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Meiner Familie

Was wir wissen, ist ein Tropfen,
was wir nicht wissen, ein Ozean.

Isaac Newton






Abstract. Long-chain polyamines are thought to play an important role in the formation of
the hierarchically structured silica cell walls of diatoms. We determined the influence of
structural variations such as chain-length, hydrophobic spacer and N-methylation pattern of
polyamines on silica precipitation reactions. Synthetic polyamines with well-defined struc-
tures and chain-lengths similar to those found in diatoms were used. These polyamines
were shown to induce the formation of hollow silica spheres (diameters: 50 - 160 nm) with
narrow size distributions upon addition of monosilicic acid in the presence of phosphate
ions, within ten minutes of addition. The silica shell thicknesses were observed to range
from 20— 60 nm. The amount of silica, the size of the spheres and their morphology were
strongly dependent on the polyamine structure. With increasing chain-length, length of the
alkyl spacer and N-methylation, the amount of silica increases and the particle diameters
also increase. Theoretical estimation of basicity and hydrophobicity of the polyamines
shows a correlation that can be explained by the aggregation and phase-separation of
polyamines.

A second topic that was investigated, was the development of self-assembly systems which
can be used as templates for biomimetic silica syntheses. Synthetic amino compounds with
hydrophobic anchor groups, so-called aminolipids, exhibit properties suitable for the
formation of lamellar aggregates. These aminolipids are capable of inducing rapid
synthesis of silica on their surfaces. Silica precipitation reactions were observed to occur
on vesicles as well as planar lipid layers.

In the case of aminolipids, the driving force for aggregation is the hydrophobic interaction
of the alkyl chains. The significance of phase separation and accumulation of positive
charges on surfaces for the biomimetic formation of silica is emphasized by the fact that in
this case silica polymerization takes place in the absence of phosphate ions.

Vesicles of aminolipids were used to examine the influence of N-methylation on the
precipitation reaction. We found a correlation between surface charge and the amount of
silica formed. Furthermore, silica films with a thickness of less than ten nanometers were
synthesized on the surface of planar lipid layers. They consist of interconnected silica
spheres whose nanostructures resemble those of diatom cell walls. Finally, a basis for the
formation of structured planar silica films was established using phase-separated
membrane domains from a binary lipid system consisting of a lysinol lipid and a

glycolipid.
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1 Einleitung

1.1 Biomineralisation

Als Biomineralisation wird die Bildung anorganischer Mineralien in Organismen
bezeichnet.'? Es ist ein weitverbreitetes Phinomen, das im gesamten Tier- und
Pflanzenreich vom Prokaryoten bis zum Menschen hin zu finden ist.’ Uber sechzig
Biomineralien sind bekannt, unter denen Calciumcarbonat, Calciumphosphat und
wasserhaltiges, amorphes Siliciumdioxid die hiufigsten darstellen.* Die Eigenschaften und
Strukturen der zumeist auf mehreren Ebenen hierarchisch organisierten organisch-
anorganischen Kompositmaterialien’ sind an die Aufgaben im jeweiligen Organismus
angepasst. Ein besonderes Augenmerk ist hierbei auf Diatomeen gerichtet, die zusammen
mit anderen marinen Organismen wie Silicoflagellaten, Radiolarien und Schwimmen
durch die Bildung ihrer Kieselsdureskelette jahrlich mit 6,7 Gigatonnen eine beachtliche
Menge an Silicium biogen umsetzen.’ Die aus amorphem Silica bestehenden Zellwinde
dieser einzelligen eukaryotischen Algen beeindrucken durch ihre kunstvollen und
aufwendigen Strukturen, die im Nano- wie im MikromaBstab hoch differenziert sind. Da
Biosilica in Diatomeen zudem unter physiologischen Bedingungen entsteht,® wihrend
geochemische und industrielle Synthesen von Silica zumeist unter extremen Bedingungen
beziiglich pH-Wert, Temperatur und Druck stattfinden,’ ist es von besonderem Interesse,
die molekularen Vorginge, die zu seiner Bildung fiithren, zu verstehen. Dabei umfasst die
Erforschung der Biomineralisation viele wissenschaftliche Fachrichtungen, unter anderem

Biochemie, Biologie, Geologie, anorganische Chemie sowie Molekularbiologie.’

1.2 Diatomeen

Seit ihrem Auftreten (ilteste fossile Funde sind etwa 185 Millionen Jahre alt”) haben sich

die Diatomeen (Bacillariophyta, Kieselalgen) mit bis zu 200 000 Arten'™"

zur
speziesreichsten Gruppe eukaryotischer Algen entwickelt. Sie bevdlkern nahezu alle
Wasserhabitate und sind extrem wichtig fiir den biologischen Kohlenstoff- und Silicium-
Kreislauf.” Es wird geschitzt, dass die Einzeller fiir 25% der biologischen
Nettoprimarproduktion verantwortlich sind.'? Eine Hypothese besagt, dass der evolutionire

Erfolg der Diatomeen unter anderem auf ihren Silicazellwdnden beruht, da deren Bildung

zum einen energetisch weniger aufwendig sein soll, als die von organischen'’ Zellwinden
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und sie zum anderen besseren Schutz gewihrleisten sollen.'* Es konnte gezeigt werden,
dass die Zellwinde der Diatomeen eine mechanische Stabilitit aufweisen, die ausreichend
ist, um Angriffen potenzieller Rauber zu widerstehen.'” Weiterhin wurde vorgeschlagen,
dass das Silica in den Kieselalgen als pH-Puffer fungieren konnte.'®

Die Bacillariophyta sind nach ithrer Morphologie traditionell in zwei Gruppen unterteilt,
die radidrsymmetrischen Centrales (z.B. Thalassiosira pseudonana, Coscinodiscus sp.,
Aulacodiscus sp.oder Amphitetras sp.) und die lang gestreckten bilateral-symmetrischen
Pennales (z. B. Cylindrotheca fusiformis, Didymosphenia sp. oder Podocystis sp.). In
Abbildung 1.1 sind rasterelektronische Aufnahmen verschiedener Spezies dargestellt. Die
Exoskelette der Diatomeen, genannt Frustula, werden oft als Glashaus oder Glasbox

bezeichnet. Sie offenbaren dsthetische filigrane Feinstrukturen mit hierarchischem Aufbau.

Abbildung 1.1 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Zellwdnde verschiedener Diatomeen-
spezies: A Aulacodiscus sp. B Amphitetras sp. C Didymosphenia sp. D Podocystis sp., enthommen von
Kréger3.

Die Silicazellwédnde der Diatomeen sind von einer organischen Hiille umgeben, die
wahrscheinlich vor Desilifizierung schiitzt.'” Der Aufbau des Frustulums aus den
einzelnen Komponenten folgt bei allen Diatomeen einem festen Bauplan (Abbil-
dung 1.2)." Man unterscheidet zwei Schalen, die groBere Epitheka und die kleinere
Hypotheka, die wie die zwei Teile einer Petrischale ineinander greifen. Jede Theka ist aus
einer Valva und mehreren Giirtelbdandern zusammengesetzt. Die Giirtelbénder, die sich im

iiberlappenden Bereich befinden, werden Pleuralbidnder genannt.
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Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des allgemeinen Aufbaus eines Diatomeen-Frustulums.

Wihrend der dominierenden asexuellen Fortpflanzung teilt sich die Mutterzelle im Bereich
der Pleuralbidnder in zwei Tochterzellen (Abbildung 1.3). Jede der beiden neu entstehenden
Zellen tibernimmt eine Theka der Mutterzelle. In dieser Phase werden zwei neue Valven
entwickelt, die den Tochterzellen jeweils als Hypovalva dienen. Seit langem ist bekannt,
dass die Silicapolymerisation in spezialisierten membrangebundenen Vesikeln, den so
genannten silica deposition vesicles (SDV),"? stattfindet, auch wenn diese Organellen noch
nicht isoliert und charakterisiert werden konnten. Bekannt ist allerdings, dass der
Membran, die das SDV umgibt (Silicalemma), ein Potential anliegt und dass das SDV-
Lumen einen leicht sauren pH-Wert aufweist.”**'

Nach Bildung der jeweiligen Valva werden diese durch Exozytose des SDV an die
Oberflache der Zelle gebracht. Im Anschluss wird das Zellvolumen durch die Synthese von
Giirtelbdndern in eigens dafiir vorgesehenen SDVs wihrend der Interphase vergrofert.
Uber den intrazelluldren Transport von Kieselsiure ist noch nicht viel bekannt, jedoch
wurden spezifische Kieselsduretransportproteine (silicon transporter, SIT) gefunden, die
die Aufnahme von Kieselsiure in Form von Si(OH)4> in die Zelle bewerkstelligen.”**
Beziiglich der Ausbildung der Struktur der Silicazellwand wurden Simulationen®® durch-
gefiihrt und es wurden mehrere Hypothesen aufgestellt, die sich auf verschiedene Ebenen
beziehen. Basierend auf Beobachtungen der Zwischenstufen und der endgiiltigen Struk-
turen wurden Modelle entwickelt, die sich mit der Bildung der groeren Strukturen auf der
Mikroskala, wie die Gesamtform und die Valvaform, sowie denen auf der Mesoskala
beschiftigen.'”’ Es wird angenommen, dass das Zytoskelett’™® sowie eine Reihe anderer
Organellen wie Mitochondrien oder Endoplasmatisches Retikulum'® das SDV formen und

somit die duflere Form der sich bildenden Zellwand dirigieren. Die Formation der

Feinstrukturen auf der Nanoskala wird zum einen iiber diffusionslimitierte Aggregation
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2930 orklart. Zum anderen wurden nach der Entdeckung einiger an

von SiO,-Nanopartikeln
der Silicabildung beteiligter organischer Komponenten auf self-assembly und Phasen-
separation basierende Theorien vorgeschlagen, die versuchen, die Entstehung der Fein-
strukturen zu erkldren. Silaffinen und Polyaminen (siehe unten) werden Struktur kontrol-
lierende Funktionen zugeschrieben, wobei auch in diesem Feld verschiedene Meinungen

iiber die Mechanismen vorherrschen (vergleiche mit Kapitel 4.5).%'*
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Abbildung 1.3 Schematische Darstellung des Zellzyklus von Diatomeen nach Kroger™*.

Um ein besseres Verstidndnis fiir diese Modelle und die Vorgénge in den Diatomeen zu
erhalten sowie die im Rahmen dieser Arbeiten gewonnenen Erkenntnisse interpretieren zu

kénnen, wird zunichst ein Uberblick iiber die Silicachemie gegeben.
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1.3 Chemische Grundlagen der Silicapolymerisation

Die Eigenschaften von verschiedenen Kieselsdurespezies und ihr Reaktionsverhalten sind
weit erforscht, auch wenn sie ein komplexes Thema darstellen und noch nicht vollstindig
verstanden sind.>>* Monomere Kieselsiure Si(OH), ist bei 25 °C unterhalb einer Konzen-
tration von 1 mM in Wasser stabil, liegen hohere Konzentrationen vor, findet eine rasche
Polymerisation statt. Im Gegensatz zu pH-Werten groBer 7, wo die Polymerisations-
prozesse sehr schnell ablaufen, lassen sich im Bereich von pH 2 -7 einzelne Schritte
unterscheiden (Abbildung 1.4). Zunichst werden Dimere, Trimere bis hin zu Dodekameren
gebildet. Mit zunehmender Substitution der Kieselsdure nimmt der pK-Wert der
Silanolgruppe ab. Wéhrend dieser fiir Si(OH)4 bei 9,7 liegt, betrdgt er im Fall hoher
polymerisierter Spezies 6,7; die Aciditét steigt also mit der Anzahl an Siloxanbindungen.
Aus diesem Grund liegen in Oligomeren mehr Hydroxygruppen dissoziiert in Form von
Silanolatanionen vor. Dadurch wird die Polymerisationsreaktion beschleunigt, da der
nucleophile Angriff der negativ geladenen Gruppen an die nicht-ionisierten Silanolspezies
erleichtert wird. Die dabei entstehenden Oligomere tendieren zu Ringschlussreaktionen
und es werden Partikel gebildet, die wiederum aufgrund ihrer hohen Ladungsdichte mit
Monomeren reagieren, wodurch sie weiter an GroBe gewinnen. Durch darauffolgende
Schritte entstehen verzweigte, dichte, dreidimensionale Kieselsdurespezies. Es kann auch
Depolymerisation stattfinden, da die Bildung von Siloxanbindungen eine reversible
Reaktion darstellt. Aus diesem Grund dissoziieren kleinere Aggregate und die frei
werdenden Monomere reagieren bevorzugt mit groBBeren Partikeln, wodurch deren Grof3e
stetig zunimmt. In diesem Zustand spricht man von einem Sol beziehungsweise

kolloidalem Silica.
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Abbildung 1.4 Kondensation von Kieselsiure und Bildung von Silica, entnommen von Coradin.”
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Im alkalischen Milieu ist die Oberfliche der Aggregate negativ geladen, wodurch sie sich
abstoflen und ein stabiles Sol entsteht, in dem die Partikel durch Ostwald-Reifung weiter
wachsen. Bei neutralen bis sauren pH-Werten sind die Oberflichen der Partikel
dahingegen ungeladen, was dazu fiihrt, dass sich die Partikel aneinander anlagern. Sie
verbinden sich zu verzweigten Ketten und bilden im Sol langsam dreidimensionale
Netzwerke in Form eines Gels. In Anwesenheit von Salzen oder Flockungsmitteln wie
kationischen Polymeren kommt es ausgehend vom Sol nicht zur Gelbildung, sondern es
finden bevorzugt schnelle Prizipitationsreaktionen statt. Die hier beschriebenen Vorgénge

sind in Abbildung 1.5 grafisch dargestellt.
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Abbildung 1.5 Unterschiede zwischen Bildung von Silica-Gel, -Sol und Préazipitat und deren Morphologie.

Der Unterschied zwischen diesen Aggregaten ist, dass in Gelen die Konzentration an
Silicapartikeln genauso grof} ist wie im umgebenden Sol, Dichte sowie Brechungsindex
sind in diesem Fall gleich. In Prézipitaten jedoch ist die Konzentration an Silica hoher als
in der umgebenden Fliissigkeit, zugleich sind Dichte und Brechungsindex grofier, weshalb
Prizipitate sichtbar sind und abzentrifugiert werden konnen. Prazipitation findet statt, weil
Flockungsmittel bei Zugabe zu einem Silicasol an SiO,-Partikel adsorbieren und diese
vernetzen (Abbildung 1.6 A). Die Adsorption kann beispielsweise durch elektrostatische
Attraktion zwischen kationischem Flockungsmittel und der negativ geladenen Silica-
oberfliche stattfinden. Nur in Anwesenheit von ausreichend Flockungsmittel, also fiir den
Fall, dass es ausreichend Kontaktstellen fiir die Silicapartikel gibt und somit drei-
dimensionale Netzwerke gebildet werden kdnnen, kommt es zur vollstdndigen Ausféllung.
Sind zu wenige Polymere anwesend, adsorbieren diese zwar auf den Silicapartikeln,
konnen diese jedoch nicht verbriicken; trotzdem kann ein Anteil an SiO, prézipitieren. Ist

die Konzentration dagegen zu hoch, konnen die Partikel komplett mit Polymer bedeckt

6
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werden und dadurch redispergieren. Auch die lonenstérke spielt eine wichtige Rolle, da sie
das Auf- beziehungsweise Entwickeln von Polymeren und damit das Bindungsverhalten
bestimmt. Die Lénge der Polymere beeinflusst ihre Fahigkeit Silicapartikel zu verbriicken,
dementsprechend fiihrt eine groflere Lange dazu, dass geringere Polymerkonzentrationen
fiir die Prézipitation benotigt werden. Ab einer Molekiilmasse von 1000 g/mol spielt dieser
Effekt keine Rolle mehr.

Bei diesen Ausfiihrungen wird immer von einer Adsorption der kationischen Polymere auf
den Silicapartikeln ausgegangen. Dies wird beispielsweise durch das Auftreten von poly-
aminartigen Fasern auf der Oberfliche von Silica begriindet.*” Dagegen wird in neueren
Arbeiten zu Polyaminen und Silaffinen (sieche Kapitel 1.4) davon ausgegangen, dass diese
Molekiile in wissrigen Medien phasenseparieren und dass dieser Prozess essenziell fiir die
Silicabildung ist (Abbildung 1.6 C). Dabei spielt die Phosphorylierung von Silaffinen
beziehungsweise die Anwesenheit multivalenter Anionen eine entscheidende Rolle, da die
positiven Ladungen der basischen Molekiile eine Zusammenlagerung zu groBeren

31,32,41

Aggregaten verhindern. Laut diesen Hypothesen werden Kieselsduremono- bis

-oligomere auf Polymermikrotropfchen adsorbiert beziechungsweise in ihnen geldst, bevor

die Kondensation zu Silica stattfindet, statt umgekehrt, wie oben beschrieben wurde.

B
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Abbildung 1.6 Der Einfluss von Proteinen auf die Silicabildung: A Positiv geladene Proteine verbriicken
Silicapartikel und dirigieren ihre Aggregation. B Die Wechselwirkung von Kieselsdure mit den
Ammoniumgruppen einer Proteinkette begiinstigt die Kondensationsreaktion. C In einer phasenseparierten
Suspension mit Mizellen amphiphiler kationischer Proteine fungieren diese als Template fiir die sich
bildenden Silicastrukturen (entnommen von Coradin).”

Auf mechanistischer Ebene wurde in einigen Arbeiten vorgeschlagen, dass die Amino-
gruppen von Polyaminen den Ubergangszustand der Kondensationsreaktion von
Kieselsdure stabilisieren konnen, wenn sie giinstig angeordnet sind (Abbildung 1.6 B). Die
Polyamine fungieren demnach als Saure-Base-Katalysatoren und beglinstigen den

42-44

Protonentransfer bei den Kondensationsreaktionen. Die Rolle der Flockungsmittel geht
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diesen Arbeiten zufolge iiber reine Verbriickung von Silicapartikeln hinaus. Abbildung 1.6
(von Coradin und Lopez’®) gibt die unterschiedlichen Einfliisse von positiv geladenen

Flockungsmitteln auf die Silicapolymerisation wieder.

1.4 Komponenten und Kontrolle der Silicabildung in
Diatomeen

Entscheidende Fortschritte zum Verstidndnis der Zellwandbildung der Diatomeen brachte
die Charakterisierung von organischen Zellwandkomponenten. Bereits frith wurden in den
Diatomeenzellwianden e-N-Trimethyl-d-hydroxylysin, sowohl in phosphorylierter als auch
dephosphorylierter Form, sowie 3,4-Dihydroxyprolin entdeckt.”*** Neben Polysacchariden

47,48 . 3449
** Pleuraline,”™

wurden bis heute fiinf Familien von Proteinen identifiziert: Frustuline,
Silaffine,’"”° die p150-Familie’'”? und jiingst die Silacidine®. Dariiber hinaus wurden aus
den Zellwianden langkettige Polyamine, die sogenannten long-chain polyamines (LCPA),
isoliert.”*>® Da das Silaffin natSil-1A und auch LCPAs in vitro Silicananokugeln aus
kieselsdurehaltigen Losungen ausfillen, wird diesen Verbindungen eine besondere Rolle
bei der Zellwandbiogenese zugeschrieben.”’

Bei den Silaffinen (Abbildung 1.7 A) handelt es sich um Peptide, die iiberwiegend aus
Serin, Lysin sowie Glycin aufgebaut sind und die eine hohe Zahl posttranslationaler
Modifikationen aufweisen. So werden alle Serineinheiten der si//-Silaffine (natSil-1A1,
natSil-1A2 und natSil-1B) von C. fusiformis phosphoryliert, wihrend die e-Aminogruppen
der Lysineinheiten alkyliert werden.® Bei den Alkylresten handelt es sich um
N-methylierte Oligopropylenimineinheiten. Zusétzlich werden einige Lysingruppen am
8-C-Atom hydroxyliert und phosphoryliert.’'® Neben der sil/-Gruppe wurden weitere
Silaffine entdeckt, genauer natSil-2> in C. fusiformis sowie tpSil3®*°" in T. pseudonana.
All diese Silaffine weisen serin- und lysinreiche Doménen sowie dhnliche Modifikationen
auf. Darunter fallen die Phosphorylierung von Hydroxyaminosduren, N-Alkylierungen mit
Methylgruppen sowie Polyaminresten und die Hydroxylierung von Lysin- und Prolin-
substituenten. Glykosylierung und Sulfatierung tritt dahingegen nur in einigen Silaffinen
auf.”?

Die LCPAs (Abbildung 1.7 B) besitzen jeweils eine Grundeinheit, entweder Propyldiamin,
Spermidin oder Putrescin, an die lineare Propylenimineinheiten gekniipft sind, deren Linge

und N-Methylierung variiert. Jede Diatomeenspezies besitzt einen definierten Satz aus
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unterschiedlichen LCPAs.*> Die Kieselalgen Coscinodiscus asteromphalus, C. granii
sowie Coscinodiscus wailesii weisen sogar ausschlieBlich Polyamine auf, bei ihnen

konnten keine Silaffine identifiziert werden.

A q?‘f( K?Gé:"iéi GSK B {‘/\’ ]‘NCTH?.

®NH @ @N\ NS
H3C , /\ CH3

NH CH3
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B, HND CHy
/ﬁ Spermidin

N. .N CH.
CH3 (® Phosphat HsC Hy C N N. N
® nz 49 =49 H N"\/\/ CH3
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H;C’ CH3

H 3C/ “CH, Putrescin

Abbildung 1.7 Strukturformeln von A natSil-1A, mit Ladungsverteilung bei pH ~ 5 sowie B LCPAs.*"!
Nachdem die Silica-prazipitierende Funktion der Silaffine und LCPAs in vitro entdeckt
wurde, konzentrierten sich die Untersuchungen auf den Einfluss von verschiedenen
Reaktionsbedingungen auf Quantitit, Kinetik und Struktur des gebildeten Silica. Zu
diesem Zweck wurden Silaffine, LCPAs sowie synthetische Polyamine eingesetzt.

In diesem Zuge wurde geklért, dass die Reaktion mit den Polyaminen ausschlieBlich in
Anwesenheit multivalenter Anionen wie Phosphat stattfindet. Dies wird darauf
zuriickgefiihrt, dass eine Phasentrennung, durch die eine Mikroemulsion von
Polyamintrépfchen in der wéssrigen Phase entsteht, unabdingbar fiir die Préazipitation von
Kieselsdure ist. Es wird angenommen, dass die hohe Anzahl positiver Ladungen in den
Polyaminen Repulsion verursacht, die eine Akkumulation der Molekiile verhindert.
Phosphat verbriickt die Molekiile und es kommt zur Bildung mikroskopischer Trépfchen.
Diese These bestitigt sich bei natSil-1A, das eine zwitterionische Struktur aufweist. Liegt
es in seiner natiirlichen phosphorylierten Form (Abbildung 1.7 A) vor, miissen keine
multivalenten Anionen zugegen sein. Wird das Molekiill jedoch dephosphoryliert
(Silaffin-1A), verliert es ebenfalls seine Prizipitations-induzierende Funktion, sofern nicht
multivalente Anionen zugegeben werden.”' Die Aggregation der Molekiile, die zu einer
lokalen Anreicherung basischer Substituenten fiihrt, ist also neben der schon friiher

42,64

erkannten katalytischen Rolle der Aminoeinheiten™”" ein entscheidender Faktor.

Im Zusammenspiel mit weiteren Faktoren wie Anionenkonzentration oder Anwesenheit

anderer SiO,-prazipitierender Substanzen steigt die gebildete Silicamasse mit der

59,60

Konzentration von Silaffinen. Die Prézipitationsreaktionen laufen allgemein auf einer



1.4 Komponenten und Kontrolle der Silicabildung in Diatomeen

schnellen Zeitskala ab. Kinetische Messungen zeigten, dass zehn Minuten ausreichen, um
das Silica vollstindig auszubilden.*"**

Im Gegensatz zu natSil-1A sind die anderen Silaffine, wie auch die Silacidine, saurer
Natur. Sie selbst bewirken keine Silicaprizipitation, es wird ihnen jedoch eine dirigierende

und kontrollierende Rolle zugesprochen.”*~*

Sie fungieren in Mischungen mit
Polyaminen anstelle von zum Beispiel Phosphat als Anionen, die die Phasenseparation
bewirken, wobei das Zusammenspiel sowohl in Bezug auf Silicamenge als auch auf die
Silicastruktur komplexer als mit anorganischen Anionen zu sein scheint. So kann ein zu
hoher Anteil an sauren Verbindungen die Reaktion inhibieren, was mit Phosphat nicht
beobachtet wurde. Basierend auf den vorgestellten Erkenntnissen wurden verschiedene
Modelle entwickelt, die versuchen, die Bildung der filigranen Feinstrukturen der
Diatomeenzellwidnde und das komplexe Zusammenspiel der beteiligten Komponenten zu
erkldren. Von den bereits in Abschnitt 1.2 angesprochenen Hypothesen werden die von
Sumper und Kroger niher betrachtet. Sumper’> postuliert mehrere aufeinanderfolgende
Phasentrennungsschritte, durch die Mikro- und Nanotropfchen von LCPAs in wéssriger
Umgebung entstehen (Abbildung 1.8). Diese ordnen sich dicht gepackt in hexagonalen

Strukturen im flachen SDV an. An den jeweiligen Grenzflichen der Tropfchen findet die

Polymerisation zu SiO; statt, wodurch ein honigwabenéhnliches Gertist entsteht (A/E).

Abbildung 1.8 A-D Phasenseparationsmodell von Sumper sowie E-H SEM-Aufnahmen, die die Bildung der
Silicazellwinde von C. wailesii dokumentieren.*

Durch die Co-Prézipitation von Polyaminen und SiO, wird ein gewisser Anteil der
Polyamine verbraucht, was zu einer Verkleinerung der Tropfchen fiihrt. Sie zerfallen bei

einer kritischen Grofe in kleinere Aggregate (B/F). An den neu gebildeten Grenzflichen
10
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zwischen wiéssriger Phase und Polyamintrépfchen wiederholen sich die beschriebenen
Vorginge, was letztendlich in der Bildung der hierarchischen Strukturen der Zellwand
resultiert (C/D/G/H).

Kroger® erweitert dieses Modell, indem er zusitzlich zu den LCPAs die Rolle der sauren
Silaffine erkldrt (Abbildung 1.9). Durch Interaktion dieser Komponenten entsteht eine
phasenseparierte organische Matrix, deren Nanostruktur in groem MaBle von den
Silaffinen bestimmt wird. Durch lokale Konzentration von Polyaminen findet in diesen
Bereichen die Silicabildung statt, wihrend sie in silaffinreichen Bereichen inhibiert wird.
Auf diesem Weg entsteht eine fein definierte Silicastruktur, die in verschiedenen
Diatomeenspezies aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzung von Silaffinen und auch

Polyaminen spezifisch ist.

@ LcrPA

. Silica

Abbildung 1.9 Die Silaffin-Matrix-Hypothese nach Kroger.®® Durch die Interaktion von Silaffinen mit
LCPAs wird eine Phasenseparation induziert. Die entstehende Matrix beschleunigt und dirigiert die
anschlieBende Silicabildung.

Es ist davon auszugehen, dass sowohl die Silaffine als auch die Polyamine sowie deren
Aggregationsverhalten eine entscheidende Rolle spielen, indem sie sowohl die
Polymerisation der Kieselsdure katalysieren als auch die Bildung hierarchischer Strukturen
dirigieren. Ob und wie weitere Komponenten an diesen Prozessen beteiligt sind, ist noch
nicht geklért, genauso wenig, wie die komplexen Vorginge genau vonstatten gehen. Den
molekularen Mechanismus zu verstehen, mit dem eine einzelne Zelle das morpho-
genetische Programm fiir die Bildung von anorganischem Material ausfiihrt, ist nicht nur
ein faszinierendes biologisches Problem, sondern auch fiir die Nanomaterialforschung und
Technologie interessant.®”®® Wie iibersetzt eine Zelle DNA-Informationen in gemusterte

dreidimensionale Strukturen?
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2 Zielsetzung

Die in Diatomeen stattfindenden Biomineralisationsprozesse, die zur Bildung ihrer Silica-
zellwinde fiihren, sind bisher nur ansatzweise verstanden. Es wurden einige biologische
Komponenten - wie beispielsweise Polyamine - identifiziert, die an diesen Prozessen
beteiligt sind. Dariiber hinaus existieren einige Modelle beziiglich ihrer Wirkungsweisen,
wobei die genauen Zusammenhénge bislang nicht geklért sind. Neben dem grundsitzlichen
Interesse am Verstdndnis der molekularen Prozesse wird erhofft, das erworbene Wissen fiir
die Bildung neuer Materialien nutzen zu koénnen. So wiirden schnell verlaufende
biomimetische Synthesen, die unter den gleichen milden physiologischen Bedingungen
stattfinden, wie sie in Diatomeen vorherrschen und dabei eine dhnliche Nano- und Mikro-
strukturierung mit hierarchischem Aufbau erzielen, einen grofen Fortschritt gegeniiber
bisher entwickelten Silicasynthesen darstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten verschiedene Aspekte der Biomineralisation von Silica
untersucht werden. Erstmals standen langkettige Polyamine mit definierten Struktur-
variationen zur Verfliigung, deren Einfluss auf die Silicaprézipitation geklart werden sollte.
Dabei galt es, Erkenntnisse sowohl {iber die quantitativen Auswirkungen mittels Silicium-
konzentrationsbestimmungen als auch {iiber die entstehenden Strukturen anhand von
elektronenmikroskopischen Messungen zu gewinnen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war,
die Bedeutung multivalenter Anionen auf die polyamininduzierte Silicabildung
systematisch zu priifen.

Im Fokus stand auBlerdem die Etablierung von Templatsystemen fiir biomimetische Silica-
préazipitationen. Grundlegend dafiir war die Suche nach geeigneten Verbindungen mit
Silica-prazipitierenden Eigenschaften. Diese sollten amphiphil und oberflachenaktiv sein
sowie iiber Molekiilgeometrien verfiigen, die die Bildung von selbstorganisierenden
Templaten in wissriger Umgebung erlauben. Davon ausgehend sollten verschiedene
Aggregate prépariert und charakterisiert werden, um diese im Anschluss fiir Silica-
préazipitationen einzusetzen. Von Interesse war auch hier, entstandene Silicastrukturen
quantitativ und morphologisch zu untersuchen, wofiir geeignete Analysemethoden zu
finden und anzuwenden waren. Die Etablierung eines Grundtemplatsystems bietet so die
Moglichkeit, dieses zu variieren und zu erweitern, um sowohl Riickschliisse auf die in
Diatomeen ablaufenden Mechanismen ziehen zu konnen als auch Silica mit definierten

Strukturen biomimetisch herstellen zu konnen.

13






3 Methoden und Materialien

3.1 Verwendete Substanzen

3.1.1 Polyamine

Fiir die Erforschung des in vitro-Prézipitationsverhaltens langkettiger Polyamine in Losung
wurden sieben verschiedene Molekiile eingesetzt, die von R. Wieneke® am Arbeitskreis
von Prof. A. Geyer (Philipps-Universitdit Marburg, Fachbereich Chemie) synthetisiert
wurden. Thre Strukturformeln sind in Abbildung 3.1 dargestellt. Sie werden im Folgenden
mit Abkiirzungen benannt, die auf ihren Aufbau verweisen. Dabei steht C2 fiir
Ethylgruppen, iiber die die Aminoeinheiten verbunden sind, entsprechend bezeichnet C3
Propyl- und C4 Butylgruppen. Beispielsweise besagt N7, dass ein Molekiil insgesamt
siecben Aminogruppen aufweist. Daraus leiten sich die Bezeichnungen fiir
A) Pentapropylhexamin: C3N6, B) Undecapropyldodecamin: C3N12, C) Pentadecapropyl-
octadecamin: C3N18, D) Hexaethylheptamin: C2N7, E) Hexapropylheptamin: C3N7
sowie F) Hexabutylheptamin: C4N7 ab. Im Fall von G: C3N12Me verweist Me darauf,
dass alle nicht endstdndigen Aminogruppen methyliert sind. Weitere Informationen zu den

Verbindungen kénnen Tabellen 4.1 und 4.2 sowie Abbildung 4.27 entnommen werden.

A D H
AN ) u/\/\\NHz HZN/\/['N\/#NHZ
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g ' HaN N NH,
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Abbildung 3.1 Strukturformeln der langkettigen Polyamine A C3N6, B C3N12, C C3N18, D C2N7,
E C3N7, F C4N7 und G C3N12Me.

Die Polyamine lagen alle als Feststoffe mit Trifluoressigséure als Gegenionen vor. Beim
Losen sowohl in Wasser als auch in den verwendeten Phosphat- beziehungsweise
Acetatpuffern entstanden klare Losungen. Es wurden zundchst Stammldsungen in
Reinstwasser hergestellt, in denen die jeweilige Konzentration an Aminogruppen
cn=10mM betrug. Etwa dreilig Minuten vor der Prizipitationsreaktion wurde ein
definierter Volumenanteil einer Stammldsung mit Puffer verdiinnt, so dass eine auf die

Aminogruppen bezogene Konzentration von ¢y =1 mM resultierte. Das tliberwiegend

15



3.1 Verwendete Substanzen

verwendete Puffersystem bestand aus 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8. Fiir die Untersuchung
des Einflusses der Phosphationen wurde 30 mM Acetatpuffer pH 6,8 eingesetzt, bei dem
entsprechend gewiinschte Phosphatkonzentrationen durch Zugabe definierter Volumen-
anteile eines 500 mM Phosphatpuffer pH 6,8 eingestellt wurden.

Die Ermittlung der Sdure-Base-Eigenschaften der Polyamine (Tabelle 4.2) wurde mit dem
pK-Tool der Anwendung SPARC durchgefiihrt. Die genaue Vorgehensweise wird im
Anhang 9.1 dargelegt.

3.1.2 Aminolipide

Neben den Biomineralisationsexperimenten mit Polyaminen wurden Versuche mit fiinf
verschiedenen amphiphilen Substanzen durchgefiihrt, die von R. Wieneke®’”' am
Arbeitskreis von Prof. A. Geyer (Philipps-Universitit Marburg, Fachbereich Chemie)
synthetisiert und charakterisiert wurden. Ihr Aufbau orientiert sich insofern an Polyaminen
beziehungsweise Silaffinen, als dass sie wie diese verschiedene Aminogruppen besitzen.
Daneben enthalten sie Strukturelemente von Lipiden, genauer zwei hydrophobe
Alkylketten. Diese sind mit den hydrophilen Aminokopfgruppen jeweils iiber ein
Glycerinmolekiil verbunden. Aufgrund dieser Eigenschaften werden die Verbindungen als
Aminolipide bezeichnet. Die Zusitze in den Bezeichnungen in Form von priméres (pAL),
sekundires (sAL), tertidres (tAL) beziehungsweise quartires (QAL) Aminolipid, beziehen
sich auf den Grad der N-Methylierung der jeweiligen Aminogruppe. Die Benennung
Lysinollipid leitet sich von der Kopfgruppe der Substanz, dem Alkohol der Aminosiure
Lysin, ab. Alle Strukturformeln sind in Abbildung 3.2 dargestellt. Weitere Informationen

zu den Molekiilen finden sich in Tabellen 5.1, 5.2, Abbildung 5.6 sowie in mehreren

. o 1274 .
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Abbildung 3.2 Strukturformeln der Aminolipide: A primédres Aminolipid, B sekundéres Aminolipid,
C tertidres Aminolipid, D quartires Aminolipid sowie E Lysinollipid.

Die Verbindungen lagen in Form von Feststoffen vor. Da Verbindungen A-D

hygroskopisch sind, wurden sie unter einer Argonatmosphire bei 7=-18°C
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beziehungsweise in einem Exsikkator unter Vakuum iiber dem Trocknungsmittel
Phosphorpentoxid gelagert. Zur Uberpriifung ihrer Stabilitit wurden sie massen-
spektrometrisch untersucht.”* Verbindung E wurde ohne weitere Vorkehrungen bei
T=-18°C aufbewahrt. Fiir die Verwendung wurden die Aminolipide in Chloroform gelost,
wobei die jeweilige Konzentration (1,0 —5,0) mg/mL betrug. Die genaue Konzentration
von Verbindung E in Chloroform, die fiir die Filmwaagemessungen bekannt sein musste,
wurde  mittels  quantitativer NMR-  beziehungsweise  Filmwaagemessungen
(430 = (52,5 +0,2) A?) ermittelt.”*"

Die Hauptphasenumwandlungstemperaturen (7,) der Aminolipide sind unbekannt, jedoch
zeigte sich bei der Préparation von Lipidfilmen beziehungsweise Vesikelsuspensionen,
dass aufler dem primdren Aminolipid alle Verbindungen bei Raumtemperatur lamellare
Strukturen bilden. Daraus kann gefolgert werden, dass thre Umwandlungstemperaturen
T, <20°C sind. Fiir das primdre Aminolipid trifft das nicht zu, Lipidfilme und Vesikel
mussten bei erhdhter Temperatur hergestellt werden (7= 60°C). Daraus wird fiir die
Umwandlungstemperatur 20°C < T, < 60 °C abgeleitet.

Die pK-Werte der Aminolipide wurden mit der Anwendung SPARC bestimmt.”

Genauere Informationen hierzu finden sich in Abschnitt 9.1 des Anhangs.

3.1.3 C16-Glycerol-#Lactosid (C16-GL)

3-O-f-Lactosyl-1,2-di-O-hexadecyl-sn-glycerol, kurz C16-Glycerol-f-Lactosid (C16-GL)
(C39Ho5013, M =865 g/mol), ist ein synthetisches Glykolipid. Es besitzt ein Glycerin-
grundgeriist, an dessen C1- und C2-Atom jeweils iiber eine Etherbindung eine gesittigte
Hexadecylkette gekniipft ist (Abbildung 3.3). Die Alkylketten bilden den hydrophoben
Teil des Molekiils. Die hydrophile Kopfgruppe des C16-Glycerol-f-Lactosids wird durch
Lactose gebildet, ein aus einer Galactose- und einer Glucoseeinheit (f-p-Galactopyranosyl-
p-glucopyranosid) aufgebautes Disaccharid. Die Synthese von C16-GL wurde von R.
Wieneke an der Philipps-Universitit Marburg durchgefiihrt.”

OH
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Abbildung 3.3 Strukturformel von C16-Glycerol-S-Lactosid.
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3.1 Verwendete Substanzen

Die Verbindung lag als Feststoff vor und wurde bei 7= -18 °C gelagert. Fiir anschlieBende
Versuche wurde es in einer Konzentration von ca. 1 mg/mL mit einem Chloroform/
Methanol-Gemisch (4/1, v/v) gemischt. Die Bestimmung der exakten Konzentrationen
erfolgte mittels quantitativer NMR respektive Filmwaagemessungen
(430 = (38,3 +0,6) A%).” Da die Loslichkeit nicht ideal war und auch durch Variation des
Mischungsverhéltnisses der Losungsmittel nicht verbessert werden konnte, wurden die
Losungen kurz vor Verwendung auf ca. 7=40°C erwdrmt. Dadurch gingen zuvor
sichtbare Feststoffflocken in Losung. Filmwaagemessungen zeigten, dass die
Langzeitstabilitdt von C16-GL in Losungsmittel im Gegensatz zu den Aminolipiden gering
war. Aus diesem Grund wurden die Losungen maximal zwei Monate verwendet.

Die Phasenumwandlungstemperatur 7;,, von C16-GL ist unbekannt, wird jedoch auf
T, = 85 °C geschatzt. Der Wert stammt aus einem Vergleich mit einem Glykolipid (C14-
GL), das Tetradecylketten aufweist, ansonsten jedoch identisch aufgebaut ist und eine
Hauptphasenumwandlungstemperatur von 7, = 66 °C besitzt.”” Bei Phosphatidylcholinen
bewirkt die Verldngerung der beiden Alkylketten von C14 auf C16 eine Erhohung der
Umwandlungstemperatur um ca. 20 °C,”® weshalb angenommen wird, dass 7}, von

C16-GL gleichfalls etwa 20 °C iiber der von C14-GL liegt.

3.1.4 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin (DPPC)

1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin (C4HgoNOsP, M =734 g/mol) ist ein
Phospholipid mit amphiphiler Struktur, aufgebaut aus einem hydrophoben Teil mit
Fettsdureresten sowie einer hydrophilen Kopfgruppe. Das Glycerinriickgrad ist an den
Hydroxylgruppen von C1 und C2 jeweils mit einer Palmitinsédure verestert. Am Sauerstoff
von C3 ist Phosphatidylcholin gebunden. Die Hauptphasenumwandlungstemperatur von

DPPC liegt bei 7, =41 °C.”’
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Abbildung 3.4 Strukturformel von DPPC.
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3.1.5 Fluoreszenzsonden

Sulforhodamin 101 DHPE

Bei Sulforhodamin 101 DHPE (in Form des Triethylammoniumsalzes, C74H;17N4014PS,,
M =1381,84 g/mol) handelt es sich um ein Kopfgruppen-markiertes Glycerophospholipid
(Abbildung 3.5). Der Fluorophor wird bei einer Wellenldnge von A =538 nm maximal
angeregt und emittiert bei A = 601 nm. Aullerdem ist bekannt, dass sich Sulforhodamin 101
DHPE bevorzugt in fluiden Membranbereichen anreichert.”® Die Substanz wurde in einer
Konzentration von 0,69 mg/mL in einem Chlorform/Methanol(4/1, v/v)-Gemisch gelost
und bei 7= -18 °C gelagert.

N \“/\/\/\/\/\/\/\/

H H (o]

Abbildung 3.5 Strukturformel von Sulforhodamin 101 DHPE.

FBODIPY 500/510 C,-HPC

Auch f-BODIPY 500/510 Ci,-HPC (C46H79BF2N3OgP, M = 881,93 g/mol) verteilt sich in
phasenseparierten Membranen nicht gleichméfig und wird iiberwiegend in fluiden Berei-
chen angereichert.””*® Allerdings ist in diesem Molekiil der Fluorophor an das Ende einer
der Fettsdureseitenketten des Phospholipids gebunden (Abbildung 3.6). Die maximale
Absorption findet bei A =500 nm statt, die Emissionmaximum liegt bei A =510 nm. Die
als Feststoff vorliegende Verbindung wurde in Chloroform gelost, wobei die Konzen-

tration 0,2 mg/mL betrug, und bei 7= -18 °C autbewahrt.

X
; i \ N NK\

N~
B
(¢) /
F

AN
\\N*‘/\/ g °\/\/°\"/\/\/\/\/\/\/\/
|

(o}

Abbildung 3.6 Strukturformel von S-BODIPY 500/510 C,,-HPC.
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3.2 Praparative Methoden

3.2.1 Vesikelpraparation

Vesikel wurden zum einen fiir die Untersuchung der Prézipitationsreaktionen mit den
Aminolipiden bendtigt. Zum anderen dienten sie der Priparation festkorperunterstiitzter
planarer Doppelschichten des Lysinollipids, die fiir anschlieBende Silicabildungsexperi-
mente eingesetzt wurden. Es wurden grofle unilamellare Vesikel (large unilamellar
vesicles, LUV) verwendet, deren Herstellung nach der Extrusionsmethode®' erfolgte.
Sowohl fiir die Bildung der Vesikel als auch fiir die spéter erlduterten Spreitprozesse ist es
notig, dass sich die Lipide in der fluiden Phase befinden. Aus diesem Grund muss bei allen
Préaparationsschritten iiber der jeweiligen Hauptphasenumwandlungstemperatur 7,, der
Lipide gearbeitet werden. Wie in Abschnitt 3.1.2 dargelegt, war fiir fast alle Aminolipide
Raumtemperatur ausreichend, lediglich fiir das primdre Aminolipid musste eine erhdhte

Temperatur von ca. 60 °C gewihlt werden.

Herstellung von Lipidfilmen

Zunichst wurde ein definiertes Volumen der jeweiligen Stammldsung des Aminolipids in
ein Reagenzglas pipettiert. Nach Bedarf wurde ein entsprechender Anteil
Fluorophorlésung hinzupipettiert. Das Losungsmittel wurde durch Anlegen eines
schwachen Stickstoffstroms aus der Probe, die sich im Wasserbad bei 7= 30 °C befand,
entfernt, wodurch sich am Boden des Reagenzglases Lipidfilme ausbildeten. Im Fall des
primidren Aminolipids betrug die Wasserbadtemperatur 60 °C und es wurde kein
Stickstoffstrom verwendet, sondern solange gewartet, bis das Losungsmittel vollstindig
verdunstet war. Im Anschluss wurden die Filme bei entsprechender Temperatur (30°C
oder 60°C) fiir drei Stunden im Vakuum gelagert, um Losungsmittelreste zu entziehen.
Die Lipidfilme wurden optisch dahin gehend gepriift, dass sich keine kristallinen
Substanzanhdufungen gebildet hatten. War dies der Fall, wurden die Filme erneut in
Chloroform aufgenommen und die beschriebene Prozedur wiederholt, bis eine

gleichmédfige Filmbildung eintrat. Die Lagerung der Lipidfilme erfolgte bei 7= 4 °C.
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Praparation von LUVs

Zur Préparation von LUVs wurde ein Lipidfilm fiir flinfzehn Minuten bei entsprechender
Temperatur in Puffer rehydratisiert und anschlieBend dreimal im Abstand von fiinf
Minuten fiir dreilig Sekunden im Vortexer geschiittelt. Die entstehende Suspension wurde
in einem Miniextruder (LiposoFast, Avestin, Ottawa, Kanada) 31mal durch eine
Polycarbonatmembran mit Poren eines definierten Durchmessers gedriickt. In allen Féllen
wurden die Suspensionen bei diesem Vorgang klar, sofern sie das nicht schon zuvor waren.
Die Entstehung von LUVs konnte mittels dynamischer Lichtstreuungsmessungen bestatigt
werden (Kapitel 5.2). Porendurchmesser, Lipidkonzentrationen und Puffersysteme finden

sich in den jeweiligen Abschnitten der Ergebnisse.

3.2.2 Herstellung von Lipiddoppelschichten mittels Spreiten

von Vesikeln

Unter den richtigen Bedingungen adsorbieren unilamellare Vesikel an hydrophilen
Substratoberflichen und bilden durch Spreiten in einem selbstorganisierenden Prozess

Lipiddoppelschichten (Abbildung 3.7).

o
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Abbildung 3.7 Schematische Darstellung des Spreitprozesses von Vesikeln auf einem hydrophilen Substrat,
hier ein Siliciumwafer mit SiO,-Oberfliche.

Hierzu verwendete Lysinollipidvesikel wurden in 25 mMm MES/500 mMm KC1 pH 6,0
hergestellt. Als Substrate dienten Siliciumwafer oder Glimmer. Die Siliciumwafer wurden
durch zwanzigminiitige Inkubation in einer Losung aus HyO/NH3(25 %ig)/H,0,(30 %ig)
(5/1/1) (v/vlv) bei T= 70 °C vorbereitet, wodurch eine saubere hydrophile SiO,-Oberfldche
gewidhrleistet wird. Im Anschluss wurden sie mehrmals mit Reinstwasser gespiilt und in
selbem gelagert, bevor sie noch am gleichen Tag benutzt wurden. Welche Siliciumwafer
verwendet wurden, ist im jeweiligen Ergebnisteil erwdhnt. Glimmer wurde frisch mit Hilfe

von Klebeband gespalten und ohne weitere Behandlung verwendet. Die Suspensionen der
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LUVs wurden bei Raumtemperatur entweder direkt auf das Substrat appliziert oder im Fall
der Ellipsometriemessungen zu einer sich in der Messzelle befindenden Pufferlésung
gegeben. In diese Messzelle war der Siliciumwafer zuvor eingebaut worden. Nach
einstiindiger Inkubation wurde die Probe mit Puffer oder Reinstwasser gespiilt, um
iiberschiissige Substanz zu entfernen. Die Membranausbildung wurde ellipsometrisch

verfolgt und fluoreszenz- sowie rasterkraftmikroskopisch tiberpriift (Kapitel 6.1.1).

3.2.3 Herstellung von Lipiddoppelschichten mittels Langmuir-
Blodgett-Technik

Neben den durch das Spreiten von Vesikeln préparierten Membranen, kamen auch mittels
Langmuir-Blodgett-Ubertrag (Abbildung 3.8) hergestellte Membranen zum Einsatz. Im
Gegensatz zum Spreiten von Vesikeln, konnen mit dieser Methode asymmetrische
Doppelschichten erzeugt werden. Des Weiteren sind Parameter wie der Oberflachendruck
und die Ubertragsgeschwindigkeit, welche die Eigenschaften der immobilisierten
Lipidfilme beeinflussen, variabel. Im Fall von bindren phasenseparierten Monoschichten

erlaubt die Methode weitestgehend die Fixierung der Filme in diesem Zustand.

Hydrophiler Ubertrag

Bei dieser Methode werden Lipidmonoschichten auf einer Subphase, im Rahmen dieser
Arbeit stets Reinstwasser, gespreitet. Hierzu wird die jeweilige Substanz (nach Bedarf mit
einem Anteil Fluoreszenzmarker) in Losungsmittel mit einer Mikrospritze vorsichtig auf
die Wasseroberfldche aufgetragen. Das Losungsmittel verdunstet innerhalb von fiinfzehn
Minuten. In einem Filmwaagetrog (Abbildung 3.16) wurde mit Hilfe von Barrieren der
Oberflachendruck bis zu einem bestimmten Wert erhoht und wéhrend der gesamten
Prozedur konstant gehalten. Zur Immobilisierung der ersten Monoschicht (DPPC) wird ein
unter der Wasseroberfliche befindliches Substrat (Siliciumwafer oder Glimmer, siche
Abschnitt 3.2.2) mit einer Geschwindigkeit von 0,2 mm/min (entspricht einer Geréte-
einstellung von 7) durch die Grenzfliche nach oben gezogen. Durch attraktive Interak-
tionen der polaren Kopfgruppen mit der hydrophilen Substratoberfliche lagert sich der
Film ab, wobei eine planare hydrophobe Oberfliche entsteht (Abbildung 3.8 A). Die
beschichteten Substrate werden mindestens iiber Nacht in einem Exsikkator {iber Kieselgel

(Orangegel) ohne angelegtes Vakuum getrocknet.
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Hydrophober Ubertrag

Der oben beschriebene Vorgang wird wiederholt, mit dem Unterschied, dass nun das
Substrat von oben durch die Grenzfliche gedriickt wird (Abbildung 3.8 B), wobei auch
hier die Geschwindigkeit 0,2 mm/min betrug. Aufgrund von hydrophoben Wechsel-
wirkungen zwischen den Alkylketten der amphiphilen Substanzen entsteht eine Doppel-
schicht, die bei Lagerung unter Wasser bis zu einen Tag stabil ist. Wird fiir anschlielende
Versuche ein Puffersystem iiber der Membran benétigt, wird das Wasser durch Spiilen mit
Puffer ersetzt, wobei darauf zu achten ist, dass die Oberfliche, um eine Zerstorung der
Membran zu verhindern, niemals Kontakt zur Luft haben darf. Mittels Fluoreszenz- und

Rasterkraftmikroskopie wurden die Membranen charakterisiert (Kapitel 6.1.1 und 6.2.3).

Abbildung 3.8 Schematische Darstellung der Immobilisierung von Lipidmonoschichten mittels Langmuir-
Blodgett-Technik. A Hydrophiler und B hydrophober Ubertrag.

Die Oberflichendriicke finden sich bei den entsprechenden Ergebnissen. Die
Barrierengeschwindigkeit betrug beim Ubertrag der ersten Monoschicht (DPPC)
2,5 cm*/min (Geriteeinstellung 20), wohingegen sie beim zweiten, dem hydrophoben
Ubertrag (Lysinollipid, Lysinollipid/C16-GL) ca. 4,9 cm*/min (Geriteeinstellung 40)
betrug. Sie wurde hier erhoht, um den Vorgang zu beschleunigen und somit zu hohe
Substanzverluste von Lysinollipid in die Subphase iiber die Zeit zu vermeiden. Da
wihrend des gesamten Vorgangs der Oberfldchendruck konstant gehalten wird, werden die
Barrieren permanent automatisch nachgeregelt, damit Substanzverluste ausgeglichen
werden. Um sicherzustellen, dass die Flache des Filmwaagetrogs fiir die Prozedur
ausreicht, wurde viel Substanz gespreitet, im Fall von DPPC bis zu einem Oberfldchen-
druck von =4 mN/m und im Fall von Lysinol beziehungsweise Lysinol/C16-GL bis zu

7~ 7 mN/m.
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3.2.4 Silicaprazipitationsreaktionen

Zur Herstellung von monomerer Kieselsdure Si(OH)s; wurde ein Alkoxysilan, genauer
Tetramethoxysilan (TMOS, Si(OCHj3)s), verwendet. Wird TMOS mit Salzsdure versetzt,
setzt eine saure Hydrolyse ein, bei welcher unter Abspaltung von vier Aquivalenten
Methanol Si(OH), entsteht (Abbildung 3.9). Im Detail wurde ein definiertes Volumen
TMOS (c = 6,8 M) mit 1 mM HCI im Verhiltnis 3/17 (v/v) gemischt, kréftig geschiittelt bis
eine klare Losung vorlag, und fiir zwanzig Minuten inkubiert. Die Konzentration der
resultierenden Kieselsdure betrug in allen Féllen ¢ = 1 mM. Es wurde darauf geachtet, dass
die Losung sofort weiterverwendet wurde, um etwaige Polymerisationsprozesse zu

verhindern.

OCH, OH
| 4 no | 4
Si + 4 H, Si + 4 H,C-OH
H,CO”/ “OCH, HO/ “OH
H,CO HO

Abbildung 3.9 Reaktionsgleichung der sauren Hydrolyse von Tetramethoxysilan.

Bei Priazipitationstests mit Polyaminen (Kapitel 4.2.1) stellte sich heraus, dass eine
Variation der Konzentration von Si(OH)s; im Bereich von ¢=(40—-100) mM keinen
Einfluss auf die entstehenden Produkte hat. Es wird angenommen, dass in beiden Féllen
die monomere Kieselsiure im Uberschuss vorliegt. Es wurde bei allen Experimenten,

soweit nicht anders erwdhnt, eine Konzentration von ¢ = 100 mM eingesetzt.

Silicabildung mit Polyaminen und Aminolipidvesikeln

Im Fall der Polyamine und der vesikuldren Aminolipidsysteme wurde fiir die Silica-
bildungsexperimente die jeweilige Suspension in einem Eppendorfgefdl mit der
hydrolysierten Kieselsdure versetzt, die Probe im Anschluss fiir dreilig Sekunden
geschiittelt und, falls nicht anders beschrieben, fiir zehn Minuten inkubiert. Im Anschluss
wurde die Reaktion gestoppt, indem das entstandene Silica bei 14000 X g fiir fiinf Minuten
abzentrifugiert wurde. Die {iberstehende Fliissigkeit wurde abgenommen und die Probe mit
Reinstwasser versetzt, geschiittelt und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde dreimal
wiederholt um iiberschiissige Kieselsdure zu entfernen. Die so entstandenen Proben
wurden entweder elektronenmikroskopisch untersucht oder die enthaltene Silicamenge

mittels der f-Molybdatmethode detektiert (Abschnitte 4 sowie 5.3).
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SiO,-Prazipitation an planaren Membranen

Fir Prazipitationsreaktionen an planaren Membransystemen wurden die mit Puffer
iiberschichteten Proben in Teflontrogen beziehungsweise einer Ellipsometriemesszelle
platziert. Die Kieselsdure wurde zu der Pufferlosung pipettiert und in den Teflontrégen
durch wiederholtes Aufziehen und Ablassen von Fliissigkeit mit der Pipette durchmischt.
In der Ellipsometriezelle wurde die Durchmischung wéhrend der gesamten Reaktionszeit
durch Rithren mit einem Magnetrithrstibchen gewéhrleistet. Nach der jeweiligen
Inkubationszeit (sieche Kapitel 6.1.2 und 6.2.4) wurden die Proben mit Reinstwasser
gesplilt, um danach mittels Fluoreszenz- und Rasterkraftmikroskopie untersucht zu
werden. Ein Teil der Proben wurde getrocknet, indem das Wasser vorsichtig mit einer
Pipette abgezogen wurde. Vor darauffolgenden AFM- oder SEM-Messungen wurde
mindestens ein Tag gewartet, um zu gewihrleisten, dass das Wasser vollsténdig verdunsten

konnte.

3.3 Messmethoden

3.3.1 fMolybdatmethode

Um die Menge an Silica, die bei Préizipitationsreaktionen mit Polyaminen und Aminolipid-
vesikeln entsteht, quantitativ ermitteln zu konnen, wurde ein modifizierter f-Molybdattest

35,82

angewendet. Er beruht auf der Bildung eines gelben f-Silicomolybdinsidure-Kom-

plexes (Abbildung 3.10), dessen Konzentration photometrisch bestimmt werden kann.

H,SiO, + 12 H,MoO, ——» H,SiO, - 12MoO5 + 12 H,0

Abbildung 3.10 Reaktion von Kieselsdure mit Molybdat zum gelben f-Silicomolybdénsidure-Komplex.

Anders als beim Molybdinblautest wird das Produkt nicht reduziert. Der Hauptunterschied
zwischen den beiden Methoden ist die Sensitivitit, die bei der Molybddanblaumethode
hoher ist. Dementsprechend wihlt man eine der beiden nach der zu detektierenden
Kieselsdurekonzentration. Der f-Molybdattest ist sensitiv auf Kieselsduremono- und

-dimere. Aus diesem Grund muss Silica vor der Bestimmung hydrolysiert werden.
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Durchfiihrung des Nachweises

Gewaschene Silicapellets wurden mit 2 M Natronlauge versetzt, geschiittelt und sechzig
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wobei sich der Feststoff aufloste. 1,35 mL
Salzsdure (37 %) wurden mit 40,3 mL Reinstwasser gemischt. 774,2 mg
[(NH4)sM07024 - 4 H,O] wurden in 9,7 mL Reinstwasser geldst. Die beiden Ldsungen
wurden vereint und der pH-Wert wurde mit 2 M NaOH auf 1,12 eingestellt. Von der
gelosten Silicaprobe wurden definierte Volumenanteile von (0, 20 oder 40) uL und ein
entsprechendes Volumen Natronlauge (0, 20 oder 40) uL sowie jeweils 200 uL. Wasser
und 800 uL. der Molybdatlosung in eine Plastikkiivette (d =1 cm) pipettiert und gut
durchmischt. Zur Erstellung einer Eichgeraden wurde eine Siliciumstandardldsung
verwendet, von der jeweils ein definiertes Volumen wie auch die Proben mit Natronlauge,
Wasser und Molybdatldsung versetzt wurde. Die Absorptionen wurden mittels eines
UV/Vis-Spektrophotometers bei einer Wellenlinge von A =370 nm bestimmt. Uber die
Gleichung der Anpassungsgeraden der Eichmesswerte wurde die Siliciumkomzentration
beziehungsweise -masse bestimmt.

Allgemein ist zu beachten, dass alle Losungen frisch herstellt werden und die Benutzung
von Glasgefden vermieden werden muss. Auch die zur pH-Wert-Einstellung verwendete

Natronlauge wurde in einem Kunststoffbehiltnis aufbewahrt.

3.3.2 Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskopische Methoden basieren auf den Interaktionen der Elektronen eines
Teilchenstrahls mit der Materie einer Probe (Abbildung 3.11 A). Es wird zwischen zwei
Typen der Wechselwirkung unterschieden, elastischer und inelastischer Streuung.®

Im Fall von elastischer Streuung (Abbildung 3.11 B) findet keine (oder eine vernach-
lassigbar kleine) Energieiibertragung von den priméren Elektronen (PE) auf die Probe statt.
Die FEintrittsenergie der Elektronen entspricht der Austrittsenergie. Das einfallende
Elektron durchtritt die Probe entweder ohne jegliche Wechselwirkung (direct beam) oder
es wird aufgrund von Coulomb Interaktionen mit dem positiven Potenzial der Atomkerne
gestreut, wobei auch eine vollstindige Riickstreuung auftreten kann (backscattered
electrons, BSE)*. Erstere Signale werden vor allem in der Transmissions-
elektronenmikroskopie (transmission electron microscopy, TEM) genutzt, dic BSE
jedoch werden fiir Rasterelektronenmikroskopie (scanning electron microscopy, SEM)

genutzt.
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Abbildung 3.11 A Mogliche Elektronen-Materie-Interaktionen die beim Auftreffen eines Elektronenstrahls
auf eine Probe auftreten. B Verschiedene Varianten der elastischen Streuung. C Diffusionszone der
Primérelektronen mit Erzeugungsbereich der Wechselwirkungsprodukte. PE: Primérelektronen,
SE: Sekundirelektronen, BSE: Riickstreuelektronen, TE: transmittierte Elektronen. A/B nach Krumeich®,
C nach Raschke®.

Bei inelastischer Streuung kommt es zu Wechselwirkungen mit dem Atomkern und den
umgebenden, gebundenen Elektronen, wobei eine direkte Energieiibertragung stattfindet
und daraus resultierend die Austrittsenergie geringer als die Eintrittsenergie ist. Die
iibertragene StoBenergie fiithrt zur Ionisierung der inneren Schale, das herausgeschlagene
Elektron (secondary electron, SE) kann die Probe verlassen. Auf der Detektion dieser
Sekundarelektronen basiert ebenfalls die Rasterelektronenmikroskopie. Die innere
Schale wird mit einem Elektron hoherer Energie aus einer weiter aulen liegenden Schale
aufgefiillt. Die Energiedifferenz wird durch Emission von Rontgenstrahlung oder
Augerelektronen ausgeglichen. Die Energie der abgestrahlten Rontgenstrahlung ist fiir
jedes chemische Element charakteristisch, weshalb die Messung eines Spektrums
energiedispersiver RoOntgenstrahlung (energy dispersive X-ray, EDX) Informationen
iiber die chemische Zusammensetzung der Probe liefert.

Fiir die Bilderzeugung werden verschiedene Detektoren eingesetzt, welche die unterschied-
lichen Signaltypen erfassen (Abbildung 3.12). Fiir SEM-Aufnahmen werden Sekundér-
elektronen beispielsweise mit einem inlens-Detektor oder einem SE2-Detektor gemessen,
fir die Abbildung von Riickstreuelektronen stehen wiederum eigene Detektoren zur
Verfiigung.*® Der inlens-Detektor erlaubt die Wiedergabe von Informationen beziiglich
Morphologie, Oberflachentopografie sowie elektronischer Unterschiede mit hoher lateraler
Auflosung. Bei herkdommlichen SE-Detektoren stehen dahingegen die topografischen

Informationen im Vordergrund.

27



3.3 Messmethoden

Abbildung 3.12 Vergleich von A inlens-Detektor mit B SE2-Detektor: In A ist die Oberflachenstruktur mit
geringem Topografickontrast erkennbar, wéhrend in B die topografischen Informationen dominieren.
Vergleich von C SE- mit D BSE-Detektor: Aus C sind gute Oberflicheninformationen erhiltlich, in D
dahingegen ist deutlich der Materialkontrast sichtbar.*

Bei der Transmissionselektronenmikroskopie wird zwischen Hell- und Dunkelfeldmikros-

kopie unterschieden (bright field, BF beziehungsweise dark field, DF; Abbildung 3.13%),

wobei der Unterschied darin besteht, dass in der Hellfeldmikroskopie nur der direct beam

Abbildung 3.13 Elektronenbeugungs-
muster: Die Apertur wird entweder um
den direct beam (bright field-Bild, BF)
oder im Bereich gebeugter Strahlen
(dark field-Bild, DF) lokalisiert.
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gemessen wird. Hierbei erscheinen Bereiche grofler
Dicke und Materialdichte dunkel, es wird ein Massen-
dickenkontrast erzeugt. Fiir die Erzeugung von
Dunkelfeldabbildungen wird der direct beam ausge-
blendet, wodurch ausschlieBlich gebeugte Strahlen auf
den Detektor treffen. Zudem besteht die Moglichkeit,
mit dem Elektronenstrahl die Probe abzurastern, diese
Methode wird STEM (scanning transmission electron
microscopy) genannt. Sie erlaubt die direkte
Kombination mit Analysetechniken wie EDX,

wodurch Elementkarten ermittelt werden konnen.
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Durchfiihrung der SEM-Messungen

Die Silicaprézipitate, die bei der Reaktion von Kieselsdure mit Polyaminen oder
Aminolipidvesikeln entstanden, wurden, wie in Abschnitt 3.2.4 erldutert, behandelt. Nach
mehrmaligem Waschen wurden jeweils 3 uL des Pellets auf einen zuvor polierten
Aluminium-SEM-Probenteller aufgetropft. Die Préazipitate, deren Bildung mittels
Lichtstreuung verfolgt wurde (Abbildung 5.5), wurden nicht zentrifugiert und gewaschen,
stattdessen wurden direkt aus der Messzelle 3 uL der Suspension entnommen und auf dem
SEM-Trager platziert. Die Proben wurden mindestens einen Tag getrocknet, bevor sie
vermessen wurden.

Fiir die Abbildung der planaren Oberflichen (Kapitel 6.1.2) wurden die Siliciumwafer mit
leitenden Graphit-Polycarbonat-Tabs auf die Probenteller aufgeklebt. Die Proben-
oberfliche wurde mit dem Aluminiumtréger mit Hilfe von Silberleitlack kontaktiert.

Die SEM-Messungen wurden an einem Zeiss Leo Supra 55VP-SEM mit einer
Hochspannung von 5,00 kV durchgefiihrt. Zumeist wurde ein in/ens-Detektor verwendet,

teilweise auch ein Mischsignal vom inlens- und SE2-Detektor erzeugt.

Auswertung der SEM-Aufnahmen

Den Abbildungen der Silicastrukturen, die bei der Reaktion mit Polyaminen gewonnen
wurden, wurde mittels der Software AxioVision (Zeiss) manuell eine Skalierung
zugewiesen. Hierzu wurde der mit jedem Bild aufgenommene MaBstabsbalken
herangezogen. Danach konnten die Durchmesser der Partikel mit einem Messwerkzeug
ermittelt und anschlieBend ausgegeben werden. Die statistischen Histogrammanalysen der
Durchmesser wurden mit der Software OriginPro durchgefiihrt. Zunédchst musste die ideale
Binbreite fiir jede Verteilung ermittelt werden. Dazu wurde die Regel nach Freedman und

Diaconis angewendet® :

Qo,75' Qo,zs

nl/’3

h=2 3-1

Hierbei ist / die Binbreite und # ist die Anzahl an Ereignissen. O, ist jeweils ein p-Quantil,
was bedeutet, dass Qp,s der Durchmesser ist, unterhalb dessen die Durchmesser von 25 %
der Kugeln einer Verteilung liegen. Dementsprechend besitzen 75 % der Kugeln einer Ver-
teilung einen Durchmesser der kleiner als Qg 75 ist. Q25 und Qo 75 sind (zusammen mit QO s)
die in der Statistik am hdufigsten verwendeten Quantilen, sie werden auch Quartile (Viertel-

werte) genannt. Die Differenz Q75 - Qo5 ist auch bekannt als Interquartilabstand (IQR);
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innerhalb des IQR liegen 50 % aller Messwerte. Der IQR kann mit OriginPro bestimmt
und daraus die Binbreite berechnet werden. Die Haufigkeit der Ereignisse wird mit dieser
Binbreite als Schrittgroe gezihlt. Die hieraus erhaltenen Daten wurden mittels einer oder
mehrerer Normalverteilungen angepasst, woraus Mittelwerte sowie die Halbwertsbreiten
der Verteilungen ermittelt wurden. Die beschriebene Methode der Binbreitenbestimmung
eignet sich nur fiir nicht-iiberlagerte Verteilungen.

Um zu Uberpriifen, ob sich die Verteilungen der Kugeldurchmesser verschiedener Proben
signifikant voneinander unterscheiden, wurde ein nicht-parametrischer (parameterfreier)
Test angewendet. Fiir nicht-parametrische Tests ist es grundsétzlich nicht nétig, dass die
Daten normalverteilt sind, was bei parametrischen Tests wie t-Tests (z. B. Student-t-
Verteilung) wichtig ist. Ein solcher parameterfreier Test ist der Mann-Whitney-U-Test***
(dquivalent zu Mann-Whitney-Wilcoxon- und Wilcoxon-Rangsummentest), der fiir die
Analyse im Rahmen dieser Arbeit gewahlt wurde. Er kann entweder im Internet™ oder mit
der Software OriginPro (integriert ab Version 8) durchgefiihrt werden.

Es werden grundsétzlich zwei Stichproben A und B (in diesem Fall jeweils die Werte der
Kugeldurchmesser zweier Proben) definiert und eine Hypothese zu diesen Proben
aufgestellt. Diese Hypothese besagt entweder A <B oder A > B beziechungsweise A =B
(Nullhypothese). Darauthin werden die Daten der beiden Proben hinsichtlich dieser
Hypothesen gepriift. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Nullhypothese gewéhlt. Ist die
Hypothese giiltig, ist also A =B, sind die beiden Stichproben wahrscheinlich nicht
voneinander unterschiedlich, gehdren also einer Verteilung an. Ist die Hypothese jedoch
nicht erfiillt, bedeutet dies, das sich die Proben signifikant voneinander unterscheiden, dass
also Unterschiede beziiglich der Kugeldurchmesser nicht zufillig sind.

Der dabei erhaltene p-Wert (P) gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der auch eine giiltige
Nullhypothese zufdllig den gleichen Versuchsausgang liefern kann. Je kleiner P, desto
sicherer ist die Nullhypothese nicht erfiillt. Gebrduchliche angewendete Grenzen sind
P <0,05 (signifikant) oder P < 0,01 (hoch signifikant). Werden p-Werte kleiner als diese

errechnet, wird die Nullhypothese als nicht erfiillt angesehen.

Durchfiithrung der TEM-, STEM- und EDX-Messungen

Nach dem Waschen der Polyamin-Silicaproben wurden 3 pL mit einer Pipette auf 10 nm
TEM-grids (feinmaschiges Kupfernetz, beschichtet mit einem 10 nm dicken amorphen

Kohlenstofffilm) aufgebracht. Alle Messungen wurden von M. Seibt (IV. Physikalisches
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Institut, Universitidt Gottingen) an einem Philips CM200-FEG-UT bei einer Spannung von
200 kV durchgefiihrt.

Die EDX-Elementbilder wurden mit der Software ImageJ dahin gehend iiberarbeitet, dass
sie je nach Element spezifisch eingefarbt und anschlieBend iiberlagerte Abbildungen
erzeugt wurden. Die Bestimmung der Schalendicken wurde mit der Software AxioVision
(Zeiss) durchgefiihrt. Hierbei wurde jedem Bild anhand des MaBstabsbalkens manuell eine
Skalierung zugewiesen, um die tatsdchlichen GroBen der Objekte korrekt ermitteln zu

konnen.

3.3.3 Dynamische Lichtstreuung

Die Dynamische Lichtstreuung (DLS) dient der Ermittlung der GroBe, genauer des
hydrodynamischen Radius von Partikeln in Suspensionen. Trifft elektromagnetische
Strahlung auf Partikel, die kleiner sind als die Lichtwellenldnge, kommt es zur Streuung.

In einem optisch ideal homogenen Medium (bei ortsunabhéngiger Dielektrizititszahl )
wiirde die Streustrahlung am nichsten Streuzentrum durch destruktive Interferenz
ausgeloscht werden, eine Ausbreitung der Lichtwelle finde ausschlieBlich in Vorwiérts-
richtung statt. In realen Medien liegen jedoch lokale Inhomogenititen des Brechungs-
indexes vor, weshalb Teile der Streustrahlung aus dem Medium austreten.”’ Praktisch tritt
also dann Lichtstreuung auf, wenn ein Brechungsindexunterschied von disperser Phase
(Partikel, hier Vesikel oder Mizelle) und Dispergiermedium (Fliissigkeit, hier Puffer)
vorliegt. Bei komplexen Fliissigkeiten wie verdiinnten, bindren Gemischen kommt ein
weiterer Streumechanismus hinzu. Aufgrund der Brown’schen Molekularbewegung
diffundiert die geloste Substanz im Umgebungsmedium. Aus den Konzentrationsschwan-
kungen resultieren Schwankungen des Brechungsindexes. Das Spektrum des gestreuten
Lichts spaltet sich symmetrisch um ®, in drei Linien auf, einer lorentzformigen Rayleigh-
Linie um die Kreisfrequenz wy sowie zwei Seitenlinien (Brillouin-Komponenten) um
(0o - Aw) beziehungsweise (0o + Am) (Abbildung 3.14 A). Die Halbwertsbreite I" der

Lorentzkurve steht in Zusammenhang mit dem Diffusionskoeffizienten D:

I'=g*D 3-2
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Hierbei ist g der Betrag des Streuvektors:

_dmn (6) 33
q= . sin 5

0 ist der Winkel, bei dem das gestreute Licht detektiert wird, A die Wellenlédnge des Lichts,
T die Temperatur und n der Brechungsindex des Dispergiermediums. Nach der Stokes-
Einstein-Beziehung® ist der Diffusionskoeffizient D mit dem hydrodynamischen Radius
ru und der Losungsmittelviskositét n nach Gl. 3-4 verkniipft:

kB : T

== ° 3-4
6m M-y

kg steht fiir die Boltzmann-Konstante. Je groBer ein Teilchen ist, desto kleiner ist sein
Diffusionskoeffizient und desto kleiner ist laut Gl. 3-2 die Halbwertsbreite I" (Abbil-
dung 3.14 B).

J (o) C

( i m;) - 0 e

(nn-A(o) (mﬂ+A(n)

Abbildung 3.14 A Streuspektrum der dynamischen Lichtstreuung mit der lorentzformigen Rayleigh-Linie
und den Brillouin-Komponenten. B Vergleich der optischen Spektren J(®) in Anwesenheit von == langsamen
groBen und =— schnellen kleinen Partikeln C Korrelationsfunktion g'?(t) der Intensitit.

Prinzipiell kann ein optisches Spektrum mit einem Interferometer gemessen werden,
jedoch sind die Frequenzverschiebungen im Vergleich zur Wellenlénge des eingestrahlten
Lasers sehr klein, was eine praktische Umsetzung erschwert. Man bedient sich deshalb der
Fourier-transformierten Form des Frequenzspektrums, der sogenannten Autokorrelations-
funktion g"(t). Den Zusammenhang zwischen optischem Spektrum J(¢,0) und der Auto-

93,94

korrelationsfunktion 1. Ordnung g'"(t) gibt das Wiener-Khintchine-Theorem’** wider:

J(q,0) = f gW() - e™ dt 3-5
0

(t: Abklingzeit, #: Zeit). Danach ist die lorentzférmige Rayleigh-Linie dquivalent mit dem
exponentiellen Abfall der Autokorrelationsfunktion in einem Zeitbereich mit charakteris-

tischer Abklingzeit 7.
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Nach dem Wiener-Khintchine-Theorem (Gl. 3-5) gilt:

3-6

=

In der Praxis wird nicht die Autokorrelationsfunktion g)(t) (mit der Energic E des
elektrischen Feldes), sondern die zeitliche Schwankung der Streuintensitit gemessen, aus

der sich die Intensitdtsautokorrelationfunktion 2. Ordnung g(z)(r) (Abbildung 3.14 C)

U@ 16+ 0)
2) — -
&7 = 37

mit der Intensitét / ergibt. Die Funktion g(l)(r) kann aus g(z)(‘c) berechnet werden. Aus der
Messung der Abklingkonstanten t der Autokorrelationsfunktion kann somit die Halbwerts-
breite des Spektrums und iiber Gl. 3-2 der Diffusionskoeffizient bestimmt werden. Hieraus
wiederum ergibt sich die Mdglichkeit den hydrodynamischen Radius 7y zu ermitteln (GI.
3-4). Es ergibt sich im Ganzen folgender Zusammenhang zwischen hydrodynamischem

Radius und Abklingzeit:

2

kg Tt <4nn) _2(9) 18
rg = 67'cn N Sin )

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Lipidsuspensionen der Aminolipide
vermessen, um zu untersuchen, ob Lipidaggregate vorliegen und gegebenenfalls ihre
GroBen zu bestimmen und als Schlussfolgerung die Aggregatform (Vesikel oder Mizelle)
zu ermitteln (Abschnitt 5.2). Desweiteren wurden Silicaprizipitationsreaktionen an diesen

Vesikeln zeitaufgeldst beobachtet (Abschnitt 5.3).

Proben-

kiivette Je I]—'l

--— Polarisator

o R

Abbildung 3.15 Schematischer Aufbau der Lichtstreuanlage.
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Es wurde ein Messautbau (Abbildung 3.15) eingesetzt, bei dem das Streulicht in einem
Winkel von 0=90°C zur Richtung des Laserlichtes (Wellenldnge: A =532,1 nm)
gemessen wurde. Bei den Messungen wurde die Temperatur der Probe konstant bei
T=25°C gehalten. Fiir den Brechungsindex des Puffers wurde » = 1,33 und fiir die
Viskositit n = 8,945-10" kgm™' s eingesetzt.

3.3.4 Filmwaage

Mittels der auf Langmuir’ und Pockels®® zuriickgehenden Filmwaagetechnik kénnen die
Eigenschaften von Monoschichten amphiphiler Molekiile an einer Grenzflache (beispiels-
weise Wasser/Luft) untersucht werden. Messgrofie ist hierbei der Oberfldchendruck =, der
der Differenz zwischen der Oberflachenspannung des reinen Wassers ohne Film (yw) und

der filmbedeckten Wasseroberflidche (yg) entspricht:
T=Yw T 3-9

Der Oberflichendruck wird mit der Vertikalplattenmethode nach Wilhelmy ermittelt.
Messgrofe ist die Kraft F, die auf das Plattchen wirkt und die proportional zum Ober-
flichendruck = ist. Wihrend der Messung wird bei konstanter Temperatur mittels
beweglicher Barrieren die Fliache verdndert (Abbildung 3.16), die der Monoschicht und
damit den einzelnen Molekiilen zur Verfiigung steht, wodurch deren Kompressions-
eigenschaften untersucht werden kénnen. Ergebnis sind charakteristische Schub-Flachen-
Diagramme (m/4-Isothermen). Diese konnen je nach Kettenlinge und Kopfgruppe der
Substanz, pH-Wert und Ionenstirke der Subphase sowie durch Variation der Temperatur

sehr unterschiedlich verlaufen und es kdnnen verschiedene Phasen und Phaseniibergénge

auftreten.
(sl LAY mit Subphase
\ [:éaegn@@omom befiillter
Teflontrog
Wilhelmy- /‘ ) bewegliche
Messsystem Barrieren

Abbildung 3.16 Schematischer Aufbau einer Filmwaage mit Wilhelmymesssystem.
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In Abbildung 3.17 ist eine idealisierte Isotherme dargestellt, in welcher typische Phasen
von Monoschichten erkennbar sind. Steht den Molekiilen eine grofe Fliche zur
Verfiigung, befindet sich der Film in der gasanalogen Phase (g, gaseous). Die Molekiile
haben groBBen Abstand zueinander und die mittlere Wechselwirkungsenergie ist gering. Bei
Verkleinerung der Flache pro Molekiil wird zunédchst ein Koexistenzbereich von g- und
fliissig-expandierter Phase (/iquid-expanded, 1,) erreicht, bevor die Monoschicht in die /.-
Phase iibergeht. Die hydrophoben Ketten richten sich auf, sie sind noch frei beweglich,
jedoch stehen die Molekiile nun in Wechselwirkung miteinander und der Oberflachendruck
erhoht sich aufgrund von AbstoBungskriften. Bei weiterer Kompression richtet sich dann

ein groBerer Teil der Ketten auf und es kommt zu einem weiteren Phaseniibergang.

A —_— -—
/ festanalog (s)
i
S — -—
5 77
Qo fliissig-kondensiert (1) _, -
3 |Y77AV N
Tt fllissig-expandiert (1,)
2
O —_— -
LI, /
/g / gasanalog (g)

»-
Flache / Molekiil

Abbildung 3.17 Idealisiertes Schub-Flachendiagramm einer Lipidmonoschicht an der Wasser/Luft-
Grenzfliche.

Das Plateau in der Isotherme kennzeichnet einen Koexistenzbereich von /.- und fliissig-
kondensierter Phase (liquid-condensed, 1.). Die Monoschicht besitzt in diesem Bereich
groBe Kompressibilitit, der Oberfldchendruck steigt nur leicht an, bis der Ubergang zur
[-Phase erreicht ist. In diesem Bereich sind die Molekiile starr angeordnet und die
Alkylketten sind parallel zueinander aufgerichtet. Bei weiterer Verkleinerung der Flache
erfolgt der Ubergang in den festanalogen Zustand (solid, s), in welchem die Packungs-
dichte maximal ist und die Kopfgruppen weitestgehend dehydratisiert sind. Wird die
Kompressibilititsgrenze des Films iiberschritten, kollabiert dieser. Molekiile tauchen dabei
in dreidimensionalen Aggregaten in die Subphase ab, was zu irreversiblem Materialverlust
fithrt.

Die Filmwaage wurde in dieser Arbeit zur Aufnahme von Kompressionsisothermen
eingesetzt, aber auch fiir fluoreszenzmikroskopische Messungen sowie zur Préparation von

Langmuir-Blodgett-Filmen (Abschnitt 3.2.3) verwendet. Zur Erzeugung von Mono-
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schichten wurde zunichst der Teflontrog mit Reinstwasser gefiillt und konstant temperiert.
Die zu vermessenden Substanzen wurden in Losungsmittel gelost, gegebenenfalls wurden
Substanzmischungen aus diesen Stammldsungen hergestellt. Nach Auftragen der Losungen
auf die Subphase mittels einer Mikroliterspritze wurde dreifig Minuten gewartet, in
welcher Zeit das Losungsmittel verdunstet und sich das System dquilibriert. AnschlieBend
wurde der Film durch Vorschub der Teflonbarrieren komprimiert und zugleich der

Oberflachendruck = gemessen.

3.3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Atome oder Molekiile, die sich in einem elektronisch angeregten Zustand befinden, konnen
beim Ubergang in niedrigere Energiezustinde spontan Strahlung emittieren. Im Fall von
Fluoreszenz erfolgen Uberginge zwischen Zustinden mit gleichen Spins. Sie erfolgt bei
einer kleineren Frequenz als die Absorption, da die Emission erst stattfindet, nachdem das
Molekiil einen Teil der Anregungsenergie an die Umgebung abgegeben hat. Aus diesem
Grund ist das Emissionsspektrum im Vergleich zum Absorptionsspektrum zu gréferen
Wellenldngen hin verschoben (Stokes-Verschiebung).

In Fluoreszenzmikroskopen wird dieses Phidnomen genutzt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde ein Epifluoreszenzmikroskop verwendet, dessen Aufbau in Abbildung 3.18 schema-

tisch dargestellt ist.

Computer ﬁ - CCD-Kamera

Filter 2 Filter 1
dichroitischer
Spiegel
T~ Objektiv

Abbildung 3.18 Schematischer Aufbau eines Epifluoreszenzmikroskops.
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Als Lichtquelle dient eine Quecksilberdampflampe (A =270 - 600 nm). Ein Bandpassfilter
(Filter 1) ist fiir Licht mit den zur Anregung nétigen Wellenldngen durchléssig. Der
dichroitische Spiegel lenkt das Licht in Richtung des Objektivs und damit zur Probe. Von
der Probe emittierte Strahlung kann den dichroitischen Spiegel in Folge ohne Ablenkung
passieren. Bevor das Licht auf eine CCD-Kamera trifft, welche mit einem Computer
verbunden ist, passiert es einen zweiten Bandpassfilter (Filter 2).

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Filtersitze verwendet. Filtersatz 44 (Zeiss,
Gottingen) beinhaltet einen Bandpassfilter fiir die Anregung im Bereich von (455 - 495) nm,
emittierte Strahlung wird nur im Bereich von (505 - 555) nm durchgelassen. Filtersatz 45
(Zeiss, Gottingen) filtert das Anregungslicht im Bereich von (540 - 580) nm, die emittierte
Strahlung im Bereich von (592,5 - 667,5) nm.

Es wurden sowohl auf Substraten immobilisierte Proben untersucht als auch
Lipidmonoschichten an der Wasser/Luft-Grenzfldche. Hierzu wurde eine Filmwaage unter
dem Mikroskop platziert. Weiterhin ist zu beachten, dass die Aufnahmen in Abbildun-
gen 6.20 und 6.21 mit einem inversen Epifluoreszenzmikroskop erstellt wurden, welches in

einem Aufbau mit einem Rasterkraftmikroskop kombiniert war.

3.3.6 Rasterkraftmikroskopie

Die Auflosung ist bei herkdmmlichen Mikroskopen beschrinkt, da das Auflosungs-
vermOgen durch die Wellenlinge des sichtbaren Lichts limitiert ist. Einen grof3en
Fortschritt brachte die Entwicklung des Rastertunnelmikroskops (scanning tunneling
microscope, STM), das atomare Auflosung erlaubt, jedoch auf leitende Oberflichen
beschriankt ist. Wie das STM gehort auch das Rasterkraftmikroskop (atomic force
microscope, AFM) zu den Rastersondenmikroskopen. Mit dieser Technik kdnnen auch
nicht leitende Oberflichen mit hoher lateraler und vertikaler Auflosung (~ 0,1 nm)
abgebildet werden. Da die Messungen sowohl an Luft als auch in wissrigen Medien
durchgefiihrt werden konnen, ist die Untersuchung der Oberflédchenstrukturen biologischer
Systeme ermdglicht. Neben Informationen tiber die Topografie einer Probe kdnnen auch

solche iiber Materialeigenschaften gewonnen werden.

Funktionsweise

Anhand Abbildung 3.19 wird das Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskops erklért.

Das Messprinzip beruht auf einem mechanischen Abtastvorgang der Probenoberfliche mit
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einer sehr feinen Messspitze, die sich an einem Federbalken (cantilever) befindet. Auf
diesen wirken beim Annihern an die Oberfliche auf wenige Angstrom durch Wechsel-
wirkungen mit der Probe attraktive oder repulsive Kréfte, die vom Abstand und vom
Material abhidngen. Wihrend des Abrasterns der Probe in x- und y-Richtung wirken auf
den cantilever mikroskopische Krifte, die zu seiner Verbiegung fiihren, was eine
verdanderte Auslenkung des Laserstrahls bewirkt. Diese Verdnderung wird {iber eine Vier-
quadrantendiode detektiert und als Signal an den Computer weitergegeben. Eine Steuerung
iiber den Controller erlaubt die Neuausrichtung des Piezoelements in z-Richtung, so dass

der Istwert einer vom Messmodus abhiangigen RegelgroB3e wieder dem Sollwert entspricht.

Spiegel

Piezoelement

Computer

LA RO H GG TR TERE

INNNNNNNNNY Controller

Abbildung 3.19 Schematische Darstellung des Aufbaus eines Rasterkraftmikroskops.

Messmodi

Je nachdem, welche RegelgrofBe wihrend einer Messung im System konstant gehalten
wird, werden verschiedene Betriebsmodi unterschieden. Zu den statischen Messmodi wird
der contact mode gezihlt, bei dem der cantilever in stindigem repulsiven Kontakt mit der

Probenoberfliche steht. Mogliche Regelgrofen, die konstant gehalten werden, sind hier die
z-Position des Piezoelements (constant height mode) oder die Verbiegung des cantilevers
(constant force mode). Da beim constant height-Modus im Gegensatz zum constant force-
Modus teilweise hohe Krifte wirken, weil keine Anpassung der z-Position des Piezo-
elements stattfindet, kann es hierbei zu unerwiinschten Manipulationen der Oberfldche
kommen. Doch auch im constant force-Modus kénnen grof3e, vor allem laterale Kréfte
wirken, wodurch Objekte zur Seite geschoben werden kdnnen oder die Spitze in die Probe

eindringt, was zu einer verminderten Auflosung fiihrt.
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Zur Minimierung der im contact mode entstehenden Kréifte wurde mit dem tapping mode
(auch intermittent contact mode genannt) ein dynamischer Modus entwickelt, der vor allem
fiir die Abbildung biologischer Proben oft dem contact mode gegeniiber bevorzugt wird.
Der cantilever wird hier durch ein zusitzliches Piezoelement zu einer vertikalen
sinusformigen Schwingung nahe seiner Resonanzfrequenz f, angeregt. Die Messspitze
beriihrt dabei die Probenoberfliche periodisch und durchlduft im Verlauf einer
Schwingungsperiode sowohl Bereiche, in denen attraktive Kréfte als auch solche in denen
repulsive Kréfte wirken. RegelgroBe ist in diesem Fall die Amplitude der Schwingung.
Erhohen sich die zwischen Spitze und Probe wirkenden Krifte, resultiert daraus eine
Diampfung der Schwingung. Uber den Regelkreis wird die z-Position des Piezoelements
variiert, bis wieder der Sollwert der Amplitude erreicht ist. Die Information iiber die
Topografie der Oberfliche wird dementsprechend aus der z-Position des Piezoelements
gewonnen. Zusitzlich zur Hoheninformation liefert der intermittent contact-Modus als
Sekundirsignal das Phasenbild. Durch Wechselwirkungen zwischen Probe und Spitze
kommt es wdhrend der Abbildung zu einer Phasenverschiebung gegeniiber dem frei
schwingenden System. Das Ausmalf} der Phasenverschiebung ist von Materialeigenschaften
abhingig, was zu Kontrastunterschieden in der resultierenden Abbildung fiihrt, wenn
Bereiche mit unterschiedlichen Eigenschaften vorliegen, auch wenn sie sich in ihrer Hohe
nicht unterscheiden.

Einen guten Uberblick iiber weitere Messmodi, die bei der Messung wirkende Krifte
sowie mogliche auftretende Schwierigkeiten bei der Abbildung geben mehrere Disserta-

tionen aus der Arbeitsgruppe.’’

Durchfiihrung

Die AFM-Messungen wurden an NanoWizard I- und NanoWizard II-Gerdten der Firma
JPK Instruments (Berlin, Deutschland) durchgefiihrt. Sofern in Fliissigkeit gemessen
wurde, handelte es sich um Reinstwasser, da in den verwendeten MES-Puffern die
Messspitze schneller verschmutzte. Alle abgebildeten Aufnahmen wurden im tapping-
Modus erstellt. Fiir die Messungen in Fliisigkeit wurden entweder Silicium-cantilever
CSC37 (nominale Federkonstante C = 0,3 N/m, Resonanzfrequenz f, =21 kHz, Mikro-
masch, Tallinn, Estland) oder goldbeschichtete Siliciumnitrid-cantilever MSCT
(C=0,5N/m, fy=120kHz, Veeco, Camarillo, USA) benutzt. Die Experimente an Luft
wurden mit Silicium-cantilevern Pointprobe NCH (C=42N/m, f,=330kHz,

Nanosensors, Neuchatel, Schweiz) durchgefiihrt.
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3.3.7 Ellipsometrie

Die Ellipsometrie ist eine optische Methode, die die Charakterisierung diinner Schichten
durch Detektion der Anderung des Polarisationszustandes bei der Reflexion von Licht

190191 B kénnen Brechungsindizes n sowie Schichtdicken d ermittelt werden. Die

erlaubt.
Messung verdndert die Probe nicht und kann auch in wéssrigen Medien durchgefiihrt

werden, was sie flir biophysikalische Anwendungen interessant macht.

Polarisation des Lichts

Licht kann als eine sich im Raum ausbreitende elektromagnetische Welle mit einem
elektrischen Feldvektor £ und einem magnetischen Feldvektor B beschrieben werden.
Dabei stehen elektrischer und magnetischer Feldvektor orthogonal zueinander. Im Gegen-
satz zu natiirlichem Licht, bei dem die Schwingungsebenen der Feldvektoren statistisch
verteilt sind, besitzt polarisiertes Licht Feldvektoren mit definierter Schwingungsebene.
Der elektrische Feldvektor E ergibt sich aus der Uberlagerung zweier senkrecht zueinander
stehenden polarisierten Teilstrahlen. Diese konnen als elektrisches Feld senkrecht Es und
parallel E, zur Einfallsebene des Lichts dargestellt werden. Fiir die Wellengleichungen

ergibt sich:
Es=E; sin(w?) 3-10
E,=E,, sin(wt+9) 3-11

mit Eo: Amplitude von E, E,: Amplitude von E,, o: Kreisfrequenz des schwingenden

Feldvektors sowie &: Phasenverschiebung der Teilwellen £, zu E;.

Es werden drei Formen der Polarisation unterschieden:

Lineare Polarisation: Der durch Uberlagerung von E; und E, gebildete elektrische
Feldvektor £ schwingt in einer Ebene mit der Phasenbeziehung d =nn (n=0, 1, 2,...).
Zirkulare Polarisation: Der elektrische Feldvektor E rotiert kreisformig mit definierter
Kreisfrequenz um den Wellenvektor. Die Amplituden der Teilwellen E; und E, sind gleich
grol} (Eso = Epo), jedochum d =nn/2 (n=1, 3, 5,...) phasenverschoben.

Elliptische Polarisation: Der elektrische Feldvektor E beschreibt eine elliptische
Umlaufbahn um den Wellenvektor. Es wird zwischen zwei Fillen unterschieden: Im ersten
Fall sind die Amplituden voneinander verschieden (E; # E}0) und es besteht eine Phasen-
verschiebung von 6 =nn/2 (n=1, 3, 4,...) vor, im zweiten Fall liegen gleich groB3e Ampli-

tuden vor (Eso = E},0) und die Phasenbeziehung betréigt 6 # nn/2.
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Reflexion und Brechung an Oberflachen

Trifft ein polarisierter Lichtstrahl an einer Grenzfliche von einem Medium 1 (Brechungs-
index n;") aus auf ein anderes Medium 2 (Brechungsindex 7, ), so wird er nicht nur
reflektiert sondern auch gebrochen (Abbildung 3.20). Sowohl der reflektierte als auch der
gebrochene Strahl werden dabei teilpolarisiert. Das Amplitudenverhéltnis der reflektierten
und gebrochenen Teilwellen fiir den Ubergang 12 ist durch die Fresnel-Reflexions-

koeffizienten 7 und 7° gegeben, die lauten:

% %
n,cosd, - n,cosd
B, = — [ 2 3-12
ny cosd, + n,cosd,

15 COS b,- 1} cos b,

= 3-13
12 * *
n, cos ¢, + n; cos ¢,

mit ¢;: Einfallswinkel des Lichts und ¢,: Winkel nach Brechung. Da nur der Einfallswinkel

¢ bekannt ist, muss cos ¢,, falls benotigt, folgendermallen berechnet werden:

1
.2, \/2
(’122 -m” sin ¢1) 3-14

n;

cos ¢, =

Dies gilt fiir den héufigen Fall, dass die Medien 1 und 2 transparent und dementsprechend

n; und n, nicht komplex sind.
9,
Medium n,

d | dinne Schicht n,

Abbildung 3.20 Reflexion (grine Pfeile) und Brechung (rote Pfeile) eines Lichtstrahls an zwei
Grenzflachen.
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Die Intensitédt des Lichts ist proportional zum Quadrat der Amplitude. Entsprechend wird

die Reflektivitit ® (Verhéltnis der reflektierten Intensitit zu einfallender Intensitdt) im

Fall einer einzelnen Grenzflache folgendermallen definiert:
R® = |r|? 3-15
R =P 16
Befindet sich eine diinne Schicht (1,) auf einem Substrat mit Brechungsindex ns , findet
auch an der zweiten Grenzschicht Brechung und Reflexion statt (Abbildung 3.20). Die

Fresnel-Koeffizienten 7 und »° werden analog zu Gl. 3-12 beziehungsweise 3-13 fiir den

Ubergang 23 definiert. cos ¢5 ergibt sich dann zu:

1
. /
[n32 - ny2( 1- cos? ¢2)] 2 317

ns

cos ¢, =

Insgesamt ergeben sich fiir den Fall einer diinnen Schicht auf einem Substrat folgende

Fresnel-Reflexionskoeffizienten:

S S -2
iyt r3s 2P

S = A 3-18
I+ 1y, 3y &P
-12
RP = rr1)2+ VF2>3€1 P 319
I+ 1, 13y €2

Hierbei steht B fiir die optische Wegldnge, die in einem Zusammenhang mit der

Schichtdicke d (Abbildung 3.20) steht:

B=2mn (g) 15 COS b, 3-20

An mehreren Grenzflachen ist die Reflektivitit ® definiert als:
R = R’ 321

®P = [RP|2 3-22
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Ellipsometrische Grundgleichung

Die ellipsometrische Messung beruht auf der Messung der beiden ellipsometrischen
Winkel Delta und Psi (A und ¥). A beschreibt dabei die Anderung der Phasendifferenz
zwischen Eund E, der einfallenden Welle (81) im Vergleich zur Phasendifferenz zwischen

E, und E;, der reflektierten Welle (6,) (Abbildung 3.21):
A= 81 - 82 3-23

Delta kann hierbei Werte von (0 - 360) © annehmen.

Des Weiteren dndert sich bei der Reflexion das Betragsverhédltnis der Amplituden der
Teilwellen (Abbildung 3.21). Diese Anderung ldsst sich durch den Winkel ¥ {iber das
Verhéltnis der Reflexionskoeffizienten der parallelen und senkrechten elektrischen
Feldvektorkomponenten berechnen:

|RP|
|R*|

tan¥ = 3-24

mit R": Reflexionskoeffizient des parallelen und R’: Reflexionskoeffizient des senkrechten
elektrischen Feldvektors (Gl. 3-18 und 3-19). Die Parameter werden {ber die

ellipsometrische Grundgleichung miteinander verkniipft:

. RP
tan el = — 3.05
R

Abbildung 3.21 Schematische Darstellung der Polarisationsdnderung der einfallenden elektrischen
Feldvektoren Ej, und Ej; bei Reflexion. Die ausfallenden elektrischen Feldvektoren E,, und E, weisen
gegeniiber den einfallenden eine Anderung der Phasendifferenzen A sowie eine Anderung der Amplitude ¥
auf.
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3.3 Messmethoden

Messaufbau

In dieser Arbeit wurde ein Prizisionsellipsometer EL X-02C (DRE, Ratzeburg, Deutsch-
land) verwendet, dessen Aufbau in Abbildung 3.22 schematisch dargestellt ist. Als Licht-
quelle dient ein Laser einer Wellenldnge von A = 632,8 nm. Das unpolarisierte Licht wird
durch Drehung eines Polarisators zunéchst linear polarisiert. Mittels eines A-Viertel-
plattchens wird elliptische Polarisation so erzeugt, dass nach der Reflexion (Einfallswinkel
¢1 =70 °) linear polarisiertes Licht vorliegt. Im Analysator wird das Licht durch Drehung
zur Ausldschung gebracht (Nullellipsometer). Durch die jeweilige Stellung des Polarisators

beziehungsweise Analysators werden die Winkel A und ¥ ermittelt.

Abbildung 3.22 Schematischer Aufbau eines Nullellipsometers.

Die Messbedingungen finden sich in den entsprechenden Abschnitten zur Priparation

(Kapitel 3.2.2 und 3.2.4) und zu den Ergebnissen (Kapitel 6.1.1 und 6.1.2).
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4 Polyamine

Die polyamindirigierte Kondensation von Kieselsdure wird durch Phasenseparations-
prozesse und Aggregatbildung der Polyamine in wissrigen Losungen beeinflusst.”’ Dabei
spielen neben der Struktur der Polyamine die Reaktionsbedingungen eine entscheidende
Rolle. Die Aggregatbildung wird durch den pH-Wert, die Konzentration an Polyaminen
und die Anwesenheit und Konzentration von multivalenten Anionen bestimmt, und wirkt
sich auf anschlieBende Prizipitationsreaktionen aus. Diese wiederum hingen auch von der
Konzentration der Kieselsdure und der Reaktionszeit ab.”"**> Neuere Untersuchungen mit
unverzweigten Polyaminen zeigten, dass sich verschiedene Modifikationen beziiglich
Strukturmerkmalen wie Polymerisierungsgrad und damit Kettenlinge, Linge der
hydrophoben Alkylgruppen zwischen Aminoeinheiten sowie Amin-Methylierung auf das
Prizipitationspotenzial und auf die Morphologie des entstehenden SiO, auswirken.'**'%
Dabei wurden bisher nur Polyamine mit bis zu sieben Aminoeinheiten oder grof3e
Polymere verwendet. Die long-chain polyamines (LCPA), die in Diatomeen gefunden
wurden, weisen jedoch zwischen sieben und 19 Aminoeinheiten pro Molekiil auf.’ In
dieser Arbeit konnten Polyamine mit sechs bis 18 Aminogruppen eingesetzt werden, um
einige der zuvor angesprochenen Aspekte systematisch zu untersuchen. Die dabei

gewonnenen Erkenntnisse werden im Folgenden ndher vorgestellt.

4.1 Strukturen und Eigenschaften der verwendeten
Polyamine

Insgesamt wurden mit sieben verschiedenen Polyaminen SiO,-Prizipitationen durch-
gefiihrt. In Tabelle 4.1 sind verschiedene Informationen zu den eingesetzten Molekiilen
zusammengefasst. Neben Gesamtzahl der Aminogruppen pro Molekiil Ny und Molarer
Masse M, ohne Beriicksichtigung von Trifluoressigsdure (TFA) als Gegenion zu jeder
Aminogruppe, finden sich weiterhin die verwendeten Abkiirzungen, die Struktur- sowie
die Summenformeln. Die Bezeichnung CxNy gibt jeweils die Anzahl x der CH,-Gruppen
zwischen zwei Aminoeinheiten sowie die Gesamtzahl y (= Ny) der Aminogruppen pro
Molekiil wieder. Der Zusatz Me weist auf vorliegende N-Methylierungen hin.

In der ersten Versuchsreihe wurden die drei Polyamine C3N6, C3N12 und C3N18 (Tabelle
4.1 A-C), die ein identisches N-Methylierungsmuster und gleiche Alkylgruppen, nimlich
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4.1 Strukturen und Eigenschaften der verwendeten Polyamine

jeweils eine Propylgruppe (C3), zwischen den Aminoeinheiten aufweisen, untersucht.
Diese Verbindungen unterscheiden sich in der Kettenlinge und damit in der Anzahl an
Aminogruppen, von denen Verbindung C3N6 sechs, C3N12 dahingegen zwolf und C3N18
achtzehn besitzt. Davon sind die zwei jeweils enstdndigen Aminogruppen primér und die
restlichen (Nn-2) sekundir. Die zweite Reihe umfasst drei Polyamine (Tabelle 4.1 D-F),
die jeweils zwei primdre und fiinf sekundire Aminogruppen aufweisen, deren Alkylgruppe
jedoch variiert. In Verbindung C2N7 liegen jeweils Ethylgruppen vor, wihrend sich in
C3N7 Propyl- und in C4N7 Butylgruppen finden. Weiterhin wurde der Einfluss der
Methylierung von Aminogruppen mittels Vergleich der Substanzen C3N12Me (Tabelle
4.1 G) und C3N12 untersucht. Ihr Aufbau ist identisch, auBBer dass in C3N12Me alle

sekundédren Aminoeinheiten methyliert wurden und somit tertidr sind.

Tabelle 4.1 Uberblick iiber die Strukturen der eingesetzten Polyamine.

Abkurzung Ny M/ (g/mol)  Strukturformel Summenformel
A C3N6 6 3025 TS N CisH3sNg
B C3N12 12 645,1 e 'Y e CaaHaoN12
C  C3N18 18 9876 i " CsiH12oN1g

16

H
D C2N7 7 275,4 HZN/\Jf”\/\L.HZ C12H33N5

E  C3N7 7 3596 H,N/\/\fNA/\}NHZ CigHasNy

F C4AN7 7 443.8 WW\L«HZ Ca4Hs7N;

G C3N12Me 12 7853 HzN“/\fTA/T;‘OHz CasHroNi2

4.2 Einfluss der Struktur von Polyaminen auf
Prazipitationsreaktionen

Um den Einfluss der Strukturen von Polyaminen auf die Bildung von amorphem Silica zu
untersuchen, wurden zundchst quantitative Analysen mittels der f-Molybdatmethode

(siche Abschnitt 3.3.1) durchgefiihrt. Zundchst wurden Stammlosungen der Polyamine
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hergestellt, wozu jeweils eine abgewogene Menge mit einem definierten Volumen an
Reinstwasser versetzt wurde, wobei alle Fliissigkeiten klar blieben. Aus der Literatur ist
bekannt, dass Polyamine in wissrigem Medium nicht monomer vorliegen, sondern dass
auf mikroskopischer Ebene eine Phasenseparation stattfindet und die Polyamine in
,Mikrotropfchen® vorliegen.”**' Da an dieser Stelle dahin gehend keine Untersuchungen
durchgefithrt wurden und somit keine konkreten Aussagen zu den vorliegenden
Aggregatformen gemacht werden konnen, wird nachfolgend vereinfacht von ,,Polyamin-
16sungen* gesprochen, anstatt von Emulsionen oder Suspensionen.

Aus der jeweiligen Polyaminstammldsung und Puffer wurden die benétigten Kon-
zentrationen eingestellt und im Anschluss wurde bei den gewiinschten Bedingungen
monomere Kieselsdure hinzugefiigt. Nach genau zehn Minuten wurde das gebildete SiO,
durch Zentrifugation sedimentiert. Diese Zeit erwies sich, wie in Kapitel 4.4 néher
erliutert, als ausreichend, um aussagekriftige Ergebnisse sowohl zu Mengen von
prazipitiertem Silica als auch dessen mikroskopischen Strukturen ermitteln zu konnen.
Nach mehrmaligem Waschen mit Wasser und anschlieBendem Zentrifugieren, wurde der
Niederschlag mit 1 mM Natronlauge zu monomerer Kieselsdure hydrolysiert, die mit
Ammoniumheptamolybdat einen gelben Komplex bildet und iiber photometrische
Messungen eine Ermittlung der Si-Konzentration erlaubt. Die urspriinglich prézipitierte
Masse an Silicium kann anschlieBend berechnet werden.

Alle vorgestellten Ergebnisse wurden, falls nicht anders erwidhnt, bei pH 6,8 in
30 mM Phosphatpuffer durchgefiihrt. Die Polyamine wurden in Puffer gelost, sodass die
Endkonzentrationen jeweils 1 mM in Bezug auf die N-Atome betrug. Die Konzentration
der frisch hydrolysierten Kieselsdure betrug nach der Zugabe 100 mM, womit in allen
Proben ein konstantes N:Si-Verhéltnis von 1:100 vorlag. Es wurde fiir zehn Minuten
inkubiert, bevor die Proben zentrifugiert wurden. Um Einblicke in die Strukturen des
gebildeten Silica zu erhalten, wurden elektronenmikroskopische Analysen durchgefiihrt.
Rasterelektronenmikroskopische (SEM) Aufnahmen bilden die Oberfliche der SiO,-
Aggregate ab und geben Auskunft iiber deren Aussehen, Gréfe und Verteilung.
Dahingegen erlauben transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Messungen
zusitzlich einen Blick in das Innere der gebildeten Partikel. Daran gekoppelte
energiedispersive Rontgenspektroskopie (energy dispersive X-ray spectroscopy, EDX)
kann die Verteilung von chemischen Elementen und in Verbindung mit den
mikroskopischen Daten ein sehr genaues Bild der Prizipitate liefern. Die hierzu benétigten

Priparate wurden analog zu denen, die fiir die quantitativen Analysen hergestellt wurden,
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4.2 Einfluss der Struktur von Polyaminen auf Prézipitationsreaktionen

erhalten, allerdings wurde der Niederschlag nicht mit Natronlauge geldst. Stattdessen
wurden einige Mikroliter der Suspension auf Aluminium-SEM-Probentriger
beziehungsweise auf Kohlenstoff-benetzte Kupfer-TEM-grids pipettiert, mindestens einen

Tag getrocknet und anschlieend untersucht.

4.2.1 Kettenlange der Polyamine

Um zu untersuchen, inwieweit der Polymerisierungsgrad von linearen Polyaminen die
Prizipitationen beeinflusst, wurden die Oligopropylamine C3N6, C3N12 und C3N18
verwendet. Wie zuvor erldutert, weisen die Molekiile gleiche Alkylgruppen auf, womit die
Hauptunterschiede in der Anzahl der Aminoeinheiten pro Molekiil sowie den Liangen der
Substanzen liegen. Die mittels f-Molybdatmethode ermittelten Siliciummassen sind in
Abbildung 4.1 zusammengefasst. Die mit 9,0 ug geringste Menge an Silica wurde mit
C3N6 prizipitiert. Die Massen steigen mit zunehmender Kettenlinge von 14,0 pg fiir
C3NI12 bis auf 22,0 pg mit C3N18 an.

msi/ug O/ pg n
C3N6 9,0 2,6 32
C3N12 14,0 1,5 20
C3N18 22,0 1,7 32

Abbildung 4.1 Uberblick iiber die mittels f-Molybdatmethode bestimmten Massen mg; an prizipitiertem
Silicium fiir die Polyamine C3N6, C3N12 und C3N18 mit ¢ Standardabweichung und n Anzahl der
Messungen. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cx=1mM, csion), = 100 mM, Reak-
tionszeit: 10 min.

Obwohl in jeder Probe insgesamt gleich viele Aminogruppen, die fiir die Induktion der
Prazipitation verantwortlich sind, vorhanden sind, zeigt sich ein deutlicher Unterschied im
Prézipitationspotenzial in Abhdngigkeit der Kettenldnge. Nachdem diese starken
Unterschiede zwischen den Polyaminen C3N6, C3N12 und C3N18 offenbar wurden, sollte
geklart werden, inwieweit auch die Morphologie des gebildeten Silica durch die

Kettenldnge beeinflusst wird.
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Silicaprazipitationen mit C3N6

Mit C3N6 erhaltene Praparate wurden zundchst im Rasterelektronenmikroskop (SEM)
untersucht, Abbildung 4.2 gibt einen reprisentativen Uberblick. Es sind Aufnahmen von
mehreren Proben sowie unterschiedliche VergroBerungen dargestellt. Uber weite Bereiche
zeigt sich eine einheitliche Verteilung von kugelférmigen Silicapartikeln, deren Grof3e sich
in einem schmalen Bereich bewegt (A-C). Die Oberfldche der Kugeln erscheint glatt und
gleichmédfig. In den Bildern D und E ist zusétzlich zu groBeren Partikeln eine Population
kleinerer Partikel (siehe VergroBerung in E) sowie unstrukturiertes Material erkennbar.
Um genauere Aussagen treffen zu konnen, wurden die Durchmesser der Objekte bestimmt.
Hierzu wurden mehrere Aufnahmen von unterschiedlichen Proben ausgewertet. Die
Durchmesser der Kugeln wurden ausgemessen und die erhaltenen Werte wurden in einem
Histogramm (Abbildung 4.2 F) aufgetragen. AnschlieBend wurden an diese Daten zwei
Normalverteilungen angepasst. Fir C3N6 ergaben sich mit d;=(27+5)nm und
d>=(130+48) nm zwei Durchmesser, wobei d, hédufiger auftritt und d; den kleinen

Objekten aus Aufnahmen D und E (VergroBerung) zugeordnet werden kann.

Haufigkeit / %

0 ! 0 150 200 250 300
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Abbildung 4.2 A-E: Reprasentative SEM-Aufnahmen von Silicaprézipitaten, entstanden durch Zugabe von
Si(OH); zu Losungen von C3N6. Malstabsbalken: 1 um. Der rot umrahmte Bereich in E stellt eine
zweifache VergroBerung des schwarz begrenzten dar. F: Histogramm der auftretenden Kugeldurchmesser d
[3398 Kugeln, Binbreite: 5nm]. Die gestrichelten schwarzen Linien geben Anpassungen von
Normalverteilungen an die Daten wieder, die dariiberliegende durchgezogene Linie stellt die Summe aus den
beiden Verteilungen dar. Der Mittelwert und die Standardabweichung der ersten Verteilung liegen bei
d;=Q27=x5)nm. Der Mittelwert der zweiten Verteilung wurde zu d,;=(130+48)nm bestimmt.
Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cy = 1 mM, ¢sion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.
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4.2 Einfluss der Struktur von Polyaminen auf Prézipitationsreaktionen

Das entstandene Silica wurde weiterhin im Transmissionselektronenmikroskop (TEM)
analysiert, die zugehorigen Aufnahmen sind in Abbildung 4.3 dargestellt. Wie in den
SEM-Bildern sind runde Objekte zu finden. Das Signal der Kugeln in den Bildern B und C
ist gleichmiBig verteilt, es nimmt zur Objektmitte hin zu, da dort die Elektronen mehr
Material durchdringen miissen. Diese Aufnahmen lassen fiir sich betrachtet auf massive
Kugeln schlielen. In A und D-F sind jedoch neben diesen Kugeln auch solche erkennbar,
bei denen das Signal in der Mitte deutlich schwicher ist. Teilweise treten definierte,
deutlich begrenzte AuBlenschalen auf (A), meistens jedoch werden die Kugeln zur Mitte
hin kontinuierlich heller (E). Die Dicke dieser Schalen wurde vermessen und betrdgt mit
20-60 nm zwischen 25 % und 35 % des Durchmessers der Kugeln. Im Mittel ergab sich ein

Wert von (32 + 2) % (n = 14).

Abbildung 4.3 TEM-Aufnahmen einer Silicaprobe, entstanden durch eine Prézipitationsreaktion mit dem
Polyamin C3N6. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cx = 1 mM, ¢sion), = 100 mM, Reak-
tionszeit: 10 min.

Um den tatsédchlichen Aufbau der Silicakugeln zu kldren, wurden mittels energiedisper-
siver Rontgenspektroskopie (EDX) die Konzentration und die Verteilung der Elemente
Silicium, Sauerstoff und Kohlenstoff in den Proben quantitativ untersucht. Hierzu wird die
Probe, anders als bei den oben gezeigten TEM-Messungen, abgerastert (STEM). Zunéchst
wurde ein STEM-Bild vermessen (Abbildung 4.4 A) und im Anschluss entlang einer Linie
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die Konzentration der Elemente C (griin), Si (rot) und O (blau) iiber emittierte
Rontgenstrahlung bestimmt (Abbildung 4.4 B). Dabei wurde davon ausgegangen, dass
diese drei Elemente in den Prézipitaten enthalten sind, da Kroger et al. feststellten, dass
SiO, und Polyamine koprézipitieren und ein Kompositmaterial bilden, aus dem die
organische Komponente durch Waschen mit Wasser nicht herausgelst wird.”** Die
Verteilung von Si beziehungsweise O gibt somit die Position von SiO, wieder, wihrend
das C-Signal die Lokalisation von Polyaminen, die aus Kohlen-, Stick- und Wasserstoff
aufgebaut sind, erlaubt. Diese Hypothese ist konsistent mit der Beobachtung, dass die Si-
und O-Verteilungen immer identisch verlaufen. Die relativen Signale dieser beider
Elemente, die nicht abgebildet sind, zeigen weiter, dass das O-Signal doppelt so grof} ist

wie das Si-Signal.

Ereignisse

0 200 400 600 800
Position / nm

Abbildung 4.4 A STEM-Aufnahme eines aus der Reaktion von Si(OH); mit C3N6 entstandenen
Silicaprézipitats. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cy = 1 mM, c(sion), = 100 mM, Reak-
tionszeit: 10 min. B EDX-Analyse entlang der in A rot dargestellten Linie. = C == Si == O == auf 1000
normiertes STEM-Signal.

Zunichst sei darauf hingewiesen, dass auch auBerhalb der hellen Bereiche in A ein
Kohlenstoffsignal detektiert wird (Abbildung 4.4 B: 0-100 nm und 740-840 nm), da das
TEM-grid mit Kohlenstoff benetzt ist. Die schwarze Linie gibt das auf 1000 normierte
STEM-Signal wieder. Folgt man den Linien von 0 nm bis 840 nm, zeigt sich bei ca.
100 nm ein deutlicher STEM-Signalanstieg verbunden mit erhéhter Konzentration aller
analysierten Elemente. Auf dem Bild ist erkennbar, dass zundchst durch eine massiv
erscheinende Kugel (100-250 nm) gemessen wurde. Wihrend ab 140 nm sowohl das
Sauerstoff- als auch das Siliciumsignal zunidchst nicht mehr ansteigen, geht das
Kohlenstoffsignal weiter nach oben und erreicht bei ca. 175 nm ein lokales Maximum.

Beim Querschnitt durch die zweite Kugel (250-380 nm) ist dieses Phdnomen nochmals
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4.2 Einfluss der Struktur von Polyaminen auf Prézipitationsreaktionen

erkennbar. Hier haben Si und O jeweils im Schalenbereich ein Maximum, wihrend die
hochste C-Konzentration in der Kugelmitte vorliegt. Die vierte Kugel (540-740 nm)
erscheint im STEM-Bild hohl, was auch das STEM-Signal wiedergibt, das in den Schalen-
bereichen maximal ist. Bei dieser Kugel sind die Verldufe der C-, Si- und O-Signale
nahezu identisch. Die Ergebnisse konnen so gedeutet werden, dass bei allen Kugeln SiO,
tiberwiegend in den Schalen angereichert und die Konzentration im Kern deutlich geringer
ist, unabhingig davon, ob sie in TEM- oder STEM-Aufnahmen hohl oder massiv
erscheinen. Solche Kugeln, die massiv aussehen, sind mit organischem Material, also
Polyaminen, gefiillt.

Zusidtzlich zu den oben dargestellten EDX-Linienscans wurden EDX-Elementbilder
aufgenommen. In Abbildung 4.5 sind Aufnahmen mit verschiedenen Informationen

dargestellt. A-C geben die Intensitdt von Kohlenstoff- (A, griin), Silicium- (B, rot) und

Sauerstoffsignal (C, blau) wieder. In D hingegen ist das gesamte STEM-Signal dargestellt.

Abbildung 4.5 A-C EDX-Elementbilder der A Kohlenstoff-, B Silicium- und C Sauerstoffintensititen und
D STEM-Signal eines Silicaprizipitats, entstanden durch Zugabe von Si(OH), zu einer Losung von C3N6.
Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpufter pH 6,8, ey = 1 mM, csion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.
E Uberlagerung von Abbildungen A und B, F Uberlagerung von Abbildungen B und C. MaBstabs-
balken: 200 nm.

In E wurden zur Verdeutlichung der vorliegenden Verhéltnisse A und B und somit die
Kohlenstoff- und Siliciumaufnahmen tiberlappt. Bei dieser Methode erscheinen Bereiche,
in denen ausschlieBlich Kohlenstoff vorliegt, griin, solche, die nur Silicium aufweisen, rot

und bei gleicher Anwesenheit beider Elemente ergibt sich eine gelbe Farbung. In Bild F
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wurden analog Silicium- und Sauerstoffverteilungen iiberlagert. Hierbei ergibt sich als
Mischfarbe bei gleicher Intensitit beider Elemente rosa.

Es konnen dhnliche Schlussfolgerungen gezogen werden wie bei den Linienscans. Das
Kohlenstoftbild A gleicht dem des STEM-Signals (E), und zeigt kugelartige Strukturen,
von denen einige hohl, andere massiv wirken. Sauerstoff (C) und Silicium (B) hingegen
sind nahezu ausschlieBlich in den &ufleren Bereichen der Partikel vorhanden und ihre
Verteilung ist deckungsgleich (F). Der Vergleich des Kohlenstoffsignals stellvertretend fiir
die Polyaminverteilung mit dem Siliciumsignal von SiO; verdeutlicht nochmals, dass in
den Schalen der Partikel Polyamine und Silica vorhanden sind, die Innenrdume jedoch
entweder hohl oder mit Polyaminen gefiillt sind. Diese Erkenntnis bestitigt die These, dass
bezogen auf Silica keine massiven Kugeln bei der polyamininduzierten Préizipitation von
Kieselsdure entstehen. Vielmehr sind in manchen Partikeln Polyamine eingeschlossen, die
vermutlich nicht an der Reaktion beteiligt waren.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass mit C3N6 unter Zugabe von monomerer
Kieselsdure bei den gewihlten Reaktionsbedingungen um 130 nm groBe kugelartige
Silicapartikel gebildet werden, deren GroBe nicht stark variiert. Sie sind hohl und bestehen
aus SiO; sowie Polyaminen, wobei ihr Innenraum teilweise mit Polyaminen angereichert

ist. Die Dicke der Schalen betrdgt ungefahr 33 % des Durchmessers der Kugeln.

Silicaprazipitationen mit C3N12

Auch Silica, dessen Bildung durch C3NI12 induziert wurde, wurde mit verschiedenen
elektronenmikroskopischen Techniken charakterisiert. In Abbildung 4.6 sind SEM-
Aufnahmen zusammengestellt, die einen Uberblick iiber das Aussehen der Partikel aus
mehreren Reaktionsansidtzen geben. Wie auch bei C3N6 (Abbildung 4.2) zeigt sich ein
sehr gleichmédBiges Bild, es liegen kugelartige Strukturen vor, die eine glatte Oberfléche
aufweisen (D/E) und die in ihrer Grofe kaum variieren (A-C). Eine statistische Analyse
des Kugeldurchmessers ist in einem Histogramm (Abbildung 4.6 F) dargestellt. Anders als
bei C3N6 tritt nur eine Population auf, die mit d = (169 £ 23) nm groere Durchmesser

aufweist und deren Verteilung enger ist.

53



4.2 Einfluss der Struktur von Polyaminen auf Prézipitationsreaktionen
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Abbildung 4.6 A-E: SEM-Aufnahmen von Silicaprizipitaten, deren Bildung durch C3N12 induziert wurde.
MaBstabsbalken: 1 pm. F: Histogramm der auftretenden Kugeldurchmesser d [2973 Kugeln,
Binbreite: 5 nm]. An die Daten wurde eine Gauf3verteilung angepasst (schwarze Linie), deren Mittelwert
d=(169+23)nm Dbetrdgt. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cx=1mMm,
c(siom), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

Transmissionselektronenmikroskopische Messungen (Abbildung 4.7) zeigen ausschlieBlich

Kugeln, die hohl aussehen. Wéhrend die Kugeln an ihrer Oberfldche glatt sind, erscheint

Abbildung 4.7 TEM-Aufnahmen eines Silicaprizipitats, entstanden durch Zugabe von Si(OH), zu einer
Lésung von C3N12. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cx =1 mM, csion), = 100 mm,
Reaktionszeit: 10 min.
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das Innere unregelmifBig. Einige Kugeln scheinen miteinander verwachsen zu sein, wie in
Aufnahmen C und E zu sehen ist, andere wiederum sind deutlich voneinander separiert.
Die Dicke der Schalen, bestimmt aus den TEM- und STEM-Aufnahmen (Abbildung 4.8),
betragt mit 25-50 nm 15-45 % des Kugeldurchmessers, der Mittelwert liegt bei (24 £4) %
(n =37) und ist damit kleiner als bei C3N6 (33 %).

EDX-Messungen an einer Probe von mit C3N12 prézipitiertem Silica ergeben dhnliche
Erkenntnisse wie fiir C3N6. Bei der Detektion von emittierter Rontgenstrahlung entlang
einer 870 nm langen Linie, die zwei Kugeln durchquert (Abbildung 4.8 A), wird deutlich,
dass SiO, im AuBeren der Kugeln deutlich héher konzentriert ist, als in ihrer Mitte. Bei ca.
230 nm, 380 nm, 450 nm und 630 nm, also in den Schalen, erreichen sie jeweils maximale
Intensitdt. Die Signale fiir Si (rote Linie) und O (Sauerstoff) verlaufen dabei fast vollig
analog zum normierten STEM-Signal, das in schwarz dargestellt ist (Abbildung 4.8 B).
Auffillig ist bei der Messung, dass das Kohlenstoffsignal sehr niedrig ist und sich nur

wenig von dem aus der Umgebung der Kugeln abhebt. Dies konnte an mehreren Stellen

der Probe beobachtet werden.

400 [
300 |
[h]
A
2 200}
S
o
0 100
0
0 200 400 600 800
Position / nm

Abbildung 4.8 A STEM-Aufnahme ecines mit dem Polyamin C3N12 gebildeten Silicaprazipitats.
Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cx = 1 mM, csiom), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.
B EDX-Linienanalyse entlang der in A rot dargestellten Linie. == C == Si == O == auf 400 normiertes
STEM-Signal.

Auch in den EDX-Elementbildern (Abbildung 4.9) wurde kein hohes Kohlenstoffsignal
(A, griin) detektiert, es hebt sich kaum vom Untergrund ab. Dagegen sind Silicium (B, rot)
und Sauerstoff (C, blau) deutlich in den Schalen der Kugeln, die im STEM-Bild (D) zu
sehen sind, messbar. Die Signale von Si und O sind dabei, wie schon bei den Messungen
mit C3N6 beobachtet wurde, vollkommen deckungsgleich (F). Die Uberlagerung von C-

und Si-Signal (E) liefert keine weiteren Erkenntnisse zur niedrigen Kohlenstoff- und damit
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4.2 Einfluss der Struktur von Polyaminen auf Prézipitationsreaktionen

vermutlich niedrigen Polyaminkonzentration. Eine Anreicherung von Kohlenstoff im
Kugelinneren, wie sie mit C3N6 (Abbildung 4.5) teilweise festgestellt wurde, fehlt vollig,

was sich mit der bei den TEM-Messungen gemachten Beobachtung deckt, dass es keinerlei

massiv aussehende Kugeln gibt.

-
‘

Abbildung 4.9 EDX-Aufnahmen einer Silicaprobe, entstanden aus einer SiO,-Prizipitationsreaktion mit dem
Polyamin C3N12. A-C EDX-Elementbilder der A Kohlenstoff-, B Silicium- und C Sauerstoffintensitdten und
D STEM-Signal. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cx = 1 mM, ¢(sion), = 100 mM, Reak-
tionszeit: 10 min. E Uberlagerung von Abbildungen A und B, F Uberlagerung von Abbildungen B und C.
MafBstabsbalken: 100 nm.

Bei der durch das Polyamin C3N12 induzierten Prizipitation von Kieselsdure werden, wie
bei C3N6, Kugeln gebildet. Thre GroBenverteilung ist enger, im Mittel liegt der
Durchmesser bei 169 nm. Die Schalen der Kugeln bestehen wiederum aus SiO, und
Polyaminen, wobei der Polyaminanteil sehr niedrig zu sein scheint. Die Kugeln sind
ausschlieBlich hohl und nicht mit organischem Material gefiillt. Die Schalendicke ist mit

24 % des Kugeldurchmessers kleiner als dies bei C3N6 der Fall ist.

Silicaprazipitationen mit C3N18

Bei der Zugabe von Kieselsdure zu Losungen von C3N18 in Phosphatpuffer entsteht wie
auch mit C3N6 und C3N12 Silica, wobei die quantitativen Messungen gezeigt haben, dass
mit C3N18 die grofite Menge gebildet wird (Abbildung 4.1). Um eine Erklarung hierfiir zu
finden, wurden auch von diesen Proben elektronenmikroskopische Aufnahmen gemacht. In

den SEM-Aufnahmen aus Abbildung 4.10 zeigen sich anders als bei den Experimenten mit
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C3N6 und C3N12 nicht ausschlieBlich kugelartige Strukturen. Wéhrend in A und G
gleichmiBig groBe Kugeln glatter Beschaffenheit zu sehen sind, finden sich weiterhin
filamentose Strukturen (B-F) sowie Zwischenstufen von beiden (D, VergroBerung). In C
und F ist viel Material erkennbar, das wirkt, als wére seine Struktur durch den Zerfall von

Fasern entstanden. Die langen Strukturen, die an manchen Stellen aussehen, als wiren sie

flache Bénder (E, VergroBerung und Pfeile) sind teilweise zerbrochen (F).
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Abbildung 4.10 A-G: SEM-Messungen: Aufnahmen von Silica, das bei Préizipitationen mit C3N18 entstand.
In D und E stellt jeweils der rot umrahmte Bereich die zweifache Vergroferung des schwarz umrahmten
Rechtecks dar. MaBstabsbalken: 1 pm. H: Auftragung der Kugeldurchmesser d in einem Histogramm
[3759 Kugeln, Binbreite: 7 nm] und zugehodrige angepasste GauBverteilung. Die Grofie d der Kugeln betragt
im Mittel (163 +36)nm. |: Histogramm der auftretenden Filamentdurchmesser dr [1953 Filamente,
Binbreite: 4 nm] sowie Anpassung einer Gauverteilung an die Daten (schwarze Linie). Der Mittelwert mit
Standardabweichung wurde zu dr=(33+17)nm bestimmt. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phos-
phatpuffer pH 6,8, cx = 1 mM, ¢(sion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

Zur Beschreibung der Morphologie wurden bei diesen Proben die Durchmesser der
auftretenden Kugeln (Abbildung 4.10 H) ermittelt. An die Daten aus dem Histogramm
wurde eine Normalverteilung angepasst, die ein mittleren Durchmesser von
d = (163 £ 36) nm liefert. Die Lange der Filamente konnte nicht bestimmt werden, da diese

teilweise liber einzelne Bilder hinaus verlaufen, sie sind in vielen Fillen iiber 10 um lang.
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4.2 Einfluss der Struktur von Polyaminen auf Prézipitationsreaktionen

Die Auswertung ihrer Durchmesser (Abbildung 4.10 I; Anzahl Bander: 1953, Binbreite:
4 nm) ergab einen Mittelwert von dr = (33 = 17) nm.

Bei transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen von mit C3N18 gebildetem
Silica konnten die oben beschriebenen Strukturen wiedergefunden werden. Neben
kugelformigem Material liegen auch Filamente vor, aulerdem ist eine ldngliche Struktur
erkennbar, die eine Zwischenstufe zwischen beiden darstellt (Abbildung 4.11). Die
auftretenden Kugeln sind wie mit C3N12 an der Oberfliche ebenmifBig, ihr Inneres
dagegen wirkt heterogen (C). Die Dicke ihrer Schalen wurde vermessen und liegt zwischen
20nm und 50 nm und somit 15-35 % des Kugeldurchmessers. Im Mittel betrdgt sie
(23 +3) % (n =20). In Aufnahme B, die an der gleichen Stelle wie Aufnahme A jedoch zu
einem spdteren Zeitpunkt gemacht wurde, ist ein dunkler Hintergrund erkennbar und es
erscheinen manche Kugeln grofler als in A. Dies ist auf eine Verunreinigung mit

Kohlenstoff zuriickzufiihren, die teilweise bei den Messungen auftritt.

R "aa

Abbildung 4.11 TEM-Aufnahmen eines Silicaprizipitats, gebildet nach Zugabe von Si(OH); zu dem
Polyamin C3N18. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cy=1mM, csion), = 100 mm,
Reaktionszeit: 10 min.

Auch bei den EDX-Linienanalysen wirkt sich die Verunreinigung mit Kohlenstoff aus
(Abbildung 4.12). In Graph B ist erkennbar, dass das C- (griin) und das auf 200 normierte
STEM-Signal (schwarz) einen groferen Bereich umfassen, als dies bei Si (rot) und O
(blau) der Fall ist. Es ist davon auszugehen, dass dadurch auch die Kohlenstoff-
konzentration zu hoch wiedergegeben wird, was Aussagen beziiglich dieser schwierig
macht. Eindeutig zeichnet sich jedoch ab, dass bei der zweiten gemessenen Kugel (340-
490 nm) im Innenraum die Silicium- und Sauerstoffkonzentration niedriger ist, als im
Randbereich. Die erste Kugel (140-280 nm) {iiberschneidet genau in ihrer Mitte ein

Filament. Die erhohte Intensitit von Si und O im Bereich des Innenraums dieser Kugel
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kann unter der Annahme, dass die Filamente ebenso wie die Kugelschalen aus SiO,

bestehen und die Signale beider Strukturen sich addieren, erklirt werden.
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Abbildung 4.12 A STEM-Aufnahme von Silica, das bei der Reaktion von Si(OH); mit C3N18 entstand.
Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cx = 1 mM, csion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.
B EDX-Analyse entlang der in A rot dargestellten Linie. == C == Si == O == auf 200 normiertes STEM-
Signal.

In EDX-Elementbildern (Abbildung 4.13) zeichnet sich ein dhnliches Bild ab. Die Kohlen-
stoffverteilung (A) und das STEM-Bild (D) suggerieren durch die Verunreinigungen einen

groBeren Kugeldurchmesser als die Silicium- und Sauerstoffverteilungen.

Abbildung 4.13 A-C EDX-Elementbilder der A Kohlenstoff-, B Silicium- und C Sauerstoffintensititen und
D STEM-Signal eines C3N18-Silicaprazipitats. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8,
on =1 mM, csion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min. E Uberlagerung der Abbildungen A und B, F Uber-
lagerung der Abbildungen B und C. Mafstabsbalken: 200 nm.
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4.2 Einfluss der Struktur von Polyaminen auf Prézipitationsreaktionen

Deutlich erkennbar ist das Phinomen in der Uberlagerung der C- und Si-Aufnahme (E).
Die Hypothese, die anhand der Linienanalyse aufgestellt wurde, die Filamente wéren auch
aus SiO; aufgebaut, kann hier bestitigt werden. In B und C, aber besonders deutlich in
deren Uberlagerung (F), sind eindeutige Si- und O-Signale im Bereich der Faser sichtbar.
Die polyamininduzierte Silicaprizipitation fithrt mit allen verwendeten Substanzen zur
Bildung von hohlen SiO,-Kugeln, die im Fall von C3N18 mittlere Durchmesser von
163 nm besitzen. Mit diesem léngsten Polyamin entstehen nicht nur die gréten Mengen an
Silica, es zeigen sich zusitzlich filamentartige Strukturen. Es wurde nachgewiesen, dass
diese ebenfalls aus SiO, bestehen. Wie bei C3N12 konnten keine gefiillten Kugeln

detektiert werden.

Zusammenfassung

Die Propylpolyamine unterschiedlicher Kettenldinge (C3N6, C3N12 und C3N18)
préazipitieren ungleiche Silicamengen und auch die Morphologie der Prézipitate unter-
scheidet sich zum einen in den auftretenden Formen, zum anderen in den PartikelgroBen.
Um zu testen, ob sich die Verteilungen der Kugeln signifikant unterscheiden, wurden die

88,90 1 .
7" Die Partikeldurchmesser aus den

Daten mit dem Mann-Whitney-U-Test analysiert.
Proben sind demnach mit hoher Signifikanz (P <0,001) fiir alle drei Polyamine

voneinander unterschiedlich.

Variation der Polyamin- und Si(OH),-Konzentrationen bei

Prazipitationen

Es ist bekannt, dass bei der Silicabildung die Konzentration der prizipitations-
induzierenden Komponenten, wie Silaffine oder Polyamine, die Masse an entstehendem
Si0O; beeinflusst. Um diesen Effekt zu quantifizieren, wurden Losungen mit auf Stickstoff
bezogenen Konzentrationen von 1mM und 2mM miteinander verglichen. Die
Konzentration an Si(OH)4 betrug in allen Ansdtzen 100 mM. In Abbildung 4.14 sind die
Daten dieser Untersuchungen zusammengefasst. Im Fall von C3N6 erhdht sich die Menge
an préazipitiertem SiO, bei Verdoppelung der Polyaminkonzentration um das ca. 3,5fache
auf 31,0 pg. Eine etwa 2,5fach grofere Menge ergab sich mit C3N12 und C3N18 bei
Verdopplung der auf Stickstoff bezogenen Polyaminkonzentration.

In diesem Kontext wurde stellvertretend mit C3N12 untersucht, wie sich eine verdnderte

Kieselsdurekonzentration auf die Prizipitationsmenge auswirkt. In vielen Arbeiten zu
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biomimetischen Silicaprazipitationen wird mit einer Si(OH)s-Konzentration von 40 mMm
gearbeitet, weshalb diese Konzentration verwendet wurde. Dabei entstand die gleiche
Menge an Silica, wie bei Verwendung von 100 mM Si(OH)s;. Bei den vorliegenden
Reaktionsbedingungen wird demnach mit einem Uberschuss von Si(OH), gearbeitet, der

die Prazipitation nicht beeinflusst, wihrend die Polyaminkonzentration sich deutlich

auswirkt.
cn/MmMM mgi/ug o/ug n 60 |
C3N6 1 9,0 26 32 50 - ]
C3N6 2 31,0 74 4 40 1
C3N12 1 14,0 1,5 20 ? 301 _
C3N12 2 32,7 38 8 Eﬁzo - ]
C3N18 1 22,0 1,7 32 1ol |
C3N18 2 57,2 80 4 0
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Abbildung 4.14 Zusammenfassung der mittels f-Molybdatmethode ermittelten Massen mg; mit cy: ® 1 mM
und ® 2 mM. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, csion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

4.2.2 Alkylgruppe der Polyamine

Nachdem sich die Experimente aus Kapitel 4.2.1 mit dem Einfluss der
Polyaminkettenldnge auf biomimetische Silicaprézipitationen beschéftigt haben, wird
nachfolgend vorgestellt, wie sich Variationen der Alkylgruppe zwischen den
Aminoeinheiten auswirken. Zu diesem Zweck wurden die unter 4.1 vorgestellten
Substanzen C2N7, C3N7 sowie C4N7 miteinander verglichen. Die experimentell
ermittelten Siliclummassen sind in Abbildung 4.15 dargestellt. Das geringste Prizi-
pitationspotential hat bei den vorliegenden Bedingungen das Polyamin C2N7, dessen
Aminoeinheiten liber Ethylgruppen verbunden sind. Fiir dieses wurden 1,4 pg Si detektiert.
Der Austausch der Ethyl- durch Propylgruppen steigert diese Menge um das fast achtfache
auf 10,6 pg. Als am effektivsten erwies sich Verbindung C4N7, die Butylgruppen besitzt.
Mit ihr wurde unter identischen Bedingungen Silica prézipitiert, welches 21,6 ug Si

enthielt.
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4.2 Einfluss der Struktur von Polyaminen auf Prézipitationsreaktionen

Msi / ug o/ ug n
C2N7 1,4 0,6 7
C3N7 10,6 3,7 8
C4N7 21,6 2,2 8

A A A
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Abbildung 4.15 Mit den Polyaminen C2N7, C3N7 und C4N7 prézipitierte Siliciummassen mg; mit ¢
Standardabweichung und » Anzahl der Messungen. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8,
en = 1 mM, csion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

Silicaprazipitationen mit C2N7

Bei der Prézipitationsreaktion mit dem Polyamin C2N7 entsteht nur sehr wenig Silica, was
aus Abbildung 4.15 ersichtlich wird. Dementsprechend wurde bei der rasterelektronen-

mikroskopischen Untersuchung kaum Material detektiert (Abbildung 4.16 A-D).
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Abbildung 4.16 A-D: Reprisentative SEM-Aufnahmen von Silicaprézipitaten, deren Bildung durch Zugabe
von Si(OH), zu Lésungen von C2N7 induziert wurde. Mafistabsbalken: 1 um. E: Im Histogramm sind die
Kugeldurchmesser d [1590 Kugeln, Binbreite: 4 nm] aufgetragen. An die Daten wurde eine GauBverteilung
angepasst. Der hierbei ermittelte Mittelwert betrdgt d = (38 + 15) nm. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phos-
phatpuffer pH 6,8, cx = 1 mM, ¢(sion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.
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Die wenigen Partikel, die gefunden wurden, sind von sehr kleinem Durchmesser, was sich
auch im abgebildeten Histogramm (Abbildung 4.16 E) widerspiegelt. Durch Anpassung
einer Normalverteilung an die Daten ergab sich ein durchschnittlicher Kugeldurchmesser
von d=(38+15)nm. Die Partikel liegen zwar in Netzwerken vor, aber sind noch
weitestgehend voneinander separiert (A/D). An einigen Stellen treten hingegen
Anhdufungen auf, in denen die einzelnen Kugeln nicht mehr deutlich unterschieden

werden konnen (B).

Silicaprazipitationen mit C3N7

Unter Verwendung von C3N7 entstehen Prizipitate in Form von Kugeln, deren Oberfliche
ebenmifig ist, was aus den SEM-Bildern in Abbildung 4.17 ersichtlich wird. Thre
Verteilung erscheint homogen, es zeigen sich jedoch neben der Hauptpopulation an

Kugeln, die einen mittleren Durchmesser von d, = (122 + 34) nm aufweisen, auch kleinere

Partikel mit d; = (36 + 8) nm. Diese sind sowohl in Aufnahmen B und C erkennbar als

auch im Histogramm (Abbildung 4.17 E).
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Abbildung 4.17 A-D: Reprisentative SEM-Aufnahmen von Silicaprizipitaten, entstanden durch Zugabe von
Si(OH)4 zu einer Losung von C3N7. Mafistabsbalken: 1 um. E: Histogramm der auftretenden Kugeldurch-
messer d [2452 Kugeln, Binbreite: 7 nm]. Die gestrichelten Linien geben die Ergebnisse der Anpassung
zweier Gaufiverteilungen an die Daten wieder, ihre Summe ist in der durchgehenden Linie wiedergegeben.
Die Mittelwerte betragen d; = (36 + 8) nm und d,= (122 + 34) nm. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phos-
phatpuffer pH 6,8, cx = 1 mM, ¢(sion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.
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Silicaprazipitationen mit C4N7

Mit dem Polyamin C4N7 wurde mehr Silica prézipitiert als mit C2N7 oder C3NT7.
Trotzdem lassen sich in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen aus Abbil-
dung 4.18 A-D &hnliche Strukturen erkennen. Es treten wiederum gleichmifig aussehende
Kugeln auf, deren Durchmesser sich um einen Mittelwert verteilen. Die statistische
Untersuchung (Abbildung 4.18 E) ergab einen Wert fiir den mittleren Durchmesser der
Kugeln von d = (172 £+ 35) nm.
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Si(OH)4 zu einer Losung von C4N7 prézipitiert wurde. Maf3stabsbalken: 1 um. E: Die Durchmesser d der
Kugeln wurden ermittelt und in einem Histogramm [1853 Kugeln, Binbreite: 8 nm] aufgetragen. Die
schwarze Linie gibt das Resultat der Anpassung einer Gauliverteilung an die Daten wieder. Der Mittelwert
betrdgt d=(172+35)nm. Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, oy=1mMm,
c(sion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

Die hier untersuchten Polyamine, die jeweils sieben Aminoeinheiten aufweisen und sich in
threr hydrophoben Alkylgruppe unterscheiden, besitzen unterschiedliche prézipitations-
induzierende Eigenschaften. Mit allen drei Substanzen wurden kugelférmige Partikel
gebildet, deren mittlere Durchmesser von C2N7 iiber C3N7 bis C4N7 ansteigen.
Entsprechend nimmt die Masse an prézipitiertem Silicium in der gleichen Reihenfolge

deutlich zu.

Zusammenfassung

Beim Vergleich von Polyaminen mit unterschiedlichen Alkylgruppen zwischen den

Aminoeinheiten (C2N7, C3N7, C4N7) beziiglich ihrer SiO,-prazipitierenden Funktion
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zeichneten sich mehrere Unterschiede ab. Zum einen steht die Menge an Silica, welches
prézipitiert wird, in Zusammenhang mit den Strukturen der Substanzen, zum anderen gibt
es auch Auswirkungen auf die PartikelgroBBe. Wie auch bei den Polyaminen mit unter-
schiedlicher Gesamtkettenldnge, wurden die drei Verteilungen statistisch miteinander
verglichen. Die Ergebnisse der Mann-Whitney-U-Tests besagen, dass sich die drei
Verteilungen mit hoher Signifikanz (P < 0,001) voneinander unterscheiden. Dabei wurden

ausschlieBlich Kugeln gefunden, filamentartiges SiO, wie bei C3N18 trat nicht auf.

4.2.3 N-Methylierung der Polyamine

Bekanntermallen beeinflusst die Methylierung von Aminogruppen in Polyaminen die
Kinetik von Kieselsdureprizipitationsreaktionen, die von diesen Polyaminen induziert

werden.'*?

Um ndhere Informationen dariiber zu erhalten, wie sich Methylierung auf die
Menge an SiO, sowie dessen mikroskopischer Struktur auswirkt, wurde C3NI12Me
untersucht und mit seinem unmethylierten Analogon C3N12 verglichen. Die prazipitierte
Si-Masse wurde mittels der f-Molybdatmethode ermittelt. Die N-Methylierung bewirkt
ungefdhr eine Verdopplung der prizipitierten Si-Menge von 14,0 ug fir C3N12 auf

31,0 pg im Fall von C3N12Me (Abbildung 4.19).

35+
Msi/ g o/ pg n 30!
C3N12 14,0 15 20 25|
C3N12Me 31,0 1,5 2 2 20|
151

S

Abbildung 4.19 Bei Prézipitationsreaktionen mit den Polyaminen C3N12 und C3N12Me wurde mittels
S-Molybdatmethode die Masse an Silicium mg; (o: Standardabweichung, n: Anzahl der Messungen) ermittelt.
Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cy = 1 mM, ¢(sion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

Rasterelektronenmikroskopische Messungen eines SiO,-Prézipitats, dessen Bildung durch
C3N12Me induziert wurde, zeigen gleichmifBig geformte kugelartige Strukturen
(Abbildung 4.20 A-E). Diese liegen in zwei GroBen vor, deren Mittelwerte zu
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d; = (59 £ 24) nm sowie d; = (183 +27) nm bestimmt wurden. Die kleinen Kugeln haben
dabei einen Anteil von ca. 30 % an der Gesamtzahl. Diese Ergebnisse sind in einem

Histogramm in Abbildung 4.20 F dargestellt. Im Vergleich dazu lagen die Durchmesser

der mit C3N12 gebildeten Partikel im Bereich einer einzigen Normalverteilung um

(169 = 23) nm.
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Abbildung 4.20 A-E: SEM-Aufnahmen eines Silicaprizipitats, das durch Zugabe von Monokieselsdure zu
einer Losung von C3N12Me gebildet wurde. Mafstabsbalken: 1 pm. F: Histogramm der auftretenden
Kugeldurchmesser d [3125 Kugeln, Binbreite: 6 nm].  Gestrichelte Linien: Anpassung zweier
GauBverteilungen an die Daten; durchgehende Linie: Summe aus den beiden Einzelverteilungen. Die
Mittelwerte betragen d;=(59+24)nm sowie d,=(183+27)nm. Reaktionsbedingungen: 30 mMm
Phosphatpuffer pH 6,8, cy = 1 mM, csion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

4.3 Einfluss von Phosphationen auf

Prazipitationsreaktionen

In verschiedenen Studien wurde auf die Bedeutung von multivalenten Anionen fiir die
Aggregation von Silaffinen oder Polyaminen und anschlieBende SiO,-Prézipitationen
hingewiesen, ohne die in den meisten Fillen keine Reaktionen stattfinden.’*>'%® Es gibt
jedoch auch Arbeiten, in denen Silicabildung mit Polyaminen unter Abwesenheit von
Anionen wie Phosphat (P;) oder Sulfat beobachtet wurde.'"*'% Bisher wurden diverse
Pi:N-Verhiltnisse eingesetzt, welche von ungefihr von 0,3:1 bis zu 5:1 reichten. Brun-
ner et al. identifizierten dabei ein P;:N-Verhiltnis von ca. 0,5:1.*' Die verdffentlichten

Ergebnisse sind relativ inhomogen und es wurden immer nur einzelne Polyamine
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beziehungsweise Silaffine untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit stehen mehrere
Polyamine, darunter C3N6, C3N12 und C3NI18, zur Verfiigung, die sich, wie im
vorhergehenden Kapitel aufgezeigt wurde, in ihren silicaprizipitierenden Eigenschaften
unterscheiden. Eine systematische Variation der Phosphatkonzentration und anschlieBende
Untersuchung von gebildeter Siliciummasse sowie Morphologie des Silica konnte weitere
Erkenntnisse zu den bei der Biomineralisation ablaufenden Prozessen liefern. Alle
verwendeten Polyaminldsungen enthielten 1 mM Stickstoff. Der Phosphatpuffer wurde
durch einen Acetatpuffer (30 mMm, pH 6,8) ersetzt und die entsprechenden Konzentrationen
an Phosphat (0,25 mm, 0,5 mMm, 0,75 mM, 3 mM, 10 mM und 30 mM) wurden durch Zugabe
aus einem 500 mM Phosphatpuffer pH 6,8 angepasst. Unter diesen Bedingungen wurden
mit den Polyaminen Prézipitationsreaktionen durchgefiihrt und die jeweils gefillte Menge
an Silicium mit dem f-Molybdattest bestimmt. Diese Tests wurden fiir jede Substanz und
jede Phosphatkonzentration viermal wiederholt. Die Resultate sind in Abbildung 4.21

dargestellt. Es ist zu beachten, dass die x-Achse zur besseren Ubersicht fiir kleine

Phosphatkonzentrationen linear, bei groeren logarithmisch aufgetragen ist.
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Abbildung 4.21 Uberblick iiber die mittels f-Molybdatmethode bestimmten Massen mg; an prizipitiertem
Silicium bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen cp; fiir die Polyamine == C3N6 = C3N12 == C3N18.
Reaktionsbedingungen: 30 mM Acetatpuffer pH 6,8, cx = 1 mM, csiony, = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

Bei allen drei Polyaminen tritt eine Zunahme an prézipitiertem Si mit Erhéhung der Phos-
phatkonzentration auf. Der Anfangswert fiir 0 mM Phosphat liegt fiir alle bei (3,2-4,0) ugSi.
Es ist wahrscheinlich, dass dieser Wert durch geringe Mengen an Kieselsdure, die durch

den Waschvorgang nicht vollstindig entfernt werden konnten, sowie einen kleinen Anteil
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4.3 Einfluss von Phosphationen auf Prézipitationsreaktionen

an polymerisiertem SiO, zustande kommt. Aufgrund des kleinen Wertes kann hier nicht
von spezifischen Prézipitationsreaktionen ausgegangen werden.

Im Fall von C3NG6 ist ab cp; =3 mM ein Anstieg erkennbar, wéahrend sich zwischen 10 mMm
und 30 mM keine wesentliche Anderung mehr zeigt. Auch bei C3N12 und C3N18 wurden
dhnliche Verldaufe gefunden. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden an die Daten Geraden

angepasst, deren Parameter zusitzliche Informationen liefern (Abbildung 4.22).
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Abbildung 4.22 Lineare Anpassungen an die Daten der phosphatabhingigen Bestimmungen der
prézipitierten Siliciummassen fiir die Polyamine A C3N6, B C3N12 und C C3N18.

Fir C3N6 betrdgt die Steigung im Bereich kleiner Phosphatkonzentrationen
(0,9+0,5) ug Si/mM P;. Ab dem Schnittpunkt der beiden Geraden, der bei 7,5 mm P;
(Pi:N-Verhéltnis: 7,5:1) liegt, dndert sich ms; kaum und wurde zu (9,1 + 0,7) pg bestimmt.
Die Steigung im phosphatabhdngigen Bereich ist bei C3N12 hdéher und macht
(3,5+0,2) ug Si/mmM P; aus. Ab 3,2 mM P; (Pi:N-Verhéltnis: 3,2:1) ist eine Séttigung an
Phosphationen erreicht und es ergibt sich eine maximale Siliciummassen von
(14,8 £0,7) pg. Bei C3N18 werden mit 2,7 mM (P;:N-Verhiltnis: 2,7:1) nochmals weniger
Phosphationen benétigt, um die maximale Prézipitation zu erhalten. Ebenso éndert sich die
Siliciummasse in Abhédngigkeit von c¢p; mit (7,0£0,8) ug Si/mM P; bei kleinen
Phosphatmengen stirker. C3N18 préazipitiert, wie schon bekannt, die grof3te Silicamenge,
die hier (23,6 = 0,7) ug Si entspricht. Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass bei den
Prazipitationen mg; linear mit der Phosphatkonzentration steigt, wenn diese klein ist. Es
gibt fiir jedes Polyamin eine bestimmte Phosphatkonzentration, ab der sich die Si-Masse
nicht mehr dndert und eine Sittigung eintritt. Je mehr Aminoeinheiten in den Propyl-
polyaminen vorhanden sind, desto weniger multivalente Anionen scheinen nétig zu sein,

fiir SiO,-Prézipitationen optimale Bedingungen zu schaffen.
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Einfluss der Phosphatkonzentration auf Silicaprazipitationen mit C3N6

Bei Phosphatkonzentrationen von 3 mM, 10 mM und 30 mM wurde mit allen drei
Propylpolyaminen prézipitiertes Silica rasterelektronenmikroskopisch analysiert, um die

Phosphatabhingigkeit weiter zu charakterisieren. Wird C3N6 zur Prézipitationsinduktion

eingesetzt, sind vor allem bei 3 mM P; Unterschiede zu den hdheren Phosphatkonzen-

trationen erkennbar (Abbildung 4.23 A/B).
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Abbildung 4.23: Uberblick iiber SEM-Aufnahmen von Silica, dessen Bildung durch das Polyamin C3N6 in
Anwesenheit von A/B 3 mM Phosphationen, D/E 10 mM Phosphationen, G/H 30 mM Phosphationen
induziert wurde. Maf3stabsbalken: 1 um. C/F/I: Jeweilige zugehdrige Histogramme der auftretenden Kugel-
durchmesser d. Die Linien geben die Resultate der Anpassung einer oder mehrerer GauBlverteilungen an die
Daten wieder. C 398 Kugeln, Binbreite: 18 nm. Mittelwerte d; =(58 + 17) nm und d,= (121 £26) nm.
F 3028 Kugeln, Binbreite: 3 nm. Mittelwert d = (111 + 15) nm. | 2537 Kugeln, Binbreite: 8 nm. Mittelwert
d= (128 £42) nm. Reaktionsbedingungen: 30 mM Acetatpuffer pH 6,8, cx=1mM, csion), =100 mm,
Reaktionszeit: 10 min.

Insgesamt findet sich in diesen SEM-Proben wenig Silica. Dieses liegt teilweise in
kugelartigen Strukturen zweier GroBBenverteilungen nebeneinander vor (d; = (58 = 17) nm,
d>= (121 + 26) nm), wie das Histogramm (Abbildung 4.23 C) wiedergibt. Zusétzlich ist
viel Material erkennbar, das keine definierte Struktur aufweist und oftmals die Kugeln

bedeckt, was zu einem inhomogenen Gesamtbild fiihrt. Schon bei 10 mM P; werden die
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4.3 Einfluss von Phosphationen auf Prézipitationsreaktionen

Strukturen definierter, es finden sich ausschlieBlich Silicakugeln, die eine glatte Schale
besitzen (D/E). lhre Durchmesser entsprechen einer Normalverteilung mit einem
Mittelwert von (111 &+ 15) nm (Histogramm Abbildung 4.23 F). Ebenso verhilt es sich bei
einer Phosphatkonzentration von 30 mM (G/H), wobei hier der Kugeldurchmesser mit
(128 £42) nm groBer und iiber einen breiteren Bereich verteilt ist (Abbildung 4.23 I). Die
Erhohung der Phosphatkonzentration bewirkt in diesem Fall eine VergroBerung der
Kugeln. Unterhalb von 10 mM P; werden in geringerem MaBe gleichméaBige Strukturen
gebildet. Somit beeinflusst die Phosphatkonzentration mit C3N6 sowohl die gebildeten

Massen an Silica sowie dessen Morphologie.

Einfluss der Phosphatkonzentration auf Silicaprazipitationen mit C3N12

Ein Vergleich von Silicaprizipitaten, deren Bildung mit C3NI12 in Anwesenheit
unterschiedlicher Phosphatkonzentrationen induziert wurde, zeigt weniger Unterschiede,
als dies mit C3N6 der Fall ist. Sowohl mit 3 mM, 10 mM als auch mit 30 mM Phosphat
entsteht jeweils eine Population an gleichméBig geformten Kugeln (Abbildung 4.24 A/B,
D/E, G/H). Wéhrend sich fiir 3 mM P; eine mittlere Kugelgréf3e von (93 £ 22) nm ergibt
(Histogramm Abbildung 4.24 C), liegt dieser mit 10 mM P; bei (101 £21) nm (Abbil-
dung 4.24 F). Fast identisch zu 10 mM P; ist die Verteilung fiir entsprechend 30 mM P;. Die
Kugeln haben einen durchschnittlichen Durchmesser von (106 +24) nm (Abbildung 4.24 I).
Wie eingangs erwihnt, wirkt sich bei C3N12 eine Variation der Phosphatkonzentration im
Bereich von 3-30 mM nicht stark auf die Morphologie des Silica aus, so wie auch die

gemessenen Si-Massen nicht stark voneinander abweichen (Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.24 Représentative SEM-Aufnahmen von Silica, das nach Prézipitation mit dem Polyamin
C3NI12 in Anwesenheit von A/B 3mM, D/E 10mM, oder G/H 30 mM Phosphationen entstand.
MaBstabsbalken: 1 um. C/F/I: Die auftretenden Kugeldurchmesser d sind in den jeweiligen Histogrammen
dargestellt. An die Daten wurden Gaufverteilung angepasst (schwarze Linien). C 2546 Kugeln,
Binbreite: 4 nm. Mittelwert d = (93 + 22) nm. F 2349 Kugeln, Binbreite: 5 nm. Mittelwert d = (101 =21) nm.
I 3321 Kugeln, Binbreite: 5 nm. Mittelwert d = (106 + 24) nm. Reaktionsbedingungen: 30 mM Acetat-
puffer pH 6,8, cy = 1 mM, c(sion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

Einfluss der Phosphatkonzentration auf Silicaprazipitationen mit C3N18

Im Gegensatz zu C3N12 hat die Verdnderung der Phosphatkonzentration bei Verwendung
von C3N18 zur Prizipitation drastische Auswirkungen auf die Morphologie des
prézipitierten Silica, obwohl die Mengen davon nicht wesentlich beeinflusst werden (siche
Abbildung 4.21). Bei einer Phosphationenkonzentration von 3 mM entsteht ausschlieSlich
kugelformiges Silica. Die Partikel sind voneinander abgegrenzt, auch wenn sie teilweise
aneinander gereiht sind (Abbildung 4.25 A/B). Ihre GroBen liegen im Bereich einer engen
Normalverteilung (Abbildung 4.25 C). Mit einem mittleren Durchmesser von (80 £+ 18) nm
sind sie relativ klein. Bei Erhohung von cp; auf 10 mM treten neben Bereichen mit Kugeln
(D) auch solche auf, in denen sich filamentartiges Silica befindet (E). Ebenso ist dort eine
Population von kleineren SiO,-Partikeln vorhanden. Die Durchmesser der Kugeln wurden

ausgewertet und es ergaben sich zwei voneinander getrennte Verteilungen(Abbildung 4.25F)
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4.3 Einfluss von Phosphationen auf Prézipitationsreaktionen

um d;=(25+7)nm beziechungsweise hdufiger auftretend um d,=(130+19)nm. In
Anwesenheit von 30 mM Phosphat ist die Tendenz zur Bildung von Filamenten noch
stiarker ausgepriagt (G/H). Wiederum treten neben den gleichmiBigen groflen Kugeln mit
d> = (154 £ 46) kleinere auf, die einen Durchmesser von d;=(30=+ 10) nm aufweisen
(Abbildung 4.25 I). Zusammenfassend ldsst sich fiir C3N18 feststellen, dass eine Erh6hung
von cp; von 3 mM auf 30 mM zwar nicht zu einer Erh6hung prizipitierten Si-Masse fiihrt,

wohl aber die Strukturen insofern verdndert, dass die GroBBe von SiO,-Kugeln steigt und

vermehrt Silicafilamente auftreten.
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Abbildung 4.25 SEM-Aufnahmen von C3NI18-Silicaproben, bei deren Prézipitation die
Phosphatkonzentration variiert wurde: A/B 3 mM, D/E 10 mM beziehungsweise G/H 30 mM Phosphationen.
MafBstabsbalken: 1 um. In C/F/l sind die zugehdrigen Haufigkeiten der ermittelten Kugeldurchmesser d
sowie an diese Daten angepasste Gaullverteilungen dargestellt: C 1901 Kugeln, Binbreite: 4 nm. Mittelwert
d=(80+18) nm. F 3091 Kugeln, Binbreite: 4 nm. Mittelwerte d; =(25+ 7)nm und d,=(130+ 19) nm.
| 1598 Kugeln, Binbreite: 13 nm. Mittelwerte d; =30+ 10) nm und d,= (154 £ 46) nm.
Reaktionsbedingungen: 30 mM Acetatpuffer pH 6,8, cy = 1 mM, c(sion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

o

Die Verdnderung der Konzentration von Phosphationen von (3 - 30) mM wirkte sich bei
den Polyaminen C3N6, C3N12 und C3N18 nicht gleich aus. Mit C3N6 verursachte ihre
Erhohung eine Zunahme an gebildetem Silica, dessen Strukturen grofer und vor allem

homogener wurden. Weder quantitative noch strukturelle Effekte scheint die Variation der
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Anionenmenge im genannten Bereich mit C3N12 zu haben. Dies gilt auch im Fall von
C3N18 beziiglich der Si-Masse, hier jedoch bewirkt die Erhdhung der Konzentration

erhebliche Verdnderungen der Strukturen von Kugeln hin zu Filamenten.

4.4 Untersuchungen zur Reaktionsgeschwindigkeit

Bei den bisher vorgestellten Experimenten wurde jeweils eine Reaktionszeit von zehn
Minuten eingehalten. Da sich dabei unterschiedliche Mengen an Silica in Abhingigkeit
vom verwendeten Polyamin abzeichneten (sieche Abbildungen 4.1, 4.14 und 4.19), stellte
sich die Frage, ob auch die Kinetik der Reaktionen durch die Struktur der Polyamine
beeinflusst wird. Zu diesem Zweck wurde mit den Verbindungen C3N6, C3N12 und
C3N18 versucht, die Silicabildung zu unterschiedlichen Zeitpunkten abzubrechen und im
Anschluss mit der f-Molybdatmethode quantitativ die Siliciummengen in den bis dahin
entstandenen Prézipitaten zu ermitteln. Hierzu wurden die Reaktionsgefifle bei der
jeweiligen Zeit zentrifugiert, die Uberstiinde abgenommen und das Pellet mehrmals mit
Wasser gewaschen, bevor es mit Natronlauge wieder in monomere Kieselsdure
hydrolysiert wurde. Alle Experimente wurden mindestens viermal wiederholt. Die dabei

bestimmten Ergebnisse sind in Abbildung 4.26 zusammengefasst.
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Abbildung 4.26 Uberblick iiber die bei verschiedenen Reaktionszeiten ¢ mittels S-Molybdatmethode
bestimmten Massen an prazipitiertem Silicium mg; fiir die Polyamine == C3N6 == C3N12 == C3N18.
Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cx = 1 mM, ¢siony, = 100 mM.
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Bei allen drei Verbindungen wurde schon nach einer Minute Silicium detektiert. Fiir C3N6
liegt dieser Wert bei 7,4 ug Si. Nach 2,5 Minuten ist die Masse mit 3,3 pg niedriger und
nimmt bis zu 7,2 pg nach zehn Minuten stetig zu. Nach zwanzig Minuten wiederum sinkt
die Silicamenge leicht ab. Auch mit C3N12 ist der Wert fiir /=1 min mit 17,1 pg der
hochste in der Versuchsreihe detektierte. Wiederum zwischen 2,5 und zehn Minuten ist ein
Anstieg von 12,1 pg auf 16,0 ng aufgetreten. Danach bleibt msg; unveréndert. Bei Einsatz
von C3N18 liegt die Siliciummasse nach einer Minute bereits bei 16,7 ng. Nach
2,5 Minuten nimmt sie leicht zu, um bis zu fiinf Minuten wieder abzunehmen. Bei
7,5 Minuten ist der Maximalwert von 21,0 ug erreicht. Danach dndert sich die Menge nicht
mehr wesentlich. Bei Betrachtung aller Daten zeigen sich keine spezifischen
Zusammenhdnge zwischen Silicamengen und Reaktionszeit. Eventuell wird die Reaktion
durch die Zentrifugation der Proben nicht ausreichend gestoppt. Oder aber sie verlduft so
schnell, dass schon nach einer Minute im wesentlichen die maximale Prizipitationsmenge
erreicht ist und nachfolgend lediglich durch die Analysemethode bedingte Schwankungen
auftreten. Wichtig fiir die vorliegende Arbeit ist, dass bei der fiir alle anderen Experimente
verwendeten Zeit von zehn Minuten die Reaktionen abgeschlossen sind, wovon in
Anbetracht der kinetischen Daten ausgegangen werden kann.

Mittels rasterelektronischen Messungen wurde zusidtzlich die Morphologie von
Prizipitaten von C3N6, C3N12 und C3N18 untersucht, die nach einer Reaktionsdauer von
zwanzig Minuten erhalten wurden (Daten nicht gezeigt). Hier gibt es keine auffilligen
Unterschiede zu den Ansdtzen, die zehn Minuten reagiert haben (siche Abbildungen 4.2,
4.6 und 4.10). Bei Verwendung von C3N6 und C3N12 wurden kugelartige Silicastrukturen
beobachtet, wihrend mit C3N18 Kugeln und Filamente nebeneinander gebildet wurden.
Sowohl was die Siliciummasse als auch die Struktur von prézipitiertem Silica betrifft,
scheint dementsprechend eine Reaktionszeit von zehn Minuten ausreichend, um Aussagen

iiber die polyamininduzierten SiO,-Prizipitationen machen zu kénnen.
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4.5 Diskussion

Die Struktur und Entstehung von Diatomeenschalen wird auf drei Ebenen unterschieden.'”’
Die Mikroskala beschreibt die Gesamtgestalt, die in erster Linie von der Form des silica
deposition vesicle (SDV) bestimmt wird. Auf der Nanoskala werden die initial
auftretenden Polymerisationsprodukte betrachtet, die fiir die Ausbildung sehr kleiner
Merkmale und Strukturen verantwortlich sind. In der Mesoskala werden Substrukturen im
SDV gebildet, die zwischen Mikro- und Nanoskala liegen.'® Beziiglich der molekularen
Vorgénge bei der Bildung der Diatomeenschalen auf der Nanoskala werden in der Literatur
verschiedene Modelle diskutiert, anhand derer die Ausbildung der spezifischen Strukturen
erklart werden soll. Dabei spielen die Vorgdnge im SDV eine wichtige Rolle. Wahrend
Gordon et al.*’ in der diffusionslimitierten Aggregation von Silica-Partikeln die Grundlage
fiir die Bildung der Mikrostrukturen sehen, konzentrieren sich Erkldrungsansitze seit der
Entdeckung der Silaffine und long chain polyamines (LCPA) iiberwiegend auf deren
Einfluss. Vrieling et al.** schlagen ein Modell vor, das auf der durch Silaffine und LCPAs
dirigierten Aggregation von Silica-Nanopartikeln basiert. Die Entstehung von Poren wird
hierbei durch die Anwesenheit grofer organischer Molekiile erkldrt, die strukturgebend
sind und nach der Bildung des Silica aus der Struktur entfernt werden. Dahingegen stiitzt

sich ein Modell von Sumper’>'?

auf die Selbstorganisation der Silaffine und LCPAs zu
Matrizen in Form von Nano- und Mikrotropfchen, die bei der Silicabildung als Template
dienen. Kroger®® geht darauf basierend von der Anordnung einer Silaffinmatrix aus, deren
Gestalt liberwiegend von der molekularen Struktur der Silaffine bestimmt wird und die
durch Phasenseparationsprozesse entsteht. In dieser Matrix ordnen sich die LCPAs an und
die Silicabildung wird in Regionen, in denen sie angereichert sind, induziert. In allen
Féllen wird den Polyaminen, ihrer Interaktion mit anderen im SDV anwesenden Molekiilen
und Phasenseparationsprozessen eine gro3e Bedeutung zugeschrieben. Insofern kann die
systematische Untersuchung des Einflusses von Strukturmerkmalen der Polyamine und
Reaktionsbedingungen auf Silicaprizipitationsreaktionen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrt wurde, zum Verstidndnis der Biomineralisation bei Diatomeen beitragen. Zu
diesem Zweck wurden insgesamt sieben Polyamine untersucht, die sich in ihrer

Kettenldnge, der Alkylgruppe zwischen den Aminoeinheiten beziehungsweise der

N-Methylierung unterscheiden.
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Eigenschaften der Polyamine

Um Zusammenhinge zwischen Molekiilstruktur und Prézipitationsverhalten aufkldren zu
konnen, wurden zunichst einige Eigenschaften der Polyamine analysiert. Da vor allem der
Akkumulation von positiven Ladungen eine wichtige Funktion zugeschrieben wird, ist das
Sdure-Base-Verhalten der Molekiile von besonderem Interesse. In Tabelle 4.2 sind

verschiedene Informationen zu den eingesetzten Polyaminen zusammengefasst.

Tabelle 4.2 Eigenschaften der Polyamine C3N6, C3N12, C3N18, C2N7, C3N7, C4N7 und C3N12Me bei
pH 6.8.

Abkirzung Ny /A Ti/A  pKenprim  PKs nsek z z/% h/%
C3N6 6 26,1 49 10,17 10,28 45 75 78,6

C3N12 12 54,6 4,9 10,17 10,27 8,4 70 81,3

C3N18 18 813 4,9 10,17 10,27 12,4 69 82,0

C2N7 7 23,3 3,7 9,86 9,69 3,9 56 79,4
C3N7 7 31,1 4,9 10,17 10,27 5,1 73 79,6
C4N7 7 39,7 6,4 10,43 10,69 6,8 97 78,1
C3N12Me 12 56,4 5,1 9,86 9,42 7,3 61 86,7

Neben Gesamtzahl der Aminogruppen Ny fasst Tabelle 4.2 Angaben zur Lange der Mole-
kiile / sowie zum mittleren Abstand zwischen zwei Aminoeinheiten /; zusammen. Diese
wurden mit Hilfe der Software ChemBio 3D Ultra abgeschétzt. Weiterhin wurden mit dem
pK-Tool der Anwendung SPARC verschiedene Berechnungen durchgefiihrt. Zum einen
konnen die pKs-Werte der jeweils konjugierten Saure jeder Aminogruppe fiir den ersten
Protonierungsschritt ermittelt werden. Im Fall der sekunddren Gruppen unterscheiden sich
die pKs-Werte leicht, deshalb ist ein Mittelwert fiir alle angegeben. Zum anderen liefern
makroskopische Analysen, bei denen auch weitere Protonierungsschritte mit in Betracht
gezogen werden, jeweils die Verteilung von Molekiilen unterschiedlicher Ladung bei
verschiedenen pH-Werten. Mit diesen Daten konnte die mittlere Molekiilladung z bei
pH 6,8, bei dem die Experimente durchgefiihrt wurden und, daraus abgeleitet, der Proto-
nierungsgrad (z/%) (tatsichliche Ladung/maximal mogliche Ladung) abgeschitzt
werden. Allgemein muss beachtet werden, dass durch die SPARC-Berechnungen zwar die
Gesamtmolekiile bei bestimmten pH-Werten betrachtet werden konnen, Einfliisse wie
Ionenstirke des Puffers, Ionenart und Aggregation zwischen den Polyaminmolekiilen

konnen jedoch nicht beriicksichtigt werden. Weiterhin wurde fiir die Hydrophobizitit

76



Polyamine

(h /%) der Molekiile eine einfache Abschitzung durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden
Kohlenstoffatome und ungeladene Stickstoffatome als hydrophob gewertet, positiv
geladene  Stickstoffatome wurden als hydrophil eingerechnet. Der Quotient aus
vorliegender und maximal moglicher Hydrophobizitit ergibt /4 /%. Abbildung 4.27
veranschaulicht die in Tabelle 4.2 aufgefiihrten Parameter, vor allem der Unterschied in
der Ladungsverteilung soll hierbei deutlich werden. Zu diesem Zweck sind Stickstoffatome

mit positiver Formalladung rot dargestellt und ungeladene blau.

Abbildung 4.27 Kalottenmodelle der Polyamine A C3N6, B C3N12, C C3N18, D C2N7, E C3N7, F C4N7
und G C3N12Me mit wahrscheinlicher Ladungsverteilung bei pH 6,8. ©Cc,ONON, CecH

Die Abstdnde zwischen den Stickstoffatomen sind aufgrund gleicher Alkylgruppen bei den
Propylpolyaminen C3N6, C3N12 und C3N18 mit 4,9 A identisch. Damit im Zusammen-
hang stehend unterscheiden sich die pKs-Werte ihrer priméren beziehungsweise
sekunddren Aminogruppen nicht wesentlich, was sich auch in einem &hnlichen
Protonierungsgrad duflert. Dieser nimmt mit zunehmender Kettenlédnge geringfiigig ab und
liegt zwischen 75 und 69 %. Die hier aufgefiihrten Daten zum Sdure-Base-Verhalten
konnen nicht mit experimentellen aus der Literatur verglichen werden, da systematische
potentiometrische Untersuchungen zum Einfluss der Kettenldnge auf die Basizitdt zwar mit

kiirzerkettigen Ethylpolyaminen (bis zu C2N7) durchgefiihrt wurden''"?, jedoch nicht mit
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langerkettigen Propylaminen. Beziiglich der Hydrophobizitit gibt es zwischen den drei
Verbindungen Unterschiede, sie ist flir C3N18 am hdchsten.

Beim Vergleich von C2N7, C3N7 und C4N7 zeigen sich nicht nur Abweichungen in den
Gesamtmolekiillingen, auch der Abstand zwischen den Aminoeinheiten wird von C2 {iber
C3 bis zu C4 groBer und betrigt zwischen 3,7 A und 6,4 A. Die pK,-Werte aller
Aminogruppen und damit der Protonierungsgrad nehmen analog deutlich zu. Wihrend bei
C2N7 bei pH 6,8 lediglich 56 % der Aminogruppen positiv geladen sind, ist C4N7 fast
vollstindig protoniert (97 %). Die Tendenzen dieser theoretischen Daten stehen im
Einklang mit experimentellen Befunden, bei denen kiirzere Polyamine mit
unterschiedlichen Alkylgruppen (C2N2-C6N2) untersucht wurden.''"''? Die Hydrophobi-
zitdten der drei Polyamine unterscheiden sich nicht wesentlich.

In Verbindung C3N12Me ist der Abstand zwischen den Stickstoffatomen mit 5,1 A etwas
langer als in C3N12. Deutlichere Unterschiede finden sich in den pKs-Werten, die bei
C3N12Me niedriger sind, und damit in der Ladung und im Protonierungsgrad. Weist
C3N12 eine mittlere Ladung von 8,4 und 70 % Protonierung auf, betragen diese Werte bei
C3N12Me 7,3 beziehungsweise 61 %. C3N12Me ist also im Vergleich zu C3N12 weniger
basisch. Dieser Effekt, der durch Methylierung von Aminogruppen bewirkt wird, zeigte

sich auch bei experimentellen potentiometrischen Untersuchungen.'"'

Die Hydrophobizitét
von C3N12Me ist, bedingt durch die geringe Gesamtladung und die zusétzlichen Methyl-
gruppen, im Vergleich zu den anderen untersuchten Polyaminen am hochsten.

In diesem Zusammenhang ist es wichtig, zu kldren, in welcher Form Kieselsdure
beziehungsweise Silica bei den gewihlten Reaktionsbedingungen vorliegt. Wihrend
monomere Kieselsdure Si(OH)4 einen pKs-Wert von ca. 9,9 ausweist, liegt derjenige von
héher polymerisierten, also kolloidalen Silicapartikeln bei ca. 6,7.>> Demnach liegen bei
pH 7 ca. 1,8 % der Silanolgruppen von Monokieselsdure als Silanolat vor, wihrend unter

gleichen Bedingungen 61 % der Silanolgruppen von Silicapartikeln negativ geladen

sind.'?

Unterschiede im Prazipitationsverhalten der Polyamine

Beim Vergleich von Prézipitationsreaktionen, die durch Polyamine mit unterschiedlichen
Strukturmerkmalen ausgelost werden, konnten sowohl quantitative als auch morpho-
logische Unterschiede ermittelt werden. Verdnderungen der Molekiilkettenldnge, der
Alkylgruppe zwischen den Aminoeinheiten sowie die N-Methylierung beeinflussen

zundchst die Aktivitit beziiglich der Silicamenge, die bei den Reaktionen gebildet wird.
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Auch wenn alle zur Prézipitation verwendeten Polyaminlosungen ein festes N:Si-

Verhiltnis von 1:100 besallen, variierten die Siliciummassen des jeweils prazipitierten

Silica im Bereich von 1,4 pug bis 30,5 pug (Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.28 Uberblick iiber die mittels f-Molybdatmethode bestimmten Massen ms; an prizipitiertem

Silicium  fur

die Polyamine

C3N6, C3N12. C3NI18,

C2N7, C3N7, C4AN7 und C3NI2Me.

Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cy = 1 mM, c¢siony, = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.

Die Analyse der Durchmesser gebildeter Silicakugeln weist auf signifikante GroBen-

dnderungen in Abhéngigkeit des verwendeten Polyamins hin. Abbildung 4.29 gibt einen
Uberblick iiber die Ergebnisse.
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Abbildung 4.29 Verteilungen der Durchmesser der Silicapartikel aus Prézipitationen mit Losungen von
A=—C3N6 =— C3N12 =C3N18 B =—=C2N7 ==C3N7 ==C4N7 und C=—C3N12 und =— C3NI12Me.
Reaktionsbedingungen: 30 mM Phosphatpuffer pH 6,8, cy = 1 mM, c¢sion), = 100 mM, Reaktionszeit: 10 min.
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Der Einfluss der Kettenlange

Die Untersuchung der Silicapridzipitation mit Propylpolyaminen unterschiedlicher

Kettenldnge lieferten folgende Erkenntnisse:

— C3N6, C3N12 und C3N18 prizipitieren ungleiche Silicamengen, die Zunahme von ms;
aufgetragen gegen die Kettenldnge erscheint dabei annidhernd linear (Abbildung 4.28).

— Die Morphologie der Priazipitate von C3N6, C3N12 und C3N18 unterscheidet sich. Bei
der Verwendung von C3N6 sowie C3N12 wurde ausschlieBlich kugelformiges Silica
gebildet. Bei Einsatz des Polyamins C3N18 kommen zusédtzlich zu sphérischem Silica

Filamente vor.

— Die GroBlen der auftretenden Silicakugeln unterscheiden sich fiir alle drei Polyamine
signifikant voneinander. Abbildung 4.29 A gibt einen Uberblick iiber die Verteilung

der Durchmesser der gemessenen Silicakugeln.

Es stellt sich die Frage, welche Faktoren fiir die beschriebenen Unterschiede im
Prazipitationsverhalten verantwortlich sind. Aufgrund der Komplexitit der Polymerisation
mit vielen aufeinanderfolgenden, teilweise reversiblen Reaktionsschritten ist es schwer zu
beantworten, auf welcher Ebene Polyamine die Silicabildung beeinflussen. Wird die
Kondensationsreaktion katalysiert, wird die Aggregation von Solpartikeln oder diejenige
groBerer Partikel beeinflusst? Oder stellt die Phasenseparation der Polyamine den

entscheidenden Schritt dar? In der Literatur finden sich unterschiedliche Hypothesen.
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Abbildung 4.30 Von Kroger''* vorgeschlagener Mechanismus der Bildung einer Siloxanbindung, katalysiert
durch einen Abschnitt eines N-Methyl-Propylamins beziehungsweise einer Silaffinseitenkette.
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So postulierten Mizutani et al.,** dass Aminogruppen mit geeignetem Abstand den
Ubergangszustand der Kondensationsreaktion stabilisieren konnen. Kroger''* schlug einen
Mechanismus vor, nach dem Polyamine direkt an der Bildung von Siloxanbindungen
beteiligt sind (Abbildung 4.30). Die Position der Aminogruppen im jeweiligen Molekiil
sowie ein Nebeneinander von geladenen und ungeladenen Aminogruppen, welche durch
giinstige Anordnung die Kondensationsreaktion unterstiitzen sollen, ist bei beiden von
Bedeutung. Da der Abstand zwischen den Aminogruppen in den drei Propylaminen jeweils
gleich groB ist (Tabelle 4.2, Abbildung 4.27), kann dieser Faktor hier keine direkte Rolle
spielen.

Belton et al.'” beschreiben eine Abhingigkeit, nach der die Ratenkonstante der Bildung
des Kieselsduretrimers mit der Kettenlinge von Polyaminen ansteigt, was auf einen Ein-
fluss von Polyaminen auf die ersten Kondensationsschritte schlieen ldsst. Dies stimmt mit
den Beobachtungen aus weiteren Veroffentlichungen iiberein, nach denen jeweils zuneh-
mende Kettenldngen von Polyaminen oder auch Polypeptiden schnellere oder vermehrte

Silicabildung bewirken,**

Da in der vorliegenden Arbeit die Endprodukte analysiert
wurden, kann iiber die ersten Reaktionsschritte keine Aussage getroffen werden. Der Trend
ist jedoch der gleiche, mit der Polyaminkettenlédnge steigt die prazipitierte Siliciummasse.

1.** auf eine erhohte Anzahl an NH; -

Der Effekt wird zum Beispiel von Coradin et a
Bindungsstellen zuriickgefiihrt. Allerdings muss bedacht werden, dass im Fall von C3NG6,
C3N12 und C3N18 in jedem Reaktionsansatz die Gesamtzahl an Aminogruppen identisch
war und auch die Anzahl protonierter Gruppen in diesem Fall aufgrund der dhnlichen
Protonierung (Tabelle 4.2, Abbildung 4.27) fast gleich ist.

Auf spiter ablaufende Schritte wahrend der Silicabildung bezogen sich andere Arbeiten.
Laut Behrens et al.'"> haben unterschiedliche Kettenlingen von Polyaminen keinen kataly-
tischen Effekt auf die ersten Schritte der Kondensation, sondern ausschliefllich auf an-
schlieBende Aggregationsprozesse. Iler’” beschreibt, dass Polymere die Silicabildung umso
starker induzieren, je ldnger sie sind, mit der Begriindung, dass sie dann in groferem
Umfang Silicapartikel vernetzen konnen, was bei der Prazipitation im Gegensatz zum
Gelprozess essenziell ist. So spielt dieser Effekt der Kettenverlangerung auf die Polymeri-
sation erst ab einer Molekiilmasse von 1000 g/mol keine Rolle mehr.”> C3N18 hat eine
Molekiilmasse von 987,6 g/mol, was dafiir spricht, dass bei den drei Propylaminen die
Kettenldnge fiir die Unterschiede in den prézipitierten Mengen mitverantwortlich ist. Auch
Coradin* sah hierin unter anderem einen Erkldrungsansatz, er beschrieb einen

kooperativen Prozess, durch den Kieselsdureeinheiten entlang von Peptidketten in
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raumliche Ndhe gebracht werden, wodurch ihre Kondensation erleichtert wird. Iler jedoch
ging davon aus, dass einzelne Polyamine auf den negativ geladenen Oberflichen von
Silicaoligomerpartikeln adsorbieren und so deren Verbriickung bewirken. Hingegen
beobachteten Kroger et al.>' beziehungsweise Sumper et al.*"**> in vitro mit Silaffinen
beziehungsweise Polyaminen Phasenseparationsprozesse, wobei sich diese amphiphilen
Molekiile zu Mikrotropfchen zusammenlagern sollen und die Silicabildung an der
Grenzflache stattfindet. Dies wiirde einen anderen Prozess als den von Iler beschriebenen
darstellen und der oben beschriebene direkte Einfluss der Kettenldnge auf die Verbriickung
von Silica ist hierbei schwerer abzuschitzen. Belton et al. gehen davon aus, dass die
Bildung supramolekularer Anordnungen der Polyamine von ihren Strukturen und Eigen-
schaften abhéngt und diese Aggregatbildung wiederum Prézipitationsgeschwindigkeit und
-menge beeinflusst.'” Aus Tabelle 4.2 geht hervor, dass von C3N6 iiber C3N12 bis zu
C3N18 der Anteil an protonierten Spezies abnimmt (75 % - 69 %), wenngleich die
Anderung nicht groB ist. In der gleichen Reihenfolge nimmt die Hydrophobizitit zu,
wihrend der Abstand zwischen den einzelnen Aminoeinheiten konstant ist. Diese beiden
Effekte bedeuten geringere elektrostatische Repulsion zwischen den Molekiilen bei
hoherem Polymerisationsgrad, was die Aggregation begiinstigen sollte und damit eine

Erklarung fiir das erhohte Prazipitationspotenzial darstellen konnte.

Der Einfluss der Kettenlange auf die Morphologie

Beziiglich der Morphologie des gebildeten Silica kdnnten diese Parameter, wenn sie die
Aggregation beeinflussen, auch die unterschiedlichen Durchmesser der Kugeln erklidren
(Abbildung 4.29). Geht man davon aus, dass die Silicakondensation an der Grenzflache

zwischen Polyamin und Wasser stattfindet,’>'"°

wére es von grofler Bedeutung, die Gestalt
der Polyaminaggregate vor der Kieselsdurezugabe zu kennen. Nicht gezeigte Licht-
streuungsmessungen belegen, dass alle Polyamine Aggregate mit Durchmessern im
Bereich von (100 - 1000) nm in 30 mM Phosphatpuffer pH 6,0 bildeten. Die jeweiligen
genauen GroBen konnten dabei nicht reproduzierbar bestimmt werden. Es kann jedoch
davon ausgegangen werden, dass aufgrund der unterschiedlichen attraktiven
beziehungsweise repulsiven Krifte die Gestalt der Polyaminaggregate durch die Ketten-
linge beeinflusst wird. Lenoci et al.''” schlugen zwei Szenarien fiir die Bildung von Silica-
Peptid-Kompositen vor, die nun auch auf die Polyamine {ibertragen werden sollen. Sie

gehen davon aus, dass bei Peptidvolumenanteilen unter 5 % Aggregate vorliegen, an deren

Oberfldche die Silicabildung induziert und von dort aus nach auflen hin fortgesetzt wird.
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Bei Volumenanteilen iiber 5 % hingegen soll ein Peptidnetzwerk das Wachstum von Silica
begrenzen und dirigieren. Sie postulieren, dass im ersten Fall das Peptid in den Kernen von
Silicapartikeln angereichert ist, wihrend es in zweitem Fall eher gleichmifig verteilt sein
miisste.''” Diese Effekte konnten nicht nur durch die Konzentration bedingt werden,
sondern im Fall der Polyamine auch durch deren Strukturen und Eigenschaften, die die
Aggregation beeinflussen. Interessant ist, dass im Fall von C3N6 hohle SiO,-Kugeln
vorliegen, in deren Schalen auch Polyamin zu finden ist, manche dieser Kugeln aber mit
organischem Material gefiillt sind, was aus den EDX-Messung deutlich wird (Abbildun-
gen 4.4 und 4.5). Dies entspricht dem Szenario bei geringer Peptidkonzentration von
Lenoci et al. Bei C3N12 und C3N18 sind solche Anreicherungen im Inneren von Partikeln
nicht zu finden (Abbildungen 4.8, 4.9, 4.12 und 4.13). Murthy et al.''® konnten bei
Experimenten mit Poly(L-Lysin) beziehungsweise Polyallylamin visualisieren, dass nach
Zugabe von Citrat-Anionen beide Substanzen in wéssriger Losung phasenseparieren und
runde Aggregate gebildet werden, die im Fall von Poly(L-Lysin) grofer sind als bei
Polyallylamin. Bei anschlieBender Zugabe von SiO,-Nanopartikeln entstanden jeweils
Silicakiigelchen, die im SEM massiv erscheinen. Konfokalmikroskopische Aufnahmen
zeigten jedoch, dass Poly(L-Lysin) ausschlieBlich im Schalenbereich der hohlen, mit

Wasser gefiillten Kugeln angereichert ist'"’

120

, wihrend sich Polyallylamin sowohl in den
Schalen als auch im Inneren findet ™. Es ist nicht gekldrt, wodurch dieser Unterschied
zustande kommt, konnte aber in den Eigenschaften und damit dem Aggregationsverhalten
der Polymere begriindet liegen. Das Auftreten der Filamente mit Polyamin C3N18 gibt
einen weiteren Hinweis darauf, dass die Polyamin-Phosphat-Aggregation von der Struktur
und den Eigenschaften der Polyamine abhiingt. Ahnliche Silicastrukturen werden
beispielsweise dann beobachtet, wenn bei der durch Polyallylamin induzierten Bildung
externe Scherkraft angelegt wird'?' beziehungsweise wenn Prizipitation mittels Poly(L-
Lysin) unter Einfluss eines elektrostatischen Feldes durchgefiihrt wird'?. Die Verwendung
von Hydrogelen mit silicaprizipitierenden Eigenschaften fiihrte ebenfalls zur Ausbildung

123126 yyan Bommel et al.'*” beobachteten dabei nicht nur fadenformiges

von Silicafasern.
Silica, sondern auch solches, bei dem Silicakugeln wie auf einer Kette aufgereiht und
teilweise miteinander verschmolzen sind. Sie erinnern an Strukturen, die stellenweise mit
C3N18 beobachtet wurden (Abbildungen 4.10 D und 4.11 A). Sie erklédren ihre Bildung
iiber das Wachstum von Silicakugeln entlang von Organogelfasern, die mit zunehmender

Grofle miteinander verschmelzen konnen. Die Durchmesser der Silicafilamente, die mit

C3N18 gebildet wurden, liegen bei 33 nm, was ungefdhr dem Durchmesser der kleinsten
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auftretenden Kugeln entspricht, was einen Beleg flir diese Hypothese darstellt. Weiter ist
interessant, dass die Filamente keine Hohlrdume aufzuweisen scheinen (Abbildungen 4.11
und 4.12). Laut Belton et al.'? sind Silicastrukturen dann hohl, wenn die Amine sich zu
Tropfchen zusammenlagern, was bei allen Silicakugeln in der vorliegenden Arbeit
beobachtet wurde. Im Fall der Filamente bei C3N18 kdnnten demnach vor der Kieselsdure-
zugabe andere Polyaminaggregate neben Tropfchen vorgelegen haben. Das konnte auch
erkldren, warum die mit C3N12 gebildeten Kugeln etwas gro8ere Durchmesser, als die mit
C3N18 auftretenden, hatten. Eventuell konkurriert ab einer gewissen Kettenlédnge die
Bildung von Polyaminmikrotropfchen mit der Entstehung von faserigen Strukturen, was
die TropfchengrofBe begrenzt. Der Vergleich der Durchmesser der Kugeln verdeutlicht,
dass die mit C3N6 gebildeten kleiner sind und die Verteilung ihrer Durchmesser sehr viel
breiter ist als der mit C3N12 gebildeten. Dies kann als Hinweis darauf gedeutet werden,
dass C3N12 gleichmiBiger aggregiert und somit die Struktur der Polyamine das Phasen-
separationsverhalten beeinflusst. Die Tatsache, dass die Silicakugeln bei den drei
Polyaminen eng miteinander verbunden sind, kann dadurch erklidrt werden, dass diese
Anordnung in allen Fillen die niedrigste freie Energie aufweist.'™

In den Experimenten wurde nachgewiesen, dass die Erhdhung der Polyaminkonzentration
von cy=1mM auf 2 mM eine VergroBerung der prazipitierten Siliciummasse bewirkt
(Abbildung 4.14), wihrend eine Reduktion der Kieselsdurekonzentration von 100 mM auf
40 mM keine Verdnderung bewirkte. Dies ldsst darauf schlieBen, dass mit einem
Uberschuss an Si(OH); gearbeitet wurde. Die Abhingigkeit der Silicamenge von der
Konzentration der eingesetzten Amine oder Peptide ist bekannt.’*'**'% In (nicht
gezeigten) Untersuchungen zeigte sich, dass auch die Morphologie der Silicastrukturen
von der Polyaminkonzentration abhingt. Durchschnittlich stieg die Kugelgrée durch
Konzentrationserhohung an, ein Phinomen, das auch Patwardhan beobachtete.'”® Bei
C3N12 trat beispielsweise bei einer Konzentration von cxy = 2,4 mM auch filamentartiges
Silica auf, wie das bei C3N18 (¢cx = 1 mM) der Fall war und die Strukturen waren weniger
voneinander separiert. Diese Erkenntnisse fiigen sich in das vorher diskutierte Bild. Eine
Konzentrationserh6hung konnte eine andere Packung zur Folge haben und dadurch die
beschriebenen Effekte hervorrufen. Die Phasenseparationsprozesse hitten demnach einen

entscheidenden Einfluss auf die Silicaprizipitation.
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Der Einfluss der Alkylgruppe der Polyamine

Beim Vergleich von Polyaminen mit unterschiedlichen Alkylgruppen zwischen den
Aminoeinheiten (C2N7, C3N7, C4N7) beziiglich ihrer SiO,-prizipitierenden Funktion

zeichneten sich mehrere Unterschiede ab:

— Im Fall von C2N7, C3N7 und C4N7 bewirkt eine Verldngerung der Alkylgruppe von
Ethyl- tiber Propyl- bis zu Butyleinheit eine nahezu lineare Zunahme der Si-Menge

(Abbildung 4.28).

— Mit Verlidngerung der hydrophoben Gruppe werden die gebildeten Silicakugeln groBer
(Abbildung 4.29 B).

— Mit allen drei Verbindungen werden ausschlieBlich Kugeln gebildet (Abbildun-
gen 4.16 - 4.18), filamentartiges SiO, wie bei C3N18 tritt nicht auf.

Auch fiir diese Versuchsreihe gilt es zu klaren, wodurch die beobachteten Unterschiede
verursacht werden konnen. Wiederum sollte unterschieden werden, ob die Polyamine
katalytische Funktion bei der Kondensationsreaktion haben und/oder die spéter ablaufende
Aggregation bedingen. Der Vergleich der Eigenschaften der drei Verbindungen
verdeutlicht, dass anders als bei C3N6-C3N18 sich die Hydrophobizitit kaum unter-
scheidet, jedoch der Protonierungsgrad stark variiert. Wahrend bei pH 6,8 nur knapp mehr
als die Hiélfte (56 %) der C2N7-Molekiile positiv geladen sind, sind es bei C3N7
anndhernd drei Viertel (73 %), wohingegen die C4N7-Molekiile fast vollstindig protoniert
sind (97 %). Zudem ist der jeweilige Abstand zwischen zwei Aminogruppen unterschied-
lich (Tabelle 4.2, Abbildung 4.27). Mizutani* und Kroger''* postulierten, dass die Position
der Aminogruppen von Bedeutung fiir eine katalytische beziehungsweise stabilisierende
Funktion bei der Silicakondensation ist. Dieser Aspekt scheint sich hier auszuwirken, da
bei Vorhandensein einer Ethylgruppe (C2N7) die Prézipitation in geringem Ausmal
stattfand. Die Verldngerung zu Propyl- beziehungsweise Butyleinheiten bewirkte hingegen
eine Erhohung der detektierten Silicamenge (siche Abbildung 4.32). Die stark unterschied-
liche Protonierung der drei Molekiile kann jedoch einen mindestens genauso groflen
Einfluss wie der raumliche Abstand haben. In einigen Verdffentlichungen wird postuliert,
dass die Anwesenheit von ungeladenen Aminogruppen mit freiem Elektronenpaar zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen neben geladenen Aminoeinheiten fiir die
Kondensationsreaktion und die Phasenseparation der Polyamine essenziell ist'®''* bezie-

35,44,105

hungsweise sich forderlich auswirkt. Die vorliegende Untersuchung scheint diese

Aussage zunidchst nicht zu bestétigen, da C4N7 sehr grofles Prézipitationspotenzial bei
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vollstdndiger Protonierung aufweist. Jedoch darf nicht auBler Acht gelassen werden, dass in
der durchgefiihrten Berechnung zum Protonierungszustand die Anwesenheit von Phosphat-
anionen und die Aggregation der Polyamine nicht beriicksichtigt wurden. Es ist wahr-
scheinlich, dass durch rdumliche Néhe die tatsdchlichen pKs-Werte niedriger sind als die
theoretischen. Dadurch bedingt wire die Protonierung verringert, was dazu flihren konnte,
dass im Fall von C4N7 eine groflere Menge Silica prézipitiert, weil dann auch Amino-
gruppen mit freiem Elektronenpaar anwesend wéren. Bei C2N7 hingegen konnte eine zu
geringe Ladungsakkumulation das Resultat sein. Betrachtet man die Eigenschaften der
Polyamine beziiglich ihrer Silicapartikel verbriickenden Funktion, so kann die Kettenldnge
beziehungsweise die Anzahl der Aminogruppen pro Molekiil, wie sie bei C3N6-C3N18
diskutiert wurde, kein entscheidender Faktor sein. Die erhohte Zahl an positiven Ladungen
in C4N7 konnte eine fiir die elektrostatische Interaktion mit negativ geladenen Silica-
partikeln giinstige Rolle spielen. Zudem konnte die Verlingerung der Alkylgruppe
zwischen den Aminogruppen eine bessere Flexibilitit erlauben, wenn es darum geht, dass
mehrere Aminogruppen eines Molekiils mit einem Silicapartikel interagieren miissen, was
laut Iler” notig ist, um Prizipitation zu induzieren. Beziiglich der Phasenseparation liegen
auch hier keine direkten Beobachtungen vor. Es ist jedoch vorstellbar, dass die Polyamine
umso besser durch Phosphat verbriickt werden konnen, je hoher sie geladen sind und je
flexibler zwei nebeneinanderliegende Aminogruppen miteinander verbunden sind. Daraus
kann gefolgert werden, dass die Aggregation von C4N7 iiber C3N7 bis C2N7 schwécher
wiirde. Dies wiederum konnte das verringerte Prézipitationspotenzial erkldren. Es kann
nicht eindeutig differenziert werden, ob die Lange der Alkyleinheit, der Protonierungsgrad
oder beide Faktoren zusammen ausschlaggebend sind.

Auffillig ist, dass C4N7 zwar eine dhnliche Menge Silicium préazipitiert wie C3NI18,
hierbei aber ausschlieBlich Silicakugeln auftreten. Die Bildung der Filamente scheint
demnach ausschlieBlich von der Kettenldnge beziehungsweise der Zahl der Aminogruppen
pro Molekiil abzuhéngen, wiahrend die Prazipitationsmenge durch verschiedene Faktoren
beeinflusst wird. Die Zunahme des Kugeldurchmessers von C2N7 bis C4N7 (Abbil-
dung 4.29 B) deutet, wie die Erhdhung der prizipitierten Siliciummasse, auf verstirkte
Aggregation hin. TEM-Aufnahmen sowie EDX-Daten konnten auch fiir diese

Versuchsreihe weitere Informationen iiber das Innere der Kugeln liefern.
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Der Einfluss der A-Methylierung

Als weiterer Aspekt wurde der FEinfluss der N-Methylierung auf die Prizipitations-
eigenschaften untersucht. Hierzu wurden die Polyamine C3NI2 und C3NI12Me
miteinander verglichen. Die Methylierung der sekunddren Aminogruppen bei ansonsten
identischer Struktur bewirkte eine ungefdhre Verdoppelung der prézipitierten Silicium-
masse (Abbildung 4.28). Gleichzeitig verdnderte sich die Morphologie dahin gehend, dass
statt einer Kugelpopulation wie bei C3N12 zwei auftreten. Eine Population wies grof3ere
Kugeldurchmesser auf, als die mit C3N12 gebildeten Silicakugeln, die kleinere besitzt
deutlich geringere Durchmesser (Abbildung 4.29 C).

Robinson et al.'"® und Belton et al.'” stellten fest, dass die Prizipitationsrate mit dem
Methylierungsgrad ansteigt. Robinson et al. begriindeten dies damit, dass die Alkylierung
von Aminogruppen ihre Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel verringert und dadurch
die Interaktion mit Silicaoligomeren verstirkt wird. Sie erachteten das Sdure-Base-
Verhalten als weniger wichtig, jedoch verglichen sie jeweils nur die pKs-Werte der ersten
Protonierung der Verbindungen mit unterschiedlichen N-Methylierungen miteinander. Der
Gesamtprotonierungszustand wurde dabei vernachléssigt, was zu verfdlschten Schluss-
folgerungen gefiihrt haben konnte. Einen umgekehrten Trend in Bezug auf die Auswirkung
der N-Methylierung auf die Prizipitation ermittelten zunichst Menzel und Behrens',
spéter fiihrten sie diese Ergebnisse jedoch auf die Abwesenheit von Puffer und die daraus
resultierenden unterschiedlichenn pH-Werte zuriick, die beim Losen der Polyamine
auftraten.'” Interessant ist der Vergleich des durch die N-Methylierung bewirkten Effekts
mit dem durch die Kettenverldngerung beobachteten. Beide Fille lieferten einen iden-
tischen Zusammenhang zwischen Molekiileigenschaften und Préizipitation. C3N12Me ist
bei etwas geringerer Protonierung deutlich hydrophober als C3N12. Dies ist auch fiir
C3N18 im Vergleich zu C3N12 der Fall, wenn auch etwas weniger deutlich ausgepragt.
Bei beiden Verbindungen sollten die elektrostatische Repulsion vermindert und zugleich
attraktive Kréfte grofer sein, was die Aggregation begiinstigen sollte. Sowohl C3N12Me
als auch C3N18 haben hoheres Prézipitationspotenzial als C3N12. Diese Erkenntnisse
stiitzen die Hypothese, dass Phasenseparation und Aggregation entscheidende Faktoren fiir
Prézipitationsreaktionen sind. Die geringere Protonierung von C3N12Me bewirkt keine
Abnahme der gebildeten Silicamenge, wie es bei der Reihe C2N7 bis C4N7 auffillig war.
Auch im Fall des N-methylierten Polyamins C3N12Me koénnten TEM- und EDX-
Messungen weitere Informationen zur Morphologie der Silicakugeln liefern. Es ist

interessant, dass die Verdnderung der N-Methylierung bei ansonsten identischen Struktur-
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merkmalen einen so drastischen Einfluss hat, wie durch den Vergleich von C3N12 mit

C3N12Me aufgezeigt wurde.

Der Einfluss der Phosphatkonzentration

In verschiedenen Arbeiten wurde ermittelt, dass die Anwesenheit multivalenter Anionen
unerlisslich fiir in vitro polyamininduzierte Prizipitationen ist.’"*"*>!%> Mizutani et al.**
gingen zwar nicht auf die Rolle von Anionen ein, doch auch bei den von ihnen
beschriebenen Experimenten waren multivalente Anionen in Form von Borat anwesend. In
anderen Studien, die ohne Anionen wie Phosphat durchgefiihrt wurden, liefen die

b*1”  beziehungsweise konnte die

Experimente auf einer ldngeren Zeitskala a
Akkumulation von Ladung durch die Molekiilstruktur realisiert werden'®®. In den
Messungen der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls eine starke Abhéngigkeit der
Prizipitation von Phosphationen bei Verwendung der Polyamine C3N6, C3NI12 und
C3N18 gezeigt. Zum einen hidngt die Menge an entstehendem Silica von der
Anionenkonzentration ab (Abbildungen 4.12 und 4.22), zum anderen wird seine Struktur
dariiber reguliert (Abbildungen 4.23 —4.25). Es wurde ermittelt, dass die Kettenlédnge der
Propylpolyamine einen Einfluss auf die Wechselwirkung mit den Phosphatanionen hat. Je
langer die Kette, desto steiler war der Anstieg der Siliciummasse mit Zunahme der
Anionenkonzentration und desto weniger Phosphat war notig, um die maximal mdgliche
Prézipitation zu induzieren. Ab einem bestimmten Stickstoff-Phosphat-Verhiltnis blieb die
Siliciummasse auch bei weiterer Erhohung der Phosphationenkonzentration konstant. Eine
dhnliche Abhingigkeit konnten Brunner et al.*' beobachten. Anders als bei ihrer
Untersuchung war in der vorliegenden Arbeit ein groBeres Pi:N-Verhéltnis notig, um die
maximale Prézipitation herbeizufiihren, beispielsweise im Fall von C3N18 2,7:1, wihrend
Brunner einen Wert von ca. 0,6:1 ermittelte. Jedoch wurde dort Polyallylamin mit ca. 160
Aminoeinheiten pro Molekiil verwendet. Setzt sich der oben erlduterte Trend fort, laut dem
mit zunehmender Kettenlinge weniger Phosphat benétigt wird, so erscheint die Erh6hung
des Pi:N-Verhiltnisses sinnvoll zu sein. Es stellt sich die Frage, auf welchen Faktoren
dieser Effekt beruht. Ruft man sich nochmals die Sdure-Base-Eigenschaften sowie die
Hydrophobizitit der drei Propylpolyamine ins Gedéchtnis (Tabelle 4.2), so fallt auf, dass
fir C3N18 die elektrostatische Repulsion am geringsten und die attraktiven
Wechselwirkungen aufgrund der hydrophoben Eigenschaften am grof3ten sein diirften. Das
wiirde erkldren, warum weniger verbriickendes Phosphat fiir die Aggregation nétig ist. Die

positive Ladung von C3N18 ist zwar im Vergleich zu C3N6 sowie C3N12 am kleinsten,
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jedoch zeigten andere Arbeiten, dass die Phosphat-Polyamin-Komplexbildung
beziehungsweise -Aggregation nicht ausschlieBlich auf elektrostatischen Interaktionen
basieren, sondern dass auch Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sein miissen.'*'*! In
Kapitel 4.3 wurden SEM-Aufnahmen aufgefiihrt, die den Einfluss der Anionen-
konzentration auf die Morphologie des Silica aufzeigen. Bei der Verwendung von C3N6
und 3 mM Phosphat, also im fiir dieses System phosphatabhingigen Bereich der
Prizipitation (Abbildung 4.22) wurden schlecht definierte Silicastrukturen gebildet. Neben
Kugeln, deren Durchmesser breit verteilt sind, findet sich sehr viel amorphes Material
(Abbildung 4.23 A), was auf unzureichende Aggregation der Polyamine hindeutet. Die
Kugelgrofie nimmt mit Erh6hung der Anionenkonzentration zu (Abbildung 4.31). Im Fall

von C3N12 steigen die Kugeldurchmesser ebenfalls leicht an.
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Abbildung 4.31 Verteilungen der Durchmesser der Silicapartikel aus Prézipitationen mit Losungen von A
C3N6, B C3N12, C C3N18 in Anwesenheit von == 3 mM == 10 mM == 30 mM Phosphationen.

Der Anstieg der KugelgroBe mit der Phosphatkonzentration wurde auch in anderen
Arbeiten beobachtet.®'°° Dabei konnte von Brunner et al.*' mittels dynamischer Licht-
streuung eine analoge VergroBerung von Polyaminaggregaten gezeigt werden, worin sie
den entscheidenden Faktor fiir die VergroBerung der Silicaprézipitate sehen. Genau wie
eine Verldngerung der Polyaminkette oder die N-Methylierung bewirkt die Anwesenheit
von Anionen eine Verstirkung der Aggregationsprozesse. Drastische Auswirkung hat die
Konzentration der Phosphationen auf das System C3N18. Obwohl die Siliciummassen im
Bereich cp; = 3-10 mM konstant ist, &ndert sich das Aussehen des Silica auffillig. Liegen
bei 3 mM ausschlieBlich Kugeln vor, treten bei 10 mM Filamente auf, welche bei 30 mm
noch hidufiger sind. Die Grofle der Kugeln nimmt wie bei C3NI2 mit der
Anionenkonzentration zu. Die Erhohung der Phosphatkonzentration hat hier den gleichen
Effekt, wie die Kettenverldngerung der Polyamine bei konstanter Anionenkonzentration.
Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass der Uberschuss an Anionen die Bildung

anderer Polyaminaggregate neben Tropfchen bewirkt. Eventuell gibt es faserformige
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Anordnungen, entlang derer, wie oben beschrieben wurde, die Silicabildung stattfindet.
Die detektierten Abhédngigkeiten von der Phosphatkonzentration fiigen sich gut in das
diskutierte Bild, laut dem die Aggregation und Phasenseparation der Polyamine einen

entscheidenden Einfluss auf die Prézipitation von Kieselsdure haben miissen.

Zusammenfassung
Um die bereits erlduterten Trends besser einordnen zu konnen, wurden in einem Diagramm

die prizipitierten Siliciummassen gegen den Protonierungsgrad und die Hydrophobizitét
aufgetragen (Abbildung 4.32). Wie oben beschrieben, zeichnet sich ein Trend fiir die

Polyamine C3N6, C3N12 und C3N18 ab, der sich mit C3N12Me fortsetzt. In dieser nimmt
die Hydrophobizitit zu, die Ladung nimmt ab wund gleichzeitig steigt das
Préizipitationspotenzial. In der Reihe C2N7 bis C4N7 steigt die Siliciummasse mit der

Protonierung bei fast gleichbleibender Hydrophobizitit.
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Abbildung 4.32 Zusammenhang zwischen prézipitierter Siliciummasse msg;, Protonierungsgrad z und
hydrophobem Charakter /4 bei pH 6,8 der Polyamine e C3N6, C3N12, C3N18 (von links nach rechts);

e C2N7, C3N7, C4N7 (von vorne nach hinten) und ¢ C3N12Me.
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Aufgrund der zuvor erlduterten Aspekte konnen mehrere Hypothesen beziiglich der Pha-
senseparation von Polyaminen in wéssriger Losung und sich anschlieBender Silicaprézipi-

tationen aufgestellt werden:

— Je hydrophober und gleichzeitig weniger stark geladen ein Polyamin ist, desto starker

ist die Vernetzung der Molekiile und desto deutlicher ausgeprigt die Phasenseparation.

— Bei dhnlicher Hydrophobizitit bewirkt eine Erhohung der Protonierung eine stirkere

Vernetzung und Aggregation.

— Je ausgeprigter die Aggregation der Polyamine ist, desto mehr Silica wird gebildet und

desto groBer sind durchschnittlich die gebildeten Silicapartikel.

— Die Erhohung der Konzentration von multivalenten Anionen resultiert in einer

Erhohung der gebildeten Silicamenge.

— Die Mindestkonzentration an Anionen, die ndtig ist, jeweils maximale Prizipitation zu

induzieren, ist umso geringer, je grofer die Polyaminkettenldnge ist.

— Bei groBen Polyaminkettenlingen und hohen Polyaminkonzentrationen aggregieren
Polyamine in Anwesenheit eines Uberschusses an multivalenten Anionen nicht
ausschlieBlich zu Trépfchen, sondern auch zu faserférmigen Strukturen. Dadurch wird

die Bildung von filamentartigem Silica bedingt.

— Die Silicapolymerisationsreaktion findet an der Grenzfliche zwischen Polyamin-
aggregat und wissriger Umgebung statt, wodurch ausschlieSlich hohle Kugeln gebildet

werden.

Diese Zusammenhidnge sind grafisch in Abbildung 4.33 zusammengefasst. Es war zwar im
Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, den direkten Einfluss der Polyamine auf den
Reaktionsmechanismus zu kldren. Auch kann keine Aussage dariiber getroffen werden, auf
welchen Ebenen die Polyamine genau die Silicabildung fordern. Es ist jedoch
wahrscheinlich, dass nicht ein einzelner Aspekt wie die Beeinflussung der Konden-
sationsreaktion, die Verbriickung von Silicapartikeln oder die Phasenseparation der Poly-
amine allein entscheidend ist, sondern vielmehr ein Zusammenspiel dieser Faktoren. In
ihrer Gesamtheit korrespondieren die Erkenntnisse mit dem von Sumper’> vorgeschla-
genen Phasenseparationsmodell, das die Vorginge auf der Nanoskala der Silicabildung zu
erkldren versucht. Auch andere Modelle und Vorstellungen wie etwa die von Patwardhan
et al."*? bezichungsweise Vrieling et al.®® stehen im Einklang mit den vorgestellten

Ergebnissen.

91



4.5 Diskussion

or
\?];%Ug& %@_"@ %*@%*’

Polyamine Phasenseparation

C3N6 C3N12 C3N18

R 7] B g L PR
29 le ©F deg |
O e e

C2N7 C3N7 C4N7

n6e Ve ¥Upa B

Abbildung 4.33 Grafische Darstellung der Modellvorstellungen beziiglich Silicaprazipitation und phosphat-
induzierter Polyaminaggregation. Oben: Die positiv geladenen Polyamine werden iiber Phosphationen mit-
einander vernetzt, wodurch es zu Phasenseparation kommt. Nach Zugabe von Kieselsdure wird die Polymeri-
sation an der Grenzfliche zwischen Polyaminaggregat und wéssriger Losung induziert. Erreicht die Silica-
schale eine gewisse Schichtdicke, wird die Diffusion von Kieselsdure in Richtung der Polyamine unter-
bunden, die Reaktion kommt zum Erliegen. Hierbei entstehen hohle Silicakugeln. Mitte: Mit zunehmender
Kettenlédnge (C3N6 bis C3N12) und damit steigender Hydrophobizitidt sowie analog leicht abnehmender
Protonierung wird die Vernetzung zwischen den Polyaminen verstérkt. Aus diesem Grund nimmt in dieser
Reihe die Mindestkonzentration an Phosphationen ab, die bendtigt wird, um maximale Prézipitation zu
erhalten. Weiterhin nehmen die Aggregatgroflen von C3N6 bis C3N18 zu. Im Fall von C3N18 kommt es in
Anwesenheit {iberschiissiger Phosphationen zur Bildung filamentartiger Polyaminaggregate. Unten: Die
Verldngerung der Alkylkette von C2N7 bis zu C4N7 hat eine deutliche Zunahme der Ladung bei
gleichbleibender Hydrophobizitit zur Folge, was zu einer verstirkten Aggregation und einer Zunahme der

Aggregatgrofle von Polyaminen fiihrt.
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5 Aminolipide in Vesikeln

Die in Kapitel 4 beschriebenen polyamininduzierten Silicabildungsexperimente konnen zur
Kldrung der in Diatomeen ablaufenden Vorginge beitragen. Die Bildung definierter SiO,-
Strukturen unterliegt in diesem System jedoch einigen Einschrinkungen. Durch
Modifikation der Polyaminstrukturen und Verdnderung der Reaktionsbedingungen kann
die Morphologie des Silica zwar bis zu einem gewissen Grad beeinflusst werden.
Letztendlich bleibt die Silicastruktur jedoch von der Aggregation der Polyamine abhingig
und diese kann nicht beliebig verdndert werden. Aus diesem Grund wurden verschiedene
biomimetische Ansétze verfolgt, bei denen versucht wurde, die Strukturen zu beeinflussen,

1 134
334 o der

indem beispielsweise Polyamine elektrostatisch an Oberflichen koordiniert
kovalent an Strukturen-bildende Molekiile gebunden wurden.'*®> Es wurden auch weitere
Silica prézipitierende Molekiile verwendet, die definierte Template in Losungen
ausbilden."**

In der vorliegenden Arbeit wurde ein biomimetischer Ansatz verfolgt, in dem die
Verwendung amphiphiler lipiddhnlicher Molekiile die Ausbildung von Templaten fiir
Silicaprézipitationen ermdoglichen sollte. Diese Molekiile enthalten, wie Silaffine
beziehungsweise Polyamine, Aminogruppen, die die Bildung von Silica induzieren sollen,
woraus sich die mitunter verwendete Bezeichnung Silaffin-Analoga ableitet. Sie besitzen,
dhnlich wie Lipide, hydrophobe Alkylketten und eine hydrophile Kopfgruppe, in der
jeweils eine oder mehrere Aminogruppen beinhaltet sind (Abbildung 3.2) und werden
deshalb an dieser Stelle auch Aminolipide genannt.

Uber Lipide ist bekannt, dass sie in lamellaren Systemen aggregieren, in denen die
Molekiile in Doppelschichten angeordnet sind. Etablierte Préparationsmethoden erlauben
den Aufbau von Vesikeln verschiedener Durchmesser beziehungsweise den von fest-
korperunterstiitzten Membranen. Auch hierbei spielen, wie bei den Polyaminen,
selbstorganisierende Prozesse eine wichtige Rolle, doch hingen diese von anderen
Faktoren ab und konnen stirker beeinflusst werden. Die Anordnung der Molekiile in
groBen Uberstrukturen ist von ihrer Geometrie, der Priiparationsmethode und
Reaktionsbedingungen, wie pH-Wert und lonenstérke, abhéngig.

Zunichst galt es zu untersuchen, ob mit den Aminolipiden lamellare Aggregate, genauer
Vesikel, gebildet werden kénnen. Bei Erfiillung dieser Voraussetzung, sollten anschlieBend
die Silica-prizipitierenden Eigenschaften solcher Vesikel getestet werden. Dabei war der

Einfluss des N-Methylierungsmusters auf die Silicabildung von besonderem Interesse. Die
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5.1 Strukturen und Eigenschaften der Aminolipide

Aminolipide eignen sich hierfiir als Modellsubstanzen, da ihr Aufbau nahezu identisch ist
und sie sich lediglich in der N-Methylierung beziehungsweise der Anzahl der
Aminogruppen unterscheiden (Tabelle 5.1). Gelingt es, mit allen Sillafin-Analoga dhnliche
Aggregate zu bilden, bietet sich dadurch die Mdoglichkeit, die Silicaprézipitation reduziert
auf die Abhdngigkeit von den Variationen in den Aminogruppen zu untersuchen. Hieraus
konnten weitere Einsichten zu den bei Prézipitationsreaktionen ablaufenden Vorgéngen

und Mechanismen gewonnen werden.

5.1 Strukturen und Eigenschaften der Aminolipide

Der Aufbau des primdren (pAL), sekundédren (sAL), tertidren (tAL) und quartdren
Aminolipids (qAL) ist nahezu identisch. Alle vier Substanzen beinhalten zwei
Dodecylketten, die iiber Etherbindungen mit einem Glycerinmolekiil verkniipft sind. Die
dritte Hydroxygruppe des Glycerin ist durch eine Aminogruppe ausgetauscht, welche die
Kopfgruppe des Molekiils bildet. Der Unterschied zwischen den Verbindungen liegt in
threm N-Methylierungsmuster. In Tabelle 5.1 sind die entsprechenden Struktur- und

Summenformeln aufgefiihrt.

Tabelle 5.1 Eigenschaften des primdren (pAL), sekunddren (sAL), tertidren (tAL), quartiren (qAL)
Aminolipids sowie des Lysinollipid (LysinolL) bei pH 6,0.

Abklrzung Ny M/ (g/mol) Strukturformel Summenformel
OCy2Hys
A pAL 1 427,8 HZN\/=§\/0C12H25 C27Hs57NO>
OCy2Hzs
B sAL 1 441.,8 /va\/oanzs C2HsoNO;
| OC12Hys
C tAL 1 455,8 /N\/E\/OCqus C29He1NO,
| OC12Hz5
D CIAL 1 470,8 //N"\/§\/0C12H25 C30H64N02+

QC12Hzs

E LysinolL 2 542,9 /\/\):0\/’\/0012&5 CasHroN,Os
NH3 NH,

Hier finden sich weiterhin Angaben zur Anzahl der Aminoheiten pro Molekiil N und der
molaren Masse M ohne Beriicksichtigung von Gegenionen. Verbindung E (Lysinollipid)

besitzt eine andere Struktur als die Aminolipide A-D. Wiederum sind zwei Dodecylketten
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iiber Etherbindungen mit einem Glycerinmolekiil verkniipft. An die dritte Hydroxygruppe
von Glycerin ist liber eine Etherstruktur die Kopfgruppe gebunden, bei der es sich um
Lysinol handelt, dem Alkoholderivat der Aminosdure Lysin. Lysinol weist zwei primére

Aminoeinheiten auf.

5.2 Bestimmung der Aggregatgrofien

Um das Prézipitationspotenzial in Abhdngigkeit der verschiedenen Aminoeinheiten
untersuchen zu konnen, galt es zunidchst, aus allen Aminolipiden Aggregate dhnlicher
GroBe zu bilden. Die Bildung mizellarer oder vesikuldrer Strukturen aus amphiphilen

137

Substanzen unterliegt unter anderem der Geometrie der Molekiile. " Diese wird liber den

Packungsparameter P ausgedriickt:
-V
P=" 0l 5.1

Hierbei steht V fiir das effektive Volumen der hydrophoben Ketten des Molekiils, /. fiir die
kritische Lénge der unpolaren Ketten und ay bezeichnet die optimale Fliche der polaren

Kopfgruppe, bei welcher das chemische Potential o minimal ist.'*®

Fiir 0,5 <P <1 lagern
sich Lipide zu lamellaren Strukturen zusammen, also zu Doppelschichten in Form von
Vesikeln oder planaren Membranen. Im Fall von P <0,5 ist hingegen die Bildung von

mizellaren Strukturen bevorzugt. '*°

Je groBer die effektive Kopfgruppengrofle relativ zum
hydrophoben Teil ist, desto kleiner ist der Wert von P. Bei einem amphiphilen Molekiil
hingt die effektive KopfgruppengroBe nicht allein vom Van-der-Waals-Volumen ab,

140

sondern wird zudem durch laterale Kriafte bestimmt.”" Diese werden durch Parameter wie

Dipol- und elektrische Felder, Wechselwirkungen mit benachbarten Gruppen durch
beispielsweise Wasserstoffbriicken oder Hydratation der Kopfgruppen beeinflusst.'*”'*!
AuBere Bedingungen wie pH-Wert und Ionenstéirke spielen hierbei eine Rolle. Aus diesem
Grund wurden Puffer mit verschiedenen lonenstirken verwendet. Um einen Einblick zu
erhalten, in welcher Aggregatform die Aminolipide in diesen Puffern vorliegen, wurden
mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) die hydrodynamischen Radien der Aggregate in
Losung bestimmt.

Von allen fiinf Substanzen wurde jeweils eine Suspension hergestellt (¢ = 1 mM), indem

Filme der Substanzen mit Puffer rehydratisiert und im Anschluss mehrmals geschiittelt

wurden (vgl. Kapitel 3.2.1). Dabei entstanden klare oder opaleszente Suspensionen. Diese
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5.2 Bestimmung der Aggregatgrof3en

wurden durch Polycarbonatmembranen mit Porendurchmessern von 200 nm extrudiert. Die
entstandenen Aggregate wurden sofort nach der Priparation beziiglich ihrer Gréfen und

deren Verteilung mittels DLS untersucht.
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Abbildung 5.1 Mittels dynamischer Lichtstreuung bestimmte Verteilungen der Durchmesser von Vesikeln
der Aminolipide A pAL, B sAL, C tAL, D qAL und E Lysinollipid in =50 mMm MES,
= 25 mM MES/500 mM KCl oder ® 40 mM MES/200 mMm KCI. Bedingungen: cpipig = 1 mM, pH 6,0.

Die Ergebnisse (Abbildung 5.1) zeigen, dass alle Verbindungen Aggregate bilden, die eine

Grofe von mehr als 50 nm besitzen. Es kann davon ausgegangen werden, dass Partikel mit
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Durchmessern iiber 50 nm Vesikel darstellen, wihrend solche im GroBenbereich unter
10nm mizellare Struktur besitzen.'**'* Da die Suspensionen durch Poly-
carbonatmembranen mit Porendurchmessern von 200 nm extrudiert wurden, wird bei der
Bildung von Vesikeln eine Verteilung in der Gréfenordnung von d =200 nm erwartet.
Vesikelsuspensionen des primiren Aminolipids wurden bei einer erhohten Temperatur von
60 °C hergestellt, da sich bei Raumtemperatur keine homogenen Suspensionen bildeten. In
MES-Puffer ergab sich hierbei ein Vesikeldurchmesser von (180 +30)nm (Abbil-
dung 5.1 A). Wird MES/KCI-Puffer verwendet, so ist der mittlere Durchmesser grofer
und betrdgt (780 + 250) nm. Die Priparation der Aggregate der vier anderen Verbindungen
wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Bei Verwendung des sekundiren Aminolipids
(Abbildung 5.1 B) in MES-Puffer entstanden Vesikel einer Grofle von (160 + 40) nm. Mit
(220 £+ 50) nm ist die Verteilung bei hoherer lonenstirke in MES/KCI-Puffer sehr dhnlich.
Ahnliche Verhiltnisse zeigen sich beim tertiiren Aminolipid (Abbildung 5.1 C). Wihrend
in MES-Puffer eine relativ breites Signal bei (210 + 80) nm auftritt, wurde im Puffer-
system MES/KCI ein sehr scharfer Peak bei (170 + 10) nm detektiert. Mit dem quartiren
Aminolipid (Abbildung 5.1 D) zeichnet sich in MES-Puffer mit (100 + 70) nm ein etwas
kleinerer Vesikeldurchmesser als in MES/KCI-Puffer ab, wo er (180 + 50) nm betrégt.

Mit dem Lysinollipid wurden drei verschiedene Préparationsbedingungen untersucht
(Abbildung 5.1 E). Zunichst wurde, wie mit den Aminolipiden, ein MES-Puffer niedriger
Ionenstdrke und ein MES/KCI-Puffer hoher lonenstirke verwendet. Unter Verwendung
von MES-Puffer ohne Kaliumchlorid ist kein einzelner Peak erkennbar, vielmehr gibt es
zwei Signale. Bei diesem System variierten die Werte von Messung zu Messung stérker,
als bei den anderen, was darauf schlieen ldsst, dass die Verteilung hier insgesamt
heterogener war. In allen Féllen trat jedoch ein Signal im Bereich von d < 10 nm auf und
ein weiteres im Bereich von (180 — 800) nm. Abbildung 5.1 E gibt das Ergebnis einer
reprasentativen Messung wieder. Hier lag der Durchmesser der anwesenden Vesikel bei
(350 = 170) nm. Der zugehorige Peak weist jedoch eine geringe Intensitit auf und es ist
zusitzlich ein starkes Signal unter 10 nm erkennbar, das Mizellen zugewiesen werden
kann. Wird ein Puffer, bestehend aus 25 mMm MES/500 mMm KCI, verwendet und nicht
weiter verdiinnt, tritt eine einzelne Verteilung auf, die Vesikel haben dann einen Durch-
messer von (130 + 50) nm.

Da in MES, wie oben erldutert, mizellare und vesikuldre Aggregate detektiert wurden, in
MES/KCI jedoch die Prézipitation wenig stark ausgepriagt war, worauf im niachsten Kapitel

ndher eingegangen wird, wurde mit dem Lysinolllipid noch eine dritte Priparationsvariante
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5.2 Bestimmung der Aggregatgrof3en

untersucht. Dabei wurde die Suspension zundchst bei hoher Ionenstirke (MES/KCI)
hergestellt und extrudiert, um eine gute Vesikelbildung zu gewéhrleisten. Im Anschluss
daran wurde die Suspension mit MES-Puffer verdiinnt, wodurch die lonenstirke wieder
verringert wurde, was fiir spater durchzufiihrende Prazipitationsreaktionen von Vorteil sein
konnte. Die letztendlichen Konzentrationen betrugen cyes = 40 mM und cgcp = 200 mM. In
diesem Fall waren die Signale, die von Mizellen stammen, deutlich weniger intensiv, als
dies in reinem MES-Puffer der Fall war. Machten im MES-Puffer die Signale im Bereich
unter 5 nm noch einen Anteil von ca. 80 % aus, traten hier teilweise keine unter 10 nm auf,
woraus geschlossen werden kann, dass der Anteil der Aggregate zu Vesikeln hin
verschoben wurde. Wiederum traten Variationen innerhalb der Messreihe auf, es gab
teilweise ein Signal bei d <5 nm, sowie immer auftretend einen Peak zwischen ca. 50 nm
und 450 nm. Die abgebildeten Daten, bei denen der Vesikeldurchmesser um
(120 + 120) nm liegt, geben ein repriasentatives Ergebnis wieder.

Die Stabilitit der Aggregate wurde zwar nicht systematisch untersucht, doch einige
Suspensionen wurden nicht direkt nach Extrusion, sondern erst einige Stunden spéter
vermessen. In diesen Fillen traten teilweise deutlich groBere Partikel auf als direkt nach
der Priparation. So wiesen beispielsweise Vesikel von gAL in MES/KCI 10 h nach ihrer
Herstellung Durchmesser von 720 nm auf, die von pAL in MES nach ca. 9 h 400 nm,
solche von sAL in MES/KCI nach 6,5 h ¢a.1000 nm und die von tAL in MES 5,5 h nach
der Préparation ca. 320 nm. Auf Aggregations- oder Fusionsprozesse deutet hin, dass die
gebildeten Aggregate beziiglich ihrer Grofle nicht stabil sind. Dies erkliart den groflen
Durchmesser der Vesikel aus primdrem Aminolipid von 780 nm. Die Fusion zu groBeren
Vesikeln wurde in diesem Fall vermutlich durch die erhohte Temperatur bei der
Priparation beschleunigt.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass das primére, sekundire, tertidre und quartére
Aminolipid in beiden Puffersystemen ausschlieBlich in vesikuldren Strukturen vorliegen,
deren Groflen im erwarteten Bereich von d =200 nm liegen. Beim Lysinollipid bewirkte
eine Erhdhung der Ionenstirke eine deutliche Verschiebung von mizellaren hin zu
vesikuldren Strukturen. Da alle Aminolipide Vesikel bilden und deren Durchmesser
groftenteils im gleichen Bereich liegen, sind die Voraussetzungen die nachfolgend

vorgestellten Silicaprézipitationsexperimente gegeben.
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5.3 Silicaprazipitationsexperimente

Nachdem durch die dynamischen Lichtstreuungsexperimente sichergestellt werden konnte,
dass die Aminolipide Aggregate in Form von Vesikeln bilden, wurden ihre Prizipitations-
induzierenden Eigenschaften untersucht. Da die Konzentration der Aminolipide in allen
Losungen identisch war und die Aggregate &dhnlich gro3 sind, kann auch davon
ausgegangen werden, dass die jeweilige Anzahl der Vesikel in den Losungen nicht stark
variiert und dadurch &hnlich grofe Oberflichen zur Verfiigung stehen, an denen die
Reaktionen ablaufen konnen. Die Losungen wurden mit Monokieselsdure versetzt und
nach zehn Minuten zentrifugiert, um die Reaktion zu stoppen. Der Niederschlag wurde mit
Wasser gewaschen, bevor das entstandene Silica mit Natronlauge hydrolysiert wurde. Im
Anschluss wurden die Si-Massen in allen Proben mittels der f-Molybdatmethode (siehe

Kapitel 3.3.1) bestimmt. Einen Uberblick iiber die Ergebnisse gibt Abbildung 5.2.
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Abbildung 5.2 Uberblick iiber die mittels f-Molybdatmethode bestimmten Massen mg; an prizipitiertem
SiO, fir die Aminolipide pAL, sAL, tAL, qAL und Lysinollipid in =50 mM MES,
= 25 mM MES/500 mM KCI oder ® 40 mM MES/200 mM KCI. Reaktionsbedingungen: pH 6,0, cpiyiq: 1 mM,
c(siony, = 100 mMm, Reaktionszeit: 10 min.
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Der Vergleich der prézipitierten Silicamengen in 50 mM MES-Puffer, gemittelt iiber fiinf
Messungen (n = 5), liefert folgende Reihenfolge:

tAL (9+4)pg < pAL (22+4)ug < sAl (28+5)ug < AL (59+5)ug < LysinolL (76+34)pg

Auch in 25 mM MES/500 mM KCI unterscheiden sich die Silicamengen, hier ergab sich

nach jeweils sechs Messungen (n = 6) eine Reihenfolge von:

PAL (12+4)pug < tAL (20+4)pg < SAL (23+5)ug < LysinolL (24+6)ug < gAL (34+6)ug

Die mit (137+24) ug weitaus groBte Masse an Silicium wurde bei der Prézipitation
beobachtet, die durch das Lysinollipid im Puffersystem 40 mm MES/200 mm KCl
ausgelost wurde, welche fiinfmal durchgefiihrt wurde (n = 5).

Zusammenfassend betrachtet induzieren alle fiinf Aminolipide bei pH 6,0 innerhalb von
zehn Minuten die Bildung von Silica aus Monokieselsdure. Hervorzuheben ist, dass
hierbei, anders als mit Polyaminen (Kapitel 4), die Prizipitation in Abwesenheit von
multivalenten Anionen stattfindet. Obwohl ungefidhr gleich viele dhnlich grofle Aggregate
in den Losungen vorhanden sind, zeigen sich quantitative Unterschiede bei der SiO,-
Bildung als Funktion des Aminolipids und damit des N-Methylierungsmusters. Weiterhin
wird bei niedriger Ionenstirke in Abwesenheit von Kaliumchlorid durch alle Aminolipide,
auller dem tertidren, mehr Silica gebildet.

Um weitere Informationen zu den Prézipitationsreaktion an Vesikeln der Aminolipide,
zusétzlich zur Menge an Prézipitat, zu gewinnen, wurden diese auch mittels dynamischer
Lichtstreuung verfolgt. Hierbei ist eine Beobachtung des zeitlich Verlaufs moglich, die die
zuvor beschriebenen Messungen nicht erlaubten. Nach Bestimmung der Aggregatgrofien
(Abbildung 5.1) wurde zu den Vesikelsuspensionen direkt in der Lichtstreuungs-
messkammer Monokieselsdure in einer Konzentration von 100 mM zugegeben und
anschlieBend der zeitliche Verlauf der Anderung des hydrodynamischen Radius sowie der
Intensitit des Signals verfolgt. Bei allen Aminolipiden setzte innerhalb von 1-4 Minuten
nach Zugabe der Kieselsdure ein Anstieg der Streuintensitit ein, die zuvor konstant war.
Zugleich stiegen die gemessenen hydrodynamischen Radien innerhalb weniger Minuten
deutlich an. Exemplarisch ist eine Messung mit dem Lysinollipid im Puffersystem
40 mM MES/200 mM KCl1 in Abbildung 5.3 A dargestellt. Die Zugabe von Si(OH)s4
erfolgte zum Zeitpunkt =0 min. Zu jedem gemessenen Zeitpunkt wurde die Verteilung
der Radien innerhalb der Losung detektiert. In der Auftragung ist die Anderung des

Mittelwerts desjenigen Peaks dargestellt, der zu Anfang bei einem Durchmesser von
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110 nm lag. Innerhalb der ersten 3,5 Minuten verdndert sich der hydrodynamische Radius
der Lysinollipidvesikel nicht. Dann setzt ein rascher Anstieg ein, bereits nach 7,5 Minuten
betriigt 7 ca. 3800 nm. Ab diesem Zeitpunkt gibt es keine wesentliche Anderung mehr, der
Wert schwankt um ca. 4050 nm. Interessant ist, dass im Verlauf der Messung des
dargestellten Systems nur noch ein Peak auftrat, obwohl vor der Kieselsdurezugabe

mehrere vorlagen (vergleiche Abbildung 5.1 E).
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Abbildung 5.3 Dynamische Lichtstreuungsmessungen: A Zeitliche Anderung des hydrodynamischen Radius
einer Losung von Vesikeln des Lysinollipids in 40 mM MES/200 mMm KCl nach Zugabe von Si(OH); zum
Zeitpunkt =0 min. Die schwarze Linie zeigt eine Anpassung an die Daten, die zur Ermittlung von ry zu
Beginn und Ende der Messung und somit zur Bestimmung von Ary durchgefiihrt wurde. B Prozentuale
Anderung des hydrodynamischen Radius in Abhingigkeit der verwendeten Aminolipide und der Puffer
= 50 mM MES, =25 mM MES/500 mM KCl oder =40 mM MES/200 mM KCI. Reaktionsbedingungen:
pH 6,0, cLipia: 1 mM, csiony, = 100 mM, Reaktionszeit: 12-15 min.

Fir alle Aminolipide ergab sich in den eingesetzten Puffersystemen ein &hnlicher
Zeitverlauf. Unterschiedlich waren jedoch die relativen Anderung der hydrodynamischen
Radien der fiinf Verbindungen (Abbildung 5.3 B). Die relativen Anderungen entsprechen
dem Quotienten aus hydrodynamischem Radius 12-15 Minuten nach Zugabe von Si(OH),4
(71 Eng) und demjenigen vor der Zugabe (7 anf). Im Uberblick ergaben sich in 50 mm MES

pH 6,0 folgende Zunahmen des hydrodynamischen Radius:

tAL (100 %) < SAL (600 %) < pAl (800 %) < LysinolL (1300 %) < gAL (4000 %)

In 25 mm MES/500 mMm KCI pH 6,0 stellte sich die Reihenfolge folgendermallen dar:

LysinolL (0 %) < SAL (200 %) < pAL (400 %) < gAl (800 %) < tAL (1100 %)

Eine Zunahme von 8100% im Fall des Lysinollipids in 40 mM MES/200 mMm KCI

bedeutete die stirkste Anderung aller durchgefiihrten Messungen.
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Die hierbei auftretenden Trends dhneln denen, die bei der Bestimmung der prizipitierten
Si-Massen mit dem S-Molybdattest beobachtet wurden (Abbildung 5.2). Sowohl bei pAl,
sAL, gqAL als auch beim Lysinollipid war der beobachtete Effekt in MES-Puffer starker
ausgeprigt als in Anwesenheit von KCI. Auch bei tAL war der Trend gleich, hier trat bei
hoherer Ionenstirke eine groflere Zunahme von ry auf.

Zur Uberpriifung der Aussagekraft der Ergebnisse wurden zwei Kontrollmessungen
durchgefiihrt. Zum einen wurden zu einer Vesikellosung des Lysinollipids in
40 mMm MES/200 mM KC1 Methanol (400 mM) und Salzsaure (0,1 mM) zugegeben, um
auszuschlieBen, dass die Zunahme der hydrodynamischen Radien durch Wechselwirkung
mit diesen Substanzen zustande kommen. Methanol wird bei der Hydrolyse von TMOS zu
Kieselsdure in Salzsdure freigesetzt und beide Substanzen sind somit in den entsprechen-
den Konzentrationen in allen Proben zusitzlich zu Si(OH), enthalten. Bei dieser Messung
konnte weder beim hydrodynamischen Radius noch in der Signalintensitit eine
signifikante Verdanderung beobachtet werden. Zum anderen wurde frisch hergestellte
Monokieselsdure (100 mmM) zu Puffer (50 mM MES pH 6,0) zugegeben und das System
mittels DLS vermessen, um sicherzustellen, dass im Puffer in Abwesenheit der Amino-
lipide keine Silicapolymerisation stattfindet. Hier wurde aufgrund des Fehlens Licht-
streuender Partikel sowohl vor als auch nach der Zugabe lediglich ein extrem schwaches
Signal detektiert, das sich innerhalb des beobachteten Zeitfensters von zehn Minuten nicht
dnderte. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Zunahme der Radien ein
Ergebnis der Reaktion von Si(OH); mit Aminolipidvesikeln ist. Nachdem mittels der
[-Molybdatmethode nachgewiesen wurde, dass in Suspensionen von Aminolipidvesikeln
Prézipitation stattfand, kann davon ausgegangen werden, dass die Vergroferung der
hydrodynamischen Radien der Vesikel durch die Silicabildung verursacht wurde.
Weitestgehend war die Vergroferung umso stirker ausgeprigt, je mehr Silica mittels
S-Molybdattest im entsprechenden System detektiert wurde. Dies verstirkt die Erkenntnis,
dass die strukturellen Unterschiede in den Kopfgruppen der Aminolipide auch
unterschiedliches Verhalten bei Prazipitationsreaktionen bedingen.

Um einen visuellen Eindruck der bei den DLS-Messungen entstehenden Reaktions-
produkte zu bekommen, wurden die Silicaprézipitate rasterelektronenmikroskopisch
untersucht. Hierzu wurden Proben direkt aus der Lichtstreuungsmesszelle entnommen, auf
einen SEM-Probentriger getropft und nach Eintrocknen vermessen. Die Prizipitate
konnten dabei weder zentrifugiert noch mit Wasser gewaschen werden, so dass

tiberschiissige Kieselsdure nicht entfernt wurde. In Abbildung 5.4 sind Aufnahmen
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dargestellt, die bei Messung der Probe von Lysinollipid in 40 mM MES/200 mMm KCI
entstanden. Die Probe ist stark heterogen, es finden sich unterschiedliche Objekte. In
Aufnahmen A und B sind kugelformige Strukturen erkennbar, die ungleichmiBig geformt
sind und Durchmesser von 1-6 um besitzen und damit in der GréBenordnung liegen, die
mittels dynamischer Lichtstreuung ermittelt wurde (Abbildung 5.3). Daneben liegt viel
Material in kleineren Gréflen vor sowie einige deutlich groBere Strukturen. Aufnahme C

zeigt die Aggregation einzelner Partikel. Die Proben, die mit den anderen Aminolipiden

entstanden, waren ebenfalls stark inhomogen.

Abbildung 5.4 SEM-Aufnahmen von Silicaprézipitaten, entstanden durch Zugabe von 100 mm Si(OH)4 zu
Vesikeln des Lysinollipids (¢ = 1 mM) in 40 mM MES/200 mM KCl pH 6,0. Reaktionszeit: 13 min.

Im Vergleich dazu wurden auch Prézipitate rasterelektronenmikroskopisch untersucht, die
nach zehnminiitiger Inkubation zentrifugiert und im Anschluss mehrmals mit Wasser
gewaschen wurden, um iiberschiissige Kieselsdure zu entfernen. Diese Vorgehensweise
entspricht der beim zuvor vorgestellten f-Molybdattest. Hierzu wurden Vesikel mittels
Extrusion durch Polycarbonatmembranen mit Porendurchmessern von 400 nm hergestellt
und mit Monokieselsdure versetzt. In den in Abbildung 5.5 dargestellten SEM-Aufnahmen

ist Silica zu sehen, das bei diesen Experimenten prézipitiert wurde.

Abbildung 5.5 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Silica. Zu Vesikeln des Lysinollipids in
40 mMm MES/200 mMm KCI pH 6,0 wurden 25 mM Si(OH), zugegeben und nach ca. 10 min zentrifugiert und
mehrmals mit Wasser gewaschen. A cpipiq: 0,08 mM, B cpipiq: 0,13 mM und C cpipig: 0,8 mM. MalBstabsbalken:
1 pm.
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Nur im Ansatz zeichnen sich kugelférmige Strukturen ab, die mit einem mittleren
Durchmesser von ca. 160 nm deutlich kleiner sind, als die in Abbildung 5.4 auftretenden.
Die Vesikel waren jedoch aller Wahrscheinlichkeit nach hier grofler, da fiir die Herstellung
groBBere Poren verwendet wurden. Die Proben haben ein homogeneres Erscheinungsbild,
als die zuvor gezeigten. Teilweise wirken die Strukturen wie zerstorte diinne, labile
Silicaschalen (Pfeile). Die Behandlung der Prézipitate scheint Einfluss auf die Strukturen
zu haben. Die Form der Vesikel, die als Template fiir die Silicabildung dienen, wird in

jedem Fall nur ansatzweise im prézipitierten SiO, wiedergefunden.

5.4 Diskussion

Eigenschaften der Aminolipide

Bevor sowohl die Aggregatbildung der Aminolipide als auch die mit ihnen durchgefiihrten
Silicaprézipitationen diskutiert werden, wird auf ihr Sdure-Base-Verhalten eingegangen.
Dies ist im Hinblick auf die Erklarung der Ergebnisse von Interesse, da der Protonierungs-
zustand und damit zusammenhidngende Ladungen in den Kopfgruppen die Bildung
mizellarer und vesikuldrer Strukturen beeinflussen. Auch die Wechselwirkungen der in der
Kopfgruppe befindlichen Aminogruppe/n mit Kieselsdure, die die Bildung von Silica
bewirken, konnte von elektrostatischen und sterischen Parametern abhéngen.

Der Unterschied zwischen den Aminolipiden liegt in der N-Methylierung beziehungsweise
der Anzahl der Aminogruppen. Diese strukturellen Variationen fiihren zu Abweichungen
der jeweiligen Saurestirke der konjugierten Siure, welche mit dem pK;-Tool von
SPARC™ ermittelt wurden. Sie ist zusammen mit der mittleren Ladung Z und dem
Protonierungsgrad (z / %) (tatsdchliche Ladung/maximal mogliche Ladung) in Tabelle 5.2
aufgefiihrt. Hier finden sich weiterhin Angaben zur Anzahl der Aminoheiten pro Molekiil
Nn. Es wird deutlich, dass zwischen primdrem und sekundidrem Aminolipid kein groBer
Unterschied beziiglich der Basizitét besteht, die pKs-Werte sind mit 8,68 und 8,95 &hnlich.
Dagegen ist sie im tertiiren Aminolipid deutlich reduziert, der pKs-Wert betrdgt hier
lediglich 5,38. Daraus ergibt sich auch eine durchschnittliche Ladung von 0,2 beziehungs-
weise ein Protonierungsgrad von nur 19 % bei pH 6,0, wihrend pAL und sAL unter den
gleichen Bedingungen nahezu vollstindig protoniert sind. Fiir das quartdre Aminolipid gibt
es keine pKy-Werte, es ist unter allen Bedingungen positiv geladen, da das Stickstoffatom

vierfach alkyliert ist.
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Tabelle 5.2 Eigenschaften der Aminolipide: priméres (pAL), sekundéres (sAL), tertidres (tAL), quartires

(qAL) Aminolipid und Lysinollipid (LysinolL) bei pH 6,0.

Abkirzung Ny pKsn PKsne2 z z! %
pAL 1 8,68 - 1,0 99,8
sAL 1 8,95 - 1,0 99,9
tAL 1 5,38 - 0,2 19,0
gAL 1 - - 1,0 100,0

LysinolL 2 9,14 10,33 2,0 99,9

Das Lysinollipid besitzt eine andere Struktur als die anderen Aminolipide, da es zwei

primdre Aminoeinheiten enthdlt, die leicht unterschiedliche pKs-Werte von 9,14

beziehungsweise 10,33 besitzen. Die Verbindung ist, wie pAL und sAL, bei pH 6,0

vollstindig protoniert, weist aber im Gegensatz zu ithnen eine mittlere Ladung von 2,0 auf.

Es bleibt bei allen Substanzen zu bedenken, dass sich die Aussagen zu Ladungen und pKs-

Werten lediglich auf ein isoliert betrachtetes Molekill beziehen. Die erlduterten

Eigenschaften sind in Abbildung 5.6 veranschaulicht.

Abbildung 5.6 Kalottenmodelle der Aminolipide: A priméres, B sekundires, C tertidres, D quartires
Aminolipid und E Lysinollipid mit Ladung bei pH 6,0. @ C, @ N, @ N', @ 0, Cc H
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Aggregatbildung der Aminolipide

Die Untersuchung der Lipidsuspensionen wurde mittels dynamischer Lichtstreuung
durchgefiihrt. Dabei wurde ermittelt, dass alle Aminolipide Aggregate bilden. In einem
Puffer hoher Ionenstirke (25 mM MES / 500 mM KCI) treten ausschlieBlich Vesikel auf. Es
kann dementsprechend davon ausgegangen, dass die Packungsparameter der Amphiphile
(Gl. 5-1) unter den gegebenen Bedingungen im Bereich von 0,5 <P <1 liegen.'* Alle
Verbindungen, auBler dem primédren Aminolipid, aggregieren in grofen unilamellaren
Vesikeln (large unilamellar vesicles, LUVs) mit mittleren Durchmessern von
(130 - 220) nm (Abbildung 5.1), was im erwarteten GroBenbereich liegt, da die Suspension

durch Poren eines Durchmessers von 200 nm extrudiert wurden.'*

Dagegen treten beim
primdren Aminolipid sehr groBe Vesikel (d =780 nm) auf. Es ist zu beachten, dass die
Priparation in diesem Fall nicht bei Raumtemperatur stattfand, sondern bei 63 °C, da sich
bei Raumtemperatur keine homogenen Lipidfilme bildeten und diese mit Puffer nicht
rehydratisiert werden konnten, um Suspensionen herzustellen. Daraus ist abzuleiten, dass
die Hauptphasenumwandlungstemperatur, die fiir die Aminolipide nicht bekannt ist, im
Fall des primdren Aminolipids zumindest iiber Raumtemperatur liegen muss.
Crommelin'*® und Carmona-Ribeiro'*'** berichteten, dass positiv geladene Vesikel nicht
stabil sind und sich zu groferen Aggregaten zusammenlagern oder fusionieren. Tatsdchlich
wurden bei Lichtstreuungsmessungen der Aminolipidvesikel schon nach einigen Stunden
deutlich vergroBerte Aggregate detektiert. Es kann davon ausgegangen werden, dass
Aggregations- und/oder Fusionsprozesse durch die erhohte Temperatur bei der Vesikel-
praparation im Fall des primiren Aminolipids noch beschleunigt wurden und aus diesem
Grund bereits innerhalb der kurzen Zeit von ca. zwanzig Minuten zwischen Priparation
und Messung groflere Aggregate gebildet wurden.

Differenzierter miissen die Ergebnisse betrachtet werden, die in einem Puffer niedrigerer
Ionenstirke (50 mM MES) ermittelt wurden (Abbildung 5.1). Hier liegen das primire,
sekunddre, tertiire sowie das quartdre Aminolipid ausschlieBlich in lamellaren Aggregaten
vor. Auch in diesem Fall liegen wahrscheinlich Packungsparameter von 0,5<P <1 vor.
Die Durchmesser der Vesikel liegen beim priméren, sekunddren beziehungsweise tertidren
Aminolipid mit (170 - 180) nm in der erwarteten GroBenordnung. Die Durchmesser der
vom quartdren Aminolipid gebildeten Vesikeln (d = 100 nm) sind kleiner, jedoch ebenfalls
im bekannten Bereich.®' Dahingegen bildet das Lysinollipid in diesem Puffer zusitzlich zu
den LUVs mizellare Aggregate mit Durchmessern unter 5 nm.'*’ Offensichtlich ist die

Geometrie der Molekiille in Abwesenheit von Kaliumchlorid verdndert, der
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Packungsparameter P der Molekiile ist vermutlich kleiner 0,5. Eine Erhdhung der
Ionenstidrke bewirkte eine deutliche Verschiebung von mizellaren hin zu vesikuldren
Strukturen (Abbildung 5.1 E). Der Packungsparameter und damit die Aggregatform von
Amphiphilen wird von Faktoren wie Temperaturinderungen, pH-Wert oder
Tonenkonzentrationen beeinflusst.'*"'*® Wahrscheinlich ist, dass im vorliegenden Fall die
erhohte lonenstirke die positive Ladung in den Kopfgruppen elektrostatisch abschirmt,
wodurch die elektrostatische Repulsion zwischen den Kopfgruppen vermindert wird und
woraus eine Verkleinerung der effektiven KopfgruppengroBe resultiert.'**'>' Der
Packungsparameter wird durch eine Abnahme der Fliche der Kopfgruppe ao vergroBert
(vgl. Gleichung 5-1), wodurch die Bildung lamellarer Strukturen begiinstigt wird. Damit
im Finklang steht, dass beim Lysinollipid in einem Puffer mittlerer Ionenstéirke
(40 mM MES /200 mm KCl) weniger Molekiile in Mizellen aggregiert sind, als dies in
Abwesenheit von KCl der Fall ist. Es treten jedoch nicht immer ausschlielich Vesikel auf,
was erst bei noch weiterer Erhéhung der KCl-Konzentration auf 500 mM beobachtet wird.
Daraus kann folgender Zusammenhang fiir den Packungsparameter des Lysinollipids
abgeleitet werden:

Ps00 mm ket > P200 mv kel > Po mv kel

Silicaprazipitationen mit Vesikeln der Aminolipide

In den bei Diatomeen vorkommenden Polyaminen und Silaffinen treten Aminogruppen
verschiedener N-Methylierungsgrade auf. Es wurden sowohl priméire, sekundire, tertidre
als auch quartire Aminoeinheiten entdeckt.”® Dabei gibt es speziesspezifische Unter-
schiede im N-Methylierungsmuster.”® Beispielsweise kommen in den zu den Pennales
gehorenden Diatomeen Cylindrotheca fusiformis, aufler an den Molekiiltermini, die aus
tertidren Aminen bestehen, ausschlieflich sekundidre Aminoeinheiten vor. Dahingegen
wurden in den, den Centrales zugeordneten, bisher untersuchten Diatomeen, wie
Stephanopyxis turris oder Coscinodiscus wailesii, Polyamine mit stirker ausgepragter N-
Methylierung identifiziert.”” Es wird davon ausgegangen, dass die spezifische
Zusammensetzung an Polyaminen die bei jeder Spezies unterschiedliche Musterung der
Silicazellwinde mitbeeinflusst.’> Jedoch ist der N-Methylierungsgrad der Polyamine nicht
das einzige Strukturmerkmal, das die Silicabildung dirigiert. Auch die Kettenlidnge, die
Position sekundadrer, tertidrer und quartirer Gruppen sowie die Alkyleinheit zwischen den
Stickstoffatomen spielen eine Rolle, wie nicht zuletzt in Kapitel 4 gezeigt werden konnte.

Genau diese Komplexitidt macht es schwierig, einzelne Parameter zu untersuchen, um die
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Silicabildung Schritt fiir Schritt aufzukldren. Es ist nicht nur von Interesse, den
molekularen Mechanismus zu verstehen, mit dem eine einzelne Zelle das
morphogenetische Programm fiir die Bildung von anorganischem Material ausfiihrt,
sondern die Erkenntnisse auch im Bereich der Herstellung von Nanomaterialien
anzuwenden. In vielen Arbeiten wurde versucht, sich das Wissen tiber die in Diatomeen
ablaufenden Silicabildungsprozesse zunutze zu machen und dadurch komplexe, neue
Materialien auf einer schnellen Zeitskala unter milden, physiologischen Bedingungen und
auf einfache Art und Weise herzustellen.'”> ">

Der hier mit den Aminolipiden verfolgte biomimetische Ansatz versucht einen Beitrag zu
beiden Bereichen zu leisten. Die Vorgabe der Aggregatform und -grofle ermoglicht die
Untersuchung des direkten Einflusses des Sdure-Base-Verhaltens, der sterischen Parameter
sowie der Anzahl an Aminoeinheiten auf die Silicabildung. In anderen Forschungs-

. 102,12
arbeiten'>'%

und bei der Verwendung der Polyamine (Kapitel 4) war dies nicht moglich,
da die aufgezéhlten Faktoren dort auch die vor der Prézipitation stattfindende Aggregation
beeinflussen und somit nicht strikt auf die Silicapolymerisation bezogen werden konnen.
Zudem sollte getestet werden, inwiefern vesikulidre Aggregate der Aminolipide als
Template fiir Silicaprézipitationen einsetzbar sind und ob und wie gut ihre Form abgebildet
wird.

Um einschétzen zu konnen, wie die Silicabildung an der Oberfliche der Vesikel ablauft,
wurden zunichst Berechnungen dazu durchgefiihrt, welche Silicamengen erwartet werden,
wenn sich Siliciumdioxid in Form eckenverkniipfter Tetraeder in einer Monoschicht um die
Vesikel herum anlagert. Fiir die Berechnung wurden die mittels Lichtstreuung ermittelten
Durchmesser der Vesikel (Abbildung 5.1) verwendet und die Annahme getroffen, dass ihre
AuBlenoberfliche 56 % der Gesamtoberfliche ausmacht. Weiterhin wird davon ausge-
gangen, dass alle eingesetzten Lipidmolekiile in Vesikeln angeordnet sind. Uber die Quer-
schnittsflachen der Molekiile wurden die Gesamtauf3enoberflachen, an denen Reaktionen
ablaufen konnen, pro Reaktionsansatz ermittelt. Fiir das Lysinollipid ist die Flidche pro
Molekiil aus Filmwaagemessungen bekannt (Abbildung 6.16 A), fiir die anderen vier
Verbindungen wurde diese mit Hilfe der Software ChemBio 3D Ultra abgeschitzt. In
Tabelle 5.3 werden die Ergebnisse der Berechnungen aufgefiihrt sowie zum Vergleich
dazu die experimentellen Ergebnisse. Zunéchst ist festzustellen, dass die berechneten und

gemessenen Siliciummassen in einem dhnlichen Gréfenbereich liegen.
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Tabelle 5.3 Daten zur Molekiilflache der Aminolipide sowie theoretische und experimentelle Siliciummassen
in Silicaprazipitaten. Die Siliciummassen wurden mittels S-Molybdatmethode in 50 mM MES pH 6,0
bestimmt (vgl. Abbildung 5.2).

Abkiirzung Flache pro berechnete ermittelte

Molekiil / A® Ms;i / Ug Msi / Ug
pAL 15 4 22
sAL 23 6 28
tAL 24 6 9
gAL 31 8 59
LysinolL 51 13 76

Zunichst ist festzustellen, dass die berechneten und gemessenen Siliciummassen im
gleichen GroBenbereich liegen, im Fall von pAL, sAL, qAL und LysinolL sind die
berechneten Werte um einen Faktor 5 - 7 kleiner. Da die Berechnung auf der Annahme
beruht, dass eine Silicamonoschicht um die Vesikel gebildet wird, kann davon
ausgegangen werden, dass sich tatsdchlich nur wenige Schichten SiO, um die Vesikel
gelegt haben. Dagegen scheinen die Oberflichen der Vesikel des tertiiren Aminolipids
weniger stark mit Silica bedeckt zu sein, die berechnete Masse ist &hnlich grof3, wie die bei
den Messungen bestimmte.

Um Erklérungen fiir die in Kapitel 5.3 vorgestellten Ergebnisse zu finden, miissen diese
differenziert betrachtet werden. Zundchst wird der Einfluss der Ionenstirke auf die
Silicabildung betrachtet. Die Ergebnisse aus Abbildung 5.2 verdeutlichen, dass sich eine
hohe Ionenstérke negativ auf die Prézipitationsmenge auswirkt. In fast allen Féllen wird in
Anwesenheit von 500 mM KCl weniger Silica gebildet, als in Abwesenheit von
Kaliumchlorid. Dies kann dadurch begriindet werden, dass die positive Ladung der
Aminogruppen elektrostatisch durch die Tonen abgeschirmt wird. Laut Mizutani*?, Iler®
und Kroger’® beruht die Polymerisation von Silica in Anwesenheit von Aminen auf der
Reaktion der Aminogruppen mit Kieselsdure, auch wenn der genaue Mechanismus nicht
geklart ist. Eine Behinderung der Reaktion aufgrund der Abschirmung positiver Ladung
weist darauf hin, dass die Protonierung der Aminogruppen wichtig ist.

Die Ionenstirke beeinflusst bei den Experimenten nicht nur die Reaktion, sondern schon
zuvor die Bildung von Vesikeln. Um zu klédren, wie sich die Aggregation der Molekiile auf
die Prézipitation auswirkt, werden im Folgenden die mit dem Lysinollipid ermittelten
Daten diskutiert. Die Daten zeigen, dass die grofite Silicamenge prézipitiert wurde, wenn

die Vesikel bei hoher Ionenstérke (cxc = 500 mMm) hergestellt wurden und anschlieBend die
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Ionenstéirke verringert wurde (ckc; =200 mM) (Abbildung 5.2). Dies scheint zunédchst im
Widerspruch zu der oben aufgestellten Hypothese zu stehen. Jedoch zeigten die
Lichtstreuungsmessungen, dass ohne KCI iiberwiegend mizellare Strukturen gebildet
werden (Abbildung 5.1 E). Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass vesikuldre Strukturen
deutlich besser geeignet sind, Prizipitation zu induzieren als mizellare Aggregate. Dieser
Faktor hat hier einen stidrkeren Finfluss, als die negative Wirkung der Ladungs-
abschirmung bei erhdhter lonenkonzentration (cxc; = 200 mM), weshalb die Prizipitations-
menge hoher ist als in Abwesenheit von KCI. Die weitere Erhéhung der Ionenstirke auf
ckc1 =500 mMm fithrt zwar dazu, dass noch mehr Molekiile in lamellarer Struktur
aggregieren und keine Mizellen mehr auftreten (Abbildung 5.1 E), trotzdem wird hier
weniger Silica gebildet als bei ckc; =200 mM. Bei dieser Ionenstédrke scheint der ladungs-
abschirmende Einfluss der Ionen zu iiberwiegen.

Ein weiterer Parameter, der in die Betrachtungen einbezogen wird, ist das Sdure-Base-
Verhalten der Aminolipide. Vergleicht man die in Tabelle 5.2 aufgefiihrten mittleren
Ladungen der Verbindungen bei pH 6,0, so wird deutlich, dass sich diese unterscheiden.
Sie geben jedoch lediglich die Ladung pro Molekiil wieder. Fiir eine bessere Einschitzung
der an den Oberflachen der Vesikel vorliegenden Ladungsverhéltnisse, ist es jedoch nétig,
auch die jeweilige Fliache, auf welche sich diese Ladung verteilt mit einzukalkulieren. Aus
diesem Grund wird eine Abschitzung der Ladungsdichte an der Oberfliche der jeweiligen
Vesikel vorgenommen. Hierzu wird zunéchst iiber die mittlere Ladung z (Tabelle 5.2) die

Ladung Q pro Molekiil laut Gl. 5-2 berechnet:
QO=ze 5-2

wobei e fiir die Elementarladung (1,6022 - 10" C) steht. Im Anschluss wird die Ladungs-
dichte D unter Einbeziehung der Querschnittsflichen der Molekiile (vgl. Tabelle 5.3)

berechnet:

D- 0
Flache pro Molekiil

5-3

Die Ergebnisse fiir die Aminolipide pAL, sAL, tAL, gAL und Lysinollipid sind in Tabelle

5.4 zusammen mit den ermittelten Siliciummassen ms; (Abbildung 5.2) aufgefiihrt.
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Tabelle 5.4 Ergebnisse der Berechnung der Ladung Q pro Molekiil sowie der Ladungsdichte D fiir Vesikel
der Aminolipide im Vergleich mit den mittels f-Molybdattest detektierten Siliciummassen der Prézipita-
tionen in 50 mM MES pH 6,0.

Abkirzung Q /10%C D /(C/m?  ermittelte mg / ug

pAL 1,6 1,1 22
sAL 1,6 0,7 28
tAL 0,3 0,1 9
gAL 1,6 0,5 59
LysinolL 3,2 0,6 76

Das tertidre Aminolipid hat einen niedrigen pKs-Wert und ist lediglich zu ca. 19 %
protoniert ( Tabelle 5.2), was sich auch in einer im Vergleich zu den anderen Aminolipiden
niedrigen Ladungsdichte von 0,1 C/m” duBert. Alle anderen Substanzen sind zwar (fast)
maximal positiv geladen (Tabelle 5.2), jedoch unterscheiden sich ihre Ladungsdichten
(Tabelle 5.4) aufgrund der abweichenden Querschnittsflichen ihrer Kopfgruppen. Die
Ladungsdichte des primédren Aminolipids ist demnach deutlich am gréften, gefolgt von der
des sekundédren Aminolipids und der des Lysinollipids. Das quartdre Aminolipid hat mit
0,5 C/m’ eine kleinere Ladungsdichte als die eben aufgefiihrten, sie ist jedoch deutlich
hoher als die des tertidren Aminolipids.

Ein Vergleich der Ladungsdichten mit den Silicamengen, die in Versuchen prézipitiert
wurden (Tabelle 5.4), deutet zundchst nicht auf einen Zusammenhang zwischen diesen
Parametern hin. Es ist jedoch nétig, die theoretisch ermittelten pKs-Werte (Tabelle 5.2),
auf denen alle folgenden Berechnungen zu Protonierung und Ladung basieren, kritisch zu
betrachten. Bei der Berechnung der pK-Werte kann die Aggregation der Molekiile nicht
beriicksichtigt werden. Es ist jedoch bekannt, dass sich die Ladungen durch die rdumliche
Nihe, die durch Akkumulation bedingt wird, beeinflussen.'” So nimmt beispielsweise der
pKs-Wert von Fettsduren deutlich zu, wenn sie sich zu lamellaren oder kristallinen
Aggregaten zusammenlagern.'*"'®" Der pK -Wert von Stearylamin in Vesikeln hingegen
ist um eine Einheit kleiner als der pKs-Wert der Monomere."”® Dies wurde unter anderem
durch elektrostatische Effekte und die geringe Polaritit der Lipidmatrix erklirt.'”
Demnach ist zu erwarten, dass auch die effektiven pK;-Werte der Aminolipide in
lamellaren Strukturen niedriger sind, als die pKs-Werte der Monomere, die in Tabelle 5.2
aufgefiihrt sind. Weiterhin ist es wahrscheinlich, dass sich die Ladungen umso stirker

gegenseitig beeinflussen, je weniger Abstand zwischen den Aminoeinheiten ist, was
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bedeuten wiirde, dass im Fall des priméren Aminolipids die Erniedrigung des pKs-Wertes
am deutlichsten ausfallen miisste und beim Lysinollipid am geringsten. Eine
Quantifizierung der beschriebenen Effekte ist nicht moglich, doch resultierend kann
angenommen werden, dass durch die gegenldufigen Trends — Anstieg der Ladungsdichte
(bei gleicher Protonierung) und Anstieg der pKs-Wert-Erniedrigung mit Abnahme der
Molekiilfliche — im Fall des priméren und sekunddren Aminolipids sowie des Lysinol-
lipids eine &hnliche Ladungsdichte auf der Vesikeloberfliche vorliegt, die insgesamt
niedriger ist, als in Tabelle 5.4 aufgefiihrt. Beim tertiiren Aminolipid ist die Ladungsdichte
bei pH 6,0 aufgrund des niedrigen pKs-Wertes vermutlich deutlich niedriger als bei den
vier anderen Verbindungen. Die beschriebenen Uberlegungen beziehen sich nicht auf das
quartdre Aminolipid, dass aufgrund der Methylierung unabhéngig von pH-Wert, Aggrega-
tion oder anderen Bedingungen permanent geladen ist. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass Vesikel des quartiren Aminolipids insgesamt die hochste Ladungsdichte
besitzen.

Unter Beriicksichtigung der eben erlduterten Erkenntnisse liber die Ladungsdichten, kann
die Korrelation zwischen Molekiilfliche und experimentell ermittelten Silicamengen
(Tabelle 5.3) bei primdrem, sekunddren Aminolipid und Lysinollipid erklidrt werden. In
allen Experimenten war die Konzentration der Substanzen gleich grof3, doch die Reaktions-
flichen unterschieden sich aufgrund der unterschiedlichen Molekiilflichen. Dies ist der
Grund, warum mit Lysinollipidvesikeln mehr Silica gebildet wurde, als mit Vesikeln des
sekundédren Aminolipids, welche wiederum eine groflere Silicamenge prazipitierten als die
des primdren Aminolipids, obwohl die Ladungsdichte wahrscheinlich in allen Vesikeln
dhnlich ist (sieche oben). Dahingegen bewirkt die hohe Ladungsdichte der Vesikel des
quartiren Aminolipids, die durch die permanente Ladung bedingt ist, die Prézipitation
einer Silicamenge, die im Verhiltnis grofer ist. Im Fall des tertidren Aminolipids verur-
sacht die niedrigere Ladungsdichte, die Resultat des niedrigen pK -Wertes ist, eine
Verminderung der tatséchlich préizipitierten Silicamenge im Vergleich zur erwarteten.

Ein weiterer Grund fiir die geringe Silicamenge konnte sterische Hinderung bei der
Reaktion mit Kieselsdure bedingt durch die drei Methylgruppen sein, jedoch miisste dieser
sterische Einfluss dann auch beim quartiren Aminolipid postuliert werden (sieche Abbil-
dungen 5.6 C und D), was nicht der Fall ist. Eine weiterer Unterschied zu einem Teil der
anderen Aminolipide ist die Aggregatverteilung. Wie aus Abbildung 5.1 C ersichtlich ist,
liegt ein Teil der tertiiren Aminolipidmolekiile in Abwesenheit von Kaliumchlorid, wie

auch beim Lysinollipid, in mizellarer Form vor. Doch im Gegensatz zum Lysinollipid
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wurde mit dem tertidren Aminolipid deutlich weniger Silica gebildet als erwartet.
Folgerung daraus ist, dass der Protonierungsgrad und damit die Ladungsdichte an der
Reaktionsflache eine wesentliche Rolle spielt. Je mehr positiv geladene Aminogruppen an
der Oberfliche fiir die Reaktion mit Kieselsdure zur Verfiigung stehen, desto mehr Silica
wird gebildet.

Es bleibt zu kldren, warum bei Verwendung von Vesikeln des quartiren Aminolipids
verhéltnismédfBig mehr Silica gebildet wurde, als mit beispielsweise primdrem oder
sekundiren Aminolipid, die laut der Werte in Tabelle 5.2 alle nahezu vollstédndig protoniert
sind. Es ist bekannt, dass sich der pK-Wert von Amphiphilen, die in Mizellen oder
anderen Strukturen aggregiert sind, von dem der monomeren Molekiile unterscheidet.'”
Der letzte Faktor, dessen Einfluss an dieser Stelle diskutiert wird, ist die Anzahl der
Aminogruppen pro Molekiil. Das Verhiltnis von ermittelter zu berechneter Siliciummasse
fir das primdre Aminolipid und das Lysinollipid, die beide primédre Aminogruppen
beinhalten, ist mit jeweils ca. 1,3 identisch. Daraus konnte gefolgert werden, dass sich der
Unterschied zwischen den beiden Verbindungen, das heiflit die Anzahl primérer Amino-
gruppen pro Molekiil, nicht auf die Prazipitationsmenge auswirkt. Jedoch darf nicht auBer
Acht gelassen werden, dass, wie oben ausfiihrlich erldutert wurde, in Abwesenheit von
Kaliumchlorid neben Vesikeln auch Mizellen vorliegen und bei verdnderter Priparation
der Suspensionen deutlich mehr Silica gebildet wurde, als berechnet. Das Verhiltnis der
Werte bei ckc) =200 mM betrdgt hier (ermittelt/berechnete Siliciummasse) 2,3. Daraus
kann gefolgert werden, dass beide in der Kopfgruppe des Lysinollipids vorhandenen
Aminogruppen (vgl. Abbildung 5.6) fiir Kieselsdure zugénglich und an der Reaktion
beteiligt sind und dadurch die Masse erhoht wird. In dem Fall wird vermutlich nicht nur

eine Silicamonoschicht an der Vesikeloberfldche gebildet.

Die Erkenntnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

— Hohe Ionenstirken verringern die Prizipitationsmenge, da positive Ladungen abge-

schirmt werden.

— Je mehr Molekiile in vesikuldrer Form und nicht in mizellarer Form aggregiert sind,
desto mehr Silica kann gebildet werden, woraus gefolgert wird, dass Mizellen ein

geringeres Prizipitationspotenzial haben.

— Je hoher die Ladungsdichte auf der Vesikeloberflache, umso grofer ist die prazipitierte

Silicamenge.
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Die Lichtstreuungsexperimente lieferten Ergebnisse, die mit den oben erlduterten Trends
iibereinstimmen. Auch wenn sich hier die Beobachtungen nicht auf die Silicamengen,
sondern auf die Zunahme der hydrodynamischen Radien der Aggregate (Abbildung 5.3 B)
beziehen, festigen die Ergebnisse die aufgestellten Hypothesen. Weiterhin konnte der
zeitliche Verlauf der Reaktion von Kieselsdure mit Vesikeln der unterschiedlichen Amino-
lipide verfolgt werden. Hier zeigte sich, dass diese sehr schnell ablaufen, bereits nach ca.
acht Minuten konnte bei allen untersuchten Systemen keine wesentliche Anderung des
hydrodynamischen Radius mehr detektiert werden. Die Bildung der Silicazellwédnde von
Diatomeen dauert oftmals nicht linger als ein bis zwei Stunden.'®' Das deutet darauf hin,
dass auch in den Organismen schnelle Reaktionen ablaufen miissen, damit die vollstindige
Struktur innerhalb dieser Zeit gebildet werden kann. Die kurze Dauer ist einer der Vorteile,
die die biomimetische Reaktion gegeniiber technischen Silicapolymerisationsverfahren hat,
welche unter drastischen Reaktionsbedingungen teilweise bis zu mehrere Tage

35,38,162
dauvern.””™

In Kapitel 5.3 wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen der Silicaprizipitate gezeigt
(Abbildungen 5.4 und 5.5). In Kombination mit den Daten, die mit dem S-Molybdattest
beziehungsweise der Lichtstreuung gewonnen wurden, belegen die Aufnahmen die
Bildung von Silica, ausgeldst durch in Vesikel aggregierte Aminolipide.

Ein Vergleich der Prézipitate, bei denen nach der Bildung durch Waschen und
Zentrifugation liberschiissige Kieselsdure entfernt wurde (Abbildung 5.5), mit denen, bei
denen diese Behandlung nicht mdglich war (Abbildung 5.4), zeigt deutliche Unterschiede.
Denn wiéhrend die mittels f-Molybdattest detektierten Siliciummassen darauf hindeuten,
dass sich um die Vesikel lediglich eine oder zwei atomare Silicaschichten bilden (vgl.
Tabelle 5.3), lassen die Lichtstreuungsdaten auf groflere Aggregate im Mikrometerbereich
schlieen (Abbildung 5.3). Die SEM-Aufnahmen bestétigen diese Ergebnisse. Die Grofle
der Silicastrukturen der Prézipitate, die bei den Lichtstreuungsmessungen entstanden und
nicht weiter behandelt wurden, sind sehr groB und weisen Durchmesser im
Mikrometerbereich auf (Abbildung 5.4). Dahingegen treten bei den Proben, die wie
diejenigen beim p-Molybdattest behandelt wurden, Strukturen auf, die in derselben
GroBenordnung wie die Vesikel liegen. Zudem sind teilweise kollabierte Kugeln
erkennbar, was darauf schlieffen ldsst, dass die Silicaschichten tatsdchlich sehr diinn sind,

worauf die oben erlduterten FErkenntnisse schlieBen lassen. Die unterschiedliche
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Behandlung der Proben hat demnach einen wesentlichen Einfluss auf die Struktur der
Silicapartikel. Des Weiteren kann festgestellt werden, dass die Verwendung der Vesikel als
strukturvorgebende Template teilweise erfolgreich war. In einigen Proben wurden intakte
Kugeln im Gréfenbereich der Vesikel beobachtet (Abbildung 5.5 C). Sie dhneln hohlen
Silicasphéren die in anderen Untersuchungen beschrieben wurden, wo ebenfalls kationi-
sche Vesikel als Template fiir die Silicabildung eingesetzt wurden, jedoch nur teilweise

193164 In diesen Arbeiten wurden die Schichtdicken

unter biomimetischen Bedingungen.
dieser Sphiren zu 1-2 nm'®* bezichungsweise ca. 10 nm'® bestimmt was insofern mit den
Erkenntnissen dieser Arbeit in Einklang steht, dass auch hier die Schichtdicken sehr gering

sind (Abbildung 5.5).

Zusammenfassend ldsst sich aussagen, dass an der Oberfliche von Vesikeln der
Aminolipide Silicaprizipitation stattfindet und ihre Struktur dabei teilweise abgebildet
wird. Die Reaktionen finden auf einer schnellen Zeitskala und unter physiologischen
Bedingungen statt. Der Einsatz der Vesikel als Aggregate erlaubte die Untersuchung des
Einflusses einzelner Faktoren auf die Reaktion. Sind alle Molekiile in Vesikeln angeordnet,
so sind die entscheidenden Parameter fiir die Reaktivitit die Protonierung der Amino-
gruppen sowie die Anzahl anwesender Aminoeinheiten.

Die unterschiedlichen pK-Werte und daraus resultierenden Ladungsdichten sind durch die
unterschiedlich starke N-Methylierung bedingt, die auch in Silaffinen und Polyaminen der
Diatomeen variiert. Die in dieser Arbeit belegte Abhédngigkeit der Reaktivitit von der
Alkylierung der Aminogruppen trifft wahrscheinlich auf fiir die in den Organismen
vorkommenden Peptide und Polyamine zu, und konnte zusammen mit anderen Faktoren

bei der Bildung der hierarchischen speziesspezifischen Zellwénde eine Rolle spielen.
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6 Aminolipide in planaren Membranen

Die Funktionalitidt der in Kapitel 5 vorgestellten Aminolipide beziiglich der biomime-
tischen Bildung von Silica konnte nachgewiesen werden. Sind die amphiphilen,
lipiddhnlichen Molekiile in vesikuldren Strukturen arrangiert, induzieren sie in Ldsung
innerhalb weniger Minuten Prizipitationsreaktionen. Hierbei zeigten sich Unterschiede im
Prazipitationspotential in Abhidngigkeit der Aminokopfgruppe. Als besonders eftektiv
erwies sich dasjenige Aminolipid, das eine Lysinoleinheit mit zwei primidren Amino-
einheiten aufweist. Davon ausgehend stellte sich die Frage, ob auch an der Oberfliche von
planar angeordneten Aminolipidschichten SiO,-Bildung ausgeldst werden kann und auf
diese Art und Weise flache Silicafilme hergestellt werden kdnnen. Die Untersuchungen
konzentrierten sich hierbei auf das Lysinollipid, zu welchem Informationen Tabellen 5.1,
5.2 sowie Abbildung 5.6 entnommen werden kénnen. Zunéchst galt es, Doppelschichten
des Lipids aufzubauen und zu charakterisieren. Im Anschluss daran, sollte die
Silicabildung an der Oberfldche der Membran analysiert werden. Mit Hilfe eines weiteren
Konzepts sollte der Aufbau planarer Silicaschichten mit Poren definierter Grofe realisiert
werden. Dazu wurde neben dem Lysinollipid ein Glykolipid, C16-Glycerol-f-Lactosid
(C16-GL), eingesetzt, welches keine Silica-prézipitierende Funktion besitzen und aufgrund
seiner Struktur in Membrandominen angereichert werden sollte. Zunichst mussten diese
Hypothesen gepriift werden, bevor auch an der Oberfldche dieses gemischten Systems die

Silicaprizipitation genauer untersucht werden konnte.

6.1 Lysinollipid

6.1.1 Charakterisierung der festkorperunterstiitzten

Doppelschichten

Wie in Kapitel 5.2 gezeigt werden konnte, lagert sich das Lysinollipid aufgrund seines
amphiphilen Charakters in lamellaren Strukturen zu Vesikeln zusammen. In der Regel
konnen Substanzen mit dieser Eigenschaft auch planare Doppelschichten bilden. Géngige
Priparationsmethoden sind unter anderem das Spreiten von Vesikeln sowie Langmuir-
Blodgett-(LB)-Ubertriige auf hydrophilen Oberflichen wie Siliciumwafern, Glas oder
Glimmer. Die zwei Methoden bieten unterschiedliche Vorteile, die spéter niher erldutert

werden, weshalb mit beiden Lysinollipiddoppelschichten aufgebaut wurden. Als Substrate
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wurden jeweils Si-Wafer mit hydrophilen SiO,-Schichten verwendet. Die Dicke der SiO,-
Schichten richtet sich nach dem Verwendungszweck. Da Silicium Fluoreszenz 16scht,
werden oftmals fiir fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen Wafer mit dickeren SiO,-
Schichten (20-100) nm gewihlt, um hohere Intensititen zu erhalten, als dies auf (1-10) nm

dicken nativen Oxidschichten der Fall ist.

Spreiten von Vesikeln

Zum Spreiten wurden, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, Vesikel eines nominellen
Durchmessers von 100 nm in 25 mM MES/500 mMm KCI pH 6,0 hergestellt. Der Prozess
der Membranbildung auf der Siliciumoberfliche wurde zunédchst mittels Ellipsometrie-
messungen verfolgt. Hierzu wurden definierte Volumina von Lysinollipidvesikel-
suspensionen (¢ = 1,6 mM) zu einer Pufferlosung (50 mm MES pH 6,0) iiber dem Substrat
zugegeben (resultierende Lipidkonzentration: ¢ = 0,2 mM) und die Verdnderungen auf der
Waferoberfliche durch Messung der ellipsometrischen Winkel Delta und Psi beobachtet
(Abbildung 6.1). Vor Zugabe der Vesikel sind die Werte beider Winkel konstant. Ab dem
Zeitpunkt der Zugabe (¢ = 2 min) steigt Psi an, wihrend Delta schnell kleiner wird.
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Abbildung 6.1 Zeitliche Anderung der ellipsometrischen Winkel Delta und Psi nach Zugabe von
Lysinollipidvesikeln (4 =100 nm) bei =2 min zu einem Substrat (Si-Wafer mit nativer SiO,-Schicht).
Messpuffer: 50 mM MES pH 6,0; cpipiq = 0,2 mM.

Ab ca. fiinfzehn Minuten nach der Zugabe werden keine signifikanten Anderungen mehr
detektiert und auch nach Spiilen der Messzelle mit Puffer sind die Werte weitestgehend
unverdandert. Obwohl die Messung keine Schichtdicken liefert, konnen qualitative

Aussagen getroffen werden. Die Abnahme des Winkels Delta bei gleichzeitiger Erhohung
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Aminolipide in planaren Membranen

von Psi entspricht bei den verwendeten Messbedingungen der Zunahme einer Schichtdicke
auf dem Wafer. Es kann davon ausgegangen werden, dass diese Anderung durch die
Anlagerung und eventuell das Spreiten von Vesikeln auf der Oberfliche bedingt wurde.

Um zu kldren, ob diese Vesikel gespreitet haben und sich eine gleichmiBige Lipiddoppel-
schicht ausgebildet hat, wurden die Proben anschlieBend mikroskopisch untersucht. Zu
diesem Zweck wurden jeweils 0,5 mol% eines fluoreszenzmarkierten Lipids (Sulfo-
rhodamin 101 DHPE) zugesetzt, das sich in den lamellaren Aggregaten verteilt, und eine
fluoreszenzmikroskopische Charakterisierung ermoglicht. In den entsprechenden Aufnah-
men (Abbildung 6.2) sind regelméBig leuchtende Oberfldchen erkennbar, woraus geschlos-
sen werden kann, dass die Vesikel gespreitet haben und Lipidschichten auf den Substraten
vorlagen. Vereinzelt treten dunkle Bereiche auf (Abbildung 6.2 B), die durch Defekte in

den Membranen verursacht werden. In Aufnahme C, die am Rand eines Substrates (rechts

oben) entstand, zeigen sich stellenweise helle, an die Oberfliche gebundene Vesikel.

Abbildung 6.2 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Proben, die durch einstiindige Inkubation von
Lysinollipidvesikeln (d =100 nm, cpipig: 0,2 mM, 0,5 mol% Sulforhodamin 101 DHPE) in 50 mM MES
pH 6,0 auf Si-Wafern (100 nm Oxid) entstanden. Maf3stabsbalken: 50 pm.

Um die Proben mit hoherer Auflosung charakterisieren und Aussagen iiber ihre Textur
treffen zu konnen, wurden rasterkraftmikroskopische (AFM) Messungen durchgefiihrt.
Wie in Abbildung 6.3 erkennbar ist, sind die Oberflachen eben und besitzen mit ca. 1 nm
hohen Stufen im Vergleich zu Phospholipiddoppelschichten eine vergleichsweise hohe
Rauheit (Abbildung 6.3 C).'**'*” Diese wurde fiir Aufnahme B mit der Software SPIP zu
S, = 0,2 nm bestimmt, wobei S, das arithmetische Mittel der 3D-Rauheit bezeichnet. Da
bekannt ist, dass Vesikel positiv geladener Lipide auf hydrophilen Oberfldchen
Doppelschichten ausbilden,'®'®” kann in Ubereinstimmung mit den Daten aus den
ellipsometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Messungen gefolgert werden, dass das
Lysinollipid auf der hydrophilen Oberflache in regelmiBigen, weitestgehend defektfreien

Doppelschichten angeordnet vorliegt.
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Abbildung 6.3 A/B Topografische AFM-Aufnahmen von auf Si-Wafern (100 nm Oxid) gespreiteten
Lysinollipidvesikeln (d =100 nm, cpiyq: 0,2 mM). Die Messung wurde in Reinstwasser im tapping mode
(NWII) mit MSCT-Au-cantilevern durchgefiihrt. MaBstabsbalken: 2 pum. C Hohenprofil aus Aufnahme B
(schwarze Linie).

Langmuir-Blodgett-Ubertrage

Lipidschichten konnen von der Luft-Wasser-Grenzfldche mittels Langmuir-Blodgett (LB)-
Technik auf Substrate immobilisiert werden. Hierbei wird jeweils eine Monoschicht
iibertragen, weshalb fiir die Bildung einer Doppelschicht die Prozedur wiederholt werden
muss. Die Kopfgruppen der Lipide der unteren Monoschicht sind zum hydrophilen
Substrat hin orientiert und beeinflussen somit die Prozesse und Reaktionen bei der
Prizipitation nicht, die spéter an der Oberfliche der Doppelschicht stattfinden sollen. Die
untere Monoschicht muss jedoch eine moglichst dichte und ebene hydrophobe Oberfliche
bilden, damit die zweite Monoschicht darauf immobilisiert werden kann. In dieser Arbeit
wurde eine Monoschicht aus 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin (DPPC)
gewdhlt, dessen Verhalten an der Luft-Wasser-Grenzfliche gut untersucht ist und das bei
hohen Oberflachendriicken in der /.-Phase vorliegt. Die Monoschicht wurde auf einer
Filmwaage bis zu einem Oberflaichendruck von 45 mN/m komprimiert, wobei eine flir
DPPC typische Isotherme'”'”" beobachtet wurde (Abbildung 6.4 A). Der Oberflichen-
druck des Films wurde anschlieBend konstant bei 45 mN/m gehalten wihrend ein Si-Wafer
aus der Subphase herausgezogen wurde. Durch die Ubertragung von Molekiilen auf das
Substrat sinkt der Oberflichendruck. Dadurch ausgeldst reguliert die Filmwaage nach,
indem die Filmfliche verkleinert wird bis der Sollwert des Oberflichenwerts wieder
erreicht ist. Die kontinuierliche Verringerung der Filmfldche gilt als Nachweis flir die
erfolgreiche Immobilisierung einer Monoschicht (Abbildung 6.4 B). Auf die so
hergestellten beschichteten Substrate mit hydrophober Oberfliche wurden im nichsten

Schritt Lysinollipidmonoschichten {ibertragen, die zuvor auf Wasser zu einem
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Oberfldchendruck von 27 mN/m komprimiert wurden. Der Kurvenverlauf der Isotherme
fiir das Lysinollipid ist in Abbildung 6.4 C dargestellt. Wahrend der DPPC/Si-Wafer in die
Subphase eingetaucht wurde, verkleinerte sich wiederum die Filmfliche, was fiir eine

erfolgreiche Immobilisierung der Lysinollipidschicht spricht (Abbildung 6.4 D).
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Abbildung 6.4 m/A-Isothermen fir A DPPC und C Lysinollipid gemessen auf Reinstwasser bei 20 °C.
Zeitliche Anderung der Gesamtfilmfliche wéhrend des LB-Ubertrags von B DPPC- beziechungsweise
D Lysinollipidmonoschichten auf Siliciumwafer (100 nm SiO;).

Die auf diese Art hergestellten Lipidschichten wurden fluoreszenzmikroskopisch
untersucht (Abbildung 6.5). In Aufnahmen A-C, in denen nur der Lysinollipidschicht, also
der oberen Monoschicht, ein Fluoreszenzfarbstoff beigefiigt wurde, ist erkennbar, dass
Lipid immobilisiert wurde, die Oberflache aber heterogen ist. Es treten sehr haufig dunkle
Streifen senkrecht zur Aufziehrichtung des Ubertrages auf (B), teilweise auch parallel dazu
(A) und es gibt runde dunkle Flecken und diffus verlaufende Streifen (C). Wird auch die
untere DPPC-Monoschicht fluoreszenzmarkiert (D), sind die zuvor beschriebenen
Charakteristika wie Streifen und runde Flecken ebenfalls erkennbar, jedoch ist das
Aussehen durch Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer-Effekte (Fluorescence resonance

energy transfer, FRET) verdndert, worauf im nédchsten Abschnitt ndher eingegangen wird.
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Abbildung 6.5 Fluoreszenzmikroskopische Bilder einer Lysinollipidmonoschicht, versetzt mit A-C
0,5 mol% oder D 0,2 mol% Sulforhodamin 101 DHPE, mit LB-Technik bei 7 =27 mN/m {ibertragen auf
DPPC/Si-Wafer. Die DPPC-Monoschicht wurde bei & = 45 mN/m auf Si-Wafer (100 nm Oxid) immobilisiert
und enthielt A-C kein beziechungsweise D 0,5 mol% f-BODIPY 500/510 C;,-HPC. Der weifle Pfeil markiert
die jeweilige Aufziehrichtung beim LB-Ubertrag. MaBstabsbalken: 50 um.

Anhand der fluoreszenzmikroskopischen Abbildungen kann nicht eindeutig geklart
werden, ob es sich bei den dunklen Bereichen um Defekte oder Membranstrukturen
handelt, weshalb auch diese Oberflachen rasterkraftmikroskopisch untersucht wurden.
Hierbei zeigte sich, dass sich die zuvor beschriebenen Merkmale auch in den

topografischen Aufnahmen wiederfinden (Abbildung 6.6).
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Abbildung 6.6 A-C Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von Lysinollipidmonoschichten immobilisiert
auf DPPC/Si-Wafer (native Oxidschicht) bei m=25-27 mN/m. Die Messungen wurden im tapping mode
(NWI) mit CSC37-cantilevern in Reinstwasser durchgefiihrt. MaB3stabsbalken: 5 pm. Die Pfeile zeigen die
Aufziehrichtung des LB-Ubertrags an. D Histogrammanalyse der Hohenverteilung in Aufnahme C.
E Hohenprofil entlang der schwarzen Linie in Aufnahme C.

Quer zur Aufziehrichtung sind Streifen erkennbar und die runden Objekte kdnnen als
Locher mit Durchmessern von ca. 5 um identifiziert werden (A). Es konnten zwei
Hohenniveaus beobachtet werden, deren Differenz durch Hohenanalysen (D,E) zu

(42+1,6) nm (n=4) bestimmt wurde, was der erwarteten Hohe einer Doppelschicht
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entspricht. Dementsprechend konnen die hoheren Bereiche der Doppelschicht und die
tieferen Membrandefekten zugeordnet werden und es kann gefolgert werden, dass es sich
bei den dunklen Stellen in den Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 6.5) um Defekte
handelt. Die Rauheit wurde exemplarisch fiir Aufnahme C bestimmt und betrégt
S;=1,6 nm. Sie ist aufgrund der vielen Defekte hoher als bei den gespreiteten
Doppelschichten.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass die Immobilisierung von Lysinollipidmonoschichten
durch Langmuir-Blodgett-Technik prinzipiell funktioniert, jedoch keine defektfreien

Membranen erzeugt werden kdnnen, wie dies durch Spreiten von Vesikeln erreicht wurde.

6.1.2 Prazipitationsreaktionen an planaren

Lysinollipiddoppelschichten

Die im vorhergehenden Kapitel vorgestellten Doppelschichten sind an ihrer Oberfldche
aufgrund der sich dort befindenden Aminogruppen der Kopfgruppe des Lysinollipids
positiv geladen und sollten theoretisch die Prézipitation von Kieselsidure ausldsen. Analog
zu den Prézipitationsexperimenten in Losung wurde Si(OH)4 als Monomer eingesetzt, das
durch Hydrolyse von Tetramethoxysilan in HCI erhalten wurde. Die Monokieselsdure
wurde jeweils zum Puffer (50 mm MES pH 6,0), mit dem das Substrat mit der darauf
immobilisierten Lysinollipidmembran iiberschichtet war, gegeben und die Silicabildung

mit verschiedenen Messmethoden beobachtet und charakterisiert.

Ellipsometrische Untersuchung des Silicabildungsprozesses

Zunichst wurden ellipsometrische Messungen durchgefiihrt. Die Silicabildung wurde so-
wohl an gespreiteten (Abbildung 6.7 A) als auch an mittels LB-Ubertrag (Abbildung
6.7 B) préparierten Schichten untersucht. Vor Zugabe von Si(OH)4 zu einer gespreiteten
Membran (A) sind die beiden ellipsometrischen Winkel Delta und Psi konstant, ab dem
Zeitpunkt der Zugabe (¢ = 2 min) treten deutliche Anderungen auf. Der Winkel Delta wird
rapide kleiner, acht Minuten nach der Zugabe (¢ = 10 min) betriigt die Anderung -3 °. Die
Steigung der Kurve nimmt anschlieBend ab, zum Zeitpunkt ¢#=25 min betrdgt die
Differenz zum Startwert -3,3 ° und nach sechzig Minuten -3,6 °. AnschlieBend wurden die
Membran mit MES-Puffer gespiilt, um {iberschiissige Kieselsdure zu entfernen, wonach

sich Delta nicht mehr signifikant dnderte und um ca. 3,9 © kleiner ist als zu Beginn der
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Messung. Der zeitliche Verlauf der Kurve fiir den Winkel Psi gleicht dem fiir Delta, mit
dem Unterschied, dass Psi ansteigt. Nach dem Spiilen mit Puffer ist der Wert von Psi um
ca. 0,7 ° hoher als vor der Kieselsdurezugabe. Diese Verdnderungen der ellipsometrischen
Winkel bedeuten fiir das vorliegende System eine Zunahme der Schichtdicke und sind
somit ein Hinweis fiir die Ablagerung von Silica auf der Oberfliche. Auch bei
Verwendung von Doppelschichten, die mittels LB-Technik herstellt wurden verringerte
sich Delta, wihrend Psi grofer wurde (Abbildung 6.7 B). Beide Winkel sind bis zur
Zugabe von Si(OH), (¢ = 5 min) weitestgehend konstant. Innerhalb von fiinf Minuten fallt
Delta um 0,8 °, woraufhin die Kurve flacher wird. Zum Zeitpunkt ¢ =25 min betrigt die
Anderung -1,4 °, nach sechzig Minuten -1,6 °. Nach dem Spiilen der Membran pendelt sich
A(Delta) bei ca. -1,7 © ein. Psi steigt im Verlauf der gesamten Messung um 0,3 °. Auch auf
Lysinol-LB-Schichten lagert sich demnach SiO, ab. Es kann an dieser Stelle lediglich eine
qualitative Aussage getroffen werden, da die quantitativen Verdnderungen der Winkel
nicht miteinander verglichen werden konnen. Bei beiden Systemen liegt jedoch eine
Zunahme der Schichtdicke auf dem Substrat vor, die in einem schnell Prozess verlduft und

nach nur (10 - 20) min beendet ist.
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Abbildung 6.7 Ellipsometriemessungen: ® Zugabe von 50 mM Si(OH), zu Lysinollipidschichten, die mittels
A Vesikelspreiten und B LB-Technik pripariert wurden und anschlieBendes Spiilen mit Puffer.
e Kontrollexperimente: A Zugabe von ~190 mM Si(OH); zu einem Si-Wafer. B Zugabe von ~730 mM
Methanol in 1 mM HCI zu einer Lysinol-LB-Doppelschicht. Si-Wafer: jeweils mit nativer Oxidschicht. Alle
Messungen wurden in 50 mM MES-Puffer pH 6,0 durchgefiihrt.

Um sichergehen zu konnen, dass die gemessenen Effekte durch eine spezifische
Interaktion der Lysinollipide mit Monokieselsdure ausgelost wurden, wurden zwei

Kontrollexperimente durchgefiihrt. Zum einen wurde Si(OH); zu einem Siliciumwafer
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ohne immobilisierte Membran gegeben (Abbildung 6.7 A), zum anderen wurde eine
Lysinollipidschicht mit Methanol und HCI versetzt, da diese Substanzen auch in der
Si(OH)4-Losung vorhanden sind (Abbildung 6.7 B). In beiden Féllen wurden {iber den
gemessenen Zeitbereich keine signifikanten Anderungen von Delta und Psi beobachtet.

Um weitere Erkenntnisse iiber die Vorgidnge an der Oberfliche der Membranen gewinnen
zu konnen, wurden die Proben sowohl fluoreszenz- also auch rasterkraftmikroskopisch
untersucht. Auch hier wurden, wie oben beschrieben, unterschiedlich hergestellte

Membranen eingesetzt.

Silicastrukturen an Lysinollipidschichten (Vesikelspreiten)

Die Fluoreszenzaufnahmen von Doppelschichten, die durch Spreiten von Vesikeln
préapariert und im Anschluss mit Monokieselsdure inkubiert wurden (Abbildung 6.8 A/B),
geben das gleiche Bild wie vor der Si(OH)s-Zugabe wieder (Abbildung 6.2). Teilweise
siecht die Oberfliche inhomogen aus (Abbildung 6.8 C) und wie auch in den anderen
Bildern sind vereinzelt hell leuchtende Stellen zu beobachten. Die Untersuchung zeigt,

dass die Membranen bei Inkubation mit Kieselsdure nicht zerstort werden.

Abbildung 6.8 Fluoreszenzaufnahmen von Lysinoldoppelschichten (0,5 mol% Sulforhodamin 101 DHPE),
die auf Si-Wafern mit A/C nativer beziehungsweise B 100 nm SiO,-Schicht aus Vesikeln gespreitet wurden
und 60 min mit 50 mM Si(OH), in 50 mM MES-Puffer pH 6,0 inkubiert und anschlieBend mit Puffer gespiilt
wurden. Maf3stabsbalken: 50 pm.

Um eventuell auftretende Verdnderungen durch Interaktion mit Si(OH)s erkennen und
nédher spezifizieren zu kdnnen, wurden die Proben im Anschluss rasterkraftmikroskopisch
untersucht. Die topografischen AFM-Aufnahmen verdeutlichen, dass sich die Oberfldchen
durch Zugabe der monomeren Kieselsidure verdndert haben (Abbildung 6.9). Wihrend sie
zuvor glatt erschienen (Abbildung 6.3), wirken sie nun inhomogen und weniger eben, was
auch das Hohenprofil (C) bestétigt. Es sind runde Objekte mit einer H6he von bis zu 6 nm

erkennbar, die Durchmesser von ca. (50-100) nm aufweisen. Die Rauheit hat zugenommen
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und betrdgt nun S, = 0,8 nm (Abbildung 6.9 B) im Gegensatz zu 0,2 nm vor der Si(OH)s-
Zugabe.

In Kombination mit der Schichtdickenzunahme, die bei den -ellipsometrischen
Untersuchungen ermittelt wurde, sprechen die AFM-Messungen fiir die Ablagerung von
Silica auf der Oberfldche der Lysinollipidschicht. Da es weder durch Spiilen mit Puffer
noch durch das Abtasten mit der cantilever-Spitze abgetragen wird, kann davon

ausgegangen werden, dass es irreversibel gebunden ist.
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Abbildung 6.9 A/B Topografische AFM-Aufnahmen von Lysinollipidmembranen gespreitet auf Si-Wafern
(100 nm Si0O,-Schicht). Die Proben wurden mit 50 mM Si(OH), fiir 1 h in 50 mM MES pH 6,0 inkubiert und
im Anschluss mit Puffer und Reinstwasser gespiilt. Gemessen wurde in Reinstwasser im tapping-Modus
(NWII) mit MSCT-Au cantilevern. Malistabsbalken: 2 pm. C Hdohenprofil entlang der schwarzen Linie in
Aufnahme B.

Silicastrukturen an Lysinollipidschichten (LB-Ubertrag)

Die Fluoreszenzaufnahmen von Monoschichten bestehend aus Lysinollipid, die mittels
LB-Technik immobilisiert wurden, verdndern sich durch die Zugabe von Monokieselsidure
nicht wesentlich. Es ist zu beachten, dass die in Abbildung 6.10 A/B dargestellten
Aufnahmen mit Abbildung 6.5 D verglichen werden sollten, da nur bei dieser Aufnahme
die DPPC-Monoschicht, die sich unter der Lysinollipidmonoschicht befindet, mit einem
Fluoreszenzmarker versetzt war. Weshalb die Fluoreszenz der Lysinollipidschicht dadurch
verdandert aussicht, erkliren Aufnahmen B und C, die beide an einer Stelle aber mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfiltersitzen (fiir die jeweilige Wellenlénge der Fluorophore)
erstellt wurden: Die Verteilung von f-BODIPY 500/510 C;,-HPC in der DPPC-Schicht ist
nicht homogen (C) und durch einen FRET-Effekt wird dadurch auch die Sulforhodamin
101 DHPE-Fluoreszenz (B) beeinflusst. Dort, wo die DPPC-Schicht hell erscheint, ist die

Lysinollipid-Fluoreszenz geschwécht.
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Abbildung 6.10 Fluoreszenzaufnahmen einer bei =25 mN/m immobilisierten Lysinollipidmonoschicht
(mit 0,2 mol% Sulforhodamin 101 DHPE) auf einem Siliciumwafer (100 nm SiO,) bedeckt mit einer
DPPC-Monoschicht (0,5 mol% S-BODIPY 500/510 C,-HPC). Die Probe wurde fiir eine Stunde mit
~100 mM Si(OH), inkubiert und danach mit Puffer und Reinstwasser gespiilt. A-C Filtersatz 45. D Filter-
satz 44 MaBstabsbalken 50 pm.

Vergleicht man die Aufnahmen der Proben, die mit Kieselsdure inkubiert wurden
(Abbildung 6.10 A/B) mit denen vor der Zugabe (Abbildung 6.5 D) kann man keine
Unterschiede feststellen, was darauf schlief3en ldsst, dass die Membranen noch intakt sind.
Die Oberflache wirkt unregelméBiger, teilweise kornig, es lisst sich jedoch nicht aussagen,
wodurch diese Verdnderung bedingt wurde.

AFM-Messungen zeigen, dass auch im Fall der durch LB-Ubertrag erhaltenen Membranen
drastische Verdnderungen der Oberflichentextur, ausgelost durch die Zugabe von
Kieselsdure, auftreten. In Abbildung 6.11 sind verschiedene Messergebnisse
zusammengestellt, wobei jeweils Aufnahmen A/B/D beziehungsweise D/E/F von einer
Probe stammen. Die Rauheit der Oberflache, ermittelt anhand Aufnahme C, hat sich von
S;=1,6 nm auf §,=2,2nm erhoht. In Aufnahme A konnen die vor der Zugabe
vorhandenen Oberflachenstrukturen wie Quer- und Léngsstreifen sowie runde Defekte
(Abbildungen 6.5 und 6.6) wiedergefunden werden, allerdings ist die komplette Oberfléche
mit kleinen Partikeln belegt. Vergroferungen zeigen deutlich runde Objekte, die als
Silicakugeln interpretiert werden. Sie weisen einen Durchmesser von ca. 70-80 nm auf (G),
jedoch hingt dieser Wert von der jeweiligen Messung ab. Teilweise werden Kugeln mit
Durchmessern von bis zu 200 nm detektiert. Ein Vergleich zwischen Aufnahmen B und C
beziehungsweise D und E, die jeweils gleich groe Probenausschnitte wiedergeben,
verdeutlicht das. Die Kugeln in B und D, die von einer Probe stammen und mit dem
gleichen cantilever gemessen wurden sind deutlich groB3er, als diejenigen in C und E, die
wiederum von einer Probe stammen mit dem gleichen cantilever vermessen wurden. Ein
Grund hierfiir kann die Geometrie der cantilever-Spitze sein. Allgemein traten bei den
Messungen nach kurzer Zeit Verschmutzungen der Messspitze auf, was die Abbildung
erschwerte und eine genaue GroBenbestimmung der Silicapartikel unmoglich macht. In

Reinstwasser traten diese weniger haufig auf, was der Grund dafiir ist, dass nicht in Puffer
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gemessen wurde. In der Regel variierten Partikelgeometrie und -grofe leicht von Messung
zu Messung. Die Partikel sahen nicht immer rund aus. Es kann nicht unterschieden werden,
ob bei jeder Prizipitation leicht unterschiedliche Partikel gebildet wurden, oder ob dieses
Phianomen ausschlieBlich auf die Messspitzen zuriickzufiihren ist. In Aufnahmen C und E
kann unter der kornigen Oberfliche noch die Struktur der LB-Lysinollipidmembran
erkannt werden, die durch die Defekte geprigt war (Abbildung 6.6). Eine
Histogrammanalyse des blau markierten Ausschnitts in Aufnahme E ergab einen mittleren

Hohenunterschied von 4,8 nm und entspricht damit der Membranhdhe vor der Si(OH)4-

Inkubation, die 4,2 nm betrug.
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Abbildung 6.11 A-F Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von mittels LB-Ubertrag immobilisierten
Lysinollipidschichten (Oberflichendruck wihrend des Ubertrags: 27 mN/m) auf DPPC/Si-Wafern, die fiir
1 h mit ~100 mM Si(OH); in 50 mM MES pH 6,0 versetzt wurden. Die Proben wurden mit Puffer und
Reinstwasser gespiilt. Die tapping mode AFM-Messungen (NWI & NWII) in Reinstwasser wurden mit
A/B/D CSC37- beziechungsweise C/D/F MSCT-Au-cantilevern durchgefiihrt. Malstabsbalken: A: 20 pm,
B-F: 1 pm. G Hohenprofil entlang der schwarzen Linie in E. H-J Histogrammanalysen der Hohen in den
jeweils farbig markierten Bereichen.
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Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Bildung von Silica auf der kompletten
Oberflache, auch in den Defekten, stattgefunden hat und diese mit einer iiberall ungeféhr
gleich hohen Schicht iiberzogen hat. Um die Dicke dieser Silicaschicht zu bestimmen,
wurde das Material mit der Messspitze bei hoher applizierter Kraft von der Oberfliche
entfernt (F). In Aufnahme F ist ein Bereich von (500 % 500) nm dargestellt, in dem die
Oberfliche des Siliciumwafers freigelegt wurde. Der rot markierte Bereich umfasst ein
glattes Plateau mit einer Hohe von ca. 6,5 nm (I), das die Oberfliche der Doppelschicht
ohne Silica darstellt. Vergleicht man damit den H6henunterschied im griinen Bereich, also
zu einer mit Silica bedeckten Fliche, der ca. 9,9 nm betrédgt (J), kann aus der Differenz die
Silicaschichtdicke abgeschitzt werden. Sie betrdgt demnach ca. (3 -4) nm, was im gleichen
GroBenbereich liegt, wie die Hohe der in den Hohenprofilen erkennbaren Objekte
(Abbildungen 6.9 und 6.11). Es handelt sich dabei nicht um eine gleichmaflige Hohe, da
wie in den AFM-Aufnahmen ersichtlich wird, die Schicht aus einzelnen Partikeln besteht.

Bei zusammenfassender Betrachtung der vorgestellten Ergebnisse kann gefolgert werden,
dass an der Oberfliche von Lysinollipidschichten die Polymerisation von Kieselsdure
ausgelost wird. Der Prozess liegt in einer spezifischen Wechselwirkung der Aminogruppen
mit der Kieselsdure begriindet. Die gesamte Oberfliche wird, unabhidngig von der
Priparationsmethode der Membran, mit einer Schicht bestehend aus Silicapartikeln
bedeckt, die weniger als 10 nm dick ist. Weiterhin zeigten die Fluoreszenzaufnahmen, dass

die Lipidschicht unterhalb des Silica weitestgehend nicht verédndert wurde.

Stabilitat der Prazipitate bei Trocknen

Eine weitere interessante Fragestellung ist, wie sich die Oberflichen beim Trocknen der
Probe verdndern. Zu diesem Zweck wurde das Wasser iiber Lysinollipidschichten, die
mittels LB-Technik prédpariert wurden, mit darauf prézipitiertem Silica abpipettiert, die
Proben an Luft getrocknet und im Anschluss untersucht. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen geben dabei keinen Hinweis auf eine eventuelle Verdnderung (Abbil-
dung 6.12). Die Bilder dhneln denen, die unter Wasser erstellt wurden, sowohl mit als auch
ohne prézipitiertem Silica (Abbildung 6.5, Abbildung 6.10). Die durch die Immobili-
sierung bedingten Streifen sind auch an Luft teilweise sichtbar (A), in anderen Bereichen
ist die Fluoreszenz homogen (B). Stellenweise kann die Bildung von einzelnen (B)

beziehungsweise hiufig auftretenden (C) dunklen Stellen beobachtet werden.
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Abbildung 6.12 A-C Fluoreszenzbilder von Lysinollipid (0,5 mol% Sulforhodamin 101 DHPE) bei
n =27 mN/m mittels LB-Technik immobilisiert auf DPPC/Siliciumwafern (100 nm Oxid) und 60 min
inkubiert mit ~100 mM Si(OH), in 50 mM MES pH 6,0. Die Proben wurden mit Reinstwasser gewaschen und
anschlieBend an Luft getrocknet. Die Aufnahmen wurden an Luft erstellt. MafBstabsbalken: 100 pm.

Die getrockneten Proben wurden zudem rasterkraftmikroskopisch an Luft untersucht. Die
dabei abgebildeten Oberflachen sind in Abbildung 6.13 dargestellt. Vergleicht man diese
mit den in Abbildung 6.11 aufgefiihrten Aufnahmen, kann kein Unterschied festgestellt
werden, was darauf hinweist, dass sowohl die Lipidschichten als auch das Silica noch auf
der Oberfliche vorhanden sind. Die Rauheit der Probe wurde anhand Aufnahme B
ermittelt und betrdgt S, = 1,8 nm, ist also um 0,4 nm kleiner als vor dem Trocknen. Die
Partikel besitzen Durchmesser von (70-200) nm und eine Hohe von ca. 4 nm, was auch aus

dem Hohenprofil (C) ersichtlich wird.

Héhe / nm
2 o ®

n

iibertragen auf DPPC-beschichtete Si-Wafer, wurden in 50 mM MES pH 6,0 fiir 1 h mit ~100 mM Si(OH),4
inkubiert, mit Reinstwasser gespiilt und getrocknet. Die Messungen wurden an Luft im fapping-Modus
(NWII) mit Pointprobe NCH-cantilevern durchgefiihrt. Maf3stabsbalken: 5 um. C Hohenprofil entlang der
schwarzen Linie in Aufnahme B.

Das Trocknen der Proben erlaubt eine elektronenmikroskopische Untersuchung, die
weitere Informationen iiber die Probenoberflache liefert. Hierzu wurden die Proben ohne
weitere Behandlung iiber leitende Klebeplattchen auf SEM-Probenhaltern fixiert und die

Oberflache leitend iiber Silberleitlack kontaktiert, bevor sie vermessen wurden. Die dabei
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entstandenen Aufnahmen sind in Abbildung 6.14 aufgefiihrt. Bei kleinen Vergrof3erungen
(A/B) kann man, wie schon in den Fluoreszenz- und AFM-Bildern, die streifige
Oberflachenstruktur erkennen. Durch Vergleich der SEM-Aufnahmen mit den AFM- und
Fluoreszenzbildern kénnen die hellen Bereiche in den SEM-Aufnahmen der Lipidschicht
zugeordnet werden, wiahrend die Defekte dunkel erscheinen. Erst bei hoher Auflosung
(E/F) sind auf der Oberfliche kleine Partikel erkennbar. Diese bedecken sowohl die hellen
als auch die dunklen Regionen, sind jedoch nicht vollig gleichmidBig verteilt, vielmehr gibt
es Anhdufungen (F). Die Durchmesser konnen zwar nicht genau bestimmt werden,
Aufnahmen E und F deutet jedoch darauf hin, dass sie unter 10 nm liegen und somit
kleiner sind, als in den AFM-Messungen ermittelt wurde. Geht man davon aus, dass die
Silicapartikel rund sind und eine Silicamonoschicht auf der Oberfldche gebildet wurde,
sollte der Durchmesser der Kugeln in etwas der Hohe der Schicht entsprechen. Da die
Schichtdicke im Bereich von (1 -10) nm bestimmt wurde, sind dementsprechend die

mittels SEM bestimmten Durchmesser durchaus sinnvoll.

Abbildung 6.14 A-F Elektronenmikroskopische Untersuchung von Lysinollipidschichten, mittels LB-
Technik tiibertragen auf DPPC/Si-Wafer (m=27 mN/m), die fiir eine Stunde mit ~100 mM Si(OH)4 in
50 mM MES pH 6,0 versetzt wurden. Die Proben wurden mit Reinstwasser gespiilt, getrocknet und auf SEM-
Probenhaltern fixiert. Mafistabsbalken: A-C: 50 pm, D-F: 500 nm.
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6.2 Das System Lysinollipid/C16-Glycerol-f-Lactosid

Die Tatsache, dass an planaren Doppelschichten prinzipiell Prizipitationsreaktionen
stattfinden und dabei mit der Oberflédche verankerte Silicaschichten entstehen (Kapitel 6.1),
war Voraussetzung fiir das weitere Vorgehen. Im ndchsten Schritt sollten bindre
Lipidschichten, bestehend aus dem Lysinollipid und einem geeigneten zweiten Lipid,
verwendet werden. Ziel war es, eine definierte Struktur zu erzeugen, indem die zweite
Komponente in Membrandoménen angereichert wird. Diese Verbindung sollte, im
Gegensatz zum Lysinollipid, keine Prizipitationsreaktionen auslésen, wodurch die
Silicabildung stellenweise ausbleiben und daraus resultierend eine pordse Silicaschicht
gebildet werden sollte. Die schrittweise Umsetzung und Untersuchung des erlduterten

Konzepts wird nachfolgend vorgestellt.

6.2.1 C16-Glycerol-f#-Lactosid

Das besondere Lipid, welches in Mischung mit dem Lysinollipid verwendet werden kann,
muss einige Eigenschaften mitbringen. Zunichst darf es keine silicaprizipitierenden Eigen-
schaften aufweisen. Weiterhin muss es eine Molekiilstruktur aufweisen, die eine dichte
Packung in lamellaren Schichten begiinstigt, damit das Lipid in Membrandoménen
angereichert wird, wihrend das Lysinollipid in der die Domdnen umgebenden Matrix
verteilt ist. Dabei kristallisierte sich eine Struktur mit einem Disaccharid in der
Kopfgruppe und zwei langen gesittigten Alkylresten als hydrophoben Teil als
vielversprechend heraus. Eine solche Verbindung besitzt keine Aminogruppen und weist
weder positive noch negative Ladungen auf, sollte demnach keine Silicabildung
induzieren. Durch die Molekiilgeometrie, die durch die zwei Zuckergruppen und die zwei
Alkylketten definiert ist, miisste die Bildung lamellar Strukturen gegeniiber der von

172-174

mizellaren Aggregaten bevorzugt sein. VerhidltnismdBig lange Ketten mit jeweils

16 Kohlenstoffeinheiten sollten eine dichte Packung und damit die Doménenbildung
begiinstigen.' 7

C16-Glycerol-f-Lactosid (C16-GL) ist in Abbildung 6.15 dargestellt. Die hydrophoben

Die Struktur der eigens fiir diesen Zweck synthetisierten Verbindung
Ketten des Amphiphils sind mit der hydrophilen Kopfgruppe, wie auch bei den

Aminolipiden (Tabelle 5.1), mittels Etherbindungen {iber ein Glycerinmolekiil verkniipft.

Die molare Masse des Molekiils (C47H9,0;3) betrdgt 865 g/mol.
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Abbildung 6.15 Strukturformel des Glykolipids C16-Glycerol-f-Lactosid.

Um auszuschlielen, dass C16-GL Silicabildung ausldst, wurde wie mit den Aminolipiden
(Kapitel 5.3) ein Prézipitationstest durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden zu C16-GL-
Vesikeln in 50 mM MES pH 6,0 100 mMm Si(OH)4 zugegeben, die Proben fiir zehn Minuten
inkubiert, zentrifugiert und anschlieend mit Natronlauge versetzt. Dieser Test erlaubt,
mittels S-Molybdatmethode eventuell prézipitiertes Silica nachzuweisen. Im Fall von

C16-GL konnte keine Silicabildung beobachtet werden.

6.2.2 Lysinollipid/C16-Glycerol-$Lactosid-Monoschichten an
der Grenzflache Wasser/Luft

Um mit der bindren Lipidmischung eine wohldefinierte Doméanenstruktur produzieren zu
konnen, wurden zundchst Informationen zum Phasenverhalten gesammelt. Zu diesem
Zweck wurden Monoschichten bestehend aus Lysinollipid und C16-GL mittels Film-
waagemessungen und damit kombinierter Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Zunéchst
wurden m/A-Isothermen der beiden reinen Substanzen und ausgewdihlter Mischungen
aufgenommen (Abbildung 6.16 A). Dabei zeigte sich, dass Lysinollipidmonoschichten
weniger dicht gepackt sind, als aus C16-GL bestehende, Lysinollipid weist bei gleichem
Oberflachendruck eine groBere Molekiilfliche auf. Betrachtet man beispielsweise die
Isothermen der beiden Verbindungen bei einem Oberflaichendruck von m~ 30 mN/m,
ergibt sich im Fall von Lysinollipid eine Molekiilfliche von 53 A% die von C16-GL betrigt
dagegen nur 31 A% Der jeweilige Verlauf der m/4-Isothermen deutet auf unterschiedliches
Phasenverhalten der beiden Komponenten hin. Die Lysinollipidisotherme weist bei einem
Oberflichendruck von m=39 mN/m einen Knick auf, der den Ubergang von fliissig-
expandierter (/) zu fliissig-kondensierter (/) Phase markiert. Dahingegen deutet die
Isotherme von C16-GL darauf hin, dass der Film iiber den gesamten Bereich in der /.-
beziehungsweise festanalogen (s) Phase vorliegt. Die Isothermen der Mischungen liegen
zwischen denen der reinen Verbindungen und weisen bei jeweils unterschiedlichen
Oberfldchendriicken ebenfalls Knicke auf, auch hier treten dementsprechend
Phaseniibergiinge von /. zu [, auf. Mit steigendem Anteil an Lysinollipid werden diese zu

hoheren Oberflichendriicken hin verschoben. Diese Abhéngigkeit des Phaseniibergangs
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von der Zusammensetzung spricht fiir eine zumindest partielle Mischbarkeit der

Komponenten bis zu n., also dem Oberfldchendruck, bei dem der /.- zu /.-Phaseniibergang

auftritt.!”’
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Abbildung 6.16 A m/A-Isothermen von Mischungen aus Lysinollipid und C16-GL (n/n) an der Grenzflache
Wasser/Luft gemessen bei 21 °C. Die Pfeile markieren den jeweiligen Ubergang von [.- zu [-Phase.
B Mittlere molekulare Fliache von Lysinollipid/C16-GL-Monoschichten als Funktion des Stoffmengenanteils
Ycie.cL bei verschiedenen Oberflachendriicken. Die gestrichelten Linien geben jeweils die errechnete mittlere
Molekiilfliche im Falle unmischbarer beziechungsweise ideal mischbarer Komponenten wieder. C Molare
freie Exzess-Oberflichenenergie (AG.) in Abhédngigkeit des Molenbruchs yci6.g. fiir das System
Lysinollipid/C16-GL.
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Zur naheren Untersuchung der Mischbarkeit der beiden Komponenten in Monoschichten
wurde filir verschiedene Oberflichendriicke die gemessene mittlere Fliache pro Molekiil
gegen den Stoffmengenanteil an C16-GL (yci6.6L) aufgetragen (Abbildung 6.16 B). Sind
die zwei Komponenten vollstindig entmischt oder ideal gemischt, so nimmt ein gemischter
Film eine Flache ein, die der Summe aus den Flachenanteilen der einzelnen Komponenten
entspricht. Umgekehrt sprechen Abweichungen von diesem Verhalten fiir zumindest
teilweise Mischbarkeit in einem Film."”*!"

Fiir das untersuchte System treten bei Oberflichendriicken von 5 mN/m bis 20 mN/m
positive Abweichungen von den errechneten Fliachen auf, wihrend ab 30 mN/m die
errechneten und beobachteten Flichen nahezu {libereinstimmen. Dementsprechend sind die
Komponenten bei niedrigen Oberflichendriicken zumindest partiell mischbar, bei hoheren
Driicken hingegen liegt entweder ideale Mischbarkeit beziehungsweise vollige Ummisch-
barkeit vor, was mit den anhand der Isothermen aufgestellten Schlussfolgerungen iiberein-
stimmt.

Um zusitzliche Informationen zum Prozess der Mischung und zu Wechselwirkungen
zwischen den Komponenten zu erhalten,'™ wurde die molare freie Exzess-Oberflichen-
energie AGe durch Integration der m/4-Isothermen bis zu definierten Oberflichendriicken
ermittelt und gegen den Stoffmengenanteil an C16-GL (yci6.cL) aufgetragen (Abbildung
6.16 C). Bei fast allen Oberflichendriicken und Mischungsverhiltnissen liegen positive
Werte von AG¢ vor. Dies bedeutet, dass die Wechselwirkungen zwischen Molekiilen der
beiden Komponenten geringer sind als zwischen Molekiilen einer Komponente, was die
Ausbildung zweidimensionaler Aggregate der einzelnen Komponenten fordert.'””!78!%!
Die Zunahme der Werte von AGe mit steigendem Oberflachendruck weist auf eine
verstirkte Tendenz zur Entmischung hin.

Das Mischungsverhalten der beiden Substanzen kann durch fluoreszenzmikroskopische
Messungen weitergehend untersucht werden. Weist das System Lysinollipid/C16-GL
Tendenzen zur Entmischung und Bildung zweidimensionaler Aggregate auf, kann dies
durch Fluoreszenzfarbstoffe visualisiert werden, die sich in verschiedenen Phasen
unterschiedlich verteilen. Ein solcher Farbstoff ist Sulforhodamin 101 DHPE. Es ist
bekannt, dass er bei Koexistenz von beispielsweise /.- und /.-Phase aus der dichter gepack-
ten, also der /.-Phase verdrangt wird und sich iiberwiegend in der /.-Phase wiederfindet, da
seine Loslichkeit hier groBer ist als in der /-Phase.'™ Fiir das System Lysinollipid/C16-GL
wurden neben reinen Filmen der beiden Substanzen mehrere bindre Mischungen

untersucht. Im Fall des Lysinollipids zeigt der Film bei niedrigen Oberflachendriicken eine
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homogene Fluoreszenz (Abbildung 6.17 A), bevor ab =37 mN/m dunkle Doménen
auftreten (Abbildung 6.17 B). Im gleichen Bereich (m~39 mN/m) weist die Lysinol-
lipidisotherme einen Knick auf (Abbildung 6.16 A). Diese Ergebnisse festigen die
Hypothese eines Phaseniibergangs, ab dem fliissig-kondensierte Doméanen und eine fliissig-
expandierte Matrix koexistieren. Bei weiterer Erhohung des Oberfldchendrucks nehmen
die Doménen groflere Anteile der Gesamtfliche in Anspruch (Abbildung 6.17 C), genauer
62 % bei 42 mN/m im Gegensatz zu 11 % bei 37 mN/m (Ermittlung der Belegung durch
Pixelanalyse mit der Software Scanning Probe Image Processor). Die Isotherme von
C16-GL (Abbildung 6.16 A) deutet darauf hin, dass sich die Filme bei allen
Oberflachendriicken in der /- oder festanalogen (s)-Phase befinden. Die Fluoreszenz-

aufnahmen liefern dhnliche Erkenntnisse. Bei allen Oberflichendriicken wurden stark

inhomogene Oberflichen beobachtet, die eine geringe Beweglichkeit auf der Subphase
aufwiesen (Abbildung 6.17 D).

Abbildung 6.17 Fluoreszenzaufnahmen von Monoschichten an der Wasser/Luft-Grenzfldche bestehend aus
A-C Lysinollipid (n: A 32 mN/m, B 37 mN/m, C 42 mN/m), D C16-GL bei © =20 mN/m beziehungsweise
E-1 Lysinollipid/C16-GL 4/1 (n/n) (z: E 11 mN/m, F 15 mN/m, G 20 mN/m, H 30 mN/m und I 44 mN/m)
und jeweils 1 mol% Sulforhodamin 101 DHPE. Temperatur: 21 °C. Malistabsbalken: 100 pm.
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In bindren Filmen der Mischungsverhiltnisse Lysinollipid/C16-GL = (5/1), (4/1), (3/1) und
(1/1) (n/n) setzte jeweils ungefihr bei dem Oberflichendruck, bei dem die entsprechende
Isotherme einen Knick zeigt (Abbildung 6.16 A), Dominenbildung ein. Exemplarisch sind
Fluoreszenzaufnahmen eines Films der Mischung (4/1) dargestellt (Abbildung 6.17 E-I). In
diesem Fall wurden Doménen ab ©~ 15 mN/m sichtbar, also ab dem Oberflichendruck,
bei dem auch die Isotherme auf einen /- zu l-Ubergang hindeutet. Eine Erhéhung des
Oberflachendrucks bewirkt eine Vergroferung der dunklen Doménen (F-H), die mehr und
mehr aggregieren (H), bis sich ein Netzwerk ausbildet und die fluoreszierenden Bereiche
stark reduziert sind (I). Die Durchmesser der Dominen lagen fiir diese Mischung im
Bereich von 15-27 um. Diese Aufnahmen sprechen zusammen mit den oben diskutierten
Aspekten darauf hin, dass mit zunehmendem Oberflichendruck im System ein
Entmischungsprozess stattfindet. Das bedeutet, dass in den Domédnen eine der beiden
Komponenten angereichert wird, die zweite tiberwiegend in den umgebenden Bereichen zu
finden ist. Die Analysen mehrerer Mischungen ergaben, dass sich der Flachenanteil an
dunklen Doménen mit steigendem Stoffmengenanteil an C16-GL bis zu einem Ober-

flichendruck von 7z = 32,5 mN/m erh6ht (Abbildung 6.18).
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Abbildung 6.18 Variation der nichtfluoreszierenden Fliache mit dem Oberflachendruck in Monoschichten
von drei Lysinollipid/C13-GL-Mischungen an der Wasser/Luft-Grenzflache. Angezeigt wird die beobachtete
Flachenbelegung durch Doménen ermittelt iiber Pixelanalysen entsprechender Fluoreszenzaufnahmen.

Dies spricht fiir eine Anreicherung des Glykolipids in den Doménen.'® Auch in anderen
Arbeiten wurde gezeigt, dass sich Lipide, die im reinen Zustand stdrker kondensiert sind
als der Mischungspartner, in Doménen anreichern.'”””'® Dieses Ergebnis entspricht der
vorweg aufgestellten Hypothese, nach welcher die langen Alkylketten von C16-GL eine
dichte Packung und dadurch Doménenbildung bewirken sollten. Weiterhin von Interesse

ist, dass die Ergebnisse darauf hindeuten, dass ab Oberflichendriicken von
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© =~ 35-40 mN/m auch das Lysinollipid einen Phaseniibergang durchlduft und Doménen mit
Lysinollipid in der /.-Phase auftreten, die neben den mit C16-GL angereicherten vorliegen.
Wenn Lysinollipid/C16-GL-Monoschichten fiir spitere Prazipitationsreaktionen immo-
bilisiert werden, sollte die Entmischung der beiden Komponenten moglichst stark sein.
Dariiber hinaus sollte ein Langmuir-Blodgett-Ubertrag fiir eine erfolgreiche Durchfiihrung
bei moglichst hohem Oberflichendruck durchgefiihrt werden. Die Untersuchung der
unterschiedlich zusammengesetzten bindren Filme ergab, dass das Stoffmengenverhiltnis
Lysinollipid/C16-GL = 4/1 gute Voraussetzungen bietet, sofern der Ubertrag im Bereich
von 1t = (25-30) mN/m durchgefiihrt wird. Die Entmischung ist laut der Analysen gegeben
und der Oberflachendruck ist nicht so hoch, dass auch Lysinol in der /.-Phase vorliegt. Aus

diesen Griinden wurde in der Folge mit dieser Mischung gearbeitet.

6.2.3 Charakterisierung von festkdrperunterstiitzten

Lysinollipid/C16-GL-Membranen

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lysinollipid/C16-GL-Monoschichten
zeigten, dass in den Filmen mit C16-GL angereicherte Doménen vorliegen. Eine Methode
solche Monoschichten zu immobilisieren, stellt die bereits frither erwdhnte Langmuir-
Blodgett (LB)-Technik dar. Dabei miissen Ubertragsbedingungen eingehalten werden, die
den Erhalt der Morphologie der Monoschichten optimal unterstiitzen. Wie bereits in
Kapitel 6.1 erldutert, eignen sich als Substrate Siliciumwafer oder Glimmer, auf deren
hydrophilen Oberflichen ebenfalls durch LB-Ubertrag eine 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylcholin (DPPC)-Monoschicht abgeschieden wird, wodurch die Oberfldche in
der Folge hydrophob ist. In einem zweiten Schritt konnen dann von der Wasser/Luft-
Grenzflache Monoschichten darauf immobilisiert werden. Glimmer bietet im Gegensatz zu
Si-Wafern aufgrund seiner teilweisen Lichtdurchlédssigkeit, die Moglichkeit kombinierter
AFM- und Fluoreszenzuntersuchungen, indem ein inverses Fluoreszenzmikroskop
verwendet wird. Wird ein Lysinollipid/C16-GL (4/1)-Film, der einen Fluoreszenzfarbstoff
enthdlt, bei 25 mN/m auf DPPC/ Glimmer immobilisiert, sind dhnliche Doméanenstrukturen
erkennbar (Abbildung 6.19 A/B/C), wie in den Monoschichten an der Wasser/Luft-
Grenzfliche (Abbildung 6.17 G/H). In allen Aufnahmen sind streifenformige Bereiche
unterschiedlicher Morphologie erkennbar, die quer zur Aufziehrichtung verlaufen (z. B.
Abbildung 6.19 D). Die fluoreszierenden Flichen sind nicht homogen hell, sondern

durchsetzt mit kleinen dunklen Punkten. Die Prdparation dieser Membranen funktioniert

138



Aminolipide in planaren Membranen

prinzipiell, stellte sich jedoch als nicht immer reproduzierbar heraus. Oftmals wird die
Phasenseparation nicht gut erhalten. Zum Teil sind die Umrisse der runden oder
blumenférmigen dunklen Doménen nicht mehr gut definiert (C) oder ihre Struktur ist

verzerrt (D).

Abbildung 6.19 Fluoreszenzaufnahmen von mittels LB-Technik bei 7n=25mN/m ibertragenen
Lysinollipid/C16-GL (4/1)-Monoschichten (0,5 mol% Sulforhodamin 101 DHPE). Als Substrat diente
Glimmer beschichtet mit einer DPPC-Monoschicht, die bei © =45 mN/m immobilisiert wurde. Subphase:
Reinstwasser. Maf3stabsbalken: 50 um. Die Aufziehrichtung ist durch die weilen Pfeile markiert.

Um weitere Informationen {iiber diese Doppelschichten zu erhalten, wurden sie
rasterkraftmikroskopisch untersucht. Abbildung 6.20 gibt eine Ubersicht iiber die auf diese

Weise erhaltenen Ergebnisse.
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Abbildung 6.20 A-C Topografische AFM-Aufnahmen von Lysinollipid/C16-GL (4/1)-Filmen, die bei
27 mN/m auf DPPC/Glimmer mittels LB-Technik immobilisiert wurden. AFM-Messungen: tapping-Modus,
CSC37-cantilever, NWII, Reinstwasser. D Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Stelle aus Aufnahme
A. Malistabsbalken: A/B/D: 10 um, C: 500 nm. E Histogrammanalyse der Hohenverteilung im rot
umrahmten Bereich von Aufnahme B. F Héhenprofil entlang der schwarzen Linie in Aufnahme C.
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In Aufnahmen A-C sind deutlich zwei unterschiedliche Hohenniveaus erkennbar. Es ist zu
erwarten, dass das Glykolipid C16-GL aufgrund seiner im Vergleich zum Lysinollipid
langeren Alkylketten hohere Strukturen liefert. In der Tat belegt ein Vergleich von Auf-
nahmen A und D, die an derselben Probenstelle erstellt wurden, dass die hoheren Bereiche
den nicht fluoreszierenden Dominen entsprechen (Abbildungen 6.17 und 6.19). Diese
Ergebnisse belegen, dass die Doméinen mit dem Glykolipid C16-GL angereichert sind (vgl.
Kapitel 6.2.2). Der Unterschied zwischen den beiden Hohenniveaus, die in den AFM-
Messungen detektiert wurden, wurde liber Histogrammanalysen (Abbildung 6.20 E) zu
(0,9+0,2) nm (n=5) bestimmt. Ein dhnliches Ergebnis liefert auch das in F dargestellte
Hohenprofil. Da die Hohe einer Lysinolmonoschicht mit einer darunterliegenden DPPC-
Schicht in Kapitel 6.1.1 zu (4,2 + 1,6) nm bestimmt wurde, liegt die Héhe einer C16-GL-
Monoschicht auf DPPC demnach bei (5,1 + 1,8) nm. Die topografischen Aufnahmen A/B
belegen jedoch auch, dass zwar ein Teil von C16-GL in Doménen angereichert ist, die
Phasenseparation und Entmischung jedoch nicht vollstdndig ist. In der niedrigeren Matrix
um die erhohten Doménen sind viele hohe Strukturen erkennbar. Dieses Phdnomen
verursacht vermutlich auch die kleinen dunklen Stellen, die in den fluoreszierenden
Bereichen der Aufnahmen in Abbildung 6.19 erkennbar sind. Die AFM-Bilder zeigen
weiter, dass die Randregionen der Doménen mit niedrigen Strukturen durchsetzt sind.

Somit war die Immobilisierung der Lysinollipid/C16-GL-Monoschichten insofern
erfolgreich, dass die Doménenstruktur teilweise erhalten blieb, auch wenn die
Entmischung nicht optimal ist. Es steht damit eine Oberfldche zur Verfiigung, die neben
Bereichen, auf denen durch Anwesenheit des Lysinollipids Silicaprézipitation stattfindet,
auch solche aufweist, auf denen keine Reaktion ausgelost werden sollte. Dabei sind diese

Bereiche, wie es das Ziel war, als Dominen in der umgebenden Matrix verteilt.

6.2.4 Prazipitationsreaktionen an festkorperunterstiitzten

Lysinollipid/C16-GL-Membranen

Die Membranen, deren Praparation und Charakterisierung in den vorausgehenden Kapiteln
dokumentiert wurde, wurden im néichsten Schritt mit monomerer Kieselsdure versetzt und
anschlieBend rasterkraftmikroskopisch untersucht, um entstandene Silicastrukturen zu
detektieren. Die hierbei erzielten Ergebnisse waren heterogen und geben kein einheitliches
Bild wieder. Zwei Beispiele sind in Abbildung 6.21 aufgefiihrt, wobei Aufnahmen A-C

von einer Probe stammen, D-F dagegen von einer anderen. In beiden Féllen zeigt ein
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Vergleich der Fluoreszenz der Oberflache (C bzw. E) mit deren Topographie (A bzw. D)

an jeweils gleichen Stellen, dass die nicht fluoreszierenden, dunklen Bereiche hoher sind.
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Abbildung 6.21 A/C/D/F Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von Lysinol/C16-GL-Lipidschichten
(immobilisiert auf DPPC/Glimmer mittels LB-Ubertrag bei m = 27 mN/m) nach A/C einstiindiger Inkubation
mit 100 mM Si(OH), beziehungsweise D/F zweimaliger Inkubation mit Si(OH), (20 min 25 mM, 30 min
75 mM) jeweils in 50 mM MES pH 6,0. Die AFM-Messungen (NWII) wurden im tapping mode mit CSC37-
cantilevern in Reinstwasser durchgefiihrt. B/E Fluoreszenzbilder der Stellen aus A bzw. D. Mal3stabsbalken:

A/B: 20 um, C-F: 5um. G Histogrammanalyse der Verteilung der Hohenniveaus in Aufnahme C.
H Histogrammanalyse der Hohen in Aufnahme F.

Dies kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass in den dunklen Dominen C16-GL
angereichert ist, das grolere Hohen liefert ( Abbildung 6.20). Es ist jedoch auch deutlich
sichtbar, dass die Probenoberfliche im Gegensatz zu der vor der Kieselsdurezugabe
verdndert ist. Waren die Hohenniveaus zuvor klar definiert und begrenzt (Abbildung 6.20),
sind jetzt flieBende Ubergiinge erkennbar. AuBerdem zeigen héher aufgeldste Aufnahmen
(Abbildung 6.21 C/F), dass die Probenoberfliche mit kugelférmigen Silicapartikeln

bedeckt ist. Es wurde erwartet, dass auf den mit C16-GL angereicherten Doménen keine
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Silicabildung stattfinden sollte und somit an diesen Stellen die topografischen Aufnahmen
niedrigere Bereiche anzeigen sollten. Teilweise ist dies in Aufnahmen A und C
beobachtbar. Uber dem Zentrum einiger Dominen sind ,Lécher® erkennbar, deren Tiefe
iiber Histogrammanalysen (G) zu (16,3 £ 1,6) nm (n = 7) bestimmt wurde. Die Form dieser
Locher ist ungleichmifig, die Rander sind zerfranst. Es wurde festgestellt, dass durch
mehrmaliges Rastern der Probe mit dem cantilever das Ausmal} der Locher vergrofBert
wurde, also wahrscheinlich Material abgetragen wurde. Ein etwas anderes Bild ergeben
Aufnahmen D und F. Hier gibt es kaum Locher und die Tiefe des einzig beobachtbaren
betriagt 3,0 nm (Histogramm H), womit es um ein Vielfaches weniger tief ist, als die zuvor
beschriebenen. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass immer Silicaprézipitation auf
den Proben stattfand und diese mehr oder weniger vollstdndig mit Silica bedeckt wurden.
Nicht immer und wenn dann nur stellenweise wurde {iiber den mit Glykolipid

angereicherten Membrandominen, wie dies geplant war, kein Silica detektiert.

6.3 Diskussion

Die biomimetische Synthese von Silicastrukturen stellt eine fiir viele Bereiche interessante
Aufgabenstellung dar. Neben den in den vorhergehenden Kapiteln erwihnten Reaktionen,
die in Losungen durchgefiihrt werden, gibt es Bemiihungen, auch auf planaren Substraten
beziehungsweise an planaren Grenzflichen unter milden Bedingungen mittels
Biomineralisation SiO,-Strukturen zu synthetisieren. Dabei kamen zum Beispiel
Polyamine oder Polypeptide zum Einsatz, die auf Oberfldchen immobilisiert wurden und
dort Polymerisationsreaktionen ausldsen. Die Polymere wurden dabei beispielsweise durch
surface-grafting'™* synthetisiert oder durch elektrostatische Wechselwirkungen immobi-

133

lisiert. ™ Bei Inkubation mit Kieselsdure wird dabei ein Silicafilm gebildet. Um definiert

strukturiertes Silica bilden zu konnen, kamen Techniken wie photochemisches

152,185 holografische zweiphotonen-induzierte Photopolymerisation,'®

grafting,
Photolithografie'®’” oder ink writing”> zum Einsatz, mit derer Hilfe die reaktiven
Verbindungen zu Templaten vorstrukturiert wurden. In einem weiteren Ansatz wurde das
R5-Peptid (HoN-SSKKSGSYSGSKGSKRRIL-CO,H), ein polykationisches Vorstufen-
peptid von Silaffin-1A1 ohne posttranslationale Modifikationen (vgl. Abbildung 1.7 A), an
eine Lipidmembran an der Wasser-Luft-Grenzfliche gebunden.'®® Reaktionen, die direkt

durch funktionelle Kopfgruppen von Lipiden induziert wurden, sind bisher jedoch nur mit

mizellaren und vesikuldren Systemen bekannt (vgl. Kapitel 5). In der vorliegenden Arbeit
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wurde eines der in Kapitel 5 vorgestellten Aminolipide eingesetzt, um in einer schnellen
biomimetischen Reaktion planare Silicastrukturen zu synthetisieren. Zu diesem Zweck
wurden auf zwei unterschiedliche Arten festkdrperunterstiitzte Doppelschichten des
Lysinollipids prépariert und charakterisiert, bevor iiber mehrere Methoden erfolgreich
Silicaprazipitationen an der Oberfliche nachgewiesen werden konnten. Zudem wurde ein
Ansatz verfolgt, durch den definierte Strukturen in den Silicafilmen erzeugt werden
sollten. Dazu wurde ein bindres Lipidsystem verwendet, in welchem durch
Selbstorganisation Dominen gebildet wurden, die als Template fiir die Préazipitation dienen

sollten.

Praparation der Lysinollipiddoppelschichten

Die Priparation der Lysinollipiddoppelschichten wurde sowohl durch Spreiten von
Vesikeln als auch durch Langmuir-Blodgett(LB)-Ubertrag umgesetzt. Der Prozess des
Vesikelspreitens wurde durch ellipsometrische Messungen (Abbildung 3.1) verfolgt, wobei
anhand der Anderung der Winkel eine qualitative Zunahme der Schichtdicke beobachtet
wurde, jedoch an dieser Stelle die Schichtdicke nicht bestimmt werden konnte (Abbildung
6.1). Bei der anschlieBenden Charakterisierung der Proben mittels Fluoreszenz- und
Rasterkraftmikroskopie wurden homogen leuchtende, glatte Oberflichen ohne Defekte
beobachtet (Abbildungen 6.2 und 6.3). Andere Arbeiten mit positiv geladenen Lipiden
deuten darauf hin, dass bei den Spreitprozessen Doppelschichten entstehen.'®*!*1%-1°1 ym
eindeutig zu kléren, ob es sich bei der planaren Lipidschicht um eine Doppel- oder eine
Multischicht handelt, wurde die Schichtdicke anhand ellipsometrischer Daten unter
Verwendung eines Modells fiir die iibereinanderliegenden Schichten mit festgelegten
Brechungsindizes (siche Abschnitt 9.1) im Rahmen einer Diplomarbeit'®* bestimmt. Es
ergab sich eine Schichtdicke von (3,4 + 0,3) nm (n = 3). Diese Hohe ldsst darauf schlief3en,
dass eine Lipiddoppelschicht ausgebildet wurde. Die Lysinollipidmonoschichten, die
mittels LB-Technik auf mit DPPC beschichteten Siliciumwafern immobilisiert wurden,
weisen mit (4,2 + 1,6) nm (rn =4) (ermittelt iiber AFM-Messungen, Abbildung 6.6) eine
etwas groflere Hohe auf. Die Differenz lédsst sich dadurch erkldren, dass die Alkylketten
von DPPC um jeweils vier Methyleneinheiten ldnger sind als diejenigen des Lysinollipids
(vgl. Abbildung 6.22). Die Differenz zwischen den theoretisch bestimmten Molekiillingen
(DPPC: ca. 3 nm, Lysinollipid: ca. 2,5 nm, bestimmt mit ChemBio 3D Ultra) betrigt ca.
0,5nm, was sich mit den Beobachtungen gut deckt. Die mittels LB-Technik

immobilisierten Membranen wiesen eine grole Zahl von Defekten auf, die sowohl in
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Fluoreszenz- als auch in AFM-Aufnahmen sichtbar waren (Abbildungen 6.5 und 6.6). Die
Defekte werden wahrscheinlich durch elektrostatische Repulsion zwischen den positiv
geladenen Kopfgruppen bedingt, die beim Ubertrag eine nicht ideale Immobilisierung
verursachen. Ein weiterer Grund ist der mit m =27 mN/m relativ geringe Oberflédchen-
druck, der fiir den Ubertrag gewihlt wurde. Da Lysinollipidmonoschichten groBe Sub-
stanzverluste in die Subphase erleiden und dieses Phanomen mit steigendem Oberfldchen-

driicken noch verstéirkt wird, konnte jedoch kein héherer Druck angewendet werden.

Silicaprazipitation an planaren Lysinollipidschichten

Die Inkubation festkorperunterstiitzter Lysinollipidschichten mit Kieselsdure bewirkte in
allen Fillen einen Schichtdickenzuwachs und eine Erhohung der Rauheit der Oberfliche.
Alle Ergebnisse sprechen fiir eine an der Grenzflache ablaufende Polymerisation, bei der
Silica abgelagert wird. Auf den Oberflichen waren in AFM- sowie SEM-Aufnahmen
sowohl in wéssrigem Medium als auch nach Trocknen an Luft kugelférmige
Silicastrukturen erkennbar (Abbildungen 6.9, 6.11, 6.13 und 6.14).

Die ellipsometrischen Untersuchungen zeigten, dass die Reaktionen unmittelbar nach
Zugabe der Kieselsdure einsetzen und bereits nach nur zehn bis zwanzig Minuten groften-
teils beendet waren (Abbildung 6.7). Danach dnderte sich die Schichtdicke zwar weiter
konstant, jedoch nur noch in sehr geringem Ausmal. Es wird davon ausgegangen, dass
zwel Prozesse iiberlagert sind, zum einen die Prézipitationsreaktion und zum anderen eine
Sol-Gel-Reaktion. Die Prozesse, die dabei an durch Spreiten von Vesikeln préparierten
Lysinollipidmembranen stattfinden, wurden mittels Ellipsometrie im Rahmen einer

Diplomarbeit'**

weiter analysiert. An den Verlauf der Kurve wurde eine exponentielle
Funktion zweiten Grades angepasst, wodurch zwei Geschwindigkeitskonstanten ermittelt
werden konnten. Fiir die erste Reaktion ergab sich k; = (22 +5) - 107 s™', fiir die zweite
ky=(23+3)-10"s". Diese Werte belegen die Aussage, dass zwei Reaktionsprozesse
stattfinden, von denen der erste, die Préazipitationsreaktion, um das Zehnfache schneller ist,
als der zweite, der einer Sol-Gel-Bildung entspricht. Die Prazipitation wird durch die
Aminogruppen induziert, wihrend der Sol-Gel-Prozess unabhingig von den Prozessen an
der Oberflache stattfindet, wie das in instabilen Silicasolen der Fall ist. Der Sol-Gel-
Prozess kann durch den Uberschuss an Kieselsdure auch nach Beendigung der

Prézipitation und damit der Bedeckung der positiv geladenen Oberfliche mit Silica weiter

stattfinden, da er keiner Interaktion mit den Aminogruppen bedarf.

144



Aminolipide in planaren Membranen

In der von J. Ziomkowska durchgefiihrten Diplomarbeit'®* konnte weiterhin die Schicht-
dicke der Silicaablagerungen auf der Oberfldche, durch Verwendung eines Schichtmodells
mit festgelegten Brechungsindizes (siehe Abschnitt 9.2) zu (1,6 + 0,2) nm bestimmt wer-
den. Da jedoch fiir die Silicaschicht eine planare, glatte Oberfliche angenommen wurde
und nicht, wie die AFM-Aufnahmen zeigen (Abbildung 6.9), eine mit runden Silica-
partikeln belegte, unebene Oberfliche, ist dieser Wert unterbestimmt. Bei Berechnung
mittels ,Effektiv-Medien-Theorie‘ (Bruggeman-Modell) wird der tatsdchliche Zustand der
Oberflachenstruktur treffender beschrieben. Fiir einen &hnlichen Prozess (Silica-
prazipitation auf einer festkorperunterstiitzten Lipidschicht des quartiren Aminolipids)
ergab sich dabei unter Annahme eines Volumenverhiltnisses Silica/Puffer = 60/40 ein um
den Faktor 2 grofere Schichtdicke, als bei Auswertung mit dem herkdmmlichen Modell
fiir planare Schichten. Daraus kann geschlossen werden, dass auch im Fall des
Lysinollipids die Silicaschichtdicke grofer als 1,6 nm ist. Wird ein Faktor von zwei ange-
nommen, ergibt sich eine Schichtdicke von 3,2 nm, die damit genau in dem Bereich liegt,
der mittels rasterkraftmikroskopischer Untersuchung ermittelt wurde. Fiir mittels LB-
Technik préiparierte Lysinollipidschichten betrugen die darauf abgelagerten Silicaschicht-
dicken (3 - 4) nm (Abbildung 6.11).

Es kann festgehalten werden, dass die Silicaschichtdicken unabhédngig von der Priparation
der planaren Lipidschichten in einer Grofenordnung von unter 10 nm liegen und dass sich
die Schichten aus runden Silicapartikeln zusammensetzen. Im Fall der mittels LB-Ubertrag
praparierten Membranen finden sich auch in den Defektstellen Silicakugeln. Diese

Erkenntnisse sind in Abbildung 6.22 schematisch dargestellt.
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d,=42nm d,=3-4nm

n Lysinollipid I" DPPC  © Silica
d,=34nm d,=16nm

Abbildung 6.22 Modell der Silicaprézipitation auf festkorperunterstiitzten Lysinollipidschichten, die
A durch LB-Ubertrag beziehungsweise B durch Spreiten von Vesikeln pripariert wurden. Je dunkler Objekte
einer Art eingefarbt sind, desto tiefer sind sie gelegen. d;: Hohe einer Lysinollipid- auf einer DPPC-
Monoschicht, d,: Hohe einer Lysinollipiddoppelschicht, d;/d,: jeweilige Hohe der Silicaschicht. d; sowie d;
wurden mittels AFM-Messungen ermittelt. d, und d, ergaben sich aus Ellipsometriemessungen.

Der Vergleich von hochaufgeldsten Bildern der Silicazellwidnde von Diatomeen mit den
vermessenen Oberflichen mit den kugelformigen Strukturen deckt einige Ahnlichkeiten

193-195

auf. Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen sowohl an lebenden Diatomeen als

193200 zeigten, dass deren Oberfliche unter einer

auch an Priparaten ihrer Zellwinde
organischen Schicht nicht planar, sondern aus kleinen Kugeln zusammengesetzt ist, deren
GroBe zu (40 — 45) nm™' beziehungsweise (50 - 80) nm”” bestimmt wurde. Diese Silica-
kugeln sind auch in elektronenmikroskopischen Aufnahmen beobachtet worden.*”
Abbildung 6.23 gibt Beispiele von AFM-Aufnahmen wieder. Die Topografien erinnern
teilweise an diejenigen in Abbildung 6.9 beziehungsweise Abbildung 6.11. Die Entstehung
der sphédrischen Silicastrukturen an den Lysinollipidschichten lédsst sich erkldren, wenn
davon ausgegangen wird, dass an der Oberfliche an bestimmten Punkten Keimbildung
stattfindet, von denen aus radial Silica gebildet wird. Erreicht das Silica eine gewisse
Schichtdicke, kann keine Kieselsdure mehr durch die Schicht diffundieren, womit die
Reaktion mit den Aminogruppen zum Erliegen kommt. Das erkldrt, warum die

Silicaschicht nur wenige Nanometer dick ist. Uberschiissige Kieselsdure lagert sich weiter

in einem Sol-Gel-Prozess ab.
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Abbildung 6.23 AFM-Aufnahmen von Silicazellwidnden verschiedener Diatomeen: A Distale Oberflache des

Giirtelbands von Skeletonema costatum®®, B distale Oberfliche der Valva von Thalassiosira pseudonanazoo,

C Cribrum von Coscinodiscus sp."”® sowie D distale Oberfliche des Frustulums von Thalassiosira
eccentrica'”®

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass durch biomimetische Prizipitation an
Oberflichen von immobilisierten Amphiphilen, die wie Silaffine und Polyamine
Aminogruppen enthalten, auf kurzer Zeitskala unter milden Bedingungen Silicastrukturen
erzeugt werden konnten, die den in Diatomeen auftretenden sehr &hnlich sind. Die dabei
gebildete Silicaschicht ist wenige Nanometer dick und fest mit der Membran verbunden.
Ein interessanter Aspekt ist hierbei, dass die Anwesenheit von anionischen Spezies in der

positiv geladenen Oberfliche nicht nétig ist, was in anderen Arbeiten postuliert wurde.***

Binare Lysinollipid/C16-GL(4/1)-Mischungen

Das Verhalten der bindren Monoschichten, die Lysinollipid und C16-GL beinhalten, und
thre Immobilisierung wurde in Kapiteln 6.2.2 sowie 6.2.3 eingehend beschrieben und

diskutiert. Es konnten phasenseparierte Lipidmonoschichten erzeugt werden, in denen
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6.3 Diskussion

C16-GL in Dominen angereichert ist. Diese Monoschichten konnen mittels LB-Technik
auf Substraten immobilisiert werden, wobei jedoch die Dominenstruktur nur teilweise

erhalten bleibt und die Lipide nicht vollstindig entmischt sind (Abbildung 6.20).

Silicaprazipitation an immobilisierten Lysinollipid/C16-GL(4/1)-
Schichten

Bei der Prizipitation auf Lipidschichten bestehend aus Lysinollipid und dem Glykolipid
C16-GL wurde erwartet, dass in Bereichen, in denen Lysinollipid vorhanden ist, Silica
entsteht, wihrend im Bereich der C16-GL-Dominen die Silicabildung ausbleiben sollte,
um auf diese Weise eine Silicastruktur mit definierten Poren zu erzeugen. Nach der Zugabe
von monomerer Kieselsdure zu Lysinollipid/C16-GL(4/1)-Schichten wurden, wie bei
reinen Lysinollipidschichten, runde Silicapartikel auf der Oberfliche detektiert (Abbil-
dung 6.21). Dies spricht dafiir, dass die Silicabildung grundsitzlich wie auf den
Lysinollipidschichten erfolgt. Es waren teilweise Bereiche mit unterschiedlichen Hohen-
niveaus beobachtbar, die, in Korrespondenz mit den Ergebnissen aus Abbildung 6.21,
schematisch in Abbildung 6.24 wiedergegeben sind. Zum einen traten erhdhte Bereiche
auf, in denen Silica iiber den C16-GL-Doménen abgelagert ist (Abbildung 6.24 A) zum
anderen wurden an Stellen, an denen C16-GL-Doménen in der Membran vorhanden
waren, niedriger liegenden Bereiche detektiert. Hierbei miissen zwei verschiedene Fille
unterschieden werden: Einerseits Bereiche mit einer Tiefe von ca. 3 nm (Abbildung 6.21
F) und andererseits solche mit einer Tiefe von 16,3 nm (Abbildung 6.21 C). Wichtig ist an
dieser Stelle, dass das AusmaBl der Bereiche mit 16,3 nm Tiefe durch mehrmaliges
Abtasten mit der AFM-Messspitze vergrofert wurde. Eine Erkldrung filir diese
Beobachtungen ist, dass im Fall der 3 nm tiefen Locher kein Silica gebildet wurde
(Abbildung 6.24 B), wie dies auch erwartet wurde, da G16-GL keine Silica-prazipitierende
Funktion besitzen sollte. Die Hohe von 3 nm stimmt mit der Hohe der Silicaschichten, die
auf Lysinollipidschichten detektiert wurden, némlich (3 - 4) nm, iiberein. Die tieferen
Locher entstanden wahrscheinlich durch Abtragung von sowohl Silica als auch darunter-
liegenden Lipiden wihrend der AFM-Messung (Abbildung 6.24 C). Die Hohendifferenz
von 16,3 nm setzt sich in diesem Fall aus der Hohe der beiden Lipidmonoschichten
(5,1 nm) und dariiber liegendem Silica (ca. 11 nm) zusammen. Die Silicaschicht ist in

diesem Fall dicker, liegt aber immer noch im gleichen GréBenbereich.
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Aminolipide in planaren Membranen

d, T SR .L,Lll‘i*‘ S0 0D OB TDRY R Lysinollipid n DPPC

{ + SI(OH)4 n C16-GL Silica
20 " 2 d, =42nm
d m d,=5,1nm
’ I mi"{}iﬁ tﬁﬁﬁ.ooooooco.‘ d3 =3-11 nm

4

Abbildung 6.24 Schematische Abbildung der Silicaprazipitation auf immobilisierten Lysinollipid/C16-GL-
Schichten. Es sind drei mdgliche Ergebnisse dargestellt: A Die C16-GL-Doménen sind mit Silica bedeckt,
wobei die Doménen an der erhohten Topografie des Silica erkennbar sind. B Die C16-GL-Doménen sind
nicht/nur teilweise mit Silica bedeckt. C Durch das Abrastern der Probe mit dem cantilever wird bei AFM-
Messungen Silica zusammen mit den darunterliegenden Lipiden abgetragen. d;: Hohe der Lysinollipid- auf
einer DPPC-Monoschicht, d,: Hohe des in Doménen angereicherten C16-GL auf einer DPPC-Monoschicht,
ds: Schichtdicke des prézipitierten Silica. d; - d; wurden mittels rasterkraftmikroskopischen Messungen
bestimmt.

Es muss an dieser Stelle gekldrt werden, warum auch im Bereich der C16-GL-Doménen
Silica prizipitiert wurde. Nicht vollstindig gekldrt werden kann im Rahmen dieser Arbeit,
ob C16-GL integriert in planare Membransysteme moglicherweise mit Kieselséure
interagiert und dies die weitestgehend vollstindig Belegung der Oberflichen mit
Silicapartikeln verursacht. Im Fall C16-GL-Vesikeln, also sphéirischen Membransystemen
mit gekriimmten Oberflichen konnte eine solche Wechselwirkung jedoch ausgeschlossen
werden (siche Abschnitt 6.2.1).

Eine andere mogliche Ursache stellt die nicht ausreichende Phasenseparation der beiden
Lipide dar, aufgrund derer sich Lysinollipidmolekiile auch in den C16-GL-Doménen
befanden. Dies ist in den AFM-Aufnahmen der Lipidschichten (Abbildung 6.20) deutlich
erkennbar. Es muss davon ausgegangen werden, dass die unvollstindige Entmischung der
beiden Komponente eine klar definierte Trennung von reaktiver und nicht-reaktiver
Oberflache verhindert. Aus diesem Grund wurde nur teilweise die Doménenstruktur der
Lipidschicht in der Silicastruktur abgebildet (Abbildung 6.21). Dieses Problem kdnnte
dadurch gelost werden, dass die Lipiddoppelschichten mittels einer anderen Methode
prapariert werden, womit unter Umstdnden eine bessere Phasenseparation erzielt werden

kann. Erste Versuche, bei denen Vesikel einer Mischung von Lysinollipid und C16-GL auf
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6.3 Diskussion

Siliciumwafer gespreitet wurden zeigten dahin gehend Erfolge und bieten einen vielver-
sprechenden Ansatz fiir weitere Experimente.

Abschlieflend ldsst sich zusammenfassen, dass die planaren Lipidschichten die Bildung
von planaren Silicastrukturen ermdglichen. Die Bildung von Silicaschichten mit einer
definierten Porenstruktur gelang ansatzweise (Abbildung 6.21), womit die Grundlage flir
weitere Untersuchungen und fiir eine Weiterentwicklung der Membransysteme als

Template fiir biomimetische Silicaprézipitationen geschaffen wurde.
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7 Zusammenfassung

Langkettigen Polyaminen wird eine entscheidende Rolle bei der Bildung der hierarchisch
strukturierten Silicazellwédnde von Diatomeen zugesprochen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden Polyamine genau definierter Strukturen untersucht, die in ihren Ketten-
lingen den in Diatomeen vorkommenden entsprechen. Im Vordergrund stand der Einfluss
der Strukturmerkmale Kettenlédnge, Alkylspacer und N-Methylierung auf die Silicaprézipi-
tation. Zunachst wurde gezeigt, dass die Polyamine in Anwesenheit von Phosphationen die
Polymerisation von Silica aus monomerer Kieselsdure induzieren, wobei innerhalb von
zehn Minuten hohle Silicaskugeln mit Schalendicken von 20—60 nm und Durchmessern
von 50—160 nm gebildet werden, die fiir jede Verbindung innerhalb einer schmalen
Verteilung liegen. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass die Variation der
Strukturmerkmale das entstehende Silica spezifisch beeinflusst. So nehmen sowohl
Silicamenge als auch PartikelgroBe mit steigender Kettenldnge, Lange der Alkylgruppe
sowie N-Methylierung zu und auch die Silicamorphologie wird durch die genannten
Faktoren bestimmt. Theoretische Betrachtungen des Sdure-Base-Verhaltens der Molekiile
legten offen, dass diese Beobachtungen iiber ein Zusammenspiel von Protonierung und
Hydrophobizitit der Polyamine erkldrt werden kénnen. Der Grund hierfiir ist, dass diese
Parameter Einfluss auf die Phasenseparation und die Vernetzung der Polyamine
untereinander haben.

Die Etablierung von selbstorganisierenden Templatsystemen fiir Silicaprédzipitationen
gelang durch den Einsatz von synthetischen Aminoverbindungen mit hydrophoben Mem-
branankern, den sogenannten Aminolipiden. Es konnten erfolgreich Vesikel und planare
Lipidschichten dieser Verbindungen aufgebaut werden, an deren Oberflichen nach Zugabe
monomerer Kieselsdure innerhalb kurzer Zeit Silicabildung qualitativ und quantitativ nach-
gewiesen wurde.

Im Fall der Aminolipide wird, anders als bei den Polyaminen, die Aggregation durch die
hydrophoben Interaktionen der Alkylketten der Amphiphile gesteuert. Die Tatsache, dass
an den Grenzflichen dieser Aggregate in Abwesenheit von Phosphationen Silicaprézipita-
tionen stattfinden, gibt einen klaren Hinweis darauf, dass bei der biomimetischen Bildung
von Silica entscheidend ist, dass eine Phasenseparation stattfindet und damit einhergehend
positive Ladungen an Grenzflachen akkumuliert werden.

Die Verwendung von Aminolipidvesikeln als Reaktionstemplate erlaubte neben der

Bildung sphérischer Silicapartikel die Untersuchung des Einflusses der N-Methylierung
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der Aminogruppe auf die Prézipitationsreaktion, die einen direkten Zusammenhang
zwischen Ladung der Oberfldche und entstehender Silicamenge aufzeigte. Weiter konnte
gezeigt werden, dass auch an der Oberflache von planaren Doppelschichten, bestehend aus
einem Aminolipid, eine schnelle biomimetische Prézipitation stattfindet. Es entsteht eine
aus Silicakugeln aufgebaute Schicht mit einer Hohe von wenigen Nanometern, die eine
Feinstruktur dhnlich der der Zellwédnde von Diatomeen besitzt. Letztendlich wurde der
Grundstein fiir die Bildung strukturierter planarer Silicastrukturen gelegt, indem die
selbstorganisierende Dominenbildung in einem bindren Lipidsystem von Lysinollipid und

einem Glykolipid genutzt wurde.
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9 Anhang

9.1 Berechnungen zum Saure-Base-Verhalten der
Polyamine und Aminolipide

Die Software SPARC (http://ibmlc2.chem.uga.edu/sparc/) wurde fiir die Berechnung von
pKs-Werten eingesetzt.

Polyamine

Zunichst wurde fiir jede Verbindung ermittelt, welche Protonierungsverteilungen in den
Molekiilen in einem pH-Bereich von -0,2 bis 14 auftreten. Dabei wird fiir jeden pH-Wert
die genaue Verteilung von unterschiedlich protonierten Molekiilen ausgegeben (Abbildung
9.1). Daraus wurde das genaue Ladungsmuster der bei pH 6,8 (bei diesem pH-Wert wur-
den alle Experimente durchgefiihrt) am héaufigsten vorliegenden Struktur ermittelt. In
Abbildung 9.1, in der die Ergebnisse fiir C2N6 aufgetragen sind, ist dies die dargestellte

Verbindung, deren Verteilung durch die rote Linie repréisentiert wird.

1,0 1

0,8 H

0,6 H

0,4 5

Anteil der unterschiedlich
protonierten Molekile

0,2

0,0

0 2 4 6 8 10 12 14

Abbildung 9.1 Anteil der unterschiedlich protonierten Molekiile in Abhédngigkeit vom pH-Wert fir das
Polyamin C2N6 ermittelt mit SPARC. Die Struktur und die Ladungsverteilung der bei pH 6,8 am hdufigsten
auftretenden Struktur ist dargestellt. Deren Auftreten wird durch die rote Linie wiedergegeben.
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9.1 Berechnungen zum Siure-Base-Verhalten der Polyamine und Aminolipide

Weiterhin wurde fiir pH 6,8 die mittlere Protonierung aller vorliegenden Strukturen ermit-
telt, indem fiir jede die Ladung und der Anteil einkalkuliert wurde und ein Gesamtwert
berechnet wurde. Im Fall von C2N6 beispielsweise (Abbildung 9.1) sind durchschnittlich
56 % aller Aminogruppen bei pH 6,8 positiv geladen.

Da die Dauer der Berechnungen mit steigender Kettenléngen der Polyamine zunahm und
die Anfrage vom Server nach einer gewissen Zeit unterbrochen wurden, konnten sie nicht
fiir alle in der Arbeit verwendeten Polyamine durchgefiihrt werden. Um trotzdem die
mittlere Protonierung und die wahrscheinlichste Ladungsverteilung ermitteln zu konnen,
wurden bis zur maximal moglichen Kettenlinge, wie oben beschrieben, die Daten be-
stimmt. Im Anschluss wurde die mittlere Ladung z gegen die jeweilige Anzahl an Amino-
einheiten pro Molekiil ny aufgetragen. Dies ist in Abbildung 9.2 fiir die Propylamine, die
Butylamine sowie fiir N-methylierte Proplyamine gezeigt. Es stellte sich heraus, dass die
Ladung in allen Fillen proportional zu ny ist. Durch lineare Anpassung der Daten und
Extrapolation konnte die mittlere Ladung auch fiir die lingeren Polyamine berechnet
werden. Zudem wurde die Ladungsverteilung durch Vergleich mit den kiirzeren

Polyaminen abgeschitzt.

(]
=- L (%] = (4.1 (=1} ~ ==
(]
L]

Abbildung 9.2 Ladung z aufgetragen gegen die Anzahl an Aminoeinheiten pro Molekiil ny fiir Polyamine.
A Propylamine, B Butylamine und C N-methylierte Propylamine. Die rote Linie zeigt jeweils das Ergebnis
der linearen Anpassung der Daten.

Aminolipide

Die Berechnungen zum Sdure-Base-Verhalten der Aminolipide erfolgten analog den fiir
die Polyaminen beschriebenen. Hier gestaltete sich die Auswertung einfacher, da auller
beim Lysinollipid keine makroskopische Analyse notig war und aufgrund der kleinen
Anzahl an Aminogruppen pro Molekiil jede Substanz vollstindig mit Hilfe von SPARC
charakterisiert werden konnte. Der pH-Wert, bei dem die Protonierung ermittelt wurde, ist

pH 6,0, da die Experiment bei diesem durchgefiihrt wurden. In Abbildung 9.3 ist die
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Auswertung fiir das tertidre Aminolipid dargestellt, das bei pH 6,0 eine mittlere Ladung

von 0,2 aufweist.
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Abbildung 9.3 Anteil der unterschiedlich protonierten Molekiile in Abhdngigkeit vom pH-Wert fiir das
tertidre Aminolipid ermittelt mit SPARC. Die Struktur mit Ladungsverteilung der bei pH 6,0 am haufigsten
auftretenden Struktur ist dargestellt. Deren Auftreten wird durch die rote Linie wiedergegeben.

9.2 Zur Schichtdickenbestimmung mittels Ellipsometrie
verwendete Modelle

Im einfachsten Modell wird angenommen, dass mehrere planare homogene Schichten

iibereinander liegen (Abbildung 9.4 A), deren Brechungsindizes folgende Werte haben:

Puffer (n* = 1,3328 — i0,0000)

SiO; (n* = 1,4610 — i0,0000)
Lipidschicht (n* = 1,4884 — i0,0000)
SiO, (n* = 1,4610 — i0,0000)

Si (n* = 4,0000 — i0,0538)

Hierbei wird angenommen, dass das prézipitierte Silica denselben Brechungsindex

aufweist, wie SiO, auf dem Siliciumwafer.
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9.2 Zur Schichtdickenbestimmung mittels Ellipsometrie verwendete Modelle

A

Puffer

mnmmﬂmmw [ Lipigschicre [T
s

Abbildung 9.4 A Einfaches Schichtmodell fiir einen Silicafilm prézipitiert auf einer Lipidschicht, die auf
einem Silciumwafer mit Siliciumoxidschicht immobilisiert wurde. B Priziseres Modell der Silicaoberfliche,
die sich aus Silicapartikel zusammensetzt.

AFM-Aufnahmen des Silicaprizipitats zeigten jedoch keine glatte, sondern vielmehr eine
unebene Oberfldche, aufgebaut aus einer Vielzahl runder Partikel (Abbildung 9.4 B). Aus
diesem Grund wurde eine Berechnung mittels ,Effektiv-Medien-Theorie‘ (Bruggeman-
Modell) durchgefiihrt, um die tatsidchlich vorliegende Oberfldchenbeschaffenheit treffender
beschreiben zu konnen. In dem Modell nach Bruggeman wird das effektive Medium als

eine totalsymmetrische Anordnung der beiden Medien Silica und Puffer betrachtet:

2= (224 20m) 51

mit der Permittivitit des Gesamtsystems &, den Permittivititen von Gastmaterial und

umgebendem Medium ¢; und &, sowie:

1
z=> ((3F-2)e,+(1-3P) 9-2

mit dem Volumenanteil f.

Genauere Untersuchungen in Rahmen einer Diplomarbeit'®

zeigten, dass die Annahme
eines Volumenverhéltnisses Silica/Puffer = 60/40 sinnvoll ist. Durch die Berechnungen
ergab sich fiir Silica ein Brechungsindex von 1,4093. Die Werte der Brechungsindizes der

anderen Schichten (Si, SiO,, Lipid, Puffer) entsprechen den oben aufgefiihrten.
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9.3 Abkiirzungsverzeichnis

AFM
BF

BSE
Cl6-GL
C2N7
C3NI12
C3NI12Me
C3N18
C3N6
C3N7
C4N7
DF

DLS
DPPC
EDX
FRET

g
IQR

LUV
LysinolL
MES
NWI
NWII
pAL
PE

P;
qAL

s

sAL
SDV
SE
SEM
SIT
STEM
ST™M

atomic force microscope

bright field

backscattered electrons
C16-Glycerol-f-Lactosid
Hexaethylheptamin
Undecapropyldodecamin

methyliertes Undecapropyldodecamin
Pentadecapropyloctadecamin
Pentapropylhexamin
Hexapropylheptamin
Hexabutylheptamin

dark field

dynamische Lichtstreuung
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin
energy dispersive X-ray

fluorescence resonance energy transfer
gaseous, gas-analog
Interquartilabstand
Langmuir-Blodgett

liquid-condensed

long-chain polyamines
liquid-expanded

large unilamellar vesicles
Lysinollipid
2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure
Nanowizard |

Nanowizard I1

primdres Aminolipid
Primérelektronen

anorganisches Phosphat

quartires Aminolipid

solid

sekunddres Aminolipid

silica deposition vesicle
Sekundirelektronen

scanning electron microscopy

silicon transporter

scanning transmission electron microscopy
scanning tunneling microscope
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tAL tertidares Aminolipid

TE transmittierte Elektronen

TEM transmission electron microscopy
TFA Trifluoressigsdure

TMOS Tetramethoxysilan

9.4 Symbolverzeichnis

‘N

Flache

optimale Fliache der polaren Kopfgruppe
magnetischer Feldvektor
Konzentration

Federkonstante

Durchmesser
Diffusionskoeffizient
Schichtdicken

Ladungsdichte

Schichtdicke

Energie des elektrischen Feldes
elektrischer Feldvektor
Elementarladung

y ® WMy O RO O W

o

elektrisches Feld parallel

S

Amplitude von E,
elektrisches Feld senkrecht
Amplitude von Ej

ISR

Volumenanteil

=~

Resonanzfrequenz

=

Binbreite
Hydrophobizitit
Intensitat

~NO

Geschwindigkeitskonstante
Boltzmann-Konstante
Molekiillinge

kritische Lénge

molare Masse

S T~

Masse

Anzahl an Ereignissen/Messungen
Brechungsindex

Stoffmenge

S IS I =

*

komplexer Brechungsindex
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Qo,25, Qo.25, Q0,75
Op
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Anhang

Anzahl Aminogruppen pro Molekiil
p-Wert

Packungsparameter

Betrag des Streuvektors
Ladung

Quartile

p-Quantile

Reflektivitét

hydrodynamischer Radius
Fresnel-Reflexionskoeffizienten
arithmetisches Mittel der 3D-Rauheit
Temperatur

Zeit

Temperatur
Phasenumwandlungstemperatur
Volumen

mittlere Molekiilladung
optische Weglinge
Halbwertsbreite
Oberflachenspannung
Phasenverschiebung
ellipsometrischer Winkel
Molare freie Exzess-Oberfldchenenergie
Dielektrizitétszahl

Permittivitit

Viskositét

Winkel

Wellenlénge

Potential

Oberflachendruck
Standardabweichung
Abklingzeit

Molenbruch

ellipsometrischer Winkel
Kreisfrequenz
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9.5 Chemikalien

Ammoniakldsung (25 %)
Ammoniumheptamolybdat
cantilever CSC37
cantilever MSCT-Au
cantilever Pointprobe NCH
Chloroform, reinst

DPPC

Einwegkiivetten Plastikbrand
Eppendorfpipetten
Ethanol, reinst
Glimmerscheiben
Isopropanol, reinst
Kaliumchlorid

MES

Methanol, reinst
Mikroliterspritze
Mucasol®

Natriumacetat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Orangegel
Polycarbonatmembranen
Salzsdure

Silberleitlack
Siliciumstandardlosung
Siliziumtrager (100 nm Oxid)
Siliziumtrager (ohne Oxid)
Sulforhodamin 101 DHPE
Tetramethoxysilan
Wasserstoffperoxid (30 %)

S-BODIPY 500/510 C12-HPC
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VWR International, Darmstadt
Merck

Mikromasch, Tallinn, Estland
Veeco, Camarillo, USA
Nanosensors, Neuchatel, CH
Merck, Darmstadt

Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Merck, Darmstadt

Plano, Wetzlar

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Hamilton, Bonaduz (CH)
Veeco, Camarillo, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Avestin, Ottawa (USA)
Merck, Darmstadt

Conrad Elektronik, Wernberg
Sigma Aldrich

CrysTec, Berlin

Si-Mat, Landsberg/Lech
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Carlsbad (USA)



9.6 Gerate

Filmwaage:

Wilhelmy-Filmwaage mit Filmlift

Fluoreszenzmikroskop

Axiotech Vario

Filtersatz 44 (BP 475/40, FT 500, BP 530/50)
Filtersatz 45 (BP 560/40, FT 585, BP 630/75)
Achroplan 40x/0.8 W Wasserimmersionsobjektiv
EC Epiplan-Neofluar 20x/0.50 DIC M27 Objektiv

Rasterkraftmikroskope
NanoWizard |
Nanowizard II, BioAFM

Lichtstreuapparatur

Eigenbau, Physikalische Fakultidt Gottingen

Rasterelektronenmikroskop

Leo Supra 55VP

Transmissionselektronenmikroskop

Philips CM200-FEG-UT

Ellipsometer
EL X-02C

UV/Vis-Spektrophotometer
Cary 50 scan

Sonstiges

Feinwaage CP 225D
LiposoFast®

pH-Meter Calimatic 766
Reinstwasseranlage, Milli Elix 5
Schiittler Reax Top
Ultraschallbad Sonorex
Vakuumtrockenschrank

Zentrifuge Allegra X-22R

Anhang

Riegler & Kirstein, Potsdam

Zeiss, Gottingen
Zeiss, Gottingen
Zeiss, Gottingen
Zeiss, GoOttingen

Zeiss, Gottingen

JPK Instruments, Berlin

JPK Instruments, Berlin

Zeiss, Oberkochen

DRE GmbH, Ratzeburg

Varian, Darmstadt

Sartorius, Gottingen
Avestin, Ottawa (Kanada)
Knick, Berlin

Millipore, Eschborn
Heidolph, Schwabach
Bandelin, Berlin

Binder, Tuttlingen
Beckman Coulter , Krefeld
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