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Kurzzusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden borathaltige Calciumphoshate mittels Festphasensynthese

hergestellt und mit der Festkorper-NMR-Spektroskopie untersucht.

Im ersten Teil wurde exemplarisch an der Probe BHAp (Ausgangsstoffe: CaCOs,
(NH4),HPO4 und H3BOs) eine ausfiihrliche, strukturelle Charakterisierung durchgefiihrt. Aus
den Ergebnissen der Festkorper-NMR-Spektren konnte ein Modell zum Aufbau der Partikel
der Probe BHAp aufgestellt werden. Dabei bildet kristalliner HAp den Kern der Partikel, der
von einer diinnen Grenzschicht mit HAp-&hnlicher Struktur umschlossen und anschlie3end
von einer borathaltigen Calciumphosphat-Phase (BCaP-Phase) bedeckt wird. Die
Phosphatbestinde der jeweiligen Strukturen wurde mit 30mol% (kristalline HAp-Phase),
8 mol% (Grenzschicht) und 62mol% (BCaP-Phase) abgeschitzt. Mithilfe weiterfithrender
Festkorper-NMR-Experimente  konnte ein Modell zum Aufbau der BCaP-Phase
vorgeschlagen werden. Als Grundstruktur wird ein kubisches Gitter angenommen, wobei die
Elementarzelle aus acht Teilkuben besteht. Die Ecken werden von den Phosphatgruppen

besetzt und in der Mitte eines Kubus wird eine Boratgruppe (BOs>") platziert.

Im zweiten Teil wurde die Probenserie 1 durch Variation der eingesetzten Mengen an CaCOs,
Ca,P,07 und B,0s hergestellt. Mithilfe der Festkorper-NMR-Spektren konnte gezeigt werden,
dass die gleichen 'H-, *'P- und ''B-Resonanzen in den borathaltigen Proben (BHAp1, BHAp2
und BHAp3) wie in der Probe BHAp vorhanden sind. Daher wurde das gleiche Modell zum
Aufbau der BHAp-Partikel vorgeschlagen. Da kleinere HAp-Anteile in der Probenserie 1 als
in der Probe BHAp bestimmt wurden, wird eine Volumenvariation der einzelnen Phasen im
Partikel angenommen.

Bei der Untersuchung der Bioaktivitit und Degradation an der Probenserie 1 hat sich gezeigt,
dass die groBte Bioaktivitidt die Probe HApl (ohne Boranteil) liefert (erwiinscht), aber die
schlechteste Degradation (unerwiinscht) zeigt. Als Kompromiss zwischen Bioaktivitit und
Degradation zeigten sich die borathaltigen Calciumphosphate der Probenserie 1. Dabei wurde
eine geringere, aber ausreichende Bioaktivitit als in Probe HApl beobachtet. Die

Degradationen befanden sich auf dem gewtiinschten Niveau zwischen a-TCP und -TCP.

Zuletzt wurde die Probenserie 2 durch Variation der eingesetzten Mengen an kommerziell

erhiltlichen HAp (cHAp) und selbst synthetisiertes Calciumborat (Takedait) hergestellt. Die



Ergebnisse der Festkorper-NMR-Spektren bestdtigen eine Reaktion zwischen den
Ausgangsstoffen; damit gibt es eine weitere Moglichkeit zur Herstellung von borathaltigen
Calciumphosphaten. Zudem konnte gezeigt werden, dass das B/P-Verhiltnis, welches den
umgesetzten Boranteil zum vorhandenen Phosphoranteil (HAp-Anteil) in den Proben

betrachtet, zunidchst zunimmt und dann bei 1:3 konstant bleibt.

Das erlangte Wissen kann nun fiir zukiinftige Arbeiten angewendet, um beispielweise die
Adsorption von Proteinen bzw. den Proteinadsorptionsmechanismus an diesen Partikeln zu

untersuchen bzw. aufzuklaren.



Summary

Within the scope of this thesis borate-containing calcium phosphates were prepared by

solid-state reaction and investigated by solid-state NMR spectroscopy.

Firstly, a detailed structural characterization of the sample BHAp was exemplarily carried out.
The sample BHAp was prepared using calcium carbonate, diammonium hydrogen phosphate
and boric acid. Solid-state NMR results were used for the development of a model for BHAp
particles. Crystalline HAp forms the core of the particle covered by an interface with a
HAp-like structure. The interface is covered by a borate-containing calcium phosphate phase
(BCaP-phase). The phosphorus content of the crystalline HAp-phase, the interface and
BCaP-phase were estimated as 30mol%, 8 mol% and 62mol%, respectively.

A second model for the construction of the BCaP-phase was proposed using the results of
advanced solid-state experiments. As a basic structure a cubic lattice with an unit cell of eight
cubes was taken. The corners of the cubes are occupied by phosphate groups and

body-centered in one of the cubes one borate group (BOs>) is accommodated.

Secondly, sample series 1 was prepared using the starting materials calcium carbonate,
calcium diphosphate and boron oxide. The solid-state NMR spectra of the borate-containing
samples (BHAp1, BHAp2 and BHAp3) show the same 'H-, *'P- and ''B-signals as the sample
BHAp. Therefore, the same model for the construction of the BHAp particles was suggested.

Smaller HAp-parts in sample series 1 than in sample BHAp were ascertained so variations of
volume of the several phases in the particles were suspected. In addition, the bioactivity and
the degradation of the sample series 1 were investigated. The highest bioactivity is observed
for the sample with no boron content (desirable) but the worst degradation showed
(undesirable). As a compromise between bioactivity and degradation the borate-containing
calcium phosphate of sample series 1 was found. A lower but sufficient bioactivity than in the
sample with no boron content was observed. The degradations are of the desired rate between

o-TCP and B-TCP.

Finally, sample series 2 was prepared using the starting materials commercial HAp and
calcium borate (Takedaite). The results of solid-state NMR spectra confirmed a reaction
between the starting materials so another possibility for preparing borate-containing calcium

phosphates was found. Furthermore, it was shown that the B/P-ratio, which is determined by



the used boron content and existing phosphorus content (HAp-content) in the samples,
increased first and then remained constant at 1:3.

The acquired knowledge can be used to study the adsorption of proteins on BHAp particles.
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1 Einleitung und Zielstellung der Arbeit

Die anorganische Komponente der Hartgewebe'” (Zihne und Knochen) von Siugetieren
besteht aus Calciumphosphat, wobei die Hauptkomponente Hydroxylapatit ist.

Osteoporose ist eine der hiufigsten Knochenkrankheiten im hoheren Lebensalter®. Eine Folge
dieser Erkrankung sind Knochenbriiche’. Ebenso kénnen Knochendefekte auftreten, die durch
Tumorextraktion, Entziindung im Knochen oder nach Implantation einer Prothese verursacht
werden®. Als Behandlung ist der Einsatz von synthetischen Knochenersatzmaterialen moglich.
Als Knochenersatzmaterialen werden bereits eine Reihe von Calciumphosphaten™ ¢ wie
Dicalciumphosphat-Dihydrat (DCPD) (CaHPO42H,0), Octacalciumphosphat (OCP)
(Cag(HPO4)2(PO4)45H,0), a- und PB-Tricalciumphosphat (a- und B-TCP) (Ca3(POs),),
Tetracalciumphosphat (TTCP) (Cas(PO4),0) und Hydroxylapatit HAp (Ca;o(PO4)s(OH),)

verwendet. Diese bieten eine hohe Biokompatibilitit, was die Knochenregeneration fordert
und somit die mechanische Stabilitit der Knochen schnell wieder erhoht’.

Das optimale synthetische Knochenersatzmaterial' wurde allerdings noch nicht entwickelt.
Grundlegende Anforderungen sind im Allgemeinen eine ausreichende mechanische Stabilitit,
eine gute Gewebevertrdglichkeit (Biokompatibilitit), eine hohe Porositét, um das Einwachsen
von Knochengewebe zu ermoglichen und eine optimale Ldslichkeit (Degradation), damit sich
das Knochenersatzmaterial so schnell aufldst wie neuer Knochen gebildet wird.

Kristalliner stochiometrischer Hydroxylapatit ist das am wenigsten I6sliche und somit
stabilste Calciumphosphat. Er besitzt eine sehr langsame und daher unerwiinschte
Resorptionskinetik™ . Allerdings weist Hydroxylapatit aufgrund der chemischen Ahnlichkeit
zum Knochenmineral generell eine hohe Biokompatibilitit auf® und ist deshalb in der Medizin
als Knochenersatzmaterial und als biokompatible Beschichtung’ auf metallischen Implantaten
geeignet.

Durch die Herstellung'® von nanokristallinen Hydroxylapatit, d.h. durch die Verringerung der
KristallitgroBe, wurde die Loslichkeit und damit die Degradation dieses Materials erhoht, die

aber nicht ausreichend ist® ',

Des Weiteren kann die Degradation auch durch den Einbau von Fremdionen® ' wie
Natrium, Kalium, Magnesium und Strontium fiir Calcium, Carbonat fiir Phosphat und Fluorid
und Chlorid fiir Hydroxid in das HAp-Kristallgitter gesteigert werden. Dadurch ist es moglich
den Nachteil der geringen Degradation auszugleichen und gleichzeitig den vollen Vorteil des

HAp als ideales Knochenersatzmaterial auszunutzen, so dass biologisch vorteilhafte

HAp-Derivate verwendet werden konnen.
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Einleitung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit, die innerhalb eines DFG-JSPS-Projektes (Ja 552/24-1) in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. S. Hayakawa von der Universitit Okayama/
Japan entstanden ist, sollen die Eigenschaften (Degradation, Biokompatibilitdt) von HAp
durch Einbau von Boraten'® (BO;® und BO,) als Fremdionen in das Kristallgitter als
potenziellen Knochenersatzstoff optimiert werden. Der Vorteil dieser Partikel besteht u. a. in
den guten Adsorptionseigenschaften von Proteinen, so dass sie als Trigermaterial geeignet
sind'”?°. Damit soll zusitzlich die Knochenregeneration durch kontrollierte Freisetzung der
Proteine gefordert werden®'.

Allerdings ist wenig iiber die Struktur, im Speziellen iiber die Oberflidche dieser Partikel bzw.
iiber den Proteinbindungsmechanismus an diesen Oberflaichen bekannt, um sie fiir spétere
Anwendung nutzen zu konnen. Deshalb liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der
strukturellen Charakterisierung dieser borathaltigen Calciumphosphate, um die Eigenschaften,
die fiir die Verwendung als Knochenersatz von Bedeutung sind, besser optimieren und den
Proteinbindungsmechanismus zwischen Partikel und Protein in zukiinftigen Arbeiten
verstehen zu kdnnen.

18, 22-25 . .
’ gehen davon aus, dass beim Einbau von Boratgruppen

Gegenwirtige Untersuchungen
ein Austausch von Phosphatgruppen (BOs”) und Hydroxidgruppen (BOs> oder BO,)
stattfindet (AB-Typ)'’. Allerdings muss es bei einem Austausch, aufgrund der
unterschiedlichen Geometrien und Ladungen der Gruppen, zu Netzwerkverzerrungen
kommen, die im Endeffekt zu gestorten Strukturen fiihren.

Mithilfe der Festkorper-NMR-Spektroskopie konnen sowohl die kristallinen als auch die
amorphen Strukturen erfasst werden, und sie ist daher fiir eine strukturelle Charakterisierung
der borathaltigen Calciumphosphat-Partikel in dieser Arbeit die Methode der Wahl ** *,
Ergidnzende Untersuchungen wurden mit der XRD und FTIR-Spektroskopie durchgefiihrt.

Die borathaltigen Calciumphosphate wurden mittels Festphasensynthese hergestellt, um die

chemische Zusammensetzung leichter kontrollieren zu konnen.

Unter Verwendung von Calciumcarbonat, Diammoniumhydrogenphosphat und Borsdure wird
die Probe BHAp hergestellt. Anhand dieser Probe wird exemplarisch eine ausfiihrliche
strukturelle Charakterisierung dieser Partikel durchgefiihrt. Konventionelle NMR-Techniken
wie Einzelimpulsanregung und Kreuzpolarisationsexperimente sowie
2D-Festkdrper-NMR-Methoden wie HETCOR, 3QMAS, REDOR und TRAPDOR werden

genutzt um folgende Fragestellungen zu kliren:



Einleitung

e Wie grof} sind die kristallinen und amorphen Anteile?

e Wo befinden sich die Boratgruppen in diesen Partikeln? Wie liegt die Nahordnung in
dem Bereich der Boratgruppen vor?

¢ Sind die Partikel homogen aufgebaut oder bestehen sie aus mehreren Phasen? Wie ist

die Oberfliachenstruktur dieser Partikel?

Des Weiteren werden borathaltige Calciumphosphate unter Verwendung von
Calciumcarbonat, Calciumdiphosphat und Boroxid mit unterschiedlichen
Zusammensetzungen hergestellt (Probenserie 1). Im Vordergrund der Charakterisierung
dieser Probenserie steht der quantitative und qualitative Vergleich mit der Probe BHAp.

Zusatzlich werden Untersuchungen zur Bioaktivitit und Degradation an diesen Proben

durchgefiihrt.

Zuletzt werden die borathaltigen Calciumphosphate untersucht, die aus kommerziell
erhiltlichen HAp und selbstsynthetisiertes Calciumborat (Takedait) unter Variation der
Zusammensetzungen hergestellt werden (Probenserie 2). Bei den Untersuchungen an dieser
Probenserie soll geklart werden, ob eine Reaktion zwischen den Ausgangsstoffen stattfand.
Und wenn, ob eine Abhidngigkeit zwischen den eingesetzten Ausgangsstoffen und den

Zusammensetzungen der gebildeten borathaltigen Calciumphosphate vorliegt.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Hydroxylapatit (HAp)

Im folgenden Kapitel soll kurz auf fiir die Arbeit notwendigen theoretischen Grundlagen zu
kristallinem und nanokristallinem HAp eingegangen werden.

Kristalliner Hydroxylapatit kristallisiert sowohl im hexagonalen Kristallsystem'> **
(Abbildung 2.1-1) mit der Raumgruppe P6;/m und den Elementarzellparametern a = 941,8pm,

¢ = 688,4pm und y = 120°, als auch im monoklinen Kristallsystem®" *°

mit der Raumgruppe
P2,/b und den Elementarzellparametern a=942,1pm, b=1884,3pm, c¢=688,lpm und

v =120°.

Abbildung 2.1-1: Hexagonale Kristallstruktur von Hydroxylapatit

Wie bereits erwihnt, sollte der ideale Knochenersatzstoff sich so schnell auflésen, wie neues
Knochengewebe gebildet wird, d.h. nach der Heilung sollte der Defekt vollstandig mit dem
gesunden Knochengewebe aufgefiillt sein. Daher ist neben der Loslichkeit in Wasser, wie sich

zudem gezeigt hat, auch das Calcium-Phosphor-Verhéltnis von grofler Bedeutung
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(Tabelle 2-1). Allgemein gilt, dass ein kleineres Ca/P-Verhéltnis zu einem Calciumphosphat
mit hoherer Loslichkeit fithrt",
Es ist leicht zu sehen, dass kristalliner stochiometrischer HAp das am wenigsten 16sliche

Calciumphosphat und somit am stabilsten ist.

Tabelle 2-1: Loslichkeitsprodukte der wichtigsten Calciumphosphate

molares Ca/P-

Verbindung Formel Verhiiltnis K bei 25°C
DCPD CaHPO,2H,0 1,0 1,83 107 (mol I'")?

OCP  Cag(HPO4)2(POy4)s5H,0 1,33 5,0°10”° (mol 1"’

a-TCP Ca3(POy), 1,5 8,46 107 (mol Iy’

B-TCP Ca3(POy), 1,5 2,07 107 (mol I'')’

HAp Caio(PO4)s(OH), 1,67  6,62°10"% (mol I')"®

TTCP Cay(PO4),0 2,0 110 (mol I'")’

3, 27, 31, 32

Im nanokristallinen Hydroxylapatit wird ein Ca-Defizit' **3° beobachtet. Das
Ca/P-Verhiltnis®” ** ** 37 liegt bei 1,51 statt bei 1,67 (kristalliner HAp). Um das Ca-Defizit
von nanokristallinen Hydroxylapatit-Partikeln zu erkldren, muss die Struktur und die
chemische Zusammensetzung niher betrachten werden. Die Partikel™

einer Grofe von 10 x 10 x 40nm (Abbildung 2.1-2, links). Aufgrund dieser Partikelgrof3e

sind nadelformig mit

bestehen sie nur aus wenigen Elementarzellen, was zur Verbreiterung der Reflexe im

Rontgenpulverdiffraktogramm fiihrt (Abbildung 2.1-2, rechts).
] r_&a nanokristallin

E..—«.wm-j‘*f‘/ | RM
|

| il |
_"'""L"‘-—--JIJ I\_/UL_.": "UIL ” _,J\JL'IL.J“L-"‘JL-——J[‘I| "'|"’r|""L‘-"

Intensitt
1

: | Mh ristallin

2|0 l 36 I 4(I) . 50
Beugungswinkel/ 26

Abbildung 2.1-2: TEM-Aufnahmen von nanokristallinen HAp-Partikeln (links);
Rontgenpulverdiffraktogramme von nanokristallinen und kristallinen HAp-Partikeln (rechts)’
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In der Publikation Jiger et al.®’ konnte mithilfe der Festkorper-NMR-Spektroskopie gezeigt
werden, dass nur etwa 50mol% des Phosphatbestandes als kristalliner Hydroxylapatit vorliegt.
Dieser bildet den kristallinen Kern, der von einer gestorten Oberfldchenschicht bedeckt wird,
die aus den verbleibenden 50mol% des Phosphatbestandes besteht (Abbildung 2.1-3). Die
gestorte Oberflachenschicht wurde als Octacalciumphosphatphase (Ca/P = 1,33) identifiziert,

wodurch das Ca-Defizit im nanokristallinen HAp erklért werden konnte.

40mm

10mm HAp
T

Imm
Abbildung 2.1-3: Strukturelles Schema von nanokristallinen HAp-Partikeln®’
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2.2 Festkorper- NMR- Spektroskopie

In den vergangenen Jahrzehnten hat sich die Kernspinresonanzspektroskopie
(NMR-Spektroskopie), insbesondere die Festkorper-NMR-Spektroskopie, zu eine der
wichtigsten Methoden zur Strukturaufkldrung, der chemischen Analyse und Untersuchung
dynamischer Prozesse in organischen, anorganischen und biologischen Systemen entwickelt.
Insbesondere die Entwicklung der neuen Konzepte und Methoden fiir die Festkdrper-NMR-
Spektroskopie machten erst die Strukturaufklirung von kristallinen, teilkristallinen und

rontgenamorphen Substanzen mdglich.

In den  folgenden Kapiteln werden die allgemeinen  Grundlagen  der
Festkorper-NMR-Spektroskopie vereinfacht behandelt. Des Weiteren werden die wichtigsten
Wechselwirkungen im Festkorper und die Grundlagen der verwendeten Festkorper-NMR-
Experimente beschrieben. Fiir eine ausfiihrliche Beschreibung der theoretischen Grundlagen

wird an dieser Stelle auf die einschligige Literatur verwiesen™ .

2.2.1 Allgemeine Grundlagen

Die NMR-Spektroskopie kann bei allen Kernen mit einem Kernspin I #0, z.B. 'H (I=1/2),
3P (I=1/2) oder ''B (I = 3/2), angewendet werden. Unter Einfluss eines duferen homogenen
Magnetfeldes wird eine Aufspaltung in 2I[+1-Kernenergieniveaus induziert. Die
entsprechenden Energieiiberginge konnen durch elektromagnetische Strahlung im

MHz-Bereich (Radiofrequenzbereich) angeregt werden.

2.2.1.1 Kerndrehimpuls und Zeeman-Wechselwirkung

Atomkerne mit einer Kombination an geradzahligen (g) und ungeradzahligen (u) Protonen
und Neutronen (gu, ug und uu) zeigen einen von null verschiedenen Kernspin (I#0) und
bilden ein sogenanntes magnetische Moment p aus. Das magnetische Moment p ist iiber das
gyromagnetische Verhéltnis y (eine kernspezifische Konstante) und dem Planck’schen

Wirkungsquantum h mit dem Kernspin I verkniipft (Gleichung 2-1).
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w=y-J1(l+1) L Gleichung 2-1
2r

Damit nimmt das magnetische Moment pund der Kernspin nur diskrete Werte an. Durch
Anlegen eines homogenen statischen Magnetfeldes By kommt es zur Wechselwirkung
zwischen einem Kernspin und dem Magnetfeld By, die als Zeeman-Wechselwirkung
bezeichnet wird. Dabei spalten die entarteten Kernenergieniveaus in 2I+1 &dquidistante

Energieniveaus auf. Die Zahl der Kernenergieniveaus und somit der Kernspinzustinde wird

iiber die magnetische Quantenzahl m definiert, wobei m die Werte von I, I-1,...., -I annehmen
kann.
Fiir diese gilt: E,=-7-m-h-B, Gleichung 2-2
h
mit 1 =—
( . )

Fiir Kernsorten mit einem Kernspin [ = 1/2 existieren zwei Kern-Zeeman-Energieniveaus E
und Eg (m = =£1/2) (Abbildung 2.2-1). Der energetisch giinstigere Zustand wird als a-Zustand
beschrieben und die Ausrichtung des Kernspins findet parallel zum angelegten Magnetfeld By

statt (bei positiven y). Der B-Zustand erfahrt eine antiparallele Ausrichtung zum Magnetfeld

By (bei positiven v).
E
z’/, EB
< AE =yhB,
. E,
B,=0 B,> 0

Abbildung 2.2-1: Aufspaltung der Kern-Zeeman-Energieniveaus fiir I=1/2

Aufgrund der bevorzugten Besetzung des energetisch giinstigeren Zustandes, kommt es zu
einem Besetzungsunterschied der Kernenergieniveaus, der durch die Boltzmann-Verteilung
(Gleichung 2-3) beschrieben wird. Dieser fithrt zu einer makroskopisch messbaren

Magnetisierung entlang des Bo-Feldes.

11
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o

N B
_F_ exp| — AE = exp| — 78, Gleichung 2-3
N kT koT

(Ng/Ny, - Besetzungsunterschied zwischen den Energieniveaus, kg - Boltzmann-Konstante,

T - absolute Temperatur)

Um die Zeeman-Wechselwirkung zu untersuchen, wird ein oszillierendes Radiofrequenzfeld
(RF-Feld, Bj-Feld) nahe der Larmorfrequenz o (Kreisfrequenz des Kernspins einer
spezifischen Kernsorte: fiir Protonen betrdagt die Larmorfrequenz wo= 600MHz bei einem
Magnetfeld von By=14,1T) senkrecht zum By-Feld eingestrahlt um den

Besetzungsunterschied auszugleichen.

/4

Diese wird auch Resonanzbedingung genannt: w, = Py
V4

-B, Gleichung 2-4

Dabei gilt die Auswahlregel Am = *1, sodass nur Uberginge zwischen direkt benachbarten

Kern-Zeeman-Energieniveaus erfolgen.

2.2.1.2 Relaxation

Bei Erfiillung der Resonanzbedingung wird der Besetzungsunterschied der beiden
Kern-Zeeman-Energieniveaus  aufgehoben.  Die = Umkehrung  dieses  Prozesses
(Wiederherstellung des thermischen Gleichgewichts) wird als longitudinale Relaxation, auch
als Spin-Gitter-Relaxation bekannt, bezeichnet. Diese Spin-Gitter-Relaxation wird durch eine
Energietlibertragung von fluktuierenden Magnetfeldern des Kernspinsystems an die
Umgebung (Gittersystem) verursacht.

Die zeitliche Anderung der Magnetisierung in z-Richtung (Mz) wird durch die Bloch'sche
Gleichung beschrieben (Gleichung 2-5).

=— Gleichung 2-5

(My - Gleichgewichtsmagnetisierung)

12
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Der zweite Relaxationsprozess ist die transversale Relaxation, auch Spin-Spin-Relaxation
genannt. Sie wird durch Feldinhomogenititen und hetero- und homonuklearen
Wechselwirkungen zwischen den Kernen verursacht. Diese Relaxation bewirkt, dass die
Kerne unterschiedlich schnell um die z-Achse prizedieren. Die Phasenkohirenz geht verloren
und die effektive Magnetisierung nimmt in der x,y-Ebene ab. Deren zeitliche Anderung wird

durch die folgende Bloch'sche Gleichung beschrieben (Gleichung 2-6).

dM M

LA Gleichung 2-6

dt T,

Die zeitliche Spin-Spin-Relaxation fiihrt zudem zur Abnahme des detektierten Signals, sodass
die T,-Konstante den zeitlichen Verlauf des freien Induktionsabfalls (engl.: Free Induction

Decay, FID) angibt, und umgekehrt proportional zur Halbwertsbreite Av,,, des detektierten

NMR-Signals ist (Gleichung 2-7).

Av,, =—— Gleichung 2-7
7T

Im Festkorper gilt hauptsachlich T; > T,, wobei T; im Bereich von Sekunden, fiir Heterokerne
hiufig im Bereich von Minuten oder Stunden, und T, iiblicherweise im Bereich von

Millisekunden liegt.

2.2.1.3 Chemische Verschiebung

Das dullere Magnetfeld By wird am Kernort durch die chemische Umgebung beeinflusst,
sodass ein effektives Magnetfeld Bes gebildet wird. Die Ursache liegt in der magnetischen
Suszeptibilitdit der Elektronen um den jeweiligen Atomkern, wodurch es teilweise zur
Abschirmung oder Entschirmung des dulleren Magnetfeldes By in der Probe kommt. Das

effektive Magnetfeld wird durch die Gleichung 2-8 beschrieben:
By =B, (1-0) Gleichung 2-8

Damit geht auch die chemische Umgebung und somit die Abschirmungskonstante ¢ in die

Resonanzbedingung ein.
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Es gilt: W, = . B, -(I1-0) Gleichung 2-9
2r

Um die nun charakteristische Resonanzfrequenz fiir die Kerne gleicher Sorte auch bei

unterschiedlichen Magnetfeldern vergleichen zu konnen, wird diese in Bezug zu einer

Resonanzfrequenz eines willkiirlich gewdhlten Standards gesetzt. Die auf die Larmorfrequenz

normierte Differenz wird chemische Verschiebung & [ppm] genannt (Gleichung 2-10).

w — ),
S [ppm] — 7 Substanz Referenz | 106 Gleichung 2-10

Referenz

2.2.2 Wechselwirkungen im Festkorper

2.2.2.1 Anisotropie der chemischen Verschiebung (CSA)

In Flissigkeiten liegt in Molekiilen in Folge der Brown'schen Molekularbewegung eine
sphirische elektronische Umgebung der jeweiligen Atome vor. Die Vorzugsorientierungen
werden zeitlich zu null gemittelt (isotrop). Im Festkorper ist die elektronische Umgebung
eines Atoms, aufgrund der fehlenden Brown'schen Molekularbewegung, anisotrop. Die
Beschreibung der Elektronenwolke erfolgt in Form eines symmetrischen Tensors ojks

(Abschirmungstensor) (Gleichung 2-11).

Ox Oy Oy
Olks =| Oy Oy Oy Gleichung 2-11
o O o

Die chemische Verschiebung ist damit orientierungsabhidngig (anisotrop) und kann fiir
verschiedene Raumrichtungen unterschiedliche Werte annehmen. Durch die Transformation
des Abschirmungstensors vom Laborkoordinationsystem (LKS) (Gleichung 2-11) in das

Hauptachsensystem (PAS) (Gleichung 2-12) wird eine Diagonalmatrix cpas mit den drei

Hauptwerten o}, 62, und o33 erzeugt, wobei gilt: 61 < 62, < G33.

14
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o, O 0
Opps =| 0 o0, O Gleichung 2-12
0 0 oy,

Die Kombination der drei Hauptwerte mit der Orientierung des Ellipsoids (beschrieben durch
die Euler-Winkeln (a, B, y)) liefert alle notwendigen Informationen zur Beschreibung der

CSA eines Kernspins.

Die CSA ist damit eine der Hauptursachen fiir die auftretende Linienverbreiterung in den

Festkorper-NMR-Spektren (Abbildung 2.2-2).

Gll 622 cSiso 633

Abbildung 2.2-2: Darstellung eines statischen NMR-Spektrums fiir einen unsymmetrischen Tensor mit
On#0n#03

Aus dem Abschirmungstensor cpag ergibt sich dann:

die isotrope chemische Verschiebung :

1 .
5iso = 5(0'11 +0, + 0'33) Gleichung 2-13
die Anisotropie:
Oaniso = 011 +0igy Gleichung 2-14
und der Asymmetrieparameter:
0, —O
n=—"—17 Gleichung 2-15
O3 — 5iso
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2.2.2.2 Dipol-Dipol-Wechselwirkung

Neben der isotropen, chemischen Verschiebung gibt es noch weitere Ursachen fiir die
Linienverbreiterung in den Festkorper-NMR-Spektren, beispielsweise die homo- oder
heteronukleare Dipol-Dipol-Wechselwirkung. Diese tritt auf, wenn die magnetischen
Momente zweier Kernspins (I, I oder I, S) sich in rdumliche Ndhe befinden. Dabei wird das
lokale Magnetfeld des beobachteten Spins I durch das Magnetfeld des benachbarten Spins I
oder S beeinflusst. Die Stirke der Dipol-Dipol-Kopplung ist dabei vom Abstand r abhéngig.
Sie wird tiber die dipolare Kopplungskonstante D beschrieben und ist im heteronuklearen Fall
(Kernspins I und S) wie folgt definiert:

/]
D, - (ﬂ_j& Gleichung 2-16

4 ré

(ko - Permeabilitdt des Vakuums, yi ys - gyromagnetische Verhéltnisse der Kerne [ und S,

11s - Abstand zwischen den Kernen I und S)

Die Dipol-Dipol-Wechselwirkung ist im Festkorper dominierend, so dass die J-Kopplung, die

iiber Bindungselektronen verlduft, in der Regel nicht beobachtet wird.

2.2.2.3 Quadrupolwechselwirkung

Kerne mit einem Kernspin I > 1/2 besitzen eine nicht-sphérische Ladungsverteilung, und
damit ein elektrisches Quadrupolmoment eQ, die mit dem elektrischen Feldgradienten
wechselwirkt. Die Stirke dieser Quadrupolwechselwirkung ist von der Orientierung des
Molekiils in Bezug zum duBleren Magnetfeld By abhidngig und damit anisotrop. Daher wird
diese Wechselwirkung wieder als Tensor mit den Hauptachsenwerten (im PAS) V,,, Vy, und
V., beschrieben. Die grofite Komponente des Tensors wird mit V,, =eq definiert. Daraus
ergibt sich dann die Stirke der Quadrupolkopplungskonstanten Cy,.

2
c - &aQ

Q . Gleichung 2-17

(e - Elementarladung, Q, q - elektrische Ladung)
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Weitere wichtige Parameter, die neben der Quadrupolkonstante zu betrachten sind, wiren der
Asymmetrieparameter 1q, das Quadrupolprodukt Pq und die Quadrupolfrequenz wq. Sie sind

wie folgt definiert:

der Asymmetrieparameter: g = % Gleichung 2-18
772
das Quadrupolprodukt: Po =Coq1+ TQ Gleichung 2-19
d die Quadrupolf; 3Cq G 220
und die Quadrupolfrequenz: Wy = ——— leichung 2-
p q o) 2|(2| _1) eichung

Kerne mit [ = 3/2 weisen aufgrund der Zeeman-Aufspaltung vier Kernspinzustinde (m = -3/2,

-1/2, +1/2 und +3/2) auf. Damit existieren 21 direkt detektierbare Ubergiinge. Der wichtigste

Energieiibergang ist der zentrale Ubergang (m=+1/2 — m = ¥1/2), wihrend die weiteren

Ubergiinge als Satelliteniibergiinge (m =+1/2 — m ==+3/2) bezeichnet werden (Abbildung
2.2-3).

E
- --"" A
m = -3/2 ‘ 1
ST oy + 112mo® oy + 120M + 3/4w?
m =-1/2 y .
* IAN v
R— -—%
CT
('00 0)0 = 2/3(DQ(2)
m=+1/2 Y .
RIS Y . v
A B 4
ST o - 1120, g - 120o® + 3/4wn@
Pid \ 2 ~——— A\ 4
m = +3/2 Y
Zeeman-WWwW Quadrupol-WwW Quadrupol-WwW
erster Ordnung zweiter Ordnung

Abbildung 2.2-3: Schematische Darstellung des Energieniveaudiagramms fiir einen Kernspin I = 3/2 mit
der Zeeman-WW, Quadrupol-WW erster Ordnung und zweiter Ordnung (CT - Zentraliibergang,
ST - Satelliteniibergang)

Der Einfluss der Quadrupolwechselwirkung auf die Zeeman-Aufspaltung kann nicht

vernachléssigt werden und wird, wenn sie deutlich geringer als die Zeeman-Wechselwirkung
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1st, storungstheoretisch in erster Ordnung und zweiter Ordnung behandelt (Abbildung 2.2-3).
Die stdrungstheoretische Betrachtung erster Ordnung ist fiir den zentralen Ubergang
orientierungsunabhingig bzgl. B, sodass der Energielibergang gleich grof3 verbleibt. Die
Satelliteniibergiinge zeigen dagegen eine Orientierungsabhingigkeit bzgl. By, wodurch in
Pulverproben eine Verteilung der Resonanzfrequenzen auftritt, die zu breiten Signalen fiihrt.
Die storungstheoretische Betrachtung zweiter Ordnung ist sowohl fiir den zentralen Ubergang
als auch fiir die Satelliteniibergénge orientierungsabhédngig bzgl. By, sodass eine Verteilung
aller Resonanzfrequenzen auftritt und somit auch ein verbreitertes Signal flir den zentralen
Ubergang in Pulverproben detektiert wird. Diese Resonanz spaltet daher in ein
charakteristische Quadrupolmuster auf, wobei die Signallinienform u. a. von der Asymmetrie

Nq abhéngig ist (Abbildung 2.2-4).

|
o

NQ

N

o ®o

Abbildung 2.2-4: Auswirkung der Quadrupolwechselwirkung zweiter Ordnung auf den Zentraliibergang
fiir die Asymmetrie ng =0 (links) und ng= 1 (rechts). Liniensimulationen erfolgten unter statische
(schwarz) und MAS-Bedingungen (®,, = 12,5kHz) (rot) fiir einen Kernspin I = 3/2

2.2.3 Festkorper-NMR-Experimente

2.2.3.1 Probenrotation um den Magischen Winkel (Magic Angle sample Spinning MAS)

In Fliissigkeiten liegen die Molekiile aufgrund der Brown'schen Molekularbewegung in allen
moglichen Orientierungen vor, so dass sdmtliche anisotropen Wechselwirkungen ausgemittelt
und schmale, aufgeloste Signale beobachtet werden. Im Festkorper fithren die bereits
beschriebenen anisotropen Wechselwirkungen zu groflen Linienbreiten der Signale, die ein

Interpretieren der Festkorper-NMR-Spektren erschweren. Durch die entwickelte Technik**
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"Probenrotation um den Magischen Winkel" (engl.: Magic Angle sample Spinning MAS)
kann die Anisotropie der chemischen Verschiebung und die Dipol-Dipol-Wechselwirkung
relativ zu By vollstidndig ausgemittelt werden.

Bei der MAS-Technik wird ein Rotor mit der zu untersuchenden Substanz gefiillt und in
einem Winkel von 0 =54,74°, auch magischer Winkel genannt, relativ zum &ufleren
Magnetfeld By mit einer Geschwindigkeit im kHz-Bereich rotiert, sodass alle
winkelabhéngigen Terme der Form (3 cos’ (9—1) zu null gemittelt werden. Liegt fiir die
Ausmittlung der CSA (I =1/2) keine ausreichend hohe Probenrotationsgeschwindigkeit vor,
treten Rotationsseitenbidnder im Abstand der Probenrotationsfrequenz zur isotropen

chemischen Verschiebung des detektierten Signals auf.

2.2.3.2 Einzelimpulsexperiment

Das Einzelimpulsexperiment ist das einfachste und zugleich mit das wichtigste
NMR-Experiment. Es wird ein RF-Feld B;, senkrecht zum &uBleren Magnetfeld By
eingestrahlt, welches mit den Kernspins in Wechselwirkung tritt. Dadurch wird die
makroskopische Magnetisierung aus dem  Gleichgewicht gebracht, indem der
Magnetisierungsvektors aus der z-Richtung in die x,y-Ebene ausgelenkt wird. Diese
vollstindige Auslenkung wird als 90°-Impuls bezeichnet. Die Auslenkung bzw. die Lénge des
Impulswinkels a ist von der Impulsdauer tp abhingig und wird wie folgt definiert:

a=)B 7, Gleichung 2-21

Die Magnetisierung in der X,y-Ebene erzeugt eine Wechselspannung in der Empfangerspule,
welches das eigentliche NMR-Signal darstellt. Dieses Signal besitzt die Form einer
geddmpften Schwingung (engl.: Free Induction Decay FID). Der freie Induktionsabfall
verlduft exponentiell mit der Zeitkonstante T, (effektive transversale Relaxationszeit). Das
zeitabhingige Signal wird nachfolgend fouriertransformiert, um das eigentliche Spektrum zu

erhalten.
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2.2.3.3 Probenrotationssynchrones Echo-MAS-NMR-Experiment (RSE-MAS-NMR-
Experiment)

Die Linienbreite ist mit der transversalen Relaxationszeit (Gleichung 2-7) verkniipft. Aus
messtechnischen Griinden kann nach Einstrahlen des Impulses keine direkte Detektion des
Messsignals erfolgen. Durch die sogenannte Totzeit (Zeit zwischen dem Impulsende und dem
Beginn der Detektion) wird bei sehr schnell abfallenden FIDs ein GroBteil des Signals nicht
detektiert, sodass Intensititsverlust und/ oder verzerrte Linienformen auftreten. Um dies zu
umgehen, wird das  probenrotationssynchrone =~ Echo-NMR-Experiment  unter

MAS-Bedingungen genutzt (Abbildung 2.2-5).

90°, 180°, Echo
) t g ) t 'i Datenaufnahme
:
. ! ! >
0 TR 215 t

Abbildung 2.2-5: Impulsschema des probenrotationssynchronen Echo-MAS-NMR-Experimentes

Die makroskopische Magnetisierung wird mit einem 90°,-Impuls in die x,y-Ebene ausgelenkt.
Entsprechend der By-Inhomogenititen und der transversalen Relaxation, beginnen die
Kernspins unterschiedlich schnell um die z-Achse zu prazedieren, so dass die Phasenkohirenz
verloren geht.

Nach einer bestimmten Zeit wird ein 180°-Impuls eingestrahlt. Eine Umkehr der
Magnetisierungsvektoren der einzelnen Komponenten wird erzeugt. Durch die gleiche
Wartezeit wie vor dem 180°,-Impuls wird die Refokussierung der Kernspins erreicht. Fiir den
probenrotationssynchronen Fall ist die Dauer vor und nach dem 180°-Impuls ein
ganzzahliges Vielfaches der Probenrotationsperiode tr (Zeit einer Umdrehung des Rotors), da
dann das Intensititsmaximum (Echomaximum) erreicht wird. Anschliefend erfolgt die

Datenaufnahme.
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2.2.3.4 Kreuzpolarisationsexperiment (engl: Cross Polarization CP)

Beim Kreuzpolarisationsexperiment'’ wird ausgenutzt, dass Kernspins mit geringer
natiirlicher Haufigkeit und Empfindlichkeit wie *C (~1,1%) detektieren werden konnen.
Dabei wird die Kreuzpolarisation von einem hdufigen empfindlichen Kern auf einen
beliebigen anderen Kern {iibertragen, wobei es zu einer Signalverstirkung kommt. Ein
weiterer Vorteil der Kreuzpolarisation ist die enorme Zeitersparnis, da beispielsweise die

langen T,-Zeiten der BC-Kerne durch die kiirzeren T 1-Zeiten der "H-Kerne ersetzt werden.

Die Technik kann auch genutzt werden, um Aussagen iiber die rdumliche Umgebung der
X-Kerme zu den  hédufigen Kemen zu gewinnen. Am  Beispiel des
'H-"P-CPMAS-NMR-Experimentes soll das Wesen des Kreuzpolarisationsexperiments
erklart werden (Abbildung 2.2-6).
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Abbildung 2.2-6: Impulsschema des '"H-""P-CPMAS-NMR-Experimentes

Die 'H-Spins werden mittels 90°-Impuls in die x,y-Ebene ausgelenkt. AnschlieBend werden
zwel Radiofrequenzfelder Biy und Bsip eingestrahlt und die Spins beider Kerne in der
y-Richtung wiéhrend dieser Zeit (Kontaktzeit tcp) fixiert (Spinlock). Wenn die Stirke der
Radiofrequenzfelder die Hartmann-Hahn-Bedingung erfiillt (Gleichung 2-22), findet ein

Polarisationstransfer von den Protonen zum Phosphor statt™:*"*.

a)lH =7/1H BIH :7/31PB31P =a)3lP Gleichung2-22

Zusitzlich wird wihrend der Kontaktzeit das "H-Spinlockfeld von 100% auf 50% reduziert

(100:50-Rampe)™, da in realen Proben die unterschiedlichen 'H-Spezies verschiedene
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Resonanzfrequenzen aufweisen. Damit soll eine moglichst gleichmiflige Anregung von allen

Protonenspezies erzielt werden, um eine maximale Signalintensitit zu gewinnen.

Die Gleichung 2-23 gilt fliir die Hartmann-Hahn-Bedingung bei geringen
Probenrotationsgeschwindigkeiten. Bei mittleren Probenrotationsfrequenzen ., wird die
heteronukleare Dipol-Dipol-Wechselwirkung zeitlich stirker ausgemittelt. wodurch der
Polarisationstransfer ineffizient wird. Es gilt unter Modifizierung der Bedingungen bzgl. der
Probenrotationsfrequenz die Gleichung 2-23*:

@, — m~ca3]P =N W Gleichung 2-23

wobein =0, +1 oder +2; m ==1 gilt

Wird das Kreuzpolarisationsexperiment von einem Quadrupolkern S auf einen Kern I
(I =1/2) durchgefiihrt, sind zusitzlich die Quadrupolfrequenz und der Kernspin zu betrachten.
Wenn die Quadrupolfrequenz ®q deutlich kleiner als das eingestrahlte Feld s fiir den
Quadrupolkern ist (wq« ws), dann gilt die Hartmann-Hahn-Bedingung und deren
MAS-Erweiterung (Gleichuung 2-23). Wenn die Quadrupolfrequenz wq sehr dominierend ist,
sodass mq » ws gilt, so dndern sich die Hartmann-Hahn-Bedingungen unter Probenrotation

51,52,
zu .

1
@, —Mm- (S + —]a)s =N- @,y Gleichung 2-24
2

wobei n =0, £1 oder +2; m ==+1 gilt

Die Effizienz der Kreuzpolarisation wird durch die Adiabatizitit o,g bestimmt®!

(Gleichung 2-25), wobei vor allem o,q « 1 oder a,q » 1 erreicht werden sollte:

Ay =— Gleichung 2-25
Qg - O

rot

Aus messtechnischen Griinden ist es einfacher eine Adiabatizitdt von o,.q « 1 zu erreichen, so
dass eine hohe Probenrotationsfrequenz o, notwendig ist. Da allerdings die heteronukleare
Dipol-Dipol-Wechselwirkung bei hohen Probenrotationsfrequenzen zeitlich ausgemittelt wird,
muss ein Optimum zwischen der Effizienz der Kreuzpolarisation (Adiabatizitit) und

vorhandener heteronuklearer Dipol-Dipol-Wechselwirkung gefunden werden.
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2.2.3.5 Heteronukleares Korrelationsexperiment (engl.: HETeronuclear CORrelation
(HETCOR))

Das heteronukleare Korrelationsexperiment™ ist das einfachste 2D-NMR-Experiment an
Festkorpern auf der Basis des Kreuzpolarisationstransfers. Es ist so moglich die chemische
Umgebung von X-Kernen niher untersuchen. Am Beispiel der 'H- und *'P-Kerne soll das

HETCOR-NMR-Experiment ndher erklart werden (Abbildung 2.2-7).
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Abbildung 2.2-7: Impulsschema des 'H-*'"P-CPMAS-HETCOR-NMR-Experimentes

Zunichst wird die Protonenmagnetisierung durch einen 90°%-Impuls in die x,y-Ebene
ausgelenkt. AnschlieBend wird zwischen dem Spinlockimpuls auf dem 'H-Kanal eine
Evolutionszeit 1 eingefligt, die fiir das 2D-Experiment inkrementiert wird. Wéhrend dieser
Evolutionszeit entwickelt sich in Abhdngigkeit von der homo- und heteronuklearen Dipol-
Dipol-Wechselwirkung die Magnetisierung der 'H-Spins, welche mittels CP-Schritt auf die
'P-Kerne tibertragen wird. AnschlieBend wird das *'P-Spektrum detektiert, wobei die
Inkrementierung eine zeitliche Abhingigkeit der >'P-Spektren ergibt. Nach einer
2D-Fouriertransformation erhédlt man das 2D-NMR-Spektrum. Die direkte Dimension
(F1-Achse, y-Achse) gibt die chemische Verschiebung der '"H-Kerne an und die indirekte
Dimension (F2-Achse, x-Achse) die chemische Verschiebung der *'P-Kerne. Durch

auftretende Signale werden die Korrelationen zwischen 'H- und *'P-Spezies nachgewiesen.
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2.2.3.6 REDOR-MAS-NMR Experiment (engl.: Rotational Echo DOuble Resonance)

Das REDOR-MAS-NMR-Verfahren” *° dient zur experimentellen Bestimmung der
heteronuklearen Dipol-Dipol-Wechselwirkung. Uber die dipolare Kopplungskonstante D
kann dann nach Gleichung 2-16 der Abstand zwischen den Kernen I und S berechnet werden.
Durch die MAS-Technik wird die heteronukleare Dipol-Dipol-Wechselwirkung verringert
bzw. unterdriickt, die mit diesem Experiment selektiv wieder eingekoppelt wird. Am Beispiel
von "B und *'P soll das Impulsschema des REDOR-MAS-NMR-Experimentes erklirt
werden (Abbildung 2.2-8).

90°, 180°, Echo
1
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Abbildung 2.2-8: Impulsschema des ''B{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Experimentes. Fiir den Fall, dass die
Echozeit 2Ty, ist, ergibt sie sich aus 2T =(10+1)Tg, wenn 10=1 und Ty, die Probenrotationsperiode, ist.

Mit den ''B-Kernen wird ein RSE-MAS-NMR-Experiment durchgefiihrt. Wihrenddessen
werden auf dem *'P-Kanal 180°-Impulse vor und nach dem 180°-Impuls auf ''B-Kanal
eingestrahlt. Dadurch wird die heteronukleare ''B-*'P-Dipol-Dipol-Wechselwirkung wieder
eingekoppelt, wodurch die Phasenkohirenz der ''B-Kernspins beeinflusst wird und somit ein
Teil der ''B-Magnetisierung nicht mehr refokussiert werden kann. Im resultierenden
"B-NMR-Spektrum tritt dann eine Intensititsverminderung der Signale auf. Die
180°-Impulse  auf dem 3'p_.Kanal werden im Abstand 1/2Tg eingestrahlt
(Tr - Probenrotationsperiode).

Um die heteronukleare Dipol-Dipol-Wechselwirkung bestimmen zu konnen, werden zwei
Einzelexperimente bei gleicher Evolutionszeit aufgenommen. Bei dem ersten Experiment
wird nur das RSE-MAS-NMR-Experiment auf dem ''B-Kanal durchgefiihrt
(Referenzexperiment). Das erhaltene Spektrum wird als Sy bezeichnet. Als zweites

Experiment werden zusitzlich die 180°-Impulse auf dem °'P-Kanal eingestrahlt. Das
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erhaltene Spektrum wird S genannt. Das normierte REDOR-Differenzsignal wird durch die

Gleichung 2-26 bestimmt:

=— Gleichung 2-26

Die unterschiedlichen Intensitdtsverminderungen resultieren aus der Anzahl der Impulse auf
dem *'P-Kanal wihrend der Echozeit t. Bei der Auftragung von AS/S, gegen die
Evolutionszeit (NTgr =10+1) erhdlt man fiir jedes Spinsystem eine charakteristische

REDOR-Kurve.

Fir ein Zweispinsystem kann der Kurzzeitverlauf der REDOR-Kurve aufgrund der
Geometrieunabhéingigkeit tiber die Ndherung 1. Ordnung (Gleichung 2-27) bzw. Niherung
2. Ordnung (Gleichung 2-28) wie folgt beschrieben werden®®:

Néherung 1. Ordnung;:

é_s = %(NTr )*D?, wobei gilt (0 < é—s < 0,2...0,3] Gleichung 2-27
0 0

Néherung 2. Ordnung;:

= - %(NTr )'D? _%(NTr )*D*, wobei gilt (0 < é—s < O,6j Gleichung 2-28

0

Bei einem Mehrspinsystem spielen fiir die REDOR-Kurve zusétzlich winkelabhidngige Terme

eine Rolle. Der Bereich OSA—SSO,Z...O,3 verbleibt geometrieunabhéngig, sodass die

0

Néherung 1. Ordnung ebenfalls verwendet werden kann:

2_8 = %(NTr ) z D], wobei gilt (O < é—s < 0,2...0,3] Gleichung 2-29
0 i 0
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Im Rahmen dieser Arbeit werden die heteronuklearen dipolaren Kopplungskonstanten und
damit die minimal-mdglichen Abstinde wie folgt bestimmt. Aufgrund der Uberlagerung der
Signale in den Spektren Sy und S konnen die Intensitéten fiir die jeweiligen Spezies nur durch
eine durchgefiihrte Liniensimulation und anschlieBende Integration erhalten werden. Die
REDOR-Kurven werden durch das Auftragen von AS/S, gegen die Evolutionszeit

(NTr =10+1) erhalten. Bisherige ErgebnisseS6’ 37

haben gezeigt, dass mit dem
REDOR-Verfahren Mehrspinsysteme untersucht werden, sodass nur die effektive,

heteronukleare dipolare Kopplungskonstante Dy (Gleichung 2-30) beziehungsweise das

effektive, heteronukleare zweite Moment M, (Gleichung 2-31) bestimmt werden konnen.

n
Dy = Z D/’ Gleichung 2-30

i=1

Mz,eff = Mz'

1
>

Gleichung 2-31

-

Nach dem Erhalt der REDOR-Kurve fiir das jeweilige Mehrspinsystem wurde mit den
Néherungen 1. Ordnung (Gleichung 2-32) und 2.Ordnung (Gleichung 2-33) cecine
Kurvenanpassung mit Origin 7.5 vorgenommen. Aus den beiden Ndherungen wird der

Mittelwert fiir die effektive, heteronukleare dipolare Kopplungskonstante bzw. das effektive,

heteronukleare zweite Moment M, gebildet.

Néherung 1. Ordnung;:

A5 E(NTr )’ D2 , wobei gilt | 0 < A5 0,2...0,3 Gleichung 2-32
s, 15 S,

Néherung 2.0rdnung:
AS 128

=~ - %(NTr )’ Dy 2 (NT,)*D, * wobei gilt [0 < é—s < 0,6} Gleichung 2-33

0

315

Das zu untersuchende Mehrspinsystem kann auf ein Pseudo-Zweispinsystem vereinfacht
werden, wodurch die Verwendung der Ndherung 2. Ordnung mdglich ist. Die Vereinfachung
des Mehrspinsystems zu einem Pseudo-Zweispinsystem ist moglich, da in den
Kurzzeitsverldaufen der REDOR-Kurven fiir hohere Spinsystems SI, (n>2) nur geringe

Abweichungen vorliegen™. Diese Abweichungen sind kleiner, als die Messunsicherheiten, die
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durch das REDOR-Verfahren gegeben sind, sodass keine Aussagen, zum vorliegenden
Mehrspinsystem  getroffen werden konnen. Daher wird als einfachster Fall ein
Pseudo-Zweispinsystem angenommen.

Zudem liegt eine Gauss-Verteilung der Bindungslangen zwischen den betrachteten Kernen
vor, wodurch bei Anwendung dieser Gauss-Verteilung™ auf die REDOR-Kurve ebenfalls
nicht zwischen einem Zweispinsystem und héheren Spinsystemen unterschieden werden kann.
Aufgrund der Messunsicherheit und der Gauss-Verteilung der Bindungslingen, wurde zur
Vereinfachung ein Pseudo-Zweispinsystem angenommen mit dem Hintergrund, dass nur der
minimal-mdgliche Abstand zwischen den betrachteten Kerne I und S berechnet werden kann.
Der wahre Abstand im SI,-System ist damit definitiv grof3er, als der ermittelte, aber niemals
kleiner. Uber die Kurvenanpassungen nach der Niherung 1. Ordnung und 2. Ordnung mit

Origin 7.5 fiir den Kurzeitverlauf wurde ein mittleres effektives zweites Momentes

M, . bestimmt. Dieses wird mit der Gleichung 2-34 in M, ,;, umgerechnet.

127 _
2,eff = _1 5 2, eff Gleichung 2-34

Zur Bestimmung der mittleren Mindestabstdnde fiir das jeweilige Spinsystem gilt die

Gleichung 2-35”.

M, o :(Z_;j 14 1 +1) hzygyfzrls Gleichung 2-35

(I - Kernspin des eingekoppelten Kernes, 115 - Abstand zwischen den Kernen I und S)

27



Theoretische Grundlagen

2.2.3.7 TRAPDOR-MAS-NMR-Experiment (engl.: TRAnsfer of Population in DOuble
Resonance)

Das TRAPDOR-NMR-Experiment®” ®  wird zur selektiven Wiedereinkopplung der
heteronuklearen Dipol-Dipol-Wechselwirkung zweier Kerne verwendet, wobei der
nicht-beobachtete Kern ein Quadrupolkern ist. Am Beispiel des 'H{"'B}-TRAPDOR-MAS-
NMR-Experiments wird das verwendete Impulsschema erklért (Abbildung 2.2-9).

90°, 180°, Echo
i
14 i Datenaufnahme
1
1 1
1 1
1 1
1 1
1p ! '
: ! 5
0 Tr 2Tx

Abbildung 2.2-9: Impulsschema des 'H{''B}-TRAPDOR-MAS-NMR-Experimentes

Die Basis bildet ein RSE-MAS-NMR-Experiment auf dem 'H-Kanal. Auf den ''B-Kanal
(Quadrupolkern) wird ein kontinuierlicher RF-Impuls eingestrahlt, wodurch die
Wiedereinkopplung der dipolaren 'H-'"B-Kopplung erreicht wird. Die Einstrahlung des
kontinuierlichen RF-Impulses erfolgt wihrend der Zeit bis zum 180°-Impuls auf dem
'H-Kanal. Durch den RF-Impuls wird eine Verinderung der Besetzungszahlen der
Spinzustinde des Quadrupolkerns (Populationstransfer) bewirkt, womit eine Anderung der
Dipol-Dipol-Wechselwirkung verbunden ist, die zu einer Intensitétsverminderung der Signale
im resultierenden 'H-NMR-Spektrum fiihrt. In Analogiec zum REDOR-NMR-Experiment
werden zwei Spektren aufgenommen. Das erste Spektrum S, erhdlt man durch die
Durchfithrung des RSE-MAS-NMR-Experimentes auf dem 'H-Kanal. Das zweite Spektrum S
erhilt man durch die zusitzliche Einstrahlung des RF-Impulses auf dem ''B-Kanal. Das
normierte TRAPDOR-Differenzsignal wird wie nach Gleichung 2-26 bestimmt. Analog zum
REDOR-MAS-NMR-Experiment fiihrt die Auftragung von AS/S, gegen die Evolutionszeit zu
ebenfalls charakteristischen TRAPDOR-Kurven. Mithilfe des Experimentes werden in dieser

28



Theoretische Grundlagen

Arbeit nur qualitative Aussagen gemacht; daher wird auf weitere Erkldrung zur

61, 62

Abstandbestimmung verzichtet und auf die weiterfiihrende Literatur verwiesen.

2.2.3.8 3Q-MAS-NMR-Experiment mit z-Filter (I = 3/2)

In den MAS-Spektren von Quadrupolkernen liegen aufgrund der meist ausreichend grofB3en
Quadrupolfrequenz komplexe Linienformen vor. Neben Signallinienverbreiterungen und
Uberlagerung mehrerer Resonanzen, treten auch Signalverschiebungen auf, so dass die
beobachtete chemischen Verschiebungen nicht isotrop ist. Damit ist keine eindeutige
Zuordnung von Struktureinheiten mdglich.

Um eine bessere Auflosung der Signale von Quadrupolkernen und somit Aussagen zur
isotropen chemischen Verschiebung zu erzielen, wurde das 3QMAS-NMR-Experiment®*®*
entwickelt. Dieses Experiment basiert auf der Anregung des Tripelquanten-Uberganges
(p=+3, m=-/,om=+/). Um phasenreine Spektren zu erhalten, wird der
spiegelsymmetrischen Kohidrenztransferwege (p=+3) genutzt. Zusitzlich wird zur

Verbesserung des S/N-Verhiltnisses ein z-Filter® genutzt, bei dem die symmetrische

Refokussierung von der Kohérenz +3 zur Kohirenz 0 ausgenutzt wird (Abbildung 2.2-10).

P1 P>

A
\ 4

t; z-Filter Ps Datenaufnahme

A
\ 4

Y

Abbildung 2.2-10: Impulsschema des 3Q-MAS-NMR-Experimentes mit z-Filter

Zundchst wird durch einen sehr kurzen Impuls (p;) mit einer moglichst hohen Feldstdrke der
symmetrische Tripelquanteniibergang (Kohédrenz p=+3) angeregt. Die Magnetisierung
entwickelt sich entsprechend der Orientierungsabhingigkeit des Quadrupoltensors zum
duBeren Magnetfeld in der nachfolgenden Zeit t;, die fiir das 2D-Experiment inkrementiert
wird. Diese entwickelte Magnetisierung wird anschlieBend zur Nullquantenkohirenz
(Kohérenz p = 0, Impuls p,) refokussiert.

Nach einer Wartezeit (auch z-Filterzeit t, (t, ~ 30us)) wird nach einem selektiven 90°-Impuls

(p3) das Spektrum detektiert (Kohdrenz =-1). Das erhaltene 2D-fouriertransformierte
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Spektrum zeigt in der direkten Dimension die dymas-Verschiebungen und in der indirekte
Dimension die dmqmas-Verschiebungen an. Nachfolgend wurde mithilfe der BRUKER
Software Topspin® (Version 2.1) das 2D-Spektrum so geschert, dass die isotrope chemische

Verschiebung aus den Linienschwerpunkten wie folgt bestimmt wird®*°®:

10 17

= +—0 Gleichung 2-36
iso 27 MAS 27 MQMAS

2.3 Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD)

Die Réntgenpulverdiffraktometrie®”' dient zur Untersuchung von Feststoffpulvern und
liefert Informationen tiber die in der Probe enthaltenen kristallinen Verbindungen. Dabei wird
ausgenutzt, dass die Beugung von Strahlung im Rontgenbereich fiir kristalline Substanzen
charakteristisch ist (Rontgendiffraktionsmuster).

Zur Analyse wird die Substanz pulverisiert, wodurch die Kristallite in alle Richtungen
orientiert werden. Bei Eindringen des Rontgenstrahls (monochromatischer Strahlung in Form
der CuKa-Strahlung) in das Pulver liegt somit immer eine ausreichende Anzahl von Teilchen
orientiert vor, sodass die Bragg’sche Gleichung (Gleichung 2-37) in Bezug auf die Reflexion

an den verschiedenen moglichen Netzebenenabstéinden erfiillt ist.

nA=2dsind Gleichung 2-37

(nA - Vielfaches  der  Wellenldinge @ des = monochromatischen =~ Rontgenstrahles,

d - Netzebenenabstand und 6 - Winkel zur Netzebene/ Glanzwinkel)

Die durch konstruktive Interferenz entstandene Strahlung wird vom Detektor registriert und
das Diffraktogramm erhalten. Die intensiven Linien, deren Position als 20-Winkel dargestellt
werden, bezeichnet man als Reflex. Die relativen Intensititen dieser Linien werden mit
bestehenden Referenzdatensétzen aus Datenbanken (wie zum Beispiel der Datenbank des
,Joint Committee on Powder Diffraction Standards®, JCPDS) verglichen, um die kristalline

Substanz zu identifizieren.

30



Theoretische Grundlagen

2.4 Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektroskopie)

70 ist eine Variante der

Die  Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopic®”
Infrarotspektrokopie. Sie dient zur Strukturaufkldrung von Molekiilen, die tiber die Anregung
von Schwingungen unter Verwendung von elektromagnetischer Strahlung im Infrarot-Bereich
(4000 - 400cm™) verliuft.

Im Molekiil existieren Translations-, Rotations- und Schwingungsbewegungen. Damit ergibt
sich fiir ein Molekiil aus N Atomen 3N-Freiheitsgrade der Bewegung. Fiir lineare Molekiile
existieren (3N-5)- und fiir nicht-lineare Molekiile (3N-6)-Freiheitsgrade.

Die wichtigsten Schwingungen eines Molekiils sind die Normalschwingungen

(Valenzschwingungen, Deformationsschwingungen). Diese sind symmetrische Schwingungen,

bei denen sich alle Atome mit gleicher Phase und gleicher Frequenz bewegen.

Die notwenige Bedingung fiir eine Anregung der Eigenschwingungen eines Molekiils durch
infrarote Strahlung ist die Anderung des Dipolmomentes p:

6—’“7&0

Gleichung 2-38
or

Trifft ein Lichtstrahl der Intensitit I, auf die zu untersuchende Probe, wird infolge von
Absorption 14, Reflexions Ig und Streuung Is der Lichtstrahl geschwicht. Bei der
FTIR-Spektroskopie handelt es sich um eine Absorptionsmethode. Die Reflexion und
Streuung werden durch Vergleichsmessungen ausgeschaltet. Die Schwichung des
Lichtstrahles beim Durchgang durch das Probenmedium wird durch das Lambert-Beer sche
Gesetzt beschrieben (Gleichung 2-39).

I
E= lgTO =&(A)-d-c Gleichung 2-39

(E - Extinktion, I, - Intensitdt des eingestrahlten Lichtes, I - Intensitit des transmittierten
Lichtes; ¢ - molarer dekadischer Extinktionskoeffizient, d - Schichtdicke der durchstrahlten

Probe, ¢ - Konzentration des absorbierenden Teilchen)

Um die gesamte Information zu erhalten, werden mithilfe eines FT-Spektrometer
Interferogramme  aufgenommen und durch eine anschlieBend  durchgefiihrte
Fourier-Transformation die FTIR-Spektren berechnet. Die Interferogramme werden mit

einem Michaelson-Interferometer erzeugt. Bei der Verwendung von monochromatischem
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Licht wird der Lichtstrahl beim Auftreffen auf einen Strahlungsteiler zu gleichen Teilen
reflektiert und durchgelassen. Dadurch entstehen zwei kohérente Teilstrahlen mit gleicher
Amplitude. Der eine Teilstrahl reflektiert an einen feststehenden und der andere an einem
beweglichen Spiegel und gelangen dann zum Strahlungsteiler zuriick, wo sie rekombinieren.
Wenn die optischen Wege beider Strahlen gleich lang sind oder ein ganzzahliges Vielfaches
der Wellenldnge A betragen, kommt es zur konstruktiven Interferenz und ein Maximum wird
erreicht. Wird der Spiegel mit einer kontinuierlichen Geschwindigkeit bewegt, wird die
Wegléinge eines der Teilstrahlen variiert, wodurch ein Messsignal mit oszillierender Intensitét
entsteht.

Bei der Verwendung von polychromatischem Licht, ergibt sich ein Maximum, wenn die
Wegdifferenz der beiden Strahlen Null ist.

Das erhaltene Interferogramm wird zum FTIR-Spektrum fouriertransformiert. Die Frequenz
der Schwingungen wird iiblicherweise in Wellenzahlen ¥ [cm™] angegeben.

~ 1
V= z Gleichung 2-40
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3 Probenpraparation

Die Probenprdparation erfolgte an der Universitdit Okayama in der Arbeitsgruppe

Biomaterialen von Prof. Osaka / Prof. Hayakawa.

Verwendete Chemikalien

Tabelle 3-1: Auflistung der verwendeten Chemikalien mit Angabe des Herstellers

Name Summenformel Firma
Diammoniumhydrogenphosphat ~ (NHy4),HPO4 Nacalai Tesque Inc. Japan
Borsiure H;BO; Nacalai Tesque Inc. Japan
Calciumcarbonat CaCO; Nacalai Tesque Inc. Japan
Calciumhydrogenphosphat CaHPO,42H,0 Nacalai Tesque Inc. Japan
a-Tricalciumphosphat Ca3(POy), Synthese aus CaCOj; + Ca,P,05
B-Tricalciumphosphat Ca3(POy), Nacalai Tesque Inc. Japan
Tetracalciumphosphat CasO(POy), Synthese aus CaCOj; + Ca,P,05
Hydroxylapatit Caj9(PO4)s(OH), Tathei Chemical Inc. Co. Ltd.
Calciumdiphosphat Ca,P,04 Synthese aus CaHPO,42H,0
Boroxid B,Os Nacalai Tesque Inc. Japan
Calciumborat (Takedait) Ca3(BOs), Synthese aus CaCO; + B,03
Borphosphat BPO, Sigma Aldrich

3.1 Probe BHAp (10Ca0¢5,5P0;50,5B0; 5)

Es werden Calciumcarbonat CaCQO;, Diammoniumhydrogenphosphat (NH4);HPO, und
Borsdure H;BOj; entsprechend der nominellen Zusammensetzung: 10Ca0O+5,5P0, 5¢0,5BO 1,572
(AnsatzgroBe: 10 g) eingewogen und in einem Aluminiumoxidmdrser 60 Minuten verrieben,
um ein homogenes Gemisch zu erhalten.

Aus diesem Pulver werden Pellets (d=1cm, h=1cm) bei p=20MPa fiir vier Minuten
gepresst. Diese Pellets werden in einem Platintiegel, der in einem Aluminiumoxidtiegel steht,
mit einer Heizrate von 5 K/min in einem Elektroofen auf 1400°C erhitzt, wobei die
Endtemperatur sechs Stunden gehalten wird. Danach erfolgt das Abkiihlen durch das
innerhalb von fiinf Minuten

Aufpressen von Stahlplatten auf die Pellets, sodass
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Raumtemperatur erreicht wird. Nach dem Aufmahlen der Pellets im Morser wird das
erhaltene Pulver bei einem Druck von p =20MPa fiir vier Minuten erneut gepresst und die
thermische Behandlung wird wiederholt. Es wurde mittels ICP eine Zusammensetzung von

10,46Ca0¢5,72P0, 5¢0,47BO; 5 bestimmt.

3.2 Probenserie 1 (Ca,P,0,+B,05+CaCO5,)

3.2.1 Darstellung der Probe HAp1

Es werden Calciumdiphosphat Ca,P,07 (dargestellt aus CaHPO42H,0, bei 1000°C fiir 10 h
im  Elektroofen) und Calciumcarbonat CaCO; entsprechend der nominellen
Zusammensetzung (vgl. Reaktionsgleichung) in einem Aluminiumoxidmorser 30min
gemischt (AnsatzgréBe: 10 g). Aus diesem Pulver werden Pellets (d=1cm, h=1 cm) bei
einem Druck von p = 20MPa fiir vier Minuten gepresst. Anschlieend werden diese Pellets in
einem Platintiegel, der in einem Aluminiumoxidtiegel steht, mit einer Heizrate von 5 K/min
in einem Elektroofen auf 1200°C erhitzt, wobei die Endtemperatur sechs Stunden gehalten
wird. Danach erfolgt das Abkiihlen durch das Aufpressen von Stahlplatten auf die Pellets,
sodass innerhalb von fiinf Minuten Raumtemperatur erreicht wird. Nach dem Aufmahlen der
Pellets im Morser wird das erhaltene Pulver (d=1cm, h=1mm) erneut gepresst. Die
thermische Behandlung wird wiederholt, wobei die Endtemperatur nur drei Stunden gehalten

wird.

4 CaCOs + 3 CayP,04 > 10 CaO 3P,0s5+ 4 CO,

3.2.2 Darstellung der Proben BHAp1, BHAp2 und BHAp3

Fir die Darstellung der Proben BHApl, BHAp2 und BHAp3 werden Boroxid B,O;
Calciumdiphosphat Ca,P,0; (dargestellt aus CaHPO42H,0, bei 1000°C fiir 10h im

Elektroofen) und Calciumcarbonat CaCOs entsprechend der nominellen Zusammensetzungen
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(Tabelle 3-2) verwendet (Ansatzgrofle: 10 g). Die weitere Préparation erfolgt entsprechend
der Probe HAp1.

Tabelle 3-2: Auflistung der Ausgangsstoffe und der Zusammensetzung fiir Probenserie 1

Probenbezeichnung  Ausgangsstoffe Zusammensetzung

HAp 1 CaCOs, Ca,P,04 10CaO'6PO;, 5
BHAp 1 CaCOs, CayP,07, B20Os 10Ca05,5P0,50,5BO; 5
BHAp 2 CaCO3, Ca,P,07, B,0s 10Ca05,5P0O,5BO; 5
BHAp 3 CaCOs, CayP,07, B20Os 9Ca05,5P0,50,5B0O; 5

3.3 Probenserie 2 (kommerziell erhéltlicher HAp + Caz(BOs),)

Es werden entsprechende Mengen kommerziell erhéltlicher Hydroxylapatit und Calciumborat
(Takedait) in einem Aluminiumoxidmdrser 30min verrieben (AnsatzgroBBe: 10 g). Aus diesem
Pulver werden Pellets (d =1 cm, h =1 cm) bei einem Druck von p = 20MPa fiir vier Minuten
gepresst. AnschlieBend werden diese Pellets in einem Platintiegel, der in einem
Aluminiumoxidtiegel steht, mit einer Heizrate von 5 K/min in einem Elektroofen auf 1200°C
erhitzt, wobei die Endtemperatur sechs Stunden gehalten wird. Danach erfolgt das Abkiihlen
durch das Aufpressen von Stahlplatten, sodass innerhalb von fiinf Minuten Raumtemperatur
erreicht wird. Nach dem Aufmahlen der Pellets im Morser wird das erhaltene Pulver erneut
gepresst und die thermische Behandlung wiederholt sich. Damit ergeben sich fiir die zweite

Probenserie (Probenserie 2) folgende Zusammensetzungen (Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3: Auflistung der Ausgangsstoffe und der Zusammensetzung fiir Probenserie 2

Probenbezeichnung Ausgangsstoffe Zusammensetzung (Gew.-%)
100% HAp (kommerziell
HAp 100 Cay9(PO4)s(OH)2 [HAPp]
erhéltlicher HAp)
HAp 90 Ca3(BO3)2, Ca;o(PO4)s(OH), 90% HAp, 10% Takedait
HAp 80 Caz(B0O3),, Caio(PO4)s(OH), 80% HAp, 20% Takedait
HAp 75 Ca3(BOs3),, Cajg(PO4)s(OH), 75% HAp, 25% Takedait
HAp 50 Caz(B0O3),, Cajo(PO4)s(OH), 50% HAp, 50% Takedait
HAp 25 Ca3(BOs3),, Cag(PO4)s(OH), 25% HAp, 75% Takedait
HAp O Ca3(BOs), 100% Takedait
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3.4 Referenzsubstanzen

3.4.1 Tetracalciumphosphat Ca,(PO,),0

Es werden entsprechende Mengen Calciumdiphosphat Ca,P,0; (dargestellt aus CaHPO42H,0,
bei 1000°C fiir 10h 1im Elektroofen) und Calciumcarbonat CaCO; in einem
Aluminiumoxidmorser eine Stunde verrieben (Ansatzgrofe: 10 g). Aus diesem Pulver werden
Pellets (d=1cm, h=1 cm) bei einem Druck von p=20MPa fiir vier Minuten gepresst.
Anschliefend werden diese Pellets in einem Platintiegel, der in einem Aluminiumoxidtiegel
steht, mit einer Heizrate von 5 K/min in einem Elektroofen auf 1300°C erhitzt, wobei die
Endtemperatur 22 Stunden gehalten wird. Danach erfolgt das Abkiihlen durch das Aufpressen
von Stahlplatten auf die Pellets, sodass innerhalb von fiinf Minuten Raumtemperatur erreicht

wird. Nach dem Abkiihlen erfolgt das Aufmahlen der Pellets im Morser.

3.4.2 a-Tricalciumphosphat Ca3(PQ,),

Es werden entsprechende Mengen Calciumdiphosphat Ca,;P,07 (dargestellt aus CaHPO42H,0,
bei 1000°C fiir 10h im Elektroofen) und Calciumcarbonat CaCO; in einem
Aluminiumoxidmorser eine Stunde verrieben (AnsatzgroBe: 10 g). Aus diesem Pulver werden
Pellets (d=1cm, h=1 cm) bei einem Druck von p=20MPa fiir vier Minuten gepresst.
Anschliefend werden diese Pellets in einem Platintiegel, der in einem Aluminiumoxidtiegel
steht, mit einer Heizrate von 5 K/min in einem Elektroofen auf 1400°C erhitzt, wobei die
Endtemperatur sechs Stunden gehalten wird. Danach erfolgt das Abkiihlen durch das
Aufpressen von Stahlplatten auf die Pellets, sodass innerhalb von fiinf Minuten
Raumtemperatur erreicht wird. Nach dem Aufmahlen der Pellets im Morser wird das
erhaltene Pulver bei einem Druck von p =20MPa fiir vier Minuten erneut gepresst und die

thermische Behandlung wird wiederholt. Danach wird wie bereits genannt abgekiihlt.
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3.4.3 PB-Tricalciumphosphat Ca;(PQO,),

Es wird eine entsprechende Menge an kommerziell erhéltlichen B-TCP in Pellets (d =1 cm,
h =1 cm) bei einem Druck von p =20MPa fiir vier Minuten gepresst. Anschlieend werden
diese Pellets in einem Platintiegel, der in einem Aluminiumoxidtiegel steht, mit einer Heizrate
von 5 K/min in einem Elektroofen auf 1100°C erhitzt, wobei die Endtemperatur sechs
Stunden gehalten wird. Danach erfolgt das Abkiihlen durch das Aufpressen von Stahlplatten
auf die Pellets, sodass innerhalb von fiinf Minuten Raumtemperatur erreicht wird. Nach dem

Abktihlen erfolgt das Aufmahlen der Pellets im Mdorser.

3.5 Probenpréaparation fir die Untersuchung der Bioaktivitat und der

Degradation der Probenserie 1

3.5.1 Probenpriparation zur Untersuchung der Bioaktivitat

Um die Bioaktivitdt (Apatitbildung auf einer Oberfliche) zu untersuchen, wird die
Standardmethode”™ 7 "Simulierte Korperfliissigkeit" angewendet. Dazu wird eine Losung,
auch simulierte Korperfliissigkeit (simulated body fluid-Losung, SBF-Lésung) genannt,
verwendet, die dem menschlichen Blutplasma #hnelt. Die Darstellung” der verwendeten
SBF-Losung ist im Anhang (Kapitel 8.3) beschrieben. Die Angabe der lonenkonzentrationen
der SBF-Losung ist in Tabelle 3-4 aufgelistet.

Tabelle 3-4: Angabe der Ionenkonzentrationen der SBF-Loésung und des Blutplasmas’

Ion SBF-Losung [mM]  Blutplasma [mM]

Na" 142.,0 142,0
K" 5,0 5,0
Mg** 1,5 1,5
Ca*’ 2,5 2,5
CI 147,8 103,0
HCO3 4,2 27,0
HPO,* 1,0 1,0
SO,*> 0,5 0,5
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Die hergestellten Pellets der Probenserie 1 (d =1 cm, h = 1 mm) werden jeweils separat in die
SBF-Losung mit einem entsprechenden Volumen gegeben (Pelletoberfliche von
10mm?* entspricht 1ml SBF-Lésung). AnschlieBend bleiben die Pellets entsprechende Tage
(0d, 1d, 3d, 7d, 10d und 14 d) in der SBF-Losung bei einer Temperatur von 36,5°C,
welche der menschlichen Korpertemperatur entspricht. Danach wird die Pelletoberflidche

mittels SEM und TF-XRD auf Apatitbildung untersucht.

3.5.2 Probenpriparation fiir die Untersuchung der Degradation

Um den Abbau bzw. die Resorption der Knochensubstanz in den Osteoklasten (pH = 5,5) zu
simulieren’®, werden die Proben in eine Essigsdure/Acetat-Pufferlosung (pH = 5,5) gegeben
und das Auflosungsverhalten mittels Messung der Calciumionenkonzentrationen iiber einen

Zeitraum von fiinf Stunden beobachtet”’.

Zur Kalibrierung der pH-Elektrode wurden Standardpufferlosungen (pH = 6,86 bzw.
pH =4,01) verwendet.
Zur Kalibrierung der Ca-Elektrode werden Standardlésungen von 1 mg/l, 10mg/l und 100mg/1

verwendet, die in Tabelle 3-5 aufgelistet sind. .

Tabelle 3-5: Zusammensetzung der Ca-Standardlésungen

CaCO;in 0,1M HNO3; CH3COOH/CH3COONa (¢ = 0,8M) Millipore H,O

Img/1 0,1ml 10ml 89,9ml
10mg/1 Iml 10ml 89,0ml
100mg/1 10ml 10ml 80,0ml

Um die Degradationskurven zu erhalten, werden in einem Becherglas 100ml
CH;COONa/ CH3COOH-Losung (¢ = 0,08 M) gegeben. Es wird ein pH-Wert von 5,5 + 0,02
(pH-Elektrode: F-53, Horiba, Kyoto, Japan) eingestellt. AnschlieBend wird eine Probenmenge
von 10mg (PartikelgroBe: 300um-600um) in die Losung gegeben. Die Messung der
Calciumionenkonzentration (Ca-Elektrode: 6583-10C) erfolgt {iber einen Zeitraum von fiinf
Stunden mit einer Schrittweite von 90 s. Die Riihrgeschwindigkeit lag bei rpm =430 + 15 und
die Temperatur bei 25 + 2 °C.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Strukturelle Charakterisierung der Probe BHAp
(10C&O'5,5P02’5'O,580175)

In vorherigen Untersuchungen™ wurde nanokristalliner Hydroxylapatit mit borathaltiger
Phase tliber nasschemische Reaktionen hergestellt. Dabei hat sich gezeigt, dass es schwierig ist
die chemische Zusammensetzung der apatitischen Phase zu kontrollieren. Uber die
Festphasensynthese ist dies deutlich leichter zu kontrollieren. Daher wurde zunéchst mit der
Priparation der Probe BHAp (vgl. Kapitel 3.1), wie bereits in der Literatur beschrieben'® 72,
begonnen. AnschlieBend wurde an der Probe BHAp eine ausfiihrliche Strukturaufkldrung
mittels der FTIR-Spektroskopie, XRD (Kapitel 4.1.1) und Festkorper-NMR-Spektroskopie
(Kapitel 4.1.2) durchgefiihrt, wobei der Schwerpunkt auf der Festkdrper-NMR-Spektroskopie
lag. In Kapitel 4.1.2 wird der detaillierte Aufbau der Probe beschrieben und die Ergebnisse

werden letztendlich zu zwei aufeinander aufbauenden Modellen zusammengefasst.

4.1.1 FTIR-Spektroskopie, XRD

Das FTIR-Spektrum der Probe BHAp (Abbildung 4.1-1) =zeigt die typischen
Schwingungsbanden des Hydroxylapatits (HAp). Dabei werden die Banden bei v = 569cm™,
v=602cm’, v=96lcm”’, v=1050cm”’ und v=1092cm” den Schwingungen der
Phosphationen im Hydroxylapatit zugeordnet > '*. Die schwache Librationsschwingung der

OH- Ionen liegt bei einer Wellenzahl von v=631cm” "

. Die Streckschwingung der
OH- Tonen wird im Hydroxylapatit bei einer Wellenzahl von v =3572cm™ detektiert'. Des
Weiteren werden die Schwingungsbanden im Bereich bei v=1206-1312cm™ und
v=743-782cm” den BO;>- Gruppen'® zugeordnet, wihrend die Banden bei v =1933cm™

und  v=2003cm” den linearen BO,- Gruppen'® zugeordnet werden konnen.
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Abbildung 4.1-1: FTIR-Spektrum der Probe BHAp

Das FTIR-Spektrum liefert keine Informationen dartiber, ob die Boratgruppen in die HAp-

Strukur eingebaut wurden oder als separate Boratphase vorliegen.

Das Rontgenpulverdiffraktogramm der Probe BHAp zeigt Reflexe, die Hydroxylapatit
zugeordnet werden (JCPDS#09-0432)". Des Weiteren sind Spuren von Tetracalciumphoshat
nachweisbar (Abbildung 4.1-2: mit Pfeilen gekennzeichnet).

BHAp

W b

Cag(PO,),0H
|’ (PDF#09-0432)
I - | ’ 1 | . |.|.|..||.|||||.||...|I|||
TTCP (Ca,(PO,),0)
H (PDF#TO 1379)
|| all ||||"| i | |n|u..“ AR I||I|I|I| Nl e

Intensitt

|
10 20 30 40 50 60 70
Beugungswinkel/ 20

Abbildung 4.1-2: Rontgenpulverdiffraktogramm der Probe BHAp (oben) mit der Darstellung der
Reflexpositionen von Hydroxylapatit (Mitte) und Tetracalciumphosphat (TTCP, unten)
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4.1.2 Festkorper-NMR-Spektroskopie

Da der Einbau der Boratgruppen nicht mit der XRD erfasst werden kann, wurde die

Festkorper-NMR-Spektroskopie zur Charakterisierungen verwendet.

4.1.2.1 Grundcharakterisierung *H, 3P, !B

Mithilfe der 'H-NMR-Spektroskopie lassen sich die verschiedenen Protonenspezies
nachweisen. Das 'H-MAS-NMR Spektrum der Probe BHAp (Abbildung 4.1-3) zeigt ein sehr
intensives Signal bei dumy=0ppm, das den OH'-Protonen der kristallinen Phase des
Hydroxylapatits (HAp) zuzuordnen ist*’. Im Hochfeld vom Hauptsignal ist eine Schulter bei
dany = -0,6ppm erkennbar. Dabei konnte es sich um OH'-Protonen handeln, die sich in einer
amorphen Phase befinden, da eine vergleichbare isotrope chemische Verschiebung, allerdings

mit einer groBeren Linienbreite, vorliegt.

10 5 | .
& ("H) in ppm

Abbildung 4.1-3: '"H-MAS-NMR-Spektrum der Probe BHAp

Des Weiteren sind zwei weitere schwache Signale bei oy = 5 ppm und 6wy = 7,5ppm zu

beobachten, die Kristallwasser- bzw. Hydrogenphosphatprotonen zugeordnet werden®.
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10 5 . 0 -5
8 (""P) in ppm

Abbildung 4.1-4: 3'P_MAS-NMR-Spektrum der Probe BHAp (oben), *'P-RSE-MAS-NMR-Spektrum der
Probe BHAp mit einer Evolutionszeit von tpep, = 80ms (Mitte) und 31P-MAS-NMR-Spektrum von TTCP
(unten)

Das *'P-MAS-NMR-Spektrum (Abbildung 4.1-4) zeigt Hauptresonanzen bei daipy = 2,3ppm
und 631p) = 5,5ppm. Das Signal bei d31p) = 2,3ppm setzt sich aus einer schmalen und einer
breiten Resonanz zusammen. Die schmale Komponente wird den Phosphatgruppen des
kristallinen HAp zugeordnet, wihrend die breite zzgl. dem O6@ipy= 5,5ppm-Signal den
amorphen Anteil widerspiegelt. Zusitzlich zeigen sich im *'P-MAS-NMR-Spektrum wenig
intensive, schmale Signale bei 6iipy = 3,2ppm und da1p) = 4,4ppm, die bei der Aufnahme von
31P—RSE—MAS—NMR—Spektlren mit einer Evolutionszeit von tpepn = 80ms besser aufgeldst

werden. Diese Signale werden Tetracalciumphoshat (TTCP) zugeordnet.

10 5 . 0 -5
8 (C'P)in ppm
Abbildung 4.1-5: *'P-MAS-NMR-Spektrum der Probe BHAp (oben), *'P-MAS-NMR-Spektrum von

TTCP (Mitte), Differenzspektrum aus dem *'"P-MAS-NMR-Spektrum und dem *'P-MAS-NMR-Spektrum
von TTCP (unten)
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Da sowohl das *'P-MAS-NMR-Spektrum des Tetracalciumphosphat als auch das *'P-MAS-
NMR-Spektrum der Probe BHAp zur quantitativen Auswertung geeignet sind, wurde der
Anteil an TTCP, der durch das Subtrahieren des 31P-MAS-NMR-Spektrurn des TTCP
(Abbildung 4.1-5, unten) vom *'P-MAS-NMR-Spektrum der Probe BHAp (Abbildung 4.1-5,
oben) entsteht, bestimmt. Das *'P-MAS-NMR-Spektrum des TTCP wurde so skaliert, dass die
Signale bei 631p) = 3,2ppm und d¢ip) = 4,4ppm nicht mehr im Differenzspektrum (Abbildung
4.1-5, Mitte) auftreten. AnschlieBend wurden die Spektren integriert und der Anteil an TTCP

mit ca. (1,7£1)mol% bestimmt.
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Abbildung 4.1-6: ""B-RSE-MAS-NMR-Spektrum der Probe BHAp mit der Darstellung der
Linienformanalyse

Von der Probe BHAp wurde ein ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum (Abbildung 4.1-6)
aufgenommen, sodass nur das Signal der Probe und nicht das intensive Untergrundsignal, das
durch den Bornitrid-Stator verursacht wird, detektiert wird. Das ''B-RSE-MAS-NMR-
Spektrum  zeigt Polstellen bei  daipy = 1,3ppm, Saigy= 13ppm, Suigy= 16,3ppm,
81y = 18,4ppm und d11gy = 21,2ppm. Diese deuten auf Uberlagerungen von mindestens drei
Signalen hin. Alle Resonanzen weisen die typische Pulverlinienform der
Quadrupolwechselwirkung zweiter Ordnung auf. Diese Resonanzen konnten mithilfe des
""B-3Q-MAS-Experimentes aufgelost werden. Das gescherte ''B-3Q-MAS-NMR-Spektrum
(Abbildung 4.1-7) zeigt zwei Resonanzen bei  dmo-masis)=23,5ppm  und
O MQ-MaS (11B) = 26ppm.
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Abbildung 4.1-7: 3Q-MAS-NMR-Spektrum (links) mit den entsprechenden Summenprojektionen fiir die
Resonanzen bei dyig-mas (11B) = 23,5ppm (rechts, oben) und & yig.mas (1) = 26ppm (rechts, unten)
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Strukturelle Charakterisierung der Probe BHAp

Die dritte Komponente mit den Polstellen 6¢1g)=1,3ppm und 5a1g)=11,5ppm zeigt eine
dhnliche Aufspaltung wie die beiden anderen Resonanzen bei Smq-mas (118)= 23,5ppm und
OMQ-mas (118) = 26ppm und damit auch eine dhnliche Quadrupolwechselwirkung. Man miisste
bei diesen Anregungsbedingungen dafiir auch ein Signal im ''B-3Q-MAS-NMR-Spektrum
erhalten, aber aufgrund des geringen Signal/Rausch-Verhéltnisses (Abbildung 4.1-7, rechts)
wird sie nicht beobachtet.

Durch die anschlieBend durchgefiihrte Linienformanalyse mit DMFit** (Abbildung 4.1-6)
konnten die Quadrupolparameter der drei Resonanzen ermittelt werden und sind in Tabelle
4-1 zusammengefasst. Durch den Vergleich mit Literaturwerten'® ** *' konnten den
Resonanzen bei i (118) = 23,3ppm und 0iso (118) = 20,6ppm trigonale BO;® ~Gruppen und der

Resonanz bei iso (118) = 14,5ppm eine lineare BO,-Gruppe zugeordnet werden.

Tabelle 4-1: Liniensimulationsparameter fiir die drei Borresonanzen'®

Siso 113y (ppm)  Cq (MHz) no Spezies
(1) 23,3 2,63 0,1 BO;™
Q) 20,6 2,75 0,1 BO;*
(3) 14,5 3,57 0 BO,

4.1.2.2 Bestimmung des HAp-Anteils

Zur ausschlieBlichen Detektion von Phosphorspezies, die Protonen in ihrer rdumlichen
Umgebung  aufweisen, wurde ein  Kreuzpolarisationsexperiment  durchgefiihrt.
Das 'H-"'P-CPMAS-NMR-Spektrum zeigt die typische Resonanzlinie bei daipy = 2,3ppm fiir
Hydroxylapatit®’, die aber deutlich breiter ist (HWB = 1 ppm), als die Resonanzlinie des
kristallinen Hydroxylapatit, welche eine typische Linienbreiten von HWB = 0,5ppm besitzt
(Abbildung 4.1-8). Daher kann das Signal bei 63ip)=2,3ppm eher nanokristallinem HAp
zugeordnet werden. Zudem wird eine breite, noch unbekannte Resonanz bei 8iip) = 5,5ppm

beobachtet.
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” —  BHAp
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Abbildung 4.1-8: lH-31P-CPMAS-NMR-Spektrum der Probe BHAp (schwarze Linie) und von kristallinem
HAp (rote Linie) bei einer Kontaktzeit von Tcp =2 ms

Zur Korrelation der Phosphorsignale mit den dazugehdrenden Protonenresonanzen wurde ein
'H-""P-HETCOR-MAS-NMR-Spektrum aufgenommen (Abbildung 4.1-9, links). Es zeigt das
typische Kreuzsignal fiir Hydroxylapatit bei dam) = Oppm/ d31p) = 2,3ppm. Das Kreuzsignal
bei Oum =5 ppm/ Jzipy = 1,8ppm wird Phosphatgruppen mit Wasserspezies und das
Kreuzsignal bei Oam =7,5ppm/ Jcipy = 1,8ppm Hydrogenphosphatgruppen bzw. dem
P-OH-Strukturmotiv zugeordnet’.

5
3("P) In ppm

5
5 ('P) |n ppm

10};

15 10 5 0 -5 -10
5 (31P) in ppm

10 5. 0
8 (7P)inppm
Abbildung 4.1-9: "H-"P-HETCOR-MAS-NMR-Spektrum (links) mit einem Schnitt bei Sany =0 ppm
(rechts, oben; rote Linie), den Summenprojektionen von 31y, =-1,Sppm bis 3an) = 1,4ppm (rechts, oben;
schwarze Linie), §upy =3,5ppm bis dany =6 ppm (rechts, Mitte) und San) =7 ppm bis 31y =8 ppm
(rechts, unten) in der direkten Dimension bei einer Kontaktzeit von 1cp= 2 ms
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Strukturelle Charakterisierung der Probe BHAp

Zudem ist ein Kreuzsignal bei dum)=-0,6ppm/ daipy=5,5ppm (vgl. Kapitel 4.1.2.5) zu
beobachten. Ein Linienbreitenvergleich der Summenprojektion in der direkten Dimension von
Sam =-1,5ppm bis Sum = 1,4ppm und eines Schnittes in der direkten Dimension bei
Sdam =0ppm zeigt, dass die Linienbreite des Schnittes schmaler ist, als die der
Summenprojektion (Abbildung 4.1-10). Aufgrund der geringen Signalintensitit, wird die
Phosphorresonanz bei daipy = 5,5ppm im Schnitt vernachldssigt. Damit wird im Schnitt nur
die Resonanz des Hydroxylapatits erfasst. Dadurch ist eine Abschitzung des HAp-Anteils in
der Probe mdglich.

10 % ¢'P) in ppng

Abbildung 4.1-10: Schnitt bei 81y, =0 ppm (rote Linie) und der Summenprojektionen von 81y, =-1,Sppm
bis 81y =1,4ppm (schwarze Linie) aus dem lH-31P-HETCOR-MAS-NMR-Spektrum mit einer
Kontaktzeit von tcp =2 ms

Von dem 31P—MAS—NMR—Spektrurn der Probe (ohne den Resonanzen des TTCP) wird der
skalierte Schnitt der direkten Dimension (8. = 0 ppm) subtrahiert (Abbildung 4.1-11, links
oben und Mitte). Die Differenz zwischen dem Integral des gesamten Phosphorspektrums und

dem des Differenzspektrums ergibt den Anteil des kristallinen HAp. Der wahrscheinlichste
Anteil des kristallinen HAp liegt bei 30mol% (Abbildung 4.1-11, rechts Mitte).

Durch Anderung der Skalierung des Schnittes erhilt man eine Abschitzung der Grenzen zur
Bestimmung des HAp-Anteils. Die Differenzspektren (Abbildung 4.1-11, rechts oben und
unten) zeigen jeweils einen kristallinen HAp-Anteil von 35mol% bzw. 25mol%. Aufgrund
der nicht-sinnvollen Linienform dieser Differenzspektren bewegt sich der HAp-Anteil in

diesen Grenzen (vgl. Abbildung 4.1-11, ''B->'P-CPMAS-NMR-Spektrum).
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35mol% HAp

30mol% HAp
25mol% HAp

10 0 -5 10 0 -5
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Abbildung 4.1-11: *'P-MAS-NMR-Spektrum ohne die Resonanzen des TTCP (links, oben) (vgl.
Abbildung 4.1-5), Schnitt bei 81y, =0 ppm aus dem 'H-'P-HETCOR-MAS-NMR-Spektrum mit einer
Kontaktzeit von tcp=2 ms (links Mitte), ''B-"'"P-CPMAS-NMR-Spektrum mit einer Kontaktzeit von

tcp = 8ms (links, unten); Differenzspektren mit den jeweiligen kristallinen HAp-Anteilen von 35mol%
(rechts, oben), 30mol% (rechts, Mitte) und 25mol% (rechts, unten)

Es wurde ein ''B-*'P-CPMAS-NMR-Spektrum aufgenommen, da vermutet wird, dass aus
dem  verbleibenden  Phosphatbestand von  70mol%  sich  eine  borathaltige
Calciumphosphatphase gebildet hat. Das ''B->'P-CPMAS-NMR-Spektrum (Abbildung 4.1-11,
links unten) zeigt zwei breite Resonanzen bei d¢ipy = 2,3ppm und diipy = 5 ppm. Aufgrund
der erhaltenen Phosphorsignale konnte nachgewiesen werden, dass sich Bor in der riumlichen
Umgebung von Phosphor befindet. Die Signale des Phosphorspektrums konnten weder dem
kristallinen HAp noch dem TTCP zugeordnet werden. Es haben sich zwei neue
Phosphatspezies gebildet, die in ihrer raumlichen Umgebung Boratgruppen besitzen. Diese

Phase wird deswegen BCaP-Phase genannt.

Vergleicht man nun die Linienform des ''B-"'"P-CPMAS-NMR-Spektrums (Abbildung 4.1-11,
links unten) mit der Linienform des 30mol%-HAp-Differenzspektrums (Abbildung 4.1-11,
rechts Mitte), stellt man fest, dass beide Linienformen gut tibereinstimmen. Damit bildet der

restliche Phosphatanteil von ca. 70mol% die BCaP-Phase.

Um die Korrelation zwischen Bor und Phosphor ndher zu untersuchen wurde ein
"B-'"P-HETCOR-NMR-MAS-Spektrum  aufgenommen (Abbildung 4.1-12). Es zeigt ein
breites Korrelationssignal im Bereich von 6uig)= 12ppm bis 6uigy=23ppm und von

dipy = 0 ppm bis di1py = 6 ppm, sodass die Phosphate, die den Resonanzen bei 6i1p) = 2,3ppm
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und diipy =5 ppm zuordnet werden, keine rdumliche Bevorzugung zu einer bestimmten

Boratgruppe aufweisen.
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Abbildung 4.1-12: "'B- MP-HETCOR-NMR-MAS-Spektrum (Mitte) mit den Summenprojektionen von
Sigy=12ppm bis 8115 =23ppm (oben) und von Jgzip)=0ppm bis S3ipy=6 ppm (links) bei einer
Kontaktzeit von tcp = 8 ms

4.1.2.3 Berechnung der stochiometrischen Zusammensetzung der BCaP-Phase

Wie im vorherigen Kapitel gezeigt, besteht die Probe BHAp aus zwei Phasen. Zur
Abschdtzung der stochiometrischen Zusammensetzung der BCaP-Phase wird der
wahrscheinlichste Wert der relativen Phosphatanteile in der Probe verwendet. Des Weiteren
ist die Zusammensetzung der Probe BHAp, mittels ICP bestimmt, mit
10,46Ca0 " 5,72P0,5 " 0,47BO; 5 " (xH,O) bekannt. Mithilfe der Zusammensetzung von
kristallinem  Hydroxylapatit (Ca;o(PO4)¢(OH),) kann nun die stochiometrische
Zusammensetzung der BCaP-Phase erhalten werden. Die sehr geringen Anteile an BO; -,
HPO,*- Gruppen und Wasser in der Probe werden bei der Berechnung vernachlissigt.

Zuerst wird vom Gesamtphosphatbestand der Phosphatanteil des kristallinen HAp, ausgehend
von einem Anteil von 30mol%, subtrahiert. Damit verbleiben fiir die BCaP-Phase 3,92mol

Phosphatgruppen ((PO4)3.02)".

15,72 - (0,3%6) = 3,92
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Es wurde das Verhiltnis von OH -Protonen der HAp-Phase zu den OH'-Protonen der
BCaP-Phase durch Liniensimulation des 'H-MAS-NMR-Spektrums im Bereich von
dam=-2ppm bis dumy=2ppm und anschlieBende Integration bestimmt. Aus diesem
Verhiltnis (OH nap : OH'gcap = 72 : 28) wurde der OH-Protonen-Anteil in der BCaP-Phase
erhalten. Der stochiometrische Anteil fiir die Calciumionen in der BCaP-Phase wird durch die
Elektroneutralitit vorgegeben. Zum Schluss wird die stdchiometrische Zusammensetzung der
BCaP-Phase auf sechs Phosphatgruppen normiert. Damit erhédlt man eine Zusammensetzung
von Cajg26(PO4)s(BO3)072(OH)p36. Die ermittelte Zusammensetzung ist literaturbekannten
Zusammensetzungen dhnlich.

Die gleiche Verfahrenweise wird fiir die Berechnung der Fehlergrenzen angewendet. Damit

ergibt sich die folgende Tabelle 4-2.

Tabelle 4-2: Zusammenstellung der stochiometrischen Zusammensetzung der BCaP-Phase unter
Einbeziehung des relativen Phosphatanteils in HAp unter Betrachtung der Fehlergrenzen

relativer Phosphatanteil in HAp Stochiometrische Zusammensetzung der
(Ca;jo(PO4)s(OH),) BCaP-Phase
30% HAp Ca9.26(PO4)s(BO3)0.72(OH)o.36
35% HAp Ca10.40(PO4)s(BO3)0.78(OH)o.46
25% HAp Ca0.16(PO4)6(BO3)0.67(0OH)o 25

4.1.2.4 Nachweis der HAp-&hnlichen Grenzflache

Die Zusammensetzung der BCaP-Phase ergab ein OH-Anteil von 28mol%, wobei noch nicht
geklart worden ist, ob alle Phosphate (8¢ipy=2,3ppm und 63ip) =5 ppm) Protonen in der
rdumlichen Nihe aufweisen. Daher bietet sich das *'P{'H}-REDOR-NMR-Verfahren an,
welches zur Selektion der Phosphate in der BCaP-Phase um einen ''B-’'P-
Kreuzpolarisationsschritt erweitert wurde. Das ''B->'P-CPMAS-*'P{'H}-REDOR-NMR-
Verfahren zeigt somit an, welche der in der BCaP-Phase enthaltenen Phosphate Protonen in
threr rdumlichen Umgebung aufweisen. So ist es moglich Abstinde zwischen

Phosphatgruppen und Protonen in der BCaP-Phase zu bestimmen.

In Abbildung 4.1-13 sind die Spektren der ''B-'P-CPMAS-’'P{'H}-REDOR-Experimente
mit kurzer und langer Evolutionszeit (tpepn1 = 0,48ms; Tpeph2 = 1,76ms) zu sehen. Die
"B-3'P-CPMAS-*'P-RSE-MAS-NMR-Spektren (So, schwarze Linie) zeigen die bekannten
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Signale bei daipy = 2,3ppm und d@1py = 5 ppm. Durch Wiedereinschalten der heteronuklearen
Dipol-Dipol-Kopplung kommt es zu einem Riickgang der Signalintensitit bei den
Resonanzen Opipy=2,3ppm und O@ipy=35ppm (S, blaue Linie). Somit besitzen die
zugehorigen Phosphate Protonen in ihrer rdumlichen Umgebung. Allerdings zeigen die
Differenzspektren (AS, rote Linie) bei kurzer (tpepn,1 = 0,48ms) und langer (tpeph = 1,76ms)
Evolutionszeit eine Verschiebung des Maximums um Adgzipy= 0,5ppm im Bereich des
dpipy = 2,3ppm-Signals. Somit besteht die Resonanz aus zwei Komponenten, deren

zugehorige Phosphate unterschiedliche Dephasierungszeiten aufweisen.

1|5 1|0' - é - 6 - |5 B '-]I.O 1|5' - '1IO' - é - 6 - '-5' B '-]I.O
8 'P) in ppm & 'P) in ppm
Abbildung 4.1-13: B 3p_.CPMAS-"P{'H}-REDOR-Verfahren mit einer Evolutionszeit von
Tpeph,1 = 0,48ms (links) und Tpepn2 = 1,76ms (rechts) mit den jeweiligen Spektren S, (schwarze Linie), S
(blaue Linie) und AS (rote Linie)

Der Vergleich der Linienform des Differenzspektrums bei einer Evolutionszeit von
Tpeph,1 = 0,48ms mit dem Schnitt in der direkten Dimension bei 6(1y= 0 ppm aus dem 'H31p.
HETCOR-MAS-NMR-Spektrum (vgl. Abbildung 4.1-9) ergibt eine isotrope chemische
Verschiebung dhnlich zu der des kristallinen HAp, wobei allerdings die doppelte Linienbreite
vorliegt. (Abbildung 4.1-14). Daher kann geschlussfolgert werden, dass nicht nur zwei (wie in

Kapitel 4.1.2.2 gezeigt), sondern drei Phosphatspezies beobachtet werden.
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Abbildung 4.1-14: Vergleich der Linienform des von Kristallinen HAp (Schnitt bei dany =0 ppm aus dem
1H-31P-HETCOR—MAS-NMR-Spektrum mit einer Kontaktzeit von 1Tcp=2ms) und des
Differenzspektrums AS bei einer Evolutionszeit von tpepn,; = 0,48ms

Zudem kann geschlussfolgert werden, dass die Phosphatgruppe, die der Resonanz bei
daipy =5 ppm zugeordnet wird, Protonen in rdumlicher Umgebung hat, und somit dem

Kreuzsignal 8¢y = -0,6ppny/ d31p) = 5,5ppm im '"H-*'P-HETCOR-NMR-Spektrum entspricht.

—— "B-*P-CPMAS-*'P-RSE Spektrum
— 2,28ppm "HAp ahnlich"

— 2,12ppm BCaP

—— 5ppm BCaP

1o 5 o s
& (P)inppm

Abbildung 4.1-15 Liniensimulation des ''B-*'P-CPMAS-*'P-RSE-MAS-NMR-Spektrum S, mit den drei
Resonanzen S31p) =2,12ppm, J31p)=5ppm und J3;p=2,28ppm bei einer Evolutionszeit von
TDeph = 0,161118

Bei der anschlieBend durchgefiihrten Linienformanalyse der ''B-*'P-CPMAS-’'P{'H}-
REDOR-MAS-NMR-Spektren mit DMFit™ konnten drei Resonanzen bei daipy =2,12ppm,
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Sd¢ipy=5ppm und Jiip)=2,28ppm (Abbildung 4.1-15) und deren REDOR-Kurven
(Abbildung 4.1-16) ermittelt werden. Die Messunsicherheiten der REDOR-Kurven wurden
iiber die Bestimmung der S/N-Verhiltnisse in den ''B->'P-CPMAS-"'P{'H}-REDOR-MAS-
NMR-Spektren abgeschitzt.

= 2,12ppm BCaP

= 5ppm BCaP
= 2,28ppm "HAp ahnlich"
— = —Krist. HAp
'3 4 5 6 7 8
NT_ inms

Abbildung 4.1-16: ""B-'P-CPMAS-'P{'H}-REDOR-Kurven fiir die Resonanzen 331p =2,12ppm,
S31p) =5 ppm und S31p) = 2,28ppm mit der ¥P{'H}-REDOR-Kurve fiir den kristallinen HAp

Die zur O@ip)=2,28ppm-Resonanz  zugehorige REDOR-Kurve verlduft &hnlich einer
S'P{'H}-REDOR-Kurve des d¢ipy = 2,3ppm-Signals von kristallinem HAp (Abbildung
4.1-16; schwarze Linie). Somit kann das J@aip) = 2,28ppm-Signal einem HAp-dhnlichen
Phosphat zugeordnet werden. Allerdings weist die deutlich groBere Linienbreite
(HWB = 1,5ppm) verglichen zum HAp auf einen nicht-kristallinen Charakter dieses
Phosphates hin. Es wird vermutet, dass diese Phosphatspezies Bestandteil einer Grenzschicht
zwischen BCaP-Phase und HAp-Phase ist. Diese Vermutung wird auch durch das spéter
gezeigte 'H{''B}-TRAPDOR-MAS-NMR-Verfahren gestiitzt.

Die REDOR-Kurven der beiden anderen Resonanzen zeigen einen deutlich geringeren
Anstieg, als die des d¢1p) = 2,28ppm-Signals. Daher ist die effektive, heteronukleare dipolare

Kopplung zwischen Phosphor und Protonen gering und somit der Abstand grofer.

Aus den REDOR-Kurven kann nun die effektive, heteronukleare dipolare Kopplung Degr bzw.
das effektive zweite Momente M, i berechnet werden (vgl. Kapitel 2.2.3.6). Die mdglichen
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minimalen Abstinde zwischen Phosphatspezies und Protonen sind in Tabelle 4-3

zusammengefasst.

Tabelle 4-3: Auflistung der minimalen Abstinde zwischen Phosphatspezies zu einem Proton (2-Spin-
System) oder zu zwei Protonen (3-Spin-System) unter Betrachtung der effektiven, heteronuklearen
dipolaren Kopplung D

5 effektive dipolare minimaler Abstand zwischen
31
e Kopplung D Phosphatspezies und Proton(en)

zu einem Proton zu zwei Protonen

2,28ppm (1019+ 114)Hz (360 + 10)pm (410 = 10)pm

2,12ppm (576 £ 65)Hz (440 = 20)pm (490 £ 20)pm
5 ppm (375+56)Hz (510 +30)pm (570 £ 30)pm

Um zu kldren, welche der in der Probe vorliegenden Protonen (OH’, H,O und HPO42') sich in
der Nihe der Boratgruppen befinden, wurde das 'H{''B}-TRAPDOR-MAS-NMR-Verfahren
durchgefiihrt.

In Abbildung 4.1-17 (links) ist das 1H—RSE—MAS—NMR—Spektrum (So, schwarze Linie),
'H-RSE-MAS-NMR-Spektrum  mit  180°-''B-Impulsen vor dem 180°-'H-Echoimpuls
(S, blaue Linie) und das Differenzspektrum (AS, rote Linie) bei einer Evolutionszeit von

Tpeph = J,76ms dargestellt.

—S, (rDeph= 0,16ms)
0 ——AS (rDeph: 5,76ms)

.0 -1 -2 2 1 0 -1 -2
& ("H) in ppm 8 (*H) in ppm
Abbildung 4.1-17: "H{''B}-TRAPDOR-MAS-NMR-Verfahren mit einer Evolutionszeit von Tpe,, = 5,76ms
mit dem Spektrum S, (schwarze Linie), dem Spektrum S (blaue Linie) und dem Differenzspektrum AS
(rote Linie) im Bereich von §uyy=-2ppm bis iy =2 ppm (links); Vergleich der Linienform des
Differenzspektrums AS = 5,76ms mit dem 'H-RSE-MAS-NMR-Spektrum bei einer Evolutionszeit von
TDeph = 0,161115

54



Strukturelle Charakterisierung der Probe BHAp

Das 'H{''B}-TRAPDOR-MAS-NMR-Differenzspektrum besteht im Bereich von
dam) = -2 ppm bis dumy=2 ppm aus zwei Komponenten. Zum einen aus dem erwarteten
Signal bei 8y =-0,6ppm, da diese Resonanz bereits den Protonen (OH') der BCaP-Phase
zugeordnet wurde (vgl. ''B-'P-CPMAS-*'P{'H}-REDOR-Verfahren), und zum anderen aus
einem Signal bei 8un) = 0 ppm, welches aufgrund der isotropen chemischen Verschiebung

den OH -Protonen des HAp zugeordnet wird.

Das ''B-"'P-CPMAS-NMR-Spektrum zeigte, dass keine Boratgruppen im kristallinen HAp
vorhanden sind. Einen Linienbreitenvergleich der Resonanz &(m) =0 ppm zwischen dem
1H-RSE-MAS-NMR-Spektrum bei einer Evolutionszeit von tpepnh=0,16ms und dem
'H{''B}-TRAPDOR-MAS-NMR-Differenzspektrum  bei einer  Evolutionszeit von
Tpeph = J,76ms ergab eine deutliche Zunahme der Linienbreite (Abbildung 4.1-17, rechts).
Dementsprechend kann es sich nicht um die Resonanz handeln, die dem kristallinen
Hydroxylapatit zugeordnet wurde. Viel mehr liegt die Vermutung nahe, dass es sich um eine
Protonenspezies handelt, die, wie schon am Beispiel der Phosphorresonanz bei
ds1p = 2,28ppm gezeigt wurde, in einer HAp-dhnlichen Struktur vorhanden ist, und somit sich
in der Grenzflache befindet (vgl. "UB3'P-CPMAS-*'P{'H}-REDOR-Verfahren).

Vergleicht man nun die Stirke des Intensitétsriickgangs der Signale bei d(m) = -0,6ppm und
Oam =0 ppm, stellt man fest, dass der Signalriickgang beim ersten Signal grofer ist
(AS/So~ 0,5 (tpeph = 5,76ms)) als beim zweiten Signal (AS/So~ 0,3 (Tpeph = 5,76ms)).
Ausgehend von einer dhnlichen Anzahl der OH'-Protonen in rdumlichen Umgebung zu
Boratgruppen, kann vermutet werden, dass die OH-Protonen in der BCaP-Phase einen

kleineren Abstand zu Boratgruppen besitzen, als die OH-Protonen in der Grenzfléche.

Der Bereich von 6(n) =3 ppm bis 6uny) = 10ppm zeigt dagegen ein anderes Verhalten. Der
Signalintensitétsriickgang bei den Resonanzen ¢y = 5 ppm und Samy = 7,5ppm ist auch bei
langen Evolutionszeiten nur sehr gering (Abbildung 4.1-18), sodass sich die Boratgruppen nur
in einem grofleren Abstand zu diesen Protonen (Wasser- bzw. HPO,*-Protonen) befinden. Es
kann vermutet werden, dass sich die Wasserspezies bzw. die HPO,*-Gruppen auBerhalb der

BCaP-Phase befinden und daher der Oberfliche zugeordnet werden konnen.
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Abbildung 4.1-18: "H{"'B}-TRAPDOR-MAS-NMR-Verfahren mit einer Evolutionszeit von Tpp, = 5,76ms

mit dem Spektrum S, (schwarze Linie) und dem Spektrum S (blaue Linie) im Bereich von 5y =3 ppm
bis 811y = 10ppm (links)

4.1.2.5 Kern-Schale-Modell

Die Probe BHAp besteht aus drei Phasen (HAp-, BCaP-Phase und HAp-dhnliche
Grenzfliche). Die nanokristalline HAp-Phase konnte sowohl anhand der Reflexe im
Diffraktogramm, als auch {ber das Kreuzsignal Jumy=O0ppm/ OJ@ipy=2,3ppm im
'H-*'P-HETCOR-NMR-Spektrum nachgewiesen werden, wobei sich die Nanokristallinitit
durch die groBere Linienbreite verglichen zu kristallinem HAp zeigte. Die Detektion von
"B-*'P-CPMAS-NMR-Spektren und das Kreuzsignal bei dam) = -0,6ppm/ di1py = 5,5ppm im
'H-"P-HETCOR-NMR-Spektrum fiihrte zur Schlussfolgerung, dass eine BCaP-Phase
vorhanden ist. Des Weiteren konnte aus dem ''B-*'P-CPMAS-*'P{'H}-REDOR-Verfahren
das Vorhandensein einer neuen Phosphatspezies nachgewiesen werden. Da diese einen
HAp-dhnlichen Charakter besitzt, wurde vermutet, dass sie einer Grenzschicht zugeordnet
werden kann, die sich zwischen der HAp- und der BCaP-Phase ausgebildet hat. Diese
Vermutung wird durch das "H{''B}-TRAPDOR-NMR-Verfahren gestiitzt.

Vergleicht man das 'H->'P-HETCOR-NMR-Spektrum bei einer Kontaktzeit von tcp = 2 ms
mit einem bei tcp = 8 ms stellt man fest, dass auch der Bereich 8¢py = 3 ppm...10ppm, der
Wasser- bzw. HPO4> Protonen zugeordnet wird, mit der Resonanz Jaipy= 5,5ppm, die
Phosphat zugeordnet wird, bei der lingeren Kontaktzeit korreliert. Dann korreliert auch die
Protonenresonanz bei 6(111y= 0 ppm (OH Protonen des HAp bzw. HAp-dhnliche Grenzfliche)
mit dem Phosphorsignal 6iipy= 5,5ppm (Phosphat).

56



Strukturelle Charakterisierung der Probe BHAp

Aus der Literatur ist bekannt’’, dass nanokristalliner HAp aus einem Kern mit
stochiometrischen kristallinen HAp besteht, der von einer diinnen, rontgenamorphen
Oberfldche, in der sowohl Wasserspezies als auch Hydrogenphosphatgruppen nachgewiesen

werden konnten, umgeben ist.

Die Festkorper-NMR-Spektren der Probe BHAp zeigen ebenso nanokristallinen HAp und
eine rontgenamorphe Schicht. Allerdings wurde durch das Anbieten von Borat wihrend der
Synthese eine borathaltige Phosphatphase gebildet, die als BCaP-Phase identifiziert wurde.

Es kann folgendes Modell aufgestellt werden. Die kristalline HAp-Phase bildet den Kern der
Partikel, der von der Grenzfliche mit HAp-dhnlicher Struktur umschlossen und anschlieBend

von der BCaP-Phase bedeckt wird (Abbildung 4.1-19).

Oberflache

BCaP

HAp

Grenzfliche
Abbildung 4.1-19: Modell zum Aufbau der BHAp-Partikel

Es konnte ein Phosphatbestand von 30mol% in der kristallinen HAp-Phase, 8 mol% in der
Grenzfliche und 62mol% in der BCaP-Phase bestimmt werden. FEine detaillierte
Beschreibung zur Berechnung der Phosphatbestandteile fiir die Grenzfliche und BCaP-Phase
ist im Anhang (Kapitel 8.4) néher erklért.

Aus SEM-Aufnahmen (vgl. Abbildung 4.2-22, links und Abbildung 4.2-24, links) ist
ersichtlich, dass die Partikel eine anniihrend kugelformige Gestalt besitzen. Uber die XRD
wurde die durchschnittliche GroBe des kristallinen HAp mit einem Volumen von 4,2:10°nm’
bestimmt. Daraus wird ein Radius von r~ 100nm fiir den kristallinen Kern erhalten, der
einem Phosphatbestand von 30mol% entspricht. Die Einbeziehung der Grenzfliche mit

8 mol% Phosphat fiihrt zu einer Schichtdicke von 8 nm. Fiir die BCaP-Phase erhdlt man eine

57



Strukturelle Charakterisierung der Probe BHAp

Schichtdicke von 42nm. Somit betrdgt der Gesamtradius eines BHAp-Partikels r ~ 150nm,

welcher um den Faktor 3 groBer ist, als der eines typischen nanokristallinen HAp-Partikels®’.

4.1.2.6 Modell zum Aufbau der BCaP-Phase

Der Einbau der Boratgruppe in das Phosphatnetzwerk konnte durch Signal in ''B-*'P-
CPMAS-NMR-Spektren nachgewiesen werden. Um eine bessere Vorstellung iiber die exakte
Position der Boratgruppe im Phosphatnetzwerk zu bekommen, wurde das ''B{*'P}-REDOR-
MAS-NMR-Verfahren durchgefiihrt. Dabei wird die heteronukleare Dipol-Dipol-Kopplung
zwischen Bor und Phosphor bestimmt, woraus der internukleare Abstand berechnet wird und

Schlussfolgerungen zum Aufbau der BCaP-Phase gezogen werden.

30 25 20 15 10 5 0 5
5 ("'B) in ppm

Abbildung 4.1-20: B 3p_REDOR-Verfahren mit einer Evolutionszeit von Tpeph = 1,12ms mit dem
Spektrum S, (schwarze Linie), dem Spektrum S (blaue Linie) und dem Differenzspektrum AS(rote Linie)

Die Abbildung 4.1-20 zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum (schwarze Linie) mit den
schon erwidhnten Polstellen bei Suigy = 1,3ppm, Jaip)= 13ppm, Juig)= 16,3ppm,
Oy = 18,4ppm und S1g) = 21,2ppm. Eine Zuordnung der Resonanzen erfolgte bereits im
Kapitel 4.1.2.1.

Die blaue Linie in Abbildung 4.1-20 zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum S nach dem
Wiedereinschalten der heteronuklearen Dipol-Dipol-Kopplung zwischen Bor und Phosphor.
Es kommt zum Riickgang der Signalintensitét fiir alle Signale. Somit befinden sich sowohl

die BOs>™ -Gruppen als auch die BO,™ -Gruppen in rdumlicher Nihe zu Phosphatgruppen.
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Abbildung 4.1-21: Spektren S bei Evolutionszeiten von tp,, = 0,16ms bis tpe,n = 3,2ms

Betrachtet man die Spektren S bei den Evolutionszeiten von tpeph = 0,16ms bis tpepn = 3,2ms,
zeigt sich ein stirkerer Riickgang der Signalintensitdt der Polstelle bei d(ip) = 18,4ppm
verglichen zu den Polstellen Juig)=13ppm, O&uipy=16,3ppm, und Juip)=21,2ppm
(Abbildung 4.1-21). Daraus ldsst sich schlieBen, dass eine Linienformverdnderung der
Borresonanz bei &g, (113) = 20,6ppm (BO;* (2)) vorliegen muss. Dieser Effekt tritt nur in den
Spektren S auf, wurde bereits in Zeyer et al.*' beschrieben und wird auf die Abhingigkeit der
relativen Orientierung des Quadrupoltensors zum Dipoltensor zuriickgefiihrt. Damit liegt eine
bestimmte Orientierung des Quadrupoltensor des Bors beziiglich des Dipoltensors zwischen
Bor und Phosphor vor. Die Parallelitit des Quadrupoltensors und Dipoltensors ist nicht
vorhanden. Das kann durch oberflichennahes Bor und damit oberflichennahe Boratspezies

erklart werden.

Des Weiteren konnte in der Arbeit von Zeyer et al.® gezeigt werden, dass die Orientierung
des Quadrupoltensors zum Tensor der heteronuklearen Dipol-Dipol-Kopplung nur fiir die
Linienform eine Rolle spielt und nicht fiir die REDOR-Kurve. Daher kann die REDOR-Kurve

fiir die jeweilige Spezies, wie im ndchsten Abschnitt beschrieben, ermittelt werden.

Die Ermittlung der REDOR-Kurve erfolgte nur fir die beiden BO;*-Gruppen
Siso (11B) = 23,3ppm (BO3”" (1)) und 8;, 118y = 20,6ppm (BO;™ (2)), da fiir die BO,-Gruppe die
Signalintensitit zu gering ist.

Um die REDOR-Kurven fiir die beide Resonanzen separat zu erhalten, wurde zunéchst eine

Liniensimulation fiir die Resonanz der BOs* (1)- und BOs™> (2)-Gruppe mit DMFit® in den
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Spektren Sy durchgefiihrt. Da die ''B-NMR-Spektren hauptsichlich nur aus diesen beiden
Resonanzen bestehen, konnte die ''B-NMR-Signallinienform im ''B-RSE-MAS-NMR-
Spektrum durch die Linienformsimulation vollstindig wiedergegeben werden (Abbildung
4.1-22, oben). Da sich die Linienform der BO3> (2)-Gruppe mit zunehmender Evolutionszeit
andert, wurde diese durch Differenzbildung zwischen dem REDOR-Spektrum mit
wiedereingekoppelter heteronuklearer dipolarer Kopplung und der Linienformsimulation der

BO;” (1)-Gruppe erhalten (Abbildung 4.1-22, unten strichpunktierte Linie).

SO
3-
—BO3 Q)
3-
—BO, (2)
----- Differenz

—\__

—S

3-
E— BO3 Q)
----- Differenz

3 25 20 15 10 5 0 -5
5 ("'B) in ppm

Abbildung 4.1-22: Spektrum S, mit entsprechender Liniensimulation fiir die Resonanz der BO;* (1)-
(blaue Linie) und BO;> (2)-Gruppe und das Differenzspektrum (Differenzbildung zwischen dem
Spektrum S, und der Liniensimulation der BO;* (1)-Gruppe, strichpunktierte Linie) (oben); Spektrum S
mit entsprechender Liniensimulation fiir die BO;> (1)-Gruppe (blaue Linie) und das Differenzspektrum
(Differenzbildung zwischen dem Spektrum und der Liniensimulation der BO;* (1)-Gruppe |,
strichpunktierte Linie) (unten) bei einer Evolutionszeit von tpp, = 2,08ms

Dadurch konnten die Spektren Sy und S fiir die BO5® (1)-Gruppe und BO;* (2)-Gruppe bei
verschiedenen Zeiten ermittelt und die jeweiligen REDOR-Kurven bestimmt werden. In
Abbildung 4.1-23 ist deutlich zu erkennen, dass eine Linienformverinderung fiir die BO3™
(2)-Gruppe und keine Linienformverinderung fiir die BOs® (1)-Gruppe in den Spektren S

vorliegt.

60



Strukturelle Charakterisierung der Probe BHAp
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Abbildung 4.1-23: Liniensimulation der BO;* (1)-Gruppe und die Differenzspektren der BO;* (2)-Gruppe
fiir die Spektren S bei Evolutionszeiten von tpp, = 0,16ms bis tpepn = 3,2ms

Die REDOR-Kurven fiir BOs™ (1)- und BOs> (2)-Gruppen sind in Abbildung 4.1-24
dargestellt. Die Messunsicherheiten fiir die beiden REDOR-Kurven wurden {iber die
Bestimmung der S/N-Verhiltnisse in  den ''B{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Spektren
abgeschétzt. Der Verlauf der REDOR-Kurve fiir beide Spezies ist identisch. Als Referenz
wurde eine REDOR-Kurve fiir die Substanz Borphosphat BPO, aufgenommen. In
Borphosphat liegen vier B-O-P-Bindungen mit einem Abstand von d=273pm> vor, die
tetraedisch angeordnet sind. Da die REDOR-Kurve fiir die Substanz BPO,4 beziehungsweise
die simulierte REDOR-Kurve fiir eine B-O-P-Bindung (Abbildung 4.1-24, rote Linie) viel
steiler verlduft, als die REDOR-Kurve fiir beide BOs> -Gruppen, kann diese Art der Bindung

ausgeschlossen werden.

1,0
0,8- i
] 3 —=—BPO,
o 0,6- 2 + BO,” (1)
o :
) 1 e BO,” (2
< 0'4'_ Kurvenanpassung nach Néherung
1.0rdnung fir die REDOR-Kurven
0,2 (BO,” (1) und BO,” (2))
| simulierte REDOR-Kurve
0.0 ] S fUrlelln BI-OI-PI-SItrukturmotlv
0 1 2 3 4 5

NTR in ms

Abbildung 4.1-24: HB3'p_REDOR-Kurve fiir die Resonanzen Siso 118y = 23,3ppm (BO33' (1)) und
Siso 118y = 20,6ppm (BO;* (2)) mit der Kurvenanpassung nach der Nihrung 1.Ordnung fiir den
Kurzzeitverlauf (schwarze Linie), der ""B{*'P}-REDOR-Kurve fiir das Referenzmaterial BPO, und der
simulierten REDOR-Kurve bei dem Vorliegen von nur einem B-O-P-Strukturmotiv (rote Linie)
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Aus den beiden REDOR-Kurven kann nun das experimentelle effektive zweite Moment M, _ ¢
bzw. die eftektive, heteronukleare dipolare Kopplung Dy berechnet werden (vgl. Kapitel
2.2.3.6.). Aus den beiden REDOR-Kurven erhilt man nach einer Kurvenanpassung®® durch
die Nidherung 1.Ordnung (Abbildung 4.1-24, schwarze Linie; Gleichung 2-32) und
2.Ordnung (Gleichung 2-33) des Kurzzeitverlaufs fiir beide BO; -Gruppen ein

experimentelles zweites Moment von (1,5 810°+3,1'10°)s™.

Die gegenwirtige Literatur '** > # berichtet, dass beim Einbau der Boratgruppen in das
HAp-Kristallgitter ein Austausch einer Phosphatgruppe durch eine Boratgruppe erfolgt
(B-Platz). Bei der Annahme des Erhalts des HAp-Kristallgitters beim Austausch einer
einzelnen Phosphatgruppe durch eine Boratgruppe (BOs”) liegen 18 Phosphatgruppen in
Nachbarschaft zur Boratgruppe vor. Die hypothetischen B-P-Abstinde wurden aus der
Kristallstruktur fiir Hydroxylapatit® mit der Software Mercury 1.4.2 bestimmt und sind in
Tabelle 4-4 angegeben.

Tabelle 4-4: Auflistung der B-P-Abstinde
Anzahl der gleichen B-P-Absténde

Bindungslingen

410,9pm
468, 7pm
499,6pm
547,9pm
627,6pm
675,5pm
687,9pm

NS I N S S - N \S I )

Nach Gleichung 2-35 im Kapitel 2.2.3.6 wurde nun das theoretische zweite Moment
berechnet, welche sich ergeben wiirde, wenn ein Austausch von einer Phosphatgruppe durch
eine Boratgruppe vorliege. Es ergibt sich ein theoretisches zweites Moment® von
M, = 1,98‘1065'2. Dieses stimmt nicht mit dem experimentellen effektiven zweiten Moment
M, iiberein. Daher kann ein Austausch der Phosphatgruppe durch eine Boratgruppe unter
Erhalt des HAp-Kristallgitters ausgeschlossen werden. Es wird viel mehr vermutet, dass eine

Neuordnung des Phosphatnetzwerkes vorliegt.
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Um eine Vorstellung zum moglichen Aufbau der BCaP-Phase zu bekommen, wurde ein
Beispielmodell entwickelt, welches nur die Anordnung der Boratgruppen und der
Phosphatgruppen beriicksichtigt. Die Calciumionen und OH -Gruppen werden vernachlissigt.
Aus der bereits ermittelten Zusammensetzung der BCaP-Phase
(Caj026(PO4)6(BO3)072(OH)p36) ergibt sich ein P/B-Verhidltnis von 8,3:1. Unter
Bertiicksichtigung des P/B-Verhéltnisses wurden zur Entwicklung der Modellvorstellung die

einfachsten Kristallsysteme’"**** herangezogen.

Eine Bestimmung der exakten Anzahl der Phosphatgruppen in Nachbarschaft zu den
Boratgruppen und der exakten Abstdnde zwischen Borat- und Phosphatgruppen ist aufgrund
der Grenzen des REDOR-Verfahrens nicht mdglich. Da keine Kenntnisse zu den Winkeln der
Kernspins im gegebenen Mehrspinsystem vorliegen, kann nur der Kurzzeitverlauf der
REDOR-Kurve, der geometrieunabhéngig ist, betrachtet werden. Es ist nur eine Berechnung
von mittleren Abstinden moglich. Daher konnen andere Moglichkeiten der Anordnung wie
beispielsweise eine monokline, trikline oder hexagonale prinzipiell nicht ausgeschlossen

werden.

Um das einfachst-mogliche Modell definieren zu konnen, wird fiir die analytische
Auswertung angenommen, dass die Phosphatgruppen in gleichen Abstinden zur Boratgruppe
vorliegen. Nimmt man ein kubisches Gitter mit jeweils einer Phosphatgruppen an der Ecke
und der Boratgruppe in der Mitte eines Kubus an, ldge zunéchst ein P/B-Verhéltnis von 1:1
vor, da die Phosphatgruppen an den Ecken zu je 1/8 je Elementarzelle gezdhlt werden. Wenn

dieses Gitter um weitere Kuben mit Phosphatgruppen an den Ecken und keiner Boratgruppe

in der Mitte erweitert wird, dann wird ein P/B-Verhiltnis von 8,3:1 erhalten (Abbildung
4.1-25).

Aus dem bereits bestimmten experimentellen effektiven zweiten Moment M, kann nun der
minimale Abstand zwischen einer Boratgruppe und den acht relevanten Phosphatgruppen in
Nachbarschaft berechnet werden (vgl. Gleichung 2-35). Damit ergibt sich ein minimaler

Abstand zwischen Bor und Phosphor von d = (460 + 20)pm.
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Abbildung 4.1-25: Modell zum Aufbau der BCaP-Phase

Unter der Annahme der oben genannten Bedingungen (gleiche P/B-Abstinde und dem
P/B-Verhiltnis von 8,3:1) ist ebenso eine Anordnung eines tetragonalen oder
orthorhombischen Gitters vorstellbar. Dabei ist der Aufbau der Elementarzelle die gleiche wie
bei dem kubischen Gitter (Abbildung 4.1-25). Allerdings wiren zusitzlich die Kantenldngen
entsprechend der Bedingungen fiir ein tetragonales (a=b=#c, a,fB,y=90°) und

orthorhombisches Gitters (a=b #c, a, 3, y=90°) zu erfiillen.
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4.1.2.7 Abstandsbestimmung der Protonen zu den Boratgruppen in der BCaP-Phase

Durch das 'H{''B}-TRAPDOR-MAS-Verfahren konnte bereits bewiesen werden, dass nur
die Protonen der OH -Gruppe, die sich in der BCaP-Phase befinden, einen kleineren Abstand
zu den Boratgruppen aufweisen als die Protonen der OH -Gruppe, die der Grenzfliche
zugeordnet wurden. Zur Bestimmung des Abstands zwischen den Boratgruppen und Protonen
der OH -Gruppe (BCaP-Phase) wurde das ''B-{'H}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren
durchgefiihrt.

30 25 20 15 10 5 0 -5

5 (*'B) in ppm

Abbildung 4.1-26: 11B-{IH}-REDOR-Verfahren mit einer Evolutionszeit von Tpep, =3,36ms mit dem
Spektrum S, (schwarze Linie), dem Spektrum S (blaue Linie) und dem Differenzspektrum AS (rote Linie)

Die Abbildung 4.1-26 zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum (schwarze Linie) zeigt das
mit den schon erwidhnten Polstellen bei 6aig)= 1,3ppm, Oig)= 13ppm, Su1s)= 16,4ppm,
daipy = 18,4ppm und 1) =21,6ppm. Eine Zuordnung der Resonanzen erfolgte bereits im

Kapitel 4.1.2.1.

Die blaue Linie in Abbildung 4.1-26 zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum nach dem
Wiedereinschalten der heteronuklearen Dipol-Dipol-Kopplung zwischen Bor und Protonen.
Es kommt zum Riickgang der Signalintensitét aller Signale. Damit befinden sich sowohl die
BO;> Gruppen als auch die BO,-Gruppen in riumlicher Nihe zu den Protonen der

OH -Gruppe.

Aufgrund der geringen Signalintensitit fiir die BO, -Gruppe wurde die REDOR-Kurve nur fiir
die beiden B033'-Resonanzen ermittelt. Es wurde eine Liniensimulation der Spektren Sy und S
durchgefiihrt. Wie bereits im ''B{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren beobachtet, zeigen
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beide BO5>-Signale den gleichen REDOR-Kurvenverlauf zueinander. Daher wird fiir beide
BO;”- Signale nur eine REDOR-Kurve dargestellt (Abbildung 4.1-27). Die
Messunsicherheiten fiir die beiden REDOR-Kurven wurden iiber die Bestimmung der

S/N-Verhiltnisse in den ''B-'H-REDOR-MAS-NMR-Spektren abgeschitzt.

Das experimentelle effektive zweite Moment wurde wie in Kapitel 2.2.3.6 beschrieben
bestimmt und ergab einen Wert von My ¢ = (1'106 + 1'105)5'2. Damit liegt fiir ein 2-Spin-
System ein minimaler ''B-'H-Abstand von d = (480 % 10)pm vor (vgl. Gleichung 2-35).
Daher kann eine B-O-H-Bindung® (d = 190pm) ausgeschlossen werden.

1,0
0,8-
] ; } %
o 0,6 ; ;
Q] '
U) 4
< 041 '
02: ; 1 . BO33'-Gruppen
<] simulierte REDOR-Kurve
;!
I . fur eine B-O-H-Bindung
0,0 +—r——r—r—r—r——rr—r—r—rrr—r—rr—rrr
0 1 2 3 4 5 6 7 8

NTR in ms

Abbildung 4.1-27: "B-{'"H}-REDOR-Kurve fiir die beiden Resonanzen der BO;"-Gruppen (schwarze
Punkte) und der simulierten REDOR-Kurve eine B-O-H-Bindung (d=190pm)

Da der Verlauf der REDOR-Kurve fiir ein Multispinsystem™® spricht, sind die moglichen

minimalen Abstdnde fiir ein 3-, 4- und 5-Spin-System in Tabelle 4-5 zusammengefasst.

Tabelle 4-5: Auflistung der minimalen Abstinde zwischen einer Boratspezies zu Protonen unter
Betrachtung des experimentell bestimmten effektiven zweiten Momentes von M, . = 1'10°+ 110%)s™

minimaler Abstand zwischen

Anzahl der Protonen )
Boratspezies und Proton

zu zwei Protonen (540 = 10)pm
zu drei Protonen (570 £ 10)pm
zu vier Protonen (600 = 10)pm

Wendet man die moglichen minimalen Abstinde zwischen einer Boratgruppe und den

OH -Protonen (o) = -0,6ppm) auf das einfachste Modell der BCaP-Phase (vgl. Abbildung
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4.1-25) an, kann vermutet werden, dass sich die OH -Protonen in der Mitte der leeren Kuben

aufhalten.
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4.2 Strukturelle Charakterisierung der Probenserie 1
(Ca2P207+8203+CaC03)

In der Probenserie 1 wurde zur Priparation von Hydroxylapatit bzw. borathaltigen
Calciumphosphaten als Ausgangsstoffe Dicalciumdiphosphat Ca,P,0;, Calciumcarbonat
CaCO; und Boroxid B,0; verwendet (vgl. Synthese Kapitel 3.2). Um den idealen
Knochenersatzstoff zu finden, wurde die Zusammensetzung variiert. Die Probenserie 1 wurde

mittels XRD, FTIR- (Kapitel 4.2.1) und Festkorper-NMR-Spektroskopie (Kapitel 4.2.2)

charakterisiert. Zur Untersuchung der Bioaktivitit der Probenserie 1 wurde als Methode’ ™

die "Simulated Body Fluid" genutzt. Schlussendlich wurde die Degradation’’ der
Probenserie 1 untersucht (Kapitel 4.2.3).

4.2.1 FTIR-Spektroskopie, XRD

Die FTIR-Spektren (Abbildung 4.2-1) der Probenserie 1 zeigen die typischen
Schwingungsbanden des Hydroxylapatits (HAp). Dabei werden die Banden bei v = 569cm’!,
v=602cm’!, v=96lcm!, v=1050cm! und v=1092cm! den Phosphationen im
Hydroxylapatit zugeordnet'> '*. Des Weiteren werden in den Proben BHApl, BHAp2 und
BHAp3 die Schwingungsbanden im Bereich bei v = 1206-1312cm™! und v = 743-782cm™! den

BO33'- Gruppen zugeordnet'®, wihrend die Banden bei v =1933cm! und v =2003cm™! den

linearen BO,™- Gruppen entsprechen'®.

Es fillt auf, dass die schwache Librationsschwingung der OH™- Ionen bei einer Wellenzahl
von v=631cm und die Streckschwingung der OH™- Ionen bei einer Wellenzahl von
v=3572cm’!, die jeweils dem Hydroxylapatit zugeordnet'® wird, nur in den Proben HApl
und BHAp! detektiert werden. Zudem wird eine Bande in diesen Proben bei v = 3643cm™

beobachtet, die Calciumhydroxid'® zugeordnet werden kann.

In den Proben BHAp2 und BHAp3 werden Banden im Bereich von v = 3400 bis 3500cm™

detektiert, welche Wassermolekiilen, die auf der Oberfldche absorbieren, zugeordnet werden.
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Weiterhin ist deutlich zu erkennen, dass ein Anstieg der Intensitit der Banden bei 1933cm™!

und 2003cm™!, die den linearen BO,™- Gruppen entsprechen, in der Reihenfolge

BHAp1 < BHAp2 < BHAp3 beobachtet wird.

Po,*
HAp1 ~, .- HAp1 V3l ¥4 i
vOH p x10 V4PO43
M BHAp1 e
P . X10) BHAp1
S S S :
2 2 = v_‘BO3
X x15 ~ |[BHAp2 x
£ |BHAp2 £ LU
& 5 (5| BHAP2
x15 vy BO,
BHAp3 ——
x15 BHAp3
\t\'\w\ BHAp3 w16 p
1 | 1 1 1 | I | | 1 I | 1 1
4000 3500 2200 2000 1800 1500 1000 500
Wellenzahl cm? Wellenzahl cm™ Wellenzahl cm

Abbildung 4.2-1: FTIR-Spektren der Probeserie 1

Die Rontgenpulverdiffraktogramme der Probenserie 1 zeigen Reflexe, die dem
Hydroxylapatit zugeordnet werden kénnen (JCPDS#09-0432)", wie im Vergleich mit einem

kommerziell erhéltlichen Hydroxylapatiten (cHAp) zu sehen ist.

In der Probe BHAp! ist in Spuren Calciumoxid (JCPDS#48-1467)" und in der Probe BHAp3
als Nebenprodukt a-Tricalciumphosphat (o-TCP, JCPDS#09-0348)"  nachweisbar
(Abbildung 4.2-2). Das Calciumoxid ist vermutlich bei der Zersetzung des Calciumcarbonats
entstanden und blieb als unverbrauchtes Intermediat in der Probe zuriick. Bei der Synthese der

Probe BHAp3 wurde der Anteil an Calciumcarbonat reduziert, was die Bildung von

a-Tricalciumphosphat begiinstigt hat.
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HAp (JCPDS: 09-0432)
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Abbildung 4.2-2: Rontgenpulverdiffraktogramme der Probeserie 1, des
Referenzrontgenpulverdiffraktogramms der Probe cHAp und die Darstellung der Reflexpositionen von
Hydroxylapatit (oben)

4.2.2 Festkorper-NMR-Spektroskopie

4.2.2.1 Grundcharakterisierung *H, *'P, !B

1
Die Abbildung 4.2-3 zeigt die H-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 1. Zum Vergleich
wurde ein 'H-MAS-NMR-Spektrum eines kommerziell erhiltlichen Hydroxylapatits

aufgenommen. Alle Spektren zeigen ein sehr intensives Signal bei 8(‘H) =0 ppm, das den
OH-Protonen der kristallinen Phase des Hydroxylapatits HAp zuzuordnen®’ ist. Im Hochfeld
vom Hauptsignal ist wiederum die Schulter bei 8(1H) =-0,6ppm (vgl. Kapitel 4.1.2.1)

erkennbar. Diese Resonanz wird den OH-Protonen, die sich in einer gestorten
Oberflachenschicht (Probe cHAp und HApl) beziehungsweise in der borathaltigen
Calciumphosphatphase (Probe BHApl, BHAp2 und BHAp3) befinden, zugeordnet. Die
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Intensitit dieser Resonanz nimmt mit Erhéhung des Boranteils zu. Daher wird vermutet, dass

der HAp-Anteil abnimmt und sich der Anteil der BCaP-Phase erhoht.

Weiterhin tritt in allen Spektren ein gering intensives Signal bei 5(1H) =5ppm auf, das

Kristallwasserprotonen zugeordnet wird”’. Im Gegensatz zum 'H-MAS-NMR-Spektrum der
Probe cHAp wird in den "H-MAS-NMR-Spektren der Proben der Probenserie 1 noch ein
zusédtzliches Signal bei 8(1H) = 7,5ppm beobachtet, welches Hydrogenphosphatprotonen

entspricht.

cHAp

HAp1

BHAp1

BHAp2

BHAp3

10 5 o 5
8 ("H) in ppm

Abbildung 4.2-3: '"H-MAS-NMR-Spektren der Probeserie 1 und das '"H-MAS-NMR-Referenzspektrum
der Probe cHAp (oben)
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Die *'P-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 1 sind in Abbildung 4.2-4 dargestellt. Alle

Spektren zeigen die Resonanz bei 8(311)) =2,3ppm, die sich wieder aus einer schmalen und

einer breiten Komponente zusammensetzt und deren Intensitdt sich erhdht, je hoher der

Boranteil ist. Das schmale Signal bei §31p)=2,3ppm kann der typischen Resonanz des

Hydroxylapatits zugeordnet werden.
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Abbildung 4.2-4: 31P-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 1 und das 31P-MAS-NMR-Referenzspektrum
der Probe cHAp

Zum Vergleich wurde ein *'P-MAS-NMR-Spektrum des kommerziell erhiltlichen HAp
aufgenommen. Dabei fillt auf, dass neben der typischen §ip)=2,3ppm-HAp-Resonanz
weitere Resonanzen, die nicht typisch fiir einen kristallinen HAp sind, in dem Spektrum

dieser Probe beobachtet werden (Abbildung 4.2-5). Daher wurde auch fiir diese Probe der
HAp-Anteil bestimmt.

Im *'P-MAS-NMR-Spektrum der Probe BHAp3 werden zudem noch Resonanzen des a-TCP
beobachtet.
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cHAp
krist. HAp

10 5 0 -5
31 .
8 (P)inppm
Abbildung 4.2-5: *'P-MAS-NMR-Spektrum der Probe cHAp und vom Kristallinen HAp

Die ''B-RSE-MAS-NMR-Spektren der Proben BHApl, BHAp2 und BHAp3 zeigen wieder
die Uberlagerung von mindestens drei Signalen durch die Polstellen bei 8(“B): 1,3ppm,
8(“B) = 11ppm, 8(“B) = 13ppm, 8(“B) =16,3ppm, 8(“B) = 18,4ppm und 8(“B) =21,2ppm (vgl.
Kapitel 4.1.2.1). Alle Resonanzen der drei ''B-MAS-NMR-Spektren weisen die typische
Pulverlinienform der Quadrupolwechselwirkung zweiter Ordnung auf. Bei Betrachten aller
drei '""B-MAS-NMR-Spektren fillt zudem die Zunahme der Intensitit der Resonanz
diso (1) = 20ppm, die BO,™ zugeordnet wird, in der Reihenfolge BHApl < BHAp2 < BHAp3

auf.

BHAp1

BHAp2

BHAp3

25 20 15 10 5 0 -5
5 (*'B) in ppm

Abbildung 4.2-6: ""B-RSE-MAS-NMR-Spektrum der Proben BHAp1, BHAp2 und BHAp3

3

o
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Die Resonanzen konnten mithilfe des 1'B-3Q-MAS-Experimentes aufgelost werden. Am
Beispiel der Probe BHAp3 ist das gescherte !'B-3Q-MAS-NMR-Spektrum (Abbildung 4.2-7)
gezeigt, dass die drei Resonanzen bei Sy vas (1) = 23,3ppm und & yjg.mas (11g) = 25,8ppm
und 8 pro-mas 1By = 19,2ppm aufweist, die bereits in der Probe BHAp (vgl. Kapitel 4.1.2.1)
beobachtet werden konnten.

Dementsprechend erfolgt die Zuordnung wie in Probe BHAp (8i0, (118) = 23,3ppm (BO;™ (1)),
Siso» (11B) = 20,6ppm (BO5* (2)) und 8, aipy = 14,5ppm (BO;™ (3)).

30 25 20 15 10 5 0 -5
154—— e by b e LG
] o L
1 o
g- ]l o
S o0
= ]
) )
—
N )
9 251
§| 4
o o L
z 14 v ° =] ! ! y ! T T ! !
S ° “ I 30 25 20 15 10 5 0 -5
80 A et 30 Syne (VB) in ppm
30 25 20 15 10 5 0 -5

1oy
as( B) in ppm
Abbildung 4.2-7: 3Q-MAS-NMR-Spektrum (links) mit den entsprechenden Summenprojektionen fiir die
Resonanzen bei 3 momasaig =19,5ppm  bei & mo-mas a1p) = 23,3ppm (rechts, Mitte) und
O mMQ-mas (1) = 25,8ppm (rechts, unten)

4.2.2.2 Bestimmung des HAp-Anteils der Probenserie 1

Aufgrund dessen dass das *'P-MAS-NMR-Spektrum der Probe cHAp neben der Resonanz
des HAp bei 8(31P)=2,3ppm noch eine breite Resonanz bei 8(31P)=2,3ppm und eine

Resonanz bei 8(31P) = 5,5ppm zeigt (Abbildung 4.2-5), wurde zundchst der HAp-Anteil der

Probe cHAp bestimmt (vgl. Kapitel 4.1.2.2).
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Abbildung 4.2-8: "H-"P-HETCOR-MAS-NMR-Spektrum (links) mit einem Schnitt bei Sdm =0 ppm
(rechts,), in der direkten Dimension bei einer Kontaktzeit von tcp=2 ms

Das 'H->'P-HETCOR-MAS-NMR-Spektrum zeigt (vgl. Kapitel 4.1.2.2) das typische
Kreuzsignal fiir Hydroxylapatit bei dam) =0 ppm/ 8(31p)=2,3ppm27 und das Kreuzsignal bei
Sam =5 pp/ Siip) = 1,8ppm, das Phosphatgruppen mit Wasserspezies zugeordnet wird
(Abbildung 4.2-8). Ebenso tritt das Kreuzsignal dum)=-0,6ppm/ 83ipy=5,5ppm auf, das
Phosphatgruppen, die in rdumlicher Umgebung zu OH -Gruppen sind, entspricht und somit

zur strukturell gestorten Oberflachenschicht gehort.

Zur Bestimmung des HAp-Anteils wird aus dem 'H-’'P-HETCOR-MAS-NMR-Spektrum der
Schnitt in der direkten Dimension bei (1) = 0 ppm extrahiert (Abbildung 4.2-8, rechts), da
der Schnitt nur die Resonanz des Hydroxylapatits zeigt (vgl. Kapitel 4.1.2.2). Von dem
3IP_.MAS-NMR-Spektrum der Probe wird dann der skalierte Schnitt der direkten Dimension
(81 = 0 ppm) (Abbildung 4.2-9, links) subtrahiert. Die Differenz zwischen dem Integral des
gesamten Phosphorspektrums und dem des Differenzspektrums ergibt den Anteil des

kristallinen HAp. Der wahrscheinlichste Wert fiir die Probe cHAp liegt bei 14mol%
(Abbildung 4.2-9, rechts Mitte).

Durch Anderung der Skalierung des Schnittes erhilt man eine Abschitzung der Grenzen zur
Bestimmung des HAp-Anteils. Die Differenzspektren zeigen beispielhaft einen kristallinen

HAp-Anteil von jeweils 11mol% bzw. 16mol% (Abbildung 4.2-9, oben und unten). Aufgrund
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der nicht-sinnvollen Linienform dieser Differenzspektren bewegt sich der HAp-Anteil in

diesen Grenzen.

cHAp
11mol% HAp

14mol% HAp'

16mol% HAp

10 5 0 -5 10 5 0 -5
s (*'P) in ppm 5 (**P) in ppm
Abbildung 4.2-9: *'P-MAS-NMR-Spektrum (links, oben), Schnitt bei Samy =0 ppm aus dem "H-A'P-
HETCOR-MAS-NMR-Spektrum mit einer Kontaktzeit von 1cp = 2 ms (links, unten); Differenzspektren
mit den jeweiligen kristallinen HAp-Anteilen von 11mol% (rechts, oben), 14mol% (rechts, Mitte) und
16mol% (rechts, unten)

Damit konnte nachgewiesen werden, dass der kommerziell erhéltliche HAp zum groBen Teil
kein kristallinen HAp enthilt, sondern aus einer rontgenamorphen Hydroxylapatitschicht,
welche die vorhandene Linienbreite und die chemische Verschiebung bei 531p) = 2,3ppm zeigt,
und zu einem kleineren Teil aus einer strukturell gestdrten Oberflichenschicht besteht

(0i1p) = 5,5pm) (vgl. Kapitel 4.1.2.5).

Zur Bestimmung der kristallinen HAp-Anteile in den Proben HApl, BHApl und BHAp2
konnte in gleicher Weise verfahren werden wie in Kapitel 4.1.2.2, da die Schnitte der 'H-""P-

HETCOR-MAS-NMR-Spektren in der direkten Dimension bei 81y =0 ppm der Proben

HApl, BHApl und BHAp2 wieder nur die Resonanz des Hydroxylapatits zeigen. Dabei war
es schwierig fiir die Proben BHApl und BHAp2 sinnvolle Linienformen fiir die
Differenzspektren zu finden. Daher wurde schlieBlich ein Mittelwert fiir die jeweilige Probe
aus vielen sinnvollen Linienformen und den oberen und unteren Grenzen gebildet, um den
wahrscheinlichsten HAp-Anteil fiir die jeweilige Probe zu ermitteln. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 4.2-10, Abbildung 4.2-11 und 4 mol% HApAbbildung 4.2-12 dargestellt.
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Abbildung 4.2-10: 3P_MAS-NMR-Spektrum (links, oben), Schnitt bei Samy =0 ppm aus dem "H-3'P-

HETCOR-MAS-NMR-Spektrum mit einer Kontaktzeit von tcp = 2 ms (links, unten); Differenzspektren

mit den jeweiligen kristallinen HAp-Anteilen von 10,3mol% (rechts, oben), 12,3mol% (rechts, Mitte) und
14mol% (rechts, unten)

BHApl
0 mol% HAp
_Jk 9,2mol% HAp
16mol% HAp
22,9mol% HAp
10 5 0 510 5 o &

5 (**P) in ppm 5 (**P) in ppm

Abbildung 4.2-11: *'P-MAS-NMR-Spektrum (links, oben), Schnitt bei Sun, =0 ppm aus dem 'H-'P-
HETCOR-MAS-NMR-Spektrum mit einer Kontaktzeit von tcp = 2 ms (links, unten); Differenzspektren
mit den jeweiligen kristallinen HAp-Anteilen von 0 mol% (rechts, oben), 9,2mol% (rechts, zweite von
oben), 16mol% (rechts, zweite von unten) und 22,9mol% (rechts, unten)
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BHAp2
0 mol% HAp
4 mol% HAp
10,2mol% HAp
18,2mol% HAp
0 5% 510 D i
8 (C'P) in ppm 3 (TP)in ppm

4 mol% HApAbbildung 4.2-12: 3'P_.MAS-NMR-Spektrum (links, oben), Schnitt bei Samy = 0 ppm aus dem
1H-31P-HETCOR-MAS-NMR-Spektrum mit einer Kontaktzeit von 1Tcp=2ms (links, unten);
Differenzspektren mit den jeweiligen Kristallinen HAp-Anteilen von 0 mol% (rechts oben), 4 mol%
(rechts, zweite von oben), 10,2mol% (rechts, zweite von unten) und 18,2mol% (rechts, unten)

Um den HAp-Anteil in Probe BHAp3 zu bestimmen, miissen zundchst die Resonanzen des
a-TCP aus dem *'P-MAS-NMR-Spektrum (Abbildung 4.2-13, oben, schwarze Linie) entfernt
werden. Um das Spektrum fiir das a-TCP zu erhalten (Abbildung 4.2-13, oben, rote Linie)
wurde die Differenz zwischen dem *'P-MAS-NMR-Spektrum (D1 =3600s) und einem
3'P-MAS-NMR-Spektrum mit einer kurzen Wiederholzeit (D1 =60s) gebildet. Der
wahrscheinlichste Wert fiir das o-TCP liegt bei 36,4mol%. AnschlieBend wird die Differenz
zwischen dem *'P-MAS-NMR-Spektrum und dem erhaltenden Spektrum, das dem a-TCP
entspricht, so gebildet, dass das >'P-MAS-NMR-Spektrum ohne die strenden Resonanzen
des a-TCP vorliegt (Abbildung 4.2-13, unten).

10 5 . 0 -5
8 (TP)in ppm

Abbildung 4.2-13: *'P-MAS-NMR-Spektrum (oben, schwarze Linie), Differenzspektrum zwischen dem
3IP-MAS-NMR-Spektrum und dem *'P-MAS-NMR-Spektrum mit einer kurzer Wiederholzeit (D1 = 60 s)
(oben, rote Linie); Differenzspektrum (unten) zwischen dem 3"P-MAS-NMR-Spektrum und dem
Differenzspektrum (oben, rote Linie)

78



Strukturelle Charakterisierung der Probenserie 1

Die Vorgehensweise zur Bestimmung des HAp-Anteils erfolgt nun auch wie in den Proben
cHAp, HApl, BHApl und BHAp2. Dabei traten die gleichen Schwierigkeiten wie bei den
Proben BHAp1 und BHAp2 auf. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.2-14 dargestellt.

BHAp3

0 mol% HAp

5mol% HAp

8,2mol% HAp

10,8mol% HAp

10 5 o 510 5 0 5
8 ("P) in ppm 8 (C"P) in ppm

Abbildung 4.2-14: 3'P_.MAS-NMR-Spektrum (links, oben), Schnitt bei Sy =O0ppm aus dem "H-3"'p-
HETCOR-MAS-NMR-Spektrum mit einer Kontaktzeit von tcp = 2 ms (links, unten); Differenzspektren

mit den jeweiligen kristallinen HAp-Anteilen von 0 mol% (rechts oben), S mol% (rechts, zweite von oben),
8,2mol% (rechts, zweite von unten) und 10,8mol% (rechts, unten)

Zum besseren Uberblick wurden die wahrscheinlichsten HAp-Anteile der Probenserie 1 in der

Tabelle 4-6 zusammengefasst.

Tabelle 4-6: Auflistung der HAp-Anteile der Probenserie 1

Proben HAp-Anteil
cHAp (14£2,1)mol%
HApl (12,2+£2)mol%
BHApl1 (13,5+5)mol%
BHAp2 (9,3+5)mol%
BHAp3 (6+4)mol%

79



Strukturelle Charakterisierung der Probenserie 1

Um die  Ergebnisse zu bestitigen, wurde eine quantitative Analyse mithilfe der
Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD) durchgefiihrt. Allerdings konnten keine HAp-Anteile
fir die Probenserie 1 ermittelt werden, da bei der Auswertung der
Rontgenpulverdiffraktogramme je nach Wahl des Reflexes sehr unterschiedliche kristalline
HAp-Anteile fiir die Probenserie 1 bestimmt wurden. Ein Grund fiir die starken
Schwankungen konnte noch nicht gefunden werden. Deshalb ist fiir diesen Fall die Methode
ungeeignet und die HAp-Anteile konnten nur mit Festkdrper-NMR-Spektroskopie ermittelt

werden.

Beim Vergleich der HAp-Anteile der Probenserie 1 stellt man fest, dass diese mit
zunehmendem Boranteil abnehmen. Schlussfolgernd erhoht sich der Anteil der borathaltigen
Calciumphosphatphase, was auch an der Linienverbreiterung der Resonanz bei 8:ipy= 2,3ppm
und an der Intensititserhhung der Resonanz bei Jgzipy=5,5ppm in  der

31P-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 1 erkennbar ist (Abbildung 4.2-4).

Vergleicht man die Schnitte aus den 'H->'P-HETCOR-MAS-NMR-Spektren —der
Probenserie 1 (Abbildung 4.2-15) untereinander, stellt man fest, dass ebenfalls eine
Linienverbreiterung in der Reihefolge cHAp < HApl < BHApl < BHAp2 < BHAp3 auftritt,
der amorphe HAp-Anteil sich erhoht und damit sich der des kristallinen verringert, je mehr
Boroxid bei der Synthese zur Verfiigung gestellt wurde. Eine Linienverbreitung tritt ebenfalls

auf, wenn der Anteil an Calciumcarbonat reduziert wird (Abbildung 4.2-15, Probe BHAp3).
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Abbildung 4.2-15: Schnitte bei 81y, = 0 ppm aus dem 'H-"'"P-HETCOR-MAS-NMR-Spektren mit einer
Kontaktzeit von tcp =2 ms der Probenserie 1 und der Probe cHAp

4.2.2.3 “B{*'P}-REDOR an der Probe BHAp3

Bereits in Kapitel 4.2.1.6 wurde an der Probe BHAp das
"B {*'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren gezeigt, um eine Vorstellung iiber den Einbau der
Boratgruppe in das Phosphatnetzwerk zu bekommen. Anhand der Probe BHAp3 soll nun
tiberpriift werden, ob der Einbau der Boratgruppen in das Phosphatnetzwerk dhnlich ist, wie

in der Probe BHAp.

Die Abbildung 4.2-16 zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum (schwarze Linie, links) mit
den bekannten Polstellen bei §.11g) = 1,3ppm, d¢1gy = 11ppm, 611g) = 13ppm, d1p) = 16,3ppm,
S(imy = 18,4ppm und 8113 = 21,2ppm (vgl. Abbildung 4.2-6). Aus dem ''B-RSE-MAS-NMR-
Spektrum konnten bereits die drei Resonanzen bei s, (118) = 23,3ppm (B033' (1)),
diso» (11B) = 20,6ppm (BO33' (2)) und 6iso, (118) = 14,5ppm (BO; (3)) ermittelt werden, deren
Zuordnung ebenfalls wie in Kapitel 4.2.2.1 gezeigt stattfand.
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Abbildung 4.2-16: 11B{3’1P}-REDOR-Verfahren mit einer Evolutionszeit von tpe, =1,12ms mit dem
Spektrum S, (links, schwarze Linie), dem Spektrum S (links, blaue Linie) und dem Differenzspektrum AS
(links, rote Linie); Spektren S bei Evolutionszeiten von Tpp, = 0,16ms bis Tpepn = 4 ms

Die blaue Linie in Abbildung 4.2-16 (links) zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum S nach
dem Wiedereinschalten der heteronuklearen Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen Bor und
Phosphor. Es kommt zum Riickgang der Signalintensitdt fiir alle Signale. Somit befinden sich
sowohl die BOs; -Gruppen als auch die BO, -Gruppen in rdumlicher Nihe zu

Phosphatgruppen.

Es tritt ebenfalls eine Linienformverdnderung in den Spektren S fiir die Polstelle

8(113) = 18,4ppm auf, die bereits beim ''B->’P-REDOR-MAS-NMR-Verfahren an der Probe

BHAp (vgl. Kapitel 4.1.2.6) beobachtet werden konnte. Daher wurde die REDOR-Kurve fiir
die Probe BHAp3 in gleicher Weise bestimmt, wie es bei der Probe BHAp der Fall war
(vgl. Kapitel 4.1.2.6). Es wurde eine Liniensimulation fiir die Resonanz der BO5> (1)-Gruppe
und der BO, (3)-Gruppe mit DMFit* in den Spektren Sp und S durchgefiihrt. Anschliefend
wurde aus der Differenz zwischen den Spektren Sy und S und den jeweiligen
Liniensimulationen die Linienform der BOs> (2)-Gruppe erhalten. Damit ist es nun moglich
die REDOR-Kurven fiir alle drei Spezies zu ermitteln. Die Messunsicherheiten fiir alle
REDOR-Kurven wurden iiber die Bestimmung der S/N-Verhiltnisse in den ''B->'P-REDOR-
MAS-NMR-Spektren abgeschitzt.
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Abbildung 4.2-17: ""B-'P-REDOR-Kurve fiir die Probe BHAp3 mit den Resonanzen &, (15 = 14,5ppm
(BO; (3)), 8is (118) = 20,6ppm (BO;* (2)), 8iso (118 = 23,3ppm (BO;> (1)) und die '"B{*'P}-REDOR-Kurve fiir
die Probe BHAp (BO;™ (1))

Die REDOR-Kurven fiir die BOs> (1)-, BOs* (2) und BO, (3)-Gruppe der Probe BHAp3 sind
in Abbildung 4.2-17 dargestellt. Der Verlauf der REDOR-Kurven fiir die BOs> (1) und
BO;* (2)-Gruppe ist identisch. Der Anstieg der REDOR-Kurve fiir die BO, (3)-Gruppe
verlduft im Rahmen des Fehlers ein wenig steiler. Zum Vergleich wurde die REDOR-Kurve
der Probe BHAp fiir die BO5* (1)-Gruppe gezeigt. Es fillt auf, dass der Verlauf der REDOR-
Kurven fiir die BOs> (1)- und BOs™ (2)-Gruppe der Probe BHAp3 ebenfalls identisch mit
dem Verlauf der REDOR-Kurve fiir die BOs” (1)-Gruppe der Probe BHAp ist. Daher werden
dhnliche Abstinde zwischen den Borat- und den Phosphatgruppen wie in der Probe BHAp

vorliegen und somit der gleiche Aufbau der BCaP-Phase vorhanden sein.

Wie in Kapitel 4.1.2.6 gezeigt, konnte flir die BO, (3)-Gruppe aufgrund der geringeren
Signalintensitdt keine REDOR-Kurve erhalten werden. Die Probe BHAp3 weist einen
hoheren Anteil der BO, (3)-Gruppe auf, sodass aus den Spektren Sp und S, eine
REDOR-Kurve bestimmt werden kann. Durch die Kurvenanpassung nach Néherung
1. Ordnung (Gleichung 2-32) und 2. Ordnung (Gleichung 2-33) fiir den Kurzzeitverlauf der
REDOR-Kurve kann ein experimentelles effektives zweites Moment bestimmt werden, um so
Informationen iiber den Abstand zwischen der BO; (3)-Gruppe und den Phosphatgruppen zu
erhalten. Diese Kurvenanpassung des Kurzzeitverlaufs der REDOR-Kurve ergab ein

experimentelles effektive zweites Moment von M, ¢ = (2,4‘106 + 3'105)8'2.
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Die gegenwirtige Literatur™ ** berichtet vom einem Austausch der OH-Gruppe durch die
Boratgruppe (BO, (3)). Zieht man die Kristallstruktur®, welche die BO,'(3)-Gruppe auf den
Platz der OH-Gruppe zeigt, zu Rate, so liegen in der Nachbarschaft zur BO, (3)-Gruppe
18 Phosphatgruppen vor. Es liegen dabei jeweils sechs Phosphatgruppen im Abstand von
d=401,5pm, d= 608,3pm und d=633,7pm vor. Mithilfe der Gleichung 2-35 (vgl.
Kapitel 2.2.3.6) wird ein theoretisches zweites Moment von M2=3,24'1065'2 berechnet.
Vergleicht man das theoretische zweite Moment M, mit dem experimentellen effektiven
zweiten Moment M, stellt man fest, dass keine Ubereinstimmung vorliegt. Daher kann ein
Austausch der Hydroxylgruppe durch eine Boratgruppe (BO; (3)) ausgeschlossen werden.
Damit befinden sich die BO, -Gruppen nicht in den Kanidlen des HAp. Es kann eher vermuten,
dass ein Mehrspinsystem vorliegt. Die mdglichen minimalen Abstidnde fiir ein 3- bis 9-Spin-

System, die nach Gleichung 2-35 berechnet wurden, sind in Tabelle 4-7 aufgelistet.

Tabelle 4-7: Auflistung der minimalen Abstiinde zwischen einer Boratspezies zu Phosphatgruppne unter
Betrachtung des experimentell bestimmten effektiven zweiten Momentes von M, ¢ = (2,4'106 + 3‘105) 2

minimaler Abstand zwischen Borat-
Anzahl der Phosphatgruppen '
spezies und Phosphatgruppen

zu zwei Phosphatgruppen (340 = 10)pm
zu drei Phosphatgruppen (370 £ 10)pm
zu vier Phosphatgruppen (390 £ 10)pm
zu sechs Phosphatgruppen (410 = 10)pm
zu acht Phosphatgruppen (430 = 10)pm
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4.2.3 Untersuchung der Bioaktivitit mit der Methode '"Simulated Body Fluid"
(SBF) und Untersuchung der Degradation

4.2.3.1 Untersuchung der Bioaktivitat mit SBF

Die Untersuchung der Bioaktivitdt der Probenserie 1 wurde an der Okayama Universitit
durchgefiihrt. Die SBF-Losung wurde wie in Kapitel 9.3 im Anhang beschrieben hergestellt.
Die Proben wurden in SBF-Losung fiir 0, 1, 3, 5, 7, 10 und 14 Tagen bei 36,5°C eingetaucht.
Der Nachweis der Bioaktivitdit wurde mit der SEM und Thin-Film-XRD (TF-XRD)

untersucht.

Abbildung 4.2-18 zeigt SEM-Aufnahmen der Probe HAp1 nach verschiedenen Eintauchtagen.
In Abbildung 4.2-18 (links) ist die Oberfliche der Pellets am Tag O zu sehen. Sie zeigt
ineinander verschmolzenen HAp-Partikel mit einer Partikelgroe von d =1 pum bis 5 pm.
Nach dem ersten Tag (Abbildung 4.2-18, Mitte) hat sich bereits die Oberfldche der Pellets
vollstindig verdndert. Es konnte ein Wachstum von kugelférmigen Partikel mit einer
PartikelgroBBe etwa d ~3 um auf der Pelletoberfliche beobachtet werden. Bis zum Tag 14
(Abbildung 4.2-18, rechts) zeigte sich keine weitere Verdnderung der Oberflaiche mehr.

Hhp Al d (D
Abbildung 4.2-18: SEM-Aufnahmen der Oberfliche der Probe HAp1 nach dem Eintauchen in SBF fiir
die Tage 0, 1 und 14

Zur Identifizierung der kugelformigen Partikel auf der Pelletoberfliche wurden
Rontgendiffraktogramme mit der TF-XRD der Probe HAp1 bei Tag 0 und Tag 14 (Abbildung
4.2-19) aufgenommen. Das Rontgendiffraktogramm dieser Probe bei Tag 0 zeigt die
typischen Reflexe des kristallinen HAp. Das Rontgendiffraktogramm bei Tag 14 zeigt die
Reflexe des HAp mit einer deutlicheren Linienverbreiterung. Somit kam es zu einem
Wachstum von nanokristallinem HAp auf der Pelletoberfliche. Die nanokristallinen
HAp-Partikel bilden dann die kugelférmigen Partikel aus, die in den SEM-Aufnahmen

beobachtet werden.

85



Strukturelle Charakterisierung der Probenserie 1

— 0d
—14d

Intensitat / a.u.

20 25 30 35 40
Beugungswinkel/ 20

Abbildung 4.2-19: Rontgendiffraktogramme der Oberfliche der Probe HAp1 nach dem Eintauchen in
SBF fiir den Tag 0 und 14

Die Abbildung 4.2-20 (links) zeigt die SEM-Aufnahme der Oberfliche des Pellets der Probe
BHAp! an Tag 0, wobei wie bei der Probe HApl ineinander verschmolzene HAp-Partikel
vorliegen. Bereits nach dem ersten Eintauchtag (Abbildung 4.2-20, Mitte) zeigen sich
Veranderungen auf der Oberfliache, allerdings andere als bei der Probe HApl. Es werden

kugelformige Partikel unterschiedlicher Partikelgrof3e auf der Oberfliche beobachtet.

SHAo od  ® T BHAp 14d ©
Abbildung 4.2-20: SEM-Aufnahmen der Oberfléiche der Probe BHAp1 nach dem Eintauchen in SBF fiir
die Tage 0, 1 und 14

Das Rontgendiffraktogramm der Probe BHApl nach Tag 14 zeigt neben den Reflexen des
kristallinen HAp auch die Reflexe des Calciumcarbonats (Abbildung 4.2-21). Somit konnte
das Wachstum von Calciumcarbonat auf der Oberfliche nachgewiesen werden, welches
vermutlich durch das vorhandene Calciumoxid verursacht wurde. Daher wird vermutet, dass
die groBeren Partikel Calciumcarbonat entsprechen, da ein Wachstum dieser Partikel {iber
einen Zeitraum von 14 Tagen beobachtet wird. Eine Apatitbildung wurde nicht eindeutig
nachgewiesen, da keine eindeutige Linienverbreiterung der Reflexe des kristallinen HAp

beobachtet werden konnte. Eventuell gebildetes Hydroxylapatit wird vermutlich von der
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Calciumcarbonatschicht auf der Oberflache iiberdeckt. Damit konnen keine Aussagen iiber

die Bioaktivitit getroffen werden.
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Abbildung 4.2-21: Rontgendiffraktogramme der Oberfliche der Probe BHAp1 nach dem Eintauchen in
SBEF fiir den Tag 0 und 14

In Abbildung 4.2-22 sind die SEM-Aufnahmen der Probe BHAp2 nach Eintauchtag null
(links), eins (Mitte) und sieben (rechts) dargestellt. Der Tag(O =zeigt die bekannte
Pelletoberfliche, wie in der SEM-Aufnahme (Tag 0) der Probe HApl. Am Tag 1 ist bereits
ein Wachstum von nanokristallinen Partikeln auf der Oberfliche zu beobachten. Allerdings ist
die Oberfliche nur teilweise bedeckt. Dieses Wachstum setzt sich die nidchsten Tage fort. Am
Tag 7 st die Pelletoberfliche vollstindig bedeckt. Der Vergleich der
Rontgendiffraktogramme nach Tag 0 und Tag 7 zeigt eine Linienverbreitung der Reflexe
(Abbildung 4.2-23). Damit bestitigt sich ein Wachstum von nanokristallinem HAp auf der
Oberfléche.

- % lﬁ 8§ Lo e 5 ¥ b
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Abbildung 4.2-22: SEM-Aufnahmen der Oberfliche der Probe BHAp2 nach dem Eintauchen in SBF fiir
die Tage 0,1 und 7
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Abbildung 4.2-23: Rontgendiffraktogramme der Oberfliche der Probe BHAp2 nach dem Eintauchen in
SBF fiir den Tag 0 und 7

Die Probe BHAp3 zeigt ein geringeres Wachstum von nanokristallinen Partikeln auf der
Pelletoberfliche. Nach dem ersten Eintauchtag (Abbildung 4.2-24, Mitte) ist die Oberflache
nur teilweise bedeckt. Die Pelletoberfliche ist noch deutlich zu erkennen. Am Tag 3 (nicht
gezeigt) konnte ein Wachstum beobachtet werden, es lag aber noch keine vollstindige
Bedeckung der Pelletoberfliche vor. Die vollstindige Bedeckung konnte erst am Tag 7
beobachtet werden. Das Rontgendiffraktogramm von Tag 7 (Abbildung 4.2-25) im Vergleich
zum Tag 0 zeigt wiederum eine Linienverbreiterung der HAp-Reflexe. Dieses bestitigt

wiederum ein Wachstum von nanokristallinem HAp auf der Pelletoberfléache.

.......

SEannte | SRSy ,_
Abbildung 4.2-24: SEM-Aufnahmen der Oberfliche der Probe BHAp3 nach dem Eintauche
die Tage 0, 1 und 7
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Abbildung 4.2-25: Rontgendiffraktogramme der Oberfliche der Probe BHAp2 nach dem Eintauchen in
SBF fiir den Tag 0 und 7

In den Proben HApl, BHAp2 und BHAp3 wurde ein Wachstum von nanokristallinem HAp
auf der Pelletoberfliche nachgewiesen. Es konnte mithilfe der SEM-Aufnahme das
Wachstum der nanokristallinen HAp-Partikel zeitlich verfolgt. Dabei zeigte die Probe HApl
ein deutlich schnelleres Wachstum und besitzt damit die groffte Bioaktivitit dieser
Probenserie. Das geringste Wachstum zeigte sich in der Probe BHAp3, sodass diese Probe die
niedrigste Bioaktivitit ausbildet. Somit nimmt die Bioaktivitit in der Reihenfolge
BHAp3 <BHAp2 <HApl zu. Die borathaltigen Calciumphosphate (Probe BHAp2 und
BHAp3) zeigen zwar eine geringere Bioaktivitit als die Probe HApl, die keine Boratgruppen
enthilt, aber immer noch eine ausreichende um sie als Knochenersatzstoff einsetzen zu
konnen. Zudem miissen noch andere wichtige Faktoren beriicksichtigt werden, wie die
Degradation und die Adsorptionseigenschaften von Proteinen, die fiir den spiteren

Anwendungsbereich ebenfalls entscheidend sind.

4.2.3.2 Untersuchung des Degradationsverhaltens der Probenserie 1

Es wird das Degradationsverhalten der Proben der Probenserie 1 bestimmt. Es soll dabei der
Abbau der Partikel in den Osteoklasten simuliert werden. Die Partikel werden dazu in eine
Essigsdure/Acetatpufferldsung bei pH = 5,5 gegeben und die Konzentration der Ca**- Tonen

wird {iber die Zeit gemessen (Abbildung 4.2-26). Zusitzlich wurden Degradationskurven von
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o-TCP und B-TCP aufgenommen, da o-TCP und B-TCP bereits als synthetische
Knochenersatzstoffe eingesetzt werden und somit als Maf3e fiir das Degradationsverhalten

dieser Probenserie genutzt werden kann.

Die Abbildung 4.2-26 zeigt den Verlauf der Degradationskurven der Proben der Probenserie 1.
Bei der Degradationskurve der Probe HApl liegt der flachste Anstieg vor. Die
Degradationskurven der Proben BHApl, BHAp2 und BHAp3 verlaufen in den Grenzen der
Degradationskurven von a-TCP und B-TCP. Dabei verlduft die Degradationskurve der Probe
BHAp3 am dhnlichsten zu der des a-TCP, was auf den hohen Anteil an a—TCP in der Probe
zuriickzufiihren ist. Die Degradation nimmt n der Reihenfolge

HAp < B-TCP < BHAp2 < BHApl < BHAp3 < a-TCP zu.

Ziehen wir das Modell des Partikels in Betracht (Kapitel 4.1.2.5), so muss dieses mit dem
Degradationsverhalten der Probenserie 1 korrelieren. Es wird eine Erh6hung der Degradation
in den Proben BHApl, BHAp2 und BHAp3 beobachtet, die eine BCaP-Phase ausgebildet
haben. Allerdings konnen keine Aussagen zur Degradation in Abhdngigkeit des Boranteils
(BHApl <BHAp3 <BHAp2) getroffen werden, da in der Probe BHApl geringe Anteile
Calciumoxid und in der Probe BHAp 2 gro3e Anteile a-TCP vorliegen, die die Degradation

ebenfalls beeinflussen.

Die Degradation wird durch den Borgehalt, d.h. durch die Ausbildung einer BCaP-Phase,
beeinflusst und kontrolliert, so dass diese auf das Niveau des a-TCP beziehungsweise 3-TCP

eingestellt werden kann, was erreicht werden sollte.
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Abbildung 4.2-26: Degradationskurven fiir die Probenserie 1 und von o-TCP und p-TCP
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4.3 Strukturelle Charakterisierung der Probenserie 2 (kommerziell
erhaltlicher HAp+Caz(B0O3),)

In der Probenserie 2 wurde zur Priparation von Hydroxylapatit bzw. borathaltigen
Calciumphosphaten als Ausgangsstoffe kommerziell erhiltlicher Hydroxylapatit und selbst
synthetisiertes Calciumborat (Takedait) verwendet (vgl. Kapitel 3.2). Es soll mittels
FTIR-Spektroskopie, XRD  (Kapitel 4.3.1) wund Festkorper-NMR-Spektroskopie
(Kapitel 4.3.2) nachgewiesen werden, ob eine Reaktion zwischen kommerziell erhéltlichen
HAp (cHAp) und dem Takedait stattgefunden hat, und somit die Boratgruppen des Takedaits

in das HAp-Netzwerk eingebaut wurden.

4.3.1 FTIR-Spektroskopie, XRD

Das FTIR-Spektrum (Abbildung 4.3-1, links) der Probenserie 2 der Probe HAp100 zeigt die
typischen Schwingungsbanden des Hydroxylapatits (HAp). Dabei werden die Banden bei
V= 569cm'1, V= 602cm'1, v = 96lcm'1, v=1050cm™ und v=1092cm™ den Phosphationen
im Hydroxylapatit zugeordnet'> '®. In dem FTIR-Spektrum der Probe HApO sind nur die
Schwingungsbanden im Bereich bei v =1206-1312cm™ und v =743-782cm™ zu sehen, die

den BO33'-Gruppen18 zugeordnet werden. Es sind keine Banden bei v=1933cm™ und

v=2003cm™, die den linearen BO,™- Gruppen'® entsprechen, zu beobachten (vgl. Kapitel

4.1.1und 4.2.1).

Des Weiteren fillt auf, dass in den FTIR-Spektren der Proben HAp90 bis HAp25 sowohl die
typischen Schwingungsbanden des Hydroxylapatits als auch die Schwingungsbandes der
BO;*"-Gruppen zu sehen sind. Damit kann nicht geklirt werden, ob eine Reaktion zwischen

dem kommerziell erhiltlichen HAp und dem Takedait stattgefunden hat.
Zudem nimmt wie erwartet die Intensitit der Schwingungsbanden, die den Phosphationen im

HAp zugeordnet werden, mit abnehmendem HAp-Anteil ab und die Intensititen der

Schwingungsbanden der BO;*-Gruppen zu.
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Abbildung 4.3-1: FTIR-Spektren der Probenserie 2 (links); Rontgenpulverdiffraktogramme der
Probenserie 2 (rechts), die Darstellung der Reflexpositionen von Hydroxylapatit (rechts, oben) und
Takedait (rechts, zweite von oben)

Die Rontgenpulverdiffraktogramme der Probenserie 2 (Abbildung 4.3-1, rechts) in den
Proben HAp100, HAp90 und HAp80 zeigen nur die Reflexe, die Hydroxylapatit zugeordnet
werden konnen (JCPDS#09-0432)". Die Probe HApO zeigt nur die Reflexe des Takedaits
(JCPDS#070-0868)”. In den Réntgenpulverdiffraktogrammen der Proben HAp75, HAp50
und HAp25 sind sowohl die Reflexe des Hydroxylapatits als auch die Reflexe des Takedaits
zu sehen. Da in den Proben HAp75, HApS50 und HAp25 die Reflexe des HAp und des
Takedaits im Rontgenpulverdiffraktogramm nebeneinander vorliegen, kann nicht geklart
werden, ob eine Reaktion zwischen dem kommerziell erhéltlichen HAp und dem Takedait
stattgefunden hat. Eine wichtige Frage, die sich weiterhin stellt, ist, was mit dem Takedait in
den Proben HAp90 und HAp80 passierte, da die Reflexe desselben nicht in den
Rontgenpulverdiffraktogrammen beobachtet werden. Allerdings wurden BO;*-Gruppen,
bereits in den FTIR-Spektren nachgewiesen. Dieser Frage soll nun im folgenden Kapitel mit

der Festkorper-NMR-Spektroskopie nachgegangen werden
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4.3.2 Festkorper-NMR-Spektroskopie

4.3.2.1 Grundcharakterisierung H, *'P, B

Die Abbildung 4.3-2 zeigt die '"H-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 2. In den 'H-MAS-
NMR-Spektren der Proben HAp100 und HAp90 zeigt sich ein sehr intensives Signal bei

6(1H) =0ppm, das den OH™-Protonen der kristallinen Phase des Hydroxylapatits
zuzuordnen?’ ist. Im Hochfeld vom Hauptsignal ist wieder die Schulter bei 8(1H) =-0,6ppm

(vgl. Kapitel 4.1.2.1) erkennbar. Diese Resonanz wird den OH -Protonen, die sich in einer
gestorten  Oberflichenschicht (Probe HAp100) beziechungsweise in der borathaltigen
Calciumphosphatphase (Probe HAp90) befinden, zugeordnet. Damit hat eine Reaktion in der
Probe HAp90 zwischen dem kommerziell erhéltlichen HAp und dem Takedait stattgefunden.

In den 'H-MAS-NMR-Spektren der Proben HAp80, HAp75, HAp50 und HAp25 wird ein

intensives Signal bei 5(‘H) = -0,4ppm beobachtet, was auf die Verringerung der Intensitdt der
Resonanz 8(1H) =0 ppm und auf die Erhohung der Intensitidt der Resonanz 8(1H) =-0,6ppm

hindeutet.

In den 'H-MAS-NMR-Spektren der Proben HAp75, HAp50 und HAp25 wird eine zum
'H-MAS-NMR-Spektrum der Probe HAp80 vergleichbare die Linienform beobachtet. Es ist

nur eine Abnahme der Intensitit der Resonanz bei 5(1H) =-0,4ppm zu sehen, was auf die

Verringerung des eingesetzten HAp-Anteils bei der Synthese zuriickzufiihrend ist.

Somit kann geschlussfolgert werden, dass sich der Anteil der borathaltigen
Calciumphosphatphase in den Proben in der Reihenfolge HAp100 < HAp90 < HAp80 erhdht
und dann in den verbleibenden Proben HAp75, HAp50 und HApO konstant bleibt.

Des Weiteren tritt in allen Spektren ein schwaches Signal bei 8(1H)= 5 ppm auf, das

Wasserprotonen zugeordnet wird”’. Im Gegensatz zum 'H-MAS-NMR-Spektrum der Probe
HAp100 wird in den 'H-MAS-NMR-Spektren der Proben der Probenserie 2 noch ein

zusitzliches Signal bei 6(1H) = 7,5ppm beobachtet, das Hydrogenphosphatprotonen

entspricht’’.
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Abbildung 4.3-2: "H-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 2

Die *'P-MAS-NMR-Spektren (schwarze Linie) der Probenserie 2 sind in Abbildung 4.3-3
dargestellt. Das Spektrum der Probe HAp100 zeigt die Resonanz bei 6(3‘1)) = 2,3ppm, die sich

wiederum aus einer schmalen und einer breiten Komponente zusammensetzt, und eine

Resonanz bei 5(311)) =5,5ppm. Das schmale Signal bei 8(311)) =2,3ppm kann der typischen

isotropen chemische Verschiebung des Hydroxylapatits zugeordnet werden. Die breite
Resonanz  bei  Opipy=2.3ppm kann  Phosphatgruppen einer  rdntgenamorphen

Hydroxylapatitschicht und das Signal bei 8(31P) = 5,5ppm Phosphatgruppen der strukturell

gestorten Oberflachenschicht zugeordnet werden (vgl. Kapitel 4.2.2.1).

Die *'P-MAS-NMR-Spektren der Proben HAp90 bis HAp25 (Abbildung 4.3-3, schwarze
Linie) zeigen ein breites Signal bei §31p) =2,3ppm und 31p) = 5,5ppm. Bei Erhohung des
Takedait-Anteils auf 10Gew.-% von der Probe HApl00 zur Probe HAp90 nimmt die
Linienbreite fiir die Resonanz 8(31P) =2,3ppm von HWB = 0,9ppm auf HWB = 2,6ppm zu.

Bei einer weiteren Erhohung des Takedait-Anteils um 10Gew.-% (Probe HAp80) nimmt die
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Linienbreite der Resonanz weiter zu (HWB ~ 3ppm). Bei einer weiteren Erhohung des
Takedait-Anteils und damit auch Verringerung des Anteils des kommerziell erhéltlichen HAp,

bleibt sowohl die Linienbreite als auch die Intensitdt der Resonanz §1p) = 2,3ppm konstant.

Die schmale Resonanz bei (31py = 2,3ppm verschwindet nahezu vollstindig.
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Abbildung 4.3-3: *'P-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 2 (schwarze Linie) und die 'H-'P-CPMAS-
NMR-Spektren der Probenserie 2 bei einer Kontaktzeit von tcp =2 ms (rote Linie)
Zudem ist eine Erh6hung der Intensitét der Resonanz bei §3ip) = 5,5ppm mit zunehmenden

Takedait-Anteils in der Reihefolge HAp100 < HAp90 < HAp80 zu beobachten. In den
verbleibenden Proben (HAp75, HAp50 und HAp25) bleibt wie in Probe HAp80 sowohl die
Linienform als auch die Intensitit dieser Resonanz konstant. Die gleichen Beobachtungen
werden auch in den 'H-'P-CPMAS-NMR-Spektren (Abbildung 4.3-3) gemacht. Die
Linienbreite der schmalen Resonanz bei 8(31P) =23ppm wird mit zunehmenden
Takedait-Anteil grofler in der Reihefolge HAp100 < HAp90 < HAp80, und die Resonanz

bleibt dann in ihrer Linienform und Intensitdt konstant. Fiir die Resonanz bei 8(31P) =5,5ppm
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ist eine Erhohung der Intensitidt von der Probe HAp100 zur Probe HAp80 zu beobachten.

Danach bleibt die Intensitéit ebenfalls konstant.
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Abbildung 4.3-4: ""B-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 2

1L

Es lésst sich vermuten, dass bis zu einem 20Gew-%-Anteil Takedait der amorphe Charakter
in den Proben zunédchst zunimmt und dann konstant bleibt. Wéhrend der Synthese der Proben
HAp90 und HAp8O reagiert das Takedait vollstindig mit dem kommerziell erhédltlichen HAp
zur BCaP-Phase. In den restlichen Proben hat nur ein Teil des eingesetzten Takedaits zur
BCaP-Phase reagiert. Dementsprechend miissten grofere, unverbrauchte Mengen in den
Proben HAp75, HAp50 und HAp25 vorhanden sein. Dieses deuteten bereits die
Rontgenpulverdiffraktogramme dieser Proben an. Es konnten neben den Reflexen des HAp
auch die Reflexe des Takedaits beobachtet werden.

Diese Vermutung kann mit der Aufnahme von ''B-MAS-NMR-Spektren untermauert werden

(Abbildung 4.3-4).
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In allen ''B-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 2 wird keine Resonanz, die sich der
BO,-Gruppe zuordnen lisst, beobachtet (vgl. Kapitel 4.1.2.1). In dem ''B-MAS-NMR-
Spektrum der Probe HAp90 ist nur eine Uberlagerung von mindestens zwei Signalen durch
die Polstellen bei &gy = 13ppm, §11g) = 16ppm, &gy = 18,5ppm und 115y = 21,2ppm zu
sehen. Die Linienform der BO;” -Resonanzen ist zwischen dem ''B-MAS-NMR-Spektrum der
Probe BHAp (vgl. Kapitel 4.1.2.1) und dem der Probe HAp90 exakt gleich (nicht gezeigt).
Demzufolge kann eine Zuordnung der Resonanzen wie im Kapitel 4.1.2.1 erfolgen. Damit
werden die beiden BO;”-Gruppen dhnlich in das Calciumphosphatnetzwerk eingebaut sein,
wie in der Probe BHAp. Das ''B-MAS-NMR-Spektrum der Probe HAp80 zeigt dagegen eine
Intensitdtserhohung der Polstellen bei 8(113) = 13ppm und bei 8(11 B) = 18,5ppm, was vermuten
lasst, dass das Spektrum von einer weiteren Resonanz iiberlagert wird, die BO3>-Gruppen

zugeordnet werden kann. Zur Aufklirung dieser Vermutung wurde ein ''B-3Q-MAS-NMR-
Experiment durchgefiihrt (Abbildung 4.3-5).

Bei Erhohung des Anteils an Takedait (Probe HAp75, HAp50 und HAp25) sind in den
""B-MAS-NMR-Spektren zwei neue Polstellen bei d(11g) = 14,4ppm und 8(“B) =20,2ppm zu
beobachten. Zieht man das ''B-MAS-NMR-Spektrum der Probe HApO (reines Takedait)
heran, stimmen diese Polstellen mit den Polstellen im ''B-MAS-NMR-Spektrum der Probe
HAp75 iiberein. Diese Resonanz kann den BO5*-Gruppen des Takedaits zugeordnet werden.
Weiterhin ist zu beobachten, dass die Intensitit von Takedait mit zunechmenden
Takedait-Anteil zunimmt und die Intensititen der Resonanzen der BO;”-Gruppen in der
BCaP-Phase abnimmt, so dass diese kaum noch in den ''B-MAS-NMR-Spektren der Probe
HAp50 und HAp25 zu sehen sind.

Das gescherte ''B-3Q-MAS-NMR-Spektrum der Probe HAp90 (Abbildung 4.3-5, links oben)
zeigt zwel Resonanzen bei Omq-mas (118) = 23,5ppm und dmo-mas (118) = 26ppm wie sie bereits
im gescherten ''B-3Q-MAS-NMR-Spektrum der Probe BHAp (vgl. Kapitel 4.1.2.1) zu sehen

sind.

Im gescherte ''B-3Q-MAS-NMR-Spektrum der Probe HAp80 (Abbildung 4.3-5, rechts oben)
konnen zwei Resonanzen bei dmq-mas (118) = 23,6ppm und Omq-mas 118y = 26ppm beobachtet
werden. Wird die Resonanz bei dmq-mas (118) = 23,6ppm genauer betrachtet, stellt man fest,
dass die Polstellen unterschiedliche Omq-mas (11g)-Werte besitzen (Omq-mas 11y = 23,53ppm

und  Smo-mas 1By = 23,65ppm).  Zudem liegt eine deutlich groBere Linienbreite
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(HWB mo-mas (1) = 0,75ppm) als bei der Resonanz

SMQ-MAS (1B) = 23,6ppm
(HWB wmo-mas (1) = 0,5ppm) in der Probe HAp90 vor. Damit konnte gezeigt werden, dass

eine dritte Resonanz, die BOs;>-Gruppen zugeordnet werden kann, in der Probe HAp80

existiert.

In der Probe HAp75 im gescherten ''B-3Q-MAS-NMR-Spektrum (Abbildung 4.3-5, links
unten) wird eine vierte Resonanz bei Omq-mas (118) = 24,9ppm beobachtet. Die Resonanz bei

Omo-Mas (11B) = 24,9ppm kann den BO;”-Gruppen des Takedaits zugeordnet werden (vgl.
Abbildung 4.3-5, rechts unten).
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Abbildung 4.3-5: llB-3Q-MAS-NMR-Spektren der Proben HAp90 (links oben), HAp80 (rechts oben),
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4.3.2.2 “B{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren an den Proben HAp90, HAp80 und HAp75

Um eindeutig zu kldren, ob alle BO; -Gruppen in das Calciumphosphatnetznetzwerk
eingebaut sind, wurde das ''B{*'P}-MAS-NMR-REDOR-Verfahren an den Proben HAp90,
HAp80 und HAp75 durchgefiihrt. Aufgrund der unterschiedlichen Linienform der Resonanz
des Takedaits und den Resonanzen der verbleibenden BOs -Gruppen, lisst sich vermuten,
dass sich zundchst der komplett eingesetzte Anteil des Takedaits mit dem kommerziell
erhiltlichen HAp bei der Synthese der Proben HAp90 und HAp80 umgesetzt hat. In den
restlichen Proben hat nur ein Teil des eingesetzten Takedaits mit dem kommerziell
erhiltlichen HAp reagiert und die unverbrauchte Mengen blieb als kristallines Takedait in den
Proben HAp75, HAp50 und HAp25 zuriick.

Bereits in Kapitel 4.1.2.6 wurde an der Probe BHAp das
"B{’'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren gezeigt, um eine Vorstellung iiber den Einbau der
Boratgruppe in das Phosphatnetzwerk zu bekommen. Anhand der Proben HAp90, HAp80 und
HAp75 soll nun der schrittweise Einbau der Boratgruppen in das Phosphatnetzwerk mit

zunehmendem Takedait-Anteil verfolgt werden.

Die Abbildung 4.3-6 zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum der Probe HAp90 (schwarze
Linie, links) mit den bekannten Polstellen bei Juigy=13ppm, Juig)y= 16,3ppm,
daigy = 18,5ppm und d1p) = 21,2ppm. Aus dem "B-3Q-MAS-NMR-Spektrum konnte bereits
die Resonanzen bei 0iso, (118) = 23,3ppm und 0iso, (118) = 20,6ppm ermittelt werden, deren

Zuordnung wie in Kapitel 4.1.2.1 beschrieben, erfolgt.

Die blaue Linie in Abbildung 4.3-6 (links) zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum S nach
dem Wiedereinschalten der heteronuklearen Dipol-Dipol-Kopplung zwischen Bor und
Phosphor. Es kommt zum Riickgang der Signalintensitét fiir alle Signale. Damit befinden sich

die BOs>™ -Gruppen in rdumlicher Nihe zu Phosphatgruppen.

Es tritt ebenfalls eine Linienformverdnderung in den Spektren S fiir die Polstelle

d(11g) = 18,4ppm auf, die bereits beim "B{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren an der Probe

BHAp (Kapitel 4.1.2.6) beobachtet werden konnte. Daher wurde die REDOR-Kurve fiir die
Probe HAp90 in gleicher Weise bestimmt. Es wurde eine Linienformsimulation fiir die

Resonanz bei &5, (118) = 23,3ppm mit DMFit* in den Spektren Sp und S durchgefiihrt.
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AnschlieBend wurde aus der Differenz zwischen den Spektren Sy und S und den jeweiligen
Linienformsimulationen die Linienform der Resonanz bei diso, (118) = 20,6ppm erhalten. Damit

ist es nun moglich die REDOR-Kurven fiir beide Spezies zu ermitteln.

1,0

BO,” (1) (HAp90)
3-
«  BO,” (2) (HAp9O)
, P : —=— BO,” (1) (BHAp)
T T ARNLEEL LA L L LA LA L AL LA L LA | 0,0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
30 25 20 15 10 5 0 -5 0 1 2 3 4
S (1lB) in ppm NTR in ms

Abbildung 4.3-6: "B{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren an der Probe HAp90 mit einer Evolutionszeit
von Tpepn = 1,44ms mit dem Spektrum S, (links, schwarze Linie), dem Spektrum S (links, blaue Linie) und
dem Differenzspektrum AS (links, rote Linie); ''B-{'P}-REDOR-Kurve fiir die Probe HAp90 der
BO;” (1)- (8is0 (118) = 20,6ppm) und BO;* (2)- Gruppe (8;, (115, = 23,3ppm) und die ''B{’'P}-REDOR-Kurve
fiir die BO;” (1)-Gruppe der Probe BHAp (rechts)

Die REDOR-Kurven fiir die Resonanzen 0, (118) = 23,3ppm und i, (118) = 20,6ppm der
Probe HAp90 sind in Abbildung 4.3-6 (rechts) dargestellt. Zum Vergleich wurde die
REDOR-Kurve der Probe BHAp fiir die BO5> ( 1)-Gruppe hinzugefiigt. Es fillt auf, dass der
Verlauf der REDOR-Kurven fiir die Resonanzen bei 0iso, 118)=23,3ppm und
iso» (118) = 20,6ppm identisch ist mit dem Verlauf der REDOR-Kurve fiir die BO5* (1)-
Gruppe der Probe BHAp. Es kann vermutet werden, dass dhnliche Abstinde zwischen den
Boratgruppen und den Phosphatgruppen wie in der Probe BHAp vorliegen und somit der
gleiche Aufbau der BCaP-Phase vorhanden sind.

In Abbildung 4.3-7 wird das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum der Probe HAp80 (schwarze
Linie) mit den bekannten Polstellen bei (1) = 13ppm, 6118y = 16,3ppm, d¢11p) = 18,5ppm und
daip) = 21,2ppm gezeigt. Aus dem "B-3Q-MAS-NMR-Spektrum konnten bereits die drei
Resonanzen bei diso, (1) = 23,3ppm, 0iso, (118) = 20,9ppm und 0iso, (118) = 20,6ppm ermittelt

und zugeordnet werden.
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Abbildung 4.3-7: "B{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren an der Probe HAp80 mit einer Evolutionszeit
von Tpepn = 1,76ms mit dem Spektrum S, (schwarze Linie), dem Spektrum S (blaue Linie) und dem
Differenzspektrum AS (rote Linie)

Die blaue Linie in Abbildung 4.3-7 zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum S nach dem
Wiedereinschalten der heteronuklearen Dipol-Dipol-Kopplung zwischen Bor und Phosphor.
Es kommt zum Riickgang der Signalintensitit fiir alle drei Signale. Damit befinden sich alle

drei BO;>-Gruppen in riumlicher Nihe zu Phosphatgruppen.

In Abbildung 4.3-8 wird das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum der Probe HAp75 (schwarze
Linie) mit den bekannten Polstellen bei 1) = 13,1ppm, 5(“B) = 14,4ppm, da1g) = 16,3ppm,

Saipy = 18,5ppm, 8(118)220,2ppm und Saigy=21,2ppm gezeigt. Aus dem 'B-3Q-MAS-

NMR-Spektrum  konnten bereits die vier Resonanzen bei i, (1) = 23,3ppm,
isos (11B) = 22ppm, Oiso, (113) = 20,9ppm und Jiso, (118) = 20,6ppm ermittelt und zugeordnet

werden.
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Abbildung 4.3-8: "B{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren an der Probe HAp75 mit einer Evolutionszeit
vONn Tpepy = 5,6ms mit dem Spektrum S, (schwarze Linie), dem Spektrum S (blaue Linie) und dem
Differenzspektrum AS (rote Linie)

Die blaue Linie in Abbildung 4.3-8 zeigt das ''B-RSE-MAS-NMR-Spektrum S nach dem
Wiedereinschalten der heteronuklearen Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen Bor und
Phosphor. Es kommt nur zum Riickgang der Signalintensitit flir drei Signale. Das
Differenzspektrum entspricht dem der Probe HAp80 (Abbildung 4.3-9, links).

Die Linienform des Spektrums S der Probe HAp75 zeigt die Resonanzen des Takedaits
(Abbildung 4.3-9, rechts).

Damit befinden sich nur drei BOs>-Gruppen in raumlicher Néhe zu Phosphatgruppen. Damit
ist eindeutig bewiesen, dass mit zunehmendem Anteil an Takedait auch nur noch ein Teil des

Takedaits bei der Synthese mit dem kommerziell erhiltlichen HAp reagiert.

— AS (HAPSO) —— S (HApTS) 1,,,, = 5,6ms
— AS (HAp75) J —— "B-MAS-Spektrum (HApO)

30 25 20 15 10 5 O -530 25 20 15 10 5 0 -5
& (*'B) in ppm 5 ("B) in ppm

Abbildung 4.3-9: Differenzspektren AS der Probe HAp80 (schwarze Linie, links) und HAp75 (rote Linie,
links) mit einer Evolutionszeit von tp.,, = 1,76ms; Spektrum S der Probe HAp75 (blaue Linie, rechts) mit
einer Evolutionszeit von tpey, = 5,6ms und 11B-MAS-NMR-Spektrum der Probe HApO (schwarze Linie,
rechts)
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Aufgrund der Uberlagerung der vier Signale und der nicht abzuschitzenden
Linienformverdnderung in den Spektren S, liefert die Ermittlung der REDOR-Kurven keine
sinnvollen Informationen. Damit konnen auch keine weiteren Informationen iiber

Bor-Phosphor-Abstinde getroffen werden.
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4.3.2.3 Quantitative Analyse der Probenserie 2

In den vorherigen Kapiteln konnte bereits gezeigt werden, dass ein Einbau der Boratgruppen
in das Calciumphosphatnetzwerk stattgefunden hat. Allerdings konnte nicht geklart werden,
wie viel Takedait mit dem Anteil des kommerziell erhdltlichen HAp reagiert hat. Dazu

werden die *'P- und ''B-MAS-NMR-Spektren einer quantitativen Analyse unterzogen.

Zur quantitativen Analyse der Phosphoranteile wurden °'P-MAS-NMR-Spektren der
Probenserie 2 aufgenommen. Um eine Verdnderung der Phosphoranteile, die wihrend der
Synthese stattgefunden hat (vgl. Abbildung 4.3-3) festzustellen, wurde jedes >'P-MAS-NMR-
Spektrum iiber den gesamten spektralen Bereich integriert. Die massenormierten Integrale der
Proben HAp90 bis HAp25 wurden in Bezug zum massenormierten Integral des *'P-MAS-
NMR-Spektrums der Probe HAp100 gesetzt. Die relativen Phosphoranteile sind in Tabelle
4-8 dargestellt.

Tabelle 4-8: Vergleich der eingesetzten und nach der Synthese vorhandenen *'P-Anteile
eingesetzter

Probenname S'P-Anteil  exp. *'P-Anteil

(HAp)
HAp100 100% 100%
HAp90 90% 87,6%
HApS0 80% 84%
HAp75 75% 71,5%
HApS0 50% 47%
HAp25 25% 22%
HApO 0% 0%

Korreliert man den experimentellen relativen Phosphoranteil mit dem eingesetzten
Phosphoranteil, stellt man fest, dass ein linearer Zusammenhang vorliegt (Abbildung 4.3-10).

Das heif3t, dass die gesamten eingesetzten Phosphoranteile des HAp noch vorhanden sind.
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Abbildung 4.3-10: Korrelation zwischen dem eingesetzten relativen *'P-Anteils und dem nach der
Synthese experimentell bestimmten relativen 3'p_Anteils der Probenserie 2

Zur quantitativen Analyse der Boranteile wurden ''B-MAS-NMR-Spektren der Probenserie 2
aufgenommen. Um eine Verdnderung der Boranteile (vgl. Abbildung 4.3-4) zu ermitteln,
wurde jedes ''B-MAS-NMR-Spektrum iiber den gesamten spektralen Bereich integriert. Die
massenormierten Integrale der Proben HAp90 bis HAp25 wurden in Bezug zum
massenormierten Integral des ''B-MAS-NMR-Spektrums der Probe HApO (Takedait) gesetzt.

Die relativen Boranteile sind in Tabelle 4-9 dargestellt.

Tabelle 4-9: Vergleich der eingesetzten und nach der Synthese vorhandenen ''B-Anteile

eingesetzter ' B-

Probenname exp. ' 'B-Anteil
Anteil (Takedait)

HAp100 0% 0%
HAp90 10% 10%
HAp8O 20% 20%
HAp75 25% 20%
HApS0 50% 47%
HAp25 75% 75%
HApO 100% 100%
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Abbildung 4.3-11: Korrelation zwischen dem eingesetzten ''B-Anteil und dem nach der Synthese
experimentellen bestimmten ''B-Anteil der Probenserie 2

Korreliert man den experimentellen relativen Boranteil mit dem eingesetzten Boranteil, stellt
man fest, dass ein linearer Zusammenhang vorliegt (Abbildung 4.3-11). Das heif3t, dass die
gesamte eingesetzte Bormenge des Takedaits noch vorhanden ist. Aus den ''B-MAS-NMR-
Spektren war bereits ersichtlich, dass zwischen zwei Boranteilen unterschieden werden muss:
zum einen aus dem Boranteil der in Form von Boratgruppen im Calciumphosphatnetzwerk
eingebaut ist und zum anderen aus dem Boranteil der in Form von Boratgruppen im
nicht-umgesetzten Takedait vorliegt. Die beiden Boranteile konnen durch Differenzbildung
aus dem jeweiligen ''B-MAS-NMR-Spektrums (Probe HAp75, HAp50 und HAp25) und dem
"B-MAS-NMR-Spektrums des Takedaits und durch anschlieBende Integration der Spektren
erhalten werden. Die einzelnen Boranteile sind in Tabelle 4-10 zusammengefasst.

Tabelle 4-10: Vergleich der eingesetzten ''B-Anteile mit den eingebauten und nicht-bei-der-Synthese-
umgesetzten Takedait der Probenserie 2

eingesetzter eingebauter nicht-umgesetzter

Probenname | ) " ) ) )
B-Anteil B-Anteil  Takedait-Anteil

HAp100 0% 0% 0%
HAp90 10% 100% 0%
HApS8O0 20% 100% 0%
HAp75 25% 88% 12%
HAp50 50% 30% 70%
HAp25 75% 10% 90%
HApO 100% - 100%
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Betrachtet man die eingebauten ''B-Anteile, stellt man fest, dass zundchst der vollstindig
angebotene Boranteil umgesetzt wird (Probe HAp90 und HAp80). Mit zunehmend
angebotenem Takedait-Anteil nimmt der eingebaute Boranteil ab. Um die umgesetzten
Boranteile in Abhéngigkeit zum vorhandenen Phosphoranteil zu betrachten, wird das
Verhiltnis zwischen dem in der Probe tatsdchlich eingebauten Boranteil und dem

vorhandenen Phosphoranteile gebildet. Die Werte sind Tabelle 4-11 zusammengefasst.

Tabelle 4-11: Auflistung der tatsichlichen eingebauten ''B-Anteile bezogen auf den eingesetzten ''B-Anteil,
experimentell bestimmte *'P-Anteile und das B/P-Verhiltnis aus beiden Werten der Probenserie 2

eingebaute ''B-Anteil bezogen

Probenname . " . exp. >'P-Anteil  B/P-Verhiltnis
auf den eingesetzten = B-Anteil

HAp100 0% 100% 0
HAp90 10% 87,6% 0,11
HAp80 20% 84% 0,24
HAp75 22% 71,5% 0,31
HAp50 15% 47% 0,32
HAp25 7,5% 22% 0,34
HApO - 0% -

Die Korrelation zwischen diesen B/P-Verhiltnissen und den vorhandenen Phosphoranteilen
(HAp-Anteil) ist in Abbildung 4.3-12 dargestellt. Es zeigt, dass das B/P-Verhiltnis mit
zunehmenden Takedait zuerst zunimmt, so dass mehr Bor in das Calciumphosphatnetzwerk
eingebaut wird, um dann mit 1:3 konstant zu bleiben (Proben HAp75, HAp50 und HAp2S).
Die eingesetzte Phosphormenge hat dann vollstindig mit dem vorhandenen Takedait reagiert,

sodass schlussendlich eine Sattigung vorliegt.
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Abbildung 4.3-12: Korrelation zwischen dem B/P-Verhiiltnis und den vorhandenen *'P-Anteilen in den
Proben der Probenserie 2
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Osteoporose ist immer noch eine der hiufigsten Knochenkrankheiten im héheren Lebensalter.
Eine Folge dieser Erkrankung sind Knochenbriiche, die unter Verwendung von synthetischen
Knochenersatzmaterialen behandelt werden konnen. Hydroxylapatit (HAp) weist eine
chemische Ahnlichkeit zum Knochenmineral auf und besitzt somit auch eine hohe
Biokompatibilitit. Allerdings verfiigt HAp auch {iber eine sehr langsame und damit
unerwiinschte Resorptionskinetik. Durch den Einbau von Boratgruppen (BOs> und BOy) als
Fremdionen in das HAp-Gitter, d.h. durch die Priparation von borathaltigen
Calciumphosphaten, die im Rahmen dieser Arbeit stattfand, wird die Reaktionskinetik positiv
beeinflusst, sodass die hohe Biokompatibilitit ausgenutzt und die erwiinschte
Resorptionskinetik erreicht werden kann.

Um diese Materialien fiir spiatere Anwendungen nutzen zu konnen, ist eine ausfiihrliche,
strukturelle Charakterisierung notwendig. Die Festkorper-NMR-Spektroskopie stellte dabei
die Hauptmethode dar.

Im ersten Schritt erfolgte eine detaillierte Untersuchung der Probe BHAp, die unter
Verwendung der Ausgangsstoffe Calciumcarbonat, Diammoniumhydrogenphosphat und
Borsdure pripariert wurde. Die FTIR-Spektren zeigten Schwingungsbanden, die
Hydroxylapatit und trigonalen und linearen Boratgruppen (BOs> und BO,) zugeordnet
werden. Ebenso konnten die Reflexe des Rontgenpulverdiffraktogrammes der Probe BHAp
konnten nur Hydroxylapatit und Tetracalciumphosphat (Spuren) zugeordnet werden. Es gab
keine Hinweise auf den Einbau der Boratgruppen. Allerdings konnte durch die Aufnahme
eines *'P-MAS-NMR-Spektrum gezeigt werden, dass neben den Phosphatgruppen des HAp
(01p) = 2,3ppm, schmales Signal) noch weitere Phosphatgruppen (dzipy=2,3ppm und
daip) = 5,5ppm (jeweils breite Signale)) in dieser Probe enthalten sind.

Um eine wichtige Fragestellung, die die kristallinen und amorphen Anteile betriftt, zu kldren,
wurde zusitzlich ein 'H->'P-HETCOR-MAS-NMR-Spektrum der Probe BHAp aufgenommen.
Durch Bildung des Schnittes in der direkten Dimension bei 8wy =0 ppm des 'H->'P-
HETCOR-MAS-NMR-Spektrum konnte die Linienform der HAp-Resonanz separiert werden.
Eine modifizierte Differenzbildung zwischen dem *'P-MAS-NMR-Spektrum und dem Schnitt
in der direkten Dimension bei d1) = Oppm ergab erstmals fiir diese Probe eine Abschétzung
des kristalliner HAp-Anteil von 30mol%. Der verbleibende Phosphatbestand von 70mol%

wurde einer amorphen  Phase  zugeordnet, deren Zusammensetzung — mit
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Caj026(PO4)s(BO3)072(OH)o 36 bestimmt wurde. Genauere strukturelle Informationen dieser
Phase wurden durch die Aufnahme eines ''B-*'P-CPMAS-Spektrums erhalten. Es konnten
zwel Resonanzen bei di1py = 2,3ppm und 1py = 5 ppm beobachtet werden. Diese Resonanzen
wurden einer borathaltigen Calciumphosphat-Phase zugeordnet, die als BCaP-Phase definiert
wurde.

Zusitzliche strukturelle Informationen tiber die BCaP-Phase wurden mit der Durchfiihrung
des '"B->'P-CPMAS-"'P{'H}-REDOR-NMR-Verfahren gewonnen. Neben der Bestimmung
der mittleren Abstinden der Phosphatgruppen der BCaP-Phase (daip)=2,3ppm und
d@py =5 ppm) zu den Protonen der OH-Gruppe der BCaP-Phase (511 = -0,6ppm), konnte
eine weitere Phosphorresonanz (81p) = 2,3ppm) detektiert werden, die Phosphatgruppen einer
HAp-ihnlichen Grenzfliche zugeordnet wurden. Mithilfe des 'H{''B}-TRAPDOR-MAS-
NMR-Verfahrens konnte die Existenz dieser HAp-&hnlichen Grenzflache bestétigt werden.
Diese Ergebnisse wurden erstmalig zum Aufbau eines Modells dieser BHAp-Partikel genutzt.
Dabei bildet kristalliner HAp den Kern der Partikel, der von einer diinnen Grenzschicht mit
HAp-dhnlicher Struktur umschlossen und anschlieBend von einer borathaltigen
Calciumphosphat-Phase (BCaP-Phase) bedeckt wird. Die Phosphatbestinde der jeweiligen
Strukturen wurde mit 30mol% (kristalline HAp-Phase), 8 mol% (Grenzschicht) und 62mol%
(BCaP-Phase) iiber eine Liniensimulation des 31P-MAS-NMR—Spektrum abgeschitzt.

Das ''B{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren ~wurde durchgefithrt, um iiber die
heteronukleare Dipol-Dipol-Kopplung zwischen Bor und Phosphor internukleare Abstinde
zu berechnen und Schlussfolgerungen zum Aufbau der BCaP-Phase ziehen zu konnen.
Allerdings ist aufgrund des vorliegenden Mehrspinsystems nur eine Berechnung von mittleren
Mindestabstdnden mdglich. Um trotzdem zu einer Vorstellung zum Aufbau der BCaP-Phase
zu bekommen, wurde unter Annahme der gleichen Abstinde zwischen Phosphatgruppen und
Boratgruppen und einem P/B-Verhiltnis von 8,3:1 ein Modell vorgeschlagen. Als
Grundstruktur wird ein kubisches Gitter angenommen, wobei die Elementarzelle aus acht
Teilkuben besteht. Die Ecken werden von den Phosphatgruppen besetzt und in der Mitte eines
Kubus wird eine Boratgruppe (BOs>) platziert. Die Bestimmung der Abstinde zwischen
OH -Protonen der BCaP-Phase und der BO;*-Gruppen, die mit der Durchfiihrung des
"B{'H}-REDOR-NMR-MAS-Verfahren moglich war, ldsst vermuten, dass sich die
OH -Protonen in der Mitte der leeren Kuben authalten. Im Anschluss der umfassenden
strukturellen Charakterisierung der Probe BHAp, wurde mit der Priparation und
Charakterisierung der Probenserie 1 begonnen. Dabei wurden zur Prédparation andere

Ausgangsstoffe (Calciumcarbonat, Calciumdiphosphat und Boroxid), als bei der Priaparation
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der Probe BHAp verwendet. Dementsprechend lag ein qualitativer Vergleich mit den 'H-, *'P-,
"B-MAS-NMR-Spektrum und 'H-'P-HETCOR-NMR-MAS-Spektrum der Probe BHAp
nahe. In allen borathaltigen Proben (BHApl, BHAp2 und BHAp3) konnten alle Signale
vergleichbar zur Probe BHAp detektiert werden. Damit kann diese Variante der Praparation
als Moglichkeit gesehen werden, borathaltige Calciumphosphate herzustellen.

Aufgrund der gleichen detektierten Signale wie in der Probe BHAp wurde das gleiche Modell
zum Aufbau der BHAp-Partikel vorgeschlagen. Allerdings geht aus den *'P-MAS-NMR-
Spektren der Probenserie 1 hervor, dass die Partikelphasen der jeweiligen Probe in
unterschiedlichen Volumina vorliegen. Die HAp-Anteile fiir die Probenserie 1 lagen zwischen
6 mol% und 14mol%. Eine Bestitigung dieser Ergebnisse sollte mit der quantitativen
Rontgenpulverdiffraktometrie erfolgen. Allerdings konnten keine HAp-Anteile mit dieser
Methode bestimmt werden, da bei der Auswertung je nach Wahl des Reflexes im
Rontgenpulverdiffraktogramm unterschiedliche HAp-Anteile fiir die Probenserie 1 bestimmt
werden konnten. Eine Losung fiir dieses Problem konnte noch nicht gefunden werden und soll
in zukiinftigen Arbeiten nachgegangen werden.

Zudem fanden an der Probenserie 1 Untersuchungen zur Bioaktivitit und zum
Degradationsverhalten statt, die als wichtige Kriterien verwendet werden, um die Eignung als
Knochenersatzstoff bewerten zu konnen.

Bei der Untersuchung der Bioaktivitit wurden Pellets der Probenserie 1 in SBF-Ldsung
eingetaucht und das Wachstum von nanokristallinem HAp auf der Pelletoberfliche mit SEM
und TF-XRD zeitlich verfolgt. Dabei zeigte die Probe HAp1, die keine Boratgruppen enthélt,
ein deutlich schnelleres Wachstum und besitzt damit die grofte Bioaktivitidt dieser
Probenserie. Das geringste Wachstum zeigte sich in der Probe BHAp3, sodass diese Probe die
niedrigste Bioaktivitdt ausbildet und somit die Bioaktivitit in der Reihenfolge
BHAp3 < BHAp2 < HApl zunimmt. Die borathaltigen Calciumphosphate (Probe BHAp2 und
BHAp3) zeigen zwar eine geringere Bioaktivitit als die Probe HAp1, die keine Boratgruppen
enthdlt, aber immer noch eine ausreichende, um sie als Knochenersatzstoff einsetzen zu
konnen. Das Degradationsverhalten der Probenserie 1 wurden bestimmt, indem die Partikel in
eine Essigsdure/Acetatpufferlosung bei pH=15,5 gegeben und die Konzentration der
Ca**-Ionen iiber die Zeit gemessen wurde. Die langsamste Degradation konnte bei der Probe
HApl, die keine Boratgruppen enthélt, beobachtet werden. Die Degradation der borathaltigen
Proben (BHApl, BHAp2 und BHAp3) konnte auf das gewiinschte Niveau des o-TCP

beziehungsweise B-TCP eingestellt und somit durch den Borgehalt kontrolliert werden.
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Zusammenfassung und Ausblick

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die Probenserie 2 mit der Festkorper-NMR-Spektroskopie
charakterisiert. Diese wurde unter Verwendung der Ausgangsstoffe kommerziell erhiltlichem
HAp und selbst synthetisiertes Calciumborat (Takedait) als Konzentrationsreihe prépariert.
Mit den Ergebnissen der 'H-, *'P- "B-MAS-NMR-Spektren und dem ''B-*'P-REDOR-
Verfahren konnte der Einbau der Boratgruppen verfolgt und damit eine Reaktion zwischen
den Ausgangsstoffen bestitigt werden. Zudem wurde eine quantitative Analyse der *'P- und
""B-MAS-NMR-Spektren durchgefiihrt. Diese konnte zeigen, dass bei ausreichend
eingesetzter Menge an kommerziell erhéltlichem HAp zunéchst alle Boratgruppen, die durch
die eingesetzte Menge an Takedait gegeben waren, eingebaut wurden (HAp90 und HAp80).
Erhoht man die eingesetzte Menge an Takedait, kann nur eine begrenzte Menge davon mit
dem kommerziell erhdltlichen HAp reagieren, sodass es zu einer Sattigung kam. Durch die
Korrelation des umgesetzten Boranteils zum vorhandenen Phosphoranteil (HAp-Anteil)
konnte ein B/P-Verhiltnis von 1:3 in den Proben (HAp75, HAp50 und HAp25) ermittelt

werden. Es lag eine Sattigung vor.

Diese borathaltigen Calciumphosphat-Partikel sollen als Tragermaterial genutzt werden, um
Proteine zu adsorbieren. Zusétzlich kann durch das kontrollierte Freisetzen der Proteine die
Knochenregeneration gefordert werden. Die wertvollen Informationen tiber den strukturellen
Aufbau der borathaltigen Calciumphosphate konnen somit das Verstindnis {iiber die
Adsorption von Proteinen (Cytochrome C, Lysozyme und Albumine) an diesen Partikeln bzw.
deren Mechanismus erweitern. Dieser Proteinadsorptionsmechanismus kann u. a. mit dem
BC{*'P}-REDOR-MAS-NMR-Verfahren niher charakterisiert werden.

Zusitzlich  widren  weitere  Moglichkeiten zur  Priparation von  borathaltigen
Calciumphosphaten denkbar, um sich Schritt flir Schritt dem idealen Knochenersatzstoff bzgl.

Bioaktivitit und Degradation zu ndhern.
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7 Abkiirzungen und Symbole

Abkiirzung

Olad

o-TCP

By

B,

B-TCP
BCaP-Phase
B/P-Verhiltnis
BO,y

BO;™
Ca/P-Verhiltnis
CP

Co

CSA

CT

D

Desr

DCPD

no
3Q
FID

FTIR-Spektroskopie

ICP

HAp
HETCOR
I

Bedeutung

Impulswinkel

Adiabatizitit

a-Tricalciumphosphat

homogenes, statisches Magnetfeld
Induktion des Hochfrequenz-Wechselfeldes
B-Tricalciumphosphat

borathaltige Calciumphosphat-Phase

Bor zu Phosphor-Verhiltnis

lineare Boratgruppe

trigonal-planare Boratgruppe

Calcium zu Phosphor-Verhiltnis
Kreuzpolarisation
Quadrupolkopplungskonstante

Anisotropie der chemischen Verschiebung
Zentraliibergang

heteronukleare dipolare Kopplungskonstante
effektive, heteronukleare dipolare Kopplungskonstante
Dicalciumphosphat-Dihydrat
Asymmetrieparameter

Tripelquanten

Freier Induktionsabfall
Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie
induktiv gekoppeltes Plasma (engl.: Inductively Coupled
Plasma)

gyromagnetisches Verhéltnis

Planck “sche Wirkungsquantum
Hydroxylapatit

Heteronukleares Korrelationsexperiment

Kernspin
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Abkiirzungen und Symbole

Ky
10
LKS

Mp, efr
MAS
NMR
OCP
PAS

REDOR
RSE
SBF

SEM

ST,

S/N-Verhaltnis

ST

Tcp

TDeph

Tp

Tr, Tr
TRAPDOR
TF

TTCP

wWw

©Q

XRD

Loslichkeitsprodukt

loop-counter

Laborkoordinatensystem
Magnetquantenzahl

effektives, heteronukleares zweites Moment
Magic Angle Sample Spinning

Nuclear Magnetic Resonance
Octacalciumphosphat

Hauptachsensystem (engl.: Principle Axis System)
Quadrupolprodukt

Rotational echo double resonance
Radiofrequenz

Probenrotationssynchrones Echo

simulierte Korperfliissigkeit (engl.: simulated body fluid)
Rasterelektronenmikroskopie (engl.: Scanning Electron
Microscope)

hoheres Spinsystem

Signal zu Rausch-Verhiltnis
Satelliteniibergang
Spin-Gitter-Relaxationszeit
Spin-Spin-Relaxationszeit
Transmissionelektronenmikroskopie
Kontaktzeit

Evolutionszeit

Impulsdauer

Probenrotationsperiode

Transfer of population in double resonance
Thin film

Tetracalciumphosphat

Wechselwirkung

Quadrupolfrequenz

Rontgenpulverdiffraktometrie
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8 Anhang

8.1 Experimentelle Bedingungen zur Festkorper-NMR-Spektroskopie

8.1.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Die NMR-Experimente erfolgten an einem DMX 400 und einem Avance 600 Spektrometer
der Firma Bruker (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Deutschland). Die Magnetfeldstarken
im homogenen Bereich des Kryomagneten betragen 9,4 T (DMX 400) und 14,1T (Avance
600). Zur Erfassung der Messdaten wurde die Software Topspin 2.0 und Topspin 2.1

verwendet und anschlieBend mit Origin 7.5™ weiterverarbeitet und dargestellt.

Fiir alle NMR-Experimente wurden kommerziell erhidltliche Probenkdpfe der Firma Bruker
eingesetzt. Bei einer Magnetfeldstirke von 9,4 T wurde ein 4mm H/X/Y-Probenkopf und bei
einer Magnetfeldstirke von 14,1 T wurde ein 4mm H/X/Y-Probenkopf und ein 2,5mm
H/X-Probenkopf  verwendet. Die  verwendeten Lamorfrequenzen  waren  bei
9,4 T: 1H = 400,14MHz und 3p = 161,90MHz. Die verwendeten Lamorfrequenzen waren bei
14,1 T: 'H = 600,1MHz, *'P = 242,97MHz und ''B = 192,57MHz.

Fiir die Festkorper-NMR-Experimente wurden die Proben in kommerziell erhéltliche
MAS-Rotoren der Firma Rototech gefiillt und manuell verdichtet. Die Rotoren hatten einen
AuBendurchmesser von 2,5mm bzw. 4 mm. Die Probenrotationsfrequenz betrug bei dem
4 mm-Rotor 12,5kHz und bei dem 2,5mm-Rotor 27,5kHz. Mit der Technik der
Probenrotation im magischen Winkel wurden alle Festkorper-NMR-Experimente

durchgefiihrt. Der magische Winkel wurde an Kaliumbromid eingestellt.

Alle NMR-Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die reflektierten
Impulsleistungen wurden bei allen Festkorper-NMR-Experimenten mit dem Oszilloskop
(Digital Phosphor Oszilloscope, 500MHz, 5GS/s, Tektronix"™) minimiert und iiberwacht. Ein
Entkopplungsschema wurde bei keinem der Festkorper-NMR-Experimente genutzt, da bei

einer Uberpriifung in den Spektren kein Unterschied festzustellen  war.
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Die chemische Verschiebung der NMR-Signale wurde gegen sekundére Standardsubstanzen
auf anerkannte Fliissigkeitsstandards referenziert, die in Tabelle 8-1 angegeben sind. Die
sekunddren Standardsubstanzen wurden zur Impulswinkelbestimmung wihrend des

Aufsetzens der unterschiedlichen NMR-Experimente verwendet.

Tabelle 8-1: Chemische Verschiebung der verwendeten NMR-Standards

Isotop Sekundirer Standard  Osekundiirer Standard P 1Ussigkeitsstandard
'H Hydroxylapatit 0 ppm Tetramethylsilan
"B Borphosphat -4,1ppm BF3(OEt),

3lp Hydroxylapatit 2,3ppm  85Gew.% H3PO4

In den folgenden Kapiteln werden die Festkdrper-NMR-Experimente mit den entsprechenden
Parameter an den untersuchten Proben aufgelistet. Unterschiedlich verwendete Parameter

werden bei denselben Festkorper-NMR-Experimenten durch einen Schrigstrich abgetrennt.

8.1.2 Einzelimpulsexperimente

Die Einzelimpulsexperimente kdnnen zur quantitativen Bestimmung einzelnen Spezies der
betrachteten Kerne (‘H, *'P und ''B) genutzt werden, wenn zwei wichtige Bedingungen erfiillt
sind. Die Wiederholzeit D; muss wihrend der Einzelimpulsexperimente so gewihlt werden,
dass D, = 5T, gilt, um die komplette Signalintensitdt zu detektieren. Soweit nichts anderes
erwihnt wurden alle 'H-, *'P-, '"B-MAS-NMR-Spektren unter dieser Bedingung
aufgenommen.

Der Drehwinkel o des Impulses muss so gewihlt werden, dass die grofite Amplitude eines
NMR-Signals erhalten wird. Fiir Kernsorten mit einem Kernspin I = 1/2 liegt der Drehwinkel

bei a. = 90°. Eine 90°-Impulslédnge wurde in der Regel zwischen 2 pus und 5 ps gewihlt.

Die Bestimmung der 90°-Impulslinge des *'P-Isotops erfolgte iiber ein modifiziertes 'H->'P-
CPMAS-NMR-Experiment (sogenanntes cp90-Experiment). Der Vorteil dieses Experimentes
ist die enorme Zeitersparnis, da die langen T,-Zeiten der *'P-Kerne durch die kiirzeren

T-Zeiten der "H-Kerne ersetzen werden.
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Die Bestimmung des 90°-Drehwinkels fiir das ''B-Isotop (I = 3/2) erfolgte zunichst mit dem
""B-MAS-NMR-Experiment, wobei mit BPO, eine Substanz gewihlt wurde, die eine kleine
Quadrupolkonstante besitzt. Aufgrund der kleinen Quadrupolkonstante wird die maximale
Amplitude bei einem Drehwinkel von o=90° erreicht. Da die ''B-Isotope in den
untersuchten Proben eine groBe Quadrupolkonstante besitzen, wird die experimentelle

Impulslénge tp nach folgender Berechnung gewihlt™:

Tp = e Gleichung 8-1

Damit wird gewihrleistet, dass eine gleichmiBige lineare Anregung aller ''B-Spezies erreicht
wird. Da der verwendete Probenkopf mit einem Bornitrid-Stator ausgestattet ist, wird bei
allen ''"B-MAS-NMR-Experimenten ein Untergrundsignal detektiert. Durch die Aufnahme
eines ''B-MAS-NMR-Spektrums des leeren Rotors unter identischen Bedingungen, ist es
moglich nur das Untergrundsignal zu detektieren und durch Differenzbildung zwischen

beiden Spektren nur die Resonanzen der Probe zu erhalten.

1H-MAS-NMR-Experimente an der Probe BHAp, Probenserie 1 und Probenserie 2

Magnetfeldstarke 94T/14,1T
3'P-Anregungsfrequenz 400,14MHz/ 600,10MHz
Probenkopf Tripelresonanz (H/X/Y)
Rotor 4 mm

Wiederholzeit 600 s

Wenn nicht anderes erwéhnt, wurde ein 90°-Impulsldnge von 2,5us bis 4,5us verwendet. Die
Anzahl der Akkumulationen wurde je nach S/N-Verhiltnisse gewdhlt. Da auch bei den
'H-MAS-NMR-Spektren ein Untergrundsignal detektiert wird, wurde auch hier ein 'H-MAS-
NMR-Spektrum eines leeren Rotors unter identischen Bedingungen aufgenommen. Durch
Differenzbildung zwischen beiden Spektren, werden nur die 'H-Resonanzen der Proben

erhalten.
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3'P_MAS-NMR-Experimente an der Probe BHAp, Probenserie 1 und Probenserie 2

Magnetfeldstirke 94T
3'P-Anregungsfrequenz 161,90MHz
Probenkopf Tripelresonanz
Rotor 4 mm

Die 90°-Impulsldnge lag zwischen 3,7us und 7,5us, die Wiederholzeiten bei 1800 s, 3600 s
bzw. 7200 s und die Anzahl der Akkumulationen bei 2, 4 oder 8.

""B-MAS-NMR-Experimente der Probenserie 2

Magnetfeldstirke 14,1 T
"B-Anregungsfrequenz 192,57MHz
Probenkopf Tripelresonanz (H/X/Y)
Rotor 4 mm

Selektive ''B-Impulslinge 2 us

Wiederholzeit 120 s/ 300 s/ 900 s
Anzahl der Akkumulationen je nach S/N-Verhiltnis

8.1.3 Probenrotationssynchrone Echo-MAS-NMR-Experimente

31P-RSE-MAS-NMR-Experiment an der Probe BHAp

Magnetfeldstirke 14,1T
*'P-Anregungsfrequenz 242,97MHz
Probenkopf Tripelresonanz (H/X/Y)
Rotor 4 mm

90°-Impulslénge 4,1us

Wiederholzeit 240 s

Echozeit 80ms

Anzahl der Akkumulationen 32
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""B-RSE-MAS-NMR-Experimente an der Probe BHAp und Probenserie 1

Magnetfeldstirke 14,1 T
"B-Anregungsfrequenz 192,47MHz
Probenkopf Tripelresonanz (H/X/Y)
Rotor 4 mm

selektive ''B-Impulslinge 1,5us bis 2 ps
Wiederholzeit 30s

Echozeit 0,16ms

Anzahl der Akkumulationen 64

Fiir die ''B-RSE-MAS-NMR-Experimenten wurde fiir den ersten Impuls eine Impulslinge

toqe . . : . t500 "
von 7, =% , fiir den Refokussierungsimpuls eine Linge von 7, =% gewihlt. Der

Bornitrid-Stator erzeugt auch hier ein Untergrundsignal, welches durch die Aufnahme eines
""B-RSE-MAS-NMR-Spekrum eines leeren Rotors und die anschlieBende Differenzbildung

aus den Spektren eliminiert wird.

8.1.4 Kreuzpolarisationsexperimente

"H-*'P-CPMAS-NMR-Experimente an der Probe BHAp

Magnetfeldstarke 14,1 T
1H—Anregungsfrequenz 600,10MHz
*'P-Anregungsfrequenz 242,97MHz
Probenkopf Tripelresonanz (H/X/Y)
Rotor 4 mm

90° 'H-Impulslinge 3,5us
'H-B,-Feld (CP) 71,4kHz
*'P-B;-Feld (CP) 33,8kHz
Kontaktimpulsldnge 2 ms, 8 ms
Wiederholzeit 30s
Anzahl der Akkumulationen 128
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"H-'P-CPMAS-NMR-Experimente an der Probenserie 1 und Probenserie 2

Magnetfeldstirke
'"H-Anregungsfrequenz
3'p- Anregungsfrequenz
Probenkopf

Rotor

90° 'H-Impulslinge
'H-B,-Feld (CP)
3'p_B,-Feld (CP)
Kontaktimpulslange
Wiederholzeit

Anzahl der Akkumulationen

94T
400,14MHz
161,90MHz
Tripelresonanz (H/X/Y)
4 mm

3 us
62,5kHz
55,6kHz

2 ms, 8 ms
5s/30s
32/ 64

11B-3IP-CPMAS-NMR-Experimente an der Probe BHAp

Magnetfeldstirke
3p-Anregungsfrequenz
"B-Anregungsfrequenz
Probenkopf

Rotor

90° ''B-Impulslinge
"B-B;-Feld (90°)
'B-B,-Feld (CP)
3'p_B,-Feld (CP)
Kontaktimpulslange
Wiederholzeit

Anzahl der Akkumulationen

14,1T
242,97MHz
192,57MHz
Tripelresonanz (H/X/Y)
4 mm

3,6us
34,5kHz
2,5kHz
16,8kHz

8 ms

8s

2368
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8.1.5 REDOR-MAS-NMR-Experimente

Um ein homogenes B;-Feld iiber die Probe zu gewéhrleisten, werden die Rotoren nur zu

einem Drittel gefiillt, wobei die Probe in der Mitte des Rotors platziert wird.

11B{31P}-REDOR-MAS-NMR-Experimente an den Proben BHAp

Magnetfeldstirke
*'P-Anregungsfrequenz
"B-Anregungsfrequenz
Probenkopf

Rotor

Selektive ''B 90°-Impulslinge
''B-B;-Feld

180° *'P-Impulslinge
*'P-B)-Feld

Wiederholzeit

Anzahl der Akkumulationen
Echozeiten in Rotorperioden

Echozeiten in ms

14,1T

242,97MHz

192,57MHz

Tripelresonanz (H/X/Y)

4 mm

3 us

41,7kHz

8,25us

53,2kHz

30s

512, 1024, 2048

1,5,7,13, 17,21, 25, 29, 39, 49
0,16; 0,48; 0,64; 1,12; 1,44; 1,76; 2,08; 2,4; 3,2; 4

B 1p1-REDOR-MAS-NMR-Experimente an der Probe BHAp3

Magnetfeldstirke
3'P-Anregungsfrequenz
"B-Anregungsfrequenz
Probenkopf

Rotor

Selektive ''B 90°-Impulslinge
"'B-B;-Feld

180° *'P-Impulslinge
*'P-B,-Feld

Wiederholzeit

14,1T

242,97MHz
192,57MHz
Tripelresonanz (H/X/Y)
4 mm

4 us

35,7kHz

8,5us

50kHz

60 s
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Anzahl der Akkumulationen
Echozeiten in Rotorperioden

Echozeiten in ms

256,512, 1024
1,5,9,13,17,21, 29, 49
0,16;0,48; 0,8; 1,12; 1,44; 1,76;2,4;3,2; 4

"B£'P}-REDOR-MAS-NMR-Experimente an der Probe HAp75

Magnetfeldstirke
3'P-Anregungsfrequenz
"B-Anregungsfrequenz
Probenkopf

Rotor

Selektive ''B 90°-Impulslinge
"'B-B;-Feld

180° *'P-Impulslinge
*'P-B;-Feld

Wiederholzeit

Anzahl der Akkumulationen
Echozeiten in Rotorperioden

Echozeiten in ms

14,1T

242,97MHz

192,57MHz

Tripelresonanz (H/X/Y)

4 mm

3,5us

35,7kHz

10,5us

47,6kHz

120 s

64

1,5,9,13,17, 21, 25, 29, 39, 49
0,16; 0,48; 0,8; 1,12; 1,44; 1,76; 2,08; 2,4; 3,2; 4

"B{'H}-REDOR-NMR-Experimente an der Probe BHAp

Magnetfeldstirke
'H-Anregungsfrequenz

! 1B—Anregungsfrequenz
Probenkopf

Rotor

Selektive ''B 90°-Impulslinge
Selektive ''B 180°-Impulslinge
''B-B;-Feld

180° 'H-Impulslinge
'H-B,-Feld

14,1T

600,10MHz
192,57MHz
Tripelresonanz (H/X/Y)
4 mm

2 us

4 ps

54,3kHz

5,25us

90kHz
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Wiederholzeit
Anzahl der Akkumulationen
Echozeiten in Rotorperioden

Echozeiten in ms

10s

1024

1,5,9,13,19, 25, 33,41, 51, 61, 81, 91

0,16; 0,48; 0,8; 1,12; 1,6; 2,08; 2,72; 3,36; 4,16;
4,96; 6,56; 7,36

B 3p.CPMAS-""P{'"H}-REDOR-NMR-Experimente an der Probe BHAp

Magnetfeldstarke
1H—Anregungsfrequenz
*'P-Anregungsfrequenz
"B-Anregungsfrequenz
Probenkopf

Rotor
Kontaktimpulslange
180° 'H-Impulslinge
'H-B,-Feld

90° '"B-Impulslinge
B-B,-Feld (90°)
"'B-B,-Feld (CP)
3'p.B,-Feld (CP)

90° *'P-Impulslinge
*1p-B,-Feld (90°)
Wiederholzeit

Anzahl der Akkumulationen

Echozeiten in Rotorperioden

Echozeiten in ms

14,1T

600,10MHz

242,97MHz

192,5MHz

Tripelresonanz (H/X/Y)

4 mm

8 ms

6,6us

65,8kHz

3,6us

34,5kHz

2,5kHz

16,8kHz

4,7us

53,2kHz

10s

bis zu 1024

1,3,5,7,9,11, 13, 15, 17, 21, 25, 29, 39, 49, 69,
89

0,16; 0,32; 0,48; 0,64; 0,8; 0,96; 1,12; 1,28; 1,44;
1,76;2,08; 2,4; 3,2; 4; 5,6; 7,2
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8.1.6 TRAPDOR-NMR-Experimente

Im TRAPDOR-Experiment wurde nur bis zum Echoimpuls auf dem S-Spin-Kanal ein

kontinuierlicher RF-Impuls auf den I-Spin-Kanal eingestrahlt.

"H{"'B}-TRAPDOR-MAS-NMR-Experiment an der Probe BHAp

Magnetfeldstirke
'"H-Anregungsfrequenz
3'P-Anregungsfrequenz
Probenkopf

Rotor

90° 'H-Impulslinge
'H-B;-Feld

"'B-B;-Feld

Wiederholzeit

Anzahl der Akkumulationen
Echozeiten in Rotorperioden

Echozeiten in ms

8.1.7 3Q-MAS-Experiment

14,1T

600,10MHz

242,97MHz
Tripelresonanz (H/X/Y)

4 mm

3,8us

65,8kHz

90,9kHz

16s

96

1, 11,21, 31,41, 51, 61,71
0,16; 0,96; 1,76; 2,56; 3,36; 4,16; 4,96; 5,76

Alle 3Q-MAS-Experimente wurden mit einer 3-Impuls-Sequenz mit z-Filter aufgenommen.

Die ersten zwei Impulse wurden immer mit der hochsten moglichen Leistung durchgefiihrt,

der dritte Impuls verwendete eine selektive Leistung. Alle Impulse wurden an den

BO;>-Gruppen des Zinkborats optimiert.
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11B-3Q-MAS-NMR-Experimente an den Proben BHAp, BHAp3, Hap75, Hap80 und
HAp90

Magnetfeldstirke 14,1T
"B-Anregungsfrequenz 192,47MHz
Probenkopf Doppelresonanz (H/X)
Rotor 2,5mm

Impulslidnge 1. Puls 2,5us/ 4 us
Impulslidnge 2. Puls 0,9us

Impulslidnge 3. Puls 12 ps/ 16 ps
Wiederholzeit 5s/10s

Anzahl der Akkumulationen 24/ 72/ 96

8.1.8 Heteronukleare Korrelationsexperimente

"H-*'P-CPMAS-HETCOR-NMR-Experimente an der Probe BHAp, Probeserie 1 und

Probenserie 2

Magnetfeldstirke 14,1T

'"H-Anregungsfrequenz 600,10MHz

*'P-Anregungsfrequenz 242,47MHz

Probenkopf Tripelresonanz (H/X/Y)

Rotor 4 mm

90° 'H-Impulslinge 3,3us

'H-B,-Feld (CP) 75,8kHz

*'P-B;-Feld (CP) 50kHz

Kontaktimpulsldnge 2 ms/ 8 ms

Wiederholzeit 5s,30s,80s

Inkrementierung 80us, synchron zur Probenrotations-
geschwindigkeit

Anzahl der Inkremente 156

Anzahl der Akkumulationen 24 pro Inkrement
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B3'P.CPMAS-HETCOR-MAS-Experimente an der Probe BHAp

Magnetfeldstirke

3'p- Anregungsfrequenz
! 1B—Anregungsfrequenz
Probenkopf

Rotor

90° '"B-Impulslinge
Kontaktimpulslange
Wiederholzeit

Inkrementierung

Anzahl der Inkremente

Anzahl der Akkumulationen

14,1T

242,97MHz
192,57MHz
Tripelresonanz (H/X/Y)
4 mm

3,6us

8 ms

8s

80us, synchron zur Probenrotations-
geschwindigkeit

64

448 pro Inkrement
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8.2 Experimentelle Bedingungen zur FTIR-Spektroskopie,

Rontgenpulverdiffraktometrie

8.2.1 FTIR-Spektroskopie

Die molekulare Struktur der Probe BHAp, der Probenserie 1 und der Probenserie 2 wurde mit
der FT-IR-Spektroskopie (JASCO FT/IR-300, JASCO Co., Tokyo, Japan) untersucht. Die
Spektren wurden im Bereich von 400cm™ bis 4000cm™, mit 300 Akkumulationen und einer
Auflésung von 4cm” aufgenommen. Die Proben wurden auf Kaliumbromidscheiben

gemessen.

8.2.2 Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD und TF-XRD)

XRD an der Probe BHAp

Die Rontgendiffraktogramme wurden am Rontgendiffraktometer "RINT2500, RIGAKU,
Tokyo, Japan" (40kV, 200mA) mit der Bragg-Brentano-Geometrie aufgenommen. Der
Messbereich wurde von 20=2° bis 70° gewdhlt. Es wurde die CuKa,-Strahlung
(A =0,15406nm) verwendet. Die Messung erfolgte mit einer Schrittweite von 0,02° pro

Sekunde. Die erhaltenen Rontgendiffraktogramme wurden mit der Datenbank verglichen.

XRD an der Probenserie 1 und Probenserie 2

Die Rontgendiffraktogramme wurden am Diffraktometer "X Pert-ProMPD, PANalytical,
Almelo, Netherlands" aufgenommen. Der Messbereich wurde von 26 = 2° bis 70° gewéhlt.
Es wurde die CuKa-Strahlung (A = 0,15418 nm) verwendet. Die Messung erfolgte mit einer
Schrittweite von 0,02° pro Sekunde.
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TF-XRD an der Probenserie 1

Die Rontgendiffraktogramme wurden am Rontgendiffraktometer "RINT2500, RIGAKU,
Tokyo, Japan" (40 kV, 200mA) mit der Bragg-Brentano-Geometrie aufgenommen. Der
Messbereich wurde von 20 =2° bis 40° gewihlt. Es wurde die CuKa,-Strahlung
(A =0,15406 nm) verwendet. Die Messung erfolgte mit einer Schrittweite von 0,02° pro

Sekunde. Die erhaltenen Rontgendiffraktogramme wurden mit der Datenbank verglichen.
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8.3

10.

11.

Darstellung der SBF-L6sung

. Alle Instrumente werden griindlich gereinigt, d.h. alle Instrumente werden mit einer

Seifenlosung fiir 10min im Ultraschallbad behandelt. Danach wird noch mal alles
griindlich gewaschen und mit Millipore®-Wasser nachgespiilt. Loffel sowie
Bechergldaschen werden mit einem Haartrockner getrocknet. Der Plastikbehalter fiir das
Ansetzen der Losung wird mit 800ml Millipore®-Wasser gefiillt und im Wasserbad
(37°C) 10min erwéarmt (Reinigungsprozess). Nach dem Ausspiilen werden dann 700ml
Millipore®-Wasser hineingegeben und das ganze Gefal mit Kunststofffolie abgedeckt.
Das Volumen des Millipore®-Wassers wird auf etwa 37°C temperiert. Die weiteren
Reagenzien NaCl (m = 7,996g), NaHCO; (m =0,350g) und KCl (m = 0,224g) werden
auf Wigepapier eingewogen und nacheinander hinzugegeben.

Die Reagenzien K;HPO43H,O (m =0,228g); MgCl,6H,O (m=0,305g) werden im
Becherglas eingewogen. Nach der Hinzugabe der Salze in die Ldsung, werden die
Becherglédser noch mit Millipore®-Wasser nachgespiilt.

Anschlieend werden 35ml 1 N HCI langsam dazugegeben.

CaCl, (m=0,278g) (Aufbewahrung im Trockenofen) wird im Becherglas abgewogen
und durch vorherige Zugabe von Millipore®-Wasser teilweise aufgelost.

Na,SO4 (m=0,071g) wird im Becherglas abgewogen, zur Losung gegeben und mit
Millipore®-Wasser nachspiilt.

Das NH,C(CH,OH); (m = 6,057g) wird mit Wagepapier abgewogen und in sehr kleinen
Portionen zu gegeben, um die Ausfidllung von Apatit zu verhindern.

Der pH-Wert wird bei einer Temperatur von 36,5°C auf pH = 7,4 eingestellt. (Der
Startwert liegt bei etwa 7,6 und wird mit 1 N HCI eingestellt.)

. Die Losung wird in einen 11 MaBkolben umgefiillt und mit Millipore®-Wasser auf 11

aufgefiillt.

Die Losung wird dann eine Stunde im Wasserbad auf Raumtemperatur abgekiihlt. Wenn
keine Niederschlagbildung auftritt, wird aufgrund von Volumenkontraktion nochmals
mit Millipore®-Wasser aufgefiillt, geschiittelt und in eine Polystyrolflasche umgefiillt.
Die Lagerung erfolgt im Kiihlschrank bei 5 — 10°C.
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8.4 Berechnung der Anteile der Grenzflache und BCaP-Phase

Zur Bestimmung der Anteile der HAp-Phase, Grenzfliche und der BCaP-Phase wurde eine
Liniensimulation des *'P-MAS-NMR-Spektrum ohne die Signale des TTCPs durchgefiihrt
(Abbildung 8.4-1).

— *'P-MAS-NMR-Spektrum
— 2,12ppm BCaP
—5,5ppm BCaP

— 2,28ppm "HAp ahnlich"
— 2,30ppm kristalliner HAp

10 5 0 -5
31 :
8 (C'P)in ppm
Abbildung 8.4-1: Liniensimulation des *'P-MAS-NMR-Spektrums mit den vier Resonanzen
S31p) = 2,12ppm, 331p) = Sppm, S31p) = 2,28ppm und d:31p) = 2,30ppm

Die Parameter fiir die Liniensimulation des *'P-MAS-NMR-Spektrum ohne die Signale des
TTCPs wurden aus den Liniensimulationen der ''B {31P}—REDOR—NMR—MAS—Spektren und
der Liniensimulation des Schnittes aus dem lH-31P-HETCOR-MAS-NMR—Spektrurn
entnommen. Durch Integration wurde der relative Anteil des Phosphates bestimmt. Die

Parameter zur Liniensimulation und die relativen Anteile sind in Tabelle 8-2 aufgelistet.

Tabelle 8-2: Auflistung der Parameter und der relativen Phosphatanteile der Phosphatspezies in der
Probe BHAp

relative
d 31p) Linienbreite =~ Amplitude ) Phasenzuordnung
Phosphatanteile
2,12ppm 2, 7ppm 266 46mol% BCaP-Phase
2,28ppm 1,5ppm 100 8mol% HAp-dhnliche Grenzfliche
2,3ppm 0,9ppm 380 30mol% kristalliner HAp-Kern
5,5ppm 1,9ppm 139 16mol% BCaP-Phase
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