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Zusammenfassung

Antigefrierproteine (AFP) hemmen das Wachstum von Eiskristallen und spielen daher
eine wichtige Rolle beim Uberleben vieler Organismen bei Temperaturen unterhalb des
Gefrierpunkts. Insbesondere bei Antigefrierglykoproteinen und -glykopeptiden (AFGP),
die in einigen Fischen der Polarmeere vorkommen, sind viele Aspekte zum Wirkmecha-
nismus nach wie vor unverstanden. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine
Reihe von Substanzen untersucht, die wie AFP und AFGP das Eiswachstum inhibieren.
Dabei wurde die Effizienz dieser Wachstumshemmung mit Hilfe einer speziellen Form
der Ostwaldreifung bestimmt, namlich der Eisrekristallisation von polykristallinem Eis in
wassrigen Losungen.

Es wurden Experimente zur Kinetik der Eisrekristallisation durchgefiihrt, um neben der
hemmenden Wirkung der Substanzen auch den Einfluss weiterer Faktoren wie der Tempe-
ratur und des Eisanteils zu bestimmen. Hierzu wurden wassrige Natriumbromid- und Sac-
charoselosungen bei Rekristallisationstemperaturen von -25 bis -5°C untersucht. Um die
Kinetik der Eisrekristallisation und den Einfluss der verschiedenen Faktoren zu quantifi-
zieren, wurde eine erweiterte Form der LSW-Theorie (Lifshitz-Slyozov-Wagner) entwickelt
und verwendet. Damit war es moglich, die Effizienz zu bestimmen, mit der AFGP und ei-
nige synthetische Analoga die Rekristallisation hemmen. In den Untersuchungen wurden
Auswirkungen bereits kleiner struktureller Verédnderungen sichtbar, wodurch Struktur-
Wirkungs-Beziehungen quantitativ und nicht wie zuvor nur qualitativ abgeleitet werden
konnten. Die im Rahmen dieser Arbeit effektivste Verbindung zeigte bereits bei einer
Konzentration von 0.23 pg mL~! eine Antigefrieraktivitit. Damit ist die hier vorgestell-
te Methode der Effizienzbestimmung zudem um ein Vielfaches empfindlicher als andere
gangige Verfahren, wodurch es moglich wurde, bei bisher als inaktiv eingestuften Verbin-
dungen eine Aktivitdt nachzuweisen.

Des Weiteren wird eine neue experimentelle Methode vorgestellt, bei der die optische
Anisotropie von Eis dazu genutzt wurde, um mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie Auf-
schluss iiber diejenigen Eisfacetten zu erhalten, deren Wachstum durch die spezifische
Adsorption der Glykopeptide gehemmt ist.

Unter Verwendung aller erhaltenen Daten ergibt sich, dass der Adsorptions-Inhibierungs-
Mechanismus bei Antigefrierglykopeptiden auf einer reversiblen Adsorption an prismati-
schen Eisflichen basiert. Zudem legen die aufgestellten Struktur-Wirkungs-Beziehungen
den Schluss nahe, dass die Adsorption an Eis auf den Hydroxygruppen der Kohlenhy-
drate an den Positionen C4 oder C6 beruht. Allerdings wird auch deutlich, dass die Hy-
droxygruppen selbst oder Motive wie die Disaccharidgruppe der natiirlichen AFGP nicht
essentiell sind, aber die Effektivitat sehr stark erhohen.
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Abstract

Antifreeze proteins (AFP) inhibit the growth of ice crystals and, thus, play an important
role in the survival of many organisms at temperatures below the freezing point. But
many aspects of the mechanism of action are still not understood, especially for antifree-
ze glycoproteins and glycopeptides (AFGP), which are present in some fish of the polar
oceans. Therefore, within the present work several substances were investigated that in-
hibit the ice growth similar to AFP and AFGP. The efficiency of this growth inhibition
was determined using a special form of Ostwald ripening, namely, the ice recrystallization
of polycrystalline ice in aqueous solutions.

Experiments on the kinetics of ice recrystallization were conducted for determining the
influence of factors such as temperature and ice volume fraction in addition to the in-
hibitory effect of the substances. Hence, aqueous sodium bromide and sucrose solutions
were investigated at recrystallization temperatures of -25 to -5°C. An extended form of
LSW theory (Lifshitz-Slyozov-Wagner) was developed and employed for quantifying the
kinetics of the ice recrystallization process and the influence of the different factors. This
analysis allows for the determination of the efficiency of AFGP and some synthetic ana-
logues in inhibiting recrystallization. The effects of very small structural changes became
evident, allowing for the establishment of quantitative structure-activity relationships,
in contrast to previous qualitative studies. The most efficient compound investigated in
this work showed antifreeze activity already at a concentration of 0.23 pg mL~!. Hence,
the method presented here is much more sensitive than other common procedures, which
made it possible to detect activity for compounds previously classified as inactive.
Furthermore, a new experimental method is presented, which uses the optical anisotropy
of ice to provide information on those ice facets, whose growth is inhibited by the specific
adsorption of the glycopeptides.

The combined data strongly suggests that the adsorption-inhibition mechanism of anti-
freeze glycopeptides is based on a reversible adsorption to prism ice faces. In addition, the
observed structure-activity relationships lead to the conclusion that the hydroxy groups
of the carbohydrates at positions C4 or C6 are responsible for the adsorption. It is also
clear, however, that the hydroxy groups, or motifs like the disaccharide groups of natural
AFGP are not essential for activity, but they greatly increase their efficiency.
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1 Einleitung

Die Natur hat eine Vielzahl von Strategien entwickelt, um Leben unter extremen Be-
dingungen zu ermoglichen. Beispielsweise nutzen einige Fische der Polarmeere so ge-
nannte Antigefrierproteine und -peptide (AFP; engl.: antifreeze protein/peptide), um der
Gefahr intrazellularer Eisbildung und den entsprechenden Auswirkungen zu begegnen
(Venketesh und Dayananda, 2008). Diese Proteine hemmen das Eiswachstum und mini-
mieren dadurch die Auswirkungen des Kontakts mit Eis, dem diese Fische aufgrund ihres
Lebensraums ausgesetzt sind. Die Inhibierung des Eiswachstums basiert auf der Adsorpti-
on der Proteine an der Eisoberfliche. AFP sind also keine Gefrierschutzmittel im tiblichen
Sinn des Begriffs ,antifreeze“, denn sie bewirken im Gegensatz zu Gefrierschutzmitteln
keine starke Erniedrigung des Eisschmelzpunkts.

Zu den heute bekannten AFP gehort auch die Klasse der Antigefriergklykoproteine und
-glykopeptide (AFGP; engl.: antifreeze glycoprotein/peptide). Obwohl diese Proteine be-
reits in den 1960er-Jahren von DeVries und Wohlschlag (1969) entdeckt wurden und da-
mit die erste bekannte AFP-Art darstellen, ist auch heute noch wenig tber ihren ge-
nauen Adsorptions-Inhibierungs-Mechanismus bekannt. Anhand von Struktur-Wirkungs-
Untersuchungen sollen in dieser Arbeit Strukturmotive aufgeklirt werden, die fiir die
Adsorption dieser Proteine an Eis essentiell sind. Zudem soll die Frage beantwortet wer-
den, ob die Wirksamkeit der AFGP auf einer irreversiblen oder reversiblen Adsorption
beruht.

Zur Quantifizierung der Effektivitat, mit der verschiedene AFGP das Eiswachstum hem-
men, wird ihre Wirkung auf die Eisrekristallisation experimentell untersucht. Rekristalli-
sation ist eine Form der Ostwaldreifung, bei der in einer polykristallinen Probe grofie Kris-
talle auf Kosten von kleineren wachsen. Diese Methode bietet gegeniiber der héufig ver-
wendeten Messung der Temperaturdifferenz zwischen dem Eisschmelzpunkt und der Tem-
peratur, unterhalb derer Kristallwachstum zu beobachten ist, den Vorteil einer sehr viel
hoheren Empfindlichkeit (Inada und Lu, 2003, 2004). Um einen messbaren Effekt auf die
Eisrekristallisation zu haben, geniigen nédmlich deutlich kleinere AFGP-Konzentrationen.
Da Eisrekristallisation auch durch andere Faktoren wie Temperatur und Eisanteil beein-
flusst wird (Jayanth und Nash, 1989), ist ein weiterer wichtiger Teilaspekt dieser Arbeit
die quantitative Beschreibung dieser Einfliisse. Erst damit kann die Wirkung der AFGP
gesondert betrachtet werden. Zudem konnen die hier untersuchten Losungen von z. B.
Saccharose als Modellsysteme in der Lebensmittelindustrie dienen (Sutton et al., 1996;
Regand und Goff, 2006).

Die Gewinnung von AFGP aus natiirlichen Quellen ist heute noch relativ aufwendig und
kostenintensiv. Daher ist ein langfristiges Ziel, mit Hilfe der hier gezeigten Aufklarung
von Struktur-Wirkungs-Beziehungen Analoga zu entwickeln, die fir Anwendungen inter-



1 Einleitung

essant sind. Mogliche Anwendungsgebiete reichen von der Lagerung von Lebensmitteln
bei tiefen Temperaturen bis hin zur Kryokonservierung von Geweben oder Organen im
medizinischen Bereich (Griffith und Ewart, 1995; Wang, 2000).

Im folgenden Kapitel wird es darum gehen, die verschiedenen in der Natur vorkommen-
den AFP und ihre Wirkungsweise vorzustellen. Besonders ausfiihrlich werden an dieser
Stelle AFGP behandelt und bisherige Struktur-Wirkungs-Untersuchungen zu diesen Pro-
teinen zusammengefasst. Des Weiteren gehoren zu diesem Kapitel Antigefrierpolymere
wie z. B. Polyvinylalkohol (PVA), die aufgrund ihrer besseren Verfiigbarkeit fiir Anwen-
dungen interessant sein kénnten und daher auch in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurden. Im Kapitel 3 folgt dann die Beschreibung der Eisrekristallisation in wéssrigen Lo-
sungen sowohl theoretisch anhand der LSW-Theorie (Lifshitz-Slyozov-Wagner) als auch
experimentell. Dabei werden erstens wéssrige Natriumbromid- und Saccharosel6sungen
genauer untersucht und Einfliilsse von Temperatur und Eisanteil auf die Rekristallisati-
onsgeschwindigkeit quantifiziert, zweitens werden Rekristallisationsexperimente bei vari-
ierenden Temperaturen vorgestellt und drittens werden fiir eine Reihe von Additiven wie
Polymeren, Peptoiden und Peptiden anhand der Bestimmung der jeweiligen Inhibierungs-
effizienz Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufgestellt. Dabei werden die Beobachtungen in
Hinblick auf ein besseres Verstédndnis der AFGP-Adsorption interpretiert. In Kapitel 4
wird schliefSlich eine neue Methode vorgestellt, die unter Ausnutzung der optischen An-
isotropie von Eis mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie weiteren Aufschluss tiber den
Adsorptionsprozess liefert.
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2.1 Leben mit Eis

Um ein Uberleben von Organismen wie beispielsweise in den Polarmeeren lebenden Fi-
schen bei Temperaturen unterhalb von 0°C zu ermoglichen, hat die Natur im Wesentlichen
zwei Strategien entwickelt (Margesin et al., 2007). Dies sind die Gefriervermeidung und
die Gefriertoleranz. Bei gefriervermeidenden Organismen wird die Bildung von Eis ver-
hindert. Dies kann durch Erhohung der Konzentration an Polyalkoholen und Zuckern
erreicht werden, wodurch der Eisschmelzpunkt erniedrigt wird. Haufig vorkommende Ver-
bindungen sind Glycerol und Mannitol bzw. Trehalose und Glukose. Die Verschiebung des
Eisschmelzpunkts, der die thermodynamische Grenze darstellt, unterhalb der Eis stabil
ist, beruht auf einer kolligativen Eigenschaft der gelosten Substanzen. Dies bedeutet, die
Anderung hingt in erster Linie von ihrer Konzentration, nicht aber von ihrer chemischen
Struktur ab. Die in Organismen beobachtete Konzentrationserh6hung kann auf zweierlei
Weise erreicht werden. Zum einen werden die entsprechenden Substanzen in grofferen Men-
gen produziert, zum anderen wird Wasser aus den Zellen entfernt. Eine weitere Moglichkeit
der Gefriervermeidung besteht in der kinetischen Hinderung der Eisbildung (Nukleation)
selbst. Die intrazellulare Fliissigkeit wird in einem unterkiihlten, und damit metastabi-
len, Zustand gehalten. Hierzu werden Eiskeime, die die Eisbildung erleichtern wiirden,
entfernt oder ihre Wirkung durch AFP aufgehoben (Zachariassen und Kristiansen, 2000).
AFP, wie sie z. B. in Insekten vorkommen, verhindern zudem das Eindringen von ex-
trazellularem Eis durch die Membranen. Anstelle der Gefriervermeidung verfolgen einige
Organismen die Strategie der Gefriertoleranz. Hierbei wird nicht die Eisbildung verhin-
dert, sondern deren Auswirkung minimiert. Dazu tragen héufig ebenfalls AFP bei. Der
hier nichtkolligative Mechanismus basiert auf der Adsorption der Proteine an bestimmte
Eisflachen, wodurch deren Wachstum gestoppt wird.

Entdeckt wurden AFP von DeVries und Wohlschlag (1969) in antarktischen Fischen. Be-
reits in den 50er-Jahren des vergangenen Jahrhunderts beobachteten Scholander et al.
(1957) bei arktischen Fischen, dass diese bei Wassertemperaturen von -1.8°C tberle-
ben kénnen. Natriumchlorid, Harnstoff und freie Aminosauren erklaren jedoch nur eine
Schmelzpunkterniedrigung ihres Blutplasmas auf -1.0°C. DeVries und Wohlschlag konn-
ten zeigen, dass fiir das Uberleben der Fische ein Glykoprotein verantwortlich ist. Dieses
ist aus (Ala-Ala-Thr)-Wiederholeinheiten aufgebaut, wobei am Threonin jeweils ein Di-
saccharid gebunden ist. Je nach Anzahl der Wiederholeinheiten n gibt es dieses AFGP
mit Massen von 2.6 bis 33.0 kDa (n = 4 - 50). Heute sind neben den Glykoproteinen noch
vier weitere AFP-Typen in Fischen bekannt (Tabelle 2.1).
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Typ Klassifikation Masse [kDa Eisbindung Struktur
YR \.’\Q};
AFGP (Ala-Ala-Thr)- 2.6 - 33.0 {100} Polyprolin II vy e S
Einheiten, T
Disaccharide v
AFP 1 alaninreich, 3.3-45 {201}, {210} a-Helix
a-Helix
AFP II cysteinreich, 11.0 - 24.0 {111} globulér,
Disulfid- C-Typ-Lektin-
Bindungen Faltung
AFPIII  B-Sandwich 6.5 - 14.3 {100}, {201}  globuléir mit
einer flachen
Seite
AFP IV glutaminreich, 12.3 unbekannt Helixbtindel Q R
spiralformiges vermutet
Biindel

Tabelle 2.1: Klassifizierung und Eigenschaften von Fisch-Antigefrierproteinen. Die gezeigten Strukturen der AFP I - IV
sind zu finden unter http://www.rcsb.org. AFP I. PDB-ID: 1wfa (Sicheri und Yang, 1995). AFP II. PDB-ID:
2zib (Nishimiya et al., 2008). AFP III. PDB-ID: 1hg7 (Antson et al., 2001). AFP IV. Die dargestellte Struktur
gehort zur LDL-rezeptorbindenden Doméne des menschlichen Apoliproteins E. PDB-ID: 1lpe (Wilson et al.,

1991).
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Im Folgenden sind beim jeweiligen AFP-Typ beispielhaft Fischarten aufgefiihrt, die die
entsprechenden Proteine produzieren. Mittlerweile sind insgesamt iiber 50 solcher Fischar-
ten bekannt (Burcham et al., 1986a; Davies und Hew, 1990; Wohrmann, 1996; Barrett,
2001). Typ I AFP sind alaninreich und liegen als a-Helix vor. Varianten mit Massen zwi-
schen 3.3 und 4.5 kDa kommen in einigen Schollen und Cottiden vor. Obwohl strukturell
sehr ahnlich, werden unter den AFP des Typs I zum Teil grofle Unterschiede beobachtet.
So adsorbieren die AFP aus der Winterflunder (Pseudopleuronectes americanus) spezi-
fisch an die pyramidalen {20 1}-Eisflachen, AFP aus dem Seeskorpion (Myozocephalus
scorpius) hingegen adsorbieren an sekundiren prismatischen {210}-Eisflichen. Neben
den mit etwa 4 kDa relativ kleinen Proteinen wurden von Marshall et al. (2004a) so ge-
nannte hyperaktive Typ I AFP mit einer Masse von 16.7 kDa in der Winterflunder (P.
americanus) entdeckt. Diese liegen als Homodimere vor und besitzen mehrere eisbindende
Flachen, wodurch sie schon bei deutlich kleineren Konzentrationen Antigefriereigenschaf-
ten zeigen. AFP des Typs II sind cysteinreiche, globular aufgebaute Proteine mit Massen
von 11.0 bis 24.0 kDa. Eine zusétzliche Unterteilung erfolgt hier in calciumabhéngige,
wie sie im Hering ( Clupea harengus harengus) und im Regenbogenstint (Osmerus mord-
ax mordaz) vorkommen, und calciumunabhéngige Proteine im Seeraben (Hemitrypterus
americanus). Sowohl aus der im Nordatlantik vorkommenden Aalmutter (Zoarces ame-
ricanus) als auch aus der antarktischen Aalmutter (Lycodichthys dearborni) und dem
Seewolf (Anarhichas lupus) kénnen AFP vom Typ III (m = 6.5 - 14.3 kDa) gewonnen
werden. Die Zusammensetzung dieser globularen Proteine wird nicht durch eine bestimm-
te Aminoséure dominiert. Experimente von Antson et al. (2001) deuten darauf hin, dass
Typ III AFP an eine Reihe von Eisflachen adsorbieren kénnen. Hierzu gehoren die pri-
méren prismatischen {10 0}- sowie die pyramidalen {20 1}-Flichen. An welche Eisflachen
AFP vom Typ IV, wie sie im Grauen Seeskorpion (Myozocephalus octodecimspinosis) zu
finden sind, adsorbieren, wurde noch nicht bestimmt. Auch konnte die Tertidrstruktur
noch nicht aufgeklart werden, allerdings wird aufgrund der Ahnlichkeit zu Apoliproteinen
ein Biindel von vier a-Helices vermutet (Deng et al., 1997; Deng und Laursen, 1998). Die
Masse dieses an Glutamin und Glutaminsaure reichen Proteins betragt 12.3 kDa.

Nicht nur in Fischen sondern auch in Pflanzen, Bakterien, Pilzen und wirbellosen Tie-
ren wie Insekten und Spinnen kommen AFP vor (Venketesh und Dayananda, 2008). Die-
se Proteine unterscheiden sich sowohl in ihrer Struktur als auch in ihren Eigenschaften
deutlich von Fisch-AFP. Insekten-AFP sind in der Regel deutlich effektiver als Fisch-
AFP und diese sind wiederum effektiver als AFP, wie sie in Pflanzen, Bakterien und
Pilzen vorkommen. Die meisten der etwa 50 bekannten Insekten- und 6 Spinnenarten,
in denen AFP gefunden wurden, gehéren zu der Gruppe der gefriervermeidenden Orga-
nismen (Duman et al., 2004). Einige sind allerdings auch gefriertolerant und tberleben
Temperaturen von -40 bis -70°C. Auch AFP-produzierende Pflanzen sind mit mehr als
70 verschiedenen Arten sehr verbreitet (Griffith und Ewart, 1995; Doucet et al., 2000;
Raymond und Knight, 2003). Diese bilden AFP jedoch nur bei Akklimatisierung an nied-
rige Temperaturen. Zu diesen Pflanzen zéhlen einzellige Kieselalgen, aber auch Moose
und einige hohere Pflanzen. Hierzulande vorkommende Arten sind Mohren, Roggen oder
Kartoffeln.
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In der Regel sind Pflanzen und auch die meisten Bakterien als gefriertolerant einzu-
stufen. Viele der AFP in Bakterien und Pilzen (iiber 20 Arten) zeigen eine relativ ge-
ringe Effektivitat (Duman und Olsen, 1993; Yamashita et al., 2002; Gilbert et al., 2004;
Raymond und Janech, 2009). Eine Ausnahme bildet dabei ein von Gilbert et al. (2005)
isoliertes und charakterisiertes antarktisches Bakterium. Das AFP dieses Bakteriums be-
sitzt eine ahnliche Effektivitiat wie AFP in Insekten oder Fischen. Dies deutet darauf hin,
dass es zu den gefriervermeidenden Spezies zu zahlen ist.

2.2 Wirkungsweise

Trotz der groflen Vielfalt basiert die Hemmung des Eiswachstums durch AFP immer auf
dem gleichen Prinzip. Nach dem von Raymond und DeVries (1977) vorgestellten Adsorp-
tions-Inhibierungs-Mechanismus wird durch die Adsorption der AFP an der Eisoberflache
das Kristallwachstum gehemmt oder sogar komplett gestoppt. Die Bedeckung der Eis-
oberfliche mit einer AFP-Monolage ist hierbei nicht notig. Das Eis zwischen den ad-
sorbierten Molekiilen wéchst nur bis zu einer bestimmten Kriimmung der Oberfléche
(Abbildung 2.1). Dies beruht auf dem Kelvin-Effekt, wonach eine konvex gekrimmte
Oberflache einen geringeren Schmelzpunkt als eine ebene Oberflache aufweist. Das Eis zwi-
schen den AFP wichst bei Temperaturabsenkung immer nur so weit, bis der Schmelzpunkt
der nun gekriimmten Oberflache gerade der aktuellen Temperatur entspricht. Makrosko-
pisches Eiswachstum kann so erst ab dem Hysteresegefrierpunkt beobachtet werden, der
auch als Nichtgleichgewichtsgefrierpunkt bezeichnet wird. Ab diesem Punkt ist der Ab-
stand zwischen den AFP zu grof}, um das Eiswachstum zu verhindern. Der Unterschied
zwischen Schmelzpunkt und Hysteresegefrierpunkt wird als thermische Hysterese (TH)

Hysteresegefrierpunkt I Schmelzﬁ)unkt
1 ; - »
: Temperatur : "
«—— < . > | —>
Wachstum Thermische Hysterese Schmelzen

Abbildung 2.1: Thermische Hysterese und Kelvin-Effekt. An die Eisoberflache adsorbierte
AFP hemmen das Eiswachstum aufgrund der Ausbildung von gekriitmmten

Oberflachen.
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bezeichnet. Das Ausmafl der Hysterese hédngt neben weiteren Faktoren hauptséchlich von
der Art und Konzentration des Proteins ab (Takamichi et al., 2007).

Die Adsorption der AFP geschieht an Eisflichen, die fiir das jeweilige Protein spezi-
fisch sind. Im Falle des AFP Typ I aus der Winterflunder sind dies die {20 1}-Flachen.
Wen und Laursen (1992, 1993a,b) fithrten eine Reihe von Mutationsstudien an diesem
Protein durch. Sie stellten unter anderem fest, dass die Threonin-, Asparagin- und Aspar-
tatgruppen nicht nur vorhanden sein, sondern auch einen bestimmten Abstand zueinan-
der aufweisen miissen. Von besonderer Bedeutung ist die RegelméaBigkeit der Oberflachen-
struktur sowohl des Proteins als auch derjenigen von Eis. Im Eis finden sich Absténde von
16.7 A zwischen Sauerstoffatomen auf der (20 1)-Fliche (Abbildung 2.2a). Die gleichen
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Abbildung 2.2: Modell der Adsorption von AFP Typ 1. (a) Sekundére pyramidale {201}-

Eisflachen. (b) Strukturvergleich zwischen AFP Typ I aus der Winter-
flunder mit der (201)-Fliache von Eis. (¢) Ausbildung eines spezifischen
Kristallhabitus aufgrund der Adsorption von AFP Typ I (Davies et al.,
2002). Verwendet mit freundlicher Genehmigung der Royal Society. (d)
Eisstrukturierung durch Antigefrierproteine. Sobald die wachsende Eis-
front die zum AFP (rote Balken) passende Fliache ausbildet, wird das
Wachstum durch adsorbierende AFP gestoppt.
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Absténde liegen zwischen den Threonin- und den Asparagingruppen im AFP Typ I vor
(Abbildung 2.2b). Aufgrund dieser Ubereinstimmung kommt es insbesondere innerhalb
des Hysteresebereichs zur Ausbildung einer besonderen Eiskristallform (Abbildung 2.2c).
Da die Adsorption an den {20 1}-Fléchen erfolgt, wird nur das Wachstum dieser Flachen
gehemmt bzw. ganzlich gestoppt, wahrend alle anderen Flachen weiter wachsen kénnen.
Die Folge ist so genannte Eisstrukturierung (Abbildung 2.2d). Ohne Zusatz von AFP sind
aus einer Losung gewachsene Eiskristalle stets rund, da diese Form wegen der kleineren
Oberflache energetisch am giinstigsten ist. Wie in Abbildung 2.2d zu sehen ist, wird das
Kristallwachstum aufgrund der spezifischen Adsorption nicht sofort gestoppt. Erst nach-
dem sich die Flédchen herausgebildet haben, an die AFP adsorbieren, wird dies erreicht. Die
einzigartige Form des nun vorliegenden Kristalls kann entsprechend Aufschluss dariiber
geben, an welche Flachen AFP adsorbiert sind (Abbildung 2.2a-c).

Dass die Antigefrieraktivitit des AFP Typ I aus der Winterflunder gerade auf den Threo-
nin-, Asparagin- und Asparaginsauregruppen basiert, wurde bereits vor den Arbeiten von
Wen und Laursen (1992, 1993a,b) postuliert. Nach der Vorstellung von DeVries (1984)
sind die Hydroxygruppen dieser Aminosduren und damit Wasserstoffbriickenbindungen
fiir die Bindung an Eis verantwortlich. Untersuchungen, bei denen Threonin gegen Valin
oder Serin ausgetauscht wurde, deuten jedoch darauf hin, dass neben Wasserstoffbriicken
auch van der Waals-Wechselwirkungen von grofier Bedeutung sind (Chao et al., 1997;
Haymet et al., 1998; Zhang und Laursen, 1998). Es wurde gezeigt, dass der Austausch
gegen Valin die Effektivitat nur geringfiigig herabsetzt, wohingegen nach einem Austausch
gegen Serin die Antigefrieraktivitdt vollstandig aufgehoben ist. Es erscheint plausibel, dass
die eisbindende Fléche des Proteins als Ganzes bestimmte Voraussetzungen erfiillen muss.
Erst dann kommt es zu einer molekularen Erkennung zwischen Protein und Eis und einer
Bindung im Sinne eines Wirt-Gast-Komplexes.

Obwohl das Adsorptions-Inhibierungs-Modell von Raymond und DeVries (1977) im Prin-
zip allgemein akzeptiert ist, gibt es dennoch ein Reihe von offenen Fragen und im-
mer wieder modifizierte oder auch neue Erklarungsansétze (Kristiansen und Zachariassen,
2005). Dass tatsachlich eine Adsorption stattfindet ist jedoch unstrittig. Dies konnte von
Brown et al. (1985) spektroskopisch gezeigt werden. Ein weiterer wichtiger Hinweis ist
der Einbau der AFP beim Eiswachstum, wie ihn bereits Raymond und DeVries (1977)
und auch andere Gruppen beobachtet haben (Knight et al., 1991, 1993; Marshall et al.,
2004b). Zudem konnte mittels Rastertunnelmikroskopie (RTM) gezeigt werden, dass sich
gekrimmte Flachen ausbilden, wenn AFP an Eis adsorbiert sind (Grandum et al., 1999;
Inada et al., 2000). Die Grofle der beobachteten Vertiefungen entspricht dabei der Grofe
der adsorbierten Molekiile.

Umstritten ist jedoch, ob die Adsorption irreversibel oder reversibel ist. Der urspriingliche
Mechanismus basiert auf einer irreversiblen Adsorption. Hiermit lasst sich allerdings nicht
erklaren, dass unterschiedliche AFP bei gleicher Konzentration unterschiedliche Effekti-
vitdten zeigen. Alternative Modelle (Burcham et al., 1986b; Li und Luo, 2000), die einen
dynamischen Austausch der Proteine zwischen Losung und Eisoberfliche innerhalb des
Hysteresebereichs vorschlagen, versagen allerdings beim Versuch, die vollstandige Inhi-
bierung des Eiswachstums zu erkléren. Kristiansen und Zachariassen (2005) postulieren
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daher einen Zwei-Stufen-Prozess. Am Schmelzpunkt stellt sich nach ihrem Modell ein
Gleichgewicht zwischen adsorbierten AFP und AFP in Losung ein. Dass eine permanente
Adsorption hier unwahrscheinlich ist, ist unter dem Gesichtspunkt leicht vorstellbar, dass
die Eisoberfliche einen quasi-fliisssigen Zustand besitzt und nicht als fest angesehen wer-
den kann. Wird die Probe jedoch abgekiihlt und die Eisfront wéchst, so wird dadurch die
Adsorption verstarkt. Zum einen wird das Eis unterhalb der AFP dabei verfestigt, zum
anderen werden die adsorbierten AFP vom Eis umschlossen und damit die Desorption er-
schwert. Untersuchungen von Zepeda et al. (2008) legen nahe, dass zumindest fir AFGP
ein reversibler Mechanismus in Betracht gezogen werden muss. Pertaya et al. (2007) hin-
gegen beobachteten bei einem Typ III AFP eine irreversible Adsorption. Vermutlich sind
diese unterschiedlichen Ergebnisse auf die verschiedenen AFP zuriickzufithren. Die Beob-
achtung, dass sich die Wirksamkeit mehrerer AFP unterscheidet, ist mit unterschiedlichen
Adsorptions-Gleichgewichten zu erkléren.

Neben der thermischen Hysterese und der Eisstrukturierung zeichnen sich AFP auch durch
die Hemmung der Eisrekristallisation aus. Rekristallisation ist eine Form von Ostwald-
reifung eines polykristallinen Materials, bei der grofie Kristalle wachsen, wahrend sich
kleinere Kristalle auflosen. Dieser Prozess beruht auf der Minimierung der Grenzflachen-
energie. Insgesamt nimmt im Verlauf der Rekristallisation die Anzahl an Kristallen ab.
Der mittlere Kristallradius hingegen nimmt entsprechend zu, da bei konstanter Tempe-
ratur die Gesamteismenge konstant bleibt. Die Beobachtung, dass grofiere Kristalle auf
Kosten der kleineren wachsen, héngt mit dem Kelvin-Effekt zusammen. Die kleineren
Kristalle besitzen eine starker gekriimmte Oberfliche und damit einen etwas geringeren
Schmelzpunkt als die grofleren. Dieser Schmelzpunktunterschied fithrt zu einem Fluss von
Wassermolekiilen von den kleinen zu den groflen Kristallen. Im Fall der diffusionskontrol-
lierten Rekristallisation bestimmt dieser Fluss, iiber die Diffusion des Wassers innerhalb
der Losung und damit auch die Viskositédt der Losung, die Geschwindigkeit der Rekristal-
lisation. Bei der Zugabe von AFP jedoch fiihrt die Adsorption und die damit verbundene
Hemmung des Kristallwachstums dazu, dass hier nicht mehr die Diffusion in der Losung
zwischen den Eiskristallen sondern der Einbau von Wassermolekiilen in die Eiskristalle
geschwindigkeitsbestimmend ist.

Neben den zuvor beschriebenen Phénomenen, die auf der Adsorption von AFP an Eis
beruhen, sind AFP auch in der Lage, die heterogene Eisnukleation zu beeinflussen. Hier-
bei verhindern sie die Bildung von Eis vermutlich durch Adsorption an einen Eiskeim
(INA; engl.: ice nucleating agent). Das Kristallisieren von Wasser setzt wie bei sehr
vielen Fliissigkeiten einen Nukleationsprozess voraus. Dies bedeutet, dass reines Was-
ser auf etwa -40°C abgekiihlt werden kann, ohne dass es gefriert. Im Bereich zwischen
dem Schmelzpunkt und der Nukleationstemperatur liegt die Fliissigkeit in einem meta-
stabilen, unterkiihlten Zustand vor. Wird die Nukleation in solchen Fliissigkeiten durch
die spontane Bildung eines so genannten Eisembryos kritischer Grofie ausgelost, wird von
homogener Nukleation gesprochen. Bei der heterogenen Nukleation erfolgt die Bildung
des Eisembryos an der Oberfliche eines INA. Je nach dessen Wirksamkeit wird dabei die
Nukleationstemperatur im Vergleich zum homogenen Fall unterschiedlich stark erhoht.
AFP wirken gegensétzlich und erniedrigen diese Temperatur wieder, indem sie an den
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INA adsorbieren und dessen Effekt dadurch wieder aufheben oder zumindest reduzieren.
Die Grundlage fiir die Wirksamkeit der INA ist wie bei den AFP die Ubereinstimmung
von Bausteinen ihrer Struktur mit der Kristallstruktur von Eis. Daher ist es nicht verwun-
derlich, dass Bestandteile von Eiskeimen auch Antigefriereigenschaften besitzen kénnen
(Kobashigawa et al., 2005).

Eisbildung ist nicht das einzige Problem von Organismen bei tiefen Temperaturen. Schon
oberhalb des Gefrierpunkts kann es zu einem Phasentibergang der Membranen von ei-
ner fliissigkristallinen Phase zu einer Gel-Phase kommen (Drobnis et al., 1993). Hierdurch
wird ihre Durchlassigkeit erhoht, das heifit, die intrazellularen Bestandteile konnen unkon-
trolliert austreten. Rubinsky et al. (1990) konnten erstmals zeigen, dass AFP neben ihrer
Wirksamkeit in Gegenwart von Eis auch zur Membranstabilisierung beitragen. Hays et al.
(1996) bewiesen, dass AFP dabei direkt mit der Membran interagieren und nicht Ionen-
kanéle blockieren, wie es urspriinglich von Negulescu et al. (1992) angenommen wurde.

2.3 Antigefrierglykoproteine

Die ersten AFGP wurden von DeVries und Wohlschlag (1969) identifiziert und waren
damit auch die ersten bekannten Antigefrierproteine tiberhaupt. Sie wurden aus ver-
schiedenen Antarktisdorschen isoliert, die zum Teil stéindig in der Nahe des Schelfeises
leben. In den darauf folgenden Untersuchungen wurde ihre Primarstruktur aufgeklért
(DeVries et al., 1970; Komatsu et al., 1970; DeVries et al., 1971). Die meisten AFGP sind
aus (Ala-Ala-Thr-)-Wiederholeinheiten aufgebaut, wobei am Threonin ein Disaccharid aus
Galaktose und N-Galaktosamin (3-D-Galaktosyl-(1—3)-a-D- N-acetylgalaktosamin) O-
glykosidisch gebunden ist. Diese Struktureinheit (5-Gal-(1—3)-a-GalNAc-O-Thr) gehort
auch zur Gruppe der tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigene und wird als T-Antigen
bezeichnet. AFGP werden entsprechend der Anzahl an Wiederholeinheiten von n = 4
bis 50 und damit ihrer Masse von m = 2.6 bis 33.0 kDa in 8 Klassen unterteilt, wobei
AFGP 1 dem langsten Protein entspricht. Als AFGP 8 wird das kleinste Peptid mit 4 Wie-
derholeinheiten und einer Masse von 2.6 kDa bezeichnet. Neben den typischen (Ala-Ala-
Thr)-Wiederholeinheiten wurden bei den AFGP mit kleineren Molmassen (AFGP 6-8)
Varianten gefunden, bei denen Alanin teilweise durch Prolin ersetzt ist und solche, bei
denen C-terminal ein Arginin-Alanin-Dipeptid angeftigt ist (Burcham et al., 1986a). Die
zugehorigen Sequenzen sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt. Weitere AFGP, die aus einer gro-
Beren Anzahl unterschiedlicher Aminosduren bestehen, wurden von Wohrmann (1996)
entdeckt. Das von ihm gefundene AFGP im antarktischen Silberfisch ( Pleuragramma ant-
arcticum) besteht aus Glycin, Alanin, Asparaginsédure, Glutaminsiure und geringen An-
teilen von Valin, Leucin, Arginin und Threonin. Bei diesem mit einer Masse von 150 kDa
relativ grofen AFGP findet sich zudem nicht das tibliche Disaccharid. Die Analyse der
Zuckerzusammensetzung deutet auf N-Acetylglukosamin hin. Des Weiteren beobachtete
er beim AFGP des Aaldorsches (Muraenolepis marmoratus) Anteile von Asparaginséure,
Glutaminséure, Serin, Arginin und Prolin zusétzlich zu Threonin und Alanin.
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Aminosauresequenz
H-Ala-Ala- -Ala-Ala- - -Ala- -Ala-Ala- - -Ala-OH
H-Ala-Ala- - -Ala- -Ala-Ala- - -Ala- -Ala-Ala-0H
H-Ala-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Pro-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Pro-Ala-Arg-Ala-0H
H-Ala-Ala- -Ala-Ala- -Ala-Ala- -Ala-Ala- -Ala-Ala- - -Ala-0H
H-Ala-Ala- - -Ala- -Ala-Ala- - -Ala- -Ala-Ala- - -Ala-0H
H-Ala-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Pro-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Pro-Ala-Thr-Ala-Ala-Arg-Ala-0H

1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Tabelle 2.2: Natiirlich vorkommende Varianten von Antigefrierglykopeptiden.

Nahezu identische AFGP kommen in einer Reihe von Fischen sowohl des noérdlichen wie
des siidlichen Polarmeeres vor, obwohl diese Fischarten nicht direkt miteinander verwandt
sind und zu verschiedenen Ordnungen gehoren. Die AFGP dieser Fische der beiden Hemi-
spharen unterscheiden sich allein im gelegentlichen Vorkommen von Arginin an Stelle von
Threonin bei Dorschen des Nordpolarmeeres. Chen et al. (1997a) konnten am Riesen-
Antarktisdorsch (Dissostichus mawsoni) zeigen, dass das Antigefrier-Gen der antarkti-
schen Fische sich aus einem Trypsinogen-Gen entwickelt hat. Das Antigefrier-Gen des
arktischen Polardorsches (Boreogadus saida) hingegen zeigt keine solchen Ubereinstim-
mungen zu Trypsinogen-Genen (Chen et al., 1997b). Die Entwicklung beider Fischarten
hat also sehr verschiedene Verlaufe genommen und stellt damit eines der wenigen Beispiele
fiir konvergente Evolution dar.

Zur Aufklarung der AFGP-Sekundérstruktur wurden mehrere Methoden angewandt. Da-
zu gehoren magnetische Kernresonanz (NMR; engl.: nuclear magnetic resonance), Zir-
kulardichroismus (CD; engl.: circular dichroism), Lichtstreuung sowie Raman- und IR-
Spektroskopie. DeVries et al. (1970) untersuchten AFGP 8 und ein Gemisch aus AFGP 3
und 4 mittels CD-Spektroskopie. Die Spektren weisen nur kleine Unterschiede auf. Bei-
de besitzen ein ausgepragtes Minimum bei etwa 195 nm und ein schwaches Maximum
bei etwa 220 nm. Dies wurde zunéchst als Fehlen einer definierten Sekundérstruktur in-
terpretiert. Moglich ist aber auch, dass eine gestreckte, linksgangige Polyprolin 1I Helix
vorliegt, was durch umfangreiche CD- und NMR-Daten von Bush et al. (1981, 1984) und
Bush und Feeney (1986) gesttitzt wird. Aus diesen geht hervor, dass AFGP 8 bei tiefen
Temperaturen in einer gestreckten, stdbchenartigen Konformation vorliegt. Durch Erho-
hung der Temperatur nimmt die Flexibilitdt zu, so dass schliellich ein flexibles Knauel
gebildet wird. Die grofleren AFGP 1-4 lassen sich ebenfalls am besten als flexible Stabchen
beschreiben, wobei die hohe Segment-Mobilitit eine Fernordnung verhindert. Die hohe
Flexibilitat wurde ebenfalls von Ahmed et al. (1975) mittels quasielastischer Lichtstreu-
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ung nachgewiesen. Aber auch hier wird eine gewisse Abweichung von einer rein zufélligen
Anordnung beobachtet. Am besten werden AFGP vermutlich durch eine Polyprolin IT He-
lix beschrieben. Die Struktur ist jedoch sehr flexibel und ist daher als eine Art Mittelwert
zu verstehen. Temperaturabhéngige CD-Spektroskopie und Titrations-CD-Experimente
sowie NMR-Daten von Plattner (2009) unterstiitzen diese Einschatzung.

Um Aussagen iiber den Wirkmechanismus von AFGP machen zu konnen, ist nicht nur
die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur wichtig, sondern insbesondere auch die
Moglichkeit, gezielt Modifikationen durchfithren zu kénnen. Die Gewinnung von AFGP-
Mutanten aus natiirlichen Quellen ist relativ aufwendig und liefert nur geringe Mengen.
Zudem ist die Anzahl an Modifikationen begrenzt. Bei einer entsprechenden Synthese-
strategie ist mit einer synthetischen Darstellung hingegen eine Vielzahl von Derivaten
zuganglich. Die ersten naturidentischen AFGP wurden von Tsuda und Nishimura (1996)
synthetisiert (Abbildung 2.3). Sie stellten dazu zundchst den Glykosyldonor 1 her und
kuppelten diesen an das Tripeptid 2. Umwandlung der Azidogruppe zur Acetamidgruppe
und anschliefende Entfernung der Schutzgruppen liefert die AFGP-Tripeptideinheit 5.
Als letzter Schritt erfolgt eine Polymerisation mittels Diphenylphosphorylazid (DPPA)
zum AFGP (6). Sie erhielten auf diese Weise ein Gemisch aus Peptiden mit Massen von
6.0 bis 7.3 kDa (n = 10 - 12). In den darauf folgenden Jahren wurde diese Synthesestrate-
gie weiter verfeinert und auch dazu benutzt, Analoga zu synthetisieren (Tachibana et al.,
2002, 2004b).

OAg OAc o FC
g\v &&/F OA OAc OAgOAc 'O
gm &q’ ACO%O%
b, c OAc AcHN

MNIN JUWLIN MMIw

OH_OH OH_OH OH_OH OH _OH
AcHN AcHN
N\/U\ j;(OH H N\/”\ KEI

Abbildung 2.3: Synthese von AFGP nach Tsuda und Nishimura (1996). (a) (CsHs)2ZrCly,
AgClO,, CH,Cl,, Molekularsieb 4 A. (b) NiCly-6H20, B(OH)3, NaBHy,,
EtOH. (c) AcyO, MeOH. (d) NaOMe, THF /MeOH. (e) Hy, Pd/C, MeOH.
(f) PhQP(O)Ng, Eth, MQQSO.

d,e
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Da durch Polymerisation immer Gemische verschieden langer Polymere erhalten werden
und einzelne Aminosauren des Riickgrats nicht ausgetauscht werden kénnen, ist die vor-
gestellte Syntheseroute nicht optimal. Die Festphasenpeptidsynthese (SPPS; engl.: solid
phase peptide synthesis) ist besser geeignet, um gezielt Peptide einer bestimmten Lénge
und Zusammensetzung zu synthetisieren (Plattner, 2009; Heggemann et al., 2010). Durch
die Synthese nicht nur natiirlicher AFGP, sondern auch einer grofien Anzahl von Ana-
loga zeigt die Arbeit von Plattner (2009) die Vielseitigkeit der SPPS. Bei der Synthese
der natiirlichen AFGP wird zunéchst das Disaccharid hergestellt und dann mit Threonin
verkniipft (Abbildung 2.4). Der Ausgangspunkt fir die Bildung des Disaccharids ist die
Reaktion des Trichloracetimidats 7 und des Galaktals 8, welches in vier Schritten aus
(-D-Galaktose erzeugt wird, in Gegenwart geringer Mengen von Trimethylsilyltrifluor-
methansulfonat (TMSOTY) zu einem Disaccharid-Glykal. Entfernung der Silylgruppe mit
Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) und anschliefende Acetylierung liefert das vollstan-
dig acetylierte Glykal 9. Einer der grofiten Vorteile der vorgestellten Synthese liegt im
nachsten Schritt, bei dem gleichzeitig ein Azid in der C2-Position des Saccharids und
ein Chlorid in der anomeren Position eingefiihrt wird (Abbildung 2.4d). Diese Methode
kann auf Mono- und Disaccharid-Glykale angewandt werden. Sie liefert durch Zugabe
von Eisen(III)chlorid, Natriumazid und Wasserstoffperoxid zu einer Losung des Glykals
9 in Acetonitril selektiv das a-Anomer 10 in guten Ausbeuten. Nach Verkniipfung mit
Threonin, Einfithrung der Acetamidgruppe und Entfernung der tert-Butyl-Schutzgruppe
wird der T-Antigen-Threonin-Baustein 12 erhalten.

Der Aufbau der Peptidkette erfolgt halbautomatisch in einem Mikrowellen-Peptid-Synthe-
sizer (Abbildung 2.5), was zu einer stark verkiirzten Reaktionszeit im Vergleich zur manu-
ellen Kupplung fiihrt. Bei der vorwiegend automatisierten Mikrowellen-Synthese werden
Kupplung, Capping und Entschiitzung durch Mikrowellen-Strahlung begleitet. Lediglich

OAc OAc OH_OTBDPS . OAg-OAc OAg-OAc OAc OAc OAc OAc
a,b,c d
AcO OAGC - OAc Ng
o\(NH o]
T o, 8 9 10

OAc_OAc OAc OAc OAc_OAc OAc OAc
Aco%&% Aco%og%
e, f OAc AcHN g OAc AcHN
—_— (o) —_— (o]
t
Fmoc\Njim/O Bu Fmoc\Nji“/OH
H

H o 0
11 12
Abbildung 2.4: Synthese des T-Antigen-Threonin-Bausteins nach Plattner (2009). (a)
TMSOTY, CHyCl,. (b) TBAF, AcOH, THF. (c) AcyO, Pyridin. (d) FeCls,
NaNg, HQOQ, CHgCN (e) Fmoc—Thr—OtBu, AgClO4, Ag2003, CHQCIQ,
Toluol. (f) AcSH, Pyridin. (g) 95 % TFA.
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OAc AcHN | OH ™ AcHN |
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Abbildung 2.5: Synthese von AFGP nach Plattner (2009). (a) 20% Piperidin, DMF.
(b) Fmoc-Ala-OH, TBTU, DIPEA, DMF. (c) Fmoc-Thr(R’)-OH, HATU,
HOAt, DIPEA. (d) Ac,O, HOBt, DIPEA. (e) H,NNH,, DMF. (f) TFA,
DCM/DMEF.

der Baustein 12 wird jeweils manuell zugegeben, um Verluste gering zu halten. Auf diese
Weise wurden gezielt AFGP mit 3, 4 und 5 Wiederholeinheiten synthetisiert.

2.4 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Die Aufklarung der essentiellen Motive fiir die Antigefriereigenschaften der AFGP be-
gann direkt nach ihrer Entdeckung mit chemischen Modifikationen an den natiirlichen
Proteinen. Eine Auswahl der synthetisierten Derivate und die Ergebnisse der Effektivi-
tatsstudien sind in Abbildung 2.6 zusammengefasst. Bereits bei den ersten Experimen-
ten von Komatsu et al. (1970) und Ahmed et al. (1973) stellte sich die Wichtigkeit der
Disaccharidgruppe heraus. In diesen Arbeiten wurde die Effektivitdt der Verbindungen
mit einem Osmometer ermittelt. Dabei wird die nicht-kolligative Gefrierpunktsernied-
rigung, also die thermische Hysterese, bestimmt. Oxidation der Galaktosylgruppe mit
Natriumperiodat (Abbildung 2.6a) und Acetylierung durch Essigsdureanhydrid in Pyri-
din (Abbildung 2.6b) fithren beide zu einem Verlust der Antigefrieraktivitat. Kompletter
Verlust tritt nach Komatsu et al. (1970) bereits bei Acetylierung von 35 % der Hydroxy-
gruppen ein. Deacetylierung mit Hydroxylamin fiihrt aber auch zur Wiederherstellung
der Aktivitdt. Ahmed et al. (1973) beobachteten eine Reduktion auf 18 % in Bezug auf
die thermische Hysterese bei einer 32 %igen Acetylierung. -Eliminierung mit Natriumhy-
droxidlosung fiithrt zur Abspaltung des Kohlenhydrats und zum Abbau des Threonins. Die
Proteine verlieren vollstandig ihre Fahigkeit, das Eiswachstum zu stoppen. Ahmed et al.
(1973) geben bei einem 80 %igen Modifikationsgrad, das heiit 80 % des Threonins sind
umgewandelt worden, eine TH von 9% an.

Zudem wurden in den Untersuchungen von Vandenheede et al. (1972) und Ahmed et al.
(1973) die Hydroxygruppen enzymatisch mit D-Galaktose-Oxidase gezielt in C6-Position
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Abbildung 2.6: Chemische Modifikationen der Disaccharidgruppe bei nattirlichen AFGP.
(a) NalO4, NaOAc, Wasser. (b) AcyO, Pyridin. (c) D-Galaktose-Oxidase,
Peroxidase, NagHPO,, KHyPO,4, Wasser. (d) NaHSO3, Wasser. (e) Iod,
NayCOg3, Wasser. (f) NayB,O7, Wasser. Unter jeder Verbindung ist je-
weils der Wert der thermischen Hysterese relativ zum natiirlichen AFGP
angegeben, und in Klammern der Grad der chemischen Modifikation.

oxidiert (Abbildung 2.6¢). Dies fihrte zu einer nur leichten Erniedrigung der Effektivitét.
Die darauf folgende Umsetzung mit Natriumhydrogensulfit (Abbildung 2.6d) oder Iod
(Abbildung 2.6e) verringert die Effektivitat jedoch stark. Dabei ist anzumerken, dass nach
Vandenheede et al. (1972) auch natiirliches AFGP bei Zugabe von Natriumhydrogensulfit
an Effektivitit verliert. Bei einer Konzentration von 15 mmol L~! wird die TH beim
nativen AFGP auf 73 % erniedrigt. Bei dem zuvor mit Galaktose-Oxidase behandelten
AFGP ist der Wert von 28 % relativ zur oxidierten Form zu sehen. Fiir diese Erniedrigung
machen die Autoren die negative Ladung verantwortlich.

Osuga et al. (1989) fithrten nach der Oxidation mit D-Galaktose-Oxidase eine Reihe von
Aminosauren und Peptiden an der C6-Position mittels reduktiver Aminierung in Gegen-
wart von Cyanoborhydrid ein. Dadurch wurde die Effektivitéit im Vergleich zur oxidierten
Form immer erniedrigt, jedoch nicht vollstdndig aufgehoben. Interessanterweise ist das
(Gly)-Analogon weniger effektiv als die Analoga mit (Gly)s, (Gly)s und (Gly)s. Am we-
nigsten effektiv ist das (Gly-Glu)-Analogon. Die Komplexierung des Kohlenhydrats mit
Boraten (Abbildung 2.6f) fithrt ebenfalls zu einer Reduktion der Antigefriereffektivitat
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(DeVries, 1971; Ahmed et al., 1973). Es zeigt sich, dass dies reversibel und vom pH-Wert
abhéngig ist (Ahmed et al., 1976). Bei einem pH-Wert von 7 besitzt das AFGP nahe-
zu die volle Effektivitat, welche sich leicht bis zu einem pH-Wert von 8.4 erniedrigt.
Dann folgt ein rapider Abfall bis ab 8.8 praktisch keine Aktivitdt mehr beobachtet wer-
den kann. Dieser Trend geht einher mit der Anzahl von gebundenem Borat. Bei pH 8.0
kommen etwa 0.5 mol Borat auf ein mol Disaccharid. Bei pH 9.0 allerdings sind es fast
2.0 mol pro mol Disaccharid. Dies bedeutet, dass sowohl die Galaktosyl- als auch die
N-Acetylgalaktosamingruppe komplexiert vorliegen.

Des Weiteren wurde einhergehend mit der Sequenzanalyse schon frith der Einfluss der
Kettenlange auf die Antigefriereigenschaften untersucht. Komatsu et al. (1970) zeigten,
dass die Teilung der Proteinkette mit Subtilisin oder Protease (gewonnen aus Strepto-
myces griseus) zur Desaktivierung von AFGP fithrt. Nach Feeney und Yeh (1978) wurde
damals eine minimale Lange von 10 bis 11 Wiederholeinheiten bzw. 30 bis 33 Aminoséu-
ren angenommen. Hierzu muss jedoch angemerkt werden, dass die natiirlichen AFGP mit
Molmassen kleiner als 10 kDa (AFGP 6-8) als inaktiv oder geringflgig effektiv eingestuft
werden (DeVries et al., 1970; Feeney, 1974). Dies bedeutet allerdings nicht, dass sie kei-
ne thermische Hysterese verursachen. Sie sind nur deutlich weniger effektiv als langere
AFGP. Neuere Untersuchungen von Wu et al. (2001) zeigen, dass bei einer Konzentration
von 20 mg mL~! eine thermische Hysterese von 0.2°C bei den AFGP 6-8 auftritt, wohin-
gegen die AFGP 3-5 eine thermische Hysterese bei dieser Konzentration von bis zu 0.8°C
aufweisen. Die Unterschiede innerhalb einer dieser beiden Klassen sind nicht signifikant.
Geoghegan et al. (1980) untersuchten die Groflenabhéngigkeit der Antigefriereffektivitét,
indem sie natiirliches AFGP 8 mittels Edman-Abbau sukzessive um je eine Aminoséiure
verkiirzten. Es zeigte sich, dass die Effektivitat stark von den Untersuchungsbedingungen
abhangt. Wird die thermische Hysterese des verkiirzten AFGP allein untersucht, so sind
die Peptide bereits nach Entfernung der ersten Tripeptid-Einheit absolut inaktiv. In ei-
nem weiteren Test allerdings, bei dem eine Mischung aus effektiven Proteinen und den
verkiirzten AFGP untersucht wurde, zeigte sich eine Verstarkung der Effektivitat auch
nach 4 Edman-Zyklen. Diese Erhohung der thermischen Hysterese bei Gemischen von
kleinen und grofien AFGP ist ein Phdnomen, dass zuvor von Osuga et al. (1978) beob-
achtet wurde. In ihren Experimenten kam es je nach den verwendeten Konzentrationen
zu einer 2- bis 8fachen Verstdrkung bei Mischung von grofieren AFGP (AFGP 1-5) mit
AFGP 8.

Nach den ersten Modifikationen an nattirlichen AFGP in den 1970er-Jahren wurde wenig
auf diesem Gebiet gearbeitet. Erst als AFGP synthetisch zugénglich wurden und damit
auch eine Vielzahl von Analoga, trat die Untersuchung wieder in das Blickfeld verschiede-
ner Gruppen. Einen der wichtigsten Beitréige leisteten die Arbeiten von Tachibana et al.
(2002, 2004a,b). Zur Synthese der Peptide wurde eine leicht modifizierte Variante der von
Tsuda und Nishimura (1996) vorgestellten Route verwendet. Diese beruht auf der Poly-
merisation von Tripeptideinheiten und anschliefender Trennung der Polymere mittels wie-
derholter préparativer Groflienausschlusschromatographie. Auf diese Weise wurden Pep-
tide mit bis zu 7 Wiederholeinheiten synthetisiert. Neben dem Einfluss der Kettenlange
wurde auch die Wirkung einer grolen Zahl von Modifikationen am Disaccharid sowie der
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Austausch von Threonin gegen Serin untersucht. Eine Einteilung der untersuchten Verbin-
dungen nach ihrer Effektivitéit ist in Abbildung 2.7 dargestellt. Tachibana et al. (2004a)
identifizierten 3 essentielle Motive fir die AFGP-Antigefrieraktivitdt. Diese sind die Ace-
tamidgruppe in der C2-Position, die a-Konfiguration der O-glykosidischen Bindung zwi-
schen dem Kohlenhydrat und der Peptidkette und die y-Methylgruppe des Threonins.
Nach dem Austausch von Threonin gegen Serin wird keine thermische Hysterese mehr
beobachtet. Die Galaktosylgruppe scheint nur geringen Einfluss auf die Effektivitat zu
haben. Entfernung oder Anderung der Bindung zwischen den Kohlenhydraten wirkt sich
nur in kleinem Mafle aus. Vollstandige Entfernung des Zuckers jedoch bewirkt den Verlust
von thermischer Hysterese sowie von Eisstrukturierung. Beim Vergleich der AFGP mit 1
bis 7 Wiederholeinheiten stellt sich heraus, dass zur Beobachtung von thermischer Hyste-
rese eine minimale Kettenldnge von 2 Wiederholeinheiten nétig ist. Auch beim Monomer
zeigen sich allerdings bei einer Konzentration von 40 mg mL~! hexagonale Eiskristalle.
Fiir thermische Hysterese reicht die Effektivitat aber nicht. Bereits ab dem Dimer bilden
sich bipyramidale Kristalle aus. Ab dem Trimer geniigen dafiir auch schon 10 mg mL™.
Das Dimer verursacht eine thermische Hysterese von 0.20°C bei einer Konzentration von
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Abbildung 2.7: Essentielle AFGP-Motive nach Tachibana et al. (2004a).
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2 Antigefrierproteine

40 mg mL~t. Bei gleicher Konzentration steigert sich die thermische Hysterese bis zum
Pentamer. Hier wird ein Wert von 0.43°C erreicht. Verlangerung der Kette bringt ab
jetzt keine weitere Erhohung der Effektivitat. Die Peptide mit 6 und 7 Wiederholeinheit-
en zeigen den gleichen Verlauf in der Abhéngigkeit der thermischen Hysterese von der
Konzentration wie das Pentamer.

Um die Stabilitdt von AFGP zu erhohen, wurde in der Gruppe von Robert N. Ben die
Strategie verfolgt, das Kohlenhydrat iiber Kohlenstoffverkniipfung mit dem Peptidriick-
grat zu verbinden (Abbildung 2.8). Diese C-verkniipften Glykokonjugate konnen im Ge-
gensatz zu natiirlichen, O-verkniipften nicht durch sdure/basen- oder enzymkatalysierte
Hydrolyse gespalten werden. Die Peptide der ersten Generation (Abbildung 2.8a) sind
aus (Lys-Gly-Gly)-Wiederholeinheiten aufgebaut (Ben et al., 1999). Die Verkniipfung bei
diesen Peptiden basiert daher nicht rein auf Kohlenstoff, sondern beinhaltet ein Stickstoff-
atom in der Peptidbindung zwischen Aminoséaureseitenkette und Zuckerrest. Zunéchst
wird bei der Synthese dieser C-verkniipften Analoga der Tripeptid-Baustein syntheti-
siert. Die Kupplung des geschiitzten Saccharids erfolgt dann am e-Amino-Terminus des
Lysins. Der Aufbau des Polymers wird durch SPPS mittels O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorphosphat (HATU) als Kupplungsreagenz durch-
gefiihrt. Nach Entfernung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe (9-Fluorenylmethoxy-
carbonyl) und der Acetyl-Schutzgruppen am Saccharid wurde so ein Peptid mit 3 Wieder-
holeinheiten hergestellt. Da das Harz zu Beginn der SPPS mit Fmoc-Glycin beladen wird,
ist das Peptid dann entsprechend aus 10 Aminoséuren aufgebaut. Eniade et al. (2003)
untersuchten auf diesem Wege synthetisierte Peptide mit 3, 6 und 9 Wiederholeinheiten.
Zur Bestimmung der jeweiligen Antigefriereffektivitdat betrachteten sie den Einfluss der
Peptide auf Eisrekristallisation, thermische Hysterese und Eisstrukturierung. Eine signi-
fikante Reduktion der Rekristallisationsgeschwindigkeit wurde in diesen Untersuchungen
nur beim Hexamer und Nonamer beobachtet, wobei das Nonamer etwas effektiver als das
Hexamer war. Aufgrund der grofien strukturellen Veranderung relativ zum natiirlichen
AFGP ist die Tatsache verwunderlich, dass iiberhaupt Antigefrieraktivitit beobachtet
wurde. In der Tat ist die thermische Hysterese so klein (< 0.1°C), dass sie nicht genau
bestimmt werden konnte. Unabhangig davon belegt die Bildung hexagonaler Kristalle je-
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Abbildung 2.8: C-verkniipfte AFGP-Analoga. (a) Peptide der ersten Generation mit n =
3-9und m = 1-4 (Ben et al., 1999; Tam et al., 2009). (b) Peptide der
zweiten Generation mit n = 4 und m = 1 - 3 (Liu und Ben, 2005).
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2.4 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

doch die Wirksamkeit der Analoga. Tam et al. (2009) synthetisierten Analoga der ersten
Generation mit unterschiedlichen Absténden zwischen Kohlenhydrat und Riickgrat. Es
zeigte sich, dass allein das Ornithin-Analogon (m = 3) Antigefriereigenschaften besitzt:
Weder das Lysin-Analogon (m = 4) noch die Analoga mit m < 3 hemmen die Eisrekristal-
lisation oder fiihren zu Eisstrukturierung. Aufgrund von CD- und NMR-Untersuchungen
sowie molekulardynamischen Simulationen kommen die Autoren zu dem Schluss, dass
dies mit einer Faltung der Seitenkette zum Riickgrat erklart werden kann. Hierbei bildet
sich fiir m = 3 zwischen Kohlenhydrat und Riickgrat eine hydrophobe Tasche. Bei den
iibrigen Analoga nimmt die Seitenkette immer eine gestreckte Form an und richtet das
Kohlenhydrat zur Losung hin aus.

Den Einfluss der Konfiguration verschiedener Zucker auf die Inhibierung der Eisrekris-
tallisation bei einem Analogon bestehend aus 4 (Orn-Gly-Gly)-Wiederholeinheiten un-
tersuchten Czechura et al. (2008). Die verglichenen Kohlenhydrate waren D-Galaktose,
D-Glukose, D-Mannose und D-Talose. Keines der Peptide bewirkte eine thermische Hys-
terese und nur das Galaktose-Analogon zeigte Eisstrukturierung und hemmte die Rekris-
tallisation in dhnlichem Mafle wie AFGP 8. Ein eindeutiger Trend ist bei den weiteren
Analoga nicht zu beobachten. Zwar ist die Effektivitat im Falle von Glukose hoher als bei
Mannose und Talose, allerdings ist sie bei geringen Konzentrationen sogar hoher als bei
natiirlichen AFGP. Eine deutliche Zunahme der Wirkung mit steigender Konzentration ist
bei keinem der drei Peptide zu beobachten. Die Autoren versuchen Kompressibilitatsda-
ten der Kohlenhydrate und die Inhibierung der Rekristallisation in Verbindung zu setzen.
Sie postulieren fiir eine hohe Wirksamkeit, dass die Hydratation der Kohlenhydrate zu
einer Wasserstruktur fithren sollte, die moglichst wenig Ahnlichkeit mit der Struktur von
Bulk-Wasser hat.

Liu und Ben (2005) synthetisierten die Peptide der zweiten Generation (Abbildung 2.8b)
ebenfalls durch Fmoc-basierte SPPS. Die hier verwendeten Bausteine wurden mittels
Olefin-Kreuzmetathese oder katalytischer, asymmetrischer Hydrogenierung dargestellt.
Auf diese Weise wurden Analoga mit unterschiedlichen Abstéinden zwischen Saccharid
und Peptidriickgrat erhalten, die dort kein Heteroatom mehr besitzen. Untersuchungen
der Rekristallisationsinhibierung zeigen, dass das Serin-Analogon (m = 1) mit Abstand
am effektivsten ist. Dies hangt vermutlich damit zusammen, dass die Anzahl von Ato-
men zwischen dem Kohlenhydrat und dem Peptid hier gleich der entsprechenden Zahl
beim natiirlichen AFGP ist. Nach einer Verlangerung des Abstands um ein oder zwei
Kohlenstoffatome zeigen die Analoga nahezu keine Aktivitat mehr.

Vielversprechend in Bezug auf ihre Stabilitdt sind auch N-substituierte Glycine, die auch
als Peptoide bezeichnet werden (Abbildung 2.9). Bei diesen Oligomeren ist die sonst am
a-Kohlenstoff angefiigte Seitenkette im Vergleich zu normalen Peptiden zum Stickstoff
hin verschoben. Entsprechende AFGP-Analoga wurden von Norgren et al. (2009) syn-
thetisiert. Die Verkntipfung zwischen Saccharid und Peptoid erfolgte mittels einer [3+2]-
Cycloaddition zwischen einem Azid und einem Alkin (Klick-Reaktion). Diese Arte der
Verkniipfung wurde ebenfalls von Miller et al. (2009) verwendet, um AFGP-Analoga zu
synthetisieren. Dort allerdings wurde auf diese Weise das Saccharid mit einem Peptidriick-
grat verbunden. Das Fehlen von Aktivitatsstudien zu diesen Analoga verhindert leider eine
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Abbildung 2.9: Vergleich zwischen Peptiden und Peptoiden. Bei Peptoiden ist die Seite-
kette vom a-Kohlenstoff- zum Stickstoffatom hin verschoben.

Beurteilung des Effekts, den diese neue Verkniipfungsart hat. Bei den von Norgren et al.
dargestellten Peptoiden ist dies zwar anders, aber das Fehlen einer Inhibierung der Eis-
rekristallisation muss hier nicht zwangslédufig bedeuten, dass dies mit dem Riickgrat oder
der Verkniipfung zwischen Kohlenhydrat und Riickgrat zusammenhéngt. Hierauf wird im
Unterabschnitt 3.6.3 unter dem Punkt Klick-Chemie naher eingegangen.

Eine weitere Klasse von AFGP-Analoga sind zyklische AFGP-Analoga. Diese wurden
von Hachisu et al. (2009) in einer Eintopfsynthese dargestellt. Die hierzu benétigten li-
nearen AFGP wurden durch Polymerisation mittels DPPA in Dimethylformamid (DMF)
analog zur Methode von Tsuda und Nishimura (1996) synthetisiert. Das dabei erhaltene
Gemisch beinhaltete hauptséchlich Polymere mit 2, 3 und 4 Wiederholeinheiten. Das Re-
aktionsgemisch wurde mit DMF stark verdiinnt und dann ohne Reinigungsschritt wieder
mit DPPA umgesetzt. Nach dem Ausféllen der zyklischen Peptide durch Zugabe von Di-
ethylether wurden diese in einer Ionenaustauschsaule getrennt. Die Hauptprodukte der
Zyklisierung bestehen entsprechend der eingesetzten linearen Peptide aus 2, 3 und 4 Wie-
derholeinheiten. Alle zyklischen AFGP zeigen bei einer Konzentration von 10 mg mL™*
die Ausbildung von bipyramidalen Eiskristallen. Um die Antigefriereffektivitat vergleichen
zu konnen, wurde die thermische Hysterese bestimmt. Sie liegt fiir die zyklischen Pepti-
de im Bereich zwischen dem linearen Dimer und dem Trimer. Das lineare Tetramer ist
mit einer thermischen Hysterese von fast 0.3°C bei einer Konzentration von 10 mg mL ™!
das effektivste Peptid. Bemerkenswert ist, dass der tiiblicherweise beobachtete Trend einer
steigenden Effektivitdt mit steigender Molmasse bei den zyklischen AFGP nicht auftritt.
Im Gegensatz dazu nimmt hier die thermische Hysterese ab.

2.5 Antigefrierpolymere

Obwohl natiirliche AFGP mittlerweile auch synthetisch zugénglich sind, ist ihre Produk-
tion in grofem Mafistab noch zu aufwendig und damit auch zu kostspielig fiir indus-
trielle Anwendungen. Ein Ziel ware daher, einfacher aufzubauende Mimetika zu entwi-
ckeln, die in groflen Mengen durch Polymerisation gewonnen werden kénnen. Tatsachlich
gibt es Polymere, die Antigefriereigenschaften besitzen. Knight et al. (1995) identifizier-
ten Polyvinylalkohol (PVA) als effektiven Rekristallisationsinhibitor. PVA wird durch
Polymerisation von Vinylacetat mit anschlieBender Hydrolyse hergestellt. Es bewirkt eine
sehr kleine thermische Hysterese, so dass diese zunéchst nicht angegeben werden konn-
te. Inada und Lu (2004) bestimmten einen Wert von 0.04°C bei einer Konzentration von
50 mg mL~" (M, = 13000 - 23000 ¢ mol™*). Bei AFP Typ I (m = 3300 Da) geniigen
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2.5 Antigefrierpolymere

schon 2 mg mL~! fiir eine thermische Hysterese von 0.32°C. Dies macht deutlich, wie
gering die Wirksamkeit von PVA in Bezug auf thermische Hysterese ist. Auch bei Be-
trachtung der Eisrekristallisation ist PVA weniger wirksam als AFP Typ I. Inada und Lu
(2003) verfolgten die inhibierende Wirkung von PVA konzentrationsabhingig und un-
tersuchten dabei den Einfluss der molaren Masse und des Hydrolysegrades. Aufgetragen
wird jeweils eine reprisentative Kristalllinge nach 5 h Rekristallisation bei -2°C gegen die
Konzentration in mol L~!. Die Wirksamkeit nimmt mit steigender Konzentration, stei-
gender Molmasse und steigendem Hydrolysegrad zu. Der gleiche Verlauf wie beim AFP
Typ I (m = 3300 Da) wurde von Inada und Lu bei vollstandig hydrolysiertem PVA mit
einer Molmasse von 89000 - 98000 g mol~! beobachtet. Neben PVA und AFP Typ I
wurden auch mehrere Polysorbat-Emulgatoren (Tween 80, 81 und 85), Vinyltriethoxy-
silan (VTES), Polyacrylsdure (PAS) und Polyethylenglykol (PEG) getestet. Abgesehen
von Tween 85 hemmte keines dieser Polymere die Eisrekristallisation. Bei einer Konzen-
tration von 5 mg mL™! zeigte Tween 85 eine reduzierte repriasentative Kristalllinge im
Vergleich zur Kontrolllosung. Die Effektivitat von PVA wurde allerdings nicht erreicht.
Knight et al. (1995) untersuchten neben PVA auch PAS, Polyvinylpyrrolidon und die Po-
lyaminosauren der Asparaginsiure, von Asparagin, Histidin und Hydroxyprolin. Keine
dieser Verbindungen wurde als Antigefriersubstanz eingestuft in dem Sinne, dass es an
Eis adsorbiert. Diese Einstufung beruht auf der in allen Fallen fehlenden Eisstrukturie-
rung. Dennoch zeigen Poly-L-histidin-HBr und Poly-L-hydroxyprolin eine Hemmung der
Eisrekristallisation. Dies hangt moglicherweise mit dem hohen Eisanteil zusammen, der
bei den Untersuchungen vorlag. Die Autoren stellten fest, dass Polymere eine dhnliche Ef-
fektivitat wie Antigefrierpeptide aufweisen, wenn die polykristallinen Proben keine oder
nur wenig Losung beinhalten. Daher setzten sie den Losungen zuséatzlich Natriumchlorid
zu. Um die Aufhebung der Wirkung bei Poly-L-histidin-HBr und Poly-L-hydroxyprolin
zu beobachten, geniigte die verwendete Natriumchloridkonzentration (¢ < 0.5 mg mL™1)
vermutlich nicht aus. Dieselbe Erklarung kénnte fiir die Aktivitat von Tween 85 zutreffen.
Obwohl allen Losungen Calciumchlorid hinzugefiigt wurde (¢ = 0.5 mg mL™!), wurde
auch bei den Versuchen von Inada und Lu (2003) die Rekristallisation bei vergleichsweise
hohem Eisanteil beobachtet.

Die Vorstellung, wonach die Wirksamkeit von PVA so wie die von AFP auf der Adsorption
an der Eisoberflache beruht und dass hierdurch eine Krimmung der Eisoberflache bewirkt
wird, wird durch RTM-Untersuchungen von Lu et al. (2002) gestiitzt. Die Lange der dabei
beobachteten Vertiefungen in der Eisoberflache ist mit 500 nm nur geringfiigig kiirzer, als
bei einer vollstandig gestreckten Konformation der PVA-Molekiile zu erwarten wére. Thre
Lange sollte dann 510 bis 560 nm betragen (M, = 89000 - 98 000 g mol™1).

Aus einer Losung gewachsene Eiskristalle sind bei Normaldruck stets rund, wenn nicht
das Wachstum von bestimmten Eisfacetten gehemmt wird (Abbildung 2.10a). Wie in
Abbildung 2.10b zu beobachten ist, bilden sich beim Wachstum in Gegenwart von PVA
hingegen hexagonale Kristalle aus (Budke und Koop, 2006). Das Wachstum der prismati-
schen Eisflichen wird also gehemmt (Abbildung 2.10c). Der in Abbildung 2.10d gezeigte
Vergleich der Eisstruktur mit der Kristallstruktur von PVA legt eine Adsorption parallel
zur c-Achse an den priméren und sekundéren prismatischen Flédchen nahe. Der Abstand
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Abbildung 2.10: Modell fir die Eisadsorption von PVA nach Budke und Koop (2006).
Wachstum bei ca. -0.3°C von runden Eiskristallen in reinem Wasser (a)
und Ausbildung von hexagonalen Strukturen in Gegenwart von PVA (b).
(c) Kristallstruktur von hexagonalem Eis. Hervorgehoben sind die basale
(001)-Flache, die priméare prismatische (100)- und die sekundére pris-
matische (110)-Flache. (d) Adsorption von PVA parallel zur ¢-Achse an
den prismatischen Eisflachen.

zwischen den Hydroxygruppen im kristallinen PVA betrigt 2.52 A. Der Abstand der Sau-
erstoffatome entlang der ¢-Achse im Eis ist mit 7.36 A etwa dreimal so lang. Im Gegensatz
zu diesem Modell steht die Hypothese von Inada und Lu (2004). Anhand der Beobachtung
des Wachstum von Eiskristallen bei der Bestimmung der thermischen Hysterese vermuten
sie, dass PVA an pyramidalen {10 z}-Flachen adsorbiert, die in ihren Experimenten nicht
genauer bestimmt werden konnten.

Eine weitere Gruppe von Verbindungen mit Antigefriereigenschaften konnten Silane sein.
Inada et al. (2000) untersuchten den Einfluss von AFP und mehrerer Silane auf das Eis-
wachstum mittels optischer Mikroskopie und RTM. Die Silane liegen dabei im Wasser als
Silanole vor. In Gegenwart von Vinyltriethoxysilan (VTES), 3-Glycidoxypropyltriethoxy-
silan (GPTES) und 3-Methacryloxypropyltriethoxysilan (MPTES) bilden sich nadelfor-
mige Kristalle aus. Bei 3-Glycidoxypropylmethyldiethoxysilan (GPMDES) und 3-Amino-
propyltriethoxysilan (APTES) hingegen ist das Wachstum dendritisch. Aufgrund dieser
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2.5 Antigefrierpolymere

Beobachtungen werden von Inada et al. die ersten drei Silane als Rekristallisationsinhibi-
toren eingestuft.

In einem Rekristallisationsexperiment und durch Betrachtung des Wachstums von einzel-
nen Kristallen konnten Mastai et al. (2002) zeigen, dass Blockcopolymere aus Polyethy-
lenoxid und Poly[2-(2-hydroxyethyl)ethylen] eine eishemmende Wirkung aufweisen. Wei-
tere Kandidaten dafiir sind Polyweinsaureamide (Yagci et al., 2006). Aus reinem Wasser
und aus polymerhaltigen Losungen gebildetes polykristallines Eis bei -50°C zeigt deutli-
che Unterschiede in der Form der Kristalle. Das Fehlen von Messungen der thermischen
Hysterese oder Untersuchungen der Rekristallisation verhindert leider eine vergleichen-
de Aussage iiber die Antigefriereigenschaften dieser Polymere. Das Gleiche gilt fir die
Experimente von Baruch und Mastai (2007). Blockcopolymere aus Polyethylenoxid und
Polyethylenimin, modifiziert mit Hydroxygruppen, fithren zu einer deutlichen Anderung
der Eiskristallmorphologie. Ein genauer Vergleich mit AFP ist mit dieser Art von Expe-
rimenten aber nicht moglich.

Funakoshi et al. (2008) bestimmten die thermische Hysterese von Ammoniumpolyacrylat.
Diese liegt bei einer Konzentration von 25 mmol L™! bei 0.03°C. Es ist damit zwar sehr viel
weniger effektiv als AFP oder auch PVA, dennoch ist die nachgewiesene thermische Hys-
terese ein wichtiger Hinweis in Bezug auf essentielle Strukturmotive fiir Antigefriereigen-
schaften. Polyacrylsidure zeigt gar keine thermische Hysterese. Zudem fiithrt die Mischung
von Ammoniumpolyacrylat mit AFP vom Typ I zu einer Verstirkung der thermischen
Hysterese, wie es beim Mischen verschiedener AFGP von Osuga et al. (1978) beobach-
tet wurde. Daher konnte es trotz seiner geringen Effektivitit durchaus fiir Anwendungen
interessant sein.

Eine Reihe von verschiedenen Polymeren wurde von Gibson et al. (2009) ebenfalls auf
Rekristallisationsinhibierung hin untersucht (Abbildung 2.11). Dazu gehéren PVA (29),
PEG (30), PAS (31) und Derivate der Polymethacrylsdure (32-34) sowie die Polyami-
nosauren Poly-L-hydroxyprolin (35), Poly-L-lysin-HBr (36) und Natriumpoly-L-glutamat
(37). Die stérkste Inhibierung bewirkt PVA mit einer Molmasse von 115500 g mol~!. Mit
abnehmender Molmasse zeigt sich auch hier eine Reduktion der Wirksamkeit. PVA mit ei-
ner Molmasse von 9 000 g mol~! ist noch sehr effektiv, aber bereits bei einer Molmasse von
3500 g mol™! ist sie stark herabgesetzt. Der gleiche Trend wird bei Poly(1-methyl-a-D-
glukosyl)methacrylat (PMAMGIc, 32) beobachtet. Es ist jedoch deutlich weniger effektiv
als PVA in Relation zur Molmasse. In molaren Konzentrationen betrachtet sind PVA9
(M,, = 9000 g mol™') und PMAMGIc130 (M,, = 130000 g mol™') dhnlich wirksam. Das
Gleiche gilt fiir PVA4 (M, = 3500 g mol™!) und PMAMGIc20 (M,, = 20200 g mol™!).
Das zweite untersuchte Glykopolymer in dieser Studie Poly(3-D-galaktosyloxy)ethylmeth-
acrylat (PGalEMA, 33) bewirkt bei einer Molmasse von 16 500 g mol~! ebenfalls eine ge-
ringfligige Reduktion der Rekristallisationsgeschwindigkeit. Es passt damit in den Trend,
der bei PMAMGIc beobachtet wird. PAS (31) ist in Bezug auf Rekristallisation ebenso
inaktiv wie bei thermischer Hysterese. Poly-2-aminoethylmethacrylat (PAEM, 34) und
PEG (30) inhibieren die Eisrekristallisation ebenfalls nicht. Das Gleiche gilt fiir Poly-
L-lysin-HBr (36) und Natriumpoly-L-glutamat (37). Die Autoren fithren dies auf die
geladenen Seitengruppen zuriick, was jedoch im Gegensatz zu den Beobachtungen von
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Abbildung 2.11: Inhibierung der Rekristallisation durch Polymere nach Gibson et al.
(2009).

Funakoshi et al. (2008) steht. Dort fiihrte gerade die Einfithrung von geladenen Seiten-
gruppen bei PAS zu einer Hemmung des Eiswachstums. Das Ammoniumsalz der PAS
zeigt eine thermische Hysterese von 0.03°C bei einer Konzentration von 300 mg mL™!
(25 mmol L™'). Auch ohne geladene Seitengruppen hemmt Poly-L-hydroxyprolin (35)
in geringem Mafle die Rekristallisation. Um einen signifikanten Effekt zu beobachten, ist
wie bei den Glykopolymeren eine Konzentration von mindestens 40 mg mL ™" erforderlich.
PVA4 erreicht eine vergleichbare Effektivitit bereits bei 5 mg mL~!. Die Wirksamkeit von
Poly-L-hydroxyprolin ist moglicherweise mit seiner Sekundérstruktur zu erklaren. Es ist
zu erwarten, dass es eine polyprolinartige Struktur ausbildet, wie es auch bei AFGP an-
genommen wird. Aufgrund des hohen Eisanteils bei den Experimenten von Gibson et al.
kann jedoch der Grund fiir die Wirksamkeit nicht einwandfrei geklart werden.

Die Untersuchung der AFP-Effektivitat mittels Eisrekristallisation hat in den vergange-
nen Jahren im Gegensatz zur thermischen Hysterese an Bedeutung gewonnen. Der Haupt-
grund hierfiir ist die deutlich hohere Empfindlichkeit der Methode. Werden fiir eine thermi-
sche Hysterese von 0.04°C noch 50 mg mL~ PVA mit einer Molmasse von 13 000 - 23 000
g mol™! benotigt, so reichen fiir eine maximale Hemmung der Rekristallisation schon
50 pg mL~! des selben Polymers aus (Inada und Lu, 2004, 2003). Knight et al. (1995)
konnten zeigen, dass Polymere auch falschlich als aktiv eingestuft werden koénnen, wenn
der Eisanteil bei der Rekristallisation besonders hoch ist. Zudem beeinflusst der Eisanteil
selbst die Geschwindigkeit der Rekristallisation und hohe Konzentrationen an gelosten
Substanzen beeinflussen wiederum den Eisanteil. Daher wird im nachfolgenden Kapitel
die Bedeutung solcher Einfliisse quantitativ beschrieben, bevor die AFP-Effektivitéit einer
Reihe von Verbindungen mittels Eisrekristallisation bestimmt wird.
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3 Eisrekristallisation

3.1 LSW-Theorie

Rekristallisation findet grundsétzlich statt, wenn eine Anzahl von Partikeln in ihrer ei-
genen gesattigten oder iibersattigten Losung vorliegen. Solche Dispersionen sind energe-
tisch nicht stabil. Aufgrund der erhéhten Grenzfliche vieler kleiner im Vergleich zu einem
einzelnen Partikel kommt es zu einem Reifungsprozess, der im Allgemeinen als Ostwald-
reifung bezeichnet wird. Er tritt in einer Vielzahl von unterschiedlichen Systemen wie
Emulsionen, Niederschlagen und Legierungen auf, bei denen neben dem Oberbegriff Ost-
waldreifung auch weitere Begriffe gelaufig sind. So wird in der Metallurgie haufig auch
von Alterung oder in polykristallinen Festkorpern von Kornvergroberung gesprochen. Die
Alterung von Niederschldgen durch Umlosen, wobei feste Partikel in einer Lésung vor-
liegen, wird auch als Rekristallisation bezeichnet. In der Chemie steht Rekristallisation
zudem als Synonym fiir Umkristallisation, dem Auflésen und wieder Auskristallisieren von
Substanzen zur Trennung oder Reinigung. Weder dies noch die Umwandlung zwischen un-
terschiedlichen kristallinen Formen ist aber in der vorliegenden Arbeit gemeint.

Bei der Rekristallisation wird beobachtet, dass sich kleine Partikel auflosen, wahrend gro-
Bere wachsen. Dies héngt mit der hoheren Loslichkeit von kleineren Partikeln aufgrund
der starker gekriimmten Oberflache zusammen. Es kommt zu einem Materietransport von
den kleinen zu den groflen Partikeln, der in der Regel den geschwindigkeitsbestimmen-
den Prozess darstellt. Neben der Diffusion in der Losung sind ebenfalls die Aggregation
der Partikel, also die Verschmelzung benachbarter Kristalle, aber auch das Wachsen und
Auflésen der Kristall wichtige Prozesse. Die theoretische Beschreibung der diffusionskon-
trollierten Reifung wurde maflgeblich von Lifshitz und Slyozov (1961) sowie unabhangig
davon von Wagner (1961) entwickelt. Die LSW-Theorie (Lifshitz-Slyozov-Wagner) baut
im Wesentlichen auf zwei Gleichungen auf: zum einen auf der Kelvin-Gleichung (3.1), die
auch als Gibbs-Thomson-Gleichung bezeichnet wird, und zum anderen auf dem ersten
Fickschen Gesetz (3.2). In der hier verwendeten Form gibt die Kelvin-Gleichung die Kon-
zentration ¢, an Gelostem im Gleichgewicht mit einem Kristalls des Radius r; relativ zur
Konzentration ¢, fiir den Fall einer ebenen Grenzflache, also r; — oo, an.

29
Cr = Coo€XP ( 7 ) (3.1)

T RT

Dabei ist v die Grenzflachenenergie zwischen Kristall und Losung, €2 das molare Volumen
der festen Phase, R die Gaskonstante und 7" die absolute Temperatur. Nach Gleichung 3.2
ist der Fluss J von Gelostem durch die Grenzflache proportional zum stationdren Wert
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3 Eisrekristallisation

des Konzentrationsgradienten an der Grenzfliche. Die Proportionalitatskonstante ist der
Diffusionskoeffizient D.
oc
J=-D|— 3.2

Fiir die Anderung des Kristallradius mit der Zeit ergibt sich Gleichung 3.3. Zur Vereinfa-
chung wird dabei 2yQ¢.,/RT durch a ersetzt. Bei der Herleitung von Gleichung 3.3 wird
vorausgesetzt, dass der Abstand zwischen den Partikeln grofl im Vergleich zu ihren Radi-
en, also der Volumenanteil der dispergierten Partikel an der Dispersion (), nahe Null ist,
und dass die Ubersittigung A = ¢; — ¢4 klein ist. ¢ ist die Konzentration an Geldstem in
der Losung.

dr; D a

dt  r; <A ri> (3:3)
Nach Gleichung 3.3 steht ein Kristall mit dem kritischen Radius r.=a/A im Gleichgewicht
mit der Losung. Grolere Kristalle wachsen und kleinere 16sen sich auf. Im diffusionskon-
trollierten Fall kann der kritische Radius durch den experimentell leichter zugéanglichen
mittleren Kristallradius r ersetzt werden, da dann beide Werte identisch sind. Infolge der
Zeitabhéngigkeit wird zur Beschreibung der Geschwindigkeit der Rekristallisation nach
der LSW-Theorie die Ratengleichung 3.4 erhalten.

1/3
r(t) = (rf + krsw - t) / (3.4a)
r(t) = g + kpsw - t (3.4b)

Hiernach besteht ein linearer Zusammenhang zwischen dem kubischen mittleren Radius
r3 und der Zeit t. ry ist der mittlere Radius zur Zeit ¢ = 0. Die Rekristallisationsraten-
konstante kpsy kann geschrieben werden als

8vO2co D
k = —. 3.5
o — e 39

Bei der Rekristallisation sinkt die Teilchenanzahl N, wahrend der mittlere Radius ansteigt.
Dies hangt mit der konstanten Temperatur zusammen. Bei konstanter Temperatur ist
auch der Anteil der dispergierten Partikel an der Dispersion konstant. Wie grof3 dieser
Wert ist, hdngt vom jeweiligen Phasendiagramm ab. Hiernach wird die Konzentration der
Losung durch die Temperatur bestimmt. Ist die Gesamtkonzentration an Gelostem hoher
als die Gleichgewichtskonzentration, bildet der iiberschiissige Teil die dispergierte Phase.
Der Volumenanteil der dispergierten Phase @, lasst sich berechnen aus dem Produkt der
Teilchendichte Z, und dem mittleren Teilchenvolumen V. Die Teilchendichte Z, entspricht
dabei dem Quotienten aus Teilchenanzahl N und dem Probenvolumen V. Fiir spharische
Partikel in einem dreidimensionalen System ergibt sich:
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3.1 LSW-Theorie

N N 4

V= — ey 3.6
Veee Vg 3 (36)
Bei der Betrachtung von zweidimensionaler Rekristallisation wird der Flachenanteil @),
analog zum Volumenanteil, aus dem Produkt von Teilchendichte Z, und mittlerer Teil-
chenflache A berechnet. Die Teilchendichte Z, ist hier das Verhéltnis zwischen Teilchen-

anzahl N und der Probenfliche Ag,.

Qv:Zv'V:

N N

A= - r? 3.7
Ages Ages ™ ( )
Dies hat Konsequenzen fiir die Geschwindigkeit, mit der die Teilchenanzahl abnimmt. In
der Arbeit von Ardell (1997) wird theoretisch abgeleitet, wie die Dimensionalitét der di-
spergierten Phase (d) und des Diffusionsfeldes (D) die Kinetik beeinflussen. Hierzu werden

die allgemeinen Gleichungen 3.8 und 3.9 aufgestellt.

Qa:Za'A:

’I“n(t) = 7"8 + kLSW -t (38)

Nt)=A-t™+B-t (3.9)

Die Parameter A und B sind systemspezifische Konstanten. Die Exponenten n, m und
p werden durch die jeweilige Dimensionalitiat bestimmt (Tabelle 3.1). Gleichung 3.9 gilt
auch, wenn der Anteil der dispergierten Phase an der Gesamtdispersion innerhalb der
Rekristallisationszeit keinen konstanten Wert annimmt.

d D n m p
3 3 3 1 4/3
3 2 4 3/4 1
3 1 5 3/5 4/5
2 2 3 2/3 1
2 1 4 1/2 3/4

Tabelle 3.1: Kinetische Parameter n, m und p nach Ardell (1997) fir unterschiedliche
Dimensionen der dispergierten Phase (d) und des Diffusionsfeldes (D).

In der LSW-Theorie wird ein konstanter Volumenanteil angenommen, daher entféllt der
zweite Term von Gleichung 3.9. Zudem gilt dort d=D=3. Es ergibt sich eine Zeitabhingig-
keit der Teilchenanzahl N o t~!. Fiir den zweidimensionalen Fall erhilt man N oc t~2/3.
Die Ratengleichung 3.4 ist aber in beiden Fallen identisch. Daher ist es nicht verwunder-
lich, dass sie in einer Vielzahl von Systemen sinnvoll angewendet werden kann (Tsao et al.,
2004; Sung et al., 2007; Sutton et al., 1996). Es ist zudem iiblich auch bei zweidimensio-
nalen Systemen vom Volumenanteil zu sprechen. Volumenanteil und Fléachenanteil sind
dann identisch, wenn die Partikelrander dieselbe Hohe wie die Losung besitzen. Das Sys-
tem ist dann nicht mehr zweidimensional, es kann aber als solches behandelt werden. Im
folgenden Text wird daher immer der Begriff Volumenanteil verwendet.
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3 Eisrekristallisation

Obwohl die Ratengleichung 3.4 prinzipiell zur Bestimmung der Ratenkonstante in rea-
len Systemen verwendbar ist, trifft dies nicht auf die Ratenkonstante kpswy zu. Eine
Reihe von zum Teil sehr wichtigen Faktoren werden in der LSW-Theorie vernachlassigt
(Jayanth und Nash, 1989). Der wichtigste davon ist der deutlich von Null verschiedene
Anteil der derspergierten Phase an der Dispersion in realen Systemen. Die Tatsache von
Volumenanteilen gréSer Null fithrt zu einer Uberlappung der Diffusionsfelder, die die Par-
tikel umgeben. Mit zunehmender Néahe der Partikel zueinander wird dieser Punkt immer
wichtiger. Des Weiteren werden bei hohen Volumenanteilen auftretende Prozesse wie die
Aggregation nicht beriicksichtigt. Daher wurden mehrere Theorien entwickelt, die die-
se Faktoren miteinbeziehen (Jayanth und Nash, 1989; Baldan, 2002; Stevens und Davies,
2002). Es fallt jedoch schwer zu entscheiden, welche dieser Theorien fiir eine bestimm-
te Anwendung am besten geeignet ist. Fir diese Arbeit kann Aggregation als Faktor
ausgeschlossen werden, wie spater gezeigt wird. Daher geniigt an dieser Stelle ein eher
grundsatzlicher nichtlinearer Molekularfeldansatz von Voorhees und Glicksman (1984),
bei dem die Partikelumgebung durch das Molekularfeldpotential o = r/r. beschrieben
wird. Diese Theorie sagt im Vergleich zu anderen einen weder besonders starken noch
besonders schwachen Einfluss des Volumenanteils auf die diffusionsbestimmte Ratenkon-
stante k; in realen Systemen voraus. Gleichung 3.10 stellt eine leicht modifizierte Version
der Originalgleichung dar.

063

ba(Qu) = kao - ———— (3.10)
]_ - p * v

Der Unterschied liegt im Parameter p, der bereits im Artikel von Budke et al. (2009) ein-
gefithrt wurde, um die experimentellen Daten sinnvoll beschreiben zu kénnen. Theoretisch
sollte dieser Wert gleich Eins sein. Da er aber grofler als Eins ist, steigt k; schneller mit
zunehmendem Volumenanteil @,. Fiir sehr kleine Volumenanteile strebt k,; allerdings in
beiden Fallen gegen kg9, die diffusionsbestimmte Ratenkonstante fiir @, — 0. Die Raten-
konstante kpgy gilt fiir diffusionskontrollierte Rekristallisation bei einem Volumenanteil
nahe Null. Damit sollten kgz und kpgy identisch sein, was zutrifft, denn « ist an die-
sem Punkt gleich Eins, mittlerer Kristallradius und kritischer Radius sind gleich. Erst
mit steigendem FEisanteil wird « kleiner Eins. Der Vergleich mehrerer Theorien deutet
darauf hin, dass fir @, < 0.40 die Eisanteilabhéngigkeit durch einen linearen Zusam-
menhang v = 1 — 0.15 - ), beschrieben werden kann (Voorhees und Glicksman, 1984;
Brailsford und Wynblatt, 1979; Stevens und Davies, 2002).

3.2 Experimenteller Teil

Teil dieser Arbeit ist die Bestimmung der Rekristallisationsgeschwindigkeitskonstante k
von poylkristallinem Eis in unterschiedlichen Losungen. Dazu wird der in Abbildung 3.1
schematisch dargestellte Aufbau verwendet. Die Art der Probenvorbereitung sowie die
experimentelle Prozedur sind an das von Smallwood et al. (1999) entwickelte Sucrose-
Sandwich-Splat-Assay angelehnt. In der vorliegenden Arbeit wurde nach dem folgenden
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Abbildung 3.1: Experimenteller Aufbau. (a) Sucrose-Sandwich-Splat-Assay. (b) Tempe-
riertisch Linkam MDS 600. (c) Mikroskop Olympus BX51.

Prinzip vorgegangen: Zunéchst werden etwa 10 pm diinne Filme erzeugt, indem 2 nL der
jeweiligen Losung zwischen zwei runden Deckglésern (Durchmesser = 14 mm) leicht zu-
sammengepresst werden, wobei tiberschiissige Losung entfernt wird. Das Sandwich wird
dann mit dem Kihlsystem MDBCS196 (Linkam) untersucht. Dieses System besteht aus
einem Temperiertisch (Linkam MDS 600), einem Stickstoffvorratsgefafl (Taylor-Wharton
Classic-25 oder D2L), der Stickstoffpumpe LNP94/2, der Temperatursteuerung TMS94
sowie einer Motorsteuerung (MDS) zur Positionierung der Probe. Das Sandwich wird auf
einem Quarztiegel (Abbildung 3.1a) in den Temperiertisch verbracht und ein im Folgen-
den genauer beschriebenes Temperaturprofil absolviert. Der Temperiertisch ist dabei in
ein optisches Mikroskop (Olympus BX51) eingebaut, das im Durchlicht-Hellfeld-Modus
betrieben wird (Abbildung 3.1b,c). Das Innere des Temperiertisches sowie das obere Fens-
ter werden mit trockenem, gasformigen Stickstoff gespiilt, um Kondensation von Wasser
zu vermeiden. Wahrend der Rekristallisation wird jede Minute ein Bild mit einer Di-
gitalkamera (PixeLINK PL-A662) aufgenommen. Die Bilder haben ein Auflésung von
1280 x 1024 Pixel. Bei der hier verwendeten 20fachen Vergroflerung hat der Bildausschnitt
eine Grofle von 383 x 307 pm.

Ein typisches Rekristallisationsexperiment ist in Abbildung 3.2 dargestellt. Das polykris-
talline Eis wurde hierbei durch Abkiihlen der Probe mit 20°C min~! bis auf -50 °C erzeugt.
Anschlieflend wurde mit einer Rate von 10°C min~! bis auf -8 °C aufgewirmt und bei die-
ser Temperatur die Rekristallisation verfolgt. Der Einwaagemassenanteil an Saccharose
betragt 45 Gew.-%. Gut zu erkennen ist, wie die mittlere Kristallgrofie zunimmt, wéh-
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Abbildung 3.2: Wahrend der Rekristallisation bei -8 °C aufgenommene Bilder von Eiskris-
tallen, gebildet aus einer wéssrigen Saccharoselosung (45 Gew.-%). Der
Kontrast aller Bilder wurde zugunsten einer besseren Darstellung veran-
dert.

rend die Kristallanzahl sinkt. Der mittlere Radius zu Beginn betragt etwa 0.5 pm. Nach
120 Minuten ist er auf 5 pm angestiegen. Im gleichen Zeitraum reduziert sich die Eiskris-
tallanzahl von ungefdhr 1000 auf etwa 50. Bei einer Dauer von 120 Minuten und einer
Bildaufnahmerate von einem Bild pro Minute ergibt sich dadurch eine Gesamtanzahl von
rund 15 000 Objekten, die bei jedem Experiment vermessen werden. Aufgrund der Ver-
wendung einer Bilderkennungssoftware und Entwicklung einer Analyseroutine dauert dies
auf einem Standard-PC lediglich 4 Minuten. Wird ein Experiment ausgewertet, bei dem
Antigefrierproteine zugegeben wurden, so verlangert sich die Zeit auf etwa 10 Minuten, da
die Kristallanzahl weniger schnell abnimmt und dadurch mehr Objekte vermessen werden
miissen. Die vollstandige Analyseroutine ist im Anhang (Abschnitt 6.2) aufgefiihrt.

Die wahrend der Rekristallisationsexperimente aufgenommenen Bilder werden mit der
Bilderkennungssoftware UTHSCSA Image Tool Version 3.0 analysiert. Dieses am Uni-
versity of Texas Health Science Center in San Antonio, Texas, entwickelte Programm
kann unter http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html frei heruntergeladen werden.
Zunachst wird bei der Bildanalyse das Originalbild in ein Grauskalenbild umgewandelt,
wobei Schwarz ein Wert von 0 und Weifl der Wert 255 zugeordnet ist. Wie in Abbildung 3.3
gezeigt, werden mit Hilfe der Funktion ,.find objects“ alle Pixel mit einer Graustufe unter-
halb eines bestimmten Grenzwertes in rote Pixel konvertiert. Ein typischer Wert ist 210.
Der genaue verwendete Grenzwert hangt vom Kontrast des Originalbildes ab. Alle benach-
barten roten Pixel werden einem Objekt zugeordnet, das durch die schwarze Umrandung
begrenzt wird. Die Fliache des Objekts berechnet sich nach der Anzahl an Pixeln innerhalb
der Umrandung. Es werden also sowohl die roten als auch die grauen Pixel gezdhlt. Alle
Pixel mit Graustufen oberhalb des Grenzwertes sind in Abbildung 3.3 blau dargestellt.
Es werden hier wie zuvor alle benachbarten Pixel zu einem Objekt zusammengefasst und
entsprechend seiner Umrandung dessen Fliche bestimmt. Auf diese Weise werden fiir je-
den Kristall eine &uflere und eine innere Fléche erhalten. Aus der Lange der Umrandung
ergibt sich jeweils der Umfang des Objekts. Diese Groflen werden fiir alle Kristalle eines
jeden Bildes bestimmt. Davon ausgenommen sind Objekte, die den Bildrand beriihren, da
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L r=8.10 um

Abbildung 3.3: Bildanalyse mit der Software UTHSCSA ImageTool. (a) Grauskalenbild
cines Eiskristalls. (b) Bestimmung der duBeren Begrenzung. (c) Bestim-
mung der inneren Begrenzung. Die angegebenen durchschnittlichen Kris-
tallradien ergeben sich bei Verwendung der entsprechenden Umrandungen
aus den darin eingeschlossenen Fléachen.

deren GroBe und damit auch ihr Radius unterschatzt wiirde. Entsprechend werden solche
Kristalle auch bei der Bestimmung der Kristallanzahl nicht mitgezahlt.

Eine weitere berechnete Grofle ist die Rundheit eines Kristalls R;. Mit R; = 4 w A; U[Q
ergeben sich hierfiir theoretisch Werte von 0 bis 1, wobei 1 einem perfekten Kreis ent-
spricht. A; und U; sind Flache und Umfang eines Kristalls. Der Kristallradius r; ergibt
sich als Halfte des durchschnittlichen Durchmessers D;. Dieser wiederum ist der Durch-
messer eines perfekten Kreises, der dieselbe Fléche wie das betrachtete Objekt besitzt
(D; = (4-A;- 7r*1)1/ ?). Insgesamt werden aus den so bestimmten GroSen fiir jedes Bild
entsprechend der Betrachtung der &uleren bzw. der inneren Umrandung jeweils zwei Mit-
telwerte gebildet. Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich die im Weiteren verwen-
deten Werte immer auf den Mittelwert aus beiden Grofien.

Die Ausgabe der ImageTool-Analyse beinhaltet aufgrund der Betrachtung der dufleren
und inneren Flache fiir jede Minute zwei Textdateien, die fiir jedes Objekt die zuvor be-
schriebenen Groflen beinhalten. Zudem wird eine Datei erzeugt, in der die Mittelwerte
als Funktion der Zeit und experimentelle Daten wie Konzentration und Temperatur auf-
gefithrt sind. Alle diese Daten werden in das Datenanalyse- und Darstellungs-Programm
Igor Pro Version 5.0.5.0 eingelesen. Dies geschieht mit Hilfe einer Auswertungsroutine
automatisch nach Angabe des Pfades innerhalb weniger Sekunden. Innerhalb dieser Zeit
werden direkt weitere wichtige Groflen berechnet, Anpassungen an die Daten vorgenom-
men und die Ergebnisse in Form von Tabellen und Graphen ausgegeben. Ausgewéhlte
Bestandteile der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Auswertungsroutine sind im An-
hang (Abschnitt 6.3) angegeben.
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3 Eisrekristallisation

3.3 Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wird das Ziel verfolgt die diffusionskontrollierte und die AFP-
gehemmte Rekristallisation zu beobachten und zu beschreiben. Dabei muss beriicksich-
tigt werden, dass die Temperatur und der Eisanteil diese Typen von Rekristallisation
beeinflussen kénnen. Um jedoch weitere, storende Faktoren wie beispielsweise Aggregati-
on vernachlassigen zu konnen, beinhaltet die Auswertung der Daten Kriterien, die zum
Ausschluss einiger Experimente fithren.

Wenn Aggregation der dominierende Prozess ist, so fiihrt dies zu einer Verdnderung in
der Rundheit der Objekte. Ein typischer runder Kristall besitzt eine Rundheit von etwa
0.9, wohingegen die Aggregation zweier Kristalle zu einem Objekt mit einer Rundheit
von unter 0.6 fiihrt. Da dies zu Beginn der Experimente haufig auftritt, wird der Zeit-
raum, auf den sich die weiteren Analysen beziehen, eingeschrankt. Es werden nur Daten
verwendet, bei denen mindestens 90 % der Kristalle eine Rundheit von iiber 0.7 zeigen.
Wenn dies nur fiir einen Beobachtungszeitraum von unter 20 Minuten gilt, wird das gan-
ze Experiment verworfen. Bei Losungen, die AFP enthalten, wird dieses Kriterium nicht
angewandt, wenn die vorliegende Rekristallisationsgeschwindigkeit deutlich unterhalb der
diffusionskontrollierten liegt. In diesem Fall konnte die Verdnderung in der Rundheit,
die auf Eisstrukturierung zuriickzufiihren ist, filschlicherweise als Aggregation gedeutet
werden. Zudem fithrt die Zugabe von geniigend AFP dazu, dass Aggregation die Re-
kristallisation nicht mehr signifikant beeinflusst. Der limitierende Prozess ist dann das
Wachstum der Kristalle. Die Grenzwerte kj;, fiir die Unterscheidung zwischen diffusions-
und AFP-kontrollierter Rekristallisation sind in Tabelle 3.2 aufgefithrt. Sie sind gerade
halb so grofl wie die entsprechenden diffusionskontrollierten Geschwindigkeitskonstanten.
Ist die Rekristallisation aufgrund der Hemmung durch AFP langsamer, wird der Beob-
achtungszeitraum manuell festgelegt.

Losung Saccharose Saccharose Saccharose Natriumbromid
T [’C] -6 -8 -10 -25
Kiim [nm?® min—1] 2.0 0.7 0.4 3.6

Tabelle 3.2: Grenzwerte der Geschwindigkeitskonstanten £ fiir die Unterscheidung zwi-
schen diffusions- und AFP-kontrollierter Rekristallisation.

Ein weiteres Kriterium fiir die Giite eines Experiments gibt die Bestimmung der allgemei-
nen Rekristallisationsratenkonstante k selbst. Diese konnte aus der Abnahme der Kris-
tallanzahl N abgeleitet werden. Die Anpassung nach Gleichung 3.9 liefert allerdings zwei
Parameter, die zur Beschreibung der Rekristallisationsgeschwindigkeit bendtigt werden.
Wenn der Eisanteil konstant ist, sollte der zweite Term im spéteren Teil des Prozesses ver-
nachléssigbar werden, aber es zeigt sich, dass eine Anpassung dann nicht zufriedenstellend
gelingt. Dies hédngt zum Teil damit zusammen, dass innerhalb der ersten Minuten verhalt-
nismafig viele sehr kleine Kristalle vorliegen. Bei sehr kleinen Kristallen kann zwar der
AuBenradius bestimmt werden, oft jedoch nicht der Innenradius. Solche Kristalle tauchen
daher auch bei der Kristallanzahl nicht auf und vermindern damit die mittlere Kristallan-
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zahl. Der Einfluss auf den mittleren Radius ist hingegen nur gering, da die Werte hier
insgesamt sehr klein sind. Aus diesem Grund wird k& nach Gleichung 3.4 aus der linea-
ren Abhéngigkeit r3(¢) bestimmt (Abbildung 3.4b). Kommt es innerhalb des Beobach-
tungszeitraums zu einer graduellen Anderung von Aggregations- zu Diffusionskontrolle,
so bedeutet dies eine Verlangsamung der Rekristallisation. Obwohl beide Prozesse einzeln
der gleichen Kinetik folgen, wird dann die Abhéngigkeit 73(¢) aufgrund der verschiede-
nen Geschwindigkeitskonstanten nichtlinear. Als Kriterium fiir die Linearitdt wird die
Standardabweichung der Ratenkonstanten herangezogen. Die in Tabelle 3.3 aufgefiihrten
Grenzwerte 0y, sind empirisch bestimmt worden und beruhen auf der Betrachtung einer
Reihe von Einzelexperimenten.

Losung Sac  Sac  Sac Sac  NaBr
T [’C] -5 -6 -8 -10 -25
Olim [nm® min~!] 0.40 0.15 0.035 0.035 0.17

Tabelle 3.3: Grenzwerte in der Standardabweichung der Ratenkonstanten k zur Beschrei-
bung ihrer Giite.

Zu Beginn der Experimente, und in einigen Féllen auch iiber einen gréfleren Zeitraum,
wird beobachtet, dass einige Kristalle im optischen Blickfeld wandern. Dies tritt vor allem
bei grofferen Abstanden zwischen den Deckgliasern auf. Diese Bewegungen einiger Kristalle
fithren in vielen Fallen zu St68en und damit zu Aggregation. Experimente, bei denen dies
vermehrt auftritt, werden durch obige Kriterien also ausgeschlossen. Dieses Phanomen

|
120

S —
4_: :_ 100—_
. - 80
—_ 3—_ — & -
£ - § 60—
- o] 2 .
: E 40
i = 20
0 - [ 0¢
| T T T | T T T | T T T | |
0 40 80 120 0 40 80 120
t [min] t [min]

Abbildung 3.4: Bestimmung der Rekristallisationsratenkonstante. Es wird die Rekristalli-
sation bei -8°C einer 45 Gew.-% Saccharoselosung verfolgt. (a) Anderung
des mittleren Kristallradius r mit der Zeit ¢. Die Linie stellt die Anpassung
nach Gleichung 3.4a dar. (b) Anderung des kubischen mittleren Radius 73
mit der Zeit t. Die Linie basiert auf der Anpassung nach Gleichung 3.4b.
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deutet allerdings auf ein weiteres Problem hin. Griinde fiir die Bewegungen konnen ein
Temperaturgradient innerhalb der Probe oder ein Konzentrationsgradient sein. Betrifft
dies in groflem Mafle den betrachteten Bildausschnitt, so sollte das am Eisanteil erkennbar
sein, da dieser eine temperatur- und konzentrationsabhangige Grofle ist.

Der Eisanteil wird durch das Phasendiagramm bestimmt. Er hingt vom eingesetzten Ge-
samtmassenanteil an Saccharose wg und der Temperatur 7" ab. Sind beide Gréflen kon-
stant, sollte sich ein konstanter Eisanteil ergeben. In Abbildung 3.5a ist beispielhaft das
Saccharose/ Wasser-Phasendiagramm gezeigt. Aufgrund der Auftragung des Eisschmelz-
punkts als Funktion des Massenanteils an Saccharose ergibt sich der Eisanteil als Mas-
senbruch nach dem Hebelgesetz.

Bestimmt wird der Eisanteil @),,, durch den Gleichgewichtsmassenanteil w,, s an Saccharo-
se bei einer bestimmten Temperatur und durch den Massenanteil der eingesetzten Losung
WE.-

MmEgis Weq,s — WE WE

Qm: = d :]_—

MEis + mLésung Weg,s Weg,s

(3.11)

Fiir einen Ausgangsmassenanteil von 40 Gew.-% wird ein Eisanteil @,,, von 0.29 bei -10°C
erhalten. Experimentell wird der Volumen-Eisanteil @), bestimmt. Der Zusammenhang
zwischen @), und @), ist gegeben durch Gleichung 3.12.

(a) We Weq,s('10°C) (b

IIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII| 1.0_|IIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|

) -
e C C
= C -
1 029 - C

-10 = . A ; C L

] mLésung mEis - :

-12 o | TTTT | TTTT | TTTT | TTTT TTTT | TTTT | T 00 _l TTTT | TTTT | TTTT | TTTT | TTTT | TTTT |_

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Weq s [CGEW.-%] we [Gew.-%]

Abbildung 3.5: Berechnung des Eisanteils anhand des Phasendiagramms am Bei-
spiel von Saccharose. Die Datenpunkte sind der Literatur entnommen
(Young und Jones, 1949; Washburn, 1928; Weast, 1979). (a) Berechnung
des Massenanteils @),,, bei konstantem Massenanteil wg. (b) Abhéngigkeit
des Volumen-Eisanteils (), bei konstanter Temperatur vom Massenanteil
WEg.
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3.3 Auswertung

_ Qv " Pi
Qv'pi_'_(l_Qv)'pl
Fiir die Umrechnung wird angenommen, die Dichten von Eis p; und den verschieden kon-

zentrierten Losungen p; seien temperaturunabhéngig. Fiir die Abhéangigkeit des Volumen-
Eisanteils @), bei konstanter Temperatur vom Gesamtmassenanteil wg gilt dann:

—1
0, = <1+& (wiqq)) . (3.13)
Pr \Weq,s — WE

Um die wahrend der Rekristallisation tatséachlich vorliegende Konzentration zu tiberprii-
fen, wird bei jedem Experiment der Volumen-Eisanteil @), bestimmt. Mit Gleichung 3.14
wird daraus dann der Massenanteil wg berechnet, der theoretisch dem Gesamtmassenan-
teil wg entsprechen sollte.

_ . QU " Pi .
re= <1 Qv “pi + (1 - Qv) ’ pl) Heas (314)

Da bei der Auswertung Kristalle am Rand nicht gezédhlt werden, wird der Eisanteil um
etwa 5 % unterschétzt. Dies fithrt dazu, dass der Massenanteil wg um ca. 1% iiberschéatzt
wird.

Zeigt sich bei der Bestimmung des Eisanteils eine starke Anderung mit der Zeit, so be-
deutet dies auch eine Anderung der Gesamtkonzentration der Losung. Um entsprechende
Experimente auszuschlieffen, wird die Standardabweichung des Eisanteils ), herangezo-
gen. Experimente, bei denen dieser Wert grofler als 0.01 ist, wurden verworfen.

Der Eisanteil wird fiir jedes Bild als Produkt aus mittlerer Kristallfliche A und Kristallan-
zahl N geteilt durch die betrachtete Bildfliche ROI berechnet. Bei dieser zweidimensio-
nalen Betrachtung wird angenommen, dass die Kristalle eine zylindrische Form besitzen
und vom unteren bis zum oberen Deckglas reichen. Die zeitlichen Anderungen von A, U
und N sind in Abbildung 3.6 dargestellt. Des Weiteren sind hier der Eisanteil @), und
die Grenzflache zwischen Eis und Losung O, abgebildet. Diese Groflen werden anhand
von A bzw. U und N berechnet. Fiir den Eisanteil eines Experiments wird der Mittelwert
tiber den Beobachtungszeitraum genommen (horizontale Linie in Abbildung 3.6¢). Die
Verwendung der Summe aller Kristallflichen anstelle des Produkts aus mittlerer Flache
und Kristallanzahl fiihrt zu keiner signifikanten Anderung des Eisanteils. Der Anstieg des
Eisanteils zu Beginn der Rekristallisation hat zum grofiten Teil experimentelle Griinde.
Bei sehr kleinen Kristallen lasst sich kein Innendurchmesser bestimmen. Dadurch wird
die Kristallanzahl unterschatzt und es ergibt sich ein zu kleiner Eisanteil.

Nach dem Adsorptions-Inhibierungs-Mechanismus ist fiir die thermische Hysterese die
Konzentration der AFP auf der Eisoberfliche der wichtigste Faktor. Daher wird auch die
Gesamtgrenzfliche zwischen Eis und Losung pro Gesamtvolumen O, bestimmt. Wie in
Abbildung 3.6d zu sehen ist, wird sie wihrend der Rekristallisation kleiner, was letztlich
die Triebkraft des Ostwaldreifungsprozesses darstellt: Die Grenzflachenenergie wird mini-
miert. O, wird analog zum Eisanteil berechnet als Produkt von mittlerem Umfang U und

Qm (3.12)
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3 Eisrekristallisation

Kristallanzahl N geteilt durch die betrachtete Bildfliche ROI. Es wird hier wieder ange-
nommen, die Kristalle seien zylinderférmig und die Kristallunterseite sowie die Oberseite
stiinden nicht in Kontakt mit der Losung sondern nur mit den Deckglasern.

Zur Berechnung von wg aus dem Eisanteil (), sind fiir diese Arbeit Kenntnisse tiber
die Dichten und Gleichgewichtsmassenanteile in Natriumbromid- und Saccharoselésungen
wichtig. Die relevanten Parametrisierungen werden im folgenden Kapitel erlautert.

U [um] /A [um?]

o
N
o
oo
o
—
— M_
o
— O
N
o
0]
o
—
o -
o

©

o

@
I

|III|III|III|III|
-1
O, [um ]
o
o
N

0.01 U-N
o, = ——
ROI
0.00 — LI B L
0 40 t [min] 80 120 0 40 t [min] 80 120

Abbildung 3.6: Bestimmung des Eisanteils und zeitliche Anderung der Eisoberfliche. Es
wird die Rekristallisation bei -8 °C einer 45 Gew.-% Saccharoselésung ver-
folgt (siehe auch Abbildung 3.4). (a) Anderung der mittleren Kristallfliche
A bzw. des mittleren Umfangs U. (b) Anderung der Kristallanzahl N. (c)
Anderung des Eisanteils Q,. Die horizontale Linie entspricht dem mittle-
ren Eisanteil des Experiments. (d) Zeitliche Anderung der Eisoberfliche
O,.
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3.4 Wassrige Losungen

3.4.1 Parametrisierungen

In der vorliegenden Arbeit wird die Eisrekristallisation haupséchlich in Natriumbromid-
und Saccharoselosungen betrachtet. Die Einwaagemassenanteile an Natriumbromid lie-
gen im Bereich von 24 bis 33 Gew.-%. Die Saccharosemassenanteile reichen von 25 bis
54 Gew.-%. Die Rekristallisationstemperaturen erstrecken sich hier von -10 bis -5°C. Die
Experimente mit Natriumbromidlésungen wurden immer bei -25°C durchgefithrt. Zur
Beschreibung dieser Konzentrations- und Temperaturbereiche werden die folgenden Pa-
rametrisierungen aufgestellt.

Zunachst ist der Massenanteil an Gelostem bei der jeweiligen Rekristallisationstempera-
tur zu bestimmen. Der Gleichgewichtsmassenanteil w,, s in Gew.-% von Natriumbromid
bzw. Saccharose wird nach der allgemeinen doppeltexponentiellen Gleichung 3.15 erhal-
ten. Der Schmelzpunkt 7,, bei dieser Konzentration ist bei der Berechnung in °C anzu-
geben. Die Anpassung an die Daten ist in Abbildung 3.7a dargestellt (Roth und Scheel,
1923; Washburn, 1928; Tang et al., 2003; Young und Jones, 1949; Weast, 1979). Die Pa-
rametrisierung gilt im Bereich von -28 bis 0°C fiir Natriumbromid und -30 bis 0°C fir
Saccharose.

y(x) = yo + Arexp (11 - ) + Agexp (12 - x) (3.15)
N l 1 1 1 1 l 1 1 1 1 l 1 1 1 1 l a | 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 |
4 (a) - 4 (b) X L
80 N 1.4 B Natriumbromidxx -
—_ 1 saccharose - N L
O\I° 60 - — — 13 __ _—
5 1 - B ] .
g E T, B Q E B
; 7] . ...#."~ B : :
20 ] Natriumbromid # '~,,,%&' \ [ 1.1 -
] K |3 1.0 T=20°C [
O I T T T T I T T T T I T T T T -IJ_ _|| T T T | T T T | T T T | T T T |
-30 -20 -10 0 0 20 40 60 80
T, [°C] w, [Gew.-%)]
Natriumbromid Saccharose

*¥ Roth und Scheel (1923)

+ Washburn (1928)

x  Weast (1979)

# Tang et al. (2003)

A Young und Jones (1949) © Weast (1979)
O Washburn (1928)

Abbildung 3.7: Schmelzpunkt- (a) und Dichte-Kurven (b) von wéssrigen Natriumbromid-
und Saccharoselosungen. Die Linien entsprechen den Anpassungen nach
Gleichung 3.15.
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3 Eisrekristallisation

Die Dichten p; in g cm ™3 von wissrigen Natriumbromid- und Saccharoselésungen bei 20°C
werden ebenfalls anhand der Gleichung 3.15, aber in der monoexponentiellen Form, be-
rechnet. Der Massenanteil w, wird dabei in Gew.-% angegeben. Die in Abbildung 3.7b
dargestellten Anpassungen umfassen Daten mit Massenanteilen w, von 0 bis 40 Gew.-%
Natriumbromid und 0 bis 84 Gew.-% Saccharose. Da keine temperaturabhangigen Daten
vorliegen, wird fir die weiteren Berechnungen angenommen, die Dichten seien tempe-
raturunabhéngig. Dies ist eine sehr gute Annahme, denn beispielsweise der Unterschied
zwischen den Dichten von reinem Wasser bei -30 und +20°C betragt nur etwa 1% (Lide,
2001).

y(x) T Losung Yo Ay T A, T
Weqs [Gew-%] T [C]  NaBr 97.794  -7.8195 0.24495  -90.136 0.016008
Wegq,s [GeW.—%} T [°C} Sac 90.009 -29.674 0.47463 -60.215 0.059252

prlgem™3]  w, [Gew-%] NaBr 050406  0.49474 0.015203 - -
prlgem ™3] w, [Gew-%] Sac 043651 056152 0.0069027 - -

Tabelle 3.4: Parameter nach Gleichung 3.15 zur Beschreibung des Gleichgewichtsmassen-
anteils und der Dichte von Natriumbromid- und Saccharosel6sungen.

Fiir die Berechnung der LSW-Ratenkonstante wird zudem der Diffusionskoeffizient von
Wasser D,, unter den jeweiligen Bedingungen benoétigt. Er ist sowohl temperatur- als
auch konzentrationsabhéngig. Zur Beschreibung der Konzentrationsabhangigkeit wird die
erweiterte Jones-Dole-Gleichung (3.16) verwendet (Kaminsky, 1957). Bei der erweiterten
Form wird ein quadratischer Term an die urspriingliche Gleichung von Jones und Dole
(1929) angefiigt, um Konzentrationen grofer 0.1 mol L™ besser zu beschreiben.

Dy, (ws) = Dy (1+A~w;/2+B'ws+]D)-w§) (3.16)

Dy ist der Diffusionkoeffizient von reinem Wasser. Die Jones-Dole-Parameter A, B und D
sind substanz- und temperaturspezifische Konstanten. Fiir die weitere Betrachtung wird
angenommen, die Temperaturabhangigkeit dieser Koeffizienten sei im Bereich von -25 bis
+25°C vernachléssigbar (siche unten).

Mit der empirisch gefundenen VFT-Gleichung (Vogel-Fulcher-Tammann) ldsst sich die
Temperaturabhangigkeit des Diffusionskoeffizienten im unterkiihlten Temperaturbereich
gut beschreiben (Vogel, 1921; Fulcher, 1925; Tammann und Hesse, 1926). In der urspriing-
lichen Form gibt sie die Temperaturabhéngigkeit der Viskositat wieder. Zur Unterschei-
dung zwischen fragilen Fliissigkeiten, bei denen sich die Viskositat nahe des Glaspunkts
stark dndert, und starken Fliissigkeiten, die nur geringe Anderungen zeigen, wird in der
Originalgleichung der Koeffizient B gegen C' - Ty ersetzt (Angell, 1988, 1995). Der Fra-
gilitatsparameter C' liegt fiir die meisten Substanzen im Bereich von ungefahr 5 bis 100.
Kleine Werte sind fragilen und grofle sind starken Fliissigkeiten zuzuordnen. Damit ergibt
sich fiir die Temperaturabhéngigkeit des Diffusionskoeffizienten:

—¢ TO) . (3.17)

D (T) = Doexp ( T T,
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D, ist der theoretische Diffusionskoeffizient fiir T — oo. T} ist die so genannte Vogel-
Temperatur.

Beschreibt die VFT-Gleichung die Temperaturabhangigkeit des Diffusionskoeffizienten in
reinem Wasser, so entspricht sie Dy in der Jones-Dole-Gleichung. Es wird so Gleichung 3.18
erhalten.

Do(T, w,) = Doexp <_C : TO) (1+A-w>+B-w, +D-wl). (3.18)
T—T,

Die Anpassung dieser Gleichung an die Viskositatsdaten von Abdulagatov und Azizov
(2006) gelingt zufriedenstellend, obwohl iiber grofie Temperaturbereiche die Parameter A
und insbesondere B typischerweise als temperaturabhéngig angesehen werden. Die Daten
von Abdulagatov und Azizov (2006) umfassen Natriumbromidlésungen mit Massenantei-
len von 0 bis 23 Gew.-% und Temperaturen von 16 bis 95°C. Die Abweichung zwischen
der Anpassung nach Gleichung 3.18 und den experimentellen Daten betragt maximal 4 %.
Daher wird die Annahme einer Temperaturunabhéngigkeit der Jones-Dole-Parameter als
vertretbar angesehen.

Fir Natriumbromidlosungen sind Wasser-Diffusionskoeffizienten bei 25°C von 0 bis 52
Gew.-% (Miller und Hertz, 1996; Easteal und Woolf, 1986) sowie bei 23°C von 0 bis
46 Gew.-% vorhanden (McCall und Douglass, 1965). Zudem gibt es Daten fiir eine 18-
prozentige Losung bei Temperaturen von 5 bis 45°C (Easteal und Woolf, 1986). Des
Weiteren werden zur Bestimmung der Parameter von Gleichung 3.18 Messungen von
Gillen et al. (1972) und Price et al. (1999) zu Diffusionskoeffizienten von reinem Was-
ser im Temperaturbereich von -35 bis 4+25°C verwendet. Durch die in Abbildung 3.8
dargestellte Anpassung von Gleichung 3.18 an alle gerade erwédhnten Daten werden die
in Tabelle 3.5 aufgefiihrten Parameter erhalten. Zur Bestimmung der Wasser-Diffusions-
koeffizienten in Natriumbromidlosungen im Temperaturbereich von -35 bis +45°C und
gleichzeitig im Konzentrationsbereich von 0 bis 52 Gew. -% kann diese Parametrisierung
entsprechend in guter Naherung verwendet werden.

Dy [m? s71] C Ty K] A[Gew-%"Y? B [Gew-%"! D [Gew.-% 2]
4.7984 - 107% 2.3376 168.8 0.02291 -0.0070992 -0.00012752

Tabelle 3.5: Parameter nach Gleichung 3.18 zur Beschreibung der Konzentrations- und
Temperaturabhéngigkeit des Diffusionskoeffizienten von Wasser D,, in Natri-
umbromidlosungen.

Bei der Anpassung wird fiir den Fragilitdtsparameter C' ein Wert von etwa 2 erhalten.
Dies stimmt mit der Einstufung von Wasser als sehr fragile Fliissigkeit oberhalb von et-
wa -45°C iberein (Ito et al., 1999; Angell, 2002). Bei dieser Temperatur scheint Wasser
einen Wechsel von extrem fragiler zu sehr starker Fliissigkeit zu vollziehen. T wird hier
mit 169 K bestimmt, was auf einen Glaspunkt oberhalb dieser Temperatur hindeutet.
Im Gegensatz dazu ist der iiberwiegend akzeptierte Glaspunkt von Wasser aber 136 K,
also niedriger als Ty. Wie in dem Ubersichtsartikel von Angell (2002) diskutiert, ist die-
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10°4 (a) 10° (b)

0 Gew.-%

i

D, [m°s™]

10 ] [e5°d_ [28°¢ : ]
10_|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|_ 10 |III|III|III|III|III|_
0 10 20 30 40 50 60 240 260 280 300 320 340
w, [Gew.-%] TIK]
Natriumbromidlésungen reines Wasser
O McCall und Douglass (1965) O Miiller und Hertz (1996) + Gillen et al. (1972)
A Easteal und Woolf (1986) X Price et al. (1999)

Abbildung 3.8: Bestimmung der Konzentrations- (a) und Temperaturabhéangigkeit (b) des
Diffusionskoeffizienten von Wasser D,, in Natriumbromidlosungen. Die
breiten Linien entsprechen den Anpassungen an die Daten. Die diinne-
ren Linien stellen die Extrapolationen anhand von Gleichung 3.18 dar.

se Festlegung jedoch problematisch. Einiges deutet auf einen Glaspunkt von 165 K hin
(Velikov et al., 2001; Cerveny et al., 2004; Yue und Angell, 2004).

Zur Bestimmung der Wasser-Diffusionskoeffizienten in Saccharoselosungen stehen mehr
experimentelle Daten zur Verfigung. Die Daten von Rampp et al. (2000), Girlich et al.
(1994) und Ekdawi-Sever et al. (2003) umfassen zusammen Massenanteile von 0 bis 74
Gew.-% und Temperaturen von -7 bis +85°C. Insbesondere fiir die Temperaturabhéngig-
keit der Jones-Dole-Koeffizienten geniigen aber auch sie nicht. Zudem miissen wie beim
Natriumbromid die fiir diese Arbeit relevanten Werte extrapoliert werden. Aufgrund die-
ser Unzulénglichkeiten wird hier eine von He et al. (2006) vorgestellte Parametrisierung
verwendet, die auf der Freie-Volumen-Theorie von Vrentas und Duda (1977a,b) basiert.
Fiir Natriumbromidlosungen liegt keine entsprechende Parametrisierung vor. Daher wird
dort die bereits beschriebene Gleichung 3.18 verwendet.

—AE — (Vi + EwsVy
Dy (T, wy) = Dogexp =T 4 o (w V1 13 QKQH)
w1 (T) (K21 - T91 + T) + wo (T) (KQQ — Tg2 + T)

(3.19)
Gleichung 3.19 gibt die Abhéngigkeit des Diffusionskoeffizienten von Wasser D,, von der
Temperatur 7" und vom Massenanteil von Wasser w; an. wsy ist der Massenanteil der
gelosten Substanz (wy = 1 - wy). He et al. bestimmten die im folgenden aufgefiihrten Pa-
rameter flir Glycerin, Fruktose, Saccharose und Trehalose. Da in der vorliegenden Arbeit
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nur die Werte fiir Saccharose relevant sind, sind diese im Folgenden jeweils angegeben. Do,
wird hier als praexponentieller Faktor bezeichnet. Er entspricht wie zuvor dem Diffusi-
onskoeffizienten fiir T' — oo. Es ist allerdings anzumerken, dass D, in der Herleitung von
He et al. (2006) mit 1.39 - 1077 m? s7! leicht von dem zuvor verwendeten Wert abweicht.
AF ist die Aktivierungsenergie, die ein Wassermolekiil zur Uberwindung der attraktiven
Wechselwirkungen mit seinen Nachbarn aufbringen muss (AE = 1.98 - 10* J mol™'). Bei-
de Parameter wurden von He et al. durch die Anpassung an Diffusionsdaten von reinem
Wasser erhalten. Es wird angenommen, sie seien nicht konzentrationsabhéangig. Die Daten-
quellen zu dieser Anpassung sowie zu denen der folgenden Parameter sind dem Artikel von
He et al. (2006) zu entnehmen. ¢ ist das Verhéltnis der kritischen molaren Volumina der
Sprungeinheiten des Losemittels und des Gelosten (£ = 0.79). Der Begriff Sprungeinheit
meint den Teil eines Molekiils, der sich bei der Diffusion bewegt. Diese Unterscheidung
ist besonders wichtig bei Polymeren. Die kritischen Volumina sind die Raume, die frei
sein miissen, damit ein Molekiil bzw. die Sprungeinheit bei der Diffusion hineinspringen
kann. £ wird als letzter Parameter durch Anpassung von Gleichung 3.19 an Diffusionsda-
ten der Losungen bestimmt. Die spezifischen kritischen Volumina 171* und 172* werden mit
der Gruppenbeitragsmethode abgeschétzt (V; = 0.91 mL g, V,' = 0.59 mL g~'). Die
Freie-Volumen-Parameter von reinem Wasser K und Ki;/f werden durch Anpassung
an Viskositdtsdaten bei verschiedenen Temperaturen erhalten (K9 =-19.73 K, Ky1/f =
1.945 - 1073 mL g~! K71). Der Uberlapp-Faktor f wird eingefiihrt um zu beriicksichti-
gen, dass das freie Volumen fiir mehr als ein Molekiil zuganglich ist. Die Freie-Volumen-
Parameter des Gelosten Ko und Kipo/f werden durch Anpassung der WLF-Gleichung
(Williams-Landel-Ferry) an Viskositédtsdaten der jeweiligen Loésungen bei unterschiedli-
chen Konzentrationen und Temperaturen bestimmt (K5 = 69.21 K, K5/f = 3.36 - 1074
mL g~' K™1). Die Glaspunkte Tj; und T, sind mit 136 K fiir Wasser und 347.15 K fiir
Saccharose angegeben.

3.4.2 Berechnung der LSW-Ratenkonstante

In dieser Arbeit wird die Rekristallisation von polykristallinem Eis in wéssrigen Natrium-
bromid- und Saccharoselosungen betrachtet. Daher kann fiir einen Eisanteil (), nahe Null
nach der LSW-Theorie geschrieben werden:

. . . 8/Yi/lQZZCeq,wa
i (ka) = krsw = =g

Die diffusionsbestimmte Geschwindigkeitskonstante k; entspricht dann der LSW-Raten-
konstanten krsw, wobei v;/; fiir die Grenzflachenenergie zwischen Eis und Losung steht. €2
ist das molare Volumen von Eis. c.q., und D,, entsprechen der Gleichgewichtskonzentrati-
on bzw. dem Diffusionskoeffizienten von Wasser in der Losung. Mit den obigen Parametri-
sierungen und den im Folgenden angegebenen Werten kann nun die LSW-Ratenkonstante
berechnet werden.
Da keine Daten fiir 7;,; in wéssrigen Natriumbromid- oder Saccharoselésungen vorliegen,
wird ein Wert von 0.033 J m~2 verwendet. Dies ist die Grenzflichenenergie zwischen Eis

(3.20)
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und reinem Wasser bei 0°C (Ketcham und Hobbs, 1969). Untersuchungen der Eisnuklea-
tion und Parametrisierungen von Zobrist et al. (2007) deuten darauf hin, dass v;;; im Be-
reich von 0 bis -10°C um weniger als 4 % abnimmt. Bei -25°C sind es mit 7;,, = 0.028 J m >
allerdings schon 15 %. Durch die Zugabe von Natriumbromid oder Saccharose tritt eine
Erhohung der Oberflachenspannung +,/; zwischen Luft und Losungen im Vergleich zu rei-
nem Wasser auf. Bei einer 23-prozentigen Natriumbromidlésung erhoht sich v, bei 20°C
um etwa 5% (Weast, 1979). Die gleiche Erhohung ist bei einer 55-prozentigen Saccha-
roselosung zu beobachten. Mdoglicherweise wird durch Zugabe von Natriumbromid oder
Saccharose der Temperatureffekt aufgehoben, vielleicht wird er aber auch verstéarkt.

Mit 0.9167 g cm™3 fiir die Dichte von Eis ergibt sich fiir das molare Volumen ; ein Wert
von 1.9652 - 107° m?® mol~! bei 0°C (Lide, 2001). Die Temperaturabhingigkeit der Dichte
ist bis zu sehr tiefen Temperaturen vernachlassigbar (p;(-30°C) = 0.9216 g cm™?). Die
Abweichung betragt bei -30°C nur 0.5 %.

Die Gleichgewichtskonzentration von Wasser in der Losung cq,, wird durch das Phasen-
diagramm bestimmt. Bei vorgegebener Rekristallisationstemperatur erfolgt die Berech-
nung von Ceq,, Nach Gleichung 3.21.

1% weq,s>
=2 (1 - 321
Ceaw = 31 ( 100 (3.21)

Die Dichte der jeweiligen Losung p; und der Gleichgewichtsmassenanteil von Geldstem in
der Losung we, s in Gew.-% werden anhand der Parametrisierungen in Unterabschnitt 3.4.1
erhalten. Das Gleiche gilt fiir den Diffusionskoeffizienten D,, unter den jeweiligen Bedin-
gungen. Damit konnen alle zur Berechnung von kpsy erforderlichen Groflen beschrieben
werden. Fiir die hier relevanten Bedingungen werden die in Tabelle 3.6 aufgefithrten Werte
erhalten.

Losung T T Weq,s ol Ceqw D, krsw
'Cl K]  [Gew-%] [kgm™] [molm? [m? s 1] [mm? min—!]

NaBr -25 24815  37.369 1377.2 47881 2.3165 - 10719 3.65

Sac -6 267.15  46.089 1208.4 36160 1.2463 - 10710 1.38

Sac -8 265.15  51.860 1239.7 33128 6.4160 - 1071 0.66

Sac -10  263.15  56.457 1265.6 30590 3.1776 - 1071 0.30

Tabelle 3.6: Groflen zur Berechnung der LSW-Ratenkonstante kz gy nach Gleichung 3.20.

Es zeigt sich, dass kpsy bei gleicher Losung mit steigender Temperatur zunimmt, obwohl
die Temperatur 7" in Gleichung 3.20 im Nenner steht. Dies beruht auf der Temperatur-
abhéngigkeit von c.q,, und D,,. Beide Groflen werden mit steigender Temperatur grofer.
Die Rechnungen liefern einen oberen Grenzwert bei 0°C von kpsw ~ 18 pm?® min~!. Bei
dieser Temperatur steht Eis im Gleichgewicht mit reinem Wasser. Der Grenzwert ergibt
sich somit durch den Wasser-Diffusionskoeffizienten in reinem Wasser bei 0°C.

Fiir Saccharoselosungen wird bei Temperaturen unterhalb von -17°C eine Ratenkonstante
von krgw < 0.01 pm?® min~! erhalten. Bei Natriumbromidlésungen liegt der entsprechende
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3.4 Wassrige Losungen

Wert theoretisch bei -63°C. Die Rekristallisation in Natriumbromidlésungen ist also deut-
lich schneller als in Saccharosel6sungen. Dies héngt mafigeblich mit dem Phasendiagramm
zusammen. Aufgrund der Dissoziation von Natriumbromid und der Differenz zwischen den
Molmassen von Natriumbromid und Saccharose muss ein grofierer Massenanteil an Saccha-
rose vorliegen, um die gleiche Schmelzpunkterniedrigung wie in Natriumbromidlésungen
zu erreichen. Der Wasseranteil wird entsprechend reduziert. Die Dichten zweier Losun-
gen mit selbem Schmelzpunkt sind jedoch nahezu identisch. Dies bedeutet bei gleichem
Schmelzpunkt beinhaltet die Natriumbromidlésung mehr Wasser pro Losungsvolumen.
Ceqw 15t also grofer.

D,, ist in Natriumbromidlosungen bei gleicher Temperatur ebenfalls grofer. Dies ist auch
auf die hohere Wasserkonzentration c., ,, zuriickzufithren. Aber auch bei gleichem c., ,, ist
der Diffusionskoeffizient von Wasser in Natriumbromidlosungen gréfler. Dies hangt mit
der hoheren Viskositat von Saccharoselosungen zusammen.

Fiir die in Tabelle 3.6 aufgefithrten Bedingungen ergibt sich dadurch die deutlich hochste
LSW-Ratenkonstante in Natriumbromidlosungen bei -25°C, obwohl diese die mit Abstand
niedrigste betrachtete Rekristallisationtemperatur darstellt. Die gleiche Ratenkonstante
wird in Saccharoselosungen erst bei -3.4°C erreicht. In Saccharoselésungen betragt ks
bei -25°C nur 0.25 pm?® pro Woche. Die Rekristallisation ist also praktisch gestoppt.

3.4.3 Natriumbromid- und Saccharoselosungen

Zum Vergleich mit den theoretischen Rechnungen und zur Beschreibung der Eisanteilab-
héangigkeit der Rekristallisationsratenkonstante wurden die im folgenden Teil beschriebe-
nen Experimente durchgefiihrt. Ein Teil dieser Untersuchungen ist in der Arbeit von Koch
(2007) bereits beschrieben. Die Daten wurden allerdings im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit mit optimierten Auswahlkriterien neu ausgewertet und durch weitere Experimente
erganzt. Zudem werden sie im folgenden Teil unter anderen Gesichtspunkten beurteilt.

In den Experimenten wurde das folgende Temperaturprofil verwendet. Jede Probe wur-
de mit einer Rate von 20°C min~! bis auf -50°C abgekiihlt, um polykristallines Eis zu
erhalten. AnschlieBend wurde mit 10°C min~! bis auf die Rekristallisationstemperatur
aufgewdrmt, die dann fiir 2 Stunden konstant gehalten wurde. Im Fall der Saccharose-
losungen mit Einwaagemassenanteilen von 25 bis 54 Gew.-% lag diese Temperatur im
Bereich von -10 bis -5°C. Bei konstanter Temperatur wurde jede Minute ein Bild auf-
genommen. Eine dhnliche Prozedur wurde bei Natriumbromidlosungen angewandt. Die
Massenanteile liegen hier im Bereich von 24 bis 33 Gew.-%. Aufgrund der deutlich tieferen
Schmelzpunkte im Vergleich zu Saccharoselosungen wurde hier die Rekristallisation bei
-25°C verfolgt. Damit ergeben sich Experimente mit Eisanteilen (), von 0.01 bis 0.30.
Alle diese Experimente erfiillen dabei die in Abschnitt 3.3 aufgefiihrten Auswahlkriterien.
Limitierender Faktor fiir die Rekristallisationsgeschwindigkeit ist entsprechend immer die
Diffusion der Wassermolekiile in der Losung. Die diffusionsbestimmten Rekristallisations-
ratenkonstanten (k4) all dieser Experimente wurden auf die in Abschnitt 3.3 beschriebene
Weise bestimmt. Analog zur Abbildung 3.4 ergeben sich dabei die Werte fiir k4 aus der
Auftragung des kubischen mittleren Radius r* gegen die Zeit ¢. Die erhaltenen Werte fiir &,
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3 Hisrekristallisation

sind in Abbildung 3.9 in Abhéngigkeit vom Eisanteil (Q,) aufgetragen. Die Bestimmung
des jeweils zeitlich gemittelten Wertes fiir @), erfolgte analog zur Abbildung 3.6. Die hier
aufgefiihrten Daten von Saccharosel6sungen wurden bereits im Artikel von Budke et al.
(2009) zur Beschreibung der Abhangigkeit kq4(Q,) verwendet. In der vorliegenden Arbeit
werden zudem Daten und Anpassungen zu Natriumbromidlosungen vorgestellt.

Die kleinste Ratenkonstante wird mit einem Werte von 0.26 pm?® min~! bei einem Eisanteil
von 0.02 und einer Temperatur von -10°C erhalten (Saccharoselésung). Bei Untersuchung
einer Natriumbromidlosung mit einem Eisanteil @), = 0.25 bei -25°C wird die hochste
Ratenkonstante bestimmt (k; = 13.32 pm?® min™"). Es zeigt sich, wie bei den Berechnun-
gen von kpgw, dass kg fiir die Saccharoselosungen auch bei Eisanteilen grofier Null mit
steigender Temperatur zunimmt. Die hochsten Werte werden, wie bei den Berechnungen,
fiir Natriumbromidlosungen bei -25°C erhalten.

Die Abhéangigkeit vom Eisanteil kann prinzipiell mit der im Abschnitt 3.1 erlduterten
VG-Gleichung (3.10) beschrieben werden. Wie erwédhnt, muss im Gegensatz zur Origi-
nalgleichung von Voorhees und Glicksman (1984) der Parameter p eingefiihrt werden.
Zudem hat sich gezeigt, dass das Molekularfeldpotential o im hier betrachteten Bereich

19 1 v -25°C (Natriumbromid) i
® -6°C (Saccharose)

7 m -8°C (Saccharose) i

12— A -10°C (Saccharose) —

ky [um” min"]

Abbildung 3.9: Abhéngigkeit der diffusionsbestimmten Geschwindigkeitskonstante kqy
vom Eisanteil @), in Natriumbromid- und Saccharosel6sungen bei ver-
schiedenen Temperaturen. Experimentelle Daten werden durch Symbole
dargestellt. Die Linien beschreiben die Anpassungen an die Daten mittels
Gleichung 3.22. Die Rauten bei @), = 0 stellen die in Tabelle 3.6 aufge-
fihrten berechneten Werte fiir k7 gy dar.
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3.4 Wassrige Losungen

(Qy < 0.30) nur geringfiigig von 1 abweicht. Bei @), = 0.30 ergibt sich fiir a ein Wert von
0.96. Es zeigt sich, dass dadurch nur schwach die iibrigen Parameter k4 und p beeinflusst
werden. Wird bei der Anpassung an die Daten fiir a die Gleichung o = 1 — 0.15 - @,
anstelle von « = 1 verwendet, so ergeben sich fiir kg um etwa 1% hohere Werte. p wird
um 2 % erhoht. Aufgrund dieser geringen Abweichungen wird zur Vereinfachung « gleich
Eins gesetzt.

1
ka(@Qv) = kao - ———5 (3.22)
]_ - p * v

Die Anpassung von Gleichung 3.22 an die experimentell bestimmten Daten liefert die
in Tabelle 3.7 angegebenen Werte. Es zeigt sich eine gute Ubereinstimmung zwischen
den berechneten Werten fiir kg und den experimentell erhaltenen Werten kyq fiir die
Extrapolation von k4 fiir 0, — 0.

Losung T °'C] krsw [pm® min~!] kg [pm® min™!] p
Natriumbromid  -25 3.76 & 0.75 2.68 £+ 0.65 1.24 + 0.12
Saccharose -6 1.38 £ 0.28 1.57 £ 0.46 1.33 £ 0.11
Saccharose -8 0.66 &+ 0.13 0.65 = 0.09 1.32 £ 0.06
Saccharose -10 0.30 & 0.06 0.44 + 0.13 1.26 £+ 0.09

Tabelle 3.7: Parameter nach Gleichung 3.22 fiir die Anpassungen der in Abbildung 3.9
gezeigten Daten zur Abhéngigkeit der diffusionsbestimmten Ratenkonstante
vom FKisanteil. Ebenfalls aufgefiithrt sind die dazugehorigen Werte fiir kpsy
berechnet nach Gleichung 3.20. Die Fehler fiir k49 entsprechen +30 und die
fir krsw geben eine Unsicherheit von 20 % wieder.

Fiir den Faktor p werden bei allen untersuchten Messreihen Werte von etwa 1.3 erhalten.
Diese Abweichung von 1 fithrt dazu, dass k4 schon bei Eisanteilen von 0.5 gegen unend-
lich geht. Nach der Originalgleichung sollte dies erst nahe 1 passieren. Ein erster ober-
flachlicher Vergleich des hier beobachteten Verhaltens mit weiteren Theorien zeigt kaum
zufriedenstellende Ubereinstimmungen (Jayanth und Nash, 1989). Die Zunahme von ky
mit @, wird in fast allen Féllen unterschitzt. Die beste Ubereinstimmung findet sich
mit dem Modell von Asimow (1963). Diese Theorie basiert allerdings auf unrealistischen
Losungen fiir das Diffusionsfeld (Baldan, 2002). Da die theoretische Modellierung der Ost-
waldreifung fir die Zielsetzung dieser Arbeit nicht essentiell ist, wird darauf verzichtet,
die verschiedenen Modelle detailliert zu vergleichen. Allein zur quantitativen Beschreibung
der Abhéangigkeit k4(Q,) im Bereich @, < 0.30 gentigt Gleichung 3.22.

Im Abschnitt 3.3 wurde der Zusammenhang zwischen dem Eisanteil und dem Phasendia-
gramm erldutert. Bei gegebener Temperatur wird damit eine theoretische Abhéngigkeit
des Eisanteils ), vom Einwaagemassenanteil wg erhalten. In Abbildung 3.10a ist diese
Abhéngigkeit graphisch dargestellt. Die Linien entsprechen dabei den theoretisch zu er-
wartenden Verldufen fiir die verschiedenen untersuchten Losungen und Temperaturen. Die
Punkte stellen die experimentell erhaltenen Werte dar. Bei hohem Einwaagemassenanteil
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3 Eisrekristallisation

nahe dem Gleichgewichtsmassenanteil, also Eisanteilen nahe Null, stimmen Experiment
und Theorie gut tiberein. Die Abweichungen sind bei niedrigeren Konzentrationen insbe-
sondere im Fall der Saccharoselosungen bei -6 und -8 °C hingegen relativ gro8.

Wird aus den gemessenen Eisanteilen auf den Ausgangsmassenanteil wg zuriickgeschlos-
sen, wird Abbildung 3.10b erhalten. Hier wird deutlich, was die Abweichung zwischen
Theorie und Experiment in Bezug auf die Konzentrationen bedeutet. Bei jedem Experi-
ment, unabhéngig von Losung oder Temperatur, ist der Ausgangsmassenanteil, der sich
aus dem Eisanteil berechnet, grofler als der Einwaagemassenanteil. Die Grofie der Diffe-
renz Aw = wg — wg unterscheidet sich jedoch stark zwischen den Natriumbromid- und
den Saccharoselosungen. Bei den Natriumbromidlosungen liegt sie im Bereich von 1.8
bis 7.6 Gew.-% mit grofieren Abweichungen bei kleineren Konzentrationen. Im gleichen
Konzentrationsbereich (25 - 35 Gew.-%) betragen die Abweichungen bei den Saccharose-
losungen zwischen 4.1 Gew.-% bei -6 °C und 22.6 Gew.-% bei -10°C. Innerhalb der Saccha-
roselosungen zeigen sich tendenziell grofiere Abweichungen bei niedrigeren Temperaturen.
Mit zunehmender Konzentration wird auch hier Aw kleiner.

Ein geringer Teil der Abweichungen kommt wahrscheinlich durch die Herstellung der diin-
nen Losungsfilme zustande. Nach Platzierung der 2 pL Losung auf dem ersten Deckglas
vergehen einige Sekunden bis das zweite Deckglas dartiber gelegt wird. In dieser Zeit
verdampft ein Teil des Wassers. Verfolgung des Gewichtsverlustes mit einer Mikrowaage
(Sartorius CP2P) belegt eine Gewichtsabnahme von etwa 2 png s~!. Die Konzentrationser-
hohung liegt zu diesem Zeitpunkt bei ca. 0.2 %. Ein weiterer Gewichtsverlust tritt danach

| T LI | L | T LI |
Wq [Gew.-%]
N
o
L1 1 | 11
o® mm
<y
“@OTIIOD

30 e ‘; A Sac,-10°C
] B Sac, -8°C
] @ Sac, -6°C
- v NaBr, -25°C
20 —
|IIII|IIII|IIII|IIII| |IIII|IIII|IIII|IIII|
20 30 40 50 60 20 30 40 50 60
we [Gew.-%] we [Gew.-%]

Abbildung 3.10: Abweichung zwischen Einwaage- und Ausgangsmassenanteil. (a) Abhéan-
gigkeit des Eisanteils ), vom Einwaagemassenanteil wg. Die Linien ent-
sprechen der theoretischen Abhéangigkeit nach Gleichung 3.13. (b) Abwei-
chung des Ausgangsmassenanteils wg, der iber den Eisanteil berechnet
wird, von dem Einwaagemassenanteil an Natriumbromid bzw. Saccharo-
se.
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3.4 Wassrige Losungen

auf. An den Réndern des Sandwich kann weiterhin Wasser verdampfen. Die Messung
der Probenmasse nach der Rekristallisation deutet auf eine Konzentrationserhohung von
ungefahr 2% innerhalb der Rekristallisationszeit von 2 Stunden. Der Bereich, der wih-
rend der Rekristallisation beobachtet wird, ist davon aber praktisch nicht betroffen, was
sich in den zeitlich konstanten Eisanteilen darstellt. Vermutlich tritt der grofite Teil des
Wasserverlustes ohnehin vor und nach der Rekristallisation auf, da der Dampfdruck tem-
peraturabhéngig ist. Er sinkt mit tieferer Temperatur (Lide, 2001). Der beobachtete Trend
einer groferen Abweichung zwischen wg und wg bei niedrigeren Temperaturen steht zu
dieser Uberlegung im Gegensatz. Die kleinere Abweichung bei gréferen Konzentrationen
sowie der Unterschied zwischen Natriumbromid- und Saccharoselésungen passt hingegen
sehr gut. Mit zunehmender Konzentration und beim Wechsel von Saccharose zu Natrium-
bromid sinkt der Dampfdruck entsprechender Losungen (Pearce et al., 1928; Cooke et al.,
2002).

Die Rekristallisationsratenkonstante k; hangt, wie in Abbildung 3.9 gezeigt, vom Eisanteil
und von der Temperatur ab. Eisanteil und Temperatur wiederum stehen in Beziehung zum
Einwaage- bzw. Ausgangsmassenanteil. In Abbildung 3.11 sind die Auftragungen von ky
gegen diese Konzentrationen dargestellt.

Bei der Auftragung von kg4 gegen den Einwaagemassenanteil wg wird eine breite Streu-
ung der Ratenkonstanten beobachtet. Sowohl eine Temperaturabhéngigkeit als auch ein
Unterschied zwischen Natriumbromid- und Saccharoselésungen ist nicht zu erkennen. Die
Streuung und die mittlere Ratenkonstante nehmen jedoch mit héherer Konzentration ab.
Bei 30 Gew.-% treten Werte im Bereich von 1 bis 13 pm?® min~! auf. Bei 50 Gew.-%
hingegen liegen die Werte zwischen 0 und 2 pm? min—!. Wird gegen den Ausgangsmas-
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Abbildung 3.11: Abhéangigkeit der diffusionsbestimmten Geschwindigkeitskonstanten ky
vom Einwaagemassenanteil wg (a) und dem Ausgangsmassenanteil wg
(b), der iiber den Eisanteil berechnet wird. Die gepunktete Linie stellt
eine exponentielle Anpassung an die Saccharosedaten dar.
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senanteil wg aufgetragen, ergibt sich ein vollig anderes Bild. Zum einen lassen sich jetzt
Natriumbromid- und Saccharoselosungen wieder eindeutig unterscheiden, zum anderen
fallen die Saccharosedaten zusammen und ergeben eine gemeinsame Kurve, an die sich ei-
ne monoexponentielle Funktion anpassen lasst (Gleichung 3.23). Hierbei ergibt sich kq(Q,)
in pm?® min~! bei Verwendung von wg in Gew.-%.

ka(wg) = 3109.7 - exp (—0.15704 - wq) (3.23)

Temperaturunterschiede sind hier nicht mehr zu beobachten. k; hangt allein vom Aus-
gangsmassenanteil ab. Diese Beobachtung beruht darauf, dass bei einem konstanten Ein-
waage- bzw. Ausgangsmassenanteil eine Temperaturabsenkung zu einer Erhohung des
Eisanteils fithrt. Durch die Temperaturerniedrigung wird kg4 kleiner, gleichzeitig fithrt
der Anstieg des Eisanteils aber zu einer Rekristallisationsbeschleunigung. Der prinzipi-
ell gleiche Kurvenverlauf ist bei Natriumbromidlésungen zu erahnen. Fiir eine eindeutige
Klarung miissten jedoch weitere Daten bei hoheren Konzentrationen bzw. niedrigeren
Temperaturen vorliegen. Zu diesem Zeitpunkt lasst sich nur sagen, dass die Natrium-
bromidlésungen im Vergleich zu Saccharose die gleichen Ratenkonstanten bei kleineren
Massenanteilen aufweisen.

Die diffusionskontrollierte Rekristallisation in reinen Natriumbromid- bzw. Saccharosel6-
sungen wird mafigeblich durch die Temperatur und den Eisanteil bestimmt. Hauptziel
dieser Arbeit ist es, den Einfluss von AFP zu quantifizieren. Nach dem Adsorptions-
Inhibierungs-Mechanismus ist bei der AFP-kontrollierten Rekristallisation die Konzen-
tration von AFP auf der Eisoberfliche maigebend. In diesem Fall ist dann nicht mehr die
Diffusion durch die Losung, sondern der Einbau von Wassermolekiilen in den Eiskristall
geschwindigkeitsbestimmend. Daher ist neben dem Eisanteil (), auch die Eisoberfldche
O, zu beachten. Sie berechnet sich analog zum Eisanteil aus dem Produkt von mittlerem
Kristallumfang U und Kristallanzahl N geteilt durch die betrachtete Bildflache ROI. In
Abbildung 3.12 sind A und N zu verschiedenen Rekristallisationszeiten (nach 5, 10 und
120 Minuten) als Funktion des mittleren Eisanteils aufgetragen. @, reicht bei den hier
betrachteten Experimenten von 0.01 bis 0.26. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nur
Experimente mit Saccharoselosungen bei -8°C dargestellt.

Der zeitliche Verlauf aller hier betrachteten Groflen wurde bereits in Abbildung 3.6 fiir
eine Saccharoselosung (45 Gew.-%) bei -8°C dargestellt. Die gleichen Trends sind natiirlich
auch hier wieder zu finden. A und U steigen mit der Zeit, wobei A schneller ansteigt als
U. Dagegen nimmt N mit der Zeit ab, was dazu fiihrt, dass @), praktisch konstant bleibt
wahrend O, auch abnimmt. Die Verkleinerung der Grenzflache zwischen Eis und Losung
stellt die Triebkraft der Ostwaldreifung dar.

Die Verdnderung von A und U mit dem Eisanteil zu verschiedenen Zeiten lasst sich gut
linear beschreiben. Die Anpassungs-Parameter sind in Tabelle 6.2 im Anhang aufgefiihrt.
In Abbildung 3.12a ist A(Q,) aufgetragen. Die Abhéngigkeit U(Q),) zeigt einen dhnlichen
Verlauf. Die Gemeinsamkeiten und Unterschiede werden im Folgenden kurz erldutert. Die
Extrapolation von A oder U fiir @), — 0 fithrt nicht zu unendlich kleinen Kristallen,
denn auch bei sehr kleinen Eisanteilen wéchst die mittlere Kristallgrofle wihrend der
Rekristallisation an. Nach 5 Minuten liegt A im Bereich von 10 bis 33 pm?. Fiir Q, — 0
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Abbildung 3.12: Zusammenhang zwischen der mittleren Kristallfliche A (a) bzw. der Kris-
tallanzahl N (b) zu verschiedenen Rekristallisationszeiten (nach 5, 10
und 120 Minuten) und dem Eisanteil @),. Die Linien dienen der besseren
Veranschaulichung.

ergibt sich A(0) = 9.4 pm?. Bei einer Rekristallisationszeit von 120 Minuten liegen die
Werte zwischen 63 und 217 ym?. A(0) betriagt dann 73 pm?.

Die Aufweitung der mittleren Kristallflichen mit der Zeit beruht auf den unterschiedli-
chen Rekristallisationsgeschwindigkeiten bei den jeweiligen Eisanteilen. Mit steigendem
@, nimmt k4 zu, also wachst A bei grofleren Eisanteilen schneller. Entsprechendes ist bei
Betrachtung des mittleren Umfangs U zu beobachten. Die Verdnderung von U(0) fallt
hier allerdings geringer aus, da der mittlere Umfang sich langsamer mit der Zeit &ndert.
Dies ist auch in den Steigungen der Anpassungsgeraden zu sehen. Die Steigung wéchst
von 35 pm bei 5 Minuten auf 81 pm bei 120 Minuten. Bei der mittleren Kristallfliche sind
die Werte 82 pm? und 520 pm?.

Wie in Abbildung 3.12b zu sehen ist, zeigt die Kristallanzahl N eine vollig andere Ab-
héngigkeit vom Eisanteil. An die Daten lasst sich besser eine monoexponentielle als eine
lineare Funktion anpassen. Wird der Parameter fiir (), = 0 variabel gelassen, werden
hierfiir Werte nahe Null erhalten. Dies gilt auch fiir die unterschiedlichen Zeiten. Daher
wird zur Anpassung eine Funktion verwendet, die durch den Ursprung geht. Die Kris-
tallanzahl nimmt mit der Zeit ab. Die Anderung der Kristallanzahl mit dem Eisanteil ist
bei 5 Minuten Rekristallisationszeit am grofiten. Sie wachst bis (), = 0.1 von Null auf
etwa 600 an. Danach nimmt die Steigung ab und bei einem Eisanteil von 0.25 sind es nach
5 Minuten ca. 800 Kristalle. Wie in Abbildung 3.6 bereits zu sehen war, verlauft auch die
zeitliche Anderung bei der Kristallanzahl anders als bei mittlerer Fliche oder Umfang.
Dies fiihrt hier zu einer groferen Differenz zwischen 5 und 10 Minuten.

In Abbildung 3.13a ist der KEisanteil zu den unterschiedlichen Rekristallisationszeiten
Q,(t) als Funktion des mittleren Eisanteils aufgetragen. Wiirde sich der Eisanteil gar
nicht zeitlich andern, ergabe sich die gepunktete Linie: Beide Eisanteile waren gleich. In
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Abbildung 3.13: Zusammenhang zwischen dem Eisanteil @Q,(t) (a) zu verschiedenen Re-
kristallisationszeiten (nach 5, 10 und 120 Minuten) bzw. der Grenzflache
zwischen Eis und Losung O, (b) und dem zeitlich gemittelten Eisanteil
(2, Die Linien dienen der besseren Veranschaulichung.

der Tat ist die zeitliche Anderung gering. Der leichte Anstieg innerhalb der ersten Minuten
ist auf sehr kleine Kristalle zuriickzufithren. Dieser Punkt wurde bereits in Abschnitt 3.3
erlautert.

Anders verhélt es sich mit der Grenzflache zwischen Eis und Losung. In Abbildung 3.13b
zeigt sich deren zeitliche Anderung. Bei sehr kleinen Eisanteilen (Q, ~ 0.01) sinkt O,, von
0.012 pm~! nach 5 Minuten auf 0.003 pm~! nach 120 Minuten. Bei grofien Eisanteilen
(Q, =~ 0.25) sind die entsprechenden Werte 0.14 und 0.066 pm~'. Der Bereich, in dem
sich die Grenzfliche adndert, variiert also stark mit dem Eisanteil. Er wird mit zuneh-
mendem Eisanteil grofler. Das Gleiche gilt fiir den zeitlichen Mittelwert von O,. Er wird
ebenfalls mit zunehmendem Eisanteil grofler. Die erhaltenen Parameter der Anpassungen
in Abbildung 3.13 sind in Tabelle 6.2 im Anhang aufgefiihrt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zunahme des Eisanteils in erster Linie durch
einen Anstieg der Kristallanzahl erfolgt. Bei groflerem (), liegen mehr Kristalle vor, wah-
rend ihre Grofle nahezu unveréndert bleibt. Dies hat zur Folge, dass die Grenzfldche
zwischen Eis und Losung mit steigendem Eisanteil stark zunimmt.

3.4.4 Weitere wassrige Losungen

In der vorliegenden Arbeit werden neben wéssrigen Losungen von Natriumbromid und
Saccharose auch Losungen weiterer, verhaltnismafiig einfacher Verbindungen untersucht.
Interessant ist hierbei die Fragestellung, ob vielleicht auch relativ einfach gebaute Molekiile
Antigefriereigenschaften besitzen kénnen.

Losungen der in Tabelle 3.8 aufgefithrten Verbindungen wurden analog zu den Natri-
umbromid- und Saccharosel6sungen bei unterschiedlichen Konzentrationen und Tempe-
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3.4 Wassrige Losungen

raturen untersucht. Der Umfang dieser Untersuchungen ist jedoch deutlich kleiner. In
Tabelle 3.8 sind einige dieser Experimente exemplarisch aufgefiithrt. Zum Vergleich ist zu-
nachst ein Experiment bei -6°C einer Saccharoselosung dargestellt (wg = 25 Gew.-%).
Unter diesen Bedingungen wird ein Eisanteil von 0.19 erhalten. Die Ratenkonstante k,;
betriagt 6.34 pm?® min~!. Aus dem nach 120 Minuten aufgenommen Foto ist zu entnehmen,
dass die Eiskristalle alle rund sind. Eckige Kristalle wéren ein Zeichen fiir Antigefrierei-
genschaften.

Ahnliche Bilder werden fiir 2,5-Hexandiol, Dipropylenglykol und Isopropylalkohol erhal-
ten. Aufgrund der unterschiedlichen Phasendiagramme sind die bestimmten Ratenkon-
stanten aber nur schwer direkt miteinander zu vergleichen. Bei den Experimenten mit
2,5-Hexandiol- und Dipropylenglykollésungen wurde die Rekristallisation in beiden Fal-
len bei -9°C und mit Massenanteilen von 20 Gew.-% durchgefiihrt. Daraus ergeben sich
leicht unterschiedliche Eisanteile und auch unterschiedliche Ratenkonstanten. Die Werte
liegen allerdings mit 6.97 und 6.26 pm?® min~' im gleichen Bereich wie bei der Saccharo-
selosung. Die Isopropylalkohollosung wurde bei -18°C und 30 Gew.-% untersucht. Daraus
ergibt sich hier ein Eisanteil von 0.12 und eine Ratenkonstante von 2.26 pm?® min~!. Die
Rekristallisation verlauft hier also deutlich langsamer als bei den vorangegangen Expe-
rimenten, jedoch sind Temperatur und Eisanteil auch niedriger. Der geringere Wert ist
vermutlich darauf zuriickzufiihren. Zudem koénnen die Wasser-Diffusionskonstanten in-
nerhalb der verschiedenen Losungen unterschiedlich sein. Anhand der Bilder sind keine
gravierenden Unterschiede festzustellen, alle Kristalle sind rund. Weder 2,5-Hexandiol
noch Dipropylenglykol oder Isopropylalkohol besitzen Antigefriereigenschaften.

2,5-Hexan-  Dipropylen-  Isopropyl- Isopropyl-
diol glykol alkohol amin

OH
OH OH HO OH
Struktur Hﬂag&\ o oH \l/\o/\r OH NH2
HO HO )\ )\
© o OH

Saccharose

Isomerengemisch

M, [g mol™'] 342.30 118.17 134.17 60.10 59.11
O ~Y N0 || O o (O Y% one d| T e
100 pm > © QOOOCDO OQ O] o 09 Peeg | ot e
—— O . ° O o O le) s o
t = 120 min DOO é) C QOQOOOOC QO CO;O 0007;» &o
o
200D oL OO ~Ollao X “dn 7.
T [°C] 6.0 9.0 9.0 -18.0 6.0
wg [Gew.-%] 25.0 20.0 20.0 30.0 30.0
Q. 0.19 0.20 0.14 0.12 0.06
kg [nm? min—?] 6.34 6.97 6.26 2.26 (0.13)

Tabelle 3.8: Rekristallisation in verschiedenen wassrigen Losungen. Der Kontrast aller Bil-
der wurde zugunsten einer besseren Darstellung verédndert.
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3 Eisrekristallisation

Ein vielleicht auf den ersten Blick unerwartetes Ergebnis wird bei der Untersuchung von
[sopropylaminlésungen beobachtet. Hier ist ein Versuch mit einer 30-prozentigen Losung
bei -6°C aufgefiihrt. Dies fiithrt zu einem Anteil der Kristalle von 0.06. Die Ratenkon-
stante liegt bei 0.13 pm® min~!, die Rekristallisation verliuft also extrem langsam. Die
bedeutendere Beobachtung ist aber das Auftreten von léanglichen, zum Teil eindeutig he-
xagonalen Kristallen. Hemmt ein vergleichsweise kleines und einfach aufgebautes Molekiil
wie Isopropylamin also die Eiskrekristallisation? Nein, denn die beobachteten Kristalle
bestehen nicht aus Eis. Ein Blick in das Phasendiagramm offenbart, dass es sich hier
um Isopropylamin-Oktahydrat (IPO) handelt, das wie Eis auch eine hexagonale Kristall-
struktur besitzt (Pickering, 1893). Das Eis-Isopropylamin-Oktahydrat-Eutektikum liegt
bei 18 Gew.-% und -8°C. Bei kleineren Konzentrationen, bei denen wieder Eiskristal-
le vorliegen, sind tatsachlich die Kristalle wieder rund und die Rekristallisation verlauft
deutlich schneller. Sie lduft dann auch wieder diffusionskontrolliert ab. Unter den obigen
Bedingungen wachsen also IPO-Kristalle und deren Kristallwachstum, also der Fliissig-
Fest-Ubergang, bestimmt die Rekristallisationsgeschwindigkeit.

Die eckige Kristallform beruht auf Unterschieden in den Grenzflichenenergien. Verschiede-
ne Kristallflichen besitzen auch unterschiedliche Energien. Am giinstigsten sind dabei die
priméaren Flachen, diese werden daher zuerst ausgebildet. Die Minimierung der Kristall-
Fliissigkeit-Grenzflache spielt aber auch immer eine Rolle. So ist es bei Eis in Losung in
der Regel giinstiger einen runden Kristall zu bilden, also auch das Wachstum von sekun-
déren Flachen zuzulassen. Beim IPO ist es hingegen giinstiger, die vergroferte Oberfliche
einer eckigen Kristallform in Kauf zu nehmen.
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3.5 Temperatur

3.5 Temperatur

3.5.1 Konstante Temperatur

Die diffusionskontrollierte Rekristallisation hangt in erster Linie vom Eisanteil und von der
Temperatur ab. Es wurde gezeigt, wie aus beiden Grofien auf den Ausgangsmassenanteil
wq, den Gesamtanteil des Gelosten, zuriickgeschlossen werden kann. Und es wurde be-
obachtet, dass wg eine Grofie ist, aus der die Ratenkonstante k4 direkt bestimmt werden
kann. Damit ist wg ein nitzliches Werkzeug beim Vergleich verschiedener Experimen-
te. Im vorangegangen Kapitel wurde zudem deutlich, dass es eine Differenz zwischen dem
Einwaagemassenanteil wg und wq gibt, obwohl beide Grofien eigentlich identisch sein soll-
ten. Zum Teil lasst sich diese Abweichung durch Verdampfen von Wasser erklaren. Aber
insbesondere die Temperaturabhéngigkeit der Abweichung bedarf noch einer genaueren
Betrachtung, denn mit steigender Temperatur wird die Abweichung kleiner.

Zum Verstandnis dieser Beobachtung wird zunéchst noch einmal ein genauerer Blick auf
einige Experimente mit Saccharoselosungen (wg = 30 Gew.-%) bei -5 und -8°C geworfen
(Abbildung 3.14). Die Rekristallisation bei -5°C (schwarze Linien) verlauft schneller als
bei -8°C (graue Linien): Der mittlere Radius wéchst schneller an und die Kristallanzahl
sinkt schneller ab. Der kubische mittlere Radius nach 120 Minuten r3(120) liegt bei -5°C
zwischen 400 und 1200 pm3. Bei -8°C reichen die Werte von 100 bis 500 pm?. Die Kris-
tallanzahl nach 120 Minuten N (120) variiert bei -5°C zwischen 30 und 60. Bei -8°C liegen
die Zahlen im Bereich von 50 bis 160. Dabei gehort ein hoher mittlerer Radius immer
zu einer hohen Kristallanzahl und umgekehrt. Eigentlich ist zu erwarten, dass ein hoher
Wert fiir 73(120) zu einem niedrigen Wert fiir N (120) passt. Verlduft die Rekristallisation
in Bezug auf den Radius schneller, so sollte dies auch in Bezug auf die Kristallanzahl
zutreffen. Tatséchlich ist auch nicht die Abnahme der Kristallanzahl langsamer, sondern
der Eisanteil ist insgesamt bei groflerem k4 hoher und damit auch die Kristallanzahl zu
Beginn. Es ist zu erwarten, dass sich bei langeren Beobachtungszeiten die Reihenfolge von
N umkehrt.

Die Beobachtung einer langsameren Rekristallisation bei niedrigerer Temperatur lasst sich
auch allein aus der LSW-Ratenkonstanten ableiten, allerdings muss bei realen Experimen-
ten der Eisanteil @), berticksichtigt werden. Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt,
dass (), mit kleinerer Temperatur zunimmt und dies dazu fithrt, dass sich die Ratenkon-
stante bei konstantem Ausgangsmassenanteil wg nicht dndert (Abbildung 3.11b). Wie
hier nochmal zu sehen ist, gilt dies nicht fiir den Einwaagemassenanteil wg, der bei den
Experimenten in Abbildung 3.14, wie auch bei allen iibrigen in diesem Kapitel, bei jeweils
30 Gew.-% liegt. kg nimmt ebenso wie in Abbildung 3.11b mit steigendem w¢ exponentiell
ab: kg ist grofer bei kleinerem wg. Bei -5°C liegt wg im Bereich von 35 bis 41 Gew.-%.
Bei -8°C hingegen reichen die Werte von 40 bis 49 Gew.-%. An dieser Stelle sei nochmal
darauf hingewiesen, dass Eisanteil und damit auch wg im Verlauf der Rekristallisation
jeweils praktisch konstant bleiben. Die Konzentration an Saccharose andert sich wihrend
der Rekristallisation also nicht.
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Abbildung 3.14: Rekristallisation bei -5°C (schwarze Linien) und -8°C (graue Linien).
Der Saccharosemassenanteil betragt 30 Gew.-%. Zeitlicher Verlauf des
kubischen mittleren Radius (a), der Kristallanzahl (b), der Temperatur
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(c) und des Ausgangsmassenanteils (d).

Zu den hier besprochenen Experimenten gehoren zwei bei wg ~ 40 Gew.-%. Die Raten-
konstanten stimmen mit 3.70 pm?® min~! bei -5°C und 3.86 pm?® min~! bei -8°C auch sehr
gut iiberein, wie es aufgrund der Abhéngigkeit k4(Q,) zu erwarten war. Fir den Verlauf
N(t) gilt dies aber nicht. Im Gegenteil, die beiden Kurven liegen maximal voneinander
entfernt. Gleicher Ausgangsmassenanteil wg bei verschiedenen Temperaturen bedeutet
unterschiedliche Eisanteile. @), betragt 0.06 beim Experiment mit einer Rekristallisati-
onstemperatur von -5°C. Dies ist der niedrigste Wert unter den Experimenten bei dieser
Temperatur. Mit 0.28 ist entsprechend der Eisanteil, der zu kg = 3.86 pm? min~! gehort,

bei -8°C der hochste.
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3.5 Temperatur

3.5.2 Stufenweise Temperaturvariation

Wenn der Eisanteil @),, und damit auch der Ausgangsmassenanteil wg, bei konstanter
Temperatur unverandert bleibt, so sollte wg auch bei Temperaturanderungen konstant
bleiben. Die Gesamtkonzentration sollte sich nicht mit der Temperatur &ndern, sondern
der Eisanteil sollte entsprechend zu- bzw. abnehmen. In Abbildung 3.15 sind Experimente
gezeigt, bei denen die Rekristallisationstemperatur von -5°C (schwarze Linien) bzw. von
-7°C (graue Linien) alle 30 Minuten jeweils um 1°C abgesenkt wurde. Die Kiihlrate betrug
immer 1°C min1.

r3 sowie N sind nach 120 Minuten bei stufenweiser Temperaturerniedrigung in etwa so

grof}, als wére die Temperatur wahrend der gesamten Zeit konstant bei -5 bzw. -7°C
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Abbildung 3.15: Ausgehend von -5°C (schwarze Linien) bzw. -7°C (graue Linien) wird
die Rekristallisationstemperatur um je 1°C in einer Minute alle 30 Minu-
ten abgesenkt. Der Saccharosemassenanteil betragt 30 Gew.-%. Zeitlicher
Verlauf des kubischen mittleren Radius (a), der Kristallanzahl (b), der
Temperatur (c) und des Ausgangsmassenanteils (d).

95



3 Eisrekristallisation

gehalten worden. Besonders aufféllig ist hier, dass bei niedrigerer Temperatur der An-
stieg im Radius beim Temperatursprung kleiner ausfallt als bei hoherer Temperatur. Dies
passt zur kleineren Anderung des Eisanteils bei tiefen Temperaturen. Aus dem Phasendia-
gramm ist ersichtlich, dass die Schmelzpunktkurve zunéchst nur langsam absinkt und ab
ca. 30 Gew.-% immer steiler wird (Abbildung 3.5). Je steiler die Kurve ist, desto geringer
ist auch die Anderung im Eisanteil. Dies findet sich auch bei der stufenweisen Temperatur-
erniedrigung wieder. Die Zunahme des Eisanteils wird kleiner bei tieferen Temperaturen.
Da gleichzeitig die Kristallanzahl abnimmt, bleibt der Sprung in den mittleren Radien
innerhalb eines Experiments nahezu konstant.

Wie bei konstanter Temperatur verlauft auch hier die Rekristallisation schneller, die bei
der hoheren Temperatur startet. Dies gilt in Bezug auf r3 wie auf N. Ebenso wird hier be-
obachtet, dass bei hoherem Ausgangsmassenanteil wg die Reifung langsamer ist. Zudem
wird in Abbildung 3.15d deutlich, dass durch die Erhéhung des Eisanteils bei Tempera-
turerniedrigung auch wg grofer wird. Bei einer Gesamttemperaturerniedrigung tiber die
Dauer der Experimente (120 Minuten) von -5 auf -8°C nimmt wg um 2.7 Gew.-% zu. Bei
der Temperaturerniedrigung von -7 auf -10°C ist die Zunahme von wg mit 1.5 Gew.-%
etwa halb so groff. Eigentlich sollte w¢ innerhalb eines Experiments konstant bleiben.
Was kénnte der Grund hierfiir sein? (1) Der Eisanteil wird nicht genau genug bestimmt.
Aufgrund der Art der Bild-Auswertung wird der Eisanteil um etwa 5 % unterschatzt. Dies
fithrt zu einer Uberschitzung von wg um 1%. Da dies aber natiirlich fiir die Eisanteile
bei allen Temperaturen gilt, kann es nicht der Grund fiir die Abweichung sein. (2) Bei
der Temperaturerniedrigung erhoht sich der Eisanteil. Da Eis eine geringere Dichte als die
Losung hat, wird etwas von der Losung am Rand der Deckglaser heraus gedriickt. An die-
ser Stelle verdampft das Wasser schneller aufgrund der grofieren Luft-Losung-Grenzflache
und die Konzentration an Saccharose erhoht sich. Bei konstanter Temperatur éndert sich
wq allerdings nicht. Dies wiirde also heiflen, hier verdampft praktisch kein Wasser oder die
Konzentration an Saccharose erhoht sich nur am Rand. Die Konzentration innerhalb der
ganzen Probe wieder auszugleichen, dauerte in dem Fall langer als der Beobachtungszeit-
raum. Dies miisste aber auch im Fall der Temperaturerniedrigung gelten, weshalb diese
Méglichkeit also auch unwahrscheinlich ist. (3) Bei kleinem Eisanteil, also bei hoheren
Temperaturen oder hoheren Einwaagemassenanteilen, ist der Unterschied zwischen wg
und wg geringer. Dies kénnte bedeuten, dass die Kurve, die in dieser Arbeit zur Be-
schreibung des Phasendiagramms benutzt wird, bei grofierer Entfernung von wg bzw.
T,, immer schlechter wird. Die Daten im Bereich hoherer Konzentrationen bzw. tieferer
Schmelzpunkte konnten unzureichend sein, um das System zu beschreiben. Moglicherwei-
se ist aber auch die Verwendung des Bulk-Phasendiagramms generell nicht richtig. Die
Erweiterungen der LSW-Theorie basieren darauf, dass sich die Diffusionsfelder der ein-
zelnen Kristalle iberlappen. Das heifit, die Konzentration in der Umgebung der Kristalle
erreicht niemals die Gleichgewichtskonzentration eines einzelnen Bulk-Kristalls. Ob die
beobachtete Anderung von wg bei Temperaturerniedrigung innerhalb eines Experiments
auf das in dieser Arbeit verwendete Bulk-Phasendiagramm zuriickzufiithren ist, kann an
dieser Stelle nicht abschlieBend geklart werden. Allerdings erscheint dies zu diesem Zeit-
punkt als die plausibelste Erkléarung.
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In Abbildung 3.16 sind Experimente gezeigt, bei denen die Rekristallisationstemperatur
stufenweise alle 30 Minuten um 1°C erhoht wird. Die Ausgangstemperaturen sind hier
-7°C (schwarze Linien) und -9°C (graue Linien). Die Aufwirmrate betriagt 1°C min~?.
Unter diesen Bedingungen steigt der kubische mittlere Kristallradius jeweils auf Werte
um 800 pm?. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Versuchen mit Temperaturerniedri-
gung zeigt sich hier eine Zunahme in der Anderung des mittleren Radius beim Tempera-
tursprung mit steigender Temperatur. Dies hdngt mit der Abnahme in der Kristallanzahl
zusammen. Bei den vorangegangen Experimenten blieb die Kristallanzahl nach den ersten
30 bis 60 Minuten noch nahezu konstant, da die Rekristallisationstemperatur erniedrigt
und damit die Rekristallisation verlangsamt wurde. Auflerdem sind beim Temperatur-

sprung dort alle Kristalle grofler geworden, danach musste erst eine Zeit lang Reifung
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Abbildung 3.16: Ausgehend von -7°C (schwarze Linien) bzw. -9°C (graue Linien) wird
die Rekristallisationstemperatur um je 1°C in einer Minute alle 30 Mi-
nuten erhoht. Der Saccharosemassenanteil betragt 30 Gew.-%. Zeitlicher
Verlauf des kubischen mittleren Radius (a), der Kristallanzahl (b), der
Temperatur (c) und des Ausgangsmassenanteils (d).
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stattfinden, bis einige Kristalle klein genug wurden, um sich schliellich aufzulésen. Bei der
Temperaturerhohung fiihrt aber jeder Temperatursprung zum Schmelzen einiger Kristal-
le, auch wenn diese zuvor relativ grof§ gewesen waren, und die danach héhere Temperatur
bewirkt zudem eine schnellere Rekristallisation.

Im Gegensatz zur Temperaturerniedrigung findet sich bei der Temperaturerhohung eine
Abnahme des Ausgangsmassenanteils wg. Wieder ist zu beobachten, dass mit steigender
Temperatur wg abnimmt, also die Differenz zwischen wg und wg kleiner wird. Die Ab-
nahme von wg betrigt bei der Temperaturerhdhung 1.9 Gew.-% beim Ubergang von -7
auf -4°C und 2.1 Gew.-%, wenn die Starttemperatur -9°C ist. Die Unterschiede sind also
kleiner als bei der Temperaturerniedrigung. Insgesamt liegt die Zu- bzw. Abnahme von
wq bei einer Temperaturdnderung um 3°C etwa bei 2 Gew.-%. Bei den Versuchen mit
konstanter Rekristallisationstemperatur hingegen unterscheiden sich die durchschnittli-
chen Werte fir wg bei -5 und -8°C um fast 9 Gew.-%. wq reicht dort von 35 Gew.-%
bei -5°C bis zu 49 Gew.-% bei -8°C. Dies muss bedeuten, dass dort der Temperaturun-
terschied nicht allein fiir die Anderung von wg verantwortlich ist. Die Vermutung liegt
nahe, dass die Saccharosemassenanteile im jeweiligen Beobachtungsfeld tatsédchlich von
wg verschieden sind. Der Unterschied zwischen wg und wg beruht also nicht allein auf
der ungenauen Berechnung von wg mit Hilfe des Bulk-Phasendiagramms.

3.5.3 Zyklische Temperaturvariation

Bei der stufenweisen Temperaturdnderung wurde gezeigt, dass sich der Ausgangsmassen-
anteil wg mit jedem Temperatursprung andert. Eine Temperaturerniedrigung fithrt zu
einer Steigerung von wg und eine Temperaturerhéhung zur Absenkung. Im Folgenden
soll durch zyklische Temperaturvariation, also abwechselndes Abkiihlen und Aufwérmen,
getestet werden, ob die Anderungen in wg gleich groff sind. Dies wiirde bedeuten, die
Konzentration an Saccharose éndert sich nicht. In Abbildung 3.17 sind Versuche darge-
stellt, bei denen die Temperatur zwischen -5 und -8°C sprunghaft mit 3°C min~! alle 10
Minuten geandert wurde. Bei ¢ = 0 min wurde jeweils mit -5°C begonnen. Der Unterschied
zwischen den beiden dargestellten Versuchsreihen liegt hier in den davor herrschenden Be-
dingungen. Im ersten Fall (schwarze Linien) wurde direkt von -50°C auf -5°C aufgewarmt.
Dies ist die Standardvorgehensweise. Bei der zweiten Versuchsreihe ist eine 10-miniitige
Rekristallisation bei -10°C vorgeschaltet.

Die vorangehende Rekristallisation fithrt bei ¢ = 0 min zu leicht grofieren mittleren Kris-
tallradien und zu kleineren Kristallanzahlen. Die Folge ist wahrend der gesamten restli-
chen Versuchsdauer ein hoherer mittlerer Radius und eine geringere Kristallanzahl. Es ist
also enorm wichtig auf die Startbedingungen zu achten, wenn verschiedene Messreihen
miteinander verglichen werden.

Trotz der unterschiedlichen Startbedingungen besitzen die beiden Versuchsreihen aber
aufgrund des ansonsten gleichen Temperaturprofils grole Gemeinsamkeiten. In beiden
Fillen ist zu beobachten, dass die Anderung des mittleren Radius wihrend der Tem-
peraturspringe mit der Zeit grofler wird. Dies ist in der Abnahme der Kristallanzahl
begriindet. Der Eisanteil ist bei -5°C immer gleich grol und damit auch wg. Das Glei-
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Abbildung 3.17: Sprungweise zyklische Variation der Rekristallisationstemperatur zwi-
schen -5 und -8 °C ohne (schwarze Linien) und mit vorangestellter Reifung
bei -10°C (graue Linien). Der Saccharosemassenanteil betrégt 30 Gew.-%.
Zeitlicher Verlauf des kubischen mittleren Radius (a), der Kristallanzahl
(b), der Temperatur (c) und des Ausgangsmassenanteils (d).

che gilt fiir -8°C. Um bei kleinerer Kristallanzahl auf denselben Eisanteil zu kommen,
muss der mittlere Radius grofer werden, was so auch beobachtet wird. Dass @), und wq
nach jedem Temperaturzyklus wieder auf den vorangegangen Wert zuriickkommen, belegt
erneut, dass sich die Konzentration an Saccharose wiahrend des Beobachtungszeitraums
nicht andert, genauso wie es fiir die Rekristallisation bei konstanter Temperatur zu beob-
achten ist. Allerdings éndert sich wg auch hier bei jedem Temperatursprung ebenso wie

bei der stufenweisen Temperaturvariation. Die Anderung in wg betrigt wiederum etwa
2 Gew.-%.

In Abbildung 3.18 ist gezeigt, wie sich eine graduelle Temperaturénderung im Vergleich zu
einer sprunghaften auswirkt. Bei beiden Versuchsreihen wird die Temperatur zwischen -5
und -8°C verdndert, wobei die Starttemperatur wieder -5°C ist. Bei der ersten Versuchs-
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Abbildung 3.18: Sprungweise und graduelle zyklische Variation der Rekristallisationstem-
peratur zwischen -5 und -8°C mit 3 (schwarze Linien) und 0.3°C min~!
(graue Linien). Der Saccharosemassenanteil betrigt 30 Gew.-%. Zeitli-
cher Verlauf des kubischen mittleren Radius (a), der Kristallanzahl (b),
der Temperatur (c) und des Ausgangsmassenanteils (d).

reihe (schwarze Linien) wurde die Temperatur sprunghaft alle 10 Minuten veréndert und
dann wieder konstant gehalten. Bei der zweiten Versuchsreihe (graue Linien) hingegen
wurde innerhalb der 10 Minuten die Temperatur mit 0.3°C min~! abgesenkt bzw. erhoht,
so dass diese nie konstant blieb.

Das Resultat der graduellen Temperaturvariation ist eine im Mittel geringfiigig langsamere
Rekristallisation. Die maximalen Kristallradien zum Ende der Temperaturerhohung liegen
im Fall der graduellen Temperaturvariation immer niedriger. Dies trifft jedoch nicht auf
die minimalen Radien bei der Temperaturerniedrigung zu. Hier passen die Radien zu den
Ausgangsmassenanteilen. Wieder ist die Rekristallisation bei niedrigerem wg schneller.
Im Vergleich mit den Experimenten in Abbildung 3.14 zeigt sich bei -5°C auch keine
gravierende Verdnderung im mittleren Radius. Die kubischen mittleren Radien liegen
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bei beiden Arten der Temperaturvariation im Bereich zwischen 300 und 1200 pm?. Dies
ist derselbe Bereich, wie er fiir konstante -5°C gefunden wird. Die Rekristallisation bei
-8°C verlauft langsamer. Entscheidend fiir die Geschwindigkeit scheint damit die hochste
Temperatur wahrend der Rekristallisation zu sein. Die Temperaturerniedrigung fithrt zwar
zu einer Erhohung des mittleren Radius, nach jedem Zyklus werden aber wieder Werte
erreicht, die denen ohne Temperaturanderung entsprechen.

Sowohl bei der sprungweisen Temperaturvariation mit 3°C min~! als auch bei der langsa-
men Temperaturanderung mit 0.3°C min~! dndert sich wg um ca. 2 Gew.-% beim Tempe-
raturwechsel von 3°C. Wieder zeigt sich keine Anderung von wg bei gleicher Temperatur.
Die Konzentration der Losung dndert sich nicht mit der Zeit.

3.5.4 Zusammenfassung

Wie es bereits im vorangegangen Unterabschnitt 3.4.3 beobachtet wurde, zeigte sich auch
hier in allen Experimenten eine Differenz Aw zwischen dem Ausgangsmassenanteil wg, der
iiber den jeweils bestimmten Eisanteil berechnet wurde, und dem Einwaagemassenanteil
wg. Hierbei ist wg immer grofler als wg. Die Temperaturabhéngigkeit des Unterschieds
zwischen beiden Groflen deutete sich bereits in Abbildung 3.10 an, wurde an dieser Stelle
aber eindeutig belegt. Mit abnehmender Temperatur vergrofiert sich Aw. Dies wird sowohl
beim Vergleich mehrerer Einzelexperimente bei verschiedenen Temperaturen als auch bei
der Temperaturanderung innerhalb eines Experiments deutlich. Im vorangegangen Kapi-
tel wurde bereits ersichtlich, dass Aw mit zunehmendem wg kleiner wird. Zusammen mit
der Temperaturabhéngigkeit lasst sich sagen, dass Aw mit kleiner werdendem FEisanteil
abnimmt. Je grofer der im Phasendiagramm zu betrachtende Teil ist, der zur Berech-
nung von wg benodtigt wird, desto schlechter passen wgr und wg zusammen. Dies lésst
vermuten, dass die Abweichung auf das hier verwendete Bulk-Phasendiagramm zuriick-
zufiithren ist. Denn dabei wird vernachlassigt, dass bei Eisanteilen grofier Null durch die
Uberlappung der Diffusionsfelder der einzelnen Kristalle in der Losung nicht mehr die
Gleichgewichtskonzentration eines Bulk-Kristalls erreicht wird.

Allerdings lasst sich die Differenz zwischen wg und wg nicht allein mit der Verwendung
des Bulk-Phasendiagramms erklaren. Beim Vergleich mehrerer Einzelexperimente wird
eine deutlich groflere Abweichung beobachtet als bei der Temperaturdnderung innerhalb
eines Experiments. Wéahrend eines Experiments bewirkt die Einstellung einer bestimmten
Temperatur einen festen Wert fiir wq. Dies gilt natiirlich, wenn die Temperatur wahrend
des gesamten Beobachtungszeitraums konstant gehalten wird, aber auch im Fall von zy-
klischen Temperaturdnderungen. Die tatsédchlich vorliegende Konzentration im Bereich
des Beobachtungsfeldes dndert sich also nicht. Die Anderung von wg mit der Tempe-
ratur innerhalb eines Experiments ist vermutlich noch durch dessen Berechnung mittels
des Bulk-Phasendiagramms zu erklaren. Werden mehrere Experimente miteinander ver-
glichen, kommt jedoch eine weiterer Faktor hinzu. Nun kommt zum Tragen, dass mog-
licherweise der tatsachlich vorliegende Gesamtmassenanteil vom Einwaagemassenanteil
abweicht. Dies konnte mit Inhomogenitaten innerhalb der verwendeten Losungen zusam-
menhangen, dann missten jedoch auch Experimente zu beobachten sein, bei denen wg
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geringer als wpg ist. Dies ist nicht der Fall. Das Verdampfen von Wasser wahrend der
Probenvorbereitung und im Zeitraum bis zum Erreichen der Rekristallisationstemperatur
ist daher eine plausiblere Ursache fiir die zum Teil grofle Differenz zwischen wg und wg.
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3.6 Additive

3.6 Additive

3.6.1 Kinetische Beschreibung

In den vorangegangenen Kapiteln 3.4 und 3.5 wurde die diffusionskontrollierte Eisrekris-
tallisation in wéssrigen Losungen und der Einfluss des Eisanteils und der Temperatur
quantitativ bestimmt. Weitere Faktoren wie Aggregation miissen in der vorliegenden Ar-
beit aufgrund der experimentellen Bedingungen (@, < 0.3) und aufgrund der vorgestellten

Auswahlkriterien nicht beriicksichtigt werden. Die Auswahlkriterien sind in Abschnitt 3.3
genauer beschrieben.

Hauptziel dieser Arbeit ist die Aufklarung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen einer Rei-
he von Verbindungen in Bezug auf Antigefriereigenschaften. Dazu soll fiir diese Additive
die Effektivitdt bestimmt werden, mit der sie die Eisrekristallisation hemmen. Da die
Geschwindigkeit der allein diffusionskontrollierten Eisrekristallisation bereits von mehre-
ren Faktoren (Art der Losung, Eisanteil, Temperatur) abhangt, wurden diese Faktoren
im bisherigen Teil der Arbeit ausfithrlich untersucht. Nun kénnen die Rahmenbedingun-
gen ausgewahlt werden, bei denen die Rekristallisationsinhibierung durch die nachfolgend
beschriebenen Additive optimal beobachtet werden kann.

Die beiden am umfangreichsten untersuchten Losungen dieser Arbeit sind Natriumbromid-
und Saccharoselosungen. Bei den Natriumbromidlosungen betrug die Rekristallisations-
temperatur -25°C. Bei den Saccharoselosungen liegen die meisten Daten bei -6, -8 und
-10°C vor. Sowohl bei den Natriumbromidlésungen wie auch bei den Saccharoselésungen
bei -6°C liegen die Ratenkonstanten k4 relativ hoch und zeigen eine starke Abhéngigkeit
vom Eisanteil (1.36 pm® min™! < kg < 13.32 pm?® min™!, 0.02 < Q, < 0.26). Vorteilhaft
bei beiden Versuchsreihen ist die verhéltnisméflig geringe Abweichung zwischen dem Ein-
waagemassenanteil wg und dem Ausgangsmassenanteil wg. Dies gilt insbesondere fir die
Natriumbromidlosungen. Allerdings ist die Streuung von k; unter beiden Bedingungen
mit bis zu 5 pm® min~! bei gleichem @, sehr grof. Bei -8 und -10°C (Saccharosels-
sungen) streuen die Werte um maximal 1 pm?® min~!. Zudem ist die Abhéingigkeit von
Q. deutlich geringer. Bei -8°C liegt kq im Bereich von 0.69 bis 4.09 pm?® min~! bei Ei-
santeilen von 0.01 bis 0.26. Bei -10°C sind die minimalen und maximalen Werte fiir kg
0.26 und 3.35 pm® min~! (0.02 < @, < 0.30). Mit niedrigeren Temperaturen wird jedoch
der Unterschied zwischen wg und wg grofier. Nachteilig sind auch die sehr kleinen Wer-
te fiir k4 bei tieferen Temperaturen. Wenn zwischen diffusions- und AFP-kontrollierter
Rekristallisation unterschieden werden soll, sind gréfere Differenzen in den zugehorigen
Ratenkonstanten vorteilhaft. Aus diesen Uberlegungen heraus wurden fiir die Bestimmung
der AFP-Effektivitiat Saccharoselosungen bei -8°C verwendet. Der Saccharosemassenan-
teil wurde mit 45 Gew.-% so gewahlt, dass @, zwischen 0.02 und 0.09 lag. Damit ist der
Eisanteil so klein, dass Aggregation praktisch keine Rolle spielt und doch so gro8, dass
die Kristallanzahl fiir eine sinnvolle statistische Auswertung gentigt. Gleichzeitig ist die
Differenz zwischen wg und wg mit 4.6 Gew.-% im Mittel vergleichsweise gering. Die Ra-
tenkonstanten sind mit Werten von 0.69 bis 1.88 pm? min~! ausreichend grof, um eine
deutliche Unterscheidung zwischen diffusions- und AFP-kontrollierter Rekristallisation zu
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ermoglichen. Die Festlegung auf einen Massenanteil von 45 Gew.-% Saccharose und eine
Temperatur von -8°C gilt, sofern nicht anders angegeben, fiir alle Untersuchungen von
Polymeren, Peptoiden und Peptiden, die im Folgenden beschrieben werden.

In Abbildung 3.19a sind Bilder von Eiskristallen wahrend der Rekristallisation gezeigt, bei
der von einer 45 Gew.-%-Saccharoselosung ausgegangen wurde. Die Rekristallisationstem-
peratur betragt -8 °C. Die mittlere Kristallanzahl reduziert sich bei diesem Experiment von
rund 800 zu Beginn auf 255 nach 10 Minuten und schlieflich auf 63 nach 120 Minuten. Die
Bilder stellen Ausschnitte der tatséichlich aufgenommenen Fotos dar. Der mittlere Radius
wachst von 0.60 auf 4.79 nm. Diese zeitlichen Verdnderungen sind qualitativ auch anhand
der Bilder nachzuvollziehen. Eine weitere wichtige Beobachtung ist die Form der Kristalle.
Mit einer mittleren Rundheit von 0.90 und auch augenscheinlich sind die Kristalle alle
rund.

Wenn zu der Losung AFP gegeben werden, wird die Rekristallisation gehemmt. In dem
in Abbildung 3.19 gezeigten Beispiel ist es ein Glykopeptid mit 4 Wiederholeinheiten
und einem Monosaccharid (GalNAc) am Threonin (AFGP 38b). Bei einer Konzentration
von 60 pg mL~! zeigt sich nach 60 Minuten deutlich die Ausbildung von hexagonalen
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Abbildung 3.19: Représentative Bilder von Eiskristallen im Verlauf der Rekristallisati-
on bei -8°C, gebildet in wéssrigen Saccharoselosungen (45 Gew.-%). (a)
Reine Saccharoselésung ohne AFGP. (b) Losung mit 60 pg mL—! AFGP
38b ([AAT™]4AA). (c) Losung mit 140 pg mL~!. Der Kontrast aller Bilder
wurde zugunsten einer besseren Darstellung verandert.
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Kristallen (Abbildung 3.19b). Allerdings fithrt die optisch eindeutige Anderung der Kris-
tallform nicht zu einer signifikanten Anderung der mittleren Rundheit. Diese ist daher
kein sinnvolles Maf fiir die Effektivitdt von AFP. Die spezifische Adsorption des AFGP
bewirkt jedoch einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Experimenten in Bezug
auf Kristallanzahl und Kristallgrofe. Nach 10 Minuten ist dieser bei einer Konzentration
von 60 g mL~! noch nicht zu erkennen, aber nach 60 Minuten und noch deutlicher nach
120 Minuten werden die Unterschiede klar. Durch die Adsorption werden die Abnahme
von N und die Zunahme von r verlangsamt. Die Kristallanzahl sinkt lediglich bis auf 120
und der mittlere Radius wéchst nur bis auf 3.39 pm an. Wird die Konzentration weiter auf
140 ng mL~! erhéht (Abbildung 3.19¢), so verstirkt sich dieser Trend. Die Kristallanzahl
sinkt noch langsamer und besitzt nach 120 Minuten noch einen Wert von 592. Der mittlere
Radius r wird wahrend der gesamten Rekristallisation nicht grofler als 1.55 pm. Rekris-
tallisation ist hier nur innerhalb der ersten 10 Minuten zu beobachten. Danach verandern
sich Kristallanzahl und mittlerer Radius praktisch nicht mehr, die Eisrekristallisation ist
vollstandig gestoppt.

Die gleiche Beobachtung ergibt sich bei Betrachtung der zeitlichen Anderung des kubi-
schen mittleren Radius (Abbildung 3.20). In der reinen Saccharoselésung wird eine Raten-
konstante von 0.88 pm?® min~! bestimmt. Zur Anpassung wird dabei die in Abschnitt 3.1
vorgestellte LSW-Ratengleichung 3.4b verwendet. In dem Experiment mit 60 pg mL~" des
Glykopeptids kann diese Gleichung jedoch nicht mehr verwendet werden. Hier tritt nach
30 Minuten ein Wechsel zwischen Diffusions- und AFP-Kontrolle ein. Wird die Ratenkon-
stante ky bis zu diesem Zeitpunkt bestimmt, so ergibt sich ein Wert von 0.75 pm?® min—1.
Die Rekristallisation verlauft somit diffusionskontrolliert. Im Bereich von 30 bis 120 Mi-
nuten wird die Rekristallisation durch das AFGP inhibiert und die Ratenkonstante k;
betrigt 0.14 pm?® min~!. Der Fliissig-Fest-Ubergang bestimmt nun die Rekristallisations-
geschwindigkeit. Bei einer Konzentration von 140 pg mL~! gilt dies fiir fast die gesamte
Beobachtungszeit, lediglich innerhalb der ersten Minuten wéchst der mittlere Radius an,
danach ist das Eiswachstum gestoppt (k; < 0.01 pm® min—1!).

Die Ratenkonstanten k; und k; lassen sich gut durch Anpassung der LSW-Ratengleichung
an die Daten bestimmen. Da teilweise innerhalb eines Experiments und in einem bestimm-
ten Konzentrationsbereich ein Wechsel zwischen Diffusions- und AFP-Kontrolle auftritt,
wird in dieser Arbeit Gleichung 3.24 verwendet (Budke et al., 2009). In dieser Gleichung
werden beide Prozesse berticksichtigt.

() = (1= B() - [rd + ka(Qu) - t] + B(E) - [rho + ki(Qu, 0) - 1] (3.24)

mit B(t) = (1 4+ exp(t, —t)) " (3.25)

Hierbei ist 7o der mittlere Kristallradius zum Zeitpunkt ¢ = 0. k4(Q,) ist die diffusi-
onsbhestimmte, eisanteilabhéngige Ratenkonstante, die mit Gleichung 3.22 wiedergegeben
werden kann (siehe Unterabschnitt 3.4.3). Die AFP-kontrollierte Rekristallisation wird
durch den zweiten Teil von Gleichung 3.24 beschrieben. 1 ist der hypothetische mittlere
Radius zu Beginn der Rekristallisation, wenn nur der zweite Prozess ablaufen wiirde. k;
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Abbildung 3.20: Bestimmung der Rekristallisationsgeschwindigkeit in 45 Gew.-%-
Saccharoselosungen bei -8°C. (a) Reine Losung ohne AFGP. (b) Lésun-
gen mit 60 pg mL~! und 140 pg mL~! AFGP 38b. Die durchgezogenen
Linien resultieren aus den Anpassungen nach Gleichung 3.24. Gestrichel-
te Linien stellen die Extrapolationen zu spéteren bzw. fritheren Zeiten
dar. Die Zeichnung illustriert die je nach AFGP-Konzentration limitie-
renden Prozesse der Diffusions- und AFP-Kontrolle.

ist die Ratenkonstante der durch AFP inhibierten Eisrekristallisation. Sie héngt von der
AFP-Konzentration ¢ und zum Teil vom Eisanteil @), ab. Der zeitabhéngige Faktor (3
gibt an, zu welcher Zeit ¢ die Diffusion bzw. der Fliissig-Fest-Ubergang die Rekristallisa-
tionsgeschwindigkeit bestimmt. Zum Zeitpunkt ¢, ist (¢) = 0.5. Beide Prozesse tragen in
gleichem Mafle zur Gesamtgeschwindigkeit der Rekristallisation bei. Fiir 3 < 0.5 dominiert
die Diffusionskontrolle, fiir 8 > 0.5 bestimmt die Adsorption der AFP die Rekristallisa-
tionsgeschwindigkeit. Im obigen Beispiel einer AFP-Konzentration von 60 ng mL™! liegt
ts bei ungefahr 30 Minuten. Bei der reinen Saccharoselosung ist t; groBer 120 Minuten
und 3 damit wahrend der gesamten Beobachtungszeit gleich Null. Bei gréfleren AFP-
Konzentrationen ist ¢ sehr klein und fiir 3 ergibt sich damit ein Wert von Eins.

Zur Beschreibung der AFP-Effektivitiat ist nur k; relevant, da nur k; von der AFP-
Konzentration abhéngt. Daher wird im Folgenden immer dann, wenn zwei Prozesse wah-
rend der Rekristallisation auftreten, die kleinere Ratenkonstante k; verwendet. Zur Ver-
einfachung wird zudem die Ratenkonstante k; eingefiihrt. k; ist die Ratenkonstante des
limitierenden Prozesses. Bei kleinen AFP-Konzentrationen gilt k; = kg, bei grofien Kon-
zentrationen gilt k; = k;. Damit ist k; eine Funktion des Eisanteils ), und der AFP-
Konzentration c.

Auch bei konstantem Einwaagemassenanteil wird eine gewisse Variation in k; beobachtet,
die zum Teil durch leicht unterschiedliche Eisanteile erklart werden kann. Zudem fiihrt

66



3.6 Additive

die Zugabe von weiteren Additiven zu den Saccharoselosungen zu einer Verdnderung des
Schmelzpunkts und damit auch des Eisanteils. Um allein den Effekt der Additive auf die
Rekristallisationsratenkonstante betrachten zu koénnen, wird &; in Gleichung 3.26 anhand
der Anpassungen in Unterabschnitt 3.4.3 mit dem Eisanteil skaliert (Budke et al., 2009).

Fo(c) = Feo Fil@r) (3.26)

kd(Qv)

Die neue Ratenkonstante ki fir (), — 0 ist nun allein von der AFP-Konzentration ab-
héngig. Fiir sehr kleine Konzentrationen geht kg gegen kyo, die diffusionsbestimmte Ra-
tenkonstante in diesem Fall. Das Ergebnis dieser Skalierung ist in Abbildung 3.21a am
Beispiel des AFGP 38a dargestellt. Dieses Glykopeptid besteht aus 3 Wiederholeinheit-
en. Am Threonin ist ein Monosaccharid (GalNAc) gebunden. Mehrere Experimente bei
gleicher AFP-Konzentration sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit in einem mittleren
Wert fiir k; bzw. kg zusammengefasst, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
an. Dies gilt fiir alle nachfolgenden Auftragungen dieser Art.

Die in Abbildung 3.21 dargestellten Kurven basieren auf der Anpassung der Hill-Gleichung
3.27 an die Mittelwerte.
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Abbildung 3.21: Skalierung der limitierenden Rekristallisationsratenkonstante k;(Q,,c)
zur Bestimmung der eisanteil-unabhéngigen Ratenkonstante k. (a) Ver-
gleich zwischen den Originaldaten (schwarze Punkte) und den skalierten
Werten (griine Punkte). (b) Anpassung der Hill-Funktion an die skalier-
ten Datenpunkte. Die Punkte stehen jeweils fiir den Mittelwert mehrerer
Experimente bei gleicher AFP-Konzentration. Es sind Daten vom AFGP
38a gezeigt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Die Li-
nien basieren auf den Anpassungen von Gleichung 3.27 an die Daten.
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kio(0)

(2
Der Grenzwert kjp(0) entspricht dabei der limitierenden Ratenkonstante skaliert fiir @,
gegen Null bei der Konzentration ¢ = 0. Somit sollte er kg entsprechen. Bei dem hier
gezeigten Beispiel stimmen beide Werte perfekt iiberein (k;o(0) = kqgo = 0.65 pm?® min—1).
Die Inhibierungskonzentration ¢; gibt den Punkt des Wechsels zwischen Diffusions- und
AFP-Kontrolle an. Sie stellt damit eine sinnvolle Grofle zur Beschreibung der Antigefrier-
effektivitdat dar. Es gilt kjo(c;) = 0.5 - kjp(0). Im Fall des hier gezeigten Peptids liegt ¢;
bei Betrachtung von kjo(c) bei 978 pg mL~1. Bei Anpassung von Gleichung 3.27 an die
Originaldaten ohne Skalierung wird ein Wert von 996 pg mL™! erhalten. ¢; wird also
im hier betrachteten Beispiel durch die Skalierung kaum beeinflusst. Der Exponent s in
Gleichung 3.27 ist ein MaB fiir die relative Breite des Ubergangs. Mit einem Wert von
11.8 ist dieser hier vergleichsweise schmal. Je kleiner s, desto breiter ist der Ubergang.
Die absolute Breite des Ubergangs hingt allerdings mit der Lage von ¢; zusammen. Fiir ¢;
z.B. 100 pg mL~! und s = 10 liegt der Ubergang von der diffusionskontrollierten Rekris-
tallisation (kjg = kg0) hin zur maximalen Rekristallisationsinhibierung (kjy & 0) zwischen
etwa 50 und 150 pg mL~!. Bleibt s bei 10, so werden fiir ¢; = 1000 pg mL~! die Grenz-
werte 500 und 1500 pg mL~! erhalten. Absolut wird der Ubergang also breiter, relativ
gesehen bleibt er konstant.

klo(C) = ]{710(0) — (327)

3.6.2 AFP-Effektivitat unter verschiedenen Bedingungen
Glykopeptide

Mit kjp wird die Ratenkonstante des limitierenden Prozesses angegeben fiir einen theo-
retischen Eisanteil @), gleich Null. Im Fall der diffusionskontrollierten Rekristallisation
entspricht sie kg9 bzw. kpsy . Dies trifft im Bereich kleiner AFP-Konzentrationen zu. In
Unterabschnitt 3.4.2 wurde gezeigt, wie kg berechnet werden kann. Seine Grofie wird
lediglich durch zwei Faktoren bestimmt: die Art der Losung (Natriumbromid oder Sac-
charose) und die Temperatur. In Abbildung 3.22a ist die Konzentrationsabhéngigkeit von
ki fir ein AFGP mit 3 Wiederholeinheiten und einem Disaccharid (Gal-GalNAc) am
Threonin dargestellt (AFGP 39a). Hierbei wurden jeweils Saccharoselésungen bei -8°C
untersucht. Die drei Messreihen unterscheiden sich lediglich in den Saccharosemassenan-
teilen und folglich im Eisanteil. Damit sollten die Werte fiir k;0(0) bei allen drei Messreihen
gleich kg0 bei -8 °C sein. Die Mittelwerte liegen im Bereich von 0.62 bis 0.73 pm?® min~! und
stimmen damit innerhalb der Schwankung auch gut iiberein. k4o betrdgt 0.65 pm?® min—!
bei -8°C.

In Abbildung 3.22b sind die Eisanteile der unterschiedlichen Messreihen dargestellt. @,
steigt mit abnehmendem Saccharosemassenanteil. Die Mittelwerte von @, iiber den un-
tersuchten Konzentrationsbereich des Peptids betragen 0.08 bei 45 Gew.-%, 0.09 bei
40 Gew.-% und 0.19 bei 30 Gew.-%. Wie in Abbildung 3.22a zu sehen ist, ergibt sich
daraus keine Anderung im Verlauf von kjg(c). Dies hiingt mit zwei gegenldufigen Trends
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Abbildung 3.22: Beeinflussung der Effektivitit von [AATY|3AA (39a) durch den Eisanteil
(a) bei gleicher Temperatur. (b) Erniedrigung des Eisanteils mit steigen-
dem Saccharosemassenanteil.

zusammen. Wenn die Peptide nicht oder nur zu geringen Teilen ins Eis eingebaut werden,
steigt die AFP-Konzentration in der Losung mit der Erhéhung des Eisanteils an. Daraus
ergibt sich eine erhohte Effektivitat und ¢; sollte zu kleineren Konzentrationen verschoben
sein. Mit der Zunahme des Eisanteils nimmt jedoch auch die Grenzflache zwischen Eis
und Losung zu (siehe Unterabschnitt 3.4.3). Die Konzentration von AFP auf der Eisober-
fliche bestimmt die Effektivitat. Da Konzentration und Eisoberfliche in gleichem Mafle
grofer werden, dndert sich die Effektivitat mit steigendem Eisanteil nicht. ¢; nimmt nur
geringfiigig mit steigendem Q, ab. Bei 45 Gew.-% (Q, = 0.08) betragt ¢; 60 pg mL™*
(30 pmol L™1). Der Wert sinkt auf 55 pg mL~! (28 pmol L) bei 40 Gew.-% (Q, = 0.09)
und auf 43 pg mL~! (22 pmol L) bei 30 Gew.-% (Q, = 0.19).

Deutlich veréndert sich kjo(c) allerdings mit der Temperatur, wie in Abbildung 3.23a zu se-
hen ist. Zum einen verédndert sich k4, die diffusionsbestimmte Ratenkonstante fiir ), — 0.
Bei -25°C und Natriumbromidlésungen liegt kqo bei 2.68 pm? min~!. Der Wert sinkt auf
1.56 pm?® min~! bei -6°C und Saccharoselésungen. Die kleinste Ratenkonstante betragt
hier 0.65 pm?® min~! bei -8°C. Die Eisanteile sind mit 0.12, 0.06 und 0.08 bei den un-
terschiedlichen Bedingungen dhnlich den vorangegangenen (Abbildung 3.23b). Neben kg
dndert sich auch ¢;. Der Ubergang zwischen Diffusions- und AFP-Kontrolle verschiebt sich
von 20 pg mL~! (10 pmol L™1) bei -25°C (30 Gew.-% Natriumbromid) iiber 60 pg mL™*
(30 pmol L) bei -8°C (45 Gew.-% Saccharose) auf 156 pg mL~! (78 pmol L) bei -6°C
(40 Gew.-% Saccharose). Mit steigender Temperatur nimmt ¢; zu, die Effektivitat nimmt
also ab.
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Abbildung 3.23: Beeinflussung der Effektivitit von [AATY3AA (39a). (a) Einfluss der
Temperatur auf die Rekristallisationsgeschwindigkeit. (b) Eisanteile bei
den jeweiligen Bedingungen.

Polymere

Ein dhnliches Bild wie beim AFGP 39a ergibt sich in Abbildung 3.24, in der die Ergeb-
nisse der Untersuchungen verschiedener Losungen von PVA dargestellt sind. An dieser
Stelle wird PVAG (29a) mit einer Molmasse von 5800 g mol™! betrachtet. Bei konstanter
Temperatur (-8°C) zeigt sich eine Anderung in der Effektivitit mit dem Eisanteil. Da
die Werte fiir k;y aber auch bei gleicher PVA-Konzentration stark variieren, ist die Dif-
ferenz in ¢; von 359 pg mL~! (62 pmol L™1) bei 40 Gew.-% Saccharose zu 590 ng mL ™!
(102 pmol L) bei 45 Gew.-% nicht als sehr ausgeprégt einzustufen.

Mit 15 pg mL~! (2.6 pmol L) liegt ¢; bei -25°C (30 Gew.-% Natriumbromid) hingegen
deutlich tiefer als bei -8°C (Abbildung 3.25): Die Effektivitat von PVAG ist stark erhoht.
Bei -6°C fillt die zu erwartende Steigerung von ¢; mit einem Wert von 628 pg mL™!
(108 nmol L) allerdings sehr gering aus. Trotzdem ist eine Verschiebung der Kurve ki(c)
ersichtlich. Die Konzentration maximaler Effektivitit bei kg ~ 0 steigt von 25 pg mL™*
(4.3 pmol L71) bei -25°C iiber etwa 800 pg mL~! (140 pmol L) bei -8°C auf rund
2500 pg mL~! (430 pmol L™1) bei -6°C. Allerdings veréndert sich bei PVA6 auch die
Breite der Kurven. s sinkt von 9.03 bei -25°C tiber 4.79 bei -8°C auf 1.68 bei -6°C. Der
Ubergang zwischen Diffusions- und AFP-Kontrolle wird breiter.

Beim zuvor betrachteten AFGP (39a) ist eine groBe Anderung von s nicht zu beobach-
ten. Vier der fiinf Kurven (Abbildung 3.22a und Abbildung 3.23a) besitzen Werte fiir s
zwischen 2.72 und 2.92. Lediglich die Messreihe bei -8°C und einem Saccharosemassen-
anteil von 45 Gew.-% ist mit s = 3.99 etwas schmaler als die anderen. Neben der Breite
der Uberginge fillt die Variation der Ratenkonstanten beim PVA6 grofier aus als beim
AFGP. Damit ist die Lage von ¢; weniger genau bestimmt und préazise Aussagen tiber den
Einfluss von Eisanteil und Temperatur sind schwieriger.
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Abbildung 3.24: Beeinflussung der Effektivitdt von PVA6 (29a). (a) Einfluss des Eisan-
teils auf die Rekristallisationsgeschwindigkeit bei gleicher Temperatur.
(b) Erniedrigung des Eisanteils mit steigendem Saccharosemassenanteil.
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Abbildung 3.25: Beeinflussung der Effektivitdt von PVA6 (29a). (a) Einfluss der Tem-
peratur auf die Rekristallisationsgeschwindigkeit. (b) Eisanteile bei den
jeweiligen Bedingungen.

Eindeutig zeigt sich jedoch der Unterschied zwischen den Natriumbromidlosungen (30
Gew.-%) bei -25°C und den Saccharoselosungen (45 Gew.-%) bei -8°C in Abbildung 3.26a
bei Betrachtung von PVA27 (29b) mit einer Molmasse von 27000 g mol™'. ¢; steigt von
5.8 g mL~1 (0.21 pmol L™1) bei -25°C auf 32 pg mL~! (1.2 pmol L™1) bei -8°C an. Q,
betrdagt 0.11 bzw. 0.08 (Abbildung 3.26b). s éndert sich hier mit steigender Temperatur
praktisch nicht, der Wert steigt von 3.54 auf 3.72.
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Abbildung 3.26: Beeinflussung der Effektivitat von PVA27 (29b). (a) Einfluss der Tem-
peratur auf die Rekristallisationsgeschwindigkeit. (b) Eisanteil bei den
jeweiligen Bedingungen.

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurde die Wirkung unterschiedlicher Versuchsbedingungen auf die
Effektivitdt eines Glykopeptids und zweier PVA-Varianten mit verschiedenen Kettenlan-
gen beschrieben. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 3.27 zusam-
mengefasst. Die Effektivitat unter den jeweiligen Bedingungen wird dabei durch die Inhi-
bierungskonzentration ¢; in pmol L™! dargestellt.

Beim AFGP 39a wird die hochste Effektivitat bei -25°C in Natriumbromidlosungen er-
reicht. ¢; betragt hier nur 10 pmol L. Leicht herabgesetzt ist die Effektivitat bei -8°C,
wobei die Variation des Saccharosemassenanteils bei dieser Temperatur zu keiner signifi-
kanten Anderung von ¢; fithrt: Im Mittel liegt der Wert bei 27 pmol L~!. Erhéhung der
Temperatur auf -6 °C fiihrt zu einer weiteren Abnahme der Effektivitét (¢; = 78 pmol L™1).
Ein ahnliches Ergebnis wird fir PVA6 (29a) erhalten. Hier fillt der Unterschied zwischen
den Natriumbromidlésungen bei -25°C und den Saccharoselosungen bei -8°C allerdings
sehr viel grofer aus. ¢; steigt von 2.6 pmol L~! bei 30 Gew.-%-Natriumbromidlésun-
gen (-25°C) auf 62 pmol L™! bei den 40 Gew.-%-Saccharoselésungen (-8°C). Erhéhung
des Saccharosemassenanteils auf 45 Gew.-% fiihrt zu einem leichten Anstieg von ¢; auf
102 pmol L1, Die Temperaturerhohung auf -6°C bewirkt im Fall von PVA6 im Ge-
gensatz zum AFGP keine weitere deutliche Effektivitdtsabnahme, ¢; betragt bei -6°C
108 pmol L™t Durch diese Verdnderungen im Vergleich zum AFGP 39a ist eine Umkeh-
rung der Effektivitaten zu beobachten. Bei -25°C ist das Polymer effektiver, bei -8 und
-6°C hingegen das Glykopeptid.

PVA27 (29b) ist sowohl bei -25°C als auch bei -8 °C effektiver als PVA6 oder AFGP 39a. ¢;
wiéichst beim PVA27 von 0.21 pmol L™! bei -25°C in Natriumbromidésungen (30 Gew.-%)
auf 1.2 pmol L1 bei -8°C in Saccharoselosungen (45 Gew.-%) an.
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Abbildung 3.27: Zusammenfassung der Effektivitdten in unterschiedlichen Losungen und
bei verschiedenen Temperaturen, dargestellt durch die Inhibierungskon-
zentration ¢;. Die Konzentrationen an Natriumbromid bzw. Saccharose
sind in Gew.-% angegeben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei den Saccharoselésungen je nach inhibierender
Substanz Eisanteil bzw. Saccharosemassenanteil und Temperatur unterschiedlich stark die
Effektivitiat beeinflussen. Beim AFGP wird die Effektivitit eindeutig in erster Linie durch
die Temperatur beeinflusst. Beim PVA hingegen scheint der Eisanteil ein wichtiger Faktor
zu sein. Beim PVA ist allerdings zu beachten, dass die Ratenkonstanten stark variieren
und dadurch der exakte Wert von ¢; nicht so genau wie beim AFGP 39a bestimmt werden
kann. Die Konzentration maximaler Inhibierung (ko =~ 0) deutet ebenfalls auf einen domi-
nanten Temperatureffekt hin. Mit Erniedrigung der Temperatur wird diese Konzentration
zu kleineren Werten verschoben. Vollstandige Inhibierung der Rekristallisation tritt mit
niedrigeren Temperaturen bereits bei kleineren Konzentrationen auf.

In jedem Fall ist die Effektivitat bei -25°C in Natriumbromidlosungen deutlich grofler als
bei -8 oder -6°C in Saccharoselosungen. Dieser Unterschied ist wiederum bei den verschie-
denen Substanzen unterschiedlich stark ausgepragt. Am kleinsten féllt er beim AFGP aus.
Hier wird ¢; beim Wechsel von -25°C auf -8°C um den Faktor 3 erhoht. Mit einem Faktor
von ) liegt die Effektivitatsénderung beim PVA27 im selben Bereich. PVA6 hingegen weist
einen Faktor von etwa 30 auf. Die Effektivitat wird stark durch die sehr unterschiedlichen
Versuchsbedingungen beeinflusst. Ob der Unterschied zwischen den Natriumbromid- und
den Saccharoselosungen allein auf die verdnderte Temperatur zurtickzufiihren ist, muss
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noch abschlielend geklért werden. Ob die enorme Effektivitédtserhohung beim Schritt zu
-25°C (30 Gew.-% Natriumbromid) zum Teil am Natriumbromid liegt, miissen weitere Un-
tersuchungen von anderen Losungen klaren. Der direkte Vergleich verschiedener Losungen
bei derselben Temperatur ist hierzu notig, lag aber nicht im Fokus der Aufgabenstellung
dieser Arbeit.

3.6.3 Struktur-Wirkungs-Untersuchungen
Polymere

Zu den hier getesteten Polymeren gehoren PVA, PEG und das Natriumsalz der Polyaspa-
raginsaure (PAsSNa) (Tabelle 3.9). Aus der Literatur ist bekannt, dass PVA die Eisrekris-
tallisation inhibiert (Knight et al., 1995; Budke und Koop, 2006; Gibson et al., 2009). Es
kann daher als Referenzsubstanz fiir Antigefrieraktivitat stehen. PEG hingegen zeigt kei-
ne Antigefriereigenschaften (Inada und Lu, 2003; Budke und Koop, 2006; Gibson et al.,
2009). Es sollte daher die Rekristallisation nur wenig beeinflussen.

In Abbildung 3.28 sind die Kurvenverlaufe kjo(c) der drei untersuchten PVA-Varianten
dargestellt. Der Hydrolysegrad dieser Polymere unterscheidet sich nicht, alle sind mit Wer-
ten groBer 95 % praktisch vollstandig hydrolysiert. Die drei Polymere unterscheiden sich
hingegen in ihren Molmassen. Das kleinste besteht mit einer Molmasse von 5800 g mol™?
aus etwa 80 Wiederholeinheiten (PVAG, 29a). PVA27 (29b) ist mit M,, = 27000 g mol ™!
und n = 600 die mittlere Variante. Die grofite PVA-Variante ist aus rund 3 300 Wiederhol-
einheiten aufgebaut und besitzt eine Molmasse von 145000 g mol™ (PVA145, 29c¢). Im
linken Teil von Abbildung 3.28 ist kjy als Funktion der PVA-Konzentration in pg mL™*

Name Kirzel Struktur Nr. Molmasse [g mol™!|
OH
Polyvinylalkohol PVAG6 29a 5800
80
OH
Polyvinylalkohol PVA27 29b 27000
600
OH
Polyvinylalkohol PVA145 29c¢ 145000
3300
Polyethylenglycol PEG3 H%\/}OH 30 3000
70
O._OR
Poly-L-asparaginsaure-  PAsSNa HE‘IﬂOH 40 5000 - 15000
natriumsalz H 0o
36 - 109
R =H oder Na

Tabelle 3.9: Einfach aufgebaute Polymere.
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Abbildung 3.28: Molmassenabhéngigkeit der Rekristallisationsinhibierung bei Polyvinyl-
alkohol.

aufgetragen. Dabei ergibt sich die folgende Reihenfolge der Effektivitdt. Am wenigsten
effektiv ist PVA6 (¢; = 590 ng mL™!), danach kommt PVA145 (¢; = 55 pg mL™') und am
effektivsten ist PVA27 (¢; = 32 pg mL ™). Dieser Trend veréndert sich bei Betrachtung der
Konzentration in pmol L~!. Die Position von PVA6 bleibt mit ¢; = 102 pmol L~! beste-
hen, aber die Reihenfolge von PVA27 und PVA145 kehrt sich um. Mit ¢; = 0.38 pmol L1
ist PVA145 nun am effektivsten. Danach folgt PVA27 mit 1.2 pmol L.

Beim PVA bestétigt sich damit der Trend hoherer Antigefriereffektivitdt mit zunehmen-
der Kettenlinge (Inada und Lu, 2003). Besonders drastisch fillt dies beim Ubergang von
PVAG6 zu PVA27 auf. Wahrend die Kettenlange um den Faktor 8 verlangert wird, ver-
schiebt sich ¢; ungefahr um den Faktor 80. PVA145 ist etwa 5 mal so lang wie PVA27,
¢; erhoht sich im Vergleich nur um das Dreifache. Die Umkehrung der Reihenfolge dieser
beiden PVA-Varianten beim Wechsel zwischen Massen- und Anzahl-Konzentration erklart
sich durch die groflen Unterschiede in den Molmassen. Fiir die Hemmung der Eisrekris-
tallisation ist die Polymer-Teilchenanzahl auf der Eisoberfliche und offensichtlich auch
die Art des Teilchens entscheidend. Gleiche Massen-Konzentration bei unterschiedlichen
Molmassen bedeutet eine grofere Teilchenanzahl des PVA mit der kleineren Molmasse.
Obwohl das 5 mal groflere PVA145 pro Molekiil betrachtet effektiver ist, ist es nicht 5
mal effektiver als PVA27.

Wie aus den Untersuchungen von Inada und Lu (2003), Budke und Koop (2006) und
Gibson et al. (2009) ersichtlich, hemmt PEG die Eisrekristallisation nicht. Dieser Be-
fund wird auch in dieser Arbeit erhalten. In Abbildung 3.29 ist gezeigt, dass selbst bei
Konzentrationen von 8 000 pg mL™! bzw. 2700 pmol L' die Rekristallisation durch PEG
nicht gehemmt wird. Das hier untersuchte PEG3 besitzt eine Molmasse von 3000 g mol ™.
Auffallig ist beim PEG zudem die breite Schwankung der Ratenkonstanten: Es werden
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Abbildung 3.29: Rekristallisation in wéssrigen PEG-Losungen.

absolute Ratenkonstanten k im Bereich von 0.42 bis 3.78 ym?® min~! gefunden. Innerhalb
reiner Saccharoselosungen (45 Gew.-%) schwanken die Werte hingegen nur zwischen 0.69
und 2.16 pm?® min~!. Besonderes Augenmerk gilt den sehr kleinen Ratenkonstanten, da
sie auf Antigefriereigenschaften hindeuten kénnten. Diese kleinen Werte gehen allerdings
immer mit sehr kleinen Eisanteilen einher. Sie sind daher nicht auf eine Eisadsorption
zuriickzufithren.

Das Fehlen von Rekristallisationsinhibierung beim PEG entspricht den bisherigen Beob-
achtungen, die in der Literatur beschrieben sind (Inada und Lu, 2003; Budke und Koop,
2006; Gibson et al., 2009). Worauf dies zuriickzufiihren ist, wird allerdings nicht disku-
tiert. Das Modell von Budke und Koop (2006) fir die Eisadsorption von PVA basiert
auf passenden Abstéinden zwischen den Hydroxygruppen entlang der Polymerkette. Diese
Hydroxygruppen fehlen beim PEG, was vermutlich die Ursache der nicht beobachteten
Inhibierung ist.

Beim Natriumsalz der Polyasparaginsédure (40, M, = 5000 - 15000 g mol™!) wurden
im Vergleich zum PEG sogar noch hohere Massen-Konzentrationen verwendet. Wie in
Abbildung 3.30 zu sehen ist, kann aber selbst bei 15000 pg mL~! bzw. 1500 pmol L1
auch hier keine Inhibierung beobachtet werden.

Funakoshi et al. (2008) untersuchten die Wirkung des Ammoniumsalzes von Polyacryl-
séure (M,, =~ 12000 g mol™!) auf die thermische Hysterese. Dabei bestimmten sie einen
Wert von 0.03°C bei einer Konzentration von 300 mg mL~" (25 mmol L™!). Die gleiche
TH wurde von Inada und Lu (2004) bei einer PVA-Konzentration von etwa 44 mg mL ™!
(2.4 mmol L™!) beobachtet (M,, = 13000 - 23000 g mol™!). Die Effektivitit des Salzes der
PAS ist also nur sehr gering. Dessen polyionischer Charakter ist vermutlich hierfiir die Ur-
sache und konnte daher auch der Grund fir das Fehlen von Antigefriereigenschaften beim
in dieser Arbeit untersuchten PAsSNa sein. Die hier verwendete Untersuchung der Eisre-
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Abbildung 3.30: Rekristallisation in wéassrigen Losungen, die das Natriumsalz der Polyas-
paraginsaure enthalten.

kristallisation ist jedoch um ein Vielfaches sensitiver als die Untersuchung der thermischen
Hysterese. PVA6 hemmt die Rekristallisation schon bei 590 pg mL~! (102 pmol L™1). Diese
molare Konzentration ist etwa 20-mal kleiner als beim TH-Experiment von Inada und Lu
(2004), in dem bei 50 mg mL~" (2.8 mmol L™!) eine Hysterese von maximal 0.04°C be-
obachtet wurde. Angenommen PAsSNa und das Ammoniumsalz der PAS wiirden eine
dhnliche Effektivitit aufweisen, bedeutete es eine Konzentration von ¢; = 10 mg mL™!
(1.0 mmol L) fiir die Rekristallisationsexperimente. Es wurde hier allerdings sogar eine
groflere Konzentration verwendet und dennoch keine Inhibierung festgestellt. Die glei-
che Beobachtung machten Gibson et al. (2009) bei der Untersuchung mehrerer Polymere,
darunter auch verschiedene Polyaminosauren. Weder Polylysin-HBr noch Natriumpoly-
glutamat zeigten einen Effekt auf die Eisrekristallisation. Polyhydroxyprolin hemmte die
Rekristallisation bei einer Konzentration von 40 mg mL™! in geringem Mafe, seine Effek-
tivitat ist damit ebenfalls nur sehr gering.

Klick-Chemie

In der vorliegenden Arbeit sind mehrere Peptoide und auch Peptide untersucht worden,
bei denen die Verkniipfung zwischen Riickgrat und Kohlenhydrat mittels Klick-Chemie
erzeugt wurde (Tabelle 3.10). Wie in Abschnitt 2.4 bereits erlautert wurde, handelt es sich
bei der Klick-Reaktion um eine [3+2]-Cycloaddition zwischen einem Azid und einem Al-
kin. Der Aufbau der Kette erfolgte bei allen hier untersuchten Klick-Chemie-Verbindungen
mittels Fmoc-Festphasenpeptidsynthese (Fmoc-SPPS). Aufgrund der Syntheseroute kann
aber variiert werden, wann Riickgrat und Kohlenhydrat verkniipft werden. Bei der Route
A wird die Verkniipfung zuerst durchgefithrt und dann die Kette mit den glykosylier-
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3 Eisrekristallisation

ten Bausteinen aufgebaut. Bei der Route B wird zunéchst die Peptoidkette an der festen
Phase aufgebaut und anschlieSend die Klick-Reaktion mit dem noch am Harz befindlichen
Polymer durchgefithrt. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Syntheseroute ist der Arbeit
von Norgren et al. (2009) zu entnehmen.

Das Vorbild der in dieser Arbeit untersuchten Klick-Chemie-Verbindungen (Tabelle 3.10)
sind die natiirlichen AFGP. Dennoch unterscheiden sie sich in mehreren Punkten. Auf-
grund der Klick-Chemie sind bei allen aufgefiihrten Verbindungen Riickgrat und Koh-
lenhydrat iiber ein Triazol verkniipft. Des Weiteren besitzen die Verbindungen keinen
typischen C-Terminus (Carboxyl) sondern stattdessen ein Amid. Die Verbindungen 41,
42 und 43 sind reine Peptoide. Das Riickgrat besteht bei allen drei Verbindungen aus
4 Wiederholungen von 3 N-Methylglycin-Einheiten, wobei am ersten jeweils das Koh-
lenhydrat gebunden ist. Die Kohlenhydrate sind [-Galaktose (41), a-Galaktose (42)
und (- N-Acetylglukosamin (43). Bei den Verbindungen 44 und 45 ist das Kohlenhy-

Struktur Sequenz Nr. Masse [Da]

OH_OH

o N,
HO%N SN [G°GGl, 41  1786.72

OH —

O | O
OH_OH H N\/U\’]‘/ﬁ]/N\/SlNHz
0 4

) [G*GG), 42  1786.72
(0] | (0]
HN\/U\N/\H/N NH,
OH 0 4
HO 2 N/N\\N b
O hAe \— ) [G°GGl, 43  1950.93
0}
I
HN\/U\N/\H/N NH,
OH - o 4
"Q VAN b
MO Ae \—/ ) [GPAAl, 44  1950.93
(0] H O
HN\/U\N%(N\:/HNHZ
OH H o : -4
H%o 2 N’N\‘N
NHAC \—= o [APAA], 45  1950.93
H
H{N N\:/”\N NH,
H e} = H 0
4

Tabelle 3.10: Mit Klick-Chemie synthetisierte Verbindungen nach Norgren et al. (2009).
G: N-Methylglycin. A: Alanin.
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3.6 Additive

drat ebenfalls - N-Acetylglukosamin. Das Riickgrat beider Verbindungen besteht wieder
aus 4 Wiederholungen von drei Untereinheiten. Diese sind bei Verbindung 44 allerdings
aus N-Methylglycin, an dem wieder das Kohlenhydrat gebunden ist, und zweimal Alanin
aufgebaut. Bei Verbindung 45 besteht das Riickgrat aus Alanin-Tripeptideinheiten. Das
Kohlenhydrat ist hier am (-Kohlenstoff des jeweils ersten Alanins gebunden.

In Abbildung 3.31 sind die Ergebnisse der Rekristallisationsuntersuchungen der Klick-
Chemie-Verbindungen dargestellt. Keine inhibiert signifikant die Eisrekristallisation. Die
maximale untersuchte Konzentration betragt 2000 pg mL™! (& 1000 pmol L™1). Ausge-
nommen davon ist Verbindung 45, bei der die maximale Konzentration 4000 pg mL™!
(2050 pmol L) betrégt. Bei dieser Konzentration ist hier eine leichte Erniedrigung von
k1o zu beobachten. Der Mittelwert liegt mit 0.46 pm?® min~! allerdings nicht signifikant
tiefer als kgo (0.65 pm?® min—!). Vollstéindiges Aufhalten der Rekristallisation konnte in
keinem Fall beobachtet werden.

Aufgrund der Vielzahl von strukturellen Verdnderungen der Klick-Chemie-Produkte im
Vergleich zum natiirlichen AFGP ist eine Zuordnung der Effektivitdtsénderung zu be-
stimmten Strukturelementen schwierig. In den Arbeiten von Tachibana et al. (2004a)
wurden 3 essentielle Motive fiir die Aktivitdt von AFGP identifiziert. Dazu gehort die
Acetamidgruppe in der C2-Position, die auch bei den Klick-Chemie-Verbindungen 44 und
45 vorliegt. Dazu zédhlen weiterhin die a-Konfiguration der O-glykosidischen Bindung zwi-
schen dem Kohlenhydrat und der Peptidkette und die v-Methylgruppe des Threonins. Da
das Kohlenhydrat bei den Verbindungen 44 und 45 weder in der a-Konfiguration gebun-
den ist noch an einem Threonin, kénnte das Fehlen beider oder einer dieser Strukturmo-
tive hier entscheidend sein. Czechura et al. (2008) konnten anhand einiger synthetischer
Analoga zeigen, dass weder das Entfernen der Acetamidgruppe noch ein Spacer zwischen

] ] on C
1.2 — — —
n N H%oéN&H;CN/}N 45 N
] ] o C
1.0 H . \{EHQ&N%NHQ __
— N ] H o * H g C
= 0.8 - - Ok
e ] § ] E] C
™ —I ----------------------------------------------------- —] ---------------------------------------------------- -
% 0.6 ] 0) -
= | - Kgo ] C
=3 044 © 41 - __
1 @ 42 ] C
1 A 43 I O
0.2 1 v 44 ] n
1 < 45 ] N
0.0 — — —

| LI | LI | LI | LI | LI | LI | LI | LI | T 17T | LI

0 1000 2000 3000 4000 O 1000 2000 3000 4000
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Abbildung 3.31: Rekristallisation in wassrigen Losungen, die Klick-Chemie-Produkte ent-
halten.
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3 Eisrekristallisation

Riickgrat und Kohlenhydrat zum vollsténdigen Verlust der Antigefriereigenschaften fiih-
ren muss. Des Weiteren ist auch der Austausch von Alanin gegen Glycin im Riickgrat
nicht zwingend mit einem Verlust der Antigefrieraktivitit verbunden. Allerdings zeigen
Analoga, bei denen Glukose, Mannose oder Talose an die Stelle von Galaktose treten,
keinerlei inhibierende Wirkung mehr. Die Untersuchung weiterer Analoga, bei denen we-
niger umfassende Verdanderungen zum natiirlichen AFGP vorliegen, sollte mehr Klarheit
bringen. Die bisherigen Beobachtungen zeigen, dass die hier untersuchten Klick-Chemie-
Verbindungen nicht inhibierend wirken. Welches Strukturmotiv in welchem Mafle dafiir
verantwortlich ist, kann jedoch nicht aufgeklart werden.

Glykopeptide

Der wichtigste Schritt in der Syntheseroute der in Tabelle 3.11 aufgefiihrten Peptide ist
wie bei den Klick-Chemie-Verbindungen die SPPS. Bei der Darstellung der AFGP 39a
und 39b, die ein Disaccharid-Kohlenhydrat (Gal-GalNAc) besitzen, wird zunéchst ein
Threonin-Baustein mit O-glykosidisch gebundener Disaccharidgruppe erzeugt und dieser
dann in der anschlieBenden Fmoc-SPPS in einem Mikrowellen-Peptid-Synthesizer einge-
setzt. Die iibrigen Verbindungen werden in dhnlicher Weise synthetisiert. Details konnen
den Arbeiten von Plattner (2009) und Heggemann et al. (2010) entnommen werden.

Zur Beurteilung der Rekristallisationsexperimente werden von Plattner (2009) aufgenom-
mene CD-Spektren herangezogen. Dabei wurden Losungen der Peptide in reinem Was-
ser verwendet. Die dort aufgefithrte Analyse der Spektren umfasst mehrere Programme
und Basissétze. Dies fithrt zu Unterschieden in den gefundenen Anteilen von bestimmten
Sekundarstrukturen. Im Folgenden sind jeweils durchschnittliche Werte angegeben. Des
Weiteren ist anzumerken, dass die Analyse der Spektren auf Basissidtzen von Proteinen
basiert. Da aber Peptide untersucht wurden, sind die Ergebnisse lediglich als Hinweise zu
verstehen, prazise Aussagen sind nicht moglich.

Die meisten der natiirlichen AFGP bestehen aus (Ala-Ala-Thr)-Wiederholeinheiten, wobei
am Threonin ein Disaccharid aus Galaktose und N-Galaktosamin O-glykosidisch gebun-
den ist. Diese AFGP kommen mit Wiederholeinheiten von n = 4 bis 50 und damit Massen
von m = 2.6 bis 33.0 kDa vor. Das kleinste dieser Proteine mit 4 Wiederholeinheiten und
einer Masse von 2.6 kDa wird als AFGP 8 bezeichnet. Dieses Peptid (39b) wurde von
Plattner (2009) synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Die hierbei beob-
achtete Verdnderung von kjy mit der AFP-Konzentration ist in Abbildung 3.32 dargestellt
(rote Symbole). Mit einem Ubergang zwischen diffusions- und AFP-kontrollierter Rekris-
tallisation bei 0.23 pg mL™ (0.09 pmol L™!) ist es die effektivste, im Rahmen dieser
Arbeit untersuchte Verbindung.

Zu einer dramatischen Reduktion der Effektivitét fihrt die Verkiirzung von AFGP 8 (39b)
um eine Wiederholeinheit. AFGP 39a (grine Symbole) mit 3 Tripeptideinheiten weist
einen Wert fiir ¢; von 60 pg mL™! (30 pmol L) auf. Um die gleiche Antigefriereffektivitit
wie ein Molekiil AFGP 39b zu erreichen, sind also etwa 340 Molekiile des kleineren AFGP
39a notig. Die Masse wird dabei lediglich um den Faktor 1.3 von 2594 zu 1986 Da
reduziert.

80



3.6 Additive

Struktur Sequenz n Nr. Masse [Dal

OH_OH OH_OH

AcHN

OH 5o 5 [AATS] AA 3 39a 1985.95
- H
4 39b 92594.54
H o H H o : H o
OH __OH n
HO@%
ACHgo 5 [AAT™] AA 3 38a 1499.53
- - —H
! JYN\)L /YW(N\/U\ %{OH 4 38b 1945.98
N v N Y N
N TN TN 5 38¢c 9392.43
L : o
PN NS [AAT] AA 4 46 1133.21
H NJ\[(N\/IJ\N N\:/U\N/kH/OH
H o) B H lo) H H lo)
N OH_OH N
HOgQ\1
AcHN § Ac-[AAT®] AA 2 47a 1095.11

H O H (0]
3 47b 1541.56
“ﬁ WLN%WLN*W“
H 0 H H 0 H H o)
OAg-OAc n
Acog%
AcHN
)
H O H (0]
H{NJ}(N\)LN%N\/U\NJ}(OH
H lo) H H 0 H H o
n

Tabelle 3.11: Antigefrier(glyko)peptide mit (Ala-Ala-Thr)-Wiederholeinheit. A: Alanin.
T: Threonin.

[AAT®],AA 5 48 3022.98

Deutlich weniger drastisch féllt die Abnahme der Antigefiereffektivitit bei AFGP mit
Monosaccharid-Kohlenhydraten (GalNAc) aus (Abbildung 3.33). Untersucht wurden Pep-
tide mit 3, 4 und 5 Wiederholeinheiten (38a,b,c). Mit ¢; = 978 pg mL~! (652 pmol L) ist
AFGP 38a am wenigsten effektiv. Danach folgen AFGP 38b mit 41 pg mL ™! (21 pmol L™1)
und AFGP 38c mit 3.0 pg mL~! (1.2 pmol L™!). Um das effektivste Peptid 38c zu erset-
zen, wird demnach die 17fache molare Konzentration an AFGP 38b bzw. das 520fache
an AFGP 38a benotigt.

Bemerkenswert ist neben der Effektivitatsanderung die Verénderung der Kurvenform beim
Vergleich der drei Peptide 38a, 38b und 38c. Mit s = 12 ist der Ubergang zwischen
Diffusions- und AFP-Kontrolle beim AFGP 38a deutlich schmaler als bei den beiden
anderen Peptiden. Hier liegen die Werte bei 3.0 (38b) und 3.8 (38c).
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Abbildung 3.32: Molmassenabhéngigkeit der Rekristallisationsinhibierung bei AFGP mit
Disaccharid-Kohlenhydrat.
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Abbildung 3.33: Molmassenabhéngigkeit der Rekristallisationsinhibierung bei AFGP mit
Monosaccharid-Kohlenhydrat.

In Abbildung 3.34 ist der Einfluss des Kohlenhydrats auf die Antigefriereffektivitat ge-
zeigt. Verglichen werden hier die Peptide 38a und 39a. Beide Peptide bestehen aus
11 Aminosduren (n = 3). Beim AFGP 38a ist am Threonin jedoch ein Monosaccharid
(GalNAc) anstelle des Disaccharids (Gal-GalNAc) beim AFGP 39a gebunden. Die Ver-
kiirzung des Kohlenhydrats fiithrt zu einer dhnlichen Effektivitétsreduktion wie die Ent-
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3.6 Additive

fernung einer Wiederholeinheit. ¢; steigt von 60 ng mL~! (30 pmol L™!) auf 978 pg mL~!
(652 pmol L71).

Der Unterschied zwischen Monosaccharid und Disaccharid fallt bei den Peptiden mit n = 4
noch grofer aus (Abbildung 3.35). Hier erhoht sich ¢; von 0.23 pg mL~! (0.09 pmol L)
beim AFGP 39b auf 41 pg mL~! (21 pmol L™!) beim Peptid 38b. Damit wird hier die
Effektivitdt rund um das 200fache reduziert, also deutlich starker als bei den Peptiden
mit 3 Wiederholeinheiten (20fache Reduktion).
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Abbildung 3.34: Einfluss des Kohlenhydrats bei AFGP mit 3 Wiederholeinheiten.
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Abbildung 3.35: Einfluss des Kohlenhydrats bei AFGP mit 4 Wiederholeinheiten.
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3 Eisrekristallisation

Komplette Entfernung des Kohlenhydrats reduziert die Antigefriereffektivitat weiter. Beim
AFP 46 lasst sich ¢; jedoch nicht genau bestimmen, da es einen vollig anderen Kurvenver-
lauf zeigt als die Glykopeptide. Ab ca. 20 pg mL~! ist auch hier eine Erniedrigung von kg
zu beobachten. kj sinkt aber nur bis auf etwa 0.14 pm?® min~! bei 300 pg mL~!. Danach
steigt die Ratenkonstante erneut an und bei 4 000 pg mL~" ist kg wieder erreicht.

Bei Anpassung der Hill-Gleichung (3.27) an die Daten bis einschlieBlich 300 pg mL™!
wird ein Wert fiir ¢; von 165 pg mL™! bzw. 147 pmol L~ erhalten. Der nachfolgende
Anstieg von kjy deutet allerdings darauf hin, dass auch schon im Bereich bis 300 pg mL™!
nicht allein die Inhibierung durch AFP 46 die Ratenkonstanten bestimmt. Daher ist ¢;
als tatsichlich etwas kleiner als 165 pg mL~! einzuschitzen.

AFP 46 besteht allein aus (Ala-Ala-Thr-)-Wiederholeinheiten. Da es dadurch aus vor-
wiegend unpolaren (Alanin) und nur wenigen polaren Aminosduren (Threonin) besteht,
ist eine geringe Loslichkeit in Wasser zu erwarten. Dies ist vermutlich die Ursache fir
den Anstieg von kjo: Die Molekiile aggregieren oder fallen aus und stehen damit fiir eine
Eisinhibierung nicht mehr zur Verfiigung. Dies ist vermutlich auch der Grund, warum das
unglykosilierte Riickgrat von Tachibana et al. (2004a) als vollstandig inaktiv eingestuft
wird. Anhand der neuen Daten wird nun klar, dass es durchaus Antigefriereigenschaften
besitzt. Es ist allerdings nur in einem kleinen Konzentrationsbereich aktiv.

Prinzipiell ist unabhéngig vom genauen Wert fiir ¢; zu sagen, dass der Unterschied vom
reinen Riickgrat (c¢; = 165 ng mL~1) zum Monosaccharid (¢; = 41 ng mL™1) um ein Vielfa-
ches kleiner ist als der Unterschied zwischen Mono- und Disaccharid (¢; = 0.23 pg mL™!).
Die CD-Spektren von AFP 46 und den glykosilierten Peptiden 39b und 38b unterscheiden
sich stark. Dies ist ein weiterer Grund, warum die hier beobachtete Aktivitat von AFP 46
relativ iiberraschend ist. 39b und 38b zeigen fiir AFGP typische CD-Spektren mit Maxi-
ma bei etwa 215 nm und Minima bei rund 195 nm. Beim AFP 46 (¢ = 353 pmol L) liegt
das Maximum bei 198 nm und das Minimum bei 218 nm. Dies deutet auf einen hohen
[-Strang-Anteil hin (= 40 %). Der Random-Coil-Anteil ist hier mit ca. 35 % verglichen
mit den glykosilierten Peptiden (=~ 48 %) kleiner.

Acetylierung

Eine weitere Moglichkeit den Einfluss des Kohlenhydrats zu untersuchen, ist die Acety-
lierung der Hydroxygruppen. In Abbildung 3.36 ist der Vergleich zwischen AFGP 38c
und AFGP 48 dargestellt. Beide Peptide sind aus 5 Wiederholeinheiten aufgebaut. Am
Threonin ist N-Acetylgalaktosamin O-glykosidisch gebunden. Beim AFGP 48 sind im Un-
terschied zum AFGP 38c alle Hydroxygruppen des Kohlenhydrats acetyliert. Diese Ace-
tylierung bewirkt eine Erhohung in ¢; von 3.0 ng mL™! (1.2 pmol L) auf 220 pg mL™*
(73 pmol L™1). Wieder wird die Effektivitit stark herabgesetzt, aber nicht vollstindig
aufgehoben. Dies steht im Gegensatz zu den frithen Untersuchungen von Komatsu et al.
(1970), bei denen schon eine 35-%ige Acetylierung zum vollsténdigen Verlust der Antige-
frieraktivitat fithrt. Ahmed et al. (1973) geben an, dass bei einer 32-%igen Acetylierung
die thermische Hysterese auf 18 % im Vergleich zum natiirlichen AFGP erniedrigt wird.
Dies macht deutlich, wie viel sensitiver die in dieser Arbeit verwendete Methode der ki-
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Abbildung 3.36: Acetylierung der Kohlenhydrat-Hydroxygruppen.

netischen Rekristallisationsanalyse ist. Die TH-Experimente lassen vermuten, dass bei
Acetylierung aller Kohlenhydrat-Hydroxygruppen die Antigefriereigenschaften vollstan-
dig verloren gehen. Dies wird allerdings in den hier gezeigten Rekristallisationsexperi-
menten nicht beobachtet. Mit ¢; = 73 pmol L™! wird sogar ein Wert erhalten, der im
Vergleich zu den anderen untersuchten Verbindungen als durchschnittlich einzustufen ist.
Die am wenigsten effektiven Verbindungen, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wur-
den, sind Derivate der Monosaccharid-AFGP mit n = 3. Dort liegen die ¢;-Werte bei etwa
1000 pmol L~!. Es kénnen mit der hier verwendeten Methode also c¢;-Werte bestimmt
werden, die mindestens eine Groflenordnung grofler sind als beim acetylierten AFGP 48
beobachtet.

Das CD-Spektrum der acetylierten Verbindung 48 deutet nicht auf eine starke strukturelle
Veranderung hin. Es ist daher zu vermuten, dass die Bindung an die Eisoberflache beein-
flusst wird. Beim Vergleich der glykosilierten mit unglykosilierten AFGP wurde deutlich,
dass das Kohlenhydrat zur Erhohung der Loslichkeit beitragt. Es wird vermutet, dass
das Kohlenhydrat aber auch iiber die Hydroxygruppen fiir die Eisbindung verantwort-
lich ist. Die Effektivitat des unglykosilierten Peptids (46) konnte auf die Hydroxygruppe
des Threonins zuriickzufithren sein. Die Eisbindung iiber das Kohlenhydrat wird dadurch
nicht ausgeschlossen. Dies gilt ebenfalls fiir die Acetylierung des Kohlenhydrats. Dieser
kann weiterhin als Protonen-Akzeptor in Wasserstoffbriicken dienen. Die reduzierte Ef-
fektivitat konnte bedeuten, dass die Protonen-Donor-Eigenschaft wichtig ist, aber auch,
dass die Acetylgruppen sterisch die Anbindung an Eis erschweren.

Die Acetylierung am N-Terminus fiihrt nicht zu einer so deutlichen Erniedrigung der Ef-
fektivitat wie die Acetylierung des Kohlenhydrats (Abbildung 3.37). Auch hier ist nach
den CD-Spektren keine starke strukturelle Veranderung zu erwarten. Zur Erklarung der
vergleichsweise geringen Reduzierung der Effektivitdt gentigt sie aber vielleicht aus. Der
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Abbildung 3.37: N-Terminal acetylierte AFGP. Am Threonin ist jeweils GalNAc O-
glykosidisch gebunden.

Einfluss der Acetylierung am N-Terminus auf die Eisrekristallisation ist in Abbildung 3.37
an Peptiden mit 3 Wiederholeinheiten gezeigt. Am Threonin ist jeweils wieder GalNAc ge-
bunden. ¢; steigt bei dieser Acetylierung von 978 pg mL~! (652 pmol L™1) beim AFGP 38a
auf 1743 pg mL~! (1132 pmol L™1) beim AFGP 47b. Dieser Wert fiir ¢; ist zunéchst nur
als vorldufig anzusehen, da nur Konzentrationen bis 2000 pg mL™! (1297 pmol L™!) un-
tersucht wurden. Es ist zwar bereits eine Erniedrigung von kjy ersichtlich, allerdings ist
die vollstandige Inhibierung noch nicht erreicht. Weitere Experimente bei hoheren Kon-
zentrationen miissen noch durchgefithrt werden. Neben AFGP 47b wurde ein weiteres auf
diese Weise acetyliertes Peptid mit n = 2 untersucht (47a). Bis zu einer Konzentration
von 8000 ng mL~! (7305 pmol L™!) zeigt es keine Inhibierung der Rekristallisation.

Prolinhaltige AFGP

In der Natur kommen neben den AFGP mit (Ala-Ala-Thr-)-Wiederholeinheiten auch Va-
rianten vor, bei denen teilweise Alanin durch Prolin ausgetauscht ist (Burcham et al.,
1986a). Dies fiihrt in Bezug auf die thermische Hysterese jedoch nicht zu einer signi-
fikanten Effektivitdtsidnderung (Schrag et al., 1982). Die Synthese der in dieser Arbeit
untersuchten Prolin-Analoga (Tabelle 3.12) basiert wie die Synthese der tibrigen hier un-
tersuchten Peptide und Peptoide auf SPPS. Hier kommt die grofle Starke der SPPS zum
Tragen, da auf diese Weise gezielt Sequenzvariationen moglich sind. Details der Synthese
sind der Arbeit von Plattner (2009) zu entnehmen.

Der Einfluss der in Tabelle 3.12 aufgefithrten Sequenzvariationen ist in Abbildung 3.38
gezeigt. Hier werden Monosaccharid-Peptide mit n = 3 verglichen. Als Referenz ist zu-
dem das unsubstituierte Peptid 38a gezeigt. Bei den prolinhaltigen Peptiden 49, 50 und
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Aminosauresequenz Nr. Masse [Da]
H-Ala-Ala-Thr-Pro-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Pro-Ala-OH 49 1551.60
H-Ala-Ala-Thr-Cly-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Pro-Ala-OH 50 1511.54
H-Ala-Ala-Thr-Ser-Ala-Thr-Ala-Ala-Thr-Pro-Ala-OH 51 1541.56
H-Pro-Ala-Thr-Pro-Ala-Thr-Pro-Ala-Thr-Pro-Ala-Thr-Pro-Ala-OH 52 2076.17

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tabelle 3.12: Prolinhaltige Antigefrierglykopeptide. Am Threonin ist jeweils GalNAc O-
glykosidisch gebunden.

51 wurde Alanin an Position 10 gegen Prolin ausgetauscht. Weitere Sequenzvariationen
wurden bei diesen Peptiden an Position 4 durchgefiihrt.

Bei Peptid 49 fithrt der Austausch gegen ein weiteres Prolin an Position 4 zum voélligen
Verlust der Aktivitat im Konzentrationsbereich bis 4000 pg mL~! (2578 pnmol L™!). Dies
ist iiberraschend, da die CD-Spektren von Plattner (2009) nur auf eine geringe strukturelle
Veranderung hindeuten. Es werden durch das relativ starre Prolin vermutlich Strukturmo-
tive wie Schleifen auf Kosten von helikalen Strukturen stabilisiert und die moglicherweise
wichtige Polyprolin IT Helix wird weniger leicht ausgebildet. An dieser Stelle ist anzumer-
ken, dass es keine stark dominierende Sekundérstruktur gibt (40-55 % Random-Coil).
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Abbildung 3.38: Einfluss von Sequenzvariationen bei AFGP mit 3 Wiederholeinheiten.
Am Threonin ist jeweils GalNAc O-glykosidisch gebunden.
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3 Eisrekristallisation

Beim Gly*-Pro'°-Derivat 50 ist die Effektivitit im Vergleich zum AFGP 38a ebenfalls
herabgesetzt. Es kommt aber nicht zu einem voélligen Verlust der Antigefriereigenschaften.
Selbst bei einer Konzentration von 6 000 pg mL~! (3969 pmol L) wird die Rekristallisa-
tion allerdings auch nicht vollstindig gestoppt. ko erreicht hier den Wert 0.03 pm? min—!,
¢; betragt 1614 ng mL~! (1067 pmol L™!). Der Wert fiir das unsubstituierte AFGP 38a
liegt bei ¢; = 978 pg mL~! (652 pmol L™1). Eindeutig wird ¢; durch die Einfithrung von
Glycin und Prolin an den Positionen 4 und 10 zu hoheren Konzentrationen verschoben.
Gleichzeitig wird die Kurve jedoch auch breiter. s andert sich von 12 auf 2.2. Dabei an-
dert sich der Punkt, ab dem kjq absinkt, praktisch nicht sondern kjy sinkt mit hoheren
Konzentrationen weniger drastisch.

Der Austausch von Alanin durch Serin im Ser*-Pro'®-Derivat 51 fiihrt zu einem &hnlichen
Kurvenverlauf kj(c) wie er fiir das Gly*-Pro'%-Derivat 50 beobachtet wird. Im Vergleich
dazu wird die Effektivitat allerdings erhéht. Mit ¢; = 1270 ng mL~! (824 pmol L™1) liegt
es zwischen dem Gly*-Pro'*-Derivat 50 und dem unsubstituierten AFGP 38a. Die Breite
des Ubergangs nimmt mit s = 4.3 ebenfalls ausgehend vom Derivat 50 (s = 2.2) ab und
néhert sich 38a (s = 12) an.

Natiirliche AFGP bestehen aus mindestens 4 Wiederholeinheiten. Bei den natiirlichen
Prolin-Varianten dieser Grofle sitzt das Prolin typischerweise an den Positionen 4 und
10 oder 7 und 13 (Tabelle 2.2). Bei den Peptiden mit nur 3 Wiederholeinheiten wur-
de beobachtet, dass der Austausch an den Positionen 4 und 10 dort zu einer extremen
Erniedrigung der Effektivitéit, vielleicht sogar zu einer volligen Desaktivierung, fithrt. In
Abbildung 3.39 ist kj(c) im Fall eines Peptids mit 4 (Pro-Ala-Thr)-Wiederholeinheiten
gezeigt. Beim Peptid 52 ist Alanin an den Positionen 1, 4, 7, 10 und 13 gegen Prolin
ausgetauscht worden. Dies fiihrt zwar zu einer Effektivitatserniedrigung im Vergleich zum
unsubstituierten AFGP 38b aber nicht zu einer volligen Aufhebung der inhibierenden
Wirkung. ¢; erhéht sich von 41 ng mL~1 (21 pmol L) beim AFGP 38b auf 178 ng mL™*
(86 pmol L™!). Um ein Molekiil der unsubstituierten Variante 38b zu ersetzen, werden
demnach 4 Molekiile des Prolin-Analogons 52 benoétigt.

Liegt die Erniedrigung der Effektivitit des Pro*-Pro'’-Derivat 49 mit n = 3 im dhn-
lichen Bereich wie beim Prolin-Analogon 52 mit n = 4, wiirde dies ein ¢; von etwa
4200 pg mL~! (2600 pmol L) bedeuten. Die dort maximale untersuchte Konzentra-
tion betrdgt 4000 pg mL~! (2578 pmol L71). 49 konnte also doch wirksam sein. Wei-
tere Untersuchungen bei hoheren Konzentrationen werden dies zeigen. Es wird jedoch
im Gegensatz zu den TH-Experimenten von Schrag et al. (1982) in den vorliegenden Re-
kristallisationsuntersuchungen deutlich, dass durch die Einfithrung von Prolin sehr wohl
Effektivitdatsdnderungen hervorgerufen werden.

Aufféllig ist beim Vergleich zwischen [PAT™|,PA (52) und [AAT™];AA (38b) neben der
Verschiebung von ¢; die Verinderung der Kurvenform. Der Ubergang zwischen Diffusions-
und AFP-Kontrolle ist mit s = 16 beim Prolin-Analogon sehr viel scharfer als beim unsub-
stituierten Peptid (s = 3.0). Dies hingt moglicherweise mit einer geringeren Flexibilitat
des Prolin-Analogons zusammen. Dies wiirde zu den Beobachtungen beim Gly*-Pro''-
Derivat 50 passen, bei dem das sterisch weniger anspruchsvolle Glycin an die Stelle von
Alanin tritt. Der Vergleich in Abbildung 3.38 zeigt, dass der Ubergang beim Glycin-
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Abbildung 3.39: Proteine mit (Pro-Ala-Thr)-Wiederholeinheit. Vergleich zwischen
[AAT™|,AA (38b) und [PAT™],PA (52). Am Threonin ist jeweils
GalNAc O-glykosidisch gebunden.

Derivat breiter ist als beim Serin-Derivat. Zur besseren Beantwortung der Fragestellung,
wo genau Alanin im Vergleich zu Glycin und Serin steht, ist die Untersuchung eines De-
rivats mit Prolin allein an Position 10 notwendig.

Die CD-Spektren der Peptide 52 und 38b unterstiitzen die Flexibilitatshypothese jedoch
nicht. Der Random-Coil-Anteil unterscheidet sich bei beiden Peptiden praktisch nicht.
Hingegen ist beim Prolin-Analogon der Polyprolin II-Anteil mit etwa 11 % geringer als
beim Peptid 38b (14 %). Dafiir sind a- und 3;¢-Helix-Anteil hoher. Sowohl beim a-Helix-
Anteil wie auch beim 3;o-Helix-Anteil ist das Verhéltnis jeweils 6 % zu 3 %. Insgesamt
dominieren nach der Random-Coil weiterhin 3-Strang (18 %) und S-Schleife (16 %). Beim
unsubstituierten Peptid sind die entsprechenden Anteile 21 % und 13 %. Da bei Verwen-
dung unterschiedlicher Programme oder Basissatze bereits Veranderungen der jeweils be-
stimmten Anteile um mehrere Prozent beobachtet werden, kann nicht von einer deutlichen
Strukturdnderung durch Einfithrung des Prolins gesprochen werden.

Vergleich aller untersuchten Additive

Wie im vorangegangen Abschnitt zu sehen war, unterscheiden sich die in dieser Arbeit
untersuchten Verbindungen in der Effizienz, mit der sie die Eisrekristallisation hemmen.
In Abbildung 3.40 sind die Ergebnisse all dieser Effektivitatsuntersuchungen in Saccha-
roselosungen (45 Gew.-%) bei -8°C zusammengefasst. Die Effektivitat wird dabei durch
die Inhibierungskonzentration c¢; in pmol L™! angegeben. Diese Grofle spiegelt gut die
Wirksamkeit einer Substanz wieder, da es die Konzentration angibt, bei der ein Wechsel
zwischen Diffusions- und AFP-Kontrolle eintritt. Bei kleineren Konzentrationen bestimmt
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die Diffusion der Wassermolekiile in der Losung zwischen den Eiskristallen die Geschwin-
digkeit der Eisrekristallisation. Bei Konzentrationen grofier ¢; bestimmt der Fliissig-Fest-
Ubergang beim Kristallwachstum den Reifungsprozess.

Es wurden 3 PVA-Varianten mit unterschiedlichen Kettenléngen untersucht. Die kleinste
Variante (PVA6) besitzt eine Molmasse von 5800 g mol™!. Die Polymerkette besteht da-
mit aus ca. 80 Wiederholeinheiten. Die Molmasse der mittleren Variante PVA27 betrigt
27000 g mol™! (n ~ 600). PVA145 ist mit einer Kettenlinge n &~ 3300 die mit Abstand
lingste in dieser Arbeit untersuchte Verbindung. Seine Molmasse betragt 145000 g mol .
Beim Vergleich dieser 3 Polymere hat sich gezeigt, dass sich die relative Effektivitat an-
dern kann, wenn zwischen Massen- und Anzahl-Konzentrationen unterschieden wird. Bei
einer Auftragung in pmol L~! zeigt sich klar die Zunahme der Effektivitiat mit grofierer
Kettenldnge.

Obwohl alle 3 PVA-Varianten im Vergleich zu den Peptiden deutlich gréfier sind, liegt ihre
Effektivitdat in einem adhnlichen Bereich. Die hier untersuchten aktiven Peptide besitzen
Massen von 1.1 bis 3.0 kDa. Die in dieser Arbeit effektivste Verbindung ist AFGP 39b
mit ¢; = 0.09 pmol L™ und einer Masse von 2.6 kDa. Es stellt das synthetische Eben-
bild des kleinsten natiirlichen AFGP dar. Es ist aus 14 Aminosduren aufgebaut (n = 4)
und tragt am Threonin ein Disaccharid (Gal-GalNAc). PVA145 erreicht im Verhéltnis
zu seiner Molmasse mit ¢; = 0.38 pmol L~! eine eher geringe Effektivitit. Dennoch ist
dies der zweitkleinste Wert aller untersuchten Substanzen. Danach kommen PVA27 und
AFGP 38c. Beide Verbindungen sind mit Werten fiir ¢; von 1.2 pmol L~ gleich effektiv.
Pro Molekiilmasse ist allerdings AFGP 38c mit einer Masse von 2.3 kDa um ein Vielfa-
ches effektiver als PVA27. AFGP 38c besitzt eine Lange von 17 Aminoséuren (n = 5)
und am Threonin ist hier ein Monosaccharid (GalNAc) gebunden.

Neben den 3 PVA-Varianten wurden zwei weitere einfache Polymere untersucht. PEG3
und Polyasparaginsaurenatriumsalz (PAsSNa) sind im betrachteten Konzentrationsbe-
reich allerdings inaktiv. Nach dem Modell von Budke und Koop (2006) adsorbiert PVA
iiber Hydroxygruppen, deren Abstinde zu Sauerstoff-Abstanden im Eis passen. Das Feh-
len solcher struktureller Ubereinstimmungen bzw. das Fehlen von Hydroxygruppen ist
vermutlich die Erklarung fiir die Beobachtungen beim PEG und beim PAsSNa.

Bei allen hier untersuchten Verbindungen, die einen Triazol-Linker als Strukturelement
beinhalten (Klick-Chemie-Verbindungen), wurde keine inhibierende Wirkung festgestellt.
Dies muss aber nicht zwangsldufig mit dem Linker zusammenhéngen. Aufgrund weiterer
Veranderungen im Vergleich zu den nattirlichen AFGP ist eine Zuordnung des Effektivi-
tatsverlusts zu bestimmten Strukturelementen nicht moglich.

Die natturlichen AFGP sind aus (Ala-Ala-Thr-)-Wiederholeinheiten aufgebaut. Am Threo-
nin ist dabei jeweils ein Disaccharid aus Galaktose und N-Galaktosamin ([3-D-Galaktosyl-
(1—3)-a-D- N-acetylgalaktosamin) O-glykosidisch gebunden. Peptide dieses Typs mit 3
und 4 Wiederholeinheiten wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht. AFGP 39a mit
n = 3 erreicht eine mittlere Effektivitat im Vergleich zu den tibrigen getesteten Verbin-
dungen. ¢; betragt hier 30 pmol L™!. Damit ist es allerdings das effektivste Peptid mit
3 Wiederholeinheiten. Alle Modifikationen fithren zu einer Effektivititsreduktion. Das
entsprechende Monosaccharid-Analogon (38a) weist einen Wert fiir ¢; von 652 pmol L1
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Abbildung 3.40: Zusammenfassung der Effektivitdten der untersuchten Verbindungen, dargestellt durch die Inhibierungs-
konzentration ¢;. Bei inaktiven Verbindungen gibt der Pfeil die maximale untersuchte Konzentration an.
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3 Eisrekristallisation

auf. Diese Veranderung beeinflusst die Effektivitdat also sehr stark. Ebenfalls einen sehr
starken Einfluss hat die Kettenldnge. Die Verldngerung um eine Wiederholeinheit be-
wirkt eine enorme Effektivititssteigerung, denn ¢; betrdgt beim AFGP 39b nur noch
0.09 pmol L™, Um die gleiche Wirksamkeit zu erreichen, sind etwa 340 mal so viele Mo-
lekiile des kiirzeren AFGP 39a notig. Die Verldngerung des Riickgrats bewirkt bei den
Monosaccharid-Peptiden (38) keine so grofie Effektivitétssteigerung wie bei den Peptiden
mit Disaccharid-Kohlenhydrat (39). ¢; sinkt mit steigender Kettenlinge von 652 pmol L1
(n = 3) tiber 21 pmol L™! bis auf 1.2 pmol L™! (n = 5).

Bei den Peptiden 39b, 38b und 46 mit jeweils 4 Wiederholeinheiten ist wie bei den
Peptiden 39a und 38a mit 3 Wiederholeinheiten der Einfluss des Kohlenhydrats zu er-
kennen. Sehr grof fallt hier die Effektivitdtserniedrigung beim Ubergang von Gal-GalNAc
zu GalNAc aus. ¢; steigt von 0.09 pmol L~ (39b) auf 21 pmol L' (38b). Interessanter-
weise fiihrt die komplette Entfernung des Kohlenhydrats nicht zum vollstdndigen Verlust
der Antigefrieraktivitit. Fiir AFP 46 lasst sich ein ¢; von 147 pmol L™! bestimmen. Diese
Beobachtung iiberrascht, da die Experimente von Tachibana et al. (2004a) ein anderes
Bild lieferten. Nach ihnen ist das Peptidriickgrat allein inaktiv. An dieser Stelle muss an-
gemerkt werden, dass AFP 46 auch in der vorliegenden Arbeit kein typisches Verhalten
zeigt. Beim AFP 46 wird ein lokales Minimum in Bezug auf die Rekristallisationsge-
schwindigkeit beobachtet. Mit weiter zunehmender Konzentration steigt k;o wieder an
und die Diffusionsgrenze wird schliellich erneut erreicht. Dieses ungewohnliche Verhalten
des Riickgrats ist vermutlich auf dessen geringere Loslichkeit zuriickzufithren. Mit zuneh-
mender Konzentration tritt vermehrt Aggregation auf, die Molekiile binden aneinander
und nicht mehr an das Eis.

Acetylierung der Glykopeptide sowohl am N-Terminus wie auch am Kohlenhydrat fiihrt
zu einer Reduktion der Effektivitiat. Beim AFGP 47a mit nur 2 Wiederholeinheiten und
Acetylierung am N-Terminus ist der Effekt der Acetylierung jedoch nicht zu bestimmen,
da zum Vergleich kein entsprechendes nicht-acetyliertes Peptid vorliegt und keine Inhi-
bierung der Rekristallisation im untersuchten Konzentrationsbereich zu beobachten ist.
Anders sieht es aus beim AFGP 47b mit n = 3. Hier steigt ¢; mit der N-terminalen Ace-
tylierung von 652 pmol L1 auf 1132 pmol L™! an. Ein dramatischerer Effekt wird durch
die Acetylierung des Kohlenhydrats hervorgerufen. Beim nicht-acetylierten AFGP 38c
liegt ¢; bei 1.2 pmol L™, Der Wert fiir das entsprechende acetylierte AFGP 48 betrigt
73 pmol L1,

In der Natur kommen auch prolinhaltige AFGP vor. In TH-Messungen zeigten sich al-
lerdings keine signifikanten Effektivitatsunterschiede zwischen den verschiedenen AFGP-
Arten (Schrag et al., 1982). Der Austausch von Alanin gegen Prolin zeigte in der vor-
liegenden Arbeit hingegen immer eine deutliche Abnahme der Effektivitdt. Beim Prolin-
Analogon 49 (n = 3) fithrt der Austausch an den Positionen 4 und 10 zum voélligen
Verlust der inhibierenden Wirkung. Weniger dramatisch fallt der Effekt aus, wenn ledig-
lich an Position 10 Alanin gegen Prolin ausgetauscht wird. Bei den Peptiden 50 und 51
wurde an Position 4 Alanin gegen Glycin bzw. Serin ausgetauscht. Es zeigt sich, dass das
Ser?-Pro'°-Derivat das effektivere dieser beiden ist. Mit ¢;-Werten von 1067 pmol L~! und
824 pmol L1 erreichen beide aber nicht die Effektivitit des unsubstituierten AFGP 38a
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(¢; = 652 pmol LY. Eine wichtige Beobachtung in dieser Reihe ist, dass sich die Kur-
venverlaufe kyy(c) nicht einfach verschieben sondern sich die Kurvenform verdndert. Das
Einbrechen der Ratenkonstante mit zunehmender Konzentration tritt etwa bei dem selben
Punkt ein. Bei den weniger effektiven Peptiden werden die Kurven aber breiter, so dass
¢; und die Konzentration, bei der vollstandige Inhibierung (kjy ~ 0) eintritt, zu héheren
Werten verschoben werden.

Im Gegensatz zum Pro*-Pro'’-Derivat (49), das im betrachteten Konzentrationsbereich
inaktiv ist, hemmt AFGP 52 sehr wohl die Eisrekristallisation. Dieses Peptid ist aus
(Pro-Ala-Thr)-Wiederholeinheiten aufgebaut. Mit einem ¢; von 86 pmol L™ ist es aber
ebenfalls deutlich weniger effektiv als das entsprechende AFGP 38b mit (Ala-Ala-Thr)-
Wiederholeinheiten (¢; = 21 pmol L™1).

Variabilitat der Ratenkonstanten

Abgesehen von den verschiedenen Effektivitdten in der Inhibierung der Eisrekristallisation
unterscheiden sich die hier untersuchten Polymere, Peptoide und Peptide auch in der beob-
achteten Reproduzierbarkeit der Ratenkonstanten. Bei den vorangegangen Auftragungen
von kiyp(c) wurde bei einer Konzentration jeweils der Mittelwert mehrerer Experimente
in kjo angegeben. Die Standardabweichung zu diesem Mittelwert wurde jeweils in Form
von Fehlerbalken dargestellt. In Abbildung 3.41 ist der Mittelwert dieser Standardab-
weichungen fiir Werte von kjy > 0.05 fiir die verschiedenen untersuchten Verbindungen
aufgetragen. Werte von kjg < 0.05 werden nicht verwendet, da dort aufgrund der ohnehin
kleinen Werte auch nur kleine Schwankungen auftreten.

Es zeigt sich, dass insbesondere bei den Polymeren die Werte fiir kj, stark variieren.
o (k) liegt hier zwischen 0.25 und 0.30 pm?® min~!. Dies fithrt dazu, dass ¢; bei diesen
Verbindungen weniger genau bestimmt werden kann. Die Streuung ist unabhingig von
Art oder Léange der Polymere. Die Unterschiede in den Standardabweichungen zwischen
den verschiedenen PVA-Varianten und die Unterschiede zwischen den aktiven und den
inaktiven Polymeren sind nicht signifikant.

Uberwiegend kleinere o(kj)-Werte als bei den Polymeren finden sich bei den Peptoiden
und Peptiden. Die meisten Werte liegen hier zwischen 0.07 und 0.15 pm?® min—!. Auch
hier ist kein eindeutiger Zusammenhang zur Effektivitat oder zur Kettenlange ersicht-
lich. Obwohl keines der Klick-Chemie-Verbindungen die Rekristallisation inhibiert, weift
nur eines einen erhohten Wert fir o(ky) auf. Mit o(kp) = 0.21 pm® min~' ragt das
Peptoid 42 heraus. Der Unterschied zwischen diesem Peptoid und den tbrigen Klick-
Chemie-Verbindungen liegt in der a-Konfiguration des Kohlenhydrats. Abgesehen davon
ist es sogar identisch zum Peptoid 41. Einen ebenfalls hohen Wert fiir (k) besitzt das
am Kohlenhydrat acetylierte Peptid 48. Mit 0.30 pm?® min~! liegt der Wert ebenso hoch
wie bei den Polymeren. Die Acetylierung am N-Terminus fiihrt hingegen zu keiner Ver-
dnderung in o(ky) im Vergleich zu den nicht-acetylierten AFGP. Bei den prolinhaltigen
Peptiden fillt nur das inaktive Pro?-Pro'®-Peptid (49) durch einen vergleichsweise ho-
hen o (kyp)-Wert auf. Mit 0.23 pm?® min~! ist dieser deutlich grofer als bei den tibrigen
prolinhaltigen Peptiden.
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Polymere Klick-Chemie Glykopeptide Acetylierung Prolin
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Abbildung 3.41: Streuung der Geschwindigkeitskonstanten bei den untersuchten Verbindungen. Mittlere Standardabwei-
chung o der Rekristallisationsgeschwindigkeitskonstanten k;y gemittelt iiber Werte mit kg > 0.05.
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Eine mogliche Erklarung fiir die generelle Streuung der Ratenkonstanten und fiir die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Verbindungen im Speziellen konnten Loslich-
keitsunterschiede sein. Vor Beginn der Rekristallisation werden die Proben auf -50°C
abgekiihlt, um die Eisnukleation auszulosen. Bei dieser Temperatur liegt ein Grofiteil des
Wassers in Form von Eis vor. Zwischen den Eiskristallen befindet sich dann eine hoch-
konzentrierte Losung von Saccharose und des jeweiligen Additivs. Wahrend der Tempe-
raturerhohung bis zur Rekristallisationstemperatur 1ost sich ein Teil des Eises auf und
die Konzentration der Losung wird verringert. Ist die Diffusion der Saccharose und des
Additivs schnell genug, kommt es in dieser Zeit oder spéatestens in den ersten Minuten der
Rekristallisation zu einer Gleichverteilung innerhalb der Losung. Fiir die sehr gut wasser-
l6sliche Saccharose sollte dies auf jeden Fall zutreffen. Bei den relativ grolen und teilweise
ohnehin schlecht wasserloslichen Polymeren (PVA) konnte die Gleichverteilung innerhalb
der Losung einige Zeit bendtigen. Die Folge ware eine schnellere Wasserdiffusion in Berei-
chen kleinerer Additivkonzentration und umgekehrt. So konnten Unterschiede innerhalb
eines Beobachtungsbereichs und zu umgebenden Bereichen auftreten. Verschiedene Expe-
rimente fithrten dann zu unterschiedlichen Ratenkonstanten. Diese Vorstellung wiirde zu
den Beobachtungen beim acetylierten Peptid 48 passen. Dieses Peptid ist verhaltnisma-
Big grofl und aufgrund des acetylierten Kohlenhydrats auch weniger gut wasserloslich. Bei
dem Peptoid 42 und dem prolinhaltigen Peptid 49 trifft dies aber nicht zu. Hier schei-
nen strukturelle Ursachen vorzuliegen. Moglicherweise beeinflussen diese die Loslichkeit
der Verbindungen, indem die Orientierung der hydrophoben und hydrophilen Gruppen
eingeschrankt wird.

Physikalische Deutung der beobachteten Effektivitatsunterschiede

Wenn es um die Wirkungsweise der Antigefrierproteine geht, ist eine der grundlegenden
Fragen, wie die unterschiedlichen Effektivitaten der verschiedenen Verbindungen zustan-
de kommen. Das Adsorptions-Inhibierungs-Modell ist allgemein akzeptiert, es kann bei
Annahme einer irreversiblen Adsorption die beobachteten unterschiedlichen Effektivitéten
aber nicht erkldren. Die Hemmung des Kristallwachstums beruht auf dem Kelvin-Effekt.
Die Kristallflachen zwischen den adsorbierten AFP bilden konvexe Wolbungen aus. Dies
fithrt zu einer Erniedrigung des lokalen Schmelzpunkts und stoppt das Kristallwachs-
tum. Bei welcher Temperatur dies geschieht, hangt prinzipiell nur vom Abstand der AFP
zueinander auf der Oberfliche ab. Mit kleinerem Abstand sinkt der Hysteresegefrier-
punkt. Wére aber allein der Abstand ausschlaggebend, so miissten verschiedene AFP bei
gleicher Konzentration die gleiche thermische Hysterese zeigen. Dies ist aber nicht der
Fall, was sich in der vorliegenden Arbeit in der Verschiebung der Inhibierungskonzen-
tration ¢; wiederspiegelt. Wie konnen die unterschiedlichen Effektivitiaten dann erklért
werden? Ein Moglichkeit ist die Beeinflussung des fliissigen Wassers in der Umgebung
der adsorbierten AFP. Dadurch wird die Kristallisation neuen Wassers auf der Eisober-
flache behindert. Molekulardynamik-Simulationen von Smolin und Daggett (2008) und
Nutt und Smith (2008) stiitzen diese Hypothese. Hiernach bildet sich eine eisahnliche,
geordnete Struktur des flissigen Wassers in der Umgebung der eisbindenden Proteinfla-
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che aus. In der Nahe der tibrigen Flachen hingegen ist die Wasserstruktur weniger ge-
ordnet, was das Einschliefen des Proteins durch Eis erschwert. Die betrachteten Proteine
waren in der Arbeit von Smolin und Daggett (2008) ein AFP vom Typ III und bei den
Simulationen von Nutt und Smith (2008) ein Insekten-AFP (Choristoneura fumiferana).
Zwei weitere Erkldrungsansétze sind in Abbildung 3.42 dargestellt. Ob ein adsorbiertes
Protein vom Eis eingeschlossen werden kann, wird neben der Proteinoberfliche auch durch
die bedeckte Eisfliche bestimmt (Li et al., 2006). Dies wird in Abbildung 3.42a verdeut-
licht. Bei sehr kleinen AFP (rot), die nur eine kleine Eisoberfliche bedecken, geniigt
beim Hysteresegefrierpunkt die Umorientierung weniger Wassermolekiile, um die Liicke
zu schlieflen und weiteres Eiswachstum zu ermoglichen, was bei den groeren AFP (blau)
nicht so leicht geschehen kann.

In Abbildung 3.42b ist ein Gleichgewicht zwischen adsorbierten AFP und AFP in Lo-
sung dargestellt. Wenn die Proteine nicht irreversibel an die Eisoberflache gebunden sind,
sondern sich ein reversibles Gleichgewicht einstellt, konnte dies dazu fithren, dass relativ
ahnlich aufgebaute Proteine gleicher Grofle das Eiswachstum in unterschiedlichem Mafle
hemmen. Je mehr das Gleichgewicht auf der Seite der Adsorbierten liegt, desto grofler ist
die Effektivitat des Proteins. Es gentigt dann eine kleinere Gesamtkonzentration. Obgleich
manche Experimente auf eine irreversible Adsorption hindeuten (Pertaya et al., 2007),
muss dadurch aber nicht das Modell als solches in Frage gestellt sein. Die Beobachtung
einer irreversiblen Adsorption beim AFP Typ III bedeutet nur, dass das Gleichgewicht
sehr weit auf der Seite der adsorbierten Molekiile liegt. Die Untersuchungen von AFGP
durch Zepeda et al. (2008) deuten an, dass hier eine schwéchere Wechselwirkung zwischen
Eis und Protein vorliegt und die Adsorption als reversibel betrachtet werden kann.

Eine reversible Adsorption wiirde ebenfalls die in der vorliegenden Arbeit gemachten Beob-
achtungen erklaren. Dies gilt insbesondere fiir die Temperaturabhangigkeit des c;-Wertes
beim AFGP 39a. In Unterabschnitt 3.6.2 wurde gezeigt, wie sich ¢; unter ansonsten glei-

(a) Losung | | (b) S

Eis T

Abbildung 3.42: Diskussion des Adsorptions-Inhibierungs-Mechanismus. Einfluss der
AFP-Gro8e (a) und der Bindungsstérke (b) beim Hysteresegefrierpunkt.
Die Eisflichen zwischen den adsorbierten AFP weisen maximale Kriim-
mung auf.
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chen Bedingungen mit zunehmender Temperatur erhoht. Die Untersuchungen bei -6 und
-8°C beziehen sich alle auf Saccharoselosungen und Eisanteile um 0.07. Ware die Ad-
sorption irreversibel, so miisste allein die Konzentration der AFP auf der Eisoberflache
bestimmend sein. Die Grenzflache zwischen Eis und Losung nimmt bei -6 °C aufgrund der
schnelleren Rekristallisation schneller ab. Es sollte dann also eine kleinere Konzentration
ausreichen, um die Eisoberflache in gleichem Mafle zu bedecken wie bei -8°C. Gleichzeitig
gilt, dass bei der hoheren Temperatur ein grofferer Abstand, also eine kleinere Konzen-
tration, ausreicht, um das Eiswachstum zu stoppen. Die thermische Hysterese ist kleiner
(héhere Temperatur) bei grofierem Abstand (kleinere Konzentration). ¢; sollte mit stei-
gender Temperatur also kleiner werden, der umgekehrte Trend wird aber beobachtet. Dies
kann nur bedeuten, dass das Gleichgewicht mit zunehmender Temperatur mehr zur Seite
der Losung verschoben wird, was physikalisch plausibel ist.

Gegen eine reine Grofenabhéngigkeit spricht aulerdem die Effektivitatsabnahme bei Ace-
tylierung. Dadurch wird das Peptid grofler, es sollte also effektiver sein. Auch wird die
Bindung nicht komplett verhindert, denn die acetylierten Peptide binden weiterhin an
Eis, nur eben schwécher, was den Grofeneffekt iiberkompensiert. Insgesamt nimmt die
Effektivitdt durch Acetylierung ab.

Fiir die AFP-Adsorption an Eis sind tibereinstimmende Abstande zwischen Hydroxygrup-
pen im Protein und Sauerstoffatomen im Eis entscheidend. Aufgrund dieser Ubereinstim-
mung kommt es dann wéahrend der Adsorption zu Wasserstoftbriickenbindungen zwischen
Protein und Eis. Es wird vermutet, dass bei Antigefrierglykopeptiden, wie sie in der vor-
liegenden Arbeit untersucht wurden, fiir die Eisbindung das Kohlenhydrat essentiell ist
(Komatsu et al., 1970; Ahmed et al., 1973; Tachibana et al., 2004a). Welche Hydroxy-
gruppen des Kohlenhydrats jedoch genau in welchem Mafle an der Bindung beteiligt sind,
ist noch nicht vollstandig geklart. Die in dieser Arbeit beobachtete Rekristallisationsin-
hibierung auch bei vollstandiger Acetylierung der Kohlenhydrat-Hydroxygruppen lasst
vermuten, diese wéiren gar nicht an der Bindung beteiligt. Zudem zeigt auch das unsub-
stituierte Riickgrat allein Antigefriereigenschaften. Beide Beobachtungen lassen sich aller-
dings leicht erklaren. Nach der Acetylierung stehen die Sauerstoffatome immer noch als
Wasserstoffbriicken-Akzeptoren zur Verfiigung und beim Riickgrat kann die Hydroxygrup-
pe des Threonins die Funktion des Kohlenhydrats teilweise iibernehmen. Zudem koénnte
die strukturelle Ubereinstimmung zwischen Eis und Peptid bestehen bleiben. Schwiéche-
re van der Waals-Wechselwirkungen sorgen dann moglicherweise allein fiir die Eisbin-
dung. Auf die Wichtigkeit von van der Waals-Wechselwirkungen weisen die Arbeiten von
Chao et al. (1997), Haymet et al. (1998) und Zhang und Laursen (1998) hin.

Nach dem Modell von Knight et al. (1993) erfolgt die Eisbindung der AFGP iiber die
Hydroxygruppen in C6-Position. Eine Bindung iiber mehr als zwei Hydroxygruppen pro
Disaccharid sind nach ihren Uberlegungen nicht moéglich. Um dennoch eine ausreichend
starke Bindung zwischen Eis und Protein zu erhalten, wird ein Einbau der Hydroxygrup-
pen ins Eis postuliert. Damit bindet jede Hydroxygruppe nicht nur tiber eine Wasserstoft-
briicke sondern tiber 3. Wenn die C6-Position die entscheidende ist, sollten Modifikationen
an dieser Stelle zu einem Aktivitatsverlust fithren. Im Abschnitt 2.4 wurden Experimente
vorgestellt, wonach die Oxidation zum Aldehyd eine nur leichte Effektivitatsreduktion
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bewirkt. Wieder konnte dies bedeuten, dass die Wasserstoffbriicken- Akzeptor-Funktion
noch besteht. Weitere Umsetzungen mit Natriumhydrogensulfit oder lod fithren zu dra-
matischen Erniedrigungen der thermischen Hysterese. Dies muss auf die Einfithrung von
negativen Ladungen zuriickzufiihren sein. Allein die Vergréflerung der Gruppe kann es
nicht sein, da die Anbindung weiterer Aminoséauren an der C6-Position durch Osuga et al.
(1989) die Effektivitéat nicht in allen Féllen stark erniedrigt.

Czechura et al. (2008) untersuchten bei C-verkniipften Glykokonjugaten den Einfluss
der Konfiguration des Kohlenhydrats. Dabei wurde beobachtet, dass nur das Galaktose-
Analogon eine dhnliche Hemmung der Rekristallisation zeigt wie natiirliches AFGP. An-
derungen an den Positionen C2 (Talose) und C4 (Glukose) bewirken einen praktisch voll-
standigen Aktivitdatsverlust. Ob entsprechende Modifikationen auch bei den natiirlichen
Proteinen zu einem so starken Effekt fithren, ist allerdings noch fraglich. Zudem lésst
die verwendete Methode nicht den Schluss zu, ob die Wirksamkeit nur herabgesetzt oder
wirklich vollstandig aufgehoben wurde.

Leider konnen auch die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen keinen eindeutigen
Beweis fiir die Adsorption iiber bestimmte Hydroxygruppen liefern. Es kénnen aber eini-
ge Hinweise abgeleitet werden. Die nachfolgenden Uberlegungen sind in Abbildung 3.43
zusammengefasst.

Bei den Monosaccharid-Analoga (38) fithrt die Kettenverlingerung zu einer Erniedrigung
von ¢; im Bereich einer Groenordnung. Bei den Disaccharid-Analoga (39) hingegen wird
¢; um zwei Groflenordnungen verringert. Es liegt der Schluss nahe, dass die Zunahme von
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Abbildung 3.43: Effektivitédtsvergleich der untersuchten Glykopeptide zur Identifizierung
der essentiellen Hydroxygruppen.
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Wasserstoffbriickenbindungen bei Verléngerung der Kette bei den Disaccharid-AFGP dop-
pelt so grofl wie bei den Monosaccharid-AFGP ist. Sowohl die GalNAc- als auch die Gal-
Gruppe sind beim Disaccharid an der Bindung beteiligt. Wére allein die Groflendnderung
entscheidend, so miisste der Schritt vom Monosaccharid-Trimer (38a) zum Disaccharid-
Trimer (39a) zum gleichen Ergebnis fithren wie bei den Tetrameren (38b und 39b). In
beiden Fallen wird die Masse und damit auch ungefahr die Grofle um den Faktor 1.3 er-
hoht. Bei den Peptiden mit 4 Wiederholeinheiten wird ¢; aber um zwei Grofenordnungen
erniedrigt. Bei den Trimeren wird ¢; nur um eine Groflenordnung abgesenkt.

Nahezu gleiche Massen besitzen das Monosaccharid-Tetramer (m(38b) = 1946 Da) und
das Disaccharid-Trimer (m(39a) = 1986 Da). Tatsachlich sind hier die Effektivitaten
mit ¢; = 21 pmol L~! und 30 pmol L~! auch sehr dhnlich. Ebenfalls gut ist die Uber-
einstimmung in den Massen zwischen dem Monosaccharid-Pentamer (38c) mit 2392 Da
und dem Disaccharid-Tetramer (39b) mit 2594 Da. Allerdings unterscheiden sich hier
die Effektivititen deutlich. Beim Monosaccharid-Pentamer betrigt ¢; 1.2 pmol L=t Der
Wert fiir das Disaccharid-Tetramer liegt hingegen mit 0.09 pmol L™ um ein Vielfaches
tiefer. Die Schlussfolgerung ist, dass bei den kleineren Peptiden sowohl Groéfle als auch
Bindungsstarke nahezu iibereinstimmen. Hier ist die Anzahl der an der Bindung betei-
ligten Hydroxygruppen ahnlich. Bei den grofleren Peptiden hingegen unterscheidet sich
diese Anzahl stéarker.

In der Reihe der Tetramere vom Riickgrat 46 tiber das Monosaccharid-Analogon 38b bis
zum Disaccharid-Analogon 39b sinkt ¢; zunéchst verhaltnismaflig leicht von 147 pmol L1
auf 21 pmol L. Der Ubergang vom Mono- zum Disaccharid (¢; = 0.09 pmol L™1) be-
wirkt eine sehr viel groflere Effektivitatssteigerung. Die Molmassen der Peptide steigen
hingegen bei diesem Ubergang schwiicher an. Das heifit, hier nimmt die Bindungsstérke
in groferem Mafle zu. Wenn die Hydroxygruppe, wie Knight et al. (1993) es vorschlagt,
tatsachlich ins Eis eingebaut wird, konnte die Methylgruppe des Threonins storen. Die
Bindung dadurch schwécher werden. Die Untersuchung eines (Ala-Ala-Ser)-Peptids oh-
ne Kohlenhydrat konnte diese Frage beantworten. Zu diesem Zeitpunkt ist zu vermuten,
dass die Anzahl von essentiellen Hydroxygruppen vom Riickgrat zum Monosaccharid we-
nig oder gar nicht ansteigt. Dies ist nur moglich, wenn in beiden Féllen die Bindung
zum Eis nur iiber eine Hydroxygruppe pro Wiederholeinheit erfolgt. Dafiir spricht auch
die hohere Effektivitdat des Riickgrats 46 im Vergleich zum Monosaccharid-Trimer 38a.
Wiirden mehrere Kohlenhydrat-Hydroxygruppen an das Eis binden, so besédfle AFGP 38a
nicht nur die groflere Molmasse, sondern auch die deutlich groflere Bindungsstarke. Da
das Riickgrat allerdings effektiver ist, muss dieses starker binden. Der analoge Vergleich
zwischen den Peptiden 39a und 38b wiederum zeigt, dass nun das Disaccharid-Trimer
39a tiber mehr Hydroxygruppen an das Eis binden muss, da hier dessen Effektivitit trotz
des geringeren Anstiegs der Molmasse verhéltnisméafig stark ansteigt. Dies muss zusam-
men mit den tbrigen Kriterien bedeuten, dass die Bindung beim Disaccharid auf zwei
Hydroxygruppen pro Wiederholeinheit beruht. Diese Schlussfolgerungen wiirden zu dem
Modell von Knight et al. (1993) passen. Es gibt nur eine essentielle Hydroxygruppe pro
Ring und diese sitzt an Position C4 oder C6.
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3.6.4 Einfluss von niedermolekularen Verbindungen

Li et al. (1998) konnten eine kooperative Wirkung in Bezug auf thermische Hysterese
zwischen einem AFP und einer Reihe von Salzen, Aminosduren und Kohlenhydraten
nachweisen. Das dort verstarkte AFP stammt von der iberwinternden Larve eines Feu-
erkafers (Dendroides canadensis). Die grofite Verstarkung wurde dabei durch die Zugabe
von Natriumcitrat hervorgerufen. Es erhoht die TH von 1.3°C auf 6.8°C bei einer Ci-
tratkonzentration von 1 mol L~!. Die AFP-Konzentration betrigt jeweils 10 mg mL™*
(1.4 mmol L™1).

In der vorliegenden Arbeit wurde Natriumcitratdihydrat verwendet, um seinen Einfluss
auf die Rekristallisationsinhibierung eines Glykopeptids (39a) zu testen. AFGP 39a
ist aus 3 Wiederholeinheiten aufgebaut und tragt ein Disaccharid (Gal-GalNAc) am
Threonin. In Tabelle 3.13 sind einige exemplarische Versuche dargestellt, die die Wir-
kung von Natriumcitrat verdeutlichen sollen. Alle Experimente wurden bei -8 °C durchge-
fithrt. Als erstes ist ein Experiment mit reiner Saccharoselosung (45 Gew.-%) aufgefiihrt.
Bei einem Eisanteil von 0.06 wird dabei eine diffusionsbestimmte Ratenkonstante von
1.32 pm?® min~! erhalten. Beim zweiten Experiment beinhaltet die Losung neben Saccha-
rose (35 Gew.-%) noch AFGP 39a (0.01 mg mL~! bzw. 0.005 mmol L~!) und Natrium-
citratdihydrat (39 mg mL~! bzw. 130 mmol L™!). Da die Zugabe von Natriumcitrat in
diesen Mengen einen groflien Einfluss auf den Schmelzpunkt der Losung hat, wurde der
Saccharosemassenanteil reduziert, um den Eisanteil konstant zu halten (@, = 0.08). Die
AFGP-Konzentration liegt mit 0.01 mg mL™! in einem Bereich, wo die Rekristallisation
noch vollstandig diffusionskontrolliert ablauft (¢; = 0.06 mg mL™!). Wenn das Natriumci-
trat die Effektivitat des Peptids erhoht, dann sollte der Effekt hier deutlich werden. Wie in
Tabelle 3.13 jedoch ersichtlich ist, wird die Effektivitdt von AFGP 39a bei einer Natrium-
citratdihydratkonzentration von 39 mg mL~! nicht verstirkt. kq betrigt 1.38 pm? min—!.
Auch die Kristallform éndert sich nicht deutlich. Die Natriumcitratkonzentration ist im
Vergleich zu den Versuchen von Li et al. (1998) aber auch gering. Zukiinftige Experi-
mente mit reinen Natriumcitratlosungen bei -8°C werden hoffentlich zweifelsfrei kléren,
ob Natriumcitrat die Effektivitat von AFGP 39a beeinflusst. Der Vergleich zwischen
Natriumbromid- und Saccharoselosungen im Unterabschnitt 3.6.2 hatte gezeigt, dass die
Temperatur nicht verdndert werden darf, wenn die Effektivitaten verglichen werden sollen.

Obgleich Natriumcitrat die Effektivitit von AFGP 39a unter den bisherigen Bedin-
gungen nicht beeinflusst, gilt dies nicht generell fiir niedermolekulare Verbindungen. In
Tabelle 3.13 ist in der letzten Spalte ein Experiment mit AFGP 39a in einer Saccharose-
16sung (45 Gew.-%) bei -8°C gezeigt. Die AFGP-Konzentration liegt mit 0.10 mg mL™?
(0.05 mmol L™') im Bereich der AFP-Kontrolle. Hier wird eine Ratenkonstante von 0.11
nm?® min~! erhalten. Beinhaltet die Lésung zusitzlich 1,3-Cyclohexandiol (2.4 mg mL ™!
bzw. 21 mmol L™!) fiihrt dies zu einer Aufhebung der Wirksamkeit des Peptids (dritte
Spalte in Tabelle 3.13). Unter den ansonsten gleichen Bedingungen betrigt die Ratenkon-
stante nun 1.25 pm? min~!. Es handelt sich wieder um diffusionskontrollierte Rekristalli-
sation. Um zu verstehen, wie das Glykopeptid durch das Diol beeinflusst wird, sind weitere
Experimente geplant. Der erste Schritt wird die Bestimmung des optimalen Verhéltnis-
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Saccharose Natrium- 1,3-Cyclo-
citratdihydrat hexandiol AFGP 39a
45 Gew.-% 39mgmL™! 24mgmL™! 0.10 mg mL™!
OH Na® =
Struktur Hﬂoéoﬁ %E?VOH m e i [AAT?]5AA
HO HO . o Mischung aus
o Na O OH O Na cis und trans
OH
M, [g mol™!] 342.30 294.10 116.16 1985.95
o O ) M @) d O : o % &2 00 000.
100 pm o %% DO © o @ 0 %% VO sy
— o0 0.O d O O O O . O o 0 [o] d ;oo Zoc %ooo -°o
£ = 120 min P o @heo © 00600 % .0ty peni
o @) (@] O o 4,0 d ° °° é)oozoo '°° °° og
Qo o) O - o ﬂ 2 o O ° O 00 ° o o%;n"g% :
T [°C] -8.0 -8.0 -8.0 -8.0
Weae [Gew.-%)] 45.0 35.0 45.0 45.0
Q. 0.06 0.08 0.05 0.08
c(39a) [mg mL™!] 0.00 0.01 0.10 0.10
k [pm® min~!] 1.32 1.38 1.25 0.11

Tabelle 3.13: Beeinflussung der Wirksamkeit von AFGP 39a durch Zugabe niedermole-
kularer Verbindungen.

ses zwischen Peptid und Diol sein. Dazu muss zunéchst das bisher verwendete Gemisch
aus cis- und trans-Diol getrennt werden. Wenn Diol und Peptid direkt miteinander inter-
agieren, konnte dies mit der Orientierung von Hydroxygruppen zusammenhéngen. Dies
konnte zu einer Komplexbildung fiithren, die das Anbinden an das Eis verhindert. Um
diese Moglichkeit zu iiberpriifen, konnten auch andere zyklische Polyole und verschiedene
Peptide verwendet werden.

Li et al. (1998) beobachteten in ihren Versuchen mit dem Insekten-AFP zwar in fast allen
Féllen eine Verstarkung der Hysterese, aber auch dort trifft dies nicht auf alle zugegebe-
nen Substanzen zu. Die Untersuchungen umfassen Salze verschiedener organischer Sauren,
mehrere Polyole, Aminoséuren, Amine und anorganische Salze, insgesamt 21 Substanzen.
Nur eine von ihnen verstarkt das AFP nicht. Natriumsulfat hebt im Gegenteil die thermi-
sche Hysterese komplett auf. Die kleinste getestete Konzentration von 0.5 mol L~! bewirkt
bereits diesen Effekt.

Weitere Untersuchungen von Kristiansen et al. (2008) und Wang et al. (2009) zur AFP-
Verstarkung durch Salze deuten darauf hin, dass der Mechanismus auf dem Hofmeister-
Effekt basiert (Lewith, 1888; Hofmeister, 1888). Danach beeinflussen Salze die Wasser-
struktur und verstidrken oder vermindern dadurch hydrophobe Wechselwirkungen von
Proteinen, was zur Verringerung (Aussalzen) oder zur Erhohung der Loslichkeit (Einsal-
zen) fithrt. Anhand ihrer unterschiedlichen Beeinflussung des Wassers lassen sich Katio-
nen und Anionen in so genannte Hofmeister-Reihen einteilen (Collins und Washabaugh,
1985; Cacace et al., 1997). Am Anfang einer solchen Reihe stehen dabei polare kosmo-
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trope Salze (z.B. Ammoniumsulfat). Diese Salze bestechen aus schwach hydratisierten
Kationen und stark hydratisierten Anionen. Sie begiinstigen die Ausbildung von Was-
serstrukturen, verstiarken dadurch hydrophobe Wechselwirkungen und stabilisieren Pro-
teine. Am Ende stehen chaotrope Salze (z.B. Calciumthiocyanat), die den umgekehrten
Effekt haben. Sie brechen Wasserstrukturen auf und destabilisieren Proteine. Salze wie
Natriumchlorid stehen in der Mitte der Hofmeister-Reihe und beeinflussen die Protein-
stabilitat wenig. Die Hofmeister-Reihe wird typischerweise fiir lonen angegeben, wobei
Anionen einen in der Regel grofleren Effekt haben als Kationen. Aber auch ungelade-
ne organische Verbindungen beeinflussen die Proteinstabilitat (Collins und Washabaugh,
1985; Cacace et al., 1997). Sie miissen daher ebenfalls berticksichtigt werden, was die Be-
obachtungen von Li et al. (1998) und Amornwittawat et al. (2008, 2009) erklaren konnte.
Amornwittawat et al. (2008, 2009) beobachteten eine AFP-Verstarkung durch Polycarb-
onsauren, Polyole und Kohlenhydrate. Die VergrofSerung der thermischen Hysterese be-
stimmten sie dabei mittels dynamischer Warmestromkalorimetrie (DSC; engl.: differential
scanning calorimetry). Das verwendete AFP entstammt wie bei Li et al. (1998) dem Feu-
erkéifer Dendroides canadensis.

Nach dem von Kristiansen et al. (2008) vorgeschlagenen Mechanismus wird durch die
Zugabe von Salzen das Gleichgewicht zwischen AFP in der Losung und im Bereich der
Eis/Losung-Grenzfliche verdndert. Das Aussalzen fiithrt zu einer erhéhten AFP-Konzentra-
tion an der Grenzfliche und damit zu einer Verstarkung der thermischen Hysterese. Pro-
blematisch ist allerdings die Authebung der thermischen Hysterese durch Natriumsulfat.
Li et al. (1998) fanden besonders groBe TH-Verstérkung bei kosmotropen Salzen wie Na-
triumcitrat und Ammoniumsulfat. Auch Natriumsulfat sollte aber zu dieser Gruppe geho-
ren. Zudem wurde bei keiner weiteren Verbindung eine Verminderung der Hysterese beob-
achtet. Die Verwendung von chaotropen Salzen wie Natriumiodid oder Natriumperchlorat
in der Arbeit von Wang et al. (2009) fithrte lediglich zu einer geringeren Verstiarkung. Die
Anwendbarkeit der Hofmeister-Reihe auf die Verstarkung von AFP ist also fraglich.
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4.1 Optische Anisotropie

Kristallines Wasser, also Eis, kommt abhéngig von Druck und Temperatur in 15 Mo-
difikationen vor (Malenkov, 2009). Bei den experimentellen Bedingungen dieser Arbeit
(Normaldruck, T > -25°C) ist allerdings nur die hexagonale Form I, von Bedeutung. Bei
Normaldruck kommt ebenfalls kubisches Eis (1.) vor, diese Eisform wandelt sich allerdings
bei Temperaturen iiber -33°C schnell in die hexagonale Form um (Murray und Bertram,
2006). Hexagonales Eis ist die typischerweise in der Natur vorkommende Eisform, wie sie
auch in Schneeflocken zu erkennen ist. Die Kristallstruktur von Eis I, gehort zur Raum-
gruppe P63/mmec und die Gitterkonstanten sind bei -8°C a = b = 4.52 A ¢ =736 A,
a = [ =90° und v = 120° (Rottger et al., 1994). Da Eis I eine nichtkubische Kristall-
struktur besitzt, ist es doppelbrechend. Dies bedeutet, dass ein Lichtstrahl beim Durch-
gang durch einen Eiskristall in einen ordentlichen und einen auflerordentlichen Strahl ge-
teilt wird. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit des ordentlichen Strahls ist nicht richtungs-
abhangig und der Strahl folgt dem snelliusschen Brechungsgesetz. Dies gilt aber nicht
fiir den aulerordentlichen Strahl, der nicht dem snelliusschen Brechungsgesetz folgt und
dessen Ausbreitungsgeschwindigkeit richtungsabhéngig ist. Aufgrund dieser Richtungsab-
héngigkeit werden doppelbrechende Kristalle auch als optisch anisotrop bezeichnet. Der
ordentliche Strahl verhélt sich dabei wie bei einem optisch isotropen Kristall. Das Verhal-
ten des auflerordentlichen Strahls hingegen héngt von der Orientierung des einfallenden
Lichtstrahls zur optischen Achse (c-Achse) des Kristalls ab. Sind beide parallel zueinan-
der ausgerichtet, so fallen ordentlicher und auflerordentlicher Strahl zusammen und der
Kristall erscheint optisch isotrop. Sind einfallendes Licht und optische Achse nicht parallel
zueinander orientiert, so wird der auflerordentliche Strahl in einem anderen Winkel gebro-
chen und besitzt eine andere Ausbreitungsgeschwindigkeit als der ordentliche Strahl. Der
Kristall besitzt in unterschiedlichen Raumrichtungen auch verschiedene Brechungsindi-
zes. Fiir einfallendes Licht parallel zur optischen Achse und Licht senkrecht zur optischen
Achse werden zwei Hauptbrechungsindizes definiert.

Beim Einstrahlen von unpolarisiertem Licht in einen doppelbrechenden Kristall wird die-
ses linear polarisiert. Daher konnen doppelbrechende Kristalle zur Erzeugung von linear
polarisiertem Licht eingesetzt werden. Die Polarisationsebenen der beiden resultierenden
Teilstrahlen stehen senkrecht zueinander und parallel bzw. senkrecht zur optischen Ach-
se. Wird bereits linear polarisiertes Licht eingestrahlt, kann dadurch die Ausrichtung der
optischen Achse bestimmt werden, wie im Folgenden erlautert wird. Der Zusammenhang
zwischen Orientierung der optischen Achse (o) und der Polarisationsebene des polarisier-
ten Lichts ist in Abbildung 4.1 dargestellt. In einem Polarisationsmikroskop wird zunéachst
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unpolarisiertes Licht durch einen Polarisationsfilter (Polarisator, P) linear polarisiert. Die-
ses Licht und seine Polarisationsrichtung wird durch den Vektor p'symbolisiert. Dann tritt
dieses durch den zu untersuchenden Kristall, wobei der Lichtstrahl in den ordentlichen (0)
und den auBerordentlichen Strahl (ao0) geteilt wird. Sind Polarisator und optische Achse
parallel zueinander ausgerichtet, so besitzt das austretende Licht entsprechend nur eine
Komponente. Das austretende Licht schwingt dann nur parallel zum Polarisator bzw. zur
optischen Achse. Trifft dieses Licht dann auf einen zweiten Polarisationsfilter, den Analy-
sator (A), der senkrecht zum Polarisator ausgerichtet ist, tritt kein Licht hindurch. Das
resultierende Bild ist vollkommen schwarz. In Abbildung 4.1a ist eine kleine Abweichung
zwischen Polarisator und optischer Achse gezeigt. Die Folge ist, dass die Vektoren o und
ao geringe Anteile in Richtung des Analysators besitzen. Dies wird durch die Vektoren a,
und ag, dargestellt. Ein Teil des eingestrahlten Lichts tritt aus und der Kristall erscheint
etwas heller als der schwarze Hintergrund.

Die maximale Helligkeit wird erreicht, sobald Polarisator und optische Achse in einem 45°-
Winkel zueinander stehen (Abbildung 4.1b). Hier erreichen die Vektoren a, und ag, ihre
maximale Lange. Bei grofferem Winkel nimmt die Helligkeit erneut ab (Abbildung 4.1c),

(b) A (c) A o
o
ao
ac 9 o,
N —
o ao ans .
p
P P A ao P
ENS 7

Abbildung 4.1: Abhéngigkeit der Helligkeit von der Orientierung der optischen Achse (o)
doppelbrechender Kristalle zwischen gekreuzten Polarisatoren. (a) Polari-

sator (P) und optische Achse sind nahezu parallel zueinander angeordnet.
(b) Maximale Helligkeit bei 45°-Stellung. (¢) Abnahme der Helligkeit bei
Annéherung von Analysator (A) und optischer Achse.
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bis bei paralleler Ausrichtung von Analysator und optischer Achse wieder ein vollig schwar-
zes Bild erhalten wird.

Stehen der Polarisator und die optische Achse eines Kristalls in einem 45°-Winkel zu-
einander, so besitzt dieser seine maximale Helligkeit. Unterschiedliche Kristalle kdnnen
bei gleicher Orientierung und bei gleicher eingestrahlter Lichtintensitédt dennoch unter-
schiedlich hell sein. Dies héngt damit zusammen, dass aus dem einfallenden Lichtstrahl
zwei Teilstrahlen erzeugt werden, die sich mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten durch
den Kristall bewegen. In Abhéngigkeit der resultierenden Phasendifferenz, die wiederum
von der Dicke des Kristalls abhangt, kommt es beim Wiederaustritt des Lichts aus dem
Kristall zu destruktiver oder konstruktiver Interferenz.

Im Folgenden wird die Polarisationsmikroskopie dazu eingesetzt, die Lage der optischen
Achse und damit die absolute Ausrichtung kleiner Eiskristalle zu bestimmen. Ziel dieser
Experimente war die Ermittlung der jeweiligen Eisfacetten, an denen AFGP oder PVA
adsorbieren.

4.2 Experimenteller Teil

Die verwendete Apparatur besteht aus einem optischen Mikroskop (Olympus BX51) mit
dem Kondensor/Polarisator U-POC-2 und dem Analysator U-AN360P sowie einem Tem-
periertisch (siehe auch Abbildung 3.1). Das Mikroskop wurde in den hier erlauterten Ex-
perimenten im Durchlicht-Hellfeld-Modus betrieben. Von den untersuchenden Saccharo-
selosungen (30 Gew.-%) wurden je 5 pLi zwischen zwei am Rand mit Silikonfett verschlos-
senen Glasern verbracht. Dieses Sandwich wurde in den Temperiertisch tiberfithrt und ein
im Folgenden naher beschriebenes Temperaturprofil durchlaufen. Wéhrenddessen wurde
das Innere der Kammer und das obere Fenster mit trockenem, gasférmigem Stickstoff
gespiilt, um Kondensation von Wasser aus der Luft zu verhindern. Nach dem Einstellen
einer konstanten Temperatur wurden die zuriickbleibenden Eiskristalle unter rechtwinklig
zueinander angeordneten, linearen Polarisatoren beobachtet. Zur Bestimmung der Lage
der optischen Achse wurden Polarisator und Analysator in 10°-Schritten insgesamt um
90° gegen den Uhrzeigersinn gedreht.

Beim AFGP 38b wurde das mit fliissigem Stickstoff gekiihlte System MDBCS196 (Lin-
kam) verwendet. Bilder wurden hier mit der Digitalkamera PixeLINK PL-A662 aufge-
nommen. Die AFGP-Konzentration lag bei 1 mg mL~!. Die Probe wurde von Raum-
temperatur mit einer Rate von 20°C min~! auf -40°C abgekiihlt. Nach dem Einfrieren
wurde mit 10°C min~! auf -5°C aufgewdrmt. Anschlieffend wurde die Temperatur mit 1
bis 0.01°C min~! so eingestellt, dass nur noch wenige Kristalle zuriickblieben. Wihrend
der folgenden Aufnahme von Bildern wurde die Temperatur konstant gehalten.

Bei der Untersuchung von PVA27 (29b) kam als Temperiertisch das Peltier-Kiihlsystem
LTS120 (Linkam) zum Einsatz. Zur Aufnahme von Bildern wurde die Digitalkamera
Olympus DT5 benutzt. Die PVA-Konzentration betrug 5 mg mL~!. Das Temperatur-
profil war bei diesem Versuch ahnlich dem zuvor beschriebenen mit dem Unterschied,
dass zunichst mit einer Rate von 10°C min~! auf -25°C abgekiihlt wurde.
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4.3 Antigefrierglykopeptide

Die kleinen natiirlichen AFGP adsorbieren an den priméren prismatischen {10 0}-Eis-
flichen. Dies wurde fir AFGP 7 und 8 mittels Gefrierdtzens bestimmt (Knight et al.,
1993; Knight und DeVries, 1994). Bei dieser Methode wird zunéchst ein Einkristall am
Ende eines Kiihlfingers angefroren, dessen Temperatur bei -6 °C gehalten wird. Dann wird
der Kristall in eine AFGP-Losung (100 mL, +15°C) eingetaucht. Dies fiihrt dazu, dass
der Kristall bis auf eine Dicke von etwa 0.5 cm um den Kiihlfinger antaut, bevor er wieder
langsam zu wachsen beginnt. Nach 6 Stunden hat der Kristall eine Halbkugelform mit
einem Durchmesser von 6 cm angenommen. Nachdem die oberste Eisschicht abgekratzt
wurde, wird bei -15 bis -20°C das restliche Eis langsam verdampft. An Stellen, an die
keine AFGP adsorbiert sind, bleibt eine vollkommen glatte Oberflache zurtick. Dort al-
lerdings, wo AFGP adsorbiert und ins Eis eingebaut wurden, entsteht eine raue, milchige

Oberflache.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Eis-Einkristalle ebenfalls in AFGP-Lésungen
(AFGP 38b) geztichtet. In Abbildung 4.2 sind Kristalle gezeigt, die in einem dieser Expe-
rimente erhalten wurden. In der obersten Reihe (ohne gekreuzte Polarisatoren) wird be-
reits deutlich, wie klar sich die hexagonale Eisstruktur beim Eiswachstum ausgepragt hat.
In Abbildung 4.2a ist die Gesamtheit aller in diesem Experiment betrachteten Kristalle ge-
zeigt. In Abbildung 4.2b-f ist jeweils ein Kristall vergroflert dargestellt. In Abbildung 4.2b
ist die c-Achse des betrachteten Kristalls senkrecht zur Bildflache orientiert. Die prisma-
tischen Flachen sind perfekt ausgebildet. Zwischen gekreuzten Polarisatoren ist dieser
Kristall nicht zu erkennen, da das Licht beim Durchgang durch den Kristall bei dieser
Orientierung nicht in einen ordentlichen und einen auflerordentlichen Strahl geteilt wird.
Dies gilt unabhéngig von der Stellung des Kristalls zum Polarisator. Gleichzeitige Drehung
von Polarisator und Analysator fithrt zu keiner Aufhellung. Die geringfiigige Aufhellung
der jeweiligen Bilder im Bereich von 30 bis 60° beruht auf der nicht perfekten 90°-Stellung
zwischen Polarisator und Analysator.

Bei den drei nichsten Eiskristallen (Abbildung 4.2c-e) liegt die c-Achse in der Bildebene.
Drehung von Polarisator und Analysator fithrt hier zu einer Aufhellung der Kristalle je
nach Orientierung im Vergleich zum Polarisator bzw. Analysator. Die optimale Orientie-
rung der optischen Achse wird bei diesen Kristallen bei ca. 60, 30 und 20° erreicht, da
dort die Kristalle am hellsten sind.

Beim Kristall in Abbildung 4.2c sind auch die basalen und prismatischen Flichen (110)
und (010) gut zu erkennen. Dieser Kristall besitzt zwei deutlich unterschiedliche Arten
von Kristallrandern. Sowohl der obere als auch der untere Rand sind relativ schmal und
sehr dunkel. Das Licht wird an diesen Flachen gebrochen und stark abgelenkt. Sie stehen
demnach senkrecht zur Bildebene, wodurch sie dunkler erscheinen. Dies sind die basalen
{00 1}-Kristallflachen. Zwischen gekreuzten Polarisatoren zeigt sich bei den beiden an-
deren Randern eine Helligkeitsanderung aufgrund einer variierenden Kristalldicke. Diese
Rénder sind daher den abgeschriigten prismatischen Flichen (110) und (010) zuzuord-
nen. Direkt an der Grenze zur (100)-Flache ist die Helligkeit wie die Kristalldicke am
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Abbildung 4.2: Form und Orientierung von Eiskristallen, gebildet aus einer Saccharose-

Losung (30 Gew.-%) mit 1 mg mL~! Monosaccharid-AFGP 38b. Die Li-
nien in der oberen Reihe geben die Orientierung der optischen Achse (o)
an. Die Pfeile geben die Stellung von Polarisator (P) und Analysator (A)
an.
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grofften. Zum Rand hin, nimmt die Dicke und damit auch die Helligkeit ab, bis schliefSlich
nicht mehr zwischen Kristall und Umgebung unterschieden werden kann.

In Abbildung 4.2¢ fallen mehrere der 6 Kanten des hexagonalen Prismas parallel zur
c-Achse tubereinander und sind daher nicht zu unterscheiden. Beim dem Kristall, der in
Abbildung 4.2d gezeigt ist, sind vom unteren Bildrand ausgehend aber alle 6 Kanten er-
kennbar. Dadurch ergeben sich bei diesem Kristall 5 Bereiche mit Helligkeitsunterschieden
zwischen gekreuzten Polarisatoren. Vom unteren Rand (erste Kante) beginnend nimmt
die Helligkeit mit der Kristalldicke zu, bis die zweite Kante erreicht wird. Von nun an
wird weniger Licht gestreut, da zumindest eine der Kristallflachen senkrecht zum einge-
strahlten Licht steht. Maximale Helligkeit wird zwischen der dritten und vierten Kante
erhalten. Hier sind die obere und die untere Kristallflache senkrecht zum einfallenden
Licht orientiert. Weiter nach oben nimmt die Helligkeit erneut ab, bis am oberen Rand
(sechste Kante) der Kristall wieder mit der Umgebung verschmilzt. Ein &hnliches Bild
wird beim Kristall in Abbildung 4.2e beobachtet. Allerdings fallen auch hier zwei Kanten
iibereinander. Es ergeben sich 4 Bereiche.

In Abbildung 4.2f ist ein Kristall gezeigt, der aufgrund der Verschmelzung mit einem wei-
teren weder auf einer basalen noch auf einer prismatischen Flache ruht. Die c-Achse dieses
Kristalls ragt aus der Bildebene heraus, ist aber nicht senkrecht zu ihr ausgerichtet. Dies
hat zur Folge, dass zwischen gekreuzten Polarisatoren hier noch deutlicher der Zusam-
menhang zwischen Helligkeit und Kristalldicke zu erkennen ist. Die grofite Helligkeit wird
bei diesem Kristall bei 80° erreicht. An der vermeintlich dicksten Stelle ist eine dunkle
Kante des Kristalls, so dass hier der Kristall nicht hell sondern im Gegenteil schwarz ist.
In der Umgebung dieser Kante allerdings ist die Helligkeit tatséchlich am hochsten. Zum
Rand hin wird die Helligkeit dann mit abnehmender Kristalldicke geringer.

Bei den in AFGP-Losung gewachsenen Kristallen sind sowohl die priméren prismatischen
als auch die basalen Flachen ausgepriagt. Um entscheiden zu konnen, an welche Fléachen
die Peptide genau adsorbieren oder ob sie vielleicht sogar an beide adsorbieren, muss
die Oberflichenbeschaffenheit betrachtet werden. Am besten werden die Unterschiede
beim Vergleich der Kristalle in der oberen Reihe (ohne gekreuzte Polarisatoren) ersicht-
lich. Beim Kristall, dessen basale Fliche in der Bildebene liegt (Abbildung 4.2b), ist die
Oberflache vollkommen glatt. Dies deutet wie beim Gefrieratzen auf das Fehlen von ad-
sorbierten Molekiilen hin. Das Wachstum erfolgt schichtweise, wobei jede Schicht voll-
stdndig geschlossen wird, ohne dass adsorbierte AFGP dies behindern. Dies ist anders bei
den prismatischen Flachen (Abbildung 4.2c-e). Hier ist die Rauigkeit der prismatischen
Kristallflachen gut zu erkennen. Die Oberflache weist hellere und dunklere Flecken auf.
Aufgrund von Vertiefungen dort, wo Peptide adsorbiert sind, kommt es zu einer Ablen-
kung des Lichts. AFGP 38b adsorbiert also wie natiirliches AFGP 8 an die prismatischen
{100}-Eisflachen.
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4.4 Polyvinylalkohol

Fir PVA wird von Inada und Lu (2004) eine Adsorption an pyramidalen {10 z}-Flachen
vorgeschlagen, wobei sie das x anhand ihrer Experimente nicht genauer bestimmen konn-
ten. Die Beobachtungen von Budke und Koop (2006) bei der Betrachtung des Kristall-
wachstums von Eis in PVA-Loésungen hingegen deuten auf eine andere Adsorption parallel
zur c-Achse an priméaren und sekundéren prismatischen Eisflachen hin. Dieses Modell wird
gestiitzt durch den Vergleich der Strukturen von Eis und PVA.

Analog zu den zuvor beschriebenen Experimenten mit AFGP 38b wurden Versuche mit
PVA27 (29b) durchgefithrt. In Abbildung 4.3a ist das Gesamtbild eines dieser Experi-
mente aufgefithrt. In Abbildung 4.3b-f sind ausgewéhlte Kristalle gezeigt. Prinzipiell wird
ein dhnliches Bild wie beim AFGP erhalten. In Abbildung 4.3b,c ist jeweils ein Kristall
gezeigt, dessen c-Achse senkrecht zur Bildflache ausgerichtet ist. Zwischen gekreuzten Po-
larisatoren sind diese Kristalle unsichtbar. Anders sieht es in Abbildung 4.3d-f aus. Die
c-Achsen der hier gezeigten Kristalle befinden sich in der Bildebene. Die Kristalle &ndern
ihre Helligkeit bei Drehung von Polarisator und Analysator. Es werden nur die prismati-
schen Flachen beobachtet, die Ausbildung von pyramidalen Flachen ist nicht zu erkennen.
Zum einen zeigen die Kristalle keine charakteristische Bipyramide, zum anderen nimmt
die Helligkeit nicht kontinuierlich ab, sondern bleibt innerhalb der (1 00)-Fléche konstant.
Beim Kristall in Abbildung 4.3d sind die basalen Fléachen nach oben bzw. unten hin aus-
gerichtet. Die Flichen (110) und (010) befinden sich links und rechts. Daher ist dieser
Kristall bei einer Drehung von etwa 45° am hellsten. Der Kristall in Abbildung 4.3e ist
hierzu um 45° gegen den Uhrzeigersinn verdreht. Entsprechend ist er bei 0 bzw. 90° am
hellsten, also genau dann, wenn der vorherige Kristall (Abbildung 4.3d) am dunkelsten
ist und umgekehrt. Der in Abbildung 4.3f gezeigte Kristall ist bei 60° am hellsten und
damit dann optimal zum Polarisator ausgerichtet.

Wie beim AFGP erschlieit sich die Adsorption bei Betrachtung der Oberflachenbeschaf-
fenheit. Beim PVA27 ist die Rauhigkeit jedoch sehr viel stéarker ausgepragt. Klar ist
die basale Fliche (Abbildung 4.3b,c) sehr viel glatter als die prismatischen Fléchen.
Wie in Abbildung 4.3d-f zu sehen ist, sind die Oberflichen der prismatischen {100}-
Flachen durch grofle Vertiefungen gekennzeichnet. PVA adsorbiert demnach ebenso wie
AFGP an die prismatischen Eisflichen. Diese Beobachtung untermauert das Modell von
Budke und Koop (2006), wonach PVA and diese Flachen adsorbiert.
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Abbildung 4.3: Form und Orientierung von Eiskristallen, gebildet aus einer Saccharose-
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Losung (30 Gew.-%) mit 5 mg mL~' PVA27 (29b). Die Linien in der
oberen Reihe geben die Orientierung der optischen Achse (0) an. Die Pfeile
geben die Stellung von Polarisator (P) und Analysator (A) an.
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4.5 Zusammenfassung

Mit der in diesem Kapitel vorgestellten Technik der Polarisationsmikroskopie ist es erst-
mals gelungen, die absolute Orientierung von Eiskristallen mit Durchmessern von 20 bis
50 pm in Gegenwart von gefrierhemmenden Substanzen zu bestimmen und daraus auf die
Eisfacetten zu schliefen, an die AFGP oder PVA adsorbieren. Diese Technik ist ein ver-
gleichsweise einfaches und schnelles Werkzeug fiir solche Studien und kann daher zukiinftig
ohne groflen Aufwand oder Probenvorbereitung vermehrt genutzt werden. Neben der ein-
facheren Versuchsdurchfithrung im Vergleich zum Gefrieratzen bietet die neue Methode
zudem den groflen Vorteil, dass sehr viel geringe Mengen benotigt werden. Im Gegensatz
zu mehreren Millilitern der zu untersuchenden Losung gentigen hier wenige Mikroliter.
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5 Schlussfolgerungen und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kinetik der Eisrekristallisation in verschiedenen
wassrigen Losungen in Anwesenheit von verschiedenen Additiven wie AFGP untersucht.
Zudem wurde zur Beschreibung dieser Kinetik eine neue Methode entwickelt und ange-
wandt, die auf der LSW-Theorie basiert. Ein Schwerpunkt lag dabei auf Natriumbro-
mid- und Saccharoselosungen. Bei der Bestimmung der Ratenkonstanten fiir die diffusi-
onskontrollierte Rekristallisation in Abhangigkeit des Eisanteils @), zeigte sich eine gute
Ubereinstimmung zwischen den nach der LSW-Theorie berechneten und den anhand der
experimentellen Daten extrapolierten Werten fiir ), gegen Null. Zudem ergaben sich bei
gleichem Eisanteil bei den Saccharoselosungen immer kleinere Rekristallisationsratenkon-
stanten als bei den Natriumbromidlosungen, obwohl die Rekristallisationstemperatur dort
sehr viel niedriger war. Die experimentelle Betrachtung der Temperaturabhangigkeit zeig-
te bei den Saccharoselosungen eine Abnahme der Rekristallisationsgeschwindigkeit mit
sinkender Temperatur. Dennoch sind die Ratenkonstanten der Natriumbromidlésungen
die hochsten, die im Rahmen dieser Arbeit bestimmt wurden. Aus den Berechnungen
wird ersichtlich, dass dies mafigeblich mit den héheren Diffusionskoeffizienten von Wasser
in den entsprechenden Losungen zusammenhéngt. Zur Beschreibung des Einflusses des
Eisanteils wurde in dieser Arbeit eine modifizierte Form der VG-Gleichung vorgestellt
(Voorhees und Glicksman, 1984). Bei der Anpassung dieser Gleichung an die experimen-
tellen Daten zeigte sich, dass der Kurvenverlauf fiir @, < 0.30 praktisch unabhéngig von
der Art der Loésung und auch ebenso unabhéngig von der Rekristallisationstemperatur
ist. Ob dies auch fiir weitere Losungen und in einem grofleren Temperatur- und Eisanteil-
bereich gilt, missen allerdings noch weitere Experimente zeigen.

Bei der Berechnung des Gesamtmassenanteils des Gelosten aus dem Eisanteil ergab sich
bei allen durchgefithrten Experimenten eine Abweichung von dem Einwaagemassenanteil.
Umfangreiche Untersuchungen bei konstanten und variierenden Temperaturen wahrend
der Rekristallisation legen den Schluss nahe, dass dies zum Teil mit der Verwendung des
Bulk-Phasendiagramms zusammenhéngt, denn aufgrund der iiberlappenden Diffusions-
felder der Kristalle bei Eisanteilen groffier Null darf dann nicht mehr die Gleichgewichts-
konzentration eines Bulk-Kristalls verwendet werden. Allerdings ist bei diesem Punkt
anzumerken, dass kein besseres Phasendiagramm zur Verfiigung steht. Eine weitere Ursa-
che ist vermutlich auch das Verdampfen von Wasser wahrend der Probenvorbereitung und
in dem Zeitraum bis zum Beginn der Rekristallisation. Die durchgefiihrten Experimente
belegen aber eindeutig, dass sich der Gesamtmassenanteil wihrend der Rekristallisation
im Beobachtungsbereich nicht &ndert. Dennoch wird ein Ziel weiterer Versuche die Mini-
mierung dieses Artefakts sein miissen, beispielsweise durch das VerschlieBen der Rénder
der Deckglaser mit Fetten oder Polymerfilmen.
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5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Der Hauptteil dieser Arbeit beschéftigte sich mit der Bestimmung der Effektivitdt, mit
der verschiedene Substanzen die Eisrekristallisation hemmen. Zur Quantifizierung dieser
Effektivitat wurde die Inhibierungskonzentration c¢; eingefiihrt, bei der ein Wechsel zwi-
schen diffusions- und AFP-kontrollierter Rekristallisation eintritt. Es stellte sich heraus,
dass die so bestimmte Effektivitdt zum Teil stark von der Rekristallisationstemperatur
abhéngt. Mit sinkender Temperatur wird die gleiche Wirkung schon bei kleineren Kon-
zentrationen erreicht, das heifit die Effektivitdt nimmt zu. Dies deutet auf ein reversibles
Gleichgewicht zwischen an Eis adsorbierten und desorbierten Molekiilen hin, da ein Ad-
sorptionsgleichgewicht bei tieferen Temperaturen zur Seite der adsorbierten AFP verscho-
ben werden sollte. Ein solcher Effekt ist bei irreversibler Adsorption nicht zu erwarten. Die
Erhohung des Eisanteils und damit die Erhohung der AFP-Konzentration hat hingegen
praktisch keine Erhohung der Effektivitiat zur Folge. Es wurde gezeigt, dass dies auf der
grofer werdenden Eisoberflache bei steigendem Eisanteil beruht, wodurch die Konzentra-
tion auf der Eisoberflaiche nahezu unverandert bleibt. Es muss an dieser Stelle allerdings
darauf hingewiesen werden, dass die Effektivitdtssteigerung bei abnehmender Tempera-
tur moglicherweise nicht allein auf die veranderte Temperatur zuriickzufiithren ist. Einen
weiteren Einfluss kénnte die Art der Losung haben. Gegenstand weiterer Untersuchun-
gen zur Klarung dieser Frage werden daher verschiedene Losungen bei gleichbleibender
Rekristallisationstemperatur sein.

Neben der Temperaturabhangigkeit von ¢; legen auch die Vergleiche unterschiedlicher
Polymere und AFGP einen reversiblen Adsorptions-Mechanismus nahe. So bewirkt die
Verliangerung der Kette bei PVA ebenso wie bei AFGP eine Erhohung der Effektivitat.
Diese konnte allein betrachtet auch auf die Verdnderung in der Molekiilgroe zurtickzufiih-
ren sein. Chemische Veranderungen der AFGP-Molekiilbausteine wie etwa Modifikationen
des Kohlenhydrats, Acetylierung und Sequenzvariationen deuten jedoch darauf hin, dass
die Effektivitat nicht allein grofflenabhangig ist. Vielmehr wird die Starke der Bindung an
das Eis beeinflusst. Die beobachtete Verédnderung in der Bindungsstérke bei AFGP mit
Mono- und Disaccharid-Kohlenhydraten lasst zudem den Schluss zu, dass an der Bindung
in erster Linie die Hydroxygruppen der Kohlenhydrate an den C4- oder C6-Positionen
beteiligt sind. Zu diesem FErgebnis tragt bei, dass auch das reine Peptidriickgrat, also
ohne Kohlenhydrat, Antigefriereigenschaften besitzt. Dies konnte erstmals in dieser Ar-
beit gezeigt werden. Tachibana et al. (2004a) waren aufgrund des Fehlens von thermischer
Hysterese und Eisstrukturierung bei ihren Experimenten zu dem Schluss gekommen, dass
das Peptidriickgrat allein inaktiv sei. In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings belegt,
dass dem nicht so ist. Vermutlich gentigt die Hydroxygruppe des Threonins fiir eine Bin-
dung an Eis aus. Jedoch ist die Hemmung der Rekristallisation auf einen relativ kleinen
Konzentrationsbereich beschriankt. Hierfiir konnte die durch die Entfernung des Kohlen-
hydrats verringerte Loslichkeit dieses Peptids verantwortlich sein. Bei zu hohen Konzen-
trationen kommt es wahrscheinlich zu einer Aggregation bzw. zum Ausfallen der Peptide,
die dadurch nicht mehr an Eis binden konnen.

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass es beim Austausch von
Alanin gegen Prolin bei AFGP zu einer starken Erniedrigung der Effektivitit in Bezug
auf die Hemmung der Eisrekristallisation kommt. Wie stark die Effektivitat allerdings
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bei den natiirlichen, prolinhaltigen AFGP herabgesetzt ist, wurde bisher nicht geklart
und wird Teil zukiinftiger Experimente sein. In Bezug auf thermische Hysterese hatten
Schrag et al. (1982) keinen signifikanten Effekt durch den Austausch von Alanin gegen
Prolin beobachtet. Bereits in der vorliegenden Arbeit konnte allerdings gezeigt werden,
dass bei Peptiden, bei denen Alanin gegen Glycin oder Serin ausgetauscht wurde, ne-
ben einer veranderten Effektivitit zudem eine Anderung in der Breite des Ubergangs
zwischen Diffusions- und AFP-Kontrolle zu beobachten ist. Dies konnte mit einer verén-
derten Flexibilitat der Peptide zu erkléren sein. Beweise fiir diese These gibt es bisher
nicht, diese Vermutung wird jedoch durch die Kurvenform bei einem Prolin-Analogon
mit (Pro-Ala-Thr)-Wiederholeinheit gestiitzt. Bei diesem Analogon kommt es zu einem
deutlich schirferen Ubergang zwischen Diffusions- und AFP-Kontrolle im Vergleich zum
Peptid mit (Ala-Ala-Thr)-Wiederholeinheit. Weitere Sequenzvariationen und Rechnun-
gen zur Struktur der entsprechenden Verbindungen konnten zuktinftig zur Erklarung der
Beobachtungen beitragen.

In dieser Arbeit wurde aulerdem eine neue Methode vorgestellt, um die spezifische Ad-
sorption von Antigefriersubstanzen zu untersuchen. Grundlage der neuen Technik ist die
Ausnutzung der optischen Anisotropie von Eis. Mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie
kann dabei die Orientierung von Eiskristallen in einer AFP-Losung in-situ bestimmt
werden, was zur Bestimmung der Eisfacetten beitrigt, deren Wachstum durch die Ad-
sorption von AFGP gehemmt ist. Damit konnte hier die Adsorption von Monosaccharid-
AFGP an prismatischen Eisflichen eindeutig nachgewiesen werden. Sie adsorbieren al-
so an dieselben Fléchen wie die naturlichen AFGP gleicher Grofie (Knight et al., 1993;
Knight und DeVries, 1994).

Analoge Untersuchungen mit PVA zeigten, dass auch dieses Gefrierschutzpolymer an pris-
matischen Flachen adsorbiert. Damit konnte das zuvor von Budke und Koop (2006) vorge-
stellte Adsorptionsmodell einer Adsorption parallel zur c-Achse weiter bekraftigt werden.
Zur Erweiterung des Anwendungsbereichs dieser Technik soll in zukiinftigen Experimenten
versucht werden, auch die Adsorption an pyramidalen Eisflichen durch beispielsweise AFP
vom Typ I mit der hier verwendeten Methode nachzuweisen.
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6 Anhang

6.1 Anpassungen

6.1.1 Wassrige Losungen

Losung T ['C] k4o [pm® min™!] p
Natriumbromid  -25 2.6801 =+ 0.206 1.2443 £+ 0.0374
Saccharose -6 1.5657 4+ 0.144 1.3335 + 0.0334
Saccharose -8 0.6519 =+ 0.0295 1.3183 + 0.0179
Saccharose -10 0.44205 £ 0.0398 1.2634 £ 0.0282

Tabelle 6.1: Parameter der Anpassungen in Abbildung 3.9. Die Fehler fir k4 und p ent-
sprechen + o.

Abb. Funktion t [min] a Einheit b Einheit
3.12a y=a+b-x 5) 9.4437 pm? 81.793 pm?
3.12a y=a+b-x 10 14.726 pm? 117.64 pm?
3.12a y=a+b-x 120 73.402 pm? 520.04 pm?
3.12b y=a—a-exp(b-x) 5 909.16 - -9.8559 -
3.12b y=a—a-exp(b-x) 10 647.42 - -9.735 -
3.12b y=a—a-exp(b-x) 120 167.68 - -8.157 -
3.13a y=a+b-x 5) -0.002216 - 0.89698 -
3.13a y=a+b-x 10 -0.0011032 - 0.93728 -
3.13a y=a+b-x 120 -0.00089798 - 1.0409 -
3.13b y=a—a-exp(b-x) 5 0.23689 pm ! -3.6455 -
3.13b y=a—a-exp(b-x) 10 0.19011 pm~t -4.0749 -
3.13b y=a—a-exp(b-x) 120 0.0992 pm—! -4.2242 -

Tabelle 6.2: Parameter der Anpassungen in Abbildung 3.12 und 3.13.
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6 Anhang

6.1.2 Additive
AFP Nr. Losung wg T Q. k10(0) G S
[Gew.-%] [C] [m?® min™'] [pg mL™]
[AAT?]3AA 39a NaBr 30 -25  0.11922 2.9857 20.045 2.799

[AAT?]3AA  39a Sac 30 -8 0.19388 0.62121 43.308 2.7259
[AAT];AA  39a Sac 40 -8 0.094214  0.73235 55.301 2.9287
[AAT?]3AA 39a Sac 45 -8 0.080674  0.64272 99.911 3.9946

[AAT?]3AA 39a Sac 40 -6 0.061391  1.9669 155.8 2.7904
PVAG 29a NabBr 30 -25  0.13474 2.4451 15.186 9.0282
PVAG 29a Sac 40 -8 0.12399 0.71904 359.08 7.3566
PVAG 29a Sac 45 -8 0.085341  0.62459 5989.8 4.7903
PVAG 29a Sac 40 -6 0.071663  1.7702 628.01 1.6807
PVA27  29b NaBr 30 -25  0.11023 2.7347 2.783 3.5449

PVA27  29b  Sac 45 -8 0.082449  0.66062 31.716 3.7213

Tabelle 6.3: Parameter der Anpassungen in Unterabschnitt 3.6.2 fiir Konzentrationen in

ng mL~L.
Kiirzel Nr. k10(0) G S Crnaz
[pm® min™']  [pg mL™] [ng mL~"]
PVAG 29a 0.62433 590.20 4.802 2000.00
PVA27 29b 0.66100 31.69 3.712 100.00
PVA145 29c 0.62974 54.83 8.956 200.00
PEG3 30 - - - 8000.00
PAsSNa 40 - - - 15000.00
Tabelle 6.4: Parameter der Anpassungen in Abschnitt 3.6 (Polymere) fiir Konzentrationen
in pg mL~1.
Kiirzel Nr. k10(0) G S Crnaz
[pm3 min~!]  [pmol L] [nmol L]
PVAG 29a 0.62283 102.14 4.869 344.83
PVA27 29b 0.66107 1.17 3.710 3.70
PVA145 29c 0.62974 0.3781 8.9559 1.38
PEG3 30 - - - 2666.67
PAsSNa 40 - - - 1500.00

Tabelle 6.5: Parameter der Anpassungen in Abschnitt 3.6 (Polymere) fiir Konzentrationen
in pmol L~
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6.1 Anpassungen

Sequenz Nr. ki0(0) ¢ s Crmaa

[pm® min~']  [pg mL™] [ng mL~"]

AATIAATIAATIAA 39a 0.64274 59.91 3.9932 300.00
AATAAATAAATEAATAA 39b 0.78116 0.23026  2.2561 300.00
AAT™AAT™AAT™AA 38a 0.65213 978.21 11.813 1400.00
AAT™AAT™AAT®AAT™AA 38b 0.63344 41.436 3.0062 400.00
AAT™AAT™AATAAT™AAT™AA 38c 0.63652 2.9903 3.8102 300.00
AAT AAT AAT AAT AA 46 0.61548 164.74 1.1175 4000.00
Ac-AAT"AAT™AA 47a - - - 8000.00
Ac-AAT"AAT™AAT™AA 47b 0.75781 1743.3 6.0243 2000.00
AAT2AAT*AAT2AAT2AAT®AA 48 0.61077 219.68 2.6876 500.00
AAT™PAT™AAT™PA 49 - - - 4000.00
AAT™GAT™AAT™PA 50 0.64905 1613.6 2.2033 6000.00
AAT™SAT™AAT™PA 51 0.61402 1269.5 4.2643 4000.00
PAT"PAT"PAT"PAT"PA 52 0.71679 177.68 16.571 3000.00

Tabelle 6.6: Parameter der Anpassungen in Abschnitt 3.6 (Glykopeptide) fiir Konzentra-
tionen in pg mL~1.

Sequenz Nr. kio(0) G s Crnag

[mm® min~!]  [pmol L] [mmol L1

AATAAATAAATAAA 39a 0.64273 30.167 3.9941 151.06
AATAAATAAATEAATAA 39b 0.78125 0.08873  2.2538 115.63
AAT®AATAAT™AA 38a 0.65232 652.1 11.783 933.63
AAT™AAT™AAT®AAT™AA 38b 0.63344 21.293 3.0058 205.55
AAT™AAT™AATAAT™AAT™AA 38c 0.63653 1.2499 3.8099 125.40
AAT AAT AAT AAT AA 46 0.61352 146.65 1.1339 3529.80
Ac-AAT"AAT™AA 47a - - - 7305.20
Ac-AAT™AAT™AAT™AA 47b 0.75784 1131.8 5.9941 1297.39
AAT2AAT>AAT*AAT2AAT®AA 48 0.61077 72.669 2.6876 165.40
AAT"PAT®AAT™PA 49 - - - 2577.98
AAT™GAT™AAT"PA 50 0.64916 1067.2 2.2018 3969.47
AAT®SAT"AAT®PA 51 0.61401 823.5 4.2641 2594.77
PAT"PAT"PAT®PAT™PA 52 0.71681 85.579 16.564 1444.97

Tabelle 6.7: Parameter der Anpassungen in Abschnitt 3.6 (Glykopeptide) fiir Konzentra-
tionen in pmol L1,
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6 Anhang

6.2 ImageTool-Skript

macro ’Rekristallisation’;

var
j,n,num,numl,count,start,ende,time,tstart,tende : integer;
min,max,minlnnen,maxInnen,minAussen,maxAussen : integer;
nObj,nObjInnen,nObjAussen : integer;
timeint : integer;
timeunit,tab : string;
tickl,tick2,ticktime,ticktime2,T : real;
Bild1,index,Gray,Grayl : integer;
Abfrage: boolean;
left,top,width,height : integer;
poly,vergr : string;
Exports,ExportsInnen, ExportsAussen : string;
Dateiname,Dateiname__neu,Dateiordner,Durchmesser : string;
Obj,Objlnnen,ObjAussen,Results,Diameter : integer;
Radius,Area,Perimeter,Roundness,FeretDiameter,nObjDiff,RadiusDiff : real;
RadiusInnen,Arealnnen,PerimeterInnen,RoundnessInnen,FeretDiameterInnen : real;
RadiusAussen,AreaAussen,Perimeter Aussen,RoundnessAussen,FeretDiameter Aussen : real;
concSac,concAdd, Tm,Tcon : real;
Additiv,Tm_ str,Tcon__str,concSac_ str : string;
ROLI : real;
ctrlROI : integer;

begin

{Einstellungen}
Set(’Image’, ’scale factor := -4");
Set("Find Objects’, ’selection := auto’);
Set(’Find Objects’, ’search entire image := true’);
Set("Find Objects’, ’show numbers := true’);
Set(’Find Objects’, ’show outlines := true’);
Set(’Find Objects’, 'number color := 0 0 0’);
Set(’Find Objects’, ’outline color := 0 0 0’);
Set(’Find Objects’, 'show number of objects := false’);
Set("Find Objects’, ’send to results := false’);
Set(’Find Objects’, ’include edge objects := false’);
Set("Find Objects’, ’exclude background := false’);

timeunit:="min’; tab := chr(9); Bildl := 0;CloseAll; ShowResults(1); DiscardResults;

{ROI und Thresholds bestimmen}
DateiOrdner := GetOpenFileName(’'Bild auswéihlen’,’jpg’); Open(DateiOrdner); Bildl := PidNumber;
if Bild1=0 then begin
Exit;
end; MoveWindow(5,640);

Set(’Image’, ’scale factor := -2’); PlugIn(’makegray.dll’); Gray := PidNumber; MoveWindow(0,80);
minlnnen := 210; maxInnen := 255; minAussen := 0; maxAussen := minlnnen;

Set(’Find Objects’, 'min size := 5’); SetDensitySlice(minInnen,maxInnen); FindObjects; nObj := nObjects;
ChoosePic(Bild1); PlugIn(’'makegray.dll’); Grayl:=PidNumber; MoveWindow (645,80);
SetDensitySlice(minInnen,maxInnen); FindObjects; Zoom(1);

ctrlROI := 0;

repeat

Abfrage := ShowMessageCancel(’Messung des Innendurchmessers: Anzahl Objekte: *,nObj, ’; Grenzwerte: ’,minIn-
nen,’” -’ maxInnen,’; Grenzwerte beibehalten?’);

SelectPic(Gray); Close; SelectPic(Grayl); Close;

if Abfrage = true then begin
ChoosePic(Bild1); PlugIn(’makegray.dll’); Gray:=PidNumber; MoveWindow(0,80);
Abfrage := ShowMessageCancel(’Soll ein Bereich ausgewéhlt werden?’);
if Abfrage=false then begin
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6.2 ImageTool-Skript

Set("Find Objects’, ’search entire image := false’); poly := ’false’;

GetUserRoi("ROI angeben’,poly); GetRoi(left,top,width,height);

ROI := width*height*117964.8/(1280%1024); ctrlROI := 1;
end else begin

Set("Find Objects’, ’search entire image := true’);

GetPicSize(width,height); ROI := width*height*117964.8/(1280*1024); ctrlROI := 0;
end; Abfrage := true;

GetUserThresholds(”,minInnen,maxInnen); GetThresholds(minInnen,maxInnen); FindObjects; nObj := nObjects;
ChoosePic(Bild1); PlugIn('makegray.dll’); Grayl:=PidNumber; MoveWindow(645,80);
if ctrIROI=1 then begin
MakeRoi(left,top,width,height);
end;
SetDensitySlice(minInnen,maxInnen); FindObjects; Zoom(1);
end else begin
if ctrlROI<>1 then begin
Set("Find Objects’, ’search entire image := true’);
GetPicSize(width,height); ROI := width*height*117964.8/(1280*1024);
end;
end;
until Abfrage=false;

maxAussen := minInnen;

if (maxAussen>217) and (maxAussen<226) then begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 507);

end else if (maxAussen>195) and (maxAussen<218) then begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 40’);

end else if maxAussen<196 then begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 35’);

end else begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 60’);

end;

ChoosePic(Bild1); PlugIn(’'makegray.dll’); Gray:=PidNumber; MoveWindow(0,80);
if ctrlROI=1 then begin
MakeRoi(left,top,width,height);
end;
SetDensitySlice(minAussen,maxAussen); FindObjects; nObj := nObjects;
ChoosePic(Bild1); PlugIn(’'makegray.dll’); Grayl:=PidNumber; MoveWindow(645,80);
if ctrlROI=1 then begin
MakeRoi(left,top,width,height);
end;
SetDensitySlice(minAussen,maxAussen); FindObjects; Zoom(1);

repeat
Abfrage := ShowMessageCancel("Messung des Auflendurchmessers: Anzahl Objekte: >, nObyj,
’; Grenzwerte: ’,minAussen,’ -’,maxAussen,’; Grenzwerte beibehalten?’);
SelectPic(Gray); Close; SelectPic(Grayl); Close;
if Abfrage=true then begin
ChoosePic(Bild1); PlugIn('makegray.dll’); Gray:=PidNumber; MoveWindow (0,80);
if ROI<117964.8 then begin
MakeRoi(left,top,width,height);
end;
GetUserThresholds(”,minAussen,maxAussen); GetThresholds(minAussen,maxAussen);

if (maxAussen>217) and (maxAussen<226) then begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 50’);

end else if (maxAussen>195) and (maxAussen<218) then begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 40’);

end else if maxAussen<196 then begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 35’);

end else begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 60’);

end;
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FindObjects; nObj := nObjects;
ChoosePic(Bild1); PlugIn('makegray.dll’); Grayl:=PidNumber; MoveWindow(645,80);
if ctrlROI=1 then begin
MakeRoi(left,top,width,height);
end;
SetDensitySlice(minAussen,maxAussen); FindObjects; Zoom(1);
end ;
until Abfrage=false;

{Experimentelle Daten eingeben}
SelectPic(Bild1); Abfrage := true; Dateiname := DateiOrdner;
Tm_ str := ’-5’; Tcon__str := ’-8’; concSac__str := ’45’; concAdd := 0;
tende := 120; timeint := 1; start := 88; tstart := 0;

repeat
if Abfrage=true then begin
Dateiname := GetString(’Dateinamen eingeben’,Dateiname);
if (length(Dateiname)>30) then begin
repeat
Dateiname:= GetString(’Der Dateiname ist zu lang!’,Dateiname);
until (length(Dateiname)<31);
end;

DateiOrdner:=GetString(’Outputordner angeben’,DateiOrdner); Dateiname_neu:=concat(DateiOrdner,’Results_’,Dateiname,’.txt’);
ExportsInnen:=concat(DateiOrdner,’ Innen/’); ExportsAussen:=concat(DateiOrdner,’ Aussen/’);

Tm_ str := GetString(’Schmelzpunkt in °C eingeben’,Tm_ str); Tm := StringToNum(Tm_ str);

Tcon_str := GetString(’Messtemperatur in °C eingeben’,Tcon_str); Tcon := StringToNum(Tcon_ str);

concSac_str := GetString(’Saccharosekonz. in wt% eingeben’,concSac_ str); concSac := StringToNum(concSac_ str);
Additiv := GetString(’ Additiv angeben’,Additiv); concAdd := GetNumber(’Additiv-konz. in pg/ml eingeben’,concAdd,2);
tende := GetNumber("Messdauer angeben in Minuten’,tende,0);

timeint := GetNumber(’Zeit zwischen den Bildern in Minuten eingeben’,timeint,2);

start := GetNumber(’Nummer des Startbilds angeben’ start,0);

tstart := GetNumber(’Zeit des Startbilds angeben in Minuten’,tstart,0);

ende := (tende/timeint) + start - (tstart/timeint);

MakeNewTextWindow; Results := PidNumber; MoveWindow(660,80);

WriteLn("Rekristallisation’ ;tab,’Mittelwerte’);

WriteLn("Probe’,tab,Dateiname);

WriteLn("Thresholds’,tab,minInnen,’ -’ maxInnen,’, ’,minAussen,’ -’,;maxAussen);

WriteLn("ROT [pm?]’,tab,ROT);

WriteLn(’Schmelzpunkt [*C]’,tab,Tm);

WriteLn("Messtemperatur [°C]’,tab,Tcon);

WriteLn(’Saccharosekonz. [wt%)]’,tab,concSac);

WriteLn(’Additivkonz. [pg/ml]’,tab,concAdd,tab,’(’,Additiv,’)’);

WriteLn(’Bild’,tab,’Zeit’,tab,’Objekte’,tab,’Radius’,tab, Flaeche’ ,tab,”Umfang’,tab,’Rundheit’,tab,’Durchmesser’ tab,
’ObjDiff=Innen-Aussen’,tab,’RadiusDiff=Aussen-Innen’);

Abfrage := ShowMessageCancel("Eingaben beibehalten?’);
if Abfrage=true then begin
SelectPic(Results); Close;
end;
end;
until Abfrage=false; SelectPic(Bild1); Close;

MakeNewTextWindow; ObjInnen := PidNumber; MoveWindow(850,680);

min := minlnnen; max := maxInnen; Durchmesser:= ’Innen’;

WriteLn("Thresholds:’,tab,min,” -’;max,tab,Durchmesser,tab,Dateiname);
WriteLn(’Bild’,tab,’t/’,timeunit,tab,’Objects’,tab,’Radius’,tab,’ Area’,tab, Perimeter’ ,tab,’Roundness’ tab, Feret Diameter’);

MakeNewTextWindow; ObjAussen := PidNumber; MoveWindow(850,680);

min := minAussen; max := maxAussen; Durchmesser := ’Aussen’;

WriteLn("Thresholds:’,tab,min,” -’,max,tab,Durchmesser,tab, Dateiname);
WriteLn(’Bild’,tab,’t/’,timeunit,tab,’Objects’,tab,’Radius’,tab,’ Area’,tab, Perimeter’,tab,’Roundness’,tab, Feret Diameter’);
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6.2 ImageTool-Skript

{Bildanalyse}
tickl := TickCount; time := tstart;
for count := start to ende do begin

Set(’Image’, ’scale factor := -4’); Open(’Bild’,count,’.jpg’); MoveWindow(5,640); num := PidNumber; SelectPic(num);
Set(’Image’, ’scale factor := -2’); PlugIn('makegray.dll’); numl := PidNumber; MoveWindow(5,80);

for Diameter := 1 to 2 do begin

if Diameter=1 then begin
min := minInnen; max := maxInnen; Durchmesser:= "Innen’;
Exports := ExportsInnen; Obj := ObjInnen; Set(’Find Objects’, 'min size := 5’);

end else begin
min := minAussen; max := maxAussen; Durchmesser := ’Aussen’;
Exports := ExportsAussen; Obj := ObjAussen; nObj := nObjAussen; Radius := RadiusAussen;
Area := AreaAussen; Roundness := RoundnessAussen; FeretDiameter := FeretDiameter Aussen;

if (maxAussen>217) and (maxAussen<226) then begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 50’);

end else if (maxAussen>195) and (maxAussen<218) then begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 40’);

end else if maxAussen<196 then begin
Set('’Find Objects’, 'min size := 45’);

end else begin
Set(’Find Objects’, 'min size := 60’);

end;

end;

SelectPic(numl);
if ctrlROI=1 then begin
MakeRoi(left,top,width,height);
end;
SetDensitySlice(min,max); FindObjects; nObj:=nObjects;

if nObj>0 then begin
SelectPic(num); PlugIn(’objanal.dll’); Wait(0.1);
Radius := (StringToNum(GetResults('Feret Diameter’,-2)))/2;
Area := StringToNum(GetResults(’Area’,-2));
Perimeter := StringToNum(GetResults('Perimeter’,-2));
Roundness := StringToNum(GetResults("Roundness’,-2));
FeretDiameter := StringToNum(GetResults('Feret Diameter’,-2));
SelectPic(Obj);
WriteLn(count,tab,time,tab,nObj,tab,Radius,tab,Area,tab,Perimeter,tab,Roundness,tab,Feret Diameter);
MakeNewTextWindow; CopyRows(1,n0bj); Paste; SaveAs(Exports,time,timeunit,’.txt’); Close;
end else begin
SelectPic(Obj);
WriteLn(count,tab,time,tab,0);
MakeNewTextWindow;
WriteLn(tab,’Object’,tab,’ Area’,tab, Perimeter’,tab,’Roundness’,tab, Feret Diameter’);
SaveAs(Exports,time,timeunit,’.txt’); Close;
end;

if Diameter=1 then begin
if nObj>0 then begin
Objlnnen := Obj; nObjlnnen := nObj; Radiuslnnen := Radius; Arealnnen := Area;
PerimeterInnen := Perimeter; RoundnessInnen := Roundness; FeretDiameterInnen := FeretDiameter;
end else begin
ObjInnen := Obj; nObjlnnen := 0; Radiuslnnen := 0; Arealnnen := 0;
PerimeterInnen := 0; RoundnessInnen := 0; FeretDiameterInnen := 0;
end;
end else begin
if nObj>0 then begin
ObjAussen := Obj; nObjAussen := nObj; RadiusAussen := Radius; AreaAussen := Area;
PerimeterAussen := Perimeter; RoundnessAussen := Roundness; FeretDiameterAussen := FeretDiameter;
end else begin
ObjAussen := Obj; nObjAussen := 0; RadiusAussen := 0; AreaAussen := 0;
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Perimeter Aussen := 0; RoundnessAussen := 0; FeretDiameter Aussen := 0;
end;
end; DiscardResults;
end;

nObj := round((nObjAussen + nObjlnnen)/2);
Radius := (RadiusAussen + RadiusInnen)/2;
Area := (AreaAussen + Arealnnen)/2;

Perimeter := (PerimeterAussen + PerimeterInnen)/2;
Roundness := (RoundnessAussen + RoundnessInnen)/2;
FeretDiameter := (FeretDiameterAussen + FeretDiameterInnen)/2;

nODbjDiff := nObjlnnen - nObjAussen;
RadiusDiff := RadiusAussen - RadiusInnen;

SelectPic(Results);

if nObj>0 then begin
WriteLn(count,tab,time,tab,nObj,tab,Radius,tab,Area,tab, Perimeter,tab, Roundness,tab,FeretDiameter,tab,nObjDiff,tab,

RadiusDiff);

end else begin
WriteLn(count,tab,time,tab,nObj);

end;

time := time + timeint; SelectPic(num); Close; SelectPic(numl); Close;

end;

{Speichern}
SelectPic(ObjInnen); Exports := ExportsInnen; SaveAs(Exports,’Objekte.txt’); Close;
SelectPic(ObjAussen); Exports := ExportsAussen; SaveAs(Exports,’Objekte.txt’); Close;
SelectPic(Results); SaveAs(Dateiname neu); Close;

{Ende}
tick2 := TickCount; ticktime := trunc((tick2-tick1)/60000);
ticktime2 := round(((tick2-tick1)/60000-trunc((tick2-tick1)/60000))*60);
ShowMessage(’Rechendauer: ’,ticktime,” min’,’ ’,ticktime2,” s’);

end;
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6.3 lgor-Skript

Menu "Macros”
” Auswertung”, Auswertung Statistik()
End

/1111111111111111]]/-Hauptprogramm-///////////////]//]/

Function Auswertung_ Statistik()
String/G path,Dateiname,Ordner,Datum
Variable/G ctrl,Prozess,run
Variable timerStart,timerStop
SVAR MovieName
Variable i,refNum
Variable/G V__FitOptions=4,V_ FitMaxIters=100

for (i=0;i<10;i+=1)
timerStop=stopMSTimer i)

endfor

timerStart=startMSTimer

ctrl=1

KillWaves/A /Z

// Dateipfad festlegen
NewPath/O/Z path, ”C:Linkam:Linksys32:Exports:Carsten:”
if (V_flag==0)
Open/D/R/P=path refNum

else
Open/D/R refNum
endif
if (strlen(S_ fileName)==0)
return -1
endif
Dateiname=S_ fileName
Ordner=ParseFilePath(1, Dateiname, ”:”, 1, 0)

Datum=ReplaceString(”Results__”,ParseFilePath(3,Dateiname,”:”,0,0),””)
Datum="X"+Datum

// Daten laden
Results()

// Auswertung Quantile Roundness
Quantile Roundness()

// Auswertung_ Ice_ Volume_ Fraction
Ice Volume Fraction()

Prozess=1

Make/D/O/N=6 W__init,W__ init1,W_ init2
W_init1=1,1,2,2,1e10,1

W _init2=1,2,2,0.1,40,1

W__init=W__initl

run=0

// Auswertung Oberflaeche
Oberflaeche()

// Anpassung_Radius3
fitting Radius3()

// Anpassung Volume Fraction
fitting  VolumeFraction()

// Graphen erstellen
Graphen()

// Panel erstellen
Panel()
DoWindow/F Panel__Anpassung
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timerStop=stopMSTimer (timerStart)
Print "Rechendauer: ”,trunc(timerStop/6e7),” min ”,round((timerStop/6e7-trunc(timerStop/6e7))*60),” s”
End

/111171111111111]]]/-Daten laden-///////////11111111]

Function Results()
SVAR Dateiname
String/G Schmelz, Messtemp,Saccharosekonz, Additivkonz, Additiv,AOI
Variable/G Schmelzpunkt,Messtemperatur,Saccharosekonzentration,Additivkonzentration,ROI
Variable/G cSac_ Smp,cLoes_ Temp,dLoes_ Temp
Variable/G ti,te,tintervall,xi,xe,maxRadius3,tstart,tende

Make/D/O Bild,Zeit,Objekte,Radius,Flaeche,Umfang, Rundheit,Durchmesser
Make/D/O ObjDiff Innen_ Aussen,RadiusDiff _Aussen_ Innen
LoadWave/J/D/W/N/O/E=0/K=1/1L=8,9,0,0,0 Dateiname //Daten laden

Make/T /O Probe0,Probel,AdditivWave0
LoadWave/N=Probe/J/O/E=0/Q/K=2/L=0,0,8,0,2 Dateiname
AQI=Probe0][3]

Schmelz=Probe0[4]

Messtemp=Probe0[5]

Saccharosekonz=Probe0[6]

Additivkonz=Probe0]7]

ROI=str2num(Probel[3])

Schmelzpunkt=str2num(Probel[4])

Messtemperatur=str2num(Probel[5])

Saccharosekonzentration=str2num(Probel[6])

Additivkonzentration=str2num(Probel[7])

LoadWave/N=AdditivWave/J/O/E=0/Q/K=2/L=0,7,1,2,1 Dateiname

Additiv=ReplaceString(”(”,AdditivWave0[0],””)

Additiv=ReplaceString(”)”,Additiv,””)

If (strlen(Additiv)==0)
Additiv=ParseFilePath(0,Dateiname,”:”,1,4)
Additiv=ReplaceString(” Saccharose”,Additiv,””)

endif

// Bestimmen des Saccharosemassenanteils und Dichte der Losung

if (Messtemperatur>(-20))
// Saccharose
cSac_Smp = 90.009 + (-29.674)*exp(0.47463*Schmelzpunkt) + (-60.215)*exp(0.059252*Schmelzpunkt)
cLoes_ Temp = 90.009 + (-29.674)*exp(0.47463*Messtemperatur) + (-60.215)*exp(0.059252*Messtemperatur)
dLoes_Temp = 0.43651 4 0.56152%exp(0.0069027*cLoes_Temp)

else
// NaBr
cSac_Smp = 97.794 + (-7.8195)*exp(0.24495*Schmelzpunkt) + (-90.136)*exp(0.016008*Schmelzpunkt)
cLoes_ Temp = 97.794 + (-7.8195)*exp(0.24495*Messtemperatur) + (-90.136)*exp(0.016008*Messtemperatur)
dLoes_ Temp = 0.50406 + 0.49474*exp(0.015203*cLoes_ Temp)

endif

// Bestimmen der Messzeit
WaveStats/M=1/Q Radius
ti=Zeit[V__startRow]
te=Zeit[V_endRow]
tintervall=Zeit[V_startRow+1] - Zeit[V_startRow]

xi=V__startRow
xe=V__endRow
tstart=ti
tende=te

Make/D/O/N=(numpnts(Radius)) Radius3
Radius3=Radius”3

WaveStats/M=1/Q Radius3
maxRadius3=V__max*1.2
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End

/111111111111111]]]/-Quantile der Rundheit bestimmen-//////////////////]/

Function Quantile Roundness()
Variable t,q,i,avg_ Aussen,max_ Aussen,avg Innen,max_ Innen
String Zeit__1,Ergebnis,RoundnessQuantilMatrixName,Datei
NVAR ti,te,tintervall
SVAR Ordner,Dateiname

Make/D/O/N=((te-ti+1)/tintervall) Maximum,Quantil95,Quantil90,Quantil75,Median, Mittelwert
Make/D/O/N=((te-ti+1)/tintervall) Quantil25,Quantil10,Quantil5,Minimum
Make/D/O/N=((te-ti+1)/tintervall) sum Area Aussen,sum_Area Innen
Make/D/O/N=((te-ti+1)/tintervall) sum Perimeter Aussen,sum_Perimeter Innen

for (t=(ti);t<=(te);t-+=(tintervall))
Zeit_ 1=num2str(t)+"min.txt”
Datei=Ordner+”Aussen:”+Zeit__ 1
LoadWave/D/N/O/E=0/J/K=1/L=0,1,0,1,0/Q/W Datei
Rename Roundness, Roundness_ Aussen
Rename AreaW, Area_ Aussen
Rename Perimeter, Perimeter Aussen
Datei=Ordner+”"Innen:”+Zeit_ 1
LoadWave/D/N/O/E=0/J/K=1/L=0,1,0,1,0/Q/W Datei
Rename Roundness, Roundness_ Innen
Rename AreaW, Area_ Innen
Rename Perimeter, Perimeter_ Innen

WaveStats/M=1/Q Roundness_Aussen
avg_ Aussen=V_ avg

max_ Aussen=V__max
WaveStats/M=1/Q Roundness_ Innen
avg_ Innen=V_ avg

max_ Innen=V__max

i=(t-ti)/(tintervall)

WaveStats/M=1/Q Area_ Aussen
sum_ Area_ Aussen[i|=V__sum
WaveStats/M=1/Q Area_Innen
sum_ Area_ Innen[i|=V__sum

WaveStats/M=1/Q Perimeter Aussen
sum_ Perimeter Aussen[i|=V__sum
WaveStats/M=1/Q Perimeter Innen
sum_ Perimeter_ Innen[i]=V_ sum

Maximum|i]=(max_ Aussen+max_ Innen)/2
Quantil95[i|=(Quantil(Roundness__Aussen,95)+Quantil(Roundness Innen,95))/2
Quantil90[i|=(Quantil(Roundness__Aussen,90)+Quantil(Roundness Innen,90))/2
Quantil75[i]=(Quantil(Roundness_Aussen,75)+Quantil(Roundness Innen,75))/2
Median[i]=(Quantil(Roundness_ Aussen,50)+Quantil(Roundness_Innen,50))/2
Mittelwert[i]=(avg_Aussen+avg Innen)/2
Quantil25[i]=(Quantil(Roundness__Aussen,25)+Quantil(Roundness Innen,25))/2
Quantil10[i]=(Quantil(Roundness_Aussen,10)+Quantil(Roundness Innen,10))/2
Quantil5[i)]=(Quantil(Roundness Aussen,5)+Quantil(Roundness_Innen,5))/2
Minimum|[i]=(Quantil(Roundness_ Aussen,0)+Quantil(Roundness_Innen,0))/2

KillWaves Roundness_ Aussen,Roundness_ Innen,Area_ Aussen,Area_ Innen
KillWaves Perimeter _Aussen,Perimeter_Innen
endfor

Rename Maximum,Roundness_ Max
Rename Quantil95,Roundness_ Q95
Rename Quantil75,Roundness__ Q75
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Rename Median,Roundness_ Med
Rename Mittelwert,Roundness_ Mit
Rename Quantil25,Roundness_ Q25
Rename Quantil5,Roundness_ Q5
Rename Minimum,Roundness_ Min
Rename Quantil90,Roundness_ Q90
Rename Quantill0,Roundness_ Q10
End

/111111111111111]]]/-Eisanteil berechnen-///////////////1/1]/

Function Ice_ Volume_ Fraction()
Wave Zeit,Objekte,Flaeche,sum__ Area_ Aussen,sum__Area_ Innen
NVAR ROI

Make/D/O/N=(numpnts(Zeit)) VolumeFractionl,VolumeFraction2

VolumeFractionl=(Objekte*Flaeche) /ROI

VolumeFraction2=((sum_ Area_ Aussen+sum_ Area_Innen)/2)/ROI
End

/111111111111111]]]]-Grenzfléche zwischen Eis und Losung berechnen-//////////////////]/

Function Oberflaeche()
Wave Zeit,Objekte,Umfang,sum_ Perimeter_Aussen,sum_ Perimeter_ Innen
NVAR ROI,xi,xe
Variable/G U_ROI_i,U_ROI_ e, U_ROI_120
Variable i

Make/D/O/N=(numpnts(Zeit)) Perimeterl,Perimeter2
Perimeterl=(Objekte*Umfang)/ROI
Perimeter2=((sum_ Perimeter Aussen+sum_ Perimeter Innen)/2)/ROI
U_ROI_i=Perimeter]xi]
U_ROI_e=Perimeterl|[xe]
for (i=0;i<=(numpnts(Zeit));i+=1)
if (Zeit[i]==120)
U_ROI 120=Perimeterl[i]
endif
endfor
End

/111111111111111]]]/-Ratenkonstante bestimmen-/////////////11]]]]/

Function fitting_ Radius3()
Wave Radius,Radius3,Zeit
NVAR xi,xe,ti,te,tintervall, tstart,tende
NVAR Messtemperatur
Variable n1,n2,ti_ alt,te_ alt,i,ii
Wave W__init,W__init1,W__init2
NVAR ctrl,Prozess,run
Variable/G tsw,xsw,sw,errl,err2,sdev_kl,sdev_k2
Variable f,n,err
NVAR k
Variable/G ctrl__error=1,ctrl_ Zeit
SVAR Datum

if (Messtemperatur==-5)
err=0.40  elseif (Messtemperatur==-6)
err=0.15

elseif (Messtemperatur==-7)
err=0.10

elseif (Messtemperatur==-8)
err=0.035

elseif (Messtemperatur==-10)
err=0.035

elseif (Messtemperatur==-25)
err=0.17
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endif
=0

do
run=run+1

Print ” ?
Print ”Anpassung ”,run
Prin ”, ”

// Auswahlkriterien fiir ti und te
fit_ Zeit()
ti_ alt=ti
te alt=te

KillWaves/Z Zeit_neu_ R3
Make/D/O/N=(xe-xi+1) Zeit_neu R3
fi=xi
for (i=0;i<=(numpnts(Zeit_neu_ R3));i+=1)
Zeit__neu_ R3[i]=Zeit][ii]
ii=ii+1
endfor

Make/T/O ﬁt:”r1”777r2777”k1777”k2777”tsW777”SW”
Make/D/O/N=6 W__coef R3,W_sigma_R3
W__coef R3=W__init

if (Prozess==1)

W__coef R3[4]=W __init1[4]
W__coef R3[5|=W __init1[5]
tsw=W__init1[4]
sw=W_ init1[5]
Print ”———— Radius”3 - 1 Prozess ————
Make/O/T/N=1 T_ Constraints
T_ Constraints[0] = "K1 > 07
Make/D/O/N=2 W__coef,W__sigma
CurveFit line Radius3|[xi,xe] /x=Zeit/D/C=T_Constraints
if (W__coef[0]<0)

W__coef R3[0]=-(abs(W__coef[0]))”(1/3)
else

W__coef R3[0]=(W__coef[0])”(1/3)
endif
W__coef_R3[1]=W__coef_R3]0]
W__coef R3[2]=W__coef[1]
W__coef R3[3]=W__coef[1]
W__sigma_R3[0]=W__sigma|0]
W_sigma_R3[1]=W__sigma|0]
W_sigma_ R3[2]=W__sigmal[l]
W_sigma_R3[3]=W__sigmal[l]
sdev_kl1=W_ sigmal[l]
sdev_k2=sdev Kkl

”

if ((W_sigma[l]) > err)
ctrl=0
ctrl__error=0
Print ” ”
Print ”Kriterien nicht erfullt”
Print ”sdev_kl = 7?,W__sigmal/[1]

Print ” ”
else
f=1
endif
else Print "—— Radius”3 - 2 Prozesse ?

Make/D/O/N=6 W__coef,W__sigma
W__coef=W __init
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W__sigma=0

Make/O/T/N=3 T_ Constraints

T_ Constraints[0] = "K2 > 07,”K3 > 0”,"K4 > 0”

FuncFit/L=(xe-xi+1)/H="000001” Ostwaldreifung2Prozesse r3,W_ coef,Radius3[xi,xe| /x=Zeit/D/C=T_ Constraints
W__coef R3=W_ coef

tsw=W__coef[4]

sw=W__coef[5]

sdev_k1=W_ sigma|2]

sdev_k2=W_ sigma[3]

te=floor(tsw)-sw*3
if ((tsw-ti)>=20)
for (i=0;i< (numpnts(Zeit));i+=1)
if (abs(Zeit[i]-ti)<=(0.5*tintervall))
xi=i
endif
if (abs(Zeit[i]-te) <=(0.5*tintervall))
xe=i
break
endif
endfor
Print ”———— Radius”3 - 2 Prozess - kl ———”
Make/O/T/N=1 T_ Constraints
T_ Constraints[0] = K1 > 0”
Make/D/O/N=2 W_ coef,W_sigma
CurveFit line Radius3|[xi,xe] /x=Zeit/D/C=T_Constraints

if ((W_sigmall]) > err)
=0
ctrl=0
ctrl__error=0
Print ” ?
Print ”Kriterien nicht erfullt”
Print ”sdev_kl = 7, W_ sigmall]
Print 7 ?
else
f=1
endif
else
=0
endif

ti=ceil(tsw)+sw*3
te=te_ alt
if ((te-tsw)>=20)
for (i=0;i< (numpnts(Zeit));i+=1)
if (abs(Zeit[i]-ti)<=(0.5*tintervall))
xi=i
endif
if (abs(Zeit[i]-te)<=(0.5*tintervall))
xe=i
endif
endfor
Print ”————— Radius”3 - 2 Prozess - k2 ———"
Make/O/T/N=1 T_ Constraints
T_ Constraints[0] = K1 > 0”
Make/D/O/N=2 W_ coef,W_sigma
CurveFit line Radius3[xi,xe] /x=Zeit/D/C=T_Constraints

if ((W_sigmall]) > err)
ctrl=0
ctrl__error=0
Prin ” ”
Print ”Kriterien nicht erfullt”
Print ”sdev_k2 = 7, W_ sigmall]
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Print ” ?
elseif (f==0)
ctrl=1
ctrl _error=1
Prozess=1
endif
elseif (f==1)
ctrl=1
ctrl_error=1
Prozess=1
=0
elseif (f==0)
ctrl=0
ctrl_ Zeit=0
Print ” ”
Print ”Kriterien nicht erfullt”
Print "tsw - ti = ”,(ti_alt-tsw),”, te - tsw = ”,(te_ alt-tsw)
Print ” ”
f=1
endif
endif
while (f==0 && run<10)

Make/D/O/N=(numpnts(Zeit)) k1_line,k2 line,S func R3
k1l_line=W__coef R3[0]”3 + W__coef R3[2] * Zeit

k2 line=W_ coef R3[1]”3 + W__coef R3[3] * Zeit

S_func R3=1/(1+exp((W__coef R3[4]-Zeit)/W__coef R3[5]))
Make/D/O/N=(numpnts(Zeit_neu R3)) fit Radius 3

fit_ Radius_ 3=(1-(1/(1+exp((W__coef_R3[4]-Zeit_neu_R3)/W__coef R3[5]))))

*(W_coef R3[0]”34+W _coef R3[2]*Zeit_neu_R3)
+(1/(1+exp((W__coef R3[4]-Zeit_neu R3)/W_ coef R3[5])))
*(W_coef R3[1]”34+W__coef R3[3]*Zeit_neu_R3)

ti=ti_alt
te=te alt
for (i=0;i< (numpnts(Zeit));i+=1)
if (abs(Zeit[i]-ti)<=(0.5*tintervall))
xi=i
endif
if (abs(Zeit[i]-tsw)<=(0.5*tintervall))
xsw=i
endif
if (abs(Zeit[i]-te) <=(0.5*tintervall))
xe=i
endif
endfor

KillWaves/Z W__coef,W_sigma,T Constraints
End

/111111111111111]]]/-Beobachtungszeit festlegen-////////////11111]]]

Function fit_ Zeit()
Wave Zeit,Roundness_ Q10,Radius3,0bjekte
NVAR ti,te,tintervall,xi,xe,tstart,tende
NVAR ctrl,Messtemperatur
Variable i,ti_ alt,te_ alt,xi_ alt,xe_ alt,k_test
Variable/G k
Variable/G ctrl_Zeit=1

ctrl=1

if (ti<tstart)
ti=tstart

endif

if (te>tende)
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te=tende
endif

for (i=0;i< (numpnts(Zeit));i+=1)
if (abs(Zeit[i]-ti)<=(0.5*tintervall))
xi=i
endif
if (abs(Zeit[i]-te)<=(0.5*tintervall))
xe=i
break
endif
endfor
ti_ alt=ti
te alt=te
xi_alt=xi
xe alt=xe

Make/D/O/N=2 W__coef
CurveFit/Q line Radius3[xi,xe] /x=Zeit/D
k=W __coef][1]
if (Messtemperatur==-6)
k_test=2.0
elseif (Messtemperatur==-8)
k_ test=0.7
elseif (Messtemperatur==-10)
k_test=0.4
elseif (Messtemperatur==-25)
k_ test=3.6
endif
if (W__coef[1]>=k_ test)
for (i=xi;i<=xe;i+=1)
if (((Roundness_ Q10[i]+Roundness  Q10[i+1])/2)>0.75)
ti=Zeit|i]
xi=i
break
endif
if (i==xe)
ti=Zeit[i]
xi=i
endif
endfor
Print 7ti = 7ti
for (i=xij;i<=xe;i+=1)
if (((Roundness Q10[i]+Roundness Q10[i+1])/2)<0.7)
te=Zeit][i]
xe=i
break
endif
if (Objekteli]<30)
te=Zeit][i]
xe=i
break
endif
if (i==xe)
te=Zeit][i]
xe=i
endif
endfor
Print "te = ”,te
endif
KillWaves/Z W__coef

if ((te-ti)<20)

ctrl=0
ctrl_Zeit=0
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Print ” ?
Print ”Zeitintervall zu klein”
Print 7ti = ”,ti,”, te = ”,te,”, te-ti = 7,(te-ti)
Print ” ?
xi=xi_alt
xe=xe_ alt
ti=ti_alt
te=te alt
endif
End

/111111111111111]]]/-Neue Anpassungstunktion-//////////////////]/

Function Ostwaldreifung2Prozesse r3(w,t) : FitFunc
Wave w
Variable t

//CurveFitDialog/ These comments were created by the Curve Fitting dialog. Altering them will

//CurveFitDialog/ make the function less convenient to work with in the Curve Fitting dialog.

//CurveFitDialog/ Equation:

//CurveFitDialog/ f(t) = ((1-(1/(14+exp((tsw-t)/sw))))*(r1”3+k1*t) + (1/(1+exp((tsw-t)/sw)))*(r2”3+k2*t))

//CurveFitDialog/ End of Equation

//CurveFitDialog/ Independent Variables 1

//CurveFitDialog/ t

//CurveFitDialog/ Coefficients 6

//CurveFitDialog/ w[0] = rl

//CurveFitDialog/ w[1] = r2

//CurveFitDialog/ w[2] = k1

//CurveFitDialog/ w[3] = k2

//CurveFitDialog/ w[4] = tsw

//CurveFitDialog/ w[5] = sw

veturn ((1-(1/(I+exp((wl4]-6) /w[B]))))* (w0 3+w{2]*t) + (1/(1+exp((wl4]-t) /w[5])*(w[1]"3-+w[3]*5))

End

/111111111111111]]]/-Mittleren Eisanteil bestimmen-/////////////////]]/

Function fitting_ VolumeFraction()
Wave VolumeFractionl,Zeit
NVAR xi,xe,xsw,ctrl,Prozess
Variable/G MVF1,MVF2
Variable/G sdev_ MVF1,sdev_ MVF2
NVAR cLoes_ Temp,dLoes_ Temp
Variable/G cSac_ MVF1,cSac. MVF2
Variable start,i,ii,sdev
Variable/G ctrl_MVF=1

sdev=0.01
if (xi==0)
start=1
else
start=xi
endif

Make/D/O/N=(xe-start+1) Zeit neu VF1,Zeit neu VF2
Make/D/O/N=(xe-start+1) MeanVolumeFractionGraphl,MeanVolumeFractionGraph2
if (Prozess==1)
Make/D/O/N=(xe-start+1) Zeit_ neu VF1,MeanVolumeFractionGraphl
WaveStats/M=2/Q/R=(start,xe) VolumeFractionl
MVF1=V__avg
MVF2=MVF1
sdev. MVF1=V _sdev
sdev. MVF2=sdev_ MVF1
if (V_sdev>sdev)
ctrl=0
ctrl_ MVF=0
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6 Anhang

Print ” ”
Print "Kriterien nicht erfullt”
Print ”Volume Fraction, MVF = ” MVF1,”, V_sdev = ”,V_ sdev
Print 7 ”
endif
MeanVolumeFractionGraph1=MVF1
cSac. MVF1 = cLoes_Temp * (1 - MVF1 * 0.917 / (MVF1 * 0.917 4+ (1-MVF1) * dLoes_ Temp))
cSac. MVF2 = cSac. MVF1
i=start
for (ii=0;ii<=(xe-start);ii+=1)
Zeit_neu_ VF1[ii]=Zeit[i]
i=i+1
endfor
else
Make/D/O/N=(xsw-start+1) Zeit neu VF1,MeanVolumeFractionGraphl
Make/D/O/N=(xe-xsw+1) Zeit_neu_VF2,MeanVolumeFractionGraph2
WaveStats/M=2/Q/R=(start,xsw) VolumeFractionl
MVF1=V_ avg
sdev. MVF1=V _sdev
if (V_sdev>sdev)
ctrl=0
ctrl__ MVF=0
Print ” ”
Print ”Kriterien nicht erfullt”
Print ”Volume Fraction, MVF1 = ” MVF1,”, V_sdev = ”,V__sdev
Print ” ”
endif
i=start
for (ii=0;ii<=(xsw-start);ii+=1)
Zeit_neu_ VF1[ii]=Zeit]i]
i=i+1
endfor

WaveStats/M=2/Q/R=(xsw,xe) VolumeFractionl
MVF2=V__avg
sdev_ MVF2=V_ sdev
if (V_sdev>sdev)
ctrl=0
ctrl__ MVF=0
Print ” ”
Print "Kriterien nicht erfullt”
Print ”Volume Fraction, MVF2 = ” MVF2,”, V_sdev = ”,V_ sdev
Print ” ”
endif

MeanVolumeFractionGraph1=MVF1
MeanVolumeFractionGraph2=MVF2
cSac_. MVF1 = cLoes_Temp * (1 - MVF1 * 0.917 / (MVF1 * 0.917 4+ (1-MVF1) * dLoes_ Temp))
cSac_ MVF2 = cLoes_ Temp * (1 - MVF2 * 0.917 / (MVF2 * 0.917 4+ (1-MVF2) * dLoes_ Temp))
i=xsw
for (ii=0;ii<=(xe-xsw);ii+=1)
Zeit_neu_ VF2[ii]=Zeit[i]
i=i+1
endfor
endif
End
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