikelwachstum durch Agglomeration bei-
tragen. Ein moglicher Faktor sind Kondensationsreaktionen durch Olation entsprechend
Gleichung (12) und (14), die zu einer festen Bindung zwischen Partikeln fiithren. Die koor-
dinativ gebundenen OH-Liganden gehen dabei in iiberbriickende Liganden tiber.[¢2] Die pH-
Wert abhangige Kondensationsreaktion wird bei einem hoheren pH-Wert beglinstigt. Eine
Voraussetzung flir Kondensationsreaktionen sind hydroxylierte Vorstufen, die sich durch
Deprotonierung von koordinativ gebundenem Wasser bilden. Die Hydroxylierung ist nach
Gleichung (14) pH-Wert abhangig. Sie wird durch einen héheren pH-Wert begiinstigt. Eine
abnehmende Salzkonzentration von 50 mM auf 20 mM fiihrt zu einer Zunahme des pH-
Werts der Mineralisationslosung von 1,52 auf 2,12. Dies kann die Hydroxylierung und
Kondensation beschleunigen und somit zu einer starker ausgepragten Partikelagglomera-
tion fithren. Auch das Wachstum der kleinen Partikel durch Addition von kleinen Zr-
Spezies wird durch diese Reaktionen beschleunigt (s. 6.1.1). Zusatzlich kénnen nicht koor-
dinierte Cl--lonen die Partikelagglomeration beeinflussen.[?¢l Mineralisierte Partikel bilden
in sauren Bedingungen durch Adsorption von H* Ionen an Oberflichenhydroxygruppen
positiv geladene Partikeloberflichen (IEP ~ pH 7, s. 6.1.4). An diese adsorbieren Cl-lonen
aus der Losung. Die adsorbierten Cl-lonen kénnen die Kondensationsreaktion (Oberfla-
chenreaktionen), die zum Wachstum der Partikel und zur Partikelagglomeration fiihrt, be-
hindern.[°¢] Die Adsorption von Cl--lonen ist abhdngig von der Oberflachenladung. Bei einer

50 mM ZrOClz-Losung mit einem geringeren pH-Wert, liegt eine leicht hohere positive
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Oberflachenladung vor (Abbildung 33). Diese fiihrt zu einer verstarkten Adsorption von Cl-

-lonen und somit zu einer starkeren Hinderung der Kondensationsreaktion.[°¢]

Fir die Temperaturabhangigkeit des Partikelwachstums zeigten die DLS-Untersuchungen
ein schnelleres Partikelwachstum und eine schnellere Agglomeration mit steigender Tem-
peratur (6.1.1). Auch hier haben die sehr geringen anziehenden Wechselwirkungsenergien
zwischen Partikeln nur einen vernachldssigbaren Einfluss auf die Agglomeration
(s. Abbildung 29 B in 6.1.2). Da nicht nur der pH-Wert, sondern auch die Temperatur die
Hydroxylierung und Kondensationsreaktion (Gleichung (14)) beschleunigt,[#2l kann auch
hier das schnellere Partikelwachstum und die verstarkte Agglomeration mit erhdhter
Temperatur durch eine beschleunigte Hydroxylierung und Kondensationsreaktion erklart
werden. Einen zusatzlichen Einfluss auf die Partikelbildung kann der Temperaturabhan-
gigkeit der Dielektrizitdtskonstante zugeschrieben werden.[#243] Mit steigender Tempera-
tur nimmt die Dielektrizititskonstante ab (s. Tabelle 9). Dies flihrt zu einer abnehmenden
Loslichkeit vorhandener Zr-Spezies (Gleichung (28)), die die Keimbildung durch starkere
Ubersittigung  beschleunigt (Gleichung (34) und (40)).[42431  Allerdings zeigen ICP-
Messungen bei 25 °C und 40 °C (Abbildung 28 B) keinen Unterschied im Verbrauch an 16s-
lichen Zr-Spezies. Erst eine Temperaturerhéhung auf 60 °C fiihrt zu einem starkeren Ver-
brauch an solchen Spezies. Dieser starkere Verbrauch kann zum einen auf eine erhdhte
Keimbildungsrate durch eine deutliche Erniedrigung der Dielektrizitatskonstanten von
33,0 bei 25 °Cl43] auf 26,7 bei 60 °C[43] zuriickgefiihrt werden
(Gleichungen (28), (34) und (40)). Eine beschleunigte Keimbildung fiihrt zur Bildung einer
hoheren Anzahl an Primarpartikeln, die durch eine erhohte Kollisionswahrscheinlichkeit
schneller durch Kondensationsreaktionen agglomerieren konnen. Zum anderen kann der
starkere Verbrauch an l6slichen Zr-Spezies auch auf ein schnelleres Partikelwachstum
durch Kondensationsreaktionen dieser Zr-Spezies mit bereits bestehenden Partikeln zu-
riickgefiihrt werden. Dieses Partikelwachstum wird durch beschleunigte Hydroxylierung
und Kondensationsreaktion bei 60 °C begiinstigt. Der unterschiedliche Verbrauch an 16sli-
chen Zr-Spezies (Abbildung 28 B) lasst somit darauf schlief3en, dass das Partikelwachstum
und die Partikelagglomeration bei Temperaturen bis mindestens 40 °C vor allem durch
aktivierte Hydroxylierung und Kondensationsreaktion beschleunigt werden, wiahrend bei

hoéheren Temperaturen (60 °C) zusatzlich die Prazipitation von léslichen Zr-Spezies durch
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eine stirkere Ubersattigung (Gleichungen (28) und (34)) und damit die Keimbildungsrate
(Gleichung (40)) beeinflusst wird.

Die Erhohung des Ethanolgehalts im Losungsmittel fiihrte ebenfalls zu schnellerem Parti-
kelwachstum und schnellerer Partikelagglomeration (6.1.1). Ein hoherer Ethanolgehalt
resultiert in einer Abnahme der Dielektrizititskonstanten (s. Tabelle 9). Die Dielektrizi-
tatskonstante nimmt von 33 bei 80 % Ethanol auf 29 bei 90 % ab. Somit wird durch die
Zunahme des Ethanolgehalts die Keimbildung durch stirkere Ubersittigung beschleunigt
(Gleichungen (28), (34) und (40)). Dies wird daran deutlich, dass bei 90 % Ethanol bereits
direkt nach der Herstellung der Mineralisationslosung ein stiarkerer Verbrauch an Zr-
Spezies im Vergleich zu 80 % Ethanol beobachtet wurde (s. Abbildung 28). Auch die an-
fangliche mittlere Partikelgrofie (¢t = 0 min) bei 90 % Ethanol ist mit 30 nm mehr als dop-
pelt so grof als bei 80 % Ethanol (12 nm) (Abbildung 21). Eine beschleunigte Prazipitation
kann zur Bildung einer hoheren Anzahl an Primarpartikeln fiihren (Gleichungen (40)), die
durch eine erhohte Kollisionswahrscheinlichkeit schneller durch Kondensationsreaktionen
agglomerieren konnen. Interpartikuldare Wechselwirkungsenergien sind auch hier so ge-
ring (s. Abbildung 29 C), dass sie einen vernachlassigbaren Einfluss auf die Partikelagglo-

meration haben.

Die umfassende Untersuchung des Mineralisationssystems aus ZrOCl; in einem Etha-
nol/Wasser-Losungsmittelgemisch zeigten, dass die Partikelagglomeration hauptsachlich
durch den pH-Wert, die Temperatur und den Ethanolgehalt beeinflusst werden. Ein niedri-
ger pH-Wert, eine niedrige Temperatur sowie ein niedriger Ethanolgehalt kénnen die Ag-
glomeration verhindern und somit eine stabile Dispersion gewahrleisten. Ein Mineralisati-
onssystem, das den anfangs beschriebenen Anforderungen an die Mineralisation (i) Bil-
dung einer stabilen Dispersion mit Partikelgrofien im unteren Nanometerbereich, (ii) nied-
rige Mineralisationstemperatur, (iii) und relativ hoher pH-Wert (>2, optimal 6-8) ent-
spricht, ist das System mit 20 mM ZrOClz, 80 % Ethanol und einer Mineralisationstempera-
tur von 25 °C. Hier bilden sich bei pH 2,12 {iber einen Zeitraum von 90 min Partikel mit
einer nahezu konstanten Partikelgréfie von 12 nm bis 17 nm. Dieses System wurde einge-

setzt, um den Templateinfluss auf das Mineralisationsverhalten zu untersuchen (s. 6.3.3).
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6.1.4 Mineralisationsprodukt

Die Untersuchung des Templateinflusses auf das Mineralisationsverhalten wurde bei Zim-
mertemperatur (ZT) durchgefiihrt. Zur schnelleren Mineralisation von Schichten wurde die
Mineralisationstemperatur spater auf 60 °C erh6ht (6.4.2), die Mineralisationszeit entspre-
chend reduziert. Daher wird im Folgenden auf die Charakterisierung des Mineralisations-

produktes bei ZT (~ 25 °C) und bei 60 °C eingegangen.

Zur Charakterisierung der elementaren Zusammensetzung des Mineralisationsprodukts
wurde eine EDX-Analyse durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine bei 60 °C mineralisierte Schicht
analysiert. Die Messungen zeigten, dass neben Zr und O auch kleine Mengen an C und Cl im
Mineralisationsprodukt enthalten sind. Der Kohlenstoff C kann in Form von Oberflachen-
verunreinigungen vorliegen oder ein Hinweis auf vorhandenes Ethanol im Mineralisati-
onsprodukt sein.[24] Um genauere Aussagen liber die Zusammensetzung des Mineralisati-
onsprodukts treffen zu konnen, wurden thermische Analysen sowie XPS-Messungen

durchgefiihrt.

Mittels simultaner TG- und DSC-Messung wurden die bei 30 °C und 60 °C hergestellten Mi-
neralisationsprodukte thermisch analysiert (Abbildung 30). Da bei Zimmertemperatur nur
nach sehr langer Inkubationszeit (vier Monate) ein Mineralisationsprodukt abzentrifugiert
werden konnte, wurde die Mineralisationstemperatur bei der Probenherstellung auf 30 °C
erhoht. Hier konnte nach fiinf Tagen ein Mineralisationsprodukt abzentrifugiert werden.
Die TG-Kurve einer bei 60 °C mineralisierten und bei 100 °C fiir 4 h getrockneten Probe ist
in Abbildung 30 A) gezeigt. Zwischen 30 °C und 300 °C ist eine erste Massenabnahme von
10 % zu beobachten. Diese ist verbunden mit einem endothermen Peak bei 160 °C. Durch
eine massenspektrometrische Untersuchung der Abgangsprodukte wurde bei dieser Tem-
peratur OH* und H0* (Masse (m)-zu-Ladungs (z)-Verhaltnis m/z =17 (OH*), 18 (H20%))
sowie die Chlorisotope 35CI* und 37Cl* (m/z = 35 (3°ClI*), 37 (37Cl*)) detektiert. Das freige-
setzte Wasser wird physikalisch adsorbiertem Wasser zugeschrieben. Zwischen 300 °C und
430 °C tritt ein weiterer Massenverlust von 11 % auf, ebenfalls verbunden mit einem en-
dothermen Peak (330 °C). Hier wurden COz (m/z = 44 (CO2*)) sowie H70 als entweichende
gasformige Spezies beobachtet. Dies weist auf eine beginnende oxidative Zersetzung von

Ethoxygruppen hin.[216.217]
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Abbildung 30: Thermische Analysen der bei 30 °C und 60 °C mineralisierten Zr-basierten Materia-
lien. Dargestellt sind sowohl die Ergebnisse der Thermogravimetrischen Analyse (TG), als auch die
der Dynamischen Differenzkalorimetrie (DSC). A) und B) Die bei 60 °C und 10 min mineralisierten
Proben unterscheiden sich lediglich im Trocknungsprozess. A) Trocknung im Ofen unter Luftat-
mosphare bei 100 °C fiir vier Stunden, B) Trocknung an Luft bei Zimmertemperatur (ZT) fir zwei
Tage (2 d). C) Die Probe wurde bei 30 °C fiinf Tage mineralisiert und bei 100 °C unter Luftat-

mosphare fiir vier Stunden getrocknet. D) Ausschnitt aus den DSC-Kurven von A)-C).

Diese gasformigen Spezies (COz und H20) wurden auch bei TG und DSC Untersuchungen
von amorphen Zr-basierten Partikeln, die aus einer ZrCls-Losung durch NH4OH gefallt
wurden, beobachtet.[218] Das gefallte Mineralisationsprodukt wurde in Ethanol gewaschen.
Durch diesen Waschschritt wurden Hydroxygruppen auf den Partikeloberflachen durch
Ethoxygruppen ausgetauscht. Wahrend der thermischen Analyse an Luft wurden ab einer
Temperatur von circa 300 °C neben CO* (wurde in dieser Arbeit nicht detektiert) ebenfalls
CO2* und H20* als gasformige Spezies detektiert. Die Entstehung dieser Spezies wurde auf

die ZrO; katalysierte Verbrennung von Ethanol zurtickgefiihrt:[218.219]

ZrO,—Katalyse

C,HsOH + 3 0, ——=2"%5 €0, + 3 H,0. (43)
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Im Vergleich dazu entstanden bei der thermischen Analyse desselben Mineralisationspro-
dukts in einer reinen N2-Atmosphare lediglich Ethylen-Spezies. Auch in dieser Arbeit wur-
den die thermischen Analysen in einer Oz2-Atmosphére durchgefiihrt, die die ZrO; kataly-
sierte Verbrennung von Ethanol zu CO; und H;0 erméglicht. Der starke endotherme Peak
bei 330 °C wird der Abspaltung von chemisorbiertem Wasser zugeschrieben. Mehrere, in
der Literatur beschriebene TG/DSC-Untersuchungen in Kombination mit Massenspektro-
metrie von Zirkonium-basierten Materialien, welche aus einer wassrigen Losung entstan-
den sind, zeigen zwei endotherme Peaks, die beide auf die Abspaltung von Wasser zurtick-
gefiihrt werden.[217.220-224] Der Peak bei niedrigen Temperaturen, die von 69 °C[222] bis
230 °CI217] variieren, wird jeweils physisorbiertem Wasser zugeschrieben. Bei einer hohe-
ren Temperatur werden endotherme Peaks zwischen 115 °C[221] und 423 °C[220] beobach-
tet. Diese werden der Abspaltung von chemisorbiertem Wasser zugeschrieben. Die Was-
serabspaltung in dieser Arbeit tritt durchgangig von 30 °C bis circa 460 °C auf. Dies kann
sowohl auf physikalisch oder chemisch gebundene Wassermolekiile, als auch auf Wasser-
molekiile, die durch Olation (Gleichung (12)) oder Oxolation (Gleichung (13)) innerhalb
des Mineralisationsproduktes entstehen, zuriickgefiihrt werden. Auch geringe Mengen
moglicher briickenbildender Ethoxygruppen oder koordinierter Ethanol-Molekiile konnen
tber Olation (Gleichung (12)) oder Oxolation (Gleichung (13)) Ethanol freisetzen (Detekti-
on von CO2*). Zusatzlich werden ab 330 °C auch Cl-Spezies freigesetzt. Um 460 °C tritt
schliefdlich Kristallisation des amorphen ZrbM auf. Dies wird durch den exothermen Peak
deutlich und durch XRD-Untersuchungen bestatigt (s. unten). Die Kristallisation ist ver-
bunden mit einem spontanen Freisetzen von OH-Gruppen, H20 und CO: sowie einer
sprunghaften Massenabnahme von 2 %. Auch 35Cl* und 37Cl* wurden detektiert. Die Detek-
tion von CO2* deutet auf eine zusatzliche exotherme oxidative Zersetzung chemisorbierter
Ethoxygruppen unter CO2-Bildung hin (s. Gleichung (43)). Nach der Kristallisation zeigt die
TG-Kurve bis zu einer Temperatur von 1000 °C eine weitere Massenabnahme von circa
3 %. Diese ist auf weitere Abspaltung hauptsachlich von Cl-Spezies und CO; zuriickzufiih-
ren. Insgesamt weist die Probe einen Masseverlust von 26 % auf. In Abbildung 30 B) ist die
thermische Analyse der bei ZT fiir zwei Tage getrockneten Probe zu sehen. Bei dieser Pro-
be tritt im Vergleich zur bei 100 °C fiir vier Stunden getrockneten Probe zusatzlich ein en-
dothermer Peak bei 240 °C auf. Dieser ist verbunden mit dem verstarkten Freisetzen von

COz und C2Hs"® bei circa 220 °C sowie von H20 und OH® bei 240 °C (Detektion der einzelnen



Ergebnisse und Diskussion 119

Spezies iiber Massenspektrometrie). Die Detektion von CO2* kann physikalisch adsorbier-
tem COz wahrend des Trocknungsprozesses an Luft fiir zwei Tage zugeschrieben werden.
Auch die amorphen Zr-basierten Partikel, die durch einen Waschschritt in Ethanol
Ethoxygruppen auf der Oberflache besitzen (s. 0.) wurden nach dem Waschschritt fiir 40 h
bei 73 °C an Luft getrocknet.[218] Unterhalb 300 °C zeigten TG, DSC und FTIR Messungen
neben der Desorption von physikalisch adsorbiertem Ethanol auch die Desorption von
physikalisch adsorbiertem COz und H20.[218] Bei dem in dieser Arbeit vorliegenden Minera-
lisationsprodukt (Abbildung 30 B) sind alle drei endothermen Peaks, bei circa 150 °C,
240 °C und 330 °C, mit dem Freisetzen von Wasser verbunden (s. Detektion von H,0* und
OH* in Abbildung 31 A). Auch ein amorphes Mineralisationsprodukt, das aus einer wassri-
gen ZrO(NOs3)2-Losung nach Zugabe einer Base abzentrifugiert und mit Wasser gewaschen
wurde, zeigte drei Bereiche in denen Wasser freigesetzt wurde.[225226] Dies ergaben TG und
DSC-Messungen in Kombination mit XRD-Messungen.[225226] [m Temperaturbereich von
200 °C bis 250 °C wurde physikalisch adsorbiertes Wasser freigesetzt wahrend zwischen
250 °C und 300 °C chemisorbiertes Wasser freigesetzt wurde. Bei Temperaturen zwischen
300 °C und 350 °C entstand Wasser durch Oxolationsreaktionen, d.h. durch die Reaktion
zweier Hydroxygruppen, die zur Bildung einer Sauerstoffbriicke Zr-O-Zr fiihrt.[225226] Erste
Untersuchungen zeigten dabei, dass sich ZrbM, welches aus der wassrigen ZrO(NO3z): ent-
steht, von dem einer wassrigen ZrOClz-Losung lediglich in der Anzahl der vorliegenden
Sauerstoffbriicken Zr-0-Zr, Hydroxybriicken Zr-(OH)2-Zr und koordinativ gebundener
Wassermolekiile unterscheidet.[225226] Basierend auf diesen Ergebnissen wird dem in die-
ser Arbeit bei 240 °C beobachteten endothermen Peak der DSC-Kurve (Abbildung 30 B und
Abbildung 31 B) hauptsachlich die Desorption von COz und chemisorbiertem Wasser sowie
die Desorption von physikalisch adsorbiertem Ethanol zugeschrieben (Detektion von
C2Hs"). Dem endothermen Peak bei circa 330 °C (Abbildung 30 B und Abbildung 31 B) wird
die Abspaltung von Wasser durch Oxolationsreaktionen zugeschrieben, die zur Bildung von
Sauerstoffbriicken (Zr-0O-Zr) fiihrt. Ein Vergleich der bei 100 °C fiir vier Stunden getrockne-
ten Probe (Abbildung 30 A) mit der bei ZT fiir zwei Tage getrockneten Probe
(Abbildung 30 B) lasst somit auch den endothermen Peak bei 330 °C bei der bei 100 °C ge-
trockneten Probe (Abbildung 30 A) auf die Wasserabspaltung durch Oxolationsreaktionen
zurlickfiihren. Bisher wurde angenommen, dass bei dieser Temperatur chemisorbiertes

Wasser freigesetzt wird. Die Auswertung der bei ZT getrockneten Probe (Abbildung 31)
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ergab jedoch, dass chemisorbiertes Wasser bei circa 240 °C freigesetzt wird. Bei der bei
100 °C getrockneten Probe ist bei 240 °C eine leichte Schulter des bei circa 160 °C auftre-
tenden endothermen Peaks zu erkennen (Abbildung 31 B).
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Abbildung 31: A) Massenspektrum (OH*(m/z = 17) und H,0* (m/z = 18)) von bei 60 °C minerali-
siertem ZrbM im Temperaturbereich zwischen 30 °C und 400 °C. Grau: Massenspektrum der bei
100 °C fiir vier Stunden getrockneten Probe (vgl. Abbildung 30 A). Schwarz: Massenspektrum der
bei ZT fiir zwei Tage getrockneten Probe (vgl. Abbildung 30 B). B) Vergleich DSC-Kurven der bei
60 °C mineralisierten Proben aus ZrbM. Die beiden Proben unterscheiden sich in der Trocknung
nach Abzentrifugieren und Waschen des Prazipitats. Das ZrbM wurde entweder bei Zimmertempe-

ratur (ZT) fiir zwei Tage oder bei 100 °C fiir vier Stunden jeweils an Luft getrocknet.

Die deutlich starker ausgepragten Peaks der bei ZT getrockneten Probe bei circa 150 °C
und 240 °C in Abbildung 31 A) und B) im Vergleich zu der bei 100 °C getrockneten Probe
zeigen, dass bei der bei ZT getrockneten Probe deutlich mehr physisorbiertes (Peak bei
circa 150 °C) und chemisorbiertes Wasser (Peak bei circa 240 °C) entweicht im Vergleich
zur Wasserabspaltung durch Oxolationsreaktionen (Peak bei circa 330 °C). Zusatzlich zur
Abspaltung von chemisorbiertem Wasser entweicht bei der bei ZT getrockneten Probe bei
240 °C auch physikalisch adsorbiertes CO2 sowie Ethanol (Detektion von CO2* und Cz2Hs*).
Bei der ,, 100 °C-Probe” sind die physisorbierten Ethanol-Molekiile sowie chemisorbierten
Wassermolekiile vermutlich schon wahrend des Trocknungsschrittes desorbiert oder ab-
gespalten worden. Die Trocknungszeit der ,, 100 °C-Probe“ im Ofen unter Luftatmosphare
war mit 4 h deutlich geringer als die Trocknungszeit der bei ZT fiir zwei Tage getrockneten
Probe. Somit konnte an die bei ZT getrocknete Probe wesentlich mehr CO2 adsorbieren. Bis

circa 300 °C ist bei der bei ZT getrockneten Probe ein Masseverlust von etwa 20 % zu ver-
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zeichnen (Abbildung 30 B, TG-Achse). Dieser ist doppelt so hoch wie bei der bei 100 °C ge-
trockneten Probe, die bei 300°C ein Masseverlust von etwa 10% aufweist
(Abbildung 30 A, TG-Achse), und kann zusatzlich zur verstarkten Desorption physisorbier-
ter Wasser-Molekiile und der Abspaltung chemisorbierter Wasser-Molekile auch der
Desorption physisorbierter Ethanol- und CO2-Molekiile zugeschrieben werden. Bis zur
Kristallisation (460 °C) ist bei der bei ZT getrockneten Probe ein grofderer Masseverlust
von 29 % (einschliefdlich Kristallisation) zu beobachten (Abbildung 30 B). Die bei 100 °C
getrocknete Probe wies bis zur Kristallisation bei 460 °C einen Masseverlust von 23 % auf
(Abbildung 30 A). Nach der Kristallisation verhalten sich die beiden Proben dhnlich (s. Ab-
bildung 30 A und B). Bei der bei ZT getrockneten Probe wird insgesamt ein Masseverlust
von 31 % gemessen (Abbildung 30 B). Die TG-Kurve der bei 30 °C mineralisierten und bei
100 °C fir 4 h vorgetrockneten Probe (Abbildung 30 C) ist sehr dhnlich zur TG-Kurve der
bei 60 °C mineralisierten Probe (Abbildung 30 A). Einzig die DSC-Kurven zeigen bei der
Kristallisation bei 450 °C einen kleinen Unterschied. Hier ist zu bertcksichtigen, dass die
30 °C-Probe mit einer langsameren Heizrate von 5 K/min (60 °C; 10 K/min) aufgeheizt
wurde. Die DSC-Kurve zeigt fiir diese Probe zwei etwas tiberlappende Peaks, einen bei
440 °C (exo) und einen bei 455 °C (exo). Auch bei amorphen Zr-basierten Partikeln, die
durch Prazipitation aus einer ZrOClz-[222] bzw. einer ZrCls-Losung(218] durch NH4OH gefallt
wurden, wurden zwei exotherme Peaks im Bereich der Kristallisation beobachtet. Das ge-
fallte Mineralisationsprodukt wurde in Ethanol gewaschen. Dieser Waschschritt fithrte zu
einem Austausch der Hydroxygruppen auf den Partikeloberflichen durch Ethoxygruppen.
Der Peak bei niedrigerer Temperatur wurde auf die oxidative Zersetzung der chemisor-
bierten Ethanolspezies zuriickgefiihrt. Der zweite Peak auf die Kristallisation des amor-
phen Mineralisationsprodukts zu tetragonalem ZrOz. In Anlehnung daran wird auch in die-
ser Arbeit der Peak bei 440 °C auf eine weitere oxidative Zersetzung von chemisorbierten
Ethanolspezies zuriickgefiihrt und der zweite Peak bei 455 °C auf die Kristallisation. Diese
oxidative Zersetzung tritt auch bei den 60 °C-Proben auf. Das Massenspektrum (nicht ge-
zeigt) zeigt bei 460 °C ein Freisetzen von CO; und H20. Durch die etwas schnellere Heizrate
bei den 60 °C-Proben sind die beiden Peaks allerdings zu einem verschmolzen. Der einzel-
ne, etwas breitere Peak ist leicht zu hoheren Temperaturen hin verschoben
(Abbildung 30 D). Die nahezu identischen TG-Kurven der bei 30 °C und 60 °C mineralisier-
ten und bei 100 °C getrockneten Proben (schwarze Kurve in Abbildung 30 A und C) und die
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nur leicht durch die unterschiedliche Heizrate verschobenen DSC-Kurven (schwarze und
graue Kurve in Abbildung 30 D) deuten darauf hin, dass ein Temperaturunterschied von
30 °C keinen wesentlichen Einfluss auf die Probenzusammensetzung und das thermische
Verhalten hat. Die beiden bei 100 °C fiir 4 h getrockneten Proben (Abbildung 30 A und C)
zeigten in der TG-Messung einen Gesamtmasseverlust von 26 %. Fiir das Mineralisations-
produkt von ZrOCI2:8H20 in reinem Ethanoll?4 wurde eine Zusammensetzung von
Zr506(0C2Hs)2(OH)2Cls  vorgeschlagen, die durch Hydrolyse und Alkoholyse von
ZrOClz-8Hz0 entsteht. Eine vollstandige Reaktion zu ZrOz durch Temperaturerhéhung wies
einen Massenverlust von 25 % auf (berechnet). Dieser Masseverlust (aus Gao et al.[24]) ist
nahezu identisch mit dem in dieser Arbeit vorliegenden Masseverlust von 26 %. Die zusatz-
liche Detektion von CO2 wahrend der Temperaturbehandlung lasst somit ebenfalls auf eine

Zusammensetzung von Zrs0e(0C2Hs)2(OH)2Cl4 schlief3en.

Erganzend zur TG Analyse wurde eine XPS-Charakterisierung durchgefiihrt, um neben der
elementaren Zusammensetzung des Mineralisationsproduktes auch Aussagen iiber die vor-

liegenden chemischen Bindungen treffen zu konnen.
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Abbildung 32: XPS-Spektren fiir Zr3d, O1ls und C1s der bei 60 °C mineralisierten Schicht aus Zr-
basiertem Material (ZrbM). Die durchgezogene Linie zeigt den Gesamtfit, die gepunkteten bzw. ge-

strichelten Linien die Einzelfits.
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Der Zr3d Peak (Abbildung 32) setzt sich aus zwei einzelnen Peaks bei 182,6 eV (Zr3ds,2)
und 185,03 eV (Zr3ds,2) zusammen. Diese sind vergleichbar mit den Bindungsenergien fiir
das Mineralisationsprodukt Zrs0¢(OC2Hs)2(OH)2Cl4,[24] das durch Mineralisation in einer
Ethanol haltigen ZrOCl;-Losung gebildet wurde. Der Peak bei 182,6 eV liegt sehr nahe am
Wert von Zr(IV) in ZrO; mit 182,9 eV,[227] was auf eine strukturelle und chemische Ahnlich-
keit schlief3en lasst. Der O1s-Peak im Spektrum (Abbildung 32) lasst sich mit drei einzelnen
Peaks bei 530,5 eV, 532,0 eV und 532,8 eV fitten. Die Bindungsenergie von 530,5 eV kann
der Bindungsenergie von Sauerstoff in ZrOz zugeschrieben werden.[228229] Seine Energie-
differenz zu Zr3ds,2 ist mit 347,9 eV nahezu identisch mit dem Wert fiir die Energiediffe-
renz in Zr(IV)O2 (348,4 eV)[230]. Der Peak bei 532,0 eV kann adsorbiertem Wasser oder OH-
Gruppen zugeschrieben werden.[229.231,.232] Schlief3lich kann der bei der hochsten Bindungs-
energie, bei 532,8 eV, auftretende Peak aus =Zr-O-C= Bindungen resultieren.[233] Diese
=Zr-0-C= Bindungen weisen auf das Vorliegen von Ethoxygruppen oder Oberflachenver-
unreinigungen hin. Auch die entsprechenden Bindungsenergien im C1ls-Spektrum deuten
darauf hin. Diese liegen bei 284,8 eV, 286,3 eV und 289,2 eV. Der niederenergetische Peak
kann sowohl von Verunreinigungen wahrend des nasschemischen Herstellungsver-
fahrens(231] als auch von C-C oder C-H Bindungen in Ethoxygruppenl234] resultieren. Er
wurde als Referenzpeak fiir die einzelnen Scans gewahlt. Die beiden hoherenergetischen

Peaks konnen ebenfalls von physisorbiertem oder chemisorbiertem Ethanol herriihren.[234-

236]

Uber Pyknometrie wurde die Dichte des Mineralisationsproduktes bestimmt. Neben einer
bei ZT mineralisierten Probe wurde eine bei 40 °C mineralisierte Probe analysiert. Beide
Proben wurden nach dem Abzentrifugieren aus der Mineralisationslosung tiber Nacht bei
ZT getrocknet. Unabhdngig von der Mineralisationstemperatur wurde eine Dichte von
1,2+0,2gcm3 ermittelt. Dieser Wert liegt zwischen der Dichte von amorphem
ZrO(OH)2:(85-90 %)H20 mit 1,10 g cm-3[225] und amorphem ZrO(OH)2:(1,75-1,94 %)H20
mit 2,66 g cm-3[225]. Beim amorphen ZrO(OH)2:(85-90 %)H20 handelt es sich um das Mine-
ralisationsprodukt, das aus einer wassrigen ZrOClz-Losung nach Zugabe einer Base abzent-
rifugiert und mit Wasser gewaschen wurde.[225] Nach einem Trocknungsschritt bei 20 °C -
30 °C entstand das amorphe ZrO(OH)2-(1,75-1,94 %)H20.[225] Die Dichte des in dieser Ar-
beit mineralisierten Produkts ist zudem geringer als die Dichte von Zr(OH)s bzw.

Zr02:xH20 (3,25 g cm3) und die Dichte von ZrOz (HfO2< 2 %) (5,6 g cm-3).[214] Die amor-
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phen Mineralisationsprodukte ZrO(OH)2-(85-90 %)H20 und ZrO(OH)2-(1,75-1,94 %)H.0
enthalten neben Sauerstoffbriicken (Zr-0-Zr) auch OH--Briicken (Zr-(OH)2-Zr) und koordi-
nierte Wassermolekiile (Zr-OH3).[225] Die Dichte dieser Mineralisationsprodukte ist im Ver-
gleich zu ZrO; wesentlich geringer. Eine Dehydration des Mineralisationsprodukts
(ZrO(OH)2:(85-90 %)H20 bzw. ZrO(OH)2+(1,75-1,94 %)H20) durch Erhitzen fiihrt zu einer
Erhohung der Dichte.[225] Bei 400 °C wurde bereits eine Dichte von 4,60 - 4,68 g cm-3 er-
zielt.[225] Diese Dichte liegt sehr nahe an der Dichte von ZrO; (HfO2 < 2 %) mit 5,6 g cm-3.[214]
Das Mineralisationsprodukt enthdlt bei 400°C noch circa 08-18% Wasser
(ZrO1,82-1,92(0H)0,17-0,35).[2251 Auch das in dieser Arbeit aus einer ZrOClz-Losung entstandene
Mineralisationsprodukt enthdlt H,0 bzw. OH-Gruppen (s. Abschnitt TG-DSC Messungen in
6.1.4 und Abbildung 31 A). Zudem wurde in den TG-DSC Messungen in dieser Arbeit neben
H20 und OH auch CO; und C;Hs® detektiert, was auf das Vorliegen von Ethanolspezies im
Mineralisationsprodukt hinweist (s. 0.). Durch TG-DSC Messungen wurde ein Mineralisati-
onsprodukt mit der Zusammensetzung Zrs06(0C2Hs)2(OH)2Cls vorgeschlagen (s. Abschnitt
TG-DSC Messungen in 6.1.4). Der nahezu identische Dichtewert von Zrs06(0C2Hs)2(OH)2Cls
mit 1,2 + 0,2 g cm3 und ZrO(OH)2+(85-90 %)H20 mit 1,10 g cm-3[225] [4sst in Verbindung mit
den weiteren erzielten experimentellen Resultaten auf eine dhnliche Struktur der Minerali-
sationsprodukte schlief3en. Da das letztgenannte Mineralisationsprodukt ebenfalls Sauer-
stoffbriicken (Zr-0-Zr), OH--Briicken (Zr-(OH)2-Zr) und koordinierte Wassermolekiile (Zr-
OHz) enthalt,[225] bestatigt der dhnliche Dichtewert die Annahme der Zusammensetzung
des Mineralisationsproduktes von Zrs0s(OC2Hs)2(OH)2Cls. Die Dichtemessungen zeigen
aufderdem, dass die Mineralisationstemperatur scheinbar keinen Einfluss auf die Dichte

des Mineralisationsproduktes hat.

Das Zetapotential der mineralisierten Partikel wurde durch elektrophoretische Messungen
ermittelt. Hierfiir wurden Partikel bei 60 °C fir fiinf Minuten und bei ZT fiir drei Monate
mineralisiert. Nach dem Abzentrifugieren und Reinigen in 80 % Ethanol wurden die Parti-
kel in 10 mM NaCl-Lésung mit unterschiedlichen pH-Werten resuspendiert und das Zeta-
potential bestimmt. Abbildung 33 zeigt den Verlauf des Zetapotentials in Abhdngigkeit des
pH-Werts. Hieraus kann ein Isoelektrischer Punkt von pH 7 interpoliert werden. Die pH-
Abhangigkeiten der Zetapotentiale von den bei 60 °C und ZT mineralisierten Partikeln zei-

gen einen dhnlichen Verlauf. Die geringen Unterschiede liegen im Rahmen der Messun-
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genauigkeit (Abbildung 33). Auch dies ist ein Hinweis darauf, dass die Mineralisationstem-

peratur die Zusammensetzung des Mineralisationsprodukts nicht beeinflusst.
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Abbildung 33: pH-Abhingigkeit der Zetapotentiale mineralisierter Partikel. Die Zetapotentiale der
bei 60 °C fiir fiinf Minuten und bei Zimmertemperatur fiir drei Monate mineralisierten Partikel

wurden in einer 10 mM NaCl-Lésung bestimmt.

Zur rontgenographischen Untersuchung des Mineralisationsproduktes wurden Schichten
mit einer Dicke von circa 100 nm hergestellt (s. 5.10.7). Die Schichtmineralisation wurde
bei 60°C durchgefiihrt. Direkt nach der Herstellung liegt das ZrbM amorph vor
(Abbildung 34). Ein Kalzinierungsschritt bei 550 °C fiihrt zunachst zur Kristallisation von
metastabilem, tetragonalem Zirkoniumdioxid (ZrO2z). Durch ein weiteres Kalzinieren bei
900 °C beginnt die Phasenumwandlung zur thermodynamisch stabilen, monoklinen Phase.
Die Bildung der metastabilen, tetragonalen Phase, die erst ab 1100 °C thermodynamisch
stabil ist,[51] wird der Kristallitgrofde und damit dem Oberflichen-zu-Volumen Verhéltnis
zugeschrieben.[239-242] Kristallite unter einer kritischen Grofde von circa 30 nm liegen in der
tetragonalen Phase vor, die im Vergleich zur monoklinen Phase eine geringere Oberfla-
chenenergie aufweist.[239-242] Beim Uberschreiten der kritischen Kristallitgrofle tritt eine

teilweise Phasenumwandlung in die thermodynamisch stabile, monokline Phase auf.

Die Oberflachen mineralisierter Schichten direkt nach der Herstellung sowie nach der Kal-
zinierung bei 550 °C und 900 °C sind in Abbildung 35 abgebildet. Zwischen der Schicht di-
rekt nach der Herstellung und der Schicht nach der Kalzinierung bei 550 °C ist kein Unter-
schied in Bezug auf die Partikelgrofden zu beobachten. Es liegen Partikelgrofien unterhalb
30 nm vor. Die kristallisierten tetragonalen Partikel (550 °C) kdnnen sowohl einkristallin
als auch polykristallin vorliegen. Ihre Kristallitgrofie liegt, bedingt durch die Partikelgrofie,

unterhalb des kritischen Wertes von 30 nm.
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Abbildung 34: Diffraktogramm von mineralisierten Diinnschichten aus Zirkonium-basiertem Mate-

rial (ZrbM) - direkt nach der Herstellung und nach zwei Kalzinierungsschritten. Kalziniert wurde
bei 550 °C und 900 °C jeweils fiir 4 h (s. 5.9). Die Schichten wurden durch Mineralisation aus einer

20 mM ZrOClz-Losung mit 80 % Ethanol bei 60 °C hergestellt. Zusatzlich sind die simulierten Dif-

fraktogramme von tetragonalem (t-Zr02)[2371 und monoklinem ZrQ; (m-Zr0,)[238] dargestellt.

A)

direkt abgeschieden

B) 550 °C

Q) 900 °C

Abbildung 35: AFM-Aufnahmen einer mineralisierten Schicht aus ZrbM vor und nach einer Tempe-

raturbehandlung. A) Mineralisierte Schicht direkt nach der Herstellung. B) Mineralisierte Schicht

nach dem Kalzinieren bei 550 °C. C) Mineralisierte Schicht nach dem Kalzinieren bei 900 °C.
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Nach der Warmebehandlung bei 900 °C sind die Partikel merklich gewachsen. Es sind auch
Partikelgrof3en > 30 nm zu beobachten. Somit kénnen auch Kristallitgréf3en > 30 nm vor-

liegen, die die Koexistenz der monoklinen und tetragonalen Phase erklaren kénnen.

Ein weiterer Grund fiir das Kristallisieren der Partikel in der metastabilen, tetragonalen
Modifikation ist die strukturelle Ahnlichkeit zwischen amorphem ZrbM und t-ZrO,. Das
amorphe ZrbM entsteht durch Hydrolyse und Kondensationsreaktion von tetrameren, ok-
tameren oder hoheren oligomeren Ausgangsstrukturen, die nach dem Ldsen von
ZrOCl2-8H20 vorliegen (s. 4.5). In diesen Zr-Tetrameren liegt das Zr-Atom 8-fach koordi-
niert vor. Ein Zustand, der auch im tetragonalen ZrO: zu finden ist.[51] Monoklines ZrO ist
dagegen 6-fach koordiniert.[51 Die strukturelle Ahnlichkeit zwischen dem amorphen ZrbM
und der tetragonalen Phase kann somit zu einer schnelleren Bildung der tetragonalen Pha-

se fiihren.

Die umfangreiche Charakterisierung des Mineralisationsprodukts zeigte, dass im Minerali-
sationsprodukt auch kleine Mengen an Cl- und Ethanol sowie briickenbildende Ethoxy-
gruppen zwischen zwei Zr-lonen vorliegen. Fiir das Mineralisationsprodukt wird eine Zu-
sammensetzung von Zrs06(0C2Hs)2(0H)2Cls vorgeschlagen (s. Abschnitt TG-DSC Messun-
gen in 6.1.4). Die Mineralisationstemperatur hat dabei keinen Einfluss auf die Zusammen-
setzung, das ZP und die Dichte des ZrbMs. Somit kann angenommen werden, dass sich die
Mineralisationsprodukte bei ZT und bei 60 °C nicht unterscheiden. Bei ZT wurde der Ein-
fluss eines Biotemplats auf die Mineralisation von ZrbM untersucht (s. 6.3.3). Zur schnelle-
ren Mineralisation von Schichten aus ZrbM wurde die Mineralisationstemperatur auf 60 °C

erhoht (s. 6.4.2).

6.1.5 Modellierung des Partikelbildungs- und Wachstumsprozesses

Die umfassenden Untersuchungen des Mineralisationssystems ZrOCl; in einem Etha-
nol/Wasser-Losungsmittelgemisch (s. 6.1.1) wurden als Grundlage zur Erstellung eines
Modells genutzt, das den Partikelbildungs- und Partikelwachstumsprozess mathematisch
beschreibt. Mit einem solchen Modell kann der Hauptwachstumsmechanismus bei ver-
schiedenen Losungsparametern identifiziert werden. Zudem konnen verbesserte Pro-
zessparameter bestimmt werden, die ein geeignetes Mineralisationssystem zur Bildung

einer hohen Anzahl an Nanopartikeln darstellen, ohne Einschrankung beziiglich Tempera-
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tur und pH-Wert, wie es im Rahmen dieser Arbeit der Fall war. Eine hohe Anzahl an gebil-
deten Partikeln ist vorteilhaft um eine schnelle effiziente Schichtbildung zu erméglichen.
Dieses Modell kann auf andere Mineralisationssysteme iibertragen werden, bei denen Par-
tikelwachstum durch molekulare Addition oder Partikelagglomeration stattfindet. Somit
steht eine Moglichkeit zur Verfiigung, um ohne umfangreiche experimentelle Untersuchun-
gen Parameter, wie Temperatur und Salzkonzentration von Mineralisationssystemen zu
identifizieren, die zur Bildung einer hohen Anzahl an Nanopartikeln fiihrt, die stabil gegen
Agglomeration sind, und dadurch die Mineralisation homogener Funktionsmaterialien er-

moglicht.

Bei der Modellierung durch Wolfgang Halter (Institut fiir Systemtheorie und Regelungs-
technik, Universitat Stuttgart) wurde die Partikelbildung durch Keimbildung und Wachs-
tum beschrieben. Neben Wachstum durch molekulare Addition von kleinen Zr-
Tetrameren/Oligomeren wurde auch ein Wachstumsmechanismus durch Agglomeration
von Primarpartikeln angenommen. Die Wahl der Modellparameter beruhte auf den im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten DLS- und ICP-Messungen von Mineralisationslésun-
gen (ZrOClz, 80 % Ethanol), die das mittlere Partikelwachstum und den Verbrauch an 16sli-
chen Zr-Spezies (Tetramere/Oligomere) widerspiegelten. Dabei wurde die Mineralisations-
temperatur und Salzkonzentration systematisch variiert. Die Simulation des Partikelwachs-
tums stimmte sehr gut mit den experimentellen Daten bei unterschiedlichen Mineralisati-
onsbedingungen iiberein. Es kann deshalb angenommen werden, dass das eingefiihrte Mo-
dell den Partikelbildungs- und Wachstumsprozess im Bereich der getesteten Prozesspara-
meter realitdtsnah abbildet. In den nachsten Abschnitten wird das entwickelte Modell na-

her beschrieben.

6.1.5.1 Allgemeines Populationsbilanz-Modell

Zunachst wurde ein allgemeines Populationsbilanz-Modell eingefiihrt, das den Partikelbil-
dungs- und Wachstumsprozess iiber eine partielle Differentialgleichung mathematisch be-
schreibt. Fiir ein System mit konstantem Reaktionsvolumen und konstanter Temperatur

gilt:[243]

an(t,v) 16 an(t,V))

- = =B1) =D, (44)
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wobei n(t, V) die Anzahldichte der Partikel in Abhédngigkeit der Zeit t und dem charakteris-
tischen Partikelvolumen V darstellt, G die Wachstumsrate und B(V) und D(V) die Geburts-
und Sterberaten der Partikel. Primarpartikel entstehen durch Keimbildung. Ein Partikel mit
dem Volumen V entsteht entweder durch kontinuierliches Wachstum oder durch Agglome-
ration zweier Partikel mit kleinerem Volumen. Dementsprechend geht ein Partikel mit dem
Volumen V verloren, wenn dieses selbst zu einem grofieren Partikel agglomeriert. Die
Wachstumsrate G wird als partikelgrofdenunabhangig angenommen. Sie ist proportional
zur Ubersittigung der Losung.[244 Fiir den zu beschreibenden Partikelbildungsprozess

wird von einem ubersattigten System ausgegangen. Fiir die Wachstumsrate gilt
G=a-Ac (45)

mit Ac = ¢ — ¢g > 0 und dem zu bestimmenden Parameter a. Die Sattigungskonzentration

cs ist abhangig von der Mineralisationstemperatur und dem pH-Wert.

Die Geburtsrate B(V) neuer Partikel mit dem Volumen V kann durch:

B V=0 (46)
= {éfovﬁa/— &) n(lV =€) n(e)de V>0

beschrieben werden.[244245] Mit der Keimbildungsrate
By =d-Ac (47)

wird dabei die Entstehung neuer Partikel durch Keimbildung bertcksichtigt. Der Agglome-
rations-Kernel S(V — ¢, €) gibt die Wahrscheinlichkeit fiir die Bildung eines Partikels mit
dem Volumen V durch einen erfolgreichen Zusammenstof} zweier Partikel mit dem Volu-

men V — € und € an.
Die Sterberate D(V) wird entsprechend beschrieben durch
D(V)=n()- fomﬁ(V, €) -n(e)de. (48)

Fiir den Agglomerations-Kernel 8(V,€) wird ein zweistufiger Agglomerations-Kernel ge-

wahlt(246]

BV, €) = B + B.Ve, (49)

um sowohl eine gréofienunabhangige (f;) als auch groflenabhangige (f,) Agglomeration zu

berticksichtigen.
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6.1.5.2 Momentendynamik

Zur Vereinfachung des allgemeinen Populationsbilanz-Modells (partielle Differentialglei-
chung) wurde die Momentendynamik des Systems abgeleitet, welche mit einer gewdhnli-

chen Differentialgleichung beschrieben werden kann.

Das i-te Moment ist dabei definiert als
m; = [, Vin(V)dv. (50)

Hiermit ergibt das nullte Moment mo die Gesamtanzahl der Partikel pro Einheitsvolu-
men Nt und das erste Moment m; das Gesamtvolumen der Partikel pro Einheitsvolumen Vr.
Diese Grofen koénnen aus den experimentellen Daten berechnet werden. Uber ICP-
Messungen wurde der Verbrauch an ldslichen Zr-Spezies anhand der Abnahme von Zirko-
nium-lonen durch die Partikelbildung ermittelt. Fiir das vorliegende, geschlossene System

gilt damit:

my. (51)
Auch die Wachstumsrate G und die Keimbildungsrate By stellen iiber den Bezug in Glei-
chung (51) eine Funktion von m1 dar.

Ein Ableiten von Gleichung (50) nach der Zeit fiihrt nach Vereinfachung (s. Halter et al.
S. VII) zu folgenden Beziehungen fiir die geschlossene Momentendynamik des nullten und

ersten Moments:
. 1
my = By — ;(,317”5 + Bomi) (52)
Thl == Gmo (53)

Die Losung dieser gewohnlichen Differentialgleichung ist nun abhdngig von den unbekann-
ten Parametern a, d, cs, f1 und fB. Fixiert man Werte dieser Parameter, so lasst sich der
Zeitverlauf der Momente (mo(t) und mi(t)) mittels Standard-Losern wie dem ODE15s in

Matlab ermitteln.

6.1.5.3 Datenmaterial aus Experimenten

Die relevanten Daten mo(t) und m1(t), welche die Gesamtzahl der Partikel in Losung Nt(t)
und das Gesamtvolumen der gebildeten Partikel in Losung Vr(t) pro Einheitsvolumen be-

schreiben, konnten aus den experimentellen Daten berechnet werden. Da zum Zeitpunkt
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der mathematischen Beschreibung des Partikelbildungs- und Wachstumsprozesses das in
dieser Arbeit entstehende Mineralisationsprodukt noch nicht in Bezug auf die chemische
Zusammensetzung analysiert wurde, wurde fiir die molare Masse des Mineralisationspro-
duktes der Wert von Zr0O2-:2H20 gewahlt. Dieses Mineralisationsprodukt wurde fiir die Mi-
neralisation aus einer 0,2 M ZrOClz-Losung in einem Wasser/Isopropanol-Losungsmittel-
gemisch (80 Vol. % Isopropanol) angenommen.[*3] Da diese Arbeit von Moon et al.[*3! als
Ausgangspunkt fiir das Mineralisationssystem in dieser Arbeit gewahlt wurde, wurde beim
Erstellen des mathematischen Modells auf diese Zusammensetzung zuriickgegriffen. Fiir
das Mineralisationsprodukt ZrO2-2H,0[3! wurde allerdings keine Dichte angegeben. Daher
wurde als Dichte die durch Pyknometrie ermittelte Dichte des Mineralisationsproduktes,
das in einer 20 mM ZrOClz-Losung mit 80 Vol. % Ethanol bei 25 °C gebildet wurde, von
1,2 g cm3 eingesetzt (s. 6.1.4).

Mit bekannter Konzentration an Zirkonium-lonen zur Zeit ¢, die zur Bildung der Partikel
gebraucht wurde (ICP-Messung, s. 5.10.8 und Abbildung 36 C, Abbildung 37 C sowie Abbil-

dung 38 C), wurde das Gesamtvolumen an Partikeln Vr zur Zeit t berechnet:
ma () = V() = (c(0) = c(0)) 7, (Vp) = mm’mL* (54)

Die Gesamtzahl der Partikel pro Einheitsvolumen Nt zur Zeit t wurde aus den mittleren
Partikelgroffen Z der DLS-Messungen (s.5.10.1 und Ergebnisse entsprechend
Abbildung 21) ermittelt. Hierfiir wurde der Gesamtdurchmesser Dr zur Zeit t pro Einheits-

volumen eingefiihrt. Mit dem mittleren Volumen eines Partikels

Y

_m 3 _m(Dr®\® _ vr(® (55)
= 6Z T 6 (NT(t)) T NT()3
folgte die Beziehung:

(56)

Vr(t) 1/3 -1
mo(®) = Mr(®) = (722) ", (Np) = mL.
6

6.1.5.4 Simulation

Fir die Simulation der experimentellen Ergebnisse mo(t) und m1(t) wurden die zu bestim-
menden Parameter a (Wachstumsrate), d (Keimbildungsrate), cs (Sattigungskonzentrati-
on), B1 (groflenunabhingige Agglomeration) und S (groéfdenabhdngige Agglomeration) zu-

nachst fiir jedes System (Salzkonzentration, Temperatur) einzeln optimiert. Hieraus wurde
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schliefdlich eine Abhangigkeit der einzelnen Parameter (aq, d, cs, 1, f2) von der Temperatur
und Salzkonzentration aufgestellt. Dabei wurde ein Polynom zweiter Ordnung angenom-
men (s. Halter et al. S. VII). Um die Parameter des Polynoms genau zu bestimmen, wurden
diese solange angepasst, bis die Simulation moglichst gut mit den aus den experimentellen
Werten berechneten Zeitverlaufen der Momente (mo(t) und mi(t)) lbereinstimmte. Die

Ergebnisse von Simulation und Experiment sind in Abbildung 36 bis Abbildung 38 darge-

stellt.
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Abbildung 36: Vergleich Simulation - Experiment fiir eine Mineralisationstemperatur von 25 °C.
Dargestellt ist A) die Gesamtzahl (mo) sowie B) das Gesamtvolumen (m) an mineralisierten Parti-
keln und C) die Abnahme der Zr-Konzentration ¢ wahrend der Mineralisation bei 25 °C mit ver-
schiedenen Salzkonzentrationen C. Neben den aus experimentellen Daten berechneten Kurven
(schwarze diinne Linie) sind die simulierten Ergebnisse (blaue dicke Linie) aufgetragen
(aus Halter et al. S. VII). Schwarze diinne Linie: drei Kurven (A) entsprechen den Berechnungen aus
den DLS-Messungen (mittlere Partikelgrofde, vergleiche Abbildung 21), eine Kurve zeigt die Ergeb-
nisse (C) beziehungsweise die Berechnungen (B) aus den ICP-OES-Messung (s. 5.10.8).
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Abbildung 37: Vergleich Simulation - Experiment fiir eine Mineralisationstemperatur von 40 °C.

Dargestellt ist A) die Gesamtzahl (mo) sowie B) das Gesamtvolumen (m1) an mineralisierten Parti-

keln und C) die Abnahme der Zr-Konzentration ¢ wihrend der Mineralisation bei 40 °C mit ver-

schiedenen Salzkonzentrationen C. Neben den aus experimentellen Daten berechneten Kurven

(schwarze diinne Linie) sind die simulierten Ergebnisse (blaue dicke Linie) aufgetragen

(aus Halter et al. S. VII). Schwarze diinne Linie: drei Kurven (A) entsprechen den Berechnungen aus

den DLS-Messungen (mittlere Partikelgrofde, vergleiche Abbildung 21), eine Kurve zeigt die Ergeb-

nisse (C) beziehungsweise die Berechnungen (B) aus den ICP-OES-Messung (s. 5.10.8).
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Abbildung 38: Vergleich Simulation - Experiment fiir eine Mineralisationstemperatur von 60 °C.
Dargestellt ist A) die Gesamtzahl (mo) sowie B) das Gesamtvolumen (m;) an mineralisierten Parti-
keln und C) die Abnahme der Zr-Konzentration ¢ wahrend der Mineralisation bei 60 °C mit ver-
schiedenen Salzkonzentrationen C. Neben den aus experimentellen Daten berechneten Kurven
(schwarze diinne Linie) sind die simulierten Ergebnisse (blaue dicke Linie) aufgetragen
(aus Halter et al. S. VII). Schwarze diinne Linie: drei Kurven (A) entsprechen den Berechnungen aus
den DLS-Messungen (mittlere Partikelgrofie, vergleiche Abbildung 21), eine Kurve zeigt die Ergeb-
nisse (C) beziehungsweise die Berechnungen (B) aus den ICP-OES-Messung (s. 5.10.8).

Beide stimmen sehr gut iiberein. Eine Ausnahme stellen die Mineralisationslésungen
C=20mM; T=40°C und C=50mM; T=60°C dar. Hier zeigen die ICP-Messungen
(schwarze Linie in Abbildung 37 B (20 mM) und Abbildung 38 B (50 mM)) einen leicht
konkaven Verlauf, der qualitativ von den ICP-Messungen der anderen Mineralisationsbe-
dingungen, die einen konvexen Verlauf zeigen (siehe jeweils schwarze Linie in
Abbildung 36 B, Abbildung 37 B und Abbildung 38 B), abweicht. Durch die insgesamt sehr
gute Ubereinstimmung von Experiment und Simulation kann angenommen werden, dass
das hier eingefiihrte mathematische Modell den Partikelbildungs- und Wachstumsprozess

im Bereich der getesteten Prozessparameter realititsnah abbildet.

Die grofdenabhangige Agglomeration S ergab fiir alle Systeme den Wert Null. Somit kann
ein Einfluss der Partikelgrofie auf die Agglomeration bei dem hier vorliegendem Minerali-

sationslésungssystem ausgeschlossen werden.
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Die Abhdngigkeiten der einzelnen Parameter q, d, ¢s und 1 von der Salzkonzentration und

der Mineralisationstemperatur sind graphisch in Abbildung 39 dargestellt.

A) Paramater a B) Paramater d C) Paramater c, D) Paramater B,

10=2
9

Abbildung 39: Polynomische Abhéngigkeit der Parameter a (Wachstumsrate), d (Keimbildungsra-
te), ¢s (Sattigungskonzentration) und f; (gréfienunabhdngige Agglomeration) von der Salzkonzent-
ration und Temperatur. Die blauen Punkte sind die Parameterwerte der Temperatur T und der
Salzkonzentration C bei den experimentellen Bedingungen. Die Konzentrations- und Temperatur-
abhangigkeit der Wachstumsrate a und Keimbildungsrate d sind hauptsachlich durch die Parame-
terwerte der Sattigungskonzentration ¢s und der grofdenunabhangigen Agglomeration f1 bestimmt
(aus Halter et al. S. VII).

Das Modell zeigt fiir die grofdenunabhdngige Agglomeration 31 (Abbildung 39 D) einen rela-
tiv groflen Bereich an Parameterpaaren (Salzkonzentration C, Mineralisationstem-
peratur T), in dem noch keine Agglomeration stattfindet. Hier findet Wachstum hauptsach-
lich durch molekulare Addition von kleinen Zr-Tetrameren/Oligomeren statt. Bei hohen
Temperaturen und niedrigen Salzkonzentration findet Wachstum dagegen hauptsachlich
durch Agglomeration statt. Dieses Wachstumsverhalten stimmt sehr gut mit dem in 6.1.1
beschriebenen Partikelwachstum durch molekulare Addition und Partikelagglomeration
tiberein. Somit beschreibt das Modell das vorliegende Mineralisationssystem sehr gut. Zur
Mineralisation homogener Funktionsmaterialien sind zum einen stabile Nanopartikel er-
forderlich, die nicht agglomerieren und dadurch Inhomogenitiaten verursachen koénnen.
Zum anderen ist eine hohe Anzahl an gebildeten Partikeln vorteilhaft um eine schnelle effi-
ziente Schichtbildung zu erméglichen. Die Anzahl der gebildeten Partikel hdangt ebenfalls
von der Mineralisationstemperatur und der Salzkonzentration ab (Halter et al. S. VII). So-
mit wurden Prozessparameter identifiziert, die zum einen stabile Nanopartikel bilden und
zum anderen zur Bildung einer hohen Anzahl an Partikeln fiihrt (s. Halter et al. S. VII). Bei

der Parameteridentifizierung wurden die Prozessparameter auf den Bereich beschrankt, in
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dem keine Partikelagglomeration stattfindet (s. Abbildung 39 D, 1 = 0). Des Weiteren wur-
de berticksichtigt, dass die Partikelgrofe minimiert wird (Bildung von Nanopartikeln),
wahrend gleichzeitig der Verbrauch an Zr-Spezies in Losung maximiert wird (hohe Anzahl
an Partikeln). Somit ist die Bildung einer hohen Anzahl an Nanopartikeln gewdahrleistet.
Fiir ein Mineralisationssystem aus ZrOCl; in 80 Vol. % Ethanol, 20 Vol. % H20, bei dem kei-
ne Einschrankungen beziiglich des pH-Werts vorliegen, ergab das Modell fiir eine Tempe-
ratur von 45,8 °C und eine Salzkonzentration von 40 mM die Bildung einer hohen Anzahl
an stabilen Nanopartikeln (s. Halter et al. S. VII). Die Partikel einer Grofde von 24 nm waren

stabil gegen Agglomeration.

Das entwickelte Modell kann es als Grundlage genutzt werden, um fiir andere Mineralisati-
onssysteme Parameter wie Temperatur und Salzkonzentration zu identifizieren, die zur
Bildung einer hohen Anzahl stabiler Nanopartikel fiihrt und dadurch die Mineralisation

homogener Funktionsmaterialien ermoglicht.

6.2 Biotemplat

In Biomineralisationsprozessen aus der belebten Natur scheiden sich anorganische Materi-
alien auf organischen Templaten (Biomakromolekiile) ab. Funktionelle Gruppen der Mak-
romolekiile steuern dabei die Abscheidung aus einer wassrigen Losung sowie die Struktu-
rierung des jeweiligen anorganischen Materials (s. 4.4).[23] Dabei sind spezifische Wech-
selwirkungen zwischen dem organischen Templat und dem anorganischen Material von
Bedeutung.[*-71 Allerdings existieren in der Natur keine Organismen, die Zirkoniumdioxid
(Zr02) herstellen. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, die Prinzipien der Biomineralisation
auf die Herstellung von Zirkonium-basiertem Material (ZrbM) zu tlibertragen. Dies beinhal-
tete die Materialbildung durch Mineralisation aus einer ZrOClz-Losung sowie eine gezielte
Mineralisation auf organischen Templaten mit definierten Funktionalitdten. Auf diese Wei-
se konnte die Materialbildung beeinflusst werden (s. 6.3.3). Als Biotemplat wurden M13-
Bakteriophagen (kurz Phagen) eingesetzt. Um die ,biologische Spezifitiat" in Biomineralisa-
tionsprozessen auf die Bildung von ZrbM zu ilibertragen wurden Peptide mittels Phagen-
Display identifiziert, die spezifisch an ZrOz binden (6.2.1). Diese Bindepeptide wurden auf
der Phagenoberflache prasentiert, wo sie als Fusionsprotein mit dem Haupthiillprotein

pVIII vorlagen (6.2.2). Die Phagenoberflache besteht hauptsachlich aus 2700 Kopien des
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Haupthiillproteins pVIII. Somit ermoglichte die Bildung eines Fusionsproteins mit pVIII
eine hohe Bindepeptiddichte und damit viele Interaktionspunkte mit dem anorganischen
Material. Eine spezifische Wechselwirkung, die zur Bindung an ZrO; fiihrt
(ZrO2-Bindepeptide), kann auch einen bedeutenden Einfluss auf die Mineralisation von
ZrO2 aus einer Salzlosung haben. Solche Einfliisse sind bekannt von Biomineralisationspro-
zessen in der belebten Natur. Fiir die Bildung von Biomineralien, die durch Biomakromole-
kiile induziert wird, ist sowohl die molekulare Erkennung, als auch die Bindung an das an-
organische Material ein wesentlicher Faktor.[2332] Ein Einfluss spezifischer
ZrOz-Bindepeptide, als organisches Templat, auf die Abscheidung von Zirkonium-
basiertem Material (ZrbM) wurde untersucht (6.3). Dabei wurden modifizierten Phagen im
Vergleich zu Wildtyp (wt)-Phagen als Biotemplat verwendet. Die modifizierten Phagen
zeigten die hochste Abscheiderate und gleichzeitig die starkste Bindung zu ZrO-.

6.2.1 Phagen-Display

Mittels Phagen-Display wurden 7-mer Peptide identifiziert, die spezifisch an ¢- und/oder
c-Zr0; binden. Mit diesen ZrOz-Bindepeptiden sollte der Peptideinfluss auf die Abschei-
dung von ZrbM aus einer Mineralisationslésung mit pH 2 untersucht werden (6.3). Im
Standard-Phagen-Display werden Peptide identifiziert, die bei pH 7,5 spezifisch an das
Zielmaterial binden. Im Gegensatz dazu sollten in dieser Arbeit Peptide identifiziert wer-
den, die bei pH 2 spezifisch an ZrO; binden. Dafiir war eine Anpassung des Phagen-Displays
an die Selektion von Peptiden in einem sauren Medium erforderlich. Ein ,saures“ Phagen-
Display (,acidic“ Phage Display (aPhD)) wird in dieser Arbeit das erste Mal beschrieben.
Bisher wurden nur Selektionsexperimente in neutralen3134129132135136]  hzw,
alkalischen[141] Puffern durchgefiihrt. Bei einem Phagen-Display wird eine Peptidbibliothek
mit bis zu 1011 randomisierten Aminosdauresequenzen in Kontakt mit einem Zielmaterial
gebracht (4.6.2). Die Peptidbibliothek liegt als Fusionsprotein mit dem Phagenhiillprotein
plII vor. Nach dem Bindungsschritt, bei dem Phagen spezifisch an das Zielmaterial binden,
werden nicht gebundene Phagen durch waschen des Zielmaterials entfernt. Die gebunde-
nen Phagen werden meist durch pH-Wert-Erniedrigung auf pH 2,2 eluiert und in
Escherichia coli (E. coli) amplifiziert. Die Schritte, von der Bindung bis zur Amplifikation,
werden als eine Biopanning-Runde bezeichnet. Diese wird mehrfach durchlaufen, um die

bestbindende Aminosduresequenz zu selektieren.105139] F{ir das neu eingefiihrte aPhD
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mussten zundchst Elutionsbedingungen etabliert werden, die ein vollstandiges Losen ge-
bundener Phagen gewahrleisten. Bei einem Standard-Phagen-Display findet, wie bereits
beschrieben, die Elution durch eine pH-Wert-Erniedrigung von 7,5 auf 2,2 statt. In Anleh-
nung daran wurde die Elution beim aPhD durch eine pH-Wert-Erhéhung von pH 2,0 auf
pH 7,3 untersucht. Fiir diesen Elutionsschritt wurde ein TBS-Puffer (pH 7,3) eingesetzt und
eine Elutionszeit von 30 min gewahlt. Diese Zeit entspricht der Elutionszeit im Standard-
Phagen-Display (NEB). Zur Untersuchung auf vollstandige Elution wurde bei h6herem pH-
Wert oder langerer Elutionszeit erneut eluiert und das Eluat durch Ausplattieren auf LB-
IPTG-X-Gal-Agarplatten auf vorhandene Phagen getestet. Diese Schritte wurden so lange
wiederholt, bis keine weiteren Phagen mehr eluiert werden konnten. Durch diese Untersu-
chungen konnte gezeigt werden, dass eine Elutionszeit von zwei Stunden sowie ein pH-
Wert von 10 zu einer vollstandigen Elution fiihrt. Da der Nutzbereich von TBS-Puffer zwi-
schen 7,0 und 9,1 liegt,[247] wurde fiir die hoheren pH-Werte (pH 10) ein Glycin-NaOH-
Puffer eingesetzt. Glycin-NaOH hat einen Nutzbereich von 8,6 - 10,6.[248] Zur Validierung
der neuen Bindungs- und Elutionsbedingungen wurde die Stabilitat der Phagen im jeweili-

gen Puffer untersucht (Tabelle 10).

Tabelle 10: Phagenstabilitidt im Bindungs- und Elutionspuffer des Phagen-Displays. Zur Validierung
des “sauren” Phagen-Displays wurde die Phagenstabilitit bei Bindungs- und Elutionsbedingungen
untersucht. Eine definierte Menge an Phagen wurde im Bindungspuffer (Glycin-HCI, pH 2,0) und im
Elutionspuffer (Glycin-NaOH, pH 10,0) fiir 1 h bzw. 2 h inkubiert. Zur Kontrolle wurde eine Inkuba-
tion in neutralem TBS-Puffer (pH 7,3) durchgefiihrt. Die eingesetzte Phagenkonzentration betrug
1,4-1011 pfu mL-%.

Phagentiter (101! pfu mL1)
Puffersystem
Inkubationszeit
Puffer pH 1h 2h
Glycin-HCI 20 | 1,1+0,1 -
Glycin-NaOH | 10,0 - 1,9+0,5
TBS 73 | 1,4+£0,1 1,6 £0,2

Hierfiir wurden Phagen einer Konzentration von 1,4-1011 pfu mL-! im Bindungspuffer

(Glycin-HCI, pH 2) bzw. im Elutionspuffer fiir 1 h bzw. 2 h inkubiert. Nach der Inkubation
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wurde die Phagenkonzentration uber eine Titerbestimmung ausgewertet. Als Kontrolle
diente die Inkubation in TBS bei pH 7,3. Die Ergebnisse in Tabelle 10 zeigen keine Abnah-
me an infizierenden Phagen sowohl unter Bindungs- als auch unter Elutionsbedingungen.
Das neu etablierte aPhD ist demnach fiir die Identifikation von Bindepeptiden in saurem

Millieu geeignet.

Fur die Selektion von ZrO2-Bindepeptiden mittels aPhD wurden zwei verschiedene ZrOz-
Modifikationen als Zielmaterial gewahlt. Es wurde ein einkristallines c-ZrOz-Substrat oder
ein polykristallines t-ZrOz-Substrat eingesetzt. Flir die Selektion der Bindepeptide aus ei-
ner Peptidbibliothek mit 1,28:10° Peptidvarianten (NEB) wurden fiinf Biopanning-Runden
in je zwei unabhdngigen Experimenten pro Substrat durchgefiihrt. Nach der vierten und
finften Runde wurden insgesamt 85 Peptide, die an ¢-ZrOz und 93 Peptide, die an t-ZrO:
binden, durch DNA-Sequenzierung identifiziert. Mit dem kubischen Substrat gingen 45 ver-
schiedene Peptide eine spezifische Wechselwirkung ein. Mit dem tetragonalen Substrat 41.
Eine Bindung der isolierten Peptide an die ZrO2-Substrate wird tliber die Seitenketten der
Aminosduren vermittelt.31.341 Dabei konnen einzelne Aminosdauren oder die Eigenschaft
des Gesamtpeptids von Bedeutung sein. Die Anreicherung bzw. Verarmung an einzelnen
Aminosduren kann ein Hinweis auf vorliegende Wechselwirkungen zwischen Peptid und
Substrat geben. Daher wurde der isolierte Peptidpool auf die Haufigkeit der einzelnen
Aminosduren untersucht. Diese wurde in Bezug zur Haufigkeit in der Ursprungsbibliothek
(NEB) gesetzt (Tabelle 11), indem der Quotient aus der Haufigkeit im isolierten Peptidpool
zur Haufigkeit in der Ursprungsbibliothek gebildet wurde. Ab einer Zunahme der Amino-
sduren von 25 % im Vergleich zur Ursprungsbibliothek (Quotient > 1,25) wurden die Ami-
nosauren als angereichert definiert, ab einer Abnahme von 25 % (Quotient > 0,75) ent-
sprechend als verarmt.[31.132] Die 20 natlirlichen a-Aminosduren unterscheiden sich in Be-
zug auf ihre Seitenkette.l249] In Tabelle 11 wurden die Aminosduren nach ihrer physika-
lisch-chemischen Eigenschaft(249] in hydrophobe, nukleophile, geladene, kleine und aroma-
tische Aminosduren sowie Aminosauren mit einer Amidgruppe eingeteilt. Hydrophobe
Aminosauren bilden hydrophobe Wechselwirkungen aus, nukleophile Aminosauren besit-
zen eine polarisierbare S-H oder O-H Gruppe, geladene Aminosduren sind je nach pH-Wert
positiv bzw. negativ geladen und kleine Aminosauren besitzen keine Seitenkette bzw. ledig-
lich eine Methylgruppe. Die in den aromatische Aminosauren eingruppierten Aminosauren

besitzen jeweils einen Benzolring in ihrer Struktur. Histidin, das einen Imidazolring mit
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aromatischem Charakter aufweist, wurde in den geladenen (basischen) Aminosduren ein-
gruppiert.[249] Diese Klassifizierung wurde in Anlehnung an Rothenstein et al.31 gewahlt,
um Einfliisse dieser einzelnen Gruppen auf das Bindungsverhalten untersuchen zu kénnen.
Die Aminosdure Cystein (C) wurde im isolierten Peptidpool nicht identifiziert. Cystein be-
eintrachtigt die plll vermittelte Infektiositat der Phagen.[250.251] Es wird vermutet, dass sich
zwischen Cystein-Einheiten im ,inserierten” Peptid und Cystein-Einheiten im plII Hiillpro-
tein eine Disulfidbindung bildet. Diese Quervernetzung kann die Struktur des Hiillproteins
oder die Phagenstruktur beeintrachtigen und dadurch auch die Infektion der Bakterien, die
liber das Hiillprotein plll vermittelt wird.[250] Die Abwesenheit im isolierten Peptidpool

wird daher nicht auf das Bindungsverhalten zuriickgefiihrt.

Tabelle 11: Aminosdurehdufigkeit im isolierten Peptidpool. ZrO,-Bindepeptide wurden nach der
4. und 5. Biopanning-Runde fiir das c¢- und t-ZrO,-Substrat identifiziert. Beide Biopanning-Runden
wurden zusammen betrachtet. Gezeigt ist die Haufigkeit der einzelnen Aminosduren im isolierten
Peptidpool bezogen auf die Haufigkeit in der eingesetzten Peptidbibliothek (Quotientenbildung).
Als Anreicherung wird ein Quotient > 1,25 definiert, als Verarmung ein Quotient < 0,75.311 Die Ami-

nosauren sind im Einbuchstabencode angegeben.

hydrophob nukleophil basisch sauer klein aromatisch | Amid
Substrat
\Y L I P M S T |C*| H K R D E G A Y F W N Q

¢-Zr0 |0,89(1,02|0,93|0,98/0,60(1,12|1,05|0,00{1,24|0,29/0,97|0,66/0,93|1,49|1,11|1,11|1,65|1,73|0,60| 1,04

t-Zr0O; (0,73/0,87/|0,51|1,08/0,85|1,23|0,91|0,00|1,440,95/|0,85|0,72|0,51(1,48(0,88(0,89(2,06(1,90(0,84 | 1,14

Anreicherung: Verhaltnis > 1,25
Verarmung: Verhaltnis < 0,75

aCystein wurde im isolierten Peptidpool nicht identifiziert. Die Aminosdure beeintréachtigt die plll vermittel-
te Infektiositiat der Phagen.[?50251] Es wird vermutet, dass sich eine Disulfidbindung zwischen Cystein im
Peptid und Cystein im plII Hiillprotein bildet, die die Infektion der Bakterien stort.[250] Daher wird die Abwe-
senheit im isolierten Peptidpool nicht auf das Bindungsverhalten zuriickgefiihrt.

Die geladenen (basisch, sauer), kleinen und aromatischen Aminosauregruppen zeigen eine
wesentliche Anderung in ihrer Haufigkeit im Vergleich zur Ursprungsbibliothek. Hydro-
phobe und nukleophile Aminosduren sowie die Aminosauren mit einer Amidgruppe weisen

dagegen kaum eine Anderung im Vergleich zur Ursprungsbibliothek auf. Die aromatischen



Ergebnisse und Diskussion 141

Aminosauren Phenylalanin (F) und Tryptophan (W) sowie die Aminosaure Glycin (G) wur-
den mit tiber 25 % angereichert. Fiir Asparaginsdure (D) wurde eine Verarmung beobach-
tet. Die basischen Aminosauren verhielten sich insgesamt uneinheitlich. Histidin (H) wurde
beim t-ZrO2 mit 44 % stark angereichert. Auch beim kubischen Substrat hat sich die Hau-
figkeit in Bezug zur Ursprungsbibliothek um 24 % erhoht. Der Anteil an Lysin (K) ist dage-

gen beim ¢-ZrO; reduziert.

Um Aussagen liber elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Peptid und ZrO;-Substrat
treffen zu konnen, wurde das Zetapotential der ZrOz-Substrate iiber Stromungspotential-
messungen bestimmt. Die Zetapotentialmessungen wurden im pH-Bereich von 2 bis 9 in

einer 10 mM NaCl-Lésung durchgefiihrt (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Zetapotential von ZrO,. Das Zetapotential von c-ZrO- und ¢t-ZrQ,-Substrat wurde in
einer 10 mM NaCl-Losung gemessen. Die Isoelektrischen Punkte liegen bei 3,8 (¢-ZrO:) und 3,9
(C-ZFOZ).

Das tetragonale Substrat zeigte einen Isoelektrischen Punkt (IEP) von 3,8, das kubische
einen IEP von 3,9. Unter Bindungsbedingungen bei pH 2 sind beide charakterisierten Sub-
stratoberflachen somit positiv geladen. Das t-ZrO;-Substrat zeigt mit 21 + 2 mV ein etwas
geringeres Zetapotential als das c-ZrO;-Substrat mit 26 + 1 mV. Aminosauren, die eine an-
ziehende elektrostatische Wechselwirkung zu den Substraten eingehen kénnten, sind As-
paraginsaure (D) und Glutaminsaure (E). Allerdings liegen beide bei pH 2 ungeladen vor.
Eine Wechselwirkung durch elektrostatische Anziehung zwischen negativ geladenen Car-
boxylatgruppen und positiv geladenen Zr-OHz*-Gruppen auf der Substratoberflache kann
daher ausgeschlossen werden. Hierauf deutet auch die Verarmung der sauren Aminosau-
ren im isolierten Peptidpool hin. Die basischen Aminosauren Histidin (pKs = 6,0[252), Lysin

(pKs =10,5[252]) und Arginin (pKs = 12,5[252]) sind bei pH 2 positiv geladen. Dies fiihrt zu
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einer abstofienden Wechselwirkung mit dem Substrat. Diese Abstofdung kann ein Grund
fiir die Verarmung von Lysin im Peptidpool des starker positiv geladenen c-ZrOz-Substrats
sein. Trotz der abstofRenden Wechselwirkung wurde Histidin im Peptidpool des t-ZrO»-
Substrats angereichert und im Peptidpool des c-ZrOz-Substrats um 24 % gehauft identifi-
ziert. Dies deutet darauf hin, dass neben elektrostatischen Kraften zusatzliche Krafte wir-
ken miissen, die eine spezifische Bindung zum Substrat vermitteln. Histidin ist eine Amino-
sdure, die eine Vielseitigkeit in Bezug auf molekulare Wechselwirkungen aufweist.[253] In
protonierter Form reduzieren sich die Wechselwirkungen auf Wasserstoffbriickenbindun-
gen und anziehende elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem aromatischen Mo-
tiv der Imidazolgruppe und Zr-OHz*-Gruppen auf der Substratoberfliache. Diese bindungs-
bildenden Krafte konnen gegeniiber der elektrostatisch abstofienden Kraft zwischen der
protonierten Imidazolgruppe und dem positiv geladenen Substrat iberwiegen. Die Anrei-
cherung der aromatischen Aminosauren Phenylalanin und Tryptophan kann auf eine
Wechselwirkung der aromatischen Ringstruktur mit den ZrOz-Substraten hindeuten. Die
negativ geladene Elektronenwolke des m-Systems in der aromatischen Ringstruktur kann
elektrostatische Wechselwirkungen mit Zr-Kationen eingehen.[254255] Solche Kation--
Wechselwirkungen spielen bei der Struktur und Funktion von Proteinen, Peptide und
komplexen biologischen Molekiilen eine wichtige Rolle.[256] Auch zwischen Zr-OH;* auf der
Oberflache der ZrOz-Substrate und den aromatischen Ringstrukturen in den Seitenketten

der aromatischen Aminosauren sind Kation-nt-Wechselwirkungen moglich.

Da nicht nur einzelne Aminosduren, sondern auch die Aminosduresequenz einen Einfluss
auf die Bindung zu ZrOz haben kann, werden im Folgenden die isolierten 7-mer Peptide
betrachtet. Bei pH 2 sind alle Peptide positiv geladen (Abbildung 41). Insgesamt 98 % der
Peptide weisen eine Nettoladung zwischen 0,9 und 2,9 auf. Dies fiihrt zu einer elektrosta-

tisch abstofsenden Kraft, die der Bindung entgegen wirkt.

Durch ein Sequenzalignment wurde der isolierte Peptidpool auf ein potentielles Bindemo-
tiv untersucht. Dies kann einen Hinweis auf eine bestimmte Aminosduresequenz geben, die
einen Einfluss auf die Bindung an ZrO; ausiibt. Beim Vergleich der Peptidsequenzen wur-
den relative Positionen der Aminosauren zueinander verglichen. So konnte ein potentielles

Bindemotiv mit der Aminosduresequenz ,SXS“ identifiziert werden (Tabelle 12).
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Peptid haufigkeit (%)
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Abbildung 41: Nettoladung der isolierten Peptide. Die isolierten ZrO»-Bindepeptide wurden ent-

sprechend ihrer Nettoladung unter Bindungsbedingung bei pH 2 gruppiert. Die Peptidladung wur-

de mit Protein calculator berechnet (Version 3.4; online unter http://protcalc.sourceforge.net/)

Tabelle 12: Potentielles Bindemotiv identifiziert durch Sequenzalignment. Insgesamt 9,0 % der am

kubischen und am tetragonalen Substrat isolierten Peptide zeigten ein potentielles Bindemotiv mit

der Aminosiuresequenz ,SXS“. Die Peptide wurden durch spezifische Wechselwirkung mit dem

¢-Zr0O2- und t-ZrO,-Substrat isoliert. Ihre Aminosduresequenz und Haufigkeit im jeweils isolierten

Peptidpool - am kubischen oder tetragonalen Substrat - sowie im gesamten isolierten Peptidpool -

am kubischen und tetragonalen Substrat (Werte in Klammer) - sind aufgelistet. *Das Bindemotiv

,SXS“ wurde um eine Serin-Einheit erweitert ,SXSYS“.

Aminosaure- Peptid-
Substrat

sequenz haufigkeit (%)
GELSRFI c-Zr0; 8,2 (3,9)
GSISNGR c-Zr0; 1,2 (0,6)
QSHSVFR t-ZrO; 1,1 (0,6)
AMISHSKOQ t-Zr0; 2,2 (1,1)
DPSRSIS™* t-Zr0; 1,1(0,6)
WGMSNEs t-Zr0, 1,1 (0,6)
WSLSELH c-Zr0; 1,2 (0,6)
GASESYL c-7r0, 2,4 (1,1)
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Bezogen auf den gesamten isolierten Peptidpool (am kubischen und tetragonalen Substrat)
trat dieses Motiv in insgesamt 9,1 % aller Peptide auf (s. Tabelle 12, Summe der Peptidhau-
figkeiten in Klammer). Die Aminosduresequenz ,SXS“ lasst einen Einfluss von Serin auf die
Bindung an ZrO; vermuten. Auch im isolierten Peptidpool zeigt sich eine leichte Zunahme
an Serin im Vergleich zur Ursprungsbibliothek mit 12 % beim c¢-ZrOz- und 23 % beim
t-Zr0Oz-Substrat. Das Auftreten von Serin in bereits identifizierten Bindepeptidsequenzen
wie dem 12-mer Bindepeptid SWNNMGWLPTFG (c-ZrOz(Y-dotiert)-(100) Oberflache)31]
oder dem 58-mer Bindepeptid WMPSDVDINDPQGGGSRPNLHQPKPAAEAASKKKSEN-
RKVPFYSHSWYSSMSEDKRGW (Y-dotierte ZrO;-Partikel)[34], bei dem zusatzlich das Motiv
SHS vorliegt, ist ein Hinweis auf eine mogliche Schliisselrolle dieser Aminosaure bei der
Bindung. Beide ZrO:-Bindepeptide wurden bei pH 7,5 selektiert. Es wurde angenommen,
dass auch elektrostatische Wechselwirkungen zur Bindung an ZrO2 beitragen.[31.34] Die po-
lare Hydroxygruppen in der Seitenkette von Serin kann liber Wasserstoffbriicken eine Bin-
dung zu ZrO; eingehen.[257] Zusatzlich kann zwischen dem partiell negativ geladenen Sau-
erstoff der Hydroxygruppe und dem positiv geladenen c- und t-ZrOz-Substrat eine elektro-
statische Anziehung vermittelt werden. Der Einfluss eines dhnlichen Bindemotivs TST
wurde fiir die Bindung cyclischer 9mer Peptide an Platin untersucht.[258] Threonin besitzt
im Vergleich zu Serin eine zusatzliche Methylgruppe in der Seitenkette. Beide Aminosauren
enthalten eine Hydroxygruppe in der Seitenkette. Molekulardynamische Simulationen
ergaben, dass die Seitenketten des Bindemotivs TST in Abwesenheit von Platin Wasser-
stoffbriickenbindungen mit Wassermolekiilen eingehen und dadurch dem Losungsmittel
zugewandt sind.[258] Eine solche Peptidkonformation wird durch die hohe Flexibilitat der
Aminosaureneinheiten TST in der Peptidkette begiinstigt.[258] Das polare Bindemotiv TST
band im Vergleich zur restlichen nichtpolaren Peptidsequenz besonders stark an Platin.[258]
Auch im Bindemotiv SXS sind zwei Serineinheiten mit Hydroxygruppen enthalten. Wasser-
stoffbriickenbindungen mit Wassermolekiilen des Suspensionsmittels konnen auch hier
dazu fiihren, dass die Seitenketten von Serin dem Suspensionsmittel zugewandt sind. Diese
Peptidkonformation ermdglicht somit, dass die Hydroxygruppen von Serin starke polare

Wechselwirkungen mit dem ZrOz-Substrat eingehen kénnen.

Es wurden sechs Peptide genauer analysiert, die spater fiir die Mineralisation von Zirkoni-
um-basiertem Material (ZrbM) eingesetzt wurden. Diese sechs Peptide (Tabelle 13) wur-

den im aPhD mehrfach isoliert. Dies lasst vermuten, dass sie eine starkere Bindung zu ZrO;
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eingehen. Die Peptide wurden durch ,ct5-3“ bezeichnet. Diese Bezeichnung gibt an, ob die
Peptide nur an einem Substrat ,c“ oder ,t“ oder an beiden Substraten ,ct“ isoliert wurden.
Hierbei steht ,c"” fir das c-ZrO»- und , t“ fiir das t-ZrO2-Substrat. Die erste Zahl, hier , 5% be-
schreibt die Biopanning-Runde, in der der Klon identifiziert wurde. Die letzte Zahl ,3“ gibt
die Nummer des isolierten Klons an. Tabelle 13 fasst die Aminosdauresequenzen der mehr-
fach isolierten Peptide sowie ihre Peptideigenschaften zusammen und zeigt die Haufigkeit,

mit der die Peptide am ¢-ZrO:- oder t-ZrO2-Substrat isoliert wurden.

Tabelle 13: Mehrfach isolierte ZrO,-Bindepeptide. Insgesamt sechs Peptide, die eine spezifische
Wechselwirkung mit dem c-ZrO»- und t-ZrO;-Substrat eingingen wurden vermehrt isoliert. Die vier
Peptide ct5-3, ct5-1, ct5-8 und ct5-2 banden sowohl an c-Zr0O; als auch an t-Zr0O;, wohingegen ¢5-1
und t5-3 nur an eines der beiden Substrate banden. Die Aminosduresequenzen der mehrfach iso-
lierten Peptide, sowie die Peptidhaufigkeiten und -eigenschaften sind zusammengefasst. Zudem ist

die Anzahl an Aminosduren mit polaren Seitengruppen aufgelistet.

Netto-
Peptid | Aminosiure- | Peptidhaufigkeit (%) Hydrophobizitat® | Apzahl polarer
Peptidladung?
sequenz Aminosduren
¢-Zr0; t-Zr0O; pH 2

ct5-3 QLAVAPS 9,4 32 0,9 0,8 2
ct5-1 SLLGQTP 15,3 3,2 09 0,1 3
ct5-8 HGGVRLY 59 7,5 2,9 -0,3 2
ct5-2 GQOSEKHL 1,2 17,2 29 -1,6 5
c5-1 GSLSRFI 8,2 0,0 1,9 0,7 3
t5-3 TVNFKLY 0,0 11,8 1,9 0,2 4

aBerechnet mit Protein calculator (Version 3.4; online unter http://protcalc.sourceforge.net/)

bHydrophobizititsskala ~nach  Kyte  [259;  berechnet mit ProtParam  (online  unter
https://web.expasy.org/protparam/)

Die vier Peptide, ct5-3 (QLAVAPS), ct5-1 (SLLGQTP), ct5-8 (HGGVRLY) und ct5-2
(GQSEKHL) gingen eine spezifische Bindung mit beiden Substraten ein. Das Peptid ¢5-1
(GSLSRFI) band nur am c-ZrOz-Substrat, t5-3 (TVNFKLY) nur am t-ZrOz-Substrat. Fast alle
Peptide enthalten mindestens eine Aminosaure, die in Bezug auf die Ursprungsbibliothek

angereicherten war, ausgenommen ct5-3. Dabei handelt es sich um die Aminosauren Gly-
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cin, Phenylalanin oder Histidin. Die potentielle Nettoladung der Peptide bei pH 2 liegt zwi-
schen 0,9 fiir ct5-3 und ct5-1 und 2,9 fiir ct5-8 und ct5-2. Die Peptide ¢5-1 und t5-3 weisen
potentiell eine Nettoladung von 1,9 auf. Die Hydrophobizitat der Peptide wurde nach der
Hydrophobizitiatsskala nach  Kytel?5°1  berechnet (ProtParam; online unter
https://web.expasy.org/protparam/). In dieser Skala zeigen hohe positive Werte einen
hydrophoben Charakter und hohe negative Werte einen hydrophilen Charakter.[25°] Die
Hydrophobizitat der Peptide variiert von einem leicht hydrophoben Charakter bei ct5-3
mit einer Hydrophobizitit von 0,8 bis zu einem hydrophilen Charakter bei ct5-2 mit einem
Wert von -1,6. Alle gehauft isolierten Peptide besitzen mindestens zwei polare Aminosau-
ren. Hierzu gehoren Serin, Threonin, Tyrosin, Asparagin, Glutamin, Glutaminsaure, Lysin,
Arginin und Histidin. Um den Einfluss der Peptideigenschaften auf das Bindungsverhalten
zu untersuchen, wurde ein Bindungsassay durchgefiihrt. Mit diesem wurde die Bindungs-
starke der mehrfach isolierten Peptide fiir die Bindung an c-ZrO; analysiert (Abbildung 42).
Die Bindepeptide lagen dabei als Fusionsprotein mit dem Hiillprotein pIll von M13 Phagen
vor. Diese Phagen-Peptid-Komplexe werden als ,M13IIl_ct-53“ bezeichnet. Hierbei steht
M13III fiir das Hillprotein plll, an dessen N-terminalen Ende das Peptid mit der Bezeich-
nung ,ct-53“ (s. Tabelle 13 und Einfiihrung Peptidbezeichnung oben) prasentiert wurde.

Die Bindungsstarke der Phagenklone wurde auf die M13wt-Referenz normiert.
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Abbildung 42: Relative Bindungsstarke von modifizierten und Wildtyp (wt) M13-Bakteriophagen
zum c-Zr0,-Substrat. Die am haufigsten isolierten Bindepeptide wurden als Fusionsprotein mit dem

Hiillprotein plll exprimiert. Die Bindungsstarke wurde auf die M13wt-Referenz normiert.
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Fast alle Klone zeigten eine stirkere Bindung als der Wildtyp (wt), ausgenommen
M131II1_t5-3 und M13IIl_ct-58. Am stirksten band M13IIl_ct5-3 mit einer relativen Bin-
dungsstarke von 38,5 * 3,8, gefolgt von M13IIl_c5-1 mit einer um den Faktor 22,4 +5,2
starkeren Bindung als die M13wt-Referenz. Die Phagenklone M13IIl_ct5-2 und
M13IIl_ct5-1 zeigten eine nahezu gleiche Bindungsstirke, die im Vergleich zur M13wt-
Referenz um das 11,4 * 3,3 bzw. 9,0 * 1,2fache starker ist. Die schwachste Bindung zeigten
M13III_ct-58 mit einer relativen Bindungsstirke von 0,5 # 0,1 und M13IIL t5-3 mit einer
relativen Bindungsstarke 0,6 £ 0,2. Um eine Aussage iiber den Einfluss der Peptideigen-
schaften auf das Bindungsverhalten treffen zu kénnen, werden im Folgenden die Peptidei-
genschaften in Bezug auf die Bindungsstarke betrachtet. Die positive Nettoladung der Pep-
tide (Tabelle 13) und die positive Ladung des c-ZrOz-Substrats (s. Abbildung 40) fiihren zu
einer abstofdenden Kraft zwischen Peptid und Substrat. Wie bereits beschrieben, haben
jeweils zwei Peptide, ct5-3 und ct5-1, ¢5-1 und t5-3 sowie ct5-8 und ct5-2 dieselbe Netto-
ladung. Somit wirkt auf die Peptidpaare dieselbe Abstofungskraft. Eine abstofiende Kraft
wirkt der Bindung mit ZrO; entgegen. Eine grof3e Nettoladung kann somit eine schwachere
und eine niedrige Nettoladung eine starkere Bindung bedeuten. Allerdings ist eine solche
Korrelation zwischen abstofdender Kraft und Bindungsstiarke nur bei einzelnen Peptiden zu
beobachten. Zum Beispiel weist das Peptid mit der starksten Bindung ct5-3 die geringste
Nettoladung (0,9) auf und damit die schwachste abstofdende Kraft. Das Peptid mit der
schwichsten Bindung ct5-8 weist die starkste Nettoladung auf (2,9) und damit die starkste
Abstofdungskraft. Jedoch liegt innerhalb der Peptidpaare, die dieselbe Nettoladung haben,
bei keinem der drei Paare eine Korrelation zur Bindungsstiarke vor. Bindungsbildende
Krafte konnen unter anderem hydrophobe Wechselwirkungen der Peptide mit der Sub-
stratoberflache darstellen.[260] Diese sind umso starker, je hydrophober das Peptid ist.[260]
Um die Korrelation zwischen Hydrophobizitat und Bindungsstarke zu diskutierten, werden
im Folgenden jeweils Peptidpaare betrachtet, die dieselbe Nettoladung haben. Das Peptid-
paar ct5-3 und ct5-1 unterscheidet sich in der Hydrophobizitat der Peptide. Wahrend ct5-3
mit 0,8 die starkste Hydrophobizitat aufweist, zeigt ct5-1 mit 0,1 nur einen sehr schwachen
hydrophoben Charakter. Gleichzeitig bindet ct5-3 um das 4,2fache starker als ct5-1. Dies
lasst vermuten, dass hydrophobe Wechselwirkungen einen starken Einfluss auf die Bin-
dung haben. Auch das Peptidpaar ¢5-1 und t5-3 zeigt eine Korrelation zwischen Hydro-
phobizitidt und Bindungsstarke. Wahrend ¢5-1 mit 0,7 eine starkere Hydrophobizitat zeigt,
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liegt bei t5-3 mit 0,2 nur ein schwacher hydrophober Charakter vor. Gleichzeitig ist die
Bindungsstarke von ¢5-1 um den Faktor 37 hoher als die Bindungsstarke von t5-3. Beim
Peptidpaar ct5-8 und ct5-2 werden hydrophobe Wechselwirkungen dagegen ausgeschlos-
sen. Beide Peptide besitzen einen hydrophilen Charakter, der bei ct5-2 mit -1,6 starker
ausgepragt ist als bei ct5-8 mit -0,3. Dieser hydrophile Charakter schlief3t eine hydrophobe
Wechselwirkung mit dem Substrat aus.[260] Trotzdem binden die mehrfach isolierten Pep-
tide an ZrO». Hier miissen demnach weitere bindungsbildende Krifte wirken. Auch Wech-
selwirkungen zwischen polaren Aminosauren und ZrOz kénnen eine Bindung zu ZrO; ver-
mitteln.[257] Durch die polare Eigenschaft der Aminosduren kann eine elektrostatische An-
ziehung zwischen partiell negativ geladenem Sauerstoff oder Stickstoff und dem positiv
geladenen ZrO:-Substrat vermittelt werden. Zusatzlich kénnen polare Gruppen als H-
Bindungsdonor oder -akzeptor wirken und tiber H-Briicken eine Bindung zum Substrat
eingehen.[257] Das Peptide ct5-8 besitzt zwei polare Aminosauren. Insgesamt fiinf polare
Aminosaduren sind es beim Peptid ct5-2. Letzteres zeigte eine um den Faktor 22,8 starkere
Bindung mit ZrO; im Vergleich zum Peptid ct5-8. Diese Korrelation zwischen der Anzahl an
polaren Aminosauren und der Bindungsstidrke deutet darauf hin, dass auch polare Wech-
selwirkungen einen starken Einfluss auf die Bindung haben. Auch die anderen Peptidpaare
ct5-3 und ct5-1 sowie ¢5-1 und t5-3 besitzen polare Aminosauren, wobei in diesen Fallen
keine sinnvolle Korrelation zur Bindungsstarke gefunden wurde und somit vermutlich die
hydrophoben Wechselwirkungen das Bindeverhalten dominieren. Zusatzlich zu den pola-
ren Aminosduren besitzen fiinf der sechs am haufigsten isolierten Peptide mindestens eine
der angereicherten Aminosduren Glycin, Phenylalanin und Histidin. Dies kann ein Hinweis
darauf sein, dass auch die angereicherten Aminosauren einen Einfluss auf die Bindung ha-
ben. Allerdings ist keine Korrelation zur relativen Bindungsstarke zu beobachten. Wahrend
das Peptid ct5-3, das am starksten bindet, keine angereicherte Aminosaure besitzt, besitzt
das Peptid ct5-8, das am schwachsten bindet, mit drei angereicherten Aminosauren die
meisten angereicherten Aminosauren. Daher ist zu vermuten, dass diese Aminosauren nur

einen untergeordneten Einfluss auf die Bindung haben.

Mittels Phagen-Display konnten Peptide identifiziert werden, die spezifisch an ZrO; binden.
Die Bindung an das anorganische Material wird hauptsachlich durch hydrophobe und pola-
re Wechselwirkungen vermittelt. Zudem wurde ein potentielles Bindemotiv mit der Ami-

nosaurensequenz SXS identifiziert. Auch hier spielen polare Wechselwirkungen eine Rolle.
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Die Kombination der Flexibilitat der Serineinheiten in der Peptidkette und der Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindung mit Wassermolekiilen des Suspensionsmittels fiihren zu
einer Konformation der Bindepeptide, die die Bildung starker polarer Wechselwirkungen

des Bindemotivs SXS mit ZrO; ermoglicht.

6.2.2 Genetische Modifikation

Bei Biomineralisationsprozessen sind spezifische Wechselwirkungen zwischen einem or-
ganischen Templat (Biomakromolekiile) und dem anorganischen Material von Bedeutung,
die zur Bildung von Biomineralien mit definierter Gréfde, Form und Orientierung
fithren.[*-7] Um diese ,biologischen Spezifitit” in Biomineralisationsprozessen auf die Bil-
dung von Zirkonium-basiertem Material (ZrbM) zu {ibertragen, wurden Peptide mittels
Phagen-Display identifiziert, die spezifisch an Zirkoniumdioxid (ZrO:) binden. Die Wech-
selwirkung, die zur Bindung an ZrO: fiihrt (ZrO:-Bindepeptide), kann auch einen bedeu-
tenden Einfluss auf die Mineralisation von ZrbM aus einer Salzldsung haben.[261-263] Um
den Einfluss der Bindepeptide auf die Mineralisation von ZrbM zu untersuchen, wurden die
Peptide ct5-1, ¢5-1 und ct5-2 (s. Tabelle 13 und Einfiihrung Peptidbezeichnung in 6.2.1) auf
der Phagenoberflache prasentiert, wo sie als Fusionsprotein mit dem Haupthiillprotein
pVIII vorliegen. Da die Phagenoberflache hauptsachlich aus 2700 Kopien des Haupthiillpro-
teins pVIII besteht, ermdoglichte das Fusionsprotein eine hohe Bindepeptiddichte und damit
viele Interaktionspunkte mit dem anorganischen Material. Zur Prasentation der Peptide auf
der Phagenoberflache wurden die Phagen genetisch modifiziert. Hierbei wurde die Technik
der inversen Polymerase-Kettenreaktion (iPCR) angewandt (s.4.6.1). Mittels iPCR-
Reaktion wurden die Peptidsequenzen auf DNA-Ebene zwischen den ersten beiden N-
terminalen Aminosduren Alanin (A) und Glutaminsdure (E) des Haupthiillproteins inse-
riert. Die Primer fiir die iPCR bestanden aus zwei Teilen. Der eine Teil kodierte das Peptid
und der Andere war komplementar zur Phagen-DNA an der entsprechenden Insertionspo-
sition (s. Abbildung 13 in 4.6.1). Uber diesen komplementiren Teil fand die Primeranlage-
rung an die Phagen-DNA statt. Das lineare iPCR-Produkt hatte zueinander komplementare
DNA-Sequenzen an beiden Enden. Das iPCR-Produkt wurde iiber ein Agarosegel
(s. Abbildung 43) aufgetrennt. Die Bande bei 7243 Basenpaaren (bp) entspricht dem modi-
fizierten M13-Templat. Durch erfolgreiche Insertion der Peptid-DNA, die sieben Aminosau-

ren kodiert, wurden 21 Basen hinzugefiigt.
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Abbildung 43: Agarosegel zur Kontrolle der iPCR-Reaktion. Mittels dieser Reaktion wurde die Pep-
tidsequenz der Peptide M13_ct5-1, M13_¢5-1 und M13_ct5-2 auf DNA-Ebene ins M13KE-
Bakteriophagentemplat (7222 Basenpaare (bp)) inseriert. Die Bande bei 7243 bp (siehe Marker M)
entsprach der modifizierten Phagen-DNA. Die anderen Banden entsprachen unspezifischen PCR
Produkten.

In einer darauffolgenden DNA-Ligation wurde die lineare Phagen-DNA enzymkatalysiert zu
einer zirkuldren doppelstrangigen DNA verkniipft. Anschlieffend wurden chemisch kompe-
tente E. coli ER2738-Zellen mit der modifizierten Phagen-DNA transformiert. Nach dem
Ausplattieren wurden ein bis mehrere Phagen-Plaques amplifiziert, die Phagen-DNA iso-
liert und anschliefdend die genetische Modifikation durch Sequenzierung liberpriift. Insge-
samt konnten drei ZrO;-Bindepeptide erfolgreich als Fusionsprotein mit dem Haupthiill-
protein pVIII exprimiert werden (Tabelle 14). Diese Phagen-Peptid-Komplexe werden im
Folgenden als ,M13_ct5-1 beschrieben, wobei mit ,ct5-1“ das jeweilige Peptid angegeben
ist. Bei M13_ct5-1 wurde die erste N-terminale Aminosaure des Haupthiillproteins, Alanin,
auf DNA-Ebene deletiert. Dies zeigte ein Sequenzalignment mit der modifizierten Phagen-
DNA und der wt-Phagen-DNA (s. Abbildung 44 A). Die DNA-Sequenz des Bindepeptids
wurde vollstandig im Klon inseriert. Bei M13_c5-1 wurde ein 9-mer-Peptid exprimiert, bei
welchem die ersten beiden Aminosauren Glycin (G) und Serin (S) dupliziert wurden
(s. Abbildung 44 B). Bei M13_ct5-2 wurden dagegen Glutaminsaure (E) und Lysin (K) auf
der DNA-Ebene deletiert (s. Abbildung 44 C). Diese erfolgreich modifizierten Phagen wur-
den als Biotemplat eingesetzt (6.3), um den Einfluss der ZrOz-Bindepeptide auf die Ab-

scheiderate von ZrbM zu untersuchen.
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Tabelle 14: Klonierung von pVIII-Fusionsproteinen. Die drei ZrO;-Bindepeptide ct5-1, ¢5-1 und
ct5-2 wurden als Fusionsprotein mit dem Haupthiillprotein pVIII exprimiert. Die Peptide wurden
zwischen den ersten beiden N-terminalen Aminosaduren Alanin (A) und Glutaminsaure (E) des pVIII
inseriert. Es sind die N-terminalen Enden der Fusionsproteine bis zur Glutaminsaure (zweite N-
terminale Aminosdure des Haupthiillproteins) dargestellt. Die Aminosduresequenz der ZrO»-

Bindepeptide ist unterstrichen.

Peptid exprimiert als Fusionspro-
ZrO,-Bindepeptid
tein mit pVIII (unterstrichen)

ct5-1 SLLGQTP SLLGQTPE

¢5-1 GSLSRFI AGSGSLSRFIE

ct5-2 GQSEKHL AGQSHLE
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A) Basennummer
1306
|
M13KE AARAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGTCTT

M13 ct5-1 AAAAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGTCTT

LR R R R SRS R RS R R RS SRR SRR R R R EEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S

A
M13KE TCGCTGC—=———————————————— TGAGGGTGACGATCCCGCAAAAGCGGCCTTTAACT
M13 ct5-1 TCGCTTCTCTGCTGGGCCAGACCCCGGAGGGTGACGATCCCGCARAAGCGGCCTTTAACT
*kkkk Kk dhhkhkhkhkhkhkd bbb hbhb kbbb hbhkdbhbbrbhbhbhbdbhkdbdbdhddh

S L L G QTP

B) Basennummer
1306
|
M13KE AAAAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGTCTT

M13 c5-1 AAAAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGTCTT

hhkkdkhkhkhhkhhkhkhhkhbhhbhhbdhbhbhbdhrhbhhbhbhrhbhbhbhbhkhhhbhbhhhdhhbhbdhhkhhhbhdhhbdkhdk

M13KE TCGCTG-—=—==—==——————————————————— CTGAGGGTGACGATCCCGCAAAAGCGG
M13_¢5-1 TCGCTGCTGGCTCTGGCTCTCTGTCTCGTTTTATTGAGGGTGACGATCCCGCAAAAGCGG
Kok ok ok ok K Ak kkhkkkkhkk Ak Ak hkkhkkkkkx

G $ G S L S R F |

Q) Basennummer Basennummer
1306 1348
| |
M13KE AAAAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGTCTT

M13 ct5-2 AAAAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTTGTTCCGATGCTGTCTT

hhkhkhkhkhkhhkhkhdhArdhdhdhhhhhhhhhhhhhhhhhhhdhhhbdhdhhd *hhdhhdhhhdhhhhhk

M13KE TCGCTGCT-——-=——=——————— GAGGGTGACGATCCCGCAAAAGCGGCCTTTAACTCCC
M13 ct5-2 TCGCTGCTGGCCAGTCACATCTGGAGGGTGACGATCCCGCAAAAGCGGCCTTTAACTCCC
* Kk k ok kK k ok ThAhkhkAhkhdhhkhkdrhkdhbdrhdr A hhkdhdrdrdrhrh A rdhhrhdk*x

G Q@ S H 1L

Abbildung 44: Sequenzalignment. Ein Sequenzalignment mit der wt-Phagen-DNA (M13KE) und der
modifizierten Phagen-DNA A) M13_ct5-1, B) M13_c5-1 und C) M13_ct5-2 zeigte die Insertion der
Peptid-DNA. Die am Hiillprotein pVIII fusionierten Bindepeptide sind im Einbuchstabencode be-

schrieben. Sie werden durch die unterstrichenen Basentripletts kodiert.

6.3 Einfluss ZrO:-Bindepeptide auf die Abscheiderate von ZrbM

Um den Einfluss der ZrOz-Bindepeptide auf die Abscheidung von Zirkonium-basiertem Ma-
terial (ZrbM) (s. 6.1.1) zu untersuchen, wurden modifizierte und wt-Phagen mineralisiert.
Die modifizierten Phagen prasentierten die Bindepeptide an den 2700 Kopien des Haupt-
hiillproteins pVIII (6.2.2). Dadurch wurde eine hohe Bindepeptiddichte und somit viele

Interaktionspunkte mit dem anorganischen Material erzielt. Zur Untersuchung der Ab-
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scheiderate wurden die Phagen auf einem Substrat immobilisiert. Die Hohenzunahme der
Phagen durch Mineralisation wurde mittels AFM untersucht. Voraussetzung hierfiir war
die Stabilitat der Phagen in der Ethanol-haltigen Mineralisationslosung sowie eine selekti-
ve Mineralisation der immobilisierten Phagen. Daher wurde zunachst die Stabilitat der
Phagen untersucht (6.3.1). AnschliefRend wurden verschiedene Substrate auf ihre Eignung
zur selektiven Mineralisation von Phagen getestet (6.3.2). Die Substrate durften dabei

selbst nicht mineralisiert werden.

6.3.1 Stabilitit immobilisierter Phagen in der Mineralisationslosung

Eine Voraussetzung fiir den Einsatz von Phagen als Biotemplat zur Mineralisation von
ZrbM war die Stabilitdt der Phagen in der Mineralisationslosung, die 80 Vol % Ethanol ent-
hielt. Dabei miissen die Phagen wahrend der Mineralisation stabil bleiben, bis sich eine
Schicht aus ZrbM auf der Phagenoberfliche gebildet hat und die Phagen keinen Kontakt
mehr zum Losungsmittel haben. Um die Zeit abzuschatzen, die bendtigt wird, um eine
Schicht aus ZrbM zu bilden, wurden Vorversuche durchgefiihrt. Bei diesen Versuchen wur-
de ein hydrophiler Si-Wafer mit einer Mineralisationszeit von einer Minute und fiinf Minu-
ten mineralisiert und anschlieféend mittels AFM analysiert. Zur Mineralisation wurde eine
20 mM ZrOClz-Losung in 80 Vol % Ethanol bei ZT eingesetzt (s. 6.1). Ein Vergleich der mi-
neralisierten Wafer mit dem reinen Si-Wafer zeigte eine Beschichtung des Wafers bereits
nach einer Minuten Mineralisationszeit (s. Abbildung 45). Das Hohenprofil, das in Abbil-
dung 45 unterhalb der AFM-Aufnahmen gezeigt ist, bestatigt die Beschichtung des Wafers.
Es schieden sich globulare Partikel auf dem Substrat ab. Wahrend der Si-Wafer eine Rauig-
keit von 0,1 nm aufweist, wurde fiir die mineralisierten Wafer nach einer und fiinf Minuten
Mineralisation eine Rauigkeit von 0,4 nm bestimmt. Zwischen einer Minute und fiinf Minu-
ten Mineralisation ist kein Unterschied in der Rauigkeit und der Beschichtung des Wafers

zu beobachten. Dies bestatigt die sehr schnelle Mineralisation des Wafers.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Vorversuche wurde die Stabilitat von Phagen wah-
rend einer Inkubationszeit von einer Minute in 80 Vol % Ethanol untersucht. Fiir diese Un-
tersuchung wurden Phagen zundchst auf einem Si-Wafer immobilisiert. Hierfiir wurde die

Phagensuspension (1,5 pL, 1,0-101°pfu mL-1) auf einen Si-Wafer aufgebracht und iiber
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Abbildung 45: Mineralisation eines Si-Wafers. Die AFM-Aufnahmen zeigen die Oberflache eines Si-
Wafers A) vor und nach der Mineralisation von B) 1 min bzw. C) 5 min. Unterhalb der AFM-
Aufnahmen ist das jeweilige Hohenprofil des eingezeichneten Linienscans dargestellt.
Maf3stab: 200 nm

Nacht bei 37 °C getrocknet. Nach dem Immobilisieren wurden die Phagen in 80 Vol %
Ethanol fiir eine Minute inkubiert. In Abbildung 46 A) und B) sind AFM-Aufnahmen der
immobilisierten Phagen vor und nach der Inkubation gezeigt. Wahrend der Inkubation
blieb sowohl die Form als auch die Linge der Phagen erhalten. Einzig die Phagenho6he
nahm von 2,2 + 0,2 nm auf 0,5 # 0,1 nm ab. Phagen, die durch das Trocknen einer wassri-
gen Phagensuspension immobilisiert wurden (Abbildung 46 A), sind vermutlich noch von
einer Hydrathiille umgeben, die zur Phagenh6he von 2 nm beitragt.[264] Durch die Immobi-
lisierung findet bereits eine Reduktion des Phagendurchmessers von circa 6 nm(33] auf
2 nm statt. Grund hierfiir kénnen starke Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbin-
dungen mit dem hydrophilen oxidierten Si-Wafer sein.[265-267] Werden immobilisierte Pha-
gen in einer 80 Vol %igen Ethanol-Losung inkubiert, so kann die Hydrathiille durch Ethanol
verdrangt werden. Beim darauffolgenden Trocknungsschritt verdampft Ethanol wesentlich
schneller als Wasser. Dies liegt am geringeren Siedepunkt von Ethanol mit 78 °Cl214l im
Vergleich zu Wasser mit 100 °C[214l, Somit kann der Hohenunterschied zwischen immobili-

sierten Phagen vor und nach der Inkubation in 80 Vol % Ethanol auf das Verdrangen der
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Hydrathiille zuriickgefiihrt werden. Auch nach der Inkubation immobilisierter Phagen in
der Mineralisationslosung fiir fiinf Minuten bei ZT (Abbildung 46 C) blieb die Phagenldnge
und -form intakt. Die Phagenh6he nahm durch die Mineralisation auf 3,9 * 0,4 nm zu. Das
Erhalten der Phagenstruktur zeigt, dass die Phagen wahrend der Mineralisation von ZrbM
in einer Mineralisationslosung mit 80 Vol % Ethanol stabil bleiben und als Templat zur Mi-

neralisation von ZrbM eingesetzt werden kdnnen.

& 8.0 nm

Immobilisierte wt Phagen auf Inkubation in 80 Vol% Ethanol,  Mineralisation, 5 min
Si-Wafer 1 min

Abbildung 46: Stabilitit immobilisierter wt-Phagen im Mineralisationsmedium. A) AFM-Aufnahme
immobilisierter wt-Phagen auf hydrophilem Si-Wafer (1,5pL wassrige Phagensuspension
1,0-1010 pfu mL! iiber Nacht bei 37 °C getrocknet). Phagenhohe betragt 2,2 + 0,2 nm. B) Immobili-
sierte Phagen nach der Inkubation im Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch (80 Vol % Ethanol)
fiir 1 min. Phagenho6he betrdgt 0,5 £ 0,1 nm. C) Immobilisierte Phagen nach der Mineralisation bei

ZT fiir 5 min. Die Hohe der mineralisierten Phagen betrug 3,9 + 0,4 nm. Maf3stab: 300 nm

6.3.2 Substrat zur selektiven Mineralisation von Phagen

Die selektive Mineralisation der Phagen ermdglicht die Hohenbestimmung mineralisierter
Phagen mittels AFM. Bei dieser Hohenbestimmung war zusatzlich ein Substrat mit einer
sehr geringen Oberflachenrauigkeit (< 0,5 nm) erforderlich. Eine geringe Oberflachenrau-
igkeit ist erforderlich, da Phagen (wt) auf einem hydrophilen Si-Wafer eine Héhe von circa
2 nm aufwiesen (s. Abbildung 46 A in 6.3.1). Ist das Substrat im Vergleich zur Phagenhdhe
zu rau, kann die Phagenhohe nicht mehr eindeutig bestimmt werden. Abbildung 47 ver-
deutlicht diesen Zusammenhang zwischen der Substratrauigkeit und der Ermittlung der
Phagenhohe. Mittels AFM wird die Hohenzunahme der Phagen iiber einen Linienscan be-

stimmt. In Abbildung 47 ist der Querschnitt einer immobilisierten Phage auf einem glatten
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(Abbildung 47 A) und rauen Substrat (Abbildung 47 B) dargestellt. Ein Linienscan bildet
das Hohenprofil eines solchen Querschnitts ab. Die Hohe der Phagen h; kann somit durch
den Abstand zwischen Phagenoberflache und Substratoberflache ermittelt werden (s. Ab-
bildung 47). Ebenso kann nach der Mineralisation die Hohe der mineralisierten Phagen h>
bestimmt werden. Durch die Subtraktion hz-h1 wird die Hohenzunahme Ah durch die Mine-
ralisation berechnet. Ist das Substrat zu rau, kann die Héhe mineralisierter Phagen nicht
eindeutig bestimmt werden, da die Substratoberfldache nicht eindeutig zugeordnet werden

kann (s. Abbildung 47 B).

vor Mineralisation nach Mineralisation

Phage mineralisierte Phage

A ‘/____}hl ____}hz

glattes Substrat _T Substrat —T
Substrat

B)

raues
Substrat

Schichtdicke: Ah = h, - h,

Abbildung 47: Bestimmung der Schichtdicke einer mineralisierten Schicht aus ZrbM. Zur Bestim-
mung der Schichtdicke Ah wurde die Phagenhohe vor der Mineralisation (h1) und nach der Minera-
lisation (hz) bestimmt. Die Phagenhdhe - mit und ohne mineralisierte Schicht - entsprach dabei der
Differenz zwischen der Oberfliche der Phagen und der Substratoberfliche. A) Bei einem glatten
Substrat kann die Hohe der Phagen vor und nach der Mineralisation eindeutig bestimmt werden.
B) Bei einem rauen Substrat kann die Hohe der Phagen vor und nach der Mineralisation nicht ein-

deutig bestimmt werden, da die Substratoberflache nicht eindeutig zugeordnet werden kann.

Die Anforderung an die Substratrauigkeit konnen demnach durch den Einsatz eines ein-
kristallinen, hydrophilen Si-Wafers als Substrat erfiillt werden. Ein Si-Wafer weist eine

sehr geringe Oberflichenrauigkeit von 0,1 + 0,0 nm (rms-Rauigkeit) auf. Allerdings zeigte
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sich, dass bei der Mineralisation immobilisierter Phagen auf einem hydrophilen Si-Wafer
sowohl die Phagen, als auch das Substrat mineralisiert wurden (s. Abbildung 48 B). Somit
konnte ein hydrophiler Si-Wafer nicht als Substrat zur selektiven Mineralisation von Pha-

gen eingesetzt werden.

A)

13.0 nm

Abbildung 48: Immobilisierte Phagen A) vor und B) nach der Mineralisation. Mineralisiert wurde
fiir 1,5 h bei ZT in einer 20 mM ZrOCl,-Losung mit 80 Vol % Ethanol. Mafdstab: 200 nm

Um ein geeignetes Substrat zur selektiven Mineralisation zu finden, wurden verschiedene
Substrate, die sich in ihrer Hydrophilie unterschieden, auf das Mineralisationsverhalten
untersucht. Zur Erzielung einer moglichst glatten Oberflache wurde zunachst die Oberfla-
che eines Si-Wafers chemisch modifiziert. Dadurch sollte die geringe Rauigkeit des Wafers
beibehalten werden bzw. nur leicht durch eine Beschichtung erhéht werden und gleichzei-
tig eine Oberflache mit geringerer Hydrophilitat erzielt werden. Fiir die Oberflichenmodi-
fikation wurde eine Schicht aus 1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazan (HMDS) sowie eine selbst-
organisierende Monoschicht (engl.: self-assembled monolayer, SAM) aus 1H, 1H, 2H, 2H-
Perfluorodecyltriethoxysilan (FDTS) aufgebracht. Da Oberflachenbeschichtungen Inhomo-
genitaten in Bezug auf den Bedeckungsgrad aufweisen konnen, wurden zusatzlich Substra-
te mit einer geringeren Hydrophilie im Vergleich zum Si-Wafer getestet. Hierfiir wurden
Polymersubstrate aus Polyethylenterephthalat (PET) und Ethylen-Tetrafluorethylen (ET-
FE) verwendet. Sowohl die oberflichenmodifizierten Si-Wafer als auch die PET- und ETFE-
Substrate wurden in Bezug auf die Rauigkeit und die Hydrophilie untersucht. Mittels AFM-
Messungen wurde die rms (root mean square)-Rauigkeit ermittelt. Die Hydrophilie wurde
liber Wasser-Kontaktwinkelmessungen bestimmt. Beide Werte sind in Abbildung 49 dar-

gestellt.
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Si-Wafer Si-Wafer HMDS Si-Wafer FDTS PET-Substrat ETFE-Substrat

rms’ 0,1+0,0 0,2+0,1 0,4%0,0 1,3+0,1 3,2+0,3
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°rms = root mean square Rauigkeit (nm), reines Substrat (nicht mineralisiert)
PKW = Wasser-Kontaktwinkel (°), reines Substrat (nicht mineralisiert)

Abbildung 49: Substrate zur selektiven Mineralisation von Phagen. Um Phagen selektiv zu minerali-
sieren, wurde ein geeignetes Substrat benétigt, das selbst nicht mineralisiert wird. Es wurden so-
wohl chemisch modifizierte Si-Wafer, als auch Polymersubstrate mit unterschiedlichem Kontakt-
winkel getestet. Dargestellt sind die entsprechenden Substrate vor der Mineralisation (reines Sub-
strat) und nach der Mineralisation (1,5h bei ZT; 20mM ZrOCl; in 80 Vol % Ethanol).
Maf3stab: 200 nm

Durch die Oberflachenmodifikation nahm die rms-Rauigkeit nur geringfiigig zu. Die Rauig-
keit des reinen Si-Wafers von 0,1 + 0,0 nm wurde durch die HMDS-Schicht auf 0,2 + 0,1 nm
erhoht, durch die FDTS-SAM auf 0,4 £ 0,0 nm. Die reinen Polymersubstrate wiesen Rauig-
keiten von 1,3 + 0,1 nm fur PET und 3,2 + 0,3 nm fiir ETFE auf. Sowohl fiir die modifizierten
Si-Wafer als auch die Polymersubstrate wurden im Vergleich zum reinen Si-Wafer hohere
Kontaktwinkel gemessen. Der niedrigste Kontaktwinkel wurde fiir das PET-Substrat ge-
messen. Er betrug 56 + 5°. Den hochsten Kontaktwinkel zeigte ein FDTS modifizierter Si-
Wafer mit 107 + 2°. Dazwischen lagen die Kontaktwinkel des HMDS-modifizierten Wafers
mit 91 + 1° und des ETFE-Substrats mit 92 + 1°. Zur Untersuchung des Mineralisationsver-
haltens wurden die verschiedenen Substrate fiir 1,5 h bei ZT in die Mineralisationslésung
aus 20 mM ZrOClz in 80 Vol % Ethanol gelegt und anschlief3end mittels AFM untersucht
(s. Abbildung 49). Sowohl die Oberfliche des hydrophilen Si-Wafers und des HMDS-
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modifizierten Si-Wafers, als auch die Oberflache des hydrophoberen PET-Substrats wurden
zwischen 80 % und 100 % mineralisiert. Auf dem ETFE-Substrat und dem FDTS-
modifizierten Si-Wafer fand keine flachendeckende Abscheidung von ZrbM statt. Beide
Oberflachen wiesen Kontaktwinkel = 92° auf. Auf dem ETFE-Substrat sind nach der Mine-
ralisation vereinzelnd kleine Partikel zu sehen. Auf dem FDTS-modifizierten Si-Wafer hat
sich wahrend der Mineralisation feinstrukturiertes Mineralisationsprodukt abgeschieden
(weifse Bereiche in Abbildung 49). Da allerdings die Oberflachenrauigkeit moglichst gering
sein sollte, ist lediglich der FDTS-modifizierte Si-Wafer zur selektiven Mineralisation von
Phagen geeignet. Dieser wurde im Weiteren zur Bestimmung der Abscheiderate mittels
AFM eingesetzt (6.3.3). Da lediglich feinstrukturiertes Mineralisationsprodukt auf dem
FDTS-Substrat abgeschieden wurde (Abbildung 49 und Abbildung 50 C), konnten minerali-
sierte Phagen anhand ihrer Struktur erkannt werden (vgl. Abbildung 50 A und B) und die

Hohe der mineralisierten Phagen mittels AFM bestimmt werden.

Abbildung 50: Selektive Mineralisation von Phagen auf FDTS-modifiziertem Si-Wafer. A) Phage
B) Mineralisierte Phage - erkennbar an der linearen Phagenstruktur (gelbe Markierung) (s. 4.6).
C) Mineralisierter FDTS-modifizierter Si-Wafer (ohne Phage). Mineralisiert wurde fiir 1,5 h bei ZT
in einer 20 mM ZrOCl,-Lésung mit 80 Vol % Ethanol. Mafd3stab: 200 nm

6.3.3 Templatgesteuerte Abscheiderate

Um den Einfluss der ZrO:-Bindepeptide auf die Abscheidung von ZrbM (s. 6.1.1) zu unter-
suchen, wurden modifizierte Phagen und wt-Phagen mineralisiert. Die Mineralisation fand
in einer 20 mM ZrOClz-L6sung in einem Ethanol/Wasser-Losungsmittel (80 Vol % Ethanol)
bei ZT statt.

Zur Bestimmung der Abscheiderate auf modifizierten und nicht modifizierten wt-Phagen
wurden diese auf einem hydrophoben FDTS-Substrat immobilisiert und bei ZT fiir 5 min

bzw. 90 min mineralisiert. Ein zweiter Mineralisationszyklus von 90 min wurde fiir
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M13_c5-1, M13_ct5-1 und M13_wt (s. Tabelle 14 in Kap. 6.2.2) angeschlossen. Als Referenz

wurde ein reines FDTS-Substrat mineralisiert (s. Abbildung 51).

Templat 5 min 90 min 90 min Templat 5 min 90 min 90 min
1c 1c

A) R

2c
I M13_ct5-2
M13_ct5-1 l M13_wt
: l

Abbildung 51: Bestimmung der Abscheiderate. A)-D) Modifizierte Phagen und wt-Phagen wurden

B)
D)

1c 1c 2c¢C
.
-
:

C)
E)
40 nm

auf einem hydrophoben FDTS-Substrat immobilisiert und mit einem Mineralisationszyklus (1 c)
von 5 min bzw. 90 min mineralisiert. Ein zweiter Mineralisationszyklus (2 c) von 90 min wurde bei

ZT fiir M13_c5-1, M13ct_5-1 und M13_wt durchgefiihrt. E) Als Referenz wurde ein reines FDTS-

Substrat mineralisiert. Mafdstab: 100 nm
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Da das FDTS-Substrat (Abbildung 51 E) lediglich vereinzelt und fein strukturiert minerali-
siert wurde, konnten die Phagen anhand ihrer Struktur erkannt werden und die Phagen-
hohe mittels AFM bestimmt werden. Vor der Mineralisation sowie nach jedem Mineralisa-
tionsschritt wurde die Hohe einzelner Phagen, wie in (6.3.2) beschrieben, mittels AFM be-
stimmt. Die Hohe der mineralisierten Schicht entsprach der Hohendifferenz zwischen den
mineralisierten Phagen und den Phagentemplaten. Die jeweiligen Hohen der immobilisier-
ten, unbeschichteten Phagen sowie die Schichtdicken sind in Tabelle 15 aufgelistet. Fiir
jedes Biotemplat wurden mindestens 25 Phagen ausgewertet. Bei der Auswertung der
Schichtdicke wurde angenommen, dass alle Phagentemplate wahrend der Mineralisation
die gleiche Abflachung durch ein mégliches Verdrdangen der Hydrathiille erfahren. Somit

sind die Werte relativ zueinander vergleichbar.

Tabelle 15: ZrbM-Schichtdicke auf Phagentemplaten. Um die Schichtdicke mineralisierter ZrbM-
Schichten auf modifizierten und wt-Phagen zu berechnen, wurde die Phagenhdhe vor und nach der
Mineralisation bestimmt. Die Differenz der beiden Hohen entsprach der Schichtdicke, die in der
Tabelle neben der Hohe der einzelnen Phagentemplate (unbeschichtet) aufgelistet ist. Die Phagen
wurden mit einem Mineralisationszyklus von 5min und 90 min mineralisiert. Fiir M13_c5-1,
M13_ct5-1 und M13_wt wurde ein zweiter Mineralisationszyklus von 90 min durchgefiihrt und

analysiert.

Schichtdicke
Héhe Schichtdicke 1. Zyklus
Phagen 2. ZyKlus
Phagentemplat
5 min 90 min 90 min
M13_c5-1 7,2 £ 0,6 nm 3,705nm | 3,8+0,6 nm | 50+0,8nm
M13_ct5-2 6,4 + 0,8 nm 28+0,6nm | 3,9+0,8nm -
M13_ct5-1 6,7 + 0,8 nm 2,6 +0,8 nm 3,9 +0,6 nm 54 +0,7 nm
M13_wt 5,5+ 0,7 nm 1,7+0,7nm | 3,7+0,6 nm | 51+05nm

Die Hohe immobilisierter wt-Phagen auf dem hydrophoben FDTS-modifizierten Si-Wafer
ist mit 5,5 + 0,1 nm grofler als die Hohe immobilisierter wt-Phagen auf einem hydrophilen,
oxidierten Si-Wafer mit 2,2 + 0,2 nm. Nicht immobilisierte Phagen haben einen Durchmes-

ser von circa 6 nm (s. 4.6).1331 Die starke Kontraktion der Phagen durch die Immobilisation
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auf einem hydrophilen, oxidierten Si-Wafer wird starken Wechselwirkungen wie Wasser-
stoffbriickenbindungen zugeschrieben (s. 6.3.1).[265-267] Hjeraus lasst sich schlief3en, dass
zwischen Phagen und der Oberflaiche des FDTS-modifizierten Si-Wafer wesentlich schwa-
chere Wechselwirkungskrifte wie van der Waals Wechselwirkungen wirken, die eine star-
ke Kontraktion der Phagen verhindern. Dieses Verhalten wurde auch bei Tabakmosaikvi-
ren (TMV) beobachtet.[265] Auf einer hydrophoben Oberflache behielten die Viren nahezu
ihren zylindrischen Querschnitt bei. Dagegen fiihrte eine hydrophile Oberflache zu einer
Kontraktion der TMV bei Aufrechterhaltung der TMV-Struktur. Das unterschiedliche Ver-
halten wurde auf verschiedene Wechselwirkung zwischen TMV und Substratoberflache
zurlickgefiihrt. Wahrend starke Wasserstoffbriickenbindungen zur Abflachung der TMV
fiihrten, blieb der zylindrische Virenquerschnitt bei schwachen van der Waals Wechselwir-
kungen erhalten.

Im Vergleich zu den wt-Phagen sind die genetisch modifizierten Phagen auf dem FDTS-
modifizierten Si-Wafer hoher. Dies ist durch die zusatzlichen ZrO»-Bindepeptide erklarbar,
die am Hiillprotein pVIII exprimiert sind (s. 6.2.2). Die Phagenhdhe korreliert dabei mit der
Lange der Bindepeptide. Je langer die exprimierten Bindepeptide sind (ct5-2: GQSHL, ct5-1:
SLLGQTP, ¢5-1: GSGSLSRFI), desto hoher ist das Phagentemplat (s. Tabelle 15).

Nach einem ersten Mineralisationszyklus von fiinf Minuten ist ein deutlicher Unterschied
in der Hohe der mineralisierten Schichten zwischen den modifizierten und nicht modifi-
zierten Phagen zu erkennen. Wahrend auf den wt-Phagen eine Schicht von 1,7 + 0,7 nm
abgeschieden wurde, bildete sich auf den modifizierten Phagen M13_c5-1 eine nahezu
doppelt so hohe Schicht mit einer Dicke von 3,7 £ 0,5 nm. Die modifizierten Phagen
M13_ct5-2 und M13_ct5-1 zeigten mit 2,8 + 0,6 nm und 2,6 + 0,8 nm ebenfalls eine hohere
Schichtdicke im Vergleich zu den wt-Phagen. Nach einem ersten Mineralisationszyklus von
insgesamt 90 min ist dagegen kein Unterschied mehr zwischen den modifizierten Phagen
und den wt-Phagen zu erkennen. Es wurden Schichten mit einer Héhe von circa 4 nm abge-
schieden. Auch zwei aufeinanderfolgende Mineralisationszyklen von jeweils 90 min zeigen
keinen Unterschied in der Schichtdicke auf den verschiedenen Biotemplaten. Die Schichtdi-
cke betrug circa 5 nm. Die Untersuchungen der Schichtdicken auf den verschiedenen Bio-
templaten zeigten einen deutlichen Einfluss der Bindepeptide auf die Abscheiderate inner-
halb der ersten fiinf Minuten. Der Unterschied in der Abscheiderate war allerdings nur

beim ersten Mineralisationszyklus nach einer Mineralisationszeit von fiinf Minuten zu se-
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hen. Nach insgesamt 90 Minuten Mineralisation wurde der Schichtdickenunterschied wie-
der ausgeglichen. Hierbei ist zu nennen, dass es sich jeweils um den ersten Mineralisati-
onszyklus handelt und die Abscheidung somit auf dem Biotemplat stattfand. Das Ausglei-
chen des Schichtdickenunterschieds deutet darauf hin, dass innerhalb eines Mineralisati-
onszyklus eine Sattigung im Schichtwachstum vorliegt. Bei einer konstanten Mineralisati-
onstemperatur und der Annahme, dass sich das abgeschiedene Mineralisationsprodukt
beziiglich der Zusammensetzung wahrend eines Zyklus nicht dndert, weist dies darauf hin,
dass die Sattigung auf eine durch die Mineralisation bedingte Verarmung an Zr-Spezies im
Abscheidungsmedium zurtickzufiihren ist. In einem zweiten Mineralisationszyklus fand im
Vergleich zum ersten Mineralisationszyklus nur ein sehr langsames Schichtwachstum statt.
Es war kein Unterschied zwischen den modifizierten Phagen und den wt-Phagen zu be-
obachten. Da im zweiten Mineralisationszyklus bereits eine mineralisierte Schicht vorlag,
hatte das Templat keinen Einfluss mehr auf die Mineralisation. Das sehr langsame Schicht-
wachstum zeigt, dass die Abscheidung auf einer bereits bestehenden Schicht mit cir-
ca 1 nm/90 min im Vergleich zur Abscheidung auf den einzelnen Biotemplaten mit cir-
ca 4 nm/90 min wesentlich langsamer war. Dies deutet auf schwachere Wechselwirkungen
zwischen der bereits mineralisierten Schicht und Zr-Spezies in der Losung oder auf einen
langsameren Abscheidemechanismus hin. Um genauere Aussagen tber den Abscheideme-
chanismus und die vorliegenden Wechselwirkungen treffen zu kénnen, wurde zunachst
das Zetapotential (ZP) von modifizierten und wt-Phagen im pH-Bereich von 2,5 bis 6,1 er-
mittelt. Das Zetapotential der Phagen wurde anhand einer Phagensuspension tiber Laser-
Doppler-Elektrophorese in 10 mM NaCl ermittelt. In Abbildung 52 A) ist das Zetapotential
von suspendierten modifizierten Phagen und wt-Phagen dargestellt. Durch Interpolation
wurde der Isoelektrische Punkt (IEP) der einzelnen Phagen ermittelt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 52 B) aufgelistet. Die modifizierten Phagen und wt-Phagen unterscheiden sich
in Bezug auf den Isoelektrischen Punkt (IEP). Den geringsten IEP zeigt M13_c5-1 mit 3,2
gefolgt von M13_ct5-1 mit 3,5, M13_wt mit 4,3 und M13_ct5-2 mit 4,8. Wahrend der Mine-
ralisation des Biotemplats liegt ein pH-Wert von 2,12 vor. Bei diesem pH-Wert sind alle
Phagen positiv geladen (Abbildung 52). Die geringste Oberflichenladung liegt bei
M13_c5-1 vor. Auf diesen Phagen wurde gleichzeitig die hochste Abscheiderate beobachtet.
Mit steigendem Zetapotential von M13_c5-1 iiber M13_ct5-1 auf M13_wt wurde eine Ab-
nahme in der Abscheiderate beobachtet (s. Tabelle 15).
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Abbildung 52: Zetapotential und Isoelektrischer Punkt (IEP) modifizierter und nicht modifizierter
Phagen. Die modifizierten Phagen prasentieren die ZrO,-Bindepeptide ct5-2, ct5-1 oder ¢5-1 am
Haupthiillprotein pVIII. A) Zur Bestimmung des Zetapotentials wurden die Phagen in 10 mM NaCl-
Losung suspendiert. Das Zetapotential wurde iiber einen pH-Bereich von 2,5 bis 6,1 ermittelt.

B) Auflistung der IEPs. Die IEPs wurden durch Interpolation aus A) ermittelt.

Das hochste Zetapotential wurde fiir M13_ct5-2 ermittelt. Die Abscheiderate ist allerdings
vergleichbar mit der auf M13_ct5-1 Phagen. Die beschriebene Korrelation zwischen hohem
Zetapotential und geringer Abscheiderate liegt bei allen Biotemplaten vor, aufder bei
M13_ct5-2. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Oberflachenladung der Biotemplate einen
Einfluss auf die Abscheidung von ZrbM hat. Zusatzlich miissen weitere Faktoren die Ab-
scheidung beeinflussen, da bei M13_ct5-2 keine Korrelation zwischen Zetapotential und
Abscheiderate vorliegt. Um diese Einflussfaktoren genauer zu beschreiben, wird im Fol-

genden zundchst der Abscheidungsmechanismus betrachtet.

Eine Schichtbildung von ZrbM auf den positiv geladenen Phagen kann tiber zwei verschie-
dene Mechanismen stattfinden.l?! Zum einen kdnnen Partikel durch homogene Keimbil-
dung in Losung gebildet werden und sich anschliefend auf dem Substrat abscheiden. Zum
anderen kann aber auch eine heterogene Keimbildung von ZrbM auf dem Substrat stattfin-
den. Ein Vergleich der Schichtdicke von mineralisierten ZrbM-Schichten mit den in Lésung
vorliegenden Partikelgrofden kann einen Hinweis auf den Abscheidungsmechanismus ge-
ben. DLS-Untersuchungen zeigten, dass ohne Biotemplat direkt nach der Losungsherstel-
lung Partikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 10nm vorliegen
(s. Abbildung 25). Diese Partikel sind deutlich grofder als die Schichtdicke auf den Templa-
ten durch die Mineralisation (zwischen 1 nm und 4 nm). Daher kann davon ausgegangen

werden, dass in der Losung durch homogene Keimbildung entstandene Partikel nicht fiir
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die Schichtabscheidung verantwortlich sind. Hieraus ergibt sich, dass fiir die Schichtbil-
dung auf den Biotemplaten die heterogene Keimbildung beitragt. Parallel dazu findet in der
Losung homogene Keimbildung statt (s. DLS-Messungen in 6.1.1). ICP-OES-Messungen ei-
ner Mineralisationslésung (20 mM ZrOCI2-8H:0, 80 Vol % Ethanol, ZT), bei der die homo-
gen gebildeten Partikel abzentrifugiert wurden, zeigten, dass durch die homogene Parti-
kelbildung nach 1,5h Mineralisationszeit nur circa 10 % der loslichen Zr-Spezies ver-
braucht wurden (s. Abbildung 28 B). Somit liegen noch circa 90 % lésliche Zr-Spezies einer
Grofde unterhalb der DLS Nachweisgrenze von <1 nml!60] vor. In einer wassrigen ZrOCl»-
Losung liegen nach dem Losen des Salzes Zr-Tetramere [Zrs(OH)5(H20)16Cls]?* einer Grofe
von 0,8 nm vor. [62] Diese sind im Gleichgewicht mit Oktameren einer Grofde von 1,2 nm
(s.4.5). Bereits bei Zimmertemperatur konnen Tetramere in ihrer hydroxylierten Form
[Zr4(OH)3(0H)&(H20)16x]®¥* zu hoheren Oligomeren kondensieren.[254498] Auch in der
Mineralisationslosung mit einem Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch (80 Vol % Etha-
nol) liegen Zr-Tetramere, Oktamere oder hohere Oligomere vor.[2442] Die Mineralisation
von ZrbM auf den Biotemplaten (1.Zyklus) und auf bereits gebildeten ZrbM-Schichten
(2. Zyklus) zeigten innerhalb eines Mineralisationszyklus eine Schichtdickenzunahme von
circa 1 nm bis circa 4 nm. Diese Schichtdickenzunahmen kann durch eine molekulare Addi-
tion von Zr-Tetrameren einer Grofie von 0,8 nm oder Oktameren einer Grofie von 1,2 nm
erklart werden. Somit wird als Schichtwachstumsmechanismus eine molekulare Addition
von Zr-Tetrameren oder Oktameren vorgeschlagen. Ein Schichtwachstum durch die mole-
kulare Addition von Zr-haltigen Ionen und/oder Molekiilen wurde auch in der Literatur fiir
ein Mineralisationssystem beschrieben, bei dem ZrbM bei 50 °C aus einer ethanolischen
ZrOClz-Losung auf hydrophilen Silanolgruppen mineralisiert wurde.[24] Die Abscheidung
von Zr-basiertem Material wurde dabei durch Kondensationsreaktionen von hydroxylier-
ten Zr-Tetrameren mit der Hydroxygruppe der Silanole erklart. Ein Schichtwachstum fand
schliefdlich durch weitere Hydrolyse/Alkoholyse- und Kondensationsreaktionen statt. Auch
fir die Mineralisation von ZrO und TiO; in Anwesenheit von Silikatein wurde ein Einfluss
von aneinandergrenzenden Hydroxygruppen in den Seitenketten des Silikateinproteins auf
die Keimbildung beschrieben.[27] Die Keimbildung fand ebenfalls durch Hydrolyse- und
Kondensationsreaktionen von Zr- und Ti-Komplexen statt. Das Enzym Silikatein ist von
Biomineralisationsprozessen in Schwammen bekannt, wo es neben organischen Bestand-

teilen die Bildung von Schwammnadeln aus Biosilika vermittelt.[%4] Diese in der Literatur
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beschriebenen Ergebnisse zeigen einen Einfluss von Hydroxygruppen auf die Abscheidung
von Zr-Spezies durch Kondensationsreaktionen. Auch in den ZrOz-Bindepeptiden, die in
dieser Arbeit zur Mineralisation von ZrbM eingesetzt wurden, liegen mineralisationsver-
mittelnde Hydroxygruppen vor (s. Tabelle 14). Sie kommen in den Aminosduren Serin (S)
und Threonin (T) vor. Allerdings besitzt die Seitenkette von Threonin zusatzlich eine end-
stindige Methylgruppe, die die Kondensationsreaktion der Hydroxygruppe mit hydroxy-
lierten Zr-Tetrameren sterisch beeintrdchtigen kann. Ein sterischer Einfluss der Methyl-
gruppe von Threonin im Vergleich zu Serin, welches keine Methylgruppe enthdlt, ist bei der
a-0-Glykosylierung von Serin und Threonin bekannt.[268] Die Methylgruppe von Threonin
beeinflusst hierbei die Konformation der Glukoseeinheit durch eine sterische Abstof3ung
der freien Elektronenpaare des Sauerstoffs von Glykose. Im Peptid ¢5-1 (GSGSLSRFI) liegen
drei Serin-Einheiten vor. Das Peptid ct5-1 (SLLGQTP) weist neben Serin auch Threonin auf.
Die Aminosduresequenz des Peptids ct5-2 (GQSHL) besitzt eine Serin-Einheit. Durch das
Prasentieren der Bindepeptide am Haupthiillprotein von wt-Phagen liegen diese Hydro-
xygruppen bei den modifizierten Phagen im Vergleich zu den wt-Phagen zusatzlich vor. Die
Haufigkeit der ,zusatzlichen” Hydroxygruppen von Serin korreliert auch mit der Abschei-
derate. Das Peptid c5-1 zeigte mit drei Serin-Einheiten die hochste Abscheiderate. Die bei-
den anderen Peptide ct5-2 und ct5-1 mit jeweils einer Serin-Einheit zeigten eine geringere
Abscheiderate im Vergleich zum Peptid ¢5-1 und gleichzeitig eine hohere Abscheiderate im
Vergleich zu wt-Phagen. Das Peptid ct5-1 besitzt in der Seitengruppe von Threonin eine
weitere Hydroxygruppe. Da beide Peptide, ct5-2 und ct5-1 eine nahezu gleiche Abscheide-
rate zeigten, ist dies ein Hinweis darauf, dass die Methylgruppe von Threonin die Konden-
sationsreaktion wahrend der Mineralisation sterisch hindert. Die Beobachtung, dass eine
grofdere Anzahl an Serinmolekiilen die Abscheiderate erhoht, weist darauf hin, dass die
hohere Anzahl an Hydroxygruppen auf der Phagenoberfliche zu einem schnelleren
Schichtwachstum durch Kondensationsreaktionen mit den hydroxylierten Zr-

Tetrameren/Oktameren fiihrt.

Allerdings muss zusatzlich noch berticksichtigt werden, dass die Zr-Tetramere positiv ge-
laden vorliegen (s. Gleichung (14)).[62] Das Schichtwachstum durch molekulare Addition
von Zr-Tetrameren findet auf positiv geladenen Phagenoberflachen statt (s. Abbildung 52).
Dies bedeutet, dass eine elektrostatische Abstofdung zwischen der Phagenoberflache und

den Zr-Tetrameren wirkt. Ein hoheres Zetapotential der Phagen fiihrt somit zu einer star-
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keren Abstofdung zwischen Phagen und Zr-Tetrameren und kann damit ebenfalls zu einer
niedrigeren Abscheiderate fiihren. Wie zuvor erwéhnt, liegt eine solche Korrelation zwi-
schen hohem Zetapotential und geringer Abscheiderate bei allen Biotemplaten vor, aufder
bei M13_ct5-2. Daher kann auch eine geringere elektrostatische Abstofdung eine schnellere
Abscheiderate begiinstigen. Aufgrund der abstofdenden elektrostatischen Wechselwirkun-
gen miissen gleichzeitig aber auch anziehende Wechselwirkungen zwischen den Zr-
Tetrameren und den positiv geladenen Phagenoberflichen wirken, die die abstofenden
Krafte tiberwiegen und eine molekulare Addition von Zr-Tetrameren auf der Phagenober-
flache ermoglichen. Auch beim Bindungsassay, bei dem die Bindungsstarke von Phagen-
Bindepeptid-Komplexen fiir die Bindung an c-ZrO2 analysiert wurde (s. 6.2.1), wurde beo-
bachtet, dass Phagen-Peptid-Komplexe stark an ZrO; binden, obwohl sowohl die Peptide
als auch das ZrOz-Substrat positiv geladen waren. Hier wurde die Bindung vor allem auf
polare Wechselwirkungen zurtickgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass die Bindungsstarke mit
steigender Anzahl an polaren Aminosdauren zunimmt. Somit kann angenommen werden,
dass polare Wechselwirkungen zwischen den Phagenoberflaichen und Zr-Tetrameren/
Oktameren nicht nur eine starke Bindung zwischen beiden bewirken, sondern gleichzeitig
auch fir eine schnellere Kondensationsreaktion mit Zr-Tetrameren/Oktameren verant-
wortlich sein konnen und damit eine schnellere Schichtmineralisation auf den Phagenober-
flaichen bewirken kénnen. Um diese Aussage zu bestdtigen, wurde die Bindungsstarke der
Zr0O2-Bindepeptide zusammen mit der Abscheiderate betrachtet (s. Abbildung 53). Ein Ver-
gleich der Abscheiderate mit der Bindungsstiarke der einzelnen modifizierten Phagen zu
c-ZrO2 zeigt eine eindeutige Korrelation zwischen Abscheiderate und Bindungsstarke. Die
modifizierten Phagen banden im Vergleich zu wt-Phagen starker an c-ZrOz und zeigten
gleichzeitig eine schnellere Schichtbildung auf der Phagenoberflache. Die schwachste Bin-
dung die fiir wt-Phagen beobachtet wurde, fiihrte zur geringsten Abscheiderate. Durch die-
se Korrelation zwischen Bindungsstiarke und Abscheiderate wird der Einfluss der ZrO--
Bindepeptide auf die Mineralisation von ZrbM folgendermaflen beschrieben:
Zr0Oz-Bindepeptide mit einer starken Affinitat zu ZrO; fithren zu einer stiarkeren Anziehung
von Zr-Tetrameren an das Biotemplat. Die Hydroxygruppen des Biotemplats flihren durch
Kondensationsreaktionen mit hydroxylierten Zr-Tetrameren/Oktameren zu einer hetero-
genen Keimbildung auf dem Biotemplat. Die Bindungsstarke und Kondensationsreaktionen

sind dabei abhangig von der Anzahl an polaren Hydroxygruppen. Eine h6here Anzahl fiihrt
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zu einer stirkeren Bindung und gleichzeitig zu einer schnelleren Keimbildung durch Kon-
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Abbildung 53: Korrelation Abscheiderate und Bindungsstarke. Vergleichend ist die Hohe der mine-
ralisierten ZrbM-Schicht auf modifizierten Phagen und wt-Phagen mit der relativen Bindungsstérke
der Bindepeptide zu c-ZrO; dargestellt. Die Hohe der mineralisierten Schicht wurde nach einer Mi-
neralisationszeit von 5 min ermittelt. Die Bindungsstirke der Phagen-Bindepeptid-Komplexe zu

c-Zr0; wurde auf die wt-Referenz normiert.

6.4 Mineralisation von Schichten aus Zirkonium-basiertem Material auf

Phagen als Templat

Um reproduzierbar dichte, homogene Schichten aus Zirkonium-basiertem Material (ZrbM)
auf verschiedenen Substraten zu mineralisieren (6.4.2), wurde ein M13-Bakteriophagen-
templat fiir die Mineralisation eingesetzt (6.4.1). Somit ist jeweils unabhdngig vom Substrat
das M13-Bakteriophagentemplat die Basis fiir die Schichtbildung von ZrbM. Fiir spatere
Untersuchungen der Bakterienadhasion auf den Phagenschichten und den mineralisierten
Schichten (Kap. 1.6), waren sowohl glatte als auch raue Schichtoberflichen erforderlich.
Daher wurde als Substrat zur Bildung einer Phagenschicht und der darauffolgenden Mine-
ralisation sowohl ein glatter (polierter) Si-Wafer als auch ein rauer (unpolierter) Si-Wafer

verwendet.
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6.4.1 Phagentemplat zur Schichterzeugung

Mittels ,Convective Assembly” wurden homogene Phagenschichten auf hydrophilen Si-
Substraten ausgerichtet (s. Abbildung 15 in 4.7). Dabei wurde eine definierte Menge einer
wassrigen wt-Phagensuspension zwischen dem Si-Substrat und einer Glasplatte positio-
niert. Durch die hydrophile Oberflache des Si-Substrats und der Glasplatte bildete sich ein
Meniskus aus. Das Bewegen des Substrats mit konstanter Geschwindigkeit in eine definier-
te Richtung fithrte zur Bildung eines Fliissigkeitsfilms auf der Si-Substratoberflache. Durch
Verdampfen der Fliissigkeit wurden die Phagen assembliert (s. 4.7).[145146148149] Dje Ho-
mogenitat und Dichte der Phagenschicht wurde durch die Zuggeschwindigkeit und das
Verdampfen der Fliissigkeit beeinflusst.[145] Dabei spielten Parameter wie Luftfeuchtigkeit,
Temperatur, Hydrophilie des Substrats, Zuggeschwindigkeit und Phagenkonzentration eine
entscheidende Rolle. Die Phagenschichten wurden in einer geschlossenen Apparatur bei
23 + 2 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 36 + 1 % ausgerichtet. Die Temperatur wurde mit-
tels Ventilation kontrolliert. Die Luftfeuchtigkeit konnte iliber eine gesattigte Lithiumchlo-
rid-Losung eingestellt werden. Eine konstante Hydrophilie der Substrate wurde durch die
Verwendung O:-plasmabehandelter Si-Substrate erreicht. Es ist bekannt, dass zur Generie-
rung eines homogenen Biotemplats aus wt-Phagen auf einem 10 x 10 mm? Si-Substrat eine
Phagenkonzentration von 2-1013 pfu mL1 (2,5 puL) benétigt wird.[112] Daher wurde diese
Phagenkonzentration auch im Rahmen dieser Arbeit zur Identifikation einer geeigneten
Zuggeschwindigkeit gewahlt. In Abbildung 54 sind AFM-Aufnahmen von Biotemplaten zu
sehen, die liber verschiedene Zuggeschwindigkeiten hergestellt wurden. Eine Zugge-
schwindigkeit von 2,4 mm min-! (Abbildung 54 A) fiihrte zu einer inhomogenen Bedeckung
des Si-Substrats. Es wurden circa 50 % des Substrats bedeckt. Die Reduktion der Zugge-
schwindigkeit auf 2,0 mm min-! (Abbildung 54 B) fiihrte zu einer Substratbedeckung von
circa 80 %. Der Bedeckungsgrad konnte durch eine weitere Reduktion der Zuggeschwin-
digkeit auf 1,8 mm min-! (Abbildung 54 B) weiter erhoht werden, bis bei einer Zugge-
schwindigkeit von 0,6 mm min-! eine dichte, homogene Phagenschicht erzielt werden

konnte (s. Abbildung 54 A-D).
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A) 2,4 mim min-"

Abbildung 54: M13 Biotemplat aus wt-Phagen. Die Phagen wurden mittels ,Convective Assembly*

auf einem Si-Substrat ausgerichtet (Pfeilrichtung = Zugrichtung). Die Phagenkonzentration betrug

jeweils 2,0-1013 pfu mL-1. Die Zuggeschwindigkeit wurde von A) nach D) reduziert. Maf3stab: 2 um

Neben den homogenen Phagenschichten auf einem glatten Si-Wafer wurden auch Phagen-
schichten auf einem rauen (unpolierten) Si-Wafer ausgerichtet. Fiir dieses raue Substrat
mussten Zuggeschwindigkeit und Phagenkonzentration neu optimiert werden. Mit einer
Zuggeschwindigkeit von 0,6 mmmin?! und einer Phagenkonzentration von
9,8:1013 pfumL? konnten homogene, dichte Phagenschichten erzeugt werden
(Abbildung 55). Im Vergleich zu glatten Si-Wafern war fiir raue Si-Wafer eine héhere Pha-

genkonzentration erforderlich, da sich in den Vertiefungen vermehrt Phagen ansammelten.

Abbildung 55: Phagenschicht (wt) ausgerichtet mittels ,Convective Assembly“. Die AFM-Aufnahme
zeigt eine Phagenschicht auf einem rauen Si-Substrat. Die Zuggeschwindigkeit betrug 0,6 mm min-!

und die Phagenkonzentration 9,8:1013 pfu mL-1. Pfeilrichtung = Zugrichtung. Maf3stab: 2 um

Mittels ,Convective Assembly” konnten erfolgreich dichte, homogene Phagenschichten auf
einem glatten und rauen Si-Substrat generiert werden. Dafiir wurden Phagenkonzentratio-
nen von 2-1013 pfu mL! fiir das glatte Si-Substrat und 9,8-1013 pfu mL-! fiir das raue Si-
Substrat eingesetzt. Die Zuggeschwindigkeit betrug fiir beide Substrate 0,6 mm min-1. Diese
Template wurden fiir die Schichtmineralisation (6.4.2) und zur Untersuchung der Bakte-

rienadhasion (6.5) verwendet.
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6.4.2 Schichtmineralisation auf Wildtyp-Phagentemplaten

Zur Mineralisation von Schichten aus ZrbM wurde eine 20 mM ZrOClz-Lésung in 80 Vol %
Ethanol bei ZT (circa 25 °C) eingesetzt (s. 6.1.1). Dabei wurde ein mit einem Phagentemplat
modifiziertes Si-Substrat (glatt und rau) in 1 mL Mineralisationslésung fiir 90 min inku-
biert. Nach griindlichem Spiilen mit 80 Vol % Ethanol wurde die Probe unter einem Stick-
stoffstrom getrocknet. Die beschriebenen Arbeitsablaufe stellen einen Mineralisationszyk-

lus dar.

Um dickere Schichten herzustellen, wurden 39 Mineralisationszyklen bei ZT durchgefiihrt.
Uberraschenderweise konnte trotz der 39 Zyklen keine dicke Schicht erzielt werden. Die
Schichtdicke war mittels REM nicht erfassbar. In Kapitel 6.3.3 wurde auf dem wt-
Phagentemplat ein Schichtwachstum von 4 nm pro Zyklus fiir den ersten Mineralisations-
zyklus beschrieben und ein Wachstum von 1 nm pro Zyklus fiir den zweiten Mineralisati-
onszyklus. Der starke Schichtzuwachs im ersten Mineralisationszyklus wurde auf eine
starke Anziehung von hydroxylierten Zr-Tetrameren/Oktameren an die Phagenoberflache
und eine anschliefende Kondensationsreaktion mit Hydroxygruppen auf dem Biotemplat
zuriuickgefiihrt. Beim zweiten Mineralisationszyklus lag bereits eine mineralisierte Schicht
vor. Das Templat hatte keinen Einfluss mehr auf die Mineralisation. Dies war ein Hinweis
darauf, dass das sehr langsame Schichtwachstum im zweiten Mineralisationszyklus auf
schwachere Wechselwirkungen zwischen der bereits mineralisierten Schicht und Zr-
Tetrameren/Oktameren in der Losung zurtlickgefiihrt werden kann. Auch aus der geringen
Schichtdicke nach 39 Mineralisationszyklen ergibt sich, dass entweder ein sehr langsames
Schichtwachstum stattfindet oder schwachere Wechselwirkungen zwischen der bereits
mineralisierten Schicht und Zr-Spezies in der Losung zu einer Desorption der schon adsor-

bierten Zr-Spezies im nachsten Mineralisationsschritt fiihren.

Eine Moglichkeit, eine Desorption von adsorbierten Zr-Spezies auf der Oberflache zu ver-
hindern, liegt darin, starke Wechselwirkungen zwischen Zr-Spezies und Substrat zu reali-
sieren. Uber eine Kondensationsreaktion kénnen zum Beispiel chemische Bindungen ge-
bildet werden. Da Kondensationsreaktionen thermisch aktiviert werden konnen, kann eine
Erh6hung der Mineralisationstemperatur die Bildung stabiler Schichten durch Chemisorp-
tion von Zr-Spezies ermoglichen. In dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass schon eine

Erhohung der Mineralisationstemperatur auf 60 °C Kondensationsreaktionen beschleunigt
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(Kap. 6.1.1). Allerdings fand bei 60 °C auch verstarkt homogene Keimbildung und Parti-
kelagglomeration statt. Um zu verhindern, dass sich grofle Agglomerate auf der Schicht
abscheiden, wurde die Mineralisationszeit von 90 min (bei ZT) auf fiinf Minuten reduziert.
Diese Mineralisationszeit basiert auf den Beobachtungen, dass die Mineralisationslésung
nach flinf Minuten leicht triib wurde, was auf das Vorhandensein grofier Agglomerate zu-

riickgefiihrt werden kann[269.270],

Daher wurden bei einer erhdhten Temperatur von 60 °C ZrbM-Schichten mit 20 bzw. 41
Mineralisationszyklen von je 5 min mineralisiert. Abbildung 56 zeigt die entsprechenden
Schichten in Abhédngigkeit der Mineralisationszyklen auf einem glatten (A, B) und einem
rauen Substrat (C, D). Mit 20 Zyklen konnten auf dem glatten und rauen Substrat Schichten
einer Dicke von 23 + 5 nm (Abbildung 56 A) und 23 * 3 nm (Abbildung 56 C) mineralisiert
werden. Nach 40 Zyklen wurden Schichtdicke von 39 + 9 nm (Abbildung 56 B) bzw.
36 + 9 nm (Abbildung 56 D) auf dem glatten bzw. rauen Substrat erreicht (Abbildung 57).

Dies indiziert eine Wachstumsrate von ~1 nm pro Zyklus.

DT B) 41 c, glatt T
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Abbildung 56: Schichtdicke von mineralisierten Schichten aus Zirkonium-basiertem Material. Auf
dem glatten A), B) und rauen C), D) Substrat wurden Schichten mit A), C) 20 Zyklen und B), D)
41 Zyklen bei 60 °C mineralisiert. Nach 20 Zyklen wurden Schichtdicken von A) 23 + 5 nm auf dem

A) 20, glatt

-

c
-~

glatten Substrat und von C) 23 + 3 nm auf dem rauen Substrat erzielt. Eine Mineralisation mit
41 Zyklen fiihrte zu Schichtdicken von B) 39 + 9 nm auf dem glatten Substrat und D) 36 + 9 nm auf

dem rauen Substrat. Die Proben wurden um 8° gekippt. Maf3stab: 20 nm
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Abbildung 57: Schichtdicke von mineralisierten ZrbM-Schichten. Schichten aus ZrbM wurden mit
20 bzw. 41 Mineralisationszyklen auf einer Phagenschicht mineralisiert. Dabei wurde sowohl ein
glatter (polierte Seite) Si-Wafer, als auch ein rauer (unpolierte Seite) Si-Wafer als Substrat einge-

setzt.

Die Oberflache einer bei ZT (Abbildung 58 A) mineralisierten Schicht (1 Zyklus, 90 min)
und die Oberflache der bei 60 °C (Abbildung 58 B) mineralisierten Schicht zeigen eine ver-
gleichbare feinpartikuldre Struktur, was auf einen gleichen Wachstumsmechanismus durch

molekulare Addition von Zr-Tetrameren/Oktameren hindeuten kann.

Abbildung 58: Mineralisierte Schichten aus Zirkonium-basiertem Material auf einem wt-
Phagentemplat. A) Mineralisation bei 25 °C mit 1 Zyklus von 1,5 h; B) Mineralisation bei 60 °C mit
41 Zyklen von 5 min. Maf3stab: 200 nm

Dieser Wachstumsmechanismus wurde bei der Mineralisation von einzelnen Phagen bei ZT
beschrieben (s. 6.3.3). Eine Abscheidung homogen gebildeter Partikel wurde ausgeschlos-
sen, da diese mit einer Grofée von circa 10 nm (0 min, Mineralisationszeit) bis 17 nm
(90 min) (s. Abbildung 24 A, B in 6.1.1) deutlich grofder sind als die Schichtzunahme wah-

rend eines Mineralisationszyklus (90 min) von circa 1 nm. Auch bei der Mineralisation ei-
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nes Phagentemplats bei 60 °C sind die homogen gebildeten Partikel mit circa 25 nm
(0 min) bis circa 700 nm (6 min) (s. Abbildung 24 E, F in 6.1.1) deutlich grofder als die

Schichtzunahme von ~1 nm pro Zyklus (90 min).

Sowohl fiir die Mineralisation auf Einzelphagen bei ZT (2. Mineralisationszyklus) (6.3.3),
als auch fiir die Mineralisation bei 60 °C auf einem Phagentemplat wurde eine Wachstums-
rate von circa 1 nm pro Zyklus beobachtet. Unter der Annahme, dass auch bei ZT ein linea-
res Schichtwachstum mit zunehmender Zyklenanzahl vorliegen wiirde, miisste bei gleicher
Zyklenanzahl bei beiden Mineralisationstemperaturen eine gleich dicke Schicht erzielt
werden. Da allerdings nach 39 Zyklen bei ZT lediglich eine Schichtdicke unter 10 nm beo-
bachtete wurde, und bei 60 °C nach 20 Mineralisationszyklen bereits Schichtdicken von
circa 23 nm vorlagen, kann davon ausgegangen werden, dass die bei ZT mineralisierten
Schichten, bei einem weiteren Mineralisationsschritt wieder abgewaschen wurden. Dies
weist darauf hin, dass die Wechselwirkungen zwischen Zr-Tetrameren/Oktameren und der
mineralisierten Schicht bei ZT sehr gering sind und dass Zr-Tetramere/Oktamere nur tiber
physikalische Wechselwirkungen (wie polare Wechselwirkungen) an die bereits gebildete
Schicht adhérieren, so dass diese in einem nachsten Mineralisationszyklus wieder desor-
bieren kénnen. Wahrend des Waschschrittes in einem Ethanol/Wasser-Gemisch bei ZT
(s. 5.8.2) bleibt die Schicht noch erhalten. Dies zeigt das Wachstumsverhalten auf einzelnen
wt-Phagen (s. 6.3.3). Nach dem zweiten Mineralisationsschritt (90 min) auf den einzelnen
Phagen wird eine Schichtzunahme von circa 1 nm beobachtet (s. Tabelle 15 in 6.3.3). Bei
einer erh6hten Temperatur von 60 °C werden Kondensationsreaktionen thermisch akti-
viert.[62] So ist die Chemisorption von Zr-Tetrameren/Oktameren an die mineralisierte
ZrbM-Schicht bei 60 °C gegeniiber der Mineralisation bei ZT begiinstigt. Durch diese kova-
lente Bindungen der Tetramere/Oktamere mit der bereits gebildeten Schicht kénnen stabi-
le Schichten gebildet werden, die im nachsten Mineralisationsschritt nicht wieder desor-
biert werden. Dies ermdglicht ein lineares Schichtwachstum mit zunehmender Zyklenanz-

ahl, wie es fiir die Mineralisation bei 60 °C beobachtet wurde.

Bei 60 °C konnten homogene Schichten aus ZrbM auf einem Phagentemplat mineralisiert
werden. Die Schichtdicke wurde dabei iiber die Zyklenanzahl kontrolliert. Es liegt eine

Wachstumsrate von ~1 nm pro Zyklus vor.
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6.5 Adhdsion von Staphylococcus aureus auf unterschiedlichen

Materialoberflichen

Bei Biomineralisationsprozessen in der belebten Natur kdnnen Biotemplate gezielt zur Bil-
dung von anorganischem Material fithren oder die Materialbildung unterdriicken (s. 1).55!
Dies wird vor allem durch die Art und Anordnung von funktionellen Gruppen auf dem Bi-
omakromolekiil beeinflusst.[3491 Zum Beispiel wird bei der Bildung von Perlmutt ange-
nommen, dass nur eine bestimmte Anordnung von funktionellen Gruppen auf einem Bio-
templat zur Bildung von CaCOs fiihrt (s. 4.4.1).349 Dies ist ein interessanter Aspekt im
Hinblick auf die Adhasion von Bakterien auf Oberflichen. Adhdrieren Bakterien auf einer
Oberflache, konnen sich Biofilme bilden. Handelt es sich dabei um pathogene Bakterien,
wie Staphylococcus aureus, die einen Biofilm zum Beispiel auf Implantaten bilden, kann
dies unter anderem zu einem Implantatverlust bis hin zu lebensbedrohlichen Komplikatio-
nen fithren.[1%] Daher wird intensiv daran geforscht, Moglichkeiten zu finden, um eine Ad-
hision von Bakterien auf Oberflichen zu verhindern.[151,156,158,271-273] Um zu untersuchen,
ob bestimmte chemische Oberflichen, das heifd3t bestimmte Materialien oder auch be-
stimmte funktionelle Gruppen, die Bakterienadhasion unterdriicken kénnen, wurde in die-
ser Arbeit die Bakterienadhdsion von Staphylococcus aureus (S. aureus) auf einer Phagen-
schicht, einer Schicht aus Zirkonium-basiertem Material (ZrbM) und einer Siliziumdioxid
(SiO2)-Schicht untersucht. Dr. P. Popella (Prof. Dr. F. Gotz, Universitat Tiibingen) flihrte
hierfiir die Untersuchung der Bakterienadhasion und die Quantifizierung adhéarierter Bak-
terien mittels Fluoreszenzmikroskopie durch. Alle weiteren Untersuchungen der Proben-

oberflachen sowie die REM-Aufnahmen wurden selbst durchgefiihrt.

6.5.1 Charakterisierung der unterschiedlichen Materialoberflachen

Die Adhasion von S. aureus wurde auf einer Phagenschicht (s. 6.4.1), einer Schicht aus ZrbM
(s. 6.4.2) und einer SiO2-Schicht untersucht. Die SiOz-Schicht auf der Oberflache eines Si-
Wafers wurde durch eine O0:-Plasmabehandlung beim Reinigungsverfahren erzeugt
(s.5.6.1). Neben der Untersuchung der Bakterienadhasion auf den unterschiedlichen Mate-
rialien (SiO2, ZrbM, Proteinhiille der Phagen) wurde auch der Einfluss verschiedener Ober-

flachenrauigkeiten desselben Materials auf die Adhasion von S. aureus untersucht. Um ver-
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schiedene Oberflachenrauigkeiten zu erzielen, wurde zur Probenprédparation sowohl ein

polierter (glatter) als auch ein unpolierter (rauer) Si-Wafer als Substrat eingesetzt.

Es ist bekannt, dass die Bakterienadhdsion durch Materialeigenschaften wie die Oberfla-
chenrauigkeit, die Hydrophobizitdt und die Oberflachenladung beeinflusst wird.[1>7] Daher
wurden die genannten Gréfden zundchst fiir die verschiedenen Substrate untersucht. Die
Topographie der verschiedenen Materialoberflachen auf dem glatten und rauen Substrat
wurde mittels AFM charakterisiert. Die Oberflachenrauigkeit (rms (root mean square)-
Rauigkeit) kann dabei stark mit unterschiedlicher Scangréfie variieren, was in

Abbildung 59 verdeutlicht wird.
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Abbildung 59: Scangroéfienabhingige Oberflachenrauigkeit. Bei der Bestimmung der Oberflachen-
rauigkeit (rms (root mean square)-Rauigkeit) einer Probe mittels AFM kann die Oberflachenrauig-
keit stark mit der Scangrofie variieren. Dargestellt ist der Einfluss der Scangrofie auf die Oberfla-
chenrauigkeit eines A) glatten Substrats und eines B) rauen Substrats. Als makroskalige Rauigkeit
wird dabei die Rauigkeit beschrieben, die bei einer groféen Scangrofie ermittelt wird. Als nanoskali-
ge Rauigkeit wird die Rauigkeit beschrieben, die bei einer kleinen Scangréfie ermittelt wird.
(Nach Preedy et al.[155])
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Mit einer Scangréfde von 30 x 30 um? wird die makroskalige Rauigkeit einer Oberflache
beschrieben (vgl. Abbildung 59: rms 2), wahrend die Oberflaichenrauigkeit bei einer klei-
nen Scangrofde von 1 x 1 pm? als nanoskalige Rauigkeit (vgl. Abbildung 59: rms 1) bezeich-
net wird. Bei einem glatten Substrat (Abbildung 59 A) unterscheiden sich die Oberflachen-
rauigkeiten kaum mit abnehmender Scangrofie. Das heifdt, die makroskalige Rauigkeit ist
vergleichbar mit der nanoskaligen Rauigkeit. Bei einem rauen Substrat (Abbildung 59 B) ist
dagegen ein deutlich starkerer Scangrofieneinfluss auf die Oberflachenrauigkeit zu ver-
zeichnen. Wahrend die makroskalige Rauigkeit grof? ist, ist die nanoskalige Rauigkeit nied-
rig, da sie die Rauigkeit einer sehr kleinen Oberflache beschreibt. Aufgrund dieses Scan-
grofdeneinflusses auf die ermittelte Oberflaichenrauigkeit wurde in dieser Arbeit sowohl die
makroskalige als auch die nanoskalige root mean square (rms)-Rauigkeit der verschiede-
nen Materialoberflaichen (Phagenschicht, SiO;-Schicht und ZrbM-Schicht) bestimmt
(Tabelle 16). Somit konnte der Einfluss der Oberflachenrauigkeit auf die Bakterienadhasi-
on umfassend untersucht werden. Fiir das glatte Substrat (Tabelle 16 A) und das raue Sub-
strat (Tabelle 16 B) war der Einfluss der Scangrofde unterschiedlich stark ausgepragt. Beim
glatten Substrat (Tabelle 16 A) wurde fir die verschiedenen Schichten eine geringe Abhan-
gigkeit zwischen der Scangréfde und der Oberflachenrauigkeit beobachtet. Die SiO2-Schicht
zeigte von allen Schichten die glatteste Oberflache. Mit zunehmender Scangréfde von
1x 1 pm?2 auf 30 x 30 pm?2 nahm die rms-Rauigkeit von 0,1 nm bis 0,6 nm zu. Die Phagen-
schicht wies eine etwas rauere Oberfliche im Vergleich zur SiO2-Schicht auf. Die rms-
Rauigkeiten lagen bei 1,8 nm und 3,0 nm. Wahrend die mineralisierten ZrbM-Schichten die
grofdte rms-Rauigkeit von 2,7 nm und 4,0 nm zeigten. Im Gegensatz zum glatten Substrat
war beim rauen Substrat (Tabelle 16 B) eine starkere Zunahme der Rauigkeit mit steigen-
der Scangréfde von 1 x 1 pum?2 auf 30 x 30 pm?2 erkennbar. Im Fall der ZrbM-Schichten wurde
der grofdte Einfluss der Scangrofde auf die Rauigkeit beobachtet. Hier wurde eine nanoska-
ligen Rauigkeit (1x1 um?) von 3,4 nm ermittelt, wahrend die makroskalige Rauigkeit
(30 x 30 pm?2) 140,5 nm betrug. Die SiO;-Schichten zeigten eine Zunahme von 0,3 nm auf
118,3 nm mit steigender Scangrofde und die Phagenschichten eine Zunahme von 1,7 nm auf
101,0 nm. Ein Vergleich der Oberflichenrauigkeiten zwischen dem glatten (Tabelle 16 A)
und rauen Substrat (Tabelle 16 B) zeigt bei der kleinsten Scangréfie (1 x 1 pm?2) kaum ei-
nen Unterschied (s. auch Abbildung 60). Dies galt fir alle Materialoberflachen. Somit hat
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das Substrat selbst (glatt oder rau) keinen Einfluss auf die nanoskalige Rauigkeit

(1x1 um?).

Tabelle 16: Oberflachenrauigkeit der SiO-Schicht, Phagenschicht (Phagen) und einer Schicht aus
Zirkonium-basiertem Material (ZrbM). Die rms-Rauigkeit wurde sowohl fiir das A) glatte, als auch
das B) raue Substrat bei zwei unterschiedlichen Scangréfden im nanoskaligen und makroskaligen

Bereich bestimmt.

A) rms-Rauigkeit glattes Substrat (nm)
Scangrofie
Phagen SiO; ZrbM
1x 1 um? 1,8+0,3 0,1+£0,0 2,7+0,1
30 x 30 um? 30+0,1 0601 4,0+1,0
B) rms-Rauigkeit raues Substrat (nm)
Scangrofie
Phagen SiO; ZrbM
1x 1 um? 1,7+0,3 0,3+0,0 34+1,3
30 x 30 um? 101,0 £42,0 | 118,3+12,0 | 140,5+ 27,7
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40.0 nm

40.0 nm

Abbildung 60: Rauigkeit der Probenoberflichen. Die AFM-Aufnahmen A),D) einer Phagenschicht,
B),E) einer SiO;-Schicht sowie C),F) von Schichten aus ZrbM sind fiir das A)-C) glatte und das D)-F)
raue Substrat gezeigt. Das Linienprofil (angezeigt in den AFM-Aufnahmen) verdeutlicht die Rauig-

keitsunterschiede der verschiedenen Materialoberflachen. Scangréfie 1 x 1 pm?; Mafdstab: 200 nm

Die Hydrophobizitat der verschiedenen Materialoberflichen wurde durch den Wasser-
Kontaktwinkel sowohl fiir das glatte, als auch fiir das raue Substrat bestimmt (Tabelle 17).
Dabei wurde die ,sessile drop“~-Methode angewandt. Die SiOz-Schicht auf dem glatten und
rauen Substrat wies mit einem Kontaktwinkel von 29° die geringste Hydrophobizitat auf.
Mit einem Kontaktwinkel von 62° besitzt die glatte und raue Oberfliche des ZrbM die

hochste Hydrophobizitdt. Dazwischen liegt das glatte und raue Phagentemplat mit einem
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annahernd gleichen Kontaktwinkel von 41° und 36°. Obwohl die Hydrophobizitit sowohl
von der chemischen Zusammensetzung der Materialien als auch von der Rauigkeit abhan-
gen kann,[274] wird hier kein signifikanter Unterschied der Hydrophobizitit zwischen den
glatten und rauen Substraten beobachtet. Demnach wird die Hydrophobizitit der in dieser

Arbeit vorliegenden Schichten vor allem durch die chemische Zusammensetzung bestimmt.

Tabelle 17: Oberflacheneigenschaften der verschiedenen Materialien und Staphylococcus aureus
(S. aureus). Der Wasser-Kontaktwinkel wurde nach der ,sessile drop“ Methode bestimmt. Phagen-
templat (Phagen), SiO; und Zirkonium-basiertes Material (ZrbM) wurden auf dem glatten und rau-
en Substrat analysiert. Das Zetapotential bei pH 7,4 (Adhdsionsbedingungen) sowie der Isoelektri-
sche Punkt (IEP) sind fiir die einzelnen Materialien zusammengefasst. Zetapotentialmessungen
wurden in 10 mM NaCl-Lésung durchgefiihrt. Dabei lagen die Phagen als Suspension vor. SiO»-

Schichten und die Schichten aus ZrbM wurden auf dem glatten Substrat vermessen.

Wasser-Kontaktwinkel (°) | Zetapotential (mV)
glatt rau pH 7,4; glatt IEP
Phagen 41+3 364 -29 + 4a 4,3
Si0; 292 29+1 -114+6 2,0
ZrbM 62 +3 62+3 -74+4 2,8
S. aureus 72,2 1275] -10 (pH 7,4) (276l

aZetapotential von suspendierten Phagen bei pH 7,0.

Um den Einfluss der Oberflachenladung auf die Bakterienadhasion zu untersuchen, wurde
das Zetapotential der verschiedenen Materialien bestimmt. Das Zetapotential der ZrbM-
sowie der SiOz-Schichten wurde im Bereich von pH 2 bis 9 mit einem elektrokinetischen
Messgerit zur Oberflichenanalyse (SurPASS, Anton Paar) ermittelt (Abbildung 61). Uber
Laser-Doppler-Elektrophorese wurde das Zetapotential suspendierter Phagen im pH-
Bereich von 2,5 bis 7,0 bestimmt. Die Ergebnisse der Zetapotentialmessungen sind in Ab-
bildung 61 dargestellt. Aus den Messungen wurde fiir die Phagen ein IEP von 4,3 fiir die
ZrbM-Schichten ein IEP von 2,8 und fir die SiO2-Schichten ein IEP von 2,0 ermittelt
(Tabelle 17). Bei der Untersuchung der Bakterienadhdsion bei pH 7,4 lagen alle Oberfla-
chen mit einer negativ geladen Oberflache vor. Die Phagenoberflache zeigte mit -29 + 4 mV

(pH 7,0) das kleinste Zetapotential gefolgt von der ZrbM-Oberflache mit einem Zetapoten-
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tial von -74+4 mV (pH 7,4) und der SiO2-Oberfliche mit dem hdchsten Zetapotential
von -114 + 6 mV (pH 7,4).
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Abbildung 61: Zetapotential verschiedener Materialoberflichen. Das Zetapotential der SiO-
Schichten und der ZrbM-Schichten wurden mit einem elektrokinetischen Messgerit zur Oberfla-
chenanalyse (SurPASS, Anton Paar) ermittelt. Uber Laser-Doppler-Elektrophorese wurde das Zeta-
potential suspendierter Phagen bestimmt. Das Zetapotential wurde fiir alle drei Materialoberfla-

chen in 10 mM NacCl-Lésung gemessen.

Das Zetapotential der mineralisierten ZrbM-Schichten unterscheidet sich vom Zetapotenti-
al der mineralisierten Partikel aus ZrbM (s. 6.1.4). Wahrend die Schichten einen IEP von 2,8
aufweisen (Abbildung 61), liegt der IEP der mineralisierten ZrbM-Partikel bei circa pH 7
(s. Abbildung 33 in 6.1.4). Ein Unterschied im Zetapotential zwischen Partikel und einem
Substrat desselben Materials ist bekannt fiir kristallines ZnOI[132], ZrO[31 und Al,03[2771,
Dies ist bedingt durch zusatzliche Ladungsmechanismen an der Substratoberflache, die den
I[soelektrischen Punkt (IEP) des Substrats im Vergleich zum IEP von Partikeln zu einem
niedrigeren pH-Wert hin verschieben.[31.132277] Dieser Einfluss wird im Folgenden etwas
naher beschrieben. Der IEP von Oxiden wird von der Protonierung bzw. Deprotonierung
von Hydroxygruppen, die sich auf der Oberflache befinden, bestimmt (s. Gleichung (1) und
(2) in 4.2). Die Protonierung/Deprotonierung wird von der Koordination der Hydroxyg-
ruppen beeinflusst. Hydroxygruppen konnen einfach koordiniert (ZrOH) oder zweifach
koordiniert (ZroOH) vorliegen (vgl. Rossler et al.[278]). Der Einfluss der Koordination auf die

Protonierung wird im Folgenden am Beispiel von TiO; gezeigt. Wahrend fiir einfach koor-
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dinierte Hydroxygruppen ein pKs-Wert von pKs = 12,7 veroffentlicht ist, haben zweifach
koordinierte Hydroxygruppe einen pKs-Wert von pKs = 2,9.1278] Demzufolge beeinflusst die
Reaktivitdt und die Menge an Hydroxygruppen auf der Oxidoberflache den IEP der Oxide.
Auch verschiedene Einkristallebenen von Al,03 (Saphir) unterscheiden sich in der Reaktivi-
tdt und der Quantitat ihrer Hydroxygruppen und damit in ihrer Oberflaichenladung.[277]
Allerdings zeigen die verschiedenen Einkristallebenen trotz unterschiedlicher Oberfla-
chenladung einen sehr dhnlichen IEP.[277] Dies zeigt, dass zusatzliche Ladungsmechanismen
den IEP dieser Ebenen beeinflussen miissen. Als zusatzlicher Ladungsmechanismus wird
die Autoprotolyse von Grenzflichenwasser beschrieben. Dabei handelt es sich um soge-
nanntes ,ice-like“-Wasser, welches eine stabile Wasserstruktur aufweist.[277] Die Was-
serstruktur wird zum einen von der Oberflaichenladung der Festkorper beeinflusst. Die
Oberflachenladung fiihrt zur Orientierung der Wassermolekiile aufgrund ihres Dipolmo-
ments. Zum anderen werden die Wasserstoffmolekiile so orientiert, dass die Anzahl an
Wasserstoffbindungen optimiert wird.[277] Ob der Einfluss der Wasserdipolorientierung
oder die Optimierung des Wasserstoffbindungsnetzwerks die Struktur des Grenzflachen-
wassers dominiert, hangt vom jeweils vorliegenden System ab. Eine starke Strukturierung
des Grenzflachenwassers fiihrt zu einer verstarkten Autoprotolyse der Wassermolekiile,
die einen zusatzlichen Einfluss auf die Oberflachenladung und somit auf den IEP der vorlie-
genden Festkorper hat.[2771 Im Falle der verschiedenen Einkristallebenen von Al;03 hat die
Optimierung des Wasserstoffbindungsnetzwerks einen stirkeren Einfluss auf die Struktur
des Grenzflachenwassers als die Orientierung der Wasserdipole durch die Oberflachenla-
dung der Oxidoberflache. Sie bestimmt maf3geblich den IEP der verschiedenen Einkristall-
ebenen. Beobachtete Unterschiede im IEP zwischen Einkristallen und Partikeln aus Al203
werden hauptsachlich auf den zusatzlichen Ladungsmechanismus durch die Autoprotolyse
von strukturiertem Grenzflichenwasser zuriickgefiihrt.[2771 Die Ausbildung von struktu-
riertem Grenzflichenwasser findet verstarkt auf ebenen Oberflachen stattl277] und fiihrt
somit bei den Al;03 Einkristallen zu einem verstarkten zusatzlichen Ladungsmechanismus
im Vergleich zu Partikeln. Auch bei amorphen Oxiden, wie SiO2, wird die Ausbildung von
strukturiertem Grenzflichenwasser (,ice-like“~-Wasser) beschrieben.[27°1 Daher wird der in
dieser Arbeit beobachtete Unterschied im IEP zwischen Schichten und Partikel aus amor-
phem ZrbM auf eine verstarkte Ausbildung von strukturiertem Grenzflachenwasser an den

Schichten zurtiickgefiihrt. Dieses strukturierte Grenzflaichenwasser fiihrt zu einem zusatzli-
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chen Ladungsmechanismus durch Autoprotolyse des Grenzflichenwassers und dadurch
zur Verschiebung des IEP der Schichten zu niedrigeren Werten im Vergleich zum IEP der

Partikel.

6.5.2 Bakterienadhision auf verschiedenen Materialoberflichen

Die Adhision von S. aureus auf den verschiedenen Materialoberflichen wurde mittels Fluo-
reszenzmikroskopie (FM) untersucht. Die ermittelte durchschnittliche Anzahl adharierter

Zellen ist in Abbildung 62 dargestellt.
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Abbildung 62: Adhasion von Staphylococcus aureus auf den verschiedenen Materialoberflachen. Die

Anzahl adhérierter Zellen wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie evaluiert.

Der Durchschnittswert an adhéarierten Zellen wurde aus der Bakterienanzahl an zehn will-
kirlich gewahlten Stellen auf der Probenoberflache gebildet. Die Schichten aus ZrbM zeig-
ten die starkste Bakterienadhéasion, wiahrend auf der Phagenschicht kaum Bakterien adha-
rierten. Die Anzahl adhérierter Zellen auf den SiOz-Schichten lag zwischen der Anzahl auf
den Phagen- und auf den ZrbM-Schichten. Fiir die drei verschiedenen Schichten (Phagen,
SiO2 und ZrbM) war zwischen den jeweiligen glatten und rauen Substraten kaum ein Un-

terschied der Bakterienadhasion festzustellen.

Um auszuschliefden, dass Phagen wahrend der Inkubation in der Bakteriensuspension vom
Substrat gelost wurden, wurden sowohl die glatten als auch die rauen Phagenschichten vor
und nach der Inkubation mittels REM untersucht (Abbildung 63). Die Aufnahmen der glat-
ten Phagenschichten in Abbildung 63 zeigen A) vor und B) nach der Inkubation keinen Un-

terschied in der Struktur der Phagenschichten, was auf die Bestdndigkeit der Phagen-
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schichten hinweist. Dasselbe wurde fiir die rauen Phagenschichten in Abbildung 63 B)

und D) festgestellt.

Abbildung 63: Bestindigkeit der Phagenschichten auf dem Si-Substrat wahrend der Inkubation in
der Bakterienadhasion. Die REM-Aufnahmen zeigen die Phagenschicht vor der Inkubation auf dem
A) glatten und B) rauen Substrat sowie nach der Inkubation auf dem C) glatten und D) rauen Sub-

strat. Maf3stab: 2 um

Um zu sehen, ob die Bakterien bevorzugt an speziellen Oberflachenstrukturen wie zum
Beispiel Vertiefungen adhérierten, wurden die Proben mittels Rasterelektronenmikrosko-
pie (REM) untersucht. Neben den REM-Aufnahmen sind in Abbildung 64 Fluoreszenzmik-
roskopie-Aufnahmen gezeigt, die zur Auswertung der Bakterienanzahl mittels FM genutzt
wurden. Auf den Phagenschichten in Abbildung 64 A), D), G), ]) sind kaum Bakterien zu
beobachten. Beim Betrachten der SiO2-Schichten in Abbildung 64 B), E), H), K) ist zu sehen,
dass die Bakterien hauptsachlich als kleine Bakterien-Cluster, die homogen auf der Ober-

flache verteilt sind, adharierten.
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Abbildung 64: Oberflichen nach der Inkubation mit Staphylococcus aureus. A)-F) Fluoreszenzmik-
roskopie-Aufnahmen und G)-L) REM-Aufnahmen der Phagenschicht, einer SiO;-Schicht und einer

Schicht aus Zirkonium-basiertem Material (ZrbM) auf dem glatten und rauen Substrat.
Maf3stab: 10 um
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Die Schichten aus ZrbM in Abbildung 64 C), F), I), L) zeigen ebenfalls eine homogen verteil-
te Bakterienadhdasion, wobei hier die Clusterbildung weniger stark ausgepragt ist. Weder
auf der Phagenschicht noch auf den SiO2-Schichten und den ZrbM-Schichten ist ein Unter-
schied in der Bakterienadhdsion zwischen den Schichten auf dem glatten und dem rauen
Substrat zu sehen. Bei keiner Materialoberflache wurde eine bevorzugte Adhésion der Bak-
terien in den Vertiefungen des rauen Substrats beobachtet. Hieraus lasst sich schlief3en,
dass die hohe makroskalige Rauigkeit der Schichten auf den rauen Substraten keinen Ein-
fluss auf die Bakterienadhdsion hat. Daher wird angenommen dass lediglich die nanoskali-
gen Rauigkeiten, die mit einer Scangréfde von 1 x 1 um? gemessen wurden, einen Einfluss
auf die Bakterienadhdsion haben. Die nanoskaligen Rauigkeit war zwischen dem glatten

und dem rauen Substrat anndhernd gleich (Tabelle 16).

Ein Vergleich der Anzahl an adhérierten Zellen mit der nanoskaligen Rauigkeit der SiO:-
Schichten und der Schichten aus ZrbM von ungefahr 0,2 nm und 3,1 nm (Mittelwert aus
glatten und rauen Substraten in Tabelle 16) zeigt, dass die erhohte nanoskalige Rauigkeit
zu einer Adhéasion von nahezu doppelt so vielen Zellen auf ZrbM im Vergleich zu den SiO2-
Schichten fiihrt. Die Scangrofde von 1 x 1 pm? liegt in der Grofsenordnung der Bakterienzel-
len. S. aureus Zellen sind 0,7 - 1 pm grof3.[280] Eine hohere nanoskalige Rauigkeit (1 x 1 pm?)
kann somit zu mehr Kontaktmoglichkeiten zwischen der Schicht und den Bakterien fiihren.
Eine erhohte Anzahl an Kontaktstellen zwischen Schicht und Bakterien flihrt zu insgesamt
starkeren Adhasionskraften, indem die Adhasionskrafte an den einzelnen Kontaktstellen
aufaddiert werden.[155] Die starkeren Adhasionskrafte konnen somit zu einer verstarkten
Bakterienadhéasion auf den raueren Schichten aus ZrbM im Vergleich zu den SiO2-Schichten
fiihren. Ein Ahnliches Verhalten wurde fiir die Bakterienadhision auf Borosilikatgldsern
mit unterschiedlichen Rauigkeiten beobachtet.[155] Dabei wurde eine vermehrte Adhasion
von Gram-positiven Bakterien auf Borosilikatglasern mit hoherer nanoskaliger Rauigkeit

festgestellt.

Auch die Hydrophobizitit der Oberflichen kann die Bakterienadhdsion beein-
flussen.[151.153.281] Generell gilt, dass Bakterien stiarker an hydrophoben als an hydrophilen
Oberflachen adhéarieren.[151.153.281] Auch in dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass

auf den hydrophoberen ZrbM-Oberflachen, fiir die ein Kontaktwinkel von 62° (Tabelle 17)
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bestimmt wurde, mehr Bakterien adhdarierten als auf den weniger hydrophoben SiO--

Schichten mit einem Kontaktwinkel von 29° (Tabelle 17).

Neben der Oberflachenrauigkeit und der Hydrophobizitit der Oberflache, kann die Bakte-
rienadhdsion auch von der Oberflichenladung beeinflusst werden.[151.158] Die Adhasion der
Bakterien wurde bei einem pH-Wert von 7,4 untersucht. Bei diesen pH Bedingungen wie-
sen die verschiedenen Materialoberflichen jeweils eine negative Oberflachenladung auf
(s. Tabelle 17). Unter den anorganischen Materialien zeigten die SiO2-Schichten eine star-
kere negative Oberflachenladung (-114 + 6 mV) als die ZrbM-Schichten (-74 £ 4 mV). Fiir
S. aureus Zellen wurde bei pH 7,0 ein Zetapotential von -10 mV bestimmt.[276] Bei den Ad-
hasionsbedingungen (pH 7,4) liegen S. aureus demnach ebenfalls negativ geladen vor. Da
sowohl die anorganischen Schichten als auch die Bakterienoberfliche negativ geladen sind,
fiihrt eine hohere Oberflachenladung zu einer stirkeren elektrostatischen Abstofdung und
damit zu einer schwacheren Bakterienadhasion. Dieses Verhalten wurde bei den ZrbM-
und den SiOz-Schichten beobachtet. Die grofdere negative Oberflachenladung von SiOz fiihr-
te zu einer geringeren Anzahl an adharierten Bakterien als bei den ZrbM-Schichten mit ei-
ner niedrigeren Oberflachenladung. Im Vergleich zu den beiden anorganischen Schichten
zeigten suspendierte Phagen die geringste Oberflachenladung mit -29 + 4 mV. Dies indi-
ziert die geringste abstoflende Kraft zwischen Phagenschicht und Bakterien. Allerdings
adhérierten auf der Phagenschicht die wenigsten Bakterien. Bei der Phagenschicht korre-
lierten weder die Oberflachenladung, noch die Oberflachenrauigkeit und die Hydrophobizi-
tat mit der Bakterienadhasion, wahrend bei den anorganischen Materialoberflachen eine
entsprechende Korrelation beobachtet wurde. Hieraus lasst sich schliefden, dass weitere
Oberflacheneigenschaften die geringe Bakterienadhasion auf der Phagenschicht kontrollie-
ren miissen. Auch die biochemische Zusammensetzung des N-terminalen Endes der Haupt-
hiillproteine pVIII kann die Bakterienadhdsion beeinflussen. Das Haupthiillprotein besteht
aus flinfzig Aminosdauren 1AEGDDPAKAAFDSLQASATEYIGYAWAMVVVIVGATIGIKLFKKFT-
SKAS50 (s. 4.6).[282] Der Hauptteil dieses Proteins bildet eine ununterbrochene a-Helix. Hyd-
rophobe Wechselwirkungen benachbarter a-Helices halten das Phagenfilament zusammen.
Die letzten fiinf nach auféen zeigenden N-terminalen Aminosduren AEGDD sind nicht an der
a-Helix beteiligt, sie sind flexibel.[3¢] Bei der Adhdsion der Bakterien koénnen neben unspe-
zifischen Wechselwirkungen auch spezifische Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren auf

der Bakterienoberfliche und bestimmten Liganden zur Adhasion fiihren. Solche spezifi-
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schen Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen sind zum Beispiel von dem Protein Fibronektin
bekannt. Ein Fibronektin-Rezeptor-Protein befindet sich dabei auf der Bakterienzellober-
flache. Es bindet spezifisch an bestimmte Bereiche des Fibronektinmolekiils - die Liganden.
Fibronektin besteht aus zwei Polypeptidketten (Monomere), die am C-terminalen Ende
liber ein Paar aus Disulfidbindungen kovalent verbunden sind.[283] Die einzelnen Monome-
re sind aus drei verschiedenen Wiederholungseinheiten aufgebaut, Typ I, II und III

(Abbildung 65). Die einzelnen Wiederholungseinheiten bestehen aus circa 45-90 Amino-

sauren.[283]
Fibrin
Heparin DNA
Bakterien Kollagen Heparin Zellen Heparin Fibrin
v— ] H DDDDD—[FDDDDDDDDDDDDDDD—D-DD FW
123 45 2 789 2 3456 78 910111213141516 1 101112 S

e DTypII DTypIII

Abbildung 65: Struktur eines Fibronektinmonomers. Das Fibronektinmonomer ist aus den Wieder-
holungseinheiten des Typs I, II und IIl zusammengebaut. Eingezeichnet sind die verschiedenen
Bindungsregionen an unterschiedliche Bindungspartner. Uber das Paar aus Disulfidbindungen am

C-terminalen Ende sind zwei Fibronektinmonomere miteinander verbunden. (Nach Petersenl(284])

Die Fibronektinmonomere enthalten einzelne Bindungsdomanen fiir Fibrin, Kollagen, He-
parin und fiir Zellen (s. Abbildung 65). Fiir die Bindung an Zellen ist die RGD Sequenz ver-
antwortlich, die sich in der zehnten Wiederholungseinheit des Typs III (wird als Typ Ill10
bezeichnet) befindet.[283] RGD-Domanen wechselwirken mit Glykoproteinen auf der Zell-
oberflache. Nur kleine Anderungen der funktionellen Gruppen in der Aminosiauresequenz
verhindern bereits eine Bindung zwischen Fibronektin und den Zellen. Ein Austausch von
Glycin (G) durch Alanin (A), der das Wasserstoffatom in Glycin durch eine Methylgruppe
(Alanin) ersetzt, reicht fiir das unterbinden der Zelladhadsion. Genauso fiihrt ein Austausch
der Asparaginsaure (D) durch Glutaminsaure (E) oder ein Austausch von Arginin (R) durch
Lysin (K) zu einer Hinderung der Zelladhasion.[285] Auch in der Sequenz der letzten fiinf N-
terminalen Aminosduren AEGDD des Haupthiillproteins pVIII von Phagen ist eine RGD-
ahnliche Sequenz EGD zu finden. Das Vorliegen der Glutaminsaure (E) anstelle von Argi-
nin (R) kann auch hier ein moéglicher Grund fir die geringe Bakterienadhasion sein. Zudem

kann auch bereits ein Unterschied in der Konformation zum Verhindern der Bakterienad-
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hasion fiihren. Dies zeigten kleinere Fibronektin-Fragmente und synthetische Peptide, die
die RGD-Sequenz enthielten. Bakterien adharierten nur an die Fragmente/Peptide mit der
RGD-Sequenz sofern diese an einer Oberflache immobilisiert vorlagen. Im gelésten Zustand

fand keine Bakterienadhiasion statt.[285]

Zwei weitere Domdnen im Fibronektinmonomer, die spezifisch an S. aureus binden, sind
die N-terminale Domane und die interne Heparin Domane (s. Abbildung 65). Diese Bin-
dungsdomdnen binden an einen Fibronektin-Rezeptor, genauer an eine Domane, die aus 38
Aminosauren besteht. Diese Domédne wiederholt sich dreimal und teilweise noch ein vier-
tes Mal. Ihre Ubereinstimmung in den Wiederholungen liegt zwischen 42 % und 87 %.[286]
Untersuchungen der S. aureus Adhésion an einzelnen Fragmenten des Fibronektinmono-
mers ergaben, dass die Hauptwechselwirkung des Fibronektinmonomers mit S. aureus Zel-
len durch die Wiederholungseinheit Typ IIli4 in der internen Heparin Domane
(Abbildung 65) stattfindet. Die Typ Ill15s und Typ Ill1¢ Wiederholungseinheiten wirken sta-
bilisierend oder starkend bei der Adhdsion der Bakterien.[?87] Die N-terminale Bindungs-
domane besteht aus den ersten fiinf Typ | Wiederholungseinheiten (Abbildung 65). Bei die-
ser Bindungsdomane wurde beobachtet, dass alle fiinf einzelnen Wiederholungseinheiten
des Typs I als eine Einheit flir die Adhasion der Bakterien verantwortlich sind. Schon das
Verandern einer einzigen Wiederholungseinheit fiihrt zur Verhinderung der Bakterienad-
hasion. Zusatzlich zu diesen beiden Bindungsdomanen zeigte die DNA-Heparin Bindungs-
region, die die Typ Il Wiederholungseinheiten IIl4, IIlIs und Ills umfasst (Abbildung 65),
eine beschleunigte Wirkung auf die Bakterienadhésion.[287] Die anderen Fragmente des
Fibronektinmonomers zeigten nur eine sehr geringe Bindung an S. aureus. Hieraus folgt,
dass die Bindung des Fibronektinmonomers nur durch bestimmte Bindungsdoméanen mog-

lich ist.

Um mogliche Griinde fiir die geringe S. aureus Adhdsion an der M13-
Bakteriophagenoberfldche zu finden, wird die N-terminale Aminosduresequenz AEGDD des
Haupthiillproteins pVIII der Phagen mit den Aminosduresequenzen der einzelnen Binde-
domdnen im Fibronektinmonomer durch ein Sequenzalignment verglichen. Die N-
terminale Aminosauresequenz AEGDD des Hiillproteins pVIII zeigt zu keiner der drei oben
beschriebenen Bindungsdominen eine vollstindige Ubereinstimmung (Abbildung 66 -

Abbildung 68).
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TypIIIl4 ATPAPTDLKFTQVTPTSLSAQWTPPNVGLTGYRVRVTPKEKTGPMKEINLAPDSSSVVVS 60
N-terminal -—F7"""""""""""""""""— 0
TypIITl4 GLMVATKYEVSVYALKDTLTSRPAQGVVTTLE 92
N-terminal = = --—-——-————————————————— AEGDD---- 5

* e *

Abbildung 66: Sequenzalignment mit der Wiederholungseinheit Typ Ill14 des Fibronektinmono-
mers (Mensch)(284 und den letzten fiinf N-terminalen Aminosauren AEGDD des Haupthiillproteins

pVIII von M13 Bakteriophagen.

TypIl-5 EAQOMVQPQSPVAVSQSKPGCYDNGKHYQINQOWERTYLGNVLVCTCYGGSRGFNCESKP €0
N-terminal -—f—"F—"—""""""""""—— 0
TypIl-5 EAEETCFDKYTGNTYRVGDTYERPKDSMIWDCTCIGAGRGRISCTIANRCHEGGQSYKIG 120
N-terminal -—f—"F—"—""""""""""—— 0
TypIl-5 DTWRRPHETGGYMLECVCLGNGKGEWTCKPIAEKCFDHAAGTSYVVGETWEKPYQGWMMWV 180
N-terminal = =  —————— - - oo 0
TypIl-5 DCTCLGEGSGRITCTSRNRCNDQDTRTSYRIGDTWSKKDNRGNLLQICTGNGRGEWKCER 240
N-terminal = ——— AEGDD-—————— - 5

Ea .
TypIl-5 HTSVQTTSSGSGPEFTDVR 258
N-terminal = = ————————————-——--- 5

Abbildung 67: Sequenzalignment mit den Wiederholungseinheiten Typ li.s des Fibronektinmono-
mers (Mensch)[284] und den letzten fiinf N-terminalen Aminosduren AEGDD des Haupthiillproteins

pVIII von M13 Bakteriophagen.
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TypIII4-6 TVPSPRDLQFVEVTDVKVTIMWTPPESAVTIGYRVDVIPVNLPGEHGQRLPISRNTFAEVT 60
N-terminal = = ———————— - 0
TypIII4-6 GLSPGVTYYFKVFAVSHGRESKPLTAQQTTKLDAPTNLQFVNETDSTVLVRWTPPRAQIT 120
N-terminal  ————————————— 0
TypIIId-6 GYRLTVGLTRRGOQPRQYNVGPSVSKYPLRNLOQPASEYTVSLVAIKGNQESPKATGVETTL 180
N-terminal - ——1—H—"-"--"H-"—""-"-—r———— 0
TypIII4-6 QPGSSIPPYNTEVTETTIVITWTPAPRIGFKLGVRPSQGGEAPREVTSDSGSIVVSGLTP 240
N-terminal = =  ————— - 0
TypIIId-6 GVEYVYTIQVLRDGQERDAPIVNKVVTP 268

N-terminal = --—-————————- AEGDD-——————————— 5

Abbildung 68: Sequenzalignment mit den Wiederholungseinheiten Typ Ill4.s des Fibronektinmo-
nomers (Mensch)284 und den letzten fiinf N-terminalen Aminosauren AEGDD des Haupthiillpro-

teins pVIII von M13 Bakteriophagen.

Die Untersuchungen am Fibronektinmonomer zeigten, dass fiir spezifische Wechselwir-
kungen sowohl eine bestimmte Aminosduresequenz in kleinen (drei Aminosduren) und
grofderen Bereichen (circa 260 Aminosduren) als auch eine bestimmte Konformation der
vorliegenden Makromolekiilen gewihrleistet sein muss. Bereits kleine Anderungen in der
Aminosiuresequenz oder Anderungen der Konformation kénnen die Bakterienadhision
verhindern. Da bei den Phagenschichten weder die Oberflachenladung, noch die Oberfla-
chenrauigkeit und die Hydrophobizitit mit der Bakterienadhdsion korrelierten, wurde da-
rauf geschlossen, dass weitere Oberflicheneigenschaften die geringe Bakterienadhasion
auf der Phagenschicht kontrollieren miissen. Dies kann die biochemische Zusammenset-
zung des N-terminalen Endes der Haupthiillproteine pVIII sein. Die Abwesenheit spezifi-
scher Bindungsdoméanen (Abbildung 66 - Abbildung 68) sowie eine bestimmte Konforma-

tion des Proteins reichen aus, um die Bakterienadhision zu verhindern.

Die Untersuchungen der Bakterienadhdsion auf einer Phagenschicht, einer SiO2-Schicht
und einer Schicht aus ZrbM zeigten, dass auf der Phagenschicht kaum Bakterien adharier-
ten, auf den beiden anorganischen Schichten dagegen deutlich mehr. Die Bakterienadhasi-
on auf der SiO2- und der ZrbM-Schicht kann durch die Oberflachenrauigkeit (nanoskalige
Rauigkeit), die Hydrophobizitit und die Oberflichenladung beeinflusst werden. Es wird
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vermutet, dass die geringe Bakterienadhasion auf der Phagenschicht auf die biochemische
Zusammensetzung der Haupthiillproteine pVIII zuriickzufiihren ist. Vor allem auf die Ab-
wesenheit spezifischer Bindungsdomanen (Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen). Bisher
wurden nur lytischel150288-290] oder genetisch modifizierte Phagen[2°1] als antibakterielles
oder Antibiofilmmittel beschrieben. Lytische Phagen, die kovalent an die zu schiitzende
Materialoberflache gebunden sind, verhindern die Bildung von Biofilmen, indem Bakterien
lysiert werden, bevor sie an der Materialoberfliche adharieren konnen.[28%1 Nicht-lytische
M13-Bakteriophagen wurden bisher lediglich als Transportmittel von antibakteriellen Mit-
teln eingesetzt. Eine genetische Modifikation von M13-Bakteriophagen ermdoglichte hierbei
die Bereitstellung von Ag*-lonen, die E. coli- und S. epidermidis-Bakterien toten.291] Im
Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass auch nicht-lytische wt-
Bakteriophagen als Antiadhasionsmittel in Bezug auf die Adhdsion von S. aureus eingesetzt
werden konnen. Dabei wird die Bakterienadhdsion nicht durch Lyse der Bakterien verhin-
dert, sondern durch einen Antiadhasionsmechanismus, welcher auf der biochemischen

Zusammensetzung der Haupthiillproteine pVIII basiert.
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