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Polymerbiirsten als ionotrope Matrices fiir die
gezielte Herstellung mikrostrukturierter diinner
Calcit-Filme**

Stefano Tugulu, Marc Harms, Marc Fricke,
Dirk Volkmer* und Harm-Anton Klok*

Viele Biomineralien zeichnen sich durch komplexe, hierar-
chisch organisierte Strukturen aus.'! In der Natur wird die
Bildung dieser Biomineralien durch spezielle Matrixmolekiile
gesteuert. Beispielsweise spielen saure Biomakromolekiile
eine bedeutende Rolle in der gezielten Mineralisation von
CaCO;, einem der am hiufigsten vorkommenden Biomine-
ralien.”) Neben den drei kristallinen Polymorphen kommt
biogenes CaCO; in zwei amorphen Modifikationen vor: einer
stabilen hydratisierten Form und einer metastabilen, iiber-
wiegend wasserfreien Form, die als Vorstufe der thermody-
namisch stabilen kristallinen Modifikationen auftreten
kann.* Diese zweite, metastabile amorphe CaCO;-Phase
(ACC) wird insbesondere als Vorstufe bei der Bildung ver-
schiedener biogener Strukturen aus CaCO;, z.B. dem See-
igelstachel, vermutet.®°l Bei In-vitro-Experimenten wurde
ACC ebenfalls als Vorstufe genutzt, z.B. zur Bildung von
CaCOs;-Kristallen in rdumlich begrenzten Geometrien, und
um mikrostrukturierte Calciteinkristalle sowie perlmuttarti-
ge, laminierte Beschichtungen aus CaCO; herzustellen.[”)
Ein Vorteil einer Vorstufenphase aus ACC liegt darin, dass sie
sich viel einfacher zu komplexen Strukturen formen lésst als
kristallines CaCO;. Die Route iiber amorphe Vorstufen
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A)

wurde auBBerdem zur Herstellung kristalliner carbonathaltiger
Apatitfilme verfolgt.!'"

Solche Konzepte zur Beeinflussung von Grofie, Gestalt
und Mikrostruktur synthetischer anorganischer Materialien
sind von grof3er technischer Bedeutung und kénnten zu neuen
Materialien mit Anwendungen im Bereich der optischen In-
formationsverarbeitung, Katalyse und regenerativen Medizin
filhren.""' Eine geeignete Methode zur Herstellung mikro-
strukturierter anorganischer Materialien beruht auf der Ver-
wendung von selbstorganisierten Monoschichten (SAMs), die
geeignete zweidimensionale, rdumlich begrenzte Mikroum-
gebungen fiir die Kristallisation bilden konnen.'>! In diesem
Fall tritt die Kristallisation auf Bereichen des Substrats auf,
die geeignete Oberflichengruppen exponieren. Anstelle von
spezifischen Oberflichenmodifizierungen kann auch ein auf
der Mikrometerskala zweidimensional strukturierter Kera-
mikfilm durch Auferlegen duBerer physikalischer Zwénge
erzeugt werden.™ Dies kann durch eine Reihe von ,,wei-
chen® lithographischen Techniken erfolgen, wie Mikrotrans-
fer-Formung, Mikroformung in Kapillaren und Prégung.

Hier stellen wir einen ganz neuen Ansatz fiir die Her-
stellung von mikrostrukturierten, kristallinen diinnen Calcit-
Filmen vor. Unsere Strategie basiert auf der Verwendung
photolithographisch  strukturierter = Polymethacrylsidure-
(PMAA)-Biirsten, die iiber Oberflichen-initiierte Atom-
transferradikalpolymerisation (SI-ATRP) auf ein Substrat
aufwachsen. Sie fungieren als ionotrope™! Matrices fiir die
Bildung kristalliner Calcitfilme, die exakte 3D-Replikate der
PMAA-Biirsten sind. Einer der besonderen Vorteile von
Polymerbiirsten gegeniiber SAMs besteht darin, dass Film-
dicke und chemische Zusammensetzung prézise iiber Ober-
flaichen-initiierte kontrollierte Radikalpolymerisationstech-
niken wie ATRP gesteuert werden konnen.'"'® Wir de-
monstrieren hier erstmalig die Verwendung solcher Biirsten
als ionotrope Matrices zur gezielten Herstellung mikro-
strukturierter diinner Calcit-Filme. Die vorgeschlagene Stra-
tegie umfasst drei Schliisselschritte (Abbildung 1): 1) die
Verwendung photolithographischer Techniken zur Herstel-

UV-Licht
Photomaske
-0, o : -‘ " .—
‘q"sé,ivﬂ Br
(—e)
N —
Toluol,
30 min, RT

Abbildung 1. Herstellung mikrostrukturierter Calcitfilme. A) Synthese der PMAA-Biirs-

AT
(250 °C, 2 h)

ten durch SI-ATRP von Natriummethacrylat auf photolithographisch gemusterten

ATRP-Initiator-funktionalisierten Substraten (bipy=2,2"-Bipyridin). B) Gerichtete Ab-
scheidung einer diinnen Schicht aus metastabilem amorphem Calciumcarbonat (ACC)
mit anschlieBender thermischer Umwandlung der metastabilen ACC-Schicht in einen

mikrostrukturierten polykristallinen Calcitfilm.
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lung mikrostrukturierter PMAA-Biirsten; 2) die Fihigkeit
der PMAA-Biirsten zur Stabilisierung von ACC; 3) die
thermische Umwandlung der metastabilen ACC-Phase in
einen polykristallinen Calcitfilm.

Eine erste Serie von Experimenten mit 100 nm dicken,
unstrukturierten PMAA-Biirsten auf Glassubstraten wurde
durchgefiihrt, indem die Biirsten 30 min dem kontinuierli-
chen Fluss einer tibersittigten Calciumcarbonat-Losung in
einer Perfusionskammer ausgesetzt wurden. AnschlieBend
wurden die Substrate aus der Perfusionskammer entnommen,
gewaschen, getrocknet und mit mikroskopischen Methoden
charakterisiert. Die differentielle Interferenzkontrastmikro-
skopie(DIC)-Aufnahme zeigt die Bildung eines gleichmifBig
diinnen und unstrukturierten CaCO;-Films (Abbildung 2 A).

0 Retardanz (nm) 10

Abbildung 2. Mikroskopaufnahmen eines ACC-Films, der durch

100 nm dicke, unstrukturierte PMAA-Biirsten stabilisiert wird. A) DIC-
Aufnahme und Polarisationsmikroskop-Aufnahme (Einschub); B) LC-

PolScope-Abbildung in Pseudofarbdarstellung; C) niedrig und D) hoch
aufgeldste Rasterelektronenmikroskop-Abbildung.

Der Einschub von Abbildung 2 A zeigt eine Lichtmikroskop-
Aufnahme unter gekreuzten Polarisatoren. Das Fehlen jegli-
cher Doppelbrechung in groen Bereichen der Probe
deutet darauf hin, dass der CaCOs-Film hauptsichlich
amorph ist. In Abbildung 2 A sind zusétzlich einige iso-
lierte Calcitkristalle zu erkennen, deren Bildung mit der
Entstehung einer kreisformigen CaCO;-Verarmungszo-
ne um die wachsenden Kiristalle verbunden ist. Einen
weiteren Beweis fiir die amorphe Natur des CaCOs;-
Films liefert die Bestimmung des Gangunterschieds im
Film durch LC-Polscope.'>?) Der Gangunterschied ist
eine Funktion der Orientierung der kristallographischen
c-Achse und der Dicke des kristallinen Films. Aus der
Pseudofarbdarstellung in Abbildung 2B geht hervor,
dass der Gangunterschied des amorphen Films weniger
als 1 nm iiber die gesamte Flache des Bildes variiert, was
auf das Fehlen jeglicher Kristallinitdt zuriickgefiihrt
werden kann. Bei kleinen Schwankungen handelt es sich
vermutlich um eine spannungsinduzierte Doppelbre-
chung im Film. Die amorphe Natur der Calciumcarbo-
nat-Schichten konnte ebenfalls mit ATR-FTIR-Spek-
troskopie iiber das Fehlen der charakteristischen v,
Absorptionsbande von Calcit bei 714 cm™ bestitigt
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werden (siehe Hintergrundinformationen).”!! Diese Experi-
mente weisen eindeutig darauf hin, dass diinne, metastabile
ACC-Filme mithilfe von PMAA-Biirsten abgeschieden und
stabilisiert werden konnen. Die rasterelektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen in Abbildung 2 C und D belegen, dass der
ACC-Film aus sphérischen Partikeln besteht, mit typischen
Partikel-Durchmessern von 20 bis 100 nm.

Die ACC-Schicht wurde anschlieend durch zweistiindi-
ges Erhitzen auf 250°C kristallisiert. Die Polarisationsmi-
kroskop-Aufnahme des so gebildeten Films in Abbildung 3

Abbildung 3. Mikroskopaufnahmen eines diinnen Calcit-Films, der
durch zweistiindiges Erhitzen auf 250°C aus einem durch PMAA-Biirs-
ten stabilisierten amorphen Vorstufenfilm hergestellt wurde. A) Polari-
sationsmikroskop-Aufnahme; B) LC-PolScope-Abbildung (Gangunter-
schied in Pseudofarbdarstellung); C) Grauwertabbildung des Gangun-
terschiedes mit einer Uberlagerung von Vektorlinien, die die Richtung
der langsamen optischen Achse kennzeichnen; D) hochaufgeléste Ras-
terelektronenmikroskop-Abbildung.

zeigt eine Mosaikstruktur aus diskreten Dominen, die jeweils
aus flachen Calciteinkristallen bestehen. ATR-FTIR-Spek-
tren weisen eine charakteristische v,-Absorptionsbande bei
714 cm™" auf, die eine Identifizierung von Calcit als Kristall-
modifikation im diinnen Film unterstreicht (Hintergrundin-
formationen).”!’ Um genaueren Einblick in die kristallogra-
phische Orientierung der kristallinen Doménen im Calcitfilm
zu erhalten, wurden LC-PolScope-Experimente durchge-
fihrt. Die LC-PolScope-Aufnahme in Abbildung 3B zeigt,
dass jede einzelne Doméne des polykristallinen Films eine
enge Verteilung der Gangunterschiede aufweist. Die geringe
Variation innerhalb individueller Doméinen kann auf span-
nungsinduzierte Doppelbrechung zuriickgefiihrt werden, die
beim Trocknen und Schrumpfen der Probe infolge des Er-
hitzens auftreten kann. Abbildung 3C zeigt denselben Aus-
schnitt des diinnen Films wie in Abbildung 3B, wobei die
Richtung der langsamen Achse der Doppelbrechung an
mehreren Punkten durch kleine Vektorsymbole gekenn-
zeichnet ist. Da innerhalb jeder einzelnen Doméne in Ab-
bildung 3C die Vektoren in die gleiche Richtung zeigen, ist
davon auszugehen, dass die polykristallinen Filme aus flachen
Calciteinkristallen bestehen. Abbildung 3D zeigt, dass der
Calcitfilm aus miteinander verschmolzenen CaCOj;-Partikeln
besteht.
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Die bisher diskutierten Experimente deuten darauf hin,
dass die PMAA-Biirsten als ionotrope Matrices fiir die Sta-
bilisierung von metastabilem ACC und dessen nachfolgende
Umwandlung (durch Erhitzen) in einen diinnen, polykristal-
linen Calcitfilm fungieren kénnen. In nachfolgenden Expe-
rimenten wurde diese Strategie weiterentwickelt, um struk-
turierte PMAA-Biirsten auf Glassubstraten zur Herstellung
mikrostrukturierter Calcitfilme einzusetzen. Die Herstellung
strukturierter PMAA-Biirsten erfolgte iiber die photolitho-
graphische Strukturierung ATRP-Initiator-funktionalisierter
Substrate. Die Bestrahlung mit UV-Licht und einem TEM-
Netz als Photomaske fiihrte zur Zersetzung des ATRP-Ini-
tiators in den exponierten Regionen. Die anschlieSende SI-
ATRP von Natriummethacrylat erfolgte ausschlieBlich in den
Regionen des Substrats, die nicht bestrahlt wurden.”? Dies
lasst sich in Abbildung 4 erkennen, in der lichtmikroskopi-
sche und rasterkraftmikroskopische (AFM-)Aufnahmen von
90 nm dicken PMMA-Biirsten gezeigt werden, die mit Pho-
tomasken unterschiedlicher Maschengrof3e hergestellt
wurden.
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Abbildung 4. A B) Reflexionslichtmikroskop-Aufnahmen von gemuster-
ten PMAA-Biirsten, die auf Silicium-Wafern als Substrat immobilisiert
und durch unterschiedliche Photomasken bestrahlt wurden; C) topo-
graphische Rasterkraftmikroskop-Aufnahme und D) 3D-Projektion des

AFM-Bildes mit Héhenprofil einer photolithographisch strukturierten
PMAA-Burste.
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Die Mineralisierungsversuche mit mikrostrukturierten
PMAA-Biirsten wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt
und die amorphen diinnen Filme anschlieBend thermisch (2 h,
250°C) in einen diinnen polykristallinen Calcitfilm umge-
wandelt. Abbildung5 zeigt zum Vergleich eine DIC-Auf-
nahme von einer ACC-Schicht, die sich in einer 90 nm dicken,
mikrostrukturierten PMAA-Biirste gebildet hat, sowie DIC-,
Polarisationsmikroskop- und  LC-PolScope-Aufnahmen
dieser Probe nach zweistiindigem Erhitzen auf 250°C. Ein
Vergleich der Abbildungen 5 A und 5C zeigt eindeutig, dass
sich ACC ausschlieBlich in den Regionen des Substrats ab-
scheidet, die aus PMAA-Biirsten bestehen. Dies geht in
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Abbildung 5. A) DIC-Aufnahme eines ACC-Films, der auf 90 nm
dicken, gemusterten PMAA-Biirsten auf Glassubstraten aufgewachsen
ist; B) DIC-, C) Polarisationsmikroskop- und D) Pseudofarb-LC-Pol-
Scope-Darstellung desselben Calciumcarbonatfilms nach zweistiindi-
gem Erhitzen auf 250°C.

Abbildung 5C insbesondere aus der fehlenden Doppelbre-
chung in den Bereichen hervor, die nicht mit PMAA-Biirsten
bedeckt sind. Des Weiteren zeigt Abbildung 5C, dass dieje-
nigen Bereiche des Substrats, die mit PMAA-Biirsten be-
deckt sind, eine mosaikartige Textur aufweisen. In Analogie
zu Abbildung 3 A folgt daraus, dass sich ein polykristalliner
Calcitfilm gebildet hat. Mithilfe von AFM-Untersuchungen
konnte die Dicke des mikrostrukturierten Calcitfilms auf 80—
90 nm abgeschitzt werden (Hintergrundinformationen). Wir
gehen daher davon aus, dass die Mineralisation von CaCOj;
innerhalb der PMA A-Biirsten auftritt und der polykristalline
Calcitfilm ein exaktes 3D-Replikat der ionotropen PMAA-
Matrix ist. Um genaueren Einblick in die kristallographischen
Orientierungen der Calcitkristalle in dem mikrostrukturier-
ten Film zu erhalten, wurden erneut LC-PolScope-Messungen
durchgefiihrt. Ein Vergleich der Abbildungen3B und 5D
lasst eine engere Verteilung des Gangunterschiedes fiir die
mikrostrukturierten Calcitfilme als fiir die unstrukturierten
Filme erkennen. Dies geht vermutlich auf einen Spannungs-
ausgleich wihrend der Kristallisation der mikrostrukturierten
Probe zuriick.

Wir haben hier eine neuartige Strategie zur Herstellung
mikrostrukturierter diinner Calcit-Filme vorgestellt. Unser
Prozess weist einige Gemeinsamkeiten mit biologischen Mi-
neralisierungsprozessen auf, bei denen saure Makromolekiile
ein ionotropes Gel bilden, das eine Ubergangsphase aus ACC
aufnehmen und stabilisieren kann und das Kristallwachstum
in eine rdumlich begrenzte Geometrie zwingt, die durch die
makromolekulare Matrix vorgegeben wird. Wir haben pho-
tolithographisch strukturierte PMAA-Biirsten als biomime-
tische, saure makromolekulare Matrix zur Herstellung mi-
krostrukturierter Calcitfilme eingesetzt, die exakte 3D-Re-
plikate der PMA A-Biirsten sind. Der Erfolg der vorgestellten
Strategie beruht auf drei Schliisselschritten: 1) der Verwen-
dung photolithographischer Techniken zur Herstellung mi-
krostrukturierter PMAA-Biirsten, 2)der Fihigkeit der
PMAA-Biirsten zur Stabilisierung von ACC und 3) der
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thermischen Umwandlung der metastabilen ACC-Phase in
einen polykristallinen Calcitfilm. Anders als bei Verwendung
von SAMs erfolgt die Kristallisation von CaCOj; nicht auf
einem 2D-Templat, sondern innerhalb der ionotropen Matrix
aus PMAA-Biirsten. Daraus folgt, dass die PMAA-Biirsten
als 3D-Matrix fungieren, die mit hoher Genauigkeit in ein
Calcit-Replikat kopiert wird. Wéhrend die lateralen Abmes-
sungen der Mikrostrukturen durch die lithographischen
Techniken festgelegt sind, die zur Herstellung der struktu-
rierten PMAA-Biirsten genutzt werden, kann die Dicke des
Calcitfilms durch die Dicke der PMAA-Biirsten eingestellt
werden. Diese lédsst sich einfach iiber das ,,lebende* Verhalten
des SI-ATRP-Prozesses steuern. Das Potenzial dieser Stra-
tegie haben wir hier mit der Herstellung relativ einfacher
mikrostrukturierter Calcitfilme aufgezeigt. Es ist nahelie-
gend, dass sich diese Technik auch auf andere anorganische
Materialien und komplexere Strukturen erweitern lésst. Dies
kann erreicht werden, indem man die Flexibilitit von SI-
ATRP in Bezug auf die chemische Zusammensetzung und die
Architektur der Polymerbiirsten mit den zahlreichen litho-
graphischen und nichtlithographischen Techniken kombi-
niert, die zur Herstellung gemusterter Oberflachen zur Ver-
fiigung stehen. Damit stehen zukiinftig Verfahren zur Verfi-
gung, die zur Herstellung mikrostrukturierter anorganischer
Materialien mit interessanten optischen, katalytischen und
biologischen Eigenschaften genutzt werden konnen.

Experimentelles

Details der Synthese der PMAA-Biirsten und der Mineralisierungs-
experimente sind in den Hintergrundinformationen zu finden.
Lichtmikroskopische Aufnahmen mit DIC und Polarisationskontrast
wurden mit einer Hitachi-RGB-Kamera (HV-C20A 3-CCD) mit
einer Auflosung von 3 x 768 x 576 Bildpunkten aufgenommen, die auf
ein invertiertes Mikroskop (Olympus IX70) montiert war. Doppel-
brechungen wurden mit einem kommerziellen LC-PolScope-Bild-
verarbeitungssystem (CRI) gemessen. Zur Rasterkraftmikroskopie
wurde ein Nanoscope-lII-Mikroskop eingesetzt. Proben fiir die
Elektronenmikroskopie wurden in einer Gefrierschneidemaschine
Balzer BAF 300 rotierend mit Platin (3 nm) bedampft und mit einem
Feldemissionsrasterelektronenmikroskop (Hitachi S-5200) unter-
sucht. ATR-FTIR-Spektren wurden mit einem Nicolet Magna-IR 560
aufgenommen, das ein Einzelreflexionsdiamant-ATR-System
(Specac Golden Gate) enthilt.
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