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Die Zellw�nde der Diatomeen[1] sind besonders interessante
Beispiele f�r nat�rliche Hybridmaterialien und zeichnen sich
durch außergew�hnliche mechanische und optische Eigen-
schaften aus.[2] Struktur und Aufbau ihrer Silicat-Zellw�nde
sind eine Inspiration f�r zahlreiche biomimetische Synthese-
experimente.[3] Diatomeen sind deshalb auch bevorzugte
Modellorganismen zur Erforschung der Prinzipien der Sili-
catbiomineralisation.[4] Ihre hierarchisch aufgebauten Zell-
w�nde enthalten amorphes Silicat sowie spezielle Biomole-
k�le. In den vergangenen Jahren konnten drei verschiedene
Klassen solcher Biomolek�le identifiziert werden: 1) die Sil-
affine, stark posttranslational modifizierte Peptide/Protei-
ne;[5] 2) langkettige Polyamine (long-chain polyamines,
LCPAs)[6] und 3) die stark sauren Silacidine.[7] Die zwitterio-
nischen Silaffine bilden aufgrund elektrostatischer Wechsel-
wirkungen supramolekulare Aggregate. Ein �hnliches Ver-
halten wurde auch f�r die langkettigen Polyamine[8] in Ge-
genwart geeigneter Gegenionen, wie Orthophosphat, Pyro-
phosphat oder negativ geladener Peptide wie Silacidine,
nachgewiesen. Sowohl die Aggregate aus Silaffinen als auch
aus LCPAs beschleunigen die In-vitro-Pr�zipitation von Sili-
cat aus kiesels�urehaltigen L�sungen. Die Isolierung und
n�here Untersuchung der genannten Molek�le erforderte
allerdings die Aufl�sung des Biosilicates in HF oder NH4F.
Silaffine, LCPAs und Silacidine befanden sich dann als l�sli-
che Bestandteile im Extrakt.

Die Diatomeenspezies Thalassiosira pseudonana, deren
Genom bereits vollst�ndig sequenziert ist,[9] hat sich zu einem
Modellorganismus der Diatomeenforschung entwickelt.[4]

Erst k�rzlich konnte mit Ionen-Abrasions-Rasterelektronen-
sowie Rasterkraftmikroskopie[10,11] an T. pseudonana das
Vorhandensein nano- und mikrostrukturierter Filamente in-
nerhalb der sich bildenden Zellw�nde gezeigt werden. Of-

fensichtlich handelt es sich dabei um zentrale, m�glicherweise
strukturgebende Filamente, die im entsprechenden Modell
als „lineare Proteine“ bezeichnet wurden.[10] Das Polysac-
charid Chitin (Poly-N-acetyl-d-glucosamin) kommt in zahl-
reichen Calcium-basierten Biomineralien vor.[12] Es wird
davon ausgegangen, dass Chitin unl�sliche, eventuell form-
gebende Strukturen oder Kompartimente bildet, in denen
dann mit dem Chitin assoziierte Biomolek�le die Calcium-
biomineralisationsprozesse kontrollieren. Eine entsprechen-
de Funktion des Chitins f�r Silicatbiomineralisationsprozesse
ist bisher nicht bekannt. Andererseits sind Diatomeen der
Gattung Thalassiosira sp. in der Lage, hochkristalline externe
b-Chitinfasern zu bilden.[13] J�ngste Genexpressionsstudien
geben Anlass zu der Vermutung, dass Chitin auch an der
Bildung der Silicat-haltigen Zellw�nde von T. pseudonana
beteiligt ist.[14] Festk�rper-NMR-spektroskopische Untersu-
chungen an den Zellw�nden von T. pseudonana ergaben Si-
gnale, die charakteristisch f�r Polysaccharide wie Chitin
sind.[15] Das Anliegen der hier vorgestellten Arbeit war es,
dieses m�glicherweise mit der Zellwand assoziierte Chitin bei
T. pseudonana n�her zu untersuchen, vor allem im Hinblick
auf die Frage, ob es sich dabei um einen integralen Be-
standteil des Biosilicates handelt.

Die Abbildung 1 (oben, Mitte) zeigt typische rasterelek-
tronenmikroskopische (REM-)Aufnahmen von Zellw�nden
aus T. pseudonana. Die Zellw�nde wurden mit einer Natri-
umdodecylsulfat(SDS)/Ethylendiamintetraacetet(EDTA)-
haltigen L�sung extrahiert (siehe Experimentelles). W�hrend
die Zucht der Kulturen immer unter identischen Bedingun-
gen erfolgte, kam bei der Ernte entweder eine Durchlauf-
zentrifuge oder ein Mikrosiebgewebe zum Einsatz (Experi-
mentelles). Die filtrierte Probe enth�lt große Mengen der
oben genannten externen Chitinfasern. Dies wird auch durch
die 13C-Festk�rper-NMR-Spektren best�tigt (Abbildung 2).
So wird das Spektrum der filtrierten Probe von intensiven,
schmalen Signalen dominiert, die f�r hochkristallines b-
Chitin charakteristisch sind.[16] �bereinstimmend mit diesem
Befund weist das filtrierte Material nach Behandlung mit dem
Farbstoff Calcofluor White eine intensive Fluoreszenz auf.
Dieser Farbstoff bindet vorzugsweise an b-1,4-glycosidisch
verkn�pfte Polysaccharide. Im Unterschied dazu wird das
externe Chitin in der Durchlaufzentrifuge sehr effektiv von
den Zellw�nden entfernt (Abbildung 1, Mitte). Das voll-
st�ndige Fehlen der Fluoreszenz f�r diese Probe auch nach
Calcofluor-White-Behandlung ist ein weiterer Beleg f�r diese
Tatsache. Das 13C-Festk�rper-NMR-Spektrum der mit
Durchlaufzentrifuge geernteten Probe ist eine �berlagerung
zahlreicher Linien. Trotzdem ist ein gut aufgel�stes Signal bei
d = 104 ppm beobachtbar, das charakteristisch f�r die C1-
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Position von Polysacchariden wie Poly-N-acetyl-d-glucos-
amin ist.[17] Beim Vorliegen von Zuckermonomeren, wie N-
Acetyl-d-glucosamin, w�rde dieses Signal bei ca. d = 93 ppm
auftreten.[17] Es ist deshalb davon auszugehen, dass ein er-
heblicher Anteil von Polysacchariden Bestandteil des Biosi-

licates ist. Das Signal der C1-Kohlenstoffatome weist eine
Halbwertsbreite von ca. 240 Hz auf. Bei den externen Chi-
tinfasern aus T. pseudonana (Abbildung 2A) betr�gt sie
110 Hz. Dies spricht f�r eine vergleichsweise weniger geord-
nete Struktur des im Biosilicat gebundenen Polysaccharides.

Um rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der de-
silicifizierten organischen Matrix zu erhalten, wurden Diato-
meenzellw�nde auf entsprechende Probehalter aufgebracht
und dort mit NH4F behandelt. So wurde die mechanische
Zerst�rung der Proben – vor allem durch Zentrifugations-
schritte – minimiert (Experimentelles). Nach dieser Behand-
lung wurde ein NH4F-best�ndiges organisches Ger�st sicht-
bar (Abbildung 1, unten).

Diese netzwerkartig aufgebaute „Ger�stsubstanz“ hat
�ußerlich die Form und Gr�ße der Diatomeenzellw�nde und
besteht aus vernetzten Fasern von durchschnittlich etwa
25 nm Durchmesser. Der Durchmesser der Fasern variiert
allerdings zwischen 5 und 50 nm. Das 13C-Festk�rper-NMR-
Spektrum dieses Materials ist in Abbildung 2C gezeigt. Es ist
nahezu identisch mit dem Spektrum der zentrifugierten

Abbildung 1. REM-Aufnahmen SDS/EDTA-extrahierter T.-pseudonana-
Zellw�nde nach Ernte mithilfe von Siebgewebe (oben) und einer
Durchlaufzentrifuge (Mitte). Die Mehrzahl der Zellw�nde widersteht
beiden Erntemethoden ebenso wie der nachfolgenden Behandlung mit
SDS/EDTA. Das untere Bild zeigt ein mithilfe von NH4F aus einer mit
SDS/EDTA gereinigten Zellwand extrahiertes organisches Netzwerk.
Maßstabsbalken: 2 mm.

Abbildung 2. 13C Festk�rper-NMR-Spektren von SDS/EDTA-behandel-
ten T.-pseudonana-Proben nach Ernte mithilfe von Siebgewebe (A)
sowie einer Durchlaufzentrifuge (B). Das Spektrum (C) wurde nach
NH4F-Behandlung (Desilicifizierung) des Materials aus (B) erhalten
und repr�sentiert das organische Netzwerk aus Abbildung 1 (unten).
Das untere Spektrum (D) wurde nach NaOH-Behandlung der Netzwer-
ke aufgenommen.

Angewandte
Chemie

9905Angew. Chem. 2009, 121, 9904 –9907 � 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


ganzen Zellw�nde aus Abbildung 2 B, allerdings ist die Lini-
enbreite etwas gr�ßer. So steigt die Halbwertsbreite des C1-
Signals nach der NH4F-Behandlung auf 260 Hz. Die demi-
neralisierten organischen Netzwerke entsprechen 8–10 Gew.-
% des SDS/EDTA-gereinigten Biosilicates. Sowohl GC/MS-
als auch HPLC-Analysen (Dionex; siehe Hintergrundinfor-
mationen) best�tigten das Vorhandensein von Glucosamin als
einem Hauptbestandteil dieses Materials. Aus der Tatsache,
dass die Festk�rper-NMR-spektroskopischen Untersuchun-
gen Hinweise auf gr�ßere Mengen an Polysacchariden erga-
ben, l�sst sich schließen, dass Chitin oder Chitosan als inte-
graler Bestandteil innerhalb des Biosilicates vorliegt.

Das 13C-Festk�rper-NMR-Spektrum zeigt jedoch auch,
dass die organischen Netzwerke außer aus Chitin/Chitosan
noch aus weiteren organischen Komponenten bestehen.
Chitin-Protein-Komposite ebenso wie durch organische Ver-
bindungen vernetzte Chitinverbindungen sind bereits aus
verschiedenen anderen Organismen gut bekannt.[18] Es sei an
dieser Stelle auch erw�hnt, dass ein Chitin bindendes Protein
in der G�rtelbandregion von T. pseudonana bereits identifi-
ziert wurde.[19] Um derartige organische Komponenten zu
entfernen, wurden die Proben in einem weiteren Schritt mit
2.5m NaOH behandelt, was zur Hydrolyse von Proteinen
(d.h. ihrer Entfernung) f�hrt.[20, 21] Im Gegensatz dazu wi-
dersteht das Chitin dieser Behandlung. Das 13C-Festk�rper-
NMR-Spektrum des zur�ckbleibenden Materials ist in Ab-
bildung 2 D zu sehen. Der Vergleich mit dem Spektrum aus
Abbildung 2C macht deutlich, dass die NaOH-Behandlung
unter anderem zum Verschwinden der Signale der aromati-
schen Kohlenstoffatome bei d = 120–140 ppm sowie alipha-
tischer Kohlenstoffatome zwischen d = 30 und 50 ppm f�hrt.
Die entsprechenden Signale stammen wahrscheinlich von
Aminos�uren mit aromatischen oder aliphatischen Seiten-
ketten. Auch das C=O-Signal enth�lt neben dem Beitrag der
N-Acetylgruppe des Chitins Signalbeitr�ge der Amidgruppen
der Peptide/Proteine. Die basische Hydrolyse dieser Kom-
ponenten mit NaOH resultiert somit zwangsl�ufig in einer
relativen Abnahme der C=O-Signalintensit�t, wie aus Ab-
bildung 2C, D ersichtlich ist.

Das Spektrum des zur�ckbleibenden Materials weist stark
verbreiterte Linien bei den f�r Chitin charakteristischen
chemischen Verschiebungen auf. Die C=O- und CH3-Signale
im Spektrum belegen zudem, dass das in den organischen
Netzwerken bei T. pseudonana vorliegende Polysaccharid
acetyliert vorliegt. Es kann somit eindeutig als Poly-N-acetyl-
d-glucosamin identifiziert werden. Dies wurde außerdem
durch Raman-spektroskopische Untersuchungen best�tigt
(siehe Hintergrundinformationen). Die gravimetrische Ana-
lyse des nach der NH4F- und NaOH-Behandlung erhaltenen
Chitins l�sst auf einen Chitingehalt von 2–3 Gew.-% bezogen
auf die SDS/EDTA-behandelten Zellw�nde schließen. Dies
entspricht 25–40 Gew.% der mithilfe von NH4F extrahierten
organischen Netzwerksubstanz. Die Halbwertsbreite des be-
reits oben erw�hnten C1-Signals betr�gt bei der NaOH-be-
handelten Probe ca. 500 Hz. Die Entfernung der organischen
Komponenten aus den Netzwerken resultiert somit in einer
noch weniger geordneten Form von Poly-N-acetyl-d-glucos-
amin. Es ist darauf hinzuweisen, dass sowohl das aus Kalmar-
Gladien isolierte b-Chitin als auch das aus marinen

Schw�mmen isolierte a-Chitin ebenfalls 13C-Festk�rper-
NMR-Spektren mit verbreiterten Signalen aufweisen.[16,20a]

Dieses aus der Literatur bekannte Verhalten wird mit einem
hohen Anteil an Poly-N-acetyl-d-glucosaminmolek�len an
Oberfl�chen erkl�rt. Elektronenbeugungsaufnahmen der
extrahierten, in Abbildung 1 (unten) gezeigten organischen
Netzwerke weisen nicht die f�r kristallines Chitin typischen,
scharfen Reflexe auf (siehe Hintergrundinformationen).
Dieses Verhalten best�tigt den amorphen Charakter der ex-
trahierten organischen Netzwerke in �bereinstimmung mit
der starken Linienverbreiterung der 13C-Festk�rper-NMR-
Signale. R�ntgenbeugungsexperimente an den Chitin-ba-
sierten Fibrillen aus Kalmar-Gladien,[16] aus der Alge Pote-
riochromonas stipitata[22] sowie aus dem Chitin-basierten
Skelett des marinen Schwammes I. basta[20a] lieferten bereits
fr�her analoge Beobachtungen.

Wir haben damit erstmals nachgewiesen, dass die Zell-
wand der Diatomee T. pseudonana ein auf Chitin basierendes
Netzwerk enth�lt. Dieses gleicht der Form und Gr�ße der
Zellwand und besteht aus miteinander vernetzten Fasern mit
einem durchschnittlichen Durchmesser von etwa 25 nm.
Diese Fasern enthalten außer Chitin noch andere, bisher
unbekannte Biomolek�le. Dies l�sst darauf schließen, dass
die Chitin-basierte netzwerkartige Struktur als Grundger�st
f�r die Silicatabscheidung dient, w�hrend andere Biomole-
k�le – wie die Silaffine – aktiv die Pr�zipitation der Kiesel-
s�ure beeinflussen. Dieser Mechanismus w�re dem der Cal-
ciumcarbonat-Biomineralisation analog (siehe oben). Es ist
weiterhin m�glich, dass die Netzwerke im Inneren der Zell-
wand eine mechanische Stabilisierungsfunktion haben.

Weiterf�hrende Arbeiten sollen folgende Fragen kl�ren:
Woraus setzen sich die anderen organischen Komponenten in
den neu entdeckten Chitin-haltigen Netzwerken zusammen,
und was ist ihre genaue Funktion? Weisen die Zellw�nde
anderer Diatomeen-Spezies �hnliche organische Netzwerke
auf ? In jedem Falle kann aber festgestellt werden, dass das
Polysaccharid Poly-N-acetyl-d-glucosamin (Chitin) an der
Bildung des Diatomeen-Biosilicates von T. pseudonana
direkt beteiligt ist.

Experimentelles
T. pseudonana (Klon CCMP1335) wurde in einem 20-L-Plastikkolben
in k�nstlichem Meerwasser gez�chtet, das nach dem Rezept der
North East Pacific Culture Collection hergestellt wurde.[23] Um ein
verbessertes Signal/Rausch-Verh�ltnis der 13C-Festk�rper-NMR-
Spektren zu erhalten, wurden die Diatomeen durch Zugabe von
NaH13CO3 zum Kulturmedium 13C-markiert.

Ernteverfahren: Filtrierte Zellw�nde: Die ganzen Zellen wurden
durch aufeinander folgendes Filtrieren des Kulturmediums durch ein
1-mm-Nylonsiebgewebe (Stockhausen Sieb- und Filtererzeugnisse)
und einen 0.2-mm-ZAPCAP-Nylonfilter (Whatman) angereichert.
Zentrifugierte Zellw�nde: Die Zellen wurden durch kontinuierliche
Zentrifugation des Kulturmediums durch einen Westfalia-Separator
bei maximaler Geschwindigkeit angereichert.

Isolierung der Chitin-basierten organischen Netzwerke: Schritt 1:
Die geernteten Zellen wurden zweimal kurz in einem Puffer mit 0.1m
EDTA und 2% SDS aufgekocht. Die Suspension wurde zentrifugiert
und mit destilliertem Wasser gewaschen, bis der �berstand farblos
blieb. Die gereinigten Zellw�nde wurden �ber Nacht lyophilisiert.
Schritt 2: Das Diatomeen-Biosilicat wurde unter relativ milden Be-
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dingungen in einer sauren Ammoniumfluoridl�sung aufgel�st
(Raumtemperatur, 8m NH4F/2m HF, pH 4–5, 20 min). Die Proben
wurden zentrifugiert, viermal mit destilliertem Wasser gewaschen
und �ber Nacht lyophilisiert. Schritt 3: Die Proben wurden zwei
Stunden mit 2.5m NaOH bei 37 8C behandelt. Sie wurden zentrifu-
giert, viermal mit destilliertem Wasser gewaschen und �ber Nacht
lyophilisiert. Die gravimetrischen Analysen wurden auf einer Mi-
kroanalysenwaage (Kern) durchgef�hrt.

REM: Um zerst�rungsfreie Aufnahmen mechanisch wenig be-
anspruchter organischer Netzwerke zu erhalten, wurden die Experi-
mente unmittelbar auf den Probehaltern (Plano GMBH) durchge-
f�hrt. Die NH4F- und NaOH-Behandlung wurde dabei ansonsten wie
oben beschrieben durchgef�hrt.

NMR-Spektroskopie: Die 13C-Festk�rper-NMR-Experimente
wurden an einem Bruker-Avance-300-Spektrometer bei 75.47 MHz
f�r 13C mit einem 2.5 mm Doppelresonanz-MAS-NMR-Probenkopf
durchgef�hrt. Aufgenommen wurden 1H-13C-Ramped-Amplitude-
Cross-Polarization(CP)-Spektren[24] (Kontaktzeit 4 ms) bei einer
Probenrotationsfrequenz von 14 kHz unter SPINAL-1H-Entkopp-
lung.[25]
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