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Kurzzusammenfassung

Wechselwirkungen an Hartgewebeoberflichen spielen eine wichtige Rolle im medizinisch-bio-
logischen Zusammenhéngen. Trotz der groflen Bedeutung, die sie besitzen, sind die Vorgédnge an
Hartgewebeoberflichen nur unzureichend verstanden und beschrieben. Ursache dafiir ist zum
einen die komplexe Struktur der Gewebe, ein Kompositmaterial aus Hydroxylapatit (HAP)
und Proteinen. Zum anderen variiert die chemische Zusammensetzung, da diese durch duflere
Einfliisse leicht beeinflusst werden kann. Zur Bewiltigung der Komplexitidt wurden in dieser
Arbeit Proben aus synthetischem HAP entwickelt und mit Hilfe physikalischer Messmethoden
(XPS, XRD, REM, AFM, EBSD) charakterisiert. Diese Proben werden durch ein klassisches
und ein Spark Plasma-Sinterverfahren erzeugt und bestehen nur aus der mineralischen Gewebe-
phase ohne Protein. Die Proben zeichnen sich durch hohe Dichte und eine vereinfachte Struktur
gegeniiber natiirlichem Hartgewebe aus. Mit Hilfe dieser Proben wurde das pH-abhéngige Ein-
dringverhalten von Fluorid in HAP untersucht: Bei neutralem pH dringt das Fluorid lediglich
einige zehn Nanometer ein, wédhrend bei pH-Werten unter vier Eindringtiefen von einigen hun-
dert Nanometern ermittelt wurden. Dann kommt es auch zu Anderungen der Oberfliichenstruk-
tur. Dariiber hinaus wurde mit kraftspektroskopischen Messungen gezeigt, dass sich erhohte
Fluoridkonzentrationen in HAP vermindernd auf die Adhésionskréfte zwischen Bakterien und
HAP-Modelloberflichen auswirkt.






Abstract

Interactions at hard tissue surfaces play an important role in bio-medical contexts. Despite
their large importance, the processes on hard tissue surfaces are only poorly understood and
described. The reason lies in the complex tissue structure built like a natural composite material
made from the mineral hydroxyapatite (HAP) and proteins. Additionally, there is only a poor
control over the chemical composition, which can easily be influenced by the environment.
To overcome the material challenges, synthetic HAP samples were fabricated that are then
characterized by physical methods (XPS, XRD, REM, AFM, EBSD). For the fabrication of
these samples, a classical and a spark plasma sintering technique were applied. The samples
hence consist only of the mineral tissue phase without any protein and feature a high density
and a simplified structure compared to the original hard tissues. With the aid of these samples,
the pH dependent penetration depth of fluoride into HAP has been investigated: At neutral
pH, fluoride penetrates only some tens of nanometers into the HAP, yet, at acidic pH below 4,
penetration depths increase up to some hundreds of nanometers. In the latter case, superficial
changes in structure arise. Furthermore, it was shown by AFM force spectroscopy that an
increased fluoride concentration in HAP leads to a reduced adhesion force between bacteria
and the HAP model samples.
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1 Einleitung

Das Wechselspiel zwischen Physik, Chemie und den Lebenswissenschaften (Biologie, Medizin)
wurde im Laufe der vergangenen Jahrzehnte von einer groflien Dynamik ergriffen: Wissenschaft-
liche Erkenntnisse auf einem Gebiet haben zwar immer schon auch solche auf dem anderen
Gebiet stimuliert, aber zunehmend stehen naturwissenschaftliche Methoden zur Untersuchung
lebenswissenschaftlicher Phanomene zur Verfiigung. Umgekehrt stellen die sich daraus erge-
benden Erkenntnisse wichtiges Grundlagenwissen fiir Medizin oder Biologie zur Verfiigung.
Stand beispielsweise bis Mitte der achtziger Jahre fiir die Beobachtung biologischer, lebender
Proben lediglich die Lichtmikroskopie zur Verfiigung, so sind heute z.B. Rasterkraftmikrosko-
pe im Einsatz, die eine Abbildung von Zellen und Gewebe auf der Nanometerskala erlauben,
ohne dass die Probe unter dem Einfluss eines fiir Elektronenmikroskopie notwendigen Vaku-
ums wéahrend der Untersuchung irreversibel verdndert wird. Fortgeschrittene Methoden wie
Environmental SEM erlauben zwischenzeitlich ebenfalls die Untersuchung biologischer Proben
im Elektronenmikroskop. Durch Fortschritte im Gebiet der genetischen Manipulation kénnen
heute innerhalb von Zellen Fluoreszenzfarbstoffe physiologische Vorgénge sichtbar machen. Mit
STED—MikroskopenE] konnen Vorgénge auch unterhalb des Beugungslimits betrachtet werden.

Biologische Proben sind seit jeher im physikalischen Sinne ,unkontrolliert“, denn durch die
biologisch bedingte, individuelle Variation der Materialien treten z.B. strukturelle oder chemi-
sche Unterschiede auf. Gerade diese Variation, die ein Grundprinzip in der Biologie ausmacht,
unterscheidet daher biologische von nicht-biologischen Proben, die keine individuellen, durch
Genetik, Wachstum oder Umwelteinfliisse bedingte Merkmale tragen. Entsprechend schwieriger
gestaltet sich folglich die Untersuchung biologischen Materials mit physikalischen Methoden.

Ein interessantes biologisches Material, auf das die obige Beschreibung ebenfalls zutrifft, ist
Zahnschmelz. Er bedeckt die im Mund sichtbaren Oberflaichen der Z&éhne und steht daher in
direktem Kontakt mit Speichel, Nahrung und Bakterien, die sich in der Mundhohle befinden.
Dabei kommt es an der Oberfliche zur Bildung eines Biofilms, einer aus Proteinen und Bak-
terien bestehenden Schicht, die am Zahnschmelz anhaftet. Dieser Film gilt als eine Ursache
der Zahnkaries, bei der durch den Stoffwechsel der in dem Film enthaltenen Bakterien eine
Schidigung des Zahnschmelzes ausgelost wird [1].

Die Struktur des Zahngewebes, aber auch die komplexen und von vielen &ufleren Parame-
tern abhingenden Eigenschaften der Proteine fithren zu einem uniibersichtlichen Gemenge von
Wechselwirkungen, die an der Entstehung des oralen Biofilms beteiligt sind. Einzelne elemen-
tare Prozesse dabei zu erkennen oder gar zu quantifizieren, ist praktisch unmoglich, denn zu
dicht nebeneinander und zu verwoben miteinander finden diese Prozesse statt. Beispielsweise
ist bekannt, dass der Reifung des Biofilms die Adsorption eines Proteinfilms vorausgeht [2].

'STED: Stimulated Emission Depletion



1 FEinleitung

Wie dessen Eigenschaften vom Gewebe abhéngen, ist grob vorhersagbar. Wie diese Eigenschaf-
ten aber aus den lokal wirksamen Kréiften und anderen Einfliissen auf das System tatséchlich
entstehen, ist nicht beschreibbar. Dazu fehlt schlicht der Einblick in die elementaren Prozesse
zwischen einzelnen beteiligten Systemen.

Genau in solchen Zusammenhéngen bietet sich die M6glichkeit, mit Hilfe von vereinfachten Mo-
dellsystemen einem grundlegenden Verstdndnis der Vorgéinge an der Gewebeoberfliche niher
zu kommen. Im Falle der Proteinfilme wurde die Adsorption der Molekiile auf einfachen Modell-
systemen wie Si-Wafern und Glimmer untersucht. Durch Variation der dufleren Parameter und
der verwendeten Proteine kénnen Eigenschaften der Oberflichen fiir bestimmte Verhaltens-
weisen der Proteine verantwortlich gemacht werden. Auf hydrophilen Oberflichen adsorbieren
Proteine beispielsweise anders als auf hydrophoben [3].

Etwas komplexer ist ein System, das aus einem gewebedhnlichen Material aufgebaut ist. Sol-
che Proben miissten dazu aus demselben Material wie das Gewebe bestehen, es sollte aber
moglichst unstrukturiert sein, um dadurch bedingte Einfliisse zu minimieren. Das Ziel der hier
vorgestellten Arbeit bestand genau in der Erzeugung solcher, aus Hydroxylapati‘ﬂ (HAP) be-
stehender Proben, mit denen sich elementare Vorgénge an deren Oberfliche unabhéngig von
FEinfliissen durch chemische Verunreinigungen oder strukturelle Variation untersuchen lassen.
Diese Anforderung bedingt zwangsldufig einen entsprechend einfachen und kontrollierbaren
Aufbau der Proben sowie eine hinreichend genaue Charakterisierung, um Erkldrungen fiir das
Zustandekommen der an der Oberfliche ablaufenden Vorgénge liefern zu kénnen.

Die Anwendbarkeit solcher Modellproben wird an Beispielen demonstriert werden. Die dafiir
betrachteten Systeme (Eindringtiefe von Fluorid in HAP, bakterielle Adhésionsmessungen auf
HAP) besitzen hohe Relevanz im biomedizinischen Umfeld, denn sie zeigen genau die oben
beschriebene Problematik eines aus vielen Einzeleinfliissen bestehenden Zusamenwirkens un-
terschiedlicher duflerer und innerer Parameter.

Um einen Uberblick zu erméglichen, stellt Kapitel 2 die grundlegenden, auch fiir Zahn- und
Gewebeoberflichen bestimmenden Wechselwirkungen und ihre Eigenschaften dar. Es wird auf-
gezeigt, wie sich die an der Oberfliche wirksamen Kréifte aus allen beteiligten Phédnomenen
ergeben und sich beschreiben lassen. Die in einem Grenzflichensystem diesen oberflichlichen
Wechselwirkungen unterworfenen Proteinmolekiile und Kolloide werden ebenfalls kurz darge-
stellt. Schliefllich wird die Bildung eines Biofilms als Resultat der Wechselwirkungen zwischen
Oberfléche, Proteinen und Bakterien allgemein und bezogen auf den oralen Film nach heuti-
gem Verstdndnis dargestellt, bevor am Ende des Kapitels aus der sich ergebenden Komplexitét
die Notwendigkeit vereinfachender Proben motiviert wird.

Kapitel 3 erldutert kurz die Prinzipien, nach denen die angewendeten Messmethoden funk-
tionieren. Etwas ausfiihrlicher sind dabei die bei der Photoelektronenspektroskopie benutzten
Vorgehensweisen geschildert worden, um die hiufig aus vielen Einzelschritten bestehenden
Abldufe zusammenhéngend darzustellen. Kapitel 4 beschiftigt sich einzig mit einer kurzen
Prinzipskizze des Sinterns, das als wichtigstes Préiparationsverfahren eingesetzt wurde.

In Kapitel 5 wird die Erzeugung von HAP-Modellproben nach einem zweistufigen Verfahren
aus uniaxialem Verpressen und anschliefendem drucklosen atmosphérischen Sintern vorgestellt.

2Hydroxylapatit ist der mineralische Hauptbestandteil von Saugetier-Hartgeweben.
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Die Probeneigenschaften wurden mit unterschiedlichen Messverfahren ermittelt, so dass ein
umfassendes Bild der Proben entsteht. In einem zweiten Teil werden die so hergestellten Pellets
zur Bestimmung der Eindringtiefe von Fluor in eine HAP-Oberfldche benutzt. Dabei werden
unterschiedliche Parameter wihrend der Fluorierung verwendet. Aulerdem werden strukturelle
Auswirkungen der Fluoridbehandlung aufgezeigt.

Die mit Hilfe des Uniaxialverpressens gewonnen Proben weisen trotz ihrer im Vergleich zu
Zahngewebe grofieren Dichte eine starke Variation von Oberflicheneigenschaften auf. Eine
verdnderte Priparationstechnik mit Anwendung eines sog. SPS—VerfahrensE] wird in Kapitel
6 vorgestellt. Die insbesondere in Hinblick auf die Oberflicheneigenschaften verbesserten Pro-
ben und eine eingehende Charakterisierung werden danach vorgestellt. Sie werden in Kapitel
7 fiir die Bestimmung von Adhésionskréiften zwischen HAP und bakterienfunktionalisierten
Kraftmikroskopspitzen eingesetzt. Die Anbindung der Bakterien, der Ablauf der Messungen
und die Messergebnisse werden dargestellt und diskutiert.

SchlieBlich liefert Kapitel 8 eine abschlieende Zusammenstellung der Ergebnisse und einen
Ausblick tiber die weitere Verwertbarkeit und die Moglichkeiten einer Fortentwicklung der
HAP-Modellproben.

3 spark plasma sintering
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2 Grundlagen

2.1 Wechselwirkungen auf molekularer Skala

Intermolekulare bzw. interatomare Krifte bilden die Grundlage vieler Eigenschaften konden-
sierter Materie. Ohne anziehende Krifte zwischen Atomen und Molekiilen wiren feste und
fliissige Aggregatzusténde nicht denkbar. Die unterschiedlichen Kristallgitter, Harte, Viskositét
oder Selbstorganisationsprozesse werden bestimmt durch ein individuell vorliegendes Kréfte-
gleichgewicht auf molekularer bzw. atomarer Skala. Zu diesem Gleichgewicht tragen in erster
Linie elektrische Wechselwirkungen bei, deren unterschiedliche Auspriagungen unterschiedliche
Reichweiten und Betrége der wirkenden Kréfte bedingen.

Grenzflachen haben in diesem Zusammenhang eine besondere Stellung, denn an ihnen &ndert
sich abrupt der Aufbau der Materie. Trotzdem sind die Wechselwirkungen zwischen benach-
barten Phasen derselben Natur wie die Kréfte innerhalb einer einzelnen Phase. Aufgrund der
Reichweite vieler Wechselwirkungen sind die internen Kréfte allerdings auch jenseits scharfer
Phasengrenzen wirksam.

Die wichtigsten Krifte zwischen Atomen und Molekiilen werden nachfolgend kurz vorgestellt.
Die unterschiedlichen Auspriagungen in molekularen und kolloidalen Systemen werden ebenso
dargestellt wie diejenigen im Falle makroskopisch ausgedehnten Oberflichensysteme. Am Ende
des Abschnitts wird der Zusammenhang zu Adh#sionsphénomenen hergestellt, wie sie auf
makroskopischer Skala auftreten.

Coulombkraft

Die elektrostatische oder Coulomb-Wechselwirkung tritt zwischen elektrisch geladenen
Objekten auf. Fiir die auftretende Kraft F gilt das Coulomb-Gesetz:

7= I qig &
Aege, 12

(2.1)

¢q1 und ¢o sind dabei die wechselwirkenden elektrischen Ladungen, die einen Abstand r von-
einander besitzen. Gleichnamige Ladungen haben eine abstoflende, ungleichnamige eine anzie-
hende Kraft zur Folge. €, ist ein Einheitsvektor entlang der Verbindungslinie zweier Ladungen
bzw. Ladungsschwerpunkte. ¢y ist die elektrische Feldkonstante, ¢, die im Falle statischer Fel-
der konstante Dielektrizitdtszahl des Mediums, in dem sich die beiden Ladungen befinden
und durch welches hindurch die Wechselwirkung stattfindet. Neben der Abstandsabhingigkeit
o T%léisst sich anhand der Beziehung leicht sehen, dass sich Medien mit mit groffem ¢, und
damit grofler Polarisierbarkeit dampfend auf elektrostatische Wechselwirkungen auswirken.

13



2 Grundlagen

Bei der Coulomb-Kraft handelt es sich um eine der vier Fundamentalwechselwirkungen: Ihr
Wirken ldsst sich nicht aus anderen Prinzipien herleiten. Die nachfolgend aufgefiihrten Aus-
préagungen elektrischer Wechselwirkungen lassen sich allerdings auf die Coulomb-Wechselwirkung
oder das Verhalten elektrischer Ladungen zuriickfiihren.

Bindungskrifte zwischen Atomen

o+
@
6- ‘

OF

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung unterschiedlicher Typen von Bindungen zwischen
Atomen. Bei der kovalenten Bindung (A und B) Teilen sich zwei Atomriimpfe
ein gemeinsames Elektronenpaar, wobei in der Abbildung die Farbintensitéit
der gezeichneten Ladungswolke die Grofle der elektronischen Aufenthaltswahr-
scheinlichkeit wiedergibt. Im Falle einer symmetrischen Bindung (Abb. A, z.B.
zwischen zwei Kohlenstoffatomen) fallen zeitgemittelter Ladungsschwerpunkt
der positiven und der negativen Ladungen (d+,0-) aufeinander. Daher besitzt
diese Bindung keine Polaritét. Besitzen aber, wie in Abbildung B dargestellt,
die Bindungspartner unterschiedliche Elektronegativitaten, so wird das gemein-
same Elektronenpaar entsprechend auf die Seite des elektronegativeren Atoms
heriibergezogen. Hierdurch kommt es zu einer Trennung der zeitgemittelten
Ladungsschwerpunkte positiver und negativer Ladung und damit zur Bildung
eines Dipols. In Abbildung C sind anhand des einfachen Beispiels einer zweidi-
mensionalen Darstellung eines kubisch-flichenzentrierten Gitters die Bindungs-
verhéltnisse in Ionenkristallen wiedergegeben.

A

Die Bindungskrifte, die Atome in Molekiilen zusammenhalten, werden durch kovalente oder
Elektronenpaarbindungen verursacht. Sie entstehen durch die anziehende Wirkung der
gegensitzlichen elektrischen Ladung positiv geladener Atomriimpfe und negativ geladene Va-
lenzelektronen der an einer Bindung beteiligten Atome (vgl. Abbildung . Aufgrund der
energetischen Verhéltnisse der Orbitale kommt es fiir einzelne Atome bzw. den energetischen
Zustand der Valenzelektronen zu einer Energieminimierung, wenn sie zusammen mit weiteren
Atomen kovalente Bindungen eingehen und dadurch Valenzelektronen gemeinsam genutzt wer-
den. Die kovalente Bindung wirkt sehr gerichtet nur iiber kurze Distanz, und sie fithrt daher

14



2.1 Wechselwirkungen auf molekularer Skala

nur zu Kréiften innerhalb eines Molekiﬂs{ﬂ Sie besitzt daher nur untergeordnete Bedeutung
fir Kréfte zwischen Molekiilen, eine iiberragende Rolle nimmt diese Bindungsart allerdings -
naturgeméf - beim Bau von Molekiilen ein.

Die gegensétzliche elektrische Ladung von Ionen fithrt zur Ionenbindung und einer dadurch
bedingten regelméfigen Anordnung der Tonen auf kleinstmoglichen Raum im sog. Ionengitter.
Die strukturell unterschiedlichen Ionengitter einfacher ionischer Verbindungen entstehen durch
die individuellen Radien der am Aufbau beteiligten Tonen, was ebenso individuelle Packungs-
dichten der Materialien bedingt. Die Bindungsenergie ldsst sich direkt auf die gegenseitige
Anziehung positiv oder negativ geladener Ionen zuriickfithren (vgl. Abb. C).

Die Bindungsenergien sind dabei grofler als bei molekularen Verbindungenﬂ Figenschaften io-
nischer Verbindungen héngen von der vorliegenden Kristallstruktur ab, die z.B. mit Hilfe der
Rontgenbeugung bestimmt werden kann. Die Struktur kann aber auch durch &uflere Parameter
beeinflusst sein. Polymorphien sind ein bekanntes Beispiel, bei denen unterschiedliche Umge-
bungstemperaturen oder Driicke ursédchlich fiir unterschiedliche Kristallstrukturen derselben
chemischen Verbindung sind. Eisen(II)-sulfid (FeS,) kommt beispielsweise einerseits als Pyrit
in kubischer Struktur vor, andererseits aber auch als Markasit in orthorhombischer Struktur.
Letzteres wandelt sich bei hohen Temperaturen (> 400 °C) in Pyrit um.

Im Gegensatz zu kovalenten Bindungen treten Ionenbindungen hiufig dann auf, wenn die betei-
ligten Atome oder Molekiilgruppen stark unterschiedliche Elektronegativitidten besitzen. Dies
gilt z.B. fiir einfache Metallhalogenide oder -chalkogene, daneben aber auch fiir Komplexionen
wie Sulfate. Auf kurze Distanz besitzen ionische Oberfléichen in jedem Fall multipolare Eigen-
schaften, denn die entgegengesetzten Ladungen der Ionen sind an unterschiedlichen Positionen
der Oberfldche lokalisiert. Die dabei auftretenden Kréfte werden nachfolgend beschrieben.

Dipole und Polarisierbarkeit

Befinden sich zwei ungleichnamige elektrische Ladungen in einem bestimmten Abstand von-
einander in stationdren Anordnung, so bilden diese Ladungen einen Dipol. Auf die vorab
diskutierten ionischer Kristalle trifft diese Beschreibung zu. Ein weiteres Beispiel sind polare
kovalente Bindungen, in denen sich die beiden gebundenen Atome in ihrer Elektronegativitét
unterscheiden (siehe hierzu Abbildung B). Der Ladungsschwerpunkt der gemeinsam genutz-
ten Elektronen befindet sich in dieser Anordnung weiter auf die Seite des elektronegativeren
Bindungspartners.

Dipole kénnen stationér sein, sie kénnen aber auch induziert werden durch Influenz. Das ge-
schieht beispielsweise in Metallen, in denen sich Elektronen innerhalb des Leitungsbandes frei
bewegen konnen und daher dem Einfluss &uflerer elektrischer Felder folgen. Induzierte Dipole

! Auf die Wirkung fluktuierender Ladungsverteilungen innerhalb dieser Bindungen wird weiter unten eingegan-
gen.

2Um ionisch gebundene Kristalle zu schmelzen und damit die Bindungsenergie der Ionenbindung zu iiberwinden,
sind héufig Temperaturen iiber 1000 °C notwendig. Dagegen werden molekulare Verbindungen hiufig bereits
bei Temperaturen deutlich unter 1000 °C instabil und zerfallen.
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2 Grundlagen

kommen auf molekularer Gréflenskala z.B. in Verbindung mit delokalisierten Elektronensyste-
men vor, innerhalb derer sich Elektronen durch Influenz verlagern lassen und an unterschied-
lichen Stellen lokalisierte Ladungsschwerpunkte erzeugt werden kénnen. Auf die gleiche Weise
lassen sich auch an einzelnen Atomen Dipole induzieren.

Dipole werden durch ihr Dipolmoment p = qf charakterisiert. ¢ ist dabei der Betrag der
(positiven oder negativen) Ladung um einen Ladungsschwerpunkt herum, [ ist der Verbin-
dungsvektor zwischen dem negativen und dem positiven Ladungsschwerpunkt. In homogenen
Feldern wirkt auf einen Dipol lediglich ein Drehmoment, das sein Dipolmoment parallel zum
dufleren elektrischen Feld ausrichtet. Die an beiden Ladungen angreifenden Kréfte sind dabei
jederzeit entgegengesetzt gleich grofl und kompensieren sich nach der Ausrichtung des Dipols
vollstandig. Im Falle inhomogener Felder, beispielsweise falls sich Dipole gegenseitig beeinflus-
sen, wirkt zusétzlich zur Richtkraft eine attraktive Kraft zwischen den Dipolen. Permanen-
te Dipole konnen #hnlich wie elektrische Ladungen durch die Wirkung ihres Feldes spontan
weitere Dipole induzieren, wodurch zwischen beiden ebenfalls die vorab genannte attraktive
Wechselwirkung entsteht.

Die Relevanz von Dipolkraften wird bei der Untersuchung von Siedetemperaturen deutlich.
Ethan ist ein relativ schweres Molekiil (30,07 g/mol) und siedet trotzdem bereits bei -89 °C,
wihrend Wasser trotz seines geringeren Molekulargewichtes von 18 g/mol erst bei 100 °C siedet.
Beim Wasser muss daher eine nicht zu vernachléssigende anziehende Kraft wirken, die trotz
des geringen Molekulargewichtes zu dieser hohen Siedetemperatur fithrt. Diese Kraft riihrt
von Dipolkriften her, die die Wassermolekiile bis zu hohen Temperaturen zusammenhalten.
Diese intermolekularen Dipolkréfte werden als Wasserstoff-Briickenbindungen bezeichnet.
Durch ihren Einfluss bildet Wasser ein Molekiilnetzwerk, innerhalb dessen die Molekiile sich
energieminimal anordnen.

Séamtliche Atombindungen zwischen Atomen unterschiedlicher Elektronegativitéit zeigen einen
mehr oder minder ausgeprigten polaren Charakter, und resultierend daraus ergeben sich auch
dort entsprechende Krifte durch Wasserstoffbriicken. Die Stidrke der Wechselwirkung héngt
primér von der Differenz der Elektronegativititen der beteiligten Atome und damit von der
Bindungspolaritét ab. Die Ausbildung der Wasserstoff- bzw. Dipolbriicken kann durch eine
zunehmende Molekiilgrofle oder ungeeignete Molekiilgeometrien behindert werden. Das Was-
sermolekiil ist insofern kein exotisches Beispiel, bei dem diese Art der intermolekularen Wech-
selwirkung unitér auftritt. Allerdings lassen die starke Bindungspolaritét zwischen Wasserstoff
und Sauerstoff und die geringe Grofle des Wassermolekiils diesen Effekt sehr deutlich ausfallen.

Kolloidale und makroskopische Objekte

Homogene Korper bestehen aus vielen Atomen oder Molekiilen derselben Sorte, die alle einzeln
betrachtet auf externe Felder alle gleichartig reagieren. Treten viele Atome oder Molekiile
gemeinsam auf (etwa in Kolloidalteilchen oder entlang von Grenzflichen), so beeinflussen sich
diese gegenseitig, und duflere Felder fithren dann i.a. zu anderen Wirkungen als die einfache
Summe einzelner Molekiilwechselwirkungen. Dies kann Konsequenzen auf die Wechselwirkung
des gesamten Korpers haben. In realen Systemen hat man es oft mit einem undurchsichtigen
Gemenge organischer und anorganischer Materialien zu tun, die in ihrer Gesamtheit bis auf
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2.1 Wechselwirkungen auf molekularer Skala

das letzte Molekiil oder ein ionisch aufgebautes Nanopartikel gar nicht zu erfassen sind. Eine
wohldefinierte chemische Zusammensetzung einer Oberfliche wiirde hingegen die Untersuchung
von Oberflicheninteraktionen in besonderem Mafle erleichtern. Dasselbe gilt fiir eine einfache
Oberfldchenstruktur.

Ionen und geléste Bestandteile entlang von Grenzflichen

Wasser oder wissrige Losungen beinhalten immer Ionen, entweder durch Verunreinigungen
oder durch Autoprotolyseﬂ Daher wird es entlang ladungstragender Oberflichen in wassri-
gen Losungen immer Abschirmeffekte durch entsprechende Gegenladungen und entstehende
Gleichgewichtsverteilungen der Tonen geben. Derartige Anordnungen reduziert die Reichweite
elektrostatischer Wechselwirkungen. In wissrigen Medien fithrt die starke Polarisierbarkeit des
Mediums zusétzlich zu einer Schwichung des effektiv wirkenden elektrischen Feldes, so dass die
von elektrischen Ladungsverteilungen ausgehenden Krifte kleiner sind als im Modellfall von
Ladungen im Vakuum. Daher besitzt das Medium, durch welches hindurch Wechselwirkungen
stattfinden, einen signifikanten Einfluss auf die Stéirke der elektrischen Wechselwirkungen, der
im statischen Fall durch seine Polarisierbarkeit charakterisiert wird.

Die Polarisierbarkeit eines Materials fiir elektromagnetische Wechselfelder kann durch die Di-
elektrische Funktion

e(v) =€) +ie"(v) e C

beschreiben werden. Das Betragsquadrat des Realteils dieser komplexwertigen Funktion ent-
spricht der frequenzabhéngigen Brechzahl n

n=¢e?

Der Imaginiirteil ” beschreibt das Absorptionsverhalten elektromagnetischer Wellen bei Wech-
selwirkung mit einem Medium.

Aus der dielektrischen Funktion zweier Medien lasst sich die Hamaker-Konstante berechnen,
die fiir die Beschreibung der van-der-Waals-Krifte wichtig ist.

Die grofie und héufig relevante Polarisierbarkeit von Wasser ldsst sich auf das Dipolmoment
des Wassermolekiils zuriickfithren. Auf eingebrachte Ladungen reagiert Wasser mit dem Auf-
bau einer Hydrathiille: Wassermolekiile ordnen sich dabei aufgrund ihres Dipolcharakters um
die eingebrachten Ladungen herum an. Die Bindungskriifte so angelagerter Wassermolekiile an
eine Ladung kénnen so grof} sein, dass bei der Bewegung der Ladung die angelagerten Molekiile
mitbewegt werden (miissen). Das erhoht erheblich die effektive Masse und auch den effekti-
ven Querschnitt des dann hydratisierten Ions, von dessen Beweglichkeit z.B. die elektrische
Leitfihigkeit abhéingen kann.

3 Als Autoprotolyse bezeichnet man die spontane Aufpaltung eines Wassermolekiils in ein Proton und ein negativ
geladenes Hydroxidion. Dieses chemische Gleichgewicht ist der Grund fiir den neutralen pH-Wert von 7, bei
dem keine weiteren aufler die aus der Autoprotolyse stammenden Protonen in einer Lésung vorhanden sind.
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2 Grundlagen

Oberflachen

Bei in Wasser eingebrachten, ladungstragenden Oberflichen treten die gerade fiir freie Ladun-
gen geschilderten Effekte an der Grenzschicht zwischen Wasser und Oberfliche auf. Durch den
FEinfluss des Wassers kann es u.U. sogar erst zu Ladungen an der Oberfliche kommen, wenn
z.B. dort befindliche Tonen in Losung gehen oder funktionelle Gruppen an der Oberfliche mit
Wasser reagieren. Entlang einer geladenen Oberfldche reichern sich im Wasser jedenfalls Gegen-
ladungen an, die die sogenannte Stern-Schicht bilden, vgl. Abbildung Innerhalb dieser
Schicht gibt es sehr stark an die Oberfliche gebundene Ionen, die auf der Oberflache lokalisierte
Ladungen schwiichen. Die elektrostatische Wirkung der Oberfliche wird hierdurch erheblich
vermindert. Auf der Stern-Schicht wiederum lagern sich mit gréfierer Tendenz entgegengesetzte
Ladungen an. So entsteht eine Abfolge gegensiitzlich geladener lonen, die aber aufgrund der
immer geringer werdenden Feldstéirke und des ddmpfenden Einflusses des Wassers mit zuneh-
mendem Abstand von der Oberfliche immer unschérfer wird. Im Grenzfall grofier Entfernung
von jeglicher Oberflache sind positive und negative elektrische Ladung homogen verteilt, und
ihre Konzentration entspricht der Elektrolytkonzentration des Mediums.

@ ©

solid '|: Stern

surface layer

Abbildung 2.2: Anordnung von Ladungen entlang einer geladenen Oberfliche in einer
Salzlosung. Das den Ladungszustand der Oberfliche charakterisierende (-
Potential wird an der Position zwischen Sternschicht und Loésung bestimmt
(dicke getrichelte Linie).

Wiéhrend eine isoliert im Vakuum befindliche elektrische Ladung ein radial abfallendes elektri-
sches Potential o % erzeugt, resultiert fiir eine geladene Oberfliche in einer Ionen enthaltenden
Losung als spezielle Anordnung von Gegenladungen eine exponentiell verlaufende Ladungs-
tragerkonzentration: Wihrend die zur geladenen Oberfliche gleichnamigen Ladungen einen
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2.1 Wechselwirkungen auf molekularer Skala

exponentellen Anstieg auf die Konzentration in der Losung fernab der Oberfliche zeigen, re-
sultiert fiir die ungleichnamige Ladungssorte an der Oberfliche und ein mit zunehmendem
Abstand exponentiell abfallender Uberschuss. Auf die sich insgesamt einstellende Ladungs-
tragerkonzentration kann die Poisson-Gleichung angewendet werden. Als Losung ergibt sich
ein exponentielles elektrisches Potential, dessen Groflie vom Abstand zur geladenen Oberflache
abhéngt.

O(r) = ®g exp (—&r)

® ist hierbei das elektrische Potential fern der felderzeugenden Ladung(en), in dieser Betrach-
tung also das elektr. Potential der Losung. Der Koeffizient £ hat die Einheit einer reziproken
Lénge und es gilt

1 eoerkpT
’)"D = - =

—_— 2.2
& ezl (2:2)
rp heiflt Debye-Linge und ist ein Maf fiir die Reichweite elektrostatischer Kréfte in einer
Salzlésung. Die Summe

Zciz? =1 (2.3)

wird als Ionenstérke bezeichnet. Sie beriicksichtigt neben der Zahl der Ionen in einer Losung
auch deren jeweilige Ladung. Hohe lonenstérken fithren nach Gleichung zu einer starken
Dampfung des elektrischen Potentials, was sich in einer entsprechend kleinen Debye-Lange
duert. In hochkonzentrierten Puffern spielen elektrostatische Wechselwirkungen daher auch
nur eine untergeordnete Rolle fiir die Wechselwirkung von Kolloiden oder Molekiilen. Ionisch
stabilisierte Suspensionen von Kolloidalteilchen kénnen durch Hinzugabe von Salz durch die
auftretende Verkiirzung der Debye-Lénge zum Ausfallen getrieben werden.

Der pH-Wert ist ein Ma#f fiir die Zahl in einer wéssrigen Losung vorhandener Oxoniumionen.
Definiert wird er als negativer Zehnerlogarithmus ihrer Konzentration in einer Lésung. In pH-
neutralem Wasser betriigt die Konzentration beider Ionensorten 10°7 mol/l, und sie entstehen
paarweise durch die Autoprotolyse des Wassers:

H,0 + H,0 = H,0" + OH~

Entstehen durch andere Prozesse weitere H3O+— oder OH -Ionen, so &éndert sich der pH-Wert
einer Losung, und gleichzeitig steigt die Zahl der freien Ladungstriger. Haufig besitzt der pH-
Wert neben dem Einfluss auf die Debye-Lange auch Einfluss auf die chemischen Verhéltnisse
in der Losung oder an einer angrenzenden Oberflache. Dort kénnen Protonierungs- oder De-
protonierungsreaktionen ausgelost werden, wodurch sich der Ladungszustand einer Oberfléche

19



2 Grundlagen

verdandern kann. Auch kann der pH-Wert Einfluss auf die Loslichkeit eines Materials besitzen.
Bei Sduren und Laugen besteht daher in mehrfacher Hinsicht ein Einfluss auf die Wechselwir-
kungen entlang von Grenzflichen in wéssrigen Medien.

Das elektrische Potential an der wasserseitigen Grenze der Sternschicht relativ zum ungestorten
Ladungszustand der Losung fernab jeglicher Grenzfliche wird als (-Potential bezeichnet. Die
innerhalb der Sternschicht enthaltenen ITonen sind aufgrund der elektrischen Anziehungskréfte
der Oberflache praktisch fixiert und sorgen so fiir einen stationdren Zustand, der durch hin-
reichend kleine Scherstromungen innerhalb des iibersteghenden Mediums nicht gestért wird.
Dazu kommen in einer néchsten Lage ggf. schwécher als in der Stern-Schicht gebundene Ionen,
die sich relativ zur Oberfliche bewegen kénnen und sich bei ruhender Losung unter dem Ein-
fluss der Oberfliche anordnen kénnen. Das effektive elektrostatische Oberflichenpotential einer
Losung bestimmt sich daher als das (-Potential. In Abbildung ist der Ort zur Bestimmung
des Zetapotentials als dicke getrichelte Linie eingetragen.

Anderungen des (-Potentials sind durch Anderungen in den elektrostatischen Verhiltnissen
entlang einer Oberfliche bedingt. Die genaue quantitative Abhéngigkeit ist kompliziert, al-
lerdings kommt der relativen Anderung hiufig Bedeutung zu: Andert sich durch chemische
Anderungen an einer Oberfliche das zugehorige (-Potential, so wirkt die Oberfliche relativ
zum Anfangszustand mehr oder weniger geladen. Elektrostatische Kréifte werden entsprechend
starker oder schwicher, was fiir die Erklarung entsprechender Wechselwirkungen eine sehr hilf-
reiche Angabe sein kann. Wie vorab dargestellt wurde, kann der pH-Wert einer Losung Einfluss
auf das elektrostatische Potential besitzen. Das (-Potential ist daher i.a. pH-Wert-abhéngig.

van-der-Waals-Wechselwirkung

Bei fluktuierenden Ladungsverteilungen (z.B. in delokalisierten Elektronensystemen, aber auch
nur schon bei gebundenen Elektronen im Atom oder bei deb Elektronen in kovalenten Bin-
dungen) fiithren statistisch auftretende Ladungsschwerpunkte zu transienten Dipolen, die trotz
ihrer Kurzlebigkeit einen Einfluss auf Molekiile oder Atome besitzen kénnen. Edelgase lassen
sich beispielsweise deswegen verfliissigen, weil innerhalb ihrer Elektronenschalen kurzlebige La-
dungsdichteschwankungen vorhanden sind. Ohne diese wiren anziehende Kréfte zwischen den
Atomen nicht vorhanden und die Edelgase ldgen nur schwach wechselwirkend in gasférmigem
Aggregatzustand vor. Die dabei wirkenden Krifte werden im engeren Sinne als Van-der-
Waals-(vdW)-Krifte bezeichnet.

Im allgemeineren werden als vdW-Kréfte drei Arten von Dipolkréiften bezeichnet:

e Keesom-Krifte: Dipolwechselwirkungen zwischen zwei beweglichen permanenten Di-
polen

e Debye-Krifte: Dipolwechselwirkungen zwischen einem permanenten und einem indu-
zierten Dipol

e Londen-Krifte: Dipolwechselwirkungen zwischen zwei fluktuierenden Dipolen

Allen aufgezihlten Wechselwirkungen gemein ist ihre Abstandsabhiingigkeit oc 1/r% und der
grundsétzlich attraktive Charakter. Die Abstandsabhéngigkeit besitzt allerdings nur Giiltigkeit
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2.1 Wechselwirkungen auf molekularer Skala

fiir Wechselwirkungen zwischen punktférmigen Partikeln. Werden dagegen auf der experimen-
tellen Langenskala ausgedehnte Objekte wie Oberflichen oder (modellhaft) Kugeln betrachtet,
verdndert sich die Abstandsabhéngigkeit, weil bei der paarweisen Berechnung der Wechsel-
wirkung entsprechend der Dimension der betrachteten Objekte iiber alle beteiligten Teilchen
integriert wird. Hierdurch variieren die vdW-Kréfte mit bis zu 1/r-Abhéngigkeit [4].

Im Gegensatz zu elektrostatischen Kréften sind vdW-Krifte nicht durch ,,Gegendipole“ ab-
schirmbar, denn zwischen Dipolen resultiert nach gegenseitiger Ausrichtung immer eine an-
ziehende Kraft. Lediglich aufgrund grofleren Abstandes kénnen entlang einer Oberflache die
vdW-Krifte soweit abgeschwicht werden, dass sie unbedeutend sind. Dies ist beeindruckend an
Si-Proben zu beobachten, die an ihrer Oberfléiche einmal mit einer diinnen und einmal mit ei-
ner dicken Oxidschicht bedeckt sind: Aufgrund der unterschiedlichen Hamaker-Konstanten
fiir Silizium und Siliziumdioxid besitzen trotz chemisch gleichartiger Oberfliche ein Si-Wafer
mit dicker und ein Wafer mit diinner Oxidschichtdicke ein unterschiedliches Oberflichen-
potential. Diese quantitativ unterschiedlichen Oberflichen zeigen beispielsweise bei Protein-
Adsorptionsexperimenten unterschiedliche Resultate [5].

Hamaker-Konstanten ergeben sich aus der jeweiligen Polarisierbarkeit benachbarter Medien,
die iber die Dielektrizitétskonstanten ausgedriickt werden [4].

Hydratisierung und hydrophober Effekt

Das Einbringen hydrophober Partikel bzw. apolarer Molekiile in eine Wasserphase resultiert
scheinbar in attraktiven Wechselwirkungen der eingebrachten Teilchen. Tatséchlich ist die-
se scheinbare Kraft ein Resultat der gegenseitigen Wechselwirkung der Wassermolekiile. We-
gen der apolaren Figenschaften der eingebrachten Fremdpartikel wird das durch die Wasser-
stoffbriickenbindung der Wassermolekiile erzeugte molekulare Netzwerk unterbrochen und eine
Grenzschicht entsteht. An dieser Grenze miissen sich daher die Wassermolekiile umorganisieren,
um untereinander wieder einen Zustand mit grofitmoglicher gegenseitiger Bindung und damit
geringster Energie zu erlangen. Kommen sich zwei hydrophoben Fremdpartikel hinreichend
nah, dann besitzt das Wassernetzwerk die Moglichkeit durch Bildung einer fiir beide Partikel
gemeinsamen Grenzflache den eigenen Energiezusatnd zu minimieren. Die Partikel ziehen sich
durch diesen entropischen Effekt scheinbar an. Die Anziehung ist allerdings ein Resultat der
Eigenschaften des polaren Wassers und der mangelnden Integrierbarkeit des apolaren Materials
[6]. Zur Reichweite des hydrophoben Effektes in Losung gibt es keine zuverldssigen Angaben.
In einem Ubersichtsartikel von Meyer aus dem Jahr 2006 wird allerdings dargelegt, dass die
anziehende Wirkung hydrophober Partikel oder Oberflichen untereinander nur in speziellen
Féllen weiter reiche als 20 nm [7].

Sterische Wechselwirkung — Born-Abstoflung

Bisher wurden attraktive Wechselwirkungen betrachtet. Eine repulsive Kraft kann aufler durch
abstoflende elektrostatische Krifte durch die Born-Abstoflung verursacht werden. Ausloser
ist dabei das Pauli-Prinzip, nach dem sich fermionische Teilchen (also z.B. auch die Elektro-
nen in Molekiilen oder Festkorpern) in paarweise verschiedenen Zustinden befinden miissen.
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Interagieren zwei Systeme, weil sie in unmittelbare Nachbarschaft gebracht werden, zwingt das
Pauli-Verbot — energetisch betrachtet — Elektronen auf hohere Energien (die unteren Niveaus
sind ja bereits besetzt). Dies resultiert in einer abstoBenden Kraft, aufgrund derer sich Mo-
lekiile und Teile davon eher aus dem Weg gehen als dass sie Energie aufbringen, um Elektronen
auf hohere Niveaus zu heben.

Die freie Rotation einer C-C-Bindung kann beispielsweise durch den Einfluss von Seitenket-
ten eingeschrankt sein. Stehen sich Seitenketten genau gegeniiber, enthélt diese Struktur eine
hohere potentielle Energie als der Zustand, bei dem Seitenketten eines C-Atoms exakt zwischen
die Bindlungslagen des zweiten C-Atoms fallen. Eine Festkorperoberfliche, der sich ein relativ
groBes Molekiil néhert, ist praktisch undurchdringlich, so dass das Molekiil praktisch immer
oberhalb der Oberfliche befindet.

Die sterische Wechselwirkung wird in Modellen ndherungsweise immer mit sehr kurzer Reich-
weite eingearbeitet, vereinfachend beispielsweise iiber eine T%—Proportionalitéit, da auch die
0.g. quantenmechanischen Effekte nur auf kurzer Reichweite wirksam sind.

Zusammenfassung

Wechselwirkungen auf molekularer oder kolloidaler Gréflenskala sind dominiert von elektrisch
bedingten Kréften, die in vielfiltiger Ausprigung das Verhalten vieler Objekte bestimmen.
Neben elektrostatischen Kriften lokalisierter Ladungen oder permanenter Dipole spielen auch
durch Ladungsdichtefluktuationen erzeugte Kréfte transienter Dipole eine Rolle, wie es bei den
van-der-Waals-Kréften der Fall ist. Abgesehen von den Phanomenen, durch die intermolekulare
Krifte verursacht werden, haben auf die Stidrke der Wechselwirkung auch die Umgebungsbe-
dingungen einen Einfluss. Frei bewegliche Ladungstriger (z.B. Ionen in wissrigen Losungen)
fithren zu einer Abschirmung statischer elektrischer Felder. Je grofler die Ladungstriagerkonzen-
tration ist umso kleiner wird die Debye-Lénge. Polarisierbare Materialien mit grofier Dielek-
trizitédtskonstante (und hier insbesondere Wasser als wichtiges Losungsmittel) haben starken
FEinfluss auf elektrische Felder und kénnen dabei zu einer Schwachung wirkender Kréfte fiithren.

2.2 DLVO-Theorie

Zwei miteinander in Wechselwirkung stehende Korper kénnen auf mehr als eine Art Krifte
aufeinander ausiiben. Beispielsweise sind neben elektrostatischen Kriften auch van-der-Waals-
Krifte wirksam, die sich anders als andere Kréfte nicht abschirmen lassen. Die dabei auftre-
tenden Krifte konnen relevante Grofie erreichen, so dass sie einen Einfluss auf das Verhalten
der interagierenden Koérper bewirken.

Eine theoretische Beschreibung aus mehreren Wechselwirkungen zusammengesetzter Poten-
tiale liefert die nach den Entwicklern benannte DLVO-Theorie (Derjaguin, Landau, Verwey
und Overbeek) [8,[9]. Sie war urspriinglich fiir die Beschreibung kolloidaler Systeme entwickelt
worden, bewies jedoch bald darauf schon Anwendungen auch bei Oberflichenwechselwirkun-
gen. Beriicksichtigt werden bei der klassischen Beschreibung langreichweitige Wechselwirkun-
gen, die zu einem alles umfassenden Oberflichenpotential aufaddiert werden. Hierbei kénnen
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2.2 DLVO-Theorie

sowohl repulsive als auch attraktive Wechselwirkungen eingehen. Abbildung zeigt einen ty-
pischen Potentialverlauf, wie er bei der Annéherung eines geladenen Korpers an eine geladene
Oberfléche in einer ionenenthaltenden Losung vorgefunden werden kann. Die elektrostatische
Doppelschicht aus Gegenionen im Bereich der Oberfliche bewirkt zunédchst ein hohes Potential,
bevor auf kiirzerer Entfernung wirksame, attraktive Dipolkrifte dominant werden.
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Abbildung 2.3: Schematische Verdeutlichung zur Entstehung eines komplizierten Grenz-

flichenpotentials als Summe der Potentiale zu beriicksichtigender einzelner
Wechselwirkungen.

Die DLVO-Theorie, in deren Berechnungen langreichweitige Anteile eingehen, beriicksichtigt
nicht die an eine Oberfliche bei sehr geringen Entfernungen relevanten repulsiven sterischen
Wechselwirkungen. In der erweiterten DLVO-Theorie (XDLVO) treten sog. Elektronenakzeptor-
und -donator-Wechselwirkungen auf, die die fehlende kurzreichweitige Repulsion erfassen [10].
Sie ergeben sich aus der Differenz von Oberflichenenergien, die im Kontaktfall und fernab da-
von in die Energiebilanz des Systems einbezogen werden. Das durch Addition aller beteiligter
Wechselwirkungen erhaltene Gesamtpotential kann einen Adhésionsvorgang in einfachen Sys-
temen beschreiben. Wie von Loskill in seiner Dissertation [I1] allerdings bereits erwéhnt wird,

muss im Falle lebender Organismen (hier ging es um Bakterien) aufgrund deren Verhaltens die
Giiltigkeit eingeschrinkt Werderﬁ

Liegen passende Verhiltnisse vor, so existiert in relativer Ndhe zu einer attraktiven Oberfliche
ein Potentialminimum, dessen Auftreten durch die attraktiven Wechselwirkungen einerseits
und die stark repulsiven sterischen Kréfte andererseits bedingt sind. Dieses Minimum bewirkt

“Ein Beispiel ist das nicht-lineare elastische Verhalten von Zellen, auf die eine Kraft ausgeiibt wird.
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die Adh&sion zwischen zwei Objekten, deren Auftreten im Oberflichenpotential anhand des
erwahnten Minimums vorherzusehen ist. Seine Tiefe gibt Aufschluss iiber die Starke der Adhési-
on und die zum Uberwinden aufzubringende Arbeit.

Fiir die spéter zu beschreibende Adhésion von Bakterien (siehe Kapitel [7)) kann mit Hilfe
der DLVO-Theorie ein Erkldrungsansatz fiir die gemessenen Ergebnisse geliefert werden. Dazu
werden einzelne beteiligte Wechselwirkungen separat voneinander diskutiert und ihr Einfluss
auf das resultierende Potential betrachtet.

2.3 Proteine

Proteine bilden die Grundlage fiir die Biochemie von Zellen, sogar einzelner Zellorganellen,
und damit auch fiir die physiologischen Vorgéinge des Lebens iiberhaupt. Proteine besitzen
als Polypeptid einen einfachen Aufbau, allerdings sind die aus der Wechselwirkung der un-
terschiedlichen Aminosiure-Reste resultierende Struktur komplex und die Kraftwirkungen der
Molekiile auf Thre Umgebung und umgekehrt schwer vorhersagbar. Die Vielzahl verschiedener,
genau auf die jeweilige Aufgabe angepasster Molekiile mit unterschiedlichsten Eigenschaften
erhoht die Komplexitét zusétzlich.

In diesem Abschnitt wird der grundsétzliche Aufbau von Proteinen vorgestellt. Anschlieflend
werden die Wechselwirkungen von Proteinen untereinander wie auch zu anderen Molekiilen
oder Oberflichen charakterisiert.

Proteine werden in Zellen gebildet, die generell als auf die Herstellung von Proteinen speziali-
sierte Fabriken angesehen werden konnen. Proteine dienen als Bausubstanz, deren Darstellung
(Exprimierung) von biochemischen, aber auch von physikalischen Faktoren abhéngt. Bei-
spielsweise kann die Art der hergestellten Proteine einer Zelle davon abhéngen, ob sie in einem
Gewebe integriert ist oder nicht. Von Bakterien ist bekannt, dass sie nur dann sog. Exopolyme-
re (siehe Kapitel @ erzeugen, wenn sie sich nicht im planktonischerﬁ Zustand befinden, sie sich
also in adhésivem Kontakt mit einer Oberfliche befinden [12), 13]. Aufgrund der Verbreitung,
die Proteine in biologischen Systemen besitzen, sind sie oft an Adhésionsvorgéngen beteiligt.

Proteine sind Polypeptide, deren Monomereinheiten von Aminosiuren gebildet und durch
Peptidbindungen (-CO-NH-, s. Abbildung[2.4) miteinander verbunden werden. Das Molekular-
gewicht eines Proteinmolekiils wird in Biochemie und Biologie in der Einheit 1 Dalton (1 Da =
1 u) angegeben. Die Zahl der Aminosduren innerhalb eines Proteins ist prinzipiell unbegrenzt,
weshalb das Molekulargewicht sehr grofl werden kann.

Von den am Bau von Proteinen beteiligten a—AminoséiurenE] gibt es genau zwanzig, die in biolo-
gischen Systemen vorkommen. Die unterschiedlichen Seitenketten, die sog. Aminosiurereste,
besitzen unterschiedliche Grofle, und auch ihre sonstigen physikalisch-chemischen Eigenschaf-
ten sind teilweise hochst unterschiedlich [14].

Werden die einzelnen Aminoséuren durch Peptidpolymerisation hintereinander in groler Niahe
zueinander angeordnet, so wirken zwischen den Aminosiureresten sehr individuelle Krifte,

Sfreischwimmend, nicht anhaftend
5Bei a-Aminosduren befinden sich Carboxyl- und Aminogruppe gemeinsam am ersten C-Atom
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Bildung einer Peptidbindung. Zwei Aminoséure-
molekiile mit Sdureresten Ry und Ry kénnen unter Freisetzung von Wasser eine
Peptidbindung (gestrichelter Rahmen rechts) erzeugen.

die durch die Art der wechselwirkenden Aminoséuren, ihre jeweilige Polaritdt und ihre Grofle
bestimmt werden. Die Reichweite elektrostatischer Kréfte wird dariiberhinaus von in dem
umgebenden Medium enthaltenen Ladungstrigern beeinflusst (siche dazu den vorherigen Ab-
schnitt). Durch Séure-Base-Reaktionen kann aulerdem der Ladungszustand von Aminoséuren
mit freier Amino- oder Carboxylgruppe beeinflusst werden, wie es in Abbildung 2.5 beispielhaft
dargestellt ist. Die Struktur eines Proteinmolekiils ist somit von einer Vielzahl sich auch gegen-
seitig beeinflussender Faktoren abhéingig. Welche Kriifte daher zwischen welchen Molekiilteilen
wirken, ist stark von der Abfolge der Aminosiduren innerhalb eines Proteins.

le HSMO pHT

HS O HSMO
H,N* OH H,N (0)
e .=

Abbildung 2.5: Protolysegleichgewicht eines einzelnen Cystein-Molekiils. In einer Umgebung
mit hohem pH-Wert liegt sie an der Carboxylgruppe deprotonierte Form vor,
bei niedrigem pH die an der Aminogruppe protonierte Form. Bei neutralem
(und damit annéhernd physiologischen) pH-Wert liegt das Cystein-Molekiil als
Zwitterion vor, wobei die Carboxylgruppe negativ und die Aminogruppe posi-
tive Ladung tragt.

Die Abfolge der innerhalb eines einzelnen Proteinmolekiils angeordneten Aminoséiuren wird als
Aminosduresequenz oder Primérstruktur bezeichnet. Die sich einstellenden Wechselwir-
kungen und insbesondere Wasserstoffbriicken, die sich zwischen verschiedenen Teilen desselben
Proteinmolekiils bilden, beeinflussen den Verlauf des Proteinriickgrates. Es bildet sich durch
diese Wechselwirkungen die sog. Sekundirstruktur, die sich als Resultat der intramoleku-
laren Wechselwirkungen ergibt. Neben flexiblen ausgestreckten Strukturen kénnen sich durch
diese Wechselwirkungen u.a. schrauben- oder tonnenférmige (sog. Helices) oder flichige An-
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ordnungen (sog. Faltbldtter) ausbilden. Es entstehen jeweils grofere Strukturelemente, deren
Stabilitdt durch die grofle Ndhe der Aminosdurereste zueinander und der daraus folgenden
Interaktion gewihrleistet ist. Die Aminoséurereste werden sich so anordnen, dass das Molekiil
minimale freie Energie besitzt [14] [15].

Die gegenseitige Anordnung von Sekundérstrukturelementen zueinander wird als Tertidrstruk-
tur bezeichnet. Bilden dariiber hinaus mehrere Proteinmolekiile (nicht notwendigerweise des-
selben Proteins) miteinander noch groflere Strukturen, so bezeichnet man diese Anordnung
als Quartirstruktur. Solche groflen Strukturen kommen beispielsweise bei der Blutgerin-
nung (Prothrombinasekomplex) [16] oder bei der ATP-Synthese in den Mitochondrien von
Zellen [I7] vor. Auch kénnen sich Oligomere, physikalisch gebundene Anordnungen mehrerer
Molekiile desselben Typs, bilden. Die Antrieb bei diesen Ordnungsprozessen stammt von den
intermolekularen Kréften, die zwischen Strukturelementen oder ganzen Molekiilen wirken.

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der drei unterschiedlichen Konformationen des BSA-
Molekiils, die sich je nach herrschendem pH-Wert einstellen. (Reprint from [18]
with permission from Elsevier)

Ein bei gegebenen Umgebungsbedingungen (pH, Ionenstérke) stabiler Molekiilzustand kann
sich durch eine Verdnderung des Umgebung in einen instabilen Zustand verwandeln [19]. Eine
vorliegende Version aus der Gesamtheit aller moglichen Anordnungen eines Proteinmolekiils
wird allgemein als Konformation oder Faltung bezeichnet. Diese kann sich auf reversible
oder irreversible Weise einstellen. Der irreversible Ubergang in einen Zustand ohne biologi-
sche Funktion wird als Denaturierung bezeichnet. Rinder-Serumalbumin (engl. bovine serum
albumin, BSA) kommt beispielsweise in Abhéngigkeit des dufleren pH-Wertes in drei unter-
schiedlichen Konformationen vor [I§], die in Abbildung gezeigt sind. Von den Anderungen
durch #uflere Parameter konnen alle Strukturebenen aufler der Primérstruktur betroffen sein
[20]. Neben den internen Wechselwirkungen koénnen Anderungen der duBieren Parameter auch
die Interaktion der Proteine untereinander oder zu Grenzflichen beeinflussen. Beispielsweise
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2.3 Proteine

kann der pH-abhéngige Ladungszustand zu einem pH-abhéngigen Verhalten der Proteine un-
tereinander oder entlang geladener Oberflachen fithren. Zu beachten ist, dass eine Konformati-
onsénderung nicht zwangslaufig mit einer Denaturierung eines Proteinmolekiils gleichzusetzen
ist.

Kommen Proteine in den Einflussbereich von Oberflichen, so werden die intramolekularen
Krifte durch die dann wirkenden #uBeren Krifte und die evtl. vorliegende Anderung der Ionen-
konzentration beeinflusst, wodurch am Protein lokalisierte Ladungen eine verdnderte Abschir-
mung erfahrenﬂ Auch kurzreichweitige und entropisch getriebene Krifte kénnen zu Verdnde-
rungen der Proteinkonformation fiithren (beispielsweise wenn hydrophobe Aminoséurereste sich
bevorzugt entlang einer hydrophoben Oberfliche anordnen und die Struktur des Proteins da-
durch veréndert wird). Dies kann erheblichen Einfluss auf die Struktur der Proteine haben. So
konnte anhand von rontgenreflektometrischen Daten adsorbierter Proteine gezeigt werden, dass
die Dicke der Proteinschicht auf hydrophoben Oberflichen erheblich diinner ist als diejenige
auf hydrophilen Oberfléichen [3]. Zu einer erheblichen Verformung passt auch die herabgesetz-
te Diffusionsgeschwindigkeit, die Proteine an hydrophoben Oberflichen gegeniiber solchen auf
hydrophilen zeigen [21].

Die Temperatur kann je nach Stérke der zwischen den unterschiedlichen Strukturelementen
eines Proteins auftretenden Bindungsenergien zu temperaturbedingten Unterschieden im Ver-
halten fithren. Das betrifft Loslichkeit und Diffusionsgeschwindigkeit des Molekiils, aber auch
dessen eigene Stabilitéit. Ein Erhitzen iiber einen bestimmten Temperaturwert kann zu Denatu-
rierung fithren, da Bindungen durch den hoheren Energieinhalt einzelner Atome oder Molekiil
in vermehrtem Mafle aufbrechen kénnen.

Es existieren kaum Oberflichen, die beim Kontakt mit einer proteinhaltigen Losung nicht mit
einem Proteinfilm iiberzogen werden. Ursédchlich dafiir ist eine unspezifische Adsorpion, die
keinerlei besonderer Strukturen Bedarf, sondern aufgrund immer vorhandener intermolekularer
Krifte auftritt. Zu unterscheiden ist sie von der spezifischen Adsorption, bei der es sich um
eher kurzreichweitige Wechselwirkungen handelt. Auf ihr beruht das fiir viele biochemische
Ph#&nomene verantwortliche Schliissel-Schloss-Prinzip, bei dem die Aktivitit eines Proteins
durch die Bindung mit einem zweiten oder gar mehreren weiteren Proteinen ausgelost wird.
Die spezifische Adsorption ist hauptsichlich in der Physiologie von Bedeutung, wihrend die
unspezifische grundsétzlich auf allen Oberflichen moglich ist.

Von besonderem Interesse ist der funktionale Zustand, in dem sich die adsorbierten Proteine
auf einer Oberfliche befinden. Entlang hydrophober Oberflichen wird hiufig von auffillig
diinnen denaturierten Proteinfilmen berichtet [3, 22 23]. Die auf hydrophoben Oberflichen
auf Proteine wirkenden Kréfte sind offenbar so grof3, dass sie hidufig denaturierenden Einfluss
auf die Proteinmolekiile besitzen. Auf einer hydrophilen Oberfliche hingegen kénnen die von
ihr bewirkten Krifte geringer ausfallen. Das Verhalten eines Proteinmolekiils hdngt dann von
dessen Stabilitdt ab: Lysozym ist z.B. aufgrund seiner internen, sehr rigiden Struktur sehr
stabil, und eine Adsorption auf hydrophilen Oberflichen fiihrt nicht zu einer Deaktivierung.
Die Lysozym innewohnenden antibakteriellen Eigenschaften bleiben insofern ebenfalls erhalten,
unabhéingig von Adsorptionszustand des Molekiils [24]. Anders ist dies bei BSA, dessen Molekiil

"Bestimmte Aminosiuren (z.B. Asparagin- oder Clutaminsiure) besitzen die Moglichkeit zu Saure-Base-
Reaktionen am Aminoséurerest, wodurch Ladungen an den beteiligten Molekiilgruppen lokalisiert werden
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sich sehr leicht verformen kann. Die wihrend und/oder nach einer Adsorption wirkenden Krifte
fiihren zu Strukturénderungen und kénnen dadurch Eigenschaften des BSA-Molekiils besonders
stark verdndern [25].

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass zur Beschreibung des Verhaltens von Proteinen eine
Vielzahl von Parametern zu beriicksichtigen sind. Durch Anderungen des pH, der Tempera-
tur oder der Salzkonzentration kénnen Verdnderungen der intra- und intermolekularen Kréfte
auftreten. Konformationsdnderungen kénnen dadurch ausgelost und damit die Funktion ei-
nes Proteins gestort oder unterbunden werden. Mit der Anlagerung im Bereich einer Grenz-
fliche entstehen neue Moglichkeiten von konformatorischen Verdnderungen. Eine umfassende
Einfithrung in das Themengebiet der unspezifischen Proteinadsorption liefert das Buch vom
Malmsten [26] und die Dissertation von H&hl [3]

2.4 Hydroxylapatit und Hartgewebe

Hydroxylapatit ist das Mineral, aus dem Hartgewebe wie Knochen oder Zihne ihre Festigkeit
beziehen. Seine allgemeinen Eigenschaften und sein Vorkommen werden in diesem Kapitel kurz
vorgestellt.

Apatite

Apatite sind in grofler Vielfalt vorkommende Mineralien der Gruppe der ,,Phosphate, Arse-
nate und Vanadate®. Thre Zusammensetzung kann nach Baikie [27, 28] mit der nachfolgenden
chemischen Summenformel angegeben werden:

ALA(BO,)s X (2.4)

Hierbei reprisentieren A und Al grofie Metallionen, also z.B. Alkali- oder Erdalkalimetallio-
nen, B Metaloide (C, P, As, Te) und X beliebige Anionen, verbreitet Halogenid- oder Hydroxid-
ionen. Apatite zeigen bei hohen pH-Werten niedrige Loslichkeiten in Wasser, mit sinkendem pH
steigt diese Loslichkeit allerdings an. Apatite treten verbreitet in hexagonaler Kristallstruktur
auf, und es kommt — je nach genauer chemischer Zusammensetzung und Temperatur — hdufig
zu Phaseniibergéingen zu anderen Kristallstrukturen [29].

Hydroxylapatit kommt in der Natur hiufig als Bestandteil von Kalkgesteinen vor [30]. Seine
grofe biologische Bedeutung allerdings erwéchst aus seinem Vorkommen in Hartgeweben von
Séugetieren (z.B. in Knochen oder Gebiss). Sein Massenanteil variiert dabei je nach Gewebe:
Grob geht ein Zuwachs in der Hérte mit einem Zuwachs des HAP-Anteils einher [31].

In Knochengewebe wird Hydroxylapatit in Form flacher Pliattchen in ein Kollagengeflecht ein-
gebaut (vgl. Abbildung und sorgt damit fiir die Festigkeit des Gewebes. Der Massenanteil
von HAP am Gesamtgewebe betrigt hierbei etwa 45% und héingt unter anderem von Alter
und Spezies ab. Der zweitgrofite Anteil am Knochengewebe wird zu einem knappen Drittel
von Proteinen dargestellt. Daneben sind noch Zellen und Wasser vorhanden [31]. Wiahrend
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung des Aufbaus von Knochengewebe. Hydroxylapatit ist
in Form diinner, geordneter Plittchen im Gewebe vorhanden. (Reprint from
[31] with permission from Elsevier)

Knochengewebe also noch zelluldre und somit lebende Anteile enthilt, handelt es sich bei
Zahnschmelz um ein unbelebtes Gewebe. Zahnschmelz besteht zu 95% aus HAP, und nur der
restliche kleine Teil seiner Gesamtmasse ist aus organischen Bestandteilen und Wasser aufge-
baut. Zelluldre Bestandteile sind nicht enthalten [32].

Eigenschaften von Hydroxylapatit

Bei Hydroxylapatit (HAP) befinden sich auf beiden Metallionenplidtzen I und II in Formel
2.4] Calciumionen, als Metalloid ist Phosphor und als weiteres Anion das Hydroxidion in einer
Einheitszelle enthalten. Die Summenformel dieser Verbindung lautet somit

Cayy(PO4)s(OH),

Bei neutralen pH-Werten ist Hydroxylapatit ein in Wasser schwer 16sliches Salz. Wie bereits
oben allgemein erwihnt, nimmt auch fiir HAP die Loslichkeit mit abnehmendem pH-Wert
deutlich zu. Daher verwendet man Hydroxylapatit als Fiillung von Trennsdulen bei der Ana-
lyse pH-neutraler oder alkalischer Lésungen in der HPLCE| [33]. Die in der chemischen Formel
ausgedriickte Variabilitdt der Zusammensetzung bei Apatiten bedingt auch Ubergiinge und
Ersetzungsreaktionen zwischen unterschiedlichen Arten von Apatiten. HAP findet daher auch
als Tonenabsorber Anwendung, beispielsweise fiir zweiwertige Schwermetallionen [34] oder fiir

8engl. High Performance Liquid Chromatography, Hochleistungs-Fliissigchromatografie, Auftrennverfahren fiir
Mischlésungen von Proteinen
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Fluoride [35]. Verunreinigungen kénnen Strukturdnderungen induzieren, etwa durch den Ein-
bau zweiwertiger Fremdionen in das Gitter. Strontium- oder Zinkionen kénnen so beispielsweise
die Calciumionen ersetzen.

Fiir Hydroxylapatit existieren zahlreiche artifizielle Synthesewege. Einen Uberblick liefert hier-
bei eine Verdffentlichung von Narasaraju und Phebe [36], in der géingige nass- und trockenche-
mische sowie hydrothermale Herstellungsmethoden aufgezihlt sind. Auch im Buch von Elliot
[30] werden einige Verfahren geschildert, wobei dort in Kapitel 3.5 (,Growth of hydroxyapa-
tite single crystals“) Syntheseverfahren vorstellt werden, die auf eine maximierte Kristallit-
grofle abzielen. Um HAP im Bereich einiger Kilogramm herzustellen bieten sich nasschemische
Ausféllungsmethoden an, durch die feine Pulver entstehen (Korngroéfie zwischen einigen 10 und
mehreren 100 nm). Andere Methoden haben andere Vorziige, entweder verbesserte chemische
Reinheit oder aber besondere strukturelle Eigenschaften (etwa besonders grofie oder kleine
Kristallite, besonders einheitliche Korngréenverteilung). Sofern Kontrolle iiber den Synthese-
prozess vorhanden ist, gilt es im Einzelfall dasjenige Verfahren zu finden und anzuwenden, das
fiir die anschliefende Aufgabenstellung die besten physikalisch-chemischen Stoffeigenschaften
liefert.

Syntheseverfahren zur direkten Erzeugung makroskopischer Kristalle in der Gréflenordnung
von Zentimetern sind unbekannt. Der grofite, direkt erzeugte Einkristall hatte Abmessungen
von 3 mm x 3 mm x 7 mm und wurde unter hydrothermalen Bedingungen (grofler Druck,
Wasserdampfsittigung, hohe Temperaturen) erzeugt [30].

Die Kristallstruktur von HAP wird in der Literatur in zwei Modifikationen dargestellt, mo-
noklin und hexagonal. Tabelle zeigt die geometrischen Eigenschaften der zugehorigen Ein-
heitszellen, wie sie beispielhaft aus zwei Veroffentlichungen entnommen wurden.

Tabelle 2.1: Vergleich publizierter kristallografischer Strukturmerkmale der HAP-Einheitszelle.
Trotz der unterschiedlichen Eingruppierung durch verschiedene Autoren sind die
Léngen sehr &hnlich

monoklin[37] hexagonal[3§]

[
a/A 9,4214(8) 9,430(5)
b /A 188428(16) 9,430(5)
c/ A 6,8814(7) 6,880(5)
< (a,b)  120,000(8)° 120,0(5)°

Die Unterschiede sind klein, so dass, obwohl von unterschiedlichen Strukturen die Rede ist,
deren Abweichung voneinander je nach angewendeter Messmethode in den Fehlergrenzen der
jeweils anderen Groflenangabe aufgehen. Der Faktor zwei entlang der Richtung b resultiert aus
den verschiedenen Definitionen der Kristallsymmetrien: Wéhrend monokline Kristallsysteme
nach Definition keinerlei Bedingungen bei die Wahl der Raumrichtungen der Einheitszelle
erfiillen miissen, ist im Falle der hexagonalen Struktur gefordert, dass die hier als a und b
bezeichneten Seiten der Einheitszelle identische Lange besitzen.

An anderer Stelle wurde beschrieben, dass die Umwandlung beider Modifikationen ineinander
durch Heizen oder Abkiihlen geschehe und dass dieser Vorgang durch kalorimetrische (latente
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Wiérme) und Rontgenbeugungsmessungen (Verschiebung von Maxima im Spektrum) zu be-
obachten sei. In das Material eingelagerte Halogenidverunreinigungen seien aber bereits zu
solchen Strukturédnderungen imstande, dass die Moglichkeit zur Unterscheidung der beiden
Modifikationen verneint wird, wenn nicht absolut reines Material vorliege. Die Niedrigtempa-
raturphase unterhalb etwa 200 °C sei hierbei die monokline Phase [39]. Haverty und Kollegen
schliefen in ihrer Studie von 2005 aus theoretischen Berechnungen, dass die vorbeschriebene
Phasenunwandlung nicht durch eine Anderung der Kristallstruktur entstehe, sondern in ei-
ner Reorientierung der in der HAP-Struktur enthaltenen Hydroxidionen bestehe. Weiterhin
kommen die Autoren zum Ergebnis, dass am Vorhandensein der hexagonalen Struktur Zweifel
angebracht seien, da sie energetisch unvorteilhafter sei. Die hohe Symmetrie widerspreche auch
einigen experimentellen Beobachtungen, die gemacht worden seien und deren Existenz niedrig-
symmetrische Systeme voraussetzen wiirden. Es wird daher eine Koexistenz zweier monokliner
Phasen vorgeschlagen, die sich durch eine gleichsinnige bzw. eine alternierende Anordnung der
Hydroxidgruppen unterscheiden [40].

Die sich in allen Féllen ergebende Anisotropie hat Auswirkungen auf die Wechselwirkungen des
Materials mit seiner Umgebung. So konnte anhand von HPLC-Untersuchungen gezeigt werden,
dass die Proteinadsorption an unterschiedlichen Kristallitfacetten verschieden ausfillt, und
zwar abhéngig vom isoelektrischen Punkt der verwendeten Proteine, also ihrem elektrischen
Ladungszustand [33]. Dies legt wiederum nahe, dass die an einer Kristalloberfliche wirkenden
Kréfte abhéngig von der betrachteten Kristallfacette sind.

Zihne, Zahngewebe und Zahnoberflichen

enamel N
dental pulp crown of the tooth
ingiwa —
ane / | root of the tooth
dentin
alveolus \

v

Abbildung 2.8: Schematischer Querschnitt durch einen einzelnen Zahn im Kieferknochen.

Die bisher dargelegten Eigenschaften von Oberflichen gelten natiirlich speziell auch an Zahno-
berflichen. Wie nachfolgend kurz dargestellt wird, hat Zahngewebe eine im Vergleich mit einer
Si-Oberflache deutlich groflere Komplexitat. Der Einfluss von Struktur und Zusammensetzung
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des Gewebes auf oberflichliche Wechselwirkungen stellt sich daher komplizierter dar. Eine
ausfiihrliche Darstellung der Entstehung des Zahngewebes und seiner Struktur findet sich in
Anhang [A]

Am Aufbau der Zéhne sind wesentlich zwei Materialien beteiligt: Zahnbein und Zahnschmelz.
Zahnbein, auch Dentin genannt, ist dabei die weichere Substanz. Aus ihr bestehen die Zahn-
wurzeln und das Innere des Zahnorgans. Es ist vom Zahnschmelz leicht durch die im Gewebe
vorhandenen Dentinkanéle zu unterscheiden.

Die duflere Schicht des Zahnes, der Zahnschmelz (engl. enamel), dient durch seine Hérte
als mechanische Schutzschicht. Es handelt sich um ein in hierarchischer Weise aufgebautes
Material. Die kleinste Struktureinheit bilden nadelférmige HAP-Kristallite, die einen Durch-
messer von einigen 10 nm haben und Lingen von mehreren 100 nm besitzen kénnen. Durch
die Art ihrer Entstehung (Details dazu in Anhang verlaufen diese Kristallite in einem
etwa b pm durchmessenden, zylindrischen Raumbereich allesamt parallel zueinander. Dieser
Gewebeanteil wird als prismatischer Schmelz bezeichnet. Parallel dazu verlduft ein Volumen,
innerhalb dessen die Orientierung der Kristallite anndhernd um 90° gedreht verldauft. Dieses
Gewebe wird als interprismatischer Schmelz bezeichnet. Beide zusammen bilden ein Zahnpris-
ma, innerhalb dessen die Kristallite iiber mehrere Millimeter Lénge die parallele Orientierung
beibehalten kénnen. Die Zahnprismen zeigen untereinander ebenfalls einen parallelen Verlauf,
weshalb sich prismatischer und interprismatischer entlang eines Schnittes durch den Schmelz
in kurzen Abstéinden abwechseln.

Die nicht prismatisch strukturierte, nativ vorhandene Zahnoberfliche verdndert sich durch den
erosiven Einfluss der Mundflora und durch mechanische Beanspruchung. Entlang der Zahno-
berflache findet sich daher normalerweise[g] ein Schnitt durch die beschriebene dreidimensionale
Prismenstruktur des Gewebes.

An Zahngewebe treten einige Effekte auf, die auf die chemische Zusammensetzung und die
Struktur des Zahngewebes zuriickzufiihren sind. Anstatt der Calcium- und Hydroxidionen wer-
den wahrend des Wachstums leicht andere zweiwertige Metallionen oder Halogenidionen in den
Schmelz eingebaut. Die zur Gewebsentstehung vorhandenen Konzentration eines Elements ent-
scheidet dann iiber den Grad dieses Austausches, und so unterliegt die tatséchliche chemische
Zusammensetzung des Zahnschmelzes unkontrollierten Schwankungen. Dazu trégt insbeson-
dere die strukturelle Toleranz der Apatitstruktur bei, die beim Austausch einzelner Atome
héufig erhalten bleibt. Das fiihrt allerdings trotzdem zu Verdnderungen in den Oberflichen-
wechselwirkungen, die durch die unkontrollierte chemische Zusammensetzung des Schmelzes
zwischen verschiedenen Proben, ja sogar zwischen unterschiedlichen Stellen ein und derselben
Probe variieren kénnen [41].

Die geschilderte Struktur des Schmelzes besitzt je nach Gréfleen ordnung Auswirkungen auf die
entlang einer Oberfliche wirkenden Krifte: Auf makroskopischer Skala wirkt eine gemittelte
Summe aus den an unterschiedlichen Stellen aufgrund der Kristallitorientierung verschiedenen
Wechselwirkungen. Fiir sehr kleine Objekte hingegen (Proteine, nanoskalige Teilchen, Bak-
terien), deren Durchmesser nicht grofler als die unterschiedlich strukturierten Bereiche sind,

9Siehe Anhang . Die urspriingliche Oberfliche eines neu eruptierten Zahnes wird durch sehr regelmifig ange-
ordnete sog. Imbrikationsfurchen gebildet. Sie ist in den seltensten Féllen langfristig nachweisbar.
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kann ein Teil der Oberflache signifikant andere Eigenschaften besitzen als ein anderer. Dadurch
verliert das Gewebe auf dieser Groflenordnung seine Homogenitét.

Zwischen den Kristalliten existieren in geringem Umfang organische Verbindungen aus der
Wachstumsperiode des Gewebes. Neben den anorganischen Bestandteilen des Gewebes haben
auch sie Einfluss auf die entlang der Oberfliche wirksamen Kréfte. Da es sich dabei um nicht
néher bestimmte Bruchstiicke grofierer Molekiile handelt, ist iiber die wahre Zusammensetzung
kaum etwas auszusagen. An der Gewebeoberfliche lokalisiert bewirken diese Proteine pH-
Abhéngigkeiten der Oberflichenladung. Auch sind die hervorgerufenen Dipolkrifte andere als
im Falle der rein anorganischen Gewebephase. Die Konformation der Proteine ist abhéngig von
Tonenstéirke und pH-Wert, so dass erwartet werden kann, dass an der Oberfldche adsorbierende
Proteine von den Gewebeproteinen zumindest beeinflusst werden.

Die vorstehenden Aussagen verdeutlichen, dass die Kontrolle von Experimenten an Zahn-
schmelzoberflichen aus verschiedenen Griinden sehr schwierig oder gar unmoglich ist. Die
vielfaltigen Einfliilsse der Bestandteile des Gewebes auf die Wechselwirkungen an der Ober-
fldche spielen eine zu grofie Rolle, so dass unterschiedliche Teilsysteme vom Gesamtsystem
nicht zu isolieren sind. Daher koénnen einzelne Parameter ohne Einfluss auf einen Zweiten
kaum variiert und die spezifischen Einfliisse von Teilsystemen nicht gemessen werden.

2.5 Protein- und Biofilmbildung

Auf vielen Oberflichen kommt der Proteinfilmbildung eine besondere Bedeutung zu: Sie stellt
den ersten Schritt bei der Entstehung von Biofilmen dar. In vielen technischen Anlagen, in
denen diese Filme meist storend in Erscheinung treten, wird die Bildung eines Biofilmes mit
dem negativ besetzten Begriff Biofouling bezeichnet. Beispielsweise gehtren Wiarmetauscher,
in denen der aufgewachsene Film den Energieaustausch behindert, genauso zu betroffenen
Systemen wie beispielsweise Schiffe, bei denen am Rumpf entstehende Besiedelungen mit Algen
und Krustentieren den Stromungswiderstand erhoht. [42, [43].

In medizinischen Bereichen haben Biofilme ebenfalls Bedeutung, beispielsweise auf den oben
vorgestellten Zahnoberflachen, aber auch entlang von Implantatoberflichen. Solche Biofilme
enthalten haufig Bakterien, die fiir Infektionsprozesse verantwortlich sind. Ob und wie leicht
ein Immunsystem solche in Biofilmen enthaltene Bakterien abtéten kann, héngt vom Entwick-
lungsgrad dieses Biofilmes ab. Dasselbe gilt fiir die Wirksamkeit von Antibiotika.

Die Entstehung eines Biofilms gliedert sich in mehrere Phasen. In aller Regel beginnt sie mit
der bereits angesprochenen Bildung eines initialen, azelluldren Proteinfilmes, der als Zwischen-
schicht zwischen dem Untergrund und sekundiren Adsorbaten oder Mikroorganismen fungiert
([44,[45], vel. AbbildungA). Dabei sind es relativ leichte Molekiile, die aufgrund ihrer grofien
Diffusionsgeschwindigkeit zuerst die Oberfliche erreichen. Proteine unterliegen entsprechend
der bereits gemachten Ausfithrungen sowohl gegenseitigen Wechselwirkungen als auch solchen
mit ihrer Umgebung. Molekiile oder einzelne Teile in der Néhe einer Grenzfliche kénnen je
nach deren Eigenschaften entweder angezogen oder abgestoflen werden, beispielsweise durch
entsprechende elektrische Ladungen. Hinzu kommt der Einfluss von Eigenschaften anderer an
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der Entstehung eines bakteriellen Biofilms. A: Ein-
zelne Proteinmolekiile adsorbieren an der Oberflache; B: Weitere Molekiile ad-
sorbieren entweder auf dem initialen Proteinfilm oder auf der Oberfliche, ggf.
kompetitiv zu bereits vorhandenen; C: Erste Zellen adherieren auf dem Prote-
infilm, wodurch sich deren Stoffwechsel dndert - es werden Exopolymere expri-
miert; D: Ein herangereifter Biofilm ist entstanden.
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Wechselwirkungen beteiligter Systemkomponenten, etwa der Einfluss im umgebenden Medium
geloster Ionen oder die Polarisierbarkeit dieses Mediums. Dass ein Proteinmolekiil in Abhéngig-
keit von der angebotenen Oberfliche auf unterschiedliche Weise adsorbiert, wurde z.B. in einer
Studie von Smith et al. nachgewiesen [46]. Unterschiedliche Adsorptionskinetiken von Protei-
nen auf chemisch gleichwertigen Oberflichen allerdings unterschiedlichem Schichtaufbau zeigen
auch die Bedeutung langreichweitiger van-der-Waals-Wechselwirkungen fiir derartige Vorgéinge
[0, 47]. Bellion et al. machen in ihrer Arbeit [47] die filigranen Verhéltnisse zwischen intermole-
kularen Kriften und solchen zwischen Grenzfliche und Protein fiir das beobachtete, schrittweise
unterschiedliche Adsorptionsverhalten verantwortlich.

Nimmt die Dichte der Proteinmolekiile zu und wird dadurch ihr gegenseitiger Abstand klei-
ner, so bekommen die Wechselwirkungen dieser Molekiile untereinander eine immer groflere
Bedeutung fiir deren Verhalten. Welche Vorgéinge entlang der Oberfliche dabei genau ablau-
fen, hangt von den sich anlagernden Proteinen und den Eigenschaften der Oberfliche ab. Hier
kann es durch den stérker werdenden Einfluss der Proteine untereinander zu dadurch beding-
ten Konformationsénderungen kommen, oder die Molekiile drehen sich und orientieren in dicht
gepacktem Zustand ein anderes Molekiilende der Oberfldche entgegen (side-on- bzw. end-on-
Orientierung) [19]. Auf der der Oberfliche abgewandten Seite eines anndhernd geschlossenen
Proteinfilms bilden diese Proteinmolekiile eine neue Grenzfliche, deren Eigenschaften von den
Proteinen im Film und deren Konformation bestimmt wird. Wie im Abschnitt iiber Proteine
ausgefiihrt wurde, konnen der pH-Wert der Lésung und die Ionenkonzentration entscheidenden
Einfluss auf das Wechselwirkungspotential von Proteinen untereinander oder zu Grenzflichen
nehmen. Hinzu kommt ein moglicher Einfluss der hydrophoben Wechselwirkung und eine da-
durch bedingte starke konformatorische Anderung adsorbierter Proteine. Insgesamt wird die
eigentliche Oberflache zunehmend mit Proteinmolekiilen iiberzogen, und der entstehende Pro-
teinfilm besitzt i.a. andere Eigenschaften als die urspriingliche nicht-bedeckte Oberflache oder
nur eine Schicht aus Proteinen, die sich nicht unter dem Einfluss einer Oberflache verédndert
haben.

Je nach Art der adherierenden Proteine gibt es attraktive Krifte zwischen diesen und wei-
teren Bestandteilen des auf oder iiber der Oberfliche befindlichen Mediums. Im nachfolgend
geschilderten zweiten Stadium der Biofilmentstehung (vgl. Abbildung B) lagern sich im-
mer mehr dieser Bestandteile an der Oberfliche an. Es kann auch zu kompetitiven Vorgéingen
zwischen Bestandteilen des initialen Proteinfilms kommen, wenn die Adsorption zur urspriingli-
chen Oberflache grofler ist als die leichterer Bestandteile. Welche Prozesse hier genau ablaufen,
ist sehr stark von der Zusammensetzung des Systems abhéngig.

Planktonische zelluldre Bestandteile des iiberstehenden Mediums kénnen sich an der Protei-
noberfléiche anlagern (Abbildung C). Das sind je nach Umgebung z.B. Algen, Zellen oder
Bakterien. Der bereits auf der Oberflache befindliche Proteinfilm beeinflusst durch die Veréinde-
rung der Oberflichenchemie das Adhésionsverhalten dieser zelluldren Bestandteile.

Adherierende Bakterien und andere Zellen kénnen in adhésivem Kontakt mit einer Oberfléche
ihren Stoffwechsel umstellen und z.B. sog. Exopolymere ausschiitten (gelb in Abbildung
C und D), die die eigene oder die Anlagerung weiterer Bakterien fordern. Durch die Freiset-
zung derartiger Substanzen werden Bakterienkolonien auf Oberflichen auflerdem stabilisiert.
Damit ist die Reifung eines Biofilmes abgeschlossen, der sich nicht nur durch die Anwesenheit
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biologischer Materialien sondern auch durch in ihm enthaltene lebende Zellen und deren Stoff-
wechseltitigkeit auszeichnet. Der weitere Charakter und die Vorgénge innerhalb des Biofilms
sind erneut stark abhéngig von der Zusammensetzung des Biofilms.

Pathologisch treten bakterielle Biofilme bei Infektionen auf, wo die vorab beschrieben Vorgéinge
zu einem starken Wachstum einer Bakterienkolonie fithren kénnen. Dabei teilen sich die ad-
herierten Bakterien und bilden grofie Kolonien, sog. Konsortien, deren Angreifbarkeit wegen
einer verminderten Wirksamkeit des Immunsystems oder von Antibiotika sehr gering ist. Die
in Biofilmen enthaltenen Organismen koénnen regelrecht kooperatives Verhalten und Zeichen
von Differenzierung entwickeln [4§].

Biofilme auf Zahnschmelz

Die vorab geschilderten Eigenschaften und Entstehungsszenarien von Biofilmen gelten im
speziellen natiirlich auch in der Mundhohle und auf Zahnoberflichen. Es zeigt sich dabei,
dass die speziellen Eigenschaften des Zahngewebes und seine chemische Zusammensetzung
hauptsédchlich aus Hydroxylapatit fiir die Vorgénge an der Oberfliche besondere Bedeutung
haben. Die Oberfliiche der Zéhne im Mund ist in stdndigem Kontakt mit dem Mundspeichel
und darin enthaltenen Proteinen und Mikroorganismen, so dass sich die Zahnoberfliche im
Laufe der Zeit mit der Plaque, einem Biofilm, iiberzieht. Der Zahn ist insofern ein System,
an dem die vorab allgemein vorgestellte Biofilmbildung stattfindet. Eine ausfiihrliche Darstel-
lung der Vorgéinge insbesondere unter oberflichenphysikalischen Gesichtspunkten ist in dem
Buchbeitrag von Arnebrant [49] verfiighar.

Durch Untersuchungen und Vergleich der Proteinadsorption auf Gold- und Hydroxylapatito-
berflachen konnten fiir diese Vorgénge signifikante Unterschiede festgestellt werden [50]. Die
Beobachtungen dabei belegen, dass Hydroxylapatit als Substrat auf adsorbierende Proteine
einen speziellen Einfluss haben kann. Wie bei den kristallografischen Eigenschaften bereits
aufgezeigt wurde, besitzt HAP anisotrope Eigenschaften zwischen unterschiedlichen Kristall-
richtungen. Kandori konnte durch Adsorptionsexperimente zeigen, dass Proteine auf unter-
schiedlichen Kristallitfacetten synthetischen HAPs unterschiedliches Adsorptionsverhalten zei-
gen [51]. Molekulardynamik-Simulationen von Proteinen in der Ndhe von HAP-Oberfléchen
von Shen et al. zeigen weiterhin, dass die geladene Oberfliche von HAP bevorzugt mit gela-
denen oder polaren Gruppen innerhalb des Proteinmolekiils interagiert [52]. Diese Spezifizitéit
ist im Gegensatz zu bisher untersuchten Modelloberflichen ein Unterschied. Der Anteil dieser
Interaktion an der gesamten Wechselwirkungsenergie des Molekiils mit der HAP-Oberflidche
betrage demnach mehr als 90%, und entsprechende Bedeutung muss dem Ladungszustand von
Oberfliche und Protein bei der Adsorption eines Proteinmolekiils auf einer HAP-Oberflache
eingerdumt werden. Ein dhnliches Ergebnis liefern zwei weitere theoretische Veroffentlichungen
von Rimola et al.[53], [54], in denen mit Hilfe quantenmechanischer Simulationen das Adsorpti-
onsverhalten der Aminosidure Glycin auf einer HAP-Oberfliche untersucht wurde. Dabei sind
es wiederum die pH-aktiven und somit geladenen Gruppen des Molekiils, die die stérksten
Bindungen erzeugen.

Mundspeichel, aus dem ein Grofiteil der in der Mundhéhle verfiigbaren Proteine stammt, ist
eine komplizierte Mischung unterschiedlichster Proteine und Proteasen in wéssriger Losung,
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beispielsweise Amylase, Lysozym und Serumalbumin, um nur drei zu nennen. Beim Menschen
wird er in mehreren um den Mund herum angeordneten Driisen gebildet, von denen die grofiten
die Ohr- und die Unterzungenspeicheldriisen sind. Eine unvollstéindige Ubersicht der enthalte-
nen Substanzen liefert die schematische Darstellung in Abbildung [2.10] aus der auch grob die
Funktion der enthaltenen Stoffe hervorgeht.

Amylasen, Cystatine, Kohlenanhydrasen
Histatine, Mucine, Histatine
Peroxidasen

bakteriozide

| Aufgaben Pufferung

Cystatine, Amylasen,

Mucine Mucine
virozide Verdauung
Aufgaben
fungizide Mineralisation
Aufgaben

Histatine Cystatine, Histatine,

Prolinreiche Proteine
Statherine

Gewebe- Schmierung,
beschichtung | Viscoelastizitat

Amylasen, Cystatine Mucine
Mucine, prolinreiche Statherine
Proteine, Statherine

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der Zusammensetzung von menschlichem Speichel
und der Aufgaben, die die einzelnen Komponenten ausiiben [55].

Der erste Schritt bei der oralen Biofilmbildung ist die Entstehung des sog. Pellikel, also dem
initialen, azelluldren Proteinfilm, der eine saubere Oberfliche eines Zahnes innerhalb weniger
Minuten bedeckt [44] 45]. Die chemische Zusammensetzung des Pellikels verédndert sich mit der
Zeit: Initial besteht es zum Grofiteil aus leichten Molekiilen, die aufgrund ihrer relativ grofien
Diffusionsgeschwindigkeit die Oberfliche schnell bedecken. Mit der Zeit dominieren dann aber
groBere Molekiile, die eine stérkere Bindung zur Oberfliche aufweisen. Wegen der unterschied-
lichen Eigenschaften der jeweils adherierten Molekiile verdindert die Oberfliche entsprechend
ihre Eigenschaften. Die Anderung bereits einer einzelnen Aminoséure eines Proteinmolekiils
kann {ibrigens wihrend der Adsorption zu gedinderten Adsorptionskinetiken fithren [56]. Dies
betont erneut den starken Einfluss, den die Primé&rstruktur der Proteine auf ihr Verhalten hat.

An der Bildung des oralen Pellikels initial beteiligte Proteine sind unter anderem Lysozym,
Amylase, Cystatine, Albumin und prolinreiche Proteine (PRPs). Lysozym kann (-(1,4)-gly-
cosidische Bindungen spalten, wie sie in den bakteriellen Zellwéinden in den Peptidoglykan-
schichten vorkommen, wodurch es eine antibakterielle Wirkung und Bedeutung hat. Amylase
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kann a-(1,4)-glycosidische Bindungen spalten und spielt deswegen eine besondere Rolle in der
Verdauung von Stérke und anderer Polysaccharide. Cystatine wirken als Cysteinproteinase-
Inhibitoren. Sie binden an HAP-Oberflichen und hemmen dadurch das Wachstum von HAP-
Kristallen [57]. PRPs sind im Gegensatz zu den drei zuvor genannten Molekiilen nicht globulér,
sondern ungefaltet. Sie bestehen aus einer N-terminalen phosphorylierten Doméne, die zu ei-
ner Wechselwirkung mit der HAP-Oberfliche in der Lage ist. Das C-terminale Ende hingegen
kann eine bakterielle Adh#sion begiinstigen. PRPs sind dariiberhinaus auch in der Lage ein
Ausfallen von Calciumsalzen oder ein Kristallwachstum in einer entsprechenden Lésung zu
verhindern [58], wodurch sie eine gewisse Ahnlichkeit zu Caseinmolekiilen in Milch zeigen,
die Calcium binden und durch die Bildung von Mizellen auch in Loésung halten kénnen. Im
Mund hat die Anwesenheit der PRPs daher einen Einfluss auf die Regulation der freien Calci-
umkonzentration, was bei allen Arten von Mineralisationsprozessen von Bedeutung sein kann
[59].

All die im Speichel befindlichen Proteine kénnen nicht nur mit der Oberfliche des Zahn-
schmelzes interagieren, sondern auch miteinander. So sind z.B. Proteinkomplexe aus PRP und
Albumin beobachtet worden. Proteinmolekiile kénnen auflerdem Multimere bilden. In hin-
reichend hoher Konzentration gilt dies z.B. fiir Lysozym und Albumin. Schlussendlich kénnen
auch Substanzen anderer Stoffklassen fiir bestimmte Wechselwirkungen und Komplexbildungen
verantwortlich sein: Lipide beispielsweise kommen in unterschiedlichen Bindungsverhéltnissen
je nach Speicheldriise vor [49].

Die Oberfliche von Zahnschmelz besteht aus HAP als mineralischer Komponente, das in eine
organische Matrix unter anderem aus Wasser, Amelogenin, Enamelin und Proteasen eingebet-
tet ist [60]. Diese komplizierte Umgebung und ihre Eigenschaften sind in erheblichem Mafle
von den genauen Umgebungsbedingungen abhéngig: Das mineralische Material ist je nach Zu-
sammensetzung unterschiedlich geladen. (-Potentialmessungen liefern fiir Zahnschmelz einen
isoelektrischen Punkt (IEP) bei pH 4,4 - 5. Dieser Wert differiert signifikant von der synthetisch
gewonnenen, reinen Phase von HAP, die zwischen pH 7,5 und 7,6 ungeladen ist. Wird reines
Fluorapatit untersucht, so liegt dessen IEP zwischen pH 4 und 6 [61]. Der IEP von Zahnschmelz
zeigt im Vergleich mit den anderen Werten fiir die synthetischen Materialien bereits, dass sich
Zahnschmelz grundsétzlich anders verhélt und ein direkter Vergleich daher schwierig ist. Ne-
ben der mineralischen Phase sind auch die Eigenschaften der organischen Materials entlang
der Oberfldche stark von den Umgebungsbedingungen abhéingig. Wie vorher dargelegt wurde,
unterliegt der Ladungszustand auch der Proteine einer pH-abhéingigen Variation. Der IEP, der
fiir die Zahnschmelzoberfliche angegeben ist, ergibt sich aus dem Einfluss der Ladung der mi-
neralischen Phase und der organischen Matrix. Welche Konsequenzen fiir von der Oberfliche
ausgehende Wechselwirkungen bestehen, héingt dariiberhinaus von der Konzentration freier
Ladungstréiger ab, die sich im Speichel befindet. Da sich das mineralische HAP-System im
Mund in einer steten Abfolge von De- und Remineralisation befindet, ist auch die Ionenstéarke
von Speichel starken Schwankungen unterworfen.

Eine Zahnoberfliche zeigt in der Regel eine gewisse Strukturierung, wie sie in Anhang [A]
dargestellt wird. Auch diese Struktur kann einen Einfluss auf von der Oberfliche ausgehende
Wechselwirkungen besitzen, beispielsweise bereits durch unterschiedliche Wechselwirkungen
entlang unterschiedlicher Kristallorientierungen des mineralischen Materials.
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Der entstehende initiale Proteinfilm ist nach derzeitigem wissenschaftlichen Versténdnis einer-
seits an der Entstehung vieler Erkrankungen des Gebisses beteiligt, unter anderem die Bildung
von Karies. Andererseits kann er allerdings auch antibakteriell wirken, ndmlich indem Lysozym
in aktiver Konformation auf der Oberfliche gebunden ist und adherierende Bakterien angreift
.

Der Mechanismus der Kariesentwicklung wird dabei wie folgt verstanden: Auf der Zahnober-
fliche haben nach der Bildung eines initialen Proteinfilms Bakterien gute Moglichkeiten zum
Adherieren. Die Proteine Amylase und Mucin beispielsweise haften gut an der Schmelzober-
fliche und fungieren fiir Bakterien sogar als spezifischer Rezeptor [I]. Im Speichel enthaltene
Bakterien kénnen auf derartig belegten Oberflichen adherieren. Bei der Nahrungsaufnahme
gelangen Kohlenhydrate in den Mundraum, die von den an den Zihnen anhaftenden Bakteri-
en verstoffwechselt (oxidiert) werden kénnen. Die dabei als Stoffwechselprodukte auftretenden
Séduren senken den pH-Wert in der Mundhohle ab, so dass die Loslichkeit des mineralischen
Hydroxylapatits ansteigt. Lokal kommt es dabei auf der Schmelzoberfliche zu Bereichen her-
abgesetzten Mineralgehalts. Die immer wiederkehrende Absenkung des pH-Wertes durch den
Bakterienstoffwechsel verursacht schliefSlich signifikante Schiden am Zahnschmelz, indem auf
das Losungsgleichgewicht von Hydroxylapatit Einfluss genommen wird [62].

2.6 Wechselwirkung von Zahnoberflichen mit Proteinen und
Bakterien

Die undefinierten chemischen Verhéltnisse in der Mundhohle und die komplizierte Struktur des
Zahngewebes fiihren zu Problemen bei der Priaparation definierter experimenteller Bedingun-
gen. Hierzu einige Beispiele:

e Die Struktur einer Zahnoberfliche und des Zahnschmelzes sind genetisch bestimmt}
Erndhrungsgewohnheiten, individuelle Abnutzung, Schwankungen beim Wachstum und
zufilligen Schéden fithren allerdings zu unterschiedlichen Ausprigungen, so dass die
tatséichlich vorliegende Oberfliche einen hochst individuellen und anndhernd zufilligen
Aufbau besitzt. Da Hydroxylapatit entlang unterschiedlicher Kristallachsen unterschied-
liche Wechselwirkungen aufweist [33], ist eine grundlegende Beschreibung einer natiirli-
chen Zahnoberflache kompliziert, denn die geringe Gréfie der Strukturen lasst kaum eine
ortsaufgeloste Charakterisierung der Oberfliche zu, die aber aufgrund der bekannten
spezifischen Wechselwirkungen des HAP mit Proteinen angezeigt ist.

e Unterschiedliche Zahnflichen und Zahnpositionen erfahren aufgrund verschiedener Ex-
position und Nutzung unterschiedliche Beeinflussung. Die Zahnstruktur variiert somit
zwischen unterschiedlichen Zahnen oder gar unterschiedlich orientierten Flidchen ein und
desselben Zahnes. Als Beispiel sei hier die unterschiedliche Abnutzung der Kauflichen
im Vergleich zu den Zahnzwischenrdume an einem Mahlzahn genannt.

UEine genetische Abhiingigkeit ist bei der Zahngewebebildung gegeben aufgrund des Einflusses der an der
Gewebebildung beteiligten Proteine. Durch Selbstorganisation wird durch sie eine Strukturvorgabe gebildet,
die die Struktur des Zahngewebes beeinflusst.
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anziehend abstoflend
kurzreichweitig Hydrophobe WW Born-Abstoflung
(d < 1 nm) chemische Bindungen (kovalent, ionisch)

WW durch Wasserstoffbriicken
langreichweitig Coulomb-WW Coulomb-WW
(d > ca. 100 nm) | van-der-Waals-WW

Dipol-WW

Tabelle 2.2: An einer Zahnoberfliche relevante Wechselwirkungen (WW), unterschieden nach
Repulsion und Attraktion, nach kleiner oder grofier Reichweite [I].

e Der Verzicht auf die natiirliche Oberfliche zugunsten einer geschliffenen Gewebsober-
fliche dndert nichts an den bereits genannten strukturellen Problemen bei der Nutzung
der Gewebeprobe als Modellmaterial zur Charakterisierung vom Wechselwirkungen, denn
die Prismenstruktur des Zahnschmelzgewebes zeigt auch in seinem Inneren die geschil-
derte, hochkomplexe Struktur.

e Der Fluoridgehalt im Zahngewebe ist abhingig von der Fluoridkonzentration im Orga-
nismus zum Zeitpunkt der Gewebsentstehung [63]. Die chemische Zusammensetzung des
Zahngewebes variiert damit zwischen Zahnen und unterscheidlichen Zahnflichen eines
Zahnes. Sie variiert auflerdem auch noch entlang der Wachstumsrichtung und spiegelt
damit den zeitlichen Verlauf der wihrend des Gewebswachstums vorhandene Fluorid-
konzentration wieder. Eine duflerliche Anwendung nach Abschluss der Gewebsentstehung
fithrt zu einem hohen Fluoridgehalt im Oberflichenbereich. Der Fluoridgehalt ist damit
hochst variabel und im Vorhinein nicht generell bestimmbar.

Daher ist eine Beschreibung eines Adhésions- oder Adsorptionsvorganges oder gar der Bil-
dung eines Biofilms auf einer Zahnoberfliche ein nicht-triviales Unterfangen. Die individuelle
Struktur, in der das Gewebe vorliegt, miisste fiir eine quantitative Untersuchung zunéchst um-
fassend charakterisiert werden, und zwar sowohl in chemischer als auch in morphologischer
Hinsicht. Welche Komponente(n) des Gewebes sind an einer Wechselwirkung aktuell bezeich-
net? Beeinflussen sich diese Wechselwirkungen gegenseitig? Zu diesen Fragen gesellt sich im
physiologischen Falle die komplexe Umgebung der Mundhdhle, in der sich das Gewebe befindet.
Allein Speichel besteht aus einigen Dutzend Komponenten, deren Wirkung und gegenseitige
Beeinflussung die Beschreibung von Grenzflichenvorgingen am Zahnschmelz sehr erschwert
[55].

Trotz aller Komplexitéit bei der Beschreibung von Adsorptionsvorgangen auf einer Zahnober-
fliche kann zunéchst davon ausgegangen werden, dass wie bei einer sehr einfachen Modello-
berflache eine Beschreibung im Rahmen der DLVO-Theorie zuléssig ist: Die Adsorbate (z.B.
Proteinmolekiile) befinden sich in einem effektiven Potential der Oberfldche, das sowohl ab-
stolende als auch anziehende Kréfte beriicksichtigt. Weiterhin sind kurzreichweitige von lang-
reichweitigen Kriiften zu unterscheiden. Einen Uberblick bietet Tabelle Die vorhandenen
Wechselwirkungen sorgen fiir ein bestimmtes Wechselwirkungspotential einer Zahnoberfldche.
Neben der ggf. auftretenden gegenseitigen Beeinflussung dieser Wechselwirkungen ist es insbe-
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sondere die komplizierte Struktur der Zahnoberfliche und ihre chemische Zusammensetzung,
die die Bestimmung dieses Potentials entlang der Oberfliche erschwert. Dazu zwei Beispiele:

e Die Rauigkeit der Zahnoberfldche und die chemischen Variationen des Gewebes sind nur
mit groffen Aufwand zu bestimmen. Sie spielen aber ggf. fiir Adhésions- und Adsorpti-
onsprozesse eine wichtige Rolle. Das Oberflichenpotential ist abhingig von chemischer
Zusammensetzung und Morphologie, so dass zur Beschreibung beides entlang der Ober-
fliche bestimmt werden muss.

e Im Gewebe enthaltene Proteine &ndern in erheblichem Mafle die von einer Oberfléche aus-
gehenden Wechselwirkungen. Diese konnen aulerdem von weiteren Groflen abhéngig wer-
den, oder eine gegebene Abhéngigkeit verdndert sich durch die Anwesenheit der Proteine.
Da beispielsweise der Ladungszustand eines Proteins pH-abhéngig ist, kann eine protein-
haltige Oberfliche ihren Ladungszustand dndern, selbst wenn dies bei Vernachldssigung
der Proteine nicht der Fall wire. Das resultierende Oberflichenpotential variiert hier-
durch in entsprechend komplizierter Weise. Die Zahl der Abhéngigkeiten von dufleren
Parametern steigt somit an.

Selbst falls reklamiert wird, dass die Relevanz eines vereinfachten Probensystems fiir die medi-
zinische Alltagsarbeit gering sei [I], so ist doch aus physikalischer Sicht der Versuch der exakten
Beschreibung einer natiirlichen Zahnoberfliche ohne vorhergehende Charakterisierung der sie
aufbauenden Komponenten zum Scheitern verurteilt.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass aufgrund der Struktur und der chemischen Eigenschaf-
ten des Zahngewebes der Verwendung einer natiirlichen Gewebeprobe eine aufwindige Charak-
terisierung dieser Probe vorauszugehen hétte. Der Erkenntnisgewinn allein aus der Verwendung
der natiirlichen Probe fiir eine zukiinftige Modellierung der Oberflichenvorgéinge ist als gering
einzuschétzen. An der komplizierten Zahnoberfliche gibt es fiir die sinnvolle Durchfiihrung
von Messungen zuviele nicht-kontrollierte Parameter, so dass selbst bei hinreichender Charak-
terisierung der Probe die quantitative Beschreibung aller oberflichlichen Vorgéinge und ihrer
gegenseitigen Beeinflussung derzeit unmoglich ist.

Um trotzdem Experimente mit gréflerem Bezug zu dem natiirlichen Gewebe durchfiithren zu
konnen, kann ein Ansatz in der Verwendung synthetischer Proben bestehen, die einige wenige
Eigenschaften des Zahngewebes nachstellen. Zahnschmelz besteht zum Grofiteil aus HAP, so
dass ein naheliegender Schritt zur experimentell kontrollierten Simulation eines Zahnes in der
Verwendung einer HAP-Probe besteht. Alle anderen Bestandteile des Zahngewebes kénnen in
einem ersten Ansatz vernachlissigt werden, denn sie bedingen strukturell und chemisch weit
groflere Anforderungen als die Verwendung des anorganischen Zahnmaterials alleine. Auch
Carbonatanteile kénnen in einem ersten Schritt vernachléssigt werden.

Naheliegende Anforderungen fiir synthetische Ersatzproben kénnen wie folgt lauten:

e Die Modellprobe soll aus Hydroxylapatit bestehen.
Die Probe sollte beziiglich der chemischen Zusammensetzung dem Zahngewebe moglichst
ghnlich sein. Das ist nach der vorangehenden Argumentation offenbar ndherungsweise der
Fall.
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2 Grundlagen

e Die Probe soll in ihrer Struktur einfach und beeinflussbar sein und dabei eine
hohe Dichte besitzen.
Die Untersuchung von Oberflichenwechselwirkungen wird durch eine méglichst homogene
Oberflache frei von Poren, Stufen etc. vereinfacht. Eine Facette eines Einkristalls besitzt
derartige Figenschaften. Makroskopische Einkristalle sind allerdings aus Hydroxylapatit
nur schwierig herzustellen.

e Es sollen keine Halogenide enthalten sein.
Um mit Hilfe der Proben auch den Effekt der Fluorierung von HAP zu untersuchen, ist
ein kontrollierter Fluoridgehalt, aber auch ein geringer Anteil von anderen Halogeniden
notwendig. Um Vergleichsmessungen vor bzw. nach einer Fluorierung zu erlauben, sollten
daher keine oder nur sehr wenige Halogenide enthalten sein.

e Die Probe soll kontrolliert und reproduzierbar herzustellen sein.
Diese Anforderung stellt sicher, dass auch bei der Verwendung mehrerer Proben grundsétz-
lich gleiche Ergebnisse zu erwarten sind.

Mit Hilfe synthetischer Proben kann im Prinzip den am natiirlich gewachsenen Gewebe auftre-
tenden grofiten Problemen ausgewichen werden. Der Einfluss eingebauter Proteine auf Ober-
flichenvorginge ist nicht vorhanden, und ebenso wenig spielt deren Beeinflussbarkeit durch
den pH-Wert eine Rolle. Gelingt es, die Untersuchung auf einer synthetischen Oberfliche auf
hinreichend groflen einkristallinen Oberflichen durchzufiihren, so sind die Oberflichenvorgéinge
auch nicht mehr durch unterschiedliche Kristallitorientierungen beeinflusst.

Zwar muss fiir eine Ubertragung der Ergebnisse der Messungen an Pellets auf reale Zahnge-
webe auch der Einfluss der anderen Gewebebestandteile beriicksichtigt werden, es ergibt sich
jedoch die Moglichkeit, ein vollig kontrolliertes System in genau definierten Bedingungen zu
untersuchen. Das resultiert in einem grundlagenwissenschaftlichen Ansatz, der eine schritt-
weise Anpassung des Messsystems in Form zunehmender Komplexitit erlaubt. Einfluss und
Wechselwirkung jeder einzelnen Komponente des natiirlichen Gesamtsystems mit den anderen
Komponenten werden prinzipiell zumindest zugénglich und messbar.

Herstellung und Charakterisierung den obigen Anforderungen entsprechender synthetischer
Hydroxylapatit-Pellets sind in den nachfolgenden Kapiteln dieser Arbeit dargestellt. Fiir die
Proben sind aulerdem Anwendungsbeispiele gezeigt, in denen anhand von Experimenten Ei-
genschaften von Hydroxylapatit herausgestellt werden. Das betrifft im néchsten Kapitel bei-
spielsweise die Verteilung von Fluorid nach der Anwendung auf eine HAP-Pelletoberfléche.
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3 Allgemeines zu den angewendeten Messmethoden

3.1 Photoelektronenspektroskopie — XPS

Grundlagen

Das Verfahren der Rontgen-Photoelektronenspektroskopie (kurz: XPS, engl. X-ray Photoelec-
tron Spectroscopy) beruht auf dem photoelektrischen Effekt: Bestrahlt man einen Festkorper
mit elektromagnetischer Strahlung ausreichend hoher Energie hv, so kénnen Elektronen des
Festkorpers soweit angeregt werden, dass sie diesen unter Uberwindung der Austrittsarbeit ®,
verlassen. Befindet sich die Probe dabei in einem Vakuum ausreichender Giite, so erlaubt die
daraus resultierende, grofle freie Weglénge der Elektronen nach Verlassen des Festkorpers die
Analyse ihrer kinetischen Energie F,.pozkin- Bel Verwendung einer bestenfalls monochroma-
tischen Rontgenquelle bekannter Energie (Synchrotronstrahlung, charakteristische Rontgen-
strahlung) ldsst die Analyse die Bestimmung der jeweiligen Bindungsenergie der Elektronen
vor der Anregung zu. Zugrunde liegt hierbei die photoelektrische Gleichung nach Einstein

By = hv — B (3.1)

Die Energieskala wird an der Fermi-Energie zu Null definiert. Im einfachen Fall eines metalli-
schen Festkorpers sind kernnahe Rumpflektronen bezogen auf die Energieskala unterhalb der
Valenzelektronen und der Fermienergie zu finden, sie liegen energetisch somit im Negativen.
Die Differenz von Fermienergie und potentieller Energie eines Elektrons wird als seine Bin-
dungsenergie Ep definiert. Zum Verlassen des Festkorpers ist iiber die Fermienergie hinaus
noch eine Austrittsarbeit @5 aufzubringen, mit der das Elektron dem attraktiven Regime des
Festkorpers entflieht. Die Austrittsarbeit ist dabei eine Stoffkonstante, die abhéingig vom Pro-
benmaterial ist.

Auf der Detektorseite ist das Energieniveau der Austrittsarbeit (I)Qnalysator im Allgemeinen

unterschiedlich von demjenigen auf der Probenoberfliche ®5. Die vom Detektor registrierte

kinetische Energie eines Elektrons Eﬁiﬁalysator weicht daher um einen konstanten Betrag von

der tatséichlichen Energie beim Austritt aus der Oberfliche ab. Der Energiebetrag liasst sich
allerdings leicht bestimmen, da &hnlich der Verhéltnisse bei der Probenaufladung (s.u.) Linien-
intensitdat und -lage relativ zueinander erhalten bleiben.

Nicht-leitende Materialien laden sich durch das sukzessive Entfernen von Elektronen aus dem
Festkorper zunehmend positiv auf. Elektronen erfahren beim Austritt aus der Probe daher
eine mit der Zahl der emittierten Elektronen kontinuierlich zunehmende, anziehende Kraft, die
vom aktuellen Ladezustand der Probe abhéingig ist. Die attraktive Kraft wirkt auf Elektronen
egal welcher kinetischen Energie gleich, so dass die resultierenden Spektren um einen Energie-
wert B¢y hin zu hoheren Bindungsenergien verschoben werden. Anhand der relativen Lage der
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Abbildung 3.1: Ubersichtsspektrum einer HAP2-Probe. Beginnend bei der Fermi-Energie Ep

(definitionsgemiB bei relativer Bindungsenergie Eg = 0) am rechten Rand wer-

den bei abnehmender relativer Bindungsenergie Fp — Eg die Rumpfelektronen-

Niveaus der in der Probe enthaltenen Elemente sichtbar. Die Fe-2p-Linie wird
durch den Probenhalter erzeugt.

Maxima zueinander und der (unter Verschiebung invarianten) Intensitét der Linien lassen sich
die einzelnen Beitréige der in der Probe enthaltenen Elemente dennoch bestimmen.

Die einzelnen Energiebetrige werden anhand des in Abbildung dargestellten Energie-
Diagramms verdeutlicht. Der Energiebetrag E aus Gleichung setzt sich aus den vorge-
nannten Betrigen zusammen, so dass am Analysator gilt:

Analysator

hy — EAnalysator + Bp + 04 (3.2)

~ “kin

Elektronen, die sich mit einer gegebenen Energie durch einen Festkorper bewegen, konnen in-
elastisch mit weiteren Elektronen oder Atomriimpfen zusammenstofien. Die H&ufigkeit dafiir
héngt u.a. von der Lange der Stecke ab, die ein Elektron innerhalb eines Festkorpers zuriick-
legt. Elektronen maximal moglicher kinetischer Energie nach Gleichung [3.2] stammen daher
zum grofiten Teil nur aus einer diinnen Oberflichenschicht des Festkorpers. Elektronen, die
durch einen Stofivorgang Energie verloren haben, werden lediglich als Untergrundintensitét
bei hoheren Bindungsenergien erfasst. Aus diesem Zusammenhang resultiert die grofie Ober-
flichenempfindlichkeit der XPS.

Die grofie Oberflichenempfindlichkeit bedingt allerdings ebenfalls die Empfindlichkeit auf nicht
zur Probe gehorender, allerdings darauf sitzender Verunreinigungen. Solche Adsorbate sind
in Ultrahochvakuum-Anwendungen keine Seltenheit und ein bekanntes Phinomen. Die Ver-
unreinigungen koénnen durch Sputtern oder Heizen der Probe beseitigt werden. Verbreitete
Adsorbate sind z.B. Kohlen-Wasserstoff-Verbindungen, Wasser und Kohlenstoffmonoxid.
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der energietischen Verhéltnisse wihrend einer XPS-
Spektroskopie. Durch die Anregung hy wird ein Elektron mit Bindungsenergie
Ep auf eine bestimmte kinetische Energie angehoben. Bei der Messung am
Analysator wird eine von der dortigen Austrittsarbeit abhingige kinetische
Energie gemessen.
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ESCA - Chemische Analyse mit Hilfe von XPS

Die Abkiirzung ESCA steht fiir den englischen Begriff FElectron Spectroscopy for Chemical
Analysis. Aus der Lage der Maxima im XPS-Spektrum lassen sich die Bindungsenergien der
Rumpfelektronen und damit die in einer Probe enthaltenen Elemente bestimmen. Um auch
die atomaren Anzahlverhéltnisse der enthaltenen Elemente und damit weitgehende Aussagen
zur chemischen Zusammensetzung der Probe treffen zu kénnen, werden aus den Spektren die
Intensitdten der gemessenen Maxima bestimmt, die durch die Flache unterhalb der Maxima
gegeben ist. Nach Abzug des Untergrundes ist die gemessene Intensitét I einer solchen Spek-
trallinie proportional zu einer Reihe von Parametern:

ITxn o (Egy,) 172 (3.3)

Dabei ist n die Zahl der Atome und o der spezifische Wirkungsquerschnitt fiir den Photo-
emissionsprozess des jeweiligen Orbitals eines bestimmten Elements. F);,, ist die kinetische
Energie, mit der sich ein Elektron innerhalb des Festkorpers bewegt. Die darauf wirkenden
Exponenten a7 und a9 beriicksichtigen eine nicht-lineare Abhéngigkeit der gemessenen Inten-
sitét von der Energie des Elektrons. Hier gehen die Energieabhéingigkeit der mittleren freien
Weglidnge sowie der Analysatortransmission ein. Die Dicke der Oberflichenschicht, aus der
Elektronen gemessen werden, ist daher elementweise energieabhéingig, und damit ist auch die
Zahl der ,sichtbaren“ Atome eines Elements und die daraus resultierende Gesamtintensitét
energieabhéingig. Weiterhin ist der Wirkungsquerschnitt ebenfalls energieabhéngig. Da jedoch
die Anregung mit einer (ann#hernd) monochromatischen Quelle erfolgt, spielt die Variation
keine Rolle.

Um von zwei Elementen 1 und 2 das relative Atomzahlverhéltnis und damit Informationen
zu den vorliegenden chemischen Verbindungen zu erhalten, werden die Intensitéten I; der
zu den jeweiligen Atomen i gehdrenden XPS-Linien miteinander ins Verhéltnis gesetzt. Die
Wirkungsquerschnitte monoenergetischer Rontgenstrahlung mit den jeweiligen Orbitalen sind
elementspezifisch tabelliert [64]. Dann gilt

L o m
Iy o9 ny
I
s M _ %2 (3.4)
ng Iy o

In Gleichung wurde die Energieabhéngigkeit aufgrund der mittleren freien Wegléinge und
der Analysatortransmission vernachlissigt. Diese Vorgehensweise ist gerechtfertigt, falls die
betrachteten Photoelektronen annéhernd gleiche kinetische Energien besitzen. Aus dem Inten-
sitétsverhéltnis der gemessenen Elemente lassen sich dann nach Gleichung die relativen
Anzahlverhéltnisse der Atome der in der Oberflichenschicht enthaltenen chemischen Elemente
bestimmen.

Die Bestimmung der Intensitét einer Spektrallinie geschieht nach dem Verfahren von Shirley
[65]. Hierbei wird die Gesamtflache unterhalb eines Maximums mit der Zahl emittierter Elek-
tronen dieses Elements identifiziert: Je hoher die Intensitit an einem bestimmten Energiewert
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Abbildung 3.3: Untergrundbestimmung bei XPS-Messungen nach Shirley verdeutlicht anhand
einer C-1s-Spektralline.

ist, umso mehr Elektronen dieser Energie werden emittiert. Da die Spektrallinie eine gewisse
Breite besitzt, steigt mit zunehmender Anregungsenergie stetig die Elektronen-Emission an,
und zwar bis das Maximum erreicht ist. Ab dann nimmt die Zahl der Emittierten Elektronen
zwar noch immer zu, der Zuwachs an emittierten Elektronen aus dieser Linie nimmt allerdings
ab.

Als Ma8 fiir die Anderung der Untergrundintensitiit von Niveau rechts zum Niveau links des
Maximums (also von niedrigeren zu hoheren Bindungsenergien) wird die Anderung der Zahl
emittierter Elektronen mit zunehmender Anregungsenergie verwendet. Thren maximalen Wert
erreicht sie im Intensitdtsmaximum dieser Spektrallinie. Danach nimmt parallel zur Zahl emit-
tierter Elektronen auch die Untergrundintensitét nur noch langsamer zu. Anhand der ermit-
telten Zuwachsraten wird dann ein stetiger Ubergang von Niveau bei niedrigeren zu dem bei
hoheren Bindungsenergien modelliert.

In Abbildung ist anhand einer C-1s-Line der Verlauf der Untergrundintensitéit im Vergleich
zum Intensitéitsverlauf der emittierten Photoelektronen entlang der Spektrallinie verdeutlicht.
Die Steigung des Untergrundintensitit ergibt sich dabei aus der Zuwachsrate der emittierten
Photoelektronen.

Verschiebung der Bindungsenergie bei Variation des chemischen
Bindungszustandes

Die bisher geschilderten Methoden zur Analyse der Probenchemie stiitzen sich auf die Be-
stimmung der Bindungsenergien von Rumpfelektronen (sog. core levels) und der Zuordnung
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der entsprechenden Elemente aus Tabellenwerken oder Datenbanken. Dabei variieren die Bin-
dungsenergien im Bereich einiger hundert Elektronenvolt zwischen verschiedenen Elementen.

Bei hoherer energetischer Auflésung der core-level-Energien ergeben sich weitere Hinweise auf
die genauen chemischen Bindungsverhéltnisse der enthaltenen Atome. Dabei wird ausgenutzt,
dass die Elektronenkonfiguration der Valenzelektronen (Hybridisierung, Ionisierung, Bindungs-
polaritéit) Einfluss auf die Bindungsenergie der Rumpfelektronen besitzt. Werden beispielsweise
in einer kovalenten Fluor-Kohlenstoff-Bindung die Elektronen aufgrund der Polaritéit stérker
auf der Seite des Fluors lokalisiert, so fithrt dies zu einer stirkeren Bindung der Rumpfelek-
tronen am Kohlenstoff. Die beobachtbare Abweichung der Energie des Rumpfelektrons im
gebundenen gegeniiber dem ungebundenen Zustand wird als chemical shift bezeichnet.

Fine ITonisation kann als Grenzfall vollstdndiger Polarisierung einer kovalenten Bindung ange-
sehen werden, bei dem die fiir den kovalenten Fall beschriebene Vertiefung des Atompotentials
folglich am stérksten auftritt. Sie fithrt folglich zur gréfiten Steigerung des Betrages der Bin-
dungsenergie der RumpfelektronenE]

Tiefenprofilierung mit XPS

Die Photoelektronenspektroskopie erlaubt eine sehr genaue, quantitative Bestimmung der re-
lativen Stoffmengenanteile einer Probe. Diese Genauigkeit wird dabei auf einer im Vergleich
zu anderen Methoden sehr diinnen Oberflichenschicht erreicht.

Bei niherer Betrachtung macht die Oberflichenempfindlichkeit einen der gréfiten Vorteile der
XPS aus: Oberflichenanalytische Methoden besitzen im Vergleich zu volumenbasierten Mess-
methoden gewohnlich erheblich geringere Signalintensitéiten bzw. schlechtere Signal-zu-Rausch-
Verhiltnisse. Die Signalintensitédt im Falle der XPS hat ihren Ursprung bereits in den direkt
emittierten Photoelektronen: Die von oberflichennahen Atomen emittierten Elektronen errei-
chen ohne weitere Beeinflussung den Detektor, wiahrend dies fiir tiefer liegende Schichten nicht
der Fall ist. Fiir diese Elektronen besteht eine mit der Tiefe des emittierenden Atoms zuneh-
mende Wahrscheinlichkeit fiir inelastische Wechselwirkungen mit anderen Elektronen, wodurch
tiefer liegende Schichten ausgeblendet werden .

Die XPS erlaubt somit die genaue Bestimmung der relativen Stoffmengenkonzentrationen in
einem sehr kleinen Bereich direkt an der Probenoberfliche. Dieser Detektionsbereich kann nun
als Messfenster aufgefasst werden, iiber das hinweg ein (lateral und in die Tiefe) gemittel-
tes Messergebnis bestimmt wird. Wird die Oberfliche nach einer Messung gleichméfig um
einen konstanten Wert abgetragen, ergibt sich eine neue Oberfliche, deren chemische Zusam-
mensetzung nun ebenfalls mit Hilfe der XPS vermessen werden kann. Durch die fortgesetzte
Anwendung von Messung und Abtrag wird das Messfenster in fortlaufend tieferliegende Schich-
ten der urspriinglichen Probe gesetzt (wie in Abbildung dargestellt). Die Bestimmung der
Intensitéten einzelner Spektrallinien fiir Core-Level erlaubt in dieser schrittweisen Technik die

!Zwischen den F-1s-Bindungsenergien von Fluoridionen in verschiedenen Verbindungen gibt es dariiber hinaus
auch kleine Unterschiede, die sich auf unterschiedliche Kristallgeometrien zuriickfiithren lassen, sie sind aber
nur schwer signifikant zu messen.
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a

Abbildung 3.4: Schematische Verdeutlichung der prinzipiellen Vorgehensweise zur Gewinnung
eines XPS-Tiefenprofils. Schrittweises Messen (a bzw. ¢) und Abtragen der
obersten Festkorperschicht (b) erlauben die Anwendung der XPS auch auf
tieferliegende Schichten. Das Messfenster (in der Zeichnung als orangenes
Rechteck angedeutet) liegt in jedem neuen Messschritt in einer tieferen Schicht.

Bestimmung der chemischen Zusammensetzung in unterschiedlichen Abstdnden von der ur-
spriinglichen Oberfléiche der Probe im Sinne einer elementspezifischen Tiefenprofilierung. Auf
diese Weise konnen Variationen der chemischen Zusammensetzung mit einer Tiefenauflosung
von wenigen Atomlagen detektiert werden. Der Abstand der jeweils gemessenen Ebene von der
urspriinglichen Oberfliche wird im weiteren als Tiefe bezeichnet.

Kritisch bei dieser Art Messung ist der kontrollierte Abtrag der urspriinglichen Oberflache. Als
Methode der Wahl bietet sich ein Argonionen-Beschuss der Oberfliche an. Die schweren Ar-
gonionen werden ionisiert und mit einer moglichst konstanten Spannung in einer bestimmten
Rate auf die abzutragende Oberfldche zu beschleunigt. Leicht variierende Beschleunigungsspan-
nungen oder variierende Driicke bei der Versorgung der Argonkanone kénnen zu signifikanten
Variationen bei der Abtragrate fithren. Eine einfache Messung des Beschusszeit ist daher fiir
die Charakterisierung des Vorganges unzureichend. Um dieses Problem zu umgehen, wird fiir
die hier gezeigten Messungen eine Ionendosis ermittelt, die ein absolutes Mafl der Zahl der
auf die Probe geschossenen Ionen darstellt.

Handelt es sich bei der Probe um einen Isolator, dann werden die die Probe treffenden Ar-Ionen
nach Kontakt nicht direkt entladen, sondern sich im Vakuum der Praparationskammer zu einem
Punkt auf Erdpotential hinbewegen, beispielsweise den geerdeten Probenhalter aus Stahl. Der
iiber den Probenhalter flieBende Entladungsstrom wird detektiert, moglichst linear verstérkt
und dann einem Frequenzgenerator zugefiihrt. Je hoher der Entladungsstrom ist, umso héher
ist die Frequenz, die dieses Gerét zur Verfiigung stellt. Ein schlichter Zdhler registriert dann
die Zahl der gelieferten Impulse, die durch den Aufbau ein direktes Maf3 der Zahl entladener
Ar-Tonen ist. Diese Zahl ist proportional zur Gesamtzahl der Ionen, die die beschossene Probe
tatséichlich getroffen haben. Die so bestimmte Ionendosis ist selbst fiir eine stark variierende
Beschussrate noch eine dem Abtrag proportionale Gréfle und erlaubt bestmégliche Kontrolle
der tatsdchlichen Beschussrate mit Ar-Ionen.

Die Isolatoreigenschaft der Probe hat Bedeutung fiir die Eichung der Abtragmethode. Eine
hierfiir notwendige Annahme besteht in der Homogenitét des Beschusses entlang der gesamten
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Probenoberfliche. Wird in diesem Fall die Oberfliche mit einer Maske aus ebenfalls nicht-
leitenden Material abgedeckt, so entspricht die Ionenzahlrate noch immer dem Fall der unmas-
kierten ProbeE| In der Maske befindet sich ein kleines Loch, durch das hindurch Ar-Ionen nach
wie vor die Probenoberfliiche abtragen. Nachdem eine bestimmte Ionendosis auf die Oberflidche
abgegeben wurde, wird das auf der Probenoberfliche durch die Maske hindurch entstandene
Loch mit Hilfe oberflichenmetrologischer Methoden vermessen. Bei den hier vorgestellten Ex-
perimenten wurden Weillichtinterferometrie und Rasterkraftmikroskopie dafiir verwendet.

In Abbildung ist ein nach oben beschriebener Prozedur entstandenes Loches mit Hilfe
der WeiBlichtinterferometrie abgebildet. Durch die Bestimmung der Lochtiefe und Kenntnis
der zum Erzeugen dieses Loches aufgewendeten Ionendosis kann eine ionendosisbezogene Ab-
tragrate berechnet werden. Unter der Annahme der Homogenitét des Ionenbeschusses ist diese
Rate ein fiir gegebenes Probenmaterial und festgelegte Beschleunigungsspannung konstanter
Préparationsparameter.

Durch den Ar-Ionen-Beschusses kann prinzipiell auch die Probenoberfliche plastisch verdndert
werden, wie dies in an Si-Oberflichen bereits beobachtet wurde. Die mit der Zeit zunehmende
Rauigkeit der Oberfliche ist neben dem Abtrag ein weiteres Resultat dieser Behandlung. In
geringem Mafle werden auflerdem Ar-Ionen in die Probenoberfliche implantiert, was ebenfalls
zu Gitterverinderungen fiithren kann. Dies fithrt zu dem in Abbildung beobachteten Ar-2p-
Signal.
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Abbildung 3.5: Bestimmung von Durchmesser und Tiefe eines unter kontrollierten Bedingun-
gen in der Probenoberfliche erzeugten Loches mit Hilfe von Weifllichtinter-
ferometrie. Mit Hilfe der in Falschfarben dargestellten Hoheninformation (a)
wird ein zusammenhéingendes Bild dargestellt, wahrend fiir die quantitative
Auswertung an einem Querschnitt der dargestellten Struktur geschieht (b).

Die XPS stellt sich zusammenfassend gesagt als eine entlang einer Probenoberfliche hochst
empfindliche Messmethode heraus. Aus prinzipiellen Griinden sind die zum Messsignal beitra-
genden Bereiche auf die ersten Atomlagen einer Oberfliche begrenzt, so dass bereits Adsorbate
bei der Interpretation von Messergebnissen beriicksichtigt werden miissen. Aus den Ergebnissen

2Im Falle einer elektrischen Strom leitenden Probe miisste die verwendete Maske ebenfalls leitend sein, um
fiir die Messung des Entladestroms gleiche Voraussetzungen zu gewéhrleisten. Die Ionenzéhlraten entsprechen
dann wiederum dem unmaskierten Fall.
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lassen sich unter Beriicksichtigung von Wirkungsquerschnitten Atomzahlverhéltnisse zwischen
einzelnen Elementen gewinnen, aus denen sich chemische Verbindungen in der Probe begriinden
lassen. Aufgrund der an der Oberfliche konzentrierten Empfindlichkeit der XPS kénnen durch
fortgesetztes Messen und Abtragen einer Oberfliche Tiefenprofile erstellt werden, aus denen
die chemische Zusammensetzung fiir unterschiedliche Abstdnde von der urspriinglichen Pro-
benoberflache in hoherer Auflésung als mit einer anderen Messmethode resultiert.

3.2 Rontgenbeugung - XRD

Grundlagen

Kristalline Festkorper zeichnen sich gegeniiber amorphen Festkorpern durch die {iber weite
Strecken regelméfBige Anordnung der Atome oder Molekiile aus. Die sich wiederholende, peri-
odische Abfolge bestimmter Atome innerhalb des Festkorpers bezeichnet man als Gitter. Das
Gitter, das nach Modellanschauung in alle Raumrichtungen unendlich weit ausgedehnt ist, wird
durch Verschiebevektoren charakterisiert, die es in sich selbst iiberfiihren. Relative Lange und
Richtung dieser Verschiebungsvektoren bestimmen die Kristallstruktur, in der ein Festkorper
vorliegt. Das Volumenelement, das aus den zur Beschreibung eines dreidimensionalen Gitters
benétigten drei primitiven Verschiebungen besteht, bezeichnet man als Einheitszelle. Inner-
halb dieser Volumina befinden sich die Atome oder Molekiile immer an der gleichen Position,
so dass zur Beschreibung der Atomposition die Lagebeschreibung innerhalb des Volumens der
Einheitszelle ausreichend ist. Sieht man von Gitterfehlern ab, so besteht ein Festkorper aus
einer Aneinanderreihung solcher primitiver Einheitszellen bzw. der darin enthaltenen Atome.

Die regelméflige Anordnung der Atome in einem Kristall fithrt zu Beugungserscheinungen,
wenn eine einlaufende elektromagnetische Welle mit hinreichend kleiner Wellenlédnge mit dem
Material interagiert. Rontgenstrahlen konnen insbesondere von Elektronen elastisch gestreut
oder reflektiert werden, und sie sind von ausreichend kurzer Wellenlédnge. Konstruktive In-
terferenz der von einem Material zuriickgestreuten Wellen tritt dann auf, falls es sich beim
Streuvektor (also dem Differenzvektor zwischen dem Impulsvektor der einlaufende und der
auslaufenden Welle) in einer bestimmten Richtung um einen reziproken Gittervektor handelt
(Laue-Bedingung). Aus der Lage der Beugungsmaxima lisst sich dann unter Umkehrung
dieser Bedingung auf die die Beugung hervorrufende Struktur zuriickschlieBen. Das ist das
Prinzip hinter der Rontgenbeugung als Messmethode, aus deren Ergebnissen sich bei entspre-
chend genauen Messungen viele Eigenschaften eines Kristalls ableiten lassen. Die strukturellen
Informationen der Einheitszelle erlauben auch Aussagen iiber die Gréfle und damit iiber die Art
an ihrem Aufbau beteiligter Atome. Entscheidenden Einfluss auf die Anordnung der Teilchen
im Festkorper haben Atom- oder Ionenradien.

Das Ergebnis eines solchen Beugungsexperiemts ist ein Diffraktogramm, in dem die unter
einem bestimmten Winkel detektierte Intensitidt als Funktion des Beugungswinkels 260 auf-
getragen ist. Je einfacher und symmetrischer der beugende Kristall, umso geringer ist die
Zahl der detektierten Maxima. Fiir polykristalline Systeme ungeordneter Orientierung (Pulver
oder sonst polykristallin aufgebaute Systeme) treten die Beugungsmaxima in einer rotations-
symmetrischen Richtung relativ zum einfallenden Strahl auf. Durch die ungeordnete Struktur
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3 Allgemeines zu den angewendeten Messmethoden

resultiert nicht ein einzelner Reflex (wie etwa im Falle eines Einkristalls), sondern die zuféllige
Orentierung der Kristallite lenkt den Strahl folglich ebenso unorientiert unter einem gleich-
bleibenden Ablenkwinkel entlang eines Kegels in alle Richtungen. Fiir pulverférmige Proben
resultiert daher ein vereinfachter experimenteller Aufbau, denn es ist fiir die Durchfithrung des
Experiments unerheblich, wie genau der Einfallswinkel der Rontgenstrahlung relativ zu den
Kristallachsen verlduft.
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}\
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Abbildung 3.6: Schematischer Aufbau eines Rontgendiffraktometers. Das von der Methode ge-
lieferte EDiffraktogramm zeigt fiir jeden Winkel die am Detektor empfangene
Intensitét. Aus der Position der Maxima lassen sich Aussagen zum Kristallbau
eines untersuchten Festkorpers ableiten.

Praktisch werden XRD-Untersuchungen heute immer in Reflektionsgeometrie durchgefiihrt,
wie sie schematisch in Abbildung dargestellt ist. Uber ein Goniometer wird konstruktiv
sichergestellt, dass die Stellung von Rontgenemitter und Detektor zu jedem Zeitpunkt durch
denselben Winkel 8 gegeben ist. Schmale Schlitzblenden sorgen fiir eine Emission und Detekti-
on der Rontgenstrahlung mit hinreichender Genauigkeit: Je kleiner die Blende, umso definierter
die Winkelangaben, aber umso geringer auch die Intensitéten. Dies kann durch ldngere Messzei-
ten ausgeglichen werden. Beim Einsetzen der Probe in die Apparatur wird sichergestellt, dass
die Probenoberfliche sich im Goniometerzentrum befindet und sich die Scheitel von Detektor-
und Emitterwinkel damit entsprechend der Skizze einstellen. Fiir jede Winkelstellung des Go-
niometers wird dann am Detektor die Intensitéit empfangener Rontgenstrahlung dokumentiert.
Das Ergebnis ist ein Diffraktogramm, wie es rechts in Abbildung [3.6] gezeigt ist. Fiir eine bes-
sere Vergleichbarkeit mehrerer Messungen werden die stérksten Linien in dieser Arbeit jeweils
auf 1000 Einheiten normiert. Die Intensititen schwécherer Maxima des Diffraktogramms wer-
den relativ hierzu angepasst. Anhand von Lage und Intensitdt der Maxima lassen sich die
zugrundeliegenden Kristallstrukturen bestimmen.

Dank informationstechnischer Verfahren lassen sich zu einem bestimmten Beugungsbild aus
Datenbanken die zugehorigen Kristallstrukturen und damit die Materialien anhand der cha-
rakteristischen Lage der Maxima identifizieren. Sind mehrere Strukturen enthalten, iiberlagern
sich die Beitriige entsprechend. In solchen Féllen kann eine Rietveld-Anpassung [66] zur Auf-
kldrung der jeweiligen Anteile der verschiedenen Verbindungen sinnvoll sein.
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3.3 Rasterkraftmikroskopie und Kraftspektroskopie

Grundlagen

Optische Mikroskopiemethoden erlauben dem Beobachter lediglich den Zugriff auf solche Struk-
turen, deren Abmessungen sich in der Groflenordnung der Lichtwellenléinge oder dariiberhin-
aus bewegen. Um kleinere Strukturen abzubilden, sind andere Methoden notwendig. Neben
der Elektronenmikroskopie, die im nachfolgenden Abschnitt kurz beleuchtet wird, ist es die
Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy, AFM), die seit Mitte der 1980er Jahre
die Beobachtung kleinster Strukturen erlaubt [67]. Das Messprinzip beruht auf der Interaktion
einer an einem Federbalken montierten, sehr feinen Spitze (wie sie in Abbildung zu sehen
ist) mit einer Oberfléche.

Abbildung 3.7: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Si-Spitze fiir den Einsatz in einem
Rasterkraftmikroskop. Der die Spitze tragende Federbalken ist nicht abgebildet.

Rasterkraftmikroskope kénnen in der Regel in unterschiedlichen Betriebsmodi verwendet wer-
den. Diese lassen eine angepasste Abbildung der Oberfliche unter Beriicksichtigung der Eigen-
schaften der Probe zu.

Beim sogenannten Kontaktmodus verbiegt sich unter dem Einfluss der Oberflédche der Feder-
balken, da Oberflache und die Spitze miteinander in Wechselwirkung stehen. Je nach Paarung
von Spitzen- und Substratmaterial sind sowohl repulsive als auch attraktive Krifte denkbar.
Fiir einen gegebenen Abstand der Spitze von der Oberflache stellt sich zwischen der Federkraft
des Federbalkens und der Kraft zwischen Oberfliche und Spitze ein Kriftegleichgewicht ein,
das zu einer Verbiegung des Federbalkens fithrt. Diese Verbiegung kann z.B. mit Hilfe einer
Laseroptik verstirkt (Lichtzeigerprinzip) und registriert werden. Dazu wird auf das freie Ende
des Federbalkens, der an der anderen Seite gewohnlich an einem Silizium-Wafer héngt, ein La-
serpunkt fokussiert. Dessen Reflexion wird auf die Mitte eine Fotodiode gelenkt, die aufgrund
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3 Allgemeines zu den angewendeten Messmethoden

ihrer Bauart in der Lage ist, sowohl Abweichungen aus dieser Normalposition in horizontaler
wie auch in vertikaler Richtung zu registrieren. Variiert bei Anderung der Kriifte zwischen
Oberflache und Spitze die Gleichgewichtslage des Systems und damit die Verbiegung des Fe-
derbalkens, so wandert die Reflexion des Lasers auf der Fotodiode entsprechend aus. Da beim
Kontaktmodus eine konstante Kraft auf die Oberflache ausgeiibt wird, eignet er sich besonders
fiir die Abbildung inelastischer, stabiler Proben.

Beim sogenannten intermittierenden Modus (auch Tapping Mode®) ist die direkt auf die
Oberfliiche ausgeiibte Kraft geringer, weswegen sich dieser Modus insbesondere fiir weiche
Oberflichen oder solche mit instabilen Strukturen eignet. Dabei wird die Spitze am Feder-
balken in Schwingungen auf die Oberfliche zu und zuriick versetzt. Der Einfluss der Spitze-
Oberflache-Wechselwirkung ist in diesem Fall wiederum abstandsabhéngig. Anstatt einer stati-
schen Verbiegung des Federbalkens kommt es hier allerdings zu einer Anderung seines Schwin-
gungsverhaltens: Die durch Dampfung bedingte Anderung der Schwingungsamplitude und der
Phasendifferenz zwischen Antrieb und Spitzenbewegung sind die direkten Messinformationen
in diesem Modus.

Wird das AFM in einem dieser beiden abbildenden Modi verwendet, wird die Spitze in einem
Zeilenmuster iiber die Oberfliche bewegt (,gescannt®). Entlang der Zeilen ermittelt das Gerét
an einzelnen Messpunkten eine Regelgrofie und die Abweichung der Regelgrofie von einem vor-
her festgelegten Sollwert. Diese Regelgrofle kann im Kontaktmodus z.B. die Verbiegung des
Federbalkens sein, im intermittierenden Modus kann das eine bestimmte Phasenabweichung
oder eine festgelegte Amplitude der Federbalkenschwingung sein. Um den Sollwert der Re-
gelgrofle wieder zu erreichen, reagiert die schnelle Steuerung des Kraftmikroskops mit einer
Abstandsénderung der Spitze von der Probenoberfliche, die den gewiinschten Sollwert der
Regelgrofle wieder herbeifiithrt. Beim Kontaktmodus wird z.B. die Verbiegung auf einem kon-
stanten Wert gehalten. Die Spitze befindet sich somit immer an derselben Position relativ zum
Oberflichenpotential [68].

Daraus, wie das Gerét die Spitze niher oder weiter entfernt zur Oberfliche positioniert, kann
fiir jeden Messpunkt innerhalb des abgerasterten Bereiches eine relative Hoheninformation ge-
wonnen werden. Grafische Darstellungen dieser Information wie in Abbildung erwecken
dann einen plastischen Eindruck des abgetasteten Oberflichenstiicks.

Aus anderen Messgrofien (seitliche Verkippung eines Federbalkens, Phasenédnderung bei gleich-
bleibender Amplitude, Amplitudenéinderung bei gleicher Phase) kénnen Riickschliisse auf Ma-
terialeigenschaften der Probe gezogen werden. Ein Phasenkontrast zwischen zwei benachbarten
Oberflachenbereichen kann beispielsweise ein Hinweis auf unterschiedliche Elastizitdten darstel-
len. Bei systematischer Anwendung der Rasterkraftmikroskopie kénnen somit neben der reinen
Strukturinformation noch weitere Daten erhoben werden.

Das die Messanordnung umgebende Medium hat nur einen geringen Einfluss auf die Ver-
wendbarkeit der Methode. So sind die vorab geschilderten Verfahren nicht an ein Probe und
abtastende Spitze umgebendes Vakuum gebunden. Messungen kénnen an Luft und sogar in
wissrigen Umgebungen durchgefiihrt werden. Damit ertffnet sich ein grofier Vorteil der Kraft-
mikroskopie fiir biologische Proben: Gewebe oder einzelne Zellen kénnen ohne Gefahr der
Verdnderung auch fiir lingere Zeit beobachtet werden.
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Abbildung 3.8: Rasterkraftmikroskopisch erstelltes Hohenbild einer gedtzten Rinderzahn-
schmelzprobe, aufgenommen im intermittierenden Modus. Nach Politur wurde
die Probe in situ fiir insgesamt 15 s mit 1M Phosphorsidure gedtzt und er-
neut abgebildet. Die Strujktur ergibt sich aus der Anordnung der Kristallite
im Zahnschmelz und deren anisotropen Atzverhalten.

Rauigkeit

Die groie Genauigkeit, mit der Oberflichen mit Hilfe des Kraftmikroskops quantitativ ver-
messen werden koénnen, ertffnet umfangreiche Moglichkeiten zur morphologischen Charakte-
risierung einer Oberfliche. Dabei kommt es immer auf Fragestellung und System an, wie ein
geeignetes Maf hierfiir aussehen kann. Bei Rauigkeiten vergleicht man immer Héhenvariatio-
nen einer Oberfliche mit einer idealen Geometrie, beispielsweise eine vollig ebenen Fliache. Je
grofler solche Variationen, umso grofler ist i.d.R. ein angewendetes Rauigkeitsmafl. Da Rauig-
keitsmafle unterschiedliche Qualitéiten besitzen, muss angegeben werden, welche Rauigkeit fiir
eine Beschreibung verwendet wird.

In den nachfolgenden Kapiteln dieser Arbeit bezieht sich eine Rauigkeitsangabe immer auf
eine RMS-Rauigkeit R (engl. root mean square roughness), die sich aus kraftmikroskopischen
Messungen nach folgender Beziehung ergibt:

Die z; sind Hohenwerte der Bildpunkte, deren quadratischer Abstand zu den Hohenwerten
einer Bestebene Z bestimmt werden. Die zu bildende Summe lduft iiber alle Bildpunkte. Die
zugrunde liegenden AFM-Bilder besitzen dabei immer eine Auflésung von 512x512 Punkten
und eine laterale Grofie von 1x1 pm?

95



3 Allgemeines zu den angewendeten Messmethoden

Kraftspektroskopie

Wiéhrend in abbildenden Modi mit Hilfe des Kraftmikroskops Oberflachen sehr genau unter-
suchen werden konnen, gibt es dariiber hinaus noch weitere, nicht abbildende Modi, bei denen
die sehr genau positionierbare Spitze und die Eigenschaften des Federbalkens zur Kraftmes-
sung verwendet werden. Dabei wird die Spitze an einer einzelnen Position an die Oberfliche
angendhert und die Verbiegung des Federbalkens wihrend der gesamten Bewegung aufgezeich-
net. Wie bereits weiter oben erwdhnt wurde, &ndert sich bei Ann&herung der Spitze an die
Oberflache die Wechselwirkung zwischen Spitze und Oberfliche. Die im Verlauf der Annéhe-
rung wirkenden Kréfte erlauben also eine Charakterisierung der Oberflichenwechselwirkungen
an der Stelle der Oberfliche, an der die Messung stattfindet.

Praktisch wird die Spitze solange der Oberfliche genéhert, bis eine vorgegebene Verbiegung des
Federbalkens erreicht wird. Dieser Triggerwert ist gewdhnlich grofler als der Wert auftretender
repulsiver Kréfte in relativer Ferne zur Oberfliche. Erst wenn die Spitze tatsédchlich in Kontakt
mit der Oberfliche gerét, kann eine sehr grofle repulsive Kraft durch Born-Wechselwirkungen
entstehen und den vorgegebenen Triggerwert erreichen. Die Bewegungsrichtung der Spitze
wird dann umgekehrt. Die dann in Kontakt mit der Oberfliche stehende Spitze befindet sich
in dieser direkten N&dhe zur Oberfliche in einem Minimum des Oberflichenpotentials, so dass
beim Zuriickziehen gewthnlich adhésive Krifte die Spitze zunéchst in der Ndhe der Oberfléache
halten | Erst wenn der Federbalken des Kraftmikroskops ausreichend verbogen ist und dadurch
die riickziehenden Kréfte grofler werden als die Adhésionskrifte zwischen Federbalken und
Spitze, 16st sich die Bindung, und die Spitze entfernt sich von der Oberfliche. Die sich bei dieser
Art Messung ergebende grafische Darstellung der wirkenden Kraft als Funktion der Distanz
zwischen harter Probenoberfliche und Spitze am Federbalken - eine sog. Kraft-Distanz-
Kurve - ist modellhaft in Abbildung AE| gezeigt [69].

Anhand der Darstellung lassen sich die vorgenannten Phasen der Spitzenbewegung und die
resultierende Federkraft in jeder Bewegungsphase an einem idealisierten Beispiel leicht iden-
tifizieren: Die schwarze Kurve, mit Quadraten bezeichnete Kurve zeigt den Kraftverlauf bei
Annéherung der Spitze an die Oberfliche. Sie verlduft insofern von rechts nach links und
zeigt nach Kontakt mit der harten Oberfliche fiir weitere Anndherung die Elastizitét des
Federbalkens und die zunehmende, auf die Oberfliche ausgeiibte Kraft. Die rote, mit Krei-
sen gekennzeichnete Riickzugskurve zeigt auf einer harten Oberfliche einen zunéchst mit der
Annéherungskurve deckungsgleichen Verlauf, bis die ausgeiibte Kraft negativ wird, es sich al-
so um eine Zugkraft handelt, die der Federbalken auf die Oberfliche ausiibt. Wéahrend sich
die Piezomechanik weiter von der Oberfliche entfernt, verbleibt die Spitze in Kontakt mit
der Oberflache, und zwar, bis die sich einstellende Riickstellkraft des Federbalkens gleich der
Adhasionskraft ist. Beim kleinsten weiteren Riickzug der Spitze wird diese schlagartig auf die
Gleichgewichtslage zu beschleunigt, was durch den sehr steilen Anstieg zwischen dem Minimum

3In bestimmten Fillen, in denen beispielsweise gleichnamige elektrische (Oberflichen-)Ladungen an Spitze und
Oberflache auftreten, kann es zu tatséchlich rein repulsiven Potentialen kommen. Bei den hier untersuchten
Systemen ist dies allerdings nicht der Fall.

4Die hier angegebene Distanz ist eigentlich eine relative Lingeninderung der Piezomechanik. Nullpunkt ist
diejenige Lage der Piezomechanik, bei der die Spitze am Federbalken im Kriftegleichgewicht mit der Oberfléiche
und gleichzeitig in Kontakt mit der Oberfliche steht.
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der roten Kurve und der Gleichgewichtslage (F=0) représentiert wird. Die Adh#sionskraft
wird definiert als die Tiefe dieses Kraftminimums relativ zur Gleichgewichtslage.
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Abbildung 3.9: Beispiele fiir Kraft-Distanz-Kurven. A: idealisierter Fall ohne Stérungen an
einer harten Oberfldche; B: Realer Verlauf mit einer bakterienfunktionalisierten
Spitze, wobei mehrfache Adhéisionen auftreten.

Damit aus der Verbiegungﬂ AU des Federbalkens die wirkende Kraft bestimmt werden kann,
sind allerdings zwei weitere Parameter zu bestimmen. Aufgrund der geometrischen Verhalt-
nisse von Spitze und Detektor und des daraus resultierenden optischen Wegs zwischen beiden
Komponenten, besitzt jede Spitze eine fiir sie individuelle Verbiegungsempfindlichkeit D
(engl. deflection sensitivity). Sie ist ein Maf fiir die Positionséinderung des Federbalkens pro
Spannungssignal an der Fotodiode. Ihr Wert kann beispielsweise aus der Steigung der Annéhe-
rungskurve abgelesen werden, solange die Spitze im Kontakt mit einer harten Oberflache steht.
Die zweite Grofle, die zur Berechnung der Kraft aus der gemessenen Verbiegung notwendig ist,
ist die Federkonstante des Federbalkens. Sie ldsst sich aus Schwingungen ableiten, wenn der
Federbalken in Luft oder Wasser frei hingend gelagert wird und die auftretenden spontanen
Lagevariationen als Folge Brownscher Molekularbewegung untersucht werden. Daraus kann
die Eigenfrequenz ermittelt und {iber ein harmonisches Oszillatormodell die Federkonstante k
abgeleitet werden.

Die wirkende Kraft ldasst sich dann einfach als Produkt von Verbiegung, Verbiegungsempfind-
lichkeit und Federkonstante berechnen:

F =AUDk

Abbildung B zeigt eine Kraft-Distanz-Kurve einer Bakterienspitze, bei der die normaler-
weise aus Si oder SiN bestehende AFM-Spitze durch eine Bakterienzelle ersetzt wurde. Die

® Andert sich die Lage des Federbalkens und damit die der Laserreflexion auf der Fotozelle, dann entstehen Span-
nungsunterschiede, die zwischen paarweisen Héilften der Fotozelle gemessen werden kénnen. Eine Verbiegung
ist im weiteren immer als eine elektr. Spannung zu interpretieren, die zwischen gegeniiberliegenden Hilften der
detektierenden Fotodiode durch Lageéinderung der Laserreflexion entsteht.
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Préparation dieser Spitzen wird ausfiihrlich in Kapitel [7] beschrieben. Hier soll lediglich gezeigt
werden, dass im Gegensatz zur , Idealkurve“aus Abbildung A die Riickzugskurve mehrere Mi-
nima zeigt, die auf die schrittweise Belastung einzelner Spitzen-Oberflichen-Kontakte zuriick-
zufithren sind. In solchen Féllen wird das absolute Minimum im Verlauf der Riickzugskurve als
Adhéasionskraft interpretiert. Insgesamt ist der Verlauf dieser Kurve komplizierter, weil neben
den mehrfachen Oberflichenbindungen auch andere Faktoren eingehen, z.B. die Verformbarkeit
der Bakterien oder adhérierte Makromolekiile.

Nachteile dieser Kraftmikroskopie sind die beschriankte laterale Auflésung und die relativ ge-
ringe Abbildungsgeschwindigkeit, mit der die Bilder einer Oberfléiche erzeugt werden. Abbil-
dungen groflerer Bereiche, die grofler sind als der maximale Hub der Piezo-Mechanik, sind
unmoglich. Weiterhin sind andere als mechanische Eigenschaften mit Hilfe des AFM ohne
weiteres nicht zugénglich. Durch Ergénzungen des Messaufbaus kéonnen allerdings weitere Ei-
genschaften einer Oberfliche detektiert werden (z.B. Oberflichenpotential oder magnetische
Eigenschaften).

Kraftmikroskopische Untersuchungen bieten sich hingegen immer dann an, wenn auf Mikro-
oder Nanometerskala quantitative Fragestellungen entlang einer Oberfliche zu beantworten
sind. Messungen sind anders als bei der Elektronenmikroskopie bei fast belibigen Umgebungs-
bedingungen moglich, so dass insbesondere biologische und damit wasserenthaltende Proben
abgebildet werden konnen. Die laterale Auflésung der abbildenden Modi in der Groéfienord-
nung des Radius der verwendetzen Spitze (typisch 10 nm) geniigt hidufig zur Abbildung von
Oberflachenvorgingen, wihrend die Technik in der Hohenauflosung eine prinzipielle Messge-
nauigkeit von unter einem Nanometer besitzt: Ausgedehnte oder isoliert voneinander angeord-
nete Strukturen kénnen mit dem AFM daher sehr genau abgebildet und vermessen werden.
Sehr kleine Oberflachenstrukturen unterhalb des Spitzenradius sind wegen der relativ geringen
Lateralauflosung dagegen nicht zugénglich.

Daneben konnen durch die Kraftspektroskopie die Eigenschaften eines Oberflichenpotentials
zwischen AFM-Spitze und Oberfliche bestimmt werden. Messungen zum Adhésionsverhalten
unterschiedlichster Materialien an annédhernd beliebigen Oberflichen kénnen durch eine ent-
sprechende Praparation der interessierenden Materialien als Spitze oder Oberfliche realisiert
werden. Die Verwendung von Bakterienspitzen, wie sie in Kapitel [7] beschrieben wird, erlaubt
auch die Einbeziehung von Mikroorganismen in diese Experimente und erlaubt dadurch ,,zell-
genaue* Messungen.

3.4 Elektronenmikroskopie und elektronenspektroskopische
Methoden

Grundlagen

Nicht-selbstleuchtende Objekte unterliegen bei mirkoskopischer Beobachtung einer prinzipiel-
len Abbildungsgrenze, die sich aus den an diesem Objekt gestreuten, es beleuchtenden Licht-
wellen ergibt. Um eine Abbildung zu realisieren, miissen daher nach Abbe neben den Maxi-
ma 0. Ordnung auch mindestens durch die Struktur des Objekts erzeugte Beugungsmaxima

58



3.4 Elektronenmikroskopie und elektronenspektroskopische Methoden

1. Ordnung vom Objektiv eingefangen werden und zur Bildentstehung beitragen. Mit dieser
Uberlegung ergibt sich fiir das Auflésungsvermdgen eines Mikroskops der Ausdruck
A nsin(a)

v=2=120% (3.5)

A ist dabei die numerische Apertur eines Objektivs, die sich als Produkt der Brechzahl n und
dem Sinus des von einem punktférmigen Objekt ausgehenden, maximal abbildbaren Offnungs-
winkels « ergibt. A ist die fiir diese Abbildung verwendete Lichtwellenldnge [70]. Um Strukturen
kleiner als die Lichtwellenléinge (ca. 400 nm) trotzdem optisch betrachten zu kénnen, miissen
daher andere Verfahren als die normale Mikroskopie angewendet werden.

1924 formulierte deBroglie die Vermutung, dass sich Materieteilchen auch als sog. Materie-
wellen auffassen lassen, deren Wellenldnge A sich ergebe als Quotient aus dem Plankschen
Wirkungsquantum h und dem jeweiligen Teilchenimpuls p: [71]

A=
p

Damit ldsst sich Teilchen eine energieabhingige deBroglie-Wellenlénge zuordnen, und es
zeigt sich, dass fiir Abbildungen wichtige Eigenschaften wie Beugung oder Interferenz mit Teil-
chenstrahlung ebenfalls anwendbar sind [72]. Mit Hilfe beschleunigter Elektronen und dazu
passenden Linsen- und Abbildungssystemen lassen sich so ausreichend kurzwellige Materie-
wellen erzeugen, so dass damit das Auflésungsvermégen nach Gleichung vergroflierte Ab-
bildungen auch von Strukturen im Subnanometerbereich zulésst. Die Analogie von Licht und
Materiewellen fithrte 1932 schlieffllich zur Entwicklung des Elektronenmikroskops, das ein bis
dahin unerreichtes Auflosungsvermogen zuliefl [73].

Transmissionselektronenmikroskop - TEM

Beim TEM wird ein Strahl beschleunigter Elektronen auf eine diinne Probe geleitet. Die Elek-
tronen werden dabei an der Probe gebeugt. Ein Elektronen-Linsensystem sorgt zunéchst fiir
eine parallele ,, Beleuchtung“ der Probe und fiigt nach Durchgang durch die Probe die ein-
zelnen Beugungsordnungen des Elektronenstrahls wieder zu einer Abbildung zusammen. Auf
diese Weise entsteht (ggf. iiber Zwischenbilder) eine vergroflerte Realraumabbildung des ur-
spriinglichen Objektes.

Elektronen besitzen beim Durchgang durch Festkoérper nur eine geringe freie Weglinge, so
dass Abbildungen mit den TEM auf Fille beschrinkt sind, bei denen die zu untersuchende
Materialschicht hinreichend diinn ist. Diese Proben miissen u.U. aufwéindig prapariert werden,
wodurch die Verwendung dieser Abbildungsmethode zeitaufwindig sein kann. Neben der Bild-
information lassen sich aus der Beugung der Elektronen bei Durchgang durch das Material
auch weitere Informationen iiber das durchstrahlte Material entnehmen.

Rasterelektronenmikroskop - REM

Wiéhrend das TEM in Analogie zu einem Durchlichtmikroskop die Probe durchleuchtet, wird
beim REM nur ihre Oberfliche abgebildet. Dazu rastert der gebiindelte Elektronenstrahl iiber
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3 Allgemeines zu den angewendeten Messmethoden

das Objekt. Die Riickstreuung der Elektronen wird mit einem oberhalb der Probe sitzenden
Detektor registriert. Dessen Signal gibt einen Helligkeitswert zuriick, der mit der aktuellen
Lage des anregenden Elektronenstrahls in Beziehung gesetzt wird. Fiir jede Position wird auf
diese Weise einen Helligkeitswert erzeugt, der positionsabhéngig als Pixel des gesamten Bildes
dargestellt eine Abbildung der Oberfliche erzeugt.

Da Kanten im Vergleich zu einer glatten Fléche eine andere Sekundérelektronenemission zeigen,
tritt zwischen diesen beiden Strukturmerkmalen ein Kontrast auf. Kanten erscheinen daher z.B.
immer etwas heller als die umgebenden Oberflichen. Daneben treten weitere Kontraste auf,
die insgesamt zu einem Bildeindruck der Oberflache fithren, auch wenn in einem REM keine
aufwindigen Linsenanordnungen zur Abbildung zu finden sind wie etwa beim TEM.

Das Abrastern der Oberfliche erfordert, dass die untersuchte Probe elektrisch leitend ist. An-
derenfalls akkumulieren sich die Ladungen auf dem Objekt und verzerren oder verhindern die
Abbildung. Nichtleitende Keramiken und andere Nichtleiter werden daher mit einer Schicht
aus Gold oder Kohlenstoff bedampft. Hinreichend diinne Schichten verdndern nicht die Ober-
flichenmorphologie, sie verhindern aber effektiv die Probenaufladung.

Energiedispersive Rontgenspektroskopie - EDX

Der in einem REM erzeugte Strahl beschleunigter Elektronen, der die Oberfliche abrastert,
erzeugt riickgestreute Elektronen, deren Gesamtintensitidt zusammen mit den Positionsdaten
des anregenden Strahls ein Bild aufbaut. Bei der Wechselwirkung der Elektronen mit der Pro-
be entsteht Rontgenstrahlung, deren Emissionsspektrum Intensitdtsmaxima bei bestimmten
Wellenlingen zeigt. Diese entstehen beim Ubergang von Elektronen, die aus einer kernnahen
Schale durch den einfallenden Elektronenstrahl aus ihrem Bindungszustand herausbeférdert
werden und nachfolgend durch Elektronen auf einer hoheren Umlaufbahn ersetzt werden. Die
frei werdende Energie wird in Form von Rontgenstrahlung emittiert und kann mit Hilfe ent-
sprechender Detektoren analysiert werden. Auf diese Weise entsteht ein EDX-Spektrurrﬁ

Die spektralen Maxima sind fiir Atome desselben Elements immer bei derselben Energie gele-
gen, so dass die in einer Probe enthaltenen Elemente daran identifiziert werden kénnen. Die
relativen Intensitéten der Linien kénnen dhnlich wie bei der XPS wiederum bei Gewichtung
mit den Wirkungsquerschnitten zur relativen Konzentrationsbestimmung der enthaltenen Ele-
mente verwendet werden.

Je nach Anregungsenergie betréigt die Eindringtiefe in die Probenoberflidche bis zu einigen Mi-
krometern. Um gebundene Elektronen jedoch aus ihren Atom zu beférdern und die Rontgene-
mission bei der Rekombination zu sehen, muss der Elektronenstrahl eine ebenso grofle Energie
besitzen. Je nach interessierendem Element muss daher eine bestimmte Mindestenergie aufge-
bracht werden. Damit einher geht auch ein laterales Aufweiten des Detektionsvolumens hin zu
einem birnenférmigen Bereich. EDX ist daher bei hinreichend hohen Anregungsenergien keine
gut ortsaufgeloste Methode.

SEDX: energy dispersive a-ray spectroscopy
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3.4 Elektronenmikroskopie und elektronenspektroskopische Methoden

Electron Backscatter Diffraction - EBSD

Wenn der Strom aus riickgestreuten Elektronen nicht nur anhand seiner Intensitit zur Ab-
bildung im REM verwendet wird, sondern eine ortsaufgeloste Detektion der riickgestreuten
Elektronen moglich ist, dann lassen sich rdumliche Variationen in der Riickstreuintensitét
nachweisen. Ahnlich wie bei der Réntgenbeugung sind die entstehenden Muster von der streu-
enden Struktur abhingig, und damit kann umgekehrt das Kristallgitter, seine Orientierung
und das Material selber bestimmt werden. Die an einem planaren Detektor entstehenden Mus-
ter, wie in Abbildung gezeigt, werden als Kikuchi-Figuren bezeichnet. Das Verfahren,
bei dem durch Auswertung der Abstinde und der Winkellagen der abgebildeten Muster die
zugrundeliegenden Strukturen identifiziert werden, heifit EBSD.

Abbildung 3.10: Beispiel fiir eine Kikuchifigur auf der Sensorfléiche eines EBSD-Detektors. Das
hier dargestellte Riickstreumuster stammt von der Hydroxylapatit-Oberfliche
einer HAP3-Probe (vgl. Kapitel@.

Die Detektionstiefe dieser REM-Anwendung liegt zwischen einigen zehn und 100 Nanometern.
Die laterale Auflésung ist eng begrenzt auf den Auftreffort des Elektronenstrahls auf die Probe,
und daher lésst sich die Oberflache einer Probe umfassend mit Hilfe dieser Methode charakte-
risieren. Fiir jeden Punkt erlaubt diese Methode daher die Bestimmung der kristallografischen
Orientierung entlang der Probenoberfliche.

Ausfiihrliche Details iiber die Rasterelektronenmikroskopie, Betriebsmodi, die Theorie, Detek-
torarten oder praktisch auftretende Fehler finden sich an einigen Stellen, z.B. im Optik-Band
der Bergmann-Schéfer-Reihe, Kapitel 11 [72], in dem einfithrenden Buch von Fuchs, Opholzer
und Rehme [74] oder im Buch von Goldstein [75].
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4 Sintervorginge

Sintervorgidnge werden in vielen einschlédgigen Lehrbiichern ausfiihrlich dargelegt. Die im fol-
genden Abschnitt geschilderten Vorginge lehnen sich an die Darstellungen im Lehrbuch von
Callister und Rethwisch [76]. Darin finden sich auch weiteregehende Aussagen zur werkstoffwis-
senschaftlichen Sichtweise. Aussagen iiber morphologische Anderungen wihrend des Sinterns
(z.B. zu Kornwachstum und Sinterhalsbildung) finden sich im Buch von Schatt [77].

Sintervorgénge spielen in der Werkstoffkunde eine grofle Rolle und haben wihrend des Herstel-
lungsprozesses vieler Werkstiicke einen entscheidenden Einfluss auf die Materialeigenschaften.
Sintern kann z.B. die Probendichte erhéhen oder eine Probe verfestigen. Dabei sind derartige
Ziele nicht zwangsldufig kommensurabel. Eine Erhéhung der Dichte konnte beispielsweise eine
geringere Duktilitiitﬂ zur Folge haben.

Wie sich das Sintern auf die Eigenschaften einer Probe auswirkt, hdngt in hohem Mafle von
den verwendeten Sinterparametern ab. Hierzu gehoren der Temperatur- und ggf. Druckverlauf
wihrend des Sinterns, Sinteratmosphire, und das angewendete Sinterverfahren. Die spezifi-
schen physikalisch-chemischen Eigenschaften des Ausgangsmaterials haben Auswirkungen auf
die Wahl der Parameter wie auch das Ziel des Sinterns. Somit ist fiir jeden Sintervorgang
und fiir jedes Material die Wahl der Sinterparameter ein individueller Vorgang. Ist ein Ma-
terial bei hohen Temperaturen instabil, so verbietet sich auflerdem ein Sintern bei zu hohen
Temperaturen, um nicht chemische Anderungen auszulosen.

Zur Erklarung des Sintervorganges an sich spielen energetische Gesichtspunkte eine groie Rol-
le. Der Einfachheit halber soll das Prinzip an einem Gitter bestehend aus einer Atomsorte
verdeutlicht und spéter verallgemeinert werden.

Die Verteilung der kinetischen Energie jedes einzelnen Atoms im Festkorper wird durch die
Boltzmannverteilungsfunktion beschrieben. Sie gibt an, wie grof3 die Haufigkeit einer bestimm-
ten kinetische Energie unter den Atomen des Festkorpers ist. Bei gegebener Temperatur exis-
tiert damit eine gewisse Wahrscheinlichkeit, dass ein Atom eine bestimmte kinetische Mindes-
tenergie besitzt. Es kommen daher auch kinetische Teilchenenergien vor, die deutlich grofier
sind als am Verteilungsmaximum. Atome innerhalb eines Festkorpers befinden sich auf ihren
Gitterplétzen fiir kleine Auslenkungen in einem anndhernd harmonischen Potential, &hnlich
wie dies schematisch in Abbildung dargestellt ist. Um die Gitterpldtze herum fithren sie
thermisch bedingte Schwingungen aus, wobei die kinetische Energie eines einzelnen Atoms be-
stimmt, wie grofl dessen Schwingungsamplitude ist bzw. wie hoch es (energetisch betrachtet)
in dem Gitterpotential steigen kann, bevor es wieder zuriick zu seinem Gitterplatz gedréngt

IDie Duktilitét eines Werkstoffes beschreibt sein Vermdgen unter Beanspruchung nicht schlagartig zu reiflen
sondern sich zunéchst plastisch zu verformen.
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Abbildung 4.1:
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Schematische Darstellung der Bindungsverhéltnisse an einer Festkorpergrenz-
fliche. Innerhalb des Kristallgitters des Festkorpers sitzen die Atome am Fufle
regelméfig angeordneter Potentiale. An der Oberfliche sind die Atome wegen
der geringeren Koordinationszahl dagegen weniger fest gebunden. Der repulsive
Potentialanteil durch direkte Nachbarn entfillt in Richtung aus dem Festkorper
heraus. Dadurch steigt das Potential aufgrund des Einflusses der Bindungs-
energie kontinuierlich bis auf Null an. Bei geringer Temperatur 77 < 75 sind
alle Atome in ihren Potentialminima gefangen. Wird die Temperatur gestei-
gert, so iiberwinden die Atome in dem Potential hohere Barrieren. Im Fall des
randsténdigen Atoms reicht die so zugefiihrte Energie um das Atom freizuset-
zen. Die iiberschiissige Energie behélt es als kinetische Energie Fi;,



wird. Das Gitterpotential besitzt fiir die Gitteratome bei niherer Betrachtung praktisch belie-
big hohe Winde, so dass Bewegungen der Atome umeinander im Fall eines idealen Kristalls
anndhernd unmoglich sind.

Eine realistische Wahrscheinlichkeit zum Uberwinden der Barriere gibt es hingegen im Bereich
von Gitterfehlern oder an der Festkorperoberfliche, wo Atome geringer koordiniertﬂ sind als
innerhalb des regelrechten Festkorpers. Werden kinetische Energie und Héhe der Potentialbar-
riere vergleichbar grof (etwa durch Erhitzen, in Abbildung beim Ubergang von Ty nach T5),
so kann die Barriere iiberwunden werden und das betreffende Atom wird beweglich. Kénnen
sich dadurch hinreichend viele Atome aus dem Gitterverband l6sen, so beginnt der Festkorper
zu schmelzen.

Aufgrund der Boltzmann-Verteilung der kinetischen Energie besitzt jedes Atom eine tempera-
turabhingige Wahrscheinlichkeit dafiir, dass es {iber ausreichende Energie zum Uberwinden des
Gitterpotentials verfiigt. Die Zahl solcher Atome steigt mit der Temperatur an. Festkorpero-
berflichen stellen das Ende einer (im Idealfall perfekt) periodischen Anordnung von Atomen
oder Molekiilen an festgelegten Positionen eines Kristallgitters dar. Die Koordination ist auf-
grund der freien Oberfliche herabgesetzt. Analog sind bei Gitterfehlern freie Valenzen durch
Unterbrechungen der regelméfligen Struktur entstanden.

Im Falle der Gitterfehler tritt zu der bereits angefithrten Abflachung des Gitterpotentials das
Auftreten von Verspannungen innerhalb des Festkorpers. Da der Baufehler innerhalb der re-
gelméafigen Festkorperstruktur in ihrem Verlauf kompensiert wird und daher in einem hin-
reichend grofien Abstand ohne weitere Auswirkung bleibt, tritt in unmittelbarer Nahe zum
Gitterfehler eine Verédnderung in den Bindungswinkeln oder -ldngen auf. Die hieraus resultie-
ren Verspannungen innerhalb des Gitters fithren quasi zu einer Vorspannung in Bindungen,
die zu einer Abflachung des Bindungspotentials in der Nachbarschaft eines Defekts fithrt. Zu-
sammen mit der Verteilungsfunktion der kinetischen Energie folgt somit sowohl fiir die Defekt-
als auch fiir die Oberflichenatome eine signifikant erhéhte Wahrscheinlichkeit gegeniiber den
restlichen Festkorperatomen, bei gegebener Temperatur den eigenen Gitterplatz verlassen zu
konnen. Sie besitzen also eine erhohte Beweglichkeit.

Diese vergrofierte Beweglichkeit ist die Grundlage des Sinterns. Bei der richtigen Wahl der
Parameter (insbesondere der Temperatur) sind hauptséchlich Fehlstellen und Oberfléchen be-
troffen, so dass nicht etwa neuen Defekte entstiinden. Uberziihlige Atome kénnen dabei offene
Valenzen abséttigen und sich so in das Kristallgitter einordnen. Das sorgt fiir eine stirkere
Bindung und resultiert in einer Erhohung der zugehorigen Potentialbarrieren. Die aufgebaute
Bindung bleibt daher erhalten und Kristallfehler werden so ausgeheilt. Gitterdefekte diffundie-
ren ganz dhnlich durch den Kristall, bis sich diese durch Zufall entweder aufheben oder eine
Kristalloberfliche erreichen und sich dort auflésen. Werden Kristallfehler als Quasiteilchen
betrachtet, so verursachen diese durch die in ihrer Nédhe bestehenden Verspannungen polare
Wechselwirkungen. Stehen sich beispielsweise zwei Versatzlinien gegeniiber, kommt es auf ihre
Orientierung an, ob sie aufeinander anziehend oder abstoflend wirken. Im Fall, dass sie bei
Vereinigung rekombinieren kénnen, ziehen sie sich an, im anderen Falle stoflen sie sich ab.

Durch die Mobilisierung von Oberflichenatomen tritt ein Ubergang von Atomen zwischen

2Die Koordination gibt an, wie grof die Anzahl direkt benachbarter Bindungspartner ist.
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einzelnen Kristallitkérnern im Bereich der Beriihrpunkte zweier Korner auf. Es kommt zur
Bildung sogenannter Sinterh#lse, die nebeneinanderliegende Koérner in ihrer Struktur mit-
einander verbinden kénnen. Der dadurch entstehende Zusammenhalt zwischen den Koérnern
verfestigt die gesinterte Probe und verleiht ihr eine verstirkte Stabilitdt. Sinterhélse sind Kon-
taktstellen zwischen zwei Gefiigekbrnern unterschiedlicher Orientierung. Dort stattfindende
Vorginge konnen zu einer gleichsinnigen Ausrichtung der sich beriihrenden Kérner fithren und
dadurch wiederum die Ordnung innerhalb der Probe erhéhen.

Bei Hydroxylapatit (und anderen ionischen Kristallen) sind unterschiedliche Ionenspezies ent-
halten. Sie unterscheiden sich in ihrer Art, und damit in Gréfle, Masse und Ladungszustand.
Grundsétzlich verhalten sich die Ionen innerhalb des Kristalls so wie oben beschrieben, aller-
dings unterliegt das wiahrend des Sinterns freigesetzte Ion komplizierteren Potentialen: Durch
seine elektrische Ladung wird die atomistische Beschreibung schwieriger. Da durch den Aufbau
aus unterschiedlichen Tonen auch kompliziertere Einheitszellen moglich werden als im Falle ei-
nes strukturell einfachen Metalls, vergréflern sich die Perioden des Gitters und damit die der
Kraftwirkungen und Diffusionsstrecken. Die Bildung regelrechter Kristalle benotigt dadurch
eine ldngere Zeit als bei homogenen Kristallen. Die unterschiedlichen Massen bedingen auch
unterschiedliche Beweglichkeiten und damit ionenabhéngige Diffusionskonstanten.

Nicht zu vernachléssigen ist die Eigenschaft mancher Materialien, sich unter dem Einfluss von
Temperatur, Druck und Atmosphére oder durch eine Kombination aus allen Bedingungen in
eine andere Modifikation zu verwandeln oder chemisch zu anderen Stoffen zu reagieren. Luft-
sauerstoff kann bei den h#ufig hohen Sintertemperaturen von 1000 °C und mehr eine sehr
aggressive Chemikalie sein, und so werden Sintervorgénge oft unter Vakuum oder in Schutzat-
mosphére (Stickstoff, Edelgase) durchgefiithrt, um sauerstoff- oder sonst chemisch bedingte
Verdnderungen zu unterbinden. Es gibt andere Vorgénge, bei denen wasserdampfgesittigte
Hochdruck- und/oder Hochtemperaturbedingungen zur Bildung bestimmter Strukturen not-
wendig sind. Solche hydrothermalen Verfahren bediirfen spezieller Gerétschaften.

Mit Hilfe eines passenden Sinterverfahrens lassen sich pulverférmig vorliegende Materialien
zu Werkstoffen mit gewiinschten Eigenschaften verdichten. Die Bestimmung des passenden
Verfahrens und der passenden Parameter kann relativ aufwéndig sein, fithrt aber bestenfalls
zu einem reproduzierbaren Rezept, mit dem Proben gleichbleibender Qualitéit und bestenfalls
keinen negativen Eigenschaften hergestellt werden kénnen. Neben dem Verfahren den Sinter-
vorgang beeinflussende Parameter sind Temperaturverlauf und Sinterdauer, Umgebungsatmo-
sphére und Art und Struktur des vorliegenden Ausgangsmaterials.

Da fiir die Produktion der Proben aus der vorliegenden Arbeit unterschiedliche Sinterverfah-
ren verwendet wurden, werden nach dieser allgemeinen Einfithrung die Details zur jeweiligen
Probenpréparation in den einzelnen Kapiteln besprochen.
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5 HAP-Pellets durch uniaxiales Vorverdichten und
Sintern

Die Realisation der im Kapitel herausgestellten Anforderungen an kiinstlich hergestellte
Proben aus Hydroxylapatit erlaubt eine Vereinfachung des Hartgewebesystems und macht da-
mit Modellmessungen durchfiithrbar. Eine mégliche Methode zur Herstellung solcher Proben ist
das Verpressen eines pulverférmigen Ausgangsmaterials und das anschlieBende Sintern zu ei-
nem stabilen Probenkorper oder Pellet. Dafiir werden in einem einfachen Fall keine besonderen
Maschinen oder Werkzeuge benétigt. Diese einfache Art der Préiparation wird im folgenden Ka-
pitel prasentiert. Anhand der Ergebnisse aus XRD-, XPS-, AFM- und REM-Messungen werden
die physikalischen und chemischen Eigenschaften der verwendeten Materialien und der Proben
vorgestellt und die Verwendbarkeit der Pellets als Modellmaterial fiir zukiinftige Experimente
bewertet.

5.1 Charakterisierung des Ausgangsmaterials

Das Ausgangsmaterial fiir die Herstellung der Pellets war ein nachfolgend als HAP2 bezeich-
netes Hydroxylapatit-Pulver, das im Chemikalienhandel erhéltlich ist (Sigma Aldrich, Taufkir-
chen, Germany). Wéhrend HAP bei neutralen und schwach basischen pH-Werten eine geringe
Loslichkeit in Wasser besitzt, ist dies fiir viele von der Synthese noch immer vorhandenen Mate-
rialien nicht der Fall. Unter Ausnutzung dessen wurden diese Materialien mit dem nachfolgend
geschilderten Waschprozess aus dem Pulver herausgelost. Etwa 5 g HAP wurden wiederholt
in 1 1 Wasser (Millpore® Reinstwasseranlage, Leitwert < 54,95 S/cm) vollsténdig dispergiert
und durch ein Filter wiedergewonnen. Dabei enthaltene wasserltsliche Bestandteile wurden
in Losung zusammen mit dem Wasser aus dem Filterkuchen entfernt. Dieser Vorgang wurde
dreimal wiederholt, und das so erhaltene HAP wurde zum Reinigen in einen Trockenschrank
gegeben (110 °C, min. 10 h). Danach wurde der getrocknete Filterkuchen mit einem Mérser
wieder in ein rieselfahiges Pulver verrieben.

Das getrocknete Pulver zeigt eine gewisse Hygroskopie, weswegen es nach der Trocknung in
dicht verschlossenen Geféflen aufbewahrt wird. Dieser Schritt dient in erster Linie der Schaffung
einer reproduzierbaren chemischen Zusammensetzung.

Pulvermorphologie
Eine geringe Menge des gewaschenen HAP2-Pulvers wurde in iso-Propanol dispergiert, und die

sehr diinne Dispersion wurde auf ein TEM-Gitter aufgebracht. Nach Verdampfen des Alkohols
konnten an diesen Gittern mit Hilfe eines Transmissions-Elektronenmikroskops (JEM 2011,
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Hersteller JEOL, AG Birringer, Universitit des Saarlandes) die strukturellen Merkmale des
Pulvers anhand einzelner Kristallite oder an Agglomeraten untersucht werden.

B,

Abbildung 5.1: TEM-Aufnahmen der Kristallitaggregate in HAP2-Pulver.

Abbildung zeigt zwei Aufnahmen solcher Kristallitagglomerate. Die in HAP2-Pulver ent-
haltenen Kristallite sind nadelférmig. Sie besitzen Léngen bis zu 100 nm und Durchmesser von
wenigen 10 nm.

XRD an HAP-Pulver

An HAP2-Pulver wurden Rontgendiffraktometrien durchgefiihrt, um chemische Verunreinigun-
gen zu detektieren. In giinstigen Féllen ist die Winkelauflosung ausreichend, um im Spektrum
einer Materialmischung die enthaltenen Maxima den jeweiligen enthaltenen Materialien zuzu-
ordnen und die Anteile der beteiligten chemischen Verbindungen daran zu bestimmen. Dazu
wurde ein zylindrisches Kunststoffgefal von 1,5 cmm Durchmesser und einer Héhe von 5 mm mit
dem zu untersuchenden Pulver gefiillt und dieses entlang der Oberkante des Geféafles glattge-
strichen. Die so vorbereitete Pulverprobe wurde so in den Mittelpunkt eines #-26-Goniometers
eingesetzt, dass dessen Zentrum auf der Hohe der glattgestrichenen Oberseite lag. Auf die
Probe wurde dann charakteristische Rontgenstrahlung eingestrahlt (Cu-K,, ), deren reflektierte
Intensitét als Funktion von 260 in 5 Hundertstelgradschritten mit Hilfe eines Detektors regis-
triert worden ist.

Die nachfolgenden Ergebnisse wurden mit einem ,, X’Pert PRO“Diffraktometer der Firma Pana-
lytical mit PIXcel?P?®-Detektor gewonnenﬂ Die Anodenspannung lag fiir alle in diesem Ab-
schnitt besprochenen XRD-Messungen bei 40 kV, der Rohrenstrom jeweils bei 40 mA. Das

! An dieser Stelle sei der AG Birringer und dort insbesondere Manuel Grewer und Michael Deckarm gedankt fiir
die Unterstiitzung bei den Rontgendiffraktionsmessungen. Auflerdem ist Herrn Karl-Heinz Ehses zu danken,
der die ersten Rontgen-Messungen zu diesem Material noch vor seinem Ruhestand durchgefiihrt hat.
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Abbildung 5.2: XRD-Spektrum einer HAP2-Pulverprobe vor (x) und nach (+) Waschen mit
Wasser. Die Lage der Maxima und deren Intensitét in den Literaturdaten [37]
ist entlang der x-Achse durch Balken und deren Hohe angegeben.

HAP2-Pulver wurde wie geliefert und nach der Waschprozedur entsprechend der obigen Schil-
derung charakterisiert. Die dabei auftretenden Spektren wurden auf Ubereinstimmung mit den
fiir Hydroxylapatit bekannten Spektren untersucht [37].

Das Ergebnis der Messung ist in Abbildung dargestellt. Die fiir HAP tabellierten Maxima
sind entlang der x-Achse durch Lage und Grofle entsprechender Symbole abgebildet, die Posi-
tion und Intensitét einer Spektrallinie kennzeichnen. Das Messergebnis ist so skaliert, dass die
maximale Intensitéit im Spektrum den Wert 1000 annimmt.

Der Vergleich von gemessenem und Referenzspektrum zeigt, dass signifikante Abweichun-
gen hauptséchlich die Intensitdt der beteiligten Linien betreffen, nicht jedoch deren Position.
Zuséatzliche oder fehlende Linien sind nicht erkennbar. Damit liefert die XRD-Messung zumin-
dest aus rontgendiffraktometrischer Sicht ein starkes Argument, dass das als Ausgangsmaterial
verwendete Pulver {iberwiegend aus Hydroxylapatit besteht.

5.2 Pelletherstellung

Zur Herstellung eines kompakten Probenkorpers wurde etwa 1 g des gereinigten HAPs in
eine Pressform mit einem Durchmesser von 16 mm eingefiillt. Sie wurde anschliefend initial
mit einer Kraft von 80 kN uniaxial belastet. Nach fiinf Minuten hat die Kraft durch die
Verformung der Probe in der Pressform um etwas mehr als 6 kN abgenommen. Nach dieser
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5 HAP-Pellets durch uniaxiales Vorverdichten und Sintern

Zeit wurde der Kolben entlastet und der Griinkorper aus der Pressform entfernt. Er besafl nach
dieser Prozedur eine Dichte zwischen 60 und 65% der theoretischen Kristalldichtd?} ausgehend
von einer idealisierten Anordnung von HAP-Einheitszellen innerhalb eines perfekten Kristalls
(pth = 3,189 g/cm [A0])

1350 °C

1 °C/min 1 °C/min

100 °C

3h ~20h 24 h 24 h

N
7

t

Abbildung 5.3: Temperaturverlauf wiahrend des Sinterns der HAP2-Proben.

Der Griinkorper hatte keine grofle Stabilitdt und konnte von Hand zerbrochen werden. Um die
mechanische Widerstandsfiahigkeit und die Dichte des Materials weiter zu erhthen, wurde er
nun in einem Hochtemperaturofen gesintert. Der vorverdichtete Griinkérper wurde dazu auf
einer Korundkeramik in die Ofenkammer gelegt. Der Temperaturverlauf wiahrend des Sinter-
vorganges ist in Abbildung[5.3| gezeigt und lehnt sich an die Prozessbeschreibung von Prokopiev
[79] an. Nach Abschluss des Sintervorganges resultierte ein Pellet mit einer Dichte zwischen
85 und 90% theoretischer Kristalldichte. Seine Dicke betrug ca. 5 mm, sein Durchmesser etwa
14 mm. Die so verdichteten Proben werden nachfolgend als HAP2-Proben bezeichnet

Am Pellet wurde die Oberfliche geschliffen und poliert. Grobe Unebenheiten (z.B. hervorste-
hende Rénder oder Grate) wurden dafiir zunéichst mit grobem Schleifpapier (Kérnung 600-800,
bei allen Priparationen SiC-Schleifpapier der Firma Struers) entfernt. Die grob geebnete Ober-
seite wurde danach mit zunehmender Kérnung (1200 - 2400 - 4000) geschliffenE]

5.3 Charakterisierung der Proben und ihrer Oberfliche

Mit optischer Mikroskopie (mit einem Leitz Laborlux 3.3, Wetzlar, Deutschland, mit Neo-
plan Fluotar Objektiven und CoolSNAP Pro CCD-Kamera) wurden die wie vorab geschildert
priaparierten Pellets auf ihre Oberflichenbeschaffenheit untersucht. Im unpolierten Zustand

’Die Dichte von Zahnschmelz wird zu 2,82 g/cm® angenommen [78], was einer relativen Dichte zu HAP von
88,7% entspricht.

3Im Gegensatz zur spiter geschilderten Herstellungsprozedur der HAP3-Proben wurde hier keine Diamantsus-
pensionen zum Polieren verwendet.
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5.3 Charakterisierung der Proben und ihrer Oberfliche

Abbildung 5.4: Optische Mikroskopie einer Pelletoberfliiche vor (A) und nach (B) Schleifen und
Polieren. Auf der unbehandelten Oberfléiche sind sogar Poren schlecht erkenn-
bar. Nach der Politur bleiben auf der Oberfliche Schleifriefen zuriick (hier z.B.
parallel oberhalb der roten Line). Es lassen sich anhand verschiedener Weifitone
zwei Phasen unterscheiden: Die etwas hellere Phase scheint dabei in der zwei-
ten Phase eingelagert zu sein. Gleichzeitig treten in ihrer Ndhe vermehrt Poren
auf.

(dargestellt in Abb. A) ist die Oberfliche sehr rau. Korngrenzen treten deutlich hervor,
und auf den einzelnen Koérnen gibt es konkav erscheinende Vertiefungen von einigen zehn Mi-
krometern Durchmesser. Bei den polierten Pellets (in Abbildung B) lassen sich an der im
Vergleich zu Teilabbildung A gegliatteten Oberfliche anhand der Weifiténe mehrere mikrosko-
pische Phasen unterscheiden. Poren treten auf der Oberflache als schwarze und ungleichméfig
geformte Locher auf. Dariiberhinaus sind von der Bearbeitung der Oberflache noch Polierriefen
erkennbar, beispielsweise als dunkler Streifen oberhalb und parallel zu der eingetragenen rot
gepunkteten Line in Abb. B verlaufend.

Die sich wahrend des Sinterns einstellende Gefiigestruktur kénnte von der Priaparation beein-
flusst worden sein, denn dem System wurde durch den Pressvorgang eine Anisotropie in Form
der Richtung der Druckbelastung aufgeprigt. Dadurch treten moglicherweise entlang unter-
schiedlicher Richtungen unterschiedliche Strukturen auf, die auf die spéteren Experimente
einen Einfluss haben kénnten. Um dies zu priifen, wurde ein Pellet parallel zur urspriingli-
chen Pressachse durchgeschnitten. Die dann senkrecht zur Oberseite des Pellets verlaufende
Schnittfliche wurde mit Hilfe optischer Mikroskopie mit der oben beschriebenen Struktur aus
Abbildung [5.4] verglichen.

Im Vergleich mit einer Sicht auf die Pelletoberfliche senkrecht zur Pressachse (in Abbildung
m A) wird in der Richtung parallel zur Pressachse (dargestellt in Abb. B) kein Unterschied
in der Beschaffenheit der Probenoberflache festgestellt. Beide Oberflachen sind beziiglich ihres
Aussehens und inbesondere in der sichtbaren Gréfie der angeschliffenen Gefiigekdrner und der
Porositét vergleichbar. Anisotrope Struktureigenschaften konnen nicht beobachtet werden.

Fiir eine quantitative Analyse wurde die Pelletoberfléiche mit Hilfe eines AFMs (Bruker DI3100
Dimension, Michigan, US, mit Nanoscope IV Controller) untersucht. Abbildung zeigt den
zufillig ausgewihlten Bereich einer Probenoberfliche, abgebildet im Tapping Mode®, auf dem
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5 HAP-Pellets durch uniaxiales Vorverdichten und Sintern

Abbildung 5.5: Vergleich der Pelletoberfliche senkrecht zur Pressrichtung und entlang einer
Bruchfliche parallel zur Pressrichtung.

im linken unteren Teil diverse Poren als schwarze Bereiche erkennbar sind. Die Oberfliche
selbst zeigt Schleif- und Polierriefen, und sie ist auflerdem mit einzelnen, auf der Oberfléiche
liegenden Partikeln verschmutzt. Die rms-Rauigkeit der gesamten Oberfliche bestimmt auf
einem Bereich 40x40 pm? liegt bei ungefihr 130 nm, was in Anbetracht der vorhandenen Poren
und Verschmutzungen kein iiberraschend hoher Wert ist. Wird der Rauigkeitswert hingegen
auf einer (10 pum)? grofen Fliche fernab von Partikeln und Poren bestimmt, so sinkt er auf
einen Wert von 6,8 nm (RMS). Ursache dieser verbleibenden Rauigkeit sind die Riefen, die
durch das Polieren der Oberfléche entstehen.

300.0 nm

0.0 40.0 ym

Abbildung 5.6: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme einer Pelletoberfliche nach Schleifen und
Polieren.
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5.3 Charakterisierung der Proben und ihrer Oberfliche

Diskussion

Oberflichenexperimente erfordern eine moglichst einfache Oberflichenmorphologie der Pro-
ben. Dies wird fiir kristalline Materialien durch Spalten oder Ségen von Einkristallen entlang
von Kristallachsen realisiert (wie etwa bei Si-Wafern), wobei die resultierende Oberfliche glatt
und ihre Struktur entlang ihrer gesamten Ausdehnung homogen ist. In polykristallinen Ma-
terialien wie den hier vorgestellten HAP2-Pellets hingt die Qualitéit einer in diesem Sinne
yeinfachen Oberfliche von der Grofle der in dem Material enthaltenen Kristallite ab. Beim
Ubergang von einem zum niichsten Kristallit besteht dann bereits ein Bruch in der Kristallit-
orientierung und damit eine verdnderte Oberfliche. Je groBer daher die Kristallite sind, desto
eher darf von einer homogenen Oberfliche gesprochen werden. Letztlich héngt es immer von
der Anwendung ab, ob eine Oberfliche fiir eine Messung geeignet ist oder nicht.

Schwerwiegender ist bei den vorliegenden Proben die noch verbleibende Rauigkeit der Ober-
fliche nach dem Schleifen einzuschétzen. Wie beschrieben wurde, ist am Ende der Bear-
beitung die Rauigkeit der Oberfliche immer noch eine Gréflenordnung oberhalb typischer
Molekiildurchmesser von Makromolekiilen. Deren zweifelsfreie Detektion ist dadurch nicht
moglich, so dass die Proben zum Zwecke von Einzelmolekiilexperimenten ungeeignet sind. Die
bei diesen Proben aulerdem auftretende Porositéit ist noch so hoch, dass durch das Auftreten
von Poren abermals die Homogenitdt der Oberfliche verringert und die Anwendbarkeit der
Proben eingeschrénkt wird.

Fiir Experimente, bei denen die vorhandene Oberflichenrauigkeit oder gar die Porositdt der
Oberfliche nicht mehr ins Gewicht fillt, kénnen die Proben hingegen hilfreich sein. Die im
Vergleich mit Zahnschmelz hohe chemische Reinheit erlaubt ein definiertes chemisches Ver-
halten insbesondere der Oberflache. Sofern fiir Experimente ein Ort auf der Probenoberflache
bestimmt werden kann, sind auch Messungen zwischen Poren mdoglich, da diese i.d.R. in Grup-
pen auftreten und dazwischenliegende Bereiche porenfrei sind.

Um bei Experimenten zur Charakterisierung der Proben definierte Verhéltnisse zu gewéhr-
leisten, wurden die Proben nach der Reinigung trocken gehalten. Zum einen ist der trockene
Zustand immer wieder leicht und reproduzierbar zu erzeugen, zum anderen ist davon auszu-
gehen, dass Zahnschmelz aufgrund des enthaltenen Wasseranteils bei einem Aufheizen iiber
100 °C mehr Wasser verliert als dies bei den synthetischen Proben der Fall sein wird. Die
in dem Holcomb-Papier [80] angegeben Materialverluste von maximal 10% beim Heizen von
Zahnschmelz auf 100 °C sind somit als Maximalwerte anzusehen, die von den Pelletproben
nicht erreicht werden. Obwohl Zahnschmelz in seiner natiirlichen Umgebung immer feucht ge-
halten wird (Speichel in der Mundhohle), wurden Pulver und Pellets daher aus Griinden der
experimentellen Kontrolle trocken gelagert. Der Einfluss der Lagerung — feucht vs. trocken —
sollte allerdings systematisch untersucht werden: Auf HAP-Oberflichen wurden unterschied-
liche Adhésionen von Zellen jeweils auf trocken bzw. feucht gelagerten Oberflichen gefunden
[62, R1], und es ist zu erwarten, dass dieses Verhalten auch bei den Experimenten mit synthe-
tischen HAP-Proben auftritt.

Das hier zum Trocknen aufgeheizte synthetische Material enthélt nominell {iberhaupt kein
Wasser, wie es als Kristallwasser z.B. im Falle vieler Salze gebunden sein kann. Nach dem
Trocknen kann allerdings ein hygroskopisches Verhalten des Pulvers beobachtet werden, das
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sich durch eine Gewichtszunahme bei offener Lagerung bemerkbar macht. Hier stellt sich die
Frage nach der Herkunft des Hygroskopie des HAP2-Pulvers. Einerseits konnte das nanoskali-
ge Pulver aufgrund seiner grofien Oberfliche und seiner Hydrophilitidt bereits Wasser an den
Oberflachen der Kristallite binden. Durch das Heizen kénnten allerdings aus der Kristallstruk-
tur die relativ leicht gebundenen Hydroxidgruppen mobilisiert werden, die Threrseits zu Wasser
reagieren kénnen (sog. Dehydroxylierung, [82]).

Fiir Zahnschmelz ist bekannt, dass er beim Aufheizen Wasser freisetzt [80], was aber aufgrund
des Wassergehalts des Gewebes auch nicht weiter verwunderlich ist. Wenn allerdings durch ein
Aufheizen rein synthetischen HAPs dieses danach hygroskopische Eigenschaften besitzt, kann
gefragt werden, ob das an Zahnschmelzproben durch Aufheizen freigesetzte Wasser wirklich
ausschliefllich das physikalisch gebundene Wasser des Gewebes darstellt. Denkbar wire auch
hier eine bereits bei relativ niedrigen Temperaturen einsetzende Dehydroxylierung und die
daraus resultierende Freisetzung von Wasser. Die Datenlage in Hinblick auf die langfristige
Freisetzung von Wasser bei trockenen Umgebungsbedingungen der Pellets und die dadurch
bedingte Umwandlung des HAP-Materials ist unzureichend fiir eine abschliefende Bewertung.

Nachtréiglich wurden XRD-Messungen an gesinterten HAP2-Proben durchgefiihrt. Die Ergeb-
nisse werden in Anhang [B] gezeigt und eine entsprechende Diskussion gefiihrt.

5.4 Messung der Fluoridverteilung

In der Zahnmedizin besteht ein besondere Interesse, die Eindringtiefeﬂ und die Konzentration
von Fluorid in Zahnschmelz zu bestimmen. Empirisch ist bekannt, dass die oberflachliche An-
wendung fluoridhaltiger Materialien auf Zahnschmelz (z.B. durch Zahnpasta) eine geringere
Zahl kariesbefallener Z&hne zur Folge hat [83]. Der Mechanismus, der dieses Ergebnis bedingt,
ist hingegen bis heute nicht zweifelsfrei geklért. Damit steht ebenfalls noch die Frage offen,
welches die entscheidenden Anderungen sind, die durch Fluoride hervorgerufen werden: Be-
kannt ist, dass sie einerseits Einfluss auf physiologische Vorgéinge von Bakterien nehmen [84],
sie verdndern aber auch die unbelebten, mineralischen Bestandteile des Gewebes [85].

Zur Bestimmung der Eindringtiefe sind in den vergangenen Jahren einige Studien durchgefiihrt
worden, bei denen Proben, Fluorierungsmittel und andere experimetelle Paramter haufig nicht
vergleichbar sind. Tabelle gibt dariiber einen Uberblick.

Um die Wirkung von Fluorid auf HAP als mineralischen Bestandteil des Zahngewebes einschét-
zen zu konnen, wurde die relative Zahl eingebrachter Fluoridionen in Abhéingigkeit von der
Eindringtiefe bestimmt. Eine herfiir geeignete Technik ist die tiefenaufgel6ste Photoelektronen-
spektroskopie, die auf die vorab erlduterte Weise (s. Kapitel zur Messung eines Tiefenprofils
verwendet wird.

Sollen mit Hilfe der XPS Fremdelemente - solche chemischen Elemente also, die nominell nicht
in dem Material enthalten sein sollten - in einer Probe nachgewiesen werden, dann lassen sich

“Der Begriff Eindringtiefe wird in dieser Arbeit synonym zu den Begriffen Abklinglinge oder Abklingkonstante
verwendet.
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Abbildung 5.7:
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Auftragung von Rohdaten aus einer Tiefenprofilmessung mit XPS. Die Inten-
sitdt einer Linie eines Rumpfelektrons (in A oben die einer Sauerstoff-1s-Linie)
ist als Funktionswert gegen die Abtragtiefe aufgetragen. Jeder Messpunkt re-
préasentiert eine XPS-Messung und einen vorhergehenden Argonionenbeschuss.
Der Materialabtrag als Funktion der Ar-Ionendosis kann ausgemessen werden
und dient bei der gezeigten Messung als Eichgrundlage fiir die Schritte zwischen
den einzelnen Messungen. In B unten ist beispielhaft eine Kohlenstoff-1s-Linie
abgebildet. Kohlenstoff ist hauptséichlich an der Oberfliche vorhanden und be-
sitzt daher an der Oberfliche in Tiefenprofilen einen charakteristischen, hier
durch einen Pfeil angedeuteten starken Abfall der Intensitidt. An diesem wurde
bei den Messungen die Lage der Probenoberfliche bestimmt.



5.4 Messung der Fluoridverteilung

deren relativen Atomzahlen sehr genau bestimmen. Dies gilt umso mehr, falls die Elektronen-
energien dieser Elemente im Vergleich mit denjenigen der Probe unterschiedlich sind.

Im Falle des Fluor in fluoriertem HAP (fHAP) liegt die 1s-Linie isoliert von weiteren Spektral-
linien, ihre Intensitét ist jedoch wegen des geringen Fluoranteils in der Probe gering. Dadurch
sind lange Messungen notwendig, um einen hinreichend grofien Signal-Rausch-Abstand bei der
F-1s-Energie (684.9 eV [64]) zu erhalten.

Fluorierung

Als Fluorierungsmittel kamen an den geschliffenen und polierten HAP2-Proben in einem Fall
eine Natriumfluorid-Losung (246 ppm Fluorid, recipe 300/053, Fa. Gaba, Schweiz) mit einem
pH von 6,2 zum Einsatz, im anderen Fall eine Aminfluoridlésung (Olaﬂur®|§]7 242 ppm Fluorid,
recipe 297/038, Fa. Gaba, Schweiz), deren pH-Wert zu 4,2 bestimmt wurde.

Um alltéigliche Bedingungen wie wihrend der Anwendung im Mundraum zu simulieren, wurden
die Losungen wihrend der Fluorierung in einem Wasserbad auf eine Temperatur von 36 - 37 °C
gebracht. Die Pellets wurden jeweils in eine der Fluorierungslosungen eingetaucht, nach 5 min
wieder herausgenommen und anschlieflend vorsichtig mit Milli-q-Wasser aus einer Spritzflasche
abgespiilt, um auf der Probe befindliche Reste der Fluorierungslésung zu entfernen. Wahrend
der Fluoreinwirkung entstandene Oberflichenschichten sollten aber erhalten bleiben, so dass ein
zu starkes Spiilen mit dem Risiko behaftet gewesen war, eine anhaftende Schicht zu entfernen.
In Hinblick darauf wurde auf die Anwendung eines Ultraschallbades verzichtet. Anschliefflend
wurden die Pellets direkt ins Vorkammervakuum des Elektronenspektrometers eingeschleust,
wo noch vorhandenes Spiilwasser auf der Oberfliche der Proben verdampfte.

Die Oberfléiche eines fluorierten Pellets ldasst sich mit bloem Auge nicht von derjenigen eines
unfluorierten unterscheiden, und zwar auf gleich welche Weise die Fluorierung durchgefiihrt
wurde. Es kann zwar zu strukturellen Anderungen auf mikroskopischer Skala withrend der
Fluorideinwirkung kommen (s.u.), dies hat aber keine Konsequenz fiir das makroskopische
Erscheinungsbild der Oberfliche. Daher sieht auch die behandelte Probe weif} bis bldulich aus.

Bei Olaflur®handelt es sich um die wiissrige Losung eines Diaminfluorid, das aufgrund sei-
ner Struktur (polare Bindungen am einem Ende, aliphatische Restgruppe am anderen Ende
des Molekiils) einen stark amphiphilen Charakter besitzt. Daraus resultiert eine starke Ober-
flachenaktivitdt und eine starke Herabsetzung der Oberflichenenergie von Wasser als Lose-
mittel. Eine wissrige Olaflur®-Losung benetzt anniihernd alle Oberflichen, und die geringe
Oberflichenspannung lisst das Mittel in alle Risse oder Unebenheiten auf einer Oberfléiche
eindringen. Aufgrund dessen wird Olaflur®gerne als Fluorid-Lieferant in Zahnpflegeprodukten
eingesetzt, da es wegen seiner Amphiphilitdt in kleinste Ritzen eindringt, wodurch es auch dort
zu einer Fluorierung des Zahngewebes fiihrt.

5Es handelt sich dabei um eine wissrige Lésung von N,N,N’-Tris(2-hydroxyethyl)-N’-octadecyl-1,3- diaminopro-
pandihydrofluorid
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Messung

Alle Messungen wurden mit einem ESCA Lab Mk II Photoelektronen-Spektrometer (Vacu-
um Generators, Hastings, UK) im Ultrahochvakuum bei Driicken um 107! mbar in Nor-
malemission durchgefiihrt. Die Anregung erfolgte mit charakteristischer Rontgenstrahlung ei-
ner Aluminium-Anode (K,, 1487 eV). Die Zusammensetzung der Pelletoberflichen wurde
anhand der folgenden Spektrallinien untersucht: Ca-2s, Ca-2p, O-1s, P-2s, P-2p, F-1s und
C-1s. Dariiberhinaus wurde die Na-1s-Linie untersucht, deren Intensitit im Falle der NakF-
Fluorierung ein weiteres MaB fiir die Eindringtiefe des Fluorierungsmittels darstellt. Die zusétz-
lich untersuchte N-1s-Linie im Falle der Olaflur®-préparierten Oberfliche ist ein Ma# fiir das
Vorhandensein des stickstoffhaligen Aminfluorids auf der untersuchten Oberflache.

Zur Bestimmung der relativen atomaren Zahlenverhéltnisse der beteiligten Elemente wurden
die spektralen Linienintensitdten zum jeweiligen orbitalen Wirkungsquerschnitt nach Yeh und
Lindau [64] normiert. Das Atomzahlenverhéltnis ergibt sich dann unter Vernachldssigung der
Energieabhiingigkeit aus Gleichungen [3.3]und [3.4] Fiir Calcium und Phosphor wurde es aus den
Ergebnissen beider gemessener Orbitale (jeweils 2s und 2p) der Mittelwert bestimmt. Details
zur Erstellung der Tiefenprofile und zum genauen Ablauf der Messung finden sich in Kapitel
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Abbildung 5.8: Verlauf der Tiefenprofile der relativen Atomanzahl von Calcium, Sauerstoff,
Phosphor sowie Natrium und Fluor, jeweils bezogen auf in einer Formelein-
heit HAP mit drei Phosphoratomen, nach der Anwendung einer Natriumfluo-
ridlosung. Die gepunkteten Linien in Abbildung B sind als exponentiell abfal-
lend angenommene Anpassungsfunktionen fiir die Zahl von Natrium- und die
Fluoratomen.

Das Ergebnis einer XPS-Untersuchung kann fiir unterschiedliche Atomsorten berechnet werden,
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5.4 Messung der Fluoridverteilung

wenn dafiir bestimmte Annahmen gemacht werden. Dazu zéhlt, dass die Zahl der Phosphora-
tome pro Formeleinheit HAP fiir grofie Tiefen zu drei angenommen werden darf. Nach Chairat
[91] ist der Phosphat-Tetraeder wichtiger Bestandteil der HAP-Struktur. Wahrend durch Er-
setzungsreaktionen sowohl das Metallion wie auch das Hydroxid- bzw. das Halogenidanion
strukturerhaltend ersetzt werden kann, ist dies beim Phosphation nicht méglich. Wird also an-
genommen, dass es sich in grofler Tiefe um Hydroxylapatit handelt, so muss der Phosphatanteil
und damit auch die Zahl der Phosphoratome in dem tiefliegenden Material pro Formeleinheit
gerade drei betragenﬁ

Die Fluorierung betrifft in erster Linie die chemische Zusammensetzung oberflichennaher
Schichten, innerhalb derer eine Abweichung von den stéchiometrischen Verhéltnissen reinen
Hydroxylapatits nach Fluorierung zu erwarten ist. HAP zeichnet sich durch ein summarisches
Atomzahlverhéltnis von Ca:P:0 wie 5:3:13 aus, und auf dieses Verhéltnis miissen somit auch die
XPS-Messwerte asymptotisch mit zunehmender Tiefe zulaufen. Die in groflen Tiefen ermittel-
ten XPS-Intensitéitsverhéltnisse reprisentieren somit die stéchiometrische Zusammensetzung
von reinem HAP. Die gemessenen Intensitidten aller Elemente konnen daher auf einen Ato-
manteil des Phosphor von drei in grofien Tiefen bezogen werden. Fiir Calcium oder Sauerstoff
ergeben sich bei stochiometrischem HAP bei dieser Skalierung fiir tiefe Schichten Werte von 5
bzw. 13. Abweichungen von den stéchiometrischen Atomzahlverhéltnissen treten hingegen dann
ein, falls entweder der Phosphatanteil oder der Anteil eines anderen Elementes sich dndert. Ein
gemessener Uberschuss eines Elements A kann daher auch einen Mangel an Phosphat oder eine
Kombination aus Phosphatmangel und Elementiiberschuss von A bedeuten.

Nach der Fluorierung ist zu erwarten, dass sich die Zusammensetzung der Probe an der Ober-
fliche geéndert hat. Daher werden sich auch die Atomzahlverhéltnisse &ndern. Fiir alle gemesse-
nen Profile werden daher die in grofler Tiefe bekannten Verhéltnisse als mafigebend betrachtet.
Abweichungen davon werden in einem weiteren Schritt anhand der aufgetretenen Atomzahl-
verhéltnisse zur Modellbildung herangezogen werden, so dass am Ende in unterschiedlichen
Schichten die zu den gemessenen Verhéltnissen passenden chemischen Verbindungen gefunden
werden konnen.

Abbildung zeigt den Verlauf relativer Atomzahlen der ausgemessenen Atomsorten pro For-
meleinheit als Funktion der Tiefe (vgl. Kapitel nach der Fluorierung mit der NaF-Losung.
Der Nullpunkt der Tiefenskala - die Position der urspriinglichen Oberflache also - ist als senk-
rechte Linie in die Darstellung eingetragen. Er wird aus der vermessenen C-1s-Spektrallinie
bestimmt, da das Kohlenstoff-Signal ein charakteristischer Indikator fiir oberflichliche Adsor-
bate wie etwa CO oder Kohlenwasserstoffe ist. Nach dem Einschleufien ins UHV sind diese
Verunreinigungen i.d.R. auf jeder Oberflache der Probe nachzuweisen. Durch eine vorlaufende
Reinigung der Oberfliche durch Ar-Tonenbeschuss kénnen diese (die Messung erschwerenden)
Anhaftungen von der Probenoberfliche entfernt werden. Damit einher geht ein charakteristi-
scher, steiler Abfall des C-Signals auf einen probentypischen Plateauwert, wie das beispielhaft

5Die Wahl von Phosphor als Referenz besitzt den Vorteil, dass leicht vorkommende Ersetzungen von Metallionen
oder Haligenid /Hydroxidionen in HAP keinen Einfluss auf das Normal fiir die Bestimmung von Anzahlverhélt-
nissen besitzt. Grundsétzlich wire auch ein Bezug auf Sauerstoff oder Calcium mdoglich, wobei letztgenanntes
in der zu diesen Ergebnissen gehorenden Versflentlichung [86] geschehen ist. Die Verldufe der Elemente haben
leicht anderes Aussehen, die relativen Anzahlverhiltnisse bleiben jedoch erhalten.

79



5 HAP-Pellets durch uniaxiales Vorverdichten und Sintern

in Abbildung B dargestellt ist. Das Erreichen dieses Wertes bzw. die Konstanz des Pla-
teauwertes bei nachfolgenden Messungen zeichnet den Nullpunkt der Tiefenskala aus.

Zu beachten sind die unterschiedlichen Skalierungen der Graphen (A) und (B) in Abbildung
In Teilabbildung A ist der Verlauf der Linienintensitéten von Calcium (Sterne), Phosphor
(Kreise) und Sauerstoff (Rauten) als Funktion der Messtiefe aufgetragen. Fiir grofie Tiefen
wird ein Intensitéitsverhéltnis Ca:P:O von 5,3 : 3 : 11,9 bestimmt.

Im rechten Teilbild [5.8| B ist der Verlauf der relativen Anzahl der Fluor-Atome nach Fluorierung
(Dreiecke) ebenfalls gegen die Tiefe relativ zur urspriinglichen Oberfliche aufgetragen. Er zeigt
einen mit zunehmender Tiefe exponentiell abfallenden Verlauf. Von einem initialen Wert von
etwa 0,5 nimmt die Intensitdt mit einer Abklingldnge von 5,4 nm ab. Erwartungsgeméfl nimmt
die Zahl der Fluoratome also mit zunehmender Tiefe ab. Die zugehorige Abklinglinge £ ergibt
sich in dem gezeigten Beispiel durch exponentielle Anpassung der Messwerte entsprechend

N(z) = Noe /¢

zu &g = 5,4(7) nm mit einer initialen Atomzahl Ny von 0,50(3) je Einheitszelle. Die ermit-
telte Zahl von Natriumatomen (Messwerte als Quadrate in Teilabb. B dargestellt) ldsst
sich analog zur Zahl der Fluoratome ebenfalls leicht mit einem exponentiellen Abfall anpassen.
Die Abklinglénge in diesem Fall ergibt sich zu {x, = 1,2(1) nm bei einer Anfangszahl Ny von
0.23(1) direkt an der Probenoberfliche. Die diesen Werten zugrunde liegenden Anpassungs-
funktionen sind in Abbildung B als gepunktete Linien eingetragen.
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Abbildung 5.9: Verlauf der Tiefenprofile der relativen Atomanzahl von Calcium, Sauerstoff,
Phosphor und Fluor, jeweils bezogen auf in einer Formeleinheit HAP enthaltene
drei Phosphoratome, nach der Anwendung einer Olaflur®-Losung. Abbildung
A zeigt den Verlauf fiir das Calcium-, Phosphor- und Sauerstoff-, Abbildung B
fiir das Fluorsignal. Sauerstoff- und Phosphorsignal zeigen jeweils einen asym-
ptotischen Anstieg auf den Nominalwert fiir HAP.

Abbildung [5.9] zeigt wiederum relative Atomzahlen als Funktion der Tiefe, diesmal allerdings
nach der Fluorierung eines Pellets mit einer Olaflur®-Losung. Die Ergebnisse zeigen wiederum
einen asymptotischen Verlauf in Hinblick auf die im Probeninneren bestehenden stéchiometri-
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schen Verhéltnisse reinen Hydroxylapatits. Insofern sind die o.g. Ausfithrungen auch fiir die
Proben hier zutreffend.

Die in Abbildung[5.9/ A dargestellten relativen Atomzahlen von Ca,P und O verhalten sich am
Ende der Messung wie 5:3:12,5. Wird ein exponentiell asymptotisches Verhalten fiir die Ver-
teilungen angenommen, so dass diese fiir grofie Tiefen die in HAP vorliegende Stéchiometrie
erreichen (5:3:13), so lassen sich jeweils Abklingldngen £ analog zu der Vorgehensweise bei der
NaF-fluorierten Probe extrahieren. Es ergeben sich dabei fiir Calcium 105,8 nm, fiir Phosphor
129(21) nm und fiir Sauerstoff 52,7(70) nm, wobei der Wert fiir Calcium aufgrund der grofien
Abklingliange und der im Verhéltnis dazu relativ starken Streuung der Messwerte sehr fehler-
behaftet ist. Das Calciumsignal ist in geringer Tiefe auflerdem intensiver als fiir grof3e Tiefen,
die Abweichung vom stochiometrischen Wert betriagt aber lediglich ein Atom pro Einheitszel-
le. Sauerstoff und Phosphor zeigen einen initial geringeren Wert von 6 bzw. 0.9 Atomen pro
Einheitszelle.

Der Verlauf der Zahl der Fluoratome kann im Falle der Olaflur®-behandelten Probe iiber einen
mehrstufigen exponentiellen Abfall beschrieben werden. Der initiale Wert Ny von 18 Atomen
pro Einheitszelle fillt zundchst sehr stark iiber eine kurze Tiefenzunahme ab (innerhalb 1,5 nm
auf dann nur noch 12, £ = 2,4(2) nm). Im Vergleich mit der NaF-fluorierten Probe besitzt
die Fluorkonzentration allerdings in einer zweiten Phase eine erheblich grofiere exponentielle
Abklinglénge von 40(5) nm.

Diskussion zu den XPS-Messungen

Wie bereits in der Einleitung dieses Kapitels dargestellt wurde, ist die Literatur beim Thema
Eindringtiefe von Fluoriden in HAP uniibersichtlich und uneinheitlich. Tabelle fithrt die
Fiille an verschiedenen Gréflenordnungen fiir die Eindringtiefe des Fluor in die HAP-Oberflidche
gut vor Augen. Zur weiteren Verdeutlichung ist in Abbildung[5.16|fiir jede zitierte Messung aus
der o.g. Tabelle die Abklingkonstante einer exponentiellen Anpassung der jeweiligen Messwer-
te fiir die Fluorkonzentration dargestellt. Die groflen Unterschiede bei den Ergebnissen wirft
die Frage nach dem Grund dafiir auf und erschwert dariiberhinaus Vergleiche zwischen den
Messergebnissen der verschiedenen Autoren.

Die starke Variation der Messergebnisse liegt wahrscheinlich an der Verwendung biologischer
Gewebeproben, bei denen individuelle Variation in Dichte und Porositdt des Materials auf-
treten. Diese treten sogar bereits an unterschiedlichen Organen ein und desselben Menschen
oder Tieres auf [41]. Bei der Verwendung synthetischer Proben ist die genaue Beschreibung
des Herstellungsverfahrens und eine umfassende Charakterisierung der fertigen Probe als auch
der Ausgangsmaterialien fiir eine qualifizierte Beurteilung notwendig. Unterschiedliche Her-
stellungsverfahren (beispielsweise durch andere Arten der Verdichtung oder Variationen in den
Ausgangsmaterialien) kénnen bei sonst gleicher Priaparation unterschiedliche Porosititen zur
Folge haben.

Eine hohere Porositidt kann Auswirkungen auf die Eindringtiefe des Fluors haben. Da nicht
bei jeder Studie ([87H90]) ausdriicklich eine Charakterisierung der verwendeten Proben ange-
geben ist, kann die Variation der Abklingkonstanten durch derartige Unterschiede zwar erklart
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Abbildung 5.10: Visualisierung unterschiedlicher, in der Literatur zu findender (und in Tabelle Hm:mmm?wﬁmé Abklingkonstan-
ten der Konzentration von Fluor mit der Tiefe in eine HAP-Probe. Auf der Hochachse ist der Logarithmus der
Abklingkonstanten abgetragen, in x-Richtung ist jeweils eine kurze Beschreibung der experimentellen Parameter
(Fluorierungsmittel, pH-Wert, Konzentration) angegeben. Dargestellt sind (als ausgefiillte Symbole) jeweils die
grofiten Abklingkonstanten. Fiir mehrstufige Abklingraten von Fluor ergeben sich weitere kleinere Konstanten,
die durch die offenen Symbole représentiert werden. Die Ergebnisse sind nach dem pH-Wert wiahrend der Mes-
sung geordnet. Es fillt der Trend auf, dass grofiere Fluor-Eindringtiefen bei abnehmenden pH-Werten auftreten.
Die rot (bzw. mit ,+“) markierten Messwerte stammen aus fiir diese Arbeit durchgefiithrten Experimenten.
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werden, eine zweifelsfreie und nachvollziehbare Erklarung ist hingegen nur durch eine weitere
Charakterisierung der jeweils verwendeten Proben moglich.

Wird das Fluorierungsmittel nicht von der Probe entfernt, so bleiben nach Verdunsten des
Losungsmittels (das passiert bei den XPS-Messungen spitestens beim Einschleusen ins Vaku-
um) fluorhaltige Materialien auf Oberflichen iibrig, was zu einer scheinbar starken Fluorierung
der Oberflache fiihrt. Insbesondere durch Porositéten entsteht wihrend der XPS-Messungen
dann der Eindruck eines relativ weitreichenden Eindringens im Vergleich mit einer mikrosko-
pisch glatten und geschlossenen Oberfliche. Verstiarkt wird dieses Eindringen durch ein Fluo-
rierungsmittel wie Olaflur®, dessen wiissrige Losung durch die starke Oberflichenaktivitét in
jede Spalte hinein eindringt. Fine wéssrige Losung von NaF hingegen zeigt keinen Einfluss
auf die Oberflachenaktivitit. Zwar werden auch hier Poren mit anstehender Fluoridlosung
kontaminiert, enge Spalten oder Poren werden hingegen nicht befiillt.

Wurde Zahnschmelz (in [87H90] wurden Rinderzihne als auch menschliche Zahne fiir die Unter-
suchungen verwendet) als Probenmaterial verwendet, so liegt eine gewisse natiirliche Porositét
vor [92], die im Falle der benetzenden Aminfluoride ein erhebliches Eindringen der Losung
in die Schmelzstruktur nahelegt. Details zum Aufbau von Zahnschmelz werden in Anhang [A]
besprochen.

Diffusionprozesse laufen aufgrund der erheblich geringeren Dichte des Materials im Vergleich
zur mineralischen Phase entlang der Einlagerung von organischer Matrix beschleunigt ab. Das
resultiert wiederum in groferen Eindringtiefen fiir von auflen angreifende Losungen. Grofie
Fluorid-Eindringtiefen an natiirlichen Schmelzproben sollten daher nicht verwundern, denn
ihre Ursache kann jedoch rein strukturell erklért werden.

Neben strukturellen Variationen der verwendeten Proben treten bei den in Tabelle genann-
ten Experimenten auch Abweichungen bei weiteren Parametern auf: Die fiir die Fluorierung
verwendeten Losungen variieren stark in Konzentration (Wertebereich 30 ppm bis 22000 ppm
Fluorid) und pH-Wert (6,2 bis 4,0)[] Anhand Abbildung ist der Trend erkennbar, dass mit
abnehmendem pH-Wert eine Zunahme der Abklinglinge einhergeht. Ein Grund dafiir kénnte
in der Neutralisation in die Lésung abgegebener Hydroxidionen und der daraus resultierenden
Losungsneigung eben insbesondere dieser Gruppen liegen. Einmal freigesetzte Hydroxidionen
werden bei niedrigen pH nicht wieder in den Kristall eingebaut, sondern reagieren mit vorhan-
denen Protonen zu Wasser und sind damit dem Kristall dauerhaft entzogen.

Fiir die Unterschiede in der Eindringtiefe bei den Olaflur®-behandelten und den NaF-behandelten
Pellets aus dieser Arbeit kénnen analog zu vorhergehenden Ausfithrungen zwei mogliche Ur-
sachen identifiziert werden: Olaflur®zeigt im Gegensatz zu einer NaF-Lisung eine starke Be-
netzung jedweder Oberfliche, was sich auf die oberflichenaktiven Eigenschaften des Olaflur®-
Molekiils zuriickfithren ldsst. Risse oder Poren werden durch dieses Fluorierungsmittel auf-
gefiillt, die Fluorierung beginnt hierdurch bereits in groflerer Tiefe. Daneben ist als weiterer
Parameter der pH-Wert der Olaflur®-Lésung zu nennen, der im Vergleich zur NaF-Losung
zwel Skalenpunkte unterhalb liegt. Dem genannten Phénomen der selektiven Losung von Hy-
droxidionen folgend werden daher die Gitterpliatze der Hydroxidionen im Gitter vakant, die

"Da der pH-Wert seinerseits bereits ein logarithmisches Maf ist, betréigt die Konzentration von Protonen bei
pH 4 bereits die Hundertfache im Vergleich zu derjenigen bei pH 6.
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Threrseits sehr attraktive Bindungsplétze fiir Fluoride darstellen und von den Fluoridionen
eingenommen werden. Beides gemeinsam fithrt zur groSeren Eindringtiefe bei der Olaflur®-
Behandlung gegeniiber der NaF-Behandlung.

Eine interessante Beobachtung, die auf die fiir synthetische Proben hohe Dichte der Pellets
hinweist, ist der starke Abfall der Stickstoff-1s-Line an der Oberfliche der Pellets im Falle der
Olaflur®-Behandlung. Die Abklinglinge betriigt fiir das Signal lediglich 0,13(2) nm, wihrend
die Abklinglénge des F-1s-Signals mit 49(2) nm mehr als einen Faktor 300 grofier ist. Bestimm-
te Ionen konnen also in von der Ionensorte abhédngigen Maflen in die HAP-Struktur eindringen
[92]. Ein Verhalten analog zur NaF-Fluorierung, bei der das Kation einen exponentiell abfal-
lenden Verlauf mit zunehmender Tiefe zeigt, ist allerdings bei der Olaflur®-Behandlung nicht
erkennbar. Das Diamin-Kation scheint also zu grof} zu sein, um in die HAP-Struktur der Pellets
eindringen zu konnen. Dies schliefit zum anderen eine groflie Porositit des Pellets aus, denn
auch dann wiren groflere Eindringtiefen — erst recht fiir eine oberflichenaktive Substanz wie
Olaflur®- als einige Bruchteile von Nanometern zu erwarten. Die Proben sind daher als dicht
anzusehen.
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Abbildung 5.11: Verlauf der Intensitdt der N-1s-Linie mit zunehmender Tiefe. Wiirde das
Olaflur®in signifikanter Menge in die Probe eindringen, so wiirde das Signal
nicht einen so stark bereits an der Oberfliche abfallenden Verlauf zeigen.

Wihrend im Fall des NaF-fluorierten Materials keine starken Anderungen der stéchiometri-
schen Elementverhiltnisse auftreten, ist dies im Fall des Olaflur®-behandelten Materials an-
ders. Abgesehen vom Fluor zeigen die anderen beteiligten Elemente in den atomaren An-
zahlverhéltnissen starke Verédnderungen in ihrer relativen Héaufigkeit. Die iiberproportionale
Zunahme der Fluor-Intensitit weist auf chemische Anderungen der Proben im Bereich ihrer
Oberfléche hin. Ein Beweis fiir eine wihrend der Fluorierung aufgetretene chemische Reaktion
wird durch einen chemical shift der Ca-2p-Line erbracht. Die Bindungsenergie der Elektronen
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nimmt um etwa 1,2 eV zu und entspricht damit dem Wert der Bindungsenergie in Flussspat
(CaF,). Zusammen mit den Ergebnissen, die im nachfolgenden Unterkapitel aufgefiihrt
sind, fithrt eine Behandlung mit Olaflur®offenbar zur Bildung einer Oberflichenschicht aus
Calciumfluorid. Diese Bildung lisst sich am XPS-bestimmten Atomzahlverhéltnis Ca:F nach-
verfolgen: Dazu wird die extreme Uberhdhung im ersten, an der Oberfliche sehr stark abfallen-
den Bereich der Fluoridkonzentration zunéchst als Oberflicheneffekt (z.B. durch adsorbiertes
Fluorierungsmittel) vernachlissigt. Fiir den zweiten Bereich der Fluorkurve aus Abbildung
B kann die relative Zahl der Fluoridatome direkt an der Oberfliche extrapoliert werden. Der
damit erhaltene, initiale Wert liegt gerade bei 12 Atomen Fluor, wéhrend die relative Atom-
zahl von Calcium an der Oberfliche gerade 6 Atome betragt. Das Verhiltnis Ca:F betrigt
dann gerade 6:12 = 1:2 und entspricht dem stochiometrischen Verhéltnis der beiden Atomsor-
ten in CaF,. Abweichung konnte aus einer nicht geschlossenen Oberflachenschicht resultieren,
genauso wie die Intensitdten der anderen Elemente.

Bei all den bisher gefiihrten Diskussionen wurde immer davon ausgegangen, dass es sich bei
dem vorliegenden Probenmaterial tatsédchlich um stéchiometrisches Hydroxylapatit handelt.
Tatséchlich zeigt sich ein relativ zu Phosphor sichtbarer Mangel an Sauerstoff. Der nominelle
Messwert betriagt etwa 12 Atome pro Einheitszelle und damit eines weniger als von der Chemie
gefordert.

Grund hierfiir kénnten chemische Zerfallsreaktionen sein, die bereits bei niedrigen Temperatu-
ren auftreten, wie sie zum Trocknen des HAP-Pulvers verwendet worden sind. Davon betroffen
konnten in erster Linie die Hydroxidgruppen sein, die vergleichsweise schwach gebunden sind.
Gegen diese These spricht die Beobachtung, das nachweisbare thermisch induzierte Zerfallsre-
aktionen erheblich hohere Temperaturen ab etwa 1000°C erfordern [93]. Die nach der Trock-
nung nachweisbare Hygroskopie des Pulvers kann hingegen rein physikalisch durch die grofle
Oberfliche der verwendeten HAP-Pulver mit nanoskaligen Kérnern erklart werden, auf deren
Oberfléche viel Platz eine Wasseradhésion ist.

Eine Quelle fiir Abweichungen von XPS-Ergebnisse trotz perfekter Probe kann auch der Ab-
trag der Oberfliche durch Ar-Tonen-Beschuss darstellen, ndmlich falls unterschiedliche Atom-
sorten unterschiedlich stark davon betroffen sind. Je langer eine Oberfliche bombardiert wird,
umso ausgeprigter tritt die durch den ungleichen Abtrag verschiedener Atomsorten bedingte
Verdnderung in der Zusammensetzung in den Vordergrund. Eine natiirliche Grenze dieser Ent-
wicklung entsteht durch die zunehmende Wahrscheinlichkeit, mit der die angereicherten Atome
wihrend des Bombardements getroffen werden. Daraus entsteht ein Gleichgewicht zwischen der
verminderten nativen Abtragrate eines Elements einerseits und der Erhchung derselben durch
den Uberschuss des Elements an der Oberfléche andererseits. Der Effekt kumuliert sich, so dass
fiir grofle Tiefen dieser Effekt ein Maximum erreicht, genau dort also, wo die Bestimmung der
Nominalwerte der Atomzahlverhiltnisse stattfindet. Daher kann dieser Effekt Auswirkungen
auf die gesamte Messung besitzen.

Wie in der Einfithrung der Messmethode in Kapitel erldutert wurde, ist die freie Wegléinge
der Elektronen nach ihrer Anregung energieabhéngig. Ein O-1s-Elektron besitzt bei Anregung
mit der Cu-K,-Frequenz (entsprechend 1486 eV) aufgrund seiner Bindungsenergie innerhalb
des Probenkorpers eine Energie von 950 eV. Die Phosphorelektronen hingegen Energien je nach
Herkunft (2s- oder 2p-Orbital) zwischen 1300 und 1350 eV. Aufgrund dieser Energiedifferenz
ist das fiir die XPS damit sichtbare Probenvolumen im Falle der Phosphorelektronen grofer
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als im Falle der Sauerstoffelektronen. Es wird also relativ zum Phosphor immer zu wenig
Sauerstofl gemessen, was einen Fehler der Messwerte von bis zu 10% ausmachen kann. Zur
Energieabhéngigkeit der freien Weglénge siehe [94], Kapitel 1.2 (,, The Electron Escape Depth*).

Die letzten beiden genannten Effekte konnen die Abweichungen der XPS-Messergebnisse von
den Sollwerten erkldren. Sie machen auch die Grenzen der Messmethoden klar und stecken keine
unwesentlichen Fehlerintervalle ab, die bei der Interpretation der Messergebnisse zu beriick-
sichtigen sind.

Wihrend der Erstellung der gezeigten XPS-Tiefenprofile (Abbildungen und wech-
seln sich Mess- und Bearbeitungsschritte der Oberfliche ab. Neben dem leicht nachweisbaren
Entfernen von Material kann aus dem Beschuss der Oberfliche mit Argon-lonen auch eine
Zunahme der Oberflichenrauigkeit resultieren. Daraus entstehende Fehler in der Tiefenangabe
werden aber durch zwei Faktoren minimiert: Zum einen ist die Eichmessung mit derselben
Problematik behaftet, so dass bei der notwendigen Bestimmung der Lochtiefe dhnlich wie bei
der XPS-Messung der Mittelwert aus einem moglicherweise aufgerauten Oberflachenstiick be-
stimmt wird. Relativ zur durchschnittlichen Oberfliche tiefer liegende Bereiche mit geringer
Intensitét einer bestimmten Linie werden z.B. durch hoherliegende Bereiche mit groflerer Mes-
sintensitéit kompensiert. Zum anderen darf fiir die hier gezeigten Messungen ein stetiger Verlauf
der relativen Atomzahlen von Fluor unterstellt werden. Zwar handelt es sich um gesinterte Pul-
verproben, und entlang der Réander sind Konzentrationsspriinge des Fluor denkbar. Allerdings
mittelt die XPS als Messmethode iiber einen makroskopischen Bereich, innerhalb dessen die
Struktur der Proben ein immer gleichwertiges Verhéltnis von Kérnern zu Randlédngen aufweist.
In erster Naherung werden sich die Messwerte daher gerade ausmitteln.

Da die HAP-Probe ein elektrischer Isolator ist, kann sich die Probenoberfliche durch in das
Probenmaterial implantierte Ar-Ionen aufladen. Die Emission vom Photoelektronen fiihrt zu
demselben Effekt. Die resultierende Netto-Aufladung fithrt zu einer iiber das gesamte XPS-
Spektrum der Probe vorhandenen Verschiebung und kann bei linger andauernden Messungen
eine Eichung notwendig machen. Da aber lediglich die Lage aller Linien gleichzeitig verschoben
wird, ist nach wie vor eine eindeutige Identifikation aller Linien mdoglich. Eine Anderung der
Intensitéat wird durch die Aufladung nicht herbeigefiihrt. Eine Zeitabhéingigkeit der Verschie-
bung in der Groflenordnung der Dauer einer Messung konnte nicht beobachtet werden, was
einen stabilen Ladungszustand der Probe wéhrend der Messung belegt und daher auch eine
einfache Kompensation erlaubt.

Chemische Zusammensetzung

Werden die relativen Atomzahlen aller Elemente mit zunehmender Tiefe kombiniert betrachtet,
so lassen sich Riickschliisse auf die chemische Zusammensetzung der Probe in unterschiedlichen
Tiefen ableiten. Sofern Kandidaten von chemischen Verbindungen vorliegen, die typischerwei-
se nach Reaktionen von HAP in fluoridhaltiger, saurer Umgebung vorhanden sind, so lassen
sich fiir den interessanten Fall der Olaflur®-behandelten Proben durch Linearkombination der
Verlaufe der einzelnen Elemente das Vorkommen dieser ,,Kandidatenverbindungen“ ableiten.
Das genaue Verfahren ist in [86] beschrieben.
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5.5 Morphologische Anderungen durch Fluorierung

Als Ergebnis werden die in Abbildung gezeigten Verldufe von Elementen und daraus fol-
gend von Kandidatenverbindungen gewonnen, die frithere Publikationen zu demselben Thema
bestétigen [90], allerdings auf einer um Groéflenordnungen unterschiedlichen Léngenskala.

Abbildung zeigt das Tiefenprofil einer mit Olaflur®behandelten Probe. Teilabbildung A
zeigt dabei eine mit Abbildung vergleichbare Darstellung, dabei ist allerdings Bezugsele-
ment fiir die Angabe der relativen Atomzahlen Calcium und nicht Phosphor. Um eine Vor-
stellung von der Verteilung unterschiedlicher Verbindungen in diesem Material zu entwickeln,
wurden die in Abb. A gezeigten, durch Anpassung kontinuierlich gemachten Verlaufe in
das folgende Gleichungssystem eingesetzt:

nee = l-a+1-B+5-7v+5-6
no = 0-a+2-B+13-7+12-6 (5.1)
np = 0-aa+0-8+3-v+3-6
np = 2-a+0-8+0-v+1-6

Bei den n;(z) handelt es sich um die tiefenabhéngigen Koeffizienten von Calciumfluorid (CaF,,

a(z)), Calciumhydroxid (Ca(OH),, 8(z)), Hydroxylapatit (Ca,,(PO,)s(OH),, ¥(z)) und Fluora-
patit (Cas;(PO,)sF5, 0(2)). Einen kontinuierlichen Verlauf unterstellt muss das Gleichungssys-

tem fiir alle Tiefen eine Losung besitzen. Es zeigt sich allerdings, dass der Rang des Glei-

chungssystems nicht voll (also kleiner als vier) ist, so dass es keine eindeutige Losung dafiir

gibt. Eine zusétzliche Beziehung kann allerdings abgeleitet werden aus der Annahme, dass sich

direkt an der Oberfliche der Probe nur Fluorapatit (FAP) befindet und sich der Anteil von

Fluorapatit parallel zur Fluoridkonzentration vermindert. Gleichzeitig wird ein kleiner Fehler

inkauf genommen, indem die Sauerstoffgleichung durch die folgende ersetzt wird:

no=0-a+2-+12,5-v+12,5-§

Das Gleichungssystem reduziert sich dann zu der folgenden eindeutig losbaren Variante

Nea 11 5 a
no |=(02 125 ] |8 (5.2)
np 00 3 €

Aus der zusétzlichen Annahme zum Verlauf der FAP-Konzentration kénnen dann die Funk-
tionen «(z) bis €(z) berechnet werden, wie diese in Abbildungen B und C dargestellt
sind.

5.5 Morphologische Anderungen durch Fluorierung

Die Loslichkeit von HAP héngt in erheblichem Mafie vom pH-Wert der Umgebung ab. Daher
ist es wichtig zu untersuchen, welchen Einfluss ein Fluorierungsmittel bei unterschiedlichen
pH-Werten auf eine HAP-Oberfliche besitzt. Bei den vorab vorgestellten Messungen wurden
zunéchst verschiedene Fluorierungsmittel bei unterschiedlichen pH-Werten studiert, und es ist
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Abbildung 5.12:
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Aus den in A gezeigten elementaren Tiefenprofilen lassen sich durch Anwen-
dung des linearen Gleichungssystems Tiefenprofile fiir in dem Material
enthaltene Verbindungen ableiten (B,C) (Reprint with permission from [86],
Copyright 2010 American Chemical Society).



5.5 Morphologische Anderungen durch Fluorierung

pH | V(HF, 45%) / pl m(NaF) / mg
3 71 2.5
4 7.4 102,1
5 0,74 109,6
6 0,07 110,4

Tabelle 5.2: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der zur Fluorierung der HAP-Pellets einge-
setzten Fluorierungslésungen.

daher unklar, ob der andere pH-Wert oder das andere Fluorierungsmittel zu den unterschied-
lichen Tiefenprofilen gefiihrt haben.

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Fluorierung unabhéingig vom verwendeten Fluorie-
rungsmittel zu beobachten, wurden HAP-Pellets mit einer NaF-Losung bei unterschiedlichen
pH-Werten fluoriert.

Die Oberflache von vier Proben wurde analog zu der Priparation fiir die Fluor-Tiefenprofilierung
vorbereitet. Zusétzlich wurden in zwei weiteren Polierschritten eine Poliersuspension aus 3 pm-
Diamanten (Struers Dia-Pro DAC 3um) und eine stabilisierte Suspension aus maximal 30 nm
groBen Diamanten angewendet (50 ct/1, Liquid Diamond MSY 0-0.03 GAF, Microdiamant AG,
Lengwil, Schweiz; beide Suspensionen jeweils auf Struers MD-DAC-Poliervlies). Der Zustand
der Probenoberflichen danach ist in Abbildung in Form jeweils zweier rasterelektronenmi-
kroskopischer Aufnahmen (REM der Anatomie am Uniklinikum Homburg) dargestellt. Nach
dem Polieren zeigen die Oberflachen breit verteilt Verunreinigungen, vermutlich anhaftende
Reste des Poliermittels. Eine Behandlung der Probe in einem Ultraschallbad entfernt eini-
ge, aber nicht alle dieser Fremdpartikel. An sauberen Stellen sehen die versinterten Proben
unter der Sicht eines REM glatt aus, und es sind z.B. keine Polierriefen erkennbar. Die rms-
Rauigkeiten dieser Areale wurden mit AFM-Untersuchungen vermessen und liegen unter 10 nm.
Diese besonders glatten Oberflichenbereiche (in Abblidung A, C, E und G) wechseln sich
allerdings auch mit signifikant raueren Gebieten (Abb. B,D,F,H) ab. Jeweils zwei Bilder

in einer Zeile gehtren zu derselben Probe.

Nach der Abbildung im Elektronenmikroskop wurden die Proben mit jeweils einer der in Tabel-
le genannten Fluorierungslésungen behandelt. Die Pellets wurden hierbei fiir fiinf Minuten
der jeweiligen Losung ausgesetzt und danach mit Wasser vorsichtig abgespiilt. Die fluorier-
ten Pellets wurden dann erneut in das Elektronenmikroskop eingeschleust um ihre Oberfliche
nochmals abzubilden und mit den Aufnahmen von vorher zu vergleichen.

Bei noch relativ hohen pH-Werten kann keine signifikante Verdnderung der Pelletoberfliche
beobachtet werden (Teilbilder E,F und G,H in Abbildung[5.14). Qualitativ stimmen die Ober-
flichen mit denen unbehandelter Pellets in der Topografie iiberein. Erneut sind analog zu
Abbildung die beiden Phasen unterschiedlicher Oberflichenrauigkeit zu beobachten.

Bei pH 3 (Teilabbildungen A B in Abb. sind offensichtlich Anderungen der Oberflichen-
morphologie vorhanden. Es scheint sich bei diesem geringen pH-Wert wihrend der Fluorierung
eine Oberflachenkruste zu bilden, die aus einer Zusammenballung kugelférmiger Partikel be-
steht. Die Anderung der Oberfléiche fillt bei pH 4 deutlich geringer aus (Teilabb. C und D).
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Abbildung 5.13: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Pelletproben nach Politur.
Die linke Spalte zeigt glatte, die rechte Spalte Bilder von rauen Bereichen der
jeweiligen Probe.
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5.5 Morphologische Anderungen durch Fluorierung

Abbildung 5.14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen derselben vier Pelletproben wie
in Abbildung[5.13nach Fluorierung mit NaF bei unterschiedlichen pH-Werten.
Zwei nebeneinander stehende Bilder zeigen unterschiedliche Vergréoflerungen
jeweils einer Probe, bei der die zur Fluorierung verwendete Losung den ange-
gebenen pH-Wert besessen hat.
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Die kugeligen Partikel liegen dort nicht im Verbund vor sondern nur isoliert. Auch hat sich die
Beschaffenheit der Oberfliche geindert: Wéhrend im saureren Falle (pH 3) die Veréinderungen
praktisch auf der gesamten Oberfliche sichtbar sind, bilden sich bei pH 4 ,Kolonien“, inner-
halb derer die Kugeln noch vorhanden sind, diese aber nicht mehr miteinander in struktureller
Verbindung stehen.

Zusammensetzung der Oberflichenschicht

Das fiir die Abbildung der Pelletoberfliche verwendete Elektronenmikroskolﬂ ist jeweils mit ei-
nem EDX-Spektrometer ausgestattet (EDX: energy dispersive X-ray spectroscopy) und erlaubt
daher neben der rein morphologischen Untersuchung zusétzlich die Bestimmung der elementa-
ren Zusammensetzung der Probe. Auf dem Pellet, das bei pH 3 fluoriert wurde, wurden jeweils
Messungen auf der entstandenen Kruste (,, crust®) sowie in einem Loch in der Kruste (,, bulk* in
Abbildung B) an dem dort freiliegenden Material durchgefiihrt. Die Anregungsenergie
dabei betrug jeweils 20 keV.

Abbildung 5.15: Aus einer EDX-Analyse abgeleitete elementare Zusammensetzung zweier ver-
schiedener Stellen eines bei pH=3 fluorierten HAP-Pellets (zweite und dritte
Zeile). Zum Vergleich sind die theoretischen Werte fiir eine reine CaF,- (ers-
te Zeile) und eine reine HAP-Oberfliche (unterste Zeile) angegeben. Bei den
dargestellten Werten wurde jeweils ein Kohlenstoffanteil von ca. 15% ver-
nachléssigt.

Abbildung [5.15] zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung unter Vernachlissigung des Kohlen-
stoffanteils der Probe. Dieser tritt einerseits durch Verunreinigungen des Ausgangsmaterials

8Hier méchte ich Jérg Schmauch von der AG Birringer, Universitéit des Saarlandes, und Norbert Piitz von der
Anantomie am Universitdtsklinikum Homburg fiir die Unterstiitzung bei den REM-Aufnahmen danken.
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auf, andererseits aber durch das Aufbringen einer diinnen Kohlenstoffschicht zur Ladungsablei-
tung wiahrend der Messungen. Daher ist das Kohlenstoffsignal fiir quantitative Untersuchungen
auch nicht nutzbar. Zusétzlich ist zum Vergleich in der Abbildung die rechnerisch ermittelte
Elementverteilung in stochiometrischem Hydroxylapatit und Calciumfluorid angegeben.

In der Messung ,crust® (,Kruste*) zeigt sich dabei der auf die Atomanzahl bezogene grofite
Anteil an Fluor, der sogar den Anteil der Sauerstoffatome iibersteigt. Im Gegensatz hierzu ist
der Fluoranteil fernab der Kruste (Messung bulk) herabgesetzt, und er betrigt nur noch knapp
5% aller enthaltenen Atome. Daraus lisst sich schlieffen, dass der grofite Anteil des Fluor bei
der pH-3-behandelten Oberflache in der krustenartigen Oberflichenschicht enthalten ist.

Bei der Interpretation der Messergebnisse der EDX-Messungen ist die birnenférmige Form
desjenigen Probenvolumens zu beachten, das durch die Anregung mit dem Elektronenstrahl
sichtbar wird. Bei den hier gewéhlten Anregungsenergien von 20 keV hat dieses Volumen nach
Goldstein [75] bereits einen Durchmesser von 1 pgm. Hierdurch werden in tiefer liegenden Schich-
ten vorhandene Anteile der Probe sichtbar. Aus den REM-Bildern ist der Durchmesser der auf
der Oberfléche sitzenden Kugeln von 200 - 500 nm bekannt. Die Bilder der bei pH 3 fluorierten
Oberfléche erlauben weiterhin den Schluss, dass die sich bildende Oberflichenkruste eine Dicke
besitzt, die vergleichbar ist mit dem Durchmesser der Kugeln. Da die Oberflichenkruste im
Vergleich zum Anregungsvolumen somit lediglich halb so dick ist, tragt die darunterliegende
Schicht erheblich zum Messergebnis bei. Zu beachten ist daher, dass der Sauerstoff- und Phos-
phoranteil der Messung crust zum groflien Teil durch die unter der Kruste liegende Schicht
verursacht ist, deren Zusammensetzung der bulk-Messung entspricht. Der Fluoridanteil konnte
in der Oberflichenschicht daher sogar noch hoher als es die Messergebnisse andeuten.

Die EDX-Messungen bei pH-Werten von 4 belegen bereits erheblich geringere Atomzahlanteile
fiir Fluor als im Falle von pH 3. Direkt auf einem der in Gruppen vorkommenden, aber isoliert
voneinander liegenden Kugeln ergibt sich ein Fluoranteil von 9,2at%. (Sauerstoff: 49,7at%,
Phosphor: 17,3at%, Calcium: 23,8at%; vergleichsweise reines HAP®} O: 61,5at%, P: 14,7at%,
Ca: 23,8at%)). Fernab der Kugeln ist der Fluoranteil unterhalb 1at% und damit nicht signifi-
kant.

Bei pH-Werten von 5 und 6 lésst sich per EDX Fluor nicht mehr in signifikanter Menge nach-
weisen.

Die Verteilung der Elemente, die in diesem Experiment bestimmt wurde, ist vertréglich mit den
Messergebnissen, die mit Hilfe der XPS gewonnen wurden: Fiir niedrige pH-Werte (pH 3 und
4) liefern die Messungen einen weiteren Hinweis darauf, dass an der Oberfliche des Pellets eine
chemische Reaktion stattgefunden haben muss (strukturelle Anderungen, EDX-Ergebnisse).
Bei relativ hohen pH-Werten entspricht das Messergebnis der Erwartung, denn die mit XPS
nachweisbare, nur oberflichliche Einlagerung von Fluor liegt auflerhalb der Nachweisschwelle
der EDX und geht in der Intensitéit der anderen Beitrage und des Hintergrundrauschens unter.

Der ,,chemical shift* bei den XPS-Experimenten wurde beobachtet bei der Verwendung von
Olaflur-Losung mit einem pH-Wert von 4,2. Bei den fiir die EDX-Messungen verwendeten Pro-
ben wurde hingegen als Fluorierungsmittel ausschliellich eine Natrium-Fluoridlésung gleicher

9Wasserstoff wurde vernachlissigt, weil dieser weder mit XPS oder mit EDX zu detektieren ist.
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Konzentration (250 ppm F~) verwendet, deren pH-Wert bei gleichbleibender Tonenkonzentrati-
on variiert wurde. Auch wenn keine XPS-Tiefenprofilierung mit einer NaF-Losung bei saurem
pH-Wert durchgefiihrt worden ist, so zeigt sich anhand der EDX-Ergebnisse, dass der pH-Wert
wéahrend der Fluorierung einen entscheidenden Einfluss auf die daraus folgende Struktur des
fluorierten HAP besitzt. Da die Messung der Oberfliche bei der XPS integriert {iber einen
groBen Bereich, aber sehr oberflichensensitiv verlauft, kann diese Methode nicht unterschei-
den, ob das Fluor in voneinander isolierten Strukturen auf der Oberfliche oder gleichméfig
entlang der gesamten Oberfléiche eingebracht ist. Die mit REM/EDX gefundene Konzentration
des Fluor auf einzelne Partikel ist insofern vertréaglich mit den vorher préasentierten Ergebnissen
der XPS.

Fazit

Die vorliegenden HAP2-Proben, die durch ein einfaches Verfahren (uniaxiales Verpressen eines
Pulvers und anschlieflendes Sintern) gewonnen wurden, sind fiir viele Untersuchungen bereits
ein ausreichendes Ersatzmaterial, mit dem die bei Zahnschmelz bestehenden, o.g. Probleme
umgangen werden konnen. Dies gelingt umso besser, je dichter die Pelletproben sind.

300.0 nm

0.0 40.0 ym

Abbildung 5.16: Kraftmikroskopische Hohenaufnahme einer HAP-Pelletoberfliche nach Schlei-
fen und Polieren, wovon die Bearbeitungsspuren an der Oberfliche als Riefen
sichtbar sind. Gegeniiber der Oberfliche erh6hte Bereiche sind Staubpartikel
oder Reste der Poliersuspension. Die Poren sind meist auf der Oberfléche in
unterschiedlich grofien Bereichen gruppiert.

Die Oberflichenstruktur spielt bei den verwendeten Proben noch immer eine Rolle (s. Abbil-
dung [5.16)). Die Dichte ist mit derjenigen in natiirlichem Gewebe vergleichbar, und trotzdem
sind Locher vorhanden. Die Dichte des lochfreien Materials muss daher hoher sein. Durch
das verwendete Polierverfahren ergibt sich eine rms-Oberflichenrauigkeit unterhalb von zehn
Nanometer (RMS auf einem 10x10 ym? grofien, porenfreien Bereich der Oberfliiche). Dar-
auf anhaftende Materialien (Fluorierungs-, Schleif- und/oder Poliermittel) kénnen Messwerte
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insbesondere im Bereich der Probenoberflache verfalschen.

Die Probenrauigkeit kann weiter reduziert werden, indem — wie bei den Experimenten zu
den morphologischen Effekten der Fluorierung geschehen — beim Poliervorgang weitere Stufen
mit einem Poliermittel aus 3um und 30 nm groflen Diamanten verwendet wird. Die dabei
erreichbaren rms-Rauigkeiten liegen auch fiir die uniaxial verdichteten Proben bereits unterhalb
von 1 nm und lassen somit prinzipiell bereits die Vermessung einzelner Proteinmolekiile zu.

Praktisch gesehen scheitert die Untersuchung des Verhaltens einzelner Makromolekiile auf der
Oberfléche allerdings an anderen Problemen: Die optischen Eigenschaften der polykristallinen
Proben lassen es selbst nach Politur nicht zu, dass in Reflexion ein bei der Proteinadsorption
bereits bewihrtes Verfahren wie Ellipsometrie verwendet werden kann. An der Pelletoberfliche
wird der grofite Teil des einfallenden Lichtes gestreut, so dass die ausfallende Intensitét bei
diesen Messungen entsprechend gering ist. Die Bestimmung des Polarisationszustandes des re-
flektierten Lichtes ist daher stark behindert. An anderen Oberflichen (Glimmer, Silizium, etc)
konnten mit Hilfe der Ellipsometrie sehr genau adsorbierte Proteinmengen bestimmt werden.
Es wire daher wiinschenswert, die optischen Eigenschaften des Materials soweit zu verbes-
sern, dass entsprechende Messungen auch auf den hier vorgestellten HAP-Pellets funktionieren
konnen. Dies kénnte durch ein Vergroflern der Kristallite innerhalb des Pelletgefiiges erreicht
werden.

Eine weitere, jede Art von Messung behindernde Eigenschaft ist die noch immer vorhandene
Porositédt der in diesem Kapitel vorgestellten Materialien. Strukturelle Stérungen einer glat-
ten Oberfliche fithren dazu, dass gewisse Oberflichenbereiche nicht oder nur eingeschrankt
fiir Messungen zur Verfiigung stehen. Im Bereich der Poren, die meist in kleinen Gruppen auf
der Oberfliche auftreten, ist eine verstiarkte Hohenvariation zu registrieren. Rasterkraftmikro-
skope miissen beispielsweise diese Variationen ausgleichen, was deren Empfindlichkeit bei der
Messung einzelner Molekiile auf der Oberfliche herabsetzt und die Interpretation der Messung
erschwert.

Medizinische Anmerkungen

An der Erkenntnis, dass durch die Anwendung von Fluor die Fallzahlen von Karieserkran-
kungen vermindert werden, &ndern die an den Modellproben durchgefiihrten Experimente und
deren Ergebnisse nichts. Dieser Umstand ist durch empirische Studien auch umfassend belegt
[63, O5]. Die Beobachtungen, die an den Modellproben gemacht worden sind, haben allerdings
Auswirkungen auf den Mechanismus, mit dem die Wirksamkeit von Zahnpflegeprodukten iiber
Jahre hinweg erklédrt worden ist.

Die Dicke der Fluoridschicht, wie sie in den Experimenten aus Tabelle bestimmt worden
ist, erscheint mehrere Groéflenordnungen zu grof. Damit ist die Menge des in dieser Ober-
fldchenschicht gespeicherten Fluorids deutlich geringer als bislang angenommen. Insbesondere
diejenigen Wirkmechanismen, die von einem grofien Fluorid-Depot in der Zahnschmelzober-
fliche ausgehen, sind insofern auf ihre Haltbarkeit hin zu iiberpriifen. Durch die Auflésung des
Zahnschmelzes kommt es zwar weiterhin zu einem Freisetzen von Fluorid, die entstehenden
Konzentrationen von Fluorid im Speichel sind allerdings signifikant geringer als im Falle der
zuvor angenommenen Oberflichen.
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Die im letzten Teil dieses Kapitels beschriebenen Strukturdnderungen an der Oberfliche unter-
mauern, dass neben einem reinen Eindiffundieren von Fluorid in die HAP-Oberfléiche und einer
Ersetzung von Hydroxidionen unter passenden experimentellen Bedingungen auch weitergehen-
de Veréinderungen des Materials auftreten kénnen. Als kontrollierender Parameter stellt sich
hier der pH-Wert der verwendeten Fluorierungslosungen heraus. Das Auftreten einer fluorid-
haltigen Oberfldchenschicht nach Fluorierung bei niedrigem pH passt zu den grofien, ebenfalls
flir niedrige pH-Werte gemessenen Eindringtiefen in den XPS-Experimenten.

Die in Kapitel [7] dargestellten Adh#sionsexperimente zeigen einen weiteren Wirkmechanismus,
durch den fluorierte Oberflichen mit einer diinnen Fluoridschicht einen protektiven Effekt
auf das Zahnschmelzgewebe besitzen kénnen. Durch die Fluorierung der Oberfliche wird die
Oberflichenwechselwirkung beeinflusst und es resultiert unter anderem eine verénderte Ad-
sorptionsneigung von Proteinen und eine verminderte Adhésionskraft von Bakterien auf dieser
Oberfliche. Welches der im oralen System bestimmende Einfluss ist, wird dort diskutiert.

5.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde eine einfache Herstellungsmethode fiir Hydroxylapatit-Pellets vorge-
stellt, und die Eigenschaften der so hergestellten Proben wurden préasentiert. Dazu zdhlen eine
relativ hohe Dichte im Vergleich zu Hartgeweben und mechanische Belastbarkeit im Vergleich
zu nicht oder hochstens leicht verpressten Proben, chemische Reinheit und Reproduzierbarkeit
der Proben. Anhand der Ergebnisse von Messungen mit dem Rasterelektronenmikroskop und
der XPS wurde die Verénderbarkeit des Hydroxylapatit bei Anwesenheit fluoridhaltiger Ma-
terialien qualitativ und quantitativ vorgestellt. Mit Hilfe der XPS konnte fiir die Proben eine
Eindringtiefe von Fluorid und der Verlauf der Fluorkonzentration im Probenmaterial bestimmt
werden. Die Abhéngigkeit dieser Eindringtiefe vom wéhrend der Behandlung herrschenden
pH-Wert wurde gezeigt. Qualitativ wurden morphologische Anderungen der Pelletoberfliiche
in Abhéngigkeit vom pH-Wert der angewendeten Fluorierungslésungen prisentiert und zur
Erkldrung der Verlaufe der Fluor-Tiefenprofile verwendet. Das Pelletmaterial verhélt sich mo-
dellhaft wie der mineralische Anteil einer Hartgewebe-Oberfliche: Das chemische Verhalten
entspricht in dem betrachteten Fall einer Fluorierung demjenigen von Knochen oder Zahnen.

Eine weitere Steigerung der Oberflichengiite der Pellets ist durch das im folgenden Kapitel [6]
angewendete Préparationsverfahren méglich. Dabei werden die o.a. Locher in der Oberfliche
weitgehend geschlossen, und die Rauigkeit der Oberflichen kann weiter reduziert werden, so
dass im Prinzip Untersuchungen entsprechend kleiner Partikel bis hin zu einzelnen Makromo-
lekiilen moglich werden.
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6 Pelletproben aus Hydroxylapatit unter
Verwendung des FAST Verfahrens

Es stellt sich heraus, dass allein durch die Anderung des Préiparationsverfahrens eine weitere
Verbesserung der Probenqualitédt im Vergleich zum Kapitel 5| zu bewerkstelligen ist. Diese
Technik und die Qualitét der resultierenden Proben werden nachfolgend prisentiert.

Ein Problem beim Sintern ist das Abspalten von Wasser aus HAP bei hohen Temperatu-
ren. Dadurch kann sich HAP in Tricalciumphosphat (Cas(PO,), ='TCP) umwandeln. Obwohl
auch dieses Material wie alle Calciumphosphate eine gewisse Biokompatibilitéit besitztﬂ [96],
ist sein Auftreten bei der Erzeugung der hier geforderten Modellproben aus Kontrollgriinden
unerwiinscht. Insofern muss ein Sinterverfahren gefunden werden, das die chemische Zusam-
mensetzung der Proben unveréndert lésst, gleichzeitig aber die Gefiigestruktur der resultieren-
den Proben hin zu einem dichteren Material mit grofleren Kornern dndert. Das nachfolgend
vorgestellte und verwendete FAST-Sinterverfahrerﬂ erfiillt diese Anforderung. Die Pellets,
die durch dieses Verfahren erzeugt wurden, werden im weiteren als HAP3-Pellets bezeichnet.

Zunéchst wird hier analog zu Kapitel [5] erneut das pulverférmige Ausgangsmaterial und seine
Eigenschaften vorgestellt. Danach werden die gesinterten Proben anhand der Ergebnisse aus
XRD-, EDX- und XPS-Messungen charakterisiert. Besonderes Augenmerk wird dabei auf die
Morphologie entlang der Oberfliche gelegt, die den vorab vorgestellten Proben iiberlegen ist.

6.1 Eigenschaften und Vorbereitung des Ausgangsmaterials

Die HAP3-Pellets werden aus einem nanokristallinen HAP-Pulver hergestellt, das wie auch
das Ausgangsmaterial der HAP2-Proben im kommerziellen Chemikalienhandel erhéltlich ist
(hier: Aldrich, Hydroxyapatite, nanocrystalline, BET < 60 nm =: HAP3). Ziel war wie bereits
in Kapitel [p] auf einfachst moglichem Wege einen fiir weitere Untersuchungen geeigneten Pro-
benkorper aus HAP herzustellen. Die Auswahl des Verfahrens war aber ergebnisorientierter
gestaltet, so dass auch aufwéndigere Praparationstechniken Verwendung finden durften als im
Falle der HAP2-Proben. Da die physikalischen und chemischen Eigenschaften des Ausgangs-
materials einen Einfluss auf die Eigenschaften der gesinterten Probe haben kénnten, wurde
wiederum das HAP3-Pulver vollstindig in TEM-, XRD- und XPS-Messungen charakterisiert.
Alternativ und um den Einfluss des Ausgangsmaterials zu untersuchen, wurden dariiberhinaus

LTCP ist eine von vielen méglichen Calciumphosphatverbindungen, die als mineralischer Bestandteil von Bio-
materialien vorkommt. Die definitive Aussage, bei einer Materialprobe handele es sich genau um TCP ist
aufgrund der kaum unterscheidbaren Atomzahlverhiltnisse dieser Klasse von Verbindungen nur mit héchst
prazisen Messmethoden moglich.

2FAST, field assisted sintering technology, engl. , feldunterstiitzte Sintertechnik®)
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6 Praparation der HAP-Pelletproben mit FAST

Proben aus HAP2 mit dem FAST-Verfahren verdichtet. Diese Proben werden nachfolgend als
»2HAP2-FAST* bezeichnet.

Wie zuvor im Falle von HAP2 wurde das HAP3-Pulver zunichst in Wasser dispergiert, um
gef. darin enthaltene, wasserlosliche Verunreinigungen zu entfernen. 10 g des Materials wurden
hierzu in 1 1 Wasser gegeben und nach vollstédndiger Dispersion abfiltriert. Dieser Vorgang
wurde dreimal wiederholt. Nach dem letzten Filtrationsschritt wurde der Filterkuchen in einer
Petrischale bei 110 °C zwischen 10 und 24 h in einem Trockenschrank gelagert. Mit einem
Moérser wurde das zusammenhéngende Material abschlielend wieder in ein rieselfdhiges Pulver
zerkleinert. Das so gewonnene Pulver zeigt eine mit der beim HAP2-Pulver vergleichbaren
Hygroskopie, weswegen es gleichermaflen in einer entsprechend abgeschlossenen Umgebung
trocken aufbewahrt worden ist.

TEM — Strukturelle Eigenschaften des HAP-Pulvers

Eine stark verdiinnte Suspension des gereinigten HAP3-Pulvers in iso-Propanol wurde zur
Untersuchung seiner Kornstruktur auf ein TEM-Netz aufgebracht, der Alkohol wurde bei Um-
gebungsbedingungen verdampft. Die auf dem Netz zuriickbleibenden, weit verteilten Partikel
wurden dann im TEM (JEOL, JEM 2011, AG Birringer, Universitit des Saarlandes) betrach-
tet.

Abbildung 6.1: Vergleich der Pulverpartikel im Transmissions-Elektronenmikroskop vor (A)
und nach (B) dem Waschen.

Bei dem Pulver des HAP3-Materials handelt es sich im Gegensatz zu den nadelartigen Struktu-
ren des HAP2-Pulvers um kugelférmige Kérner mit einem Durchmesser von ca. 70 nm. Dabei
sind Abweichungen von diesem Wert nach oben als auch nach unten um mehr als einen Faktor 2
moglich. Das Histogramm in Abbildung [6.3] zeigt die GroBenverteilung der Kristallite. Es wur-
de durch die nachtréigliche Vermessung der in den TEM-Bildern aufgenommenen Agglomerate
bestimmt, die einen Durchmesser von bis zu einigen Mikrometern besitzen kénnen.

Auf die Oberfldche der Pulverpartikel hat der Waschvorgang keinen erkennbaren Einfluss, wie
die Abbildungen[6.1] A vorher und B nachher im Vergleich belegen. Abbildung[6.2] demonstriert
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6.1 Eigenschaften und Vorbereitung des Ausgangsmaterials

20 nm 20 nm

Abbildung 6.2: TEM-Aufnahme des gewaschenen HAP-Pulvers, das spéter zur Herstellung der
Pellets verwendet wurde. Zwischen den Abbildungen tritt durch die Einwirkung
des Elektronenstrahls offenbar eine gewisse Erosion der Partikeloberfléiche auf.
Resultierend aus dieser Beobachtung wurden die Aufnahmen mit dem Elektro-
nenmikroskop mit entsprechender Riicksicht darauf gemacht.

den Einfluss des Elektronenstrahles auf die HAP3-Kugeln: Offenbar tritt eine oberflichliche
Erosion ein, die zweifelsfrei auf die Betrachtung des Materials im TEM zuriickgefiihrt werden
kann. Entsprechende Strukturdnderungen dadurch wurden als Artefakt behandelt.

XRD — Kristallografische Eigenschaften des HAP3-Pulvers

Das HAP3-Pulver wurde mit Hilfe rontgenreflektometrischer Messungen charakterisiert und
auf Ubereinstimmung mit den fiir Hydroxylapatit tabellierten Spektren untersucht [37]. Etwa
2 ¢ des HAP3-Pulvers wurden dafiir in eine 2 cm breite und 5 mm hohe Plastikschale eingefiillt,
glatt gestrichen und in ein Rontgenreflektometer (Panalytical X’PERT-Pro) eingebaut. Die
Anodenspannung lag fiir die Messungen bei 40 kV, der Rohrenstrom bei 40 mA.

Abbildung [6.4] zeigt zwei Diffraktogramme von HAP3-Pulverproben. Die orange, mit ,,+%“-
Zeichen gekennzeichnete Kurve zeigt das Diffraktionsspektrum fiir das unbehandelte Pulver, die
blaue, mit ,, x “-Zeichen gekennzeichnete Kurve dasjenige Diffraktogramm, nachdem das Pulver
mit Wasser gewaschen worden war. Die beiden Spektren stimmen fast vollstéindig iiberein, und
sie beide entsprechen den in der Grafik als graue Balken eingezeichneten Sollwerten fiir die
Positionen der Maxima, wie sie in der Literatur fiir die HAP-Einheitszelle in P2;-Symmetrie
zu finden sind [37]. Die Intensitétsverteilung einzelner Maxima reproduziert annihernd die
Literaturwerte.

Diese Ubereinstimmung mit den Sollwerten zeigt, dass es sich bei dem Pulver zu grofien Tei-
len um HAP handelt. Aulerdem sind keine oder nur geringe Mengen wasserloslicher oder
ausschliellich schlecht 16slicher Inhaltsstoffe enthalten, deren Entzug durch den Waschvorgang
oder Verbleib im Pulver hchstens eine unsignifikante Anderung des Spektrums zur Folge hiitte.
Das Waschen des HAP3-Pulvers hat offenbar keine messbaren Auswirkung auf seine chemische
Zusammensetzung oder die Struktur der Pulverteilchen. Um es in einheitlichem Zustand und
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6 Praparation der HAP-Pelletproben mit FAST
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Abbildung 6.3: Histogramm der Durchmesser der HAP-Partikel, die innerhalb des Pulvers in
Form von Agglomeraten auftreten. Der Mittelwert der Groflenverteilung liegt
bei etwa 71 nm.

mit geringstem Anteil an moglicherweise vorhandenen organischen Fremdmaterialien fiir die
Probenproduktion zu verwenden, wurde als Standard das HAP3-Pulver in Wassser gewaschen.
Der minimale Anteil von Chlor im Pulver, wie er durch die XPS-Messungen geliefert wird
(siehe dort), begriindet das Waschen aller Pulver mit Wasser vor ihrer Verwendung, obwohl
keine direkten Hinweise auf wasserlosliche Verunreinigungen im XRD-Sprektrum des Pulvers
zu finden sind?]

Die durch die schwarzen Pfeile in Abbildung dargestellten, im Literaturspektrum von HAP
nicht enthaltenen Maxima geringer Intensitit passen zur Struktur von Calciumoxid (CaO).
Calciumoxid ist ein in Wasser schwer 16sliches Salz, dessen geringe Gesamtintensitit bei der
XRD im Vergleich zum restlichen Spektrum einem sehr geringen Anteil an der gesamten Probe
entspricht. Da auflerdem Lage und Intensitédt vor und nach dem Sintervorgang identisch sind
(s.u.), wurde sein Vorkommen vernachléssigt.

XPS — Elementare Zusammensetzung des HAP3-Pulvers

Um die elementare Zusammensetzung des Pulvers zu bestimmen und um auch oberflichlich
anhaftende Verunreinigungen zu detektieren, wurde das Pulver analog zu der im vorherigen Ka-
pitel vorgestellten Analytik mit Rontgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS) charakterisiert.

3 Amorphe organische Inhaltsstoffe fithren insbesondere in geringer Konzentration nicht zu merklichen Verénde-
rungen des Spektrums, weil sie lediglich zu einer breiten Intensititszunahme fithren und dadurch i.a. nur schwer
vom Untergrundrauschen zu unterscheiden sind.
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6.1 Eigenschaften und Vorbereitung des Ausgangsmaterials
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Abbildung 6.4: Refraktogramme von HAP3-Pulver: orange (bzw. durch +-Zeichen) dargestellt
ist der Zustand vor und in blau (bzw. dargestellt durch x-Zeichen) nach dem
Waschen des Pulvers mit Wasser. Beide Spektren stimmen in allen Strukturen
iiberein. Die abgebildeten Spektren wurden jeweils auf eine Maximalintensitét
von 1000 normiert. Die Kurve des gewaschenen Materials (x) wurde um +200
a.u. parallel versetzt dargestellt. Die zwei separat markierten Maxima kénnen
zu einer Verunreinigung mit CaO gehoren.
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6 Praparation der HAP-Pelletproben mit FAST

Dazu wurde das Pulver in einem becherartigen Halter eingefiillt. Bei langsam abnehmendem
DruckEl wurde der Halter dann in das Spektrometer (ESCALab MKII, Vacuum Generators,
Hastings, UK) eingeschleust.

Fiir reines, stochiometrisches Hydroxylapatit (Cas;(PO,),(OH)) ist ein Verhéltnis Ca:P:O von
5:3:13 zu erwarten. Das im vorliegenden System gemessene, genaue Atomzahlverhéltnis hingt
allerdings von der Pulversynthese und der Vorbehandlung ab. Nicht-stéchiometrische HAP-
Verbindungen in der Probe oder an Kristalliten adsorbierte organische Verbindungen besitzen
einen Einfluss auf das XPS-Messergebnis. Um eine Vergleichbarkeit herstellen zu kénnen und
weil die XPS lediglich Aussagen zu Atomzahlverhéltnissen zulésst, wurden wie bereits in Kapi-
tel[5alle Messwerte darauf normiert, dass die gemessene Intensitét fiir Phosphor der geforderten
Intensitdt von 3 entspricht [91].
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Abbildung 6.5: Durch XPS bestimmte relative Atomzahlen des HAP3-Pulvers ohne jede Be-
handlung (jeweils erster Balken), nach dem Waschen in Aceton (zweiter Balken)
bzw. nach dem Waschen in Wasser (dritter Balken).

In Abbildung ist das Ergebnis der XPS-Messungen an HAP-Pulver nach der Reinigung in
unterschiedlichen Lésemitteln grafisch dargestellt. Das unbehandelte Pulver zeigt im Vergleich

4Langsam, sonst verteilt der relative Uberdruck im Pulver enthaltener Luftvolumina schlagartig den Becherinhalt
in der Apparatur...
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6.1 Eigenschaften und Vorbereitung des Ausgangsmaterials

Tabelle 6.1: Relative Atomzahlen der am Aufbau von HAP beteiligten Elemente und gemes-
sener Verunreinigungen aus Messungen an ungesintertem HAP3-Pulver

Ca P O @ Cl CaP CaO

172 41 0,19 1.63 0.29
12.8 3.7 0.17 1,67 037
14 32 0.1 152 0.33

13 0 0 1.66 0.38

as received 4.9
washed in aceton 4.7
washed in water 4.6

3
3
3
3

nominal formula unit 5

dazu einen hohen Sauerstoffiiberschuss von 17 Einheiten, wihrend das Calciumsignal (4,9)
im Bereich der Messgenauigkeit fiir Hydroxylapatit passend ist. Der hohe Kohlenstoffanteil
am Messergebnis konnte durch auf der Oberfliche haftendes Kohlenstoffmonoxid (CO) oder
andere organische Verbindungen bedingt sein. Aufierdem ist ein kleiner Beitrag von Chlor (0,2)
enthalten.

Eine naheliegende Quelle von Kohlenstoff sind - wie bereits erwéhnt - organische Verbindungen
wie Kohlenwasserstoffe, die auf der grofien Oberfliche der Pulverpartikel anhaften kénnen.
Weiterhin bildete sich beim Dispergieren des HAP3-Pulvers in Wasser ein instabiler Schaum,
der ein Zeichen fiir die Anwesenheit amphiphiler und damit oberflichenaktiver Substanzen sein
kann. In Lésemitteln sollten diese Stoffe jeweils gut 16slich sein. Um ggf. vorhandene organische
Verunreinigungen zu entfernen, wurde daher das HAP3-Pulver testweise in Aceton gewaschen
und anschlieffend untersucht.

Nach derartiger Behandlung zeigt sich bei den XPS-Ergebnissen ein starker Riickgang des Sau-
erstoffiiberschusses auf 12,9 Einheiten. Einen kleinen Riickgang zeigen das Calcium- (4,7) und
das Kohlenstoffsignal (3,6). Beim Chlor tritt lediglich ein kleiner, bei Beachtung der Fehler-
grenzen der Messung nicht signifikanter Intensitétsabfall durch das Waschen auf.

Wird das Pulver mit Wasser gewaschen, werden leicht wasserlosliche Fremdanteile aus dem
Pulver herausgelost. Nach der entsprechenden Behandlung féllt der Sauerstoffgehalt auf 14
Einheiten ab, ein schwicherer Riickgang als nach der Acetonwésche. Der Wert beim Calcium
sinkt auf 4,6 ab, wobei sich die Anderung aber noch im Rahmen der Messgenauigkeit der ver-
wendeten Anlage von etwa 10% bewegt. Das Kohlenstoffsignal reduziert sich auf 3,2 Einheiten,
der Chloranteil halbiert sich grob auf 0,1 Einheiten.

Kohlenstoff wurde in allen drei Féllen gemessen, und zwar auch noch nachdem die Oberfléiche
bereits mit Ar-Ionen gereinigt worden war. Mogliche Quellen sind anhaftende Adsorbate oder in
dem Material vorhandene kohlenstoffhaltige Verbindungen. Dies kénnten z.B. auch Carbonate
sein, wie sie beispielsweise in HAP aus Geweben héaufiger vorkommen [96], deren Anwesenheit
ist allerdings aufgrund der kiinstlichen Herkunft des HAP-Pulvers nicht zu erwarten.

Adsorbate spielen bei XPS-Messungen aufgrund der extrem grofien Oberflichenempfindlichkeit
der Methode eine wichtige Rolle. Daher wurden die Proben vor der Messung durch Argonionen-
beschuss gereinigt. Die verwendete Pulverprobe aus nanoskaligen Partikeln ist allerdings kaum
zu reinigen, denn die Partikel besitzen eine riesige dreidimensionale Oberfliche, die auch in die
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6 Praparation der HAP-Pelletproben mit FAST

Pulverprobe hinein verlaufen. Adsorbate werden daher weiterhin an Pulverkdrnern vorhanden
sein, ganz gleich wie griindlich die Oberfldchen gereinigt werden.

Das Waschen des Pulvers mit Wasser fiithrt nach den Ergebnissen der XPS zu einer signifi-
kanten Senkung des Chlorsignals. Chlor ist ein Halogen und diirfte in der Probe als Chlorid
vorkommen, das sich chemisch #hnlich zu Fluoriden verhilt. Im Sinne einer Minimierung al-
ler Halogenidanteile (auch in Hinblick auf die Verwendung der Proben in Experimenten iiber
den Einfluss der Halogenide) wurden entsprechende Waschvorgénge bei der Probenpréparation
durchgefiihrt, die keinen weiteren Einfluss auf die Zusammensetzung des Materials besitzen.
Dies kann anhand der XRD und der XPS-Messungen klar gezeigt werden: Gewaschenes und
unbehandeltes HAP3-Pulver besitzen ein anndhernd identisches Diffraktogramm.

Im Rahmen der Messgenauigkeit bestétigt die XPS die Stochiometrie des HAP-Pulvers, al-
lerdings treten Defizite in der Calcium- und der Sauerstoff-Konzentration der Proben auf.
Mogliche Ursache hierfiir konnten die Waschvorgéinge sein, die an dem Pulver durchgefiihrt
wurden und — natiirlicherweise — in erster Linie die Oberfliche einzelner Kérner betrifft, ent-
lang welcher die XPS besonders empfindlich detektiert. Die Anderungen in den Ergebnissen
zu unterschiedlich behandelten Pulvern, die durch XPS untersucht worden sind, lassen sich
zusétzlich durch oberfliachliche Adsorptions- und Desorptionsprozesse erkliren.

6.2 Probenverdichtung und -priparation

pol 1]

unterer Deckel

unterer Presskolben ——|

oberer Presskolben ——__
oberer Deckel —_|
Pressform-Mantel —I I

evakuiertes Gehause / f

Abbildung 6.6: Schematischer Aufbau einer FAST-Heiflpresse. Das in das aus mehreren Kom-
ponenten bestehende Presswerkzeug eingefiillte Pulver wird zwischen den
Presskolben komprimiert. Gleichzeitig wird die gesamte Pressform und damit
auch die zu verdichtende Probe durch einen starken gepulsten Gleichstrom ge-
heizt. Die Pressform befindet sich wihrenddessen in einem evakuierten Gefif.

FEin Verfahren, durch dessen Anwendung im Vergleich zum Verfahren uniaxialer Verdichtung
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6.2 Probenverdichtung und -prédparation

und nachfolgender Sinterung verbesserte Proben erzeugt werden, ist das sogenannte FAST-
Verfahren. Alle nachfolgend aufgefithrten Messungen wurden an mit diesem Verfahren produ-
zierten Proben durchgefiihrt.

Zur Anwendung wird ein entsprechender Sinterofen bendtigt. Der schematische Aufbau eines
solchen FAST-Sinterofens, wie er fiir die Produktion der Proben am KIT in Karlsruhe verwen-
det wurde, ist in Abbildung dargestelltE] Zum Sintern wurden ca. 3 g vorbereiteten HAP2-
oder des HAP3-Pulvers in eine aus hochfestem Kohlenstoff bestehende Pressform eingefiillt.
Die beschickte Pressform wurde anschliefend in die Apparatur (FCT Systeme GmbH, Ty-
penbezeichnung ,HP D 25%) eingebaut, deren Probenkammer zu Beginn des Sintervorganges
evakuiert worden ist. Da die Form elektrisch leitfahig ist, kann sie direkt resistiv durch einen
gepulsten elektrischen Gleichstrom geheizt werden, der durch die Form hindurch geschickt
wird (Impulsabstand: 10 ms). Bis zu einer Temparatur von 700 °C betrug die Aufheizrate bei
den hier erzeugten Proben jeweils 150 K/min, dariiber bis zu einer Temparatur bis 1000 °C
10 K/min. Bei Erreichen der 700 °C-Marke wurde auf die Probe instantan ein Druck von
50 MPa aufgebracht. Druck und Temparatur wurden nach Erreichen von 1000 °C fiir weitere
fiinf Minuten konstant gehalten, bevor die Probe ohne Pressdruck innerhalb von 10 min auf
500 °C abgekiihlt wurde. Nach Erreichen dieser Temparatur wurde der Ofen ausgeschaltet und
mit Stickstoff beliiftet.

Die gesinterte Probe wurde nach Erkalten aus der Pressform entnommen. Gelegentlich zer-
sprang sie dabei, die Bruchstiicke besafien allerdings oftmals ausreichende Grofle um daran
Messungen vornehmen zu kénnen. Die Oberfliche der Pellets (bzw. der Bruchstiicke) war ma-
kroskopisch rau, aulerdem hafteten noch Kohlenstoffreste vom Presswerkzeug an, weswegen die
Pellets zundchst mechanisch gereinigt und allseits mit einem groben Schleifpapier angeschliffen
wurden. Die flichengrofite von Ober- bzw. Unterseite wurde schliefilich mit der nachfolgend
geschilderten Standardpolierprozedur abgeschliffen und poliert:

1. Beginnend mit Schleifpapier der Kérnung 800 wird die Oberflache des Pellet abgeschlif-
fen. Hierbei wird die Probe regelméflig um 90° gedreht, um ein ungleichméfiges Abtragen
der Probe zu vermeiden. Bei diesem und allen nachfolgenden Schritten wird dabei so-
lange die Oberfliche geschliffen, bis diese unter dem Lichtmikroskop eine gleichméflige,
der Kérnung des verwendeten Schleifpapiers entsprechende Riefenstruktur besitzt. An-
schlieffend wird die Probe fiir fiinf Minuten in Wasser in einem Ultraschallbad behandelt.
Anhaftende Reste des Schleifmittels, die wiahrend der nichstfeineren Bearbeitungsstufe
die Oberfliche beschddigen wiirden, werden dadurch entfernt.

2. Der Vorgang wird nacheinander mir Schleifpapieren der Koérnung 1200, 2400 und 4000
wiederholt. Die Bearbeitungsdauer nimmt dabei mit zunehmender Kérnung zu.

3. FEine wéssrige Poliersuspension aus Diamanten mit einem Teilchendurchmesser von 3 pm
(Struers Dia-Pro Dac, 3pum) wird auf ein Polierflies (Struers MD-Dac) aufgebracht. Die
Probe wird analog zum Schleifen unter regelméfiigem Drehen in 90°-Schritten gleichméfig
iiber das mit der Suspension getrédnkte Polierfliefl bewegt und so in einem ersten Schritt
poliert.

5An dieser Stelle mochte ich mich bedanken bei Herrn Dr.-Ing. Stefan Fiinfschilling, Herrn Dr.-Ing. Deniz
Kahraman und Prof. Dr. Michael Hoffmann, KIT - Institut fiir angewandte Materialien - Keramik im Maschi-
nenbau, fiir die Bereitstellung des FAST-Sinterofens zur Herstellung der hier verwendeten HAP3-Proben.
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6 Praparation der HAP-Pelletproben mit FAST

4. Danach wird die Probe in gleicher Weise wie unter 3. mit einer 30 nm-Diamantsuspension
(Microdiamant) poliert. Nach Abschluss dieses Vorganges muss darauf geachtet werden,
das Poliermittel sofort im Ultraschall-Wasserbad von der Probe zu spiilen. Angetrock-
nete Reste dieser Suspension auf der Oberflache sind kaum mehr zu entfernen, ohne die
Oberfléche erneut zu schleifen.

5. Trotz der Ultraschallbehandlung bleiben einige der Diamanten der letzten Poliersuspen-
sion auf der Oberfliche haften. Um diese zu beseitigen, kann die Oberfliche entweder mit
einer milden Essigsdurelosung (pH=4) fiir 10 s angeiitzt werden oder mit einem Strahl
aus gefrorenen Kohlenstoffdioxidkristallen abgerastert werden (,,Snowjet®).

6.3 Eigenschaften der HAP3-Pellets

Die Dichte der wie zuvor beschrieben hergestellten Proben liegt im Falle von HAP2 als Aus-
gangsmaterial zwischen 85% und 90% (entsprechend circa 2,8 g/cm?®) bzw. im Falle von
HAP3 zwischen 95,5% und 98% (3,12 g/cm?) der theoretischen Dichte eines HAP-Einkristalls
(3,18 g/cm3). Die produzierten Pellets haben einen (durch die Pressform bestimmten) Durch-
messer von 2,5 cm und eine Hohe zwischen 4 und 6 mm. Die in der Probe verbleibende Restporo-
sitdt ist in keinem Fall durchgéngig und wird durch isoliert zueinander liegende Gaseinschliisse
hervorgerufen (,keine offenporige Struktur*[97]).

Oberflaichenmorphologie HAP-2

Durch das Sintern des HAP2-Pulvers mit dem FAST-Verfahren werden dichtere Proben pro-
duziert als durch die Anwendung des uniaxialen Pressverfahrens mit anschliefender Sinterung.
Untersuchungen der Oberfliche nach Politur zeigen auf den HAP2-FAST-Proben ein aus meh-
reren Phasen bestehendes Pellet. Auf den REM-Bildern (aufgenommen mit einem JSM-7000F,
Hersteller JEOL, AG Birringer, Universitéit des Saarlandes) in Abbildungsind Kristallite in
weitgehend ungeordnetem Gefiige zu erkennen. Teilabbildung B zeigt beispielhaft sehr glatte
Oberfldchenbereiche (,,0¢), die sich durch scharfe Grenzflichen von einer zweiten Phase mit
tiefer liegender und sehr rauer Oberfliche (,,x“) abgrenzen. Die glatte Oberfliche besitzt eine
Rauigkeit unter 1 nm (RMS auf 1x1 pm?, gemessen per AFM).

Eine EBSD-Analyse der Oberfliche identifiziert anhand des Riickstreumusters zwei unter-
schiedliche Materialien in den einzelnen Phasen. Bei der glatt erscheinenden handelt es sich
offenbar um HAP, wihrend die auf der rauen Phase ermittelte Struktur zu Tricalciumphos-
phat (Caq(PO,),) passt. Offenbar kommt es also beim Sintern der HAP2-FAST-Pellets zu
Umwandlungsreaktionen in TCP.

Oberflaichenmorphologie HAP-3

Die Oberfliche der HAP3-Pellets besitzt eine sehr geringe Rauigkeit, wenn sie nach der zuvor
geschilderten Prozedur geschliffen und poliert worden sind. Auf einem einzelnen Korn betragt
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6.3 Eigenschaften der HAP3-Pellets

Abbildung 6.7: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Oberfliche eines HAP2-
FAST-Pellets.

sie unter 1 nm auf einem 1x1 pm? groBen Oberflichenausschnitt (z.B. Abbildung A und
B).

Werden die verbleibenden Polierpartikel durch die Atzbehandlung entfernt, so erfihrt die Ober-
flédche eine leichte Erosion, die je nach ihrer Orientierung einzelne Kristallite mehr oder weniger
stark betrifft. Die unterschiedlich Atzrate einzelner Korner fiihrt zur Entstehung von Hohenstu-
fen. Die stark angeéitzten Oberflichenareale werden auflerdem rauer, wenig angeétzte bleiben
hingegen relativ glatt (vgl. Abbildung A). Bei der Bestimmung der Rauigkeit iiber Korn-
grenzen hinweg werden dann Rauigkeitswerte unterhalb von 10 nm gemessen.

Im Vergleich hierzu zeigen sich die mit dem Kohlenstoffdioxid bearbeiteten Oberflichen nicht
erodiert. Die Methode verursacht in dem sproden Probenmaterial allerdings thermisch indu-
zierte Spannungen durch das Anspriithen mit kaltem CO, einerseits und das bei dieser Bear-
beitungsmethode notwendige Gegenheizen der Probe andererseits. Werden diese Spannungen
zu grof3, zerspringt die Probe, wodurch sie fiir viele Anwendungen nicht mehr verwendbar ist.
Aufgrunddessen muss immer fallweise die Art der Préaparation abgewogen werden. Sofern iiber
weite Strecken eine ebene Fliche unabhéngig von der Materialorientierung notwendig ist, soll-
ten die Polierpartikel mit der CO,-Behandlung entfernt und das Verlustrisiko der Probe in
Kauf genommen werden. Sind nur Probenoberflichen im pm-Bereich notwendig, dann kann
die Probe geédtzt werden.

Die bei der Atzbehandlung entstehende Terrassenstruktur ist nicht zwangsweise nachteilig:
Wenn es um die unterschiedlichen Eigenschaften unterschiedlich orientierter Kristallite geht,
so bietet die HAP3-Pelletprobe eine Moglichkeit der Charakterisierung. Durch Anétzen wird
die Unterscheidung einzelner Kristallite mdéglich, weil hierbei entlang der Kristallitkanten ein
stiarkerer Abtrag erfolgt.

Dass es sich bei den einzelnen, durch Atzen sichtbar werdenden Kérnern tatséchlich um einkris-
talline Gebilde handelt, kann mit Hilfe einer ortsaufgelésten EBSD-Charakterisierung nachge-
wiesen werden. Dafiir wurde eine Probe nach der vorgenannten Préparation mit abschliefen-
dem Beschuss mit CO,-Beschuss vorbereitet. Mit einem Tonen-Atzverfahren wurde die Ober-
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50 nm . 3 nm

5um 0 10 pm

Abbildung 6.8: Kraftmikroskopische Hohenbilder einer HAP-Pelletprobe nach Polieren und

Atzen (Bild A, verwendete Atzlosung: Acetatpuffer bei pH 4,7 fiir 10 s) bzw.
Reinigung mit einem COg-Strahl (B). Fiir das in Bild A dargestellte Ober-
flichenareal von (5 ym)? ergibt sich eine Rauigkeit vom 7,6 nm, bezogen auf
eine der Kornoberflichen wird auf einer (1 gm)? grofen Teilfliiche eine Rauig-
keit von 1 nm gemessen. In Bild B liegt die Rauigkeit bei unter 1 nm auf einer
(10 ym)? groBen Fliche, hier 0,2 nm.

Abbildung 6.9: A: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Oberfliche eines HAP3-
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Pellets nach Ionenpolitur. Der links gestrichelt gezeichnete Bereich zeigt un-
gefidhr den in B abgebildeten Bereich. B: Ergebnis eines ,,EBSD-Mappings“,
bei dem an jedem Punkt des Bildes eine einzelne Messung durchgefiihrt wurde.
Dabei wird die Orientierung des Riickstreumusters bestimmt, und gleichzeitig
wird gepriift, ob das wihrend der Messung aufgenommene Riickstreumuster zu
HAP passt. Die Orientierung wird nach dem nebenstehenden Schema farbko-
diert, so dass fiir jeden Punkt des Bildes die Kristallitorientierung dargestellt
ist. Gleiche Farben bedeuten somit gleiche Kristallorientierung.



6.3 Eigenschaften der HAP3-Pellets

fliche weiter geglattet, was zu dem Erscheinigungsbild der Oberfliche wie in Abbildung A
fithrt. Nach Einschleusen der Probe in ein REM (JSM-7000F, Hersteller JEOL, AG Birringer,
Universitit des Saarlandes, ausgetstattet mit Digiview 3 EBSD-Detektor, EDAX-TSL) wurde
die Oberfliche zunédchst abgebildet, und in demselben Oberflichenbereich wurden danach die
Riickstreumuster auf die Probe eingestrahlter Elektronen aufgenommen und charakterisiert.

Abblidung B zeigt das Ergebnis. Bei eingehender Untersuchung ergibt sich, dass die per
EBSD bestimmten Strukturen allesamt mit der Kristallstruktur von HAP vertréglich sind, ein
Hinweis auf die Reinheit des Materials. Innerhalb einzelner Korner besitzt die Kristallstruktur
durchweg homogene Orientierung, was anhand der konstanten Orientierung der Riickstreufi-
guren festgestellt werden kann. Die beim Anétzen der Oberfliche sichtbar werdenden Korner
sind also wirklich Einkristalle, deren Orientierung anhand der Farbung angegeben ist. Eine
Vorzugsausrichtung der Korner beispielsweise parallel zur Pressrichtung ist nicht erkennbar.

Charakterisierung durch XRD

Analog zu den HAP2-Pellets wurden auch die FAST-gesinterten Pellets mit Hilfe der XRD auf
Fremdphasenanteile hin untersucht. Diese Untersuchung wiirde fiir die HAP2-FAST-Proben
ausgelassen, da sich bereits bei der vorab durchgefiihrten Charakterisierung der Proben ein-
deutige Verunreinigungen durch TCP nachweisen lieen, und damit eine weitere Verfolgung
dieser Praparation nicht sinnvoll erschien.

Wie anhand des Diffraktogramms in Abbildung zu erkennen ist, haben sich Position und
relative Intensitdten der Maxima durch den Sinterprozess im Vergleich zur ungesinterten Probe
nicht gedndert. Die Breite der Maxima hat sich durch den Sinterprozess erwartungsgeméfl
vermindert, da sich der Durchmesser der Kristallite innerhalb des Materials vergroflert hat.
Neu auftretende Maxima oder fehlende Maxima sind nicht vorhanden, insbesondere kann kein
TCP in seiner charakteristischen rhomboedrischen Gestalt nachgewiesen werden.

Wie bereits bei den ungesinterten Pulverproben findet sich auch im Diffraktogramm der gesin-
terten Probe ein Maximum bei einem Beugungswinkel von ca. 37,5°. Seine Lage und Intensitét
bleiben durch das Sintern ungeéndert, so dass eine Beeinflussung durch die Bearbeitung aus-
geschlossen wird.

Die Ergebnisse der Rontgenuntersuchung bestétigen somit, dass beim Sinterprozess keine mit
einer Umwandlung der Kristallstruktur einhergehende Materialverinderung aufgetreten ist.
Die Linienpositionen bestéitigen nach dem Sintern weiterhin eine gute Reinheit des des Pellet-
materials, das die Beugungseigenschaften von Hydroxylapatit zeigt.

Chemische Charakterisierung der Oberfliche durch XPS

Um auf alternativem Weg sicherzustellen, dass sich durch den Sintervorgang das Hydroxylapa-
tit nicht in ein anderes Material umgewandelt hat, wurden die HAP3-Pelletproben nach dem
Sintern mit Hilfe der XPS untersucht. Untersuchte Orbitale waren Ca-2s, Ca-2p, O-1s, P-2s,
P-2p, C-1s und Cl-2p.
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Abbildung 6.10: Vergleich der XRD-Spektren von unbehandeltem HAP3-Pulver (orange +-
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Zeichen) und einer FAST-gesinterten HAP3-Pelletprobe (schwarze *-Zeichen).
AuBler der durch das Sintern bedingten Abnahme der Halbwertsbreite der ent-
haltenen Maxima sind keine Unterschiede erkennbar. Wie bei den vorab ge-
zeigten Spektren wurde die Maximalintensitdt wieder auf 1000 a.u. normiert.
Zwischen dem Spektrum der unbehandelten und der gesinterten Probe liegt
ein Offset von 200 a.u.



6.4 Diskussion

Nachdem die Proben geschliffen und poliert waren, wurden sie in die UHV-Kammer des Spek-
trometers (ESCALab MKII, Vacuum Generators, Hastings, UK) eingeschleust und direkt erst-
malig gemessen. Um an der Oberfliche anhaftende Adsorbate zu beseitigen, wurde die Probe
anschlieend durch Argonionen-Beschuss gereinigt. Die Oberfliche wurde solange beschossen,
bis sich das Kohlenstoffsignal der Probe bei weiterem Beschuss nicht mehr signifikant &nderte
bzw. verschwunden war (vgl. Erliuterungen in Kapitel [f)). Anhaftende kohlenstoffhaltige Ad-
sorbate dienten insofern wieder als Indikator fiir die Sauberkeit der Probe.

An der sauberen Probe wurde anschlieflend die Messung der oberflichlichen Zusammensetzung
wiederholt. Zu beachten ist, dass die Ergebnisse der Messungen in Tabelle einen Fehler von
bis zu 10% enthalten. Damit zeigen die Ergebnisse der Messung eine Ubereinstimmung mit
dem theoretischen Verhéltnis Ca:P:O von 5:13:3.

Tabelle 6.2: Relative Atomzahlen der am Aufbau von HAP beteiligten Elemente und gemesse-
ner Verunreinigungen. Zur Orientierung ist der theoretische Wert angegeben, der
sich fiir vollsténdig stochiometrisch aufgebautes HAP ergibt. Der Wert 0 bei der
Zahl der Chloratome bedeutet, dass kein signifikantes Signal bei den zu erwarten-
den Energien fiir die Cl-2p-Linie zu detektieren war.

Ca P O Cc (O CaP CaO

*

before sputtering 4.5 3 145 7.1 0 1.5 0.31
after sputtering 4.4 3 11.3 1.3 0° 146 0.38
3

13 0 0 167 0.38

nominal formula unit 5

Im Vergleich zum stéchiometrischen HAP ist sowohl vor als auch nach dem Reinigen der Ober-
fliche durch Ar-Ionenbeschuss das Material calciumdefizitdr. Bei Sauerstoff liegt zunédchst ein
Sauerstoffiiberschuss im Vergleich zu HAP vor, der sich nach dem Beseitigen der Adsorbat-
schicht allerdings ebenfalls in ein Defizit verwandelt. Umgekehrt kénnte es in dem oberflachli-
chen Material aber auch einen Phosphatiiberschuss geben.

6.4 Diskussion

Die vorher geschilderten Ergebnisse der Experimente zur Charakterisierung der HAP3-Pellets
zeigen, dass wiahrend des FAST-Sinterns keine chemischen Umwandlungen des Materials auf-
treten. Insbesondere beweist keine der angewendeten Techniken die Existenz von TCP oder
anderer Verbindungen nach dem Sinterprozess. Das Ergebnis von Messverfahren, die auf der
Bestimmung von Atomzahlverhéltnissen beruhen, sind mit Vorsicht zu bewerten, da beispiels-
weise der Unterschied im Messergebniss beim Verhéltnis Ca:P bei TCP oder HAP 2:1 = 1,5
bzw 5:3 = 1,66 betrigt. Der Unterschied zwischen beiden Ergebnissen iibersteigt hiufig das
Auflésungsvermogen der jeweiligen Messtechnik. Bei der Rontgenbeugung wiirde sich ein Auf-
treten von TCP hingegen durch Rontgenreflexe entsprechend eines rhomboedrischen Kristall-
systems bemerkbar machen, bei der EBSD-Messung im REM wiirden derartige Verdnderungen
durch die Messung entsprechender Riickstreumuster sichtbar werden. Beides ist nicht der Fall
gewesen, und insofern bestehen die gesinterten Pellets ausschliefllich aus HAP.
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Eine eindeutig zuweisbare Ursache fiir die unterschiedlichen Materialeigenschaften bei den
HAP2- bzw. den HAP3-Pellets ist schwierig. Einen Einfluss hat bestimmt das Sinterverfah-
ren, das im Falle der FAST-gesinterten HAP3-Materialien erheblich aufwéndiger ist als das
bei den nach einem Pressvorgang gesinterten Material verwendeten einfachen Aufheizen einer
Probe. Die Evakuierung der Ofenkammer bedingt z.B. ein beschleunigtes Entweichen einge-
schlossener Gasvolumina innerhalb des Griinkorpers. Das Schlieffen einer Pore wird auf diese
Weise erleichtert. Die Abwesenheit bestimmter Reaktionspartner in der Gasphase (z.B. Sau-
erstoff) kann eine chemische Verinderung der Probe verhindern. Gleiches gilt fiir die grofien
Autheizraten und — dadurch bedingt — geringe Sinterdauer.

Aber auch die physikalische Form des Ausgangsmaterials hat einen Einfluss: Anhand des Ver-
gleichs der Struktur von HAP2-FAST- und HAP3-Pellets kann der Einfluss der Form einzelner
Korner beobachtet werden. Die Kugelform erlaubt eine dichtere Packung der Kristallite und
damit bereits von Beginn der Sinterpriparation an ein vermindertes Gasphasenvolumen. Somit
sind bereits ohne Sintern die HAP3-Griinkérper dank ihrer Kugelform dichter als diejenigen
des HAP2-Pulvers.

Passend dazu besitzen die HAP3-Pellets im Vergleich mit den HAP2-Pellets eine nochmals
erhohte Dichte zwischen 3,03 und 3,14 g/cm3. Damit iibersteigt die Dichte des Pellets auch
diejenige von natiirlichen Zahnschmelz, die 2.82 g/cm? betrigt [78]. Die hohe Dichte bedingt
eine geschlossene, sehr porenarme Oberflache, so dass unterschiedliche Bereiche der Pelleto-
berfliche topografisch vergleichbar werden. Die Dichte der HAP3-Pellets iibersteigt diejenige
der HAP2-Pellets (2,8 g/cm?).

Die HAP2-FAST-Proben zeigen ebenfalls eine weniger dichte Struktur als die HAP3-Pellets.
Die unterschiedliche Form der HAP2- bzw. HAP3-Kristallite im Pulver konnte dafiir ein
Ausloser sein: Bei ungeordneter Schiittung des pulverférmigen Ausgangsmaterials ergibt sich
im Falle der nadelformigen HAP2-Kristallite eine geringere Packungsdichte als im Falle ku-
gelformiger Partikel. Die Beseitigung der Zwischenrdume wiirden im Falle HAP2 eine rela-
tiv lange Sinterdauer erfordern, um damit auf eine dhnlich hohe Dichte zu kommen wie die
HAP3-Pellets. Bei vergleichbarer Sinterdauer entstehen daher bei HAP2-FAST-Proben grofie-
re Hohlrdume als bei HAP3-Proben. Wegen der thermischen Instabilitdt des HAP und der
damit einhergehenden erhthten Gefahr der Bildung von TCP sollte die Sinterdauer allerdings
so kurz wie moglich gewédhlt werden. Auch deswegen wurde auf die weitere Préparation von
HAP2-FAST-Pellets verzichtet.

Oberflichenvorgénge im Bereich von Poren kénnen von diesen immer beeinflusst sein, und
entsprechend ungiinstig ist ein hiufiges Auftreten auf der Oberfliche. Im Vergleich zu den
HAP2-Pellets besitzen die HAP3-Pellets eine erheblich geringere Zahl von Poren auf der Ober-
fliche, was zu fiir weitere Experimente optimal nutzbaren Oberflichen fiihrt.

Die EBSD-Messungen an HAP3-Pellets haben gezeigt, dass die einzelnen Korner entlang der
geschliffenen Oberflache einkristallinen Charakter besitzen. Aufgrund des anisotropen Aufbaus
der HAP-Einheitszelle gehen damit unterschiedliche Eigenschaften und Wechselwirkungen ein-
her. Werden HAP3-Pellets jedoch auf einer Skala grofier als einige Mikrometer verglichen, dann
werden die durch die variierende Orientierung hervorgerufenen Unterschiede mit zunehmender
Systemgrofle immer unbedeutender, und vielmehr wird der Mittelwert aller Wechselwirkungen
interessant, der bei hinreichender Systemgrofie wirksam wird.
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Auf kleinen Skalen wiederum kann ein Einkristall entlang der Oberfliche des Pellet ausreichend
grof sein, um darauf das Verhalten etwa einzelner Molekiile auf unterschiedlichen Orientierun-
gen einer HAP-Oberfliche zu untersuchen. Fiir Systeme, deren Gréfle mit den Kristalliten
vergleichbar ist, konnen statistische Methoden und/oder eine exakte Charakterisierung einer
HAP3-Pelletoberfliiche zu Ergebnissen fithren. Prinzipiell ldsst sich die Oberfliche daher trotz
ihrer inhomogenen Struktur fiir ein breites Anwendungsspektrum nutzen.

Durch den stufenweisen Schliff der Oberfliche und die anschlieBende, im Vergleich zur HAP2-
Pellet-Praparation erweiterte Politur der Proben konnten Oberflichen besonders geringer Rau-
igkeit erzeugt werden. Die quantitative Charakterisierung wurde anhand von AFM-Aufnahmen
der polierten Oberflichen durchgefiihrt. Dabei muss unterscheiden werden, ob das Rauigkeits-
maf} auf einem einzelnen Korn oder unter Beteiligung mehrerer Korner des Gefiiges bestimmt
wurde. Durch den Préaparationsprozess kommt es zu Hohenunterschieden zwischen den Korn-
oberflichen, und diese Unterschiede haben einen Einfluss auf die Groéfle der RMS-Rauigkeit,
die nachfolgend jeweils auf (1 ym)? Oberfliiche bezogen ist: Wird die Rauigkeit auf einem ein-
zelnen Korn bestimmt, ist die Oberfliche mit einer Rauigkeit vom unter 1 nm extrem glatt.
Wird der Wert hingegen zwischen zwei Kérnern bestimmt, werden Rauigkeiten unterhalb 5 nm
bestimmt.

Die laterale Groflenordnung der angeschliffenen Korner der HAP3-Pellets betrigt wenige Mi-
krometer (vgl. z.B. mit Abbildung . Groflere homogene Bereiche finden sich nicht, kleinere
Bereiche sind dagegen hiufiger zu finden. Sofern das Gefiige als dichte Packung grofler Kris-
tallite verstanden wird, ist die Entstehung dieser Struktur nachvollziehbar. Die dicht liegenden
Korner besitzen in erster Nidherung Kugelform, haben aber i.a. unterschiedliche Durchmes-
ser und bilden auch keine angeordneten Lagen, so wie etwa Atome in Kristallen angeordnet
sind. Eine Schnittebene in lateraler Richtung schneidet daher die Kérner in unterschiedlichen
Hohen, wo diese unterschiedliche Durchmesser besitzen. Daher besitzen die Schnittflichen so-
mit ebenfalls unterschiedliche Grofle. Thre Maximalgrofle wird allerdings bestimmt vom maxi-
malen Durchmesser, den die dicht gepackten Kristallite innerhalb des Gefiiges besitzen.

Zum Entfernen von Poliermittelresten wurden zwei Wege vorgeschlagen und bereits ansatzweise
diskutiert. Das Anétzen der Oberfliche und das damit einhergehende Entfernen von Polier-
mittelresten ist in Bezug auf die gewiinschte Morphologie kontraproduktiv, denn es vergréfert
die Oberflichenrauigkeit, wihrend die Probe so glatt wie moglich sein sollte. Rechtfertigung
findet dieses Vorgehen in dem Ergebnis einer Oberfliche, wie sie in Abbildung A gezeigt
wird: Es sind keinerlei Partikel auf der Oberfliche erkennbar. Diese wichtige Eigenschaft spielt
bei den Adhésionsmessungen an Bakterien im néchsten Kapitel eine besondere Rolle.

Die beim Atzen induzierte Hohendifferenz zwischen benachbarten Kornoberflichen raut die
Struktur also auf, wéhrend bei der Préparation mit CO,-Beschuss dies kaum auftritt. Auch
hier ist die Oberfliche weitgehend frei von Partikeln des Poliermittels, aber die resultierende
Rauigkeit ist auf die gesamte Bildfliche bezogen sehr viel geringer. Beim direkten Vergleich
der beiden Teile von Abbildung muss die unterschiedliche Hohenskalierung und die unter-
schiedliche Grofle der gezeigten Oberflichenareale beriicksichtigt werden. Dann fillt auch die
iiberragende Qualitét der CO,-gereinigten Probe auf, deren rms-Rauigkeit sich auf der komplet-
ten gezeigten Bildfléche zu 0,2 nm ergibt. Nachteil der CO,-Reinigung sind die widhrenddessen
auftretenden thermischen Spannungen, die schlagartig eine Probe in viele einzelne Bruchstiicke
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zerreifien konnen. Bei der Anwendung der Technik ist insofern immer Vorsicht geboten: Zwar
ist die Qualitét der resultierenden Probe iiberragend, es besteht allerdings ein Risiko fiir einen
Totalverlust einer Probe. Es sollte daher vor Einsatz der Technik gepriift werden, ob nicht das
Atzen einer Pelletoberfliche eine mogliche Alternative darstellt.

Insgesamt betrachtet bieten die nach der in diesem Kapitel gezeigten FAST-Préparationsme-
thode erzeugten Proben eine in héchstem Mafle kontrollierte Oberfliche an. Durch entsprechen-
de Nachbehandlung lassen sich extrem glatte Oberflichen erzeugen, deren RMS-Rauigkeiten
lokal auch unterhalb von 1 nm liegen kénnen. Struktur und Kristallitorientierung lassen sich
mit einfachen Methoden charakterisieren. Chemisch konnte durch intensive Untersuchung der
HAP3-Pellets gezeigt werden, dass sie sich im Rahmen der Messgenauigkeit aus reinem Hy-
droxylapatit aufbauen.

Die hier erzeugten Proben erfiillen nachweislich die in Kapitel formulierten Anforderungen
an die Proben. Dass die Proben fiir Experimente gut nutzbar sind, wird nachfolgend in Kapitel
anhand von Adhésionsexperimenten demonstriert. Der Fluorierbarkeit der Proben und so-
mit ihrem chemischen Verhalten analog zur mineralischen Phase in Zahnschmelz und anderen
Hartgeweben kommt dabei eine besondere Bedeutung zu.
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6.4 Diskussion

HAP3-Pellet, poliert,
angedtzt in Essigsdure-Acetat-Puffer
(pH 4.2, Dauer: 5 min, 6 = 20 °C)

REM Anatomie Homburg

HAP3-K1-Pellet, poliert,
angedtzt in Essigsdure-Acetat-Puffer
(pH 4.2, Dauer: 5 min, 6 =20 °C)

REM Anatomie Homburg

HAP3-K1-Pellet, poliert,
angeditzt in Essigsdure-Acetat-Puffer
(pH 4.2, Dauer: 5 min, 6 = 20 °C)

rms-Rauigkeit des gesamten Bildes:
0,16 nm

Dimension AFM

4.0 nm

HAP3-K3-Pellet, poliert,
angedtzt in Essigsdure-Acetat-Puffer
(pH 4.2, Dauer: 5 min, 6 =20 °C)

rms-Rauigkeit des gesamten Bildes:
0,60 nm

Dimension AFM
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6 Praparation der HAP-Pelletproben mit FAST

HAP3-Pellet, poliert,
angeitzt in Essigsdure-Acetat-Puffer
(pH 4.2, Dauer: 30 s, 6 =20 °C)

stark gedtzter Oberflichenbereich

REM Anatomie Homburg

HAP3-K1-Pellet, poliert,
angedtzt in Essigsdure-Acetat-Puffer
(pH 4.2, Dauer: 30 s, 6 = 20 °C)

Auf kleiner Skala ist hier die
Gefligestruktur sichtbar.

REM Anatomie Homburg

HAP3-K2-Pellet, poliert,
angedtzt in Essigsdure-Acetat-Puffer
(pH 4.2, Dauer: 30 s, 6 = 20 °C)

saubere (rechts) und verunreinigte
Oberfldche (links)

REM Anatomie Homburg

HAP3-K2-Pellet, poliert,
angedtzt in Essigsdure-Acetat-Puffer
(pH 4.2, Dauer: 5 min, 6 =20 °C)

Gut erkennbar ist die dtzbedingte
Hohendifferenzierung einzelner Korner.

REM Anatomie Homburg
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6.4 Diskussion

1.5 nm

HAP3-K5-Pellet, poliert,

Zum Entfernen der Reste des Poliermittels
wurde diese Probe mit einem CO,-Strahl
abgerastert.

Dimension AFM

HAP3-K2-Pellet, poliert, angedtzt in Essigsdure-Acetat-Puffer (pH 4.1, Dauer: 60 s,
Temperatur: 20 °C) , aufgenommen am icon AFM;

Die folgenden zwei Bilder zeigen deutlich, dass das Atzverhalten der Pellets von den
Kornern entlang der Oberfldche abhéngt. bereits im linken Bild sind zwei Hohenbereiche zu
erkennen, die nach dem Atzen entstehen. Das rechte Bild zeigt diesen Umstand noch
deutlicher durch die Verwendung einer gestauchten, stark variierenden Farbskala. Deutlich
sind ,,Isolinien* zu sehen, die an den Ubergangen zwischen den Hohenstufen auftreten. Auf
den Stufen selber sind hingegen nur geringe Hohenunterschiede detektierbar.
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7 Messung fluoridgehaltabhingiger Adhéisionskrifte
von Bakterien auf HAP-Oberflichen

In den Kapiteln [lund [6]sind Préparationsverfahren vorgestellt worden, mit denen HAP-Proben
mit kontrollierten Eigenschaften hergestellt werden konnen. Diese Pellets haben daher auch eine
in gegebenen Grenzen chemisch und strukturell kontrollierbare Oberfliche, wie dies bereits in
den vorangegangenen Kapiteln dargelegt worden ist: Durch den Grad der Politur ist z.B.
die oberflachliche Rauigkeit einstellbar, und die Oberflichenchemie kann durch Fluorierung
beeinflusst werden. Im nun folgenden Kapitel soll anhand von Messungen zur Adh#sionskraft
von Bakterien auf HAP-Oberflichen ein Anwendungsbeispiel vorgestellt werden.

7.1 Praparation der AFM-Spitzen und der Oberflichen

HAP-Pellets

Entsprechend der im vorangehenden Kapitel beschriebenen Prozedur wurden HAP3-Pellets
prapariert und poliert. Die Oberfliche besitzt dann eine Rauigkeit von einer Groéflenordnung
unter zehn Nanometer (siehe Kapitel . Mit Hilfe einer Vakuum-Bedampfungsanlage wurde
danach entlang des Durchmessers eines Pellets ein etwa 4 mm breiter und 80-100 nm dicker
Goldfilm aufgebracht. Die Dickenmessung des bereits abgeschiedenen Materials erfolgte da-
bei mit Hilfe eines Quartzmonitors (Deposition Monitor, Firma Inficon). Der aufgebrachte
Streifen dient bei den Experimenten als eine Grenzmarkierung zwischen fluoriertem und nicht-
fluoriertem Teil der Oberfliche. Gold bleibt wegen seiner hohen Korrosionsbestédndigkeit bei
allen nachfolgenden Schritten in den Versuchen unbeteiligt: Weder geht es in Lésung, noch
werden Versuche auf dem Goldstreifen durchgefiihrt. Da es nur gebunden entlang der Ober-
fliche und dann auch nur im Bereich der Markierung vorkommt, beeinflusst das Gold aus dem
Film nicht das Verhalten der Bakterien. In &nlichen Umgebungen wurde die Unempfindlichkeit
von Bakterien gegeniiber Goldschichten anhand von Wachstumsversuchen bereits untersucht
[98].

Als Fluorierungsmittel wurde Natriumfluorid (NaF) verwendet. Hiervon wurde eine wéssrige
Losung mit 1000 ppm F~ (entsprechend 220,9 mg NaF pro 100 ml Wasser) zubereitet. Der sich
durch das Losen des NakF einstellende pH-Wert liegt um 9, die Losung ist also leicht alkalisch.
Sie wurde in ein Becherglas eingefiillt, so dass dieses etwa halb gefiillt war. Die Probe wurde
so an einem Stativ befestigt, dass der Goldstreifen parallel und die Oberfliche senkrecht zum
Meniskus der Losung im Becherglas verlief (Abbildung[7.1). Durch Hinzugabe weiterer Losung
wurde der Fliissigkeitsspiegel der Losung in dem Becherglas vorsichtig soweit erhéht, dass nur
der Teil der Probe unterhalb der Goldmarkierung in die Fluorid-Losung eintauchte. Es wurde
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7 Messung fluoridgehaltabhéngiger Adhésionskréfte von Bakterien auf HAP-Oberflichen

solange Losung eingefiillt, bis die zur Probe sich ausbildende Kapillare auf der Goldmarkierung
endete. Auf diese Weise wurde auf einfachem Wege garantiert, dass die Fluoridlésung keinesfalls
mit dem oberen Teil des HAP-Pellets in Beriihrung kam.

gold strip \
\ /‘
HAP pellet / : NaF solution

pH=9
6=20°C
B~= 1000 ppm

Abbildung 7.1: Schematische Darstellung, wie ein HAP3-Pellet wihrend der Fluorierung fixiert
wurde. Da die Hohe der Fliissigkeit im Becherglas sehr langsam gedndert wer-
den kann, konnte nach dem im Text beschriebenen Verfahren eine Beriihrung
der Fluorierungsmittels mit der nicht zu fluoridierenden Hélfte der Probe aus-
geschlossen werden.

Nach dem vollstéindigen Eintauchen des unteren Probenteils wird das Pellet fiir fiinf Minu-
ten in der Fluorierungslosung belassen. Nach dieser Einwirkzeit wurde es in ein Wasserbad
getaucht um die dann an der Pelletoberfliche vorhandene Fluoridkonzentration schnell zu sen-
ken. Abschliefend wurde das gesamte Pellet fiir fiinf Minuten in ein Ultraschallbad mit frischem
Wasser gegeben, wiederum um oberflichlich anhaftende Riickstdnde des Fluorierungsmittels
zu entfernen. Dadurch entstand eine Probe, auf deren Oberflache sich die chemische Zusam-
mensetzung in Bezug auf den Fluoridgehalt auf den beiden durch den Goldstreifen geteilten
Halften erheblich unterscheidet. Die Morphologie der Oberfliche hingegen ist aufgrund der
vorab durchgefiihrten, gemeinsamen Praparartion beider Seiten gleichwertig. Auch die Fluo-
rierung bleibt bei einem pH von 9 folgenlos fiir die Oberflichenstruktur. Dies kann anhand
der AFM-Aufnahmen in Abbildung nachgewiesen werden, die von einer einzelnen Stelle
der Probenoberfliche A) vor und B) nach Fluorierung aufgenommen wurden. Im Vergleich
zur Grofle einer Bakterienzelle (~ 1 pm) sind die Unterschiede zwischen beiden Bildern ver-
nachléssigbar.

Bakterien

Ziel dieser Untersuchung war herauszufinden, ob und wie sich die Adhésionskréfte von Bak-
terien von einem unterschiedlichen Fluoridgehalt einer Oberfliche beeinflussen lassen. Um zu
tiberpriifen, ob ein derartiger Einfluss auch von der Bakterienspezies abhéngig ist, wurden
drei unterschiedliche Arten verwendet: Staph. carnosus, Staph. oralis und Strep. mutans. [99].
Die Staph. oralis und Strep. mutans Stamme wurden von der Klinik fiir Zahnerhaltung, Par-
odontologie und Priventive Zahnheilkunde (Universitédtsklinikum des Saarlandes, Homburg,
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20 nm

0 um 5.7 um

Abbildung 7.2: Vergleich einer HAP3-Oberfldche vor und nach Fluorierung. Bei der Fluorie-
rung der Oberflache lassen sich im direkten Vergleich zweier an derselben Stelle
der Oberfliche aufgenommener AFM-Hoéhenbilder keine relevanten Verdnde-
rungen erkennen. Die Rauigkeit von Teilbild A betréigt 2,2 nm, in Teilbild B
3,0 nm. (Reprint with permission from [99]. Copyright 2013 American Chemical
Society)

Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Von diesen Keimen ist bekannt, dass sie Erkrankungen
im Mund-/Rachenraum auslésen, unter anderem Zahnkaries. Von Staph. carnosus ist hinge-
gen bekannt, dass er, anders als die anderen verwendeten Bakterien, in seiner Zellwand keine
Adhésine enthélt. Dabei handelt es sich um Proteinmolekiile in der Zellwand, die eine be-
sonders starke Wechselwirkung mit Oberflichen erzeugen kénnen. Durch deren Abwesenheit
besitzt der Keim eine nur geringe Pathogenitéit, obwohl er weit verbreitet ist. Dieser Staph.
carnosus-Stamm mit der Bezeichnung ,, TM300“ wurde von der Deutschen Sammlung von Mi-
kroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) bezogen.

Die Bakterien wurden jeweils bei -80 °C in TSB (tryptone soy broth, BD Biosciences, Heidel-
berg, Deutschland) mit einem Anteil von 15% Glycerin aufbewahrt. Zur Kultivierung wurden
die Bakterien jeweils auf TSB-Schafsblut Agar-Platten bei 37 °C iiber Nacht bebriitet. Die
Bakterienkolonien wurden danach in 5 ml Miiller-Hilton-Kulturen (MH; BD Biosciences, Hei-
delberg, Deutschland) fiir 6 h bei 37 °C bei 150 Umdrehungen pro Minute vorkultiviert. 300 pul
jeder Vorkultur wurden verwendet um damit eine aus 10 ml MH bestehende Hauptkultur an-
zuimpfen. Nach 16 h Wachstum bei 150 Umdrehungen pro Minute und 37 °C wurden daraus
die Bakterien geerntet, und zwar durch Zentrifugieren bei 1900 g fiir 10 min bei 20 °C. Die
gewonnenen Bakterien wurden zweimal mit je 10 ml PBS-Puffer El (10 mM Kaliumphosphat,
0,15 M Kochsalz; pH 7) gewaschen. Am Ende wurden die Bakterien in PBS dispergiert so dass

Lengl. phosphate buffered saline , phosphatgepufferte Salzlosung. Der pH-Wert entspricht dem H POzf /H2POy -
System von 7.4, und die Ionenkonzentration sorgt fiir einen osmotischen Druck entsprechend physiologischer
Bedingungen.
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7 Messung fluoridgehaltabhéngiger Adhésionskréfte von Bakterien auf HAP-Oberflichen

eine Konzentration von 10 Zellen pro Milliliter erhalten wurde.

AFM-Spitzen

Fine Moglichkeit, die Adhésionskraft von Bakterien auf eine Oberfliche zu bestimmen, ist die
Kraftspektroskopie mit einem Rasterkraftmikroskop, wie sie in Kapitel vorgestellt wor-
den ist. Zur Funktionalisierung werden dafiir Silizium-Federbalken ohne Spitze (PNP-TR_TL,
Nanoworld, Neuchatel, Schweiz und MLCT-0, Bruker, Santa Barbara, USA) als Sonde ver-
wendet. Diese wurden zunéchst in LuftplasmaE] gereinigt und anschliefend fiir eine Stunde in
eine wissrige Poly-L-Lysin-Losung (MP Biomedicals, Solon, USA, ¢ = 0,1 mg/ml) eingelegt.
Dabei bildet sich auf den Federbalken ein Lysinfilm, auf dem Bakterien wegen seiner positiven
Ladung (in PBS-Puffer, pH=7,3) eine besonders starke Haftung zeigen.

Fiir alle nachfolgenden Préparations- und Messschritte wird jeweils als Puffer PBS verwendet.
Die Sonden werden fiir eine Stunde bei 4 °C im Kiihlschrank in die vorbereitete Bakteri-
ensuspension eingelegt. Einige der darin enthaltenen Bakterien binden wéhrend dieser Zeit
elektrostatisch auf der Lysinschicht, und es bildet sich mit der Zeit ein Bakterienfilm auf dem
Federbalken, wie er in Abbildung zu erkennen ist. Abschliefend wurden die Federbalken
vorsichtig mit Puffer gespiilt, um nicht fest anhaftende Bakterien (z.B. bei Adsorption in Mul-
tilage oder ohne festen Oberflichenkontakt) zu entfernen. Die so priparierten Bakterienspitzen
wurden direkt vor der Durchfiihrung von Experimenten prépariert, da sie lediglich fiir einige
Stunden unter Pufferlosung aufbewahrt werden kénnen.

7.2 Messaufbau und Durchfiihrung

Das teilfluorierte HAP-Pellet wurde im Kraftmikroskop fixiert und so mit Puffer bedeckt, dass
sich iiber der polierten Oberseite eine diinne Fliissigkeitsschicht befindet. Darin wurde der
Spitzenhalter des Kraftmikroskops eingetaucht, so dass die Adhésionsmessungen vollsténdig
in PBS bei definiertem pH (pH=7,4) und definierter Ionenstérke entsprechend physiologischer
Bedingungen sowie ohne die Gefahr des Austrocknens des Bakterienfilms durchgefiihrt wurden.

Fine Hilfte der Pelletoberfliche wurde willkiirlich fiir den Beginn der Messungen ausgewahlt.
Nach der Anndherung der Bakterienspitze an die Oberfliche wurden die Messparameter fiir
die Kraftspektroskopie (u.a. Trigger fiir Bewegungsumkehr, Rampenlinge, Geschwindigkeit)
so gewihlt, dass verwertbare Kraft-Distanz-Kurven gewonnen wurden. Mit diesen Parame-
ters wurde ein Raster von 50 Punkten auf der Oberfliche abgefahren, an denen jeweils eine
Kraft-Distanz-Kurve aufgezeichnet wurde. Dies fithrt zu einer Mittelung von Oberfléichenei-
genschaften, die wegen lokaler Variationen der Topografie oder der chemischen Zusammenset-
zung notwendig ist. Anschlieend wurden die Messungen auf der anderen Seite der Pelletpro-
be fortgesetzt. Hier wurde nach erneuter Einstellung der Messparameter ebenfalls ein Raster
programmiert, dieses mal allerdings mit der doppelten Anzahl von Punkten. Messwertbeein-
flussende Parameter wie die Andruckkraft oder die Verweildauer auf der Oberfldche bleiben

2Der eingesetzte Plasmareiniger ist ein Eigenbau
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7.2 Messaufbau und Durchfiihrung

Abbildung 7.3: Spitzenloser AFM-Federbalken nach Préparation der Polylysin-Schicht und
Lagerung der AFM-Sonde fiir eine Stunde in einer Bakteriensuspension im
Kiihlschrank. An der Spitze sind deutlich die angelagerten Bakterien zu erken-
nen. (Reprint with permission from [99]. Copyright 2013 American Chemical
Society)
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aber unveridndert gegeniiber den vorausgegangenen ersten Punkten. An jeder einzelnen Positi-
on des Punkterasters wurde wiederum eine Kraft-Distanz-Kurve aufgezeichnet. Abschlieend
wurden nochmals in dem zuerst untersuchten Oberflichengebiet des Pellets weitere 50 Kraft-
Distanz-Kurven in einem Gitter aufgenommen. Dieser zweite Durchgang und der Vergleich der
entsprechenden Ergebnisse mit denjenigen aus dem ersten Durchgang erlaubt fiir jede Half-
te der Oberfliche eine Einschétzung von Veréinderungen, die wihrend der gesamten Messung
passiert sein konnten: Beispielsweise konnte sich durch das Ablésen einzelner Bakterien die
maximal mogliche Adhésionskraft vermindert haben. Dies wiirde aber zu einer Verfilschung
der Messergebnisse fiihren. Bei signifikaten Abweichungen der Adhésionskrifte des ersten und
des letzten Messdurchganges wurden die Messungen daher als nicht vertrauenswiirdig einge-
stuft und fiir eine weitere Auswertung nicht beriicksichtigt. Das beschriebene Vorgehen wurde
nach Datenlage und Stabilitdt der Messung mehrfach wiederholt.

100 & Eapproach 1

z °r w’*wWwqumwwfwypwwwwwwww
B -100 F | ; ‘g.‘,wl,‘le‘.w:w'“‘ﬂw‘_\M‘ “‘,'ﬂ”‘im‘v‘ |
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Abbildung 7.4: Beispiel einer Kraft-Distanz-Kurve bei Anndherung (approach) und beim
Zuriickziehen (retraction) einer bakterienfunktionalisierten Spitze an ein
HAP3-Pellet. (Reprint with permission from [99]. Copyright 2013 American
Chemical Society)

Die nach vorangehender Schilderung gewonnen Kraft-Distanz-Kurven wurden mit Hilfe der Na-
noScope Analysis Software [I00] ausgewertet. Aus jeder einzelnen Messung wird die Haftkraft
der Bakterienspitze auf der Oberfliche als Tiefe des in der Kurve vorhandenen Adhé#sionsmi-
nimums abgelesen (vgl. Abbildung [7.4] Details zur Methode sind in Kapitel aufgefiihrt):
Bei der Annéherung (blaue Kurve, wird von rechts nach links durchlaufen) wirkt bis kurz vor
die Oberflidche keine Kraft auf die Spitze, weswegen die detektierte Kraft auch (bis auf Signal-
rauschen) 0 betrigt. Beim sog. Snap-In wirkt kurz vor der Oberfliche eine anziehende Kraft
(negatives Vorzeichen) auf die Spitze, die zum ,,Anschnappen“der Spitze an die Oberfliche
fiihrt. Bei weiterer Anndherung bleibt die Spitze im Kontakt mit der Oberfliche und dringt
nicht weiter vor, und die Anniherung wird vollstéindig in eine Verbiegung des Federbalkens
umgesetzt. Die Steigung des scharf ansteigenden Teils der Kurve entspricht bei harten Ober-
fliche daher der Verbiegungsempfindlichkeit des Federbalkens, die als notwendiger Parameter
auch fiir die Auswertungen hier abgelesen wird. Bei Erreichen einer vorher festgelegten Kraft
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Abbildung 7.5: Beispiel eines Histogramms, dass sich bei Messung der bakteriellen Adhésions-
kréfte auf fluorierter bzw. unbehandelter Oberfléiche ergibt.
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wird die Bakterienspitze dann wieder zuriickgezogen (rote Kurve, von links nach rechts). Die
Adhiision zur Oberflidche hélt dann die Spitze im Kontakt mit der Oberflache, solange die anzie-
hende Kraft der Oberfliche grofier als die zuriickziehende Kraft ist. Sobald sich diese Relation
umkehrt, bewegt sich die Spitze zuriick in ihre Ruhelage. Als Adhésionskraft F,g, wird immer
die eingezeichnete Kraft verstanden, die sich aus der maximalen Auslenkung des Federbalkens
bei der Riickzugskurve ergibt. Sekundédre Minima der Riickzugskurve entlang der Riickkehr
zur Ruhelage repréisentieren weitere Kontaktpunkte, die nachfolgend getrennt werden, oder
Entfaltungsvorginge von an der Adhésion beteiligten Makromolekiilen.

Fiir jede verwendete Spitze und jede verwendete Probenhilfte werden die ermittelten Adhé&si-
onskrifte in einem separaten Histogramm aufgetragen, wie es exemplarisch in Abbildung
gezeigt ist. Unter der Annahme einer poissonverteilt auftretenden Haftkraft kann der Mit-
telwert als Maximumstelle im Histogramm abgelesen werden. Die Signifikanz der Ergebnisse
auf unterschiedlichen Oberflichen wurde beim Vergleich von fluorierten mit nicht fluorierten
Oberflichen bei Verwendung derselben Spitze mit einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA)
untersucht.

Fiir die Eichung des Kraftmikroskops als Kraftsensor muss die Federkonstante des Federbal-
kens und die Verbiegungsempfindlichkeit entsprechend der Ausfiihrungen in Kapitel nach
Abschluss der Experimente bestimmt werden.

7.3 Ergebnisse

Morphologie und Fluoridverteilung nach Fluorierung mit pH 9

Um Adhisionsvorgéinge auf verschiedenen Oberflichen vergleichen zu kénnen, muss deren je-
weilige Struktur miteinander vergleichbar sein. Die Loslichkeitseigenschaften des HAP fithren
bei der Anwendung saurer Fluorierungsmittel zu Losungsvorgéingen entlang der Oberflache,
und damit zu einer unkontrolliert sich vergrofernden Rauigkeit [30, [T01]. Wegen des schlecht
kontrollierbaren Einflusses der Rauigkeit auf Adhésionsexperimente war eine derartige Verénde-
rung der Oberfliche unter allen Umsténden zu vermeiden. Fiir pH-Werte iiber 7 wird fiir HAP
eine hohere Stabilitiit vorausgesagt [30], weil der Uberschuss an OH-Gruppen das Herauslosen
von OH-Gruppen aus der Kristallstruktur minimiert und damit die Struktur insgesamt stabi-
lisiert.

Die Wahl der Fluoridionenkonzentration von 1000 ppm orientiert sich an Zahnpflegeprodukten,
die bis zu 5000 ppm Fluorid enthalten kénnen [102], und an der durch Speichel und Wasser
eintretenden Verdiinnung. Beim Herstellen einer derartigen Fluoridlosung ergibt sich der pH-
Wert idealerweise in einem Bereich, in dem HAP eine sehr geringe Loslichkeit zeigt. Fiir die
Messungen wurden deshalb angemessene Fluorid-Konzentrationen sowie an die Loslichkeit des
HAP angepasste (und hier aus Griinden der Strukturerhaltung der Oberfliche notwendige)
pH-Werte verwendet.

Der Einfluss der Fluorierung auf die Oberflichenmorphologie wurde wie vorab bereits gezeigt
aufgrund seiner Wichtigkeit kraftmikroskopisch mit einem Bioscope® AFM der Firma Bruker
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(Michigan, USA) mit Nanoscope V Controller dokumentiert. Unterschiede zwischen einer frisch
praparierten und einer fluorierten Oberfliche kénnen durch direkten Vergleich beliebiger Stellen
vor und nach Fluorierung iiberpriift werden. Die Rauigkeiten der in Abbildung A gezeigten
Oberfliche betrdagt in unbehandelten Fall 2,2 nm. Nach Anwendung der Fluorierungslésung
steigt die Rauigkeit in Abbildung B leicht an auf 3,0 nm. Beide Bilder wurden im Tapping
Mode® aufgenommen.

Die Verteilung des Fluor in der so behandelten Probenoberfliche (pH=9, c(F)=1000 ppm) ist
bisher noch nicht analysiert worden, weswegen per XPS (in einem ESCALab MKII Spektrome-
ter, Vacuum Generators, Hastings, UK) ein analog zu Kapitel |5| erstelltes Fluor-Tiefenprofil
erstellt worden ist. Das hierfiir praparierte Pellet wurde vollsténdig in eine Fluorierungslosung
bei pH 9 eingetaucht. Abbildung zeigt die grafische Darstellung des Ergebnisses: Die Fluor-
konzentration besitzt offenbar ein Maximum etwa 10 nm unterhalb der Probenoberfliche. In
der Abbildung sind die Ergebnisse mehrerer Messungen zusammengefasst, die auch unterein-
ander relativ starke Variationen der Konzentrationsverldaufe mit zunehmender Tiefe zeigen.

Um das Ergebnis zu verifizieren, wurde die Oberfliche von Probe 1 sehr grob und weit abge-
schliffen. Dadurch wurde ein Einfluss vorhergehender Messungen an der Oberfliche des Pellets
unterbunden. Doch auch nach dieser Priaparation und erneuter Fluorierung bleibt der Verlauf
der Fluoridkonzentration nicht-monoton. Eine weitere untersuchte Probe reproduziert quali-
tativ ebenfalls den nicht-monotonen Verlauf der Fluorkonzentration, die Gesamtmenge von
Fluor in der Probe ist allerdings niedriger als in den vorab durchgefithrten Messungen. Hierfiir
konnten strukturelle Eigenschaften der jeweiligen Pellets verantwortlich sein.

Bei allen vorher gemessenen Proben lag die maximale Fluoridkonzentration hingegen direkt
an der Oberfliche der Probe. Die Maximalzahl der Fluoratome liegt mit lediglich etwa 1at%
an der Gesamtzahl der enthaltenen Atome niedriger als in den anderen bereits in Kapitel
vorgestellten Ergebnissen. Die direkt an der Oberfliche bestimmte Fluorkonzentration ist dabei
vertraglich mit XPS-Messungen anderer Untersuchungen bei hohen pH-Werten, bei diesen
wurde allerdings kein Tiefenprofil bestimmt [103].

Eine Hypothese fiir die nicht-monotone Abnahme des Fluorids von der Oberfliche hin zu
groferen Tiefen bezieht den pH-Wert der Fluorierungslésung in die Uberlegungen ein: Das
Ausmaf der Ersetzungsreaktion

Ca, (PO,)5(OH) + F~ — Ca,(PO,),F + OH~

wird beeinflusst von der Differenz der Bindungsenergien der Hydroxid- bzw. der Fluoridionen
einerseits und ihrer jeweiligen Konzentration andererseits. In der Lésung befindliche Hydroxid-
ionen konkurrieren quasi mit den Fluoridionen um Gitterpldtze im HAP. Zwar hat das Fluorid-
ion eine etwas hohere Bindungsenergie im Gitter, womit es grofiere Bindungskréfte erfihrt, die
grofle Zahl der Ionen in der Losung bewirkt aber einen Diffusionsdruck von Hydroxidionen in
das Gitter. Das o.g. chemische Gleichgewicht der Ersetzungsreaktion verlagert sich somit unter
dem Einfluss des hohen pH-Wertes mehr zu den Edukten. Je weiter von der Oberfliche der Pro-
be entfernt die Ersetzung stattfindet, umso geringer ist allerdings die Uberschusskonzentration
der Hydroxidionen aus der Lésung, so dass mit zunehmender Tiefe die hohere Bindungsenergie
des Fluoridions wieder die Oberhand iiber die dann verminderte Hydroxidionenkonzentration
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Abbildung 7.6: Ergebnis der Fluortiefenprofilmessung per XPS an HAP3-Proben nach Fluo-
rierung bei pH 9. Dargestellt sind durch die Symbole die Messwerte dreier
Messreihen, deren Verlauf im Vergleich untereinander eine relativ grofie Ab-
weichung voneinander zeigt. Die gepunkteten Linien zeigen die Anpassungen
der Messwerte einer einzelnen Messreihe an eine Exponentialfunktion, die fiir
grofle Tiefen gegen 0 konvergiert. Aus diesen Funktionen wurde dann durch
Mittelwertbildung der als durchgezogene Line ermittelte Verlauf eines Gesam-
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7.3 Ergebnisse

gewinnt. Die Fluoridkonzentration steigt daher mit zunehmendem Abstand von der Oberfléiche
zunéchst an. Da natiirlich auch die Fluoridionen nur durch Diffusion in die Oberflache eindrin-
gen, entspricht die Eindringtiefe relativ genau dem bei einem pH von 6,2 an den HAP2-Pellets
in Kapitel [5] bestimmten Wert.

Ergebnisse der Adhisionsmessungen
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Abbildung 7.7: A: Histogramm der wihrend einer Adhisionsmessung bestimmten einzelnen
Haftkrifte. Auf dem fluorierten Teil (schraffiert) der Oberfliche sind die Haft-
kréfte signifikant geringer als auf dem unbehandelten Teil (kariert). B: Mittlere
Adhéasionskrifte im Verlauf der Messung auf den unterschiedlich behandelten
Teilen der Oberflache. (Reprint with permission from [99]. Copyright 2013 Ame-
rican Chemical Society)

Die Auswertung der Adhésionsexperimente zeigt eine signifikante Herabsetzung der Adh#sions-
kréfte von Bakterien auf einer fluorierten HAP-Oberfléiche im Vergleich zu einer unbehandelten.
Abbildung [7.7] fasst dies beispielhaft anhand einer einzelnen Messreihe zusammen.

Abbildung A zeigt ein Histogramm aller Messergebnisse dieser Messreihe, wobei alle Messun-
gen an einem Bioscope® AFM der Firma Bruker (Michigan, USA) mit Nanoscope V Controller
durchgefiihrt worden sind. Es sind fiir die Messungen auf der unbehandelten wie auch auf der
fluorierten Oberfléche jeweils normalverteilte Messergebnisse zu erkennen, wobei das Maximum
und damit der Mittelwert dieser Verteilung im Falle des fluorierten Materials bei signifikant
geringeren Werten liegt. In dem gezeigten Fall betrigt er nur 50% des Wertes, der fiir den Fall
der unfluorierten Probe bestimmt werden kann. Beide Verteilungen beginnen jeweils bei 0 nN
und erreichen im unbehandelten Fall die maximal wirkende Kraft von 1.1 nN, im fluorierten
Fall von 0.7 nN.

Abbildung B zeigt die Mittelwerte der Adhésionskrifte aus den hintereinander durchgefiihrten
Teilmessungen auf den unterschiedlich behandelten Oberflichen. Die nicht signifikante Abwei-
chung der Ergebnisse der dritten, auf der unbehandelten Oberfliche durchgefithrten Gruppe
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von Einzelmessungen (M3) gegeniiber der ersten (M1) demonstriert, dass sich die funktiona-
lisierte Spitze noch genauso verhilt wie zu Beginn des Experimentes. Solche Abweichungen
konnen auftreten durch Umsortierung oder Verlust von Bakterien am Federbalken, und starke
Abweichungen der Messergebnisse voneinander wiirden Zweifel an der Konsistenz der Experi-
mente wecken. Da sich das System aber auf gleichen Oberflichen auch gleichartig verhéalt, sind
Abweichungen durch Verdnderungen an der funktionalisierten Spitze insbesondere durch einen
Verlust von Bakterien wihrend der Messung ausgeschlossen.
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Abbildung 7.8: Zusammenstellung der Ergebnisse aus den Adh#sionsmessungen unter-
schiedlicher Bakterienspezies auf fluorierten und unbehandelten HAP-Pellet-
Oberflichen. Bei allen Messungen tritt zwischen der unbehandelten und der
fluorierten Oberfliche ungefahr eine Halbierung der gemessenen Adhé#sions-
kraft auf. Der relativ grofle Fehler in den Messungen resultiert aus der Fixierung
des Minimums der Messergebnisse bei 0 nN und der damit automatisch auf-
tretenden Breite der Messwertverteilung. (Reprint with permission from [99).
Copyright 2013 American Chemical Society)

Abbildung zeigt eine Zusammenstellung der gemessenen Mittelwerte aus Messreihen mit
verschiedenen Bakterienspezies, und zwar jeweils auf der fluorierten und der unbehandelten
Hilfte der Pelletoberfléiche. Alle vorgenommenen Messungen zeigen auf dem fluorierten Teil der
Oberflidche eine auf ca. 50% des Wertes des unbehandelten Teils der Oberfliche herabgesetzte
Adhision. Die Werte der Adhésionskraft variieren dabei zwischen 0,5 und 2,5 nN im Fall der
unbehandelten und zwischen 0,3 und 1,3 nN im Fall der fluorierten Probenoberfliche. Die
Messwerte erfiillen bei allen vermessenen Bakteriensorten jeweils ein Signifikanzniveau von
0,001 (**%).

130



7.4 Diskussion

7.4 Diskussion

Die Kraft-Distanz-Kurven mit Hilfe der bakterienfunktionalisierten Sonden zeigen eindeutig,
dass eine Fluorierung eines HAP-Pellets die Haftkraft ungefahr um einen Faktor zwei ver-
mindert. Fiir das Zeta-Potentials finden sich fiir physiologischen pH-Wert auf fluoriertem und
auf nicht fluoriertem HAP in der Literatur jeweils negative Werte [61, [104]. Zudem ist der
Ladungszustand von Bakterien unter physiologischen Bedingungen ebenfalls negativ. Obwohl
damit Oberfliche und Bakterien gleiches Vorzeichen ihrer effektiven elektrischen Ladung be-
sitzen, wirkt offensichtlich eine anziehende Kraft beim Abstand Null, die die Bakterien an der
Oberfldche hilt. Es miissen neben elektrostatischen somit noch andere Wechselwirkungen an
der Oberfliche vorhanden sein.

Physikalische Eigenschaften der Oberfliche, die von ihrer chemischen Zusammensetzung be-
einflusst werden, sind das Zeta-Potential und die Oberflichenenergie. Bei Fluorierung wurde
bereits an einer anderer Stelle von einer weiteren Verminderung des (-Potentials berichtet
[105], 106], und auch die vermehrte Adsorption positiv geladener Proteine auf HAP wurde
durch diese Veranderung erkldrt [107]. In &hnlicher Weise wurde weiterhin erklért, dass die
Adhésion von S. mutans durch die Adsorption negativ geladener Proteine und die daraus fol-
gende erhohte negative Ladung an der Grenzfliche vermindert wurde [10§]. Eine Verminderung
der Haftkraft kann daher durch eine Fluorierung hervorgerufen werden. Ein dadurch bedingter,
verstiarkter Beitrag elektrostatischer, repulsiver Krifte am Oberflichenpotential spiegelt sich
in einer verminderten Adhésion der Bakterien wider.

Es konnte auch eine Anderung der Oberflichenenergie zwischen HAP und fluoriertem HAP
auftreten: Eine durch Fluorierung herbeigefithrte Minderung der Oberflichenenergie wiirde
ebenfalls zu einer verminderten Haftkraft der Bakterien fithren. In den Literaturwerten treten
allerdings grofle Variationen bei Angaben zur Oberflichenenergie von HAP und FAP auf, die
abhingig sind von den verwendeten Messmethoden und der kristallografischen Orientierung
der Oberflache, an der diese Messungen durchgefiihrt worden sind [109] 110].

Ein weiterer Grund fiir eine verminderte Adhésion konnte die Freisetzung von Fluorid aus der
behandelten Oberfliche und eine daraus resultierende Verdnderung der Bakterien sein. Fluo-
ride konnen auf den Metabolismus von Bakterien hemmend einwirken und sogar den Aufbau
des oralen Biofilms verdndern [IT1]. Allerdings ist die Loslichkeit von Fluorapatit bei physio-
logischem pH-Wert (wie in PBS-Puffer, der fiir die hier gemachten Experimente verwendet
worden ist) sehr gering, sogar geringer als die Loslichkeit von HAP [30]. Hier konnte argumen-
tiert werden, dass einige Fluoridionen vom Priparationsprozess an der Oberfliche anhaften.
Wegen der starken Affinitét dieser Ionen zu HAP und der Art der Préparation (Ultraschallbad
nach Fluorierung) kann jedoch das Vorkommen freier Fluoridionen ausgeschlossen werden. Ein
durch Fluoridionen bedingter, adhésionsmindernder Effekt kann daher kaum eine Rolle spielen.

Die Frage nach einem absoluten Wert fiir die Adhésionskraft einer Bakterienzelle auf einer
HAP-Oberfliche kann mit den vorliegenden Messungen nicht beantwortet werden. Dazu sind
allerdings die hier geschilderten Experimente auch ungeeignet. Mikroskopisch kann zwar er-
mittelt werden, wieviele Bakterienzellen auf einem Federbalken angebracht sind, ob diese aller-
dings alle und gleichermaflen zur bei den Experimenten ermittelten Adhésionskraft beitragen,
ist nicht ohne weiteres zu klaren. Aus demselben Grund ist auch ein Vergleich der Ergebnis-
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se aus Messreihen mit verschiedenen Federbalken untereinander nicht sinnvoll, da die Dichte
der Bakterien, ihre Anordnung und die Préiparation fiir eine einzelne Spitze sehr individuell
sind. Diese Vergleiche werden im vorliegenden Fall auch nicht gezogen. Die kraftspektrosko-
pischen Untersuchungen zeigen bei allen verwendeten Bakterien annidhernd eine Halbierung
der gemessenen Adhésionskrifte durch die Fluorierung der Oberfliche. Diese Beobachtung ist
jeweils ohne den Vergleich unterschiedlicher Messreihen getroffen, so dass die Nichtvergleich-
barkeit verschiedener bakterienfunktionalisierter Spitzen keinen Einfluss auf dieses Ergebnis
besitzt.

Um die Vergleichbarkeit unterschiedlicher Messreihen herzustellen, wird derzeit versucht, ein-
zelne Bakterien auf definierte Art mit Hilfe eines Mikromanipulators punktgenau an einem
AFM-Federbalken zu befestigen. Zahl und Art der montierten Bakterien stiinden damit vollstandig
fest, und Messungen auf unterschiedlichen Substraten kénnten direkt verglichen werden [112].

Was die Ursache fiir den Unterschied in der Adhésionskraft auf den unterschiedlich behandel-
ten Oberfldchen innerhalb einzelner Messreihen angeht, so sind durch die kraftmikroskopischen
Charakterisierungen topografische Verdnderungen als Ursache fiir die Abnahme der Adhési-
onskraft ausgeschlossen. Da alle Bakterienarten eine dhnliche Reduktion der Adhésionskraft
erfahren, kann es sich auch nicht um spezifische Wechselwirkungen bestimmter Molekiile an
der Bakterienoberfliche handeln. Insbesondere die Reduktion im Falle von S. carnosus, der
kaum Adh#sine und damit kaum iiber Moglichkeiten einer spezifischen Adsorption verfiigt,
unterstiitzt diese Sichtweise.

All diese Argumente legen den Schluss nahe, dass der durch die Fluorierung der HAP-Pellets
erzeugte Unterschied bei den Bakterienadhisionsmessungen entweder durch eine Verdnderung
des Zetapotentials oder durch eine Anderung der Oberflichenenergie hervorgerufen wird. Auch
eine Kombination aus beidem wire denkbar.

7.5 Ausblick

Bei den vorab geschilderten Experimenten wurde die Adh#sion von Bakterien an HAP in
einer hochkomplexen Umgebung, wie sie etwa in der Mundhohle vorhanden ist, vereinfachend
nachgestellt. Von der Vereinfachung sind u.a. die folgenden Eigenschaften betroffen:

e Die Mundhohle enthélt neben Bakterien, die an Zahnschmelz haften, auch noch eine
grofle Anzahl von Proteinen und anderen Makromolekiilen, die am Aufbau eines initia-
len Biofilms auf dem Zahngewebe verantwortlich sind. Die in dieser Arbeit betrachtete
Oberfldche der HAP-Pellets ist vollig frei von einem entsprechenden initialen Proteinfilm
(Pellikel), dessen Anwesenheit einen Einfluss auf das Adhésionsverhalten haben kann
[113].

e Neben den bereits adhérierten Proteinen des Pellikels liefert der stindige Speichelfluss
neue Proteine in wéssriger Losung nach, die IThrerseits einen direkten Einfluss auf Bak-
terien und deren Verhalten haben koénnen. Das im Speichel enthaltene Lysozym ist bei-
spielsweise in der Lage, die Polypeptidoglykanschicht in den Zellwénden von Bakterien
anzugreifen und diese dadurch zu schwichen [114] [115].
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e Wie in Anhang[A]ausfiihrlich dargestellt ist, besteht Zahnschmelz aus einer strukturierten
Anordnung von HAP-Kristalliten. Diese enthélt organische Materialien, die ihrerseits
Einfluss auf das Adhésionsverhalten nehmen kénnten, und zwar sowohl verstéirkend als
auch abschwichend, und das auch noch ggf. abhéingig vom pH-Wert, der zum Zeitpunkt
einer Messung herrscht (durch geénderte Ladungszustidnde bei unterschiedlichen pH-
Werten).

Diese Unzulinglichkeiten, die bei der Ubertragung der in diesen Modellexperimenten erzielten
Ergebnisse auf das natiirliche System entstehen, lassen das Modell zunéchst unausgereift er-
scheinen. Das nun geschaffene HAP-Modellsubstrat ist allerdings ein wichtiger Baustein, um
darauf basierend das Modell stiickweise realer zu gestalten. Besonders zu betonen ist, dass
die Modellproben die Beobachtung paarweiser Wechselwirkungen zwischen einzelnen Kompo-
nenten des Systems erlauben (Kraft zwischen mineralischer Phase und Bakterienzelle), die bei
der Betrachtung von gewachsenen Geweben nicht zu trennen sind. Stattdessen iiberlagern sich
dort viele anziehende oder abstoflende Krifte, und es besteht die derzeit nicht iiberwindbare
Schwierigkeit, die einzelnen, tatsédchlich bestimmenden Faktoren der Adhésion einer einzelnen
Bakterienzelle auf dem Gewebe zu bestimmen. Zur Losung dieses Problems umgeht die hier
verfolgte Strategie diese Schwierigkeit, indem erst nach und nach diejenigen Wechselwirkungen
dem Modell hinzugefiigt werden, deren Kontrolle derzeit experimentell moglich ist. Das Vor-
kommen unreproduzierbarer Einfliisse, wie etwa eine variierende chemische Zusammensetzung
der Gewebeprobe oder ihre unkontrollierte Struktur, stellen bei der Messung an synthetischen
Proben kein Problem dar, weil dies kontrollierte Parameter sind.

Das Fernziel dieser Art von Experimenten ist, einen Zahn lebensecht modellieren zu kénnen.
Bis dahin muss die Komplexitéit des Modellsystems immer in dem Mafle erhoht werden, in dem
direkte oder indirekte Kontrolle der Systemparameter moglich ist. Das konnte hier z.B. durch
das Hinzufiigen bestimmter Proteine in die Messumgebung geschehen, die auf der Pelletober-
fldche einen — wiederum kontrollierten — Proteinfilm erzeugen. Letztlich konnen auf diese Weise
alle Parameter, die auch am echten Gewebe einen relevanten Einfluss besitzen, schrittweise das
Modell erweitern.

Die in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung einer HAP-
Oberfliche mit einer Fluoridlosung die Adhésionsvorgédnge von Bakterien auf dieser Oberfliche
beeinflusst. Ohne die geringe Oberflichenrauigkeit und die reproduzierbare chemische Zusam-
mensetzung der synthetischen HAP-Pellets wéren die definierten Messungen zu den in die-
sem Kapitel beschriebenen Ergebnissen nicht moglich gewesen. Anhand kraftspektroskopischer
Adhisionsmessungen mit bakterienfunktionalisierten Spitzen an den Modellproben konnten si-
gnifikante Unterschiede zwischen unbehandelten und mit einer NaF-Losung behandelten Ober-
flichen nachgewiesen werden. Dabei war die Bakterienspezies, mit denen der AFM-Federbalken
modifiziert wurde, fiir das Ergebnis unbedeutend: In allen Fillen zeigte sich unabhéingig von
der Art der Bakterien an der Spitze eine gleichwertige Reduktion der Adhésionskraft auf der
fluoridbehandelten Oberfliche um einen Faktor von zwei. Topografische Unterschiede durch
eine unterschiedliche Praparation oder durch die Fluoridbehandlung konnten durch die Art
der Probenvorbereitung und einen Vergleich von Oberflichenbereichen vor und nach der Fluo-
ridanwendung ausgeschlossen werden. Somit bleiben als Ursache der Adhésionsverringerung
lediglich die chemische Zusammensetzung der Oberfliche und damit verdnderte Eigenschaften
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der Oberfliche — (-Potential und Oberflichenenergie — iibrig.
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Bei der anfidnglichen Betrachtung der Wechselwirkungen an Oberflichen stellte sich heraus,
dass sich die Zahl der zu beriicksichtigen Eigenschaften der Oberfliche und ihre gegenseitige
Beeinflussung stark auf den Schwierigkeitsgrad der Beschreibung auswirken kann. Gewebe mit
einer Vielzahl von Strukturen auf unterschiedlichen Skalen und mannigfaltig beeinflussbarer
und sich selbst beeinflussender Proteinbestandteile bilden eine in dieser Hinsicht bemerkenswer-
te Stoffklasse. Entsprechend schwierig ist es, an derartigen Proben elementare Zusammenhénge
zu beobachten.

Daher wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass unter Verwendung passender Sinterverfahren Mo-
dellproben aus Hydroxylapatit erzeugt werden kénnen. Die Proben besitzen dabei eine
einfache und reproduzierbare Struktur, und sie lassen sich mit einfachen Mitteln (Schleifen,
Polieren) auf rms-Rauigkeiten unter einem Nanometer bringen. Anders als beispielsweise Silizi-
umwafer oder Glimmerplattchen erfassen die HAP-Pelletproben allerdings wichtige chemische
Eigenschaften von Hartgeweben, die zu einem Grofiteil aus demselben Material bestehen. Mit
Hilfe dieser Pellets ist es u.a. moglich, den Einfluss von Fluoriden auf Struktur und Ober-
flicheneigenschaften der mineralischen Bestandteile der Hartgewebe zu studieren, ohne den
storenden Einfluss chemischer Verunreinigungen oder hoher struktureller Komplexitéit der Ge-
webe beriicksichtigen zu miissen.

Nach der Fluorierung kann eine starke Abhéngigkeit der Oberflichenmorphologie und des
sich einstellenden Fluor-Tiefenprofils vom pH-Wert wéihrend des Fluorierungsvorganges be-
obachtet werden. Wihrend sich fiir neutrale pH-Werte monoton, annihernd exponentiell ab-
fallende Fluortiefenprofile mit geringer Eindringtiefe um wenige 10 nm ergeben, resultieren fiir
saure pH-Werte Eindringtiefen von tiber 100 nm. Zwar ist auch hier im wesentlichen ein ex-
ponentieller Abfall der Fluorkonzentration messbar, direkt an der Oberflache ist allerdings ein
Bereich mit stark {iberhohtem Fluorgehalt erkennbar. Fiir den Fall einer basischen Fluorierung
liegt die Eindringtiefe &hnlich wie im neutralen Fall bei wenigen 10 nm, das Fluortiefenpro-
fil zeigt allerdings keinen monotonen Verlauf mehr. Stattdessen stellt sich ein Maximum der
Fluorkonzentration bei etwa 10 nm Tiefe ein.

Die Vermessung der Eindringtiefe von Fluorid in eine Pelletoberfléche zeigt erheblich gerin-
gere Werte als bisher gemessen wurden. Ausloser dieses Unterschieds kénnte die im Vergleich
zum Gewebe hohere Dichte der Proben sein, die trotz oberflachlicher Porositit insgesamt eine
kompaktere Struktur besitzen.

In einer weiteren Reihe von Experimenten wurden die Pellets genutzt, um daran die Stirke
bakterieller Adhisionskréfte zu bestimmen: Es konnte festgestellt werden, dass eine Fluo-
rierung der Pelletoberfliche annéhernd eine Halbierung der Adhésionskrifte bewirkt. Dieser
Effekt tritt unabhéingig von der verwendeten Bakteriensorte auf, womit er unspezifischer Natur
sein muss. Als urséchlich kann dafiir entweder eine Verschiebung des (-Potentials hin zu
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negativeren Werten oder ein Einfluss der Fluorierung auf die Oberflichenenergie des
Pellets angesehen werden.

Pellets als Modell fiir Hartgewebe

Insgesamt betrachtet zeigen die entwickelten Pellets eine breite Anwendbarkeit, um fiir
komplizierte Hartgewebe vereinfachende Modellsysteme darzustellen. Die nach dem hier vor-
gestellten Verfahren erzeugten Proben erfiillen die zu Anfang der Arbeit formulierten Anfor-
derungen.

Die Pellets bieten eine chemische und strukturelle Einfachheit, die hauptséchlich durch
die die definierte Zusammensetzung und die geringe Rauigkeit bedingt ist. Dadurch kénnen sie
aufler auf den bereits bearbeiteten Gebieten auch in anderen Anwendungsfeldern hilfreich sein.
Um eine breitere Anwendbarkeit zu ermoglichen, wére es interessant, die Eigenschaften der Pro-
ben in unterschiedlichen Rahmenbedingungen zu charakterisieren. HAP ist nicht nur in Zahn-
schmelz sondern in allen Hartgeweben enthalten, so dass die Pellets auch fiir Knochengewebe
ein interessantes Frsatzsystem geringerer Komplexitét darstellen konnen. Dabei beschranken
sich die Untersuchungen nicht ausschliefllich auf Protein-Oberflichen-Wechselwirkungen, son-
dern denkbar wiren auch Wachstumsexperimente mit lebenden Zellen.

Neben der weiteren Anwendung der HAP-Pellets als Modell kénnen die Pellets selbst ebenfalls
weiterentwickelt werden. Je groflier beispielsweise die Korner innerhalb des Pelletgefiiges umso
groBer sind diejenigen Oberflichenbereiche, auf denen die Probe homogene Eigenschaften be-
sitzt. Auch wére es nach vorhergehender Charakterisierung der Oberfliche auch moglich, auf
hinreichend groflen, einkristallinen Oberflichenbereichen die Eigenschaften der unterschiedli-
chen Kristallitflachen zu vergleichen. Dafiir wére eine Weiterentwicklung der Pellets hinsichtlich
ihrer Préparation notwendig, bei der das Kornwachstum optimiert wird.

Interessant wire auch die Einbindung einfacher organischer Bestandteile in die Pellets
bzw. entlang ihrer Oberfliche. Zahn- und andere Gewebe bestehen zu einem gewissen Anteil
auch aus Proteinen, die gerade auf Adhésionsvorgéingen wegen der variablen elektrischen La-
dung von Proteinen erheblichen Einfluss nehmen kénnen. So ist es von besonderem Interesse,
wie Proteine und die HAP-Oberfléiche gemeinsam zu einem resultierenden Oberflichenpotential
beitragen.

Alle Erkenntnisse, die an den vereinfachten Oberflichen durchgefiihrt werden, kénnen zu ei-
nem elementaren Verstdndnis von Wechselwirkungen fithren, welches letztenendes in Simula-
tionsrechnungen zu einem bottom-up-Ansatz fiir die theoretische Beschreibung einer beliebig
strukturierten Oberfliche fiihrt. Der Vorteil eines solch tiefen Versténdnisses liegt damit auf
der Hand, denn mit verlésslichen Simulationen wiire eine Optimierung von Oberflichenwechsel-
wirkungen fiir viele Anwendungen moglich.
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A Anatomie der Zihne und Entstehung der
Zahnhartsubstanzen

In diesem Anhang werden ausfiihrlich die Struktur und die Entstehung der Zahngewebe préisen-
tiert.

Struktur und Aufgaben des Gebisses

Sédugetiere wie der Mensch besitzen ein Gebiss, das durch den gegenseitigen strukturellen
Zusammenhang mehrerer Zéhne gebildet wird. Es besteht beim erwachsenen Menschen aus
32 Z&dhnen, das Milchgebiss von Kindern umfasst hingegen nur 20 Z&hne.

Die anatomischen Strukturen sind auf die Art der Nutzung spezialisiert: Carnivoren besit-
zen ausgeprigte Fangzihne, wihrend typische Herbivoren auf die Zerkleinerung der eigentlich
schwer verdaulichen Pflanzennahrung spezialisierte Zéhne tragen.

Die Position einzelner Zihne innerhalb des Gebisses und ihre eigene individuelle Form sind
bestens an ihre jeweilige Aufgabe innerhalb des Gebisses angepasst. Schneidezdhne mit ei-
ner schmalen Kante zum Aufbau hoher Driicke besitzen eine vollkommen andere Form als
Mahlzéhne, die dank grofler Kauflichen und Hocker perfekt zum Zermahlen von Nahrung
angepasst sind. Trotz der individuellen Anpassung entfalten Zihne ihre Funktion nur im Ge-
bissverbund, woraus sich die Wichtigkeit jedes einzelnen Zahnes ableiten lasst [32].

Die primére Aufgabe der Zahnorgane liegt im Greifen und Zerkleinern von Nahrung. Dane-
ben gibt es allerdings noch weitere Aufgaben: Beim Menschen sind Zéhne fiir die Lautbildung
wichtig (z.B. dentale Verschluss- [t], [d] und Reibelaute [s], [z]). Das Fehlen von Zahnen, ins-
besondere der Frontziahne, fillt sehr deutlich unter dsthetischen Gesichtspunkten auf und hat
auch soziale Auswirkungen. Zihne sind gemeinsam mit Kiefer, Zunge und Mundschleimhaut
Teil eines empfindlichen Tastmechanismus und kénnen meist im Zusammenspiel mit den teil-
weise groflen auftretenden Kieferkréaften auch als Werkzeuge verwendet werden.

Zahnanatomie

Alle im menschlichen Korper zu findenden Hartgewebe sind am Aufbau des Zahns oder in
dessen direktem Umfeld zu finden. Details hierzu kénnen z.B. dem Buch von Schroeder [32]
entnommen werden. Im folgenden wird kurz die Zahnanatomie vorgestellt. Danach werden
einige spezielle Eigenschaften von Zahngewebe als einem Vertreter HAP-haltiger Gewebsarten
erlautert.

Ein einzelner Zahn, wie in Abbildung schematisch dargestellt, wird grob unterteilt in den
Kronenbereich oder auch die Zahnkrone (engl. crown), die in der Mundhohle als ,,Zahn® er-

137



A Anatomie der Zihne und Entstehung der Zahnhartsubstanzen
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Abbildung A.1: Schematischer Querschnitt durch einen einzelnen Zahn im Kieferknochen.

kennbar ist, und einen Wurzelbereich oder die Wurzel (root), die das Zahnorgan im Kieferkno-
chen verankert. Die Auflenseite des Kronenbereichs ist mit Zahnschmelz (enamel) bedeckt,
der als mechanische Schutzschicht das darunterliegende, relativ weiche Zahnbein (dentin) be-
deckt und vor Abnutzung schiitzt. Das Innere des Zahnes, die sogenannte Pulpa (dental pulp)
ist stark vaskularisiert und enthélt Odontoblasten, also zahnbeinbildende Zellen. Wahrend
beim Zahndurchbruch (sog. Eruption) die den Schmelz bildende Zellschicht aus Ameloblas-
ten zerstort wird und nicht mehr erneuert werden kann, ist das Zahnbein zu einem stetigen
Wachstum in der Lage. Dies fiihrt im Laufe der Zeit zu einer Verengung der Pulpa, bis diese
schlieBlich im hohen Alter vollsténdig zuwachsen kann.

Der Kieferknochen, in dem der Zahn verankert ist, ist zur Mundhohle hin mit dem Zahn-
fleisch (gingiva) bedeckt. Es ist stark durchblutet und eine wichtige immunologische Barriere
in der Mundhohle. Auf Knochengewebe ausgeiibter Druck fithrt zu dessen Abbau. Daher wiirde
ein schlicht im Knochen steckender Zahn durch die bei seinen Gebrauch auftretenden Krifte
zum Abbau des Knochengewebes in seinem Umfeld fiihren. Das gesamte Zahnorgan sitzt daher
in einer passgenau ausgestalteten Knochenhohlung des Kiefers, einem sogenanten Zahnfach
(alveole), und ist dort an einem komplizierten Banderapparat (Desmodont, Sharpey-Fasern)
aufgehéngt. Auf diese Weise werden die auftretenden Kaukréifte in Zugkrifte umgewandelt,
die zu Knochengewebsaufbau fiihren. Diese Art der ,,Zahnaufhdngung® sorgt fiir eine durch
den physiologischen Gebrauch der Zéhne geférderten Erhaltung des Knochengewebes im Wur-
zelbereich.

Der gesamte, in der Mundhohle sichtbare und daher umgangssprachlich als Zahn bezeichnete
Kronenanteil des Zahnorgans ist mit einer bis zu einigen Millimeter dicken Schicht aus Zahn-
schmelz iiberzogen, das Zahninnere und der Wurzelbereich werden hingegen ausschliellich aus
dem weicheren und etwas weniger HAP enthaltenden Zahnbein gebildet. In der Entstehungs-
phase des Zahnes werden beide Gewebsarten gleichzeitig gebildet, und zwar jeweils auf der
Riickseite einer Schicht aus zugehorigen Bildnerzellen. Zu Beginn der Gewebsbildung ordnen
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sich Ameloblasten und Odontoblasten zu einer Doppelschicht zweier Zelllamellen. Zahnschmelz
und Zahnbein werden sukzessive in dem Zwischenzellraum zwischen den beiden Zelllagen ge-
bildet, wihrend die jeweilige Front aus Bildnerzellen von dem dahinter entstehenden Gewebe
verdrangt wird. Nach Abschluss der Gewebebildung befinden sich die Odontoblasten geschiitzt
im Inneren der gebildeten Pulpahohle, die Ameloblasten hingegen sind an der Auflenseite des
neu entstandenen Zahnes angeordnet. Spétestens beim Zahndurchbruch sind sie dadurch nicht
mehr vor mechanischer Beanspruchung geschiitzt und werden abgetragen.

Entstehung, Struktur und Eigenschaften der Zahnhartgewebe
Zahnbein

Zahnbein ist die weichere der am Aufbau des Zahnorganes direkt beteiligten Hartgewebsarten.
Die im Vergleich zu Zahnschmelz grofiere Elastizitédt erlaubt dem Zahn eine gewisse Anpassung,
denn das innenliegende Material kann bei ungleichméfiger Belastung etwas nachgeben und die
Bruchneigung des harten, aber auch spréden Zahnschmelzes vermindern.

Dentin entsteht in mehreren Schritten als eine ungeordnete Abscheidung nanokristalliner Par-
tikel, die im extrazellularen Raum hinter der Odontoblastenlamelle gebildet werden. Die Kris-
tallisationskeime als auch die fiir das Kristallwachstum bendtigten Materialien werden von den
Odontoblasten gebildet und wéhrend der Wachstumsphasen abgegeben. Wahrend die Den-
tinschicht durch diesen Ablagerungsvorgang in ihrer Dicke zunimmt, verbleibt ein Teil jedes
Odontoblasten als sukzessive wachsender Odontoblastenfortsatz in dem neu gebildeten Ge-
webe. Anhand der hierdurch gebildeten, das gesamte Gewebe durchziechenden Dentinkanile
lasst sich Dentin leicht vom kompakten Zahnschmelz unterscheiden (vgl. Abbildung . Die
Zellfortsétze bleiben innerhalb des Kanals bestehen und erreichen eine Lénge von der Dicke
der Dentinschicht, also im Millimeterbereich.

Dentin unterliegt einem Reifungsprozess, und in unterschiedlichen Absténden zur Sekretions-
front werden unterschiedliche Reifungsgrade von Dentin unterschieden. Sie unterscheiden sich
in ihrem Wasser- und/oder Proteingehalt. Das ausgereifte Dentin besitzt neben der minerali-
schen Phase (70% Massenanteil) eine Proteinphase mit einem Anteil von 20% an der Gesamt-
masse. Weitere 10% entfallen auf in das Gewebe eingelagertes Wasser.

Zahnschmelz

Zahnschmelz zeigt einen geordneteren Aufbau als Dentin und hat einen hoheren Minerali-
sationsgrad (95%). Der Massenanteil von Protein und Wasser liegt zusammengenommen bei
lediglich 5%. Senkrecht zur Schmelz-Dentin-Grenzfliche verlaufen innerhalb des Zahnschmelzes
sogenannte Schmelzprismen, die die Schmelzschicht scheinbar vom Zahninneren ausgehend
annéhernd strahlenformig durchlaufen. Man unterscheidet dabei Prismenstédbe und den so-
genannten interprismatischen Schmelz, der um Prismenstéibe herum zu finden ist. Entlang
des Verlaufs der einzelnen Prismen variiert deren relative Orientierung zueinander. Schnitte
senkrecht zum Prismenverlauf besitzen daher fallweise unterschiedliches Aussehen. Aufgrund
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Abbildung A.2: Optische Vergroflerung eines polierten Schnittes horizontal durch einen
menschlichen Mahlzahn (Molar) knapp oberhalb der Pulpahohle. Beim Dentin
sind die Dentinkanile als ovale Locher in der Oberfliche zu erkennen. Von die-
ser Schmelz-Dentin-Grenze aus startet die Entstehung der beiden Zahngewebe.

dessen werden hierbei die Schliissellochform von der Hufeisenform unterschieden, was sich
auf die Form der Querschnitte bezieht, die die Prismen durch ihren variierenden Verlauf ne-
beneinander hervorrufen. Insgesamt ist das Auftreten unterschiedlichster Muster entlang von
Schnittflichen moglich, entscheidend dafiir ist die lokale Orientierung der Prismenstéibe re-
lativ zur Schnittebene und relativ zueinander. Abbildung zeigt beispielhaft eine gedtzte
Zahnoberfliche.

Prismenstébe und auch der interprismatische Schmelz sind ihrerseits aufgebaut aus einer paral-
lelen Anordnung von nadelférmigen HAP-Kristalliten. Sie besitzen eine Breite von ca. 70 nm,
eine Dicke von etwa 25 nm und eine stark variierenden Linge zwischen 100 und 1000 nm [116].
Der derzeit angenommene Entstehungsmechanismus dieser gleichartig orientierten Domé&nen
geht von einer aus Proteinen bestehenden, durch Selbstorganisation herbeigefithrten Molekiil-
anordnung aus, die die spétere Form und Richtung der Kristallite innerhalb eines zusam-
menhéngenden Gebietes vorgibt [60} 117]. Hinzu kommt der Einfluss von an der Entstehung
der Kristallite beteiligter spezieller Schmelzproteine. Dabei handelt es sich um nicht-globulére
Molekiile, die einen steuernden Effekt auf die Kristallisation des HAP aus den Ausgangsmate-
rialien besitzen. Zunéchst wird durch den Einfluss von Enamelin die Kristallisation ausgelost.
Gleichzeitig wird noch Amelogenin bereitgestellt. Dieses Protein hemmt das Kristallwachs-
tum, indem es sich entlang der {010}-Kristallflichen anlagert [60, 118]. Dadurch zeigen die
Kristallite ein vermehrtes und unproportionales Wachstum entlang der (001)-Richtung, und es
kommt zu einer parallelen Anordnung der Kristallite. In der Reifephase der Schmelzentstehung
werden durch die Ameloblasten Proteasen ausgeschiittet, die diese Proteine zerteilen und da-
durch inaktivieren. Dies fiihrt zu einer raschen Dickenzunahme der langgezogenen Kristallite,
die am Ende der Reifephase 95% des Gewebevolumens einnehmen [60].

Die Orientierung der Kristallite liegt bei den Schmelzprismen parallel zum Verlauf des Pris-
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Abbildung A.3: Geitzte (H;PO,, 1M, 15s) Schnittfliche in Zahnschmelz eines menschlichen
Zahnes, betrachtet mit einem Rasterelektronenmikroskop. Zu erkennen sind
jeweils die unterschiedlichen Prismenbereiche, die sich durch unterschiedliche
Atzgeschwindigkeiten entsprechend ihrer eigenen Orientierung auszeichnen. In
C gut zu erkennen sind die einzelnen Kristallite, aus denen der Schmelz auf-
gebaut ist.

men, im interprismatischen Schmelz verlaufen die Kristallite um bis zu 90° gedreht. Die Ursache
dieser eigentiimlichen Gestalt liegt im Entstehungsprozess des Gewebes. Ahnlich wie Zahnbein
wird Zahnschmelz ebenfalls in den Zwischenzellraum der bei Beginn der Gewebsbildung vor-
handenen Odontoblasten/Amenoblasten-Membran abgeschieden. Der Entstehungs- und Rei-
fungsprozess findet hingegen in sehr viel groerer Néhe zur Zelle statt. Daher hat die relative
Anordnung der Zellen und die Morphologie der Oberfliche auf der Innenseite der Amenoblas-
tenlamelle einen groferen Einfluss auf die Struktur des Gewebes. Ameloblasten besitzen einen
speziell ausgebildeten Sekretionsbereich, den sog. Tomes-Fortsatz, der fiir die Entstehung
der charakteristischen Struktur verantwortlich ist. Grundsétzlich geschieht die Anordnung der
Kristallite immer senkrecht zur Zellmembran eines einzelnen Ameloblasten, die allerdings auf-
grund der speziellen Form des Tomesfortsatzes entlang der gesamten Wachstumslamelle nicht
mit der Bewegungsrichtung der Zellen wihrend des Wachstums des Gewebes iibereinstimmen
muss. Richtungsabweichungen sorgen dafiir, dass an unterschiedlichen Stellen des Schmelzes
unterschiedliche Kristallitorientierungen vorliegen und damit eine Unterscheidung nach Pris-
menstab und interprismatischem Schmelz erlauben.

Die unterschiedliche Kristallitorientierung hat Konsequenzen fiir das Atzverhalten eines Ge-
webeschnittes: Da HAP entlang unterschiedlicher Kristallachsen unterschiedliche Atzgeschwin-
digkeiten besitzt, werden mit zunehmender Atzdauer die verschieden ausgerichteten Kristallit-
stréinge unterschiedlich schnell aufgelést. Die Oberfliche kann dadurch lamellenartig erscheinen,
so wie es in Abbildung zu erkennen ist.

Die #uBlerste Schicht des Zahnschmelzes unterscheidet sich von der gerade beschriebenen in-
neren Struktur, denn die Prismenstruktur ist nicht bis an die Schmelzoberfliche fortgefiihrt.
Die letzten bis zu 100 um bestehen aus einer dichten Nebeneinanderreihung von Kristalli-
ten, deren Langsachse zum Zahninneren hin orientiert ist. Die Kristallite besitzen dabei eine
laterale Grofie von 30 nm Breite. Weiterhin sind an der Oberfliche um die gesamte Krone her-
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umlaufende, waagerecht orientierte Riefen, sog. Imbrikationsfurchen zu finden. Bei niherer
Betrachtung handelt es sich dabei um im Querschnitt dachziegelartig iiberlappende Struktu-
ren, von denen sich bei frisch eruptierten Zahnen zehn bis 30 Stiick pro Millimeter zéhlen
lassen.

Zahnschmelz bedeckt alle unter Abnutzung stehenden Oberflichen des Zahns, und seine Struk-
tur sorgt fiir eine ausgesprochene mechanische Stabilitéit. Seine hierarchische Struktur (1. Kris-
tallite unterschiedlicher Orientierung, 2. Prismenstibe und Interprismenschmelz) ist eine der
auffilligsten Eigenschaften des Gewebes. Wahrend bei Dentin eine gleichméflige Ausféillung
der mineralischen Substanz und Einlagerung von Wasser und Protein ablduft, gibt es bei
Zahnschmelz eine Phase der Schmelzreifung, bei der dem neuen Gewebe iiber aktive Trans-
portvorgénge der Ameloblasten Wasser und Proteine entzogen werden. Da dies zu einer spéten
Phase geschieht, in der die Schmelzkristallite bereits gebildet sind, sammeln sich Reste von
Wasser und Proteinen zwischen den Kristalliten an und machen einen Massenanteil von insge-
samt 5% des Zahnschmelzes aus.

Die mechanischen Eigenschaften von Zahnschmelz differieren je nach Messverfahren und je
nach der Oberfliche, von der der Schmelz gewonnen wurde. Ein Ubersichtsartikel von He et al.
[119] listet verschiedene durchgefiihrte Studien und die darin gewonnen Elastizitdtsmodule auf.
Es zeigt sich, dass entlang weniger beanspruchter Seiten (bukkal, palatinal oder approximal)
das Material mit um 60 GPa weicher ist als entlang der Kaufldchen okklusal mit ungefihr
90 - 100 GPa. Die Vergleichbarkeit der Studien gestaltet sich aufgrund der Vielfalt der Prépa-
rationstechniken und der angewendeten Messverfahren schwierig.
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B XRD-Messungen an gesinterten HAP2-Proben

Wihrend die HAP3-Proben systematisch mittels XRD charakterisiert worden sind, haben sich
die Untersuchungen der HAP2-Proben in der frithen Phase dieser Arbeit hauptsichlich auf
Ergebnisse aus der XPS konzentriert. Um die Ergebnisse beider Messungen einem Vergleich
zu unterziehen, wurden die XRD-Messungen an HAP2-Pellets zu einem spéteren Zeitpunkt
nachgeholt. Hierbei stellte sich heraus, dass die XRD-Daten dieser Proben deutlichvon denen
einer idealen HAP-Struktur, wie z.B. bei HAP3, abwichen.
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Abbildung B.1: Vergleich der XRD-Spektren A) gewaschenen HAP2-Pulvers und B) einem
gesinterten HAP2-Pellet aus dem gewaschenen Ausgangsmaterial.

Abbildung zeigt als durchgezogene Linie das XRD-Spekturm des ungesinterten HAP2-
Pulvers aus dem Jahr 2007. 200 Einheiten oberhalb ist als gepunktete Linie das aus dem Jahre
2013 stammende Spektrum eines nach dem im Kapitel [o| beschriebenen Verfahren hergestellten
HAP2-Pellets abgebildet. Das Referenzspektrum [38] ist als Balkendiagramm in den Graphen

143



B XRD-Messungen an gesinterten HAP2-Proben

eingezeichnet. Im Spektrum der gesinterten Probe fallen gegeniiber der Pulverprobe und auch
gegeniiber der Referenz Abweichungen in Form zusétzlicher Maxima auf.

Zum Zeitpunkt der XPS-Messungen wiesen die HAP2-Proben nach Sintern von allen unter-
suchten Proben (inklusive der Pulverproben) dasjenige Verhéltnis der Anzahlen der Calcium-
und Phosphoratome auf, das mit 1,75 die geringste Abweichung vom HAP-Sollwert von 1,66
zeigte. Abbildung fasst alle Messergebnisse zusammen: Neben der XPS-Ergebnisse der
gesinterten Probe (,HAP2 sintered“) sind zusitzlich die Ergebnisse einer alten Pulverpro-
be (,HAP2 washed old“) und zweier aktueller Proben desselben Pulvers (,HAP2 washed new
1/2%) angegeben. Unter der grafischen Darstellung sind die Verhiltnisse der Zahl von Calcium-
und Phosphoratomen aufgefiihrt. Die Sollwerte fiir HAP sind durch die Linien (O bei 61,9%,
Ca bei 23,8%, P bei 14,3%) reprisentiert. Die Pulverproben zeigen im Rahmen der Messge-
nauigkeit identische Elementverhéltnisse. Dies ist zwar kein strikter Nachweis der bevorzugten
HAP Struktur, allerdings deutet dieses Ergebnis stark auf die korrekte Zusammensetzung der
Probe hin.
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Abbildung B.2: Vergleich der XPS-gemessenen atomaren Anteile von Sauerstoff, Calcium und
Phosphor an unterschiedlichen HAP2-Proben.
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Eine zusétzliche Schwierigkeit bei der Interpretation der XRD-Ergebnisse und deren Einord-
nung besteht in der langen Lagerdauer der fiir die XRD verwendeten Proben. Grundsétzlich
sind sog. Dehyroxilierungsreaktionen bereits bei Umgebundstemperatur denkbar, bei denen
die relativ leicht gebundenen Hydroxidgruppen unter Wasserabgabe und Bildung eines Oxidi-
ons aus dem Kristallgitter entfernt werden. Ein Beispiel fiir solche Reaktionen ist nachfolgend
dargestellt [82):

Ca,,(PO,)(OH), — Ca,((PO,)s(OH),_, 0,0, +xH,01 (g), = € [0;1]

Durch den Zerfall des Materials entstehen Fehlstellen ([J) in der Struktur, und zwar in dem
Mafle, in dem die Hydroxidgruppen aus dem Material entfernt werden.

Uber den Einfluss langfristiger Lagerung der gesinterten Proben unter Standardbedingungen
ist bislang nichts bekannt. Daher kann vermutet werden, dass sich im Laufe der Zeit Verédnde-
rungen an den HAP2-Pellets ergeben haben, die zu dem oben dargestellten Ergebnis fiihren.

Aus der derzeitig verfiigbaren Datenlage lassen sich jedenfalls keine verlésslichen Schliisse iiber
die Ursachen und die Auswirkungen der beobachteten XRD-Spektren ziehen. Dazu miissen
weitere systematische Messungen unternommen werden.
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