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Kristall-Engineering

Kristalline porose Mikrosphiren aus polymer-
induzierten fliissigen Aminosiurevorstufen™*

Sebastian Wohlrab, Helmut Colfen* und
Markus Antonietti

Eine der wichtigsten Methoden der angewandten Kolloid-
chemie ist die Kontrolle von Kristallisationsprozessen. Mit
einer kontrollierten Herstellung von Kristalliten definierter
GroBe werden kinetische Aspekte der Loslichkeit (z.B. bei
Pharmazeutika), hierarchische Uberstrukturen, texturabhén-
gige FlieBeigenschaften, Fiillgrade oder auch mechanische
Eigenschaften maBgeblich beeinflusst. Dabei ist eine hohe
Reproduzierbarkeit der gewihlten Kristallisationsprozesse
notwendig, um eine gleichbleibende Qualitédt der Produkte zu
gewihrleisten.

Da sich die Keimbildung und das Wachstum héufig als
sehr empfindliche Prozesse zeigen, wird die Kontrolle der
Kristallisation meist durch Zugabe von Keimbildnern, Stabi-
lisatoren oder anderen Additiven erreicht. Uber die Verwen-
dung spezieller Cosolventien,"! niedermolekularer Additive,
spezieller Tenside und funktioneller Polymere wird regelma-
Big berichtet (siche neuere Ubersichten in Lit. [2-4]). Bezug-
nehmend auf die hier vorgestellten Ergebnisse seien neueste
Erkenntnisse auf dem Gebiet der Morphosynthese zitiert. So
wurde ein nichtklassischer Kristallisationsweg iiber kolloidale
Intermediate und anschlieBende mesoskopische Umwand-
lung gefunden.®>” Demnach ist die Bildung kristalliner
Strukturen durch Zusammenlagerung und/oder Transforma-
tion groBerer Baueinheiten (anstelle der Anlagerung einzel-
ner Molekiile) moglich. So diskutierten Addadi et al.* sowie
Colfen und MannP! unabhiingig voneinander die Rolle amor-
pher Nanopartikel in der Bio- und biomimetischen Minera-
lisation. Die experimentelle Verifizierung und die Bedeutung
dhnlicher Intermediate wihrend der gro3engesteuerten Syn-
these von CaCOs-Partikeln ist Gegenstand ausfiihrlicher
industrieller Untersuchungen.’!”) Weiterhin charakterisier-
ten Taden et al. ein Modellsystem, bestehend aus nanoskali-
gen Farbstofftropfchen, die nach ihrer Kristallisation durch
mesoskopische Umwandlung hoch geordnete Farbstoffkris-
talle ergaben.”” Solche kolloidalen Zwischenstufen unter-
mauern die Ostwaldsche Stufenregel, mit ihrem praktischen
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Bezug zum real ablaufenden, kinetisch kontrollierten Kris-
tallisationsverhalten vieler Systeme.['!]

Um bei rascher Kristallisationsfithrung zu kontrollierten
Kristallformen zu gelangen, erscheinen hoch konzentrierte
fliissige Zwischenstufen gut geeignet. Gower et al. berichte-
ten zuerst iiber fein verteilte Tropfchen einer polymerindu-
zierten fliissigen Vorstufe (PILP; polymer-induced liquid
precursor) in einem CaCO,/Polypeptid-System.'>) Die an-
schlieBende Kristallisation ergab gebogene, wellige und ge-
wolbte kristalline Uberstrukturen. Solche PILP-Phasen
haben die besondere Eigenschaft, durch ihre Formvorlage
im Mikrometerbereich und einhergehende Reduzierung des
Massetransports auf kleine Entfernungen einen einfachen
morphogenetischen Zugang zu neuen, biorelevanten Mine-
ralstrukturen zu bieten.*'

Mit dieser Zuschrift wollen wir dieses Konzept auf polare
organische Molekiile erweitern. Das Phinomen der Bildung
polymerinduzierter Fliissigvorstufen, bestehend aus gelade-
nen Aminosduren und entgegengesetzt geladenen Polyelek-
trolyten in Ethanol/Wasser-Mischungen, wird diskutiert.
Dabei wird nach Zugabe von Ethanol zu reiner wissriger
Aminoséurelosung die Entstehung gut ausgebildeter Einkris-
talle beobachtet, wéhrend stabile PILP-Phasen spontan durch
Zugabe von entgegengesetzt geladenem Polyelektrolyt zur
Ausgangslosung gebildet werden. Diese Vorstufenphasen
konnen anschlieBend auskristallisiert werden. Dabei werden
neue kristalline porose Mikrosphédren der eingesetzten Ami-
nosduren beobachtet.

Die hier vorgestellte Methode gesellt sich zu vorangegan-
genen Konzepten zur Herstellung poroser Mikrosphéren,
wie: Solvothermalmethoden,® Sol-Gel-Methoden,!'” Pripa-
ration in kommerziell erhiltlichen mikrosphérischen Silica-
gelen™ oder Verwendung von Mikroemulsionstropfchen als
Flussigtemplat zur Pridparation von hohlen anorganischen
Mikrosphiren.'®*!1 Des Weiteren wurde von einer dyna-
mischen Emulgierung von Oltrépfchen mit integrierten Me-
talloxidvorstufen berichtet, die durch eine Reaktion an der
Ol-Wasser-Grenzfliche pordse sternférmige Schalen erge-
ben.

Durch die duBerst geringe Loslichkeit von Aminosiduren
in organischen Medien gelingt ihre schnelle Kristallisation
durch Zugabe von hydrophilen Losungsmitteln zu den wiss-
rigen Losungen. Diesem Prinzip folgen auch die hier
verwendeten geladenen Aminosduren Glutaminsdure, Aspa-
raginsdure, Lysin und Histidin. In Abbildung 1a sind die
daraus resultierenden Ergebnisse am Beispiel der p,L-Glut-
aminsdure dargestellt. Es werden unregelméBige, langliche
Kristalle in der Groenordnung von 50 bis 400 um beobach-
tet. Aufgrund des sehr schnellen Kristallisationsprozesses
werden keine definierten Kristallflichen oder Kanten ausge-
bildet, obwohl die beobachteten Kristallite einen einkristal-
linen Charakter implizieren.

Bei Zugabe von unterschiedlichen Mengen an verzweig-
tem Polyethylenimin (PEIL, M,, =600 gmol ') wird ein vollig
anderes Verhalten beobachtet. Bei Masseverhéltnissen Poly-
mer/Aminosidure von ca. 2:1, 1:1, 1:2 und 1:10 in der D,L-
Glutaminsiure-Ausgangslosung wird bei Zugabe von Ethanol
lediglich eine Triibung, jedoch keine Kristallisation festge-
stellt. Lichtmikroskopische Untersuchungen zeigen die Bil-
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Abbildung 1. a) p,L-Glutaminsiure aus einer Fillungskristallisation
durch Zugabe von 10 mL Ethanol zu 1 mL gesittigter Lésung von b,L-
Glutaminsiure (20°C); b) PILP-Bildung unter den gleichen Bedingun-
gen in Gegenwart von 1 Gew.-% PEI (M,,=600 gmol"). MaRbalken:
a) 50 um, b) 20 pm.

dung von amorphen fliissigen Tropfchen an (Abbildung 1b).
Diese sind vergleichbar mit den von Gower et al. gefundenen
PILP-Phasen.!'*™"!

Wegen ihrer Grofle und ihrer kleinen Brechungsindex-
unterschiede zum umgebenden Losungsmittel lassen sich die
PILP-Phasen jedoch nur schwer nachweisen. Anionische oder
kationische Farbstoffe, die mit den Polymeren der PILP-
Phasen wechselwirken, konnen genutzt werden, um diese
anzufdrben. So farbt z. B. der anionische Farbstoff Amaranth
eine PILP aus D,L-Glutaminsdure und Polyethylenimin.
Amaranth ist zwar gut 16slich in Ethanol und Wasser, verhalt
sich jedoch in der PILP-Phase als Ionophil. Dies fiihrt
wiederum zu einer hohen Extraktionsrate des Farbstoffes
zur Flissigvorstufe.

Dieser Prozess ist in Abbildung 2 wiedergegeben. Eine
Losung von D,L-Glutaminsdure (10 gL™") mit 1.0 Gew.-%
PEI,, (I, klare Losung) wurde mit einer Losung von 0.01
Gew.-% Amaranth in Ethanol (I, rote Losung) versetzt.
Dabei bildete sich eine rosafarbene Emulsion, die mikrosko-
pisch betrachtet als fliissige hellrote Tropfchen in einer
transparenten Umgebung identifiziert wurde. Durch Zentri-
fugation (3500 Umin™'; 30 min) der Emulsion wird eine
Phasenseparation zu einem bindren System erzwungen,

Angew. Chem. 2005, 117, 4156 —4161

www.angewandte.de

Angewandte

Abbildung 2. a) | =Ethanol + 0.01% Amaranth, 1=10 gL' p,.-Glut-
aminsdure + 1% PElgy; b) PILP-Bildung nach Durchmischen von |
und II; c) erzwungene Sedimentation und Entmischung durch Zentri-
fugation (3500 Umin™'; 30 min); d) angefarbter, hochviskoser separier-
ter PILP.

wobei die angefiarbten PILP-Tropfchen nun eine flissige,
viskose untere Phase bilden (Abbildung 2c). Die hohe Vis-
kositét ist in Abbildung 2d phdnomenologisch gezeigt. Eine
anschlieBende Kristallisation dieser Phase fiihrt zu einem
Abdruck des Zentrifugenrohrchens, wobei die gegeniiberlie-
gende Seite sich durch ein Auftreten von Mikroporen aus-
zeichnet (siehe Hintergrundinformationen). Dieses Experi-
ment beweist eindeutig die Existenz der fliissigen Aminosé&u-
re/Polymer-Phase im chemischen Gleichgewicht mit der
Umgebung.

Die Tropfchen, bestehend aus polymergebundener Ami-
nosiure und Wasser, miissen zusitzlich mit einem Uberschuss
an geladenem Polymer an ihrer Oberflidche stabilisiert sein.
FTIR- und '"H-NMR-Studien belegen einen hohen Anteil an
protoniertem PEI in den D,L-Glutaminsdure-PILPs. Mittels
quantitativer 'H-NMR-Messungen war es jedoch nicht mog-
lich, Aussagen iiber die exakten Konzentrationsverhéltnisse
zu treffen (Daten nicht gezeigt). In Ubereinstimmung mit den
verinderten chemischen Verschiebungen der "H-NMR-Mes-
sungen fiir Signale von D,L-Glutaminsidure wechselwirkt der
gesamte Anteil an D,L-Glutaminsdure der PILP-Phase mit
PEI Somit wéaren sowohl elektrostatische Wechselwirkungen
als auch Wasserstoffbriicken als treibende Kréfte der PILP-
Bildung nachgewiesen. Dies konnte sowohl mit FTIR-Mes-
sungen als auch mit pH-Wert-abhidngigen Experimenten
untermauert werden (Daten nicht gezeigt). Alle Polymer/
Aminosdure-Kombinationen zeigen bei den untersuchten
Masseverhiltnissen die Entstehung von PILPs in der Gro-
Benordnung von 1 bis 5 um. Die PILPs zeichnen sich durch
eine Langzeitstabilitdt tiber mehrere Monate aus. Wird
jedoch das umgebende FEthanol verdunstet, werden die
gebildeten PILP-Phasen instabil und 16sen sich auf. Ein
Einfluss experimenteller Parameter, wie Durchmischen der
Ausgangslosungen, Alterungsprozesse oder Riithrgeschwin-
digkeiten (0, 400, 1200 Umin '), auf die PartikelgroBenver-
teilung wurde nicht gefunden.

Um weitere Aussagen iiber die wechselwirkenden Krifte
und speziell tiber die Ladung zu treffen, wurde das Zeta-
Potential reiner D,L-Glutaminsdure gemessen. Das Ergebnis
wurde mit Aussagen der gleichen Messung in Gegenwart von
PEI,, im Masseverhiltnis 1:1 verglichen (als Referenz fiir
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polymerbedeckte Kolloide). Wihrend reine p,L-Glutamin-
sdure-Kristalle ein negatives Zeta-Potential von ca. —19 mV
haben, zeigen Kristalle mit adsorbiertem PEI ein positives
Potential von ca. 27 mV (Abbildung 3). Die PILPs aus D,L-
Glutaminsiure plus PEI,, zeigen ein positives Zeta-Potential
von ca. 18 mV. Damit ist zu folgern, dass die Tropfchen
tatsichlich elektrostatisch durch eine &uBere Uberschuss-
Schicht an adsorbiertem PElIy, stabilisiert sind. Diese These
wird zudem mit Ergebnissen aus den FTIR- und 'H-NMR-
Untersuchungen untermauert, die einen hohen PEI-Anteil in
der PILP-Phase ergaben.
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Abbildung 3. Zeta-Potentiale unterschiedlicher Partikel: reine Kristalle
der p,L-Glutaminsiure (durchgezogene Linie); Kristalle der p,L-Glut-
aminsdure plus PElgy, (gestrichelte Linie); positives Zeta-Potential
einer PILP aus p,L-Glutaminsdure und PElgy, (punktierte Linie).

Die drei weiteren untersuchten Polyelektrolyt/Aminoséu-
re-Paare zeigen eine vergleichbare PILP-Bildung. Fiir die
basischen Aminosduren L-Lysin und L-Histidin wurde Poly-
acrylsiure (PAA,y, M,=2000gmol ') zur PILP-Herstel-
lung eingesetzt. Dabei wurde bei geringem Aminoséaure- und
hohem Polymeranteil keine Kristallisation beobachtet. Der
ladungsgekoppelte Komplex zwischen dem Polyelektrolyt
und den Aminosiduregegenionen erfahrt demzufolge eine
Kristallisationsinhibierung — dhnlich zu vielen Strukturen, die
durch ionische Selbstorganisation gebildet werden."

Um die Kristallisation der PILPs zu unterstiitzen, musste
die Aminosédurekonzentration und somit die Triebkraft der
Kristallisation bei gleichbleibendem Polymeranteil erhoht
werden. Eine hohere Aminosidurekonzentration (ca. 10 Gew.-
%) erreicht man durch Erh6hung der Sattigungstemperatur
auf 60°C. Werden die bei dieser Temperatur generierten
PILPs langsam abgekiihlt, wird Kristallisation beobachtet.
Lichtmikroskopisch (mit und ohne Polarisator) wurde ge-
zeigt, dass die PILP-Phase direkt nach dem Abkiihlen
unkristallisiert vorliegt. Nach 1 h tritt aber bei allen Amino-
sdure/Polymer-Paaren und -Konzentrationen Kristallisation
ein. Nach 24 h ist der grofite Teil der Tropfchen auskristal-
lisiert und nur noch ein kleiner Teil der PILPs vorhanden.
Nach einer Woche ist die Kristallisation abgeschlossen. Die

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

erhaltenen kristallinen Uberstrukturen sind sphirisch bei
Durchmessern von 10 bis 100 um.

Diese Endstrukturen sind wesentlich groer als die Pri-
mértropfchen, was auf die bekannte Tatsache zuriickzufiihren
ist, dass die kolloidale Stabilitdt durch den Kristallisations-
prozess herabgesetzt wird. So kann eine zunichst gebildete
Struktur durch attraktive Wechselwirkungen und Aggregati-
on weiterwachsen.®” Abbildung 4a zeigt eine lichtmikrosko-
pische Aufnahme eines nach diesem Mechanismus gebildeten
sphérischen Kristalls, bestehend aus p,L-Glutaminsdure. Die
typische sphirische Struktur konstituiert sich aus priméren
Nanopartikeln, die in polarisationsmikroskopischen Aufnah-
men ein ,Brewster-Kreuz“ zeigen (Abbildung 4b).”! Dies
kann als Hinweis einer idealen radialen Anordnung der
Nanokristalle zur Mikrosphire verstanden werden.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen eine
Porositdt der Mikrosphdren durch eine Zusammenlagerung
primérer plattchenféormiger Nanopartikel mit 200 nm Durch-
messer und 10-20 nm Dicke (Abbildung 4c und d). Da D,L-
Glutaminsidure normalerweise nadelféormig kristallisiert,
miissen die entstandenen Formen auf ein morphologiekon-
trolliertes Wachstum, hervorgerufen durch den kationischen
Polyelektrolyt, zuriickzufithren sein. Dieser stabilisiert be-
stimmte Fldchen des wachsenden Kiristalls, was in dhnlicher
Weise bereits bei einem doppelt hydrophilen Blockcopolymer
bei der Kristallisation von D,L-Alanin beobachtet wurde.
Genauere Angaben zur Zusammensetzung der Mikropartikel
ergaben FTIR-Experimente, die einen vernachlidssigbaren
Anteil an PEI in den D,L-Glutaminsdure-Mikrosphéren be-
legen (Daten nicht gezeigt). Dieses Resultat konnte mit 'H-
NMR-Experimenten untermauert werden (Daten nicht ge-
zeigt), die einen geringen Anteil an protoniertem PEI in den
Mikrosphiren in der GroBenordnung der '"H-NMR-Nach-
weisgrenze ergaben. Weitwinkelrontgenbeugungsexperimen-
te lieBen erkennen, dass die Doméinengrenzen des entstan-
denen D,L-Glutaminsdure-Monohydrates allesamt > 100 nm
fiir alle Richtungen sind, ausgenommen fiir die Ausdehnung
entlang der [232]-Achse. Diese wurde in Ubereinstimmung
mit der Plédttchendicke aus Abbildung 4d mit 20 nm gefun-
den. Die Bildung dieser exponierten, urspriinglich negativ
geladenen (CeriusRechnung, nicht gezeigt) (232)-Fliche
kann auf eine selektive Polymeradsorption zuriickgefiihrt
werden. Gestiitzt wird diese Aussage durch '"H-NMR-Mes-
sungen, die einen erkennbaren Anteil von D,L-Glutaminsédure
mit einer im Vergleich zum reinen Kristall verschiedenen
chemischen Verschiebung nachweisen. Dieser Unterschied
wurde bereits bei Messungen der PILP gefunden und wird auf
eine Wechselwirkung mit dem kationischen PEI zuriickge-
fithrt (Daten nicht gezeigt).

Der porose Charakter ist auf eine Formgebung durch
Uberschiisse an Wasser und Polyelektrolyt in den PILPs
zuriickzufithren. Um ein wasserfreies Produkt zu gewihrleis-
ten, ist es daher erforderlich, die Kiristalle bei 50°C im
Vakuum zu trocknen. Die Porositit des wasserfreien Pro-
dukts kann iiber Stickstoffadsorption mithilfe der BET-Me-
thode bestimmt werden. Fiir Proben mit einer urspriinglichen
Polymerkonzentration von <1 Gew.-% wurde eine BET-
Oberfléche von ca. 13 m*g ™" bestimmt. Sie ist unabhéngig von
der urspriinglichen PILP-Gro8e. Eine Abschétzung auf der

Angew. Chem. 2005, 117, 4156 —4161


http://www.angewandte.de

Angewandte

Abbildung 4. Kristalle der p,L-Glutaminsdure, gewachsen aus konzentrierter PILP-Phase. Die PILP-Bildung wurde durch Zugabe von 10 mL Ethanol
zu 1 mL gesittigter Lésung (bei 60°C) von p,L-Glutaminsiure in Gegenwart von 1 Gew.-% PEI (M,,=600 g mol™') induziert. a) Lichtmikroskopie,

b) Polarisationslichtmikroskopie, c) REM-Aufnahme der kristallinen Uberstrukturen mit Hinweis auf Porositit, d) REM-Aufnahme mit hdherer Ver-
gréRerung, um die Porenarchitektur aufzulésen und somit das Konstruktionsprinzip der Mikrosphiren zu verdeutlichen. MaRbalken: a,b) 100 um,

c) 10 um, d) 200 nm.

Basis der REM-Bilder fiihrt allerdings zu etwas hoheren
Werten und impliziert die Moglichkeit, dass kernnahe Teile
der Mikropartikel fiir die Messung nicht zugidnglich sind.
BET-Messungen an L-Lysin-Partikeln ergeben eine spezifi-
sche Oberfliche von 17 m*g~!, vergleichbar zu den Werten
von D,L-Glutaminsédure.

Im Fall der basischen Aminosduren fiihrt die Kristallisa-
tion zu sphirischen Aggregaten kleinerer Kristalle (Abbil-
dung 5). In diesem Fall wurden die chiralen L-Enantiomere
verwendet. Wiederum zeigen diese ein komplett anderes
Wachstumsbild als die vergleichbaren reinen Losungen (Ver-
gleichsexperimente: Einschiibe in Abbildung 5) als Folge der
Morphologiemodifizierung primérer Nanokristalle durch zu-
gegebene Polyacrylsdure. Es werden Kristalle mit Stdrken
von ca. 50 nm (L-Histidin) und ca. 30 nm (L-Lysin) zu
sphérischen Partikeln zusammengelagert und hohe Oberfla-
chen beobachtet. Diese Plidttchen weisen jedoch eine stiarkere
laterale Ausdehnung auf als im Fall der p,L-Glutaminséure,
was in einer schneeballartigen Morphologie der endgiiltigen
kristallinen Uberstruktur resultiert. Wiederum ist es interes-
sant zu beobachten, dass sich die Kristalle — wenn immer
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moglich — radial ausrichten und der Abstand zwischen den
Pléttchen sichtbar wird.

Letztendlich bleibt noch anzumerken, dass die Kristalli-
sation von Asparaginsiure sogar bei erhohter Konzentration
durch zugesetztes PEI effektiv verhindert wird. Grund ist die
geringe Loslichkeit in Wasser (4 gL ™" bei 20 °C verglichen mit
10gL™" fiir p,.-Glutaminsdure bei 20°C). Daher miissen
andere Bedingungen fiir dieses System erforscht werden.

Zusammenfassend haben wir die Entstehung ungewohn-
licher kolloidaler Strukturen durch Féllung geladener Ami-
nosduren in Gegenwart entgegengesetzt geladener Polyelek-
trolyte vorgestellt: die Entstehung flissiger Tropfchen korre-
spondierender Polymer/Aminosidure-Komplexe in Wasser.
Diese supramolekularen ,,Wasser-in-Ethanol“-Emulsionen
sind bei geringen Ubersittigungen iiber mehrere Monate
stabil gegen Kiristallisation und Ostwald-Reifung. Diese an-
haltende Stabilitit gegen Kristallisation ist wahrscheinlich die
Folge einer geringeren Gitterenergie der verwendeten orga-
nischen Molekiilkristalle im Vergleich zu frither untersuchten
anorganisch-ionischen Kristallen.'>™ Jedoch ist ein kineti-
scher Effekt nicht auszuschlieBen. Durch eine Erhéhung der
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Abbildung 5. a) REM-Aufnahme von Kristallen des L-Histidins (a; Maf2-
balken 20 um) und L-Lysins (b; MaRbalken 3 pm) mit Uberstruktur
durch Wachstum aus den PILPs. Einschiibe: Lichtmikroskopische Auf-
nahmen der Kristalle aus Vergleichsexperimenten ohne Polymer (MaRR-
balken jeweils 250 um).

Wi

Aminosdurekonzentration ist es aber moglich, diese poly-
merinduzierte fliissige Vorstufe als Basis fiir eine weitere
Kristallisation zu nutzen. Damit werden nach einigen Tagen
sphirische, porose kristalline Uberstrukturen in der GroBSen-
ordnung von 10 bis 100 pm Durchmesser durch eine radiale
Orientierung primédrer Nanopartikel beobachtet. Wird das
Kristallisationsexperiment in 0.IN HCI oder 0.1n NaOH
durchgefiihrt, kann der elektrostatische Einfluss des Polymers
sichtbar gemacht werden. Obwohl PILPs in jedem Fall
beobachtet wurden, konnen pordse Mikrosphédren nur bei
pH <7 fiir b,L-Glutaminsdure und bei pH > 7 fiir L-Histidin
und L-Lysin gefunden werden.

Die hier beschriebene Kristallisation kann zudem als ein
Spezialfall der ,,drowning out“-, ,salting out“- und ,,solven-
ting out“-Techniken gesehen werden.’! So ist es z.B. be-
kannt, dass wihrend der Kristallisation von Proteinen dhn-
liche, aber dort unerwiinschte Effekte auftreten konnen und
sich , fliissige Protein-Phasen“ bilden.”®) Wihrend dieser
Effekt bei der Kiristallisation von Proteinen unterdriickt
werden muss, ist jedoch die Anwendung solcher Vorstufen
duflerst vielversprechend. Da die Kiristallisation nach der
Ostwaldschen Stufenregel {iber ein fliissiges Vorstufeninter-
mediat verlduft, wird der ,,drowning out“-Prozess zusitzlich
zur Konstruktion von Kristallen interessant. Man konnte so
die fliissigen Zwischenstufen zur Kristallisation gewiinschter
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Morphologien oder kristalliner Beschichtungen nutzen,!"
ebenso wie zum Aufbau von Mikro- und Nanostrukturen
aus polaren organischen Molekiilen. Weiterhin haben die
Partikel eine giinstige Grofle, Form und Porositét fiir chro-
matographische Anwendungen, wobei die Kiigelchen aus den
reinen Enantiomeren besonders vielversprechend sind.

Experimentelles

Alle Polymere und Aminosduren wurden von Aldrich bezogen und
ohne weitere Aufreinigung eingesetzt (Reinheiten: 99% b,L-Glut-
aminsdure, 98 % L-Histidin, 98% D,L-Asparaginsdure, >97% L-
Lysin). Die Ausgangslosungen wurden mit bidestilliertem Wasser
angesetzt, als Féllungsmittel wurde Ethanol (Merck) in HPLC-
Reinheit verwendet.

PILP-Bildung: 1 mL einer 1 Gew.-% wdssrigen Losung der
entsprechenden Aminosdure (oder der gesittigten Losung im Fall
eines geringeren Loslichkeitsproduktes) wurde bei 20°C mit 0.1, 0.5,
1.0 und 2.0 Gew.-% (beziiglich des Wasseranteils) der entgegenge-
setzt geladenen Aminosédure versetzt. Verzweigtes Polyethylenimin
(PEI40, M, =600 gmol ") wurde als entgegengesetzt geladenes Po-
lymer fiir die negativ geladenen Aminosduren D,L-Glutaminsdure
(isoelektrischer Punkt(IEP): pH 4.20) und p,L-Asparaginsédure (IEP:
pH 4.25) verwendet. Polyacrylsiure (PAA,y, M, =2000gmol™")
wurde eingesetzt, um aus den positiv geladenen Aminosduren L-
Lysin (IEP pH 8.88) und L-Histidin (IEP pH 6.78) die PILP-Phase zu
bilden. Diese Mischungen wurden unter Rithren mit 10 mL Ethanol
versetzt. Die entstandenen PILP-Phasen konnen mittels Lichtmikros-
kopie als sich bewegende Tropfchen mit Durchmessern von 1 bis 5 um
detektiert werden. Diese niedrig konzentrierten PILPs sind mindes-
tens sechs Monate stabil gegen Kristallisation und gegen kolloidale
Aggregation.

Kristallisation der PILPs: Um die Kristallisation der PILPs zu
fordern, wurde die Konzentration der Aminosiure erhoht, indem
man die Losungstemperatur auf 60°C erhohte. Dazu wurden 1 mL
einer 10 Gew.-% wissrigen Losung der Aminosdure (oder der
gesittigten Losung im Fall eines geringeren Loslichkeitsproduktes)
mit 0.1, 0.5, 1.0 und 2.0 Gew.-% des entgegengesetzt geladenen
Polymers versetzt. Danach wurden 10 mL Ethanol unter Riihren
zugegeben und die Losung auf Raumtemperatur abgekiihlt. Es
konnten fliissige PILP-Tropfchen beobachtet werden, die innerhalb
von 24 h kristallisierten, wie lichtmikroskopische Messungen zeigten.
Die Kiristalle wurden von der Fliissigkeit abgetrennt, dreimal mit
Ethanol gewaschen und anschlieBend bei 50°C im Vakuum getrock-
net.

Die REM-Messungen wurden an einem LEO 1550 GEMINI
durchgefiihrt. Lichtmikroskopische Aufnahmen wurden an einem
Olympus-BX50-Mikroskop mit umgebender Losung angefertigt, um
zu bestétigen, dass die REM-Aufnahmen reale Strukturen zeigen und
keine Artefakte durch Eintrocknung bei der Probenprédparation
wiedergeben. BET-Isothermen wurden an einem Micromeretics
Tristar 3000 aufgenommen. Die Zeta-Potentiale wurden mit einem
Zetasizer HS3000 (Malvern) gemessen, das das Zeta-Potential auf-
grund der Geschwindigkeit der Partikelbewegung im elektrischen
Feld bestimmt. Kristalle und PILP enthaltende Dispersionen in
Ethanol wurden analog zu den Bedingungen der Kristallisationsex-
perimente untersucht.
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