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1. Einleitung 1

Kapitel 1

Einleitung

Materialien zur Knochenregeneration in der zahnarztlichen Chirurgie sind in der taglichen Praxis
nicht mehr wegzudenken. Jedes zweite bis dritte Implantat bedarf heute eines
Knochenaufbaus. In den Fachrichtungen Endoprothetik, Wirbelsaulenchirurgie und Trauma-
tologie werden Knochenersatzmaterialien (KEM) immer haufiger eingesetzt. An diese
Materialgruppe werden natirlicherweise Anforderungen (siehe Anhang A.2) gestellt.
Nach immunologischen Gesichtspunkten lassen sich fiir die Transplantation und Implantation
zur Verfigung stehenden KEM in flinf Gruppen einteilen:

e autogene

o allogene

e Xxenogene

e phykogene

e alloplastische
Autogene KEM stammen vom gleichen Individuum (autolog) ab, wahrend allogene KEM von
einem anderen Individuum derselben Spezies (homolog) gewonnen werden. Xenogene KEM
werden von einem Individuum einer anderen Spezies (heterolog) aus tierischer Herkunft (bovin,
equin, porcin) und phykogene KEM (heterolog) aus pflanzlicher Herkunft gewonnen.
Alloplastische KEM sind synthetisch hergestellte, d.h. kiinstlich gewonnene, Biomaterialien.

Die ARTOSS GmbH entwickelt und produziert auf Basis der NanoBone®-Technologie seit bereits
10Jahren am Hauptsitz in Rostock-Warnemiinde Biomaterialien zur Knochenregeneration, die
fur die zahnarztliche Chirurgie, die Orthopadie und Unfallchirurgie genutzt werden. Neben den
bisher am Markt bekannten Knochenersatzmaterialien bildet die NanoBone®-Technologie eine
vollig neue Gruppe alloplastischer KEM. Nanokristalliner Hydroxylapatit (HA) ist von einer
synthetisch hergestellten, nanoporoésen Silicagelmatrix umschlossen. HA, ein Calciumphosphat,
ist ein wichtiges Ausgangsmaterial fir biomedizinische Anwendungen aufgrund der hohen
Ahnlichkeit zu der anorganischen Materialhauptkomponente von Knochen und Zdhnen. Kiesel-
oder Silicagel fordert die Kollagen- und Knochenbildung [Car70, Car76, Kee92].

Durch die Herstellung im Sol-Gel-Verfahren ist NanoBone® (NB) ungesintert und durch Poren im
Nanometer- bis Mikrometerbereich gekennzeichnet. Im Gegensatz zu gesinterten HA-
Keramiken ist das Biomaterial dadurch vollstandig resorbierbar.

Das Potential der Nanotechnologie fiir biomedizinische Anwendungen wird durch die HA-
Nanokristalle und die interkonnektierenden Nanoporen der Silicagelmatrix genutzt.

Wird das Biomaterial in den Organismus implantiert, bedecken die Proteine aus dem Blut die
gesamte innere Oberflache (ca. 84 mz/g) und der Koérper erkennt das Biomaterial scheinbar als
korpereigen (siehe Anhang A.3). Innerhalb der ersten zwei Wochen wird aus der Kieselgelmatrix
wahrend des Matrixwechsels eine organische Matrix [Ger06]. Die lockere porose Struktur
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ermoglicht das schnelle Einsprossen von KapillargefalRen. NB fordert das natiirliche Remodeling
(Umbauprozesse des Knochens zur Adaption an veranderte Verhéltnisse). Es wird wahrend des
Remodeling komplett durch autologen Knochen substituiert. Bei Stabilisierung des Volumens
resorbiert NB in dem MaR, in dem neuer, autologer Knochen gebildet wird [Mei08].

Eine Moglichkeit Biomaterialien weiterzuentwickeln, basiert auf der Tatsache, dass sich durch
eine Verkleinerung der Bausteine eines Biomaterials deren Oberflaiche/Volumen-Verhiltnis
erhoht. Neben der VergrofRerung der inneren Oberflache des Materials bei konstant bleibender
Masse kommt es dabei auch zu einer Erhéhung der chemischen Reaktivitdt und Loslichkeit.
Demnach lasst sich hierdurch eine Steigerung der Resorptionsgeschwindigkeit vom Biomaterial
durch Osteoklasten (fiir den Knochenabbau verantwortliche Zellen) und somit ein besseres
Remodeling erzielen [Bru94]. Weiterhin bieten nanostrukturierte Materialien eine bessere
Fahigkeit flr die spezifischen Wechselwirkungen mit Proteinen [Nar04]. Eine VergroRerung der
inneren Oberflache vom Material verbessert also die Proteinadsorption als auch die biologische
Funktionalitat.

Der erste Schwerpunkt der Arbeit lag zunachst in der Suche nach kommerziell erhaltlichen HA-
Materialien, die aus Kritalliten bestimmter Morphologie sowie einheitlicher GroRe bestehen
und in ausreichenden Mengen verfiigbar sind, um bereits existierendes Biomaterial zu
verbessern. Natlrliche Knochenapatit-Kristallite haben eine herausragende biologische
Funktionalitat, die in ihrer besonderen Nanostruktur begriindet ist. Daher wurde zunachst die
Struktur kommerziell erhaltlicher HA-Materialien untersucht und diese dann mit der von
Knochenmineral (humaner Femurknochen) verglichen.

Ein Nachteil, der sich dabei aufzeigt, wenn ein solch geeignetes HA-Material gefunden werden
sollte, ist die Abhangigkeit von Herstellern. Daher lag der zweite Schwerpunkt in der Suche nach
einem moglichst einfachen Syntheseverfahren, mit dem HA-Nanokristalle von kontrollierter
Morphologie und GroéBe in ausreichender Menge hergestellt werden kénnen und der
experimentellen Charakterisierung des synthetisierten Materials. Das zu entwickelnde
Verfahren soll eine von HA-Herstellern unabhangige Produktion ermdoglichen.

Fir viele aktuelle biomedizinische Anwendungen ist es erforderlich, aus nanostrukturierten
Biomaterialien Applikationsformen zu entwickeln, die injizierbar sind und damit in bestimmte
Geweberegionen gelangen. Es ist also wiinschenswert aus Biomaterialien, deren Funktionalitat
durch ihre Nanostruktur determiniert ist, Mikropartikel zu erzeugen. Diese Mikropartikel sollen
eine definierte GroRe haben, die in einem Bereich liegt, in dem das Material keiner Phagozytose
(Aufnahme von festen Partikeln (Zellen, Mikroorganismen, Fremdkdrper) mit anschlieBendem
intrazellularem Abbau) unterliegt. Eine dritte Aufgabe bestand demnach darin, resorbierbare
Mikropartikel zum Einsatz als injizierbares Knochenaufbaumaterial mithilfe der synthetisierten
HA-Kritallite bestimmter Morphologie und GrofRe zu entwickeln und dieses Biomaterial
experimentell als auch tierexperimentell zu charakterisieren.
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Kapitel 2

Stand der Wissenschaft

2.1 Silicagele

Silicium ist nach Sauerstoff das zweithaufigste Element der Erdkruste. Es kommt dort
vorwiegend in Siliciummineralen vor [Vor75]. So besteht Sand meist aus Quarz und damit aus
Siliciumdioxid. Auch in Lebewesen kommt Silicium vor. Die Kieselalgen (Diatomeen)
beispielsweise, sind in der Lage, ein wohlstrukturiertes Exoskelett aus amorphem Siliciumdioxid
zu erzeugen. Sie beziehen das bendtigte Siliciumdioxid aus in Wasser geloster Monokieselsaure.
Uber die Mechanismen, die die Alge zum Bau des Skelettes befdhigen, ist nur wenig bekannt.
Versuche mit Germanium als Siliciumtracer ergaben Hinweise, dass die Aufnahme des
Siliciumdioxids durch Proteine stattfindet [Hil97]. Fir Menschen ist Silicium ein wichtiges
Spurenelement. Es kommt mit durchschnittlich 20 mg/kg im Koérper vor und wird als SiO, durch
die Nahrung aufgenommen [Jug02, Bel94].

In der Literatur wird zunehmend vom positiven Einfluss von SiO, auf die Kollagen- und
Knochenbildung berichtet [Car70, Car76, Kee92, Lyu00, Ref03, Ric00].

Die Ergebnisse wurden sowohl bei in vitro als auch bei in vivo Experimenten erhalten. Carlisle
berichtet, dass Silicium ein wichtiges Spurenelement bei der Bildung und Mineralisation der
Knochen ist [Car70]. Die Rolle des Siliciumdioxids im Metabolismus hdherer Lebewesen ist nicht
vollstandig geklart. Versuche an Hihnern und Ratten haben jedoch gezeigt, dass ein Silicium-
dioxidmangel zu Fehlwiichsen an Knochen-, Knorpel- und Muskelgewebe fiihren kann [Car72,
Car76]. Fiur diese Hypothese spricht auch die Entdeckung, dass Osteoblasten (fir den
Knochenaufbau verantwortliche Zellen) Siliciumdioxid enthalten [Car86].

Das Silicium wird von verschiedenen Autoren in unterschiedlichen Formen bei den
Experimenten verwendet. So nutzen Keeting et al. siliciumhaltige Zeolite A flr ihre Experimente
und stellten einen positiven Einfluss auf das Zellwachstum und die Zellteilung von kultivierten
Zellen einer humanen Zelllinie fest [Kee92]. Hierbei ist natlrlich zu erwahnen, dass damit auch
andere Elemente, wie z.B. Aluminium, mit einer negativen Wirkung in das System gelangen.
Der Einfluss von Silicium auf die Knochenbildung wurde von Reffitt et al. in vitro an Zelllinien
untersucht [Ref03]. Es wurde eine Stimulierung der Kollagen Typ | Synthese festgestellt.

Im Tierexperiment wurde der Knochenmasseverlust von osteoporotischen Ratten untersucht
[Ric00]. Hierbei wurde festgestellt, dass Ratten, die 500 mg Silicium pro Kilogramm Nahrung
erhielten, keinen Knochenmasseverlust zeigten. Das Gegenteil wurde bei den Tieren entdeckt,
die kein Silicium in der Nahrung hatten. Lyu stellte mit in vitro Experimenten fest, dass Silicium
eine bedeutende Rolle bei der Osteogenese spielt und eine Korrelation zwischen
Osteogeneseaktivitat und Silicium-Konzentration (von 10ppm bis 100 ppm Silizium im Kultur-
medium) besteht [Lyu00]. Diese Tatsachen legen nahe, dass Siliciumdioxid wichtig flir den
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Aufbau von Gewebe im Korper ist und deshalb auch einen giinstigen Einfluss auf Heilprozesse
haben kann.

Siliciumdioxid tritt in verschiedenen Strukturen auf, die einen groBen Einfluss auf die
physiologische Wirksamkeit haben. SiO, liegt als kristalline, glas- oder gelartige Substanz vor.
Siliciumdioxid in der kristallinen Form (z.B. Quarz) sowie in der glasartigen Form (z.B.
Quarzglas) ist fast vollstindig vernetzt, und deswegen fir den Korper sehr schwer
aufzunehmen, da es eine sehr geringe Loslichkeit im Wasser besitzt.

® SiO, in einem Kristall (Quarz) ® Si0, in einem Glas (Quarzglas, Feuerstein)
) ) ks n e
[ [ [ & B _0é
- / A s’ ¥
4.1,/ > 4 J\I,r Ny Y g 00 i , A
Ry ot o i 1
e dh e o poe ogoe 3
N ol o % ¢ @‘;» -;
5. Al el o gt ;é:*’ o
/L /IJ)\ /S * Si R % "~ % é‘ /.,.-)
y i WS
Symmetrie e 3 o
¢ » T
+ Fernordnung ate ¥ % s S
= kristalline Struktur keine Symmetrie

+ Nahordnung
+ total verknlipftes Netzwerk
= amorphe Struktur

Kiesel- oder Silicagel besteht dagegen aus einem schwach verknipften Netzwerk der [SiO,]-
Tetraeder. An seiner Oberflache, befindet sich eine grolRe Anzahl an freien Si-OH-(Silanol) und
Si-O -(Silanolat) Gruppen. Die Léslichkeit im Wasser liegt bei 25°C im Bereich von 100 ppm bis
150 ppm im pH-Wert-Bereich von 2 bis 8 [lle79]. Im lebenden Gewebe |6st es sich schneller, der
Grund hierfir ist nicht bekannt. Fur die Aufnahme von SiO, ist offensichtlich eine schwache
Vernetzung wichtig.

® SiO, in einem Gel (Xerogel)
grofde Unordnung
+ viele offene Bindungen
+ groRe innere Oberflache
+ endliche Anzahl von Strukturmotiven
= amorphe Struktur

bei pH-Wert 7 negativ geladene innere Oberflache
aktiviert die Blutkoagulation (Hageman-Faktor)

Das SiO,-Gel wird durch den Sol-Gel-Prozess bereitgestellt, da mit diesem Verfahren eine Reihe

von Moglichkeiten besteht, die Eigenschaften des zu erzeugenden Materials zu beeinflussen,
wie beispielsweise der Vernetzungsgrad.
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2.1.1 Sol-Gel-Prozess

Die Sol-Gel Technologie bietet eine Moglichkeit nanostrukturierte Materialien unter milden
Bedingungen herzustellen. Sie gehért zu den Bottom-Up Verfahren. Es handelt sich hierbei um
Methoden, bei denen Strukturen mittels chemischer Prozesse aufgebaut werden. Bottom-Up
Prozesse nutzen die physikalisch-chemischen Grundsatze der molekularen bzw. atomaren
Selbstorganisation. In diesen Herstellungsverfahren werden komplexere Strukturen gezielt aus
Atomen bzw. Molekiilen aufgebaut, wodurch die Kontrolle der PartikelgréRe und Form sowie
der PartikelgroRenverteilung ermdoglicht wird.

Der Sol-Gel-Prozess ist grundsatzlich gekennzeichnet durch:

a) Polymerisation von Monomeren unter Bildung von Primarteilchen
(bei Wasserglas entfallt dieser Schritt).

b) Das Wachstum der Primarteilchen und Aggregation zu Clustern.

c) Die Verkniipfung von Primérteilchen in Ketten, dann dreidimensionalen Netzwerken, die
sich im gesamten flissigen Medium ausbreiten und schlieRlich ein Lyogel (Gel, dessen
Poren durch eine flissige Phase gefiillt sind) bilden.

d) Entfernen der flissigen Phase des Lyogels fiihrt zur Bildung eines Xerogels (Gel, dessen
Poren durch eine gasformige Phase gefillt sind, wobei sich durch das Entfernen der
flissigen Phase auch die raumliche Anordnung des Netzwerkes verdandert).

Ein bedeutender Vorteil des Sol-Gel-Verfahrens liegt in der Vielfalt der Verarbeitungs-
moglichkeiten der Sole und Gele, je nach Behandlungsschritt zu Pulvern, Fasern, Keramiken
oder Beschichtungen. AuBerdem konnen hochporése Nanomaterialien hergestellt werden.
Durch Fullung dieser Poren wahrend oder nach der Gelherstellung lassen sich
Verbundwerkstoffe herstellen. Die tiefe Prozesstemperatur gestattet es ferner, Wirkstoffe im
Laufe des Syntheseschrittes in das Gel einzubetten, die gespeichert und kontrolliert wieder
freigesetzt werden konnen. Die Nachteile des Sol-Gel-Prozesses liegen bei den schwer zu
kontrollierenden Synthese- und Trocknungsschritten, die ein Scale-up des Verfahrens
erschweren. Ferner kdnnen organische Verunreinigungen im Gel verbleiben. Bedingt durch
meist notwendige Reinigungsschritte, Trocknung und thermische Nachbehandlung fiihrt das zu
einem aufwandigen Herstellungsprozess [Gaz08].
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In Abbildung 2.1 ist ein allgemeines Reaktionsschema fir den Sol-Gel-Prozess fir
Kieselsdureester (Si(OR), mit R = C H,,,;, n > 0) dargestellt. Zuerst erfolgt die ggf. sdure- oder
basenkatalysierte Hydrolyse (Rktgl. 2.1) bei der Alkohol (ROH) und Silanol-Gruppen (Si-OH)
unter Wasserverbrauch gebildet werden. Sobald diese Gruppen gebildet wurden, entstehen bei
der Kondensation Siloxanbindungen (Si-O-Si-Bindungen) zum einen durch Wasser- (Rktgl. 2.2a)
und zum anderen durch Alkoholabspaltung (Rktgl. 2.2b). Oberhalb eines molaren
Wasser/Si(OR),-Verhaltnisses (r,-Wert) von 2 ist die Kondensation unter Wasser- und unterhalb
von 2 mit Alkoholabspaltung beglinstigt.

| Hydrolyse
—Si—OR + HOH +———= —Si—OH + ROH (2.1)
Veresterung |

| | Wasser I |

Kondensation
—Si—O0H + —Si—OH T=———=* —Si—O0—Si— + HOH (2.2a)
Hydrolyse I

Alkohol
! I nsa | |

Kondensation
—Si—OH + —Si—OR =———= —Si—O0—Si— + ROH (2.2b)
Hydrolyse |

Abbildung 2.1: Reaktionsschema fiir den Sol-Gel-Prozess von Silicium-Alkoxiden. Der Einfachheit halber
wurde auf die Darstellung der anderen OR-Gruppen verzichtet.

Unter sauren Bedingungen ist es wahrscheinlich, dass eine Alkoxidgruppe in einem schnellen
ersten Schritt protoniert wird. Elektronendichte wird von dem Siliciumatom abgezogen, so dass
es elektrophiler und somit anfalliger fir Angriffe von Nucleophilen wie Wasser wird. Dies flhrt
zur Bildung eines penta-koordinierten Ubergangszustandes mit signifikantem SN,-Charakter.
Der Ubergangszustand zerfillt durch Abgang des Alkohols unter Inversion des Silicium-
Tetraeders (Abbildung 2.2).

schnell |+
—8i—O0R + H =—= —38i—0R
I | H
-+
WS NV
! N / /
—s$1i—Q-R  + HOH ,O—8i—0[ =——>= _5-O0H + ROH + H'

| # H | Q

Abbildung 2.2: Schema der sdurekatalysierten Hydrolyse von Silicium-Alkoxiden. Der Einfachheit halber
wurde auf die Darstellung der anderen OR-Gruppen verzichtet.

Durch den Katalysator Saure lasst sich die Hydrolyse beschleunigen. Mit einem steigenden
molaren Saure/Si(OR),-Verhaltnis (r-Wert) entstehen mehr Primarteilchen, damit mehr und
kleinere Cluster. Dabei wird gleichzeitig mehr Warme freigesetzt, die die Gelbildungsrate
erhoht. Ein hoher r,-Wert dient dazu, die Hydrolyse- gegeniliber der Kondensationsrate zu
steigern. Dadurch lasst sich die Gelbildung verlangsamen.
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Strukturbildung im Sol

Durch Hydrolyse entstandene Monomere kondensieren miteinander. Ist die Konzentration der
Monomere kleiner als 100ppm bleibt die Losung bei 25°C relativ lange stabil. Ist die
Konzentration hoéher, beginnen sich Dimere und schwerere Molekile zu bilden. Wie die
Hydrolyse, so hangt die Kondensation auch vom pH-Wert ab (Abbildung 2.3). Ist er kleiner als 2,

so ist die Kondensationsrate proportional zur H'-Konzentration. Ist der pH-Wert groRer als 2 so

ist die Kondensationsrate proportional zur OH -Konzentration. Das Siliciumdioxid kondensiert
vorwiegend so, dass ein Maximum von Si-O-Si- und ein Minimum von Si-OH-Bindungen
angestrebt werden. Deshalb bilden sich schon in der friihen Phase der Kondensation cyclische
Strukturen. Durch Anlagerung weiterer Monomere und groRerer Strukturen bilden sich dann
kompakte Primdrpartikel, die nur noch Si-OH-Gruppen an ihrer Oberflache aufweisen. Da
kleinere Partikel besser in Losung gehen als grolRe, wachsen die grofRen Partikel auf Kosten der
kleineren, was als Ostwald-Reifung bekannt ist.

Monomer

Djliﬂ
| ) Cluster
Agglomeration { !
und Gelbildung Pmljke] Partikelwachstum
/N
pH<7 o
P O 5m pH 7-10 bei
/ / \ Abwesenheit von Salzen

bei Anwesenheit
von Salzen @ (@ O 10 nm
/O _ /N

30 nm

O 100 mmn
dreidimensionales
Sol

Gel-Netzwerk

(S10,-Partikel)

Abbildung 2.3: Partikelbildung in Abhdngigkeit vom pH-Wert (Bild in Anlehnung an [Bri90]).

Siliciumdioxid zeigt bei hohen pH-Werten eine héhere Loslichkeit, weshalb sich hierbei mehr
grofRere Partikel bilden, da sich die kleineren besser auflésen. Bei niedrigen pH-Werten bilden
sich dagegen viele kleinere Partikel. Der weitere Verlauf der Kondensation hiangt davon ab, wie
die Partikel an der Oberflache geladen sind. Oberhalb eines pH-Wertes von 6 oder 7 haben die
Partikel eine negative Oberflachenladung, weshalb sie sich voneinander abstoflen. Unterhalb
des genannten pH-Wertes haben die Partikel eine geringere Ladung und kénnen mit einander
kollidieren. Dabei entstehen Ketten, fraktale Cluster sowie schlief3lich ein Gelnetzwerk. Die Zeit
in der ein Sol zu einem Gel wird, hdngt auch stark vom pH-Wert ab. Die groRte zeitliche
Stabilitat eines Sols ist bei pH-Werten von 1.5 bis 3, die kleinste bei pH-Werten von 5 bis 6. Ab
pH-Wert 7 wird kein Gel mehr gebildet, da die Partikel geladen sind. Es tritt nur noch ein
Wachstum der Partikel auf [lle79].
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2.2 Calciumorthophosphate

Calcium ist ein Erdalkalimetall und das flinfthaufigste Element. Es kommt in Lagerstatten, die
durch marine Ablagerungen entstanden, in Form von Calciumcarbonat (CaCO; in Kalkstein,
Marmor, Kreide), Dolomit (CaMg(CO,),), Gips (CaSO,¢2H,0) und Apatitmineralien vor. Tabelle
2.1 stellt einige wichtige Eigenschaften von Calcium zusammen.

Tabelle 2.1: Charakteristika des Ca’ -lons [Kai91].

lonenradius, r 100pm

Verhaltnis Radius/Ladung, r/q 50pm/q

Oberflache, O = 4nr? ~125000 pm?

Bevorzugte Koordinationszahl, KZ [6] (Oktaeder) bis [8] (Wirfel)
Bevorzugte Koordinationsatome 0

. Zweizahnige Oxoliganden, z. B. verbriickende
Bevorzugter Ligandentyp Carboxvlat
arboxylate

Verteilung in humanen Erythrocyten
: ) 4mg/kg
(intrazellular)

Verteilung im menschlichen Blutplasma 100mg/kg

99% des Calciums im menschlichen Korper (~1.5kg) sind zusammen mit Uber 80% des
Phosphats (~2.1kg) im Skelettsystem als Apatit deponiert. Dabei stellen die Knochenmineralien
ein Reservoir dar, aus dem Calcium mobilisiert wird bzw. in das Ulberschissiges Calcium
abgegeben werden kann. Im Blutplasma existiert Calcium zu 40 % in freier, ionisierter Form und
zu 60% als Calcium-Proteinat. In Knochen und Zahnen liegen Calcium- und Phosphat-lonen als
Carbonatapatit, Fluorapatit und Hydroxylapatit vor. Die Ausscheidung des Calciums findet zu ca.
15% Uber die Niere statt. Der Rest des taglich resorbierten Calciums wird tiber den Dickdarm
ausgeschieden. Die Resorption, Speicherung, Freisetzung und Ausscheidung des Calciums wird
hormonell gesteuert. Dabei regeln Parathormon, Calcitonin und Vitamin D den Mineralstoff-
wechsel des Skelettsystems [Bud73]. Calcium-lonen kommen im Kérper vielfaltige Aufgaben zu.
Neben der Bedeutung als kristallinem Stabilisator im Skelettsystem spielen Calcium-lonen eine
Rolle beim Informationstransfer (second/third messenger), als Trigger, Regulator und als
Signalverstarker.
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Der Phosphatstoffwechsel ist eng mit dem Calciumstoffwechsel verbunden. Wie bereits zuvor
erwdhnt, sind die Phosphate zu tber 80% im Skelettsystem als Apatit deponiert. Im Blut wird
der Phosphatanteil als anorganisches Phosphat angegeben und betragt 2mg/100ml bis
6mg/100 ml. In Knochen und Zahnen liegt Phosphat zusammen mit Calcium als Apatit vor. Der
Apatit stellt aufgrund seiner hohen spezifischen Oberflache eine labile Phase dar, die einem
standigen Stoffaustausch unterliegt. Phosphat ist in allen Organen sowohl als sdureunlésliche
als auch saurelosliche Form intrazellular verteilt, wobei sich das sdurel6sliche Phosphat aus
anorganischem, saurelabilem und saurestabilem Phosphat zusammensetzt.

Orthophosphate sind Verbindungen mit diskreten PO43_—Ionen, die die maximal mogliche

Anzahl von drei freien O_—Gruppen am zentralem Phosphor-Atom aufweisen. Meta-, Pyro- und
Polyphosphate sind bekannt als kondensierte Phosphate, die durch wiederholte Kondensation
(Polymerisation) tetraedrischer [PO,]-Einheiten gebildet werden. In Tabelle 2.2 sind die

verschiedenen Phosphat-lonen mit ihrer chemischen Formel dargestellt.

Tabelle 2.2:  Phosphat-lonen mit ihrer chemischen Formel.

Phosphat -lon ortho-Phosphate meta-Phosphate pyro-Phosphate poly-Phosphate

Formel PO,* (PO)," P.0;" [(PO PO ]2

Orthophosphorsdure (H;PO,) ist eine dreibasige mittelstarke Saure und bildet daher drei Reihen
von Salzen. Die drei Dissozationsstufen und ihre pKs-Werte (Gleichgewichtskonstante einer
Protolysereaktion wird meist als ihr negativer dekadischer Logarithmus, dem pK,-Wert
angegeben) bei 25°C sind:

H,P0, —H' +H,PO, (priméres Phosphat) pKs, = 2.161 (2.3)
H,PO, =—=H"+HPO,” (sekundires Phosphat) pK,, =7.207 (2.4)
HPO42_ —H + PO43_ (tertidres Phosphat) pKs, = 12.325 (2.5)

Aus dem Zusammenhang zwischen Phosphat-lonengehalt und einer Phosphatlésung ergibt sich,
dass bei einem pH-Wert von 2 die eine Halfte aller Phosphorsauremolekile als H;PO, und die
andere Halfte als H,PO,, vorliegt. Mit zunehmendem pH-Wert verschiebt sich das
Gleichgewicht zur ersten Dissoziationsstufe. So liegt bei einem pH-Wert von 4.5 samtliche
Phosphorsiure in Form von H,PO, vor, bei einem pH-Wert von 14.5 ist die dritte
Dissoziationsstufe zu 100% vorhanden. Demnach ist die letzte Dissoziationsstufe nur in stark
basischer Losung ohne Hydrolyse auflosbar. In Wasser (pH-Wert 7) erfolgt eine weitgehende

Hydrolyse:
PO,” +H,0 — HPO,” +OH (2.6)

Dabei wird die Losung alkalisch. Im pH-Wert-Bereich von 6 bis 8 puffert ein Gemisch von
primdarem und sekundarem Phosphat.



10 2. Stand der Wissenschaft

Die Calciumsalze der dreibasigen Orthophosphorsdure kénnen in allen Dissoziationsstufen
gebildet werden, und werden als Calciumorthophosphate bezeichnet. In saurem Medium

bilden sich die Dissoziationsstufen mit H,PO,-lonen. Die beiden anderen Stufen (HPO42_— und

PO43_—Ionen) kommen in der neutralen Mineralphase von Knochen und Zahnen vor. Allgemein
sind alle Calciumorthophosphate in Sduren 16slich, in Wasser schlecht 16slich und weilRe
Festkorper. In der Tabelle 2.3 sind einige Eigenschaften der existierenden Calciumortho-
phosphate, die nach steigendem molarem Ca/P-Verhaltnis geordnet sind, zusammengestellt.

Tabelle 2.3: Charakteristika der existierenden Calciumorthophosphate [Fer99a, Fer99b, McD77].

Loslichkeit | Loslichkeit S’::t-)\nll\::artt;
Mol. Ca/P- Verbindun Name Formel in H0 bei | in H,0 bei bereich (in
Verhiltnis & 25°c, ™ 25°C, :
K meg/L H,0 bei
p sp Zsoc)
Monocalciumphosphat- 3
. MCPM Ca(H,PO H,O 1.14 ~ .0-2.
0.50 Monohydrat a(H,P0O,),*H, 1810 0.0-2.0
0.50 |Monocalciumphosphat-| o, Ca(H,PO,), 1.14 ~17010° fe]

Anhydrat

Dicalciumphosphat-
1.00 Dihydrat, DCPD CaHPO,*2H,0 6.59 ~88 2.0-6.0
Mineral Brushit

Dicalciumphosphat-
1.00 Anhydrat, DCPA CaHPO, 6.90 ~48 [e]
Mineral Monetit

1.33 Octacalciumphosphat | OCP Cag(HPO,),(PO,),*5H,0 96.6 ~8.1 55-7.0
1.50 o-Tricalciumphosphat | a-TCP a-Ca,(PO,), 25.5 ~2.5 [b]
1.50 B-Tricalciumphosphat | B-TCP B-Ca,(PO,), 28.9 ~0.5 [b]
1.20-2.20 Amorphes AcP €a,14,(PO,),*n H,0 (@ [ ~5—12
Calciumphosphat n=3-4.5; 15-20% H,0
i izi Ca, . (HPO,) (PO OH
150-167 | Caldumdefizienter | o Coio(HPO 4)[6]'*( b | g5 ~9.4 6.5-9.5
Hydroxylapatit (0<x<1) ®
1.67 Hydroxylapatit HA Cay,(PO,)s(OH) 116.8 ~0.3 9.5-12
. ydroxylapati (OHAD) 10(PO4)¢ ) . . .
, FA N
1.67 Fluorapatit (FAp) Ca,o(PO,)(F, 120.0 0.2 7-12

Tetracalciumphosphat,

2.
00 Mineral Hilgenstockit

TTCP Ca,(PO,),0 38-44 ~0.7 (o)

[a] Die Léslichkeit ist angegeben als negativer dekadischer Logarithmus des lonenprodukts fiir die
angegebene Formel (ohne Hydratwasser) mit Konzentrationen in mol-L™. [b] Diese Verbindungen kénnen
nicht aus wdssriger Lésung gefdllt werden. [c] Kann nicht genau angegeben werden. Folgende Werte
wurden berichtet: 25.7 +0.1 (pH-Wert 7.40), 29.9+0.1 (pH-Wert 6.00), 32.7 +0.1 (pH-Wert 5.28) [Ohu96].
[d] Kann nicht genau angegeben werden. [e] Stabil oberhalb von 100°C. [f] Immer metastabil. Die
Zusammensetzung eines Niederschlags hdngt vom pH-Wert und der Zusammensetzung der Lésung ab.
[g] Fiir den Fall x=1 (der Randbedingung mit n¢,/np=1.5) sieht die chemische Formel von CDHA wie folgt
aus: Cay(HPO,)(PO,)s(OH).
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Calciumorthophosphate, die zur Apatitfamilie gehoren, enthalten OH -lonen. Bei der
Kristallisation der Calciumorthophosphate sind kinetische Faktoren besonders wichtig. Zwar ist
thermodynamisch der Hydroxylapatit die stabilste Phase, es entstehen allerdings bei schnellen
Fallungsreaktionen oft kinetisch bevorzugtes Octacalciumphosphat oder ein amorphes
Calciumphosphat, das in einem langsamen Aufldsungs-/Rekristallisationsmechanismus zu dem
thermodynamisch glinstigeren Hydroxylapatit umkristallisiert. Das Loslichkeitsprodukt ist
dementsprechend stark abhangig vom pH-Wert. In Abbildung 2.4 sind die Loslichkeiten einiger
Vertreter der Calciumorthophosphate in Abhangigkeit vom pH-Wert der Losung bei 37°C

dargestellt.
0,1

3\ E I : i E
0.01 $ : : : | :
i ~ ' i i
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Abbildung 2.4: Berechnete Léslichkeitsisothermen einiger Calciumorthophosphate in Abhédngigkeit des
pH-Werts der Lésung bei 37°C (Abbildung entnommen aus [Gbu04]).

Demnach ist Hydroxylapatit oberhalb eines pH-Wertes von 4.5 die stabilste Phase.

Die nachfolgenden Seiten sind der Beschreibung ausgewahlter Vertreter der Calciumortho-
phosphate gewidmet.

ACP

ACP (Amorphes Calciumphosphat CayH,(PO4),,nH,0, n=3-4.5; 15-20% H,0) ist haufig ein
Zwischenprodukt bei der Fallung von Calciumphosphaten aus wassriger Loésung [Ean73,
Mey78a, Mey78b, Ter72, Wut85]. Seine chemische Zusammensetzung hangt stark von den
Fallungsbedingungen (pH-Wert, Calcium- und Phosphatkonzentrationen) ab. So wurde
beispielsweise ACP mit einem mol. Ca/P-Verhaltnis von 1.18 (Fallung bei pH-Wert 6.6), 1.53
(Fallung bei pH-Wert 11.7) [EII94, EII98] bis hin zu 2.5 beschrieben [LeG91, LeG94, LeG01].

Die Umwandlung oder Hydrolyse von ACP zu nanokristallinem HA erfolgt sowohl in Losung
innerhalb weniger Stunden als auch im festen Zustand innerhalb einiger Monate [Pue82]. Die
Umwandlung von ACP wurde im Einzelnen sehr genau untersucht und als Reaktion, die einer
Kinetik erster Ordnung folgt, erkannt. Die Umwandlung erfolgt in drei Phasen, wobei zundchst
eine langsame Induktionsperiode erfolgt, bei der nur geringe Anderungen des Anteils der
kristallinen Phase beobachtbar sind. In der zweiten, der Umwandlungsperiode, steigt der Anteil
der kristallinen Phase gemessen an der Zeit relativ schnell an. Als letztes erfolgt eine Abkling-
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periode, in der nur noch geringe Anderungen des Anteils der kristallinen Phase beobachtbar
sind. Eine Steigerung des pH-Werts bringt dabei eine Verlangerung der Umwandlungszeit mit
sich [Bos73].

Die Struktur von ACP ist immer noch nicht eindeutig bestimmt. IR-Spektren von ACP zeigen
breite Phosphatbanden. GemdR dem Rontgendiffraktogramm ist ACP amorph. Bei
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wird es gewdhnlich als anndahernd runde Partikel
mit Durchmessern von 20nm bis 200nm ohne besondere Morphologie beschrieben.
Moglicherweise hat ACP eine apatitische Mikrostruktur mit einer so kleinen DomanengroRe,
dass es rontgenamorph ist. Diese Annahme wird gestitzt durch rontgenabsorptions-
spektroskopische Messungen (EXAFS) an biologischen und synthetischen Proben [Har86, Har87,
Pet00, Tay98]. Andererseits wurde auch vorgeschlagen, dass die strukturelle Grundeinheit von
ACP ein annihernd kugelférmiger Cluster mit einem Durchmesser von etwa 9.5A und der
Zusammensetzung Cag(PO,)s ist [EII94, EII98]. Solche Cluster wurden experimentell als erste
Keime wahrend der Kristallisation von Hydroxylapatit gefunden. Auf dieser Basis wurde ein
Modell vorgeschlagen, das die Kristallisation von Hydroxylapatit als stufenweise Zusammen-
lagerung dieser Einheiten beschreibt [Hes99, LeG91, LeG94, LeGO01].

DCPD

DCPD (Dicalciumphosphat-Dihydrat, CaHPO,¢2H,0, Mineral Brushit) kann leicht aus wassriger
Losung kristallisiert werden. Es entwassert leicht zu Dicalciumphosphat-Anhydrat (CaHPO,,
Mineral Monetit) oberhalb 80°C. Biologisch ist es wichtig, da es haufig in pathologischen
Verkalkungen (Zahnstein, Chondrocalcinose [LeG91, LeG94, LeG01] und Blasensteinen [Hes99])
vorkommt. Weiterhin wurde es als intermedidre Phase in der Knochenbildung und bei der
Auflésung von Zahnschmelz durch Karies postuliert [Hes99, LeG91, LeG94, LeGO01].

In der Chirurgie wird es in Calciumphosphatzementen verwendet [Dri94, Dri98, Ham96, Kur97,
Ots93, Tak98, Yam98] und in Zahnpasta zusammen mit fluoridhaltigen Verbindungen (z. B. NaF)
zur Kariesprophylaxe [Cra87, Gaf93, Hop88, Wef87]. Weitere Anwendung findet DCPD als
Diingemittel [Bec89a], in der Glasherstellung und als Calciumquelle in Nahrungsmitteln
[Win83].

OCP

OCP (Octacalciumphosphat, Cag(HPO,),(PO,),*5H,0) tritt haufig als metastabile Zwischenphase
bei der Ausfillung von thermodynamisch stabileren Calciumphosphaten (Hydroxylapatit,
calciumdefizienter Hydroxylapatit) aus wassriger Losung auf. Strukturell besteht es aus
apatitahnlichen Schichten, die durch hydratisierte Schichten getrennt sind. Es ist als stabiler
Bestandteil von Zahnstein und Blasensteinen von grofRer biologischer Bedeutung [ChoO1,
LeG74, Sch69]. Weiterhin spielt es eine wichtige Rolle als Zwischenprodukt bei der Bildung von
Biomineralien in vivo.

Ein ,zentraler OCP-Einschluss“ (auch als ,zentrale dunkle Linie“ bezeichnet) wurde durch
Transmissionselektronenmikroskopie in vielen biologischen und einigen synthetischen Apatiten
gefunden [Aob98, Bod98, 1ij96, Nel86].
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OCP selbst wurde nicht bei GefaBverkalkungen nachgewiesen, aber als Vorstufe zum
biologischen Apatit bei der Verkalkung von natirlichen und kiinstlichen Herzklappen postuliert
[Nan20, Tom94].

B-TCP

B-TCP (B-Tricalciumphosphat) ist ein Calciumorthophosphat mit der stdéchiometrischen
Zusammensetzung Cas(PO,),. Es kann nicht aus wassriger Losung gefallt, sondern nur durch
Calcinieren oberhalb 800°C hergestellt werden (z.B. aus calciumdefizientem Hydroxylapatit,
siehe Rktgl. 2.7):

Cag(HPO,)(PO,)sOH == 3Ca,(PO,), + H,0 (2.7)

Oberhalb von 1125°C wandelt es sich in die Hochtemperaturphase a-TCP um. Da B-TCP die
stabilere Phase bei Raumtemperatur ist, hat es eine geringere Loslichkeit als o-TCP (Tabelle
2.3). Reines B-TCP kommt als Biomaterial nicht vor. Lediglich die magnesiumhaltige Form (in
der Mineralogie als Whitlockit) mit der Formel B-(Ca,Mg);(PO,),) wurde in Zahnstein,
Blasensteinen, Speicheldrisensteinen, Kariesbildungen, arthritischem Knorpel und einigen
Verkalkungen im Weichgewebe gefunden [Hes99, LeG91, LeG94, LeG01, Kod88].

In der Biomedizin wird B-TCP in calciumphosphathaltigen Knochenzementen verwendet. Eine
Mischung von B-TCP mit Hydroxylapatit (= biphasisches Calciumphosphat) wird als Knochen-
ersatz verwendet [Lem92, Mir89a, Mir89b, Mir90, Mir91, Ohu96]. Weitere Verwendung findet
es als Dingemittel [Bec89a], Schleifmittel, in der Porzellan- und Emailleherstellung sowie als
Tierfutterzusatz [Win83].

FA

FA (Fluorapatit, Cas(PO4)sF) wird in der Regel als Ca;o(PO4)¢F, geschrieben, um anzuzeigen, dass
die Elementarzelle zwei Formeleinheiten enthilt, ist die harteste (5 nach der Mohs Harteskala),
stabilste und am geringsten |6sliche Verbindung unter allen Calciumorthophosphaten (Tabelle
2.3) [Dac97]. Aufgrund seiner Eigenschaften ist FA das einzige Calciumorthophosphat, das in
der Natur in groRen Ablagerungen vorkommt, die fiir eine kommerzielle Nutzung geeignet sind
[Ang00, Bec89b, McC73, Smi94]. Stochiometrisch reiner FA tritt nie in biologischen Systemen
auf. Offensichtlich ist ein Mangel an der erforderlichen Menge an toxischen Fluorid (die akute
toxische Dosis von Fluorid ist ~5mg/kg Korpergewicht) in lebenden Organismen der Haupt-
grund dieser Tatsache (Stochiometrisch reiner FA enthdlt 3.7Gew.-% Fluor). Haifischzahn-
Enameloid [Car06, Dac80, Dac81, Dac97, Dah99, Low89, Wei03] und einige Exoskelette von
Weichtieren [Lev04] sind Ausnahmen, weil sie erhebliche Mengen von FA enthalten. Unter
allen normalen Hartgeweben des Menschen ist die hochste Konzentration von Fluorid in den
Knochen und die niedrigste im Zahnschmelz vorhanden [Dri73, Fon05, Mor74, Vie05, Was04,
Wie05]. Aber auch in Knochen ist die Gesamtmenge an Fluorid nicht ausreichend, um FA zu
bilden.
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2.2.1 Hydroxylapatit

HA (Hydroxylapatit, Cas(PO4)sOH) wird in der Regel als Cajo(PO4)s(OH), geschrieben, um
anzuzeigen, dass die Elementarzelle zwei Formeleinheiten umfasst, ist nach Fluorapatit das am
geringsten l0sliche und somit die zweitstabilste Verbindung unter allen Calciumortho-
phosphaten (Tabelle 2.3) [Dac97]. Synthetischer HA tritt in zwei Kristallstrukturen, der
hexagonalen mit der Raumgruppe P63/m und der monoklinen Struktur mit Raumgruppe P24/b,
mit nur kleinen strukturellen Unterschieden auf [ElI73]. Die hexagonale Form (Abbildungen 2.5
bis 2.8) bildet sich in der Regel durch Fallung von HA aus Ubersattigten Losungen bei 25°C bis
100°C und die monokline Form bildet sich in erster Linie durch Erhitzen der hexagonalen Form
bei 850°C an Luft und anschlieRendes Abkiihlen auf Raumtemperatur [Mar04]. Eine genaue
Beschreibung der Kristallstruktur wurde erstmals 1964 durch Kay et al. veréffentlicht [Kay64,
Pos75, You67].

Abbildung 2.5a: Kristallstruktur von Hydroxylapatit (Cal),(Ca2),(PO,)/(OH), in der hexagonalen
Form, (Abbildung entnommen aus [Val01]).

¢=0,6875 nm
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Abbildung 2.5b: Elementarzellen-Darstellung der Kristallstruktur von Hydroxylapatit in der hexa-
gonalen Form (Abbildung entnommen aus [Gom08]).

Einen Eindruck der Anordnung der lonen im Apatitgitter ist in den Abbildungen 2.6 bis 2.8
gegeben. Parallel zur Ansicht ist die kristallographische c-Achse angeordnet. Eine Elementar-
zelle enthalt zwei Formeleinheiten und hat die Gitterparameter a = 9.424A und c = 6.879A.
Wesentliches Strukturelement des Apatitgitters ist die 6-zahlige Schraubenachse (63) in
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Richtung der c-Achse, auf welcher die OH -lonen positioniert sind. Jedes OH -lon ist von einer
trigonal-planaren Anordnung von Calcium-lonen umgeben.

119%

T 1%

1%

+ s

VAN () oxveen
' o (1) (%) CALCIUM, Ca(t)

(O PHosPHORUS

Abbildung 2.6: (a, b) Anordnung der lonen im Kristallgitter von Hydroxylapatit in der hexagonalen Form.
Die kristallographische c-Achse ist parallel zur Ansicht angeordnet (Abbildung entnommen aus [EII02]).

Diese trigonalen Ebenen der Calcium-lonen sind in Richtung der c-Achse jeweils um 60°
zueinander verdreht. Bei Aufsicht in c-Achsenrichtung ergibt sich daher eine hexagonale

Orientierung der Calcium-lonen um die OH -lonen. Weiterhin ist diese Calcium-Position von 6
weiteren Calcium-lonen umgeben. Aufgrund der unterschiedlichen kristallographischen

Umgebung werden die ,kanalbildenden” Ca*"-lonen als Ca-Typ-1-Positionen und die hexa-

gonalen Calcium-Umgebungs-lonen als Ca-Typ-2-Positionen bezeichnet. OH -lonen ragen um
0.3A aus dem Schwerpunkt der trigonalen Ebenen der Typ-1-Calcium-lonen heraus. Die Stelle,

III

in der die OH -lonen positioniert sind, wird oft auch als ,lonenkanal” bezeichnet. Im Fall einer

Vollbesetzung dieser Position waren benachbarte Sauerstoffatome nur um 0.6 A voneinander
entfernt. Die Position ist daher nur zu 50% besetzt und beide Orientierungen der OH -lonen
sind gleich haufig. In Abbildung 2.8 sind die moéglichen Orientierungen der OH -lonen innerhalb
eines lonenkanals dargestellt. Einen Beweis dafir, dass alle OH -lonen in die gleiche Richtung

orientiert sind, gibt es bisher noch nicht. Einfache Uberlegungen beziglich
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen benachbarten Hydroxid-lonen deuten darauf hin,

jedoch konnte dies bisher nicht aus Messergebnissen abgeleitet werden. Dagegen sind die OH -
lonen im monoklinen Hydroxylapatit geordnet arrangiert. Monokliner Hydroxylapatit lasst sich
meist nur unter Hochtemperaturbedingungen herstellen [Iko99a, 1ko99b], in wassriger Losung
konnte er bisher nur selten dargestellt werden [Gou09].
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Abbildung 2.7: Anordnung der lonen im Kristallgitter von Hydroxylapatit in der hexagonalen Form. Die
kristallographische c-Achse ist parallel zur Ansicht angeordnet (Abbildung entnommen aus [EII02]).
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Abbildung 2.8: Mégliche Orientierungen der OH -lonen innerhalb der Kandle, die durch die Ca* -lonen
gebildet werden. Zur Verdeutlichung ist eine trigonale Ebene eingezeichnet, die von jeweils drei Calcium-
lonen aufgespannt wird. A: geordnete Idealstruktur, B: Fehlordnung ohne Liicke, C: Fehlordnung infolge
eines Schottky-Defekts (Abbildung entnommen aus [Bus98]).

Stochiometrisch reiner Hydroxylapatit kommt nicht in biologischen Systemen vor. Da der
,biologische Apatit” in Knochen oder Zahnen dem Hydroxylapatit (Tabelle 2.4) recht nahe
kommt, wird Hydroxylapatit hdufig als biologisch aktive Beschichtung auf chirurgischen und
zahnmedizinischen Implantaten (z.B. Hiftendoprothese, Zahnimplantate) eingesetzt [Hen98,
Suc98]. Ein Calciumphosphatzement auf Hydroxylapatit-Basis wurde vorgeschlagen [Ots93].
Wegen seiner Ahnlichkeit mit dem Knochenmineral wird Hydroxylapatit auch als stationire
Phase in der Flissigchromatographie zur Trennung von Proteinen und anderen Biomolekiilen
eingesetzt [Fre99, Fou99, Mir99, She0, Wis00, Yin01]. Hydroxylapatite gelten seit Jahren als
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wichtige Komponente fiir die Knochenregeneration. Bei den bisher angewandten HA-
Materialien handelt es sich jedoch in den meisten Fallen um Keramiken [Har08]. Aus
Herstellungsprozessen mit hohen Temperaturen gehen gesinterte Materialien hervor, die tiber
eine geringe innere Oberflache verfligen und von den Osteoklasten nur sehr schwer oder gar
nicht abgebaut werden kénnen [Har08].

In Abbildung 2.9 ist die Rontgenbeugungskurve von gesintertem, stochiometrischem HA mit
hexagonaler Kristallstruktur dargestellt [Mar04].
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Abbildung 2.9: Réontgenbeugungskurve von stéchiometrischem HA mit hexagonaler Kristallstruktur. Die
schmale Integralbreite der Reflexe deutet auf gesintertes HA hin (Definition der Integralbreite siehe Kap.
3.1). Die den Reflexen zugeordneten Netzebenenabsténde sind mit den zugehdérigen Millerschen Indizes
(hkl) gekennzeichnet (Abbildung in Anlehnung an [Mar04]).

Seit Beginn der 90iger Jahre hat nanodimensionierter HA (10nm bis 100nm) viel Aufmerk-
samkeit wegen seiner (berlegen funktionalen Eigenschaften gegeniiber dem mikro-
dimensionierten Pendant erhalten. Ungesinterten HA mit knochenapatitahnlicher Struktur und
Morphologie fir Knochenaufbaumaterialien einzusetzen, verspricht eine Verbesserung des
Knochenaufbaus. Vor allem Oberflachenreaktivitdit und Nanostruktur sind bestimmende
Eigenschaften fir die Gewebe-Material-Interaktion nach der Implantation. In den vergangenen
Jahren wurden der Herstellung von nanokristallinem HA und seiner Komposite erhebliche
Forschungsanstrengungen gewidmet, um nanoskalige Strukturen mit physikalischen,
mechanischen, chemischen und biologischen Eigenschaften zu erhalten, die gegeniber
mikrokristallinem HA besser, und zur gleichen Zeit, der Struktur von natirlichen Knochen-
mineral dhnlich sind. Es wurde gezeigt, dass nanokristalliner HA, im Vergleich zu herkdmm-
lichem mikrokristallinem HA, die Adhdsion der Osteoblasten, die Differenzierung, Proliferation,
Osteointegration und die Ablagerung von calciumhaltigen Mineralien auf seiner Oberflache
fordert, was zu verstarkter Bildung von neuem Knochengewebe innerhalb eines kurzen
Zeitraums fihrt [Mur05, Web00].

CDHA (calciumdefizienter Hydroxylapatit) ist leicht durch Fallung herstellbar. Man gibt calcium-
und phosphathaltige Lésungen simultan in kochendes Wasser und ldsst die Suspension fir
einige Stunden kochen. Hierbei wandelt sich das zunachst gefallte OCP oder ACP (je nach pH-
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Wert der Losung) in CDHA um. Beim Erhitzen auf mehr als 700°C wandelt sich der gefdllte CDHA
in B-TCP (mol. Ca/P-Verhaltnis 1.5) oder eine Mischung aus B-TCP und HA (mol. Ca/P-Verhaltnis
>1.5und<1.67) um, je nach Stochiometrie des Niederschlags. Die Mischung aus B-TCP und HA
wird als biphasisches Calciumphosphat (BCP) bezeichnet [Ala01, Bou96, Dac89, Dac92, Dac9s,
Dac99, Wan98]. Durch den Einbau von Fremdionen entstehen nichtstochiometrische Apatite.
Schematisch werden mégliche Substitutionen in Abbildung 2.10 dargestellt. Bedingt durch den
nichtstéchiometrischen Charakter enthalt CDHA stets einen kleinen Anteil an Fremdionen (z.B.

Na+, cl), je nach den bei der Fallung anwesenden Fremdionen. Eine direkte Struktur-
bestimmung von CDHA ist daher schwierig und die angegebenen Elementarzellenparameter

variieren.
Apatit /Melo(xle)ﬁ(y)z\‘
Stochiometrischer HA Ca? PO,* OH
Mdogliche Substitutionen Srz+, Ph?*, HPO,%, CO,>, | F,CI,Br,
Cd?*, Mn2*, $0,%, Si0,* .. C0,%,0,% ...
1 Na*, La¥, Leerstelle o
Mg K,
Nichtstochiometrische Fe2* ...
Apatite Leerstelle o
Abbildung 2.10: GrofSe Variabilitit der chemischen Zusammensetzung von Apatiten.

In erster Naherung kann CDHA als Hydroxylapatit mit Gitterstorungen durch Leer-, Fehlstellen
und Fremdionen beschrieben werden [Bro99]. Entsprechend der chemischen Formel von CDHA
(Tabelle 2.3) werden Leerstellen auf Calcium-Positionen (hauptsachlich Ca(2) [Jea94, Mor89])
und Hydroxid-Positionen angenommen. Uber die Baufehler im Phosphat-Teilgitter ist bekannt,
dass Phosphat teilweise protoniert und teilweise durch Carbonat substituiert ist.
Unsubstituierter CDHA (d. h. nur aus den lonen Ca2+, PO43_, HPO42_ und OH bestehend) kommt
in biologischen Systemen nicht vor. In allen Fallen sind Fremdionen in unterschiedlichem
Ausmal vorhanden: Na+, K+, Mg2+ und Sr’" fur Calcium; CO32_ fiir Phosphat; CI_, F und CO32_ fur
Hydroxid sowie der Einbau von Kristallwasser. Dies flihrt zum ,biologischen Apatit” (wird
gelegentlich auch als ,Bioapatit” bezeichnet [Dan05, Men03, Pas05]) oder ,Dahllit“, der
Mineralphase in Hartgeweben und pathologischen Verkalkungen [LeG91, LeG94]. Aus diesem
Grund ist CDHA ein vielversprechendes Material fir synthetische Knochenersatzstoffe.
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2.2.2 Mineralischer Hauptbestandteil des Knochens

Knochen bildet gemeinsam mit Knorpelgewebe den Stitzapparat des Koérpers. Es ist ein
differenziertes Gewebe, welches sich durch Harte (Druckfestigkeit) und maRige Elastizitat
auszeichnet. Die komplexe Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix bedingt diese
Eigenschaften, wobei die Harte durch den hohen Gehalt an carbonathaltigen Apatitkristalliten
und die Elastizitat durch trajektoriell ausgerichtete, dichte Kollagenfibrillen geschaffen wird
[Dre08]. Die wasserfreie Matrix besteht zu ca. 70% aus anorganischen und zu 30% aus
organischen Substanzen. Der Wassergehalt der mineralisierten Knochenmatrix liegt zwischen
10% und 20% [Cur02]. Die Struktur von Knochen kann durch einen hierarchischen Aufbau auf
unterschiedlichen Langenskalen erklart und in bis zu sieben Organisationseinheiten unterteilt
werden (Abbildung 2.11) [Ber07, Pas08, Rho98, Wei98].
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Abbildung 2.11: Diagrammschema der hierarchischen Struktur von Knochen (Abbildung entnom-
men aus [Pas08]).

Im Mikrobereich ist Knochen aus kleinen Bauelementen zusammengesetzt, den mineralisierten
Kollagenfasern (Fibrillen) von etwa 80nm bis 100nm Durchmesser und einigen 10 um Lange.
Diese bestehen aus biologischem Apatit (BA) und Kollagenmolekiilen vom Typ |. Letztere lagern
sich zu Tripelhelices zusammen. Die Apatitkristallite im Knochen sind plattchenférmig gestreckt
(entlang der kristallographischen c-Achse im Kristallit), ca. 2nm bis 4 nm dinn (Tabelle 2.4) und
parallel in die Kollagenfibrillen eingebaut [Wei98].
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Tabelle 2.4:  Zusammensetzung und Strukturparameter von humanem Knochen und HA [l rporo2).

Knochen Hydroxylapatit (HA)
Calcium [Gew.-% ] 34.8 39.6
Phosphor (als P) [Gew.-% | 15.2 18.5
Ca:P (molares Verhiiltnis)™ 1.71 1.67
Natrium [Gew.-% |I*) 0.9 =
Magnesium [Gew.-%]!*) 0.72 =
Kalium [Gew.-% |"] 0.03 -
Carbonat (als CO) [Gew.-%]* 7.4 =
Fluorid [Gew.-% ]! 0.03 -
Chlorid [Gew.-% ™) 0.13 -
Pyrophosphat (als P,O;') [Gew.-% ]! 0.07 -
Anorganischer Anteil [Gew.-% | 65 100
Organischer Anteil [Gew.-% ]! 25
Wasser [Gew.-% |I°! 10 -
a-Achse [A]) 9.41 9.43
c-Achse [A]4 6.89 6.89
Kristallinitdtsindex (HA = 100) 33-37 100
Typische KristallgroBe [nm| 50-25-4 200-600
Calcinierungsprodukt (8300°C) HA + CaO HA
Elastizititsmodul [GPa] 03-138 10
Druckfestigkeit [MPa] 150 100

[a] Wegen der betréichtlichen Streuung in biologischen Proben sind typische Werte angegeben.
[b] Calcinierte Proben. [c] Nichtcalcinierte Proben. [d] Gitterparameter +0.003 A.

Kristallite von biologischem Apatit in humanem Knochen weisen eine geringere KristallgroRe als
die von gesintertem, stochiometrischem HA auf und sind aufgrund ihrer héheren Loslichkeit fir
den Stoffwechsel und flir den Austausch mit den Korperflissigkeiten leichter verfligbar.
Biologischer Apatit im humanen Knochen ist in erster Naherung ein nichtstéchiometrischer,
carbonierter, calciumdefizienter Hydroxylapatit und lasst sich am besten durch die Summen-

formel (Ca,Z),4(PO,,Y)s(OH,X), beschreiben, wobei Z=Na+, Mg2+, K+, Sr+, USw., Y=C032_, HPO42_

und X=Cl, F, CO32_ ist (Abbildung 2.10). Er kann Carbonat (2 Gew.-% bis 8 Gew.-%) und auch
Natrium, Magnesium, Kalium, Chlor und Fluor speichern, indem diese lonen im Austausch
gegen Calcium und Phosphat in das Kristallgitter aufgenommen werden. Die Unterschiede in
der chemischen Zusammensetzung und Kristallstruktur zwischen dem synthetisch herge-
stelltem, stéchiometrischem Hydroxylapatit und biologischem Apatit bedingen deren unter-
schiedliche Eigenschaften (Tabelle 2.4).
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Im Rahmen der Promotionsarbeit wurden eigene Untersuchungen zur Struktur von humanem
Femurknochen (trabekuldrer Oberschenkelknochen) mit Rontgenbeugung, Elektronen-
mikroskopie und FTIR-Spektroskopie durchgefiihrt. In Abbildung 2.12a ist das Pulverdiffrakto-
gramm von humanem Femurknochen und gesintertem HA dargestellt. In der Rontgen-
beugungskurve von humanem Femurknochen zeigt sich eine VergroRerung der Integralbreite
der Reflexe gegentiiber der der Reflexe von gesintertem HA.

a —— Knochen, human
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Abbildung 2.12: (a) Pulverdiffraktogramm von humanem Femurknochen (schwarz) und gesintertem HA
(rot). Zur Phasenbestimmung sind einige dyy mit zugeordneten Miller-Indizes von stéchiometrischem HA
angegeben, die aus dem A.S.T.M. card file No. 9-432 entnommen wurden. (b) TEM-Aufnahme von
Bioapatitkristalliten, die aus humanem Femurknochen isoliert wurden, zeigt pléttchenférmige Kristallite.

Aus humanem Femurknochen isolierte Bioapatitkristallite wurden mit Transmissions-
elektronenmikropie (TEM) untersucht. Die TEM-Aufnahme in Abbildung 2.12b zeigt, dass diese
als Plattchen vorliegen und etwa eine Ausdehnung von 40 nm bis 100nm in der Lange, 20nm
bis 40nm in der Breite und 4 nm bis 7nm in der Dicke haben.

Weiner et al. hatten den mineralischen Anteil vom Knochen sechs verschiedener Wirbeltiere
mit TEM untersucht [Wei86]. Es hat sich gezeigt, dass die Bioapatitkristallite im Knochen
verschiedener Wirbeltiere plattchenformig waren und eine &ahnliche GroRe hatten. Die
Verteilung der Kristallitlangen und -breiten war in allen sechs Knochenproben dhnlich und die
meisten Kristallite hatten maximale Langen zwischen 30nm und 45nm und maximale Breiten
zwischen 15nm und 30nm. Nur Wal-Ohrknochen und humaner Femurknochen wiesen einen
relativ groRen Anteil von Kristalliten mit Langen und Breiten von mehr als 45 nm bzw. 30nm

auf.

Humaner Femurknochen wurde mit FTIR-Spektroskopie untersucht. Abbildung 2.13a zeigt
dessen FTIR-Spektrum in der Ubersicht und Abbildung 2.13b im Wellenzahlbereich von

1800cm ! bis 525cm ™.
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a —— Femurknochen, human b —— Femurknochen, human
Luftfeuchtigkeit v,v,PO* v,PO3

> S
g [ g Amid 1,11, 11l l \\
o sorbiertes (0 2. i

'1% Amid A, B Wasser ::,; u3C03 l v2C032 l

et c asfasCHz UZHP042'

a (o]

+— +

£ £

f

Amid IV - VIl

T L] T I T L] T ' T L] T I Ll T Ll I L] T L] I L] L] T l L]

3500 3000 2500 2000 1500 1000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
WE_'IIF_'nzahI/t:m'1 Wellenzahl/cmrl

Abbildung 2.13: FTIR-Spektrum von humanem Femurknochen im Wellenzahlbereich von (a)

3990cm™ bis 525¢cm™ und (b) von 1800cm™ bis 525 cm™ . Gemessen wurde mit der ATR-Methode.

Tabelle 2.5 fasst die IR-Daten und jeweiligen Bandenzuordnungen der einzelnen Schwingungs-
banden von humanem Femurknochen zusammen. Die Zuordnung erfolgte ausgehend von

bekannten Literaturdaten.

Tabelle 2.5:  IR-Daten und Zuordnungen fiir humanen Femurknochen.
Wellenzahl/cm™ Zuordnung Referenz
525-750 Amid IV-VII [Cha02, Figl2, Gar10, Roe94]
560 (s); 574 (s, sh); 601 (s, shp) v,PO,* [Fur01, Pal08, Pra06, Sam07]
870 (m) B-Typ v,CO./ HPOZ [Laf08, Li05, Yan08]/

[Heu77, Ray02, Sam07]

962 (m) v,PO,* [Fur01, Pal08, Pra06, Sam07]
1023 (vs); 1089 (s) v,PO,* [Fur01, Pal08, Pra06, Sam07]
1240 (w) Amid Il [Cha02, Figl2, Gar10]
1424 (m); 1448 (m) B-Typ v5C0O,%/ 6/.sCH, [Laf08, Li05, Yan08]/[Fig12]
1548 (m); 1634 (s) Amid I, Amid | [Cha02, Figl2, Gar10]
1595 (vw); 3800-3500 (vw, br) Luftfeuchtigkeit [Ber67, Jor71]
1640 (w); 3400 (w, br) Adsorbiertes Wasser [Kan05, Pal08]
2359 (w, shp) co, [Suc04]
2850 (w) vsCH, [Figl2, Yan08]
2930 (w) V,sCH, [Figl2]
3072 (vw) AmidB [Cha02, Figl2, Garl0, Lee99]
3278 (w) AmidA [Cha02, Figl12, Gar10, Lee99]
3572 (vw) v.,OH [Big07, Mob07, Pra06, Ray02]

Es wurden folgende Abkiirzungen fiir die Bandenzuordnungen verwendet: vs:sehr stark; s:stark;
m: mittelstark; w:schwach; vw:sehr schwach; br:breit; shp:scharf; sh:Schulter; v:Valenzschwingung;
6: Deformationsschwingung.
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Kapitel 3

Experimentelle Methoden

3.1 Rontgenpulverdiffraktometrie

Rontgenbeugungsmessungen an pulverférmigen Materialen erfolgten zum einen an einem
Pulverdiffraktometer Stadi P (STOE & Cie, Darmstadt, Deutschland) mit parafokussierender
Transmissionsgeometrie (Debye-Scherrer-Geometrie) an Luft. Die Pulver wurden hierbei in
Probenhalter zwischen Hostaphanfolien gebracht. In 2Theta:Omega-Einstellung wurde mit Cu-
Ka,-Strahlung (A=0.15406 nm) gemessen. Zur Monochromatisierung dieser Rontgenstrahlung
wurde ein gebogener Ge(111)-Monochromator verwendet. Die gestreute Rontgenstrahlung
wurde mit einem geradlinigem, ortsempfindlichem Zahldraht-Detektor (linear PSD) registriert.
Kapillar- und Reflexionsmessungen erfolgten zum anderen an einem Diffraktometer-System
XRD 3000 (Rich. Seifert & Co GmbH & Co KG Rontgenwerk, Ahrensburg, Deutschland) in Bragg-
Brentano Anordnung und die gestreute Rontgenstrahlung wurde mit einem gekrimmtem,
ortsempfindlichem Detektor (INEL Inc, Stratham, NH) bzw. seit Ende 2011 mit einem
ortsempfindlichem Detektor (OED) des Herstellers BRAUN registriert. Rontgenbeugungs-
messungen in Bragg-Reflexion wurden an flach auf kreisformige Plastikscheiben-Probehalter
gepresste Pulver mit Cu-K-Strahlung durchgefiihrt. Die Kapillar-Messungen erfolgten zur
Verringerung der Streuung der Rontgenstrahlung an Teilchen der Luft bei Unterdruck. Mit
feinkérnigem Silicium wurden die Messungen standardmaRig kalibriert.

Das Maximum der Intensitat |h.x eines Beugungspeaks wird bei einem Beugungswinkel 6
erreicht. Dieser Winkel wird auch als Glanzwinkel bezeichnet. Approximiert man einen
Untergrundverlauf, dann ist die Nettointensitdatshohe |y die Differenz lnax—luo. Aus der Flache
eines Beugungspeaks kann ein flichengleiches Rechteck mit der Hohe der Nettointensitat Iy
gebildet werden. Die Breite dieses Rechteckes ist die Integralbreite IB [Spi09].

3.2 Rasterelektronenmikroskopie & Energiedispersive
Rongtenspektroskopie

Durch rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen wurde die Morphologie der zu
untersuchenden Materialien mit einem Rasterelektronenmikroskop DSM960 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) und einem hochauflésenden Feldemissionsraster-
elektronenmikroskop SUPRA25 (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) untersucht. Durch das
mit einem EDX-System von SAMx (Saint Laurent du Var, Frankreich) ausgestattete DSM 960
Rasterelektronenmikroskop konnte die chemische Zusammensetzung der zu untersuchenden
Materialoberflache analysiert werden. Der Elektronenstrahl wurde verwendet, um die Emission
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von Rontgenstrahlen aus der Probe zu erreichen, die charakteristisch fiir die enthaltenen
Elemente sind. Diese charakteristische Rontgenstrahlung wurde mit einem Si(Li)-Kristall-
Detektor (NORAN Instruments Inc, Middleton, USA) registriert. In Verbindung mit einem SAMx
NumeriX , digital pulse processor” konnte so neben einem hohen Durchsatz eine akzeptable
Auflosung erhalten werden. Die digitale Bildaufnahme und Bildbearbeitung wurde mithilfe
einer Hard- und Softwarel6ésung DISS5 (point electronic GmbH, Halle, Deutschland) realisiert.
Die externe DISS5 Elektronik erzeugte die X-und Y-Ablenkspannungen, digitalisierte die
analogen Bildsignale (SE, BSE) und/oder zahlte die Impulse des EDX-Systems zur Erzeugung von
Elementverteilungsbildern (Mappings) oder Konzentrationsprofilen (Linescans). Mithilfe der
SAMx-Software IdFix wurden EDX-Spektren erfasst, dargestellt und ausgewertet. Im
Allgemeinen wurde bei REM und EDX, wenn nicht anders angegeben, mit einer
Beschleunigungsspannung von 10kV gearbeitet. Soweit es fir die Aufnahme von REM-Bildern
und/oder der Untersuchung mit EDX erforderlich war, wurden die Materialien mit einem ca.
3nm dinnen Metallfilm aus Gold (Au) und Palladium (Pd) in einem SC7620 Mini Sputter Coater
(Quorum Technologies Ltd, Newhaven, England) bedampft.

33 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Struktur der zu untersuchenden Materialien wurde im Nanometerbereich mit einem
Transmissionselektronenmikroskop EM912 (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bzw. einem
hochauflésenden  Feldemissionstransmissionselektronenmikroskop  JEM-AMR200F  (JEOL
(Germany) GmbH, Eching, Deutschland) untersucht. Beide Gerdte sind mit einem Scan-
Generator ausgestattet. Damit konnten Bilder im konventionellem TEM- und im STEM-Modus
aufgenommen werden. Die TEM-Bilder wurden von einer CCD-Kamera mit einer BildgrofRe von
2000 Pixelx 2000 Pixel aufgenommen. Fir Bildaufnahmen im STEM-Modus standen ein Detektor
fiir Sekundarelektronen (SE, nur beim EM912) sowie ein Hellfeld (BF)- und ein Dunkelfeld (DF)-
Detektor zur Verfligung. Die digitale Bildaufnahme, Bildbearbeitung und Analyse wurde mittels
der Software iTEM (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Miinster, Deutschland) realisiert.

Fir die Untersuchung der Fallungsprodukte wurde ein Tropfen der aufgeschlammten,
alkoholischen Suspension auf ein Kupfernetzchen gegeben und einer Trocknung an Luft
unterzogen. Das Kupfernetzchen war einseitig mit einem Kohlenstoff-Lochfilm belegt.

Flr die Untersuchung sprihgetrockneter Pulver wurden diese zunachst in Araldit® eingebettet.
Von den ausgehédrteten Kunststoffblocken wurden an einem Ultramikrotom Leica EM UC6
(Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit einem Diamantmesser ultradiinne Schnitte
(typischerweise 40nm bis 80nm) angefertigt. Diese wurden auf mit Kohlenstoff-Lochfilm
belegte Kupfernetzchen gegeben. Wenn es fiir die Unterscheidung zwischen Einbettmaterial
und Probe auf TEM- und STEM-Aufnahmen erforderlich war, konnte das Einbettmaterial durch
geeignetes Erhitzen im Ofen graduell entfernt werden.
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34 Infrarotspektroskopie

FT-IR-(Fourier-Transformations-Infrarot) Spektroskopie wurde mit einem Nicolet 380 FT-IR-
Spektrometer (Thermo Electron) mit einer Smart Orbit ATR-Einheit durchgefiihrt. ATR
(abgeschwachte Totalreflexion) ist eine IR-Probentechnik (siehe Anhang A.1). Die Spektren-
aufzeichnung der ATR-Messungen erfolgte zwischen 4000cm™ und 500cm™ (MIR) bei Raum-
temperatur. Es wurden jeweils 32 Scans bei einer Auflésung von 4cm™ und in einer Messzeit
von 40s durchgefiihrt. Vor jeder Messung erfolgte die Aufnahme eines Referenzspektrums der
Atmosphare, das nachtraglich von den zu messenden Spektren der Proben abgezogen wurde.

3.5 Quecksilberporosimetrie & Gasadsorption

Die Porositat der zu untersuchenden Materialien wurde durch Quecksilberporosimetrie und
Gasadsorption untersucht. Quecksilberporosimetrie diente der Bestimmung von Porengrofien-
verteilungen im Bereich von 4nm und 200 um. Diese Methode basiert auf der Tatsache, dass
eine nichtbenetzende Flissigkeit nur dann in eine Pore eindringen kann, wenn ein dullerer
hydrostatischer Druck angewandt wird. Quecksilber wurde hierbei mit Druck in die Poren der
Probe gepresst. Die Messungen der Quecksilberintrusion wurden mit einer Kombination aus
Niedrigdruck- und Hochdruck-Porosimeter PASCAL 140/440 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Milan, Italien) durchgefiihrt. Das kumulative Porenvolumen bei einem bestimmten Druck stellt
das Gesamtvolumen von Quecksilber dar, das durch die Proben bei diesem Druck
aufgenommen wurde. Der mittlere Porendurchmesser wurde durch die Anwendung der
Washburn-Gleichung und einem zylindrischem Porenmodell berechnet.

Mit Gasadsorption lassen sich PorengréRenverteilungen mit Porendurchmessern bis in den
Mikroporenbereich (<2nm) bestimmen. Die Messungen der Stickstoffsorption wurden mit
einem Gasadsorptions-Porosimeter Sorptomatic 1990 (Thermo Fisher Scientific Inc., Milan,
Italien) durchgefiihrt. Alle Materialien wurden mindestens 24 Stunden bei 10° mbar und 20°C
vor der Messung entgast. Isothermen fiir Adsorption und Desorption wurden (iber einen
relativen Druckbereich (p/po) von 0 bis 1.0 gemessen. Die Messungen der Stickstoffadsorption
wurden auf Grundlage der Brunauer-Emmett-Teller-Theorie (BET-Theorie) ausgewertet. Die
spezifischen Oberflaichen wurden aus dem linearen Teil der BET-Gleichung in einem relativen
Druckbereich der Adsorptionsisothermen zwischen 0.05 und 0.25 ermittelt. Bei der Auswertung
wird entsprechend den IUPAC Empfehlungen bei -196°C ein Flichenbedarf von 0.162 nm? pro
adsorbiertem Stickstoffmolekiil angenommen [Sin85]. Das Gesamtporenvolumen wurde durch
die bei dem relativen Druck p/po=0.99 adsorbierte Gasmenge unter der Annahme abgeschatzt,
dass die Poren vollstandig mit dem kondensiertem Adsorptiv gefiillt wurden.
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3.6 Histologische & Histomorphometrische Untersuchungen

Die Gewebeproben aus den Tierversuchen wurden in phosphatgepufferten 4 %igem Formalin
(Grimm Med. Logistic GmbH) 2 Tage fixiert und danach in 20 %iger EDTA-L6sung (pH 7.2 bis 7.4)
Uber einen Zeitraum von 2Wochen entmineralisiert. Die so behandelten Gewebeproben
wurden Uber eine aufsteigende Alkoholreihe mit abschlieBender Durchtrankung mit Xylol
dehydriert und in Paraffin (Paraplast, Roth) eingebettet. Von den in Paraffin eingebetteten
Gewebebldcken wurden in Langsrichtung 3 um diinne Schnitte gefertigt. Die Schnitte, die vom
mittleren Teil der Gewebeblécke stammen, wurden mit Hamatoxylin-Eosin (HE) fiir die
routinemaRige histologische Analyse gefarbt. Durch ein Lichtmikroskop Axioskop 40 (Carl Zeiss,
Gottingen, Deutschland), ausgestattet mit einer Kamera AxioCamMRc5, wurden Bilder mit
einer Grofle von 2584 Pixelx1936 Pixel von HE-gefdarbten histologischen Schnitten zusammen
mithilfe der Software AxioVision (AxioVision 40 Version 4.8, Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
erstellt.

Histomorphometrie wurde an lichtmikroskopischen Mikroaufnahmen von HE-gefarbten
Schnitten durch planimetrische Analyse mithilfe derselben Software durchgefiihrt. Die
lichtmikroskopischen Aufnahmen der urspringlichen Defektregionen wurden mit Adobe
Photoshop® bearbeitet. Neu gebildeter Knochen wurde in diesen Aufnahmen markiert und
durch die Software Analysis (Minster, Deutschland) analysiert. Die Bestimmung der
Knochenneubildungsrate sowie der Anteil degradierter Mikropartikel tber den Versuchs-
zeitraum erfolgten histomorphometrisch, wobei eine Untergliederung in Kortikalis und
Markraum vorgenommen wurde.
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Kapitel 4

Charakterisierung kommerziell erhaltlicher
Hydroxylapatit-Materialien

Das Interesse lag zunachst in der Suche nach kommerziell erhdltlichen HA-Materialien mit
Kritalliten bestimmter Morphologie, einheitlicher Gré8e und in ausreichender Menge, um
bereits existierendes Biomaterial zu verbessern. Die biologische Funktionalitdit von HA-
Materialien wird durch ihre Struktur determiniert. Natirliche Knochenapatitkristallite haben
eine hohe biologische Funktionalitat, die durch ihre Nanostruktur begriindet ist. Daher wurde
zundchst die Struktur kommerziell erhaltlicher HA-Materialien untersucht und diese dann mit
der von Knochenmineral verglichen.

4.1 Phasenreine Hydroxylapatit-Materialien

4.1.1 Synthetisch hergestellte Materialien

Synthetische HA-Materialien wurden in nanokristalline Pulver bzw. das Knochenersatzmaterial
Ostim® eingeteilt. Bislang ist HA, in groRerer Menge als nanokristallines Pulver, nur bei einer
kleinen Auswahl von Anbietern, wie z.B. Fluka oder Merck, kommerziell verfligbar. Die Struktur
der HA-Pulver von Fluka und Merck wurde durch Rontgenbeugung, Elektronenmikroskopie und
EDX untersucht und mit der Struktur von humanem Knochenapatit in Kapitel 4.1.1.1 verglichen.
Mit der gleichen Herangehensweise wurde das aus phasenreinem HA bestehende Biomaterial
Ostim® in Kapitel 4.1.1.2 charakterisiert.

41.1.1 Nanokristalline Pulver

Die Ergebnisse der rontgendiffraktometrischen Untersuchung sind in Abbildung 4.1a
dargestellt. Es zeigt sich, dass nur das HA-Pulver von Merck phasenrein ist. Das HA-Pulver von
Fluka enthalt als merkliche Verunreinigung das leichter |6sliche Dicalciumphosphat-Anhydrat
(DCPA), das auch als Mineral Monetit bekannt ist. Das Pulverdiffraktogramm zeigt auch, dass
die Messkurven beider HA-Pulver, im Vergleich zur Messkurve von humanem Knochen, Reflexe
mit kleinerer Integralbreite haben. Ein EDX-Spektrum der Merck-Probe in Abbildung 4.1b lasst
erkennen, dass die auftretenden Signale und deren Intensitdten von Calcium, Phosphor, und
Sauerstoff darauf hindeuten, dass das synthetische Knochenersatzmaterial aus HA besteht.
Kohlenstoff und Magnesium treten als Verunreinigungen auf.
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Abbildung 4.1: (a) Réntgenbeugungskurven der HA-Pulver von Fluka (blau), Merck (rot) und humanem
Knochen (schwarz). Die Merck-Probe zeigt die Reflexe von HA. Die Fluka-Probe zeigt zusdtzlich die
Reflexe von DCPA. Die d,;y von DCPA wurden aus dem A.S.T.M. card file No. 9-80 entnommen. (b) EDX-
Spektrum der Merck-Probe.

Das von der Merck-Probe ermittelte atomare Ca/P-Verhiltnis von 1.70 zeigt eine leichte
Abweichung vom Wert 1.67 fir stochiometrischen HA, dass durch eine mogliche Substitution
mit Carbonat zu erkldaren ist. Die transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme in
Abbildung 4.2 demonstriert, dass kommerziell erworbenes HA-Pulver von Fluka durch Kristallite
unregelmaBiger Morphologie und GréRRe gekennzeichnet ist.

e g 2sonm | NI 8 0 1500m.
Abbildung 4.2: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der HA-Pulver von Fluka (a) und
Merck (b). Die Fluka-Probe enthdlt im Vergleich zur Merck-Probe Kristallite unregelmdgiger Form und
Gréfe. Neben Idnglichen, quaderférmigen Kristalliten (in ROI 1) sind gréf3er dimensionierte, blockférmige
Kristallite (in ROl 2) zu erkennen.

Die Fluka-Probe enthélt neben 75nm bis 115 nm langen, 20nm bis 40 nm breiten und 8 nm bis
17 nm dicken HA-Kristalliten, weitere, teils noch groBer dimensionierte, blockformige Kristallite.
Bei der Merck-Probe sind bis zu 80nm lange, bis zu 20nm breite und 6 nm bis 10nm dicke HA-
Kristallite festzustellen. Die aus den TEM-Aufnahmen ermittelte Dicke der Kristallite beider HA-
Pulver ist etwa zwei- bis viermal grofer, als die der Kristallite von humanem Knochen und ist im
Einklang mit den Aussagen der Rontgenbeugungsmessungen.
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4.1.1.2 Biomaterial Ostim®

Das synthetische Knochenersatzmaterial Ostim® (aap Biomaterials GmbH, Dieburg,
Deutschland) enthalt laut Herstellerangaben vollsynthetischen, nanokristallinen, phasenreinen
HA in einer wasserhaltigen Paste. Das Verhaltnis der Massenanteile von HA:H,O entspricht 3:2.
Es soll dabei in seiner chemischen Zusammensetzung und kristallinen Struktur der
Calciumphosphat-Komponente des natirlichen Knochens entsprechen. Die réntgendiffrakto-
metrische Untersuchung, dargestellt in Abbildung 4.3a, verdeutlicht zum einen, dass Ostim®
aus phasenreinem HA besteht, und zum anderen, dass die Messkurve des Biomaterials, im
Vergleich zur Messkurve von humanem Knochen, Reflexe mit kleinerer Integralbreite hat. Aus
der Zunahme der Intensitdt und der Abnahme der Integralbreite des (300)-Reflexes kann eine
Dickenzunahme der HA-Kristallite gefolgert werden, was auch durch die TEM Aufnahme in
Abbildung 4.3b belegt wird. Die Aufnahme wurde aus [Art06] entnommen und zeigt, dass
Ostim® aus nadelférmigen HA-Kristalliten besteht, die Agglomerate formen. Huber et al. geben
flr die mittlere KristallitgroRe 100 nmx20nmx3nm an [Hub06].

—— Knochen, human

—— Ostim®

rel. Intensitat/a.u.

Ostim® zeigt die Reflexe von HA. (b) TEM-Aufnahme von Ostim® (Bild entnommen aus [Art06]).

Allerdings sind in der TEM-Aufnahme nach eigener Uberpriifung 100nm bis 200nm lange,
20nm bis 40nm breite und 7nm bis 10nm dicke HA-Kristallite zu erkennen. Die aus der TEM-
Aufnahme ermittelte Dicke der HA-Kristallite ist etwa zwei- bis dreimal groRer, als die der
Kristallite von humanem Knochen und korreliert mit der Aussage der Rontgenbeugungs-
messung.
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4.1.2 Materialien biologischer Herkunft

41.2.1 Biomaterial Bio-Oss®

Beim xenogenen Knochenersatzmaterial Bio-Oss® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Schweiz)
handelt es sich um ein ungesintertes Biomaterial aus biologischem HA. Das Ausgangsmaterial
fir die Herstellung von Bio-Oss® ist boviner, spongioser Knochen. Die organischen Anteile
wurden laut Hersteller durch aufwandiges Reinigen mit stark alkalischer Loésung und
mehrstiindigem Behandeln bei hoher Temperatur entfernt. Die auRerordentliche Ahnlichkeit
zum menschlichen Knochen soll als Grund fiir die gute Knochenregeneration des Biomaterials
gelten. Das Pulverdiffraktogramm in Abbildung 4.4a zeigt einerseits, dass das Biomaterial aus

—— Knochen, human

—— Bio-0ss®

rel. Intensitat/a.u.

Abbildung 4.4: (a) XRD-Kurve von Bio-Oss® (rot) und humanem Knochen (schwarz). Die Messkurve von
Bio-Oss® zeigt die Reflexe von HA. (b) TEM-Aufnahme von Bio-Oss®.

phasenreinem HA besteht und andererseits, dass die Messkurve des Biomaterials, im Vergleich
zur Messkurve von humanem Knochen, Reflexe mit kleinerer Integralbreite hat. Aus der
Zunahme der Intensitdt und der Abnahme der Integralbreite des (300)-Reflexes kann eine
Zunahme der Dicke der HA-Kristallite gefolgert werden, was auch durch die TEM-Aufnahme in
Abbildung 4.4b dokumentiert wird.

Wie die TEM-Aufnahme zeigt, sind 30nm bis 70nm lange, 15nm bis 20nm breite und 6 nm bis
10nm dicke HA-Kristallite erkennbar. Die ermittelte Dicke der HA-Kristallite ist etwa zwei- bis
dreimal groRer, als die der Kristallite von humanem Knochen und deckt sich mit der Aussage
der Rontgenbeugungsmessung.

41.2.2 Biomaterial Cerabone®

Beim xenogenen Knochenersatzmaterial Cerabone® (aap Biomaterials GmbH, Dieburg,
Deutschland) handelt es sich um ein gesintertes Biomaterial aus biologischem HA. Das
Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von Cerabone® ist boviner, spongitser Knochen. Infolge
einer Hochtemperaturbehandlung ist im fertigen Produkt kein Resteiweild vorhanden. Das
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Pulverdiffraktogramm der Biokeramik in Abbildung 4.5a zeigt zum einen, dass diese aus
phasenreinem HA besteht, und zum anderen Reflexe mit einer kleinen Integralbreite, bedingt
durch die groRen Kristallite, die im Bereich von einigen Mikrometern liegen, was auch durch die
REM-Aufnahme in Abbildung 4.5b dokumentiert wird. Die Messkurve der Biokeramik hat, im
Vergleich zur Messkurve von humanem Knochen, Reflexe mit kleinerer Integralbreite. Aus der
Zunahme der Intensitat und der relativ starken Abnahme der Integralbreite des (210)-, (300)-,
(310)-Reflexes kann eine starke Zunahme der Breite und Dicke der HA-Kristallite gefolgert
werden. Die aus der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme ermittelte Dicke der HA-
Kristallite ist etwa 500- bis 1000 mal groRer, als die der Kristallite von humanem Knochen und
korreliert mit der Aussage der Rontgenbeugungsmessung. Aufgrund der einige Mikrometer
groRen und im dichtem Geflige verbundenen HA-Kristallite hat Cerabone® den Charakter einer
Keramik. Diese besitzt praktisch keine Porositadt, die innere Oberflache liegt im Bereich von
0.4m?/g. Eine Resorption des Materials ist nach 6 Monaten praktisch kaum nachweisbar, was
typisch fur HA-Keramiken ist [Har08].

a —— Knochen, human

—— Cerabone®

rel. Intensitat/a.u.

»

Abbildung 4.5: (a) XRD-Kurve von Cerabone® (rot) und humanem Knochen (schwarz)ﬁie Messkurve von
Cerabone® zeigt die Reflexe von HA. (b) REM-Aufnahme von Cerabone®.

4.2 Synthetische, siliciumdioxidhaltige
Hydroxylapatit-Materialien

Der schon erwdhnte positive Aspekt von SiO, bei der Knochenbildung wird durch die

nachfolgend beschriebenen synthetischen Hydroxylapatit-Materialien aufgegriffen.
4.2.1 Biomaterial Actifuse™

Beim synthetischen Knochenersatzmaterial Actifuse™ (Apatech Ltd., Elstree, Hertfordshire, UK)
handelt es sich um ein gesintertes Biomaterial aus synthetischem, silicatsubstituiertem HA, dass
eine Porositat von 80% aufweist. Das Verhdltnis der Massenanteile von HA:SiO, entspricht laut
Herstellerangaben 992:8. Das Pulverdiffraktogramm der Biokeramik in Abbildung 4.6a zeigt
einerseits, dass diese aus HA besteht, und andererseits Reflexe mit einer kleinen Integralbreite,
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bedingt durch grofRe Kristallite, die im Bereich von etwa 0.5um bis 2 um liegen. Dies wird auch
durch das REM-Bild in Abbildung 4.6b dokumentiert. Die Messkurve der Biokeramik hat, im
Vergleich zur Messkurve von humanem Knochen, Reflexe mit kleinerer Integralbreite. So kann
aus der Zunahme der Intensitat und der relativ starken Abnahme der Integralbreite des (210)-,
(300)-, (310)-Reflexes eine starke Zunahme der Breite und Dicke der HA-Kristallite gefolgert
werden. Die aus der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme ermittelte Dicke der HA-
Kristallite ist etwa 100- bis 500 mal groRer, als die der Kristallite von humanem Knochen und
korreliert mit der Aussage der Rontgenbeugungsmessung. Aufgrund der einige Mikrometer
groRRen, im dichtem Geflige verbundenen Kristallite und das in der gleichen GréBenordnung
auftretende Porensystem hat Actifuse™ den Charakter einer mikroporosen Biokeramik. Ein
EDX-Spektrum von Actifuse™ in Abbildung 4.6c zeigt, dass die auftretenden Signale fiir Calcium,
Phosphor, Sauerstoff und Silicium darauf hindeuten, dass das Biomaterial aus Calciumphosphat
und SiO, besteht. Kohlenstoff liegt als Verunreinigung vor.
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Abbildung 4.6: (a) XRD-Kurve von Actifuse™ (rot) und humanem Knochen (schwarz). Die Messkurve von
Actifuse™ zeigt die Reflexe von HA. (b) REM-Aufnahme von Actifuse™. (c) EDX-Spektrum von Actifuse™.
Die auftretenden Signale fiir Gold und Palladium stammen aus der aufgedampften Sputterschicht.

4.2.2 Biomaterial NanoBone®

NanoBone® (NB) ist ein vollsynthetisches Biomaterial fiir den Knochenersatz und
Knochenaufbau, das aus HA-Nanokristallen, die von einer pordsen Kieselgelmatrix (SiO,-
Gelmatrix) ummantelt sind, besteht. Es wird in Form eines Granulats mit kontrollierter
Morphologie in einem Sol-Gel-Prozess oberhalb des isoelektrischen Punktes von SiO, und einer
geeigneten Temperaturbehandlung entwickelt, um zum einen das Dispersionsmittel und
organische Rickstande zu entfernen und zum anderen eine moglichst hohe innere Oberflache
bzw. hohe Porositat zu erhalten. Ein Mikro-CT in Abbildung 4.7a veranschaulicht, dass NB-
Granulat durch eine tannenzapfartige Makrostruktur gekennzeichnet ist. Diese , Tannenzapfen”
liegen in einer lockeren Packung mit einer Schittdichte von (0.35+0.1)g/cm® vor und haben
einen Durchmesser von 0.6 mm bzw. 1 mm bei einer Lange von 2 mm [Rad10].
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Abbildung 4.7: (a) Mikro-CT von NB-Granulat zeigt eine tannenzapfartige Makrostruktur. (b) REM-
Aufnahme der Oberflédche von NB-Granulat. Erkennbar sind eine Vielzahl an interkonnektierenden Poren
im Nanometerbereich.

NB ist nicht gesintert und hat dadurch eine hochporése Oberfliche mit interkonnektierenden
Poren im Nano- bis Mikrometerbereich. Im letztgenannten Bereich ist die Oberflache fraktal
gestaltet, mit einer Hausdorff-Dimension (Dy) von 2.2 und durch den Gelbildungsprozess
determiniert [Rad10]. Beim Betrachten der Oberflache von NB-Granulat im Rasterelektronen-
mikroskop zeigt sich die pordse Struktur des Biomaterials im Nanometerbereich (Abbildung
4.7b). Man erkennt an der Oberflache eine dichte Packung von Kérnern im Nanometerbereich.
Die Packung der ,Tannenzapfen” ergibt eine Makroporositat von ca. 50%, was in etwa der
Porositdt von Spongiosa entspricht. Durch Quecksilberporosimetrie wurde eine Porositat von
etwa 51% im Nanometerbereich bestimmt (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Werte zur spezifischen Oberfldche und Porositét von NB-Granulat.
Quecksilberporosimetrie BET
Spezifische Mittlerer Poren- Totales Totale Spezifische Poren-
Oberflache Durchmesser kumulatives Porositat Oberflache spezifisches
in mz/g innm Volumen in % in mz/g Volumen
g 3 . 3
incm’/g incm’/g
81.77 34.6 0.54 51.5 85.10 0.20

Damit ergibt sich eine Gesamtporositdt von ca. 75%, was eine hohe innere Oberflache
bedeutet. Die spezifische Oberflache, die mit Quecksilberporosimetrie bestimmt wurde, ist
etwas kleiner als die, die mit Gasadsorption bestimmt wurde, da bei der Quecksilber-
porosimetrie Poren, die kleiner als 4 nm sind, nicht beriicksichtigt werden.

Die in NB eingesetzten HA-Nanokristalle entstammen aus kommerziell erhialtlichem HA-Pulver
von Merck, das in Kapitel 4.1.1.1 untersucht worden ist. Die SiO,-Gelmatrix ist von einem
System interkonnektierender Poren durchzogen. Das Verhaltnis der Massenanteile von HA:SiO,
entspricht 76:24. Ein EDX-Spektrum von NB in Abbildung 4.8a zeigt, dass die auftretenden
Signale fur Calcium, Phosphor, Sauerstoff und Silicium darauf hindeuten, dass das Biomaterial
aus Calciumphosphat und SiO, besteht. Kohlenstoff und Magnesium treten als Verunreinigung
auf. Die rontgendiffraktometrische Untersuchung von NB in Abbildung 4.8b zeigt, dass die
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Messkurve vom Biomaterial im Vergleich zur Messkurve von humanem Knochen, Reflexe mit
kleinerer Integralbreite hat.

—— NanoBone® ——Knochen, human

—— Charakteristische —— NanoBone®
(o] si Rdntgenstrahlung
Ca

Intensitat/a.u.
rel. Intensitat/a.u.

0 1 2 gjkey 3 4 'zls YYYYYYY 3 ,0...2.8./.;..;5,,,.....20 """" . “ ' : o 159@ ‘
Abbildung 4.8: (a) EDX-Spektrum von NB. (b) XRD-Kurve von NB (rot) im Vergleich zu humanem Knochen
(schwarz). Die Messkurve von NB zeigt die Reflexe von HA. (c) TEM-Aufnahme von NB-Granulat. HA-
Nanokristalle sind von einer porésen Kieselgelmatrix (SiO,-Gelmatrix) umschlossen. Die Probe ist ein
Ultradiinnschnitt und deshalb in Epoxid eingebettet. Es kann nicht zwischen Einbettmaterial und der
Si0,-Gelmatrix von NB unterschieden werden.

Aus der Zunahme der Intensitat und der Verkleinerung der Integralbreite des (300)-Reflexes
kann eine Zunahme der Dicke der HA-Kristallite gefolgert werden, was auch durch die TEM-
Aufnahme in Abbildung 4.8c belegt wird, in der ein Ultradiinnschnitt eingebettetem NB-
Granulat dargestellt ist. Die HA-Nanokristalle sind als dunkle Objekte mit einer langlichen,
stabchenformigen Morphologie erkennbar. Sie sind bis zu 80nm lang, bis zu 30 nm breit, 7nm
bis 10 nm dick und ohne Vorzugsrichtung statistisch in der pordsen SiO,-Gelmatrix verteilt.

Die aus den TEM-Aufnahmen ermittelte Dicke der HA-Kristallite ist etwa zwei- bis dreimal
grofer, als die der Kristallite von humanem Knochen und korrelierte mit den Aussagen der XRD-
Messung.

Zusammenfassend kann also als Ausgangssituation festgehalten werden, dass fur alle
untersuchten HA-Materialien hinsichtlich kristalliner Struktur, Dimension und Morphologie
Abweichungen zu Kristalliten von humanem Knochen bestehen. Nanokristalliner HA mit der
identischen kristallinen Struktur, GroRe und Morphologie der Bioapatitkristallite des humanen
Knochens ist derzeit auf dem Markt nicht verfligbar. Ziel ist es also selber ein Verfahren zu
entwickeln, mit dem nanokristalliner HA mit knochenmineraldhnlichen Eigenschaften in
ausreichender Menge hergestellt werden kann. Dieser Losungsweg, der den Vorteil einer vom
Markt unabhangigen Herstellung bietet, ist Gegenstand der Literaturrecherche im Kapitel 5.1.
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Kapitel 5

Synthese & Charakterisierung von
nanokristallinem Hydroxylapatit

5.1 Methoden zur Herstellung von
nanokristallinem Hydroxylapatit

Die Synthese von nanostrukturierten Materialien ist in allen drei bekannten Phasenzustdanden
moglich. Es handelt sich um Materialien, die Strukturelemente (z.B. Cluster, Kristallite oder
Molekile) enthalten, deren Abmessungen im Bereich von 1 nm bis 100 nm liegen [Mor01].

1. in Losung (Kolloidchemie) bzw. aus der Schmelze:
Fallungs-, Reduktions-, Zersetzungsreaktionen
Sol-Gel-Prozesse
Kristallisation unterkihlter Schmelzen

2. aus der Gasphase (oder Plasma):
Inertgaskondensation
Flammenpyrolyse
CVD (Chemical Vapour Deposition)

3. in der Festphase:

Hochenergie-Kugelmahlen
Kristallisation amorpher Materialien (Glaser)

Die Morphologie von HA-Kristalliten ist vielfdltig. Es lassen sich uniaxiale (sparische,
blockformige), plattchen- bzw. stdbchenférmige Kristallite synthetisieren [Dor09].

Fir die Herstellung von nanokristallinem HA in groBerer Menge haben sich heutzutage
Verfahren in Losung etabliert. Dazu zdhlen die sehr haufig eingesetzten Fallungsreaktionen in
wassriger Losung. Hierbei konnen insbesondere HA-Nanokristalle mit kontrollierten
Eigenschaften, wie der Morphologie, der GroRRe und der chemischen Zusammensetzung,
hergestellt werden. Weitere Vorteile von Fallungsreaktionen sind die meist milden
Synthesebedingungen (Raumtempertur, Normaldruck, an Luft), die eine einfache Durchfiihrung
ermoglichen. Nanokristalliner HA lasst sich hierbei kostenglinstig in solcher Menge und Reinheit
herstellen, das er sich zum Einsatz fir die Produktion von Biomaterialien verwenden lasst.

Bei der nasschemischen Fallung handelt es sich um eine chemische Gleichgewichtsreaktion, bei
der die Ausgangsstoffe im Losungsmittel molekular dispers geldst vorliegen und mindestens ein
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Produkt in diesem Losungsmittel un- oder schwer |6slich ist. HA ist das am schwersten |0sliche
Calciumphosphat (CaP) im pH-Wert-Bereich von 6.5 bis 12 (Tabelle 2.3). Bei Fallungen kdnnen
die chemische Zusammensetzung, die Struktur, die Morphologie und auch die
GroRenverteilung der ausfallenden Teilchen auf vielfdltige Weise beeinflusst werden. Fir die
TeilchengréBenverteilung spielt zunachst die Geschwindigkeit bei der Mischung eine
entscheidende Rolle. Bei einer schnell ablaufenden chemischen Fallung in einem geriihrten
Reaktor ist die Mischungsgeschwindigkeit, mit der die Reaktanden vermischt werden,
langsamer als die Keimbildungsgeschwindigkeit. Darlber hinaus treten in einem solchen
Reaktor bereits diffusionskontrolliert gefallte Teilchen standig mit neu zugefiihrten Reaktanden
und auch mit den daraus entstehenden Keimen in Kontakt. Dies fiihrt letztlich zu einem
unkontrollierbaren Teilchenwachstum und unterschiedlichen TeilchengréRen.

Eine Reihe wichtiger Syntheseparameter wie beispielsweise pH-Wert, Temperatur,
Konzentration etc. haben bei einer Fallungsreaktion in wassriger Losung Einfluss auf die
Morphologie, GrofRe und chemische Zusammensetzung der HA-Kristallite. Insbesondere zeigt
sich, dass der pH-Wert einen bedeutenden Einfluss auf die Morphologie der HA-Kristallite hat.
Daher sind nachfolgend Beispiele aus der Literatur fiir die Synthese von nanokristallinem HA
durch nasschemische Fallung aufgefiihrt, die nach steigendem pH-Wert der Fallungsreaktion
geordnet sind.

Leskiv et al. stellten Calciumphosphat-Partikel durch homogene Fallung von Ca(NO;),(aq) mit
(NH4),HPO,(aq) bei Raumtemperatur und verschiedenen pH-Werten in einem Durchfluss-
kalorimeter her [Les09]. Der pH-Wert der (NH,),HPO,-L6sung wurde durch Zugabe von NaOH(s)
vor der Fallung so eingestellt, dass der gewlinschte pH-Wert bei der Mischung der Salzlésungen
erreicht wurde. Bei pH-Wert 6.2 entstand eine Mischung aus Uberwiegend stiabchenférmigen
HA-Kristalliten (200nmx50nm) und anndhernd kugelférmigen Calciumphosphat-Partikeln
(50nm bis 80nm im Durchmesser). Bei pH-Wert 8.2 und 10.8 entstanden nur noch amorphe
kugelformige Calciumphosphat-Partikel mit einem Durchmesser von 50 nm bis 80 nm.

Montalbert-Smith et al. stellten HA-Nanokristalle durch Elektrolyse einer wassrig homogenen

Losung, die die Komplexverbindung Ca[EDTA]Z_ u. Phosphat-lonen (mol. Ca/P-Verhaltnis=1.67)
enthielt, bei pH-Wert 7.0 her [Mon09]. Dabei wurde in einer elektrochemischen Zelle eine

stromkontrollierte Freisetzung von Ca*-lonen aus EDTA-Komplexverbindung genutzt, um
Keime fir die HA-Kristallisation in der Loésung zu bilden. EDTA wurde dabei durch anodische
Oxidation abgebaut. Bei pH-Wert 7.0 entstanden innerhalb von 4Stunden spharische HA-
Kristallite (15nm bis 20nm im Durchmesser). Mit der Scherrer-Gleichung wurde eine mittlere
KristallitgroRe von 23 nm anhand des (002)-Reflexes von HA aus Rontgenbeugungsmessungen
berechnet.

Viswanath et al. stellten HA-Nanokristalle durch Hydrothermalsynthese einer Mischung von
Ca(NOs),(aq) mit (NH,),HPO,(aq) bei 150°C in 4Stunden bei verschiedenen pH-Werten her
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[Vis08]. Die pH-Wert-Einstellung der Mischung erfolgte durch Puffersubstanzen. Bei pH-Wert
7.0 entstanden stabchenformige HA-Kristallite mit einer durchschnittlichen Lange von 370nm
und einer Breite von 75nm. Bei pH-Wert 9.2 entstanden stabchenformige HA-Kristallite mit
einem Lange-Breite-Verhaltnis von ca. drei bis vier. Bei pH-Wert 11 entstanden lUberwiegend
HA-Kristallite von nahezu gleichachsiger Form und einigen leicht langlichen Kristalliten.

Tanaka et al. stellten HA-Nanokristalle durch eine Neutralisationsreaktion zwischen Ca(OH),(aq)
und H;PO,(aq) (mol. Ca/P-Verhaltnis=1.67) bei pH-Wert 7.2 her [Tan03]. Dazu legten sie die
Ca(OH),-Suspension vor und gaben unter Rihren H;PO,(aq) unmittelbar dazu. Der pH-Wert
sank von knapp 14 sehr schnell auf 4.9 und stieg innerhalb kurzer Zeit auf einen stabilen Wert
von 7.2. Nachdem die Fallungslosung 24 Stunden bei Raumtemperatur alterte, wurde das
Fallungsprodukt durch Vakuumfiltration gewonnen. Aufreinigungsschritte waren nicht nétig, da
keine Nebenprodukte anfielen. Jedoch kann nicht dissoziiertes Calciumhydroxid das
hergestellte HA verunreinigen. Bei pH-Wert 7.2 entstanden spharische HA-Partikel und
mehrheitlich blockformige HA-Kristallite. Der Durchmesser der spharischen HA-Partikel war im
Bereich von 25nm bis 70nm. Die Lange bzw. Breite der blockférmigen HA-Kristallite war im
Bereich von 50nm bis 100 nm bzw. von 20nm bis 40 nm.

Sarig et al. stellten HA-Nanokristalle durch homogene Fallung von CaCl,(aq) und Na,HPO,(aq)
(mol. Ca/P-Verhaltnis=1.67) unter Einfluss von Mikrowellenstrahlung bei Raumtemperatur und
pH-Wert 7.4 her [Sar02]. Beide Losungen wurden bei pH 7.4 durch Beimischung der
Puffersubstanz TRIS gehalten. Es wurden plattchenférmige HA-Kristallite mit einer Kantenlange
von bis zu 300 nm erhalten. Die HA-Kristallite bildeten spharolithische Agglomerate mit einer
engen GrofRenverteilung von 2 um bis 4 um.

Raynaud et al. stellten HA-Nanokristalle durch Fallung von Ca(NO;),(aq) mit (NH,),HPO,(aq)
(mol. Ca/P-Verhaltnis=1.667) bei 95°C bei pH-Wert 8 unter Argon-Atmosphare her [Ray02].
Dazu legten sie Ca(NO;),(aq) vor und gaben unter Rithren (NH,),HPO,(aq) dazu. Der pH-Wert
der Fallungsldésung wurde auf einem konstanten Wert durch die Zugabe von NH,OH-L&sung mit
einem pH-Stat-Gerat (Hanna Instruments) beibehalten. Bei pH-Wert 8 wurden stabchenférmige
HA-Kristallite mit einer mittleren Lange von ca. 100nm erhalten. Die HA-Kristallite bildeten
Agglomerate.

Padilla et al. stellten Nanokristalle aus carbonathaltigem HA (CHA) durch Fallung von
Ca(NOs),(aq) (Losung A) mit einer wassrigen Losung von (NH,),HPO, (mol. Ca/P-
Verhaltnis=1.667) und (NH,),CO; (Losung B) bei 37°C her [Pad08]. Der pH-Wert der Lésung B
wurde durch Hinzufugen einer NH,OH-L6sung auf 9.2 eingestellt. Es entstanden stdabchen-
formige, carbonathaltige HA-Kristallite mit einer Lange von 15nm bis 20nm und einer Breite
von 3nm bis 5nm. Die carbonathaltigen HA-Kristallite bildeten Agglomerate, hatten eine hohe
spezifische Oberfliche ager von 300m%g™ und enthielten 8 Gew.-% Carbonat (vergleichbar mit
dem Carbonatgehalt von Knochenapatit).
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Rodriguez-Lorenzo et al. stellten HA-Nanokristalle durch homogene Fallung von Ca(NOs),(aq)
mit (NH,),HPO,(aq) (mol. Ca/P-Verhaltnis=1.667) bei 25°C und pH-Wert 10 her [Rod00]. Der
pH-Wert wurde durch Hinzufiigen einer NH,OH-Losung auf 10 eingestellt. Es entstanden
stabchenférmige HA-Kristallite. Uber die Scherrer-Gleichung wurde eine mittlere KristallitgroRe
von 22 nm anhand des (002)-Reflexes von HA aus Rontgenbeugungsmessungen berechnet.

Liou et al. stellten HA-Nanokristalle durch Fallung von Ca(CH;COO0),(aq) mit H;PO,(aq) (mol.
Ca/P-Verhaltnis=1.67) bei 25°C und einem pH-Wert von ca. 10 her [Lio04]. Zur Fallung wurde
die H;PO,-Losung in die Ca(CH;C0O0),-Losung gepumpt. NH,OH-L6sung (25%, Merck) wurde
verwendet, um die Fallungslésung bei vorgegebenen pH-Wert (in der Nahe von 10) wahrend
der gesamten Synthese zu halten. Es entstanden nadelférmige HA-Kristallite mit einer Lange
von 40nm bis 50nm und einem Durchmesser von 5nm bis 10nm. Die HA-Kristallite bildeten
Agglomerate.

Zusammenfassend zeigte sich,

e dass sich durch die vorgestellten Syntheseverfahren bei jeweils verschiedenen
Synthesebedingungen HA-Nanokristalle mit unterschiedlichen Morphologien herstellen
lassen. Insbesondere sind Fallungsreaktionen zur Herstellung von plattchenférmigen HA
geeignet.

e dass sich HA-Nanokristalle mit knochenmineraldahnlicher Morphologie vorwiegend im
pH-Wert-Bereich von 7 bis 8 bei Raumtemperatur und Normaldruck durch Fallungs-
reaktion herstellen lassen. Allerdings sind die HA-Plattchen im Mittel deutlich groRer als
Knochenapatitkristallite.

e dass bei pH-Werten oberhalb von 8, steigenden Temperaturen und Driicken die
plattchenformige Morphologie der gefallten HA-Nanokristalle durch Wachstums-
prozesse verloren geht.

e dass sich eine Korrelation zwischen dem Fallungs-pH-Wert und der Morphologie der
HA-Nanokristalle aufstellen |dsst. So werden bei pH-Werten ab 7 in der Regel HA-
Nanokristalle mit spharischer und oberhalb von 8 mit stabchenférmiger Morphologie
gefunden.

e dass HA-Nanokristalle, die eine Kristallmorphologie und GroRRe haben, die der Kristallite
des natirlichen Knochenminerals entspricht, bei keinem der aufgezahlten Verfahren
entstanden sind.

Daher wurde im pH-Wert-Bereich von 7 bis 13 bei Raumtemperatur, Normaldruck
experimentell untersucht, wie sich mittels stabiler Synthesebedingungen nanokristalliner HA
mit plattchenférmiger Morphologie und einer KristallgroRRe, die der der Kristallite des humanem
Knochens entspricht, in ausreichender Menge durch ein nasschemisches Fallungsverfahren
herstellen lasst.
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5.2 Nasschemische Synthese von
Hydroxylapatit-Nanokristallen

5.2.1 Materialien, Gerate & allgemeine Versuchsdurchfiihrung

Zur Herstellung von Hydroxylapatit wurde eine Fallungsapparatur aufgebaut (Abbildung 5.1 und
5.2). Fir den Fallungsprozess unter Reinraumbedingungen und normalen atmospharischen
Bedingungen wurden zundachst eine calcium- und eine phosphathaltige Ldosung in zwei
Rihrgefdaen (1, 2) separat vorgelegt. Das Verhaltnis der Stoffmengenkonzentrationen der
Ausgangslosungen wurde so eingestellt, wie es formal dem molarem Ca/P-Verhaltnis von HA
(1.67) entspricht. Die pH-Wert-Einstellung erfolgte durch Zugabe von 25%igem Ammoniak-
wasser zur Phosphatsalz-Losung vor Beginn einer Fallung, so dass der gewtlinschte pH-Wert bei
der Mischung der Salzlésungen erreicht wurde. Durch eine Dosierpumpe mit zwei
Taumelkolbenpumpenkdpfen (3, 4) wurden gleichgroRe Volumenanteile an Calciumsalz- und
Phosphatsalz-Lésung in einer Durchflussmischzelle (5) unter Eintrag von Ultraschallwellen
zusammengefiihrt. Die Leitfahigkeit und Temperatur der Fallungsldsung wurden kontinuierlich
direkt nach dem Austreten aus der Durchflussmischzelle zur Kontrolle der Fallungsparameter
aufgenommen. Der pH-Wert der Fallungslosung wurde zu Beginn der Fallung durch eine
Probenentnahme (berprift. Die Fallungslosung wurde in eine Filterrihreinheit (7) geleitet, um
nach einer bestimmten Standzeit der Fallungslosung sowohl das Produkt zu gewinnen als auch
die leichtloslichen Nebenprodukte Ammonium- und Natriumchlorid durch Unterdruckfiltration
zu entfernen. Deionisiertes Wasser wurde hierzu lber ein VorlagegefaR (6) der Filterriihreinheit
zugefiihrt.

H.O

ca PO, 5

=t

7

Abbildung 5.1: Schematischer Versuchsaufbau zur Herstellung von nanokristallinem Hydroxylapatit: (1,
2) Riihrgefdfle mit Calciumsalz- und Phosphatsalz-L6sung, (3, 4) Dosierpumpe mit zwei
Taumelkolbenpumpenképfen, (5) Durchflussmischzelle, (6) Vorlagegefdfs mit deionisiertem Wasser, (7)
Filterriihreinheit.
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B d o
Abbildung 5.2: (a) Das Bild zeigt den Aufbau der Anlage zur Herstellung von nanokristallinem HA unter
Reinraumbedingungen. (b) Der Bildausschnitt zeigt die Dosierpumpe mit zwei Taumelkolben-
pumpenkdépfen oben, die Durchflussmischzelle links, Desintegrator mittig und die Durchflusszelle fiir die

Leitfdhigkeitsmessung rechts im Bild. (c) Das Bild zeigt die dreiteilige Filtrationseinheit in einer Laminar-
Flowbox.

Samtliche verwendeten Chemikalien erfiillten die Anforderungen fiir Reagenzien des
europdischen Arzneibuchs (reag. Ph. Eur., Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und wurden ohne
weitere Behandlung eingesetzt. Zunachst erfolgte die Herstellung der Ausgangsldsungen.
Generell wurden je 12Liter Salzlésung in graduierten Vorlagegefillen angesetzt. Die
VorlagegefdaBe wurden anfangs mit je ca. 10Liter deionisiertem Wasser befllt. In das erste
VorlagegefaB wurden 23.1g Natriumhydrogenphosphat (0.163Mol) je einem Liter
deionisiertem Wasser in Losung gebracht. In das zweite Vorlagegefdall wurden 40.0g
Calciumchlorid-Dihydrat (0.272 Mol) je einem Liter deionisiertem Wasser in Losung gebracht.
Nach vollstandigem Auflésen wurde ein bestimmtes Volumen 25 %iger Ammoniumhydroxid-
Losung dem ersten VorlagegefaB zugegeben, um den zu erzielenden pH-Wert der
Fallungslosung vor Beginn der Fallungsreaktion einzustellen. Nachdem beide Salzlésungen
ndherungsweise Raumtemperatur hatten, wurden die Salzlésungen auf je 12 Liter
Gesamtvolumen mit deionisiertem Wasser aufgefillt. Von den Ausgangslésungen wurden pH-
Wert, Leitfahigkeit und Temperatur mit kalibrierten Messgerdten (SI Analytics GmbH, Mainz,
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Deutschland) bestimmt. Der pH-Wert wurde mit dem pH-Meter Lab 870 durch die pH-
Temperatur-Einstabmesskette BluelLine 14 pH ID, die Leitfahigkeit mit dem Konduktometer Lab
970 durch die Leitfahigkeitsmesszelle LF 413 T-ID bestimmt. Beide Elektroden verfligten liber
einen Temperatursensor. Uber die mitgelieferte Software MultiLab pilot wurde der Verlauf von
pH-Wert, Leitfahigkeit und Temperatur am Monitor mitverfolgt und abgespeichert. Durch den
Einsatz der Dosierpumpe Q2V mit zwei Taumelkolbenpumpenképfen und dem Controller V300
(Fluid Metering, Inc.) wurden die Ausgangslésungen mit gleicher Pumprate in eine Durchfluss-
mischzelle aus Edelstahl befordert, in der die Fallungsreaktion stattfand.

Um die KristallgréRe und die Morphologie zu steuern und zu regulieren, ist eine Uberwachung
und Kontrolle der Fallungsfaktoren unerlasslich. In Abbildung 5.3 zeigt ein Flussschema der
nasschemischen Fallungsprozedur, das die Herstellung von nanokristallinem HA und die
experimentellen Bedingungen beschreibt.

Einwiegen: nc,/np = 1.67

CaCl,*2H,0 |« »| Na,HPO,

Auflosung in] | deionisiertem *

Wasser, 2h||Ruhren, RT HPO42'—L65ung

pH-Wert-Einstellung mit
y 25%iger NH,OH-Losung
A

)
; HPO,*-Lésung
Ca**-Lésung mit pH-Wert > 10

Messung der Parameter =—#Werte nichti. O.
pH-Wert und Leitfahigkeit—p-Werte i. O.
L

< 1

Befordern|mit Losungen mischen in Befordern|mit
L ——

Pumprate 5.1 1/h Durchflussmischzelle Pumprate 5.11/h

Dispergieren mit Ultraschall,
¥ Leistung ca. 33 Watt

Fallungslésung |Messung der Parameter =—-Werte nicht i. O.
mit Ne /nP = 1.67 |pH-Wert und Leitfdhigkeit—pWerte i. O.
3 .

Alterung in der Mutterlésung

unter Rihren, Abfiltrieren, ——
dreimal mit deionisiertem

¥ Wasser spilen und filtrieren

HA-Schlicker

Abbildung 5.3: Flussschema der nasschemischen Fdllungsprozedur zur Herstellung von nanokristallinem
HA als Schlicker (nc/np: Stoffmengenverhdltnis von Calcium zu Phosphor).

Durch Differenzdruckmessung sowie durch Ablesen der Hohendifferenz zwischen den
Fillstanden in beiden VorlagegefalRen konnte stets Uberpriift werden, ob die Dosierpumpe mit
gleicher Pumprate férderte und reproduzierbar arbeitete. Die Differenzdruckmessung erfolgte
Uber den Differenzdruckaufnehmer Modell KZ/AP115-2¢c-35mb (ALTHEN GmbH, Kelkheim,
Deutschland). Die Vermischung der Salzlésungen fand unter Eintrag von Ultraschall im Inneren
der Durchflussmischzelle mit einer einkoppelbaren Leistung von OW bis ca. 220W statt.
Ultraschallwellen wurden durch den Ultraschall-Desintegrator Branson Sonifier® Modell S-450D
(Branson Ultrasonics Corporation), der aus einem Hochfrequenzgenerator, dem Schallwandler,
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der am Schallwandler angeschraubten Sonotrode und der an der Sonotrode angeschraubten
Titanspitze bestand, erzeugt. Die Ultraschallenergie ermoglicht das Dispergieren, Homo-
genisieren und wird zur Beschleunigung chemischer Reaktionen verwendet. Nach beendeter
Fallung wurde die Fallungslosung in eine Filterrihreinheit Gberfiihrt und nach einer bestimmten
Standzeit mit Unterdruck zundchst einmal filtriert. AnschlieBend wurde mit deionisiertem
Wasser gesplilt und danach erneut filtriert, um restliche Natrium-, Ammonium- und Chlorid-
lonen zu entfernen. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Zur Filtration wurden
abriebfeste hydrophile Membranfilter aus Polyethersulfon (Pall Corporation) mit einer
Porenweite von 0.45um eingesetzt. Letztlich wurde durch Filtration Schlicker mit einem
Feststoffgehalt von ca. 12 Gew.-% bis ca. 18 Gew.-% erhalten, was in etwa einer Ausbeute von
etwa 10g bis 11g Trockenmaterial pro Liter Fallungslésung entspricht.

Die nasschemische Reaktion (Rktgl. 5.1), bei der durch Zusammengeben von Calciumchlorid-
Losung und Natriumhydrogenphosphat-Losung Hydroxylapatit ausfallt, lasst sich durch das
nachfolgende Fallungsgleichgewicht formulieren.

10CaClyyq + 6NaHPO o) + 2H,0 === Ca;p(PO,)6(OH), + 12 NaClyy, + 8HClyy) (5.1)

Die im Verlauf der Fallung freigesetzten Protonen kénnen die Loslichkeit von HA erhéhen und
damit die Bildung anderer Calciumphosphat-Phasen beglinstigen, weshalb basische Stoffe, wie
z.B. Ammoniakwasser oder Natriumhydroxid (NaOH) fir die Fallung von HA einsetzt werden.
Ammoniak wirkt basisch, weil er mit Wasser in einer Gleichgewichtsreaktion (Rktgl. 5.2) unter
Bildung von Ammonium- und Hydroxid-lonen reagiert.

+ -
NH; + H,0 == NH, () + OH (4 (5.2)

Der Fallungs-pH-Wert ist von der Menge an zugegebenem Ammoniakwasser (NH4;OH-LOsung)
und den Konzentrationen von Calciumchlorid und Natriumhydrogenphosphat abhangig.
Verwendet wurde, wie eingangs genannt, eine Konzentration von 23.1g/l fir die
Natriumhydrogenphosphat-Losung (0.163 mol/l) und 40.0g/l fiir die Calciumchlorid-Dihydrat
(0.272mol/l). Die NH4OH-L6sung hat einen Massenanteil von ca. 25% NHs. Es wurde
experimentell eine lineare Korrelation zwischen dem Fallungs-pH-Wert und dem zugegebenen
Volumen an NH;OH-L6sung im pH-Wert-Bereich von 7.0 bis 9.0 festgestellt. Die NH4OH-
Volumenkonzentration (o{NH,OH)) lasst sich mit (Gl. 5.3) berechnen.

o(NH,0H) = (pH + 2.85)- 10 I/ (5.3)

Um z.B. einen Fallungs-pH-Wert von 7.4 einzustellen, werden 10.25ml 25 %ige NH,OH-Losung
pro Liter Na,HPO,-Losung bendétigt. Der stéchiometrische Koeffizient (v) flir NH4OH I[dsst sich
mit (Gl. 5.4) berechnen.

Voon =(2+0a)-b (5.4)

NH40H

Die Parameter a und b werden mit den Gleichungen (Gl. 5.5) und (Gl. 5.6) berechnet.
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_ _ B(NH,0H) M(Na,HPO,) o
a{a(NH‘,OH) B(Na PO, MNH) w(NH,)-a |- 2 (5.5)

mit  B(NH,OH) =910g/!
B(Na,HPO,) =23.1g/l
M(NH3) =17.03g/mol
M(Na,HPO,) =141.96 g/mol
a)(NHg) =25%

v
o= NazHPOy4 = 6
|,HA
p_ kav(10",10"-(2+a)) (5.6)
10" -(2+a)

0
mit  a= ZZ,. 10" (n e N, z; €{0,..., 9})

kgV(10", 10" -(2 + a)) = kleinstes gemeinsame Vielfache
der Faktoren 10"und 10" -(2 +a)

Der Parameter n in (Gl. 5.6) steht fir die Anzahl der Nachkommastellen des Zahlenwertes von

Parameter a. Im pH-Bereich von 6.5 bis 9.5 liegt ein grofRer Teil der PO43_-Ionen als HPO42_-
lonen vor. Als Fallungsprodukt bildet sich dann ein nichtstéchiometrischer, calciumdefizienter
HA (CDHA, Cajg.[ ((HPO,),(PO,)ex(OH), [ 1, mit 0<x<1 und 1.5<mol. Ca/P-Verhaltnis<1.67, []
bedeutet Leerstelle oder Vakanz). Unter Bericksichtigung der Nichtstochiometrie des
Fallungsprodukts wird durch Kombination der Reaktionsgleichungen (Rktgl. 5.1 und 5.2) sowie
durch Einfihrung der Parameter a und b die nasschemische Reaktion erhalten, bei der sich
durch Zusammengeben von 0.272molarer Calciumchlorid-Lésung, 0.163 molarer Natrium-
hydrogenphosphat-Losung und der Zugabe von Ammoniakwasser im pH-Wert-Bereich von 6.5
bis 9.5 CDHA bildet. Diese lasst sich allgemein durch das nachfolgende Fallungsgleichgewicht
(Rktgl. 5.7) formulieren.

(10-x)-b CaCly ) + 6b Na,HPO ;) == bcCa,, [1,(HPO,),(PO,)s (OH),, 1,
+ (2+a)'bNH4OH(aq) + 12b NaCI(aq) + (2+a)'b NH4CI(aq)
+ (6-a-2x)-b HCl,,) + (a+x)-b H,0

mit 0<x<1;0<a<6 (5.7)
Im leicht basischen Milieu, also z.B. einem Fallungs-pH-Wert von 7.8 erhalt man fir a mit (Gl.
5.5) etwa den Wert 3.2, fir b mit (Gl. 5.6) den Wert 5 und mit (Gl. 5.4) ergibt sich fir den

stochiometrischen Koeffizienten (v) von NH;OH der Wert 26. Das nachfolgende Fallungs-
gleichgewicht (Rktgl. 5.8) lautet dann entsprechend.

(50'5)() Caclz(aq} + 30 NazHPO4(aq) Sl 5CalO-XDX(HPO4)X(PO4)6-X(OH)2-X|:|X¢
+ 26 NH,0H 4, + 60NACl,g) + 26 NH,,Cl(gq)
+ (14-10x) HCl,q) + (16+5x) H,0
mit 0<x <1 (5.8)
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Bei den bisher betrachteten Fallungsreaktionen wurde angenommen, dass diese in einer CO,-
freien Atmosphare durchgefihrt worden sind. Die Loslichkeit von Kohlenstoffdioxid aus der Luft
in Wasser ist vergleichsweise niedrig. Bei Raumtemperatur unter Normaldruck liegt die
Sittigung bei 0.51mg/l (~1.2-10°mol/l), wahrend bei Sauerstoff bereits 9mg/l und bei
Stickstoff 14 mg/| erreicht werden. Da aber in Wasser gelstes Kohlenstoffdioxid chemisch mit
Wasser unter Bildung von Kohlensdure (H,CO;) reagiert, wird mehr Kohlenstoffdioxid gelost.
Die Kohlensaure als solche bzw. das geloste Kohlenstoffdioxid liegt in einem Gleichgewicht mit

ihren Dissoziationsprodukten Hydrogencarbonat (Bicarbonat, HCO; ) und Carbonat (CO32_) vor,
die in einem vom pH-Wert-abhdangigen Mengenverhaltnis zueinander stehen. In Wasser liegt
dieses Gleichgewicht iberwiegend auf der Seite des Kohlenstoffdioxids und nur im geringen
Umfang bilden sich Hydrogencarbonat-lonen. Fangt man die bei der Dissoziation gebildeten
Hydronium-lonen (Hs0") durch Zugabe einer Lauge mit Hydroxid-lonen (OH) ab, so verschiebt

sich das Mengenverhaltnis zu Gunsten von CO32 .

CO,+2H,0 == H,COy,y)+H,0 == HCO; o+ H:0 (g (5.9)
- 2-
HCO; (gq) + HO == (O3 (gq) * H3o+(aq) (5.10)

Wird Hydroxylapatit durch eine Fallungsreaktion an Luft hergestellt, bildet sich Ublicherweise

ein B-Typ carbonisierter HA, wobei CO32_-Ionen als Substituenten fur PO43_-Ionen auftreten.
Wenn HA mittels einer Temperaturbehandlung hergestellt wird, bildet sich typischerweise der

A-Typ, wobei CO32_-Ionen als Substituenten fiir OH -lonen wegen der hohen Beweglichkeit der

OH -lonen auftreten [Som04]. Dies ist jedoch nicht zwingend der Fall, weil eine A-Typ-
Substitution auch bei HA beobachtet worden ist, das durch Fallung bei Raumtemperatur
hergestellt wurde [Bar98]. Liegen beide Typ-Substitutionen gleichzeitig vor, spricht man von
einer AB-Typ-Substitution. Dies flhrt zur Bildung von carbonisiertem und dadurch
nichtstéchiometrischem Hydroxylapatit (CHA, Cajg,[ 1, 1[(PO4)sx(HPO,4,COs),][(20H,CO3), /5] mit
1<x<2, [1 bedeutet Leerstelle oder Vakanz). Das molare Ca/P-Verhiltnis hangt vom Carbonat-
gehalt in der Fallungslésung ab und kann theoretisch Werte im Bereich von 1.33 bis 2.0
annehmen.

Zur Beschreibung der Fallungsreaktion von CDHA wurde vereinfachenderweise das
Fallungsgleichgewicht (Rktgl. 5.7) fir den pH-Wert-Bereich von 6.5 bis 9.5 verwendet, aufgrund
der erwdhnten sehr geringen Sattigung von Kohlenstoffdioxid aus der Luft bei Raumtemperatur
unter Normaldruck. Zur Beschreibung der Fallungsreaktion von HA bei pH-Werten im Bereich
oberhalb von 9.5 wurde das Fallungsgleichgewicht (Rktgl. 5.11) verwendet. Anstelle von
NH;OH-L6sung wurde NaOH verwendet.

10CaCly,,) + 6 Na,HPO y15g) + 8NAOH o) == Ca1,(PO,)5(OH),d + 20NaCl ) + 6H,0
(5.11)
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5.3 Strukturbildung in der Fallungslosung

5.3.1 Bildung von amorphem Calciumphosphat

Bei der unter 5.2.1 durchgefiihrten Fallungsreaktion (Gleichung 5.7) entstand ein milchig
weiller Niederschlag aus Calciumorthophosphat (CaP). Wenn dieser unmittelbar nach
beendeter Fallung und einer Filtrationsdauer von (28 +4)min mit XRD untersucht wurde,
zeigten Beugungsmessungen des CaP-Fallungsprodukts unterschiedliche Strukturen in
Abhdngigkeit vom pH-Wert der Fallungslosung. Bei gefdlltem, 15min gealtertem CaP im pH-
Wert-Bereich von 7.0 bis 9.0 traten rontgenamorphe Strukturen (Abbildung 5.4) auf.

Parameter Wert |Einheit | Parameter Wert | Einheit
Pumprate 10 I/h Fédllungszeit 12 min
Ultraschallleistung |33 w Féllungsvolumen |2 I

—— pH-Wert 9.0
—— pH-Wert 8.4

—— pH-Wert 7.8

—— pH-Wert 7.3

rel. Intensitat/a.u.

—— pH-Wert 7.0

lIIIIIIIIIllllll[lIlllllllllllllll
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Abbildung 5.4: XRD-Kurven von 15min nach Fillung gealtertem CaP in Abhdngigkeit vom pH-Wert. Alle
Messkurven oberhalb von pH-Wert 7.3 gefilltem CaP zeigen das Beugungsbild von amorphem
Calciumphosphat (ACP). Das schwache Signal (markiert durch schwarze Pfeile) bei 26° deutet auf die
Bildung erster HA-Kristallite hin.

Die Messkurven von 15min gealtertem, bei pH-Wert 7.0 und 7.3 gefdlltem CaP zeigen die
Reflexe von HA. Alle Messkurven oberhalb von pH-Wert 7.3 gefélltem CaP zeigen zwei stark
verbreiterte Reflexe (Halos) bei ~30° und ~48°, die amorphem Calciumphosphat (ACP)
zuzuordnen sind. Der schwache Beugungsreflex bei ~26° deutet auf die Bildung erster HA-
Kristallite hin. Der (002)-Reflex ist bei HA immer der erste, der bei beginnender Kristallisation

erkennbar ist.
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TEM-Aufnahmen von bei pH-Wert 7.0 gefdlltem, 15min gealtertem CaP zeigen das Auftreten
einer weiteren kristallinen Struktur (Abbildung 5.5). Es wurden Plattchen mit einer Kristallit-
lange von bis zu 1.2 um, einer Breite von bis zu 150nm und einer Dicke von bis zu 20nm
gefunden. Die Beugungsreflexe der in Frage kommenden kristallinen CaP-Phase OCP wurden
erst nach 3h Alterung in der XRD-Messung gefunden (siehe Abbildung 5.12), was durch eine zu
geringe OCP-Konzentration nach 15 min Alterung erklart werden kann.

g ¥ L

Abbildung 5.5: (a-c) Die TEM-Aufnahmen von bei pH-Wert 7.0 gefélltem, 15 min gealtertem CaP zeigen
das Auftreten der weiteren CaP-Phase OCP.

&

TEM- und STEM-Aufnahmen von gefilltem, 15min gealtertem CaP zeigen das Auftreten
amorpher Strukturen (Abbildung 5.6). Es wurden, bei allen pH-Werten oberhalb von 7.3,
miteinander verwachsene, spharische Strukturen gefunden, die eine lockere Packung bilden.

400nm |
Abbildung 5.6: Die TEM- (a) und die STEM-SE-Aufnahme (b) demonstrieren die typische Morphologie
von ACP in der Ubersicht.

Die STEM- und TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.7 demonstrieren die typische Morphologie von
ACP bei hoherer VergroRBerung. Die spharischen, miteinander verwachsenen Partikel mit einem
Durchmesser von 40nm bis 60nm, bestehen aus kleineren, miteinander agglomerierten,
sphéarischen Partikeln mit einem Durchmesser von 2nm bis 20nm. Innerhalb der Partikel sind
helle Bereiche zu erkennen. Es handelt sich hierbei um Poren.
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Abbildung 5.7: Die STEM-SE-Aufnahme (a) und die TEM-Aufnahmen (b, c) zeigen die typische
Morphologie von ACP mit héherer Auflésung.

Der amorphe Charakter wurde mithilfe von Elektronenbeugung (ED, engl. Electron diffraction)
bestatigt. Abbildung 5.8a zeigt das Beugungsbild. Es treten nur diffuse Ringe auf, was auf das
Fehlen einer Fernordnung hindeutet. Zum Vergleich zeigt Abbildung 5.8b das Beugungsbild von
nanokristallinem HA. Es sind scharf abgegrenzte Beugungsringe sichtbar, die eine
fortschreitende Kristallisation und die Entstehung einer Fernordnung kennzeichnen.

log(Intensitit) / a.u.

Abbildung 5.8: Die ED-Aufnahme zeigt ein Beugungsbild von ACP (a) und zum Vergleich ein
Beugungsbild von nanokristallinem HA (b). Das Diagramm (c) stellt die radiale Intensitdtsverteilung von
ACP (blaue Kurve) im Vergleich zu nanokristallinem HA (rote Kurve) dar.

In Abbildung 5.8c ist der Verlauf der radialen Intensitatsverteilung von ACP im Vergleich zu
nanokristallinem HA anhand der ED-Aufnahmen aus Abbildung 5.8a und 5.8b dargestellt. Beide
Proben unterscheiden sich deutlich erkennbar in der Strukturierung des Kurvenverlaufs, was
auf Unterschiede in der Anordnung der Atome in beiden Proben zuriickzufiihren ist. Der Reflex
in der roten Kurve bei einem Streuvektor von 18.31nm’ resultiert aus dem Gitterabstand
(d(ooz)=3.44,&) der (002)-Netzebenen der HA-Kristallite.

Es kann festgehalten werden, dass von gefalltem, 15 min gealtertem CaP oberhalb von pH-Wert
7.3 bis 9.0 das Auftreten amorpher Strukturen gefunden wurde. Bei pH-Wert 7.0 war 15min
nach der Fallung kein Auftreten von ACP festzustellen. Durch TEM-Aufnahmen wurde neben HA
die kristalline CaP-Phase OCP gefunden (Abbildung 5.5). Die Hauptbeugungsreflexe der in Frage
kommenden kristallinen CaP-Phase OCP wurden jedoch nicht bei dieser Alterung sondern erst
nach 3h in der XRD-Messung gefunden. Die hier vorgestellten Ergebnisse der Strukturunter-
suchungen sollen helfen, ein einfaches Modell fir die Umwandlung von ACP zu nano-
kristallinem HA zu beschreiben.
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5.3.2 Umwandlung zu nanokristallinem Hydroxylapatit

Es wurden amorphe CaP-Proben, die bei den pH-Werten oberhalb von 7.3 nach der unter 5.2.1
beschriebenen Fallungsreaktion (Rktgl. 5.7) hergestellt wurden, mit TEM und HRTEM (High
Resolution TEM) naher untersucht.

100nm J

Abbildung 5.9 (a, b) Die TEM-Aufnahmen zeigen den Beginn der Kristallisation von HA an der
Oberfldche der sphdrischen, miteinander verwachsenen ACP-Partikel (markiert durch schwarze Pfeile).

Der Beginn der einsetzenden Umwandlung von ACP zu HA ist in den TEM-Aufnahmen in
Abbildung 5.9 zu erkennen. Bei einigen der spharischen, miteinander verwachsenen ACP-
Nanopartikel treten an ihren gekrimmten Oberflachen ebene Flachen auf, die in der Projektion
im Bild als gerade Kanten zu sehen sind (markiert durch schwarze Pfeile) und stumpfwinklig
aufeinandertreffen. Bei hoherer VergroRerung zeigen sich in den TEM-Aufnahmen in Abbildung
5.10 vereinzelt auftretende, kristalline Bereiche im Nanometerbereich an der Oberflache der
spharischen ACP-Nanopartikel (rot umrandet). Diese kristalline Struktur entsteht durch
Umlagerungsvorgange innerhalb der amorphen Struktur.
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Abbildung 5.10 (a) Die HRTEM-Aufnahme zeigt den Beginn der Kristallisation von HA an den Oberflidchen
der sphdrischen, miteinander verwachsenen ACP-Partikel im rot umrandeten Bildbereich. (b) Die

Ausschnittsvergréf8erung (rot umrandet) aus Abbildung 5.10a zeigt die kristalline Struktur von HA.
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In Abbildung 5.10b ist in der Bildmitte ein etwa 5nmx20nm groRer Bereich zu erkennen, der
ein regelmaRig angeordnetes Kristallgitter zeigt. Der gemessene interplanare Abstand von
0.34nm ist auf den Gitterabstand benachbarter (002)-Netzebenen im HA-Kristallit zurick-
zufuhren.

Wahrend der ACP-Umwandlung findet man ACP und thermodynamisch stabileren,
nanokristallinen HA. In Abbildung 5.11a zeigt die TEM-Aufnahme das Auftreten von HA-
Plattchen innerhalb der spharischen ACP-Nanopartikel. Die STEM-Aufnahme in Abbildung 5.11b
veranschaulicht die Existenz von spharischen ACP-Nanopartikeln, die sich zu nanokristallinem
HA umwandeln. In diesem Bild unten links sowie oben rechts ist ACP erkennbar und in der
Bildmitte treten erste HA-Plattchen (schwarze Pfeile) auf.

Abbildung 5.11 (a) Die TEM-Aufnahme zeigt das Auftreten erster HA-Pldttchen innerhalb der ACP-
Nanopartikel. (b) Die STEM-SE-Aufnahme zeigt ACP-Nanopartikel und Bereiche, in denen diese sich
bereits zu HA-Nanokristallen umgewandelt haben (schwarze Pfeile).

Die Umwandlungsdauer von ACP zu nanokristallinem HA verlangerte sich oberhalb von pH-
Wert 7.3. Die Beugungskurven der rontgenamorphen Proben (Abbildung 5.4) zeigten bei ~26°
20 ein schwaches Signal, das auf die Bildung erster HA-Kristallite hindeutet.

Folglich wurde zunachst mit Pulverdiffraktometrie die Alterung von CaP in der Fallungslésung in
Abhangigkeit vom Fallungs-pH-Wert untersucht, um die ungefdhre Zeitspanne fir die Um-
wandlung von ACP zu nanokristallinem HA zu ermitteln.
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54 Materialcharakterisierung
54.1 Einfluss der Syntheseparameter auf einige Materialeigenschaften
54.1.1 Alterung in der Fallungslésung

Als Alterung wurde die Zeitdauer definiert, die der Summe aus der halben Fallungszeit und der
Standzeit des gefdllten CaPs in der Fallungslosung nach beendeter Fallung entsprach. Die
Untersuchung der Alterung von CaP in der Fallungslosung erfolgte fur die pH-Werte 7.0, 7.8
bzw. 9.0.

Dazu wurden je 12Liter Natriumhydrogenphosphat-Losung (0.163 mol/l) und Calciumchlorid-
Lésung (0.272mol/l) fur die Fallungen angesetzt. Vor Beginn der Fallungsreaktion wurden auf
jeweils ca. 10Liter der Natriumhydrogenphosphat-Losung fiir die pH-Wert-Einstellung
entsprechend 118.2ml, 127.8 ml bzw. 142.2ml 25%ige Ammoniumhydroxid-Lésung gegeben
und mit deionisiertem Wasser auf 12 Liter aufgefillt. Die Konzentration von Ammoniak betrug
dann 0.132mol/I, 0.142 mol/l bzw. 0.158 mol/I. Bei einer konstanten Gesamtpumprate von ca.
10.21/h wurde in 12min jeweils 2Liter Fallungslosung hergestellt und in einem 2I-
Erlenmeyerkolben fiir die Alterung aufbewahrt. Die Durchmischung erfolgte durch Ultraschall
mit einer konstanten Leistung von ca. 33 W. Nach 4 bis 7 unterschiedlichen Standzeiten wurden
je 200ml der Fallungslosung in einem Blichnertrichter tberfihrt und mit Unterdruck zunachst
einmal filtriert und anschlieRend mit je 200 ml deionisiertem Wasser gespiilt. Dieser Vorgang
wurde zweimal wiederholt. Der Filtrationsvorgang war in ca. 24 min bis 32 min abgeschlossen.
Zur weiteren Untersuchung war es notwendig mogliche strukturelle Veranderungen der CaP-
Partikel mit fortschreitender Alterung zu verlangsamen. Ein Teil des CaP-Schlickers wurde daher
mit reinem Ethanol im Uberschuss aufbewahrt bzw. bei -20°C eingefroren. Fiir XRD-Messungen
wurden die Schlickerproben zum einen bei ca. 80°C an Luft getrocknet und im Folgenden als
WT-Proben bezeichnet, zum anderen bei 20°C und 0.03mbar mehr als einen Tag lang
gefriergetrocknet und im Folgenden als GT-Proben bezeichnet. Die XRD-Messungen der WT-
Proben erfolgten in Transmission und die der GT-Proben in Reflexion.

Die Ergebnisse der Alterungsreihen wurden nach aufsteigendem pH-Wert sortiert. Bei pH-Wert
7.0 wurden zu verschiedenen Standzeiten XRD-Messungen durchgefiihrt. Bereits nach 2min
Standzeit zeigen sich in der Rontgenbeugungskurve die Reflexe von HA (Abbildung 5.12). Dabei
deutet die, gegeniliber der Integralbreite der Reflexe von gesintertem HA, vergroRerte
Integralbreite der Reflexe in allen Messkurven auf die Bildung von nanokristallinem HA hin.
Diese Tatsache liegt in der GroRe der HA-Kristallite begriindet, da aufgrund der nano-
dimensionierten Kristalle jeweils nicht ausreichend viele Netzebenen zur Beugung unter einem
bestimmten Winkel beitragen.
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Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit
pH-Wert 7.00 Pumprate 10.2 |i/h Féllungszeit 12 min
Fdllungstemperatur|23.5 |°C Ultraschallleistung |33 w Féllungsvolumen | 2 I
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Abbildung 5.12: XRD-Kurven von CaP bei Fillungs-pH-Wert 7.0 mit zunehmender Standzeit der

Féllungslésung von 2 min bis 6 h. Die schwarzen Pfeile markieren die Abnahme der Signalstdrke des Halos
bei ~30° (ACP) mit zunehmender Standzeit. Sterne bzw. Dreiecke symbolisieren die Hauptreflexe von OCP
bzw. DCPD. Die d;y von HA OCP und DCPD wurden aus dem A.S.T.M. card file No. 9-432; 26-1056 und 9-
77 entnommen. WT-Proben: Transmissionsmessungen bei 80°C getrockneter CaP-Proben, GT-Proben:
Reflexionsmessungen gefriergetrockneter CaP-Proben.

Ab 3 h Alterung zeigen sich in der Rontgenbeugungskurve neben den Reflexen von HA die mit
Sternen markierten Hauptreflexe von Octacalciumphosphat (OCP). Nach 6h Alterung reihen
sich neben den Reflexen von HA und OCP die mit roten Dreiecken markierten Hauptreflexe von
Brushit (DCPD), allerdings nur bei der WT-Probe, dazu.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sofort nach beendeter CaP-Fillung eine
Umwandlung von ACP zu nanokristallinem HA einsetzt und ca. 60 min bis max. 3 h andauert. Die
Untersuchung der WT- und GT-Proben zeigt, dass die Trocknungsart einen Einfluss auf den
Verlauf der ACP-HA-Umwandlung hat. Bei einer 80°C an Luft getrockneten CaP-Probe wird die
ACP-Umwandlung gegenliber einer gefriergetrockneten deutlich verkirzt. Oberhalb der
Raumtemperatur reagieren die Fallungsprodukte schneller zum thermodynamisch stabilen HA.
Daher erfolgt die Gefriertrocknung der CaP-Proben immer dann, wenn es gilt den
Alterungsprozess des gefallten CaPs in der Fallungsldsung zu untersuchen. Ansonsten wurde die
weniger aufwendige Trocknung bei 80°C durchgefiihrt. Mit zunehmender Alterung entwickelt
sich ein mehrphasiges Fallungsprodukt. Dabei treten erst OCP, spater DCPD in der WT-Probe als
weitere kristalline CaP-Phasen auf.
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Die Abbildung 5.13 zeigt die zu verschiedenen Standzeiten durchgefiihrten XRD-Messungen fir
pH-Wert 7.8. Nach 2 min und 6 min Standzeit ist in der Rontgenbeugungskurve von 20° bis 40°
ein Halo zu erkennen, der auf die Bildung eines rontgenamorphen Materials hindeutet. Der
Verlauf beider Beugungskurven entspricht dem von amorphem Calciumphosphat (ACP). Nach
20min Standzeit zeigt sich in der Rontgenbeugungskurve der WT-Probe die beginnende
Kristallisation von HA, wahrend bei der GT-Probe nach wie vor der Verlauf der XRD-Kurve dem
vom ACP entspricht. Erkennbar ist die beginnende Kristallisation von HA in der WT-Probe daran,
dass bei ~26° ein schwaches Signal (markiert durch orangen Pfeil) auftritt.

Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit
pH-Wert 7.80 Pumprate 10.2 |I/h Fillungszeit 12 min
Féllungstemperatur|23.1 | °C Ultraschallleistung |33 w Fdllungsvolumen | 2 1
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Abbildung 5.13: XRD-Kurven von CaP bei Fillungs-pH-Wert 7.8 mit zunehmender Standzeit der

Féllungslésung von 2min bis 9h. Die d,, von HA wurden aus dem A.S.T.M. card file No. 9-432
entnommen.

Der Verlauf der Beugungskurve entspricht dem einer Mischung aus ACP mit zunehmendem
Anteil an kristalliner Phase, was aufgrund des strukturierten Verlaufs der XRD-Kurve im Bereich
von 25° bis 35° erkennbar ist. Ab 60min Standzeit zeigt sich dann auch in der
Rontgenbeugungskurve der GT-Probe die beginnende Kristallisation von HA. Erkennbar ist die
die beginnende Kristallisation von HA in der GT-Probe daran, dass sich bei ~26° ein schwaches
Signal (markiert durch blauen Pfeil) zeigt. Ab 3h Standzeit sind in den Messkurven beider
Proben nur Reflexe zu beobachten, die HA zuzuordnen sind.

Es kann festgehalten werden, dass innerhalb von 60min nach beendeter CaP-Fallung eine
Umwandlung von ACP zu nanokristallinem HA einsetzt und insgesamt ca. 60min bis max. 3h
andauert. Die Existenz weiterer kristalliner CaP-Phasen wird mit zunehmender Alterung nicht
festgestellt.
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Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit
pH-Wert 9.00 Pumprate 10.2 |i/h Féillungszeit 12 min
Fdllungstemperatur|24.5 | °C Ultraschallleistung |33 w Fdllungsvolumen |2 ]
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Abbildung 5.14: XRD-Kurven von CaP bei Fillungs-pH-Wert 9.0 mit zunehmender Standzeit der

Féllungslésung von 2min bis 1h bzw. 24h. Die d,; von HA wurden aus dem A.S.T.M. card file No. 9-432
entnommen.

Fir pH-Wert 9.0 wurden zu verschiedenen Standzeiten XRD-Messungen durchgefiihrt, die in
Abbildung 5.14 dargestellt sind. Der Verlauf der Beugungskurve entspricht nach 2 min Standzeit
hauptsachlich dem von ACP mit der einsetzenden Bildung von HA, da sich bei ~26° ein
schwaches Signal (markiert durch schwarzen Pfeil) zeigt, das auf die Entstehung erster HA-
Kristallite zurtickzufiihren ist. Nach 6 min Standzeit entspricht der Verlauf der Beugungskurve
der WT-Probe einer Mischung aus nanokristallinem HA mit einem geringen Anteil an ACP, was
aufgrund des strukturierten Verlaufs der XRD-Kurve im Bereich von 25° bis 35° erkennbar ist.
Der orange Pfeil markiert den deutlich erkennbaren (002)-Reflex in der XRD-Kurve der WT-
Probe, der deutlich das Einsetzen der Bildung von HA anzeigt. Im Gegensatz dazu dhnelt der
Verlauf der Beugungskurve der GT-Probe erst nach 6h Standzeit dem Verlauf der
Beugungskurve der WT-Probe nach 6 min Standzeit. ACP reagiert also sehr empfindlich auf
einen Anstieg der Trocknungstemperatur. Dabei deutet die, gegenliber der Integralbreite der
Reflexe von gesintertem HA, vergroRerte Integralbreite der Reflexe in der Messkurve auf die
Bildung von nanokristallinem HA hin. Die Transformation von ACP zu HA ist demnach zu dieser
Standzeit noch nicht vollstandig abgeschlossen. Ab einer Standzeit von 20min ist in den
Messkurven der WT-Proben nur das Auftreten der Reflexe von nanokristallinem HA
festzustellen. Analog ist erst nach mehr als 6 h Standzeit in den Messkurven der GT-Proben ein
ahnliches Ergebnis festzustellen. Der blaue Pfeil markiert den deutlich erkennbaren (002)-Reflex
in der XRD-Kurve der GT-Probe, der das Einsetzen der Bildung von HA anzeigt. An der
beginnenden Intensitatszunahme bzw. Abnahme der Integralbreite des (100)-, (002)-, (300)-,
(202)- und (310)-Reflexes (markiert durch schwarze Pfeile) ist eine beginnende Reifung der
Kristallite bzw. Zunahme der Kristallitgrole der WT-Proben erkennbar. Daraus kann eine
Zunahme der Lange, Breite und Dicke der HA-Kristallite gefolgert werden.
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Summa summarum kann festgestellt werden, dass die ACP-Umwandlung zu HA bei pH-Wert 9.0
im Vergleich zu der bei pH-Wert 7.8 deutlich spater einsetzt. Erst innerhalb von 6h nach
beendeter CaP-Fallung tritt der Beginn einer Umwandlung von ACP zu nanokristallinem HA auf,
die ca. 6h bis max. 24h andauert. Die Existenz weiterer kristalliner CaP-Phasen wird mit
zunehmender Alterung nicht festgestellt.

Fir die untersuchten Proben nimmt die Dauer der Umwandlung von ACP zu HA mit steigendem
pH-Wert zu. Durch eine Trocknung bei 80°C wird ACP in einer kirzeren Zeit zu HA
umgewandelt, als es bei der entsprechenden gefriergetrockneten Probe der Fall ist. Bei pH-
Wert 7.0 wird eine Umwandlungsdauer von ACP zu HA innerhalb von 1h bis 3h beobachtet. Es
tritt bereits 2min nach beendeter Fallung nanokristalliner HA auf. Ab etwa 3h Alterung und
langer macht sich in den Beugungskurven neben HA, das Auftreten der kristallinen CaP-Phasen
OCP und DCPD (nur bei der WT-Probe) bemerkbar. Demnach liegt bei pH-Wert 7.0
nanokristallines HA innerhalb von 3h Alterung ohne weitere kristalline CaP-Phasen vor. Diese
Aussage kann aber bei genauerer Untersuchung mithilfe von TEM-Aufnahmen nicht langer
bestatigt werden, da bereits 15min nach beendeter Fallung OCP-Kristallite in TEM-Aufnahmen
gefunden wurden (Abbildung 5.5), was durch XRD-Messungen erst bei einer Alterung von 3 h
auftritt. Demzufolge ist bei pH-Wert 7.0 von Beginn an mit der Bildung eines mehrphasigen
Fallungsproduktes unter den gegebenen Fallungsbedingungen auszugehen. Bei pH-Wert 7.8 ist
die ACP-HA-Umwandlung innerhalb von 60 min bis 3 h und bei pH-Wert 9.0 innerhalb von 6 h bis
24h Alterung abgeschlossen. Mit fortschreitender Alterung zeigt sich, dass bei den beiden
letztgenannten pH-Werten, neben nanokristallinem HA, keine weiteren CaP-Phasen auftreten,
was auch durch TEM-Aufnahmen tberpriift wurde (Abbildungen 5.17(d-f), 5.18(a-c)).

54.1.2 pH-Wert

Durch Untersuchungen der Alterung von CaP in der Fallungslésung wurde im Kapitel 5.4.1.1
gezeigt, nach welchen Alterungszeiten im pH-Wert-Bereich von 7.0 bis 9.0 nanokristalliner HA
auftrat. Nach abgeschlossener Umwandlung von amorphem Calciumphosphat zu nano-
kristallinem HA wurden mithilfe von Rontgenbeugung (XRD) und Elektronenmikroskopie (EM)
die kristalline Struktur, Morphologie und KristallitgroRe der HA-Nanokristalle bei sechs
verschiedenen Fallungs-pH-Werten im Bereich von 7.0 bis 12.6 untersucht. Zusatzlich wurde
durch energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX) das molare Ca/P-Verhaltnis in den HA-
Proben bestimmt.

Die Durchfiihrung der Versuche (pH-Wert-Einstellung, Pumprate, Ultraschallleistung, Filtration)
fand wie im Kapitel 5.4.1.1 beschrieben statt. Zur Einstellung der Fallungs-pH-Werte 7.3 und 7.4
wurden entsprechend 121.3ml bzw. 123.1ml einer 25%igen Ammoniumhydroxid-Losung
bendtigt. Die Konzentration von Ammoniak betrug dann 0.135 mol/l bzw. 0.137 mol/I. Fur die
pH-Wert-Einstellung der Fallungslosung bei pH-Wert 12.6 wurde Natriumhydroxid (NaOH) mit
einer Konzentration von 0.376 mol/| verwendet.
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In Abbildung 5.15 sind die Rontgenbeugungskurven von HA, der im pH-Wert-Bereich von 7.0 bis
12.6 gefdllt wurde, nach abgeschlossener Transformation von ACP dargestellt. Die oberste
Beugungskurve (rote Kurve) ist eine XRD-Messung von humanem Knochen. Es werden fiir alle
pH-Werte nur die Beugungsreflexe von HA gefunden.

Bei den XRD-Messungen der Knochenprobe und den HA-Proben fir pH-Wert 7.3 und 12.6
handelt es sich um Kapillarmessungen. In diesen Beugungskurven tritt daher ein Halo
(Quarzglas) mit einem Maximum bei 22° auf.

Die Integralbreite der Reflexe in den Beugungskurven der HA-Proben ist im Vergleich zur
Integralbreite der Reflexe von gesintertem HA (siehe Abbildung 2.12a) deutlich groRer. Diese
Tatsache liegt in der GroRRe der HA-Kristallite begriindet, da aufgrund der nanodimensionierten
Kristalle jeweils nicht genlgend Netzebenen zur Beugung unter einem bestimmten Winkel
beitragen. Bei pH-Werten oberhalb von 7.8 ist in den Messkurven eine beginnende
Intensitdatszunahme bzw. Abnahme der Integralbreite des (300)- und (202)-Reflexes (markiert
durch schwarze Pfeile) festzustellen. Dieses Resultat deutet auf eine beginnende Reifung der
Kristallite bzw. Zunahme der KristallitgréRe hin.
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Abbildung 5.15: XRD-Kurven von HA bei verschiedenen Fdllungs-pH-Werten von 7.0 bis 12.6 und

die Réntgenbeugungskurve von humanem Knochen. Bei den XRD-Messungen der HA-Proben fiir pH-Wert
7.3, 12.6 und der Knochenprobe handelt es sich um Kapillarmessungen. Die schwarzen Pfeile deuten auf
die Abnahme der Integralbreite der markierten Reflexe hin. Die d,, von HA wurden aus dem A.S.T.M.
card file No. 9-432 entnommen.

Die Rontgenbeugungskurven von HA, der im pH-Wert-Bereich von 7.0 bis 7.8 geféllt wurde,
zeigen dhnliche Reflexe und Reflexintensitdtsverhaltnisse, wie die der Beugungskurve von
humanem Knochen. Demzufolge ist die kristalline Struktur und GréRe der HA-Kristallite, die in
diesem pH-Wert-Bereich gefallt wurden, der der Bioapatitkristallite im Knochen sehr dhnlich.
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Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.16 von pH-Wert 7.0(a-c) bzw. 7.3(d-f) gefdlltem CaP
zeigen, dass sich nach 8 min bzw. 15min Alterung plattchenférmige HA-Kristallite bilden. Bei
beiden pH-Werten haben die HA-Kristallite eine Plattchendicke zwischen 3nm und 4nm.
Plattchenldange bzw. -breite liegen zwischen 60 nm und 70nm bzw. zwischen 15nm und 25nm.
Die HA-Plattchen bilden Agglomerate, deren GroRe im Mikrometer-Bereich liegt. Die dunklen,
plattchenformigen Objekte sind dinne HA-Kristallite, die in der Bildebene liegen. Die sehr
dunklen, fast schwarzen nadelférmigen Objekte sind HA-Plattchen, die sich in Langsseitenlage
senkrecht zur Bildebene befinden. In dieser Orientierung ist die geringe Dicke der HA-Plattchen
erkennbar, die der Dicke von Bioapatitkristalliten im humanen Knochen sehr dhnlich ist.

40nm J

Abbildung 5.16: TEM-Aufnahmen von HA beim Fillungs-pH-Wert 7.0 und 8 min Alterung (a-c) und
von HA beim Féllungs-pH-Wert 7.3 und 15 min Alterung (d-f).

Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.17 von pH-Wert 7.4(a-c) bzw. 7.8(d-f) gefdlltem CaP
zeigen, dass sich nach ca. 15min bzw. 3h Alterung plattchenférmige HA-Kristallite bilden. Bei
beiden pH-Werten haben die HA-Kristallite eine Plattchendicke zwischen 3nm und 4nm.
Plattchenldange bzw. -breite liegen zwischen 50 nm und 70nm bzw. zwischen 15nm und 20 nm.
Auch bei diesen pH-Werten bildeten die HA-Plattchen Agglomerate, deren Grofle im
Mikrometerbereich liegt.



Abbildung 5.17: TEM-Aufnahmen von HA beim Fdllungs-pH-
und von HA beim Féllungs-pH-Wert 7.8 und 3 h Alterung (d-f).

Abbildung 5.18: TEM-Aufnahmen von HA beim Féllungs-pH-Wert 9.0 und 3 h
von HA beim Féllungs-pH-Wert 12.6 und 8 h Alterung (d-f).
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Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.18 (a-c) von pH-Wert 9.0 gefdlltem CaP zeigen, dass sich
nach 3h Alterung plattchenformige HA-Kristallite bilden. Die HA-Kristallite haben eine
Plattchendicke zwischen 4nm und 6 nm. Plattchenlange bzw. -breite liegen zwischen 65 nm und
75nm bzw. zwischen 20nm und 25nm. Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.18(d-f) von pH-
Wert 12.6 gefalltem CaP zeigen, dass sich nach 8h Alterung nicht plattchen- sondern stabchen-
formige HA-Kristallite bilden. Die Kristallite haben eine Breite als auch eine Dicke zwischen 6 nm
und 10nm. Die Lange liegt zwischen 25nm und 30nm. Auch bei diesen pH-Werten bilden die
HA-Kristallite Agglomerate, deren Grof3e im Mikrometer-Bereich liegt.

In Tabelle 5.1 sind die aus den TEM-Aufnahmen gewonnenen Ergebnisse zur Grofe und
Morphologie der HA-Kristallite, das mithilfe von EDX bestimmte molare Ca/P-Verhaltnis in den
HA-Proben in Abhdngigkeit vom pH-Wert der Fallung sowie der Alterung der HA-Kristallite in
der Fallungslosung aufgefiihrt.

Tabelle 5.1:  Morphologie und Gréfse der HA-Kristallite und das molare Ca/P-Verhdltnis in den HA-
Proben als Funktion von Fdllungs-pH-Wert und Alterung der Féllungsldsung.

AR Rl PliEse || AIEm \Teorlf;é(':liﬁrs- Dicke / nm E:iesittae”;tiﬁﬁe Lange / nm Kmr:rts:iotl-ogie

7.0 HA 8min 1.57 38403 |[223%64 60.2+7.8 | plattchenférmig
7.3 | HA | 15min | 1.69 |35+04 |160+21 |68.2+6.6 | plittchenformig
7.4 | HA | 15min | 1.70 |41+06 [175%+23 [67.3t53 | plattchenformig
7.8 | HA | 3h | 1.59 |36+03 [150+1.8 |525+55 | plittchenférmig
9.0 | HA | 3h | 1.86 | 52403 [228+3.0 [68.1+58 | plittchenférmig
12.6 | HA | 8h | 2.12 |6.7+11 [96+1.0  [28.7+23 | stabchenformig

Unter den gegebenen Fallungsbedingungen entstehen im pH-Wert-Bereich von 7.0 bis 9.0
plattchenformige HA-Nanokristalle. Oberhalb von pH-Wert 7.8 nimmt die Plattchendicke zu.
Oberhalb von pH-Wert 9.0 nehmen Plattchenbreite und -lange ab und die Plattchendicke
nimmt weiter zu. Bei pH-Wert 12.6 bilden sich stabchenférmige HA-Nanokristalle. Demzufolge
existieren im untersuchten pH-Wert-Bereich von 7.0 bis 7.8 HA-Nanokristalle mit knochen-
apatitahnlicher Morphologie. Daher wurde im nachfolgenden Kapitel 5.4.1.3 der Einfluss des
weiteren Syntheseparameters Pumprate auf pH-Wert 7.0, 7.4 bzw. 7.8 gefillte HA-Kristallite
untersucht.
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5413 Pumprate

Durch Variation der Pumprate wird die Verweilzeit der Fallungslosung in der
Durchflussmischzelle reguliert. Diese Zeit beeinflusst die Kinetik der Umwandlung von ACP zu
HA. Um den Umsatz an HA zu steigern, wurde die Pumprate, mit der beide Salzlésungen in die
Durchflussmischzelle beférdert werden, erhoht.

Der Einfluss der Pumprate auf die kristalline Struktur, Morphologie, KristallitgroRe und
elementare Zusammensetzung der HA-Kristallite wurde bei den pH-Werten 7.0, 7.4 bzw. 7.8 bei
einer Pumprate von 23.6l/h und einer Ultraschallleistung von ca. 33W mithilfe von
Rontgenbeugung (XRD), Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und energiedispersiver
Rontgenspektroskopie (EDX) untersucht. Zunachst wurde mit Voruntersuchungen durch XRD-
Messungen geklart, wann die Umwandlung von ACP zu HA fir die letztgenannten pH-Werte bei
einer Pumprate von 23.61/h abgeschlossen ist. Es wurde festgestellt, dass die Umwandlung von
ACP zu HA bei pH-Wert 7.0 bzw. 7.4 bereits innerhalb von 15min Standzeit in der
Fallungslésung vollzogen ist. Im Vergleich zu den Ergebnissen, die in Kapitel 5.4.1.1 durch XRD-
Kurven (Abbildung 5.12) von CaP bei Fallungs-pH-Wert 7.0 mit zunehmender Alterung der
Fallungslosung von 8 min bis 6h bei einer Pumprate von 10.21/h gezeigt wurden, war praktisch
kaum eine bemerkbare Veranderung der ACP-Umwandlungszeit festzustellen. Daher wurde auf
die Darstellung der XRD-Kurven fiir beide pH-Werte verzichtet. Die Transformation von ACP zu
HA bei pH-Wert 7.8 lieferte ein anderes Resultat. In Abbildung 5.19 sind hierzu die
Rontgenbeugungsmessungen flr diesen pH-Wert dargestellt. Als Vergleich dienen die
Ergebnisse, die in Kapitel 5.4.1.1 bereits durch XRD-Kurven (Abbildung 5.13) von CaP bei
Fallungs-pH-Wert 7.8 mit zunehmender Alterung der Fallungslésung von 8 min bis 9h bei einer
Pumprate von 10.21/h gezeigt wurden.

AnschlieBend wurde anhand von TEM-Aufnahmen die Morphologie und GréRe der HA-
Kristallite bei den genannten pH-Werten untersucht. Als Vergleich dienen die Ergebnisse, die in
Kapitel 5.4.1.2 bereits durch TEM-Aufnahmen (Abbildungen 5.16(a-c) und 5.17) von HA fir die
drei Fallungs-pH-Werte gezeigt wurden.

Die Durchfihrung der Versuche (pH-Wert-Einstellung, Ultraschallleistung, Filtration) fand, wie
in Kapiteln 5.4.1.1 und 5.4.1.2 beschrieben, statt. Zur Untersuchung durch XRD wurden die
Schlickerproben wie Ublich bei ca. 80°C an Luft getrocknet (WT-Proben) bzw. bei -20°C
eingefrorene Schlickerproben gefriergetrocknet (GT-Proben). Fiir die Untersuchung der HA-
Kristallite mithilfe von EDX wurden Ublicherweise die WT-Proben verwendet.

In Abbildung 5.19 zeigt sich in den Rontgenbeugungskurven nach 5min und 9 min Standzeit der
Halo von ACP mit einem Maximum bei ca. 30°. Der Verlauf der XRD-Kurve entspricht nach
23 min Standzeit hauptsachlich dem von ACP mit der einsetzenden Bildung von HA, da sich bei
~26° ein schwaches Signal (markiert durch schwarzen Pfeil) zeigt, das auf die Entstehung der
kristallinen Phase mit einer Vorzugsorientierung in (002)-Richtung hindeutet.
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Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit
pH-Wert 7.84 Pumprate 23.6 |I/h Fdllungszeit 5 min
Fdllungstemperatur | 21.6 | °C Ultraschallleistung |33 w Fdllungsvolumen | 2 I
WT-Proben
—— GT-Proben
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Abbildung 5.19: XRD-Kurven von CaP bei Féillungs-pH-Wert 7.8 mit zunehmender Standzeit der

Fdllungslésung von 5min bis 8h bei einer Pumprate von 23.61/h. Die dy von HA wurden aus dem
A.S.T.M. card file No. 9-432 entnommen.

Nach 63 min Standzeit entspricht der Verlauf der Beugungskurve einer ca. 1:1-Mischung aus
nanokristallinem HA und ACP, was aufgrund des strukturierten Verlaufs der XRD-Kurve im 26-
Bereich von 25° bis 35° erkennbar ist. Der orange Pfeil markiert den (002)-Reflex, der das
Einsetzen der Bildung von HA in den WT-Proben kennzeichnet. Analog kennzeichnet der blaue
Pfeil den gleichen Hergang in den GT-Proben. Die Transformation von ACP zu HA ist zu dieser
Standzeit bei beiden Proben noch nicht vollstandig abgeschlossen, wobei diese bei der WT-
Probe weiter fortgeschritten ist.

Ab 3 h Standzeit sind Reflexe mit deutlicher VergroRerung der Integralbreite gegeniber der der
Reflexe von gesintertem HA in der Rontgenbeugungskurve zu beobachten, die allein nano-
kristallinem HA zuzuordnen sind.

Zusammenfassend zeigt sich, dass es innerhalb von 1h bis 3h nach beendeter CaP-Fallung zum
Abschluss der ACP-HA-Umwandlung kommt. Ab etwa 3 h Standzeit besteht das Fallungsprodukt
aus nanokristallinem HA. Eine Erhohung der Pumprate bewirkt eine leichte Verzégerung der
Umwandlung von ACP zu HA, was sich durch die verringerte Verweilzeit der Fallungslésung in
der Durchflussmischzelle erkldaren lasst. Die Existenz weiterer kristalliner CaP-Phasen wird mit
zunehmender Alterung nicht festgestellt.
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Abbildung 5.20: TEM-Aufnahmen von pH-Wert 7.0 gefilltem HA bei einer Alterung von 15 min (a-
c), von pH-Wert 7.4 gefilltem HA bei einer Alterung von 15 min (d-f) und von pH-Wert 7.8 gefdlltem HA
bei einer Alterung von 3 h (g-i).

Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.20 von pH-Wert 7.0(a-c), 7.4(d-f) bzw. 7.8(g-i) gefilltem
CaP zeigen, dass sich nach 15min bzw. 3 h Alterung plattchenformige HA-Kristallite bilden. Die
HA-Kristallite haben eine Plattchendicke zwischen 3 nm und 5nm. Plattchenldange bzw. -breite
liegen zwischen 50nm und 65nm bzw. zwischen 14 nm und 25 nm. Auch bei diesen pH-Werten
bilden die HA-Plattchen Agglomerate, deren GréRe im Mikrometer-Bereich liegt. Die dunklen,
plattchenformigen Objekte sind dinne HA-Kristallite, die in der Bildebene liegen. Die sehr
dunklen, fast schwarzen nadelformigen Objekte sind HA-Plattchen, die sich in Langsseitenlage
senkrecht zur Bildebene befinden.

In Tabelle 5.2 sind die aus den TEM-Aufnahmen gewonnenen Ergebnisse zur Morphologie und
GroRe der HA-Kristallite, das mithilfe von EDX bestimmte molare Ca/P-Verhiltnis in den HA-
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Proben in Abhdngigkeit von Pumprate, pH-Wert der Fdllung sowie einer Alterung von 15min
bzw. 3h in der Fallungsldésung aufgefiihrt.

Tabelle 5.2:  Morphologie und Gréfe der HA-Kristallite sowie das molare Ca/P-Verhdltnis in HA-
Proben, die bei den Féllungs-pH-Werten 7.0, 7.4 bzw. 7.8 hergestellt wurden, unter dem Einfluss der
Pumprate.

Pumprate mol. Ca/P- KristallitgroRe Kristallit-

E inl/h At Verhéltnis | Dicke / nm | Breite / nm Ldnge / nm | morphologie

7.0 HA 10.2 8min 1.57 3.8+0.3 22.3+6.4 60.2+7.8 plattchenférmig
7.0 HA 23.6 15min 1.61 4.1+0.5 21.8+4.2 51.6+7.3 plattchenformig
7.4 HA 10.2 15min 1.70 4.1+0.6 17.5+2.3 67.3+5.3 plattchenférmig
7.4 HA 23.6 15min 1.66 3.6+0.6 15.8+1.3 51.6+5.6 plattchenformig
7.8 HA 10.2 3h 1.59 3.6+0.3 15.0+1.8 52.5+5.5 plattchenférmig
7.8 HA 23.6 3h 1.68 4310.6 14.4+2.4 63.4+2.8 plattchenformig

Unter den gegebenen Fallungsbedingungen entstehen im pH-Wert-Bereich von 7.0 bis 7.8
plattchenformige HA-Nanokristalle. Eine Erhdohung der Pumprate bewirkt eine leichte
Verzogerung der Umwandlung von ACP zu HA, was sich durch die verringerte Verweilzeit der
Fallungslosung in der Durchflussmischzelle erklaren lasst. Die Dicke der HA-Kristallite bleibt fur
die untersuchten pH-Werte konstant in der GréRenordnung von 3.0nm bis 5.0nm. Oberhalb
von pH-Wert 7.0 nimmt die Plattchenbreite leicht ab und die Lange der Kristallite bleibt fir die
untersuchten pH-Werte konstant in der GréRenordnung von 50 nm bis 70 nm. HA-Nanokristalle,
die der Morphologie und Dicke von Knochenapatitkristalliten entsprechen, existieren
demzufolge im untersuchten pH-Bereich von 7.0 bis 7.8. Daher wurde im nachfolgenden Kapitel
5.4.1.4 der Einfluss des weiteren Syntheseparameters Ultraschallleistung auf im genannten pH-
Wert-Bereich gefillte HA-Kristallite untersucht.

54.1.4 Ultraschallleistung

Das Mischen ist ein unumganglicher, wichtiger Schritt bei der Fallung, denn wie bei den meisten
Fallungsprozessen ist die Geschwindigkeit der chemischen Reaktion sehr hoch. Fortgeschrittene
Mischtechnologien und eine genaue Kontrolle der einflussnehmenden Parameter resultieren in
kleineren Partikeln und in einer verbesserten Partikelhomogenitat. Ultraschall zahlt zu den
Mischtechnologien, die hohere Scherkrafte und Riihrenergie bietet. Die Ultraschallkavitation
fihrt zu einem intensiven Mikromischen und erzeugt lokal hohe Energien. Ultraschall
verbessert also das Mischen der Reaktanden und steigert den Masseaustausch an der Partikel-
bzw. Kristallitoberfliche. Mit der Annahme das Mikromischen zu intensivieren und die
Kristallithomogenitat zu verbessern, wurde die Ultraschallleistung erh6ht. Weiterhin wurde
untersucht, was passiert, wenn das Mischen ohne Ultraschall, also allein durch turbulente
Strémungen in der Durchflussmischzelle, stattfindet.

Der Einfluss der Ultraschallleistung auf die kristalline Struktur, Morphologie, GroRe und
elementare Zusammensetzung der HA-Kristallite wurde bei den pH-Werten 7.0, 7.4 bzw. 7.8,
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bei Pumpraten von 10.21/h bzw. 23.61/h und einer Variation der Ultraschallleistung von OW,
80W bzw. ca. 250 W mithilfe von Réntgenbeugung (XRD), Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) und energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX) untersucht. Zunachst wurde anhand
von Voruntersuchungen durch XRD-Messungen geklart, wann die Umwandlung von ACP zu HA
fur die pH-Werte 7.0 bzw. 7.4 bei einer Ultraschallleistung von ca. 250 W abgeschlossen ist. Es
wurde festgestellt, dass die Umwandlung bei diesen pH-Werten bereits innerhalb von 15min
Standzeit in der Fallungslésung vollzogen ist. Im Vergleich zu den Ergebnissen, die in Kapitel
5.4.1.1 durch XRD-Kurven (Abbildung 5.12) von CaP bei Fallungs-pH-Wert 7.0 mit zunehmender
Alterung der Fallungslésung von 8min bis 6h, bei einer Pumprate von 10.21/h und einer
Ultraschallleistung von ca. 33 W gezeigt wurden, ist kaum eine bemerkbare Veranderung der
ACP-Umwandlungszeit festzustellen. Daher wird auf die Darstellung der XRD-Messungen fiir
beide pH-Werte verzichtet. Die Transformation von ACP zu HA bei pH-Wert 7.8 lieferte ein
anderes Resultat. Anhand von Voruntersuchungen durch XRD-Messungen wurde geklart, wann
die Umwandlung von ACP zu HA bei pH-Wert 7.8, bei einer Pumprate von 10.21/h und einer
Ultraschallleistung von OW bzw. 80W sowie bei einer Pumprate von 23.6l/h und
Ultraschallleistung von 80 W auftritt. Als Vergleich dienen die Ergebnisse, die bereits in Kapitel
5.4.1.1 durch XRD-Kurven (Abbildung 5.13) als auch in Kapitel 5.4.1.3 durch XRD-Kurven
(Abbildung 5.19) von CaP bei Fallungs-pH-Wert 7.8 mit zunehmender Alterung der
Fallungslosung von 8 min bis 9h, bei Pumpraten von 10.21/h bzw. 23.61/h und einer Ultraschall-
leistung von ca. 33 W gezeigt wurden.

Zunachst wurde anhand von TEM-Aufnahmen die Morphologie und GroRe der HA-Kristallite bei
pH-Wert 7.0 und 7.4, einer Pumprate von 23.61/h und ca. 250 W Ultraschallleistung untersucht.
AnschlieBend wurde anhand von TEM-Aufnahmen die Morphologie und GroBe der HA-
Kristallite bei pH-Wert 7.8 mit einer Pumprate von 10.21/h, bei OW bzw. 80 W Ultraschall-
leistung sowie mit einer Pumprate von 23.61/h bei 80 W Ultraschallleistung untersucht. Als
Vergleich dienen die Ergebnisse, die bereits in Kapitel 5.4.1.2 durch TEM-Aufnahmen
(Abbildung 5.17 (d-f)) als auch in Kapitel 5.4.1.3 durch TEM-Aufnahmen (Abbildung 5.20) von HA
bei Fallungs-pH-Wert 7.0, 7.4 bzw. 7.8 bei Pumpraten von 10.21/h bzw. 23.61/h gezeigt wurden.
Die Durchfiihrung der Versuche (pH-Wert-Einstellung, Pumprate, Filtration) fand wie in den
Kapiteln 5.4.1.1 bis 5.4.1.3 beschrieben statt. Im Unterschied zu den bisherigen Versuchs-
durchfiihrungen wurde die Ultraschallleistung von 33 W auf OW erniedrigt bzw. auf 80 W bis
250W erhoht. Zur Untersuchung durch XRD wurden die Schlickerproben wie tiblich bei ca. 80°C
an Luft getrocknet (WT-Proben) bzw. bei -20°C eingefrorene Schlickerproben gefriergetrocknet
(GT-Proben). Fiir die Untersuchung der HA-Kristallite mithilfe von EDX wurden Ublicherweise
die WT-Proben verwendet.

In Abbildung 5.21 entspricht der Verlauf der Rontgenbeugungskurven bei 3min, 9min
Standzeit, einer Ultraschallleistung von OW und einer Pumprate von 10.21/h dem von ACP mit
beginnender Umwandlung zu HA. Der orange Pfeil markiert den (002)-Reflex, der das Einsetzen
der Bildung von HA kennzeichnet. Nach 1h Standzeit zeigt die XRD-Kurve der GT-Probe einen
dhnlichen Verlauf. Der blaue Pfeil markiert den (002)-Reflex, der den gleichen Vorgang
kennzeichnet.
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Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit
pH-Wert 7.80 Pumprate 10.2 |I/h Fdllungszeit iz min
Fdllungstemperatur |21.1 | °C Ultraschallleistung |0 w Fdllungsvolumen | 2 I

WT-Proben
——GT-Proben
24h
6h
- /\/_/\/S;h/_/\—’\

Y
' 1h

A 20min \MHEN
[HEES 2===n SUll] 3min L]

rel. Intensitat/a.u.

g | ? g —d,  von HA
. | | | T alf - Loy )
L L] L L] T T I L L] T T L L] L] T T I L] T T T L] L] T T L l T T LI L L] T T T L] I T T L L] T T T L T I T T L]
10 20 20/ 30 40 50
Abbildung 5.21: XRD-Kurven von CaP bei einer Ultraschallleistung von OW und einer Pumprate

von 10.2I/h mit zunehmender Standzeit der Féllungslésung von 3 min bis 6 h. Die dyy von HA wurden aus
dem A.S.T.M. card file No. 9-432 entnommen.

Ab 20 min Standzeit zeigen sich in der Rontgenbeugungskurve der WT-Probe allein die Reflexe
von HA. Bei den GT-Proben zeigt sich das gleiche Ergebnis erst nach 3 h bis 6 h Standzeit. An der
beginnenden Intensitdtszunahme bzw. Abnahme der Integralbreite des (002)-, (300)-, und
(202)-Reflexes (markiert durch schwarze Pfeile) ist eine anfangliche Reifung der Kristallite bzw.
Zunahme der KristallitgroRe der WT-Proben erkennbar. Aus der Zunahme der Intensitat und der
Abnahme der Integralbreite des (300)- und (202)-Reflexes kann eine Zunahme der Breite und
Dicke der HA-Kristallite gefolgert werden. Aus der Zunahme der Intensitdat und der Abnahme
der Integralbreite des (002)-Reflexes kann eine Zunahme der Linge der HA-Kristallite
angenommen werden. Eine Ultraschallleistung von OW und eine Pumprate von 10.21/h sind zur
Herstellung von HA fiir die Alterung der Fallungslosung im Bereich von 1h bis etwa 3 h geeignet.
Kein Eintrag von Ultraschallenergie bewirkt demnach bei pH-Wert 7.8 und einer Pumprate von
10.21/h eine leichte Verzogerung der ACP-HA-Umwandlung.

Es kann festgehalten werden, dass es innerhalb von 1h bis 3h nach beendeter CaP-Fallung zum
Abschluss der ACP-HA-Umwandlung kommt. Ab etwa 3 h Standzeit besteht das Fallungsprodukt
aus nanokristallinem HA und einer geringen Menge nanokristallinem OCP. Ein Ausbleiben des
Eintrags von Ultraschallenergie bewirkt demnach eine leichte Verzégerung der Umwandlung
von ACP zu HA. Die Existenz weiterer kristalliner CaP-Phasen wird mit zunehmender Alterung
nicht festgestellt.
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Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit
pH-Wert 7.94 Pumprate 10.2 |i/h Féllungszeit 12 min
Féllungstemperatur | 26.5 | °C Ultraschallleistung |80 w Féllungsvolumen | 2 )
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Abbildung 5.22: XRD-Kurven von CaP bei einer Ultraschallleistung von 80 W und einer Pumprate

von 10.21/h mit zunehmender Standzeit der Féllungslésung von 2 min bis 8 h. Die d,y von HA und OCP
wurden aus dem A.S.T.M. card file No. 9-432 bzw. 26-1056 entnommen.

In Abbildung 5.22 zeigt sich in den Rontgenbeugungskurven bei einer Ultraschallleistung von
80W und einer Pumprate von 10.21/h nach 2 min, 6min bzw. 20 min Standzeit der Halo von ACP
mit einem Maximum bei ca. 30°. Der Verlauf der XRD-Kurve entspricht bis 1h Standzeit
hauptsachlich dem von ACP mit der einsetzenden Bildung von HA, da sich ein schwaches Signal
bei ~26° (markiert durch schwarze Pfeile) zeigt, das auf die Entstehung der HA-Phase mit einer
Vorzugsorientierung in (002)-Richtung hindeutet. Der blaue Pfeil markiert den (002)-Reflex, der
das Einsetzen der Entstehung von HA kennzeichnet. Die Transformation von ACP zu HA war
demnach zu dieser Standzeit noch nicht vollstdandig abgeschlossen. Ab 3h Standzeit sind Reflexe
mit deutlich groRerer Integralbreite bzgl. der der Reflexe von humanem Knochen in der
Rontgenbeugungskurve zu beobachten, die nanokristallinem HA zuzuordnen sind. In geringer
Menge ist ab 3h Standzeit weiterhin OCP vorhanden, erkennbar am Hauptreflex bei 4.7°.

Zusammenfassend zeigt sich, dass es innerhalb von 1h bis 3 h nach beendeter CaP-Fallung zum
Abschluss der ACP-HA-Umwandlung kommt. Ab etwa 3 h Standzeit besteht das Fallungsprodukt
aus nanokristallinem HA und einer geringen Menge nanokristallinem OCP. Eine Erhohung der
Ultraschallleistung bewirkt demnach keine merkliche Zunahme der Umwandlungsrate von ACP
zu HA. Der Beitrag der durch den Eintrag von thermischer Energie bedingten
Temperaturerhohung der Fallungslosung ist vernachldssigbar gering. Die Existenz weiterer
kristalliner CaP-Phasen wird mit zunehmender Alterung nicht festgestellt.
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Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit | Parameter Wert | Einheit

pH-Wert 7.82 Pumprate 23.7 |I/h Féllungszeit 5 min

Fdllungstemperatur | 23.7 | °C Ultraschallleistung |80 w Fdllungsvolumen | 2 1
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Abbildung 5.23: XRD-Kurven von CaP bei einer Ultraschallleistung von 80 W und einer Pumprate
von 23.61/h mit zunehmender Standzeit der Fillungslésung von 5 min bis 8 h. Die dyy von HA wurden aus
dem A.S.T.M. card file No. 9-432 entnommen.

Nach 5min und 9min Standzeit zeigt sich in der Rontgenbeugungskurve bei einer Ultraschall-
leistung von 80 W und einer Pumprate von 23.61/h der beginnende Ubergang von ACP zu HA
(Abbildung 5.23). Der orange Pfeil markiert den (002)-Reflex, der das Einsetzen der Bildung von
HA kennzeichnet. Nach einer Stunde Standzeit zeigt die XRD-Kurve der GT-Probe einen
dhnlichen Verlauf. Der blaue Pfeil markiert den (002)-Reflex, der den bereits genannten
Vorgang kennzeichnet. Ab 23 min Standzeit zeigen sich in der Rontgenbeugungskurve der WT-
Probe allein die Reflexe von HA.

Bei den GT-Proben zeigt sich das gleiche Ergebnis erst nach 3h bis 8h Standzeit. Eine
Ultraschallleistung von 80 W und eine Pumprate von 23.61/h sind zur Herstellung von HA fir die
Alterung der Fallungslésung im Bereich von einer Stunde bis etwa 3 h geeignet. Eine Erh6hung
der Ultraschallleistung von 33W auf 80 W bewirkt bei pH-Wert 7.8 und einer Pumprate von
23.61/h eine geringe Beschleunigung der Umwandlung von ACP zu HA.

Summa summarum kann festgestellt werden, dass es innerhalb von 1h bis 3h nach beendeter
CaP-Fallung zum Abschluss der ACP-HA-Umwandlung kommt. Ab etwa 3 h Standzeit besteht das
Fallungsprodukt aus nanokristallinem HA. Eine Erh6hung der Ultraschallleistung bewirkt eine
geringe Abnahme der Umwandlungsdauer von ACP zu HA. Die Existenz weiterer kristalliner
CaP-Phasen wird mit zunehmender Alterung nicht festgestellt.

Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.24 von pH-Wert 7.0 (a-c) bzw. 7.4 (d-f) gefdlltem HA zeigen
bei einer Ultraschallleistung von 255W bzw. 250W, dass sich nach 15min Alterung plattchen-
formige HA-Kristallite bilden. Die HA-Kristallite haben eine Plattchendicke zwischen 2nm und
4nm. Plattchenlange bzw. -breite liegen zwischen 50nm und 60nm bzw. zwischen 15nm und
25nm. Die HA-Plattchen bilden wie Ublich Agglomerate, deren GrélRe im Mikrometer-Bereich
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liegt. Die dunklen, plattchenféormigen Objekte sind diinne HA-Kristallite, die in der Bildebene
liegen. Die sehr dunklen, fast schwarzen nadelférmigen Objekte sind HA-Plattchen, die sich in

Langsseitenlage senkrecht zur Bildebene befinden.

N

Abbildung 5.24: TEM-Aufnahmen von pH-Wert 7.0 gefilltem HA bei einer Ultraschallleistung von
255W und einer Alterung von 15min (a-c) sowie von pH-Wert 7.4 gefilltem HA bei einer Ultraschall-
leistung von 250 W und einer Alterung von 15 min (d-f).

Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.25(a, c¢) und die STEM-Aufnahme in Abbildung 5.25b von
pH-Wert 7.8 gefalltem HA zeigen bei einer Ultraschallleistung von OW und einer Pumprate von
10.21/h, dass sich nach 3 h Alterung plattchenféormige HA-Kristallite bilden.

Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.25 (d-f) von bei gleichem pH-Wert gefdlltem HA zeigen bei
einer Ultraschallleistung von 80W und der letztgenannten Pumprate, dass sich nach der
gleichen Alterung ebenfalls plattchenférmige HA-Kristallite bilden.

Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.25(g, i) und die STEM-Aufnahme in Abbildung 5.25h von
bei gleichem pH-Wert gefalltem HA zeigen bei der letztgenannten Ultraschallleistung und einer
Pumprate von 23.61/h, dass sich nach der gleichen Alterung auch hier plattchenformige HA-
Kristallite bilden.

Die HA-Kristallite haben eine Plattchendicke zwischen 4nm und 6 nm. Die Lange bzw. Breite der
Plattchen liegt zwischen 55nm und 75nm bzw. zwischen 10nm und 15nm. Die HA-Plattchen
bilden wie lblich Agglomerate, deren GrofRe im Mikrometer-Bereich liegt.
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Abbildung 5.25: (a, c) TEM-Aufnahmen und (b) STEM-Aufnahme von pH-Wert 7.8 gefilltem HA,
bei einer Ultraschallleistung von 0 W, einer Pumprate von 10.2l/h und einer Alterung von 3 h. (d-f) TEM-

Aufnahmen von bei gleichem pH-Wert gefélltem HA, bei einer Ultraschallleistung von 80 W, der gleichen
Pumprate und Alterung. (g, i) TEM-Aufnahmen und (h) STEM-Aufnahme von bei gleichem pH-Wert

gefilltem HA, bei der letztgenannten Ultraschallleistung, einer Pumprate von 23.6l/h und der gleichen
Alterung.

In Tabelle 5.3 sind die aus den TEM-Aufnahmen gewonnenen Ergebnisse zur Morphologie der
HA-Kristallite, das mithilfe von EDX bestimmte molare Ca/P-Verhaltnis in den HA-Proben in
Abhdngigkeit von der Ultraschallleistung, pH-Wert, Pumprate sowie der Alterung der HA-
Kristallite von 15min bzw. drei Stunden in der Fallungslosung aufgefiihrt.

Unter den gegebenen Fallungsbedingungen entstehen im pH-Wert-Bereich von 7.0 bis 7.8
plattchenformige HA-Nanokristalle. Die Dicke der HA-Kristallite bleibt konstant in der
GréBenordnung von 3nm bis 6nm. Allgemein flihrt eine Erhéhung der Ultraschallenergie zu
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einer leichten Zunahme der Dicke der HA-Plattchen. Oberhalb von pH-Wert 7.0 nimmt die
Plattchenbreite leicht ab und die Lange der HA-Kristallite bleibt konstant in der GréBenordnung
von 50nm bis 75nm. HA-Nanokristalle, die der Morphologie von Knochenapatitkristalliten
entsprechen, existieren demzufolge im untersuchten pH-Bereich.

Tabelle 5.3:  Morphologie und Gréfse der HA-Kristallite sowie das molare Ca/P-Verhdltnis in den HA-
Proben, die bei den Fdllungs-pH-Werten 7.0, 7.4 bzw. 7.8 hergestellt wurden, unter dem Einfluss der

Ultraschallleistung.
Ultraschall- Pumprate mol. Ca/P- KristallitgroRe Kristallit-
sl 28 ) (18 IR leistung /W inl/h AR Verhdltnis | Dicke /nm | Breite / nm Lénge / nm | morphologie
7.0 HA 33 23.6 15min 1.61 4.1+0.5 21.8+4.2 51.6+7.3 plattchenformig
7.0 HA 255 23.6 15min 1.58 3.8+0.3 16.9+1.2 56.3+5.1 plattchenformig
7.4 HA 33 23.6 15min 1.66 3.6+0.6 15.8+ 1.3 51.6+5.6 plattchenformig
7.4 HA 250 23.6 15min 1.60 25+0.3 242 +2.6 56.7+4.7 Plattchenformig
7.8 HA 0 10.2 [ 3h [ 1.71 48+04 [11.4%2.0 64.0+5.5 | plattchenférmig
7.8 HA 33 10.2 3h 1.59 3.3+0.6 142+1.0 58.2+5.3 plattchenformig
7.8 HA 80 10.2 3h 1.64 5.1+0.3 13.0+1.7 59.0+ 8.2 plattchenformig
7.8 HA 33 23.6 3h 1.68 43+0.6 144+24 63.4+2.8 plattchenformig
7.8 HA 80 23.6 3h 1.60 5.3+0.5 140+1.6 72349 plattchenformig
5.4.2 Struktur nach Temperaturbehandlung

Der hergestellte, nanokristalline Hydroxylapatit soll in Biomaterialien eingesetzt werden. Es ist
notwendig eine Temperaturbehandlung durchzufiihren, um organische Riickstande, die aus den
bei der Herstellung verwendeten Ausgangsstoffen stammen, aufgrund ihrer toxischen Wirkung
zu entfernen. Um mogliche Verdanderungen der Struktur des nanokristallinen Hydroxylapatits
durch die Temperaturbehandlung zu untersuchen, wurden Rontgenbeugungsmessungen
durchgefihrt. HA wurde durch die in Kapitel 5.2 genannte nasschemische Fallungsreaktion bei
pH-Wert 6.6, 7.9 bzw. 9.0 herstellt. Die Standzeit der Fallungslésung wurde so gewahlt, dass
ausschlieBlich nanokristalliner HA als Fallungsprodukt auftritt. Die wassrigen HA-Schlicker
trockneten 4Stunden bei 250°C im Vakuumofen. Anschliefend erfolgte eine einstiindige
Temperaturbehandlung bei 600°C, 700°C bzw. 800°C. Die Trockenproben wurden anschliefend
gemorsert und in Quarzglaskapillaren fir die XRD-Untersuchungen eingeflllt. In allen Rontgen-
beugungskurven ist der auftretende Halo mit einem Maximum bei ca. 22° auf die amorphe
Struktur der eingesetzten Quarzglaskapillaren zurilickzufiihren. Wie bereits in Kapitel 2.2.1
erwahnt wurde, wandelt sich gefallter calciumdefizienter HA in B-TCP oder eine Mischung aus
B-TCP und HA beim Erhitzen auf mehr als 700°C um. In Abbildung 5.26 sind XRD-Kurven von HA
dargestellt, das bei pH-Wert 6.6 gefallt wurde. Als einzige kristalline Phase ist HA bis 600°C zu
erkennen. Bei ca. 700°C sind neben den Reflexen von HA, Reflexe von B-TCP und zwei Reflexe
(mit Fragezeichen gekennzeichnet), die keiner existierenden CaP-Phase eindeutig zuzuordnen
sind, zu erkennen. Bei 800°C liegt neben B-TCP in geringer Menge Monetit (DCPA) vor.
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Abbildung 5.26: Réntgenbeugungskurven von HA, das bei pH-Wert 6.6 gefillt und bei

verschiedenen Temperaturen behandelt wurde. Die Sterne markieren die Reflexe von B-TCP und die
Rauten, die von DCPA. Die Fragezeichen markieren nicht ndher bestimmte Reflexe.

In Abbildung 5.27 sind die XRD-Kurven von HA dargestellt, das bei pH-Wert 7.9 gefallt wurde. Es
zeigt sich ein vergleichbares Verhalten, wie bei pH-Wert 6.6 zuvor beschrieben wurde.
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Abbildung 5.27: Réntgenbeugungskurven von HA, das bei pH-Wert 7.9 gefillt und bei

verschiedenen Temperaturen behandelt wurde. Die Sterne markieren die Reflexe von B-TCP und die
Rauten, die von DCPA. Die Fragezeichen markieren nicht ndher bestimmte Reflexe.

In Abbildung 5.28 sind XRD-Kurven von HA dargestellt, dass bei pH-Wert 9.0 gefallt wurde. Es
zeigt sich auch hier ein dhnliches Verhalten, wie bei den beiden pH-Werten zuvor.
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Abbildung 5.28: Réntgenbeugungskurven von HA, das bei pH-Wert 9.0 gefillt und bei
verschiedenen Temperaturen behandelt wurde. Die Sterne markieren die Reflexe von B-TCP und die

Rauten, die von DCPA. Die Fragezeichen markieren nicht ndher bestimmte Reflexe.

rel. Intensitdt/a.u.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das bei den pH-Werten 6.6, 7.9 bzw. 9.0 herstellte
HA bis 600°C keinen merklichen Anderungen der kristallinen Struktur unterliegt. Bei pH-Wert
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7.9 und 9.0 hergestelltem HA wird bei 600°C eine Zunahme der Intensitat des (300)-Reflexes bei
32.9° festgestellt, was mit einem Dickenwachstum der HA-Plattchen korreliert. Bei 700°C treten
in den XRD-Kurven erstmals neben den Reflexen von B-TCP zwei weitere Reflexe (angedeutet
durch Fragezeichen in den Abbildungen 5.26 bis 5.28) auf, die keiner CaP-Phase eindeutig
zuzuordnen sind. Diese Reflexe treten ebenfalls bei 800°C neben B-TCP auf. Die Umwandlung
von B-TCP zu HA ist bei 800°C fiir die untersuchten pH-Werte abgeschlossen. Bei 800°C tritt
Monetit (DCPA) in geringer Menge als weitere CaP-Phase auf.

5.4.3 Zusammenfassung bisheriger Ergebnisse

Innerhalb von bis zu 24h nach beendeter Fallung ist die Umwandlung von ACP zu
nanokristallinem HA abgeschlossen. Im pH-Wert-Bereich von 6.6 bis 7.8 ist die Umwandlung
bereits innerhalb von 3h beendet. Es entstehen im pH-Wert-Bereich von 6.6 bis 9.0
plattchenformige HA-Nanokristalle. Bei pH-Werten von 6.6 bis etwa 7.3 ist ein Auftreten von
Fremdphasen moglich. Oberhalb von pH-Wert 7.8 nimmt die Plattchendicke zu. Die Plattchen-
dicke betragt im pH-Wert-Bereich von 7.0 bis 7.8 zwischen 3nm und 6 nm, die Breite zwischen
10nm und 25nm und die Lange zwischen 50nm und 75nm. Die kristalline Struktur und
KristallitgroRe der HA-Kristallite, die in diesem pH-Wert-Bereich gefillt wurden, ist der der
Bioapatitkristallite im Knochen sehr dhnlich. Oberhalb von pH-Wert 9.0 nehmen Plattchen-
breite und -lange ab und die Plattchendicke nimmt weiter zu. Bei pH-Wert 12.6 bilden sich
stabchenféormige HA-Nanokristalle.

Eine Erh6hung der Pumprate bewirkt eine leichte Verzégerung der Umwandlung von ACP zu
HA, was sich durch die verringerte Verweilzeit der Fallungsldsung in der Durchflussmischzelle
erklaren lasst. Ein Ausbleiben des Eintrags von Ultraschallenergie bewirkt eine geringe
Abnahme der Umwandlungsrate von ACP zu HA. Eine Erhohung der Ultraschallleistung bewirkt
eine geringe Zunahme der Umwandlungsrate von ACP zu HA und eine leichte Zunahme der
Dicke der HA-Plattchen.

Der nanokristalline HA bleibt im pH-Wert-Bereich von 6.6 bis 9.0, bei einer Temperatur-
behandlung bis 600°C phasenstabil. Erst bei Temperaturen von etwa 700°C findet eine
Umwandlung zu B-TCP statt. Diese Umwandlung ist bei 800°C fiir die untersuchten pH-Werte
abgeschlossen.

Ausgehend von diesen Resultaten wurden weitere Untersuchungen an HA durchgefiihrt, der
bei pH-Wert 7.8 gefdllt wurde. Dieser pH-Wert stellt einen guten Kompromiss dar, um
einerseits plattchenférmige HA-Kristallite mit einer KristallitgréBe zu erhalten, die der der
Bioapatitkristallite im Knochen sehr dhnlich ist, und andererseits die Sicherheit, dass das
Auftreten von Fremdphasen ausbleibt. Der nanokristalline HA wurde fortan bei einer
Gesamtpumprate von 10.21/h, einer Ultraschallleistung von 33 W und einer Alterung zwischen
1h und 3 h hergestellt.
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5.5 Charakterisierung von pH-Wert 7.8
hergestelltem Hydroxylapatit

5.5.1 Makro- bis Nanostruktur

In Abbildung 5.29 wurde die Struktur von nanokristallinem HA im Makro- bis hin zum Nano-

bereich durch Digitalkamera- bzw. REM-Aufnahmen charakterisiert.

GOOnm_! N =
Abbildung 5.29: (a-c) Digitalkamerabilder von eingetrocknetem HA-Schlicker. REM-Aufnahmen

eines auf einem Membranfilter aus Celluloseacetat eingetrockneten (d-f) und eines direkt auf dem
Klebetab eingetrockneten HA-Schlickers (g-i).

In Abbildung 5.29(a-c) zeigen Kamerabilder eine HA-Trockenprobe. Diese ist ein weilRer
kristalliner Feststoff, der in Form eines festen Granulats vorliegt. In Abbildung 5.29(d-f) sind
REM-Aufnahmen von HA-Schlicker zu erkennen, der auf einem Membranfilter eingetrocknet ist.
Das Granulat setzt sich aus kleineren Granulatkérnern zusammen, die eine dichte Packung
bilden. In Abbildung 5.29(g-i) zeigen REM-Aufnahmen einen direkt auf dem Klebetab
eingetrockneten HA-Schlicker bei hoher VergroRerung. Es sind Agglomerate von HA-Kristalliten
zu erkennen. Die HA-Nanokristalle haben eine einheitliche GroBe und liegen in der Gestalt
dinner Plattchen vor.
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Durch Umwandlung entsteht aus ACP nanokristalliner HA mit einer langs der
kristallographischen c-Achse bevorzugten Wachstumsrichtung (anisotropes Kristallwachstum).
Bei weiterer VergroRerung sind in den TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.30 HA-Nanokristalle zu
erkennen, die der Morphologie von Knochenmineralkristalliten entsprechen. Die dunklen,
scheinbar nadelféormigen Objekte sind auf der Langsseite liegende HA-Plattchen. In Abbildung
5.30b sind bereits die einzelnen, parallel angeordneten (100)-Netzebenen vom HA zu sehen.
Die Abbildung 5.30c stellt eine AusschnittsvergrofRerung (rot umrandet) aus Abbildung 5.30b
dar. Es ist ein HA-Plattchen mit einer Dicke dargestellt, die durch vier Lagen parallel liegender
Netzebenen und einer dinnen Oberflachenschicht gekennzeichnet ist. Der interplanare
Abstand von 0.82nm ist auf den Gitterabstand benachbarter (100)-Netzebenen zuriick-
zufiihren.

P

Abbildung 5.30: (a-c) HRTEM-Aufnahmen eines direkt auf dem mit Kohlelochfilm iliberzogenem
Kupfernetzchen eingetrockneten HA-Schlickers. In (b) sind bereits einzelne parallel angeordnete
Netzebenen der HA-Plittchen zu sehen. (c) Die Ausschnittvergréfserung (rot umrandet) aus Abbildung
5.27b zeigt die (100)-Netzebenen von einem HA-Pldttchen.

Die Plattchendicke d lasst sich nach Gleichung 5.12 berechnen. Man erhalt in etwa eine
Plattchendicke von 3.0nm. Dieser Wert liegt im Fehlerintervall der in Tabelle 5.1 (Kapitel
5.4.1.2) eingetragenen mittleren Plattchendicke fur HA, der bei pH-Wert 7.8 hergestellt wurde.

dHA—PI&t'tdren = (n - 1) ) d(zoo) +2- dor (5.12)
mit  Anzahl der parallel angeordneten (100)-Netzebenen n =4
Gitterabstand benachbarter (100)-Netzebenen diio0) =0.82nm
abgeschditzte Dicke der Oberfldchenschicht dor =0.25nm
5.5.2 Chemische Zusammensetzung

Die chemische Zusammensetzung von nanokristallinem HA, das bei pH-Wert 7.8 nach
Standarddurchfiihrung gefallt wurde, ist bisher mit EDX untersucht worden. Es wurde dabei
festgestellt, dass das gereinigte und getrocknete Fallungsmaterial sich aus den Elementen
Calcium, Phosphor und Sauerstoff zusammensetzt. Kohlenstoff kann zum einen als
Verunreinigung im Fallungsmaterial (z.B. als Carbonat, organische Molekile), und zum anderen
in Form von Trockeneis auf dem, mit flissigem Stickstoff geklhltem, Detektorkristall
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abgelagertem CO, auftreten. Da die Fallung von HA an Luft durchgefiihrt wird, ist zu
untersuchen, ob Carbonat in die HA-Kristallstruktur durch Substitution eingebaut wird. Gleiches
gilt fir Ammonium als moglichen Substituenten. Weil mit EDX allein nicht festzustellen ist, ob
Carbonat bzw. Ammonium ein Bestandteil der chemischen Zusammensetzung des Fallungs-
materials ist, wurden IR-Messungen durchgefiihrt. Es wurde 250°C bzw. 600°C
temperaturbehandelter, nanokristalliner Hydroxylapatit (ncHA, nanocrystalline HA) zur Unter-
suchung verwendet. Als Vergleich dient humaner Femurknochen, der etwa 7.4Gew.-%
Carbonat enthilt (Tabelle 2.4). Abbildung 5.31a zeigt die FTIR-Spektren der nanokristallinen HA-
Proben in der Ubersicht und Abbildung 5.31b im Wellenzahlbereich von 1300cm* bis 525cm ™
in Gegenuberstellung mit dem FTIR-Spektrum von humanem Femurknochen.

a —— Femurknochen, human b —— Femurknochen, human
——ncHA 600°C ——ncHA 600°C
——ncHA 250°C ——ncHA 250°C

Luftfeuchtigkeit

Intensitdt/a.u.
Intensitat/a.u.

3500 3000 2500 2000 1500 1000 1200 1000 800 600
Wellenzahl/cm Wellenzahl/cm
Abbildung 5.31: FTIR-Spektren von bei pH-Wert 7.8 gefilltem nanokristallinem HA (ncHA), das bei

250°C (blaue Kurve) bzw. 600°C temperaturbehandelt (rote Kurve) wurde und von humanem
Femurknochen (schwarze Kurve) im Wellenzahlbereich von (a) 3990cm™ bis 525¢cm™ und (b) von
1300cm™ bis 525cm™. Die blauen Pfeile geben die Zuordnung der IR-Banden fiir das bei 250°C
getrocknete ncHA, die roten analog die der héher temperaturbehandelten Probe wieder. Fiir die IR-
Bande bei 2625 cm™ wurde keine Zuordnung gefunden (markiert durch ein Fragezeichen). Fiir die FTIR-
Messungen wurde die ATR-Methode angewendet.

Tabelle 5.4 fasst die IR-Daten und jeweiligen Zuordnungen der einzelnen Schwingungsbanden
der untersuchten HA-Proben zusammen. Die Zuordnung erfolgt ausgehend von bekannten
Literaturdaten. Als Vergleich dienen die IR-Daten und jeweiligen Zuordnungen der einzelnen
Schwingungsbanden von humanem Femurknochen die im Kapitel 2.2.2 in der Tabelle 2.5
zusammengefasst wurden.



5.5 Charakterisierung von pH-Wert 7.8 hergestelltem Hydroxylapatit 75

Tabelle 5.4: IR-Daten und Zuordnungen fiir 250°C bzw. 600°C temperaturbehandeltes ncHA.

ncHA 250°C ncHA 600°C

4 " Zuordnung Referenz
Wellenzahl/cm Wellenzahl/cm
560 (s); 574 (s, sh); 601 (s, shp) v,PO,* [Fur01, Pal08, Pra06, Sam07]
631 (w, sh) 631 (m) v,OH’ [Bigd7, Mob07, Fur01, Pra06]
733 (vw, br) 733 (w, br) P,0,* [Ray02, Sid05]
875 (w, br) - P-O(H) von HPO,* [Heu77, Ray02, SamQ7]
962 (m) v,PO,* [Fur01, Pal08, Pra06, Sam07]
1023 (vs), 1089 (s) v,P0,* [Fur01, Pal08, Pra06, Sam07]
1595 (vw), 3800-3500 (vw, br) Luftfeuchtigkeit [Ber67, Jor71]
1640 (w), 3400 (w, br) Adsorbiertes Wasser [Kan05, Pal08]
2359 (w, shp) co, [Suc04]
2625 (w) 2625 (vw) keine gefunden -
- 3572 (vw) v.OH [BigO7, Mob07, Pra06, Ray02]

Es wurden folgende Abkiirzungen fiir die Bandenzuordnungen verwendet: vs:sehr stark; s:stark;
m: mittelstark; w:schwach; vw:sehr schwach; br:breit; shp:scharf; sh.Schulter; v:Valenzschwingung;
6: Deformationsschwingung.

In beiden HA-Proben sind Phosphat, Pyrophosphat und Hydroxylgruppen enthalten. Im
Gegensatz dazu, enthalt der anorganische Anteil der Knochenprobe Phosphat, Carbonat und
Hydrogenphosphat.

In der 250°C behandelten HA-Probe ist Hydrogenphosphat und eine geringe Menge
Pyrophosphat vorhanden. Im Gegensatz dazu, lasst sich anteilig mehr Pyrophosphat in der
600°C behandelten HA-Probe nachweisen. Hydrogenphosphat wird nicht mehr gefunden.

Es ist eine Zunahme der Intensitdt der IR-Banden sowie eine Abnahme der Breite der
Schwingungsbanden mit Zunahme der Behandlungstemperatur und gegentiiber der Knochen-
probe festzustellen.

Die IR-Bande der Valenzschwingung der Hydroxylgruppe bei 3572 cm™ tritt nur bei der HA-
Probe mit der hoheren Temperaturbehandlung als schwaches Signal auf. Parallel dazu, zeigt
sich die IR-Bande der Librationsschwingung der Hydroxylgruppe bei 631cm™ bei beiden HA-
Proben mit einer Zunahme der Intensitdt bei steigender Behandlungstemperatur. Das deutet
auf nichtstochiometrischen HA hin, bei dem Hydroxylgruppen in der Kristallstruktur aufgrund
der veranderten Ladungsbilanz fehlen, was sich durch die Substitution von Phosphat mit
Hydrogenphosphat erklaren lasst.

Fur die IR-Bande bei 2625cm™ wurde keine Zuordnung gefunden. Diese Bande zeigt sich bei
beiden HA-Proben mit einer Abnahme der Intensitdt bei grofer werdender Behandlungs-
temperatur. Dabei muss es sich um eine Spezies handeln, die mit zunehmender Temperatur
zersetzt oder umgewandelt wird. Am ehesten trifft dies auf Hydrogenphosphat zu, das oberhalb
von 200°C bis 600°C durch Kondensation zu Pyrophosphat umgewandelt wird [Sid05].
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Zusammenfassend zeigt sich, dass es trotz atmospharischer Bedingungen bei einem Fallungs-
pH-Wert von 7.8 nicht zu einer nachweisbaren Inkorporation von Ammonium oder Carbonat in
die HA-Kristallstruktur kommt. Die Einlagerung von Hydrogenphosphat in die HA-Kristallite
kann als sicher erachtet werden, da bei einem pH-Wert von 7.8 ein groRRer Teil des in der
Fallungslosung vorkommenden Phosphats als Hydrogenphosphat vorliegt.

Oberhalb von 200°C bis 600°C wandelt sich Hydrogenphosphat durch Kondensation zu Pyro-
phosphat um.

Der synthetische Hydroxylapatit und der mineralische Anteil der Knochenprobe unterscheiden
sich hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung. Im Gegensatz zur Knochenprobe enthalt
das synthetische Material kein Carbonat.

Die Substitution von Phosphat durch Hydrogenphosphat fihrt aufgrund des Fehlens einer
negativen Ladung zum Verlust von Calcium- und Hydroxid-lonen, um eine ladungsneutrale
Substanz zu erhalten. Infolgedessen bildet sich ein nichtstochiometrischer Hydroxylapatit
(CazoxL x(HPO,),(PO,)6(OH),,[,; 0<x<1; [] bedeutet Leerstelle oder Vakanz; molares Ca/P-
Verhaltnis von 1.5 bis 1.67) [Mon81, Win74]. Dieses Material wird als calciumdefizienter

Hydroxylapatit bezeichnet.
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Kapitel 6

Einsatz des synthetisierten Materials
zur Biomaterialweiterentwicklung

Das bereits erwahnte Unternehmen entwickelt und produziert auf Basis der NanoBone®-
Technologie seit 2003 Biomaterialien fiir den Knochenaufbau, die sich an den natirlichen
Prozessen im menschlichen Kérper orientieren. Durch wissenschaftliche Zusammenarbeit mit
der Universitdt Rostock ist das synthetische Knochenaufbaumaterial NanoBone® (NB)
entstanden. Dieses Biomaterial wurde anfangs in der Darreichungsform eines ungesinterten
Granulats mit kontrollierter Morphologie in einem patentierten Sol-Gel-Verfahren bis 700°C
entwickelt. Die Struktur des Biomaterials wurde experimentell untersucht. In Kapitel 4.2.2 sind
die Resultate der Charakterisierung zusammengefasst dargestellt worden. Es wurde
festgestellt, dass die fiir das Biomaterial eingesetzten HA-Nanokristalle sich in ihrer
Morphologie, Kristalldicke und kristallinen Struktur von Bioapatitkristalliten des humanen
Knochens unterscheiden.

6.1 Charakterisierung von NanoBone® der neuen Generation —
NanoBone®S

Das im Rahmen dieser Promotionsarbeit entwickelte nasschemische Verfahren zur Herstellung
von HA-Nanokristallen mit plattchenférmiger Morphologie wird fir die Produktion von NB-
Produkten der neuen Generation verwendet. Die in den NanoBone®S-Materialien (NBS-
Materialien) eingesetzten, synthetischen HA-Nanokristalle entsprechen in ihrer Morphologie
und KristallitgroRe den Bioapatitkristalliten des humanen Knochens. In Abbildung 6.1 ist ein
Schema der Nanostruktur von NBS dargestellt. Die Eigenschaften sind durch die Morphologie
und Grolle der HA-Kristallite und der Silicagelmatrix mit interkonnektierenden Poren bestimmt.
Fir unterschiedliche biomedizinische Anwendungen wurde der SiO,-Massenanteil von 4% bis
50% variiert.
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Abbildung 6.1: Schema der Nanostruktur von NBS. HA-Nanokristalle mit plédttchenférmiger
Morphologie, die der von Knochenapatitkristalliten sehr éhnelt, sind in eine porése Silicagelmatrix mit
interkonnektierenden Poren eingebettet.

Die Herstellung der Silicagelmatrix basiert auf einem Sol-Gel-Prozess oberhalb des
isoelektrischen Punktes von SiO, und einer Temperaturbehandlung bis 700°C, um zum einen
Dispersionsmittel und organische Rickstande zu entfernen, und zum anderen eine moglichst
hohe innere Oberflaiche bzw. hohe Porositdt zu erhalten. Abbildung 6.2 demonstriert am
Beispiel des Materials mit 39 Gew.-% SiO, keine Anderung der Kristallstruktur. Behandelt man
stattdessen den bei pH-Wert 7.8 gefallten HA bis ca. 700°C, so zeigt sich als Resultat der
rontgendiffraktometrischen Untersuchung, dass sich das temperaturbehandelte Material zu
einer Mischung aus B-TCP und HA umgewandelt hat, die als biphasisches Calciumphosphat
(BCP) bezeichnet wird und in der Abbildung 5.27 im Kapitel 5.4.2 gezeigt wurde.

—— Knochen, human
—— NanoBone® $39
HA, pH-Wert 7.8 gefiillt|

rel. Intensitat/a.u.

Abbildung 6.2: Réntgenbeugungskurven von humanem Femurknochen, NBS39 und HA, das bei pH-Wert
7.8 gefillt wurde.

Es scheint, als ob wegen der Ummantelung der HA-Nanokristalle durch die SiO,-Gelmatrix
sowohl eine Phasenumwandlung zu B-TCP als auch eine Zunahme der GrofRe der HA-Kristallite
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bis 700°C verhindert wird. Die dazu notwendigen Platzwechselvorgange in den Kristalliten
finden bis 700°C nicht statt, da die dafiir notwendige Aktivierungsenergie nicht erreicht worden
ist. Sobald diese Temperatur um etwa 10°C bis 15°C Uberschritten wird, tritt eine Phasen-
umwandlung zu B-TCP auf [Rad10].

Bei einer mittleren GroRe der HA-Plattchen von 50 nmx20nmx4nm und einer angenommenen
Dichte von 3.16g/cm? erhalt man fiir eine Masse von einem Gramm dieser Kristallite eine
Oberflache von ca. 200m®. Diese GréRenordnung der spezifischen Oberfliche spiegelt sich in
guter Naherung in den NBS-Materialien wieder (Tabelle 6.1).

Tabelle 6.1: Werte zur spezifischen Oberfldche und Porositdt von NB und Produktvarianten von NBS.
Biomaterial Quecksilberporosimetrie BET
Spezifische Mittlerer Totales Totale Spezifische Poren-
Oberfliche Poren- kumulatives | Porositat | Oberflaiche | spezifisches
in mZ/g Durchmesser Volumen in % in mzlg Volumen
in nm in cm’/g in cm’/g
NB (NanoBone®) 81.77 34.6 0.54 51.5 85.10 0.20
NBS24 59.18 14.9 0.20 31.3 152.33 0.19
NBS39 54.61 16.0 0.18 21.8 206.83 0.20
NB Esthetics 144.01 13.6 0.46 52.8 145.57 0.49

Durch N,-Gasadsorptionsmessungen wurde eine spezifische Oberfliche von 85m?/g fur NB und
von 152 mz/g fir NBS24 bestimmt. Beide Materialien weisen einen Massenanteil von 24 % SiO,
auf und unterscheiden sich durch Morphologie und GréRe der einsetzten HA-Kristallite, womit
die anndhernde Verdoppelung der spezifischen Oberflache zu erkldren ist. Durch die Erhhung
des SiO,-Gewichtanteils auf 39% wurde eine groRere spezifische Oberfliche von 206 m?/g fiir
NBS39 und durch die Verringerung des SiO,-Gewichtanteils auf 4% eine gegenliber NBS24
etwa gleich grolRe spezifische Oberflache von 145 mz/g flir NB Esthetics bestimmt. Fir NBS24
bzw. NBS39 wurde eine deutlich geringere spezifische Oberflache von 59 mz/g flir NBS24 bzw.
von 54 mz/g flr NBS39 durch Quecksilberporosimetrie erhalten, da bei dieser Methode Poren,
die kleiner als 4 nm sind, nicht berlicksichtigt werden.

Zwischen dem SiO,-Massenanteil und der Porositat lasst sich ein direkter Zusammenhang
herstellen. In erster Naherung kann gesagt werden, dass die Porositat mit steigendem SiO,-

Massenanteil abnimmt, da die Packungsdichte zunimmt.

Fiir viele aktuelle Anwendungen in der Biomedizin ist es erforderlich, aus den nano-
strukturierten Biomaterialien Applikationsformen zu entwickeln, die injizierbar sind und damit
in bestimmte Geweberegionen gelangen. Von der Entwicklung, Charakterisierung und der
biologischen Funktionalitdt des NBS-Materials in dieser bislang noch nicht entwickelten
Darreichungsform handelt das nachfolgende Kapitel 7.



80




7.1 Herstellung pordser Mikropartikel durch Spriihtrocknung 81

Kapitel 7

Entwicklung & Charakterisierung eines
injizierbaren Biomaterials

Bislang wurden NanoBone®S-Materialien (NBS-Materialien) nur in grober Trockenform als
Granulat bzw. als Block entwickelt. Um das Knochenaufbaumaterial punktgenauer und
feindosierter anwenden zu kénnen, sollte eine Darreichungsform von NBS entwickelt werden,
die mikroinvasiv verabreicht werden kann. Mikropartikel eignen sich im Besonderen fiir diese
Form der Darreichung, da sie injizierbar sind. Es lassen sich damit neue
Anwendungsmoglichkeiten im Bereich der Orthopadie, Unfallchirurgie sowie der zahnarztlichen
Chirurgie erschlieBen. Die Mikropartikel wurden mittels Sol-Gel-Prozess mit anschliefender
Spriihtrocknung hergestellt, charakterisiert und deren Eignung als Knochenaufbaumaterial im
Tierexperiment getestet. Neben der Biokompatibilitat ist die GroRBe der Mikropartikel eine
weitere wichtige Anforderung an das injizierbare Knochenaufbaumaterial. Die Mikropartikel
sollen eine definierte GroRRe haben und in einem Bereich liegen, in dem sie keiner Phagozytose
unterliegen. Bei einem idealen Knochenaufbaumaterial soll die Resorption durch Osteoklasten
erfolgen, da hiermit der Abbau des Materials an die Knochenneubildung gekoppelt ist. Alle
Resorptionsmechanismen laufen letztendlich Uber eine resorptive Entziindung, die,
insbesondere wenn sie zu stark wird, immer eine Gewebeneubildung hemmt.

Durch eine geeignete Porenstruktur im Nanometerbereich und eine groRe innere Oberflache
soll das injizierbare Knochenaufbaumaterial in der Lage sein, korpereigene (z.B.
Knochenmarksflissigkeit) oder korperfremde (z.B. synthetische Wachstumsfaktoren)
osteoinduktive Komponenten aufzunehmen und zu binden. Hierdurch soll eine extreme
Gewebefreundlichkeit, eine schnelle Resorption und damit eine schnelle Neubildung von
Knochengewebe erreicht werden.

7.1 Herstellung pordser Mikropartikel
durch Sprihtrocknung

Viele Produkte werden vorzugsweise als Feststoff verwendet. Dies vereinfacht die Lagerung
und Dosierung oder ist fir den Gebrauch unerlasslich. Die Sprihtrocknung (auch
Zerstaubungstrocknung) ist eine Methode aus der Verfahrenstechnik zur Trocknung von
Losungen, Suspensionen oder pastdosen Massen. Sie ist eine zeitsparende und schonende
Methode, um auch kleine Mengen von Substanzen als Pulver zu gewinnen. Beim Sprihtrocknen
werden die Suspensionen bzw. Lésungen in viele kleine Tropfchen Uberfiuhrt. Das fihrt zur
OberflachenvergrofBerung und folglich zu schnellerem Warme- und Stofftransport zwischen
Tragergas und Tropfen. Die geringe TropfengroRe beglinstigt einen héheren Dampfdruck im
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Inneren der Tropfen und setzt so die Siedetemperatur herab. Vorteile gegeniiber der
Gefriertrocknung sind der grofRere Durchsatz und die kurzen Prozesszeiten. Die geringen
Verweilzeiten und der Kihleffekt durch die Verdampfung ermoglichen es, auch
temperaturempfindliche Produkte schonend zu verarbeiten. Falls organische Losungsmittel
zum Einsatz kommen, wird die thermische Belastung auf ein Minimum reduziert.

In Abbildung 7.1 ist der apparative Aufbau und die Funktionsweise eines Spruhtrockners
anhand des eingesetzten Mini-Spriihtrockners B-290 der Firma Blichi Labortechnik AG
dargestellt. Das Sprihgut, eine Suspension aus nanokristallinem, plattchenformigem
Hydroxylapatit (HA) und SiO,-Sol in reinem Ethanol, wurde Uber eine Peristaltikpumpe in die
Zweistoffsprihdise (1) beférdert und mithilfe von komprimiertem Stickstoff in viele kleine
Tropfchen zerkleinert. Die Zweistoffspriihdiise ist mit einer Kihlvorrichtung versehen, um
stoérende, externe Temperatureffekte zu vermeiden. Ein Verstopfen der Dise wurde durch
pneumatisch betriebenes Durchstechen der Disendffnung mit einer Reinigungsnadel
vermieden. Diese Reinigungsvorrichtung wurde automatisch betrieben und gesteuert. Auf
Grund des Kontaktes dieser Tropfchen mit dem lber einen Aspirator (6) angesaugten und einer
Heizung (2) auf bis zu 200°C erwadrmten Stickstoff gelang es, das Suspensionsmittel im
Spriihzylinder (3) sehr schnell zu verdampfen und mit dem Kalteaggregat Inert Loop B-295
abzutrennen.

Abbildung 7.1: Schematischer  Aufbau  und

i ©) Funktionsweise des Mini-Spriihtrockners B-290

(Biichi  Labortechnik AG, Schweiz). Die

Spriihsuspension wurde (iber eine Peristaltik-

l l pumpe in die Zweistoffspriihdiise (1) beférdert
N
0

und mithilfe von komprimiertem Stickstoff in
viele kleine Trépfchen zerkleinert. Auf Grund des
Kontaktes dieser Trépfchen mit dem (iber einen
Aspirator (6) angesaugten und einer Heizung (2)
auf bis zu 200°C erwdrmten Stickstoff gelang es,
das Suspensionsmittel im Spriihzylinder (3) sehr
schnell zu verdampfen. Das trockene Pulver
wurde liber einen Zyklon (4) isoliert. Zur
Abscheidung von Feinpartikeln diente der
Ausgangsfilter (5). Die Abtrennung von leicht
entziindlichem Suspensionsmittel wurde durch
— die Kombination mit dem Kdlteaggregat Inert
Loop B-295 ermdéglicht.

Die Messgrofle Inlet-Temperatur ist die Temperatur, die unmittelbar beim Eintritt der
Tropfchen in den Spriihzylinder gemessen wurde. Sie lief§ sich entsprechend den Erfordernissen
des zu verspriihenden Gutes liber ein Display verfolgen und wurde Uber die Leistung der
Heizung auf bis zu 220°C reguliert. Unter Outlet-Temperatur versteht man die Temperatur, die
das Spruhgut/Stickstoff-Gemisch nach Passieren des Sprihzylinders besitzt. Sie wurde durch
geeignete Variation des Verhaltnisses Sprihgut/Stickstoff bzw. der Foérderleistung der
Peristaltikpumpe gesteuert. Die Differenz zwischen Inlet- und Outlet-Temperatur sollte
erfahrungsgemaR nicht kleiner als 80°C sein. Das trockene Pulver wurde (iber einen Zyklon (4)
isoliert. Zur Abscheidung von Feinpartikeln diente der Ausgangsfilter (5).
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Folgende Parameter lielen sich am Sprihtrockner einstellen: die Inlet-Temperatur, die
Durchflussmenge an Stickstoff, die Forderleistung der Peristaltikpumpe und die Frequenz der
automatischen Disenreinigung.

Bis vor kurzem war das Sprihtrocknen mit leicht entziindlichen Losungsmitteln aufgrund des
Explosionsrisikos gesetzlich nicht erlaubt. Zahlreiche Applikationen und Anwendungsgebiete
erfordern jedoch den Einsatz von organischen Losungsmitteln. Speziell flir diese Bereiche
kommt das Kalteaggregat Inert loop B 295 zum Einsatz (Abbildung 7.2). Dieses Gerét ist
zwischen Aspirator und Ausgangsfilter integriert. Durch die Kombination Mini-Spriihtrockner B-
290/ Inert Loop B-295 wurde die Sprihtrocknung als geschlossener Kreislauf unter inerten
Bedingungen betrieben. Die Abwesenheit von Sauerstoff verhindert, dass ein ziindfahiges
Gemisch entsteht. Der mit Suspensionsmittel beladene heille Stickstoff wurde (iber einen
Vorwarmetauscher (1) abgekihlt und das Suspensionsmittel (D) auf diese Weise durch
Kondensation (2) mithilfe eines Kiihlaggregats (3) zurlickgewonnen.

Abbildung 7.2: Schematischer Aufbau und Funktionsweise Inert-Loop
1 B-295 (Biichi Labortechnik AG, Schweiz). Die Spriihtrocknung wurde
] mit der Kombination Mini Spriihtrockner B-290/ Inert Loop B-295 als
geschlossener Kreislauf unter inerten Bedingungen betrieben. Die
) Abwesenheit von Sauerstoff verhindert, dass ein ziindfdhiges Gemisch
entsteht. Der mit Suspensionsmittel beladene heifde Stickstoff wurde
3 iiber einen Vorwdrmetauscher (1) abgekiihlt und das Suspensions-
mittel (D) auf diese Weise durch Kondensation (2) mithilfe eines
Kiihlaggregats (3) zuriickgewonnen. Der regenerierte Stickstoff wurde
liber den Vorwdrmetauscher erwdrmt und gelangte wieder zum
H C H D Spriihtrockner. Ein Teil verlief8 als Abgas (C) den Kreislauf.
VY

Der regenerierte Stickstoff wurde Gber den Vorwarmetauscher erwarmt und gelangte durch die
Saugwirkung des Aspirators wieder zum Sprihtrockner. Ein Teil verlie als Abgas (C) den
Kreislauf. Das Kalteaggregat Inert Loop B-295 ist als fahrbare Einheit montiert und wird lber
zwei Schlauche und ein Kommunikationskabel an den Mini-Spriihtrockner B-290 angeschlossen.
Zwei Signallampen zeigen den Zustand der integrierten Sauerstoff- und Druckiiberwachung an.
Falls ein Fehlerzustand auftritt, fiihrt die Anlage den Prozess automatisch in einen sicheren
Zustand.

7.1.1 Herstellung einer alkoholischen Spriihsuspension

Vor Beginn der eigentlichen Herstellung einer sprihfertigen Suspension aus knochenmineral-
ahnlichen Nanokristallen, SiO,-Sol und reinem Ethanol wurden zum einen wadssriger HA-
Schlicker in reinem Ethanol durch Austausch des Dispersionsmittels eingebracht und zum
anderen ein SiO,-Sol durch den Sol-Gel-Prozess hergestellt. Die Abbildung 7.3 zeigt ein
Flussschema, das die Herstellung einer spriihfertigen Suspension und die experimentellen
Bedingungen erklart.
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HA-Schlicker

Verdinnen mit reinem Ethanol,
Dispergieren mit Ultraschall,
abfiltrieren, dreimal mit reinem
Ethanol spiilen und filtrieren

HA-Spriihschlicker

Verdiinnen mit reinem Ethanol,

Dispergieren mit Ultraschall
A 4

HA-Sprihsuspension

Kihlen: 4°C
\ 4

TEQOS

l 2 molare Essigsaure

Mischung

l Rihren: 2 Stunden

Sol

l Kiihlen: 4°C

Gekuhlte HA-Spriihsuspension l

Gekuhltes Sol

Mischung

Dispergieren mit Ultraschall
unter Kiihlen,
Riihren mit Magnetriihrer

Spruhfertige Suspension

Abbildung 7.3: Flussschema der Prozedur zur Herstellung einer alkoholischen Spriihsuspension aus HA-

Schlicker und SiO,-Sol.

Eingesetzt wurde wassriger HA-Schlicker, der nach der in Kapitel 5.2 beschriebenen Methode
hergestellt wurde. Die folgenden Werte fiir die Fallungsparameter wurden festgelegt, um

knochenmineralahnliche Nanokristalle zu erhalten:

e Temperatur der Fallungslésung
e pH-Wert der Fallungslosung

e Pumprate der Ausgangslésungen
e Ultraschallleistung

e Fallungszeit

e Alterung

e Rihrerdrehzahl (Alterung)

Raumtemperatur

7.8+0.1

(5.0+0.1)1/h
(33:1)W

30min

bis zu 3Stunden
100 U/min

Zur Gewinnung von HA-Sprihschlicker wurde der wassrige HA-Schlicker in reinem Ethanol
durch Ultraschallanwendung dispergiert und anschlieBend gefiltert. Dadurch erhalt man beim
Spriihtrocknen das Sprihgut schneller und mit mehr Umsatz. Ein weiterer Vorteil ist, dass HA in
Ethanol weniger I6slich ist, als in Wasser. Das Volumen an reinem Ethanol wurde in
Abhédngigkeit vom Wasseranteil des HA-Schlickers nach Gleichung (7.1) berechnet, um
reproduzierbare Ausgangsbedingungen zu schaffen.
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TR
v="l|1-"m | g450mi (7.1)
82¢g 100 %
o V zu berechnendes Volumen an reinem Ethanol
e m Masse vom HA-Schlicker
e TRua Trockenriickstand als der Anteil der Trockenmasse

vom HA an der Masse vom HA-Schlicker

Nach insgesamt drei weiteren Spililvorgangen mit je 300 ml reinem Ethanol und anschlieBender
Abfilterung wurde fir die Spriihtrocknung geeigneter HA-Schlicker, sogenannter ,HA-
Sprihschlicker” erhalten. Der Feststoffgehalt an HA wurde nach mehrstiindiger Vakuum-
trocknung durch Rickwiegen bestimmt.

Im ndchsten Schritt wurde ein SiO,-Sol durch den Sol-Gel-Prozess (siehe Rktgl. 2.1 bis 2.2b in
Kapitel 2.1.1) hergestellt. Das hier herzustellende SiO,-Sol wurde durch Essigsaure-katalysierte
Hydrolyse des Silicium-Prakursors Tetraethylorthosilicat (TEOS) erzeugt. Dabei wurde ein
molares Wasser/TEOS-Verhaltnis (r,-Wert) von 6.55 und ein molares Essigsaure/TEOS-
Verhaltnis (rs-Wert) von 0.25 verwendet. Durch den Katalysator Essigsdure lieS sich die
Hydrolyse beschleunigen. Mit steigendem r-Wert entstehen mehr Primarteilchen, damit mehr
und kleinere Cluster. Dabei wird aber gleichzeitig auch mehr Warme freigesetzt, die die
Gelbildungsrate erhoht. Der hohe r,-Wert diente dazu die Hydrolyse- gegeniliber der
Kondensationsrate zu steigern. Dadurch lieB sich die Gelbildung verlangsamen. Nach beendeter
Hydrolyse wurde das SiO,-Sol auf ca. 4°C gekihlt und konstant gehalten, um den Zeitraum der
Gelbildung weiter auszudehnen. Bei der gewahlten Zusammensetzung waren die
beschriebenen Reaktionen innerhalb von 2 Stunden weitestgehend abgeschlossen.

Zur Herstellung einer in reinem Ethanol verdiinnten Suspension aus knochenmineraldhnlichen
Nanokristallen und SiO,-Sol wurde der HA-Spriihschlicker ausgewogen. Um eine spriihfertige
Suspension mit einem HA-Massenanteil von 7% und einem SiO,-Massenanteil von 24% im
Endprodukt herzustellen, wurde die Masse vom reinem Ethanol (m;) nach Gleichung (7.2)
berechnet und eingewogen:

m, :(TR”“ -1- L7 X, J-m (7.2)
Y, TR,,, (100%-X,))
e m Masse vom HA-Spriihschlicker
e m, zu berechnende Masse an reinem Ethanol
o X Massenanteil SiO, im Produkt, mit X;=24%
e Y, Massenanteil HA in der Spriihlosung, mit Y1=7%
e TRua Trockenriickstand als der Anteil der Trockenmasse
vom HA an der Masse vom HA-Sprihschlicker
o  TRsio2 Trockenriickstand als der Anteil der Trockenmasse

vom SiO, an der Masse vom SiO,-Sol

Dem HA-Spriihschlicker wurde die berechnete Masse an reinem Ethanol zugefiigt, durch
Ultraschallanwendung dispergiert und die resultierende Suspension auf ca. 4°C in einem
Temperierbecher durch ein Umwalzthermostat gekiihlt.
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Die Masse des gekihlten SiO,-Sols (m3) wurde nach Gleichung (7.3) berechnet und eingewogen.
Um Mikropartikel mit einer HA/SiO,-Zusammensetzung von 76/24 Gewichts-% herzustellen,
wurde der SiO,-Massenanteil im Produkt entsprechend auf 24 % festgelegt. Der nach einer
Vakuumtrocknung und einer Temperaturbehandlung bis 700°C des SiO,-Gels bestimmte SiO,-
Trockenriickstand betrug 17.8 %.

TR X

HA

m, = : ! -m 7.3
> TR, (100%-x,) (7:3)

Sio

* ms zu berechnende Masse vom SiO,-Sol

Der gekihlten HA-Spriihsuspension wurde die berechnete Masse an gekuhltem SiO,-Sol
zugefugt und durch gepulste Ultraschallanwendung fiir 2min in einem Zeitraum von 4min
dispergiert (2s Puls + 2s Pause). Der Temperierbecher wurde auf einen Magnetrihrer gestellt
und ein Magnetrihrkorper zugegeben, um eine permanente Durchmischung der Suspension
sicherzustellen. Nach einer Abkiihlung der Suspension auf ca. 4°C wurde erneut durch gepulste
Ultraschallanwendung fiir 2min in einem Zeitraum von 2min und 24s dispergiert (5s Puls + 1s
Pause). Nach Abkihlung auf 19°C wurden Inhomogenitaten aus der Suspension durch Filtern
mit einem Edelstahlsieb der Maschenweite 80 um entfernt. Die spriihfertige Suspension wurde
in die 500 ml-Weithalsflasche der Masse my lGberfihrt und diese dann nach dem Auswiegen der
Suspension der Masse mg 1 in den Temperierbecher gestellt.

7.1.2 Spruhtrocknung

Zur Sprihtrocknung wird eine aullenmischende Zweistoffdiise verwendet. Diese besteht aus
einer Dusenspitze mit Loch-@ 2.0mm, einer Disenkappe mit Loch-@ 2.8mm und der
dazugehorigen Dusenreinigungsnadel. Die Disenkappe wurde nicht fest an die Duse
angeschraubt, sondern auf eine viertel Umdrehung bis vor Anschlag. Diese Einstellung
entspricht einem Disenkappendffnungswinkel a von 90°. Das Thermostat und die Zweistoffdise
wurden durch Schlduche verbunden. Am Thermostat wurden -2.0°C eingestellt und die
Thermostatpumpe angeschaltet. Der Mini-Sprihtrockner B-290 wurde im Saugmodus
angeschaltet und das Flaschenventil der Stickstoffflasche aufgedreht. Am Druckminderer wurde
ein Arbeitsdruck von 7 bar eingestellt und das Ausgangsventil aufgedreht. Das Pumpenbett der
Peristaltikpumpe wurde justiert, um den Silikonschlauch nahezu vollstandig abzuklemmen.
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Einstellungen der Gerateparameter am Mini-Sprihtrockner B-290:

Rotameter (Gasdurchfluss) = 25mm
Aspiratorleistung = 100%
Eingangstemperatur Tipjet = 200°C
Pumprate = 30%
Disenreinigung = 0
Umschaltventil = 1
B-295-Kiuhltemperatur = 14°C

Nach dem Einschalten des Aspirators fand eine Priifung der Dichtverbindungen statt. Sobald
der Sauerstoffanteil unter 6% fiel, konnte die Heizung angeschaltet werden. Wenn Ti, et etwa
180°C erreicht hatte, wurde die Peristaltikpumpe angeschaltet. Zunachst wurde reiner Ethanol
verspriiht. Schlduche und Dise wurden auf Verstopfungen hin geprift. Reiner Ethanol (EtOH)
wurde (iber eine Zeitdauer von (15+2)min bei Tie:=(200%3)°C verspritht. Uber beide
Silikonschlauche, die in eine mit EtOH beflllten 500 ml-Weithalsflasche miinden, wurde
abwechselnd tber Betatigung vom Umschaltventil EtOH verspriht.

Die Spruhtrocknung der spriihfertigen Suspension begann, als sich die Temperatur der
Suspension bei (20.0+1.0)°C, Tinet bei (200£3)°C und die Ausgangstemperatur Touyer bei
(140£10)°C Soll-Temperatur befand. Das Umschaltventil wurde auf Einstellung 1 umgestellt
und der Silikonschlauch aus dem Umschaltventil genommen. Daraufhin begann die eigentliche
Sprihtrocknung der spriihfertigen Suspension. Bei Verkrustungen der Disenoffnung wurde die
Disenreinigung manuell betatigt. Nach dem Sprihtrocknen wurde der Rest der Suspension der
Masse mg » zurlickgewogen.

Die Produktausbeute kann nach Gleichung (7.4) berechnet werden.

m(P) (100% —Xl) (ml +m, -|-m3)

PA = . . -100%
m, TRHA mg,—mg, 4
e PA zu berechnende Produktausbeute
e m(P) Masse vom spriihgetrocknetem Produkt
e m Masse vom HA-Spriihschlicker
e m Masse vom reinem Ethanol
e m3 Masse vom SiO,-Sol
® Mg Masse der Spriihsuspension vor der Spriihtrocknung
® Mg, Masse der Sprihsuspension nach der Spriihtrocknung
o X Massenanteil SiO, im Produkt, mit X;=24%
e TRua Trockenriickstand als der Anteil der Trockenmasse

vom HA an der Masse vom HA-Sprihschlicker
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7.2 Partikelcharakterisierung

7.2.1 Makro- bis Nanostruktur

Mithilfe von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte sichtbar gemacht werden,
dass das weille pulverférmige Biomaterial Gberwiegend aus , Donut“-férmigen Mikropartikeln
und einseitig eingefallenen, spharischen Mikropartikeln besteht (Abbildung 7.4a, b). Von der
REM-Aufnahme aus Abbildung 7.4a mit einer GréRe von 175umx175um wurde durch
Anwendung der 2D-Bildanalyse-Software MeX (Alicona Imaging GmbH, Graz, Osterreich) die
GroRenverteilung der Mikropartikel bestimmt. Dabei wurden die Anzahl der Mikropartikel und
deren Radius nach vorheriger, manueller Markierung automatisch durch MeX erfasst. Die
PartikelgroRenverteilung wurde durch Auftragen der relativen Haufigkeit der Mikropartikel
gegen den Partikeldurchmesser erhalten. Mikropartikel mit einem Partikeldurchmesser
zwischen 2um und 5um treten in der Anzahl am haufigsten auf (Abbildung 7.4c). Diese
PartikelgroRe war notwendig, um den Abbau durch Phagozytose vorzubeugen.

=
o
L

(9]
L

rel. Haufigkeit der Partikel/%

"iiiin ikria oL

o-HNNRRiYNEYS
0 10 15 20 25 30 35
Partlkeldurchmesser/um

Abbildung 7.4: (a, b) REM -Aufnahmen spruhgetrockneter Mikropartikel, (c) Quantitative Analyse der
Gréfenverteilung der Mikropartikel aus Abbildung 7.4a (n=406).

p——

In Abbildung 7.5 sind TEM-Aufnahmen eines diinnen Querschnitts nahe der Oberflache eines in
Araldit® eingebetteten Mikropartikels, der mithilfe von TEM (Abbildung 7.5a), Dunkelfeld-STEM
(Abbildung 7.5b) und STEM-SE (Abbildung 7.5c) untersucht wurde, dargestellt.

Abblldung 7.5: TEM-Aufnahmen eines diinnen Querschnitts (40nm) nahe der Oberfiéche eines Mikro-
partikels mittels TEM (a), STEM-DF (b) und STEM-SE(c).
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Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen den nanostrukturierten Aufbau der
Mikropartikel. Das Einbettmaterial wurde durch Temperaturbehandlung bis 180°C entfernt, da
sich Einbettmaterial und SiO,-Gelmatrix nicht unterscheiden lassen. Die dunklen,
plattchenformigen Objekte sind diinne HA-Kristallite, die in der Bildebene liegen. Die fast
schwarzen, nadelférmigen Objekte sind HA-Plattchen, die sich in Langsseitenlage senkrecht zur
Bildebene befinden. In dieser Orientierung ist die geringe Dicke der HA-Plattchen ersichtlich,
die in guter Ndherung der Kristallitdicke von biologischem Apatit im humanen Knochen
entspricht. Die HA-Plattchen sind von einer pordsen Kieselgelmatrix ummantelt (Abbildung
7.5a). Ein Dunkelfeld-STEM-Bild derselben Region ist in Abbildung 7.5b dargestellt. Es gibt das
komplementére Bild zur Abbildung 7.5a wieder. Die Position der HA-Plattchen (helle Objekte)
ist aufgrund der starkeren Streuung von HA im Vergleich zum Kieselgel starker ausgepragt. Ein
STEM-SE-Bild derselben Region zeigt die nanopordse Struktur der Silicagelmatrix. Es sind
miteinander verbundene Poren, mit einem Durchmesser im Bereich von 10nm bis 100nm,
sichtbar (Abbildung 7.5c).

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass die Mikropartikel nach auRen durch
eine Kruste oder Hille umgeben sind. Diese ist kompakter bzw. zeigt eine grofere
Packungsdichte, als die darunterliegende Region. Dieses Resultat ist im Einklang mit dem
Mechanismus der Sprihagglomeration, bei der sich durch schnelles Trocknen der
Primartropfen eine feste dullere Hiille bildet (Abbildung 7.6).

1. Priméartropfen aus der Dise

2. Schnelles Trocknen von Aulien

4.a Bruchstiicke 4.b Donuts 4.c Kugeln
Abbildung 7.6: Mechanismus der Spriihagglomeration (Abbildung entnommen aus [Hoh02]).
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Eine Schuttdichte von (O.26i0.05)g/cm3, eine spezifische Oberflache von 168 mz/g und eine
Porositdat von ca. 81% (Tabelle 7.1) im Nanometerbereich kennzeichnen die NBS24-Mikro-
partikel mit einem Massenanteil von 24 % SiO, als ein hochpordses Material.

Tabelle 7.1: Werte zur spezifischen Oberfldche und Porositét von NB und Produktvarianten von NBS.

Quecksilberporosimetrie BET
Biomaterial Spezifische Mittlerer Totales Totale Spezifische Poren-
Oberflache Poren- kumulatives | Porositit | Oberfliche | spezifisches
in mz/g Durchmesser Volumen in % in mz/g Volumen
in nm in cm®/g in cm®/g
NB (NanoBone®) 81.77 34.6 0.54 51.5 85.10 0.20
NBS24 59.18 14.9 0.20 31.3 152.33 0.19
NBS39 54.61 16.0 0.18 21.8 206.83 0.20
NBS24 p-Partikel | 192.87 | 404655 | 316 | 814 | 16827 | 0.7

Die Mikropartikel (p-Partikel) sind durch ein System interkonnektierender Mesoporen
gekennzeichnet (Definition: Mikroporen (<2nm), Mesoporen (2nm bis 50nm) und Makroporen
(>50nm)). Die Mehrzahl der Poren haben Durchmesser im Bereich von 10nm bis 50nm
(Abbildung 7.7a). Die Abbildung 7.7b zeigt eine TEM-Aufnahme eines in Araldit® eingebetteten

Mikropartikels als Ultradiinnschnitt. Deutlich ist ein Hohlraum im Inneren des Mikropartikels
erkennbar.

rel. Porenvolumen/% 2

Abbildung 7.7: (a) Porengréfsenverteilung der NB S24-Mikropartikel. (b) TEM-Aufnahme eines in Araldit®
eingebetteten Mikropartikels als Ultradiinnschnitt.

Durch die Porenstruktur ist das entwickelte Material hervorragend geeignet, korpereigene (z.B.
Knochenmarksflissigkeit, endogene BMPs) oder korperfremde (z.B. synthetische BMPs)
osteoinduktive Komponenten aufzunehmen (knochenmorphogenetische Proteine (englisch
bone morphogenetic proteins, BMPs)). Hierdurch wird eine extreme Gewebefreundlichkeit und
damit ein schnelles Einwachsen von Knochengewebe erreicht. Die groRe innere Oberflache der

Mikropartikel ermoglicht es, korpereigene oder synthetische Wachstumsfaktoren (z.B. BMPs)
zu binden.
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7.2.2 Struktur nach Temperaturbehandlung

Fiir die in vivo Untersuchungen wurden die organischen Bestandteile des injierzierbaren
Knochenaufbaumaterials durch anschlieBende Temperaturbehandlung bis 700°C in einem
Rohrofen entfernt, um eine toxische Wirkung zu vermeiden. In Abbildung 7.8 ist die XRD-Kurve
von NBS24-Mikropartikeln dargestellt. Es ist keine Anderung der Kristallstruktur durch die
Temperaturbehandlung festzustellen. Es scheint, als ob wegen der Ummantelung der HA-
Nanokristalle durch die SiO,-Gelmatrix sowohl eine Phasenumwandlung zu B-TCP als auch eine
Zunahme der GrofRe der HA-Kristallite bis 700°C verhindert wird. Die dazu notwendigen
Platzwechselvorgiange der lonen finden bis 700°C nicht statt, da die daflir notwendige
Aktivierungsenergie nicht erreicht wurde. Sobald diese Temperatur um etwa 10°C bis 15°C
Uberschritten wird, tritt eine Phasenumwandlung zu B-TCP auf [Rad10]. Die Integralbreite der
Reflexe des Biomaterials ist identisch mit der des biologischen Hydroxylapatits im humanen
Knochen, was auf eine gleichartige Morphologie und GroRe der Kristallite hindeutet. Wird
stattdessen der bei pH-Wert 7.8 gefallte HA bis 700°C behandelt, so zeigt sich als Resultat der
rontgendiffraktometrischen Untersuchung, dass sich das temperaturbehandelte Material in
eine Mischung aus B-TCP und HA umwandelt, die als biphasisches Calciumphosphat (BCP)
bezeichnet wird und in der Abbildung 5.27 im Kapitel 5.4.2 gezeigt wurde.

Knochen, human

S
e
T
G
c
o
< NB 524-Mikropartikel
E
—_— 9
s
oo d, von HA
g g /% 5
3 < S =
T T I Il L] L] T T L] ‘l T T I T .I II L] T |l L l. T I T l| |I T T L] T T l. T T .l T T T T Il II II II Il II II
10 20 20/° 30 40 50

Abbildung 7.8: Réntgenbeugungskurven vom Biomaterial und humanen Knochen. Zur Phasen-
bestimmung sind einige dy;y mit zugeordneten Millerschen Indizes von stéchiometrischem HA angegeben,
die aus dem A.S.T.M. card file No. 9-432 entnommen wurden.
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7.2.3 Chemische Zusammensetzung

In Abbildung 7.9 zeigt die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einen Schnitt durch einen
hohlen Mikropartikel. Mit EDX wurde die elementare Zusammensetzung entlang der griin
eingezeichneten Pfade bestimmt. In der Abbildung sind die Konzentrationsprofile von Calcium,
Silicium und Phosphor entlang zweier Pfade L1 und L2 dargestellt. Kohlenstoff reprasentiert die
Kunststoffeinbettung, die fiir die Messungen notwendig war.

0
L2 CKaSiKaP [<aCaka 4um DIV

Abbildung 7.9: Rasterelektronenmikroskopische Abbildung eines hohlen Mikropartikels und die iiber EDX
ermittelte chemische Zusammensetzung. Die Mikropartikel wurden in Araldit® eingebettet und mit
einem Ultramikrotom Leica EM UC6 eine Aufschnittfliiche vom Kunststoffblock erzeugt.

Die chemische Zusammensetzung der Mikropartikel zeigt, dass sie nach aullen durch eine
Kruste oder Hiille umgeben sind, die anteilig mehr SiO; enthalt (rote Kurven in Abbildung 7.9),
als die darunterliegende Region. Die Verteilung der Elemente gibt Aufschluss liber den
Trocknungsprozess, der in Sekundenschnelle erfolgt.
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7.3 Experimente in vivo

Die in vivo Untersuchungen der Mikropartikel zur Biokompatibilitdt, deren Charakterisierung
wahrend des Remodeling-Prozesses und der Degradationsprozess erfolgte im Versuchsmodell
Ratte. Mannliche Wistar-Ratten (Korpergewicht 350g bis 450g, Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Deutschland) wurden fiir die Experimente verwendet. Wahrend des Versuchs wurden
die Tiere unter Bereitstellung von Standardlaborfutter fir Nager und Wasser ad libitum in
Einzelkdfigen gehalten. Die Ratten wurden mit intraperitonealer Injektion einer 6 %igen
Natrium-Pentobarbitallésung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) mit einer Dosis von 60 mg/kg
andsthesiert. Die betdubten Tiere wurden in Riickenlage auf einer beheizten Unterlage zur
Aufrechterhaltung der Korpertemperatur (36°C bis 37°C) positioniert. Nach der Rasur der
Hinterlaufe eines Tieres und dessen Desinfektion wurde ein 2 cm langer Hautschnitt am oberen
Bereich des Schienbeins zum Freilegen der Tibia gemacht. In den proximalen Tibiaschaft wurde
ein im Durchmesser 3.5mm grofBer monokortikaler Defekt mit einem Dentalbohrer (SU 100,
BEGO, Bremen, Deutschland) unter stiandiger Kihlung mit 0.9 %iger NaCl-Losung gefrast. Ein
Gemisch aus Mikropartikeln und autologem Blut wurde in den Defektbereich implantiert. Die
Wunden wurden mit resorbierbaren Faden verschlossen (Marlin, Markneukirchen, Germany).
Nach Versuchszeitraumen von 3, 6, 9, 12, 21, 42 und 63 Tagen (n=7 pro Zeitpunkt) erfolgte die
Probenahme und die anschlieRende histologische Aufarbeitung der zu untersuchenden Tibia-
Bereiche, die in Kapitel 3.6 beschrieben wurde.

7.3.1 Histomorphometrische Analyse

Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes traten keine postoperativen Komplikationen auf.
Werden histologische Schnitte nach 3Tagen ausgewertet (Abbildung 7.10a), sind Mikropartikel
erkennbar, die von einem Hdmatom eingeschlossen worden sind. Des Weiteren ist eine
beginnende Vaskularisierung im Defektbereich zu erkennen. Der natiirliche Heilungsprozess
setzt ein, das Hamatom wird in den nachfolgenden Tagen abgebaut und die
Knochenneubildung beginnt. Die Mikropartikel werden durch vorhandenes Bindegewebe
eingeschlossen und bilden somit einen lockeren Verbund. Nach ca. 9Tagen postoperativ
(Abbildung 7.10e) konnen eine beginnende Knochenneubildung sowie einige mehrkernige
Riesenzellen beobachtet werden. Das Hamatom ist nach 12Tagen vollstandig abgebaut.
Osteoblastensdaume sind auf der Oberflaiche des neugebildeten Geflechtknochens
nachzuweisen, wobei bereits einige Osteoblasten als Osteozyten in den Knochen eingebaut
vorliegen (Abbildung 7.10f). Anhand der Schnitte kénnen histologische Beurteilungen zum
Versuchsverlauf vorgenommen werden.
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Abbildung 7.10: Aufnahmen von HE-gefédrbten Proben vom Tibiadefekt der Ratten. Die Pfeile in
den Aufnahmen (e) und (f) markieren die implantierten Mikropartikel. Die Aufnahmen (a-d) zeigen
histologische Verdnderungen wdhrend des Versuchszeitraumes. Die Sternchen markieren den neu
gebildeten Geflecht- (e) und Lamellenknochen (f). Einige mehrkernige Riesenzellen (Pfeilkopf in Auf-
nahme (e)) und eine Schicht aus Osteoblasten im Markraum (Pfeilkopf in Aufnahme (f)), die das Knochen-
aufbaumaterial und den neu gebildeten Knochen umgeben, wurden im Versuchszeitraum 9 bis 42 Tage
postoperativ gefunden.

Im Bereich der Kortikalis wurde von Tag 12 an bis zum Versuchsabschluss eine fortschreitende
Bildung von neuem Knochen gefunden. Dagegen wurde im Markraum anfangs neugebildeter
Knochen ab Tag 21 wieder abgebaut. Dies ist mit dem Implantationsort zu erklaren. Da es sich
bei dem Tibia-Knochen um einen Rohrenknochen handelt, wird im inneren Bereich kein
Knochen benoétigt. Die Belastung liegt auf der Kortikalis, somit erfolgt der Abbau des gebildeten
Knochens im Markraum (Abbildung 7.11a).

Eine histomorphometrische Auswertung erfolgte unter zwei Gesichtspunkten. Zum einem
wurde der Flachenanteil des neugebildeten Knochens als Prozentsatz an der Gesamtflache des
kortikalen Wundbereiches sowie des Markraumes 12, 21, 42 und 63Tage postoperativ
bestimmt. Der Flachenanteil des neugebildeten Knochens im Markraum betragt 27.8%+1.3%
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am Tag 12, der auf 43.6%12.4% am Tag 21 ansteigt und schrittweise auf 5.7%+1.4% am Tag
63 absinkt (Abbildung 7.11a). Umgekehrt steigt der Flachenanteil des neugebildeten Knochens
in der Kortikalis von 32.0%+3.3% am Tag 12 und auf 67.8%+2.1% am Tag 63 an.
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Abbildung 7.11: Quantitative Bestimmung des Anteils an neu gebildetem Knochen im Bereich der

Kortikales und des Markraums (a). Abbau der Mikropartikel in den genannten Bereichen (b).

Zum anderem wurde die Anzahl noch vorhandener Mikropartikel pro mm? fur den kortikalen
Wundbereich sowie den Markraum im Versuchszeitraum 12 bis 63 Tage postoperativ bestimmt
(Abbildung 7.11b). Die Anzahl noch vorhandener Mikropartikel pro mm? betrdagt 12Tage
postoperativ ~172 im Markraum und ~123 in der Kortikalis. Deutlich erkennbar nimmt die
Anzahl der Mikropartikel mit fortschreitender Zeit ab. Der Abbau erfolgt iber Osteoklasten
[Xul1]. Es wird ein Rickgang der Anzahl noch vorhandener Mikropartikel pro mm? nach
63Tagen postoperativ auf ~24 im Markraum und ~13 in der Kortikalis festgestellt. Neu
gebildeter Knochen und Biomaterial im Markraum sind am 63. Tag fast vollstandig resorbiert.
Der Abbau des Knochenersatzmaterials sowie des Knochens im inneren Bereich des
Rohrenknochens weisen darauf hin, dass ein Remodeling-Prozess in ausreichendem Malie
stattgefunden hat.

7.3.2 Ex vivo Analyse

Des Weiteren wurde eine exvivo Charakterisierung der implantierten Mikropartikel
durchgefihrt. Am Tag 9 postoperativ wurden Gewebeproben entnommen und fir die
Untersuchung mittels REM durch Kritisch-Punkt-Trocknung in einem K850 Critical Point Dryer
(Quorum Technologies Ltd, East Grinstead, UK) vorbereitet. Um qualitative Anderungen der
Elementkonzentrationen zu bewerten, wurde die chemische Zusammensetzung des
hergestellten Materials zum einem vor und zum anderem nach der Implantation mit EDX
untersucht.

In Abbildung 7.12 sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen explantierter Mikroteilchen
dargestellt. Nach 9Tagen sind Ablagerungen einer organischen Matrix auf der Oberflache der
Mikropartikel zu sehen. Die Mikropartikel behalten in vivo ihre duRere Form.
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Abbildung 7.12: (a, b) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Mikropartikel ex vivo

(9Tage postoperativ). WeifSe Pfeile deuten auf Mikropartikel. (c) EDX-Analyse zur Bestimmung der
Zusammensetzung (n=3).

Des Weiteren belegen EDX-Analysen einen Austausch der SiO,-Gelmatrix der Mikropartikel
durch eine organische Matrix, bestehend aus autologen Proteinen (Abbildung 7.12c). Die rote
Kurve zeigt die Zusammensetzung des Biomaterials direkt nach der Herstellung. Sowohl die
Bestandteile vom HA (Ca und P) als auch vom Kieselgel (Si) sind nachweisbar. Die blaue Kurve
zeigt die Veranderung der chemischen Zusammensetzung des Biomaterials 9Tage nach der
Implantation in den Tibia-Knochen. Die Si-Konzentration ist in vivo wesentlich verringert
worden. Nahezu das gesamte Siliciumdioxid wurde durch organisches Material ersetzt. Die
frihzeitig beginnende Knochenneubildung (nachweisbar bereits nach 9Tagen) kann auf die
osteoinduktiven Eigenschaften der Mikropartikel zurlickgefiihrt werden.

Die Ergebnisse zur Entwicklung und Charakterisierung des neuen, injizierbaren Biomaterials —
NanoBone®S24-Mikropartikel wurden im Jahr 2011 in der Zeitschrift "International Journal of
Nanomedicine" erfolgreich publiziert [Xu11].
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Kapitel 8

Zusammenfassung

Die Untersuchung einiger kommerziell erhaltlicher Hydroxylapatit-Materialien hinsichtlich
kristalliner Struktur und Morphologie der Kristallite zeigt, dass Unterschiede zu
Bioapatitkristalliten im humanen Knochen bestehen. Nanokristalliner Hydroxylapatit mit einer
den Bioapatitkristalliten im humanen Knochen identischen kristallinen Struktur und
Morphologie ist derzeit nicht auf dem Markt verfiigbar. Ziel war es daher, ein moglichst
einfaches und kostengiinstiges Verfahren zu entwickeln, mit dem nanokristalliner
Hydroxylapatit mit den zuvor genannten Eigenschaften in ausreichender Menge reproduzierbar
hergestellt werden kann, um diesen als Ausgangsmaterial fir die Weiterentwicklung von auf
dem Markt etabliertem Biomaterial anzuwenden. Diese Herangehensweise bietet den Vorteil
einer vom Markt unabhangigen Herstellung.

Als Problemlésung wurde im Rahmen dieser Promotion ein nasschemisches Fallungsverfahren
fir die Synthese von nanokristallinem Hydroxylapatit mit kontrollierter Morphologie
entwickelt, das durch besonders milde Synthesebedingungen (Raumtemperatur, Normaldruck,
Reinraumluft) gekennzeichnet ist und somit eine einfache Handhabung ermaoglicht. Fir den
Fallungsprozess in wassrigem Medium wurden unter Verwendung von deionisiertem Wasser
eine calcium- und eine phosphathaltige Losung in separaten RiihrgefalRen vorgelegt. Das Ver-
haltnis der Stoffmengenkonzentrationen der Ausgangslésungen wurde so eingestellt, wie es
formal dem molarem Calcium/Phosphor-Verhaltnis von stochiometrischem Hydroxylapatit (5:3)
entsprach. Durch die Zugabe einer kontrollierten Menge von 25 %igem Ammoniakwasser zur
phosphathaltigen Losung erfolgte die Einstellung des Fallungs-pH-Wertes vor der Durchfiihrung
einer Fallung, so dass der gewilinschte pH-Wert bei der Mischung der Salzl6sungen erreicht
wurde. Die so praparierten Losungen wurden mit einer vorgegebenen Pumprate in eine
Durchflussmischzelle befordert. Dort fand die Fallungsreaktion unter kontrolliertem Eintrag von
Ultraschallwellen statt. Die Kontrolle der Syntheseparameter Pumprate, Ultraschallleistung,
Alterung, Fallungs-pH-Wert und eine durch die Durchflussmischzelle definierte raumliche
Eingrenzung der Fallungsreaktion ist wichtig, um stabile Fallungsbedingungen und eine
reproduzierbare Produktqualitdt zu erreichen. Es wird eine Ausbeute von etwa 10g bis 11g
Trockenmaterial pro Liter Fallungslosung erzielt.

Die Untersuchung der Abhangigkeit der Kristallstruktur und Kristallmorphologie von den
Syntheseparametern Alterung, Fallungs-pH-Wert, Pumprate und Ultraschallleistung ergab, dass
den beiden erst genannten Parametern eine entscheidende Rolle zukam.

Bei pH-Wert 7.0 entstehen nach 8 min Alterung plattchenformige Hydroxylapatitkristallite und
zu geringem Anteil deutlich gréBere, plattchenformige Kristallite, die Octacalciumphosphat
zuzuordnen sind. Oberhalb von pH-Wert 7.3 entstehen unter den gleichen Bedingungen
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miteinander verwachsene, spharische Nanopartikel aus amorphem Calciumphosphat, die sich
mit fortschreitender Alterung zu plattchenférmigen Hydroxylapatit-Nanokristallen umwandeln.
Der Umwandlungsprozess startete hierbei an der Oberflache der Nanopartikel. Hierbei zeigen
sich ebene Flachen an der Partikeloberflache, die stumpfwinklig aufeinandertreffen. Diese
Flachen sind durch Bereiche mit einer kristallinen Struktur gekennzeichnet, die der von
Hydroxylapatit mit einer langs der kristallographischen c-Achse bevorzugten Wachstums-
richtung (anisotropes Kristallwachstum) entspricht. Mit zunehmendem pH-Wert nimmt die
Existenzdauer von amorphem Calciumphosphat stetig zu. Bei pH-Wert 7.8 ist eine Alterung von
60min bis max. 3h einzuhalten, um Hydroxylapatit-Nanokristalle mit plattchenférmiger
Morphologie durch Umwandlung von amorphem Calciumphosphat herzustellen. Die kristalline
Struktur und Morphologie der hergestellten Hydroxylapatitkristallite ist von der von
Bioapatitkristalliten im humanen Knochen nicht zu unterscheiden, was auf eine identische
Kristallitdicke zurtickzufiihren ist. Bei pH-Wert 9.0 ist eine Alterung von 6 bis max. 24h
einzuhalten. Es ist eine Zunahme der Kristallitdicke der Plattchen festzustellen, die sich bei pH-
Wert 12.6 weiter fortsetzt und zu einer Anderung der Kristallmorphologie von Plattchen hin zu
Stabchen fihrt.

Pumprate und Ultraschallleistung wirken sich in geringerem Mal3e auf die Kristalleigenschaften
aus. Eine Erhoéhung der Pumprate bewirkt eine leichte Verzogerung der Umwandlung von
amorphem Calciumphosphat zu nanokristallinem Hydroxylapatit, was durch eine verringerte
Verweilzeit der Fallungslésung in der Durchflussmischzelle zu erklaren ist. Die Dicke der
Hydroxylapatitkristallite bleibt flir pH-Werte im Bereich von 7.0 bis 7.8 konstant. Oberhalb von
pH-Wert 7.0 nimmt die Plattchenbreite leicht ab und die Lange der Hydroxylapatitkristallite
bleibt fir die pH-Werte im genannten Bereich konstant. Eine Erhohung der Ultraschallleistung
bewirkt eine geringe Zunahme der Umwandlungsrate von amorphem Calciumphosphat zu
nanokristallinem Hydroxylapatit und eine leichte Zunahme der Kristallitdicke. Es ist eine geringe
Abnahme der Umwandlungsrate festzustellen, wenn kein Ultraschall eingesetzt wird.

Das synthetische, bei pH-Wert 7.8 hergestellte Material und humaner Knochenapatit
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung. In humanem
Knochenapatit ist Carbonat nachzuweisen und in synthetischem Hydroxylapatit nicht.
Hydrogenphosphat kommt in beiden Materialien vor. Die Substitution von Phosphat durch
Hydrogenphosphat fiihrt aufgrund des Verlustes einer negativen Ladung zu einem
nichtstochiometrischen Hydroxylapatit. Folgedessen kommt es zum Verlust von Calcium- und
Hydroxid-lonen, um ein ladungsneutrale Kristallite zu erhalten. Das Material wird iblicherweise
als calciumdefizienter Hydroxylapatit bezeichnet.

Eine Temperaturbehandlung des nanokristallinen Hydroxylapatits zeigt, dass bei den pH-
Werten 6.6, 7.9 und 9.0 herstelltes Material bei ca. 700°C einer Umwandlung zu B-TCP
unterliegt, die bei 800°C nahezu abgeschlossen ist. Das Verhalten ist typisch fir
calciumdefizienten Hydroxylapatit.
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Auf Grundlage des hergestellten Hydroxylapatits wurden verschiedene Darreichungsformen des
Biomaterials NanoBone® entwickelt, charakterisiert und am Markt etabliert. Zur ErschlieRung
neuer biomedizinischer Anwendungen wurde die Entwicklung und Charakterisierung einer
bislang neuen injizierbaren Applikationsform des genannten Biomaterials im Rahmen dieser
Promotion beschrieben. Der synthetisierte, nanokristalline Hydroxylapatit mit knochenapatit-
dhnlichen Eigenschaften wird hierbei eingesetzt, um in einem silicabasierten Sol-Gel-Verfahren
mit anschlieRender Spriihtrocknung ein weiBes, pulverformiges Biomaterial herzustellen. Das
Pulver besteht Gberwiegend aus hohlen, ,,Donut“-formigen und einseitig eingefallenen, hohlen,
spharischen Mikropartikeln. Das Maximum der PartikelgroBenverteilung liegt zwischen 2um
und 5um. Die Mikropartikel haben eine definierte Zusammensetzung (Massenverhaltnis
Hydroxylapatit: Siliciumdioxid=76:24) und GroRe, die in einem Bereich liegt, in dem keine
Phagozytose auftritt (Aufnahme von festen Partikeln mit anschlieBendem intrazelluldarem
Abbau). Die Hydroxylapatit-Nanokristalle bilden ein lockeres Gefilige und sind von einer pordsen
Kieselgelmatrix ummantelt. Die interkonnektierenden Poren im Nanometerbereich sorgen fir
ein hohe innere Oberflache von 168 mz/g, eine Porositat von ca. 81% und einer Schittdichte
von (0.26+0.05)g/cm’. Die Zusammensetzung der Mikropartikel zeigt, dass sie nach auRen
durch Kruste oder Hiille umgeben sind, die durch eine hdhere Siliciumkonzentration als die
darunter liegenden Bereiche gekennzeichnet ist. Die Verteilung der Elemente gibt Aufschluss
Uber den sehr schnell ablaufenden Trocknungsprozess. Fir die in vivo Untersuchungen wurden
die organischen Bestandteile vom Biomaterial durch Temperaturbehandlung bis 700°C in einem
Rohrofen entfernt. Dabei ist keine Anderung der Kristallstruktur erkennbar. Es zeigt sich, dass
durch die Ummantelung der Hydroxylapatitkristallite von der porésen Silicagelmatrix sowohl
eine  Phasenumwandlung zu B-TCP als auch eine Zunahme der GroRe der
Hydroxylapatitkristallite verhindert wird. Die Integralbreite der Réntgenbeugungsreflexe des
Biomaterials ist identisch mit der des biologischen Hydroxylapatits in humanem Knochen, was
auf eine gleichartige Morphologie und GroRe der Kristallite schlieBen lasst.

Das in vivo Verhalten des Biomaterials wurde an Wistar-Ratten untersucht. Dabei ist eine
friihzeitig beginnende Knochenneubildung (9Tage postoperativ) festzustellen, die auf die
osteoinduktiven Eigenschaften der Mikropartikel zurtickzufiihren ist. Im Bereich der Kortikalis
wird von Tag 12 an bis zum Versuchsabschluss eine fortschreitende Bildung von neuem
Knochen gefunden. Dagegen wird im Markraum anfangs neugebildeter Knochen ab Tag 21
wieder abgebaut. Deutlich erkennbar nimmt die Anzahl der Mikropartikel mit fortschreitender
Zeit ab. Der Abbau erfolgt durch Osteoklasten. Die Mikropartikel behalten in vivo ihre dulSere
Form. Nahezu das gesamte Siliciumdioxid wird durch organisches Material ersetzt
(Matrixwechsel). Durch die hohe Porositdt und Porenstruktur ist das entwickelte Biomaterial in
hohem Malle geeignet, korpereigene (z.B. Knochenmarksflissigkeit), osteoinduktive Kompo-
nenten aufzunehmen. Hierdurch wird eine extreme Gewebefreundlichkeit und damit ein
schnelles Einwachsen von Knochengewebe erreicht.
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Anhang
A.1 Experimentelle Methoden

ATR

ATR (Attenuated Total Reflection, dt. abgeschwachte Totalreflexion) ist eine Form der
Infrarotspektroskopie. Bei der IR-Spektroskopie werden die Schwingungsenergien von Atomen
innerhalb von Molekilen untersucht. Sie liegen im Bereich der Infrarotstrahlung (etwa
zwischen 1 pm und 50 um, also zwischen 10000cm™ und 200cm™). Bei weniger Energiezufuhr
werden Molekilrotationen angeregt, diese Energien liegen im fernen Infrarotbereich. Bei der
IR-Spektroskopie wird nun monochromatische, infrarote Strahlung auf die Probe gelenkt und
gemessen wie die Probe eine bestimmte Energie absorbiert oder reflektiert. Durch diese
Informationen kann man auf die Schwingungszustande der Atome bzw. Molekile der Probe
schlieBen. Dies kann Aufschluss Gber die chemische Zusammensetzung der Probe liefern. Eine
andere Methode so ein Spektrum aufzunehmen, ist die Fourier-Transform-IR-Spektroskopie.
Dabei wird kein monochromatisches IR-Licht auf die Probe gelenkt. Durch ein Michelson-
Interferometer wird die IR-Strahlung zum interferieren gebracht und dann auf die Probe
gelenkt. Das Intensitatssignal am Detektor als Funktion der Veranderung der optischen
Weglange, korrigiert durch eine Konstante, wird Interferogramm genannt. Dieses
Interferogramm kann durch eine Fouriertransformation (vgl. Gl. A.1.1) in ein Spektrogramm

umgerechnet werden.

S(q) = _f i I(x)cos(Z;rqx)dx (A1)

—00

X = optischer Wegunterschied

g= Wellenzahl

Diese Methode ist wesentlich schneller als die dispersive Methode, aber auch wesentlich
rechenintensiver. Wie schon angesprochen, kann die Absorption oder die Reflexion der IR-
Strahlung einer Probe gemessen werden. Bei der Reflexion wird ausgenutzt, dass der
Reflexionsgrad einer Probe abhdngig vom komplexen Brechungsindex ist. Im Bereich der
Schwingungszentren steigt die Absorption, was im komplexen Brechungsindex durch einen
Extinktionskoeffizienten dargestellt wird. Dies erhoht die Reflexion der Probe fiir diesen

Frequenzbereich. Bei der abgeschwachten Totalreflexion (ATR) wird die IR-Strahlung in ein
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Medium hohen Brechungsindexes (ATR-Kristall) gelenkt, dort zu mehreren Totalreflexionen
gebracht (vgl. Abbildung A.1.1) und erreicht dann den Detektor.

Abbildung A.1.1: Schematische Darstellung des Lichtweges durch einen ATR-Kristall.

Bei der Totalreflexion bilden sich hinter der reflektierenden Grenzflache evaneszente Wellen
aus. Diese reichen etwa so weit wie die Wellenlange des Lichtes lang ist. Wird nun eine Probe
nahe an die Oberfliche des ATR-Kristalls gebracht, kann diese mit der evaneszenten Welle
wechselwirken und im reflektierten Strahl fehlen entsprechende Wellenldangen. Vorteil dieser

Methode ist, dass auch dicke, IR-undurchlassige Proben vermessen werden kénnen [Gilin83,
Gun02].
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A.2 Anforderungen an Knochenersatzmaterialien

Knochenersatzmaterialien sind Biomaterialien. Biomaterialien werden definiert als
nichtkorpereigene Substanzen, die nach der Implantation in den menschlichen Organismus dort
vorhandene strukturelle Elemente, ganze Gewebe und deren Funktionen ersetzen.

Die Ziele, die mit Biomaterialien fir den Knochenersatz erreicht werden sollen, konnen mit
folgenden Punkten dargelegt werden:

Ein Knochenersatzmaterial (KEM) sollte hauptsachlich biokompatibel sein, also keine
Abwehrreaktionen des Korpers hervorrufen. Die Bioresorbierbarkeit, d.h. die Resorption des
Materials bzw. das Remodeling (Umbau zu kdrpereigenem Knochen) des Materials oder Teilen
des Materials ist ein wiinschenswerter Effekt. Um diese Resorption hervorzurufen, sollte das
Material osteoinduktiv wirken, also die Knochenneubildung anregen. Osteokonduktivitat ist die
Eigenschaft, dass im Sinne eines Leitschieneneffekts das Knochenwachstum entlang des
Defektes gesteuert wird. Menge und Qualitdt des neugebildeten Knochens sollen positiv
beeinflusst werden und die Zeiteinheit, in der Knochenneubildung und Knochenheilung
stattfindet, sollte beschleunigt werden. Gleichzeitig sollte das KEM mechanisch gut belastbar
sein [Rue98]. Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, missen die Materialien diverse
Eigenschaften erfiillen. Dazu gehoren fir KEMs im Allgemeinen:

(1) Die Porositat des KEMs. Interkonnektierende Porensysteme in der Gréf3e von ca. 200 um
bis 400 um ermoglichen die Migration von Osteoblasten und Osteoklasten in das KEM
hinein.

(2) Die Loslichkeit des Materials. Eine hohere Loslichkeit fordert auch das Remodeling,
senkt aber gleichzeitig die mechanische Stabilitat [Tor95].

(3) Die Struktur und Beschaffenheit der Oberflache. Bei Kultivierung von Osteoblasten auf
nanokristallinen Al,Os- und TiO,-Oberflaichen wurde eine verstarkte Adhé&sion im
Vergleich mit mikrokristallinen Substraten beobachtet [Web99]. Allerdings zeigten
Versuche mit HA-Partikeln in Kombination mit Myoblasten (Muskelgewebszellen) und
Fibroblasten (Bindegewebszellen) einen gegenteiligen Effekt: Je kleiner die Partikel,
desto weniger Zellen wurden gezahlt, was auf den direkten Kontakt zwischen Zellen und
Partikeln zurickgefiihrt wurde und dadurch Membranschaden verursachen soll [Sun97].

(4) Der entstehende pH-Wert nach der Implantation in das biologische Milieu. Zellen,
insbesondere Osteoblasten und Osteoklasten, reagieren sehr empfindlich auf
Abweichungen vom physiologischen pH-Wert-Milieu (pH-Wert 7.4).
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Flr Materialien mit oder aus Calciumphosphaten gilt im Besonderen:

(1) Die chemische Zusammensetzung des Materials: Welche Calciumphosphatphase ist
vorhanden (HA, B-TCP), Einphasigkeit, Mehrphasigkeit, das Ca/P-Verhéltnis, vorhandene
Restmengen der Ausgangsmaterialien.

(2) Die GroRe der kleinsten kristallinen Strukturelemente des Materials. Einer
abnehmenden GroRBe der kleinsten kristallinen Strukturelemente folgt eine
abnehmende thermodynamische Stabilitat. Daraus folgt eine hdhere Loslichkeit und
damit bessere Resorption durch Osteoklasten und somit ein besseres Remodeling
[DeB94].
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A.3 Biologische Funktionalitat von NanoBone®

Die biologische Funktionalitdt von NanoBone® (NB) ist dadurch gekennzeichnet, dass die SiO,-
Gelmatrix in vivo innerhalb kurzer Zeit (abhangig von der DefektgrofRe nach ca. 10 Tagen) durch
eine organische Matrix aus nichtkollagenen Matrixproteinen aus der extrazellularen Matrix
ersetzt wird. Hierbei verliert das Knochenaufbaumaterial seine Form nicht. Gerber et al.
berichteten erstmals von der Entdeckung des Matrixwechsels in einer Publikation von 2006
[Ger06]. Im Tierversuch mit Gottinger Minipigs wurde NB-Granulat in Knochendefekte mit einer
kritischen GréRe von >5cm? in den vorderen Unterkiefer implantiert. In einer EDX-Analyse ist
5Wochen nach der Implantation kein Silicium mehr im entmineralisiertem Granulat
nachweisbar. Das entmineralisierte Granulat enthalt weiter nichts als organische Bestandteile
(Abbildung A.3.1). Dieser schnelle Abbauprozess ist ungewohnlich, weil die Loslichkeit von
amorphem SiO, in H,0 bei 25°C und einem pH-Wert von 7 sehr niedrig (100 ppm bis 150 ppm)
ist, so dass es sich bei diesem Abbauprozess nicht blof um einen formal reinen
Auflésungsprozess handelt.

Intensitit/counts

1000 N
Na P s d
0= T
1 2 3
' : 100pm Energie/keV
Abbildung A.3.1: REM-Aufnahme (a) und ein EDX-Spektrum (b) (beide am EMZ Uni Rostock) von

entmineralisiertem NB-Granulat im Gewebe 5Wochen nach der Implantation in den Unterkiefer eines
Géttinger Minipigs. Aufgrund der Entmineralisierung durch EDTA wurde kein Calcium gefunden. Silicium,
das in der Kieselgelmatrix enthalten ist, wurde nicht gefunden, obwohl SiO, von der Entmineralisierung
durch EDTA nicht betroffen ist. Das Granulat enthdlt weiter nichts als organische Bestandteile (Bilder
entnommen aus [Ger06]).

Die biologische Funktion des Biomaterials ist wesentlich durch die neue organische Matrix
bestimmt. Der Koérper erkennt das Material als kérpereigene Struktur und bezieht es in die
natirlichen Prozesse des Knochenauf- und Knochenabbaus ein. Diese Integration in
korpereigene Vorgange spricht eindeutig fir den biomimetischen Charakter von NB. Bei der
Entmineralisierung von NB-Granulat durch Ethylendiamintetraacetat (EDTA) wurde
Hydroxylapatit, nicht aber SiO,, herausgeldst. EDTA ist ein sechszdahniger Komplexbildner und
ist in der Lage, besonders stabile 1:1-Chelatkomplexe mit Kationen mit einer Ladungszahl von

mind. +2, z.B. Ca2+—lonen, die in Hydroxylapatit enthalten sind, zu bilden. Harms et al. belegen
NB eine hohe osteokonduktive Potenz. Unter Osteokonduktion versteht man die Fahigkeit,
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Knochenwachstum entlang der Oberflaiche des Biomaterials zu unterstitzen [FraQ7]. Das
Knochenaufbaumaterial NB dient als ,Leitschiene” fiir die Bildung von neuem Knochengewebe
[Har08]. Durch die Bildung einer proteinreichen organischen Matrix wird das Einwachsen von
Bindegewebe und Blutgefallen geférdert. Der nanostrukturierte Aufbau von NB fiihrt zu extrem
schneller Knochenbildung (Abbildung A.3.2). Klinische Studien belegen, dass bei
Sinusbodenelevation (Anheben der Kieferhéhlenschleimhaut) bereits nach 3 Monaten ein
stabiles Knochenlager zur Verfligung steht. Bei anderen Knochenersatzmaterialien (KEM) hat
sich eine Inkorporationszeit von 9 Monaten bis 12 Monaten ergeben. Die Verwendung von NB
kann somit die Behandlungszeiten erheblich verkiirzen. Meier et al. zeigten, dass nach
3Monaten 37.7% Knochen, 43.0% Markraum und nur noch 19.3% NB nachgewiesen worden
sind [Mei08]. Dabei stellt die angiogene Osteogenese im NB einen echten Qualitdtsunterschied

' dar. Bei den anderen untersuchten KEM konnte
dagegen Knochenbildung nur vom Rande her
nachgewiesen werden. NB fordert das
natirliche Remodeling. Die Anlockung und
Differenzierung  der  Osteoblasten und
Osteoklasten  deutet stark auf einen
osteoinduktiven Charakter des Biomaterials hin.

Abbildung A.3.2: Lichtmikroskopische  Mikroaufnahme eines HE-gefdrbten histologischen
Schnittes. Nach 5Wochen ist die Kieselgelmatrix abgebaut. Die neu entstandene organische Matrix
erscheint im entmineralisierten histologischen Prédparat (HA ist herausgelést) amorph strukturiert.

Sofort nach dem Matrixwechsel sind auf der
Oberflaiche des Biomaterials Osteoklasten
mithilfe der TRAP-Farbung (Tatratresistente
saure Phosphatase) nachweisbar (Abbildung
A.3.3). Die Osteoklasten (dunkelblau gefarbt)
beginnen mit dem Abbau von NB.

A L
R 2
Abbildung A.3.3: Lichtmikroskopische Mikroaufnahme eines entmineralisierten histologischen

TRAP gefirbten Schnittes von NB-Granulat im Gewebe 5Wochen nach der Implantation in den
Unterkiefer eines Gottinger Minipigs. Osteoklasten bedecken die Oberfldche vom Granulat.

Die Ergebnisse von Go6tz et al. zeigen den osteoinduktiven Charakter von NB. Innerhalb weniger
Tage wird die Kieselgel-Matrix durch eine organische Matrix ersetzt, in der wichtige Proteine fir
die Osteogenese (u.a. BMP, Osteocalcin, Osteopontin) enthalten sind [G6t08]. Es konnte eine
Anlockung und Differenzierung von Osteoblasten und Osteoklasten nachgewiesen werden.
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Osteoklasten resorbieren NB wie Knochen. Parallel bauen Osteoblasten neuen natirlichen
Knochen auf. Dieser Abbau des Knochenaufbaumaterials (KAM) und Aufbau neuen, autologen
Knochens findet genau wie beim natirlichen Remodeling statt.

Zur biologischen Funktionalitat der NBS-Materialien wurde folgendes festgestellt:

Matrixwechsel: 10Tage post-operativ ist SiO,-Gelmatrix durch organische Matrix
ersetzt worden (SiO,-Massenanteil 39 %) [Ger06]

Resorptionsrate: 50% nach 6 Wo. und 83 % nach 26 Wo. im Muskelgewebe vom
Schaf abgebaut (n.n.v.)

Knochenbildungsrate: 1.7 % nach 6 Wo. und 16.4% nach 26 Wo. im Muskelgewebe vom

Schaf aufgebaut (n.n.v.)
Defektdurchbauungsrate:  keine Angabe

Die Daten sind aus nachfolgenden Veroéffentlichungen entnommen worden. [Ger06], (n.n.v.):
Osteoinduktive Wirkung des Biomaterials im GrofStierexperiment (Minipigs oder Schafen).

Im Tierversuch mit Gottinger Minipigs wurde
eine ektope Knochenbildung im Muskelgewebe
beobachtet. Veranschaulicht wird die ektope
Knochenbildung mit NBS-Granulat durch ein
Mikro-CT in Abbildung A.3.4. Im Muskel
entsteht ein Knochenstiick mit Kortikales und
Markraum mit Trabekeln, also so etwas wie ein
Rohrenknochen, hier allerdings als Hohlkugel.

Abbildung A.3.4: Mikro-CT von ektop entstandenem Knochen 26 Wochen nach intramuskuldrer
Implantation von NBS-Granulat in ein Géttinger Minipig.

Eine neue Studie der Universitat Zirich bestatigt einem Material der NBS-Familie bessere
Performance. Kruse et. al bestatigen mit der aktuellen Studie "Bone regenration in the
presence of a hydroxyapatite/silica oxide-based bone substitute material" NBS eine bessere
Performance als fiihrendem xenogenen Material [Krul1]. Mit NBS wurde sowohl die hochste
Knochenbildungsrate nach 4 Wochen als auch die schnellste Defektdurchbauung erreicht.
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