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1 Einleitung

1.1 Bakterielles Leben und Metallinteraktionen

Das Verstandnis von Mikroorganismen hat sich in den letzten Jahrzehnten aufgrund von molekularbio-
logischen und phylogenetischen Studien stark verbessert ' Durch die genetischen Arbeiten erfolgt die
Einteilung von Organismen auf Basis der DNA in drei Reiche. Diese bilden zusammen den Baum des
Lebens (tree of life) . Bakterien reprasentieren dabei neben Archaeen und Eukaryonten eines der
drei Reiche. Dabei ist die mikrobielle Diversitdt der unterschiedlichen Arten von Bakterien sehr
vielfaltig und unterliegt weiteren Einteilungen und Klassifizierungen. Neben der Unterteilung der
Mikroorganismen auf molekularer Ebene gibt es weitere Unterscheidungsmerkmale der Bakterien.
Diese konnen beispielsweise morphologische Unterschiede der auReren Form (Kokken, Stabchen,
Spirillen und weitere Formen) oder unterschiedliche Zellwande (gram-positiv oder gram-negativ) sein.
Ebenfalls kann eine Unterscheidung von Bakterien nach den Stoffwechsel- und Energie-
/Substratverwertungswegen erfolgen. Diese sich daraus ergebende Diversitat und die Moglichkeit
Bakterien, deren Stoffwechselprodukte und Komponenten nutzen zu kénnen, machen diese fir
verschiedene biotechnologische Anwendungen in der Pharma-, Nahrungsmittel oder chemischen
Industrie zum Beispiel fur die Synthese von Biopolymeren, chemischen Grundstoffen oder Enzymen
interessant * °. Neben der Nutzung in der Biotechnologie sind Bakterien ebenfalls fiir den Menschen
wichtig. In der Darmflora z. B. sind sie verantwortlich fiir die Starkung des Immunsystems ® Fir das
Uberleben der Bakterien als auch entsprechende technische Anwendungen wie z. B. biobasierte
Filtermaterialien ist der Grad der Anpassung der Bakterien an die entsprechenden Lebensrdume und
Umwelteinflisse (Temperatur, pH-Wert, Nahrstoffversorgung und toxische Substanzen wie z.B.
Schwermetalle) unter Nutzung verschiedener Schutzmechanismen (Biosorption, Bioakkumulation
u. a.) von groRRer Bedeutung ’. So kann die Fahigkeit von verschiedenen Bakterien und deren Kompo-
nenten aus ahnlichen Lebensrdumen sich z. B. stark in der Toleranz oder Bindung von Metallen unter-
scheiden ®°. Dies wird in Teilen dieser Arbeit untersucht werden. Durch stetig wachsende Umweltein-
flisse durch die Industrialisierung wie z. B. Bergbau, Ressourcengewinnung und Industrieabwassern
kommt es verstarkt zu Boden- und Wasserkontaminationen durch Schwermetalle oder weitere

toxische Substanzen "%

. Diesen sind Mikroorganismen direkt ausgesetzt. Durch die Untersuchung
von z. B. schwermetalltoleranten Mikroorganismen aus solchen Umgebungen, ist die Entwicklung von
z. B. biosorptiven Materialien bestehend aus intakten Zellen, toter Biomasse oder Zellkompartimenten

von groflem Interesse u. a. fur die Sanierung von kontaminierten Umwelthabitaten 1214,

EXTREME HABITATE - BAKTERIELLE ISOLATE DER URANABRAUMHALDE HABERLAND

Der jahrelange Uranerzbergbau in der westlichen Erzgebirgsregion ist ein sehr gutes Beispiel fir den
Einfluss des Menschen auf die Umwelt und wird daher exemplarisch betrachtet. Die Ablagerung des
gering uranhaltigen Abfalls nach der Urangewinnung auf der Haberlandhalde (nahe
Johanngeorgenstadt, Sachsen) hat zu einer weitreichenden Veranderung der Landschaft gefihrt.

Infolge des Abbaus und der Lagerung kam es zu einer erhéhten Metallbelastung des Bodens und
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Sickerwassers an diesem Standort und den Lagerstatten !> Dabei konnten neben dem chemo- und
radiotoxischen Uran weitere Schwermetalle wie Pb, Cd, Cu, Fe, As, Ni und Zn in erhohten
Konzentrationen detektiert werden '°. Wie in vielen weiteren extremen Habitaten, z. B. heife Quellen,
salinen oder sauren Béden und Wassern konnten auch in der Haberlandhalde gut an die Umwelt-
bedingungen angepasste und schwermetalltolerante Mikroorganismen in den Bodenproben in einer
hohen Diversitat festgestellt und anschlieRend isoliert und klassifiziert werden '*%°. Die in dieser Arbeit
verwendeten Isolate mit den Bezeichnungen JG-A12 und JG-B53 konnten in vorangegangen Unter-
suchungen bereits als Lysinibacillus sphaericus (alte Bezeichnung Bacillus sphaericus) klassifiziert
werden. Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 sind naturlich vorkommende gram-positive

Bodenbakterien % %'%

Diese stabchenférmigen und mesophilen Bakterien konnen unter
Stressbedingungen (z. B. pH-Wert, Temperatur und Nahrstoffmangel) sehr resistente Endosporen
bilden um ihr eigenes Uberleben zu gewéhrleisten. Beide Isolate sind aerob kultivierbar. Die Ab-
kirzung JG bezieht sich dabei auf den Haldenstandort bei Johanngeorgenstadt und die Buchstaben
auf die jeweilige Probennahmestelle/-tiefe (A -4-5m Tiefe; pH=7,0; 30°C und B-1-2m Tiefe;
pH=4,6; 30 °C). Die isolierten Stdmme wurden bereits in verschiedensten Untersuchungen hinsichtlich
ihrer Wechselwirkungen mit Uran, aber auch mit weiteren Schwermetallen wie Cu, Ni, Al und As
untersucht, wobei der Fokus dieser Untersuchungen meist auf dem Stamm JG-A12 und dessen S-

Layer-Proteinen lag 15,16,22, 24,

1.2 Primare Zellwandkomponenten gram-positiver Bakterien

Die Bestandteile der gram-positiven Zellwand, welche im Folgenden vorgestellt werden, stellen
wichtige Komponenten dar, die fur eine Interaktion mit der Umwelt z. B. mit Metallen direkt zur
Verfigung stehen. In Abbildung 1 ist schematisch der Aufbau einer gram-positiven Zellwand

dargestellt.

Flagellen Peptidoglykanschicht
| mit SCWPs

Cytoplasma-
membran

e v _ & Integrale und
\ ; pui periphere

. . 4 Membranproteine
Hullproteine S i e P P

(S-Layer)

Zellinneres
(Cytoplasma, Speicherstoffe, DNA, Ribosomen, Plasmiden)

Abbildung 1: Darstellung eines Zellquerschnittes eines gram-positiven Bakteriums mit den priméren Zellwandbestand-
teilen, adaptiert nach Drobot, B. (2013) %°.
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Die Zellwand stellt ein komplexes System aus mehrschichtigen Strukturen dar, welches sich
evolutionar bedingt zum Schutz der Zelle vor auBeren Umwelteinflissen entwickelt und adaptiert hat.
Dabei stellen gram-positive, mit ihrer fehlenden au’eren Membran und der dicken mit sekundaren
Zellwandpolymeren (SCWPs) durchzogenen Peptidoglykanschicht die zweite Hauptgruppe neben den
gram-negativen Bakterien dar %6 Neben den schutz- und formgebenden Eigenschaften der Zellwand
ist sie fir eine Reihe weitere Vorgange wie der Transport von Nahrstoffen in die Zelle, die
Ausschleusung zellularer Abbauprodukte aus dem Zellinneren, der Verankerung von Flagellen zur
bakteriellen Fortbewegung, sowie an der Zellteilung und dem Zellwachstum beteiligt #. Zusétzlich

2, Aufgrund des komplexen

schitzt sie den Protoplasten vor osmotischen Druckunterschieden
Zellwandaufbaus und der vielen funktionellen Gruppen der einzelnen Komponenten ist die
Charakterisierung dieser Komponenten fiir das Verstandnis der Metallwechselwirkungen von grofser

Bedeutung.

1.2.1 Cytoplasmamembran

Die Cytoplasmamembran ist eine semipermeable Schicht aus Glycerophospholipiden, welche als
Grenzschicht zwischen den Komponenten des Zellinneren und den aufieren Zellwandschichten
fungiert. Diese Cytoplasmamembran gram-positiver Bakterien besteht aus zwei Domanen, einem
hydrophoben Teil aus gesattigten und ungesattigten Fettsduren (Fettsaureschwanze) und einem hy-
drophilen Teil (phosphathaltige Kopfgruppe). Diese phosphathaltige Kopfgruppe kann strukturell ver-
schieden sein. Zu den haufigsten Vertretern zdhlen Cholin, Serin, Ethanolamin und Sphingomyelin,
welche an die Phosphatgruppe gebunden sind * Diese beiden Teile (Kopfgruppen und Schwanz-
gruppen) sind Uber Esterbindung mit einem Glycerolmolekul verknlpft. Abbildung 2 zeigt schematisch
den Aufbau der Lipide.

T R1 H,C
0 . HO R +
I L TNy Cholin
H,C+—O0—P—OH HsC

Do b
R1MO TH R ¥"""0H Ethanolamin
| HaN*
0-——CH,
R OH Serin

HOOC

Hydrophobe Glycerol-  Hydrophile Beispiele fir
Gruppen ruckgrat Kopfgruppe Kopfgruppenvariation

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Lipidstruktur und Einteilung der hydrophilen und hydrophoben Gruppen.

Die amphiphilen Lipide ordnen sich spontan selbst zu sogenannten Vesikeln oder Liposomen unter-
schiedlicher GréRRen an, wobei die Kopfgruppen nach aufl’en gerichtet sind und den hydrophoben
inneren Teil der Fettsdurereste im wassrigen System abschirmen 7 Innerhalb der Zelle sind die
Lipide paarweise angeordnet und liegen sich mit ihren hydrophoben Resten gegeniiber, sodass es zu
einer Ausbildung der doppellagigen Schicht, der sogenannten Lipid-Doppelschicht (Lipid-Bilayer)

kommt. Die Lipide kénnen bezogen auf die Trockenmasse ca. 20-30 % der bakteriellen Zellwand
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ausmachen. Strukturell sind die in organischen Losungsmitteln solubilisierbaren Membranlipide sehr
divers, da in Abhangigkeit des Wachstums der Bakterien und der physiologischen Bedingungen
unterschiedliche Fettsauren gebildet werden kénnen. Somit kommt es zu einer Vielzahl an

Kombinationsmadglichkeiten der Membranlipide 2 *°

. Die Schichtdicke einer Lipiddoppelmembran kann
daher je nach Art des gram-positiven Bakteriums und der o g. abhangigen Parameter in einem
Bereich von 5 bis zu 8 nm liegen. Zuséatzlich kann die Schichtdicke durch integrale und periphere Pro-
teine, welche die Schicht unterbrechen kdnnen beeinflusst werden. In Abbildung 3 ist schematisch ein

Ausschnitt einer Cytoplasmamembran dargestellt.

Integrale und periphere Proteine

Lipiddoppel-
schicht

Innen

Abbildung 3: Darstellung eines Ausschnittes der Cytoplasmamembran mit integralen und peripheren Proteinen, adap-
tiert nach Drobot, B. (2014) *'.

1.2.2 Peptidoglykan und sekundére Zellwandpolymere

Die der Lipiddoppelschicht aufgelagerte nachste Schicht ist das Peptidoglykan. Dieses Mehrschicht-
system ist bei gram-positiven Organismen zwischen 20-80 nm dick und kann die Form der Bakterien
bestimmen *” ?®. Einzelschichten von Peptidoglykan weisen dabei eine Dicke von ca. <15-30 nm auf

%2 In Abbildung 4 ist ein Ausschnitt aus der Struktur des Peptidoglykan dargestellit.
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Abbildung 4: Strukturausschnitt des Makromolekiils Peptidoglykan adaptiert nach Vollmer, W. et al. (2008) 2
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Aufgrund der Schichtdicke ist das Peptidoglykan hauptsachlich dafir verantwortlich, dass der
gebildete Farbkomplex (Kristallviolett und Lugolsche Losung) der Gram-Farbemethode mit Alkoholen
nicht herausgewaschen werden kann. Somit kann eine Unterscheidung von gram-positiven und -

negativen Organismen erfolgen *

. Das Makromolekil Peptidoglykan besteht aus sich standig
wiederholenden Peptid- und Zuckereinheiten. Dabei bestehen die Zuckereinheiten aus den
alternierenden Monomereinheiten  N-Acetylglucosamin  (GIcNAc) und N-Acetylmuraminsaure
(MurNAc), welche zusatzlich Uber Peptideinheiten miteinander quervernetzt sind. Dies sorgt fur eine
erhdhte Stabilitat des Peptidoglykangrundgeristes %2 Die Art der vorhandenen Peptideinheiten (bis zu
5 Aminosauren (AS)) sind jedoch von Spezies zu Spezies unterschiedlich und missen fiir jeden
Stamm gesondert bestimmt werden % In verschiedenen Arbeiten konnten jedoch sehr oft die
folgenden Polypeptidbriicken detektiert werden: L-Alanin—->D-Glutaminsaure->L-Lysin>D-Alanin oder
L-Alanin>D-Glutaminsdure> meso-Diaminopimelinsdure (mesoA,pm)>D-Alanin 2¢ ** % Bei
Bakterien wie Lysinibacillus sphaericus erfolgte die neue Klassifizierung bezugnehmend auf den
Lysin-Aspartat-Typ im Peptidoglykan der Zellwand ?'. Bezogen auf die Gesamtmasse der Zellwand
nimmt Peptidoglykan mit ca. 60 % der Trockensubstanz den groRten Anteil der Zellwandkomponenten
ein %°. Das in Abbildung 4 dargestellte Grundgerlst des Peptidoglykans wird aulerdem von weiteren
langkettigen anionischen Substanzen, den sogenannten sekundaren Zellwandpolymeren (SCWPs)
durchzogen. Diese kénnen Uber die Peptidoglykanschicht bis auf die Zelloberflache hinausreichen %,
Zu diesen SCWPs zahlen Teichonsauren, Lipoteichonsauren und Teichuronsauren, welche ein-
gebettet oder verknlpft mit dem Peptidoglykangerist vorliegen. Die polymeren Teichonsauren be-
stehen aus sich wiederholenden Einheiten von Glycerol- und Zuckerphosphaten (Ribitolphosphate),
welche kovalent mit dem Peptidoglykan gebunden sind (wandassoziiert) *> *°. Die Lipoteichons&uren
sind direkt mit den Membranlipiden verbunden. Teichuronsduren als Sonderform der Teichonsauren
entstehen bei Phosphatmangel ¥, Analog der hohen Diversitat des Peptidoglykans, welches von Bak-
terium zu Bakterium unterschiedlich in Bezug auf die eingebauten Zuckerstrukturen und Kettenlangen

sein kann, variieren auch die sekundaren Zellwandpolymere in ihrer Zusammensetzung deutlich %,

1.2.3 »urface layer“-Proteine

Als auBerste Schicht einer gram-positiven Zellwand kénnen sogenannte Hullproteinschichten (engl.
Surface layer; kurz S-Layer) dem Peptidoglykan aufgelagert sein. Diese hochgeordneten zweidimensi-
onalen und parakristallinen Proteinpolymere machen ca. 15 % der Gesamtproteinmasse der Zelle aus.
Sie stellen als abgrenzende Zellschicht die erste Barriere dar, welche die Zelle vor Umwelteinfllissen
schiitzt . Erstmals wurden die S-Layer, welche die altesten und auch einfachsten Membranen in
vielen Bakterien und Archaeen darstellen durch Houwink, A. L. et al. (1953) auf der Oberflache von
Mikroorganismen nachgewiesen *° *°. Die S-Layer gram-positiver Bakterien und auch Archaeen sind
direkt auf der Oberseite der polymeren Struktur des Peptidoglykans angelagert bzw. kovalent mit den
sekundaren Zellwandpolymeren gebunden und weisen Molekulargewichte zwischen 40 und 200 kDa
auf ¥ **2. Die zweidimensionalen Proteine kdnnen auf der Oberflache der Bakterien in unterschied-
licher Struktur der Untereinheiten vorkommen. Dabei reichen die Gittersymmetrien der Untereinheiten

von schrag (p7, p2), quadratisch (p4) bis hexagonal (p3, p6) (Abbildung 5) mit einem Zentrum zu
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39, 43, 44

Zentrum Abstand von 3,5-35 nm . Die Schichtdicken der S-Layer-Proteine auf Bakterien-

oberflachen erreichen dabei Starken von ca. 5-20 nm und bis zu 70 nm bei Archaeen ** %

schrag quadratisch

hexagonal
p3 p6 %

Abbildung 5: Schematische Darstellung der méglichen Gittersymmetrien von S-Layer-Proteinen: p1, p2 (schrag), p4
(quadratisch) und p3, p6 (hexagonal) nach Sleytr, U. B. et al. (2011) *.

Als interessanteste Eigenschaft weisen S-Layer-Proteine die Fahigkeit der Selbstassemblierung auf 41
" Diese Eigenschaft kann sowohl auf der lebenden Zelle als auch nach der Isolierung der Proteine
und der nachfolgenden Rekristallisation auf verschiedensten Oberflachen beobachtet werden. Dabei
werden die gleichen Gittersymmetrien, welche unter natirlichen Bedingungen auch auf der Zell-
oberflache vorhanden sind wieder ausgebildet. Des Weiteren sind S-Layer-Proteine in der Lage,
selektiv hohe Mengen an Metallen zu binden. Durch eine Vielzahl an zur Verfiigung stehenden
funktionellen Gruppen wie Carboxyl- (COOH), Hydroxid- (OH), Amino- (NH,), sowie Zucker- und
Phosphatgruppen, welche in einer hohen Dichte und RegelmaRigkeit angeordnet sind, erfolgt die
Interaktion mit der Umgebung wie z. B. mit Metallen. Diese funktionellen Gruppen variieren je nach
der entsprechenden Aminosauresequenz und posttranslationalen Modifikationen der S-Layer und
ermdglichen gezielte chemische Modifikationen 4148499 Die aufgefuhrten Eigenschaften machen S-
Layer-Proteine sehr interessant fir verschieden Forschungsgebiete wie z. B. die Bionanotechnologie

oder die Umweltbiotechnologie (Entfernung von Metallen).
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1.3 Metallinteraktionen lebenden Mikroorganismen

Far die Interaktion von Mikroorganismen (gram-positiv, gram-negativ, Algen oder Pilze) mit Metallen
sind verschiedene Mechanismen bekannt " *°. Dabei sind diese Mechanismen sowohl wichtig fiir die
Interaktion der Zellen mit essentiellen Metallen wie z. B. Na, Mg, Ca, Mn, als auch zum Schutz der
Bakterien gegeniiber mdglicherweise schadlichen Metallen wie z. B. Cu, Hg, Cd, Au oder Pb °,
Abbildung 6 zeigt dabei die flinf wichtigsten Prozesse an denen die daulleren Zellwandkomponenten
beteiligt sind. Dies sind die Biosorption, die Bioakkumulation, die Biokomplexierung, die

2% Diese Prozesse kénnen

Biotransformation und die Biomineralisation (mit Bioprazipitation)
entweder zusammen oder auch nur einzeln bei der Interaktion von Metallen mit dem Bakterium eine
Rolle spielen. Aufgrund der hohen Komplexitdt der Bakterienzelle ist jedoch auch bei den
Interaktionsmechanismen ein Zusammenspiel mehrerer Prozesse sehr wahrscheinlich. Die einzelnen
Mechanismen koénnen dabei zusammengefasst werden in direkte Prozesse (Biosorption,
Bioakkumulation und Biotransformation), bei denen eine direkte Wechselwirkung der Mikroorganismen
mit den Metallen stattfindet und in indirekte Metallwechselwirkungen Uber Bioliganden wie z. B.
Siderophore. Aufgrund dieser Eigenschaften werden Mikroorganismen als potentielle Biosorbenten fiir
die Reinigung schwermetall- oder toxinhaltiger Wasser interessant und rticken in den Fokus von um-
weltékologischen Forschungsarbeiten. Sie kdnnen eine Alternative zu bisherigen teuren und teilweise

wenig selektiven und effektiven physikochemischen Verfahren darstellen 13,96,

Biomineralisation
/ Biokomplexierung/

o D ~ Chelatisierung

Bioakkumulation

Biotransformation

Abbildung 6: Schematischer Uberblick der Metallwechselwirkungen am Beispiel eines gram-positiven Bakteriums, ad-
aptiert nach Drobot, B. (2013) .
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1.3.1 Biosorption

Die Biosorption kann als die Bindung von Metallen, Metalloiden, Molekiilen oder Partikeln aus
wassrigen Systemen durch biologische Komponenten (vitale Zellen, tote Biomasse, Zellbestandteile
oder Biomolekiile) definiert werden ' °%. Dabei erfolgt die Sorpton an den &uBeren
Zellwandbestandteilen, da diese als abgrenzende Schicht der Zelle zur Umwelt direkt z. B. mit
Metallen interagieren kdnnen. Dieser passive, d. h. metabolisch unabhangige Prozess der Biosorption
erfolgt bei Metallen an den funktionellen Gruppen wie z. B. an Carboxyl-, Hydroxyl-, Phosphat-,
Amino- oder Sulfonatgruppen, welche an oder in den aufieren Zellschichten vorhanden sind 52, 53,
Daher ist zum genauen Verstandnis der Metallsorption das Wissen Uber die Zusammensetzung der
bakteriellen Zellwand (funktionelle Gruppen aus Proteinen, Zellmembranzusammensetzung oder
Oberflachenmodifikationen mit Zuckern oder Phosphatgruppen) von entscheidender Bedeutung.
Dabei kann die Biosorption durch einen oder durch die Kombination von chemischen Prozessen wie
z. B. lonenaustausch, Komplexierung, Adsorption oder elektrostatischen Wechselwirkungen erfolgen
.57 Bisherige Arbeiten haben bei einer Vielzahl an untersuchten Mikroorganismen, Pilzen und
Biomasse gezeigt, dass der Prozess der Biosorption teilweise sehr hohe Metallbindungskapazitaten

ermdglicht und bei einigen Organismen metallselektiv erfolgt > % *°.

1.3.2 Bioakkumulation

Die Bioakkumulation, d. h. die Anreicherung von z. B. Metallen in der Zelle stellt anders als die
Biosorption einen metabolisch aktiven Prozess dar. Hier kann zusatzlich zu der Aufnahme Uber die
Zellwand in das Zellinnere eine Komplexierung mit intrazellularen Liganden stattfinden. Dieser
Prozess verlauft jedoch um einiges langsamer als die Biosorption und muss hinsichtlich der Aufnahme

von essentiellen und nicht-essentiellen Metallen unterschieden werden ¢

. Allerdings koénnen
deutlich héhere Metallmengen gebunden werden als dies bei der Biosorption der Fall ist %2 Essentielle
Metalle kénnen dabei aufgenommen und gespeichert werden, bis diese bendtigt werden. Nicht-
essentielle Metalle hingegen werden zuerst passiv an der Oberflache Uber biosorptive Mechanismen
gebunden und in einem zweiten Schritt Uber aktive energiebendtigende Stoffwechselwege in das
Zellinnere geschleust. Dort kénnen sie in verschiedene Kompartimente eingeschlossen werden.
Dadurch wird eine Detoxifizierung der Schwermetalle erreicht. Jedoch wird durch den Einschluss eine
schnelle Freisetzung der Schwermetalle aus dem Mikroorganismus verhindert ' Die unbeabsichtigte
Aufnahme von Schwermetallen erfolgt dabei als Folge von Konkurrenzaufnahmen anderer essentieller
Metalle (z. B. zur Eisenaufnahme) aufgrund von Ahnlichkeiten der Metalle. Die Bildung von schwer-
metallbindenden Proteinen konnte bei verschieden Organismen wie Bakterien oder Pilzen beobachtet
werden und gilt als weitere Mdglichkeit der intrazellularen Detoxifizierung. Die Schwermetallaufnahme

in die Zelle kann zusatzlich auch lber permeabilisierte Zellmembranen erfolgen 52,62
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1.3.3 Biotransformation, Biomineralisation und Biokomplexierung

Die Biotransformation ist die Umwandlung einer Metallspezies mittels Redoxreaktionen in eine andere
chemische Spezies. Dadurch kénnen Mikroorganismen direkten Einfluss auf die Mobilitat, Bioverfug-
barkeit, Stabilitat, Léslichkeit und somit auch auf die Toxizitit der Metalle haben ** ®°. Die
Biotransformation und deren Einfluss auf die Stabilitdt und Mobilitdt der Elemente ist vor allem von
gesteigerten Interesse bei der Betrachtung von technologisch und begleitenden umweltdkologischen
Aspekten wie z. B. der beabsichtigten Metallfreisetzung aus Mineralen (Ressourcengewinnung) und
der unbeabsichtigten Freisetzung z. B. bei der Lagerung von schwermetallhaltigen oder radioaktiven

Abfallen ®. Dieser Interaktionsmechanismus erfolgt Gber Sekundarmetabolite der Zelloberflache.

Die Biomineralisation ist die Fahigkeit von Mikroorganismen anorganische mineralische Stoffe
kontrolliert zu bilden ®* ®®. Dabei werden durch Wechselwirkungen mit Bioliganden und Biopolymeren
unlésliche Metallprazipitate gebildet. Beispiele der Biomineralisation finden sich in nahezu allen
Domanen von Organismen wie z.B. bei Algen, Pilzen, oder Bakterien. So sind verschiedene
Organismen fiir den Aufbau einer breiten Palette von speziell entwickelten organisch-anorganischen
Hybridmaterialien wie Knochen, Zdhnen und Muscheln bekannt ® Dabei weisen die gebildeten
Biomineralien unterschiedlichste Funktionen und Eigenschaften auf und kdnnen so beispielsweise
Stiitz- oder Schutzfunktionen fiir das weichere organische Material ibernehmen 68, Exemplarisch
kénnen hierfiir verschiedene Kieselalgen (Diatomeen) genannt werden, welche biogene Kieselsaure
produzieren. Dieses, meist in einer amorphen Matrix eingebettete Biomineral zeigt wie im Fall der
Kieselalgen oft sehr regelmafige Formen im nanoskaligen Bereich % Durch die Verfolgung der
Kristallisationsprozesse biologischer Systeme und dem Verstandnis der ablaufenden Prozesse, kann
das daraus gewonnene Wissen zur Erzeugung von synthetischen Biomaterialien fiir technische
Anwendungen z. B. in der Materialwissenschaft und Medizintechnik genutzt werden. Ein weiteres
Beispiel stellt die Biomineralisation von Uran durch Phosphatasen aus verschiedenen bakteriellen
Isolaten oder die Uranprazipitation durch Myxococcus xanthus dar, welche die Mobilitdt dieses

Schwermetalls in der Umwelt stark beeinflussen kénnen 7% 7",

Die Biokomplexierung oder Chelatisierung mittels mikrobieller Siderophore ist eine weitere Mdglichkeit
Metalle zu binden und in die Zelle aufzunehmen. Diese niedermolekularen Bioliganden werden unter
Eisenmangel gebildet und in das umgebende Medium der Zelle geschleust, wo sie in der Lage sind,
sowohl Eisen als auch Metalle dhnlicher lonenradien zu binden. Nach der Metallbindung werden die
gebildeten Komplexe (iber verschiedene aktive und spezifische Transportsysteme wieder in die Zelle

aufgenommen "> 7%,
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14 Schwermetalle

1.4.1 Bedeutung, Toxizitat und Umweltrelevanz

Der Begriff Schwermetall ist in den letzten Dekaden oft genutzt worden und wird meist im negativen
Kontext der Toxizitdt und Verschmutzung von Okosystemen gesetzt *. Eine einheitliche Definition
dieses Begriffes ist bisher nicht gegeben, obwohl es viele Ansatze gibt den Begriff und die Metall-
zugehdrigkeiten zu diesen zu klassifizieren. Meist beschreibt der Begriff Metalle und Halbmetalle,
welche mit einer direkten Kontamination der Umwelt und Okotoxizitat in Verbindung gebracht werden
und Dichten von >3,8 -5 g/cm3 aufweisen. Andere Versuche Metalle oder Metalloide entsprechend
dem Atomgewicht, Ordnungszahl oder weiteren Eigenschaften dieser Begrifflichkeit zuzuordnen,

konnten sich bisher nicht etablieren "

. Auch eine Einordnung nach der Toxizitat der Metalle und
Metalloide ist nicht mdglich, da dies fur die meisten Metalle konzentrationsabhangig und zusatzlich
von dem Bezugssystem z. B. dem interagierenden Organismus abhangig ist. Dies kann mit dem
bereits von Paracelsus gepragten Satz ,Alle Dinge sind Gift, und nichts ist ohne Gift; allein die Dosis
machts, dass ein Ding kein Gift sei” verdeutlicht werden ® Die Toxizitat von ,Schwermetallen® ist
daher nur teilweise richtig anzugeben, da sie neben der Konzentration von weiteren Faktoren wie der
chemischen Form (Speziation) und der sich daraus ableitenden Bio- und Umweltverfligbarkeit sowie

77, 78

die Biozuganglichkeit abhangt . Bioverfligbare Stoffe liegen daher meist in geléster Form in der

Umwelt vor und kénnen sich in Bdoden, Wassern und Organismen verteilen und anreichern e,
Ebenfalls kann keine allgemeingtiltige Toxizitat fur alle Organismen abgeleitet werden, da flr einige
Organismen bestimmte ,Schwermetalle® auch essentielle Bestandteile darstellen 8 Bei Thalassiosira
weissflogii ist beispielsweise Cadmium ein essentieller Nahrstoff . Weitere Organismen zeigten

Toleranzen gegeniiber hohen Konzentrationen an Cadmium, Kupfer, Blei oder Nickel 8

1.4.2 Ausgewahlite Metalle und Metalloide — Relevanz und Nutzen

Far die in dieser Arbeit genutzten Metalle und Metalloide werden im Folgenden Unterkategorien dar-
gestellt und der ihre Relevanz in Bezug auf eine effiziente Gewinnung, ein effizientes Recycling und

ihre Entfernung als umweltschadliche Elemente vorgestellt.

EDELMETALLE — PLATIN, PALLADIUM UND GOLD

Die Metalle Platin und Palladium (Platingruppenelemente) sowie Gold werden zu der Kategorie der
Edelmetalle zugeordnet. Sowohl Platin, Palladium als auch Gold weisen sehr hohe Schmelztem-
peraturen, eine niedrige Reaktivitat und eine hohe Korrosionsbestandigkeit auf und kommen in der
Natur meist in gediegener Form vor ®. Diese Eigenschaften riicken die Metalle in den Fokus und
machen sie fir die Nutzung in der heutigen Zeit sehr wichtig fiir die Entwicklung von Katalysatoren, als
Bestandteile elektronischer Bauteile, in der Sensorik, Optik, Medizin, Nanotechnologie oder
Schmuckindustrie %% Aufgrund ihrer Bedeutung, der limitierten Verfugbarkeit und der hohen Preise

der Edelmetalle sind ihre effiziente Gewinnung aus Lagerstatten mit geringeren Edelmetallanteilen
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oder die Ruckgewinnung aus industriellen Prozesswassern oder Elektronikschrott von gesteigertem

87. 8 Unter diesem

Interesse, um den steigenden Bedarf dieser Metalle gewahrleisten zu kdnnen
Aspekt sind innovative, umweltschonende und kostenglinstigere Verfahren zur Rickgewinnung und
erneuten Nutzung von Edelmetallen z. B. durch biosorptive Stoffe von groRerer Bedeutung als die
bisher genutzten und herkémmlichen hydro- und pyrometallurgischen Prozesse, Fallungen oder

lonenaustauschreaktionen ¥’

LANTHANIDE UND ACTINIDE

In dieser Arbeit wird Europium als Vertreter der Lanthanide und Uran als Vertreter der Actinide
genutzt. Sowohl bei Lanthaniden als auch bei Actiniden handelt es sich um Metalle der f-Gruppen Ele-
mente des Periodensystems der Elemente % Dabei muss man beide Metalle hinsichtlich ihrer Eigen-

schaften, Nutzung und Umweltrelevanz deutlich voneinander unterscheiden.

Europium als Lanthanid ist ebenfalls ein Vertreter der Seltenen Erdmetalle. Anders als diese
Bezeichnung vermuten lasst sind diese Elemente im Vergleich zu anderen Metallen wie z. B. Zinn,
Molybdan oder Kupfer in der Erdkruste nicht seltener vorhanden, sondern aufgrund ihrer hohen
Reaktivitat nur feiner in Erzen (Europium z. B. in Bastnasit) verteilt vorzufinden. Zum Einsatz kommt
Europium beispielsweise in der Elektronikindustrie zur Produktion von Leuchtstoffen in
Fernsehgeraten und Bildschirmen % °'. Ebenfalls sind auch groRere Lagerstatten rar, welches einen
einfachen Abbau dieser Metalle erschwert % **. Um zusatzlich einen offeneren Markt zu generieren,
kénnen neu entwickelte und innovative Verfahren zur Gewinnung und Rickgewinnung von Seltenen
Erdmetallen wie z. B. Europium genutzt werden, um unabhangiger von Hauptproduzenten wie z. B.

China zu werden %

. In der wissenschaftlichen Forschung nimmt Europium ebenfalls eine wichtige
Stellung ein, auch wenn hier prozentual gesehen keine groRen Metallmengen bendtigt werden.
Aufgrund der chemisch ahnlichen Eigenschaften von Lanthaniden und Actiniden, vor allem bei
Elementen gleicher Oxidationsstufe riickt die Untersuchung z. B. von dreiwertigem Europium in den
Vordergrund % % % Diese Untersuchungen kénnen zur Vorhersage fiir das Reaktions- und Sorp-

tionsverhalten dreiwertiger Actinide wie Curium oder Americium genutzt werden.

Uran wurde als natirlicher Vertreter der Actinide fiir diese Arbeit gewahlt. Aufgrund seiner chemo- und
radiotoxischen Wirkungen spielt die Ausbreitung von Uran in der Natur fir den Menschen eine

% Uran besteht in seinem natiirlichen Zustand (U,.) aus den Isotopen ***U mit

wichtige Rolle
99,275 %, ***U mit 0,72 % und #*U mit 0,005 % Haufigkeit, welche alle dem radioaktiven Zerfall
unterliegen °" % Das am haufigsten vorkommende natiirliche Uranisotop (**®U), hat dabei die Iangste
Halbwertszeit von 4,47 Millarden Jahren °. In der Natur kommt Uran in einer Vielzahl von Mineralen
wie z. B. Autunit, Pechblende, Uranit oder Carnotit vor *’. Aus diesen Mineralen kénnen durch Erosion
oder Verwitterung angrenzende Okosysteme kontaminiert werden. Anthropogene
Eintragsmdglichkeiten erfolgen z.B. durch den Uranabbau, der Nutzung in Kernwaffen, der
Energiegewinnung in Atomkraftwerken, durch radioaktive Storfalle oder aus Panzerungsmaterialien ),

Die stabilsten Formen der Uranoxidationsstufen (+2 bis +6) weisen das vierwertige Uran und das
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zweiwertige Uranylion (UO,**) auf ?’. Dabei unterscheiden sie sich hinsichtlich ihres Verhaltens in
aquatischen Systemen. Das sechswertige Uran weist aufgrund seiner guten L&slichkeit eine hohe
Mobilitat auf und ist fur die Verbreitung in der Umwelt von gréRerer Relevanz als das schwerlosliche
vierwertige Uran. Daher ist es von gesteigertem Interesse, dieses toxische Element zu immobilisieren
oder zu entfernen und so eine Reinigung und Gefahrenminimierung kontaminierter Gebiete (z. B.
Trinkwasser, Wasser und Bdden) zu erreichen und gesetzliche Urangrenzwerte einzuhalten "% 0.
Ebenso ist auch bei der Einrichtung von Endlagern die Immobilisierung radioaktiver Stoffe von gro3em
Interesse. Daher sind innovative biologisch basierte Verfahren ' "% durch die Uran stabil gebunden,
immobilisiert oder von anderen Stoffen getrennt werden kann, eine geeignete Alternative zu bis-
herigen sorptiven Materialien (Abtrennung durch lonenaustauscher) oder Verfahren (Filtrierung und

Fallungen) '™ "%,

WEITERE AUSGEWAHLTE METALLE UND METALLOIDE

Die Metalle Cadmium, Blei und das Halbmetall (Metalloid) Arsen werden im Folgenden gesondert

aufgrund ihrer hohen Relevanz in Bezug auf Toxizitat und Umweltbelastungen dargestellit.

Das Metalloid bzw. Halbmetall Arsen kommt in der Natur in gediegener Form meist in sulfidischer
Form vor. Dessen Oxidationsstufen +3 und +5 (Arsenit und Arsenat) spielen in biologischen Systemen
dabei eine entscheidende Rolle und finden sich in verschiedenen Grund- und Trinkwassern in
verschiedenen Landern (z. B. Bangladesch, Chile und China) oder in organischer Form nach

Anreicherung in Tieren wieder ' '

. Neben dem natirlichen Eintrag von Arsen durch das
Auswaschen aus Gesteinen, erfolgt der anthropogene Eintrag durch Verhuttung von Nicht-
eisenmetallen, sowie der Nutzung von Arsen in Pflanzen- und Holzschutzmitteln sowie der Halbleiter-

197199 - Aufgrund der chemischen Ahnlichkeiten von AsO,> zu Phosphaten kann eine bio-

industrie
logische Aufnahme Uber verschiedene Stoffwechselwege erfolgen, welche bereits in geringen Kon-
zentrationen hohe toxische Auswirkungen hat '%°. Daher ist es unabdingbar, Arsen aus kontaminierten

Wassern effektiv abzutrennen.

Cadmium ist ein sehr seltenes Metall, welches meist in gediegener Form in der Erdkruste vorkommt.
Der hauptsachliche Umwelteintrag erfolgt durch Erosionen und der Gewinnung von
Nichteisenmetallen. Es wird sowohl in der Halbleiter- als auch Elektronikindustrie beispielsweise zur
Herstellung von Akkumulatoren verwendet und ist Bestandteil in Diingemitteln '®®. Es ist bereits in
geringsten Konzentrationen fir viele Organismen schadlich, weshalb ein gesteigertes Interesse in der

Abtrennung von Cadmium aus kontaminierten Wassern besteht.

Einer der bekanntesten Metallvertreter, welcher meist in Verbindung mit dem Wort ,Schwermetall“ ge-
bracht wird, ist Blei. Es kommt in Uberwiegender Form als Bleisulfid in der Umwelt vor und wird
verstarkt in der Elektrotechnik fur die Herstellung von Bleiakkumulatoren und aufgrund seiner hohen
Dichte von 11,34 g/cm3 und der relativ einfachen Verarbeitungsweise fir Abschirmungen in der

Strahlentechnik und Medizin verwendet. Ebenfalls wurde Blei fir den Bau von Trinkwasserleitungen
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und als Antiklopfmittel in Kraftstoffen eingesetzt, wodurch der Eintrag in die Umwelt erfolgte ''°. Somit
Ubersteigt der anthropogenen Eintragung in einigen Regionen den der natiirlichen Bleifreisetzung 108,
Die hohe Toxizitat von Blei wird durch die direkte Wirkung auf das Nervensystem und der sich daraus
ergebende Vergiftungserscheinungen bestimmt. Durch die Aufnahme von Blei Gber die Nahrungskette

des Menschen ergibt sich ein hohes Gefahrdungspotenzial '*’.

1.5 Einsatzmaoglichkeiten von Mikroorganismen und Biomolekiilen zur Um-

weltsanierung und in der Bionanotechnologie

1.5.1 Biosorptive Materialien zur Entfernung von Metallkontamination und Metall-
riickgewinnung

Durch den stetigen Eintrag von ,Schwermetallen® durch natiirliche und anthropogene Wege wie z. B.
Bergbau, Industrieabwasser, Sickerwasser aus Abraumhalden oder technologischen Prozessen
werden natirliche Okosysteme zunehmend geschadigt und gefahrden schlimmstenfalls auch die
menschliche Gesundheit °* """ Bisherige angewandte physikochemische Verfahren zur Umwelt-
sanierung und Dekontamination von Abwassern z. B. durch Fallungen oder lonenaustausch haben
sich teilweise als nicht sehr effektiv, nicht-selektiv und kostenintensiv herausgestellt "3 Als weitere
Konsequenz birgt ein Teil dieser Verfahren den Nachteil der Einbringung weiterer Substanzen in die
Umwelt. Daher riicken vor allem biosorptive Prozesse mit lebender oder toter Biomasse, als auch mit
zellularen organischen Liganden in den Interessenfokus zur Umweltsanierung und der Entwicklung
biologisch basierter Metallfiltermaterialien " "> "'*. Solche Materialen bieten weiter den Vorteil, dass
diese nicht nur zur Sanierung von metallkontaminierten Okosystemen genutzt werden konnen,
sondern auch fiir Recyclingstrategien- und Rohstoffgewinnung von wertvollen und seltenen Metallen
durch selektive Metallabtrennung genutzt werden kdnnen. Ein weiterer Vorteil liegt in der Mdglichkeit
der Regenerierung dieser biologischen Filtermaterialien und damit in ihrer mehrfachen Nutzung zur
Metallentfernung, sowie die Minimierung des Einsatzes von Chemikalien. Dies, die gute Verfugbarkeit
sowie der geringe Preis von Biomasse ermdglichen die Entwicklung eines kostenginstigen und
effektiven Filtermaterials ’. Die sorptiven Eigenschaften von Mikroorganismen sind dabei schon
vielfaltig untersucht worden und variieren stark in Art und Menge des gebundenen Metalls. Die Art des
gebundenen Metalls ist dabei stark von dem jeweiligen Mikroorganismus und dessen Adaption an
spezielle Umweltfaktoren abhangig. Beispielsweise ist Bacillus megaterium in der Lage bis zu 34,5 mg
Cr®/g BTM, Saccharomyces cerevisiae bis zu 0,8 ug Pt**/g BTM und bis zu 12 pg Pd** /g BTM,
Chlorella vulgaris bis zu 98,5 mg Au** /g BTM und bis zu 87,73 mg UO,*" /g BTM zu binden % ""*1"8,
Weitere Beispiele sind die Entfernung von Au3+, Pd** und Pt** durch Desulfovibrio desulfuricans sowie

die Bindung von Eu®* an Bacillus subtilis ''* "*°

. Dies reprasentiert nur eine kleine Auswahl, jedoch ist
nicht jeder Organismus in der Lage grol’e Mengen an Metallen zu tolerieren oder zu binden. Neben
den Untersuchungen mit Biomasse als Sorbent fiir die Metallentfernung aus aquatischen Systemen
werden zunehmend auch zelluldare Bestandteile und Zellwandfragmente wie Lipide, Peptidoglykan,

Proteine oder Chitosan untersucht um ein besseres Verstandnis der Metallbindung zu erhalten und ef-
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fektive Filtermaterialien zu entwickeln '#''%4

. Fir die Entwicklung von Filtermaterialien bedarf es zu-
satzlicher Methoden zur Immobilisierung der Biomasse wie z. B. die Einbettung in verschiedene
Matrixsysteme wie Polysulfone oder Sol-Gel-Keramiken, welche dann in verschiedenen Filteranlagen

wie z. B. Festbettreaktoren und Saulensystemen eingebaut werden kénnen '#7'%7

. Als biosorptive
Materialien sind gerade auch selbstassemblierende Biomolekile wie z. B. S-Layer-Proteine oder
Lipide attraktiv '°. Diese kénnen nach geeigneter Immobilisierung auf technischen Oberflachen als
Mono- und Multischichtsysteme zur Metallentfernung genutzt werden 2239128 Diese Biomolekiile
kdénnen aber nicht nur fur Filtermaterialien genutzt werden, auch in der Bionanotechnologie kénnen sie

vielfaltige Anwendung finden.

1.5.2 Biomolekiile als Template in der Bionanotechnologie

Strukturierte Biopolymere wie z. B. bakterielle S-Layer-Proteine oder abgeschiedene Lipidschichten
bieten neben ihren sorptiven Eigenschaften zuséatzlich die Mdglichkeit fur verschiedene Anwendungen

129

in der Bionanotechnologie genutzt zu werden “°. S-Layer-Proteine kdnnen beispielsweise als

Grundlage fur die Erzeugung sensorischer Schichten zur Detektion und Bindung von Metallen oder

Pharmazeutika genutzt werden 39, 45,130

. Eine weitere Moglichkeit der Nutzung von S-Layern als
Vertreter fir Biomolekile besteht im Bereich der Katalyse, bei dem die Proteine als Template zur
Abscheidung und Erzeugung hochgeordneter Nanopartikelcluster genutzt werden kénnen. So kénnen
beispielsweise Pd- und Pt- Nanopartikelkatalysatoren mit einer hohen katalytisch aktiven Oberflache
fur verschiedene chemische Reaktionen wie z. B. Hydrierungs- oder Kupplungsreaktionen oder zur

131

Synthese von Kohlenstoffnanoréhrchen hergestellt werden . Hochgeordnete Goldnanopartikel

kénnen zusatzlich fir die Herstellung optischer Sonden oder im Bereich Drug Delivery als

132, 133

Katalysatoren zum Einsatz kommen . Zusatzlich kénnen die hochfunktionalen S-Layer als

Antigentragermaterial fir die Herstellung von Vakzinen genutzt werden 39, 134

. Die amphiphilen selbst-
assemblierenden Lipide und Lipidvesikel mit ihren unterschiedlichen Kopf- und Schwanzgruppen
stellen eine weitere interessante Komponente fir die Anwendung in der Bionanotechnologie dar. So
kdénnen zellulare Lipide im Bereich des Wirkstofftransportes von Medikamenten, der Erzeugung biomi-
metischer Systeme, der Nanoelektronik, als Antifoulingmittel und in der Lebensmittelindustrie zur An-
wendung kommen 3 Fir die Entwicklung dieser Anwendungen ist die Charakterisierung der Biomo-
lekiile bezuglich ihrer Zusammensetzung und Interaktion mit potenziellen technischen Oberflachen,
aber auch die Untersuchung von Wechselwirkungen freier Biomolekiile und Biomolekilschichten mit

verschiedenen Metallen oder organischen Molekiilen von grofem Interesse.
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2 Motivation und Zielstellung

In vorangegangenen Untersuchungen wurde das Adsorptions- und Desorptionsverhalten von Metallen
insbesondere von Schwermetallen und Actiniden von vitalen Bakterien der Uranabraumhalde
Haberland (Johanngeorgenstadt) sowohl als Gesamtsystem, als auch von S-Layer-Proteinen als
exponierter Bestandteil der Zelloberfliche intensiv studiert. In diesen Versuchen wurden jedoch
Diskrepanzen der Metallbindungskapazitaten der Zellen und der S-Layer-Proteine festgestellt, die
aufgezeigt haben, dass neben den Proteinen weitere Komponenten oder Prozesse an der
Metallbindung beteiligt sein konnten. Durch die hohe Komplexitdt der bakteriellen Zellwande,
bestehend aus verschiedenen Multischichtsystemen von Membranlipiden, Peptidoglykanen,
Teichonsauren, Proteinen und weiteren Modifikationen wie Zuckern oder Phosphaten wird das
Verstandnis des Bindungsverhalten und der Metallinteraktionen dieser Bakterien auf molekularer
Ebene erschwert. Zudem konzentrierten sich bisherige Untersuchungen auf freie Biomolekile, nicht
jedoch auf biologische Schichten, wie sie in der Zellwand zu finden sind. Diese Untersuchungen
lassen nur bedingt Rickschlisse auf das Gesamtsystem zu. Durch die Untersuchung der Wechsel-
wirkungen der Einzelkomponenten in dieser Arbeit werden detaillierte Informationen Uber die Kom-

plexierung von Biomolekilen mit Metallen erwartet.

Ziel dieser Arbeit ist es, das Metallbindungsverhalten der beiden gram-positiven Mikroorganismen
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und Lysinibacillus sphaericus JG-B53 nach deren Kultivierung ver-
gleichend zu untersuchen. Daflir sollen die primaren Zellwandkomponenten in reiner Form unter
Verwendung geeigneter Verfahren isoliert und bezlglich ihrer Zusammensetzung charakterisiert
werden. Analog zu den Untersuchungen der intakten Zellen, sollen die Metallbindungseigenschaften
der isolierten freien Zellwandbestandteile mit den ausgewahlten Elementen As, Au, Cd, Eu, Pb, Pd, Pt
und U untersucht werden. Dies soll Rickschlisse auf das Bindungsverhalten des Gesamtsystems
geben. Dabei soll die selektive und bevorzugte Bindung einzelner Metalle an den potentiellen
funktionellen Gruppen der Einzelkomponenten und Bakterien diskutiert werden. Dazu sollen nach der
Kultivierung der Mikroorganismen die primaren Zellwandbestandteile wie Membranlipide,
Peptidoglykan mit sekundaren Zellwandpolymeren und S-Layer-Proteine isoliert werden und ihre
Metallbindung in Batch-Sorptionsversuchen unter Verwendung der ICP-MS zur Metallgehaltbe-

stimmung und in spektroskopischen Versuchen naher betrachtet werden.

In der Arbeit sollen zusétzlich zu den Arbeiten mit den freien Biomolekulen erstmals die primaren Zell-
wandbestandteile von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 separat auf technischen
Oberflachen abgeschieden werden um ein vereinfachtes Schichtsystem analog der gram-positiven
Zellwandschichten zu entwickeln. Im Weiteren soll das Einzelschichtmodell der abgeschiedenen S-
Layer-Proteine beider Stamme dazu verwendet werden, Bindungsprozesse online zu verfolgen.
Ebenfalls soll dabei der Einfluss von Metallen auf die Strukturen der S-Layer-Proteine als erste

Interaktionsschicht der Zellen mit der Umwelt erforscht werden. Die Quarzmikrowaage mit
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Dissipationsmonitor (QCM-D) wird dabei als Methode genutzt, um die Abscheidung der biologischen
Einzelschichten von S-Layer-Proteinen, Lipiden und Peptidoglykan beider Stdmme zu untersuchen
und ihre Abscheidungskinetik, Abscheidungsmenge und Schichtstabilitat, aber auch die Metall- und
Metallnanopartikelinteraktion rekristallisierter S-Layer-Proteine zu analysieren. Daflir wird der Einfluss
von Untergrundmodifikationen getestet werden. Erganzt wird die QCM-D Methode durch die Nutzung
der Rasterkraftmikroskopie (AFM), durch die der Schichtaufbau von S-Layer-Proteinen und ihre
Stabilitdt nach der Metall- und Metallnanopartikelinteraktion untersucht wird. Die Kombination dieser
beiden Methoden soll dabei als geeignetes System zur Untersuchung biologischer Grenzflachen

dienen.

Die Daten aus dieser Arbeit sollen dem allgemeinen Versténdnis der Metallinteraktionen sowohl von
Bakterien als Gesamtsystem als auch von biologischen Einzelkomponenten und Einzelschichten
dienen. Dadurch kann das Wissen fir potentielle technische Anwendungen, wie z. B. metallselektive
biosorptive Materialien, sensorische Schichten oder Katalysatortemplates fir Metallnanopartikel

erweitert werden und die Entwicklung solcher innovativen Technologien vorangebracht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und verwendete Gerate

Alle in der Arbeit verwendeten Chemikalien wurden zu grof’en Teilen von den Herstellern Sigma-
Aldrich, Merck, Carl Roth, Alfa Aesar mindestens in den Reinheitsstufen ,zur Analyse“ bezogen. Die
Metallsalzlésungen fiir die Interaktionen der Bakterien und Zellwandkomponenten wiesen eine
Reinheit von > 99,9 % auf. Eine vollstandige Auflistung der verwendeten Chemikalien ist im Anhang
(Tabelle A1) hinterlegt. Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind direkt in den einzelnen

Methodenkapiteln aufgelistet.

3.2 Verwendete Mikroorganismen

Die beiden gram-positiven Bakterien Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und Lysinibacillus sphaericus
JG-B53 stammen aus der Uranabfallhalde ,Haberland“ nahe Johanngeorgenstadt in Sachsen. Diese
beiden Isolate aus Bodenproben zeigten in vorangegangen Untersuchungen eine sehr hohe Affinitat
zu verschiedenen Schwermetallen auf. Gleiches konnte flr deren S-Layer-Proteine erkannt werden,
welche zusitzlich eine hohe chemische und mechanische Stabilitat aufweisen '® ** % Fiir die
Untersuchungen wurden die Bakterienstamme als Kryostasiskultur aus der Stammsammlung des

Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf (HZDR) entnommen.

3.3 Kultivierung von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53

3.3.1 Stammhaltung und Vorkulturen

Die Stammhaltung der Mikroorganismen erfolgte nach Erhalt der Kryostasiskulturen auf
Agarndhrmedien-platten bei Raumtemperatur. Daflir wurde ebenso wie fiur die Vorkulturen ein
Nutrient-Broth (NB)- Mast-medium (4 g/l Pepton, 4 g/l Rindfleischextrakt und 2 g/l Natriumchlorid)
verwendet. Fur die Herstellung der Agarplatten erfolgte die Zugabe von Agar-Agar (18 g/l). Unter
sterilen Bedingungen wurden die Bakterienstdamme in die NB-Mastmedien-Kolben (Vuedium=30 ml)
Uberfihrt. Die Kultivierung der Vorkulturen erfolgt unter aeroben Bedingungen bei 30 °C und 110 rpm
im Schuttelinkubator (SM 30 Control, Edmund Buihler-Labortechnik GmbH, Tubingen).

17



Material und Methoden

3.3.2 Geregelte Kultivierungen im Bioreaktor

Die Kultivierung beider untersuchter gram-positiver Mikroorganismen erfolgte im Batch-Verfahren in
einer 70 | Bioreaktoranlage (Pilot System 70 |, Applikon Biotechnology B.V., Delft, Niederlande). Alle
Kultivierungen wurden mit dem beschriebenen NB-Mastmedium durchgeflihrt. Hierfur wurden 50-60 |
flissiges Medium direkt im Rihrkessel vorgelegt und mit 1,5 ml Antischaummittel (Antifoam 204)
versetzt. Die Sterilisation erfolgte direkt in der Steam-in-Place Bioreaktoranlage bei 122 °C mit einer
Haltdauer von 30 Minuten. Nach Abkulhlen und vollstandiger Sauerstoffsattigung des Nahrmediums
erfolgte der Anschluss der Peripheriegerdte und Schlauchverbindungen. In vorangegangen
Untersuchungen haben sich die Kultivierungsparameter pH-Wert (pH=7,0), Temperatur (T=30 °C) und
eine minimale Gel6stsauerstoffrate (dO,) von 30 % als Wachstumsoptimum fiir die Bakterien
herausgestellt '*® "*°. Die automatisierte Regulierung des pH-Wertes wurde durch 1 M H,SO4 und 2 M
NaOH als Korrekturflissigkeiten realisiert. Der minimale Sauerstofflevel wurde Uber die
Ruhrergeschwindigkeit (minimal 200 U/min) reguliert. Bei einem Unterschreiten des Wertes und
Erreichen der maximalen Rihrerdrehzahl von 1000 U/min erfolgte ein zusatzlicher Lufteintrag Uber ein

sekundares pneumatisches Druckventil.

Die Vorkulturen wurden in einem Volumen von ca. 250 ml automatisch in den Reaktor zudosiert und
die Datenaufzeichnung (Software BioXpert V2, Applikon Biotechnology B.V., Delft, Niederlande) zur
Kultivierung gestartet, um die Wachstumsparameter zu verfolgen. Wahrend der Kultivierungen wurden
online die Parameter des Geldstsauerstoffs (dO, in %), des pH-Wertes, Saure- und Basenverbrauchs
(ml) sowie RuUhrergeschwindigkeit (U/min) erfasst. Zusatzlich erfolgte die Wachstumsverfolgung
mittels des nicht-invasiven Tribungsmessgerates BugEye 2100 (BugLab LLC, Concord (CA),
USA) "% \Weiter erfolgte eine stiindliche Probennahme zur Ermittlung von offline Parameter wie
OD, BTM, SDS-Proteinprofile, Gesamtproteinkonzentration und mikroskopische Verlaufskontrolle.
Beim Erreichen des Endes der exponentiellen Wachstumsphase erfolgte die Zellernte (Kapitel 3.5.1),
da hier eine maximale Ausbeute an S-Layer-Proteinen und weiteren Zellwandbestandteilen erreicht

werden sollte.

3.3.3 Ungeregelte Kultivierungen im Schiittelkolben

Zur Gewinnung von Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase, welche flir die Sorptionsversuche
mit intakten Zellen genutzt wurden, erfolgte die Kultivierung in 500 ml Schiittelkolben. Das NB-
Nahrmedium wurde unter sterilen Bedingungen in der Laminarbox (Hera safe®, Kendro, Laboratory
Products, Langenselbold, Deutschland) mit 5 ml flissiger Vorkultur inokuliert und fir ca. 4-5h im
Schuttelinkubator bei 30 °C und 110 rpm inkubiert. Das Bakterienwachstum wurde durch eine
stiindliche Probennahme kontrolliert. Hierflir wurden die optische Dichte bei 600 nm (OD) und die
Biotrockenmasse (BTM) bestimmt sowie eine mikroskopische Verlaufskontrolle durchgefiihrt (Kapitel
3.5.2).
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3.4 Offline Methoden zur Verfolgung des Bakterienwachstums und

Proteinexpression

Zur Analyse des mikrobiellen Wachstums wurden zusatzlich zu den online Daten auch offline Proben
untersucht. Hierzu wurden die im Folgenden beschriebenen Methoden genutzt. Zusatzlich erfolgte zur
Darstellung der Proteinexpression der untersuchten und aufgeschlossenen Bakterien (Kapitel 3.6.1)
eine SDS-PAGE (Kapitel 3.7.1).

3.4.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) der Bakteriensuspensionen wurde bei einer Wellenlange (A) von 600 nm an
einem UV/VIS Spektrometer (UItrospec:® 1000, Amersham Pharmacia Biotech, Grof3britannien) ge-
messen. Die Proben aus den Kultivierungen wurden gegen sterilfiltriertes NB-Mastmedium als
Referenz gemessen. Fur die Bestimmung der optischen Dichte fiir die Sorptionsversuche erfolgten die

Referenzmessungen gegen sterilfiltrierte 0,9 %ige NaCl-Losung (pH=6,0).

3.4.2  Ermittlung der Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) wurden 1-5 ml Bakteriensuspension in bis zur Massen-
konstanz ausgeheizten Probenrdéhren Uberfihrt und bei 5000 g bei Raumtemperatur fir 5 Minuten
zentrifugiert (Galaxy MiniStar Mikrozentrifuge, VWR Deutschland). Die erhaltenen Zellpellets wurden
bei 105 °C im Trockenschrank bis zur Massenkonstanz getrocknet. Die Ermittlung der BTM erfolgte

jeweils in einer Dreifachbestimmung.

3.4.3 Mikroskopische Untersuchungen

Die mikroskopischen Aufnahmen zur Kontrolle des Bakterienwachstums, zur Uberpriifung des Isolie-
rungsfortschritts sowie der Kontrolle der Batch-Sorptionsversuche wurden mit einem Phasenkontrast-
mikroskop (BX61 motorisiertes Forschungsmikroskop, Olympus Germany LLC, Deutschland) durchge-
fihrt. Die Aufnahmen wurden sowohl in einer 400- als 1000-facher VergroRerungsstufe mit der
Software Cell*P (Version 3.1, Olympus Soft Imaging Solutions LLC, Minster, Deutschland)
angefertigt.

3.4.4 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentrationen mittels Uv-vis
Spektroskopie

Die Gesamtproteinkonzentration wurde mittels UV/VIS Spektroskopie (Nanodrop® 2000c, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham (MA), USA) bestimmt. Dabei erfolgte die Bestimmung der
Proteinkonzentrationen Uber das spezielle Adsorptionsmaximum bei einer Wellenlange von A=

280 nm, welches charakteristisch flr Nukleinsauren ist. Jeweils 5 ml Bakteriensuspension aus den
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Probennahmeintervallen wurden bei 8000 g fir 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und drei Mal mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde ein Kurzaufschluss (Kapitel 3.6.1) durchgefihrt und 2,5 yl des
erhaltenen Uberstands am Photometer unter Verwendung eines Extinktionskoeffizienten (e=1)

vermessen. Als Referenzsubstanz diente eine 10 %iges SDS-Lésung.

3.4.5 Bestimmung der Zellzahl mittels Flowcytometrie

Zur Wachstumskontrolle der Mikroorganismen wahrend der Kultivierungen wurde das Verfahren der
Flowcytometrie genutzt. Die Flowcytometrie (Durchflussanalyse) ist eine sehr vielfaltige offline-
Analysenmethode mit deren Hilfe nicht nur einfache Bestimmung der Partikelzahl pro Milliliter
gewonnen werden kénnen sondern vielmehr auch Aussagen zur Zelldynamik und morphologischen
Eigenschaften (GroRRe, Oberflachenbeschaffenheit und Granularitat) der Zellen zulassen. Diese
spezielle Partikelmesstechnik detektiert die zu vermessenden Zellen entsprechend ihrer
Eigenschaften. Dazu werden die Zellen in einen Hiillstrom eingebettet und so hydrodynamisch in der
Strahimitte fokussiert. Passieren die einzelnen Zellen einen Laserstrahl so wird der Streulicht- bzw.
Fluoreszenzimpuls mittels eines Sekundarelektronenvervielfachers (SEV) zu einer zentralen
Auswerteeinheit Ubertragen. Mit einer genauen Kalibrierung des Gerates und den detektierten
Signalen koénnen strukturelle Aussagen Uber die Mikroorganismen als auch Uber die Zellanzahl

gewonnen werden.

PROBENVORBEREITUNG UND MESSUNGEN AM FLOWCYTOMETER

Fir die Messungen der Zellzahl und der Streuungseigenschaften wurde das Gerat CyFIow® Space
(Partec, Munster Deutschland), welches mit einem luftgekihlten Festkorperlaser (A=488 nm), sowie
den beiden Diodenlasern der Wellenldange A=405 nm und A=561 nm ausgestattet ist, gemessen. Zur
Fokussierung der Probe wurde diese in einem Hullstrom (Reinstwasser mit 0,01 % Triton X-100,
0,04 % NaNgs, sterilfiltriert und im Ultraschallbad entgast) eingebettet. Die Datenanalyse und -
auswertung erfolgte Uber die Software FloMax® (Version 2.51, Partec, Munster, Deutschland). Vor
Beginn der Messung erfolgte zunachst eine Geratekalibrierung mit 1 um und 3 pym fluoreszierenden
.Calibrationbeads®, um eine GroéReneinordnung der Bakterien zu erhalten. Jeweils 5ml der
Kultivierungsproben wurden bei 8000 g, 4 °C fiur 10 Minuten zentrifugiert (Heraeus Biofuge Stratos
Zentrifuge, Thermo Fisher Scientific, USA). Das Pellet wurde anschlieRend drei Mal mit je 5 ml
sterilfiltrierter phosphatgepufferter Salzlésung (PBS - 8,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,42 g Na,HPO,, 0,27 g
KH,PO,, pH=7,4) gewaschen. Die vom Medium befreiten Zellen wurden mit 5 ml PBS versetzt und in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis kurz vor der Messung bei -20 °C gelagert. Die fllissigen
Proben wurden soweit mit PBS verdinnt, dass eine maximale Zahlrate von 1000-1100
Ereignissen/Sekunde nicht Uberschritten wurde, um eine Signalverfalschung zu vermeiden. Die
Messung der Bakteriensuspension und der PBS-Referenz erfolgten mit einer Durchflussgeschwindig-
keit von 2,2-4,4 ul/s.
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3.5 Zellernte und Zellbehandlung
3.5.1 Zellernte aus geregelter Kultivierung

Die Mikroorganismen wurden am Ende der exponentiellen Wachstumsphase mittels einer. Durchfluss-
zentrifuge (Powerfuge Pilot Separation System Serie 9010-S, Carr Centritech, Florida, USA) bei
17000 g bei 4 °C geerntet. Zuvor erfolgte eine Absenkung der Bioreaktortemperatur auf 8 °C, um ein
weiteres Wachstum wahrend der ca. 1,5 stindigen Zellernte zu minimieren und um die Sporulation
der Bakterien zu vermeiden. Die erhaltene Biofeuchtmasse wurde bis zur weiteren Verwendung bei -
20 °C gelagert. Zur Vorbereitung des Zellaufschlusses wurde die gefrorene Biomasse bei 4°C Uber
1 Stunde langsam angetaut und anschlieRend zwei Mal mit Standardpuffer (50 mM TRIS, 1 mM
MgCl,, 10 mM CaCl, und 3 mM NaN3, pH=7,5) gewaschen.

3.5.2  Zellernte aus ungeregelter Kultivierung

Die Ernte der Biomasse aus den Schuttelkolben erfolgte mittels Zentrifugation bei 8000 g, 4 °C fur
20 Minuten (Sorvall® Evolution RC Superspeed Zentrifuge, Thermo Fisher Scientific®, USA). An-
schlielend wurde die Biomasse drei Mal mit steriler 0,9 %iger NaCl-Lésung (pH=6,0) gewaschen und

direkt nach Einstellung der entsprechenden Zelldichte fiir die Sorptionsversuche genutzt.
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3.6 Zellaufschluss und Extraktion der Zellwandkomponenten

Zur Extraktion der einzelnen primaren Zellwandkomponenten wurden die im Folgenden beschrieben
Methoden angewandt. In Abbildung 7 ist schematisch die Isolierungsstrategie ausgehend von der ge-

wonnenen bakteriellen Biomasse vereinfacht dargestellt.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Isolierung der Zellwandkomponenten.

3.6.1 Kurzaufschluss der Zellen fiir SDS-PAGE

Die gewaschene und anschlieRend zentrifugierte Biomasse wird zum Denaturieren der S-Layer-
Proteine mit einer 10 %igen SDS-L6sung versetzt und fir 30 Minuten bei 95 °C im Wasserbad (Typ
WB, Memmert, Schwabach, Deutschland) inkubiert. Anschliefend wird das Pellet mittels
Zentrifugation (8000 g, 20 °C, 10 Minuten) abgetrennt und der Uberstand zur Auftragung fiir die SDS-
PAGE genutzt.

3.6.2 Mechanischer Zellaufschluss und Fragmentseparation

Zur weiteren Isolierung der Zellwandbestandteile wurde die resuspendierte Biomasse unter
Verwendung eines modifizierten mechanischen Verfahrens nach Engelhard, H. et al. (1986), Sprott,
G.D. et al. (1994) und Raff, J. (2002) aufgeschlossen "**™'. Zunachst erfolgte die Entfernung der
Flagellen von den Bakterien mittels eines Dispergiergerates (Ultra Turrax T18 basic, IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland) fur 10 Minuten auf Stufe 3 unter stetiger Eisbadkihlung (4 °C). Anschliellend
wurde die homogenisierte Suspension bei 8000 g, 4 °C fiir 20 Minuten (Sorvall® Evolution RC

Superspeed Zentrifuge, Thermo Fisher Scientific®, USA) zentrifugiert. Danach wurde das erhaltene
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Zellpellet zwei Mal mit Standardpuffer gewaschen und der Uberstand mit den abgetrennten Flagellen

wurde verworfen.

Das gewaschene Zellpellet wurde in einem Verhaltnis von 1:4 (w/v) im Standardpuffer resuspendiert.
Zum Verdau von Nukleinsauren und zur Vermeidung hochviskoser Suspensionen erfolgte die Zugabe
von DNase Il und RNase (je 0,4 Einheiten/g BFM). AnschlieBend wurde die beige Zellsuspension
mittels eines Hochdruckhomogenisators (M-110EH-30 Pilot, Microfluidics, Westwood (MA), USA)
unter Verwendung einer y-Kammer bei einem Druck von ca. 1000 bar und unter stetiger Kihlung von
5-7 °C aufgeschlossen. Nach jedem Zyklus wurde der Fortschritt des Aufschlusses mikroskopisch
kontrolliert. Waren mittels dieser Kontrolle mehr als 3 intakte Zelle im Fokusfeld des Mikroskops zu

erkennen wurde ein weiterer Aufschlusszyklus durchgefiihrt.

Die nun roétlich-beige erscheinende Zellfragmentsuspension wurde im Anschluss bei 27500 g, 4 °C flr
60 Minuten zentrifugiert. Der erhaltene rotliche Uberstand, der den (berwiegenden Anteil der
Membranlipide enthalt, wurde zur direkten Extraktion der Lipide (Kapitel 3.6.3) verwendet. Das beige-
graue Pellet wurde zwei Mal mit Standardpuffer gewaschen und zur Extraktion der S-Layer-Proteine
und des Peptidoglykans genutzt. Die Uberstdnde aus den Waschschritten des Pellets wurden zur

Ausbeutesteigerung mit dem rotlichen Uberstand der Lipide vereinigt.

3.6.3 Extraktion der Membranlipide

Fir die Extraktion der Membranlipide wurde eine kombinierte Methode einer mechanisch-
enzymatischen und einer adaptierten Losungsmittelextraktion nach Bligh, E. G. et al. (1959) und
Morrison, W. R. et al. (1964) verwendet 142,143,

Die vereinigten rétlichen Uberstande, welche nach dem mechanischen Zellaufschluss erhalten
wurden, wurden zur weiteren Extraktion der Phospholipide verwendet. Die in Lésung befindlichen
Lipide wurden mittels Ultrazentrifugation (Sorvall WX Ultra 80, Thermo Fisher Scientific, Waltham
(MA), USA; Rotor A-621) bei 39000 g bei 4 °C Uber 4 Stunden sedimentiert. Dieser Schritt wurde zwei
Mal wiederholt bis der Uberstand keine Triibung und rétliche Farbung mehr aufweist. Die vereinigten
rotlichen lipidhaltigen Pellets wurden in Reinstwasser resuspendiert (T18 basic Ultra Turrax®, IKA
Labortechnik, Staufen, Deutschland) und gewaschen. AnschlieRend erfolgte eine erneute
Ultrazentrifugation bei 100000 g bei 4 °C uber 3 Stunden. Der Uberstand mit abgetrennten Proteinen
und weiteren Biomolekilen wurde verworfen. Das gewaschene rotbraune Pellet wurde erneut mit
Reinstwasser mit Hilfe des Dispensers resuspendiert und mit unspezifischer Proteinase K (0,15 g/l)
versetzt und bei 4°C fur 24 Stunden im Uberkopfschiittler (Multi RS-60, Lab4You, Berlin,
Deutschland) inkubiert, um enthaltene Proteine zu verdauen. Nach dem Proteinverdau wurde bei
200000 g bei 4 °C uber 2 Stunden zentrifugiert und anschlieend wie vorher beschrieben zwei Mal mit

Reinstwasser gewaschen, um weitere Proteine abzutrennen.

Die Lipide wurden in wenig Reinstwasser resuspendiert und zur weiteren Lésungsmittelextraktion ver-

144

wendet . Daftr wurde die wassrige Lipidsuspension in einem Verhaltnis von 1:1:3 (v/v) mit Methanol
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und Chloroform gemischt und in einen Scheidetrichter tberfiihrt. Durch wiederholtes Ausschitteln
wurden die Membranlipide in die organische Chloroformphase (untere Phase) Uberfiihrt. Diese wurde
vorsichtig entfernt und die wassrige Phase wurde erneut mit Chloroform versetzt und erneut ge-
schittelt. Die vereinigten Chloroformphasen, welche Reste von Methanol beinhalten, wurden am
Vakuumrotationsverdampfer (VV 2001, WB 2001, Heidolph, Schwabach, Deutschland) bis zur
Trockne eingeengt. Die eingeengten Lipide wurden in wenig Chloroform angeldst und aus dem Rund-
kolben in 10 ml Kapsolutflaschen uberfuhrt. Hier wurde das Chloroform unter einem stetigen Stick-
stoffstrom (N) entfernt. Zur vollstandigen Trocknung wurden die Lipide lyophilisiert (Alpha 1-4 LSC
Freeze dryer, Martin Christ Freeze dryers LLC, Osterode, Deutschland). Der Extraktionserfolg wurde
mittels Dunnschichtchromatographie (Kapitel 3.7.3) dokumentiert, sowie die Abtrennung der ent-
haltenen Proteine mittels SDS-PAGE (Kapitel 3.7.1) und Proteinbestimmung nach Lowry (Kapitel

3.7.2) nachgewiesen.

3.6.4 Isolierung von Surface-Layer-Proteinen

Die Reinigung der S-Layer-Proteine erfolgte nach einer adaptierten Methode nach Raff 128,140. 145 Die
gewaschenen mittels Hochdruckhomogenisator aufgeschlossenen Zellen wurden mittels eines
Dispensers im Standardpuffer homogenisiert und mit 1 % (w/v) Triton X-100 versetzt, um verbliebene
Lipidreste zu entfernen. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fir 20 Minuten unter schutteln bei
150 rpm inkubiert und anschlieend bei 27500 g und 4 °C fir 60 Minuten zentrifugiert. Das erhaltene

zweischichtige Pellet wurde zwei Mal mit Standardpuffer gewaschen.

Das obere helle Pellet wird in Standardpuffer resuspendiert. Das untere grauliche Pellet wurde fiir die
Isolierung des Peptidoglykans (Kapitel 3.6.5) verwendet. Dem resuspendierten weilRen Pellet wird
0,2 g/l Lysozym hinzugefiigt und der Ansatz fir 6 Stunden bei 30 °C unter Schitteln (110 rpm)
inkubiert. Hierbei wurden die 8-1,4-glykosidischen Bindungen zwischen N-Acetylmuraminsaure und N-
Acetylglucosamin des sich in dem Extrakt befindlichen Peptidoglykans enzymatisch gespalten "% ™.
Nach der Zentrifugation (45000 g, 4 °C, 60 Minuten) wurde ein zweifarbiges Pellet erhalten. Die obere
proteinhaltige weilde Schicht wurde selektiv mit dem Zentrifugationsiiberstand vom unteren beigen
Pellet, welches das aufgespaltene Peptidoglykan enthalt, getrennt. Die weiRe Suspension wurde im
Verhaltnis von 1:1 (v/v) mit Guanidinhydrochloridlésung (6 M GuHCI, 50 mM TRIS, pH=7,2) zum
solubilisieren der Proteinpolymere versetzt und iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die klare leicht beige
Lésung wurde im Anschluss sterilfiltriert (0,2 um Filter) und das Filtrat bei 45000 g fiir 60 Minuten bei
4 °C zentrifugiert, um enthaltene Verunreinigung zu entfernen. Der Uberstand wurde unter
mehrmaligen Austausch der Dialysefliissigkeit gegen Rekristallisationspuffer (1,5 mM TRIS, 10 mM
CaCl,, pH=8,0) Uber 48 Stunden dialysiert (Dialysemembran, MWCO 50000 Da). Anschliel’end
erfolge die Dialyse Uber 24 Stunden gegen Reinstwasser, um die Puffersubstanzen zu entfernen. Das
Prazipitat, welches nach der Zentrifugation (45000 g, 4 °C, 60 Minuten) erhalten wurde, wurde in
wenig Reinstwasser resuspendiert und anschlieBend zur ldngeren Haltbarkeit der Proteine

lyophilisiert.
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3.6.5 Gewinnung der Peptidoglykanschicht

Nach dem Entfernen letzter Lipidfragmente durch den Einsatz von Triton X-100 erfolgt das selektive
Resuspendieren des erhaltenen zweifarbigen Zellfragmentpellets in wenig Standardpuffer. Das untere
graue Pellet, welches das Peptidoglykan mit den verankerten sekundaren Zellwandpolymeren enthielt,
wurde von dem oberen S-Layer-Proteinen haltigen Pellet getrennt. Im Folgenden wird diese graue
Zellkomponente als PG+ bezeichnet. Das PG+ wurde mit Guanidinhydrochloridlésung (6 M GuHCI,
50 mM TRIS, pH=7,2) im Verhaltnis 1:10 (v/v) versetzt, um anhaftende S-Layer-Polymer und weitere
Proteine in Lésung zu Uberfihren. Die PG+ Guanidinhydrochloridlésung wurde unter konstanten
Schitteln (150 rpm) bei Raumtemperatur fir 60 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde das PG+
mittels Zentrifugation bei 45000g und 4 °C (ber 60 Minuten vom proteinhaltigen Uberstand
abgetrennt. Das erhaltene Pellet wurde in Reinstwasser im Verhaltnis 1:5 (v/v) unter Verwendung
eines Dispensers (T18 basic Ultra Turrax®, IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland) resuspendiert.
Zur Entfernung von GuHCI- und Proteinresten erfolgte eine 24 stiindige Dialyse (Dialysemembran,
MWCO 50000 Da) gegen Reinstwasser bei 4 °C. Der Dialysemembraninhalt wurde im Weiteren bei
45000 g bei 4 °C Uber 45 Minuten zentrifugiert. Um weitere Proteinanhaftungen am PG+ zu entfernen,
erfolgte die Denaturierung dieser durch Zugabe von 20 ml SDS-Lésung (1 % SDS (w/v), 50 mM TRIS
HCI). Dieser Ansatz wurde fir 20 Minuten gekocht und anschlieRend bei 45000 g, 20 °C und
60 Minuten zentrifugiert. Diese Prozedur wurde mit dem erhaltenen Pellet zwei Mal wiederholt.
Anschliefdend wird, um das SDS und Proteine von dem gereinigten PG+ zu entfernen, das Pellet flinf
Mal mit Reinstwasser gewaschen und nach jedem Reinigungsschritt flir 30 Minuten bei 45000 g und

20 °C zentrifugiert. Das gereinigte PG+ wurde in wenig Reinstwasser resuspendiert und lyophilisiert.

3.6.6 Herstellung von kleinen unilamellaren Vesikel aus Lipidsuspensionen

Zur Ausbildung einer Lipiddoppelmembran auf technischen Oberflachen mittels der Quarzmikrowaage
(Kapitel 3.10.3) war es notwendig, Lipidvesikel in einer einheitlichen GroRenverteilung herzustellen.
Die mit der im Folgenden beschriebenen Methode hergestellten kleinen unilamellaren Vesikel (SUV,
englisch: small unilamellar vesicles) mit einem maximalen spharischen Durchmesser von 50 nm

(Abbildung 8) sollen ideal zur Ausbildung einer solchen Schicht geeignet sein '*

. Aufgrund der
bendtigten Ausgangsmenge der Lipide wurde auf Modelllipide zuriickgegriffen, welche in der

Lipidzusammensetzung der Stamme Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 ahnlich sind.
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Abbildung 8: Schematische Einordnung der héufigsten genutzten und vorkommenden Lipidvesikel nach Aufbau und
sphirischen Durchmesser, adaptiert nach Jesorka, A. et al. (2008) '*'.

300 mg Phospholipid (PC aus Lecithin) wurden in einem Rundkolben vorgelegt und in 30 ml
Chloroform gel6st. Die Lésung wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt und das Losungsmittel
wurde mittels  Stickstoffstrom  entfernt.  AnschlieRend wurde die  Suspension am
Vakuumrotationsverdampfer bis zur vollstandigen Trockne eingeengt. Die multivesikularen Lipide
wurden in 30 ml Puffer (10 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH=8,0) suspendiert. Die tribe gelblich-weille
Suspension wurde mittels Ultraschallaufschluss (Digital Sonifier W-250 D, Branson Ultrasonic
Corporation, Danbury (CT), USA) zur Herstellung der SUVs genutzt. Hierflir wurde die Suspension
unter stetiger Eisbadkihlung (4 °C) bei einer Leistung P.,x=85W dem Ultraschallaufschluss
unterzogen. Die Gesamtschalldauer betrug 36 Minuten. Beim Erreichen von einer maximalen
Temperatur von 15 °C in der Lésung, erfolgte eine Kiihlpause bis eine Temperatur von 4 °C erreicht
wurde und der Leistungseintrag fortgefiihrt werden konnte. Die so erhaltene Suspension wurde direkt
fur die Ultrazentrifugation (161000 g, 8 °C, 1,25 Stunden) verwendet. Die unterschiedlichen Fraktionen
der Zonenzentrifugation wurden unter vorsichtiger Abnahme mittels Kantilenspritzen aus dem Uber-
stand separiert (Abbildung 9). Die einzelnen Fraktionen wurden mittels PCS (Kapitel 3.15) bezlglich
deren Groflenverteilung untersucht.
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Abbildung 9: Zonenodzentrifugation der Vesikel und Separation aus den einzelnen Zonen.
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3.7 Charakterisierung isolierter Zellwandkomponenten

3.7.1 SDS-PAGE zur Proteinidentifizierung

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine der am haufigsten ge-
nutzten Methoden zur Analyse komplexer Proteinmischungen, der Bestimmung ihrer
Molekulargewichte und der Reinheitskontrolle. Die Analyse basiert auf dem diskontinuierlichen
Verfahren nach Laemmli, U. K. (1970) 8. Durch das anionische Detergenz SDS wird die Quartar- und
Tertidrstruktur zerstort und die Eigenladungen der Proteine werden so effektiv Uberdeckt, sodass
Mizellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseeinheit (1,4 g SDS pro 1 g Protein) entstehen. Die
Proteinauftrennung erfolgt nur nach ihrem Molekulargewicht. Die Proteinbewegung zur Anode nach
dem Anlegen einer Spannung im elektrischen Feld ist somit nur noch von der Proteinmasse (Da)

abhangig.

3.7.1.1 Herstellung der Gele

Die verwendeten Gele fir die SDS-Page (BxHxT: 90 mm x 75 mm x 1,5 mm) wurden mit Hilfe eines
Gielistandes der Firma Bio-Rad gegossen. Fir die Reinheitskontrolle der S-Layer-Proteine sowie zur
Uberpriifung der Proteinentfernung aus den Lipid- und Peptidoglykanproben und der Proben der
Kultivierungen wurde ein 10 %iges Trenngel (H=50 mm) sowie ein 4 %iges Sammelgel (H=25 mm)
verwendet. Die Zusammensetzungen und das Pipettierschema fir beide Gele ist in Tabelle 1

dargestellt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Trenn- und Sammelgele (Angabe fiir 2 Gele).

Chemikalien 10 %iges Trenngel (ml) 4 %iges Sammelgel (ml)
VE-Wasser 9,7 6,34
Trenngelpuffer 5

1,5 M TRIS (pH=8,8)

Sammelgelpuffer s
0,5 M TRIS (pH=6,8) '
40 % Acrylamid/ Bisacryl- 5 1
amidlésung (37,5:1)

10 % SDS-Losung 0,2 0,1
TEMED 0,01 0,01
APS 0,1 0,05

Fir die Herstellung der Gele wurde zuerst VE-Wasser, Trennpuffer und Acrylamid/Bis gemischt und
unter Ruhren im Exsikkator unter Vakuum fir 30 Minuten entgast. Nach der Zugabe der restlichen
Substanzen gemafl dem Pipettierschema wurde das Gel zwischen zwei Glasplatten in dem Giel3stand

gegossen und mit wassergesattigten n-Butanol Gberschichtet, um ein Austrocknen der oberen Schicht
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des Trenngels zu verhindern. Nach erfolgter Polymerisation (50 bis 60 Minuten) wurde das 25 mm
hohe Sammelgel nach dem gleichen Vorgehen hergestellt und auf das Trenngel gegossen. Zur
Ausbildung der 10 Probentaschen wurde direkt nach dem Gielten ein Geltaschenformer eingesetzt

und nach erfolgreicher Polymerisation (30 Minuten) wieder entfernt.

3.7.1.2 Probenvorbereitung und Durchfiihrung der SDS-PAGE

Zur Probenvorbereitung wurden 20 pl Probe 1:1 mit dem Probenpuffer (Tabelle 2) versetzt und fir flnf
Minuten bei 95 °C im Thermoblock (ST51 OSA, Bibby Scientific Limited, Staffordshire, Grol3britannien)
inkubiert. Hierdurch werden die Tertidr- und Sekundarstrukturen durch Aufspalten der
Wasserstoffbricken der Moleklle zerstért. Durch das enthaltende B-Mercaptoethanol kénnen

zusatzlich enthaltene Disulfidbriicken zerstort werden.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Probenpuffers. Tabelle 3: Zusammensetzung des 10 fach konzentrierten
Laufpuffers.

Chemikalien Zusammensetzung Chemikalien Zusammensetzung
TRIS 1,97 g TRIS Base 30,28 g
Bromphenolblau 5 mg Glycin 144,13 g
Glycerin (reinst) 5,8 ml SDS 1049
SDS 19 VE-Wasser ad 1000 ml
B-Mercaptoethanol 2,5ml TRIS Base 30,28 g
Reinstwasser ad 50 ml Glycin 144,13 g

Das Gel wurde in eine vertikale Elektrophoresekammer der Firma Bio-Rad eingesetzt und mit
1:10 (v/v) verdinnten Laufpufferkonzentrat (Tabelle 3) versetzt. Nach der Inkubation der Proben
wurden diese kurz zentrifugiert und der Uberstand in die Probentaschen pipettiert. Wenn nicht anders
angegeben wurden stets 2-5 ug Gesamtproteingehalt pro Geltasche aufgetragen. Die Kontrollproben
der Lipidextraktion zur Verifizierung der Proteinabtrennung wurden unverdiunnt aufgetragen. Als
Referenz wurde bei jedem Gel 5 pl eines definierten Proteingelmarker (Thermo Scientific, Tabelle A1)
in eine Probentasche zur Verifizierung des Molekulargewichtes im Bereich von 20 bis 200 kDa
pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung von 60V fir ca. 30 Minuten zum
Durchlaufen des Sammelgels und 120 V im Trenngel bis die Laufmittelfront die Unterkante des Gels

erreicht hat.
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3.7.1.3 Kolloidale Coomassie Farbung von SDS-Gelen

Zur Detektion der aufgetrennten Proteinbanden wurde eine unspezifische Farbung mit Coomassie
Brillant Blau R 250 durchgefiihrt. Dieser Farbstoff bindet unspezifisch an kationische, unpolare und
hydrophobe Proteine, wodurch eine Vielzahl von Proteinen nachgewiesen werden kdnnen '*® Das Gel
wurde ca. 2 Stunden in der Fixierldsung (Tabelle 4) bei Raumtemperatur auf dem Laborschdttler (IKA-
Vibrax-VXR, IKA®-Werke GmbH & Co.KG, Staufen, Deutschland) inkubiert. AnschlieRend wurde das
Gel in einer Farbelésung (Tabelle 5) tGber Nacht inkubiert. Nach dem AbgieRen der Farbelésung
wurde das Gel unter mehrmaligen Wechsel des genutzten VE-Wassers entfarbt. Die
Auswertungsbilder wurden mit einem Geldokumentationssystem (VersaDoc Imaging System 3000,

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) aufgenommen.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Fixierungslosung. Tabelle 5: Zusammensetzung der Coomassie-
Farbelosung.
Chemikalien Zusammensetzung Chemikalien Zusammensetzung
Essigsaure 10 % Coomassie-Stammlésung
Ethanol (96 %, vergallt) 50 % 2 % 0-H,PO,
10 % (NH,).S0, 375 ml

0,1 % Coomassie
Brillant Blau G250

Methanol 125 mi

3.7.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration und zur Kontrolle der erfolgreichen Proteinentfernung aus
den Lipid- und Peptidoglykanisolaten wurde eine modifizierte Proteinbestimmung nach Lowry unter
Verwendung eines Proteintestkits (Total Protein Kit, Sigma Diagnostics, Deisenhofen) durch-
geflhrt %0 Dieses Verfahren beruht im ersten Schritt auf einer Biuret-Reaktion bei der im Alkalischen
ein blauer Cu(ll)-Peptid-Komplex gebildet wird. Anschlielend erfolgt eine Reduktion von Cu(ll) zu
Cu(l), welches das gelbliche Folin-Ciocalteu-Reagenz zu Molybdanblau reduziert Dieser
Farbumschlag wurde bei einer Wellenlange von A=750 nm quantitativ detektiert. Daftir wurden 1-10 pl
Probe mit 0,1 M NaCl-Lésung auf 50 pl aufgefullt und 1:1 (v/v) mit Deoxycholatldsung gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurden 50 pl Trichloressigsaure (70 %ig) zugegeben und das
gebildete Prazipitat durch Zentrifugation (15 Minuten, 15000 x g, 20 °C) abgetrennt. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 0,5 ml Lowryreagenz aufgenommen und 1:1 (v/v) mit Reinstwasser
verdinnt. Nach einer Inkubation von 20 Minuten wurden 250 pul Folin-Ciocalteu-Reagenz zugegeben
und der Reaktionsansatz wurde erneut fir 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die photometrische Messung (uQuant MQX200, BIO-TEK Instruments, Winooski (VT), USA).
Zur Kalibrierung und Quantifizierung der Proteinmenge wurde eine Rinderserumalbuminlésung (O-

400 pg/ml) verwendet, welches analog der Proben behandelt wurde.
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3.7.3 Diinnschichtchromatografie zur Lipidcharakterisierung

Zur Charakterisierung der isolierten Lipide diente die Diinnschichtchromatografie (DC). Hierbei wurde
das zu analysierende Substanzgemisch auf einer stationdren festen Phase aufgetragen und durch
spezifische Wechselwirkungen unter Verwendung einer flissigen mobilen Phase aufgetrennt 11
Durch verschiedene Visualisierungsmethoden wie z. B. UV-Aktivitdt oder Farbetechniken kdnnen die
einzelnen Komponenten dargestellt werden. Der Trennerfolg wurde anschlieBend iber den
Retensionsfaktor (R;) beschrieben. Der Ri-Wert einer Substanz ist als Quotient der zurlickgelegten
Strecke des Substanzfleckes von der Startlinie auf der stationaren Phase und der Gesamtlauflange
(Start- bis Endlinie) des Eluentengemisches definiert und wurde als einheitenloser Zahlenwert
angegeben. Optimal liegt dieser Wert zwischen 0,3 und 0,6 "2 Fiir die Auftrennung der Lipide von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 wurde eine mobiles Eluentengemisch von
Chloroform/Methanol/Wasser im Verhaltnis von 60:35:8 gewahlt. Dieses zeigte in vorangegangen
Untersuchungen mit Modelllipiden wie z.B. Lecithin (Phosphatidylcholin- und Phos-phatidyletha-
nolamin-gruppen), 1,2-Dioctadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin und 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phospho-L-serin den besten Trennerfolg '** '>*.

Die lyophilisierten Lipidproben wurden in wenig Eluentengemisch geldst, 2-5 ul Probe wurde mit Hilfe
einer Glaskapillare auf die stationare Phase aufgetragen und das Losungsmittelgemisch wurde abge-
dampft. Als stationdre Phase diente eine immobilisierte 0,2 mm Kieselgel-60-Schicht mit Fluoreszenz-
indikator (Polygram® SIL G/UV254, Macherey-Nagel, Diren, Deutschland). Als Referenzproben
wurden erneut Lecithin, 1,2-Dioctadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin  und 1,2-Dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phospho-L-serin eingesetzt. Die praparierten DC-Platten wurden solange in eine
Entwicklungskammer mit dem vorgelegten Losungsmittelgemisch gestellt bis dieses die vordefinierte
Laufmittelstrecke zuriickgelegt hat. Nach dem anschlieRenden Abdampfen der mobilen Phase wurden
die Platten in eine 0,2 %ige ethanolische Ninhydrinlésung getaucht und anschliefend bei 105 °C im
Trockenschrank zum Stabilisieren der Farbflecke gelegt. Diese Lésung hat sich als ideal zum
Anfarben von Aminophosphatiden herausgestellt °> '*°. Zusatzlich erfolgte ein weiteres Anfarben mit
ethanolischer 0,01 %iger Fluoreszinlésung und der Detektion der Substanzgemische unter UV-Licht

(A=254 nm) zur Detektion der ungeséttigten Fettsiuren der Lipide *°.

3.74 Elektronenspray-lonisations-Massenspektrometrie zur Lipidcharakterisierung

Die isolierten Lipide beider untersuchter Bakterienstdmme und die Referenzlipide wurden mit einem
Tandem-Quadrupol Massenspektrometer (Xevo TQ-S, Waters Corporation, Milford (MA), USA) fur
UPLC/MS/MS Anwendungen in Zusammenarbeit mit dem Institut fr Radiopharmazeutische Krebs-
forschung des HZDR analysiert. Die Datenauswertung erfolgte mittels der Geratesoftware masslynx
4.2. Als lonisierungstechnik wird bei dem verwendeten Gerat die Elektronensprayionisation (ESI) ein-
gesetzt. Dabei werden die geldsten Probenmolekile mit dem Loésungsmittel in ein Kapillarsystem

injiziert und an einer Dise, an welcher eine Hochspannungsquelle anliegt unter Druck verspriht. Die
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durch die Hochspannung erzeugten feinen Elektronentrdopfchen werden zum Detektor hin beschleunigt
und nach dem Verdampfen des L&sungsmittels als reine geladene Probenmolekiile und -fragmente
detektiert. In den Untersuchungen wurden die Proben sowohl im positiven lonisationsmodus (ES+)
und negativen lonisationsmodus (ES-) analysiert. Die eigentliche Detektion der Probenmolekiile
erfolgte  im  Quadrupolmassenspektrometer entsprechend der spezifischen Masse zu
Ladungsverhaltnisse (m/z) der ionisierten Molekile nach durchqueren des Quadrupols. Die Signale
wurden anschlieRend verstarkt und die Daten zur Auswerteeinheit weitergeleitet.

Die lyophilisierten Proben und Referenzsubstanzen wurden in Chloroform gelést und eine
Konzentration von 5 mg/ml wurde eingestellt. Kurz vor der Messung erfolgte eine Verdinnung der
Proben auf 1:10 bis 1:20 (v/v) mit Methanol fir ES+ Messungen und eine weitere Verdiinnung von
1:10 (v/v) mit Methanol erfolgte zur Messung der Proben im ES- Modus. Diese Verdinnungen waren
notwendig, um eine hinreichende Signalqualitat fir die Messungen zu erhalten. Anschliellend wurden

die Proben in das Kapillarsystem (Flussrate 5 pl/min) injiziert.

3.7.5 Gaschromatografie zur Identifizierung des Lipidfettsdureprofils

Zur Charakterisierung der isolierten Lipide aus der Zellwand der genutzten Mikroorganismen wurde
die Gaschromatografie (GC) in Kopplung mit einem Flammenionisationsdetektor (FID) genutzt. Die
Messungen erfolgten am Helmholtz Zentrum fiir Umweltforschung (UFZ Leipzig) in der Arbeitsgruppe
von Dr. Hermann Heipieper der Abteilung Umweltbiotechnologie. Hierbei werden leichtflichtige
Verbindungen in einem Tragergasstrom durch eine dunnen Kapillare, auf welcher die stationaren
Phase immobilisiert ist, geleitet, diese interagieren entsprechend ihrer chemischen Eigenschaften
unterschiedlich mit der stationdren Phase und werden so aufgetrennt. Der genutzte massenstromab-
hangige Flammenionisationsdetektor ionisiert die Moleklle der zu untersuchenden Probe in einer
Wasserstoffflamme und am Detektior wird der resultierende lonenstrom gemessen, verstarkt und
analysiert. Die GC-FID dient bei diesen Untersuchungen nicht nur als qualitative Analysemethode zur
Detektion der hydrophoben Fettsdurereste sondern vielmehr auch als quantitative Methode, die

Aufschluss Uber die Fettsdurezusammensetzung im Probengemisch gibt.

3.7.5.1 Derivatisierung der Lipide mit Bortrifluorid

Zur Detektion der hydrophoben Fettsaurereste der isolierten Lipide musste zunachst eine Abspaltung
der Fettsdureketten von den Lipiden und eine anschlieRende Derivatisierung zu den jeweiligen Methyl-
estern durchgefiihrt werden '® Dies war notwendig, da die Fettsduren nicht flichtig und schlecht de-
tektierbar sind. Die leicht flichtigen Methylesterderivate hingegen eigneten sich ideal zur Detektion
mittels GC-FID. Die lyophilisierten Lipide (10 mg) wurden mit 0,6 ml des Methylierungsmittels
Bortrifluorid-Methanol (BF;-MeOH) versetzt und im Wasserbad bei 80 °C fur 15 Minuten inkubiert.
Anschlielend wurden jeweils 0,3 ml Reinstwasser und 0,5 ml n-Hexan zugegeben und kurz

geschiittelt (Vortex Genie 2, Scientific Industries, New York, USA). AnschlieRend wurde die obere n-
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Hexan Phase mit einer Glaspasteurpipette abgenommen und fiir die Messungen in GC-Flaschchen
Uberfihrt. Zur Konzentration der Losung wurde das organische Ldsungsmittel durch einen
Stickstoffstrom abgedampft und erneut in 0,15 ml n-Hexan aufgenommen. Die Losung wurde direkt flr

GC-FID Messung genutzt.

3.7.5.2 GC-FID Messungen

Die hergestellten Fettsauremethylester (engl. fatty acid methyl ester, FAME) wurden mit einem GC-
FID (Agilent 6890N, Agilent Technologies, Palo Alto (CA), USA) bestimmt. Die Aufzeichnung der
Chromatogramme und die Integration der Peakflachen erfolgten mit Hilfe der Software Agilent
ChemStation. Die FAME-Standardlésungen zur Identifizierung Fettsduremethylester stammten von
der Firma Sigma Aldrich (Minchen). Die genutzte Silica-Saule ist fir die Messung von FAMEs

besonders geeignet. In Tabelle 6 sind die Parameter fiir die Geratekonfigurationen dargestellt.

Tabelle 6: Parameter zur GC-FID Messung.

Chromopack Capillary Column (Firma VARIAN, Darmstadt) CP7488 (CP-SIL 88 fur FAME),

Saule: 50 m Lange; 0,25 mm Innendurchmesser, 0,2 pym Filmdicke
Mobile Phase: Helium

Split: splitlos

Injektortemperatur: 240 °C

Detektor: Flammenionisation

Detektortemperatur: 270 °C

Einspritzvolumen: 1l

Flussrate: 2,0 ml/min

Start: 40 °C isotherm flr 2 Minuten
Temperaturprogramm: Steigerung: 8 °C/min auf 220 °C
isotherm: 220 °C fur 5 Minuten

Start: 27,7 psi fur 2 Minuten
Druck: Steigerung von 0,82 psi/min auf 45,7 psi
isobar 8,6 Minuten
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3.8 Untersuchung des Sorptionsverhaltens isolierter Zellwandkompo-

nenten und Bakterien

3.8.1 Auswahl der genutzten Metalle und Versuchsbedingungen

Zur Untersuchung der Metallinteraktionen mit Biomolekiilen wurden vitale Zellen der Stamme Lysini-
bacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 und deren isolierte primaren Zellwandkomponenten
(Membranlipide, S-Layer-Proteine und Peptidoglykane) genutzt. Die Auswahl der Metalle und
Metalloide (As, Au, Cd, Eu, Pb, Pd, Pt, U) erfolgte hinsichtlich der Aspekte flir umwelt- und
strategische Relevanz die unter Kapitel 1.4 beschriecben wurden. In Tabelle A1 sind die
entsprechenden Metallsalze und deren Reinheitsstufen aufgefihrt, die fur die Sorptions- und

Beschichtungsversuche und Abscheidungsversuche genutzt wurden.

3.8.2 Durchfiihrung der Sorptionsversuche im Batch-Verfahren

Die Bestimmung der Metallsorptionsraten der einzeln untersuchten Biomolekule und intakter Zellen
von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 mit den Metallsalzlésungen erfolgten im Batch-
Verfahren. Hierflr wurden die Biomolekile und Zellen mit sterilfiltrierter physiologischer NaCl-Lésung
(0,9 %) in Polypropylenréhrchen (Probengesamtvolumen 10-15ml) vorgelegt und auf die
entsprechenden Konzentrationen eingestellt. Der pH-Wert wurde mittels verdinnter Salzsdure und
Natronlauge auf pH=6,0 voreingestellt. Als Biomolekiile wurden die primaren Zellwandbestandteile S-
Layer-Proteine, Lipide, Peptidoglykan und intakte Bakterienzellen der beiden Mikroorganismen
untersucht. Die Metallsalze wurden in 0,9 %iger NaCl-Lésung geldst und dem Ansatz zugegeben. Der
pH-Wert fir die Sorption war selbsteinstellend entsprechend der jeweiligen Metallsalzlésung
(Abbildung A 1). Die Konzentrationen der Metallsalze und Biokomponenten sind in Tabelle 7 zu-

sammengefasst.

Tabelle 7: Eingesetzte Konzentrationen an Biomolekiilen und Metallsalzen fiir die Sorptionsversuche.

Intakte Zellen S-Layer Lipide Peptidoglykan Referenz
Metallsalzkonzentration 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM
Biokomponente 0OD=0,5 149/ 0,549/ 0,549/ 0gll

Der Ansatz wurde bei 4 °C Uber 48 Stunden unter kontinuierlichem Schitteln (Rotator Multi RS-60,
Lab4You, Berlin, Deutschland) inkubiert. Nach den gewahlten Zeitpunkten (Tabelle 8) erfolgte jeweils
die Probennahme zur Bestimmung der sorbierten Metallmenge durch die Biokomponente. Hierflr
wurden je 1 ml aus dem Reaktionsansatz enthommen und die Biokomponente durch Zentrifugation
(15000 g, 4 °C, 30 Minuten) von dem nicht sorbierten Metallsalz im Uberstand separiert. Nach den
letzten Probenahmen wurde das Reaktionsgefa® mit 1 ml 0,1 M Salpetersaure gespilt und der

Metallgehalt der Spiilldsungen wurde mittels ICP-MS bestimmt. Die Metallkonzentration im Uberstand
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wurde ebenfalls mittels ICP-MS Messungen (Kapitel 3.8.3) bestimmt. Das Sorptionsverhalten der
einzelnen Komponenten erfolgte jeweils in einer Dreifachbestimmung, um die erhaltenen Ergebnisse
zu verifizieren. Ebenfalls wurde Referenzproben, welche keine Biokomponenten enthielten,
untersucht, um eventuelle Sorptionseffekte der Metallsalze mit der GefaRwand der Proberéhrchen

oder Prazipitationen der Metalle auszuschlief3en.

Tabelle 8: Zeitpunkte der Probennahmen wahrend der Sorptionsversuche.

Probe 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zeit
(h)

0,00 0,17 0,33 0,5 1 2 3 4 6 24 48

3.8.3 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) zur Analyse
des Metallgehalts

Zur Bestimmung der Metallkonzentrationen im Uberstand der Proben aus dem Batch-Versuchen
wurde die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) (Elan 9000, PerkinElmer,
Rodgau, Deutschland) verwendet. Hierflir wurden die Proben mit hochreiner 1 %iger HNO; auf eine
Konzentration von ca. 10 ug Metall/l (ca. 10 ppb) verdinnt und auf ein Endvolumen von 10 ml mit
Reinstwasser verdinnt. Die hier gewahlte Verdiinnungsstufe gewahrleistet eine verlassliche Messung

bezugnehmend auf die Detektionsgrenzen des genutzten Systems 157

. Zur Verifizierung der
Messungen wurden 50 pl (1 mg/ml) Rhodium als interner Standard zugesetzt. Dieser dient aufgrund
seiner spezifischen Charakteristika wie Molekulargewicht, Monoisotropie und hoher lonisationsrate zur
Korrektur der Messungen im Falle von Systemstdrungen, Drifterscheinungen durch Zusetzen des
Zerstaubersystems, Verkrusten von Sampler und Skimmer, Wechselwirkungen mit der Matrix oder
Saureeffekte, was sich sowohl auf die Intensitdt der zu messenden Metallionen als auch auf den

internen Standard auswirken kann %%

. Die Metalllésungen, Standards, Sauren und Spullésungen
wurden Uber eine peristaltische Pumpe zur ICP-MS transportiert. Nach 10 Proben wurde die ICP-MS
gespult und ein Kontrollstandard vermessen. Bei den Messungen der Goldmetallsalzldsungen wurde
nach jeder zweiten Probe die ICP-MS mit einem HCI/HNO; (100 ul HClyon,. pro 10 ml 1 %iger HNO3)
gespult. Die Messdatenausgabe und der Datenexport erfolgten mittels des Programms ,Elan®
(PerkinElmer, Rodgau, Deutschland). Fir die Datenauswertung wurden die Metallsorptionsrate (q und
dmax I Mg Metall/g Biomolekll) und die Metallentfernungseffizienz (RE in %) bestimmt. Die Be-
rechnungen beider Werte sind in Gleichung 1-3 dargestellt. Die Ausgangskonzentrationen der einge-
setzten Metalle wurden in der Referenzproben der Metallsalzlésung bestimmt und die Proben auf

1 mM Metallsalz normiert.

— V (cs—ce)
m

(Gleichung 1)

Gy = —o=max) (Gleichung 2)

m
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RE (%) = “C‘—” - 100 (Gleichung 3)

In Gleichung 1-3 steht ¢, fur die Startkonzentration des zu untersuchenden Metalls (mg/l), c. fur die
Endkonzentration des Metalls (mg/l) zu jedem Probenzeitpunkt im Zentrifugationsiiberstand, V fir das
Volumen (1) und m (g) fir die Trockenmasse der entsprechenden biologischen Komponente. Der Wert
Omax gibt die maximale Metallsorptionsrate der entsprechenden biologischen Probe mit dem
untersuchten Metall zu einem Zeitpunkt t an. Zur Fehlerberechnung wurde ein kritischer t-Test mit
einem Konfidenzintervall von 95 % unter Nutzung der statistischen Streuung der Dreifachbestimmung
der Sorptionswerte durchgefiihrt. Die Berechnungen zur Fehlerbetrachtung sind in den Gleichungen 4-

7 dargestellt.

o=V VarX Gleichung 4 Standardfehler (o)

Gleichung 5 Standardabweichung (s)

X- b s 5 X Ui T Gleichung 6  Kritischer t-Test (ti)

— S — s . T .

X- t(z—;-n-z) o Xt t(]—g;n-J) 7 Gleichung 7 Wahrscheinlichkeit o

3.9 Quarzkristallmikrowaage mit Bestimmung des Dissipationsfaktors (QCM-D)

3.9.1 Theoretische Grundlagen

Die Quarzkristallmikrowaage mit Bestimmung des Dissipationsfaktors (QCM-D, englisch Quartz
Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring) ist ein Messverfahren, welches in der Lage ist,
minimalste Massenanderungen bis in den Nanogramm-Bereich (ng/cmz) zu detektieren. Die Basis
dieser Methode beruht dabei auf dem piezoelektrischen Effekt von Quarzschwingquarzen, welche
durch das Anlegen einer externen Wechselspannung zum Schwingen an deren Resonanzfrequenz
(fo) angeregt werden. Dieses stabile Schwingungsverhalten des Quarzes kann unmittelbar fir
analytische Fragestellungen der Massenadsorption und -desorption genutzt werden. Diese Beziehung
der direkten Korrelation zwischen der zu messenden Frequenzanderung wurde erstmals 1959 in der
fur diese Methode fundamentalen Verdffentlichung von Glnther Sauerbrey beschrieben und gilt bis

heute als Grundlage fiir alle Messungen "'

Die aus diesen Arbeiten entwickelte Formel, die
sogenannte Sauerbrey-Gleichung (Gleichung 8-11) beschreibt die proportionale Massebeladung des
Quarzes zur Frequenzanderung in Abhangigkeit der sogenannten Sauerbrey-Konstante. Dabei
beschreibt Af die Frequenzanderung, Am die Massenanderung, f, die Resonanzfrequenz, A die aktiv
zugangliche Sensoroberflache, p, die Quarzdichte mit 2648 kg/m3 und pq das effektive Schermodul

des Quarzes mit 2,957-10' N/m? und der Faktor C die Sauerbrey-Konstante.
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Af, = __2f5  Am 1 (Gleichung 8)

- 28 ng i
C= Toae 17.7 p T (Gleichung 9)
Af, = —c-AT’"-% (Gleichung 10)
Afporm = —C - ATm (Gleichung 11)

Die bei den Messungen verwendeten Schwingquarze wurden aus einem alpha-Einkristall mit einer de-
finierten Orientierung in Bezug zur kristallographischen Achsen geschnitten, um den piezoelektrischen
Effekt zu nutzen. Grundsatzlich wird dabei zwischen dem direkten und indirekten Effekt unterschieden.
Beim direkten piezoelektrischen Effekt fuhrt ein mechanischer Druck auf den Kristall zu einer
elektrischen Spannung auf der Oberflache. Beim indirekten piezoelektrischen Effekt wird die
mechanische Verformung des Kristalls durch das Anlegen einer Wechselspannung hervorgerufen.
Dabei ist dieser Effekt abhéngig von der Orientierung der Kraft und der angelegten Spannung relativ

zu den Kristallachsen "%

. Daher ist es unabdingbar, dass die Schwingquarze in einer definierten
Orientierung geschnitten werden. Fir die Versuche wurden wie in Abbildung 10 dargestellt AT-
geschnittene Quarzkristalle genutzt. Dabei erfolgte der Schnitt in einem Winkel von 35° und

10 Winkelminuten relativ zur optischen Achse.

(a) (b) L Grundzustand
Quarz- \
kristall V=0
1
Quarz-
kristall Vv Quarz schwingt mit fy
+ bei Anlegen von Uy
1
Quarz- 1
kristall -V
| 1 1 Anderung des Schwingverhalten
ﬂ Quarz- = in Abhangigkeitder Massen-
kristall anlagerung

Abbildung 10: a) Darstellung der AT-geschnittenen Quarzkristalle relativ zur z-Achse, b) Auslenkung des Schwing-
quarzes durch Anlegen einer elektrischen Wechselspannung.

Da die Messgrundlage und die Herleitung der Sauerbrey-Gleichung sich jedoch nur fiir starre Filme
exakt wiedergeben lasst, kbnnen bei der Untersuchung von weichen und elastischen Filmen wie z. B.
Poly-meren und Biomolekilen diese Werte ungenau sein und nur eine Naherung darstellen. Bei dem
in dieser Arbeit verwendeten Gerat stand zusatzlich die Moglichkeit der Dissipationsmessung zur
Verfugung. Durch das Ad- und Desorptionsverhalten der Molekule an der Sensorgrenzflache sowie

deren Interaktion der Molekile mit dem umgebenden Medium kann durch ein kurzzeitiges Abschalten
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der elektrischen Spannung das Abkling- bzw. Ausschwingverhalten des Kristalls untersucht werden.
Dabei sind weiche, hoch viskoelastische Molekdle in der Lage, das Ausschwingverhalten des Quarzes
starker zu beeinflussen als starre kleine Molekiile, welche durch die Interaktion mit der Umgebung
z. B. durch Reibung nur eine geringen Energiedampfung verursachen. In Gleichung 12 ist die
Ermittlung des Dissipationswertes (D) aus der Verlustenergie (Evenust) Und der gespeicherten Energie

(E gespeichert) dargestellt.

E .
— Verlust (Gleichung 12)
2:mEgespeichert

3.9.2 Modellierungsmethoden

Aufgrund der Tatsache, dass die beschriebene Sauerbrey Beziehung zur Ermittlung der
abgeschiedenen Massen Uber die Frequenzanderung nur fur starre Filme exakt anwendbar ist, wurde
zusatzlich zu dem Sauerbrey-Modell das Kelvin-Voigt-Modell zur Darstellung der Abscheidung von

Biomolekiilen genutzt '¢% %

. In dieses Modell flieRen u. a. die gemessenen Dissipationswerte ein,
Flussigkeits- und Layerviskositaten, welche zusatzliche Aussagen zu den viskoelastischen
Eigenschaften der abgeschiedenen Schichten zulassen. Dieses Modell hat sich zur Analyse von
viskoelastischen Schichten wie z. B. Proteinen und anderen Biomolekilen in verschiedenen Arbeiten
als ideal herausgestellt "> '®®. Da jedoch fiir starre und hinreichend diinne Schichten Gleichung 11
eine gute Naherung ist, wird die adsorbierte Massenempfindlichkeit durch die Molekilabscheidung auf
der Sensoroberflaiche normiert auf den spezifischen Oberton ohne Bericksichtigung auf
Reibungseffekte in dieser Arbeit vergleichend zu dem Kelvin-Voigt-Modell beschrieben. Beide Modelle
sind in der Software QTools3 hinterlegt und wurden fiir die Datenauswertung genutzt. Zusatzlich zur
Ermittlung der Massenabscheidung erfolgte die Modellierung der resultierenden Schichtdicken. Zur
Modellierung der Daten wurden die in Tabelle 9 aufgeflihrten Parameter genutzt. Dabei ist vor allem
die Dichte des entstehenden Proteinlayers ein entscheidender Faktor. In verschiedenen
Forschungsarbeiten sind Dichtevariationen von 1,0 g/cm3 bis ca. 1,5 g/cm3 zu finden, welche jeweils
nur als Naherungen fir den entsprechende Proteinfilm zu sehen sind und die Einlagerung und Inter-

aktion von Wasser mit einbeziehen '¢"'7°

. Fur die Auswertung wurde in dieser Arbeit eine Dichte von
1,350 g/cm3 zu Grunde gelegt, welche bei Untersuchungen mit anderen S-Layer-Proteinen bereits er-
folgreich genutzt wurde. Fir die Berechnung der Schichtdicken nach der Metallinteraktion wurde

ebenfalls dieser Wert genutzt, da hier ebenfalls S-Layer-Proteine als Schichtuntergrund dienten.
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Tabelle 9: Parameterauflistung zur Modellierung nach dem Kelvin-Voigt-Modell.

Parameter Werte Modellierungs-
/Parametereinstellung
Dichte P protein/Biomolekl (-abscheidung) 1,350 g/cm® konstant
Dichte Pwmetall- und NP-Intoraktion 1,350 glcm® konstant
Dichte priq (Wéssrige Losungen) 1,080 g/cm’® konstant
Viskositat ngiq (Wasser bei T=25°C) 0,001 kg/m-s konstant
Viskositét niayer 0,0005-0,01 kg/m-s variabel
Schermodul Py ayer 10*-10° Pa variabel
Schichtdicke diayer 0,01-1000 nm variabel
Massenabscheidung m 1-10%-0,001 kg/m? variabel

3.9.3 Allgemeiner Versuchsaufbau und Gerédtespezifikationen

Fir die Rekristallisationsversuche der S-Layer-Proteine, sowie fur die Metallsorptionsversuche mittels
Quarzmikrowaage wurde ein Durchflussverfahren genutzt, welches schematisch in Abbildung 11 dar-
gestellt ist. Die Untersuchung wurden mit dem Q-sense E4 System (Q-Sense AB, Goteborg,
Schweden) durchgefiihrt, welches mit 4 geschlossenen Durchflussmodulen QFM 401 ausgestattet
wurde. Zusatzlich erfolgte fiur die Versuche der Lipiddoppelschichtausbildung die Nutzung des Q-
sense E1 Systems (Q-Sense AB, Goteborg, Schweden) mit der offenen Messzelle QOM 401. Fir die
Versuche im Durchflussverfahren wurde eine peristaltische Pumpe ((IPC-N4) IBM935C, Ismatec,
IDEX Health und Science GmbH, Wertheim-Mondfeld, Deutschland), welche den Messmodulen

nachgeschaltet war, eingesetzt.

Elektronische *
Einheit -
PC - -~ i
L st | == Temperier-
(Datenaus- |.veessres . Durchflussmodul schlsife
wertung) : _
. C : g
2 O-Ring
EN Dichtungen
Quarzsensor mit
Elektroden
I Kontakt-
elektrode
:I: Pumpe
H i< o

Probe v

Abbildung 11: Schematischer Aufbau der QCM-D Versuche im Durchflussmodus (links); Querschnitt des
Durchflussmoduls QFM 401 (rechts), adaptiert nach Q-Sense (2006) '™".

Bei allen Messungen wurden piezoelektrische AT-geschnittene Quarzkristallsensoren, welche mit
einer 50 nm Schicht Siliziumdioxid (QSX 303) beschichtet waren, verwendet. Die tatsachliche aktive
Sensoroberflache weist dabei einen Durchmesser von 14 mm auf. Auf der Kristallunterseite erfolgt der

die Anregung des Schwingquarzes Uber goldkontaktierte Flache (Abbildung 12), Gber welche die
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Datendbermittiung der  Frequenz- und Dissipationswerte erfolgt. Die  Grundfrequenz

(Resonanzfrequenz) der SiO, dotierten Kristalle betragt durchschnittlich 5 MHz.

Beschichtete Kontaktierte
Sensoroberseite Sensorunterseite

Aktive Sensor- ...
oberflache
(@=14 mm, d=50
nm Si0,)

‘ . Koﬁtakt-
O-Ring D|chtung“ elektroden
- (Au)

Grundflachel/ Oszillator

Frequenz-/
Dissipationsmessung

Abbildung 12: Vereinfachte grafische Darstellung des Messaufbaus der verwendeten SiO, beschichteten Quarzkristalle
(QSX 303).

Die entsprechenden Messbedingungen, Probenvorbereitungen und Reinigungsmethoden sind nach-
folgend beschrieben. Die Datenaufnahme erfolgte mittels der Software QSoft3 (Q-Sense AB,
Goteborg, Schweden) und die Auswertung der Messdaten erfolgte mittels der geratespezifischen
Software QTool3 unter Verwendung beschrieben Modellierungsmethoden nach Sauerbrey und Kelvin-
Voigt (Kapitel 3.9.2).

3.9.4 Reinigung der QCM-D Kristalle und Messvorbereitungen

Die verwendeten Durchflussmodule inklusive des Schlauchsystem (Tetrafluorethylen-Perfluorpropylen
(FEP), 0,8 x1,6 mm, Bohlender GmbH, Griinsfeld, Deutschland) wurden zur Entfernung von
organischen Verunreinigungen mit 20 ml 2 %iger (v/v) Hellmanex Ill-Lésung je Kammer und
anschlieBend intensiv mit 40 ml Reinstwasser je Kammer gespllt. Zur Entfernung von Metallsalzen
wurde zusatzlich mit 10 ml 1 M HNO3; und 20 ml Reinstwasser gespilt. Die Quarzsensoren wurden
vor dem Versuchsbeginn auerhalb der Messmodule fiir 60 Minuten in 2 %iger (w/v) SDS-Lésung bei

Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend intensiv mit Reinstwasser gespuilt 172,173

. Anhaftungen
von Metallsalzen oder Metallnanopartikeln wurden durch Inkubation der Kristalle in 1 M HNO3; Lésung
und anschlielendem spulen mit Reinstwasser entfernt. Danach wurden die Sensoren mit Olfreier
Druckluft getrocknet und in einer Ozonkammer (Bioforce Nanoscience, Ames (lA), USA) flr

mindestens 20 Minuten gereinigt 74175 Die Reinigungsprozedur wurde zwei Mal wiederholt.
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3.10 Untersuchungen der Adsorption von Biomolekiilen auf Oberflachen
mittels QCM-D

3.10.1 Rekristallisation von S-Layer-Proteinen auf nicht modifizierten SiO,-
Oberflichen

Zur Adsorption von S-Layer-Proteinen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 wurden die
SiO, Kristalle entsprechend (Kapitel 3.9.4) gereinigt und fir den Beschichtungsversuch als technische
Oberflache verwendet. Nach dem Einspannen der Sensorkristalle in die Durchflusskammern erfolgte
zunachst die Aquilibrierung in Reinstwasser bei 25 °C fir ca. 1 Stunde und einer Flussrate von
125 pl/min. Anschlief3end wurde ein Flissigkeitsaustausch gegen sterilfiltrierten
Rekristallisationspuffer (pH=8,0) durchgefiihrt und der Sensor wurde bis zum Erreichen einer
konstanten Basislinie von Frequenz- und Dissipationséanderung aquilibriert. Die lyophilisierten S-Layer-
Polymere wurden 1:1 (v/v) in Reinstwasser und 8 M Harnstofflosung aufgenommen, um die polymeren
Strukturen in niedermolekulare Subeinheiten zu Uberfihren. Anschliefend wurde die Proteinlésung
bei 15000 g fir 60 Minuten und 4 °C zentrifugiert, um gréRere Proteinagglomerate abzutrennen. Die
Monomerldsung wurde mit Rekristallisationspuffer versetzt und direkt fur die Beschichtungsversuche
genutzt. Hierzu wurde die Proteinldsung mit dem Puffer auf eine Konzentration von 0,2 g/l verdinnt
und mit einer Durchflussrate von 125 pl/min bei 25 °C ber die nicht modifizierten SiO, Kristalle mittels
einer peristaltische Pumpe zugegeben. Der Durchfluss wurde fir 30 Minuten beibehalten und
anschlielend zur weiteren Rekristallisation abgeschaltet. Nach Einstellen konstanter Kennlinien fir
Frequenz- und Dissipationsanderung erfolgten diverse Spllschritte mit Rekristallisationspuffer und

Reinstwasser (pH=6,0), um die Stabilitdt der abgeschiedenen Proteinschicht zu testen.

3.10.2 Rekristallisation von S-Layer-Proteinen auf Polyelektrolytmodifizierten SiO,-
Oberfldachen

Um die Rekristallisation von S-Layer-Proteinen auf technischen Oberflachen wie Siliziumdioxid zu ver-
bessern und um diese reproduzierbar, effizient und schnell zu realisieren, ist die Einfihrung von Ober-

flichenmodifizierungen unabdingbar '"® 7.

Im Folgenden wird die Implementierung von
Polyelektrolyten als Zwischenschicht zwischen Substrat und Proteinschicht beschrieben, welche eine
signifikante Verbesserung der Proteinadsorption beziglich Beschichtungskinetik und dem

Bedeckungsgrad auf Oberflachen gewahrleisten sollen.
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3.10.2.1 Layer by Layer Technik zum Aufbau von Polyelektrolytschichten

Toca-Herera; J.L. et al. (2005) zeigten bereits den positiven Effekt von Polyelektrolyten als
Haftvermittler fiir die Rekristallisation von S-layer-Proteinen auf '’’. In deren Studie wurde der Einfluss
der einheitlichen negativen Oberflachenladung durch die Polyelektrolytbeschichtung auf das
Rekristallisationsverhalten der Proteine untersucht. In dieser Arbeit wurden die Quarzkristalle mit
alternierenden Polyelektrolytschichten nach dem Layer-by-Layer Verfahren (LbL) Uber das Dip-
Coating Verfahren (Tauchverfahren) modifiziert '® '°. Die gereinigten Quarzkristalle (Kapitel 3.9.4)
wurden dafir in 3 g/l Polyethyleniminlésung (PEI, MW 25000, Sigma) getaucht und bei
Raumtemperatur flr 10 Minuten inkubiert. Anschlieend wurden die Substrate intensiv mit
Reinstwasser gespdlt und fur weitere 10 Minuten in einer 3 g/l Polystyrolsulfonatlésung (PSS, MW
70000, Sigma) inkubiert. Zum Aufbau von mehrlagigen Schichten wurden die Arbeitsschritte bis zum
Erreichen der gewlinschten Schichtanzahl wiederholt. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten in
den Polyelektrolytldsungen erfolgte ein intensives Splilen mit Reinstwasser. Als abschlielienden
Schritt wurden die Substrate nach erfolgter Beschichtung fir 10-20 Minuten in Reinstwasser inkubiert.
Die fur die QCM-D genutzten Modifikationen bestanden aus drei PE-Schichten beginnend und endend

mit PEI zur Generierung einer einheitlichen positiven Oberflachenladung.

3.10.2.2 S-Layer Rekristallisation auf polyelektrolytmodifizierten SiO,-Oberfldchen

Die PE beschichteten Siliziumdioxid Quarze wurden in die Durchflussmodule eingespannt und mit
Reinstwasser (T=25 °C, 1 h, Flussrate 125 pl/min) und anschlielend mit dem Rekristallisationspuffer
(1,5 mM TRIS, 10 mM CaCl,, pH=8,0) bis zum Erreichen einer konstanten Basislinie der Frequenz-
und Dissipationswerte aquilibriert. Die Rekristallisation der S-Layer-Polymere erfolgte analog den
Versuchsbedingungen der Proteinadsorption ohne PE-Modifizierung, welche in Kapitel 3.10.1

beschrieben wurde.

3.10.3 Erzeugung von Lipid-Bilayern auf nicht modifizierten SiO,-Oberflachen

Die Ausbildung einer geschlossenen Lipiddoppelschicht wurden mit den auf Basis von Lecithin herge-
stellten SUVs (Kapitel 3.6.6) durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten sowohl im Durchflussmodul (QFM
401) als auch mit der offenen Messzelle (QOM 401).

Die gereinigten SiO, Kristalle (Kapitel 3.9.4) wurden nach Einspannen in die entsprechenden Module
zuerst mit Reinstwasser (T=20 °C, 1 Stunde, Flussrate 125 pl/min) und anschlieRend mit dem
Lipidpuffer (10 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH=8,0) bis zum Erreichen einer konstanten Basislinie der
Frequenz- und Dissipationswerte &aquilibriert. Bei Verwendung des offenen Moduls erfolgte zum
aquilibrieren jeweils ein flnffacher Austausch von je 300 pl der genutzten LOsungen. Die
Vesikelsuspension (Cpipige=100 pg/ml, @ =35 nm) wurde mit einer Flussrate von 125 pl/min Uber die

Sensorkristalle geleitet, um die Ausbildung einer Lipiddoppelschicht zu verfolgen. Bei Verwendung der
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offenen Messzelle erfolgte der Austausch der Pufferlosung mit der auf 20 °C vortemperierten
Vesikelsuspension. Die Abscheidung der Vesikel bzw. die Ausbildung der Lipiddoppelschicht
(Abbildung 13) wurde bis zum Erreichen konstanter Werte fir Frequenz- und Dissipationsanderung
durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte ein Umsplilen bzw. Austausch der Lésungen mit dem reinen
Lipidpuffer zur Verifizierung der Schichtstabilitdt. Die Datenauswertung erfolgte analog mit den unter

Kapitel 3.9.2 beschriebenen Modellierungsmethoden.
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Abbildung 13: Ausbildung einer Lipiddoppelschicht aus SUV.

3.10.4 Abscheidung einer Peptidoglykanschicht

Zur Abscheidung von Peptidoglykan wurden 10 mg/l PG+ von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 in
Reinstwasser suspendiert. Die Beschichtungsversuche wurden auf PE modifizierten (LbL-Verfahren)
und nicht modifizierten Siliziumdioxidsensoren, welche in die Durchflussmodule eingespannt wurden,
bei T=25 °C und einer Flussrate von 125 pl/min durchgefiihrt. Die Sensoroberflachen wurden bis zum
Erreichen einer konstanten Basislinie der Frequenz- und Dissipationswerte aquilibriert. AnschlieRend
wurden die PG+ Suspensionen zugegeben. Die Flussrate wurde nach 3 Stunden auf 100 pl/min
reduziert und bis 18 Stunden beibehalten. AnschlieRend erfolgte eine Zugabe einer weiteren PG+
Lésung (c=100 mg/l). Nach 22 Stunden erfolgte ein intensives Spillen mit Reinstwasser, um nicht

gebundenes PG+ von der Oberflache zu I6sen.
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3.11 Metall- und Metalloidinteraktion auf rekristallisierten S-Layer-Proteinen

Zur Untersuchung der Metallwechselwirkung von rekristallisierten S-Layer-Proteinen der Stamme
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 wurden diese wie in Kapitel 3.10.2.2 beschrieben auf
SiO, Sensoren rekristallisiert. Anschlieend erfolgte das Aquilibrieren mit steriffiltrierter 0,9 %iger
NaCl-Lésung (pH=6,0). Die entsprechenden Metallsalzlésungen in den Konzentrationen von 1 mM
und 5 mM wurden vor dem Versuch in sterilfiltrierter 0,9 %iger NaCl-Losung gelést und auf einen pH-
Wert von 6,0 eingestellt und mindestens 24 Stunden vor Zugabe zu den S-Layer-Schichten inkubiert.
Nach erfolgter Aquilibrierung der S-Layer-Strukturen durch Spiilen mit der NaCl-Lésung erfolgte die
Zugabe der Metallsalzlésungen in die Durchflusskammern mit einer Flussrate von 125 uyl/min. Die
Flussrate der Metallsalzldsungen wurden nach dem Erreichen nahezu konstanter Frequenz- und
Dissipationswerte auf 0 pl/min reduziert. AnschlieRend wurde mit der Aquilibrierungslésung gespilt,
um die tatsachliche Metallbindung auf den rekristallisierten Proteinschichten bestimmen zu kdénnen.
Auf Grundlage der in Kapitel 3.9.2 aufgefihrten Modelle erfolgte die Auswertung der Daten. Partiell
erfolgte ein Ausbau der Kristalle nach der Metallinteraktion mit den Proteinen zur weiteren

Untersuchung mittels Rasterkraftmikroskopie.

3.12 Interaktion  von metallischen Nanopartikeln mit  S-Layer-

Proteinschichten

3.12.1 Synthese von Goldnanopartikeln

Zur Erzeugung von nanopartikuldren Gold wurde eine Methode nach Mduhlpfordt; H. et al. (1982)
adaptiert ' '8! Mit dieser Methode konnen citratstabilisierte Goldnanopartikel (NP) (Abbildung 14) mit
einem sphéarischen Durchmesser von 3 -5 nm bzw.10 -15 nm synthetisiert werden, welche eine hohe

Langzeitstabilitat aufweisen sollen.

Durchmesser (inner core)
Durchmesser (outer core)

Abbildung 14: Darstellung des Aufbaus der citratstabilisierten Goldnanopartikel, adaptiert nach Hayat, M. A. et
al.(1989) ",
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In Vorbereitung zur Synthese erfolgte die Herstellung von 4 Stocklésungen, welche in Tabelle 10 auf-

gelistet sind. Alle aufgefiihrten Stocklsungen wurden mit Reinstwasser hergestellt.

Tabelle 10: Verwendete Stocklosungen zur Synthese citratstabilisierter Goldnanopartikel.

Losung Chemikalie Stoffmenge (mM)
Stock 1 Gold(lIhchlorid (HAuCl,) 25,0
Stock 2 tri-Natriumcitrat 38,8

a) 59
Stock 3 Tannin

b) 29,8
Stock 4 K,CO3 0,25

250 pl der Stockldsung 1 wurden mit 19,75 ml Reinstwasser gemischt und langsam auf 62-63 °C im
Wasserbad (Typ WB, Memmert, Schwabach, Deutschland) erwarmt (im Folgenden Syntheselésung 1
genannt). In einem separaten Reaktionsgefald wurden 1 ml von Stockldsung 2 mit 2 ml Stocklésung
3 a bzw. 3 b und 1 ml Stocklésung 4 versetzt (Syntheseldsung 2). Dieser Ansatz wurde im Wasserbad
langsam auf 62-63 °C erwarmt. Nach 30 minutiger Inkubation von Syntheseldsung 1 und 2 im
Wasserbad erfolgte die Uberfiihrung der Syntheselésung 1 in einen vorgewarmten Rundkolben. Der
Ansatz wurde bei 62-63 °C unter langsamen Rihren mit Syntheseldsung 2 vorsichtig vereinigt und der
Syntheseansatz wurde bei der o.g. Temperatur 5 Minuten langsam geriihrt und anschlief3end
langsam auf Raumtemperatur abgekihlt. Die Vereinigung der beiden Lésungen resultierte in einem
Farbumschlag von Gelb nach Rot. Die synthetisierten Partikel (Asz nm=1,00) wurden bis zur weiteren
Nutzung und Charakterisierung bei 4 °C und/oder bei Raumtemperatur gelagert. Die Gréf3enverteilung

der hergestellten Partikel wurde mittels Photonenkorrelationsspektroskopie bestimmt (Kapitel 3.15).

3.12.2 Goldnanopartikelabscheidung auf rekristallisierten S-Layer-Proteinen

Analog Kapitel 3.10.2.2 erfolgte zunachst die Abscheidung der S-Layer-Proteinschichten auf den
modifizierten SiO,-Sensoren. Anschlieend erfolgte die Aquilibrierung der Sensoren mit Citratpuffer
(1,6 mM tri-Natriumcitrat, pH=5,0) bis zum Erreichen konstanter Werte der Frequenz- und
Dissipationsanderung. Die synthetisierte Goldnanopartikelsuspension (Asxonm=1) wurde anschlielend
mit einer Flussrate von 125 pl/ml und T=25 °C Uber die Sensoren in den Durchflusskammern geleitet.
Nach Ende der Nanopartikelabscheidung erfolgte das Spulen mit nanopartikelfreiem Citratpuffer. Die
Sensoren wurden anschlieBend aus den Kammern ausgebaut und mittels Rasterkraftmikroskopie

untersucht.
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3.13 Rasterkraftmikroskopie zur Visualisierung von Proteinstrukturen (AFM)

3.13.1 Theoretische Grundlagen

Die Rasterkraftmikroskopie (AFM) ist eine oberflachensensitive Technik, deren Ursprung sich in der

182, 183 .
. Die

Materialwissenschaft findet und erstmals 1986 durch Binnig und Rohrer vorgestellt wurde
Methode ermdglicht die Abbildung der Struktur und Morphologie einer Probe und findet Anwendung im
Bereich der Materialwissenschaften aber auch in Bereichen der Physik, Chemie und Biologie. Durch
die Moglichkeit, nicht nur feste trockene Substrate sondern auch dinne organische Schichten und
biologische Proben unter nativen Bedingungen in FlUssigkeiten zu untersuchen sind diese AFM
Untersuchungen im vorliegenden Fall besonders nutzlich 18 Somit ist die Erforschung von z. B.
Nukleinsauren, Proteininteraktionen, Zellmembranen und lebenden Zellen und Mikroorganismen im

nanoskaligen Bereich maglich '#%'%.

Mittels der Rasterkraftmikroskopie werden Oberflachentopografien abgebildet, indem mechanisch mit
einer Messspitze, die an einem Federarm (Cantilever) befestigt ist, die Oberflache systematisch abge-
rastert wird. Hierbei ist es mdglich, die Messspitze in alle 3 Raumachsen (X-, Y-, Z-Achse) relativ zur
Probe auszulenken. Durch das Abtasten der Oberflache wird durch die jeweilige Oberflachenbeschaf-
fenheit der Probe der Cantilever ausgelenkt. Der auf die Oberseite des Cantilevers gerichtete
Laserstrahl, welcher je nach dem Einfallswinkel auf einen viergeteilten Photodiodendetektor reflektiert
wird, ist somit in der Lage, kleinste Anderungen in der Cantileverauslenkung zu detektieren. Die
Signalverarbeitung und Bilderzeugung wird dann je nach verwendetem Messmodus Uber die
entsprechende Auswerteeinheit (PC und Software) analysiert und verarbeitet. Der in dieser Arbeit
verwendete Messmodus ist der dynamische Messmodus (AC-Modus), bei dem die Messspitze und die
Probe nicht in Kontakt stehen und mindestens einen Abstand von > 1nm aufweisen. Hierbei wird der
Cantilever durch einen eingebauten Z-Piezo zum Schwingen an seiner Resonanzfrequenz angeregt.
Der Abstand des Cantilevers ist dabei bestimmt durch die Dampfung der Oszillation. Wirkt nun eine
Kraft zwischen Messspitze und Probenoberflaiche, so kann die daraus resultierende
Schwingungsanderung detektiert werden. Zur Auswertung der AFM-Messungen wurden verschiedene
Informationskanale betrachtet. Der im Hohenkanal/Hohenbild gescannte Bereich ermdglicht Aussagen
zur Oberflachentopologie (3D Darstellung, Hohenprofil, Substratrauigkeit). Zusatzlich zu den
Hohenbildern wurden auch Uber dem abgerasterten Substrat die Amplitudenanderung der Schwin-
gung und die Abweichung der Frequenz zur Anfangsfrequenz (Phasenverschiebung) als Amplituden-
bzw. Phasenkontrastbild aufgenommen. In Abbildung 15 ist schematisch der Messaufbau der hier
verwendeten Rasterkraftmikroskopie vereinfacht dargestelit.
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Abbildung 15: Vereinfachter schematischer Aufbau des Rasterkraftmikroskops.
3.13.2 Préparation von SiO, Wafern

Fir die Rasterkraftmikroskopiemessungen (AFM) wurden neben den QCM-D Kristallen 5 x5 mm
Siliziumdioxidwafer (AMD Saxony LLC & Co. KG, Dresden, Deutschland) verwendet. Diese wurden
entsprechend der nasschemischen RCA-Reinigungsmethode behandelt '®® ®°. Dazu wurden die
Wafer fir 20 Minuten in der RCA-1 Lésung (Tabelle 11) bei 70 °C inkubiert und anschlieend intensiv
mit Reinstwasser gespllt. Im zweiten Schritt wurden die Wafer analog dem vorigen Arbeitsschritt in
RCA-2 Lésung (Tabelle 11) inkubiert und erneut mit Reinstwasser gespllt. Die Lagerung der ge-

reinigten Wafer erfolgte in neu hergestellter RCA-2 Lésung.

Tabelle 11: Zusammensetzung der RCA-Reinigungslosungen 1 und 2.

Chemikalien Zusammensetzung (v/v)
RCA-1
Ammoniaklésung, konz. 1
Wasserstoffperoxidlésung, 30 % 1
Reinstwasser 5
RCA-2
Salzsaure, 37 % 1

Wasserstoffperoxidlésung, 30 %
Reinstwasser 5

Die Polyelektrolytbeschichtung der Wafer erfolgte Uber das Layer-by-Layer Verfahren auf Grundlage
eines Dip-Coating Verfahrens. Die PE-Beschichtung der Siliziumdioxidwafer wurde anlog dem Be-
schichtungsverfahren der QCM-D Kristalle durchgefiihrt (Kapitel 3.10.2.1). Durch die negative
Substratladung des eingesetzten SiO,-Wafers erfolgte der Schichtaufbau beginnend mit dem positiv
geladenen Polyelektrolyten Polyethylenimin (PEI, MW 25000, Sigma) gefolgt vom negativ geladenen
Polystyrolsulfonat (PSS, MW 70000, Sigma). Als idealer Schichtaufbau fir die AFM-Messungen von
den genutzten S-Layer-Proteinen hat sich ein 3-Schichtsystem aus alternierenden Polyelektrolyten be-
ginnend und endend mit PEI herausgestellt 13219 Durch die einheitlich vorliegende positive Ober-

flachenladung erfolgt eine ideale Gitterstrukturausbildung der spateren abzuscheidenden Proteine,
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welche auf ihrer Unterseite eine negative Nettoladung aufweisen. Die so praparierten Wafer wurden
nach intensivem Spillen mit Reinstwasser direkt fur die Rekristallisation der S-Layer-Proteine ver-

wendet.

3.13.3 Rekristallisation von S-Layer-Proteinen auf Siliziumdioxid Wafern

Far die Rekristallisation wurden die lyophilisierten S-Layer-Proteine in 4 M Harnstoff geldst und an-
schlielfend bei 15000 x g, 4 °C, 60 Minuten zentrifugiert, um Proteinagglomerate abzutrennen. Der
Uberstand, welcher die Proteinmonomere enthielt, wurde weiter fir die Beschichtung genutzt. Fiir die
Rekristallisation wurden die in Harnstoff solubilisierten Proteine in einer Endkonzentration von 0,2 g/l
mit Rekristallisationspuffer (1,5 mM TRIS, 1 mM CaCl,, pH=8,0) versetzt. Der PE-beschichtete
Siliziumdioxid-wafer wurde fiir ein Stunde in der frisch praparierten Proteinrekristallisationslésung bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend intensiv mit Reinstwasser gesplilt. Der beschichtete

Wafer wurde im Anschluss direkt fir die Rasterkraftmikroskopie verwendet.

3.13.4 Durchfiihrung der Rasterkraftmikroskopie

Die AFM-Messungen wurden mit einem Rasterkraftmikroskop MFP3D Bio (Asylum Reseach, Santa
Barbara (CA), USA), welches mit einem inversen optischen Mikroskop gekoppelt ist, durchgefuhrt. Alle
AFM-Aufnahmen wurden in Flissigkeit (Rekristallisationspuffer und Reinstwasser) unter Verwendung
des dynamischen Kontaktmodus (Nicht-Kontakt Modus) angefertigt. Der Cantilever (Biolever mini BL-
AC40TS-C2, Olympus) weist eine Resonanzfrequenz von ca. 25 kHz in Wasser und eine Federkon-
stante von <0,1 N/m auf. Dies ermdglicht die Messung von biologisch weichen Strukturen im Nano-
meterbereich. Fir die Messungen wurde der Wafer als auch die untersuchten QCM-D Kristalle in einer
geschlossenen Messzelle platziert mit den entsprechenden Lésungen Uberschichtet und auf 30°C
temperiert (BioHeater, Asylum Research, Santa Barbara (CA), USA). Die Scangeschwindigkeit wurde
zwischen 2,5 und 10 ym/s eingestellt. Die Auswertung erfolgte mittels der Software Asylum Research
AFM Software AR Version 120804+1223, Igor Version Pro 6.3.2.3 und WSxM 5.0 Develop 6.5 (2013).

3.14  Zeitaufgeloste Laserfluoreszenzspektroskopie (TRLFS)

Die ZeitaufgelGste laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie ist eine spektroskopische Methode zur
Bestimmung der chemischen Bindungsform (Speziation) von fluoreszierenden Metallionen wie z. B.
der Lanthanide (Eu®, Tb**) oder der Actinide (UO,**, Cm*") "'"'%* Dabei erfolgt die Unterscheidung
der verschiedenen chemischen Spezies hinsichtlich ihrer spezifischen Anregungs- und

Emissionsspektren und der Fluoreszenzlebenszeiten 194

Fur die Aussendung von Licht bei der
Ruckkehr in energiearmere Zustande wird im Folgenden der Begriff Lumineszenz genutzt, da dieser
sowohl den Begriff Fluoreszenz und Phosphoreszenz einbezieht und somit aktuelle wissenschaftliche
Kontroversen bezulglich dieser Begriffe in der Emission von Licht in aquatischen Systemen auf3en vor
lasst "% ' Die TRLFS wurde in dieser Arbeit zur Charakterisierung der Interaktion von isolierten

Zellwandkomponenten und intakten Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 mit Eu®*
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genutzt. Anhand der spektroskopischen Daten sollen erste Aussagen zur strukturellen Umgebung des

Metallions in den gebildeten Komplexen und zur dessen Komplexstabilitat erfolgen.

3.14.1 Allgemeiner Versuchsaufbau und Messparameter

Fir die spektroskopischen Untersuchungen der Metallinteraktion von Eu®* mit den
Zellwandbestandteilen und den intakten Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53
wurden alle Proben mit einem Nd:YAG Laser (Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Laser, Typ
Minilite, Continuum, Santa Clara (CA), USA) bei einer Anregungswellenlange von A=266 nm und einer
durchschnittlichen Laserenergie von 0,3 mJ gemessen. Das emittierte Lumineszenzlicht der Proben
und Lésungen wurde mit einem Spektrograph (iHR 550, HORIBA Jobin Yvon, Unterhachingen,
Deutschland) und einer ICCD-3000 Kamera (HORIBA Jobin Yvon GmbH, Unterhachingen,
Deutschland) detektiert. Die spektralen Daten wurden mit der Software Labspec 5 (HORIBA Scientific,
HORIBA Jobin Yvon SAS France, Longjumeau Cedex, Frankreich) aufgenommen und flr die weitere
Auswertung mittels Origin 9.0 (Kapitel 3.14.2) gespeichert. In Abbildung 16 ist der schematische

Aufbau des verwendeten Lasersystems dargestellt.

Kivette
Anregungs- /" mit Probe
impuls
_“ ............................ »
Laserquelle
T Lumineszenz
Messsystem
Kontroller u. CCD-Kamera
Auswertung | mit Bildverstarker Spektrograph

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Messaufbaus des verwendeten TRLFS-Systems.

Zur Charakterisierung der chemischen Natur von Eu®" wurden die Proben analog zu den Proben aus
den Batch-Versuchen (Kapitel 3.8.2) vorbereitet. Die TRLFS-Untersuchungen erfolgten bei einem pH-
Wert von 6,0 und nach einer Reaktionsdauer von einer Stunde und 24 Stunden. Die 24 Stunden
Proben wurden bis 1 Stunde vor der Messung bei 4 °C unter Ausschluss von Licht inkubiert. Die
Suspensionen wurden in 3,5 ml Quarzglaskivetten mit einer Schichtdicke von 10 mm Uberflhrt und
unter konstanten Rihren und einer konstanten Temperatur von 25 °C mit dem Laser angeregt und die
Spektren aufgenommen. Der pH-Wert der Proben wurde jeweils vor und nach der Messung kontrolliert
(pH 540 GLP, WTW Weinheim, Deutschland) und gegebenenfalls auf den pH-Wert von 6,0 wieder

eingestellt.
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3.14.2 Datenanalyse und Spektrenanalyse

Die Spektrenauswertung erfolgte mittels der Software Origin Version 9.0G (OriginLab Corporation,
Northampton (MA), USA) unter Verwendung des Moduls ,Nichtlinearer Fit‘. Mit Hilfe dieser Aus-
wertungsmethode wurden die Lumineszenzlebenszeiten Uber das exponentielle Abklingverhalten der
charakteristischen Emissionsbanden bestimmt. Zur Bestimmung der Lumineszenzlebenszeiten der
unterschiedlichen Spezies wurden mono-, bi- und triexponentielle Fitfunktionen angewandt.
Anschlielend wurde das beste mathematische Modell unter Berlcksichtigung, dass die
Lumineszenzlebenszeiten unterschiedlich waren und der Fit nicht Gberparametrisiert war, ausgewahlt.
Zusatzlich erfolgte die Bestimmung der Peakpositionen lber das Modul ,Basislinie und Impulse®. Die
erhaltenen Daten zu Lumineszenzlebenszeiten und der chemischen Umgebung bzw. der Sorption der
Metallionen an den biologischen Komponenten wurden mit literaturbekannten Daten verglichen und

entsprechend diskutiert.

3.15 Photonenkorrelationsspektroskopie zur Bestimmung von

PartikelgroRen

Die Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS, englisch: Photon Correlation Spectroscopy) ist auch
unter dem Namen der dynamische Lichtstreuung bekannt. Dieses hochauflésende Messverfahren
ermdglicht die GréRenuntersuchung von Partikeln in Losungen in einem Bereich von ca. 2 nm-2 ym
97 Dabei wird das gestreute Laserlicht der Einzelpartikel in einem Winkel von 90° durch die zufallige
Positionsanderung der Streuzentren (Brownsche Molekularbewegung) am Detektor als Fluktuation der
Streulichtintensitdt gemessen. Somit ist die Ermittlung der PartikelgroRen durch die dynamische

Lichtstreuung nur eine indirekte Messmethode.

Die PCS wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um die hergestellten Goldnanopartikel und die Lipidvesikel
bezuglich ihrer  GroRRenverteilung  zu untersuchen. Dabei  wurden 1,5ml  der
Goldnanopartikelsuspension (Asxnm=1) unter staubfreien Bedingungen in eine Kivette Uberfiihrt,
anschlie3end verschlossen und mittels des Zetasizer, (Malvern Instruments,
Worcestershire, Vereinigte Konigreich) vermessen. Die hergestellten Lipidvesikel wurden nach der
Zonenzentrifugation mit dem  PartikelgréBenmessgerat BI-90  (Brookhaven Instruments
Corporation, Holtsville (NY), USA) analysiert. Als Lichtquelle wurde hier ein Argonlaser mit einer
Wellenlange von A=514,5 nm und einer Energie von 0,4 W (LEXER Laser, Fremont (CA), USA)
genutzt. Dafiir wurden aus jeder Zone (Kapitel 3.6.6) eine Probe von 1,5 ml Probe entnommen, in
Klvetten Gberfihrt und verschlossen. Die Auswertung der exportierten Daten erfolgte mit der Software
Origin Version 9.0G (OriginLab Corporation, Northampton (MA), USA).
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Kultivierung von Mikroorganismen

In dem folgenden Kapitel erfolgt die Darstellung der Kultivierung der beiden verwendeten Mikroorga-
nismen unter kontrollierten Prozessbedingungen. Die optimierten Versuchsparameter wie z. B. pH-
Wert, Sauerstoffeintrag und Detektion des Erreichens der stationaren Wachstumsphase mit Hilfe der
online und offline Messwerte ermdglicht hohe Biomassenausbeuten. Aus der erhaltenen Biomassen
kdnnen reproduzierbar die primaren Zellwandbestandteile wie z. B. S-Layer-Proteine quantitativ und
qualitativ hochwertig isoliert werden. In vorangegangen teilweise ungeregelten Kultivierungsstrategien
von bakteriellen Isolaten der Haberlandhalde wurden durch die Variation der pH-Werte,
Sauerstoffeintrag sowie Mediumkonzentration und —zusammensetzung geringere Ausbeuten an Bio-

massen erhalten "

. Ebenfalls konnte der Einfluss der Prozessparameter auf die Bildung von S-Layer-
Proteinen aufgezeigt werden. Dabei konnten neben geringeren Ausbeuten, als im nachfolgenden be-
schrieben wird erhalten werden, auch Veranderungen im SDS-Proteinprofil in Folge veranderter Nahr-

medien detektiert werden "%,

4.1.1 Kultivierung von Lysinibacillus sphaericus JG-A12

Die aufgezeichneten online Parameter der Kultivierung von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 sind in

Abbildung 17 a zusammen mit den bestimmten offline Parametern (Abbildung 17 b) dargestellt.
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Abbildung 17: Darstellung der online (a) und offline (b) Kultivierungsparameter von Lysinibacillus sphaericus JG-A12.

Innerhalb der ersten drei Stunden nach der Innokulation ist ein nahezu konstantes Signal der online
gemessen optischen Dichte sowie der offline OD-Messungen zu erkennen. In dieser lag-Phase
passen sich die Mikroorganismen den geanderten Wachstumsbedingungen wie pH-Wert, Temperatur
und Nahrstoffangebot an. Die Lénge dieser Phase ist abhangig von den verwendeten

Mikroorganismen und den gewahlten Kultivierungsparametern. Betrachtet man die Signale der online
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und offline Messungen ist erkennbar, dass diese Phase in Bezug auf Biomassebildung nahezu
unproduktiv ist. Zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase nach ca. drei Stunden ist ein stetiger
Anstieg der optischen Dichte, der Biotrockenmasse und der Gesamtzellzahl zu erkennen. In dieser
Wachstumsphase erreichen die Mikroorganismen ihre maximale Wachstumsgeschwindigkeit aufgrund
der idealen Wachstumsbedingungen '®. Aufgrund der Verwendung eines Komplexnahrmediums kann
eine genaue Aussage Uber die zur Verfigung stehenden Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie
weiterer Substrate nicht getroffen werden. Der kurze Anstieg des dO,-Levels nach ca. 3,5 Stunden
kann durch eine Stoffwechseladaption an ein anderes Substrat hervorgerufen werden. Dies fuhrt zu
einer kurzzeitigen Minimierung der Wachstumsgeschwindigkeit und somit zu einem verminderten
Sauerstoffbedarf der Zellen. Dieses Phanomen konnte bereits bei verschiedenen bakteriellen Isolaten
der Haberlandhalde und in weiteren Arbeiten beispielsweise der Kultivierung von E.coli in Luria bertani

Medium beobachtet werden 2%

. Nach der Adaption an die Wachstumsbedingungen nach ca. vier
Stunden ist ein stetig ansteigender Sauerstoffbedarf der Zellen erkennbar. Ebenfalls steigen die Werte
der online und offline ermittelten optischen Dichte und der Gesamtzellzahl exponentiell bis zum Er-
reichen des Endes der exponentiellen Wachstumsphase bei ca. 6,5 Stunden. Ab ca. finf Stunden ist
ein Anstieg der Rihrerdrehzahl zu erkennen. Die Erhdhung trégt zu einem vermehrten Sauerstoffein-
trag in die Kultivierungsbriihe bei und ist notwendig, um den erhdéhten Sauerstoffbedarf der Bakterien
in dieser Phase und eine sehr gute Biomasseausbeute zu gewahrleisten. In Abbildung 17 a ist zu-
satzlich der Saureverbrauch wahrend der Kultivierung aufgezeigt. Aufgrund der stetigen Zudosierung
von Saure kann auf eine vermehrte Bildung alkalischer Produkte geschlossen werden. Diese kénnen
einerseits durch den Verbrauch des Mediums selbst gebildet werden oder durch das Segregieren von
alkalischen Stoffwechselintermediaten durch die Mikroorganismen wahrend des Wachstums
hervorgerufen werden. Am Ende der exponentiellen Wachstumsphase nach ca. sieben Stunden
kommt es zu einem verminderten Sauerstoffbedarf der Zellen und somit zu einem langsam fallenden
Signal des dO,-Levels. Korrelierend dazu ist die Verringerung der Ruhrerdrehzahl zu beobachten.
Diese Phase des bakteriellen Wachstums wird meist durch einen beginnenden Nahrstoffmangel eines
limitierenden Faktors hervorgerufen. Betrachtet man weiter die Kurven der optischen Dichten,
Gesamtzellzahl, Biotrockenmasse und der Gesamtproteinkonzentration ist zu erkennen, dass nach
sieben Stunden die exponentielle Wachstumsphase beendet ist und die Bakterien mit einer
verminderten Geschwindigkeit wachsen. Vorangegangene Kultivierungen mit den hier verwendeten
Haldenisolaten haben gezeigt, dass kurz vor Erreichen der stationdren Phase der ideale Ernte-
zeitpunkt erreicht ist, um eine maximale Ausbeute an S-Layer-Proteinen zu erhalten. Durch eine ein-
setzende Endosporenbildung kommt es zum Abbau bzw. Verdau der gewiinschten S-Layer-Proteine
am Ende der exponentiellen Wachstumsphase. Durch diesen evolutionar entwickelten Prozess der
Sporenbildung von Bakterien, sind diese in der Lage sich vor widrigen Umweltbedingungen (pH-Wert,
Temperatur oder Schadstoffe) oder Nahrstoffmangel abzukapseln und das eigene Uberleben zu
sichern. Abbildung 18 a zeigt eine mikroskopische Aufnahme von Lysinibacillus sphaericus JG-A12
zum Zeitpunkt der Zellernte. In der mikroskopischen Aufnahme ist zu erkennen, dass nach sieben
Stunden noch keine Sporulation begonnen hat und nur stabchenférmige vitale Bakterien vorhanden

sind.
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Abbildung 18: (a) Mikroskopische Aufnahme in 400 facher VergroBerung zum Zeitpunkt der Zellernte und SDS-Protein-
profil der Kultivierungsproben von Lysinibacillus sphaericus JG-A12.

Ebenfalls wurde zusatzlich als begleitende offline Analytik ein SDS-Proteinprofil angefertigt, um die
Bildung von S-Layer-Proteinen verfolgen zu kénnen. In Abbildung 18 b ist zu erkennen, dass zum
Erntezeitpunkt bei ca. sieben Stunden eine stark ausgepragte Bande bei ca. 126 kDa zu erkennen ist,
welche dem funktionalen S-Layer Proteinen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 (SIfB) zugeordnet

2. 201 Dpje Probe zum Zeitpunkt von 8 Stunden zeigt, dass hier ein Abbau der

werden kann
charakteristischen Proteinbande der S-Layer-Proteine stattgefunden hat. Dies kann ein Indiz fiir den
Verdau der S-Layer-Proteine bei einsetzender Sporulation sein. Das Fehlen nahezu aller Banden im
Proteinprofil bei 9 Stunden ist auf ein Problem bei der Probennahme zuriickzufiihren und nicht in
Verbindung mit einem vollstandigen Proteinverdau zu bringen. Unter Verwendung der jeweiligen
online Parameter kann somit der ideale Erntezeitpunkt fiir diesen Stamm bestimmt werden und eine
reproduzierbare Biomasseproduktion gewahrleistet werden. Ebenfalls konnten durch geeignete
Methoden wie z. B. der SDS-PAGE der geeignete Erntezeitpunkt der Biomasse dargestellt werden,
bei dem primare Zellwandkomponenten wie z. B. S-Layer-Proteine in einer sehr hohen Ausbeute iso-
liert werden kénnen. Zusatzlich kann durch die Wahl geeigneter offline Analysen eine Korrelation zu
den online aufgezeichneten Daten hergestellt werden. Es konnten am Ende der Kultivierung 233 g
Biofeuchtmasse (Anfangsvolumen 57 1) nach der Separation mittels der Durchflusszentrifuge erhalten

werden.
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4.1.2  Kultivierung von Lysinibacillus sphaericus JG-B53

Analog der Kultivierung von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 erfolgte die Kultivierung von
Lysinibacillus sphaericus JG-B53 unter identischen Startbedingungen. In Abbildung 19 sind die online
und offline bestimmten Werte der Kultivierung zusammengefasst 28 Aus der Grafik wird ersichtlich,
dass trotz der Ahnlichkeiten der beiden Stamme und den vergleichbaren Startbedingungen sich der
Kultivierungsverlauf beziiglich der Kultivierungszeit, der Gesamtzellzahl und des Saureverbrauchs

unterscheidet.

(3)10 7 1004 online Triibung 350 (b) 51 : 100
4 - W -Biotrockenmasse %0
90 d(__)z . optische Dichte ’
i 1 Squreverbrauch 300 E £ - & -Gesamtproteinkonzentration /e =
0 1 —— Ruhrerdrehzahl s & 44 - @ -Gesamitzellzahl L II 70 2
- Z o 7l = = €
3 S e * lteo §
@ o] — - 0&
© E 03 ” 50
p=2) 3 o . =l
g = 5 40 g
= s B .
= E 3 / 2
= 35 =24 A ; 10 F
D e \ =
= R ’ ! =
= 2 ’ \ ' 8 ®©
H = E ’ vy IC_ A e dae S 6 S
= o4 o ,\’::">-"" &
P " 4
- =7
4 22 ¥ 2
LEz
24 o0 T T : T T +0 0 oy T " T T o
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Zeit (h) Zeit (h)

Abbildung 19: Darstellung der online (a) und offline (b) Kultivierungsparameter von Lysinibacillus sphaericus
JG-B53 %,

Besonders auffallig ist die relativ kurze lag-Phase des Organismus, die er bendtigt hat sich den ver-
anderten Umgebungsbedingungen anzupassen. Im Vergleich zu der Kultivierung des Stammes JG-
A12 kann dies darin begrindet sein, dass die Zellen in einem aktiveren bzw. vitalerem
Wachstumsstadium zum Animpfzeitpunkt vorlagen als die Bakterienzellen bei der Kultivierung des
Stammes JG-A12. Dies flhrte zu einer schnelleren Anpassung des Zellen aufgrund der gesteigerten
metabolischen Aktivitat. Analog der Kultivierung des Stammes JG-A12 ist auch bei dieser Kultivierung
bei ca. 1,5 Stunden ein kurzzeitiges Ansteigen des Sauerstofflevels zu beobachten. AnschlieRend fiel
der dO,-Level nach weiteren 30 Minuten wieder ab. Dieser Peak stutzt die Aussage, dass es sich
hierbei nicht um einen organismenspezifisches Phanomen handelt, sondern um eine Umstellung des
Metabolismus der Bakterien auf ein anderes Nahrstoffsubstrat wie z. B. die Verwendung einer
anderen Kohlenstoffquelle. In der exponentiellen Wachstumsphase ab ca. zwei Stunden ist ein
stetiger Anstieg der OD, der BTM und der Gesamtzellzahl zu erkennen. Parallel ist auch die Erhéhung
der Ruhrerdrehzahl zu erkennen, welche die Sauerstoffzufuhr fir das vermehrte mikrobielle
Wachstum sicherstellt. Vergleichend zu der Kultivierung von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 fallt der
Verbrauch an Saure als Dosierungsmittel in der Kultivierung von JG-B53 geringer aus. Daher kann auf
eine andere Verstoffwechslung des Mediums oder andere gebildete Stoffwechselintermediate, welche
durch die Bakterien gebildet werden, geschlossen werden. Diese Tatsache muss jedoch in weiteren
unabhangigen Untersuchungen zum mikrobiellen Wachstumsverhalten beider Organismen untersucht
werden, bei welchem u. a. eine begleitende Analytik zur Bildung organischer Sauren und weiterer

Stoffwechselprodukte empfehlenswert ist. Betrachtet man die offline ermittelten Signale ist zu er-
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kennen, dass nach ca. zwei stliindiger exponentieller Phase die Kurvenverlaufe abflachen, was bei ca.
4,5 Stunden auf den Ubergang in die stationdre Phase und einen limitierenden Substratmangel
hindeutet. Die meist mit der stationaren Phase einhergehende beginnende Sporulation kann wie in der
mikroskopischen Aufnahme zum idealen Erntezeitpunkt (4,5-5 Stunden) in Abbildung 20 a dargestellt

nicht erkannt werden.

1h  2h 2.5h 3h 3.5h . 4h_4.5h 5h 5.5h 6h
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Abbildung 20: (a) Mikroskopische Aufnahme in 400 facher VergrofRerung zum Zeitpunkt der Zellernte und SDS-
Proteinprofil der Kultivierungsproben von Lysinibacillus sphaericus JG-B53.

In Abbildung 20 b ist das SDS-Proteinprofil der Kultivierungsproben dargestellt. Uber die Zeit ist das
Proteinprofil der Bakterien sowie die charakteristische Bande von Sip1 bei ca. 150 kDa zu er-
kennen '*. Bis zu einem Zeitpunkt von 4,5 Stunden ist ein Anstieg der Bandenintensitat zu erkennen.
Ab ca. 5 Stunden nimmt die Bandenintensitat von Slp1 ab und niedermolekulare Proteinbanden sind
verstarkt erkennbar. Dies deutet auf einen Abbau von Sip1 hin zu kleineren Fragmenten bzw. die
Sekretion niedermolekularer Proteine hin. Daher kann aufgrund des Proteinprofils aus Abbildung 20 b
die Werte der offline und online Daten aus Abbildung 19 bestatigt werden, die den idealen
Erntezeitpunkt bei 4,5 Stunden kennzeichnen. Nach der Ernte mit der Durchflusszentrifuge wurden

260 g Biofeuchtmasse aus der Kultivierung von anfanglich 57 | gewonnen.
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4.2 Isolierung und Charakterisierung von bakteriellen Zellwandkompo-

nenten

4.2.1 Isolierung der S-Layer-Proteine und Charakterisierung mittels SDS-PAGE

Nach dem Entfernen der Flagellen, dem Aufschluss der Zellen am Hochdruckhomogenisator und der
Zentrifugation wurde das erhaltene Pellet vom Uberstand getrennt und die obere helle Schicht fiir die
Extraktion der S-Layer-Proteine der beiden Stamme genutzt. Die Isolierung der S-Layer-Proteine von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 ist in Abbildung 21 und von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 in
Abbildung 22 zusammengefasst. In beiden Abbildungen ist jeweils zu erkennen, dass nach dem Auf-
schluss mittels des Hochdruckhomogenisators der Uberstand (U) sowie das separierte und resuspen-
dierte Pellet (P) eine Vielzahl von Proteinbanden unterhalb von 100 kDa aufweisen. Diese werden im
Verlauf der Aufreinigung abgetrennt, so dass am Ende nur die charakteristischen Proteinbanden der
jeweiligen S-Layer-Proteine verbleiben. In den Proteinprofilen sind sowohl die Proben der Pellets als
auch die der Uberstande, welche nach den jeweiligen Zentrifugationen erhalten worden, dargestellt. In
Abbildung 21 und Abbildung 22 sind die einzelnen Proben (Uberstande und Pellets) fur die SDS-
PAGE nach der Abtrennung verbleibender Lipidreste (Behandlung mit Triton), dem Verdau des
verbliebenen Peptidoglykans (Lysozymverdau), der Behandlung mittels Guanidinhydrochlorid

(Proteinsolubilisierung) und der Dialyse vergleichend dargestellt.

126 kDa

Spur1: U Rohextrakt nach Hochdruckhomogenisator (unverdiinnte Probe) Spur9: M Marker in (kDa)

Spur2: P nach Hochdruckhomogenisator (= 5 pg Protein) Spur10: U nach Lysozymbehandlung (=5 ug Protein)
Spur3: P nach Tritonbehandlung (= 10 pg Protein) Spur11: U nach Lysozymbehandlung (=5 pg Protein)
Spur4: M Marker in (kDa) Spur12: P nach Lysozymbehandlung (= 5 ug Protein)
Spur5: U nach Tritonbehandlung (1 x waschen) (= 5 ug Protein) Spur13: M Markerin (kDa)

Spur6: P nach Tritonbehandlung (1 x waschen) (=5 pg Protein) Spur 14: U nach Proteinsolubilisierung (= 5 ug Protein)
Spur7: U nach Tritonbehandlung (2 x waschen) (= 5 ug Protein) Spur15: P nach Dialyse (=5 pg Protein)

Spur8: P nach Tritonbehandlung (2 x waschen) (=5 pg Protein)

Abbildung 21: SDS-Proteinprofile der einzelnen Fraktionen widhrend der Isolierung der S-Layer-Proteine (SIfB) von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12.

In Abbildung 21 ist die charakteristische Proteinbande von SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12
bei ca. 126 kDa (Markierung) zu erkennen. Diese Bande korrespondiert mit der theoretischen
molekularen Masse von 126,3 kDa dieses S-Layer-Proteins, welche nach der Sequenzierung von SIfB

berechnet wurde 2’

. Dieses S-Layer-Protein, welches die Zelloberflache von Lysinibacillus sphaericus
JG-A12 bedeckt, konnte bereits in vorangegangen biochemischen und molekularbiologischen

Untersuchungen beziglich der Aminosauresequenz (1238 Aminosauren) und dem sich daraus
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ergebenden Molekulargewicht von 126 kDa, sowie beziglich von Phosphorylierungen an SIfB
hinreichend charakterisiert werden *% 2°" 22 Somit kénnen die bereits vorhandenen Daten mit den
SDS-PAGE-Analysen dieser Arbeit in Bezug auf die Molekulargrofie von SIfB sehr gut bestatigt
werden. Es ist zu erkennen, dass im Verlauf der SIfB-Isolierung niedermolekulare Proteine abgetrennt
werden und im SDS-Profil nicht mehr prasent sind. In den aufgereinigten Proben von SIfB nach der
Solubilisierung mit Guanidinhydrochlorid und dem Pellet der letzten Probe (nach der Dialyse) ist
neben der charakteristischen Bande bei 126 kDa ein weitere Bande unterhalb von 120 kDa zu

erkennen. Diese Bande resultiert vermutlich aus der Abspaltung des N-Terminus von SIfB.
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Spur1: M Markerin (kDa) Spur9: P nach Tritonbehandlung (2 x waschen) (>10 pg Protein)
Spur2: U nach Hochdruckhomogenisator (1 x waschen) (= 2 pg Protein) Spur10: U nach Lysozymbehandlung (2 x waschen) (>10 ug Protein)
Spur3: P nach Hochdruckhomogenisator (1 x waschen) (= 2 ug Protein) Spur11: P nach Lysozymbehandlung (>10 pg Protein)
Spur4: U nach Hochdruckhomogenisator (2 x waschen) (= 2 ug Protein) Spur12: M Marker in (kDa)
Spur5: P nach Hochdruckhomogenisator (2 x waschen) (= 2 ug Protein) Spur13: U nach Dialyse (>10 pg Protein)
Spur6: M Marker in (kDa) Spur14: P nach Dialyse (>10 pyg Protein)
Spur7: U nach Tritonbehandlung (1 x waschen) (= 2 pg Protein) Spur15: P nach Dialyse (>1 pg Protein)
Spur8: P nach Tritonbehandlung (1 x waschen) (= 2 ug Protein) Spur16: M Marker in (kDa)

Abbildung 22: SDS-Proteinprofile der einzelnen Fraktionen wéahrend der Isolierung der S-Layer-Proteine (Slp1) von
Lysinibacillus sphaericus JG-B53.

In Abbildung 22 ist eine dominante Bande bei der Isolierung von Slp1 von Lysinibacillus sphaericus
JG-B53 Dbei

literaturbeschriebenen Wert von Sip1

150 kDa zu erkennen.
128, 130,

ca. Dieses Molekulargewicht

145

entspricht dem bereits
. Jedoch fallt die mittels SDS-PAGE ermittelte
Proteingrofe wesentlich hoher aus als das theoretische Uber die Sequenzierung von Sip1 ermittelte
Molekulargewicht von 116,0 kDa (mit Signalpeptid, 1104 Aminosauren) bzw. 112,9 kDa (ohne

145, 202

Signalpeptid)

49,

. Dies kann durch mdgliche posttranslationale Modifizierungen hervorgerufen

werden 208,

In bisherigen Untersuchungen konnten typische Modifikationen wie z.B.
Phosphorylierungen oder Glykosilierungen detektiert werden. Diese geringen Modifikationen kénnen
die Differenz der Molekulargewichte jedoch nicht erklaren. Ebenfalls konnten durch keine anderen
Proteine und Gene ahnlicher oder identischer N-terminaler Sequenzen in dem Genom von Lysini-
bacillus sphaericus JG-B53 detektiert werden 2°2. Untersuchungen mit Hilfe der Methode der Pho-
tonenkorrealtionsanalyse zeigten fir Slp1 ein Molekulargewicht von 115 + 10 kDa auf, welche die Er-
S Der

theoretischen Molekulargewicht und den SDS-PAGE-Analysen kann daher beispielsweise durch

gebnisse der molekularbiologischen Analysen starken Unterschied zwischen dem
ladungsabhangige Artefakte des SDS-Gels verursacht werden, bei denen einige hochalkalische
Proteine das SDS-Gel langsamer durchlaufen und es zu Verfalschungen in der Proteinauftrennung

und der detektierten ProteingroRe kommt. Mit einem isoelektrischen Punkt von 5,5 scheint dieser
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Grund bei Slp1 jedoch nicht als wahrscheinlich. Daher kann als weitere Moglichkeit die Ausbildung
von Iso-Peptidbindungen angenommen werden, welche bei der Denaturierung wahrend der
Probenvorbereitung nicht zerstért werden ® " Die hier getroffenen Aussagen, welche die
unterschiedlichen Molekulargewichte erklaren kénnten, missen jedoch in weiteren Untersuchungen
naher betrachtet werden.

Wie in Kapitel 4.1 dargestellt konnten fir Lysinibacillus sphaericus JG-A12 4,09 g Biofeuchtmasse pro
Liter Kulturbriihe (1,35 g/l BTM) erhalten werden. Dabei entfallen ca. 50 % der BTM auf die Gesamt-
proteinkonzentration, wovon 15 % auf den maximal mdglichen Anteil von S-Layer-Proteinen ent-
fallen®. Aus der Gesamtbiofeuchtmasse von 233 g aus 571 Kulturmedium konnten 1,919
lyophilisiertes SIfB isoliert werden. Bezogen auf die theoretische, maximale Ausbeute (5,17 g SIfB)
bezogen auf die BTM ergibt sich eine Ausbeute (y) von 37° %. Aus den 260 g Biofeuchtmasse von
Lysinibacillus sphaericus JG-B53 aus einem 571 Ansatz (4,56 g Biofeuchtmasse pro Liter
Kulturmedium entspricht 1,45 g/l BTM) konnten 1,60 g lyophilisiertes Slp1 isoliert werden. Dies
entspricht einer Ausbeute von y=25,8 % des theoretisch maximalen Wertes von 6,2 g. Somit konnte in
den Isolierungen von S-Layer-Proteinen von SIfB héhere Ausbeuten als bei den Isolierungen von Sip1
erhalten werden. Betrachtet man den theoretischen Anteil der S-Layer-Proteine an der BTM, so
kénnen in weiteren Arbeiten durch die Optimierung der Isolierungsmethode die Ausbeuten der S-

Layer-Proteine noch wesentlich gesteigert werden.

4.2.2  Isolierung und Charakterisierung der Membranlipide

4.2.2.1 Isolierung der Membranlipide

Die Membranlipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 wurden anfanglich Uber zwei
verschiedene Extraktionsmethoden isoliert. Es sollte hierbei getestet werden, welches Verfahren am
geeignetsten ist um die Membranlipide qualitativ und quantitativ hochwertig zu isolieren. Fur die
spateren Sorptionsversuche mit Metallen und Halbmetallen musste auf eine vollstandige Entfernung
von S-Layer- und weiteren Proteinen aus den Membranlipiden geachtet werden, da diese die
Metallbindung erheblich beeinflussen konnen. Mittels SDS-PAGE wurde die Reinheit der
Membranlipidproben Uberpriuft. Das jeweilige SDS-Proteinprofil der mechanisch-biochemischen
Lipidaufreinigung fur Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 unter Verwendung einer
unspezifischen Proteinase K ist in Abbildung 23 dargestellt. In Abbildung 23 a und b ist zu erkennen,
dass bei den isolierten Membranlipiden von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 nach dem
Proteinverdau mit Proteinase K schwache Proteinbanden im SDS-Profil zu erkennen sind. Diese
mussen in weiteren Extraktionsschritten entfernt werden, um fir die spateren Metallbindungsversuche

reine Lipidfraktionen nutzen zu kénnen.
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spuria: U nach Hochdruckhomogenisator (4 x waschen) Spurib: M Marker in (kDa) Spuric: P ohne Proteinase K-Verdau
(= 10 pg Protein) Spur2b: P nach Proteinase K-Verdau (1 x waschen) (= 5 pug Protein)
Spur2a: U nach Proteinase K-Verdau (= 10 ug Protein) (1 x waschen) (= 10 yg Protein) Spur2c: P nach Proteinase K-Verdau
Spur3a: M Marker in (kDa) Spur3b: P ohne Proteinase K-Verdau (1 x waschen) (= 5 pug Protein)
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Abbildung 23: SDS-Proteinprofil der mechanisch-biochemischen Lipidaufreinigung von Lysinibacillus sphaericus JG-
A12 (a); (b) Lysinibacillus sphaericus JG-B53 mit 0,1 g/l gealterter Proteinase K sowie (c) unter Verwendung von
0,15 g/l aktiver Proteinase K.

Im SDS-Proteinprofil sind bei ca. 130 kDa (Abbildung 23 a) und bei ca. 150 kDa (Abbildung 23 b) Pro-
teinbanden zu erkennen, welche den charakteristischen Banden der S-Layer-Proteine der beiden ver-
wendeten Mikroorganismen zuzuordnen sind. Die Prasenz dieser Banden zeigt, dass durch den Zell-
aufschluss ein Teil der S-Layer-Proteine im Uberstand nach dem Aufschluss am
Hochdruckhomogenisator verbleiben. Durch den Verdau mit der unspezifisch scheidenden
Proteinase K ist ein Abbau dieser Banden zu erkennen. Zusatzlich wurde die Konzentration der
Proteinase K aug 0,15 g/l erhdht (Abbildung 23 c). Diese Versuche zeigen, dass eine zu geringe Kon-
zentration an Proteinase K bzw. daraus resultierend durch eine zu geringe Enzymakiivitat die
enthaltenen Proteine nicht komplett verdaut werden kénnen. Dies flihrt zu einem drastischen Verlust
der Lipidqualitat. Zusatzlich konnten Uber die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry die

1%0. 154 Dabei konnte

Lipidproben bezlglich der enthaltenen Proteinrestmengen untersucht werden
festgestellt werden, dass unter Verwendung der mechanisch-biochemischen Extraktion teilweise hohe
Proteinkonzentrationen vorhanden waren, welche fiir die weiteren Sorptionsversuche negative
Beeinflussungen der Messergebnisse hervorrufen wirden. Betrachtet man in Abbildung 23 a-c die
Proteinprofile, so sind in allen Proben niedermolekulare Proteinbanden im Bereich kleiner 10 kDa zu
erkennen. Die Extraktion der Membranlipide unter Verwendung von organischen Lésungsmitteln hat
hingegen keine Proteinbanden in den durchgefihrten SDS-PAGE-Analysen ergeben, da durch diese
Methode nur die Chloroform 16slichen Membranlipide in die organische Phase Uberfiihrt werden. Alle
weiteren Komponenten wie z. B. Proteine, welche in dem organischen Ldsungsmittel nicht I8slich sind
verbleiben in der wassrigen Phase und wurden verworfen. Durch die Bestimmung der Proteinkonzen-
tration nach Lowry, konnte die Proteinentfernung aus den Membranlipiden ebenfalls nachgewiesen

werden .
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Vergleicht man die Lipidmengen der unterschiedlichen Extraktionsmethoden so kann die mechanisch-
biochemische Methode eindeutig favorisiert werden. Jedoch kann aufgrund hoher Anhaftungen von
Proteinen keine Ausbeuteberechnung flir die reine Lipidfraktion durchgefiihrt werden, da es sonst zu
einer Werteverfalschung kommt. Bezieht man aber zusatzlich die Reinheit der Lipide mit in die
Betrachtungen ein, so ist die Lésungsmittelextraktion trotz einer geringeren Ausbeute die geeignetere
Methode. Unter Verwendung der reinen Lésungsmittelextraktion konnten aus 20 g Biofeuchtmasse
teilweise nur wenige Milligramm Membranlipide gewonnen werden. Dies lag an den verschiedenen
Zellfragmenten, welche z. B. bei den Ausschittelversuchen neben der organischen und wassrigen
Phase eine dritte hochviskose Phase ausgebildet haben und zu erheblichen Materialverlust gefuhrt
haben. Aus diesem Grund wurden wie in Kapitel 3.6.3 beschrieben beide Methoden kombiniert, um
die hohe Ausbeute der mechanisch-biochemischen Methode mit der hohen Reinheit der
Membranlipide aus der organischen Extraktion zu vereinen. Dabei diente die mechanisch-
biochemische Methode ebenfalls als erster Reinigungsschritt, bei welchem grobe =zellulare
Verunreinigungen entfernt werden konnten. Im Anschluss an die mechanisch-biochemischen Methode
wurde die Lésungsmittelextraktion durchgefiihrt und die Membranlipide fur die folgenden Versuche in
einer adaquaten Menge und Reinheit hergestellt. Die erfolgreiche Proteinentfernung wurde
anschlieBend mittels der Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry bestatigt. Die Protein-

konzentrationen in den Lipidfraktionen lagen unterhalb des Detektionslimits der Methode.

Aus 233 g Biofeuchtmasse (57 | Kultivierungsansatz) von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 (1,35 g/l
BTM) konnten (ber die kombinierte Extraktionsmethode 254 mg vollstandig proteinfreie
Membranlipide isoliert werden. In der Biotrockenmasse machen die Membranlipide ca. 5 % des
Gewichtes aus °. Somit ergibt sich fur die Lipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 eine Ausbeute
von 6,6 % bezogen auf die theoretische mogliche Lipidmenge in der BTM. Aus einem
Kultivierungsansatz von 57 | konnten 206 g Biofeuchtmasse (1,08 g/l BTM) erhalten werden, aus dem
367,6 mg vollstandig proteinfreie JG-B53 Membranlipide isoliert werden konnten. Bezogen auf die
theoretisch mogliche Lipidmenge in der Biotrockenmasse konnte somit eine Ausbeute von 11,9 %
erhalten werden. Somit konnte eine deutliche bessere Lipidausbeute flir den Stamm JG-B53 erhalten
werden. Es zeigt jedoch, dass bezogen auf die theoretisch méglichen Ausbeuten ebenfalls noch eine

Optimierung erfolgen muss, um héhere Produktausbeuten zu erzielen.

Aufgrund der hohen Qualitat der Lipide war es mdglich, ihre Zusammensetzung detailliert zu charakte-
risieren. Zur Charakterisierung der Membranlipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53
wurden die Methoden der GC-FID, DC, ESI-MS und eine Phosphatkonzentrationsbestimmung durch-
gefihrt um die Lipide bezuglich der enthaltenen hydrophilen Kopfgruppen, der enthaltenen
hydrophoben Fettsdurereste und des Phosphatgehalts zu analysieren. Die Ergebnisse sind in den

folgenden Kapiteln dargestellt.

59



Ergebnisse und Diskussion

4.2.2.2 Lipididentifizierung mittels Diinnschichtchromatografie

Zur Auftrennung und Detektion der Membranlipide wurde die Dunnschichtchromatografie (DC)
genutzt. Hierbei wurde der Fokus auf die Identifizierung der entsprechenden Kopfgruppen gelegt.
Durch die Variation der mobilen Phase (Chloroform/ Wasser/ Methanol) konnten die Lipide bei einem
Losungsmittelverhaltnis von 65:30:8 sehr gut aufgetrennt werden. Mit den anschlieBend genutzten
Farbemethoden erfolgte die Visualisierung der funktionellen hydrophilen Kopfgruppen der
aufgetrennten Lipide. Mit Hilfe der Ninhydrinlésung wurden Amine angefarbt und durch eine
Fluoreszinldsung die Lipide detektiert. Zur naheren Charakterisierung der Kopfgruppen wurden
Modellsubstanzen wie Phosphatidylethanolamin (PEA), Phosphatidylcholin (PC) und Phospha-
tidylserin (PS) gewahlt. Diese Substanzen stellen die am haufigsten vorkommenden Lipidkopfgruppen
in Bakterien dar %. Zusatzlich wurde Lecithin als Referenzsubstanz mit einem 99 %igen Anteil an
Phosphatidylcholin eingesetzt, welches den maximalen Anteil an hydrophilen Kopfgruppen im Lecithin
ausmacht. Der verbleibende Anteil entfallt auf Lipide mit Phosphatidylethanolamin als Kopfgruppe als
zweitstarksten Vertreter bei bekannten Bazillenstammen. Exemplarisch ist in Abbildung 24 a und b
(Original- und rekonstruiertes DC-Bild) die Auftrennung der extrahierten Lipide des Stammes JG-B53
dargestellt. In Abbildung 24 ¢ sind die o.g. Referenzsubstanzen unter Verwendung der gleichen
Lésungsmittelzusammensetzung als rekonstruiertes DC-Bild dargestellt. Anhand der Dinnschicht-
chromatogramme konnten keine Unterschiede der beiden untersuchten Lipide der Stamme Lysini-
bacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass beide
Stamme sich im Aufbau und Zusammensetzung der Lipidkopfgruppen nicht signifikant unterscheiden.
Fur die Membranlipide der beiden Stamme konnte ein Retentionsfaktor von =0,6 ermittelt werden.
Vergleicht man den Wert mit den getesteten Referenzproben, dann ist ein direkter Vergleich mit dem
R¢-Wert von 0,6 der Lecithin-Probe und der Referenzsubtanz (PC) erkennbar. Daher kann aus den
Ergebnissen der DiUnnschichtchromatografie die Aussage getroffen werden, dass bei den unter-
suchten Lipiden Phosphatidylcholin die vorherrschende Kopfgruppe darstellt. Durch den Vergleich der
Lipide der kombinierten Extraktionsmethode mit Lipiden der einzeln durchgefiihrten mechanisch-bio-
chemischen- bzw. Losungsmittelextraktion (Voruntersuchungen) konnte ein identisches DC-Profil der
Lipide detektiert werden. Dies zeigt die Effektivitat der Extraktionsmethoden auf. Bei den Proben der
mechanisch-biochemischen Extraktionsmethode war jedoch ein weiterer Substanzfleck zu erkennen,
welcher am Startpunkt zurlickbleibt. Dieser kann auf nicht abgetrennte Proteine zurtickgefihrt werden,
welche Uber das gewahlte System nicht auftrennbar sind. Betrachtet man die Proben, die zusatzlich
mit Proteinase K behandelt wurden, so ist eine Minimierung des Substanzfleckes am Startpunkt bei
gleicher Auftragungsmenge zu erkennen. Dieser Fleck ist bei den Proben der kombinierten Losungs-
mittelextraktion (Abbildung 24 a und b, Bahn 4) nicht erkennbar, da hier durch die Uberfiihrung in die
organische Phase anhaftende Proteine aus dem vorangegangenen Zellaufschluss in der wassrigen

Phase verbleiben.
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Abbildung 24: (a) DC-Originalbild der Lipidauftrennung von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 — Lipide der mechanisch-
biochemischen Lipidextraktion vor der Zugabe von Proteinase K (Bahn 1), Lecithin-Standard (Bahn 2), Lipide der
mechanisch-biochemischen Lipidextraktion nach der Zugabe von Proteinase K (Bahn 3), Lipide der kombinierten
Extraktionsmethode (Bahn 4); (b) rekonstruiertes DC-Bild von Abbildung (a) mit R;-Werten; (c) getestete Referenzsubs-
tanzen mit R¢-Werten aus Voruntersuchungen zur Identifikation der Kopfgruppen, PEA-Standard (Bahn 1), Lecithin-
Standard (Bahn 2), PC-Standard (Bahn 3), Mix-Standard aus Lecithin, PC, PS und PEA (Bahn 4), PS-Standard (Bahn 5).

In weiteren Versuchen wurde die Stabilitat der in Wasser und LOsungsmittel gelagerten Lipide
untersucht. Hierbei konnte exemplarisch fiir den Stamm JG-B53 und vergleichender Weise flir das
Modelllipid Lecithin, welche in wassriger LOsung suspendiert vorlagen festgestellt werden, dass nach
4-8 Wochen weitere Substanzflecke nach dem Anfarben zu erkennen sind. Dieser Effekt (Daten nicht
gezeigt) konnte bei vergleichbaren Proben, welche in Chloroform gelost waren, nicht festgestellt
werden. Daher ist eine Abspaltung der gebundenen Fettsduren sehr wahrscheinlich. Da jedoch dieses
Phanomen nur bei den wassrigen Proben zu erkennen war, kann eine wasserinduzierte Lipidoxidation

204. Da

angenommen werden, bei der die Fettsaurereste stufenweise hydrolytisch abgebaut werden
die Praparation der Lipide uber die mechanisch-biochemische Methode nicht unter sterilen
Bedingungen erfolgt, kdnnen weitere Einfliisse durch enzymatische Spaltung durch das Einwirken von
Lipasen nicht ausgeschlossen werden 2 %> 2% Da durch die gewshlte Anfiarbemethode nur die
stickstoffhaltigen Kopfgruppen sichtbar gemacht werden, ist mit abnehmendem Retentionsfaktor die
Abspaltung der Fettsdurereste von den Kopfgruppen zu vermuten. Durch die abgespaltenen
Fettsduren wechselwirkt der entsprechende Phosphatidylcholinrest starker mit der stationaren Phase
(Kieselgeltragermaterial) und wird somit schlechter Uber die feste Phase transportiert. Dies fihrt zu
geringeren Ry-Werten im Vergleich zu den intakten Membranlipiden. Daher sollte eine Lagerung der
Lipide nur in wasserfreier Form als Lyophilisat oder im entsprechenden organischen Lésungsmittel

erfolgen, um die Lipidoxidation zu vermeiden.
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4.2.2.3 Ermittlung des Fettsdureprofils mittels GC-FID

Mittels der GC-FID konnten die derivatisierten Fettsauren der isolierten Membranlipide der beiden
Stdmme bestimmt werden. Hierflr wurden von beiden Stammen Lipidisolate der kombinierten Lipidex-
traktion vergleichend zu den genannten Einzelisolierungsstrategien (Methode 1 in Tabelle 12) und der
reinen Losungsmittel- (Methode 2 in Tabelle 12) und der mechanisch-biochemischen-Extraktion (Me-
thode 3 in Tabelle 12) dargestellt. Dies soll als Vergleich der Darstellung der unveranderten Fettsaure-
zusammensetzung in Abhangigkeit der genutzten Extraktionsmethoden dienen. In Abbildung 25 sind
exemplarisch die GC-FID-Chromatogramme der FAMEs aus den Lipiden von Lysinibacillus
sphaericus JG-A12 und JG-B53 dargestellt, welche aus der kombinierten Extraktionsmethode isoliert
wurden. Die GC-FID Messungen der Lipide beider Stdmme erfolgten am UFZ in Leipzig in der

Arbeitsgruppe von Dr. Hermann Heipieper.
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Abbildung 25: GC-FID Chromatogramme der FAMEs von: (a) Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und (b) Lysinibacillus
sphaericus JG-B53 (Nicht gekennzeichnete Peaks sind FAME-Standardlésungen zuzuordnen).
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In Abbildung 25 a und b sind die Peaks der FAMEs aus den Membranlipiden mit aufsteigender Reten-
tionszeit dargestellt. Dabei erfolgte die Zuordnung der detektierten Peaks zu den korrespondierenden
Fettsduren. Die nicht gekennzeichneten Peaks stammen aus den Messlésungen zugesetzten
Standardlésungen an FAMEs und wurden fiir die Auswertung nicht weiter berlicksichtigt. Die in den
Chromatogrammen dargestellten Retentionszeiten der einzelnen FAMEs sind dabei abhangig von der
Kettenlange des Kohlenwasserstoff- (KWS) Grundgeriistes der Fettsduren. Daher werden Peaks
kirzerer Fettsdureketten wie z. B. die der Myristinsaure (14:0) zuerst im Chromatogramm detektiert,
gefolgt von Fettsauren aufsteigender Kettenldnge (z. B. Palmitinsdure, 16:0). Die Ergebnisse der in
Abbildung 25 dargestellten integralen Peakflachen und der daraus berechneten prozentualen Anteile
der bestimmten FAMEs bzw. der korrespondierenden Fettsduren der Membranlipide von Lysinibacillus

sphaericus JG-A12 und JG-B53 sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: Fettsaureprofil der isolierten Lipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53.

Organismus Stamm Methode Fettsaureanteile [%]
14:0 15:0 15:0 16:0 16:0 17:0 17:0 18:0 18:1 s
iso anteiso iso iso anteiso cis d9

2 . JG-A12 *1 43,79 | 4,60 0,33 16,21 | 21,09 | 9,68 4,09 0,21 0 100
= 3
% § JG-A12 *2 41,64 | 6,14 0,41 14,41 | 21,563 | 12,05 | 3,47 0,36 0 100
% EL JG-A12 *3 37,83 | 4,58 0,25 13,65 | 24,33 | 12,65 | 6,50 0,21 0 100
2 ., JG-B53 *1 30,43 | 17,64 | 0,19 17,91 | 27,48 0 5,13 0,68 0,53 100
= 3
_‘é“) % JG-B53 *2 30,49 | 17,85 | 0,74 17,06 | 27,77 0 5,06 0,67 0,36 100
% EL JG-B53 *3 30,30 | 17,51 | 0,62 17,55 | 27,06 0 5,47 0,91 0,59 100

*1 ... reine Losungsmittelextraktion
*2 ... kombinierte Lipidextraktion
*3 ... reine mechanisch-biochemische Extraktion

Die Werte aus Tabelle 12 errechnen sich aus den ermittelten integralen Peakflachen, welche in den
Chromatogrammen gegenuber der Retentionszeit dargestellt sind (Abbildung 25). Aus Tabelle 12 ist
erkenntlich, dass sich das Fettsdureprofil der untersuchten Membranlipide nahezu unabhangig von
der gewahlten Isolierungsmethode und der Biomassencharge verhalt, aus denen die Lipide extrahiert
wurden. Dies lasst sich aus den minimalen Schwankungen der prozentual vorkommenden Fettsduren
ableiten. Unter Beibehaltung der beschriebenen Kultivierungsbedingungen wie z.B. Temperatur,
Nahrmedium und dem Erntezeitpunkt der Biomasse am Ende der exponentiellen Wachstumsphase
der Zellen herrscht eine reproduzierbare und kaum variierende Fettsdurezusammensetzung vor.
Durch Veranderungen der Kultivierungstemperatur, Substratzugabe oder Erntezeitpunkt ist es jedoch
moglich, Einfluss auf die Zusammensetzung zu nehmen und eine Verschiebung der prozentualen
Fettsadureanteile zu erreichen oder gezielt Einfluss auf die Bildung einzelner Fettsduren zu
nehmen *% 2" 2% Aus den erhaltenen Daten ist ersichtlich, dass beide Extraktionsmethoden zur Iso-
lierung der Membranlipide geeignet sind, da aus beiden Proben keine signifikanten Schwankungen in
der Zusammensetzung festgestellt werden konnte. Im Vergleich der Membranlipide beider Bakterien-

stdmme untereinander ist erkennbar, dass trotz der jeweils vier dominierenden Fettsauren
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(Markierungen in Tabelle 12) sich die Zusammensetzung stark unterscheidet. Lysinibacillus
sphaericus JG-A12 weist beispielsweise keine ungesattigten Fettsduren auf, wie sie in Form der cis-
konfigurierten Olsaure (cis 18:1 d9) bei Lysinibacillus sphaericus JG-B53 vorkommt. Hingegen kommt
es zu einer verstarkten Bildung von C,; iso-Fettsduren, welche sich im Profil von JG-B53 nicht wieder-
finden lassen. Ebenfalls charakteristische Unterschiede in den enthaltenen Fettsduren der
Membranlipide sind in dem signifikant hdheren Anteil an Myristinsaure bei Lysinibacillus sphaericus
JG-A12 (314041 %) im Vergleich zu JG-B53 (3 140=30 %) zu erkennen. Beide untersuchten
Membranlipide weisen sehr hohe Anteile an Palmitinsdure (16:0) und 14-Methylpentadecansaure
(16:0 iso) auf. Die Beschreibung und die Strukturen der detektierten Fettsauren in den Lipiden beider

Stamme sind in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 13: Fettsauren der Membranlipide der Mikroorganismen Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53.

Abkiirzung Name Strukturformel

.. Hy Hy Hy Hy Hy Hy
n-Tetra_d(_ecapsaure HiC /C\C /C\C PPN /c\C P
(Myristinsaure) con R e we g

Hy Hy Hy Hy Hy Hy oy

14:0

Hy Hy Hy Hy Hy H

15:0 HaC c_ C_ C_ C_ L CL 0
. h 4 \C/ \C/ \C/ \C/ N/ \C/

13-Methyltetradecansaure c c
1so L. Hy Hy, Hy Hy, H, [
CH3 2 2 2 2 2 OH
M3 H, M, H, Hy, H
15:0 .. He, oH & 2 2 2 o
. 12-Methyltetradecansaure TN N NN NN N
anteiso c ¢ ¢
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Diese Unterschiede im Profil zeigen, dass anhand der Fettsduren aus den Membranlipiden eine zu-
satzliche Methode zur Unterscheidung der beiden Stdmme entwickelt werden kann. Die gemittelten
Fettsdureanteile der beiden Stdmme sind in Abbildung 26 a und b vergleichend dargestellt. Es konnte
in den Untersuchungen dieser Arbeit, sowohl bei den Membranlipiden von Lysinibacillus sphaericus
JG-A12, als auch bei denen von JG-B53 dargestellt werden, dass je kirzer die Fettsauren sind, die

Methylverzweigungen bevorzugt an der zweiten Position (iso) der KWS-Kette entstehen.
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Abbildung 26: Fettsdurezusammensetzung von (a) Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und (b) JG-B53.

Vergleichend zu weiteren Bakterienstdmmen aus der Literatur wie Bacillus cereus B-17, Bacillus
subtilis B-4, Bacillus thuringiensis W.S. und Lysinibacillus sphaericus (alte Stammbezeichnung:
Bacillus sphaericus ) ist das fur die Stdmme Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 ermittelte

%0.299 Dje Variation der Kohlenstoffkettenlange betragt

Fettsaureprofil sehr typisch fir Bakterienarten
sowohl bei den aus der Literatur bekannten Spezies und den in dieser Arbeit untersuchten Stamme
zwischen C44 und C44. Die dominierenden Fettsauren bilden dabei meist unverzweigte C44- und C¢-
KWS-Ketten sowie verzweigte 15:0 iso-, 15:0 anteiso-, 16:0 iso-, 17:0 iso-, 17:0 anteiso-KWS-Ketten,
wie sie in Abbildung 26 fir die Fettsauren der in dieser Arbeit untersuchten Membranlipide dargestellt
sind. Diese verzweigten Ketten (iso- und anteiso-Fettsauren) mit der Methylgruppe an Position 2 und 3
der KWS-Kette spielen eine entscheidende Rolle in der Phospholipidsynthese fir die Membran-
funktion. Vor allem das Vorkommen von 15:0iso und 16:0 anteiso Fettsduren ist bei vielen
Mikroorganismen ahnlich stark ausgepragt wie z. B. bei Bacillus subtilis B-7, Bacillus cereus B-17 oder
bei E. coli *> ?'°. Wie in der Literatur allgemein fir Bakterien vom Typ Lysinibacillus sphaericus
beschrieben, kann die 15:0 iso-Fettsdure bei beiden untersuchten Stdmmen jedoch nicht als
dominierende Fettsaure detektiert werden 2'. Die Lipide von JG-B53 zeigen jedoch einen wesentlich

héheren Anteil von 15:0 iso-Fettsduren als die Lipide von JG-A12 auf.

Ebenfalls konnte durch Kaneda, T. et al. (1977) herausgefunden werden, dass die Bildung von ver-
zweigten Fettsduren und deren Position (Position 1 oder 2) am Phosphatidylglycerol einen entschei-
denden Einfluss auf die Funktionen und physikalischen Eigenschaften des gesamten Phospholipids
haben %*°. So kann beispielsweise die Fluiditat, die Phospholipidsynthese und Konformationseigen-
schaften beeinflusst werden. Kandea, T. et al. (1977) stellte dabei fest, dass je kirzer die gebildeten

29 Dabei stellte er fiir

Fettsauren sind, desto bevorzugter ist die Position 2 am Phosphatidylglycerol
Fettsduren mit gleicher Kohlenstoffanzahl die folgende Bindungspraferenz an Position 2 auf: anteiso>
iso> unverzweigte Fettsduren. Ableitend daraus wirde sich bei den in dieser Arbeit untersuchten
Lipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 ein bevorzugte Bindungspraferenz an der
zweiten Position des Glycerolrickgrates von 15:0 anteiso< 15:0 iso< 14:0 ergeben. Dies ist jedoch in
weiteren Untersuchungen zur Strukturaufklarung noch genauer zu betrachten. Aus den ermittelten

Fettsauren der beiden Membranlipide lassen sich ebenfalls Aussagen zu einer weiteren Eigenschaft
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der Membranlipidschicht treffen. Die Membranfluiditdt wird dabei durch die Art der Fettsauren
innerhalb der Phospholipide beeinflusst. Durch die Mischung an langen unverzweigten Fettsduren wie
Myristin- und Palmitinsaure beider Stamme (3 =60 %) sowie langkettigen und verzweigten Fettsauren
der Membranlipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53, kann auf eine sehr hohe
Beweglichkeit der Lipide in der Membran und somit auf eine hohe Membranfluiditdt geschlossen
werden. Durch die Prasenz der verzweigten Fettsduren in den Membranlipiden dieser Arbeit kann die
Phasenlbergangstemperatur zwischen einer parakristallin &hnlicher Lipidschichten und weniger

21212 Dadurch kann die

geordneten Lipidschichten gesenkt werden (Flussig-Mosaik-Modell)
Ausbildung eines parakristallinen Zustandes der Membran erschwert werden, welcher zu einer starren
Membran fihren wirde. Ein solcher Zustand kdnnte wichtige Beteiligungen der Membran z. B. an der
Zellteilung, dem Transport von Substanzen und weiterer Prozesse, wie z. B. die Proteinbiosynthese

erschweren %2

. Dabei ist die Art der Lipide jedoch stark von der Temperatur abhangig. Eine Ver-
ringerung der idealen Wachstumstemperatur der Bakterien kann dabei zu einer verstarkten Bildung
von anteiso-Fettsauren fuhren, welche eine niedrigere Schmelztemperatur aufweisen als verzweigte
Fettsduren **°. Ebenfalls wird die Ausbildung des starren parakristallinen Zustandes der Membran
durch die verzweigten Fettsduren erschwert. Durch die vermehrte Bildung dieser Fettsauren kann die
Membranfluiditat erhéht und die Membranfunktion aufrechterhalten werden. Betrachtet man die unter-
suchten Membranlipide dieser Arbeit so kann kein signifikanter Unterschied der Fluiditat in einer
realen Membran beider Stdmme aufgrund der in Summe gleichen Fettsdureanteile (3 unverzweigte
Fettsauren=060 %, Y verzweigte Fettsauren=40 %) abgeleitet werden. Die Prasenz der Olsdure (cis 18:1 d9) bei
den Lipiden von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 kann jedoch ein Indiz fir eine geringfligig héhere
Fluiditat sein als bei JG-A12. Durch den ,Knick® in der Fettsdure-Acylkette kann ein dichtes Packen

der Lipide gestort werden und die Fluiditit somit steigern 2'%.

Zusammenfassend ist bei den isolierten Membranlipiden ein erhéhtes Vorkommen an unverzweigten
Fettsauren wie Myristinsdure (14:0) und Palmitinsdure (16:0) zu verzeichnen, welche unter den
gewahlten Wachstumsbedingungen (Temperatur von 30 °C und Nahrmedium) der Mikroorganismen
charakteristisch flir verschiedene Extraktionschargen beider verwendeter Stamme ist. Die Bildung von
unverzweigten (gesattigte und ungesattigt), sowie in ungesattigten Fettsduren gilt in Abhangigkeit von

% Die unterschiedlich starke

der Temperatur als charakteristisch flr viele Bakterienstamme
Ausbildung verzweigter Fettsdureketten bei beiden untersuchten Stdmmen wie z. B. 17:0 iso- oder
15:0 iso-Fettsduren kann als signifikant angesehen werden, kann ein Hinweis auf verschiedene
metabolische Mechanismen sein und kann daher als mdogliche Identifizierung der beiden

30

Mikroorganismen genutzt werden *°. Ebenfalls konnte die Olsdure nur im Fettsureprofil von

Lysinibacillus sphaericus JG-B53 detektiert werden.
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4.2.2.4 Lipididentifizierung mittels ESI-MS

Auf Grund der hohen Relevanz und der Vvielféltigen Funktionen der Zellmembranen
(Phospholipidschicht) in den Organismen von Archaeen, Pflanzen und Menschen wie z. B. der
Kompartimentierung, intrazellulare Adhasionen oder Substrataufnahme sind viele Analysemethoden

zur Detektion von Lipiden und der Strukturaufkldrung entwickelt worden %'

. In dieser Arbeit erfolgte
die Charakterisierung der isolierten Membranlipide durch die Elektronensprayionisations-Massen-
spektrometrie. Diese Methode bietet den Vorteil, dass durch die relative weiche lonisationsmethode
sowoh! groRere Lipidfragmente als auch intakte Lipidmolekile wesentlich sensitiver erfasst werden
und Matrixeffekt minimiert werden kénnen, als dies beispielsweise bei der Fast Atom Bombardment
Massenspektrometrie (FAB-MS) moglich ist 210,213,214 pyrch die Energie der lonisation im elektrischen
Feld werden positive und negative Ladungen an den Lipiden erzeugt. Durch die Molekulkollisionen
werden Fragmente erzeugt, welche im Detektor mit unterschiedlichen Flugzeiten (time of flight)

detektiert werden 2"

. Jedes Fragment kann somit bezliglich des entsprechenden Masse zu Ladungs-
verhaltnisses (m/z) gemessen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl Fragmente im
positiven lonisationsmodus (ES+) als auch Fragmente negativen lonisationsmodus (ES-) detektiert.
Unter Verwendung des positiven lonisationsmodus konnten die hydrophilen Kopfgruppen der

isolierten Lipide charakterisiert werden.

Zu Beginn dieser Arbeit wurden Referenzsubstanzen untersucht um eine fundierte Datengrundlage fiir
die Vergleichbarkeit der Untersuchungen zu den Membranlipiden von Lysinibacillus sphaericus JG-
A12 und JG-B53 zu erhalten. Hierfir wurden die Referenzsubstanzen 1,2-Disteaoryl-sn-glycero-3-
phosphatidylcholin (PC), 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (PS), 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-
3-phospho-ethanolamin (PEA) sowie Lecithin untersucht. Exemplarisch ist in Abbildung 27 das
Massespektrum von PC dargestellt. Auf die Darstellung der weiteren Referenzen wird aufgrund der
erhaltenen Daten der Dunnschichtchromatografie, welche Phosphatidylcholin als dominierende
Kopfgruppe identifiziert hat, verzichtet. Als Kopfgruppe konnte bei der Messung der Referenzsubstanz
(PC) im positiven lonisationsmodus (Abbildung 27 a) Phosphatidylcholin bei einem m/z=184 [PC+H]",
der Gesamtmolmassenpeak bei m/z=790 [M+H'], bei m/z=1580 [2M+H]" der doppelte Mol-
massenpeak und das Diacylglycerinderivat bei m/z=607,5 [DAG]" detektiert werden. Unter
Verwendung des negativen lonisationsmodus (Abbildung 27 b) war es mdglich, die Fragmente der
Stearinsaure der Referenzsubstanz bei m/z=283 [18:0-H] als auch eine Methylgruppenabspaltung bei
m/z=774 [M-CH3;] am hydrophilen Ende des Membranlipids zu detektieren. Bei der Referenzsubstanz
Lecithin wurde ebenfalls Phosphatidylcholin als dominierende Kopfgruppe im positiven
lonisationsmodus detektiert. Im negativen lonisationsmodus konnten bei dem verwendeten Lecithin
(kommerzielles natirliches Isolat) eine Vielzahl an Fragmentpeaks detektiert werden, welche den im
Lecithin enthaltenen Fettsduren zugeordnet werden konnten. Dabei konnten die Peaks bei m/z=241
[15:0 iso-H] bzw. [15:0 anteiso-H]', bei m/z=255 [16:0 iso-H] bzw. [16:0 -H] und bei m/z=283 [18:0-H]
detektiert werden. Die Peakpositionen sind zusammen mit den Daten der isolierten Membranlipide von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 in Tabelle 14 und Tabelle 15 aufgelistet.
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In den Massespektren der beiden isolierten Membranlipide (Abbildung 28 und Abbildung 29) konnten
im positiven lonisationsmodus bei m/z=184 der [PC+H]" Peak identifiziert werden, welcher analog den
Untersuchungen der Referenzsubstanzen der Phosphatidylcholin-Kopfgruppe zugeordnet werden
kann. Weitere Molmassenpeaks, welche auf die Prasenz anderer Kopfgruppen wie PEA (m/z=141 flr
[PEA+H]") oder PS (m/z=141 fir [PS+H]") vergleichend zu den Peakpositionen der
Referenzsubstanzen (Tabelle 14) hinweisen, konnten im positiven lonisationsmodus nicht detektiert
werden. Dies bekraftigt die getroffenen Aussagen resultierend aus den Ergebnissen der
Dunnschichtchromatografie, welche Phosphatidylcholin bei den Membranlipiden der Stdmme
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 als dominierende Kopfgruppe identifiziert haben.
Aufgrund der Vielzahl an Fettsduren der beiden untersuchten Membranlipide und den vielen
Kombinationsmaoglichkeiten der enthaltenen Fettsauren am Glycerolriickgrat kann nur ein Gesamtmol-
massenbereich der Lipide von JG-A12 und JG-B53 sowie ein [DAG']-Bereich angegeben werden. Die
Bereichsauswahl (m/z=670-800) bezieht sich jeweils auf die kleinste Kombinationsmdglichkeit
(2 x C14-KWS-Kette) zur grofdten (2 x C13-KWS-Kette).

Unter Verwendung des negativen lonisationsmodus wurden die abgespaltenen Fettsdurereste der
Membranlipide als Carboxylatanionen detektiert. Auffallig bei den in Abbildung 28 und Abbildung 29
dargestellten Spekiren ist, dass bei den isolierten Membranlipiden von JG-A12 und JG-B53 eine
wesentlich grofiere Peakanzahl vorhanden ist als bei den untersuchten synthetisierten Referenz-
substanz (Abbildung 27). Dies ist wahrscheinlich auf die Vielzahl an Membranlipiden zurlickzufiihren,
welche durch die unterschiedlichen Fettsauren gebildet werden kénnen. Diese Membranlipidvielfalt
fuhrt bei der lonisation des Probengemisches zu einer verstarkten Signal-/Peakanzahl. Wie in
Abbildung 28 b und Abbildung 29 b in den Spektren des negativen lonisationsmodus erkennbar ist,
konnten bei beiden Stdmmen dominierende Molmassenpeaks detektiert werden, welche den Fett-
sauren der Membranlipide als [RCOOH-H]-Peaks eindeutig zugeordnet werden konnten. Diese Peaks
sind in Tabelle 15 vergleichend zusammengefasst. Aufgrund der gleichen Molmassen der 15:0 iso-
und 15:0 anteiso- (242,40 g/mol), der 16:0 iso - und 16:0- (256,42 g/mol) sowie der 17:0iso - und
17:0 anteiso-Fettsauren (270,45 g/mol) kdénnen deren korrespondierenden Molmassenpeaks nicht
getrennt voneinander detektiert werden. Die Ermittlung der Fettsauren unter Verwendung der ESI-MS
bestatigt die Ergebnisse der untersuchten Membranlipide aus den GC-FID Messungen. Somit konnten
sowohl in den Lipiden von JG-A12 als auch von JG-B53 sowohl die unverzweigte Myristin- und

Palmitinsaure (14:0), als auch verzweigte Fettsduren wie z. B. 15:0 iso und 16:0 iso detektiert werden.
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Abbildung 27: Massenspektren und Aufspaltungen der m/z-Verhéltnisse von 1,2-Disteaoryl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin in im (a) ES+ und (b) ES- Modus
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Abbildung 28: Massenspektren und Aufspaltungen der m/z-Verhéltnisse der Lipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 im (a) ES+ und (b) ES- Modus
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Abbildung 29: Massenspektren und Aufspaltungen der m/z-Verhéltnisse der Lipide von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 in im (a) ES+ und (b) ES- Modus.
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Tabelle 14: Positiv geladene lonisationsprodukte der isolierten Lipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-
B53 und der Referenzsubstanzen.

Lipidklasse/ lonisationsfragmente
Organis-
mus (m/z)
+ + + + + + + + [Cholin]+ [ChOIiP-
[M+H]" [M+Na]® [2M+H] [2M+Na]" |[DAG]" [PC+H]" [PEA+H]" [PS+H] - H.0]
Fkkk
(104) (86)
PC 790 812 1581 1603 607 184 Geringe Geringe
Intensitat  Intensitat
PEA* 745 767 1489 1511 604 141 -
PS* 758 780 1516 1538 573 185
Lecithin* 670- 1340- 480-
(Soja) 800** 1600 goor 184 185 104 86
Lysini-
bacillus 670- 1340- 480-
sphaericus | 800 1600 goor 184 104 86
JG-A12
Lysini-
bacillus 670- 1340- 480-
sphaericus | 800** - 1600** - 600** 184 - - 104 86
JG-B53
* Massespektren nicht dargestellt
** Bereichsangabe durch Variation durch unterschiedliche Fettsdurekombinationen
ok [OHCH,CH;N(CH3)3]" Abspaltung
[OHCH,CH,N(CH3)3-H,0]" Abspaltung

Tabelle 15: Negativ geladene lonisationsprodukte der isolierten Lipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-
B53 und der Referenzsubstanzen.

lonisationsfragmente
(m/z)

Lipidklasse/

(Organis-

mus) _
: M [RCOOH-HJ'

140 150 150  16:0 o0 17:0  A7:0  4g 18

iso anteiso iso iso anteiso cis d9

PC 774 283

PEA* 743 281

PS* 756 742 255

Lecithin*

(Soja) 241 241 255 255 (=)™ (—y* 283 (=)™

Lysini-

bacillus 227 241 241 255 255 269 269 283
sphaericus

JG-A12

Lysini-

bacillus 207 241 241 255 255 260 (269) 283 281
sphaericus

JG-B53

* Massespektren nicht dargestellt
** Signale sind vorhanden, jedoch mit sehr geringer relativer Intensitat
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Vergleicht man die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse der ESI-MS Untersuchungen der Membran-
lipide mit anderen Forschungsarbeiten aus der Literatur, so kann Phosphatidylcholin ([PC+H]") ein-
deutig dem Molmassenpeak bei m/z=184 (positiver lonisationsmodus) zugeordnet werden #'> %',
Ebenso konnten die charakteristischen Peaks bei m/z=104 fiir das Cholinprodukt ([Cholin]") bei
m/z=86 fiir das Cholinprodukt ohne Wasser ([Cholin-H,0]") detektiert werden. Ebenfalls zeigen
Vergleiche zu den Arbeiten von Kerwin, J. L. et al. (1996), dass die ESI-MS eine geeignete Methode
ist, um Fettsauren aus biologischen Proben im negativen lonisationsmodus zu detektieren 2. Dabei
konnten durch Kerwin, J. L. et al. (1996) dominierende Molmassenpeaks ([M-H]) der unverzweigten
und gesattigten Fettsauren (Myristin-, Palmitin- und Stearinsaure), sowie die Wasserabspaltung von
der Carboxylgruppe der Fettsauren ([M-H,O]) detektiert werden 27 Letzteres resultiert jedoch in
wesentlich geringeren relativen Intensitaten im Spektrum, weshalb in dieser Arbeit wahrscheinlich nur
die dominierenden Peaks der Myristin- und Palmitinsdure der Membranlipide von Lysinibacillus

sphaericus JG-A12 und JG-B53 in den Spektren zu erkennen sind.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass unter Verwendung der ESI-MS sowohl die
hydrophilen Kopfgruppen der Membranlipide als auch die korrespondierenden Fettsdureketten des
hydrophoben Phospholipids charakterisiert werden konnten. Es wurde fiir die Ermittlung die
entsprechenden Kopfgruppen die theoretische molare Masse der haufigsten auftretenden Gruppen
errechnet und Uber Peaks (m/z) ausgewertet. Die erhaltenen Daten der korrespondierenden
Fettsduren aus den ESI-MS Spektren korrelieren sehr gut mit den GC-FID Fettsaureprofilen und
bestatigen diese Ergebnisse. Die detektierten hydrophilen Kopfgruppen der Lipidextrakte bestatigen
weiter die Ergebnisse der Dinnschichtchromatografie und konnten zusatzlich durch das Vermessen
von Referenzsubstanzen verifiziert werden. Die Zusammensetzung der Membranlipide aus Lysini-
bacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 ist vergleichbar mit Lipiden, welche aus gram-positiven und
gram-negativen Mikroorganismen isoliert wurden. Hierbei ist ein ahnliches Verteilungsmuster der
enthaltenen Fettsduren erkennbar. Bei beiden Lipidisolaten konnte als dominierende Kopfgruppe
Phosphatidylcholin identifiziert werden. Betrachtet man die in den ESI-MS Ergebnissen dargestellten
Ahnlichkeiten in der Zusammensetzung der Membranlipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und
JG-B53 zu dem verwendeten Lecithin, so kann diese Substanz als ein vereinfachtes System fir die
beiden Membranlipide der Bakterien genutzt werden. Alle drei Lipide weisen Phosphatidylcholin als
dominierende Kopfgruppe auf und bieten durch die verschiedenen Fettsauren von C45-C4s eine hohe
Kombinationsvielfalt an Lipiden, welche dem natirlichen System in der Zellmembran ahnelt. Aus
diesem Grund wurde Lecithin fiir die Herstellung der Lipidvesikel und der Ausbildung geschlossener
Lipiddoppelschichten auf technischen Oberflachen in den QCM-D-Versuchen als naturliches Re-

ferenzsystem genutzt.
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4.2.3 Isolierung und Charakterisierung von Peptidoglykan mit sekundéren Zell-
wandpolymeren

Fir die Metallbindungsversuche des PG+ sind anhaftende Proteine zu entfernen, um die
Metallbindung mit dem PG+ direkt untersuchen zu kdnnen. Dadurch kann ein Einfluss weiterer
Komponenten wie z. B. S-Layer-Proteine und intrazellulare Proteine ausgeschlossen werden. Daher
wird nach dem selektiven Resuspendieren der S-Layer-Proteine das verbleibende graue PG+ haltige
Pellet mit Guanidinhydrochlorid versetzt, um anhaftende Proteine in L6sung zu bringen. Nach erfolgter
Zentrifugation wurde der proteinhaltige Uberstand verworfen und das Pellet zur Entfernung der
Guanidinhydrochloridreste gegen Reinstwasser dialysiert. Weitere Proteinanhaftungen im PG+ Pellet
wurden durch mehrmalige SDS-Hitzebehandlungen entfernt und das gereinigte Pellet wurde
mehrmals mit Reinstwasser gewaschen, um das SDS abzutrennen. Die Proteinabtrennung aus dem
Peptidoglykan ist in den SDS-Proteinprofilen in Abbildung 30 a und Abbildung 30 b von Lysinibacillus
sphaericus JG-A12 und JG-B53 dargestellt.
(a)

ia 2a

3a 4 52 6a 7a 8 9a

1 S -
1 A

Spur 1a:

M Marker in (kDa) Spurib: U nach Guanidinbehandlung (= 2 ug Protein)
Spur2a: U nach Tritonbehandlung (2 x waschen) (= 5 pg Protein) Spur2b: U nach Dialyse (= 2 pg Protein)
Spur3a: U nach Guanidinbehandlung und Dialyse (1 x waschen) (= 5 pug Protein) Spur3b: U nach SDS-Behandlung (1 x waschen) (=2 ug Protein)
Spurda: U nach SDS-Behandlung (1 x waschen) (= 5 ug Protein) Spur4b: M Markerin (kDa)
Spur5a: U nach SDS-Behandiung (2 x waschen) (= 5 pg Protein) Spur5b: U nach SDS-Behandlung (2 x waschen) (= 2 ug Protein)
Spur6a: U nach SDS-Behandlung (3 x waschen) (= 5 pg Protein) Spur6b: U nach SDS-Behandlung (3 x waschen) (= 2 yg Protein)
Spur7a: U nach SDS-Behandlung (4 x waschen) (= 5 ug Protein) Spur7b: U nach SDS-Behandlung (4 x waschen) (= 2 ug Protein)
SpurBa: U nach SDS-Behandlung (5 x waschen) (= 5 ug Protein) Spur8b: U nach SDS-Behandlung (5 x waschen) (= 2 ug Protein)
Spur9a: P aufegreinigtes PG+ (=5 pg Protein) Spur9b: P aufegreinigtes PG+ (=2 pg Protein)
Spur10a: M Markerin (kDa) Spur10b: M Marker in (kDa)

Abbildung 30: SDS-Profil zur Aufreinigung von proteinfreien PG+ von (a) Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und (b)
Lysinibacillus sphaericus JG-B53.

Die Zellwand macht ca. 10-20 % der Biotrockenmasse aus °. Daher erfolgt die Berechnung der Aus-
beuten flir PG+ als eine der Hauptkomponente in der Zellwand auf Basis dieser Werte. Somit ergibt
sich fur das PG+ von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 bezugnehmend auf die theoretisch maximalen
Ausbeute bezogen auf die BTM (1,35 g/l aus 57 | Kultivierungsansatz) eine Ausbeute von 4,6 %. Fur
das PG+ von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 ergibt sich eine Ausbeute von 5,8 % bezogen auf die
BTM (1,45 g/l aus 57 | Kultivierungsansatz). Fur die weiteren Metallsorptionsversuche wurde das
Bindungsverhalten von Peptidoglykan mit anhaftenden sekundaren Zellwandpolymeren (PG+)
untersucht, da eine Extraktion der SCWPs mittels Flusssaure nur in sehr geringen Ausbeuten (47 mg
SCWPs/=300 g Biofeuchtmasse; Extraktion aus Lysinibacillus sphaericus JG-B53) mdglich war. Somit
wurde auf die Extraktion der SCWPs und der Erzeugung von SCWP-freien Peptidoglykan (PG-)

verzichtet.
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4.3 QCM-D Beschichtungsversuche von bakteriellen

Zellwandkomponenten und AFM-Analytik

4.3.1 Einfluss der Polyelektrolytmodifizierung auf die S-Layer Rekristallisation

Am Beispiel von Slp1 von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 wurde das Rekristallisationsverhalten der
Proteine beziiglich der Adsorptionskinetik, der ausgebildeten Schichtdicke, der Massenadsorption
mittels QCM-D untersucht. In Abbildung 31 sind die Adsorptionsverlaufe im Frequenz-/Dissipationsplot

(a) und im Massenprofil (b) auf PE-modifizierten und nicht modifizierten SiO, Sensoren dargestellt.
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Abbildung 31: Vergleich des Rekristallisationsverhaltens von S-Layer-Proteinen von Lysinibacillus sphaericus JG-B53
auf PE-modifizierten und nicht PE-modifizierten SiO,-Sensoren innerhalb von 15 Stunden im Frequenz-
IDissipationsplot (a) und im Massenprofil (b).

In Abbildung 31 a ist zu erkennen, dass nach Zugabe der Slp1 Losung im Rekristallisationspuffer zu
den nicht modifizierten SiO, Sensoren eine Adsorption der Proteine auf der Oberflache stattfindet.
Durch den direkten Zusammenhang Uber die Sauerbrey-Beziehung kann aufgrund der Frequenzver-
ringerung auf eine schnelle Massenabscheidung geschlossen werden. Die Adsorption von Slp1 auf
den nicht modifizierten Sensoren zeigt jedoch nur eine sehr geringe Frequenzanderung (roter
Kurvenverlauf) von ca. 20 Hz. Daraus kann eine geringe Massenadsorption und eine nicht vollstandig
mit Proteinen beschichtete Oberflache abgeleitet werden. Betrachtet man weiter den Kurvenverlauf
der Versuche ohne PE so ist zu erkennen, dass eine Massenanlagerung bis zu 1,5 h stattfindet und
somit auf eine lange Proteinadsorption aufzeigt. Die Versuche wurden ber 15 Stunden durchgefiihrt
um eine mdogliche Proteinabscheidung bzw. Proteinrekristallisation auf den nicht modifizierten
Sensoren zu ermdglichen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass kein weiterer Massenzuwachs bis
zum Ende des Versuchs stattgefunden hat. Betrachtet man die Dissipationswerte der Messungen
ohne PE (oranger Kurvenverlauf) nach der Slp1 Zugabe kommt es zu einer Erhéhung der

Dissipationswerte auf ca. 3,5 innerhalb von 1,5 h. Dies zeigt die Adsorption von viskoelastischen
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Molekilen auf der Oberflache, welche das Schwingungsverhalten des Sensorkristalls nach
Abschaltung der angelegten Spannung sehr stark dampfen. Diese Dampfung durch die Molekile fuhrt
zu einer Erhéhung der Dissipationswerte. Im Massenprofil (Abbildung 31 b) ist im Fall der Sip1 Ab-
scheidung auf der nicht modifizierten SiO, Sensoroberflache ist nur ein geringer Massenaufwuchs von

ca. 525 ng/cm2 (Sauerbrey) und 585 ng/c:m2 (Kelvin-Voigt) zu erkennen.

Betrachtet man in Abbildung 31 a die Versuche der Proteinadsorption auf PE modifizierten Sensor-
oberflachen, dann kann nach der Zugabe Slp1 Lésung im Rekristallisationspuffer zu den Sensoren
eine schnelle Adsorption auf der Oberflache erkannt werden. Dies ist durch den Frequenzverlauf
(dunkelblaue Kurve) und den Zusammenhang zwischen Frequenz- und Masseanderung der
Sauerbrey-Beziehung zu beobachten. Im Fall des Frequenzverlaufs der PE-modifizierten Sensoren ist
innerhalb der ersten 5-10 Minuten eine Frequenzanderung von ca. 115 Hz zu erkennen. Nach ca.
10 Minuten ist die Massenabscheidung auf den PE-modifizierten Sensoroberflachen nahezu
abgeschlossen, resultierend aus nahezu konstanten Werten der Frequenzanderungen. Kleinere
Frequenzanderungen resultieren wahrscheinlich aus der Desorption kleinerer schwach adsorbierter
Proteine von der Sensoroberflache. Die Dissipationswerte der Versuche mit PE (blauer Kurvenverlauf)
steigen innerhalb der ersten 10 Minuten auf einen Wert von ca. 3,5 an und zeigen die Anlagerung von
viskoelastischen Molekulen auf der Sensoroberflache auf. Im direkten Vergleich der Messungen, kann
bei den Versuchen mit PE-modifizierten Oberflachen eine schnellere Adsorption von viskoelastischen
Molekilen erkannt werden, als bei den Versuchen auf reinen SiO,-Oberflachen. Die Unterscheidung
zwischen der Abscheidung eines diinnen elastischen Films und kleinen Proteinagglomeraten kann auf
Basis der hier ermittelten Dissipationswerte nicht erfolgen. Die ermittelte Energieddmpfung in Folge
der Proteinadsorption ermdglicht nur Aussagen zu den viskoelastischen Eigenschaften der
abgeschieden Molekile und Schichten auf der Sensoroberflache. Im Massenprofil der Sip1
Abscheidung auf den PE-modifizierten Sensoren konnte ein Massenaufwuchs von ca. 2105 ng/cm?

(Sauerbrey) und 2190 ng/cm?® (Kelvin-Voigt) detektiert werden.

Die Experimente haben gezeigt, dass durch die Nutzung von Polyelektrolytschichten (PEI/PSS/PEI)
als haftvermittelnden Untergrund und durch die positive Nettoladung der PEI-Schicht eine schnellere
Anhaftung der S-Layer-Proteine moglich ist und eine nahezu vollstandig beschichtete Oberflache der
rekristallisierten Proteine erméglicht wird 2% '"®. Somit ist die positiv geladene Polyelektrolytschicht fiir
die Abscheidung von S-Layer-Proteinen unabdingbar. Sensormodifikationen mit negativ endenden
Polyelektrolytschichten haben bei der Immobilisierung von S-Layer-Proteinen (Lysinibacillus
sphaericus JG-A12 und JG-B53) eine schwache Proteinadsorption und eine langere Abscheidungs-

kinetik gezeigt 132

. Die erhaltenen Aussagen der QCM-D Messungen konnten (ber rasterkraftmikros-
kopische Untersuchungen zum Rekristallisationsverhalten auf unterschiedlichen Substraten und unter

Verwendung eines variierenden Polyelektrolytaufbaus verifiziert werden "*2.

Die Messungen auf den blanken SiO, Kristallen zeigten dagegen, dass nur eine geringe

Proteinadsorption stattgefunden hat. Daraus kann auf eine nicht komplett geschlossene Proteinschicht
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auf der Oberflache geschlossen werden. Im Massenprofil (Abbildung 31 b) sind die Unterschiede der
beiden Rekristallisationsansatze deutlich erkennbar. Vergleicht man diese Werte mit der
abgeschiedenen Masse von Slp1 auf den modifizierten Sensoroberflachen ist dieser Wert etwa um
den Faktor 3,7 grof3er als bei den Versuchen ohne Untergrundmodifizierung der SiO,-Sensoren und

zeigt somit eine héhere Affinitat des Proteins zu der Oberflache auf.

Die Experimente weisen die effiziente Wirkung von Polyelektrolyten als Haftvermittler fur die Protein-
adsorption und die Eignung der QCM-D als online Methode zur Detektion nanoskaliger Schichten
nach. Es konnte gezeigt werden, dass flur die vollstdndige Beschichtung mit S-Layer-Proteinen die
Untergrundmodifizierung mit dem in dieser Arbeit dargestellten Polyelektrolytschichten unabdingbar
ist, um reprozierbare S-Layer-Proteinoberflachen zu generieren. Diese ermdglichen es, zusatzliche
Informationen Uber Protein-Protein- und Protein-Metallinteraktionen erhalten zu kénnen. Durch die
reproduzierbare Abscheidung der S-Layer-Proteine als monolagige Schichten auf dem PE-Untergrund
kénnen diese Oberflachenstrukturen fir verschiedenste technische Anwendungen wie z.B.
proteinbasierte Metallfiltermaterialien, Biotemplates fiir Nanopartikel oder Biosensoren genutzt

werden.
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4.3.2 Rekristallisation und Schichtstabilitat von S-Layer-Proteinen

4.3.2.1 QCM-D Beschichtungsversuche

Auf Basis der Ergebnisse aus den Beschichtungsversuchen PE-modifizierter Oberflachen der S-
Layer-Proteine wurden die weiteren Rekristallisationen auf diesem Untergrund durchgefihrt. In den
weiter dargestellten und detaillierteren Untersuchungen auf den modifizierten Quarzoberflachen sollen
Aussagen zur S-Layer Rekristallisation, Schichtstabilitdt und Abscheidungskinetik getroffen werden,
um die spatere Metallinteraktionen dieser monolagigen Schichten zu untersuchen. In Abbildung 32 ist
die Adsorption von SIfB (Lysinibacillus sphaericus JG-A12) im Frequenz-/Dissipations Plot und im

Schichtdickenprofil dargestellt.
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Abbildung 32: Rekristallisation von SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 auf polyelektrolytmodifizierten SiO,-
Sensoren im (a) Frequenz/Dissipations-Plot und (b) im Schichtdickenprofil modelliert nach dem Kelvin-Voigt und
Sauerbrey-Modell.

In Abbildung 32 a ist nach Zugabe der SIfB-Losung eine rapide Frequenzverringerung (Afs-Afqq)
infolge der Masseanderung zu erkennen. Gleichzeitig erfolgt ein Anstieg der Dissipationswerte (ADs-
AD4q) aufgrund der Adsorption weicher elastischer Molekile auf der Sensoroberflache. Die
Proteinabscheidung ist innerhalb der ersten funf Minuten vollstandig abgeschlossen, was durch die
nahezu konstante Frequenz- und Dissipationswerte bestatigt wird. Der Beschichtungsvorgang wurde
dennoch bis 60 Minuten durchgefihrt, um mégliche weitere Gitterausbildungen oder
Proteinreorientierungen zu ermoglichen. Nach mehr als 60 Minuten erfolgte der Wechsel zum reinen
Rekristallisationspuffer, um die Stabilitat der entstandenen Schichten zu beurteilen. Durch das Spulen
werden gréere Proteinagglomerate und schwach gebundene Proteine von der Oberflache abgeldst,
was in einer geringen Frequenzerhdhung resultiert. Durch die Desorption elastischer Molekule, welche
auf die Sensoroberflache eingewirkt haben kommt es zu einer Verringerung der Dissipationswerte

infolge der herabgesetzten Energiedampfung. Betrachtet man das Schichtdickenprofil der SIfB
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Adsorption ergibt sich nach dem Spulen mit dem Puffer eine Schichtdicke von 7,9 nm (Kelvin-Voigt
Modell). Die Slp1 Adsorption von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 ist in Abbildung 33 dargestellt und
folgt einem ahnlichen Verlauf wie die SIfB Adsorption.
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Abbildung 33: Rekristallisation von S-Layer-Proteinen von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 auf
polyelektrolytmodifizierten SiO,-Sensoren im Frequenz/Dissipations-Plot (a) und im Schichtdickenprofil modelliert
nach dem Kelvin-Voigt und Sauerbrey-Modell.

Durch die Anbindung und Gitterausbildung von Sip1 kommt es innerhalb der ersten 5 Minuten zu einer
Frequenzverringerung und einer Dissipationserhéhung infolge der Adsorption elastischer Molekiile an
der Quarzoberflache (Abbildung 33). Die Untersuchungen der Slp1 Adsorption haben gezeigt, dass im
Vergleich zu SIfB die Frequenz reproduzierbar weiter absinkt, was auf eine hdhere abgeschiedene
Masse schlielen Idsst. Nach dem Spillen mit dem reinen Rekristallisationspuffer werden schwach
gebundene Proteine von der Oberflache geldst. Betrachtet man Uber den weiteren Versuchszeitraum
die Kurvenverlaufe, bleiben bei beiden Proteinadsorptionen (Slp1 und SIfB) Frequenz- und
Dissipationswerte nahezu konstant und belegen somit eine stabile Proteinbindung an der Oberflache.
In weiteren Versuchen (Daten nicht gezeigt) konnten durch weitere Spilvorgange z.B. unter
Verwendung von Rekristallisationspuffer, Reinstwasser oder physiologischer NaCl-Lésung keine
desorptiven Effekte der Proteinschicht beobachtet werden. Dies zeigt die sehr stabile Adsorption der

rekristallisierten S-Layer-Proteine auf der Oberflache.

In Tabelle 16 sind die Werte der Proteinadsorption von SIfB und Slp1 vergleichend zusammengefasst.
SlIp1 von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 weist dabei in allen durchgefuhrten Versuchen eine hdhere
Schichtdicke von ca. 10,8 nm als SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 mit 7,9 nm auf. Korres-
pondierend zu den Schichtdicken, welche nach dem Sauerbrey-Modell und dem Kelvin-Voigt Modell

bestimmt wurden, sind die adsorbierten Proteinmassen auf der Oberflache dargestellt.
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Tabelle 16: Adsorbierte maximale S-Layer Massen (Ampm.)und Schichtdicken (di.yr) auf PE-modifizierten SiO,
Sensoren.

Schichtdicke Schichtdicke = Adsorbierte Masse Adsorbierte Masse
A - A dLa er dLa er Amma\x Ammax
Biomolekiil | Organismus (nn);) (nn);) (nglcm?) (nglcm?)
Sauerbrey Kelvin-Voigt Sauerbrey Kelvin-Voigt
Lysinibacillus
SIfB sphaericus 7.9 11,4 1061,2 1540,0
JG-A12
Lysinibacillus
Sip1 sphaericus 10,0 11,2 1351,6 1505,6
JG-B53

Vergleicht man die resultierenden Massenabscheidungen und die Schichtdicken, welche (ber die
beiden unterschiedlichen Auswertemethoden erhalten wurden, so kann gezeigt werden, dass die nach
dem Sauerbrey-Modell erhaltenen Werte sowohl der Masse als auch der Schichtdicke geringer
ausfallen als bei den Modellierungen nach dem Kelvin-Voigt Modell. Dies zeigt, dass fur akustisch
dinne Proteinschichten das Sauerbrey-Modell wegen der Ausbreitung scherakustischer Wellen in
viskoelastischen Flussigkeitsfilmen versagt und in einer Unterbestimmung der adsorbierten SIfB und
Slp1 Masse und Schichtdicke resultiert 2'® 2'°. Dies kann durch die elastischen Eigenschaften der S-
Layer-Proteine und Interaktion mit Wasser wahrend des Adsorptionsprozesses erklart werden, welche
im Kelvin-Voigt Modell berticksichtigt werden. Die Wechselwirkungen von Wasser mit den Proteinen
kdénnen dabei durch die Bildung von Hydrathullen, viskosen Widerstdnden oder Hohlraumeinschlissen
beschrieben werden ?°. Daher ergeben sich unter Nutzung des Kelvin-Voigt-Modells héhere Werte in
den resultierenden adsorbierten Massen und Schichtdicken. Vergleicht man am Beispiel der
Schichtdicken von Sip1 die erhaltenene Werte von 10,0 nm (Sauerbrey) und 11,2 nm (Kelvin-Voigt),
so kann jedoch gezeigt werden, dass beide modellierten Werte sich nicht signifikant unterscheiden
und somit das Sauerbrey-Modell fir diinne viskoelastische Schichten vergleichend genutzt werden
kann. Gleiches kann sowohl bei den Masseabscheidungen und Schichtdicken von SIfB aus Tabelle 16
erkannt werden. Bei den ermittelten Daten und den Aussagen beider Modelle der QCM-D Messungen
zur Abscheidung monolagiger Proteinschichten, handelt es sich um gemittelte Werte Uber die gesamte
aktive Sensoroberflache. Daher kdnnen auch Massenabscheidungen gréflierer Proteinagglomerate auf
der Oberflache, als auch Fehlstellen in den Proteingittern mit in den Berechnungen enthalten sein,
welche die tatsachlichen Werte beeinflussen kdnnen. Daher ist es komplementér zu den QCM-D
Studien notwendig weitere Verfahren wie z.B. die Rasterkraftmikroskopie zu nutzen, um die
getroffenen Aussagen der Proteinadsorption, sowie der Rekristallisation der S-Layer-Proteine in den

spezifischen Gitterstrukturen und die ermittelten Schichtdicken zu verifizieren.
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4.3.2.2 AFM-Analytik zur Rekristallisation von S-Layer-Proteinen

Die in den vorangegangen Beschichtungsversuchen dargestellten Techniken, welche unter anderem
mittels QCM-D untersucht wurden, lassen nur Aussagen zur Proteinadsorption nicht aber zur Polymer-
und damit verbundenen Gitterstruktur auf den Oberflachen zu. Daflr und fir die Bestimmung der
Schichtdicken wurde das bildgebende Verfahren der Rasterkraftmikroskopie genutzt. Die
Untersuchungen der Proteinbeschichtung erfolgten sowohl auf SiO,-Wafer wie in Kapitel 3.13.3
beschrieben, als auch direkt auf den SiO, Sensorkristallen der QCM-D nach der Untersuchung der
Proteinabscheidungen. In Abbildung 34 und Abbildung 35 sind die Amplitudenbilder der Proteingitter
von SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und von Slp1 von Lysinibacillus sphaericus JG-B53
dargestellt.
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Abbildung 34: AFM-Amplitudenbilder von rekristallisierten SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 auf SiO, Wafer
(a) 1x1 pm Ubersichtsscan und (b) Ausschnitt aus 1 x 1 ym Scan.

Abbildung 34 zeigt die rekristallisierte Proteinschicht von SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12. In
der Abbildung und dem Detailausschnitt ist die typische tetragonale Gittersymmetrie (p4) der
rekristallisierten S-Layer-Proteine deutlich zu erkennen. Offenkundig bildet sich keine einheitliche
symmetrisch ausgerichtete und geschlossene Proteinschicht aus, sondern die Proteine
rekristallisierten in vielen kleineren Proteinflachen (Inselwachstum) auf der Oberflache. Die
gemessenen Schichtdicken von 8-9nm (Abbildung A 8) Kkorrelieren mit vorangegangen

Untersuchungen #'

. Durch die Ablagerung von gréf3eren Proteinagglomeraten, wie in Abbildung 34 zu
sehen, kann diese tatsachliche Schichtdicke geringer ausfallen als die aus den QCM-D-Versuchen.
Die in den AFM Aufnahmen detektierten grof3eren Proteinagglomerate werden bei den QCM-D-
Messungen in die Berechnungen der Schichtdicken (diayer=11,4 nm) mit einbezogen und resultieren in
héheren Schichtdicken. Jedoch wird die Uber die QCM-D gemittelte Schichtdicke ebenso von
Fehlistellen auf der beschichteten Oberflache beeinflusst, welches in einer Unterbestimmung

resultieren kann. Betrachtet man die Uber diese beiden Methoden erhaltenen Schichtdicken, so kann
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nur ein sehr geringer Unterschied der Schichtdicken detektiert werden. Daher kann durch die Kom-
bination der QCM-D und der Rasterkraftmikroskopie, ein tieferes Verstdndnis der Proteinab-
scheidungen gewonnen werden. In weiteren Versuchen sollte daher die Kombination beider Methoden
forciert werden, um die Vorteile der QCM-D zur Detektion von Oberflacheninteraktionen und des AFM
als bildgebendes Verfahren zur Untersuchung von biologischen Proben und Wechselwirkungen

nutzen und detaillierter beschreiben zu konnen.
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Abbildung 35: AFM-Amplitudenbilder von rekristallisierten Slp1 von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 auf SiO, QCM-D-
Kristallen (a) 2 x 2 um Ubersichtsscan und (b) Ausschnitt aus 1 x 1 um Detailscan.

In Abbildung 35 ist das AFM-Amplitudenbild einer typischen Schicht von SIp1 nach der
Rekristallisation auf einem polyelektrolytbeschichteten (PEI/PSS/PEI) Wafer dargestellt. In dem
2 x 2 um groRen Ubersichtsscan ist analog zu Bildern von SIfB-Schichten eine nahezu vollstandige
Bedeckung der Oberflache mit hochstrukturierten Proteinpolymeren in Form kleinerer Patches auf der
Oberflache zu sehen. Uber die AFM-Messungen konnte fiir Slp1 eine durchschnittliche Schichtdicke
von 8-12 nm (J 10 nm) ermittelt werden (Abbildung A 9). Ebenfalls sind gréRere Proteinagglomerate
auf den AFM-Bildern zu erkennen. Betracht man den Ausschnitt des Amplitudenbildes in Abbildung 35
so lasst sich die typische tetragonale Gittersymmetrie der Slp1 Schicht erkennen, welche vergleichbar

132, 190 .
. Die

ist mit der nativen Proteinschicht auf intakten Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-B53
in Abbildung 35 zu erkennenden Proteinagglomerate fiihren bei den Uber die Sensoroberflache
gemittelten Schichtdicken flir eine monolagige Schicht von Slp1 aus den QCM-D Messungen zu
minimal hoéheren Schichtdicken (J 11,2 nm) als bei den AFM-Messungen. Vergleicht man die
durchschnittlichen Schichtdicken, so ergibt sich kein signifikanter Unterschied (Faktor =1,1) zwischen
den AFM- und QCM-D Untersuchungen. Dies zeigt die sehr gute Ubereinstimmung der (ber beide
Methoden ermittelten Schichtdicken. Die im Anschluss an die QCM-D Messungen durchgefihrten
AFM-Messungen an Quarzkristallen und an S-Layer beschichteten SiO, Wafer erméglichen es daher,
die Ergebnisse beider Methoden hinsichtlich Gitterausbildung und Schichtdicke von SIfB und Slp1

direkt zu vergleichen. Um beurteilen zu kénnen, ob die auf kiinstlichen Oberflachen gebildeten Gitter
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(Abbildung 35) einem nativen Gitter entspricht, wurden zusatzlich S-Layer-Proteine auf einer vitalen
Bakterienzelle von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 visualisiert (Abbildung 36). Die Abscheidung der
Zellen wurde nach einer neuen Immobilisierungsmethode auf Basis von polyelektrolytmodifizierten
Oberflachen durchgefuhrt wie sie von Gunther, T. J. und Suhr, M. et al. (2014) erstmalig beschrieben
wurde '°. Es ist in den AFM Amplitudenbildern zu erkennen, dass auf den vitalen Zellen von Lysini-
bacillus sphaericus JG-B53 die Proteingitterstruktur anders als bei den Rekristallisationsversuchen
von Sip1 in einer geschlossen Schicht und in einer einheitlichen Gitterorientierung vorliegt. Es zeigt
aber, dass die selbstassemblierenden Proteine von Slp1 nach deren Isolierung die gleichen
Eigenschaften bezogen auf die Gittersymmetrie und Zentrum zu Zentrum Abstand der nativen

Proteinschicht auf lebenden Zellen aufweisen.
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Abbildung 36: AFM Amplitudenbilder von vitalen Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 (a) 20 x 20 um Uber-
sichtsscan und (b) 250 x250 nm Detailscan des Slp1 Gitters auf der Zelloberfliche '°.
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4.3.3 Ausbildung von Lipiddoppelschichten

4.3.3.1 Herstellung von Lipidvesikeln

Zur Herstellung definierter GréRenklassen von Lipidvesikeln sind eine Vielzahl von Methoden wie z. B.
Loésungsmittelaustausch, Hochdruckbehandlung und Ultrafiltrationen bekannt ???. Zur Herstellung von
kleinen unilamellaren Vesikeln (SUV, <<100 nm) hat sich der L&sungsmittelaustausch und einer

147

milden Ultraschallbehandlung als effiziente Methode etabliert ™. Unter Nutzung dieser Methode

konnten Vesikelsuspensionen hergestellt werden, welche nach der PCS Analyse eine bimodale

GroRenverteilung aufwiesen ?*°

. Fur die weiteren Beschichtungen und QCM-D Untersuchungen der
Lipiddoppelschichtausbildung wurden Vesikel aus Lecithin hergestellt, welche wie bereits beschrieben
in ihrer Zusammensetzung denen der Lipide aus Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und Lysinibacillus
sphaericus JG-B53 ahneln und somit als Modellsubstanz fiir die weiteren Versuche genutzt wurden.
Um eine solche Schichtausbildung vergleichend zu der Beschaffenheit von bakteriellen
doppelschichtigen Membranlipiden zu ermdglichen, ist es notwendig, SUVs in einem durchschnitt-
lichen spharischen Durchmesser von kleiner 50 nm herzustellen. Dies ist notwendig um die
Ausbildung einer einheitlichen monolagigen Lipiddoppelschicht gewahrleisten zu kdnnen, da die
Vesikeleigenschaften und -durchmesser einen groRBen Einfluss auf die Erzeugung von

Lipiddoppelschichten haben 2242,

Nach dem Resupendieren der in Chloroform umgelagerten Lipidvesikel in dem Lipidpuffer erfolgte die
Generierung kleiner Vesikel mittels Ultraschallbehandlung. Die erhaltene Suspension wurde
anschlieRend in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Hier erfolgte die Separation der Lipidvesikel
entsprechend ihrer Grof3e bzw. ihres korrespondierten Gewichtes. Kleine feinverteilte Partikel weisen
dabei ein geringeres Sedimentationsverhalten auf und verweilen in den oberen Zonen des
Zentrifugationsiberstandes. GroRere Partikel setzten sich als dunkelgraues Pellet am Boden des
Zentrifugationsréhrchens ab. Zusatzlich erfolgte durch die Ultraschallbehandlung der Eintrag von
Titanpartikeln der Ultraschallspitze in die Suspension, welche sich durch die Zentrifugation schnell als
Pellet absetzten. Von jeder in Kapitel 3.6.6 dargestellten Zone wurden Proben mittels der

Photonenkorrelationsspektroskopie untersucht.

In Abbildung 37 sind die intensitatsgewichtete (a) und anzahlgewichtete (b) PartikelgroRenverteilung
berechnet nach CONTIN fiir die Zone 3 exemplarisch dargestellt. In Abbildung 37 a ist zu erkennen,
dass gewichtet nach der Intensitat eine bimodale GréRenverteilung der gemessenen Partikel vorliegt.
Die Berechnung der Groflenverteilung erfolgte nach CONTIN (Auswertung implementiert in der
Geratesoftware) "%, Diese bimodale Verteilung konnte bereits in anderen Untersuchungen zur Her-

22 Die GroRenklassen befinden sich in einem Bereich

stellung von Lipidvesikeln beobachtet werden
von 25-41 nm (SUV) und 70-98 nm (LUV). Zu beachten ist, dass die detektierten Partikel im Bereich
von 98 nm eine hdéhere Intensitat aufweisen, da diese groReren Partikel einen starkeren Streulicht-
effekt hervorrufen als kleiner Partikel. Somit ist es mdglich, dass wenige gro3e Partikel in der Lage

sind die Signale kleinerer Partikel zu tiberlagern **°.
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Abbildung 37: Intensitatsgewichtete(a) und anzahlgewichtete (b) GroBenverteilung der hergestellten Lipidvesikel aus
Zone 3 berechnet nach CONTIN.

Betrachtet man neben der Intensitatsgewichteten GroéRenverteilung die GroRenverteilung nach der
Anzahl der Messereignisse (Abbildung 37 b) kénnen die SUVs mit einer GréRe von 25-41 nm als
Hauptkomponente (>>98 %) identifiziert werden. Daher wurden diese erzeugten Vesikel aus Zone 3
fur die weiteren QCM-D Versuche zur Simulierung einer bakteriellen Lipiddoppelschicht genutzt.
Partikel aus Zone 2 wurden ebenfalls mittels der PCS analysiert und waren in einem vergleichbaren
Grollenbereich (25-100 nm) wie die Partikel aus Zone 3 zu finden, jedoch waren diese Partikel
polydispers und folgten keiner bimodalen Verteilung. Die Messungen der Partikel aus Zone 1 ergeben
eine GroRe von 1-2 ym, hervorgerufen durch den Titanabrieb der Ultraschallspitze und gréRere
agglomerierte Vesikel. Die Suspensionen aus den Zonen 1-2 wurden verworfen und fir die weiteren
Untersuchungen nicht bertcksichtigt.
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4.3.3.2 Abscheidung von Lipiddoppelschichten

Abbildung 38 zeigt die QCM-D Diagramme zur Ausbildung einer geschlossenen Lipiddoppelschicht
aus den in Kapitel 4.3.3.1 hergestellten SUVs. Dabei sind zwei verschiedene Versuchsanordnungen
gewahlt worden, um die Lipiddoppelschichtausbildung verfolgen zu kénnen. In Abbildung 38 a-b
wurde eine offene QCM-D Messzelle verwendet, bei der die Lipidvesikel direkt zudosiert wurden. In
Abbildung 38 c-d wurde ein Durchflussmodul zur Schichtabscheidung verwendet.
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Abbildung 38: Ausbildung einer Lipiddoppelschicht aus SUVs der Modellsubstanz Lecithin im Frequenz-/ Dissipations
Plot und Schichtdickenprofil unter Nutzung des offenen Moduls des (a-b) und des Durchflussmoduls (c-d).

Abbildung 38 a-b zeigt einen fallenden Kurvenverlauf der Frequenzénderung und einen Anstieg in den
Dissipationswerten Uber die Zeit nach Austausch der Pufferlésung gegen die in Puffer suspendierten
SUVs. Innerhalb der ersten 10 Minuten des Versuches ist eine Frequenzanderung von 10 Hz zu
erkennen und ein Dissipationsanstieg auf 1. Dies deutet auf die Abscheidung von viskoelastischen
Molekuilen auf der Sensoroberflache hin. Nach 10 Minuten ist ein deutlich abgeflachter Kurvenverlauf

bei beiden Werten zu erkennen. Dies kann auf eine sukzessive Sedimentation der Vesikel aus dem
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Uberstand auf die SiO,-Oberflache und einer langsamen Ausbildung einer Lipiddoppelschicht nach
dem Zusammenbrechen der SUVs zurlckgefiihrt werden. Die Sedimentation der Vesikel findet
aufgrund eines fehlenden Flissigkeitsstromes statt, wie er beispielsweise bei den
Durchflussversuchen vorherrscht. Daher ist ein stetiger Massezuwachs bis zur vollstandigen
Partikelsedimentation moglich. Nach ca. 150 Minuten wird durch das Entfernen der
Lipidvesikelsuspension und der Zugabe des gleichen Volumens an vesikelfreiem Puffer als Spulschritt
ein signifikanter Peak hervorgerufen. Nach diesem Spilvorgang sind nahezu konstante Werte des
Frequenz- und Dissipationsverlaufes zu erkennen, was auf eine feste Adsorption an der Oberflache
schliefen lasst. In dem Durchflussversuch zur Erzeugung einer geschlossen Lipiddoppelschicht
(Abbildung 38 c-d) vermindert sich die Frequenz innerhalb der ersten 30 Minuten um ca. 40 Hz und
die Dissipation steigt auf ca. 2,2. Analog zu dem Versuch mit der offenen Messzelle kann daher auf
die Anlagerung einer viskoelastischen Schicht auf der Sensoroberflache geschlossen werden. Nach
ca. 30 Minuten sind ein leichter Frequenzanstieg und eine Dissipationserhéhung zu erkennen, bevor
sich nahezu konstante Werte fur Af und AD einstellen. Dieser in Abbildung 38 ¢ nicht monotone
Kurvenverlauf zeigt sehr gut die anfangliche Abscheidung intakten Vesikel auf der SiO, Oberflache
und der anschlieBend stattfindende Zusammenbruch der Vesikel und die Ausbildung einer
geschlossenen Lipiddoppelschicht. Dieses Abscheidungsphianomen auf SiO, Oberflachen konnte

20 Nach ca. 150 Minuten wurde mit

bereits in anderen Forschungsarbeiten beobachtet werden
lipidfreiem Puffer gespilt, was zu keiner signifikanten Anderung der Af- und AD-Werte fiihrt. Der
Spllvorgang zeigt, dass die erzeugte Oberflachenschicht unter den gewahlten Versuchsbedingungen

sehr stabil ist.

Die Modellierung nach dem Sauerbrey- und Kelvin-Voigt Modell beziglich der erreichten Schichtdicke
sind grafisch in Abbildung 38 d dargestellt. Bei beiden Versuchsanordnungen wird unter
Berilcksichtigung der viskoelastischen Eigenschaften und Interaktion mit Wasser eine Schichtdicke
von 6,3 nm erreicht. Dabei sind die Werte nach dem Sauerbrey-Modell wesentlich geringer als die des
Kelvin-Voigt Modells, da die Wechselwirkungen mit Wasser in der Sauerbrey-Modellierung nicht
berlicksichtigt werden. Die ermittelien Schichtdicken sind vergleichbar mit Untersuchungen zur
Ausbildung von Lipid-Bilayern (4-7 nm) aus der Literatur und vergleichbar zur Membranstarke
verschiedener Organismen #**> #*" 232 Dje Schichtdickenunterschiede zwischen den einzelnen Lipiden
wird durch Variation der beinhaltenden Fettsdurenkettenldnge des entsprechenden Phospholipids
hervorgerufen 23 Daher kann von dem untersuchten Modelllipid Lecithin aufgrund seiner ahnlichen
Zusammensetzung im Vergleich zu den Membranlipiden von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und
JG-B53 eine breite GroRenverteilung der hergestellten SUVs geschlossen werden, da diese ahnlich
dem Lecithin aus unterschiedlichen Fettsaureresten bestehen. Dies kann sich in ebenfalls in der

Schichtdickenbestimmung der Lipiddoppelschicht auswirken.
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4.3.4 Abscheidung von Peptidoglykan

Als weitere Schicht der Zellwand erfolgte die Abscheidung von isolierten Peptidoglykan mit
sekundaren Zellwandpolymeren. Exemplarisch ist die Sorption von PG+ von Lysinibacillus sphaericus
JG-B53 in Abbildung 39 auf nicht- und PE-modifizierten Siliziumdioxidoberflachen dargestellt.
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Abbildung 39: Abscheidung von PG+ von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 auf SiO,- und polyelektrolytmodifizierten
SiO, QCM-D Sensoren.

Da es sich bei dem Makromolekil Peptidoglykan (PG+) um ein negativ geladenes Polymer handelt,
wurde sowohl eine SiO,-Oberflache (schwach positiv geladen) als auch eine Polyelektrolytmultischicht
endend mit PEI (positiv geladen) zur Abscheidung des PG+ verwendet. In Abbildung 39 ist zu
erkennen, dass die Zugabe des in Wasser resuspendierten Peptidoglykans (10 mg/l) auf die nicht
beschichtete SiO, Oberflache zu keiner Frequenzanderung (schwarze Kurve) tber die Zeit fihrt. Der
Dissipationswert (grauer Kurvenverlauf) zeigt ebenso nur geringe Anderungen um den urspriinglichen
Nullwert an. Auch die Zugabe der 100 mg/l PG+ Lésung fiihrt zu keiner weiteren Anderung die eine
Anlagerung von PG+ auf der Oberflache entsprechen wirde. Die Uber die Modellierungsansatze
ermittelten Massen ergaben ebenfalls keinen Massenanstieg auf den reinen SiO,-Oberflachen. Dies
zeigt, dass die positive Nettoladung des SiO, allein nicht ausreichend ist, um ausgepragte
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der Oberflache und dem Peptidoglykan hervorzurufen,
welche in einer Adsorption an der Oberflache resultieren. Betrachtet man die Frequenzénderung in
Abbildung 39 der PE-modifizierten Oberflache (blaue Kurve), so ist nach der Zugabe der
Peptidoglykanlosung (10 mg/l) eine langsame Frequenzverringerung bis ca. 10 Hz zu beobachten,
welche auf eine Massenadsorption hindeutet. Betrachtet man hierbei die Dissipationswerte (oranger

Kurvenverlauf) so ist zu erkennen, dass diese ebenfalls langsam abfallen. Dies steht jedoch nicht im
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Widerspruch zu der Adsorption von viskoelastischen Molekulen, welche fiir gewohnlich einen Anstieg
der Dissipationswerte verursachen. Vielmehr kann durch die Wechselwirkungen des PG+, welches
aufgrund seiner langkettig verzweigten Struktur ebenfalls als Polyelektrolyt anzusehen ist, eine Inter-
aktion mit dem positiv geladenen Untergrund abgeleitet werden. Durch die Anlagerung des negativ ge-
ladenen PG+ an die PEI-Schicht kann es aufgrund der Wechselwirkungen der unterschiedlich ge-
ladenen Schichten zu Konformationsanderungen auf der Oberflaiche kommen. Dies fiihrt zu einer
Versteifung der organischen Schicht auf der Oberflache und kann die sinkenden Dissipationswerte
sehr gut erklaren kann. Nach der Zugabe der héher konzentrierten PG+ Suspension (100 mg/l) ergibt
sich nach ca. 18 Stunden eine weitere Frequenzanderung, welche einen Massenaufwuchs
kennzeichnet. Die Dissipationswerte steigen zu diesem Zeitpunkt wieder an, was auf die Anlagerung
viskoelastischer Molekiile auf der Oberflache hindeutet. Als finale Frequenzanderung wurde ein Wert
von 15 Hz detektiert.

Nutzt man das Modell nach Sauerbrey, erhalt man flir eine Massenadsorption von ca. 200 ng/cm2
nach 18 h bzw. ca. 300 ng/cm2 nach 24 h auf den PE-modifizierten Oberflachen. Bei der Modellierung
der entsprechenden Schichtdicken nach dem Kelvin-Voigt Modell wurden Starken im Bereich von
2 nm (18 h) -11 nm (24 h) errechnet. Dies und die niedrige Frequenzanderungen zeigen jedoch in den
Versuchen mit modifizierten Sensoroberflachen, dass wahrscheinlich keine vollstandige geschlossene
bzw. hinreichend dicke Peptidoglykanschicht vergleichbar zu der Schichtdicke gram-positiver
bakterieller Zellwande (20-80 nm) erreicht werden konnte 2" 2. Schichtdicken von 1-15 nm werden
meist bei Zellwanden gram-negativer Mikroorganismen wie z. B. Escherichia coli (Ergebnisse aus
Diinnschnitten von TEM-Untersuchungen) detektiert ** 2%, Da es sich in dieser Arbeit jedoch um
isolierte Zellwandsucculi handelt, kann eine rekonstruierte Schicht in einer geringeren Dicke als bei
vitalen Bakterien Ublich nicht ausgeschlossen werden. Vermutlich finden Strukturdnderungen durch
die Behandlung wahrend der Isolierung statt. Ebenfalls ist die Abscheidung einer einzelnen diinnen
PG+ Schicht mdglich, welche sich stark von dem mehrschichtigen Peptidoglykan in der Zellwand
unterscheidet. Einen direkten Vergleichswert der beiden untersuchten Mikroorganismen Lysinibacillus
sphaericus JG-A12 und JG-B53 bezlglich der tatsachlichen Schichtdicken des Peptidoglykans in
intakten Zellen gibt es derzeit noch nicht und muss in weiteren Arbeiten naher betrachtet werden.

Die geringe Adsorption des PG+ von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 und die daraus
geschlussfolgerte unvollstandig bedeckte Sensoroberflache, wirden weitere QCM-D-Untersuchungen
dieser Biokomponente bezlglich der Metallinteraktion erschweren. Ebenfalls weist, dass PG+ anders
als beispielsweise die abgeschiedenen S-Layer-Proteine beider Stdmme eine sehr geringe
Schichtstabilitdt auf, was in Abbildung 39 durch leicht ansteigende Frequenzwerte nach 22 h
dargestellt ist und auf eine Massendesorption des PG+ hindeutet. Daher sind vor den Untersuchungen
der PG+/Metallinteraktionen in nachfolgenden Arbeiten weitere Versuche zum stabilen Schichtaufbau
von PG+ notwendig, um verlassliche Aussagen der Metallinteraktion auf molekularer Ebene erhalten
zu kénnen. Ebenfalls ist dabei zu priifen, ob die abgeschiedenen Schichten von isolierten PG+, denen

in naturlichen Zellwandschichten sowohl im Aufbau und der Schichtdicke entsprechen und somit
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verlassliche Aussagen zur Metallinteraktion ermdglichen. Dabei sollte nach erfolgreicher und stabiler
Schichtabscheidung der Einfluss unterschiedlicher Schichtdicken von SCWP-haltigen und SCWP-

freien Peptidoglykanen auf die Metallinteraktion geprift werden.

Die Resultate der bisher durchgefiihrten Arbeiten haben gezeigt, dass es mit der QCM-D mdoglich ist,
die Abscheidung von Peptidoglykan als weitere biologische Schicht zu verfolgen. Dabei haben die
Untersuchungen gezeigt, dass fir die Abscheidung einer PG+ Schicht eine Untergrundschicht
bestehend aus Polyelektrolyten bendtigt wird, um das PG+ als dinne Schicht auf der
Sensoroberflache abzuscheiden. Dabei dient das PE als Untergrund &hnlich der Lipidschicht in der
Zellwand dem das Peptidoglykan unter natiirlichen Bedingungen aufgelagert ist. Die durchgefiihrten
Versuche koénnen in weiteren Untersuchungen als Basis fiir den Aufbau von weiteren PG+/PG-
Einzelschichtsystemen und zur vereinfachten Darstellung bakterieller Zellwande sowie zum Aufbau
von Multischichtsystemen der Zellwand genutzt werden, wodurch weitere detaillierte Aussagen zu
Interaktionsmechanismen des Zellwandsystems erhalten werden koénnen. Hierflir ist es jedoch
notwendig, weitere Versuche mit den Einzelkomponenten durchzufiihren, um reproduzierbare

Schichten aufbauen zu kénnen.
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4.4 Metallsorptionsuntersuchungen an Biomolekiilen von Lysinibacillus
sphaericus JG-A12 und JG-B53

Im Folgenden werden die funktionellen Gruppen, welche in den Strukturen der bakteriellen Zellwand
der untersuchten Mikroorganismen Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 prasent sind, naher
betrachtet. Die beschriebenen funktionellen Gruppen werden anschlieliend zur Dateninterpretation der
Sorptionsversuche und TRLFS-Messungen genutzt. Zusatzlich erfolgt ein  Vergleich mit

Sorptionsdaten und Vergleichswerten aus der Literatur.

FUNKTIONELLE GRUPPEN _GRAM-POSITIVER MIKROORGANISMEN _UND ZELLWANDBESTANDTEILE _ZUR
METALLBINDUNG

Es ist eine Vielzahl von funktionellen Gruppen und Biomolekilen bekannt, welche eine
Wechselwirkung mit Metallen ermdglichen. Bei lebenden Mikroorganismen kann die Metallinteraktion
(Kapitel 1.3) auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Bei der Metall-Biomolekil-Interaktion von
Bakterien hat jedoch die direkte Interaktion mit den dufleren Zellwandbestandteilen meist die grofite
Bedeutung. Untersuchungen mit Modellorganismen wie z. B. verschiedenen gram-positiven und -
negativen Bakterien wie Bacillus sp und Escherichia coli zeigten eine bevorzugte Metallbindung an
Carboxyl-, Phosphat- Hydroxyl- und Aminogruppen 65 235 2% Dapei ist die Art und Stirke der
Interaktion abhangig von der Quantitat sowie der spezifischen Metallaffinitat und Zuganglichkeit der

funktionellen Gruppen '

. Betrachtet man weiter die Komponenten der bakteriellen Zellwand von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 sowie die von literaturbekannten Organsimen, so kann
die Metallbindungsfahigkeit den funktionellen Gruppen z. B. der Membranlipide (Phosphatgruppen),
dem Peptidoglykan mit SCWPs (Carboxylgruppen und Phosphatgruppen aus z. B. Teichonsauren)
und der S-Layer-Proteine (Carboxyl-, Amino-, Hydroxyl- und Phosphatgruppen) zugeordnet werden.
Somit ist bei vitalen Mikroorganismen die Metallinteraktion durch eine Vielzahl an funktionellen

Gruppen, welche in der Zellhille vorhanden sind, mdglich.

Bei der Charakterisierung der isolierten Membranlipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-
B53 konnte als dominierende funktionelle Gruppen Phosphatidylcholin identifiziert werden, welche
eine Metallbindung wahrscheinlich hauptsachlich tUber die organischen Phosphatgruppe ermdglicht.
Weitere Studien zeigten, dass vor allem die hydrophilen Kopfgruppen (PC, PEA, PS) der

Membranlipide als Hauptbindungsstelle fiir viele Metalle in Frage kommen % 2.

Peptidoglykan als weiterer Bestandteil der Zellwand bietet eine Vielzahl an potentiellen Metall-
bindungsstellen. Durch das Netzwerk an -1,4-verkniiften N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuramin-

32, 34, 58, 237‘ In der

sauren stehen Carboxyl-, Amid- Hydroxymethyl und Aminogruppen zur Verfiigung
Struktur eingebaute SCWPs wie z.B. Teichonsduren bieten zusatzliche Hydroxyl- und

Phosphatfunktionalitdten, welche fiir eine Metallbindung zur Verfiigung stehen *°. Ebenfalls kdnnen
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durch den beschriebenen Lysin-Asparaginsaure-Typ der Peptidiketten im Peptidoglykan zusatzliche

Carboxyl- und Aminogruppen fiir die Metallbindung zur Verfigung stehen 2",

Eine weitere wichtige Zellwandkomponente sind die S-Layer-Proteine von Lysinibacillus sphaericus
JG-A12 (SIfB) und JG-B53 (SIp1) mit ihren zahlreichen funktionellen Gruppen. Diese sind sowohl in
isolierter Form als Polymer (Batch-Versuche), als rekristallisierte Monolage (QCM-D Versuche) sowie
auch in ihrer nativen Form als duf3erste Schicht auf der Bakterienzelle in der Lage Metalle zu binden.
Uber die Sequenzierung von SIfB und Slp1 konnten hauptséchlich Carboxylgruppen durch den hohen
Anteil an Alanin, Aspartat- und Glutamat, Aminogruppen resultierend aus den Aminosauren Arginin
und Lysin sowie Hydroxylgruppen durch den hohen Serin- und Threoninanteil als potentielle

145 201 - Aufgrund der fehlenden Aminosdure Cystein in der

Bindungspartner bestimmt werden
Proteinsequenz ist eine Metallbindung Uber Thiolgruppen bei beiden Proteinen nicht méglich. Weitere
funktionelle Gruppen koénnten jedoch Uber posttranslationale Modifizierungen der Proteine z. B.
Glykosilierung oder Phosphorylierungen zur Verfigung stehen. Aufgrund von verschiedenen
Mechanismen wie z. B. intramolekularen Wechselwirkungen stehen jedoch nicht alle funktionelle
Gruppen der S-Layer Proteine zur Verfugung. In vorangegangen Untersuchungen von SIfB konnten
30 bis 40 mol% der vorhandenen Carboxyl- und Aminogruppen detektiert werden, welche frei zur
Interaktion mit Metallen oder fiir weitere Modifizierungen zur Verfligung stehen. Ahnliche Werte sind
fir Slp1 anzunehmen. In Tabelle 17 sind die funktionellen Gruppen der isolierte Zellwandbestandteile

beider untersuchter Mikroorganismen vereinfacht zusammengefasst.

Tabelle 17: Zusammenfassung der hauptsachlich vorhandenen funktionellen Gruppen in Zellwandkomponenten und
Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53.

. Zellen/ Zellwandbestandteile
Funktionelle
Gruppen Intakte Zellen Lipide PG+ S-Layer-Proteine
SIfB Sip1
X X
Carboxylgruppen X X X ) . ) .
(aus Einzelzell- (2. B. aus (2. B. aus AS (z B. 125 freie COO-  (z B. 116 freie COO'-
(R-CO0) schichten) Fet.tsé-uren) Séiténketten) Reste aus Aspartat Reste aus Aspartat
und Glutamatketten und Glutamatketten
X X
Hydroxylgruppen X X X (z. B. aus hohen (z. B. aus hohen
- (aus Einzelzell- (z. B. aus (aus GlcNAc- und Anteil der AS Serin Anteil der AS Serin
(R-OH)) . . (5,3 mol) und (6,9 mol) und
schichten) Glycerolriickgrat) MurNAc-Kette) . .
Threonin Threonin
(13,8 mol%) (11,7 mol%)
(iber (iiber
X (@
Phosphatgruppen Einzelzell X X posttranslationale posttranslationale
(R-PO,%) (aus hllnhzte zel- (aus Kopfgruppe) (aus SCWPs) Modifikationen Modifikationen
schichten) méglich) méglich)
X X
Aminogruppen X . X . .
arupp (aus Einzelzell- (nur lber PEA- (aus AS (zB. 107 freie NH,"-  (z B. 105 freie NH, -
(R-NH3") schichten) Kopfgruppen) Seitenketten) Reste aus Arginin- Reste aus Arginin-
und Lysinketten und Lysinketten
Amidgruppen X X X X
R‘-CO-NH-R%) (Peptidbindungen) (Peptidbindungen) (Peptidbindungen) (Peptidbindungen)
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4.5 Metallsorptionsversuche mit Biomolekiilen im Batch-Verfahren

Unter Verwendung der ICP-MS konnten die Metallbindungsféhigkeiten der intakten Zellen von Lysini-
bacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 sowie deren einzelnen primaren Zellwandkomponenten wie
Membranlipide, PG+ und S-Layer-Proteine nach der entsprechenden Inkubationszeiten ausgewertet
werden. In den Batch-Sorptionsversuchen wurden die Bindungsfahigkeiten der Biomolekile mit As,
Au, Cd, Eu, Pb, Pd, Pt und U Uber einen Sorptionszeitraum von 48 Stunden untersucht. Dabei wurden
zu festgelegten Zeitpunkten (Kapitel 3.8.2) Probennahmen durchgefiihrt. Aufgrund der vorangegangen
Charakterisierung der isolierten Zellwandbestandteile und den aus vorangegangen Arbeiten er-
haltenen Informationen zum chemischen Aufbau und dem Vorhandensein funktioneller Gruppen er-
folgte die Interpretation und Zuordnung der Bindungsereignisse. Resultierend aus den berechneten
Metallsorptionsraten (q und gqmax) Mit je einer BezugsgréRe von 1 g Biosorbent wurden Bindungspra-
ferenzen der einzelnen Biomolekiile und intakten Zellen abgeleitet. Zusatzlich wurde die Metallent-
fernungseffizienz (RE) bezogen auf die eingesetzte Menge an Metallen berechnet und in Tabelle 18

dargestellt. Ausgewahlte Daten dieser Sorptionsversuche wurden vorab bereits verdffentlicht 2% 2%®

29 In den mitgefihrten Metallreferenzlésungen ohne Biokomponenten konnten keine groferen
Sorptionseffekte (<<1 %), wie z. B. durch eine Sorption an der Gefallwand beobachtet werden,
sodass die detektierten Metallsorptionen direkt auf die Biomolekule zurtickgefihrt werden konnten.
Die vernachlassigbar niedrigen Werte der Wandsorption wurden daher in die weiteren Berechnungen
der Metallsorptionsraten nicht mit einbezogen. Aufgrund von Pufferwirkungen der Biomolekile wurden
fur die Sorptionen der pH-Wert der Biokomponenten mittels physiologischer NaCl-Lésung auf pH=6,0
voreingestellt und durch die Zugabe der Stammlésung der Metallsalze wurde ein selbsteinstellender
pH-Wert Uber die Versuche genutzt. Die entsprechenden Verlaufe der pH-Werte der Sorptionsunter-
suchungen sind in Abbildung A 1 dargestellt. Es konnte bei allen Metall-Biosorbent-Untersuchungen
festgestellt werden, dass sich nach der Zugabe der Metallsalzlésung ein pH-Wert im leicht sauren
Milieu einstellt, welcher Uber die gesamte Sorptionszeit nahezu konstant bleibt. So kénnen desorptive
Effekte innerhalb der Versuchsreihen bedingt durch eine pH-Wert Anderung ausgeschlossen werden.
Ebenfalls sind im Anhang in Tabelle A 2 fir Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und in Tabelle A 3 far
Lysinibacillus sphaericus JG-B53 die gemittelten Einzelsorptionswerte der einzelnen Probennahmen
dargestellt, aus welchen in den folgenden Kapiteln die maximalen Metallsorptionsraten und die

Metallentfernungseffizienzen bestimmt wurden.
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4.5.1 Metallsorption an Membranlipiden

Die Membranlipide stellen die unterste Zellschicht der in dieser Arbeit vorgestellten Biomolekile dar,
auf denen die eigentlichen Zellwandkomponenten wie Peptidoglykan oder S-Layer-Proteine
aufgelagert sind. Die Membranlipide wurden als erste Komponente der isolierten Zellwandbestandteile
von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 beziglich ihrer Metallbindungsfahigkeiten
untersucht. In Abbildung 40 sind vergleichend die Sorptionsraten Gber den Zeitraum von 48 Stunden
der beiden untersuchten Membranlipide mit den ausgewahlten Metallen dargestellt.
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Abbildung 40: Darstellung der Metallsorptionsraten q (mit Fehlerbalken) liber die Sorptionszeit (48 h) von Membran-
lipiden von (a) von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und (b) Lysinibacillus sphaericus JG-B53.

Betrachtet man das Metallbindungsverhalten beider untersuchten Membranlipide in Abbildung 40 so
ist zu erkennen, dass diese sich signifikant in der Art und Menge an gebundenem Metall
unterscheiden. Diese unterschiedliche Metallspezifitdt kann durch den unterschiedlichen Aufbau der
beiden Membranlipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 begrindet sein. Beide
Membranlipide bestehen wie in Kapitel 4.2.2 festgestellt wurde aus der hydrophilen Kopfgruppe
Phosphatitylcholin, welche an dem Glycerolriickgrat verestert sind. Betrachtet man den Aufbau der
beiden Membranlipide, so ist eine bevorzugte Bindung der Metallionen an den Phosphatgruppen der
hydrophilen Kopfgruppen zu vermuten. Die unterschiedlichen Metallbindungsfahigkeiten beider
Stdmme zeigen jedoch, dass die Bindungsereignisse nicht vollstandig durch die Phosphatgruppen
bestimmt werden kdénnen. Aufgrund der gleichen Kopfgruppen beider Membranlipide missten die
Metalle in diesem Fall in dhnlichen Mengen gebunden werden. Somit deuten die unterschiedlichen
Metallbindungsraten, welche in den Versuchen festgestellt wurden auf eine Beteiligung weiterer
Komponenten hin. Aufgrund der ermittelten unterschiedlichen hydrophoben Fettsduren (C14-C1s
Kettenldngen), welche die Membranlipide von JG-A12 und JG-B53 aufweisen und die am Glycerol-
ruckgrat verestert sind ist daher anzunehmen, dass weitere funktionelle Gruppen wie z .B. die Fett-
saurereste bzw. Fettsdureester (R-COOR;) der Membranlipide einen Einfluss auf die Metall-

bindungsfahigkeit haben *°.
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Aus den in Abbildung 40 dargestellten Graphen lasst sich erkennen, dass die Bindung der Metalle
innerhalb der ersten Stunde nahezu vollstdndig abgeschlossen ist und Uber den weiteren
untersuchten Zeitraum von 48 Stunden konstant verlaufen. Lediglich minimale Fluktuationen in den
Sorptionsdaten zeigen den dynamischen Gleichgewichtsprozess der Metallsorption auf. Eine Aussage
Uber eine Verschiebung des Gleichgewichtes von Desorption zu Sorption einzelner Metalle kann auf
Basis der vorliegenden Ergebnisse nicht getroffen werden. Es kann jedoch aufgrund der sehr guten
Metallbindungen an den Membranlipiden eine sehr starke Interaktion dieser Biomolekile mit den
untersuchten Metallen abgeleitet werden. Die Membranlipide von JG-A12 zeigten dabei in den
Versuchen sehr hohe Metallsorptionsraten von Uran (=124 mg/g) und Palladium (=107 mg/g),
wohingegen Arsen (=7 mg/g), Cadmium (=10 mg/g), Platin (=14 mg/g), Europium (=15 mg/g), Gold
(=17 mg/g) und Blei (=17 mg/g) in deutlich geringeren Mengen gebunden wurden. Vergleicht man
diese Werte zu den Metallbindungen der Membranlipide von JG-B53 so ist zu erkennen, dass dessen
Membranlipide deutlich héhere Metallmengen binden konnten. Die Membranlipide von JG-B53 weisen
die grolten Metallsorptionsraten zu Uran (=167 mg/g) und Gold (=179 mg/g), sowie von Blei
(=140 mg/g) und Palladium (=104 mg/g) auf 1 Ebenfalls wie bei den Membranlipiden von JG-A12
konnten Arsen (=12 mg/g), Cadmium (=26 mg/g) und Platin(=35 mg/g) im Vergleich zu den anderen
Metallen in deutlich geringeren Raten gebunden werden. Dies zeigt, dass die hier beobachte Metall-
bindung der Membranlipide sich sehr spezifisch verhalt. In Tabelle 18 sind die maximalen Sorptions-
werte (Qmax) Und die Metallentfernungseffizienz (RE) der Membranlipide vergleichend zu den anderen
untersuchten Biosorbenten und den Metallen zusammengefasst. Die Biosorption von Metallen wie
z. B. die untersuchten Metalle in dieser Arbeit mit Biomasse oder Zellkomponenten werden in der
Literatur oft durch die Interaktion mit verschiedenen funktionellen Gruppen, vor allem durch
Carboxylgruppen beschrieben. Es konnte jedoch auch der Einfluss weiterer O-, N-, S- oder P-haltiger

453 Betrachtet man daher die Struktur

Gruppen an der direkten Metallbindung nachgewiesen werden
der hier untersuchten Membranlipide von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 kann eine
Interaktion der Metalle mit den Estergruppen der Fettsadurereste, als auch der hydrophilen Kopfgruppe
des Cholins (R-N"~(R)3) erfolgen " Bezugnehmend auf das HSAB-Prinzip (Harten und Weichen Sau-

ren und Basen, englisch: Hard and Soft Acids and Bases) ***

zeigen, dass weiche lonen (kleines La-
dungs- zu Radiusverhaltnis) wie z. B. Blei, Palladium und weiterer Schwermetalle starke Interaktionen
mit stickstoff- oder schwefelhaltigen Gruppen aufweisen, meist resultierend in kovalenten Bindungen.
Daher kann die beobachtete sehr gute Bindung von Blei, Gold und Palladium ebenfalls durch die
Wechselwirkung mit der quartdren Ammoniumgruppe des Cholins verursacht werden. Ebenfalls
kénnten durch die Ausbildung stabiler kovalenter Bindungen, die starken metallselektiven
Interaktionen erklart werden. Das untersuchte Uran (Uranylions), welches von beiden isolierten
Membranlipiden in sehr hohen Mengen gebunden wurde, sollte als hartes lon hingegen bevorzugt
einen ionischen Bindungscharakter zu Phosphat- und Carboxylgruppen aufweisen. Jedoch kann
aufgrund der durchgefiihrten Batch-Versuche lediglich die These der potentiellen Bindungspartner und
funktionellen Gruppen aufgestellt werden, welche in weiteren Untersuchungen ndher betrachtet

werden missen.
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Die Sorptionsergebnisse der isolierten Membranlipide zeigen, dass diese ein sehr hohes und
selektives Bindungspotenzial aufweisen und somit theoretisch in der Lage sind signifikante Mengen an
Metallen im Gesamtsystem der Zelle zu binden. In der Literatur wird die Biosorption von Metallen
durch isolierte Membranlipide nur sehr vage im Kontext des Gesamtsystem komplexer bakterieller
Zellwande durch die Metall-Phosphatgruppeninteraktion beschrieben 8, Aufgrund der semipermeablen
Eigenschaften (selektiver Nahrstofftransport) der 5-10 nm dicken Lipidmembranbarriere in der
Bakterienzelle stellt diese jedoch eine wichtige Komponente zur Interaktion oder Kommunikation der
Zelle mit der duferen Umgebung dar " Aufgrund weiterer der Lipidmembran aufgelagerten
Zellschichten wie z. B. der 20-80 nm starken Peptidoglykanschicht und der S-Layer-Proteinschicht (5-
20 nm) ist eine direkte Beteiligung der Membranlipide an der Metallbindung im Gesamtsystem intakter
Bakterien wahrscheinlich jedoch sehr gering. Vielmehr sollte die Metallbindung in erster Linie von den
oberflachen-/umweltnahen Schichten der Zellwand erfolgen, bevor eine Metallinteraktion mit den
Lipiden der Cytoplasmamembran (mit integralen und peripheren Proteinen) erfolgen kann. Somit sollte
nach dem bisherigen Verstandnis eine Detoxifizierung von Schwermetallen durch die Lipidmembran
des Gesamtzellsystems nicht ermdglicht werden. Die isolierten Membranlipide sind jedoch sehr wohl
in der Lage signifikante Mengen an Metallen zu binden. Die Metalle wirden durch die funktionellen
Gruppen der Membranlipide im Fall von Schadigungen aufgelagerter Zellwandschichten gebunden,
wodurch das Zellinnere vor einer direkten Aufnahme toxischer Metalle geschiitzt wird. Da dies jedoch
nicht die primare Funktion der Membran darstellt, besteht vielmehr die Wahrscheinlichkeit, dass z. B.
durch die Interaktion von toxischen Metallen mit der Cytoplasmamembran wichtige Enzyme der

Atmungskette inaktiviert werden und somit die Zelle geschadigt werden kann.

Vergleicht man die erhaltenen qu.-Werte der isolieten Membranlipide mit ausgewahlten
Biosorbenten aus der Literatur (Tabelle 19), kann z. B. im Fall der sehr guten Palladiumbindung beider
Stamme (bis zu 107 mg/g Lipide) eine vergleichbare Bindung detektiert werden wie bei der gesamten

4,243 Betrachtet man die

Biomasse von Desulfovibrio desulfuricans (128 mg/g) beschrieben wurde
Bindung von Uran an den Membranlipiden, kénnen signifikant héhere Uranmengen gebunden werden
als dies bei den in Tabelle 19 dargestellten Beispielen der Biomassen beschrieben wurde. Friis; N. et
al. (1986) untersuchte den Einfluss der Metallsorption von Uran und Blei von Streptomyces
longwoodensis (Zellen, Zellwandfragmenten und der kompletten Cytoplasmamembran) *. Dabei
konnten durch die Zellbiomasse bis zu 440 mg U/g und durch die Zellwand bis zu 380 mg U/g
gebunden werden. Dabei konnte er die sehr hohe Uranbindung auf eine Interaktion mit
Phosphatgruppen zuriickfiihren, welche ebenfalls in den hier untersuchten Membranlipidstrukturen
wiederzufinden sind. Die sehr gute Bleibindung (140 mg/g) der Membranlipide von Lysinibacillus
sphaericus JG-B53 ist vergleichbar mit der von Bacillus subtilis (189 mg/g), jedoch deutlich geringer

14.94.245 7sammenfassend kann

als die der Biomasse von Corynebacterium glutamicum (567 mg/g)
aus den ermittelten Daten der Metallsorption in Abbildung 40 und den gelisteten Werten in Tabelle
18 eine bevorzugte Bindungsreihenfolge der Membranlipide (JG-A12) von U> Pd> Pb > Au> Eu> Pt>

Cd> As und der Membranlipide (JG-B53) von Au> U> Pb> Pd> Eu> Pt> Cd> As aufgestellt werden.
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Tabelle 18: Darstellung der maximalen Sorptionswerte (qm.x) und der Sorptionseffizienz (RE) der untersuchten Bio-
molekiile von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 bei Inkubation bei 4 °C.

Lysinibacillus sphaericus Lysinibacillus sphaericus
JG-A12 JG-B53
?g §§ intakte - intakte -
§ ? £ Zellen SIfB Lipide PG+ Zellen Sip1 Lipide PG+
qmax
P a (mglg Biosorbent) 15,43 6,60 4,08 96,86 7,40 12,05
<
~ (EAE) 4,12 4,69 4,40 2,72 15,51 9,87 8,04 1,53
~ Amax 76,60 58,93 47,88 | 700,08 | 75,68 | 178,83
5 [} (mg/g Biosorbent)
< ©
2 (TAE) 7,78 29,92 4,27 12,16 42,65 38,42 45,39 10,91
- Amax 38,62 10,23 41,02 109,28 25,76 84,43
- :_ (mg/g Biosorbent)
o ~
- (EA,E) 6,87 4,72 4,55 18,25 11,67 11,04 11,46 37,56
© Amax 40,47 15,46 93,47 | 159,90 38,38 | 293,85
- o (mg/g Biosorbent)
o —
2 (EA,E) 5,33 5,09 5,09 30,75 12,63 6,82 12,63 96,69
o Amax 66,67 17,10 | 320,10 | 591,35 139,40 | 393,04
o S (mg/g Biosorbent)
o
S (EA,E) 6,44 5,28 4,13 77,24 34,25 19,64 33,64 94,85
] Amax 303,50 106,74 | 88,33 | 616,41 103,60 | 88,50
- z_ (mg/g Biosorbent)
o
2 (EA’E) 57,04 54,76 50,15 41,50 69,51 66,58 48,67 41,58
© Amax 31,97 15,32 13,91 150,59 34,70 13,60
=) (mg/g Biosorbent)
o 0
2 ('ff) 328 | 785 | 356 | 349 | 926 | 630 | 889 | 349
—~ far) Amax 41,17 123,76 | 353,70 42,34 | 167,34 | 454,49
50 =) (mg/g Biosorbent)
S & RE
~ N (%) 1,20 17,30 26,00 74,30 0,42 17,79 35,15 95,47
— q max —_— —_— — — —_— —
89 8_ (mg/g Biosorbent) 15,75 162,59
oQ 3
e Q &E) 2,65 — | 2732
Griin markiert — hdchstes gmax an Biokomponente (stammspezifisch)
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Tabelle 19: Vergleichswerte zur Metallbindung ausgewéahlter Biosorbenten aus der Literatur.

Metall Biosorbent (mg/g) Referenzen
Lessonia nigrescens 452 Hansen, H.K. (2006) 2*¢

o Acidithiobacillus ferrooxidans =~ 0,3 (As lll) Yan, I. (2010) *

N s Mt 5. 2010
gigl;iiil#i tsel‘ic;:]aerothermophilus, 1,96 Matys, S. (2010) 248
Bacillus subtilis, Biomasse 70 Volesky, B. (1995) 54
gzﬁg’gg ;‘éﬁs’\f:n g 79 Beveridge, T.J. (1985) %*° Volesky, B.(1995)
Spirulina platensis 5,1 Savvaidis, 1. (1998) %, Das, N. (2010) ¥

3 g;‘;’:"gz ;‘t’i‘\’/g”znwan g 71,5 Beveridge, T.J. (1985) %*°
?L?E,'L‘Zr“,”aeﬁéii?égei 345 Vijayaraghavan, K. (2011) 2"
Chlorella vulgaris 98,5 Darnall, D.W. (1986) '° Das, N. (2010) &
Streptomyces erythraeus 59 Savvaidis, I. (1998) *°, Das, N. (2010) &
Bacillus subtilis, Biomasse 101 Volesky, B.(1995) **

- Pseudomonas sp. 278 Ziagova, M.(2007) %%, Wang, JL. (2009) ™

© Gram-positive Bakterien 18,5 Gourdon, R. (1990) % aus Veglio, F. (1997) ¥
E. coli K12, Peptidoglykan 10,4 Hoyle, B. D. (1984) %7

Z BTL%;;nMaeggiﬂ%es 138,2 Vijayaraghavan, K. (2010) 2
Bacillus subtilis, Biomasse 189 Volesky, B.(1995) **

& | Pseudomonas aeruginosa 79,5 Chang, JS. (1997) °; Wang, JL. (2009) "
Corynebacterium glutamicum 567,7 Choi, SB. (2004) #°; Wang, JL. (2009) "

o | Pilzbiomasse 65 Volesky, B.(1995) >

. Desulfovibrio desulfuricans 128,2 de Vargas, I. (2004) 2**: Wang, JL. (2009) ™

_ | sipwasseraige 53 Volesky, B.(1995) **

* Desulfovibrio desulfuricans 62,5 de Vargas, 1.(2004) 2**, Wang, JL. (2009) ™
Bacillus sp. 38 Cotoras, D. (1993) %®; Volesky, B.(1995) >
(?:é"efé’ft’o‘;’)“”gar is, 14/28 Vogel, M. (2010) '*®
Bacillus megaterium 37,8 Nakajima, A. (2004) ®"; Wang, JL. (2009) "

S é}fg{;?cﬂlus sphaericus JG-A12, 20 Raff, J. (2002) 140
Streptomyces longwoodensis 440 Friis, N. (1986) 2**

Bacillus subtilis 1AM 1026 52,4 Nakajima, A. (2004) %7
Pseudomonas aeruginosa |AM 1054 31,7 Nakajima, A. (2004) %7
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4.5.2 Metallsorption an Peptidoglykan

Als weitere Biokomponente wurde das Peptidoglykan mit integrierten sekundaren Zellwandpolymeren
untersucht (PG+). Diese bei gram-positiven Bakterien sehr dicke Schicht (20-80 nm) kann aufgrund
des hohen prozentualen Anteils an der bakteriellen Zellwand den ggf. hdchsten Beitrag zur
Metallbindung liefern, falls eine Bindung erfolgt " Daher ist dessen Untersuchung sehr wichtig. In
Abbildung 41 vergleichend die Metallsorptionsraten von PG+ von Lysinibacillus sphaericus JG-A12

und JG-B53 Uiber den Sorptionszeitraum von 48 Stunden dargestellt.

(a) 360 b) 800
320 .A Zo0
280 % 3 ]
240 400] p—e—t—= ® ——2
200 1 5..——;— i s > >
160 & 200;:
100 4
% 100 4 2]
5 o 80 ———
=2 o 801 -
3 754 3 4 v v '\___f——
=~ 5 60
= E ]
o 504 T 40 A
25 204
w ) /4
0+ 0] dote—a—t— ——
L1 N ) LS ) B L [T LI PR ERL B O SNELE 2 e B |
o 1 2 3 4 5 8 30 40 50
Zeit (h) Zeit (h)

—4As %~ Au —e-Cd - Eu—+Pp —+— Pd 4Pt e U ‘

Abbildung 41: Darstellung der Metallsorptionsraten g (mit Fehlerbalken) liber die Sorptionszeit (48 h) von Peptido-
glykan von (a) von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und (b) Lysinibacillus sphaericus JG-B53.

In Abbildung 41 ist zu erkennen, dass beide PG+ bevorzugt Uran (354 mg/g JG-A12, 455 mg/g JG-
B53), Blei (320 mg/g JG-A12, 455 mg/g JG-B53) und Europium (93 mg/g JG-A12, 294 mg/g JG-B53)
in héheren Mengen binden. Andere Metalle wie z. B. Arsen und Platin werden im Vergleich zu den
weiteren untersuchten Metallen weniger gut gebunden. In Tabelle 18 sind die maximalen Metall-
sorptionsraten (qmax) Und die Metallentfernungseffizienzen (RE) vergleichend zu den anderen unter-

suchten Biokomponenten beider Mikroorganismen dargestellt.

Betrachtet man die Sorptionsverlaufe beider Stdamme so ist zu erkennen, dass analog der
Membranlipide die Sorption innerhalb der ersten Stunde stattgefunden hat. Jedoch ist bei den PG+
Versuchen (JG-A12) bei nahezu allen verwendeten Metallen eine zunehmende Sorptionsrate Gber die
Zeit zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass Metalle Uber die Zeit in dem hochverzweigten
Peptidoglykangerist auch durch sterisch schlecht zugangliche funktionelle Gruppen gebunden werden
koénnen. Bei PG+ von JG-B53 sind nach einer Sorptionszeit von einer Stunde nahezu konstante
Graphen zu erkennen, welche auf eine extrem starke und schnelle Metallinteraktion hinweisen.
Betrachtet man die sehr guten Uran-, Blei- und Europiumsorptionsdaten des PG+ von Lysinibacillus
sphaericus JG-B53, so hat sich diese Komponente als eine der besten extrahierten Biosorbenten in
den Versuchen fiir diese ausgewahlten Metalle herausgestellt. Ebenfalls konnten durch das PG+

dieses Stammes signifikante Mengen Cadmium (bis zu 84 mg/g) und Palladium (bis zu 89 mg/g)
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gebunden werden. Vergleicht man die Bindungsergebnisse des PG+ von JG-A12, so kdnnen bei
diesem Stamm teilweise geringere Werte als bei PG+ von JG-B53 detektiert werden. Dieses bessere
Bindungsverhalten ist ebenfalls in den Versuchen der anderen Biosorbenten von Lysinibacillus
sphaericus JG-B53 zu beobachten. Dies legt die These nahe, dass es sich bei der Metallbindungs-
fahigkeit um eine mikroorganismen-/stammspezifische Metallinteraktion handelt, welche sich selbst in
den Substrukturen der bakteriellen Zellwand wiederfinden lasst. Durch das hochverzweigte Riickgrat
des Makromolekils Peptidoglykan stehen eine grof3e Anzahl an Carboxyl- und Aminogruppen der al-
ternierenden N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsdureketten, sowie Phosphatgruppen Uber
SCWPs wie z. B. Teichon- und Teichuronsauren zur Metallbindung zur Verfiigung % Zusétzlich
kénnen weitere Carboxyl- und Aminofunktionalitdten der Peptidverzweigungen im PG+ zur Verfliigung

2! Diese hohe Verfugbarkeit an potentiellen Bindungsstellen fir die Metalle und die hohe

stehen
negative Nettoladung des Peptidoglykans kdnnen die in den Versuchen ermittelten hohen Bindungs-
kapazitaten im Vergleich zu den weiteren untersuchten Biokomponenten beider Stdamme erklaren 249
Ebenfalls stellt PG+ durch seinen hohen Anteil (40-90 %) an der Zellwand gram-positiver Bakterien
eine der wichtigsten Komponenten zur Bindung von Metallen im Gesamtsystem der Zellen dar 14,298

Vergleicht man die erhaltenen Werte der Metallbindung ausgewahlter Biosorbenten aus der Literatur
(Tabelle 19), so weist das PG+ beider Stamme eine geringere Metallbindungsfahigkeit als

beispielsweise isolierte Zellwande von Bacillus subtilis (bis zu 79 mg Au/g) auf >* 2*°

. Vergleicht man
jedoch die Bindung von Cadmium kénnen beide PG+ signifikant héhere Mengen binden, als dies bei
PG von E. coli K12 (10,4 mg Cd/g Biosorbent) zu beobachten war 7 Diese geringeren
Metallbindungen bei E.coli kbnnen z. B. durch den unterschiedlichen Aufbau der Zellwand des gram-
negativen Organismus im Vergleich zu den beiden untersuchten gram-positiven PG+ von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 erklart werden. Weitere Beispiele zur Metallbindung

vergleichender Biosorbenten sind in Tabelle 19 aufgelistet.

Zusammenfassend stellt das Peptidoglykan mit den enthaltenen SCWPs von Lysinibacillus sphaericus
JG-A12 und JG-B53 eine der vielversprechendsten Komponenten fiir Biosorptionsversuche dar und
kann als ideale Komponente fiir die Entfernung von Metallen aus metallkontaminierten Wassern und
Umweltproben angesehen werden. Im Hinblick auf die Metallbindung des komplexen Systems von
intakten Zellen kann zusatzlich die Metallinteraktion mit den Carboxyl-, Amino-, Hydroxyl- und
Phosphatgruppen im PG+ fur die sehr guten Sorptionseigenschaften verantwortlich sein. Der Einfluss
auf die Metallbindung durch die im PG+ enthaltenen Teichonsiuren (PO,>Interaktionen) in
Mikroorganismen z. B. in Bacillus subtilis konnte bereits in den vorangegangen Forschungsarbeiten

beschrieben werden 2°% 2%

. Dabei wird die Interaktion der Metallkationen hauptsachlich durch die
negative Nettoladung, aufgrund der hohen Anzahl an funktionellen Gruppen im Peptidoklykan mit
SCWPs, bestimmt. Somit ist die Metallbindung im PG+, sowohl als Einzelkomponente als auch im
Gesamtsystem von Bakterien durch lonenaustauschreaktionen bestimmt " #*®. Es dient daher nicht
nur zur Strukturgebung der Bakterienzelle und Aufrechterhaltung des osmotischen Druckes, sondern
stellt als weitere physiologische Funktion in der Bakterienzelle eine wichtige Komponente dar, um

beispielsweise selektiv und in hohem Malle toxische Metallionen wie z. B. Blei, Uran oder Cadmium
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zu binden. Somit kann das Eindringen der toxischen Metalle in das Zellinnere verhindert werden 27
Aus den in dieser Arbeit vorgestellten Studien Iasst sich fir das PG+ von JG-A12 zusammenfassend
eine Metallbindungsreihenfolge von U> Pb> Eu> Pd> Au> Cd> Pt> As und fir PG+ von JG-B53 von
U> Pb> Eu> Cd> Pd> Au> Pt> As aufstellen. Ebenfalls kann aufgrund der erhaltenen Daten festge-
stellt werden, dass das PG+ entscheidend an der Metallbindung intakter Zellen beteiligt sein muss. In
weiteren Studien sollten isolierte SCWPs mit deren Phosphatfunktionalitdten und das Peptidoglykan
ohne SCWPs (PG-) separat untersucht werden, um den Einfluss der jeweiligen funktionellen Gruppen

beider Biomolekile auf die Bindung der Metallkationen aufzuklaren.

4.5.3 Metallsorption an S-Layer-Proteinen

Die S-Layer-Proteine bilden die duRerste Schicht der Bakterienzellen und interagieren daher als erste
biologische Komponente mit der Umwelt. Es ist daher anzunehmen, dass sie einen grofen Einfluss
auf die Biosorption von Metallen haben. Daher erfolgten nach der Isolierung der S-Layer-Proteine von
der Bakterienhllle die Studien zur Metallinteraktion dieser Biomolekule in ihrer polymeren Form in den
Batch-Versuchen. Dazu sind in Abbildung 42 vergleichend die Metallsorptionsraten der S-Layer-

Proteine von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 dargestellt.
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Abbildung 42: Darstellung der Metallsorptionsraten q (mit Fehlerbalken) iiber die Sorptionszeit (48 h) von S-Layer-
Proteinen von (a) von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 (SIfB) und (b) Lysinibacillus sphaericus JG-B53 (Slp1).

Ahnlich der beiden vorangegangen Untersuchungen der Membranlipiden und des Peptidoglykans von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-BS53 ist auch in diesen Versuchen die sehr schnelle Sorption
innerhalb der ersten Stunde nach der Zugabe der Metallsalzlésung zu erkennen. Nach dieser Zeit ist
bei beiden Komponenten eine nahezu stabile Sorptionsrate aller Metalle bis 48 Stunden zu erkennen.
Dabei konnten die geringsten Interaktionen sowohl bei SIfB und Slp1 mit Cadmium (5,3 mg/g SIfB,
12,4 mg/g Slp1), Europium (7,73 mg/g SIfB, 10,4 mg/g Slp1), Platin (15,3 mg/g SIfB, 12,3 mg/g Slp1)
und dreiwertigem Arsen (3,2 mg/g SIfB, 7,4 mg/g Slp1) detektiert werden. Bei SIfB von JG-A12 sind
jedoch gréRere Schwankungen in den Sorptionswerten von Uran zu erkennen, welche einerseits

durch Fehler in der Probenbehandlung zuriickgeflihrt werden kénnten oder nicht stabile Sorptionen
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von Uran an SIfB aufzeigen. Bei den untersuchten Metallen Gold und Platin ist zu erkennen, dass Uber
die Zeit mehr Metall durch SIfB gebunden wird. Sowohl fiir SIfB von JG-A12 als auch Slp1 von JG-B53
kann eine bevorzugte Bindung der Metalle Palladium (58,3 mg/g SIfB, 70,9 mg/g Slp1), Gold
(58,9 mg/g SIfB, 75,7 mg/g Slp1) und Uran (41,2 mg/g SIfB, 42,3 mg/g Slp1) und zusatzlich bei Sip1
von Blei (40,7 mg/g Slp1) festgestellt werden. Betrachtet man die Sorptionsraten beider S-Layer-
Proteine so ist zu erkennen, dass Slp1 in der Lage ist geringfiigig mehr Palladium und Gold (Faktor
1,3) zu binden als SIfB. Vergleicht man die Metallbindungsfahigkeit beider S-Layer-Proteine bei Uran,
so ist ein nahezu identisches Bindungsverhalten zu erkennen. In Tabelle 18 sind die maximalen
Metallsorptionsraten (qmax) und die Metallentfernungseffizienzen (RE) vergleichend zu den weiteren

Biomolekiilen dieser Arbeit zusammenfassend dargestellt.

Vergleicht man die sehr guten Sorptionsergebnisse von SIfB mit vorangegangenen Untersuchungen,
so konnte ebenfalls eine Uranbindung von 41,2 mg /g SIfB festgestellt werden. Betrachtet man
hingegen die Sorptionswerte von Uran mit vernetzten SIfB von JG-A12 (19,5 mg/g) aus
vorangegangenen Untersuchungen so kann ein um den Faktor 2 héheres Sorptionsverhalten in dieser
vorliegenden Arbeit detektiert werden 191271490 Durch die Quervernetzung von S-Layer-Proteinen
erfolgte eine Stabilisierung der rekristallisierten Proteine und Gitterstrukturen. Durch die Stabilisierung
der S-Layer-Proteinschichten werden diese fir den Einsatz potentieller biotechnologischer
Anwendungen wesentlich interessanter. Jedoch stehen durch die Modifizierung der funktionellen
Gruppen weniger Bindungspartner zur Verfiigung. Die Uranbindung von Slp1 ist mit 42,3 mg U/g Slp1
vergleichbar mit vorangegangen Untersuchungen (42,5 mg U/g Slp1; pH=4,5) %1 S0 zeigen beide S-
Layer-Proteine nahezu identische Sorptionsergebnisse von Uran. In Sorptionsversuchen von As(V)
(pH=6,0) konnten vergleichbare Sorptionsergebnisse fur SIfB bestimmt werden, wie in dieser Arbeit fur
As(IIl) %8 Daher kann auf ein ahnliches Bindungsverhalten beider Oxidationsstufen von Arsen mit

SIfB geschlossen werden.

Die sehr gute Interaktion der S-Layer-Proteine mit verschiedenen Metallen riickt diese in den Fokus
verschiedenster Forschungsarbeiten % Betrachtet man daher die sehr gute Bindung des Edelmetalls
Palladium (58 mg /g SIfB und 71 mg/g Slp1), so kénnen die Aussagen der sehr guten Interaktion von
S-Layer-Proteinen mit diesem Edelmetall bestatigt werden, welches von groltem Interesse flir weitere
technische Anwendungen ist > 2. Auf molekularer Ebene konnte die Bindung von Pd(ll) an SIfB
durch spektroskopische Untersuchung der Einzelmolekile auf die vorwiegende Interaktion mit
Carboxylgruppen zuriickgefiihrt werden *®*. Dabei erfolgt die Palladiumbindung vorwiegend Uber die
Carboxylgruppen von Asparaginsdure und Glutaminsdure, welche beide zu je ca. 5mol% in der

202,263 7ysatzlich konnten in den

Aminosauresequenz beider S-Layer-Proteine vorkommen
Untersuchungen die Bindungsbeteiligung von Aminogruppen nachgewiesen werden. In den Unter-
suchungen von SIfB konnte zusatzlich eine stabilisie-rende Wirkung des Edelmetalls Palladium auf die
Sekundarstruktur der Proteine festgestellt werden, welche die hohe Bindung dieses Edelmetalls

%3 Diese hohen

sowohl vorangegangener Studien als auch in dieser Arbeit erklaren kdénnen
Bindungskapazitdten von SIfB kdnnten dabei ausgenutzt werden, um hochstrukturierte Pd(0)-

Nanopartikelcluster unter Verwendung von Reduktionsmitteln zu erzeugen. Dies konnte bereits in
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vorangegangenen Untersuchungen sowohl bei isolierten S-Layer-Proteinen, als auch bei Zellen von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 nachgewiesen werden, wodurch diese Komponenten als Biotem-

plate fiir die Herstellung von definierten Nanopartikeln genutzt werden kénnen 262 264265

. Aufgrund der
hohen genetischen Ahnlichkeiten des funktionales S-Layer-Proteins Slp1 zu SIfB von 67 % ist ein &hn-
liches Bindungsverhalten, sowie ein ahnlich stabilisierender Effekt von Palladium auf Slp1 anzu-
nehmen "°. Durch das héhere Bindungsverhalten von Palladium an Slp1 ist diese Biokomponente fiir
weitere Anwendungen wahrscheinlich wesentlich interessanter und effizienter in der Entfernung von
Edelmetallen aus Wassern. Wie in den Studien beschrieben, sollte ein nahezu &hnliches Bindungs-
verhalten fiir weitere Elemente der 8. Nebengruppe insbesondere flr Platin nachweisbar sein 2 Dies
konnte durch die Untersuchungen in dieser Arbeit nicht bestatigt werden, da zwar mit einer Bindungs-
fahigkeit von 15,3 mg Pt/g SIfB und 12,3 mg Pt/g SIp1 gute Metallsorptionsraten erzielt werden
konnten, jedoch liegen diese deutlich unter den Werten von Palladium. Ebenfalls kann hier keine Bin-
dungspraferenz eines der beiden S-Layer-Proteine abgeleitet werden. Somit scheint es, dass im Fall
der Platinbindung kein stabilisierender Effekt auf die Proteine durch die Metallbindung existiert. Dies
wilrde die geringeren Bindungswerte erklaren und auf einen eher destabilisierenden Effekt von Platin
auf die Proteine SIfB und SIp1 hindeuten. Dies muss in weiteren Untersuchungen naher zu betrachtet

werden.

Das Edelmetall Gold konnte sowohl auf von SIfB (58,9 mg/g) als auch von Sip1 (75,7 mg/g) in
héheren Mengen gebunden werden. Dies zeigt eine starke Interaktion von Gold mit den S-Layer-
Proteinen beider Stamme. In Untersuchungen von SIfB mit Au(lll) und der Ausbildung von
Goldnanopartikelclustern, konnte diese starke Interaktion auf die Beteiligung von C-, N- oder O-
tragenden Gruppen wie sie in den funktionellen Gruppen wie z.B. Carboxyl-, Hydroxyl- und
Aminogruppen beider Proteinen vorkommen, zuriickgefihrt werden 266,287 Jankowski, U. et al. (2010)
konnte durch spektroskopische Untersuchungen von SIfB eine starke Interaktion von Gold mit

268

Carboxylgruppen nachweisen “>. Ebenfalls wurden in der beschriebenen Arbeit Reduktionen von

Au(lll) zu Au(0) festgestellt, welche auch in Abwesenheit von Reduktionsmitteln stattgefunden

haben 2%

. Dies deutet auf intrinsische Reduktionseigenschaften der S-Layer-Proteine hin, welche die
sehr hohen und guten Bindungswerte von SIfB und Slp1 in dieser Arbeit erklaren kénnen. Ebenfalls
konnte durch Jankowski, U. et al. (2010) ein stabilisierender Effekt auf die Sekundarstruktur der
Proteine ahnlich wie bei Palladium festgestellt werden. Durch die starke Interaktion mit den Proteinen
und der weiteren Reduktion von Au(lll) zu Au(0) kébnnen hochgeordnete metallische Nanopartikel fur
verschiedene katalytische Anwendungen entwickelt werden. Auch hier ist, analog der besseren Inter-
aktion von SIp1 mit Palladium, eine sehr viele hdhere Bindungskapazitat fir Gold als bei SIfB zu be-
obachten. Diese sehr gute Bindung von Gold bietet nicht nur die Mdglichkeit die untersuchten S-
Layer-Proteine als Filtertemplate zur Riickgewinnung von Gold aus metallkontaminierten Wassern zu
nutzen, vielmehr sollte es die Méglichkeit bieten, Goldnanopartikel auf monolagigen Proteinschichten
zu erzeugen . Die Untersuchungen zu Metall- und Metallnanopartikelinteraktionen mit
rekristallisierten S-Layer Schichten sollten einen detaillierteren Einblick in die Metallwechselwirkungen

dieser interessanten und vielversprechenden biologischen Molekile geben (Kapitel 4.5.4). Vergleicht
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man die Sorptionsdaten der Edelmetalle Au und Pd mit ausgewahlten Biosorbenten aus der Literatur
(Tabelle 19) so kann eine ahnliche bzw. teilweise hdhere Metallbindung der S-Layer-Proteine in dieser

Arbeit erkannt werden.

Im Vergleich der hohen Bindungswerte der beschriebenen Edelmetalle mit SIfB und Slp1 fallen die
Werte flr Europium (7,7 mg/g SIfB und 10,4 mg/g Slp1) wesentlich geringer aus. Aufgrund der jedoch
unterschiedlichen Bindung von Europium mit den Proteinen, muss die Europiuminteraktion separat be-
trachtet werden. SIfB und SIp1 sind &hnlich dem in der Literatur sehr gut untersuchten und be-
schriebenen Calmodulin calciumabhangige Proteine. Dabei ist das zweiwertige lon Calcium verant-

28 Durch die sehr dhnlichen lonenradien

wortlich fir die strukturelle Stabilitdt des Proteinriickgrates
von Lanthaniden (z.B. Eu) und Calcium, sowie durch vorangegangene Untersuchungen der
Calcium/Lanthaniden-Interaktionen konnte bereits eine geringere Bindung von Lanthaniden im

Vergleich zu Calcium festgestellt werden **°

. Dies kann durch einen geringen Calciumaustausch und
durch die Europiumkomplexierung in der Proteinstruktur hervorgerufen werden. Im Falle einer
vollstdndigen Calciumsubstitution wirde es jedoch zu einem strukturellen Kollaps der Proteine
kommen. Dies wirde in einer geringeren Europiumbindung resultieren. Ob die geringe
Europiumbindung, wie sie in dieser Arbeit sowohl bei SIfB als auch bei Slp1 detektiert wurde jedoch
mit einer Veranderung der Proteinstruktur erklart werden kann, muss in weiteren Arbeiten untersucht
werden. Eine weitere Erklarung der geringeren Europiumbindung ist, dass durch die vollstandige
Sattigung aller Calciumbindungsstellen in der Proteinstruktur eine sehr viel geringere Europiumbin-

dung méglich ist 12

. Daher sollte in weiterer Studien die Europiumintaktion und der mogliche Calcium-
austausch in calciumabhangigen Proteinen wie SIfB und Sip1 untersucht werden, um detailliertere

Aussagen zur Proteinstruktur zu erhalten 2’°.

Zusammenfassend kann die Interaktion der untersuchten Metalle von SIfB und Slp1 auf die Interaktion
freier Carboxylgruppen aus Seitenketten der Asparagin- und Glutaminsaure der Aminogruppen aus
Arginin und Lysin, sowie Hydroxidgruppen aus Serin, Threonin und Thryptophan resultierend aus der
Aminosauresequenz beider Proteine beschrieben werden. Die Primarstruktur von SIfB beinhaltet
125 COOH-Gruppen (10,1 mol) ,107 NH,-Gruppen (8,3 mol%) und 274 OH-Gruppen (22,1 mol%) %'
Bei Slp1 stehen 116 COOH-Gruppen (10,5 mol), 105 NH,-Gruppen (9,5 mol%) und 238 OH-Gruppen
(21,6 mol%) zur Verfugung %% Jedoch stehen infolge intramolekularer Wechselwirkungen nur ca. 30-
40 mol% der COOH- und NH,-Gruppen bei SIfB zur Metallbindung zur Verfiigung *’". Betrachtet man
den hdheren Anteil der funktionellen Gruppen bei Slp1, so kann damit eine bessere Metallbindung als
die von SIfB abgeleitet werden. Ebenfalls kénnen einige Edelmetalle wie Gold und Palladium
stabilisierend auf die Proteinstrukturen wirken, was zu héheren Metallbindungen fiihren kann. Im Fall
weiterer untersuchter Metalle wie z. B. Blei und Platin konnten geringere Bindungen detektiert werden,
was auf einen destabilisierenden Einfluss dieser Metalle auf die Proteine hinweisen kénnte. Betrachtet
man daher die Funktion der S-Layer-Proteine in Bezug auf das Gesamtsystem intakter Bakterien, so
sind die S-Layer-Proteine als abgrenzende Zellwandschicht zur Umwelt direkt an der selektiven
Metallbindung beteiligt. Sie dienen als Schutzsystem fir die Zelle und kdénnen das Eindringen

toxischer Schwermetalle in die Zelle verhindern. In diesen Untersuchungen konnten aus den
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eingesetzten Metallsalzlésungen (1 mM) teilweise sehr hohe Mengen des jeweiligen Metalls gebunden
werden. Betrachtet man daher umweltrelevante Metallkonzentrationen (abhangig von Art des Metalls
und Ursprung jeweiliger kontaminierter Wasser), welche meist sehr viel geringer sind, so kénnen aus
solchen Losungen wahrscheinlich ein sehr hoher prozentualer Anteil des Schwermetalls herausgelost
werden. Dies konnte bereits bei der Uranentfernung in einer umweltrelevanten Konzentrationen

(< 5 mg/l) durch SIfB gezeigt werden, bei dem Uran nahezu vollstindig gebunden werden konnte *°"

22 Aus den in Tabelle 18 dargestellten maximalen Metallsorptionsraten ergibt eine bevorzugte
Bindungsreihenfolge fur SIfB von Au< Pd< U< Pt< Pb< Eu<Cd< As und fur Slp1 von Au< Pd< U< Pb<

Cd< Pt< Eu< As dargestellt.

4.5.4 Metallsorption an intakten Zellen

Nach der Untersuchung der isolierten Einzelkomponenten beider Stdmme erfolgten die
Untersuchungen der Metallbindungsfahigkeiten der intakten Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-
A12 und JG-B53. Dazu sind in Abbildung 43 die Metallsorptionsraten (q) intakter Zellen von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 gegeniibergestellt.
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Abbildung 43: Darstellung der Metallsorptionsraten q (mit Fehlerbalken) liber die Sorptionszeit (48 h) von intakten Zel-
len von (a) von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und (b) Lysinibacillus sphaericus JG-B53.

In Abbildung 43 ist zu erkennen, dass von beiden Mikroorganismen signifikante Mengen der Metalle
Palladium (303,5 mg/g JG-A12; 616,4 mg/g JG-B53), Gold (76,6 mg/g JG-A12; 700,1 mg/g JG-B53)
und Blei (66,7 mg/g JG-A12; 591,4 mg/g JG-B53) gebunden werden konnten. Im Weiteren konnten
Europium (40,47 mg/g JG-A12; 159,9 mg/g JG-B53), Cadmium (38,6 mg/g JG-A12; 109,3 mg/g JG-
B53) und Platin (32,0 mg/g JG-A12; 150,6 mg/g JG-B53) in sehr guten Mengen durch die beiden
gram-positiven Bakterien gebunden werden. Auf die Interaktionen der beiden Mikroorganismen mit
Uran wird in diesem Kapitel gesondert eingegangen. Die maximalen Metallsorptionsraten und die
Metallentfernungsraten sind mit den weiteren untersuchten Biosorbenten in Tabelle

18 zusammengefasst.
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Betrachtet man das Sorptionsverhalten der einzelnen Metalle so fallt auf, dass der Stamm JG-B53
analog der untersuchten Einzelkomponenten wesentlich hdhere Metallmengen binden bzw. tolerieren
kann. Daher kann die beobachtete bessere Metallinteraktion der Einzelkomponenten von JG-B53 auf
eine stammabhangige und metallselektive Bindung zurlickgeflihrt werden. Ebenfalls kann die sehr viel
héhere Metallbindung der intakten Zellen auf ein Zusammenwirken der Sorptionseigenschaften der
oberflachennahen Zellwandschichten hindeuten. Betrachtet man die Metallsorptionen tber die Zeit so
ist zu erkennen, dass die Sorptionen innerhalb der ersten Stunde erfolgten und die Metalle innerhalb
der Versuchsreihen bis 48 Stunden nahezu konstant gebunden bleiben. Die geringen Fluktuationen
Uber die Zeit zeigen, dass es sich bei den Sorptionsprozessen um dynamische
Gleichgewichtsprozesse handelt. Ebenfalls konnte in vorangegangen Untersuchungen von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 gezeigt werden, dass es sich bei den Metallinteraktionen um

140. 201 Unter

reversible Prozesse handelt, welche die leichten Wertefluktuationen hervorrufen kénnen
Verwendung der ICP-MS ist es insgesamt mdglich Aussagen zu der entsprechenden Menge an
sorbiertem Metall an den intakten Zellen als auch einzelnen Zellwandkomponenten treffen zu kénnen.
Eine Zuordnung an welchen funktionellen Gruppen die Metallbindung bevorzugt stattfindet kann unter
Verwendung dieser Analysemethode nicht erfolgen. Betrachtet man jedoch die potentiell zu Verfligung
stehenden funktionellen Gruppen der intakten Zellen, so kann auf eine starke Metallinteraktion mit den
auleren Zellwandschichten z. B. den Carboxyl-, Amino- und Hydroxylgruppen der S-Layer-Protein-
schicht, durch Carboxylgruppen des Peptidoglykan und Phosphatgruppen aus z. B. SCWPs geschlos-

sen werden.

Die sehr hohe Bindung von Gold, Palladium und Blei durch die intakten Zellen konnte ebenfalls bei
den S-Layer-Proteinen beider Stamme detektiert werden. Daher ist die Metallbindung intakten Zellen
wahrscheinlich mafgeblich durch die S-Layer-Proteinschicht als abgrenzende Schicht zur Umwelt
bestimmt. Dabei kann analog wie bei der Sorption von Gold und Palladium eine starke Interaktion
dieser Metalle mit den Carboxyl- und Aminogruppe der S-Layer-Proteine auf der Bakterienhlle
stattfinden und in einer Stabilisierung dieser resultieren. Ebenfalls konnte zusatzlich eine sehr gute
Interaktion der Peptidoglykanschicht mit Blei und Europium in den Untersuchungen der
Einzelkomponenten von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 detektiert werden, welche sich auch in den
Untersuchungen der gesamten Bakterienzelle beobachten lasst. Somit kann ebenfalls eine geringe
Interaktion der oberflachennahe Schicht des Peptidoglykans mit SCWPs vermutet werden. Eine
direkte Interaktion der Cytoplasmamembran mit den verschiedenen Metallen sollte bei den Bakterien
und einer intakten Zellwand eine untergeordnete Rolle spielen, da die Cytoplasmamembran anders
als die isolierten und einzelnen Membranlipide nicht direkt mit der Metallldsung interagieren kann. In
Abbildung 44 sind daher exemplarisch mikroskopische Aufnahmen beider Mikroorganismen nach

24 stindiger Metallinkubation dargestellt.
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(a) (b)

/ -
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Abbildung 44: Exemplarische Darstellung der mikroskopischen 24 h Probe von (a) Lysinibacillus sphaericus JG-A12
nach Inkubation mit 1 mM Eu und (b) Lysinibacillus sphaericus JG-B53 nach Inkubation mit 1 mM Cd in 400 facher Ver-
groBerung.

Es zeigt sich, dass sowohl die Zellen von JG-A12 und JG-B53 noch in ihrer intakten stdbchenférmigen
Morphologie vorliegen und durch die Inkubation mit Metallen die Zellintegritat nicht sichtbar
beeintrachtigt wurde. Daher kann von einer intakten Zellwand der Bakterienzellen ausgegangen
werden, wodurch eine direkte Interaktion der Cytoplasmamembran mit der Metallsalzlésung
ausgeschlossen werden kann. Ebenfalls konnten in den mikroskopischen Aufnahmen keine anderen
Organismen in den Kontrollproben festgestellt werden, welche eine Werteverfalschung der
Sorptionsergebnisse bezogen auf das getestete biologische System der Bakterien hervorrufen

konnten.

Beide Mikroorganismen weisen wie in Abbildung 43 zu erkennen ist eine metallspezifische Bindung
auf. Vergleicht man die Menge an gebundenen Metallen beider Bakterien in Abbildung 43
untereinander, so kann flr Lysinibacillus sphaericus JG-B53 eine sehr viel héhere Sorptionsrate bei
allen Metallen (mit Ausnahme von Uran) als bei Lysinibacillus sphaericus JG-A12 erkannt werden.
Dies zeigt, dass trotz der genetischen Ahnlichkeiten beider Stamme in Bezug auf
Bindungseigenschaften sich Lysinibacillus sphaericus JG-B53 als besseres Biosorbent herausgestellt
hat. Im Vergleich zu JG-A12 sind die Zellen von JG-B53 z. B. in der Lage héhere Mengen von Arsen
(15,4 mg/g JG-A12, 96,9 mg/g JG-B53) zu binden. Somit kann die Biomasse von JG-B53 fiir eine
effektivere Schwermetallentfernung genutzt werden. Vergleicht man die Sorptionswerte der
Edelmetalle mit ausgewahlten Mikroorganismen aus der Literatur (Tabelle 19), so weist Lysinibacillus
sphaericus JG-A12 ahnlich gute Goldbindungswerte (76,6 mg/g) wie Zellen von Bacillus subtilis
(70 mglg) oder Chlorella vulgaris (98,5 mg/g) auf *. Weitere Vergleichswerte sind zusammenfassend
in Tabelle 19 dargestellt. Lysinibacillus sphaericus JG-B53 Ubertrifft diese Bindungswerte rund mit
dem Faktor 10. Ebenfalls konnten beide Stdmme deutlich hdhere Mengen an Palladium (303,5 mg/g
JG-A12, 616,4 mg/g JG-B53) binden als dies bei Desulfovibrio desulfuricans (62,5 mg/g) oder Pilz-
biomasse (65 mg/g) zu beobachten war '* ** #*3_ Ebenfalls konnten sehr gute Bindungen von Platin
durch die Biomasse von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 im Vergleich zu literaturbe-
schriebenen Biosorbenten (Tabelle 19) festgestellt werden > Beide untersuchten Mikroorganismen in

dieser Arbeit sind vor allem fur die Bindung von Edelmetallen duRerst gut geeignet. Betrachtet man

106



Ergebnisse und Diskussion

die in den Untersuchungen eingesetzten Metallsalzkonzentrationen von 1 mM, so liegen diese deutlich
Uber denen umweltrelevanter Konzentration (=1-10 ug Schwermetall/l). Jedoch zeigen die Zellen von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 ein enormes Rickhaltepotenzial fiir die untersuchten
Metalle und eignen sich daher als ideales Filtermaterial zur Rickgewinnung strategisch relevanter
Edel- und Schwermetalle aus héher konzentrierteren Wassern wie z. B. Industrie- oder Prozess-
wassern. Betrachtet man den Einsatz beider Mikroorganismen in Bezug auf Bioremediationsprozesse,
so ist aufgrund der hohen Metallaffinitdten ebenfalls die Bindung niedriger konzentrierter Salzlésungen
moglich. Zusammenfassend lasst sich aus den ermittelten Daten eine bevorzugte
Bindungsreihenfolge der intakten Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 von Pd >Au >Pb > Eu>
Cd> Pt> As>U und fir JG-B53 von Au >Pb >Pd> Eu >Pt> Cd > As> U aufstellen.

SORPTION VON URAN AN BIOMASSE VON L YSINIBACILLUS SPHAERICUS JG-A12 UND JG-B53

Da beide Mikroorganismen der Haberlandhalde in ihrer natlrlichen Umgebung hoéheren
Konzentrationen des Schwermetalls Uran ausgesetzt waren und hohe Toleranzen gegeniber diesem
Schwermetall aufweisen, sind die Sorptionsuntersuchungen des Actinides Uran im Hinblick auf
umweltdkologische Aspekte z. B. der Uranentfernung aus kontaminierten Wassern oder fur Biore-
mediationsprozesse von besonderem Interesse '®. Daher werden im Folgenden die Sorptionsdaten
dieser Arbeit mit bekannten Literaturdaten verglichen und die Bindungen von Uran an der Biomasse

unter Einbezug der Zellwandkomponenten naher betrachtet.

Die Sorption beiden Bakterienstamme von der verwendeteten1 mM Uranlésung (Abbildung 43) ist bei
den Versuchen dieser Arbeit bei 4 °C mit 7,1 mg U/g JG-A12 und 8,4 mg U/g JG-A12 jedoch geringer
als die der S-Layer-Proteine wie sie in dieser Arbeit beschrieben wurden. Betrachtet man den Anteil
der Gesamtproteinmenge von 50 % an der Biotrockenmasse der Zellen, wovon die S-Layer-Proteine
einen Anteil von ca. 15 % ausmachen, so kdnnen die Sorptionswerte der Zellen in Bezug auf die S-
Layer-Proteine besser beschrieben werden. Somit sollten die S-Layer-Proteine beider Zellen eine der
Hauptkomponenten darstellen, welche an der Uransorption der Bakterienzelle beteiligt sind. Dabei
stehen fir die Uranbindung ebenso wie bereits bei den S-Layer-Proteinen als Einzelkomponente
diskutiert, hauptsachlich Carboxyl-, Amino- und Hydroxidgruppen der S-Layer-Proteine fir die
Uransorption zu Verfliigung. Betrachtet man jedoch die Uranbindung der isolierten S-Layer-Proteine
(bis zu 42 mg/g S-Layer-Protein) so ist zu erkennen, dass im Fall der intakten Zellen die Uranbindung
unter den gewahlten Versuchsbedingungen jedoch nicht komplett durch die S-Layer-Proteinschicht
verursacht werden koénnen. Eine Beteiligung weiterer oberflachennaher Zellwandschichten wie z. B.
die von PG mit sekundaren Zellwandpolymeren scheint daher sehr wahrscheinlich. Diese
Komponente zeigte in den Untersuchungen der Einzelkomponenten ebenfalls sehr hohe
Uransorptionen von bis zu 454,5 mg U/g PG+. Dabei sollte die Uranbindung wie bereits in Kapitel
4.5.2 beschrieben durch die Carboxylgruppen des PG, als auch durch die Phosphatgruppen der

sekundaren Zellwandpolymere erfolgen.
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Vergleicht man die erhaltenen Sorptionswerte von Uran der Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-
A12 und JG-B53 im Vergleich zu literaturbeschriebenen Biosorbenten wie z. B. mit lebenden Algen
von Chlorella vulgaris (14 mg U/g) so koénnen vergleichbare Werte erhalten werden "8 Betrachtet
man die sehr guten Sorptionswerte von Streptomyces longwoodensis (440 mg U/g), so kann bei
diesem Stamm eine viel hohere Sorption beobachtet werden ***. In den Untersuchungen von Raff, J.
(2002) '® ™° konnten fiir den Stamm Lysinibacillus sphaericus JG-A12 jedoch deutlich hohere
gebundene Uranmengen (64,2 mg/g) detektiert werden. Dies kann durch die unterschiedlichen Ver-
suchsbedingungen hervorgerufen werden. Dabei war die verwendete Biomasse von JG-A12 in der
Lage mehr Uran infolge der besseren Bioverfiigbarkeit des Uranylions (umweltrelevantere
Metallkonzentration) in dem Sickerwasser und der gesteigerten metabolischen Aktivitat bei T=28 °C
zu binden. Eine Beeinflussung der Sorptionsrate durch den pH-Wert kann ausgeschlossen werden, da
diese in einem vergleichbaren Bereich (4-4,5) lagen. Aus diesem Grund erfolgten weitere
Sorptionsuntersuchungen beider Mikroorganismen mit Uran bei einer veranderten Temperatur von
30 °C, um den Einfluss der Sorption durch die Temperatur aufzuklaren. Dazu sind die Sorptionsdaten
dieser Untersuchungen zusammen mit den Werten der Inkubation bei 4 °C in Abbildung 45

zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 45: Darstellungen der maximalen Metallsorptionsraten (qmax) von Uran nach der Inkubation mit intakten
Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 bei verschiedenen Temperaturen.

Exemplarisch zeigt Abbildung 45 die Unterschiede der Bindung von Uran an beiden Mikroorganismen
bei geanderten Versuchsbedingungen (T=30 °C). In der Abbildung ist sehr gut erkennbar, dass die
Temperaturerh6hung zu einer gesteigerten Uransorption durch beide Mikroorganismen fihrt. Dabei
konnten Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 mit 15,8 mg U/g nahezu die doppelte Menge an
Uran sorbieren als dies in den Versuchen bei 4 °C zu beobachten war. Lysinibacillus sphaericus JG-
B53 hingegen konnte unter den gewahlten Bedingungen mit 162,6 mg U/g die zwanzigfache Menge
an Uran sorbieren als dies bei den Untersuchungen bei 4 °C mdglich war. Dabei kann bei Uran analog
der Untersuchungen der anderen Metalle bei 4 °C eine starkere Interaktion mit Lysinibacillus

sphaericus JG-B53 beobachtet werden, was dieses Bakterium in den Fokus weiterer Untersuchungen
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rickt. Die Versuche zeigen eine hdéhere Uransorption durch die Erh6hung der Temperatur auf die
ideale Wachstumstemperatur beider Organismen (Vergleich zu den Kultivierungen der
Mikroorganismen, Kapitel 4.1). Ein verringerte metabolische Aktivitat der Zellen bei 4 °C, welche die
geringere Sorption erklaren kénnten, kann in Anbetracht der sehr guten Sorptionsergebnisse der
Zellen mit den anderen Metallen, welche in dieser Arbeit untersucht wurden, wahrscheinlich
ausgeschlossen werden. Daher wird angenommen, dass bei einer Temperatur von 30 °C Uran eine
bessere Bioverfugbarkeit aufweist. Da nach dem derzeitigen Kenntnisstand keine plausible Erklarung
fir diese Sorption gefunden wurden, sollte in weiteren Arbeiten der Wechselwirkungsmechanismus
der Bioakkumulation naher untersucht werden, bei dem Uran infolge der gesteigerten metabolischen
Aktivitat eventuell in die Zelle aufgenommen werden kdnnte. Ebenfalls bleibt die Diskrepanz der
Sorptionsdaten von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 mit den vorangegangenen Arbeiten von Raff, J.
(2002) zu prifen. Trotz der Anpassung der Temperatur auf 30°C konnten geringere Sorptionswerte
erzielt werden als durch Raff, J. (2002) beschrieben wurden. Daher kann nach bisherigem
Kenntnisstand davon  ausgegangen werden, dass ebenfalls die unterschiedlichen
Urankonzentrationen einen erheblichen Einfluss auf die Sorptionsfahigkeit der Zellen haben oder die
untersuchten Bakterien beider Arbeiten in unterschiedlichen Wachstumsstadien vorlagen. Die
verwendete Urankonzentration von 1 mM zeigt jedoch, dass beide Mikroorganismen in der Lage sind
unter solchen harschen Umgebungsbedingungen signifikante Mengen Uran zu binden. Daher kénnen
beide Biomassen in technischen Materialien und Prozessen z. B. als metallselektives Filtermaterial

zum Einsatz kommen.
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4.6 QCM-D und AFM Untersuchungen zur Metallbindung an rekris-
tallisierten S-Layer-Proteinen

Im Folgenden Abschnitt erfolgt die Darstellung der Interaktionen rekristallisierter S-Layer-Proteine von
SIfB und Slp1 von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 mit Metallen. Dazu wurden wie in
Kapitel 4.3.2 beschrieben, die Proteine auf den Sensoroberflachen in den Durchflussmodulen abge-
schieden und anschlieflend intensiv mit physiologischer NaCl-Lésung (pH=6,0) gespult. Anschliefiend
wurden die Werte der Frequenzénderung als auch die der Dissipationsanderung auf die Nullwerte
gesetzt. Die Untersuchungen der QCM-D zur Metallinteraktion soll nicht nur ein tieferes Verstandnis
fur die Metallwechselwirkung mit diesen Biomolekilen, sondern auch mit den rekristallisierten S-Layer
Schichten ermdglichen. Zusatzlich kénnen durch die Untersuchung der Schichten Referenzdaten fir
den Vergleich der Metallinteraktion mit ganzen Zellen gewonnen werden. Daher wurden zum ersten
Mal die Metalle As, Au, Cd, Eu, Pb, Pd, Pt und U bezlglich ihrer Bindungsfahigkeiten, Sorptionskinetik
und der Einfluss der Metalle auf die Proteinschichten und ihre Stabilitdt im nanoskaligen Bereich

untersucht.

4.6.1 QCM-D Versuche zu Metallbindungen an SIfB und Sip1

QCM-D UNTERSUCHUNGEN VON PROTEINSCHICHTEN MIT PALLADIUM

Exemplarisch fir die Metallsorptionsversuche erfolgt die Darstellung der QCM-D Diagramme am
Beispiel von Slp1 fiir die Interaktion mit 1 mM Pd** und 5 mM Pd** (Abbildung 46 und Abbildung 47)
auf Grund der in Kapitel 4.5.3 gezeigten sehr hohen Sorptionswerte der S-Layer-Proteine in Lsung.
Die QCM-D Diagramme der Metallinteraktionen der weiteren Metalle mit den rekristallisierten
Schichten von SIfB und Slp1, welche im Folgenden diskutiert werden, sind im Anhang (Abbildung A 2 -
Abbildung A 6) dargestellt.
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Abbildung 46: QCM-D Diagramme der Interaktion von 1 mM Pd*' mit Slp1 Schicht (pH=6,0); (a) Frequenz-/Dissipations-
werte Uber die Zeit, und (b) Massenprofil der adsorbierten Massen auf der Slp1 Schicht innerhalb der Versuchszeit von
21 h.
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In Abbildung 46 a ist zu erkennen, dass nach der Zugabe der 1 mM Pd2+-Lt')sung zu der
rekristallisierten Proteinschicht von Slp1 sowohl in den Frequenzwerten (Afs, Af;, Afg) als auch in den
Dissipationswerten (ADs, AD;, ADg) signifikante Anderungen stattfinden. Innerhalb der ersten Stunde
nach der Metallzugabe erfolgt eine Frequenzverringerung um 19 Hz, welche auf eine
Massenanlagerung von Palladium an der Struktur des Proteingitters hinweist. Bis zum Spulen bei
t=18 Stunden ist jedoch erkennbar, dass die Frequenzwerte bis ca. 16 Hz ansteigen. Die
Dissipationswerte in Abbildung 46 a zeigen ebenfalls abfallende Werte innerhalb der ersten Stunde.
Diese Abnahme der Dissipation deutet auf eine starrer werdende Proteinschicht infolge der Metallab-
scheidung hin. Aus den Versuchen kann daher abgeleitet werden, dass Palladium die weiche Protein-
schicht stabilisiert. Die stabilisierte monolagige Schicht von Slp1 kann das Schwingungsverhalten des
Sensorkristalles daher weniger dampfen und resultiert in den geringeren Dissipationswerten. Nach ca.
2 Stunden ist zu erkennen, dass sowohl die Frequenzanderungen als auch die Dissipationswerte
nahezu konstante Kurvenverlaufe zeigen. Ein Abldsen geringer Mengen an Palladium ist in diesem
Fall moglich, jedoch deutet der Frequenzanstieg eher auf ein Quellverhalten der Polyelektrolyte auf
der Sensoroberflache hin. Ein derartiges Verhalten wurde in vorangegangen langeren Experimenten
bereits beobachtet (Daten nicht gezeigt). Ebenfalls kann diese minimale Erhéhung auf das in den
Batch-Versuchen beobachtete dynamische Sorptionsverhalten der Metalle zurtickzuflihren sein. Unter
Verwendung des Kelvin-Voigt Modells konnte nach dem Spiilen mit der NaCl-Lésung eine Palladium-
abscheidung von =270 ng/cm2 auf der geschlossenen Proteinschicht berechnet werden. Betrachtet
man die beiden Modellierungsansatze in den Massenprofilen Abbildung 46 b, so ist zu erkennen, dass
beide Modelle einen nahezu identischen Verlauf zeigen. Daher kann aufgrund der geringen
Masseabscheidung aus der wassrigen Metallsalzlésung ebenfalls das Sauerbrey Modell fur die
Dateninterpretation dieser starren Metallabscheidung auf der dinnen Proteinschicht genutzt werden.
In Referenzmessungen konnte eine Sorption der Metalle an den sehr dinnen Polyelektrolytschichten
(<5 nm) unter den gewahlten Bedingungen ausgeschlossen werden. Ebenfalls kann eine direkte
Bindung der Metalle an dem Polyelektrolytuntergrund durch die vollstandige Bedeckung der PE mit
einer geschlossenen S-Layer-Proteinschicht ausgeschlossen werden. Daher kann in den Versuchen
die Metallsorption direkt auf die Proteine zuriickgefuhrt werden. Nach der Palladiumbindung an Sip1
erfolgte das Spllen mit metallfreier NaCl-Lésung um die Stabilitdt der Metallbindung nachzuweisen.
Nach Zugabe der metallfreien NaCl-Losung ab ca. 18 Stunden ist zu erkennen, dass bis zum
Versuchsende keine signifikanten Mengen Palladium von der Slp1 Schicht abgeldst werden. Dies
zeigt die sehr stabile Bindung von Palladium an dem Slp1 Proteingitter. Aus den Versuchen im Batch-
Verfahren konnte bereits eine sehr gute Palladiumbindung an den Slp1 Polymeren nachgewiesen
werden. Mit den QCM-D Untersuchung ist es daher gelungen, dies fur die rekristallisierte
Proteinschicht ebenfalls erstmals nachzuweisen und die Tendenz der hohen Palladiumaffinitat auf
molekularer Ebene mit den rekristallisierten Proteinschichten nachzuweisen. Auf Grund der geringeren
funktionellen Gruppen, welche nach der Rekristallisation auf dem Sensor aktiv fir eine Metallbindung
zur Verfigung stehen, ist ein direkter Vergleich zu den Sorptionswerten der S-Layer-Polymere aus

den Batch-Versuchen nicht durchfiihrbar.
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In weiteren Versuchen erfolgte die Untersuchung der Metallinteraktionen der geschlossenen Protein-
schichten mit hdher konzentrierten Metallsalzldsungen. Betrachtet man die Frequenz- und Dissipa-
tionsverlaufe in Abbildung 47 a nach der Zugabe einer 5 mM Palladiumlésung, so ist eine nahezu
identische zeitliche Abscheidung zu erkennen. Analog der Versuche mit 1 mM Pd2+-Lc'isung ist die
Metallinteraktion nach ca. 1 Stunde nahezu vollstandig abgeschlossen. Jedoch kann eine deutlich
héhere Frequenzanderung von =180 Hz und eine Dissipationserhéhung von =15 festgestellt werden,
was auf eine deutlich héhere Massenabscheidung hinweist. Die hdéheren Dissipationswerte deuten
hierbei auf eine wesentlich elastischere Schicht nach der Metallinteraktion hin. Ebenfalls ist es
moglich, dass auf Grund der hoheren Metallkonzentration zu einer starkeren Hydrathillenausbildung

als bei der niedrig konzentrierteren Palladiumlésung kommt.
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Abbildung 47: QCM-D Diagramme der Interaktion von 5 mM Pd*'mit Slp1 Schicht (pH=6,0); (a) Frequenz-/Dissipations-
werte liber die Zeit, und (b) Massenprofil der adsorbierten Massen auf der Slp1 Schicht innerhalb der Versuchszeit von
21 h.

In Abbildung 47 b ist das Profil der adsorbierten Massen dargestellt. Nach dem Spulen mit metallfreier
NaCl-Lésung nach ca. 18 Stunden konnte eine Massenanderung von =5410 ng/cm?® (Kelvin-Voigt
Modell) und 2850 ng/cm2 (Sauerbrey Modell) berechnet werden. In den weiteren Versuchen konnte
durch die Konzentrationserhdhung der Metalle von 1 mM auf 5 mM ein ahnliches Phanomen
beobachtet werden. Dies zeigt, dass sich bei héheren Schichtdicken und Massenanlagerungen bei
denen Wasseranlagerungen oder Hydrathlllen starker beteiligt sind, die Sauerbrey-Gleichung in einer
Unterbestimmung der ermittelten Werte resultiert und nicht mehr direkt fir die Auswertung der Daten
Berlicksichtigung finden kann. Betrachtet man jedoch die sehr guten Werte der Palladiumbindung der
QCM-D-Messungen, sowohl bei den Versuchen mit 1 mM Pd** als auch bei den Versuchen mit 5 mM
Pd2+-Lc'isungen, so konnen bereits zuvor verodffentlichte Daten zur Bindung von Palladium an S-Layer-
Proteinen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 mit fur die Betrachtungen von Slp1 herangezogen
werden. In den Arbeiten von Fahmy, K. et al. (2006) wurde der strukturstabilisierende Einfluss des
Schwermetalls Pd** auf die S-Layer-Proteine von JG-A12 nachgewiesen *®*. Dabei konnte durch die
dominierende bidentate Koordination von Pd** durch die Carboxylgruppen und durch die

Bindungsbeteiligung von stickstoffhaltigen Aminosauren aus den Seitenketten ein stabilisierender
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Effekt auf die S-Layer-Proteine beobachtet werden. Betrachtet man in Abbildung 46 und Abbildung 47
die sehr stabile und hohe Palladiumabscheidung auf den rekristallisierten Slp1 Strukturen nach dem
Spullen mit metallfreien NaCl-Lésungen, so kann auch hier ein ahnlich stabilisierender Effekt von Pd*

vermutet werden.

Ahnlich den in Abbildung 46 und Abbildung 47 dargestellten QCM-D Diagrammen konnte ein sorptives
Verhalten von SIfB gegeniber Pd detektiert werden. Vergleicht man die Ergebnisse der
Palladiumbindung an rekristallisierten SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 in dieser Arbeit
(Werte in Tabelle 20 und Abbildung A 3 im Anhang), so kann eine geringe Palladiumbindung
beobachtet werden. Die sorbierte Pd** Masse (berechnet nach dem Kelvin-Voigt Modell) an SIfB fallt
mit =118 ng/cm® (1 mM Versuch) und =1145 ng/cm® (5 mM Versuch) deutlich geringer aus als bei
Slp1, zeigt jedoch die gute Ubereinstimmung zu den zuvor erhalten Sorptionswerten aus den Batch-
Versuchen und weist erneut auf eine bevorzugte Bindung der S-Layer-Proteine zu Pd auf. Jedoch sind
auch bei den Interaktionen von Pd** mit den nanoskaligen Schichten von SIfB sehr stabile
Abscheidungen von Palladium zu erkennen, welche die Ergebnisse von Fahmy, K. et al. (2006)
stiitzen 2. Ebenfalls konnte mittels der QCM-D Untersuchungen der stabilisierend wirkende Effekt
von Pd** auf die Proteinschichten dargestellt werden. Eine Ausbildung polynuklearer Palladiumspezies
(Pd*/Pd®) kann ahnlich wie auch bei der nachfolgend diskutierten Sorption von Au®* durch die
intrinsischen Reduktionseigenschaften der Proteine nicht ausgeschlossen werden. Durch diese
Eigenschaft ist die Entwicklung von Protein-Palladium-Templates fiir verschiedene biotechnologische
Anwendung denkbar. Mittels der QCM-D Untersuchungen dieser Arbeit konnten der stabilisierende
Effekt sowohl fur SIfB als auch fir Slp1 erstmals bei rekristallisierten Proteinschichten betrachtet

werden.

Die maximalen Massenabscheidungen (Ampma) und die abgeschiedenen Massen der jeweiligen
Metalle auf dem Sensor (Am .y sensor) bzw. der Proteinschicht von SIfB und Slp1 aus den
entsprechenden Versuchen sind in Tabelle 20 zusammenfassend dargestellt. Die in Tabelle 20
dargestellten Werte wurden sowohl nach dem Sauerbrey Modell als auch nach dem Kelvin-Voigt

Modell berechnet.
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Tabelle 20: Darstellung der maximalen Massenabscheidungen (Amp.x) und er der absoluten Masse (AM .y sensor) auf
Schichten von SIfB und Sip1 nach der Metallinteraktion berechnet nach dem Sauerbrey und Kelvin Voigt Modell.

Adsorbierte Masse Absolute Masse Adsorbierte Masse Absolute Masse

Bio- | etal Cvetan PH- Ampay Am ayt sensor Am ey Am it sensor
sorbent (mM) Wert (ng/cm®) (ng) (ng/cm®) (ng)
(Kelvin-Voigt) (Kelvin-Voigt) (Sauerbrey) (Sauerbrey)
As®™ ; :,z Keine stabile Metallabscheidung erkennbar
A 1 6,0 Keine stabile Metallabscheidung erkennbar
5 6,0 337,1+0,2 518,9+0,3 331,3+0,2 510,0+0,3
cd?* 1 6,0 Keine stabile Metallabscheidung erkennbar
5 6,0 Keine stabile Metallabscheidung erkennbar, desorptiver Effekt auf SIfB
Eu 1 6,0 Keine stabile Metallabscheidung erkennbar
5 6,0 - -
g P2 1 5,0 Keine stabile Metallabscheidung erkennbar
%) 5 4,5 70,8 £ 0,01 108,9 70,9 £ 0,02 109,1+£0,0
pg? 1 6,0 117,7 £ 0,1 181,2+0,2 118,0 £0,1 277,1+0,2
5 6,0 1144,7 £ 0,1 1762,1 £ 0,2 1120,7 £ 0,1 1725+0,2
it 1 6,0 Keine stabile Metallabscheidung erkennbar, desorptiver Effekt auf SIfB
5 6,0 96,3+0,4 148,2+0,6 87,5+0,1 135,0+0,2
1 5,0 207,8+ 0,4 320,0+0,6 211,4+0,5 325,4+0,8
o 5 5,0 pH=5,0 = Hydroxidausfall
v 1 3,5
5 35 Keine stabile Metallabscheidung erkennbar
As™ ; Z’g Abldsung von Sip1 bei Metallinteraktion
a 1 6,0 955,0+2.7 1470,1 £ 4,2 932,6+2,9 1435,6 £4,5
A 5 6,0 45344 +55 6983,2+8,5 4687,9 £ 6,3 7216,5+9,7
cd* ; 2’2 Keine stabile Metallabscheidung erkennbar, desorptiver Effekt auf Sip1
Eu® 1 6,0 keine Metallinteraktion detektierbar, Proteinschicht intakt
5 6,0 -
E_ B2 1 5,0 Keine stabile Metallabscheidung erkennbar, desorptiver Effekt auf Sip1
(72] 5 4,5 Ablésung von Sip1 bei Metallinteraktion
P 1 6,0 269,8+ 0,6 415,3+0,9 269,9+0,6 415,5+0,9
5 6,0 5409,2+7,7 8326,8+ 11,9 2840,6 £ 1,2 4372,8+1,8
Pt ; 2’2 Schichtablésung von Sip1 nach Zugabe der Metallsalziésung
1 5,0 457,3+0,4 704,0 £ 0,6 453,4+0,4 698,0+ 0,6
ue 5 5,0 pH=5,0 = Hydroxidausfall
1 3,5 ) R . . .
5 35 SlIp1 Schichtablésung bereits bei spiilen mit 0,9 % NaCl (pH=3,5)
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QCM-D UNTERSUCHUNGEN VON PROTEINSCHICHTEN MIT ARSEN

Bei den QCM-D Arsensorptionsversuchen wurde das besser l6sliche As®* genutzt, welches
vergleichbare Sorptionswerte in Batch-Versuchen (<900 ug/g Protein) gezeigt hat wie das zuvor

untersuchte As®" 2%

In den QCM-D Messungen konnten mit SIfB nur sehr geringe
Frequenzanderungen (1 Hz) beobachtet werden, die eine minimalste Massenanlagerung aufzeigen.
Nach dem Spulen konnte diese wieder auf den Ausgangswert zurtickgebracht werden, was auf keine
Interaktion oder Metallbindung von As mit den rekristallisierten Proteinschichten und deren
funktionellen Gruppen hindeutet. Bei den Schichten von Sip1 flhrte die Zugabe der As-Lésungen
direkt zu einem langsamen Abldsen der Slp1 Schicht, was aus den erhaltenen ansteigenden
Frequenzwerten und der daraus abzuleitenden Massendesorption (Abbildung A 5) ersichtlich wird.
Diese Untersuchungen zeigen korrelierend zu den Batch-Sorptionsversuchen mit As eine sehr geringe
Metallbindungsfahigkeit der beiden untersuchten S-Layer Proteine zu diesem Element, sowohl in
Lésung als auch als rekristallisierte Schicht. Aufgrund des destabilisierenden Einflusses der Arsen-
I6sungen auf die rekristallisierten Proteingitter wurden diese von der Sensoroberflache abgeldst. Da-
her kann eine stabile Arsenbindung an den S-Layer-Strukturen als rekristallisierte Schicht ausge-
schlossen werden. In polymerer Form ist, wie bereits in den Batch-Versuchen dargestellt eine geringe
Arsenbindung an den Proteinen mdglich. Ein genauer Mechanismus der Arsenbindung an den S-
Layer-Proteinen ist bisher nicht bekannt. Es kann nach derzeitigem Wissensstand eine Arsenbindung
an den abgelésten und vermutlich denaturierten Proteinen nicht ausgeschlossen werden. Diese
Vermutung wird durch die geringen Sorptionswerte aus den Batch-Versuchen gestitzt werden, welche

eine schwache Arseninteraktion mit den Proteinen SIfB und Slp1 aufzeigen.

QCM-D UNTERSUCHUNGEN VON PROTEINSCHICHTEN MIT GOLD

Die Versuche mit Au zeigten bei SIfB nur in den Versuchen mit 5 mM Goldlésung eine Bindung an der
Proteinschicht. Bei der niedriger konzentrierten 1 mM Lésung kam es nach kurzer Interaktion mit dem
Protein direkt zu einer Desorption von Au, ohne jedoch die Proteinschicht negativ zu beeinflussen
oder abzulésen. Dies konnte aus den Frequenzanderungen abgeleitet werden, welche auf den
Ausgangswert der proteinbeschichteten Sensoren zuriickgekehrt sind. Die resultierende Masse des
Abscheidungsversuches mit der hoher konzentrierten Losung ist in Tabelle 20 dargestellt. Bei den
Versuchen mit Slp1 konnte im Vergleich zu SIfB eine deutlich starkere Interaktion sowohl bei den
niedriger als auch der hdher konzentrierten Au-Ldsung resultierend in héheren Af erkannt werden,
welche Uber die Sauerbrey-Gleichung eine Massenzunahme aufzeigen. Nach dem Spllen der Sip1
Schichten konnte die adsorbierte Masse von der Proteinschicht nicht abgeldst werden. Dies zeigt die
sehr stabile Bindung von Au an der Slp1-Schicht. Dabei konnten aus der 1 mM Au-Lésung
=1470 ng/cm2 gebunden werden, dies entspricht nahezu der gleichen adsorbierten Masse an Sip1.
Bei den Versuchen mit 5 mM Au-Lésung erfolgte die Bindung von =6983 ng/cm2 auf der Slp1 Schicht
und entspricht somit mehr als der flinffachen abgeschiedenen Masse von Sip1 auf der modifizierten
Sensoroberflache. Ahnlich der stabilisierenden Wirkung von Pd®* auf SIfB von Lysinibacillus

sphaericus JG-A12, welche in den Arbeiten von Fahmy, K. et al. (2006) und erstmals mit der QCM-D
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an geschlossenen Proteinschichten in dieser Arbeit gezeigt wurden, konnte bereits ein stabilisierender
Effekt von Au®" auf die S-Layer-Proteinstrukturen von JG-A12 durch Jankowski, U. et al. (2010)

26328 Dabei konnte durch die starke Interaktion und Komplexierung von Au®* mit

festgestellt werden
den Carboxylgruppen der Proteine trotz des Fehlens schwefelhaltiger Aminosauren wie Cystein nach-
gewiesen werden. Die von Jankowski, U. et al. (2010) beschriebene Goldinteraktion mit SIfB zeigt eine
hohe Stabilitdt gegenuber saurer Denaturierung der Proteine und eine Strukturstabilisierung durch die
Metallbindung auf % Dieser Effekt des stabilisierend wirkenden Einflusses der Au3+-Bindung kann
erstmals in dieser Arbeit durch die QCM-D Versuche, sowohl bei den rekristallisierten Protein-
schichten von Slp1 als auch bei denen von SIfB beobachtet werden. Ebenfalls starken diese Untersu-
chungen die Aussagen, welche fir die S-Layer-Proteine in Losung getroffen wurden. Durch die eben-
falls sehr guten Sorptionsraten aus den Batch-Versuchen von Au an Slp1, ist analog der Versuche von
Jankowski, U. et al. (2010) ein ahnliches Verhalten von Slp1 von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 zu
erwarten wie es SIfB gezeigt hat *®®. Dies muss jedoch in weiteren Untersuchungen naher betrachtet
werden. In den QCM-D Messungen konnte zusammenfassend eine sehr hohe Bindung von Au an
beiden S-Layer-Proteinen online detektiert werden und die Stabilitédt der resultierenden S-Layer-Au-
Schicht erfolgreich aufgezeigt werden. Die unterschiedlichen Adsorptionsmengen, welche bei den
Versuchen mit den verwendeten Metallkonzentrationen detektiert wurden (Tabelle 20) sind noch nicht
vollstandig verstanden. Ein moglicher Grund kann die Ausbildung polynuklearer Spezies sein. Dabei
kann sowohl Au** als auch Au’ vorliegen. Die Bildung von nanopartikuldrem Au’ auf der
Proteinoberflache kann dabei durch die bereits beobachtete intrinsische Reduktionseigenschaft der S-
Layer-Proteine erklart werden, wie sie bereits bei SIfB von JG-A12 in Losung gezeigt und diskutiert
wurde 207 288 273 plg Folge ist bei der Metallsalzkonzentration von 5 mM die verstarkte Bildung
kleinster Nanopartikel denkbar. Die hohen Goldabscheidungsraten und Schichtstabilitditen der
Proteine zeigen u. a. das hohe Potenzial von Slp1 zur Interaktion mit Au auf. In Ubereinstimmung mit
den Batch-Versuchen konnte Slp1 auch in den QCM-D Versuchen eine bessere Sorption von Au
zeigen als SIfB, weshalb Sip1 fiir weitere Versuche zur Entwicklung bionanotechnologischer An-

wendungen in den Fokus riickt.

QCM-D UNTERSUCHUNGEN VON PROTEINSCHICHTEN MIT CADMIUM

Die Versuche mit Cd zeigten teilweise nur geringe Frequenzanderungen auf den SIfB und Sip1
Schichten. Vor allem bei Slp1 flhrte die Zugabe der Cd-Ldsung gleich zu Beginn zu einem Abldsen
der Proteinschichten. Durch diese Untersuchungen konnte infolge der Metallinteraktion ein de-
stabilisierender Einfluss von Cd auf die Proteinstruktur abgeleitet werden, welche die geringen
Sorptionswerte bei den Batch-Versuchen erklaren kénnten. Ahnlich der desorptiven Eigenschaften,
welche bereits bei Arsen auf die Proteinschichten festgestellt wurden, kann auch nach der
Destabilisierung bzw. der Ablosung der Proteinschicht von der Sensoroberfliche, eine geringe
Sorption von Cadmium an den Proteinen nicht ausgeschlossen werden. Diese These wird durch die
maximalen Metallsorptionsraten von 5,3 mg Cd/g SIfB und 12,4 mg Cd/g Slp1 unterstiitzt, welche bei

den Batch-Versuchen bestimmt wurden. Somit sind die untersuchten Komponenten aufgrund der
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geringen Schichtstabilitdt gegeniiber cadmiumhaltigen Wassern weniger fur die Entwicklung von
Filtermaterialien geeignet. Eine Quervernetzung der Proteinschichten kdénnte jedoch zu einer
Erhéhung der Schichtstabilitat fihren, wodurch eine selektive Bindung von geringen Mengen Cd
moglich ist. Die geringen Metallsorptionsraten zeigen jedoch, dass die untersuchten S-Layer-Proteine
Cd nicht selektiv binden und somit forciert andere Metalle gebunden werden kénnen. In weiteren
Versuchen sollte der Einfluss quervernetzter Proteinschichten mittels der QCM-D sowie die Interaktion

von Cd untersucht werden.

QCM-D UNTERSUCHUNGEN VON PROTEINSCHICHTEN MIT EUROPIUM

Die Experimente mit Eu zeigten bei beiden Proteinschichten nur geringe Frequenzanderungen,
welche nach dem Spilen mit Eu-freier Losung auf den Ausgangswert zuriickkehrten. Jedoch konnte in
den Versuchen gerade bei Sip1 eine hdhere Interaktion mit Eu und leichtes Signaldriften wahrend der
Messung beobachtet werden. Diese sehr geringe Interaktion kann jedoch in der Tatsache begriindet
sein, dass ein lonenaustausch mit dem lonenradius analogen zweiwertigen lon Ca, welches fiir den
Rekristallisationsprozess der Proteinstruktur notwendig ist, stattgefunden hat. Eine solche Substitution
von Calcium gegen dreiwertige Lanthanide wie z. B. Eu in calciumbindenden und calciumabhangigen
Proteinen wie z. B. Calmodulin konnte bereits in vorangegangenen und aktuellen Studien beschrieben

werden (unverdffentlichte Daten) 2+ #°

. Diese Eigenschaft wird in der Literatur genutzt um sukzessiv
ein Calciumion aus den Proteinen gegen ein dreiwertiges Lanthanid zu substituieren, um
beispielweise spektroskopische Sonden zu entwickeln. Im Fall der Untersuchungen der
Europiuminteraktion mit den S-Layer-Proteinen in dieser Arbeit kann der langsame Austauschprozess
von Calcium und Europium gleichzeitig zu einer Freisetzung von Ca”" aus der Proteinstruktur fiihren.
Die simultane Eu**-Aufnahme und Ca”-Freisetzung kann mit der QCM-D Technik nicht mehr
detektiert werden. Daher ist eine genaue Aussage auf Basis der bisherigen Datenlage, sowohl der
Batch-Sorptionsversuche, als auch der QCM-D Versuche zur Europiuminteraktion noch nicht mdglich

und wird in weiteren Arbeiten naher betrachtet.

QCM-D UNTERSUCHUNGEN VON PROTEINSCHICHTEN MIT BLEI

Die Metallabscheidung von Pb auf den Proteinschichten konnte nur bei der héheren untersuchten
Konzentration von 5 mM Pb*" mit SIfB nachgewiesen werden. Dabei konnten jedoch nur sehr geringe
Interaktionen mit der Proteinschicht festgestellt werden, welche durch eine sehr geringe Frequenz-
anderung von ca. 5 Hz aufgezeigt wurden. Ebenfalls erfolgten die QCM-D Versuche anders als bei
den anderen Metallen bei einem niedrigeren pH-Wert von 4,5 und 5,0, um eine Ausféllung von
Pb(OH), zu vermeiden, welche bei héheren Werten und den gewahlten Konzentrationen der QCM-D
Versuche auftrat. Die monolagige Schicht von Slp1 wurde direkt nach der Zugabe der Pb-Lésung von
der Oberflache des Sensorkristalls gelést. Somit konnte die sehr gute Sorption von Pb mit den S-
Layer-Proteinen von SIfB und Slp1 aus den Batchversuchen, an rekristallisierten S-Layer-
Proteinschichten nicht dargestellt werden. Eine Sorption von Pb* an den von der Oberflache

abgelésten Proteinen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. In vorangegangenen
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Untersuchungen konnte in infrarotspektroskopischen Untersuchungen eine Denaturierung von
Phosvitin wahrend der Inkubation mit bleihaltigen Ld&sungen, welche vergleichbar mit der

Denaturierung unter Hitzeeinwirkung ist, beobachtet werden 276

. Dieser Effekt der Denaturierung durch
das Schwermetall Blei kann ebenfalls fiir die Ablésung von geschlossenen S-Layer-Proteinschichten
verantwortlich sein, wie es in dieser Arbeit beobachtet wurde. Daher kann auch bei weiteren Metallen
wie z. B. Cd*, Pt** und As®* die Annahme getroffen werden, dass die Ablésung der S-Layer-Protein-
schicht durch eine schwermetallinduzierte Proteindenaturierung hervorgerufen werden kann. In den
durchgefiihrten Batch-Sorptionsversuche kann ein solcher denaturierender Effekt auf die polymere
Proteinstruktur ebenfalls moglich sein, jedoch lag der Fokus in diesen Versuchen auf der Fahigkeit der
Metallbindung durch die S-Layer-Proteine und wurde nicht naher untersucht. In den Versuchen konnte
dennoch im Fall der bleihaltigen Losung signifikante Mengen Pb?" durch Slp1 sorbiert werden. Dabei
kann Pb?* im Fall einer Proteindenaturierung unspezifisch an die funktionellen Gruppen der Proteine
oder Proteinfragmente binden. Fir folgende Arbeiten sollte daher eine Quervernetzung der
rekristallisierten Proteinstruktur mittels der QCM-D untersucht werden, um die Schichtstabilitat der
Proteine zu erhdhen. In weiteren Messungen kann im Anschluss der Einfluss verschiedener
Schwermetalle auf die Schichtstabilitédt der quervernetzen Proteine und deren Metallbindungsfahigkeit
untersucht werden. Durch die Quervernetzung stehen jedoch, je nach Art der genutzten
Vernetzungsagenzien weniger funktionelle Gruppen fiir eine Metallinteraktion zur Verfligung, wodurch

eine geringere Metallbindung erwartet werden kann.

QCM-D UNTERSUCHUNGEN VON PROTEINSCHICHTEN MIT PLATIN

Versuche zur Metallbindung von Pt zeigten nur bei SIfB eine geringfiigige Frequenzanderung von
=5 Hz (=96 ng/cm2 Pt-Abscheidung). Sowohl bei der niedrigeren untersuchten Konzentration von
1 mM Pt an SIfB-Schichten, als auch bei den Slp1 Proteinschichten wurden trotz des gewahlten pH-
Werte von 6,0 bei welchem die Proteinstruktur auch Uber langere Zeit intakt bleiben vollstandig

abgelost 132

. Dies zeigt, dass Platin ahnlich der untersuchten Schwermetalle Arsen, Blei und Cadmium
einen destabilisierenden Effekt auf die rekristallisierte Struktur der S-Layer-Proteine hat. Dieser
Prozess kann ahnlich der beobachteten bleiinduzierten Denaturierung der Proteine erfolgen. Dieser
destabilisierend wirkende Effekt von Pt kdnnte einen Indiz fur die geringe Metallbindungsrate in den
vorangegangen Batch-Sorptionsversuchen darstellen. Dabei kann auch in diesen Versuchen eine
durch Platin hervorgerufene Denaturierung der Proteine nicht ausgeschlossen werden, an denen
dennoch eine Platinsorption stattfinden kann. Daher kann auch hier in weiteren Arbeiten die
Untersuchung des Einflusses von Platin auf quervernetzte Proteinschichten zu einem besseren
Verstandnis der Proteinstabilitat fihren um stabilere Schichten zu erzeugen, welche als potentielle

Metallbindungstemplates fungieren kénnen.
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QCM-D UNTERSUCHUNGEN VON PROTEINSCHICHTEN MIT URAN

Als weiteres Metall wurde die Interaktion von Uran mit den Proteinschichten untersucht. Ahnlich der
Versuche von Pb** erfolgte die Absenkung der pH-Werte der U-Losungen auf 3,5 und 5,0 um die
Ausfallung von Hydroxiden zu vermeiden. Beide S-Layer-Proteinschichten zeigten bei U (1 mM,
pH=5,0) geringe Frequenzidnderungen infolge einer Massenabscheidung von U auf der
geschlossenen Proteinoberflache. Dabei konnten Uber das Kelvin-Voigt Modell eine abgeschiedene
Uranmasse von =208 ng/cm” auf der SIfB Schicht berechnet werden. Die Abscheidung von Uran auf
der Slp1 Schicht von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 fallt mit =458 ng/cm2 mehr als doppelt so hoch
aus wie die Masse auf der SIfB Schicht von Lysinibacillus sphaericus JG-A12. Somit kann bei beiden
Proteinschichten eine starke Uraninteraktion der S-Layer-Proteinschichten auf molekularer Ebene
mittels der QCM-D Messungen festgestellt werden. Dies bestatigt die Sorptionsdaten aus den Batch-
Versuchen, welche ebenfalls eine Uraninteraktion der polymeren Strukturen von SIfB und Sip1
nachgewiesen haben. Auffallig ist jedoch, dass SIp1 Schichten die Fahigkeit hat mehr als die doppelte
Menge an Uran zu binden als SIfB. Dieses Phanomen konnte in den Batch-Versuchen nicht erkannt
werden. In den Batch-Versuchen wurden nahezu gleiche Metallsorptionsraten von rund 42 mg U/g S-
Layer-Protein festgestellt. Somit kann die Annahme getroffen werden, dass beispielsweise nach der
Rekristallisation von Slp1 mehr funktionelle Gruppen an der Proteinoberseite fiir eine Interaktion mit
Uran zur Verfiigung stehen. Dadurch eignet sich diese Schicht unter den gewahlten Versuchs-
parametern besser fiir die Entwicklung metallselektiver Filtermaterialien z. B. fir die Uranentfernung
aus belasteten Wassern. Im Fall der héher konzentrierten Uranlésungen bei pH=5 konnten keine
Untersuchungen durchgefiihrt werden, da es hierbei zu einer Ausfallung von Uranhydroxiden vor der
Zugabe in die Messmodule gekommen ist. Im Fall von Slp1 und der Sorption von U (pH=3,5) wurde
die Proteinschicht unabhangig vom Metall bei dem Spilen mit NaCl-Lésung (pH=3,5) von der Sensor-
oberflache bereits geldst. Dies zeigt, dass die rekristallisierte Schicht von SIp1 bei diesem pH-Wert
nicht mehr stabil ist und somit fir eine Metallbindung bei diesem pH-Wert nicht mehr einsatzfahig ist.
Vergleichbare desorptive Effekte konnten in weiteren Versuchen bereits verifiziert werden (Daten nicht
gezeigt). Im Fall von SIfB und der verwendeten 5 mM Uranlésung konnte keine Metallsorption
detektiert werden. Dieses Phanomen kann dem niedrigeren pH-Wert geschuldet sein, welcher fur die
QCM-D Untersuchung gewahlt wurde. Hierbei kann ein Grofteil der funktionellen Gruppen protoniert
vorliegen, wodurch eine Metallbindung erschwert wiirde. Es zeigt jedoch anders als bei Slp1, dass die
geschlossene Proteinschicht von SIfB bei diesem pH-Wert intakt bleibt und durch die Zugabe der

Uranlésung nicht denaturiert und von der Oberflache geldst wird.
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QCM-D VERSUCHE ZUR METALLBINDUNG - ZUSAMMENFASSUNG

In den in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen zur Interaktion ausgewahlter Schwer-, Edel- und
Seltener Erdmetalle und Metalloide mit S-Layer-Proteinen war es das erste Mal mdglich, deren
Einfluss auf die Proteinschichtstabilitit von SIfB und Slp1 und die Metallbindungsfahigkeit auf
rekristallisierten, monolagigen Schichtsystemen der S-Layer-Proteine von Lysinibacillus sphaericus
JG-A12 und JG-B53 unter Nutzung der QCM-D zu untersuchen. Bei diesen Untersuchungen konnte
die QCM-D Technik genutzt werden um ein detailliertes Verstéandnis der Metall-Protein-Interaktion zu

generieren und online die Masseabscheidungen auf den Proteinschichten verfolgen zu konnen.

In den Versuchen konnte fir die Edelmetalle Au und Pd eine sehr hohe Affinitdt zu den Schichten von
SIfB und Slp1 nachgewiesen werden. Wobei die Prasenz polynuklearer Pd- und Au-Spezies bei den
Interaktionen mit den Proteinen zu berticksichtigen sind. Ebenfalls zeigten die Untersuchungen, dass
beide Metalle einen stabilisierenden Effekt auf die rekristallisierte Proteinschicht sowohl von SIfB als
auch von Slp1 ausutben. SIfB wies fur As, Cd, Pb und Pt nur geringe Metallaffinitaten auf, welche auf
der geschlossenen Proteinschicht detektiert werden konnten. Die Proteinschichten von Slp1 wiesen
ein ahnliches Verhalten auf. Auffallig war, dass unter Verwendung der Schwermetalle As, Cd, Pb und
dem Edelmetall Platin die Stabilitat der Proteinschicht negativ beeinflusst wurde und zu einem abldsen
dieser von der modifizierten Sensoroberflache gefiihrt hat. Nach dem bisherigen Wissensstand kann
vermutet werden, dass dieser Effekt durch eine schwermetallinduzierte Denaturierung der
Proteinschichten hervorgerufen wird. Dies ist ebenfalls bei den durchgefuhrten Batch-
Sorptionsversuchen wahrscheinlich. Trotz dessen kann eine Bindung der Metalle an die von der
Sensoroberflache gelésten und denaturierten Proteine nicht ausgeschlossen werden. Diese Aussage

kann durch durch die teilweise sehr guten Sorptionsdaten aus den Batch-Versuchen bestatigt werden.

Eine Sonderform der Untersuchungen nimmt Eu ein. Hier ist vermutlich anders als bei den weiteren
untersuchten Metallen keine Sorption an der Proteinstruktur mdglich. Vielmehr findet ein Austausch
mit dem zweiwertigem lon Ca unter gleichzeitiger Einlagerung des dreiwertigen Europiums statt.
Dieser Effekt konnte bereits in mehreren Arbeiten mit calciumbindenden und -abhangigen Proteinen
beobachtet werden. Durch die gleichzeitige Freisetzung von Ca wahrend der Eu-Versuche konnte
unter Verwendung der QCM-D Technik und die Detektionsgrenzen dieser Methode eine direkte
Interaktionen mit Eu sowohl fiir Sip1, als auch fiir SIfB Proteinschichten nicht detektiert werden.
Jedoch konnte die Bindung von Uran an den Proteinschichten von SIfB und Slp1 dargestellt werden.
Dabei wiesen, anders als beispielweise bleihaltige Lésungen, die verwendeten Uranlésungen keinen

destruktiven Effekt auf die rekristallisierten Proteinoberflachen auf.

Die Ergebnisse dieser Studien kdnnen fur den Aufbau metallselektiver Filtermaterialien auf Basis
dieser vielversprechenden selbstassemblierenden Proteinschichten genutzt werden. Der
beschriebene destabilisierende Effekt einiger Metalle mit z. B. Cd oder Blei auf die Proteinstrukturen
limitiert deren Einsatzmoglichkeit als selektives Filtermaterial fiir die 0. g. Metalle. Daher kann auf der
bisherigen Datenlage eine hohe Metallbindung von Au, Pd und U belegt werden, wodurch diese auf

Basis der untersuchten S-Layer-Proteine selektiv von weiteren Metallen separiert werden kdnnen. Die
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QCM-D Untersuchungen haben gezeigt, dass es nicht nur moglich ist direkte Aussagen zu
Schichtstabilitaten der Proteine in ihrer rekristallisierten Form in Folge der Metallinteraktionen treffen
zu konnen, sondern zeigen auch die hohe Leistungsfahigkeit dieser Methode auf nanoskalige
Analysen durchfiihren zu koénnen. Es konnte in den Untersuchungen gezeigt werden, dass die
Proteine in der Lage sind selektiv geringste Mengen an verschiedenen Schwermetallen aus den
Lésungen zu binden. Somit koénnen die Proteine bei der Entwicklung von selektiven
Metallfiltermaterialien genutzt werden um Schwermetalle sowohl aus hdéher konzentrierten und be-
lasteten Wassern wie z. B. Industrie- oder Haldenabwassern, als auch geringste Mengen von Schwer-
metallen aus Trinkwassern o. &. zu binden. Dabei kann durch die sehr gute Interaktion mit Au und Pd
beispielsweise geeignete Strategien zur Edelmetallriickgewinnung unter Verwendung der beschrie-

benen S-Layer-Proteine und auch der Entfernung von Uran aus belasteten Wassern forciert werden.

Die QCM-D eroffnet zusatzlich die Moglichkeit diese Methode zur online Detektion von geringsten
Schwermetallkontaminationen (Auflésungsgrenze bis 0,5 ng/cmz) in wassrigen Ldsungen unter Ver-
wendung geeigneter Sensorkonzepte wie z. B. der S-Layer-Proteintemplate zu nutzen. Diese kénnen
selektiv fir verschiedene Schwermetalle entwickelt und zur qualitativen und quantitativen Bestimmung
dieser eingesetzt werden. Die geringeren sorbierten Massen an der Proteinoberflache, welche bei den
QCM-D Versuchen im Vergleich zu den ICP-MS Ergebnissen der Batch-Versuche ermittelt wurden,
kénnen direkt mit der Immobilisierung der Proteine zusammenhangen. Hierbei stehen nur die funktio-
nellen Gruppen (COOH-, OH- und NH,-Gruppen) auf der Proteinoberseite flir eine direkte Metallinter-
aktion zu Verfigung. Die in den QCM-D Versuchen erhaltenen Ergebnisse zeigen jedoch praziser die
Wechselwirkungen der geschlossenen S-Layer-Proteinschichten mit den Metallen auf. Diese rekristal-
lisierten Schichten stellen im Vergleich zu den polymeren Proteinenstrukturen (Batch-Versuche) das
natlrliche System der S-Layer-Proteine auf der Zelloberflache vitaler Bakterien besser dar. Somit
konnte die QCM-D zur Erlangung eines besseren Verstandnisses der S-Layer-Protein/Metall-

Interaktion auf molekularer Ebene erfolgreich genutzt werden.

Eine direkte Aussage zur bevorzugten Bindung der Metalle an spezifischen funktionellen Gruppen ist
mit der QCM-D Methode jedoch nicht moglich, da nur die Interaktion und Adsorption auf der
Oberflache als Frequenz- oder Dissipationswerte aufgezeichnet werden koénnen. Durch
komplementare Methoden und Untersuchungen kénnen jedoch die beobachteten Effekte bei den
QCM-D Versuchen besser beschrieben werden und auch die Beteiligung funktioneller Gruppen an der
Metallbindung nachgewiesen werden. So weist beispielsweise die zuvor erwahnte sehr hohe
Metallbindungsfahigkeit von Au und Pd beider S-Layer-Proteinschichten aus den QCM-D Versuchen
auf eine starke Beteiligung von Carboxylgruppen an der Metallbindung hin, welche durch die Arbeiten
von Fahmy, K. et al. (2006) und Jankowski, U. et al. (2010) gestitzt werden. Sie zeigten die starke
Metallkomplexierung an Carboxylgruppen von Glutamin- und Asparaginsdure und der damit
verbundenen stabilisierende Wirkung auf die Proteinstruktur der S-Layer-Proteine von JG-A12 in
Lésung auf. Legt man deren Arbeiten zu Grunde, so konnte dieser Effekt erstmals durch die QCM-D
Untersuchungen dieser Arbeit auf rekristallisierten Proteinoberflachen nachgewiesen werden. Dies

wird durch die detektierten hohen Bindungen der Edelmetalle Au und Pd und deren stabilisierenden
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Einfluss auf die S-Layer-Proteinschichten in dieser Arbeit dargestellt. Die hdheren Metallinteraktionen
von Au und Pd, welche mittels der QCM-D Messungen des S-Layer-Proteins Slp1 im Vergleich zu
SIfB nachgewiesen wurden, kénnen dabei durch den prozentual héheren Anteil von Glutaminsaure
(4,8 Mol% (Slp1) zu 5,1 Mol% (SIfB)) und von Asparaginsaure (5,7 Mol% (Slp1) und 5,0 Mol% (SIfB))
in der Aminosauresequenz der Proteine und der damit verbundenen starkeren Komplexierungsmog-

lichkeit hervorgerufen werden.

Schlussendlich kdnnen aus den QCM-D Messungen der Einzelmetallldsungen folgende Tendenzen
der selektiven Metallbindung an den monolagigen Schichten aufgezeigt werden: fiir rekristallisierte
SIfB Proteinschichten Pd< Au< U< (Pt< Pb< As, Cd, Eu) und fir die rekristallisierten Schichten von
Slp1 von Pd<< Au< U < (As, Cd, Eu, Pb, Pt).
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4.6.2  AFM-Analytik von Sip1 nach Metallinteraktion auf QCM-D Sensoren

Nach den QCM-D Untersuchungen zur Metallinteraktionen wurde partiell auf eine Reinigung der
Sensorkristalle verzichtet und diese nur mit der entsprechenden Aquilibrierungslésungen gespiilt und
aus den Durchflussmodulen zur weiteren AFM-Charakterisierung ausgebaut. Exemplarisch sind in
Abbildung 48 die S-Layer (SIfB und SlIp1) beschichteten SiO,-Sensoren nach der Interaktion mit 5 mM

Goldmetallsalzlésung dargestellt.
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Abbildung 48: AFM-Amplitudenbilder von rekristallisierten S-Layer-Proteingittern auf QCM-D SiO, Sensoren nach Inku-
bation von 5 mM Goldmetallsalzlésung- (a) SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12, (b) Slp1 von Lysinibacillus
sphaericus JG-B53.

In Abbildung 48 a ist zu erkennen, dass nach den Metallsorptionsuntersuchungen mit der QCM-D das

rekristallisierte Proteingitter von SIfB intakt geblieben ist und keine groReren Defekte oder Ablésungen
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der typischen Proteinstruktur in dem AFM-Amplitudenbild zu erkennen sind. Diese AFM-Visualisierung
der Proteinstruktur stitzt die Ergebnisse, der QCM-D Untersuchungen, nach denen keine
Proteindesorption infolge der Interaktion mit der Goldmetallsalzlosung von der Sensoroberflache
festgestellt werden konnten. In Abbildung 48 b ist in dem dargestellten AFM-Amplitudenbild des
rekristallisierten S-Layer-Proteins Slp1 ebenfalls die typische p4 Gitterstruktur von Slp1 zu erkennen.
Es konnte genauso wie bei SIfB beschrieben keine Proteindesorption von der Sensoroberflache in
Folge der Goldinteraktion festgestellt werden, was durch die AFM-Studien nachgewiesen werden
konnte. Im Vergleich der Amplitudenbilder von Slp1 und SIfB ist in Abbildung 48 b die Gitterstruktur
von Slp1 deutlicher zu sehen. Wie auch schon in den AFM Studien zur Rekristallisation der beiden S-
Layer-Proteine SIfB und Slp1 zu erkennen war, sind auch hier neben der typischen Gitterstruktur
beider Proteine groRere Proteinfragmente auf der Sensoroberflache erkennbar, welche aus der
Rekristallisation der S-Layer resultiert. Diese Agglomerate kdnnen ebenfalls an der Goldbindung,
welche mit der QCM-D detektiert wurden beteiligt sein. Bei den Untersuchungen konnten jedoch keine
nanopartikularen Strukturen resultierend aus einer Reduktion von Au* zu Au(0) erkannt werden.
Jedoch kénnen diese Nanopartikel auch zu klein sein um sie mit dieser Methode bzw. mit dem

verwendeten Geratetyp auf den S-Layer-Strukturen oder innerhalb der Poren zu detektieren.

Mit Hilfe der AFM-Untersuchungen ist es gelungen, die getroffenen Aussagen zur Stabilitat der
Proteinschichten aus den QCM-D Versuchen zu verifizieren, wenn auch ber die AFM-Messungen
selbst keine Aussagen zur Adsorption von Metallen aus den entsprechenden Lésungen getroffen
werden koénnen. Untersuchte Sensoren aus den QCM-D Versuchen bei denen Proteindesorptionen
nach oder wahrend der Metallinteraktionen auftraten wurden ebenfalls partiell untersucht (Daten nicht
gezeigt). Es konnten bei diesen Proben gréRere Agglomerate organischer Moleklle auf der
Oberflache detektiert werden, jedoch war eine intakte und geschlossene Proteinschicht in den
Ublichen Gitterstrukturen nicht erkennbar. Diese beobachteten Agglomerate kénnen dabei direkt von
den Proteinen als auch von den Polyelektrolytuntergrund stammen, der ebenfalls negativ von den
Metallsalzlésungen beeinflusst werden kann wenn die dariiber liegende S-Layer-Proteinschicht
abgeldst wurde. Demgegeniber stehen jedoch Referenzmessungen mit der QCM-D, welche eine nur

sehr geringe Interaktionen der Polyelektrolyte mit den Metallsalzlésungen erkennen liesen.

Die QCM-D-Analysen erfordern eine reproduzierbare Abscheidung der Biomoleklle und eine
Ausbildung gleichmaRiger geschlossener Schichten. Diese Bedingungen wurden fir die Abscheidung
der S-Layer-Proteine erfillt. Daher wurden fir die Untersuchung der Metallinteraktion mit
monolagigien isolierten Zellwandschichten die S-Layer-Proteine Slp1 und SIfB exemplarisch als
Vertreter fur die QCM-D und AFM-Untersuchungen gewahlt. Diese konnten sowohl in ausreichender
Quantitat und Qualitdt isoliert, sowie reproduzierbar auf verschiedenen Oberflachen unter
Verwendung von Polyelektrolytuntergrundmodifikationen stabil als Schichten abgeschieden werden.
Diese dienen in dieser Arbeit zur Beschreibung eines vereinfachten Zellwandsystems zur Interaktion
mit verschiedenen relevanten Metallen. Weiter stellen die S-Layer-Proteine die erste Interaktions-

schicht der Bakterienzelle zur Umwelt dar, weshalb der Fokus der Untersuchungen auf diese
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vielversprechenden Zellwandbestandteile gelegt wurde. Ebenfalls war es mdglich die regelmaRige
Oberflachenstruktur der S-Layer-Proteine mittels AFM-Untersuchungen abzubilden und diese fir die
Diskussion der Schicht-/ und Gitterstabilitat durch den Einfluss Metallen mit einzubeziehen. In
weiteren Arbeiten kénnen nach der Ausbildung von stabilen und reproduzierbaren Schichten auf
Sensoroberflaichen weitere Zellwandkomponenten, analog dem natirlichen System, Metallinterak-
tionen mittels der QCM-D auf molekularer Ebene erfolgen. Dafiir sind jedoch weitere Studien der
Schichtausbildung sowohl des Peptidoglykans als auch der Vesikelherstellung und Lipidabscheidung

der isolierten Zellwandkomponenten beider untersuchter Stdmme unabdingbar.

4.6.3 QCM-D  Versuche zur Abscheidung von Goldnanopartikeln auf
rekristallisierten S-Layer Schichten

Aufgrund der beobachteten sehr hohen Affinitaten der S-Layer-Proteine von Lysinibacillus sphaericus
JG-A12 und JG-B53 zu Gold, sowie der Mdglichkeit der Herstellung von sensorischen Schichten fir
den Einsatz in der Bionanotechnologie, erfolgten die Untersuchung und Herstellung von Goldnano-

partikeln auf den strukturierten S-Layer-Proteinoberflachen.

Die citratstabilisierten Goldnanopartikel (Asonm=1) (Kapitel 3.12.1) wurden nach der Synthese
bezlglich der GrofRenverteilung mittels PCS untersucht. Dabei konnten in Abhangigkeit der einge-
setzten Tanninkonzentration unterschiedliche GroRenverteilungen der Nanopartikel erhalten werden.
Ebenfalls konnte in Abhangigkeit der Tanninkonzentration eine unterschiedlich starker Farbumschlag
von schwachem Gelb nach Rot wahrend der Synthese erkannt werden. Dieser Farbumschlag wird
durch die Anregung der Oberflachenplasmonschwingungen metallischer Nanopartikel hervorgerufen,

f 27 277 Hphere Konzentrationen fiihrten dabei zu einer

und zeigt die Bildung der Goldnanopartikel au
deutlichen roten Farbintensivierung. In Abbildung 49 sind die GréRenverteilungen der fiir die QCM-D
und anschlieBenden AFM Versuche genutzten Goldnanopartikel dargestellt. Betrachtet man Abbildung
49 a so kann unter Verwendung von 6 mM Tannin eine monomodale Gréfenverteilung von Partikeln
erkannt werden. Betrachtet man die Grdélenverteilungen bezogen auf die Anzahl der gemessenen
Nanopartikel (Abbildung 49) so kann eine Verteilung der Partikel im Bereich von 10-18 nm exakt
beschrieben werden. In weiteren zeitversetzten Messungen konnte gezeigt werden, dass die Gold-
nanopartikel, welche unter den beschriebenen Parametern hergestellt wurden, lber Monate stabil
bleiben und keine Agglomerate bilden, welche zu einer Veranderung der Partikelgrofenverteilung

fuhrt. Dies zeigt den Syntheseerfolg der citratstabilisierten Goldnanopartikel.
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Abbildung 49: Intensititsgewichtete (a) und anzahilgewichtete (b) GroRenverteilung der synthetisierten und citratstabi-
lisierten Goldnanopartikel (@ 10-18 nm).

In Versuchen in denen die Tanninkonzentration bis zu =30 mM erhéht wurde, konnten Nanopartikel im
Bereich von <<5 nm synthetisiert werden (Abbildung A 11), welche sich bezogen auf deren GroRe
besser in der regelmaRigen Porenstruktur der S-Layer-Proteine abscheiden lassen sollten. Diese
Partikel zeigten jedoch innerhalb weniger Tage bis zu wenigen Stunden eine deutliche Triibung der
Suspension durch die beinhaltende Gerbsaure auf. Versuche die entstandenen Tribstoffe durch
Zentrifugation oder Filtration von den Partikeln zu entfernen fuhrten stets zu gréReren
Nanopartikelagglomeraten und einer breiteren GrofRenverteilung, weshalb fur die weiteren Versuche
die Partikel mit einem spharischen Durchmesser von 10-18 nm aus den Ansatzen mit der niedrigeren

Tanninkonzentration genutzt wurden.

Nach der Herstellung der Goldnanopartikel erfolgten die Untersuchungen der Interaktion der
spharischen Partikel mit den S-Layer-Proteinen beider Mikroorganismen. Fir die im Folgenden
durchgefiihrten Untersuchungen mit der Quarzmikrowaage wurden die S-Layer-Proteine von SIfB und
Slp1 analog der QCM-D-Beschichtungsversuche und der QCM-D Metallsorptionsversuche auf
polyelektrolytmodifizierten SiO, Sensoren rekristallisiert, bevor die  Zugabe der
Nanopartikelsuspension in die Durchflussmodule erfolgte. In Abbildung 50 ist exemplarisch die
Interaktion von Goldnanopartikeln auf der rekristallisierten Schicht von Sip1 in den QCM-D

Diagrammen dargestellt. Die Diagramme fiir SIfB sind im Anhang (Abbildung A 7) hinterlegt.
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Abbildung 50: QCM-D Diagramme der Abscheidung von Goldnanopartikeln auf einer Slp1 Schicht; (a) Frequenz-/Dissi-
pationswerte lber die Zeit, und (b) Massen- und Schichtdickenprofil der adsorbierten Nanopartikel auf der Sip1
Schicht.

Nach der Zugabe der Nanopartikelsuspension erfolgte eine sehr schnelle Anlagerung der Partikel auf
der abgeschiedenen Schicht von Slp1 innerhalb der ersten 30 Minuten. Nach dieser Zeit finden keine
weiteren Frequenzanderungen statt, welche Uber die Sauerbrey-Gleichung eine Massenanderung
infolge von Nanopartikelanlagerungen darstellen wirden. Damit ist die Partikelanlagerung nach
30 Minuten vollstdndig abgeschlossen. Die Verringerung der Dissipationswerte die nach der Zugabe
der konzentrierten Nanopartikelldsung zu erkennen sind, deuten auf eine durch die Nanopartikel
hervorgerufene starrer werdende Oberflache hin.Bis zu dem durchgefihrten Spilvorgang
(t=180 Minuten) mit der reinen Pufferldsung sind nahezu konstante Frequenz- und Dissipationswerte
zu beobachten. Dies weist auf eine sehr stabile Nanopartikelschicht auf der Proteinoberflache hin und
zeigt eine hohe Affinitdt der Proteine zu nanopartikularem Gold. Somit weisen die S-Layer-
Proteinschichten sowohl fir metallisches Gold in Form der Nanopartikel als auch in ionischer Form
(QCM-D Metallsorptionsversuche mit Au3+) auf. Das Abspilen bei ca. 180 Minuten zeigt keinen
signifikanten Anstieg der Frequenzwerte, was die zuvor getroffenen Aussagen zur Schichtstabilitat
und der Affinitat starkt. Der Anstieg der Dissipationswerte, welche jedoch nicht auf den Ausgangswert
zurickkehren und somit eine Versteifung der Oberflache infolge der Nanopartikelanlagerung
schlieBen lassen, wird auf die hohe Konzentration an Nanopartikeln im Uberstand tber der Sensor-
oberflache zurtickgeflihrt. Diese werden durch das Spllen aus dem Durchflussmodul ausgetragen und
kénnen somit den Schwingquarz nicht mehr so stark in seinem Ausschwingverhalten dampfen. Da
tiber die Zeit trotz eines Uberschusses an Nanopartikeln (iber der Sensoroberfléche keine weitere An-
lagerung an der Proteinschicht reproduzierbar zu erkennen ist, kann von einer nahezu vollstandigen
Bedeckung bzw. Sattigung der Proteinoberflache mit den Goldnanopartikeln ausgegangen werden.
Durch diese ist eine weitere proteinabhangige Goldnanopartikelanlagerung nicht mehr gegeben. Die
Anlagerung der metallischen Goldnanopartikel auf den Strukturen der rekristallisierten Proteinstruk-
turen von SIfB und Sip1 kann auf unterschiedliche Arten erfolgen. Dabei sollen im Folgenden kurz

zwei Erklarungsansatze dargestellt werden, welche die hohe Affinitdt der Goldnanopartikel zu den S-
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Layer-Proteinen erklaren kénnen. Die wohl wahrscheinlichste Bindung der Goldnanopartikel kann
durch die Ausbildung kovalenter Bindungen mit funktionellen Gruppen erfolgen. Dabei kann die
Goldbindung nicht auf die Prasenz der oft in Proteinen vorkommenden goldaffinen Thiolgruppen z. B.
aus der Aminosaure Cystein erklart werden, da diese bei Slp1 und SIfB in der Aminosauresequenz
nicht vorhanden ist. Jedoch stehen resultierend aus der Aminosauresequenz eine Vielzahl an freien
Carboxylgruppen (aus Aspartat und Glutamat), Aminogruppen Uber Lysinseitenketten oder
Hydroxidgruppen Uber z. B. Threoninseitenketten zur Verfugung, welche fur die Metallbindung zur
Verfugung stehen 202,278 Eine weitere Moglichkeit der Bindung wurde von Wahl, R. (2003) mit den S-
Layer-Proteinen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 untersucht "8 Dabei besteht die Moglichkeit
der Anlagerung der Goldnanopartikel infolge von elektrostatischen Wechselwirkungen mit den Poren
bzw. Hohlrdumen der ausgebildeten Proteingitter, welche als negative Ladungszentren angesehen
werden konnen. Dadurch koénnte eine regelmafiige Abscheidung der metallischen Nanopartikel
stattfinden. Der genaue Bindungsmechanismus der S-Layer-Proteine mit den Goldnanopartikeln ist
jedoch noch nicht vollstéandig verstanden und muss in weiteren Studien untersucht werden. Aufgrund
der hohen Anzahl von funktionellen Gruppen, welche auch an der zuvor in dieser Arbeit untersuchten
und diskutierten Bindung der Metallionen beteiligt sind, erscheint die kovalente Bindung der Nano-
partikel jedoch als der wahrscheinlichste Mechanismus. In Abbildung 50 b ist zu erkennen, dass nach
dem Spiilprozess eine Massenanlagerung von =1400 ng/cm2 erreicht wurde und eine resultierende
Schichtdicke von =11 nm. Unter der Annahme, dass die Partikel sich auf der Oberflache der
Proteinschicht angelagert haben und teilweise in die Proteinschicht eingesunken sind, deutet dieses
Ergebnis auf eine erfolgreiche und stabile Abscheidung der citratstabilisierten Goldnanopartikeln
(9 10-18 nm) hin. Alternativ kann bedingt durch die raumliche Anordnung der spharischen
Nanopartikel auf der Oberflache eine Unterbestimmung der Uber die Sensoroberflache gemittelte
Schichtdicke durch die beiden genutzten Modelle méglich sein, da die Angabe der Schichtdicke je-
weils bezogen wird auf eine vollstandig ebene geschlossene Schicht auf dem Quarzkristall. Somit
werden Fehlstellen, welche zwischen benachbarten Nanopartikeln auftreten mit in die Berechnungen
einbezogen. In den Versuchen mit rekristallisierten SIfB Schichten konnte ein nahezu identischer Ver-
suchsverlauf resultierend in vergleichbaren adsorbierten Massen auf der Oberflache und Schicht-
dicken detektiert werden. In Tabelle 21 sind die Daten zur Goldnanopartikelabscheidung auf Slp1 und
SIfB vergleichend dargestellt.

Tabelle 21: Darstellung der maximalen Massenabscheidungen (Am.), der absoluten Masse (Am ,;f sensor) auf Schichten

von SIfB und Slp1, sowie der gemittelten Schichtdicken (d..yer) nach der Goldnanopartikelabscheidung berechnet nach
dem Sauerbrey und Kelvin Voigt Modell.

Adsorblerte  Absolute  Adsorblerte  Absolute  schichtdicke  Schichtdicke
Bio- H- diayer diayer
SOI’;)Oe nt Metall VI\DIert Am max Am auf Sensor Am max Am auf Sensor (;:Yy]e) (;:Yy]e)
(nglcm’) (ng) (ng/em’) (ng) (Kelvin-Voigt) (Sauerbrey)
(Kelvin-Voigt) (Kelvin-Voigt) (Sauerbrey) (Sauerbrey)
% Au-NP 47 1393,9 21457 1399,7 2154,7 10,3 10,4
;"- Au-NP 47 1382,9 2128,8 1382,7 2128,5 10,2 10,2
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4.6.4  AFM-Analytik von Sip1 nach Metallinteraktion auf QCM-D Sensoren

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Abscheidung der Goldnanopartikel wurden direkt im Anschluss an
die QCM-D Versuche die beschichteten SiO, Sensoren mit Puffer gespult und zur weiteren
Charakterisierung mittels der Rasterkraftmikroskopie verwendet. Exemplarisch ist in Abbildung 51 ein

AFM-Amplitudenbild einer mit Goldnanopartikeln beschichteten Slp1 Schicht von Lysinibacillus

sphaericus JG-B53 dargestellt.

1.0 pm b

0.0

Abbildung 51: AFM-Amplitudenbild von abgeschiedenen Gold Nanopartikeln auf rekristallisierten Slp1 auf SiO, QCM-D
Sensoren (links) und 3D Profil (rechts).

In dem Amplitudenbild in Abbildung 51 sind die abgeschiedenen Goldnanopartikel auf der Oberflache
der Slp1 Schicht zu erkennen. Aus der Vermessung der Oberflachenstruktur im AFM-Héhenbild
(Abbildung A 10) konnten die GroRen der abgeschiedenen Nanopartikel in einem Bereich von 16-
23 nm bestimmt werden. Ebenfalls konnten kleinere Partikel auf der AFM Probe im Bereich um die
10 nmz2 nm detektiert werden. Diese Daten weisen eine erfolgreiche Abscheidung der synthetisierten
Nanopartikel auf der Proteinschicht nach. Die AFM Bilder zeigen ferner eine nahezu vollstandige
Bedeckung der Proteinschicht mit Nanopartikeln, welche zuvor in den QCM-D Versuchen vermutet
wurde. Betrachtet man die Struktur im AFM Bild so ist ersichtlich, dass die Nanopartikel statistisch auf
der Oberflache der rekristallisierten Slp1 Schicht verteilt sind. Aufgrund der PartikelgroRe ist eine
regelmalige Anordnung der Partikel in der Porenstruktur der hochgeordneten S-Layer-Proteine nicht
mdglich. Die in dem Amplitudenbild erkennbaren grof3eren Agglomerate resultieren vermutlich aus der
Proteinbeschichtung, welche vor der Nanopartikelabscheidung in dem Durchflussmodul der QCM-D
durchgefuhrt wurde. Aus dem AFM-Bild in Abbildung 51 kénnen Licken zwischen den einzelnen
Nanopartikeln erkannt werden. Diese Fehlstellen sind in den berechneten Schichtdicken der QCM-D
Messungen enthalten, welche sich auf eine theoretisch geschlossene Schicht bezieht. Somit erfolgt
eine Unterbestimmung der tatsachlichen Schichtdicken. In der rechten Darstellung von Abbildung 51
ist die 3D rekonstruierte Oberflache der Goldnanopartikelschicht dargestellt, in der die strukturierte

Oberflache deutlicher erkennbar ist.
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4.7 Spektroskopische Untersuchungen an Biomolekiilen

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung und Speziation von Europium mit intakten Zellen und
primaren Zellwandbestandteilen der Mikroorganismen Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-53
mittels TRLFS untersucht. Dazu wurden die Lumineszenzeigenschaften, Peakposition und
Lumineszenzlebenszeiten des Europiums in Abwesenheit und in Gegenwart der Biokomponenten
untersucht und bewertet. Dabei dient Europium mit seinen lumineszierenden Eigenschaften als
spektroskopische Sonde zur Detektion der Wechselwirkungen mit verschiedenen Substanzen 279,
Diese Studien sollen zusatzlich zu den durchgefiihrten Batch-Sorptionsversuchen die Mdglichkeit
bieten, erste detaillierte Informationen zur Europium-Biomolekil-Wechselwirkung zu erhalten und
ermoglichen erste Rlckschlisse auf eine Bindung an spezifischen funktionellen Gruppen. Ebenfalls
kénnen aufgrund der chemisch ahnlichen Eigenschaften von Lanthaniden und Actiniden gleicher
Oxidationsstufen Vorhersagen fiir das Reaktions- und Sorptionsverhalten dreiwertiger Actinide wie

Curium oder Americium getroffen werden.

Wie in Kapitel 4.7.1 beschrieben, wurde zunachst das Europium ohne biologische Komponenten unter
den gewahlten Versuchsparametern (z. B. pH-Wert, Hintergrundelektrolyt) naher betrachtet, bevor die
Untersuchungen mit den einzelnen Biomolekilen (Kapitel 4.7.2) durchgefihrt wurden. Die weiteren in
den Batch-Sorptionsversuchen untersuchten Metalle wie Arsen, Gold, Cadmium, Blei, Palladium,
Platin konnten in den TRLFS-Studien ausgeschlossen werden, da diese Metalle keine
fluoreszierenden Eigenschaften aufweisen, welche mit dem verwendeten System messbar sind. Erste
TRLFS-Messungen wurden ebenfalls mit Uran zur Untersuchung der Wechselwirkung mit den in
dieser Arbeit vorgestellten Biomolekilen durchgefihrt. Die Ergebnisse missen jedoch fiir eine
fundierte Aussage zunachst verifiziert und teilweise naher betrachtet werden, bevor die Daten

veroffentlicht werden konnen.

4.7.1 TRLFS Messungen von Europium

Vor Beginn der TRLFS Messungen erfolgte die thermodynamische Berechnung der
Europiumspeziation unter Bericksichtigung der gewahlten Versuchsparameter (1 mM Eu; pH=6,0;
T=25°C; 0,15 M NaCl-Losung). In Abbildung 52 ist das resultierende Speziationsdiagramm von
Europium in einem pH-Bereich von 4 bis 10 dargestellt. Die Berechnung der Speziesverteilung in den
Referenzsystemen erfolgte mit Hilfe des Speziationsprogrammes EQ3/6 unter Einbeziehung der
Komplexbildungskonstanten aus der ,Nagra/PSI Chemical Thermodynamic Data Base 01/01¢
Datenbank ?** " Aus der Speziationsverteilung (Abbildung 52) ist zu erkennen, dass bis zu einem
pH-Wert von 6,0 die freie Eu**- und das EuCI2+-Spezies dominieren. Mit Uberschreitung des neutralen

pH-Wertbereiches erfolgt die vermehrte Bildung verschiedener Europiumhydroxid- und —carbonat-

spezies. Ab einem pH-Wert von 10,0 dominiert Eu(CO3)2' die Speziation. Fir die folgenden beschrie-

benen TRLFS Untersuchungen wurde ein pH-Wert von 6,0 gewahlt, bei dem hauptsachlich das freie

Eua.q_3+ (88 % It. Speziationsverteilung) fir die Interaktion mit den Biomolekiilen verantwortlich ist.
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100
untersuchter pH-Wert
Eu® i 3)
S 80+
w
o}
2
o Eu®
£ 999 EuCi*
EE« EuOH?"
= 40 EuCO;
= Eu(OH);
i Eu(CO,),
5
= 204
] 2+
= EuCl
<
0 4 1 X I M 1 M | v 1 ! 1 |
3 4 5 6 7 8 9 10

pH-Wert

Abbildung 52: Speziesverteilung der gelosten Europium(lll)-Spezies im Referenzsystem (cg,=1 mM, 0,15 M NaCl, pH=4-

10, T=25 °C) ohne Biomolekiile.

Europium weist wie andere Lanthanide charakteristische scharfe Emissionsbanden auf. Zur

strukturellen Analyse werden neben den Emissionsbanden auch die Lumineszenzlebenszeiten ge-

nutzt. In Abbildung 53 ist exemplarisch das zeitaufgeldste Lumineszenzspektrum (a) und das Einzel-

lumineszenzspektrum von Euaq_3+ (

(a)

Intensitat (a.u

520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740

Wellenlange (nm)

Normierte Intensitat

b) unter Verwendung der o. g. Versuchsbedingungen dargestellit.

*0~'F,
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Abbildung 53: (a) TRLFS Spektrum und (b) Einzellumineszenzspektrum von 1 mM freiem Eu® in 0,15 M NaCl-Lésung

bei pH=6,0.

In Abbildung 53 (b) sind fiinf der sieben charakteristischen Hauptemissionsbanden des Eu®-

Spektrums im wassrigen Chloridsystem im Bereich von 520-750 nm entsprechend der elektronischen

Ubergange aus dem ersten angeregten Energieniveau (5D0) in die 'F,-Zustande dargestellt. Die

bestimmten Peakmaxima sind in Tabelle 22 vergleichend mit Literaturwerten dargestellt und zeigen

eine sehr gute Ubereinstimmung.
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Tabelle 22: Zuordnung der Peakpositionen zu den korrespondierenden Energieiibergédngen von freien Eu* und Ver-
gleich zu Literaturwerten.

Emissionswellenldnge A (nm)
L. . Ergebnisse dieser
Energieiibergange Arbeit Tan, X. et al. Lakowicz, J. R. Texier, A. C. et al.
(2015); (2010) %2 (2006) %% (2000) 2
Viacava, K.E. (2013) ?*
*D>"F, 575-579 579 578-585 585
D> 'F4 589-592 594 580-600 590
*Dy>'F, 612-615 619 610-630 615
*Dy>'F, 649-651 651 645-660 650
*Dy>'F, 695-697 702 680-705

Die Emissionsbandenpeaks von °Dy>F4 sind groRtenteils unabhingig von der chemischen
Umgebung um Eu®. Nur der °Dy>F, Ubergang zeigt signifikante Veranderungen infolge der
chemischen Umgebung und der koordinierenden Wassermolekile aufgrund des hypersensitiven
Effektes. So konnen aus dem Verhaltnis der Ubergange °Do>'F; / °D¢>’F, und deren
Lumineszenzlebenszeiten strukturelle Aussagen Uber Europiumkomplexe in wassrigen Systemen
gewonnen werden %% % 2% Der Peak resultierend aus dem Ubergang °Do>'F, (=697 nm) ist
ebenfalls signifikant, fallt jedoch geringer aus als die °Dy>'F; und °Do>'F, Uberginge.
Korrespondierend zu den strukturellen Aussagen der Peakpositionen und Lumineszenzlebenszeiten
kann die Anzahl der koordinierenden Wassermolekiile in der ersten Koordinationssphare von Eu®*

nach Horrocks, W. D. et al. (1979) berechnet werden 2> 2672%

. Die Berechnungen erfolgten nach der
in Gleichung 13 dargestellten Formel. In vorangegangen Untersuchungen konnten keine messbaren
Einflisse zwischen Europium und dem wassrigen System (NaCl oder NaClO, bzw. HCIO,) bezuglich
der Lumineszenzlebenszeiten (1), Anzahl der Wassermolekille in der ersten Koordinationssphare

(Nhy0) in dem dargestellten Konzentrationsbereich beobachtet werden 290,291

Ny,0 £ 0,5 = # — 0,62 Gleichung 13

In dieser Arbeit wurde fiir das freie Eu®* eine Lumineszenzlebenszeit von 1=110-112 ps ermittelt.
Daraus resultieren nach Gleichung 13 neun Wassermolekdle in der ersten Koordinationssphare von
Eu*. Die ermittelten Lebenszeiten und die Anzahl der Wassermolekiile zeigen eine sehr gute

Ubereinstimmung mit den Literaturwerten (Tabelle 23) 2% 2%'2%,

Tabelle 23: Lumineszenzlebenszeiten (1) und Anzahl der umgebenden Wassermolekiile (nu,0) von Eu® in verschie-
denen wiassrigen Systemen.

Lumineszenzlebenszeiten

CLssung CEud+ T (us) Nuo 0,5 Referenz
0,15 M NaCl 1 mM 110 -112 % 2 9 diese Arbeit (2015)
H,O 0,001 mM 104 9,6 Horrocks, W. D. et al. (1979) 2%
0,10 M HCIO, 0,03 mM 113 + 1 8-9 Schott, J. et al. (2014) 2**
0,66 mM 285
0,170 M NaClO,4 (100 ppm) 110+ 10 9 Plancque, G. et al. (2003)
0,10 M NaClO, 10 mM 111 9 Lis, S. et al. (1992) *'
0,10 M HCIO, 10 mM 112 + 1 9 Lis, S. et al. (2001) 2
0,10 M NaCl 10 mM 109 9 Lis, S. et al. (1992) %'
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4.7.2 TRLFS Untersuchungen der Wechselwirkung von Zellen und Biomolekiilen
von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 mit Europium

Bei den TRLFS Untersuchungen mit den Biokomponenten wurden nach zwei verschiedenen Inkuba-
tionszeiten (1 Stunde und 24 Stunden) Messungen durchgefiihrt. Zusatzlich wurden Referenzproben
der reinen Biokomponenten und der physiologischen NaCl-Lésung in dem relevanten Wellenlangen-
bereich (500-750 nm) gemessen. Somit konnte in den Untersuchungen eine Beeinflussung durch die
Biomolekile ausgeschlossen werden. In Abbildung 54 sind die normierten Einzellumineszenzspektren
der untersuchten Komponenten von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 nach der In-
kubation von 1 Stunde und 24 Stunden mit Europium vergleichend dargestellt (zeitaufgeldste Spektren
siehe Abbildung A 12). Bereits nach einer einstiindigen Sorptionszeit von Europium ist bei allen unter-
suchten Proben beider Stamme eine Intensitatsverschiebung der 7F1 Emissionsbande hin zur 7F2
Emissionsbande zu verzeichnen. Aus den nicht normierten Spektren (Daten nicht gezeigt) kann zu-
satzlich erkannt werden, dass sich die maximalen Intensitaten noch zwischen der 1- und 24-stiindigen
Inkubation andern. Dabei bleiben die erhaltenen Intensitatsverhaltnisse aus der Bandenverschiebung
"F,>'F, nahezu gleich. Diese Bandenverschiebung deutet auf eine starke Wechselwirkung des Euro-
piums mit den biologischen Proben hin, welche jedoch nach einer Stunde noch nicht vollstandig abge-
schlossen ist. Nach Einstellung des Sorptionsgleichgewichtes sollten keine Unterschiede in den Inten-
sitatsverhaltnissen mehr zu verzeichnen sein. Bezugnehmend auf die erhaltenen Daten aus den
Batch-Versuchen kann jedoch eine nahezu vollstdndige Europiumbindung nach 24 Stunden
angenommen werden. Fur jeden untersuchten Biosorbenten ist die Anzahl der
Lumineszenzlebenszeiten abhangig von der entsprechenden chemischen Umgebung und den funk-
tionellen Gruppen mit denen Europium interagieren kann. Die Auswertung der Lumineszenzlebens-
zeiten fur die biologischen Komponenten wurde entsprechend der erhaltenen Daten mit einer biexpo-
nentiellen Funktion gefittet. Diese Funktion zeigt auf, dass zwei verschiedene chemische Um-
gebungen an der Europiuminteraktion beteiligt sind > Die Auswertungen haben gezeigt, dass héher
exponentielle  Funktionen keinen weiteren Lumineszenzlebenszeiten bzw. auf weitere
Wechselwirkungspartner fiir Europium hingewiesen haben und Gberparametrisiert waren. Die aus der
biexponentiellen Funktion resultierenden Lebenszeiten sind ein Anzeichen fiir eine Veranderung der
chemischen Umgebungen des Europiums. Die ermittelten Lumineszenzlebenszeiten, Bestimmt-
heitsmalRe, Hauptemissionsbanden, Intensitdten aus den nicht normierten Spektren, Verhaltnisse

(Nlgy) und l7g,/l7e, sowie der Anzahl der Wassermolekile (ny,0) in der ersten Koordinationssphére

sind in Tabelle 24 vergleichend zusammengefasst.
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Abbildung 54: Einzellumineszenzspektren der Biomolekiile nach der Inkubation mit 1 mM Europium (pH=6,0; 0,15 NacCl;
T=25°C); (a-d) von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 - (a) intakte Zellen, (b) Lipide, (c) PG+, (d) SIfB und (e-h) von Lysi-
nibacillus sphaericus JG-B53 — (e) intakte Zellen, (f) Lipide, (g) PG+ und (h) Slp1 im Vergleich zur Referenzmessung mit

Eu3+
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Tabelle 24: Zusammenfassung der experimentell ermittelten Lumineszenzlebenszeiten (T4, T,), Hauptemissionsbanden ('F4, F, "F,), Intensititsverhiltnisse, dem BestimmtheitsmaB (R?)
und Anzahl der Wassermolekiile (ny,0)* fiir die Europiuminteraktion (ce.=1 mM; pH=6,0; T=25 °C) an Biomolekiilen der Mikroorganismen Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 in
0,15 M NaCl-Lésung.

. Bestimmt- Hauptemissions- . A Slni
Bio- Sorp- Lebe?ssz)elten heits- banden Int?:i't)at ! Vez'll;lalt)nls V(T:h?::ms Ny, £0,5
Organismus | molekiil/ | tionszeit H maf (nm) e Eu Rl
Probe (h) 2 7 7 7 7 7 7
T T, R Fi(1) F2(2) 'Fa(®)|'Fi(1) F2(2) Fa(3d) m @ @ aus 1,
Referenz
(freies 1 111,6 £1,7 0,9985 5914 6150 6968 | 2995 2217 160,8 1,0 1,0 1,0 0,7 9,0
Eu)
I;;Tll;tr? 1 166,7+10,0 64,0+8,9 0,9999 590,0 6150 696,8 |1371,8 20835 766,6 4,6 9,4 4,8 1,5 58
‘g intakte
3 Zellen 24 1484 +25 32,1+3,6 0,9999 590,0 6150 696,8 |1422,2 20158 720,1 4,7 9,1 4,5 1,4 6,6
i~
% Lipide 1 167,7+6,9 364+16 0,9997 590,0 613,6 698,2 |34155 7126,8 21194 11,4 32,1 132 21 58
<
Q
) g Lipide 24 197,2+49 365+27 0,9998 590,0 613,6 696,8 |1756,6 37944 980,55 59 171 6,1 2,2 4,8
%)
S !
% Q PG+ 1 122456 0,9975 590,0 6122 6954 | 390,7 3683 183,2 1,3 1,7 1,1 0,9 8,1
©
-'g PG+ 24 1123+4,1 28,7+29 0,9997 588,6 6122 696,8 | 626,2 5415 295,9 2,1 24 1,8 0,9 8,9
I
3- SIfB 1 209,6 £ 5,3 0,9976 588,6 613,6 696,8 |1420,9 3307,0 6774 47 149 42 2,3 4,5
SIfB 24 155,7+1,9 0,9991 590,0 613,6 696,8 |2117,3 4946,0 1178,8 71 223 73 2,3 6,3
intakte .
Zellen 1 159,3+£1,3 0,9996 5886 6150 696,8 | 3514 2217 160,8 1,2 1,0 1,0 0,6 6,1
3 ntakte | o4 | 202,241 £10,1 1 4 [18135 284 4 112 1 4
o Zellen 02,2¢18,3 75,5+ 10, 0,9999 590,0 6150 695, 813,5 2840,6 847,6 6, 8 53 6 7
i~
% Lipide 1 2249+59 37,015 0,9999 590,0 6150 696,8 (2417,5 6040,6 1386,2 8,1 272 86 25 4,1
<
Q
s Lipide 24 2172+44 324+13 0,9999 590,0 6150 696,8 |3489,1 8839,8 1762,6 11,7 399 110 2,5 4,3
»n m
=~
% g PG+ 1 216,3+24,5 54,7 +19,6 0,9987 588,6 6150 696,8 |1748,5 24065 976,7 58 109 6,1 1,4 4,3
©
-'g PG+ 24 179,6211,1 48,4+53 0,9996 588,6 613,6 698,2 |2570,7 3362,2 14064 86 152 87 1,3 53
I
3- Sip1 1 159,5+7,0 20,8+87 0,9624 588,6 613,6 6954 |1684,2 4367,2 7935 56 197 49 2,6 6,1
Sip1 24 213,2+424,5 80,2+11,3 0,9998 590,0 6150 6954 |2436,7 5960,3 1240,8 8,1 269 77 24 4,4

*Berechnungen flr ny,o nur gliltig fur 74 - Gleichung 13 versagt bei Lumineszenzlebenszeiten in dem Bereich von 1, (Plancque, G. (2003)) 135
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Es konnten Uber die Datenanalyse in nahezu allen biologischen Proben zwei Lumineszenz-
lebenszeiten ermittelt werden. Zur Interpretation der erhaltenen Lumineszenzspektren, -lebenszeiten
und der Anzahl der Wassermolekiile in der ersten Koordinationssphare von Europium werden die
experimentell ermittelten Daten mit Literaturwerten (Tabelle 25) verglichen. Dadurch kdénnen das
Bindungsverhalten und potentielle Bindungsstellen der Bakterien und der Zellwandkomponenten

betrachtet werden. Dabei wurden die langeren Lumineszenzlebenszeiten 1. (Bereich bis 225 ps) den

Eu-Interaktionen mit organischen funktionellen Gruppen (Carboxyl-, Amino-, Hydroxid- und
Phosphatgruppen) der entsprechenden Biomolekiile zugeordnet und mit den Referenzsubstanzen aus

Tabelle 25 verglichen und diskutiert. Die zweite sehr kurze Lumineszenzlebenszeit 1, (Bereich 14-

80 ps) kann nicht wie von Plancque, G. et al. (2003) beschrieben auf die Bildung von Hydroxidspezies
zurlickgefiihrt werden, da diese bei dem untersuchten pH-Wert von 6,0 It. Speziationsverteilung nicht
vorhanden sind (Abbildung 52) *%.

Méogliche Ursachen der ermittelten kirzeren Lumineszenzlebenszeiten stellen beispielsweise
Quenching-Effekte, systematische Fehler oder Auswertefehler dar, welche im Folgenden diskutiert
werden. Eine mdgliche Erklarung kénnten Quenching-Effekte geben. Dadurch kann es zu einer
Verkirzung der detektierten Lumineszenzlebenszeiten bei den biologischen Proben kommen.
Beispielsweise konnten Metallionen wie z. B. Eisen oder Mangan zu einem Signalquenchen der
detektierten Europiumlumineszenzen fiihren. Das Quenchen durch Metalle konnte bereits in Arbeiten
von Lukman, S. et al. (2012) und Manciulea, A. et al. (2009) bei den Untersuchungen der Europium-

interaktion mit Huminsauren als Biomolekiil beobachtet werden 2% 2%

. Dieses Quenching wirkt sich
jedoch nicht nur auf die kirzere Lumineszenzlebenszeit 1, aus, sondern kann auch zu einer Unter-
bestimmung von 14 fihren. Ebenfalls kann durch das Quenchen die aus Gleichung 13 ermittelte An-
zahl der Wassermolekdle in der ersten Koordinationssphare von Europium fir die jeweiligen Biokom-
ponenten grofRer ausfallen. Die Bestimmung der koordinierenden Wassermolekiilen nach Gleichung

13 kann fiir die kurzen Lumineszenzlebenszeiten (1,) nicht erfolgen, da eine Berechnung fir extrem

285 Betrachtet man die

kurze Lebenszeiten versagt und keine zuverldssigen Werte ausgibt
untersuchten Biomolekile, so sollte vor allem bei den isolierten Zellbestandteilen wie S-Layer-Prote-
inen, Membranlipiden und Peptidoglykanen mit SCWPs der Einfluss durch anhaftende Metallionen wie
z. B. Eisen oder Mangan aufgrund der aufwandigen Reinigungen und Abtrennung der Metallionen
keinen signifikante Beeinflussung zeigen. Eine mogliches Quenching der erhaltenen Lumineszenz-
lebenszeiten durch Metallionen wie von Lukman, S. et al. (2010) gezeigt, kann jedoch nicht ganzlich
ausgeschlossen werden **. Die Untersuchungen von Lukman, S. et al. (2010) und von Reiller, P. E.
et al. (2010) zeigten jedoch analog der Ergebnisse in dieser Arbeit zwei verschiedene Lumineszenz-
lebenszeiten #** ?*®_ Dabei konnten beide Lumineszenzlebenszeiten der Europiuminteraktion mit den
untersuchten Biomolekilen bzw. deren funktionellen Gruppen zugeordnet werden. Die detektierten
kiirzeren Lumineszenzlebenszeiten (<100 uys) weisen wie von Lukman, S. et al. (2010) berichtet auf
eine Interaktion von Eu®" mit den Bindungsstellen der untersuchten organischen Molekile (Humin-

sauren) hin 2% Dabei konnen die detektierten Lumineszenzlebenszeiten durch einen Quenchingme-
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chanismus des Kohlenstoffgeriists der Huminsauren verkiirzt werden. Ein solches Quenching durch
das Kohlenstoffgerist der in dieser Arbeit untersuchten, sehr komplex aufgebauten und langkettigen
Biokomponenten ist daher die wahrscheinlichste Erklarung der detektierten kiirzeren Lumineszenz-

lebenszeit (Tz). Der Einfluss der zuvor diskutierten Quenchingeffekte sollte jedoch in weiteren auf

dieser Arbeit aufbauenden Untersuchungen detaillierter betrachtet werden. Da die kurzen
Lumineszenzlebenszeiten jedoch in nahezu alle biologischen Proben detektiert wurden, ist ebenfalls
ein systematischer Fehler in den Proben z. B. durch eine Wechselwirkung mit dem Hintergrundelektro-
lyten denkbar. Andolina, C. M. et al. (2003) konnte bereits den Konzentrationseinfluss von Hinter-
grundelektrolyten wie z. B. NaCl auf die Intensitéat des Eu,,°* lons nachweisen **°. Jedoch zeigten die
zeitaufgeldsten Messungen keine signifikante Beeinflussung der Lumineszenzlebenszeiten 2*°. Die
Untersuchungen und Referenzmessungen des freien Europiums in dieser Arbeit (Kapitel 4.7.1),
welche unter identischen Messbedingungen wie die biologischen Proben durchgefuhrt wurden, wiesen
ebenfalls keine Beeinflussung der Lumineszenzlebenszeiten auf und sind vergleichbar mit den in der
Literatur aufgezeigten Daten. Daher kann diese Beeinflussung ausgeschlossen werden. Zusatzlich
wurden die TRLFS-Daten partiell mittels der Parallel factor analysis (PARAFAC) ausgewertet, welche
sich als robuste Methode zur Interpretation von TRLFS-Daten herausgestellt hat %% Mittels
PARAFAC konnte ebenfalls ein Zweikomponentensystem in den untersuchten biologischen Proben
mit vergleichbaren Lumineszenzlebenszeiten identifiziert werden, wodurch die Ergebnisse der in

dieser Arbeit genutzten Auswertemethode gestitzt werden konnten.

Aufgrund der komplexen Strukturen der S-Layer-Proteine, der Membranlipide, des PG+ und der Bak-
terienzellen als Gesamtsystem ist eine Vielzahl an Bindungsstellen mdglich. Daher wurden fir den
Vergleich potentieller Bindungsstellen vereinfachte Referenzsubstanzen ausgewahlt, welche sich in
der Struktur von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 und deren isolierten Zellwandkompo-
nenten wiederfinden lassen. In Tabelle 25 ist vergleichend eine Zusammenfassung von
Literaturwerten potentiell zur Verfigung stehender funktioneller Gruppen dargestellt (siehe Kapitel
4.4). Ein direkter Vergleich zu anderen isolierten und komplexeren Zellwandkomponenten ist jedoch
nicht moglich, da die bisherig publizierte Datenlage zur Europiuminteraktion mit einzelnen zelluldren

Biomolekulen sehr gering ist.
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Tabelle 25: Zusammenfassung und Vergleich von Lumineszenzlebenszeit (1), der koordinierenden Wassermolekiile
(nu,0) der Ergebnisse dieser Arbeit mit ausgewéhlten Literaturwerten.

Lumineszenz-

: +
Funktionelle Untersuchte Komponenten/ lebenszeiten (us) Np0%0,5
Gruppen/ Sorbent Referenzen
Interaktion T T» aus  aus
T4 To
Eu®, Lysinibacillus sphaericus JG-A12 148-167 32-65 3 - diese Arbeit (2015)
Eu®, Lysinibacillus sphaericus JG-B53 159-202 76 4-5 --- diese Arbeit (2015)
o
E g Eu®, Bacillus subtilis(pH=5,0) 230 + 20 730 + 30 4 1 Markai, S. (2003) '®
[
[72])
_5 g Eu®, Bacillus subtilis(pH=7,0) 234 + 20 730 + 30 4 1 Markai, S. (2003) '®
Xo
g § Eu(NO3); — Pseudomonas aeruginosa 254 677 4 1 Texier, A. C. (2000) 2
-
c X
IS Eu,(SO.); — Pseudomonas aeruginosa 133 567 7 1 Texier, A. C. (2000) 2
1]
EuCls — Pseudomonas aeruginosa 98 534 10 1 Texier, A. C. (2000) 2
Eu® - Sporomusa sp. 170+ 23 515+ 73 6 2 Moll, H. (2014) *®
S Eu*, Lipide JG-A12 168-197 36-37 56 diese Arbeit (2015)
- o
x o
i % Eu®, Lipide JG-B53 217-225 32-37 4-5 diese Arbeit (2015)
o o
©
z s Eu®, Glycerol-2-phosphat 704 + 30 1 Markai, S. (2003) "%
(]
~ 0
T Eu(PO,) (Prazipitat) 745 1 Texier, A. C. (2000) 2
Eu*, PG+ JG-A12 112-122 14-29 8 diese Arbeit (2015)
Eu”, PG+ JG-B53 180-216 48-55 4 diese Arbeit (2015)
Takahashi, Y (1999)
« § Eu®, Polyacrylsaure (PAA) 270-290 3 27
Ly Markai, S. (2003) "%
I s ) Texier, A. C. (2000) ***
8 £} Eu, Oxals&ure 269-312 3 Thakur, P. (2009) 2
X
‘é S Eu, Malons&ure 158+ 5 6 Thakur, P. (2009) **
<5
© Eu, Bernsteinsaure 138+ 5 7 Thakur, P. (2009) **
Eu, Adipinsaure 127+ 5 8 Thakur, P. (2009) **
Eu, ODA" (Oxydiacetat) 176+ 5 6 Thakur, P. (2009) **
[sp]
if Eu®, SIfB JG-A12 156-210 4-6 diese Arbeit (2015)
o
@ oS5 Eu*, SIp1 JG-B53 160-213 21-80 4-6 diese Arbeit (2015)
S a
S E 2 . Rénitz, O. (2009) **
- —_ —_ ’
% <::_ g Eu, Threonin 130 8 Heller, A. (2010) 306
T 50
X33 Eu, Glutaminsaure 129+ 5 8 Thakur, P. (2009) **
S5 Rénitz, O. (2009) ¥
8 Of |Eu, Alanin 13324 7 Heller, A. (2010) **°
o Eu, Asparagin 239 4 Texier, A. C. (2000) %

Eu-Interaktion mit Phosphaten und Lipiden
Eu-Interaktion mit Polycarbonsauren und PG+
Eu-Interaktion mit Aminos&uren und Proteinen
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ZUSAMMENFASSUNG DER EUROPIUM-BIOMOLEKUL TRLFS UNTERSUCHUNGEN

In dieser Arbeit wurden erstmals systematische Untersuchungen mit verschiedenen isolierten Zell-
wandbestandteilen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 durchgefihrt. Dabei konnten in
den dargestellten TRLFS-Untersuchungen sowohl an isolierten Einzelkomponenten, als auch an
intakten Zellen beider Stamme die Wechselwirkung von Europium beobachtet werden. In den Unter-
suchungen und durch den Vergleich mit Referenzsubstanzen aus der Literatur (Tabelle 25) wurde die
Europiuminteraktion mit den funktionellen Gruppen ndher untersucht. Eine Beteiligung von Carboxyl-
funktionalitdten konnte sowohl bei den Membranlipiden, Peptidoglykanen und S-Layer-Proteinen
beider Stamme durch den Vergleich der Lumineszenzlebenszeiten und der Anzahl der ko-
ordinierenden Wassermolekiile in der ersten Koordinationssphare des Europiums aufgezeigt werden.
In nahezu allen TRLFS-Untersuchungen dieser Arbeit konnten ahnliche Eu-Interaktionen der
Biomolekile beider Bakterienstdmme festgestellt werden. Dies deutet auf ein &ahnliches
Bindungsverhalten der beiden Mikroorganismen hin. Einzig das isolierte Peptidoglykan der Stamme

zeigt deutliche Unterschiede auf.

Die Untersuchungen der Einzelkomponenten haben gezeigt, dass wahrscheinlich die
Carboxylgruppen der S-Layer-Proteine SIfB und Slp1 (vor allem Aspartat und Glutamat - resultierend

145, 201, 202 .
. Dies

aus der Aminosaduresequenz) wesentlich an der Bindung von Europium beteiligt sind
konnte durch den Vergleich zu freien Aminosauren wie Glutaminsaure, Alanin, Threonin und
Asparagin als Referenzsysteme (Tabelle 25) dargestellt werden. Bei den untersuchten freien
Aminosauren kann die Interaktion von Europium direkt auf die freien Carboxylgruppen zurtickgefihrt
werden, wobei Lumineszenzlebenszeiten im Bereich von 129-133 us bzw. bei Asparagin von 239 us

detektiert wurden ** %%43%_ Betrachtet man die Lumineszenzlebenszeiten von SIfB und Sip1 (T1=156-

213 us), so kann die Wechselwirkung hauptsachlich durch die freien Carboxylgruppen aus den
Aminosaureseitenketten der Proteine hervorgerufen werden. Interaktionen dreiwertiger Actinide wie
z. B. Curium mit Carboxyl-, Amino- und Hydroxylgruppen aus den Seitenketten konnten bereits durch
Moll, H. et al. (2007) bei Untersuchungen einzelner Aminosduren (L-Threonin und O-Phospho-L-

Threonin) nachgewiesen werden **

. Bei den langkettigen S-Layer Proteinen sollten zukinftig Protein-
fragmente von SIfB und Sip1 untersucht werden, um prazisere Vergleiche beziiglich der Wechsel-
wirkung mit spezifischen funktionellen Gruppen treffen zu kdnnen. Auch die exakte Bestimmung post-
translationaler Modifikationen und deren Nutzung als Referenzsubstanzen kénnen detailliertere Infor-

mationen der Metallinteraktionen geben. Bei den Untersuchungen der Membranlipide (T1=168-225 us)

beider Stamme konnten keine Interaktionen von Europium mit organischen Phosphatgruppen z. B. mit
den hydrophilen Kopfgruppen der Membranlipide vergleichend zu den Referenzsubstanzen aus der
Literatur z. B. Eu®" mit Glycerol-2-phosphat oder Eu(PO,) detektiert werden (Tabelle 25) '?* 2%,
Jedoch kann durch Metallionen ein Quenchen der Europiumlumineszenz moglich sein, wodurch es zu
einer Verkurzung der Lumineszenzlebenszeiten kommen kann. Bei den Membranlipiden ist ebenfalls
eine Interaktion mit weiteren Funktionalitdten innerhalb der Membranlipidstruktur wie z. B. Carbonyl-

gruppen iiber die Esterbindungen, -N"R3-Gruppe oder freien Carboxylfunktionalitaten resultierend aus

139



Ergebnisse und Diskussion

hydrolytischen Abspaltungen der Fettsdurereste moglich, welche bisher jedoch noch nicht untersucht

wurden. Die Untersuchungen der Peptidoglykane (T1=1 12-216 ps) von Lysinibacillus sphaericus JG-

A12 und JG-B53 zeigten analog der Untersuchungen der Membranlipide keine Interaktionen von
Europium mit organischen Phosphatgruppen z. B. der SCWPs im PG+ vergleichend zu den Referenz-

120.284 Dies kann wie bereits diskutiert durch verschiedene

substanzen aus der Literatur (Tabelle 25)
Quenchingeffekte erklart werden. Das PG+ von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 weist jedoch eine
wesentlich starkere Interaktion mit Europium auf als das PG+ von Lysinibacillus sphaericus JG-A12.

Dies lasst sich aus den langeren Lumineszenzlebenszeiten (T1 und T2) sowie der verschieden

Intensitatsverhaltnisse (l/lg,) (Tabelle 24) ableiten. Diese starkere Interaktion konnte bereits in den
Bindungsversuchen der Batch-Sorptionsexperimente nachgewiesen werden. Betrachtet man den
Aufbau von PG+ beider Stamme, so kann aus der allgemeinen Struktur (GIcNAc-MurNAc-Kette und
Peptidseitenketten) eine starke Eu-Interaktion mit verschiedenen funktionellen Gruppen wie z. B.
Carboxyl- und Aminogruppen abgeleitet werden. Der Vergleich mit Referenzsubstanzen aus der
Literatur z. B. Polyacrylsaure (PAA), Oxalsdure und Bernsteinsaure sollte die Komplexierung von
Europium an dem langkettigen und verzweigten Peptidoglykan sehr gut beschreiben kénnen. Fir
diese Referenzsubstanzen wurden Lumineszenzlebenszeiten im Bereich von 138-290 ps in der

Literatur beschrieben 2% 3%

. Im Vergleich der einzelnen Biomolekile (S-Layer-Proteine, Membran-
lipide und PG+) als auch intakter Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 konnten langere Lumi-
neszenzlebenszeiten detektiert werden als bei Lysinibacillus sphaericus JG-A12. Dies weist allgemein
auf eine starkere Interaktion der Biomolekile von JG-B53 mit Europium hin. Diese beobachtete
starkere Europiuminteraktion der Einzelmolekile als auch der intakten Zellen von Lysinibacillus
sphaericus JG-B53 konnte bereits in den Batch-Sorptionsversuchen festgestellt werden. Um die an
der Europiuminteraktion beteiligen funktionellen Gruppen zu beschreiben, wurden verschiedene
literaturbekannte Referenzsysteme wie Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa und Sporomusa

sp. verglichen 120, 284, 303

. Die Lumineszenzlebenszeiten in dem Bereich von 140-254 uys der
Referenzorganismen (Tabelle 25) werden dabei der Europiumbindung an Carboxylgruppen
zugeordnet. Ahnliche Lumineszenzlebenszeiten wurden ebenfalls bei den untersuchten Zellen von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 ermittelt werden. Die Europiuminteraktion mit
Phosphatgruppen konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Dennoch ist eine Beteiligung von
Phosphatgruppen an der Europiumbindung nach dem derzeitigen Kenntnisstand bei allen unter-
suchten Biomolekilen dieser Arbeit nicht vollstdndig auszuschlieen. Im Vergleich der intakten Zellen
von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und JG-B53 mit den Messungen der einzelnen S-Layer-Proteine
SIfB und Slp1 kénnen sehr ahnliche der Einzellumineszenzspektren und Lumineszenzlebenszeiten
detektiert werden. Daher kann eine vorwiegende Europiuminteraktion mit den S-Layer-Proteinen

beider Stamme als duerste Schicht der Bakterienzelle angenommen werden.

Eine Europiuminteraktion mit den weiteren Zellwandkomponenten oder ein Zusammenwirken aller
Komponenten kann nach dem bisherigen Kenntnisstand nicht ausgeschlossen werden. Jedoch
erscheint eine Wechselwirkung mit den unteren Zellwandschichten aufgrund der rdumlichen An-

ordnung als unwahrscheinlich in dem Gesamtsystem der Bakterienzelle.
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Letztendlich ist ein exakter Vergleich der Lumineszenzlebenszeiten in dieser Arbeit zu
literaturbekannten Referenzsubstanzen nach dem derzeitigen Kenntnisstand aufgrund mdglicher
Quenchingeffekte durch Metallionen und des Kohlenstoffgeristes nur bedingt méglich. Diese sollten in
weiteren Arbeiten naher betrachtet werden. Jedoch stellen die Ergebnisse dieser Arbeit die Basis flr
zukunftige detaillierte spektroskopische Untersuchungen dar. In den Arbeiten sollten sowohl die
einzelnen Biomolekiile als auch die Zellen hinsichtlich deren Metallwechselwirkung nach der Gleichge-
wichtseinstellung nach 24 Stunden untersucht werden, als auch Messungen einzelner vereinfachter
Referenzsubstanzen durchgefihrt werden. Die durchgefiihrten TRLFS-Untersuchungen und die
erhaltenen Ergebnisse, kdnnen in weiteren Arbeiten zusatzlich als Grundlage fir die Untersuchungen
dreiwertiger Actinide wie z. B. Curium und Americium aufgrund der Analogchemie genutzt werden.
Dadurch kann ein tieferes Verstandnis der Komplexierungsverhaltens erhalten werden, wodurch
sowohl aus einzelnen Biomolekllen als auch aus intakten Zellen verschiedene biotechnologische
Anwendungen wie z.B. effiziente Filtermaterialien zur selektiven Bindung von Actiniden und

Lanthaniden entwickelt werden kénnen.
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5 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Durch die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ist es erfolgreich gelungen die beiden gram-
positiven Mikroorganismen Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und Lysinibacillus sphaericus JG-B53
unter geregelten und idealen Kultivierungsbedingungen im Bioreaktor in hinreichenden
Biomasseausbeuten zu kultivieren. Dabei konnten unter Nutzung der online und offline Analysen der
ideale Erntezeitpunkt detektiert und vitale Zellen der exponentiellen Wachstumsphase fur die weiteren
Untersuchungen erhalten werden. Aus der Biomasse beider Stamme ist es anschliefend unter
Nutzung geeigneter und verbesserter Isolierungsmethoden gelungen, die primaren
Zellwandkomponenten bestehend aus Membranlipiden, Peptidoglykan mit sekundaren
Zellwandpolymeren und S-Layer-Proteinen in reiner Form und in guten Ausbeuten aus der Biomasse
zu extrahieren. Diese Zellwandkomponenten wurden dann unter Verwendung von biochemischer und
strukturanalytischer Methoden charakterisiert um deren Reinheit zu kontrollieren und ihre Strukturen
aufzuklaren. Dabei ist es erstmals gelungen, die Membranlipide beider genutzter Mikroorganismen in
Bezug auf deren Zusammensetzungen der enthalten hydrophoben Fettsduren und der hydrophilen
phosphathaltigen Kopfgruppen zu charakterisieren. Dabei konnten signifikante Unterschiede der
KWS-Kettenldnge (C4-C4g) der Fettsaurereste beider Membranlipide festgestellt werden. Diese
waren unter den gewahlten Kultivierungsbedingungen reproduzierbar. Aus der geringen Prasenz un-
gesattigter Fettsauren in den Membranlipiden von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 kann eine hoéhere
Fluiditat der Membran innerhalb der Zellen abgeleitet werden. Dies kénnte bessere Interaktionen mit
Substraten oder Metallen ermdglichen. Die Ergebnisse der Membranlipidanalyse zeigten ebenfalls die
Médglichkeit auf, Membranlipide zur ldentifizierung oder zur Unterscheidung von Mikroorganismen
nutzen zu koénnen. Die funktionellen Gruppen der S-Layer-Proteine SIfB und Slp1 wurden in dieser
Arbeit ableitend aus den bekannten Aminosduresequenzen beschrieben. Fir die Struktur des
Peptidoglykan konnte nach derzeitigen Kenntnisstand nur ein Vergleich mit literaturbekannten

Strukturen durchgefiihrt werden.

Durch die vergleichend durchgefihrten Metallbindungsversuche im Batch-Verfahren konnten
Bindungspraferenzen intakter Zellen von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und Lysinibacillus
sphaericus JG-B53 und deren isolierten Zellwandkomponenten mit den Metallen As, Au, Cd, Eu, Pb,
Pd, Pt bzw. U untersucht werden. Dabei konnten sowohl in den Untersuchungen intakter Zellen und
der primdren Zellwandbestandteile deutlich hdhere Metallsorptionsraten und Metallentfernungs-
effizienzen fUr Lysinibacillus sphaericus JG-B53 festgestellt werden als dies bei Lysinibacillus
sphaericus JG-A12 nachzuweisen war. Dies macht diesen Stamm fiir potentielle technische Anwen-
dungen als metallselektives biosorptives Material weitaus interessanter. Durch die Untersuchung der
Einzelkomponenten konnten dabei Riickschlisse auf potentielle Bindungsstellen durch die zur
Verfligung stehen funktionellen Gruppen geschlossen werden und die Beteiligung der entsprechenden
Zellschichten an der Metallbindung des Gesamtsystems der Zelle abgeleitet werden. In den

Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass vor allem die oberflachennahen Zellwandschichten
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wie S-Layer-Proteine und Peptidoglykan mit SCWPs an der Metallbindung der Gesamtzellschicht
beteiligt sein missen. Dabei ist vor allem der hohe Anteil an Carboxyl- und Aminogruppen der S-
Layer-Proteine, als auch die Carboxyl- und Aminogruppen des Peptidoglykans sowie die Phosphat-
gruppen der sekundaren Zellwandpolymere mutmalfilich an der Metallbindung des Gesamtzellsystems
beteiligt. Bei beiden Stammen konnten vor allem sehr hohe Metallaffinitaten zu den Edelmetallen Gold
(bis zu 700,1 mg Au/g Biosorbent) und Palladium (bis zu 616,0 mg Pd/g Biosorbent) sowie zu dem
Metall Blei (bis zu 393,0 mg Pb/g Biosorbent) nachgewiesen werden. Zusétzlich wiesen die isolierten
Zellwandkomponenten eine selektive und hohe Bindung von Uran auf. Von den isolierten Zellwand-
komponenten haben sich das Makromolekil Peptidoglykan mit SCWPs, aufgrund der hohe Anzahl an
funktionellen Gruppen wie Carboxyl- Hydroxyl- und Phosphatgruppen sowie die Membranlipide als
Sorbenten mit den héchsten Bindungsraten der o. g. Metalle herausgestellt. Die S-Layer-Proteine SIfB
und Slp1 binden vergleichend zu den anderen freien Biomolekullen weniger Metallmengen, jedoch
immer noch in signifikant hohen Mengen von z. B. 59 mg Au/g SIfB und 76 mg Au/g Sip1_Die weiteren
Metalle wie z. B. Europium wurden in geringeren jedoch sehr guten Raten durch die biologischen
Komponenten gebunden. Da die untersuchten Metalle keine offensichtliche oder bekannte essentielle
Funktion fur die untersuchten Zellen aufweisen, kann die Interaktion der intakten Zellen und der ver-
schiedenen Zellschichten mit diesen Metallen als ein Resultat von physiko-chemischen Interaktions-
mechanismen und Transportsystemen angesehen werden, wie es in der Literatur diskutiert wird 308,
Die Membranlipide beider Stamme zeigten in den Batch-Versuchen ebenfalls sehr gute Metallbin-
dungsfahigkeiten mutmalRlich durch die Interaktionen mit den phosphathaltigen Kopfgruppen bzw.
teilweise auch mit dem Fettsdureresten. Jedoch kann eine Beteiligung der Membranlipide an der
Metallbindung intakter Zellen als sehr gering eingeschatzt werden, da der Zellmembran im
Gesamtzellsystem das Makromolekils Peptidoglykan mit SCWPs (bis zu 80 nm stark) und die S-
Layer-Proteinschicht (bis zu 15 nm stark) aufgelagert sind. Daher kann bei einer intakten Zellwand
eine direkte Metallwechselwirkung mit den Membranlipiden nach bisherigem Kenntnisstand nahezu
ausgeschlossen werden. Dennoch zeigen die Untersuchungen dieser Arbeit, dass es bevorzugte
Metallbindungen der Mikroorganismen und Zellkomponenten gibt. Dadurch ergibt sich die Méglichkeit
die untersuchten biologischen Systeme flr metallselektive biologisch inspirierte Filtermaterien zu
nutzen. Dabei ist der Einsatz abhangig von dem jeweiligen Stamm oder Komponente, der Metall-
spezies und den Umweltbedingungen (z. B. pH-Wert, Metallkonzentrationen und Temperatur). Die in
dieser Arbeit verwendeten Metallkonzentration von 1 mM liegen deutlich hdéher sonstige umweltre-
levante Metallkonzentrationen (1-10 ug/l) oder beispielsweise bei Grenzwerten fur Trinkwasser 100,101,
Jedoch ist je nach Metall und Umgebung eine klare Definition einer umweltrelevanten Metallkonzen-
tration schwierig, wodurch diese Angabe gewissen Schwankungen unterlegen ist. Daher wurde die
Metallkonzentration von 1 mM gewahlt, um die guten Sorptionseigenschaften der Biomolekiile darzu-
stellen und Mdglichkeiten aufzuzeigen Metalle aus héher konzentrierten Lésungen zu binden. Somit
kénnen die Biomolekile beispielsweise zur Metallentfernung oder -rlickgewinnung hoher
konzentrierter Metallldsungen (z. B. Edelmetalle) genutzt werden kdnnen. Dabei kann davon aus-

gegangen werden, dass die untersuchten Biomolekile aufgrund der sehr guten Sorptionswerte in der
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Lage sind auch kleinste Mengen Metalle zu binden und somit fir die Entfernung von

niedrigeren/umweltrelevanteren Metallkonzentrationen aus Wassern genutzt werden kdnnen.

Die Untersuchungen der Einzelkomponenten in Suspension lieferten jedoch nur begrenzt
Informationen zur Interaktion der Metalle mit den Schichten wie sie unter nattirlichen Bedingungen in
der Zelle vorkommen. Daher wurden unter Verwendung der QCM-D erstmals die priméaren
Zellwandkomponenten beider Mikroorganismen (S-Layer und Peptidoglykan) sowie von
Referenzlipiden an Grenzflachen erfolgreich im nanoskaligen Bereich abgeschieden und online
verfolgt. Dadurch war es mdglich vereinfachte Einzelschichtsysteme der gram-positiven bakteriellen
Zellwand nachzubilden. In den Untersuchungen konnten stabile Schichten generiert werden, welche
vergleichbar zu dem Schichtsystem vitaler Zellen sind. Zusatzlich konnte bei den Abscheidungen der
S-Layer-Proteine SIfB und Slp1 der positive Effekt von Polyelektrolytmodifizierungen auf das Rekristal-
lisationsverhalten, die Schichtstabilitit und den Bedeckungsgrad auf der technischen Oberflache
aufgezeigt werden. Zur Untersuchung der Metallinteraktion zellularer Einzelschichtsysteme wurden in
dieser Arbeit exemplarisch nach den erfolgreichen Untersuchungen zur Rekristallisation, die S-Layer-
Proteine als erste Interaktionsschicht des Gesamtzellsystems mit der QCM-D untersucht. Die S-Layer-
Proteine wurden hierzu stabil und in einer nahezu vollstdndig geschlossenen Schicht auf den
Quarzsensoren rekristallisiert und mit den entsprechenden Metalle inkubiert, welche zuvor in den
Batch-Versuchen genutzt wurden. Diese Untersuchungen belegen den Einfluss einzelner
Metalllosungen auf die sehr stabile Proteinschicht. Dabei konnten analog der Untersuchungen im
Batch-Verfahren eine sehr hohe Affinitdt der S-Layer-Proteinschicht zu den Edelmetallen Gold und
Palladium detektiert werden. Die hohen Massenabscheidungen (Frequenzanderungen) der beiden
Edelmetalle kbnnen zudem auch durch die Bildung kleinster metallischer Nanopartikel infolge der
intrinsischen Reduktionseigenschaften der S-Layer-Proteine hervorgerufen werden. Mit der QCM-D
Methode war es mdglich die schnelle Metallinteraktion innerhalb der ersten Minuten nach der Metall-
zugabe zu detektieren und so die sehr schnell ablaufenden Bindungsvorgédnge an
Einzelschichtsystemen in Echtzeit verfolgen zu kénnen. Zusatzlich bietet die QCM-D Technik die
Méglichkeit kleinste Massenadnderungen infolge von Metall-Biomolekilinteraktionen zu detektieren.
Dadurch kénnen selbst niedrigere Metallkonzentrationen und deren Einfluss z. B. auf die S-Layer-
Proteine unter dem Aspekt umweltrelevanter Metallkonzentrationen untersucht werden. Anders als bei
den Batch-Untersuchungen konnten die Metallbindungen von As, Cd, Pb, Pt und U nur teilweise
bestimmt werden, da diese Metallldsungen einen destabilisierenden Effekt auf die rekristallisierte
Proteinschicht ausgelbt haben. Es konnte hierbei auf eine Denaturierung der S-Layer-Proteinschicht
durch diese Metalle geschlossen werden, die erstmals fur diese Proteine unter Verwendung der QCM-
D auf nanoskaliger Ebene detektiert werden konnte. Fir S-Layer-Proteine auf der vitalen Zellober-
flache kann dieser Effekt der schwermetallinduzierten Abldsung von der Zelle (z. B. durch Blei) infolge
von Denaturierung derzeit nur vermutet werden. Es kann jedoch damit aufgezeigt werden, dass die S-
Layer-Proteine eine der wichtigsten Zellkomponenten darstellen, welche die Zelle vor dem Einfluss
hoher Metallkonzentrationen schiitzen. Ebenfalls ware es mdoglich, dass die Zelle unter Stress-

bedingungen genau diesen Effekt der Proteindenaturierung zur Schwermetallbindung ausnutzt und
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eine weitere Lagen von S-Layer-Proteinen bildet, welche nach dem Abldsen der denaturierten Protein-
schicht als neue Schutzschicht der Zelle dienen kdnnten. Dies kdnnte die teilweise sehr hohen Metall-
bindungsraten des intakten Zellsystems erklaren. Durch die in den Batch-Versuchen detektierten
hohen Metallbindungsraten der S-Layer-Proteine kann davon ausgegangen werden, dass die denatu-
rierten Proteine in der Lage sind signifikante Mengen an Schwermetallen zu binden. Gleiches gilt fur
die abgeldsten Proteinschichten in den QCM-D Versuchen. Zusammenfassend konnten in den QCM-
D Versuchen Bindungspraferenzen der S-Layer-Proteine detektiert werden und die stabilisierende
Wirkung von Gold, Palladium auf die S-Layer-Proteinschichten dargestellt werden. Durch diese
Untersuchungen ist es gelungen das Versténdnis der Metallinteraktion der Einzelschichten auf mole-
kularer Ebene zu starken, was zu einem besseren Verstandnis der Metallinteraktion des Gesamtsys-

tems intakter Zellen beider verwendeter Mikroorganismen fuhrt.

In den spektroskopischen Untersuchungen (TRLFS) der Zellwandkomponenten konnten die lumines-
zierenden Eigenschaften von Europium ausgenutzt werden, um das Metallbindungsverhalten der
einzelnen Komponenten als auch des Gesamtsystems der Zellen beider Mikroorganismen zu
bestimmen. Somit konnte Europium als spektroskopische Sonde eingesetzt werden um Ruickschlisse
die Biomolekul-Metallwechselwirkungen zu ermdglichen. Dabei konnten vor allem mit den beiden
oberflachennahen Zellschichten wie S-Layer-Proteine und PG+ in Lésung teilweise sehr starke Metall-
Biomolekul-Wechselwirkungen beobachtet werden. Durch die detektierten langeren Lumineszenz-
lebenszeiten und der Anzahl der koordinierenden Wassermolekiile, kann daher auf die Bildung sehr
stabiler Europium-Biomolekilkomplexe geschlossen werden. Zusatzlich war es durch den Vergleich
mit literaturbekannten Werten mdglich, potentielle Bindungsstellen zuzuordnen. Dabei konnten vor
allem bei den S-Layer-Proteinen und Peptidoglykan mit SCWPs eine sehr starke Europiuminteraktion
mit Carboxyl- und Aminogruppen nachgewiesen werden, was die Aussagen aus den Batch-Versuchen
nochmals bestatigt. Eine Interaktion mit Phosphatgruppen der SCWPs als auch mit denen der
Membranlipide konnte in den Untersuchungen nicht festgestellt werden, was darauf schlielen Iasst,
dass die Europiumbindung bevorzugt an anderen funktionellen Gruppen erfolgt. Jedoch kann durch
ein mogliches Quenchen durch Metallionen wie z.B. Eisen oder Mangan oder durch das
Kohlenstoffgrundgertist die ermittelten Lumineszenzlebenszeiten einer Unterbestimmung unterliegen,
wodurch eine Phosphatinteraktion zum derzeitigen Kenntnisstand nicht ausgeschlossen werden kann.
Durch die Untersuchung der Einzelkomponenten waren jedoch erste Aussagen zu potentiellen
Bindungsbeteiligungen oberflachennaher Schichten am Gesamtsystem intakter Zellen mdéglich die als
Basis flr weitere Arbeiten dienen kdénnen. Vor allem S-Layer-Proteine und Peptidoglykan mit SCWPs
kénnen durch die hohe Anzahl an Carboxyl- und Aminofunktionalitdten an der Metallbindung der
Zellen beteiligt sein. Tieferliegende Zellschichten wie z. B. die Membranlipide sollten nicht direkt mit

den Metallen auBerhalb der Zelle interagieren kénnen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit eine bevorzugte Bindung der Biomolekile in Losung mit
den Edelmetallen Gold und Palladium als auch mit den Schwermetallen Blei, Uran und Europium

festgestellt werden. Die bevorzugten Metallbindungsreihen der untersuchten Zellkomponenten und
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intakten Zellen sind dazu in den jeweiligen Kapiteln dieser Arbeit zusammengefasst. Dabei zeigt jedes
der untersuchten Biomolekile sehr gute Metallbindungsfahigkeiten als Einzelkomponente auf.
Betrachtet man jedoch die mdgliche Beteiligung der Einzelschichten an der Metallbindung des
Gesamtzellsystem, so sind wahrscheinlich nur oberflaichennahe Zellwandschichten an der
Metallinteraktion beteiligt und sollten hierfir berlcksichtigt werden. Durch die detektierten
Bindungspraferenzen einzelner Metalle mit den untersuchten Biomolekilen in dieser Arbeit ist es
moglich metallselektive Filtermaterialien zu entwickeln um beispielsweise hdher konzentrierte Edel-
(Au, Pd) und Schwermetalle (Pb, U) aus Industriewassern von anderen Metallen abzutrennen.
Weniger geeignet ist jedoch die Abtrennung von As und Pt durch die Einzelkomponenten im Vergleich
zu den anderen untersuchten Metallen, aufgrund der geringeren Metallbindungsraten. Dies zeigt je-
doch die hohe Selektivitat der untersuchten biologischen Komponenten auf. Betrachtet man hingegen
die Metallinteraktion auf molekularer Ebene mit abgeschiedenen Zellwandschichten wie z. B. der S-
Layer-Proteine so lasst sich erkennen, dass diese Schichten gegeniiber verschiedener Metallsalz-
I6sungen sehr instabil sind und somit in ihrer rekristallisierten Form auf Oberflachen weniger fiir den
Einsatz als Filtermaterialien fiir Metalle wie Blei, Cadmium oder Platin geeignet sind. Durch den stabili-
sierenden Effekt von Gold und Palladium auf die S-Layer-Proteinstrukturen, sind diese jedoch sehr gut
geeignet selektiv diese beiden Edelmetalle zu binden. Die detektierten hohen Abscheidungsraten auf
den Proteinstrukturen kénnen jedoch auch ein Indiz die intrinsischen Reduktionseigenschaften der S-
Layer-Proteine sein, wodurch hochgeordnete metallische Nanopartikelcluster definierten GréRen
abgeschieden werden kdnnten. Somit kdnnen die S-Layer-Proteinstrukturen als Biotemplat zur Her-
stellung katalytischer und sensorischer Schichten fiir die Bionanotechnologie fungieren. Aufgrund der
sehr guten Resultate der Metallbindung von Gold wurde mit der QCM-D erstmals die stabile
Adsorption synthetisierter Goldnanopartikeln aufgezeigt. Diese stabilen und intakten Schichten
konnten analog zu den Schichtuntersuchungen der reinen biologischen Komponenten und nach den
QCM-D Metallinteraktionsstudien mit den S-Layer Strukturen mittels der Rasterkraftmikroskopie
untersucht und bildgebend dargestellt werden. Somit konnte gezeigt werden, dass die S-Layer-
Proteine als Biotemplat genutzt werden kénnen um Metallnanopartikel strukturiert abzuscheiden und
diese fir technische Anwendungen wie sensorische Schichten zu nutzen. Aufgrund der besseren Er-
gebnisse der Metallbindungen von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 sollte dieser Stamm fiir die

Entwicklung verschiedener Anwendungen fir die Bionanotechnologie bevorzugt werden.
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6 Ausblick

Durch die stetig wachsende Bedeutung der Sanierung von schwermetallkontaminierten
Umwelthabitaten und dem Recycling strategisch wertvoller Edel- und Seltener Erdmetalle sind
umweltschonende und effiziente Sorptionsverfahren wie die Biossorption und Bioakkumulation biolo-
gischer Systeme von lebenden Zellen und zelluldren Bestandteilen von gesteigertem Interesse fur
Forschungsarbeiten und die Industrie. Ebenfalls ist die Generierung geeigneter online-
Sensorkonzepte zur Detektion von Metallkontaminationen sowohl in der Trink- als auch
Abwasseranalytik von groRem Interesse. Daher bedarf es intensiver Forschungsarbeiten zum
Sorptionsverhalten von metalltoleranten Mikroorganismen und deren zelluldren Bestandteilen sowohl
in Untersuchungen freier Biomolekile als auch an biologischen Schichtsystemen. Die detaillierte
Aufklarung struktureller Eigenschaften erméglicht dabei ein verbessertes Verstandnis der Sorptions-

prozesse sowohl an dem Gesamtsystem der Zellen als auch den Einzelkomponenten.

In den vorgestellten Arbeiten wurden die Bindungspraferenzen der biologischer Sorptionsmaterialien
der beiden Stamme aus Einzelmetallldsungen aufgezeigt und die teilweise sehr hohen Metall-
sorptionsraten diskutiert. Zur Aufstellung metallselektiver Bindungsreihen ist in weiteren Versuchen
geplant, die Biomolekile mit Multimetallsalzldsungen, realer kontaminierter Sicker- und
Industriewasser als auch simulierter Multimetallsalzlésungen im Labormafstab zu inkubieren. Dies
soll die Entwicklung metallselektiver Filtermaterialien bis zur technischen Anwendung weiter voran-
zubringen. Dazu ist es vorher jedoch unabdingbar die Biokomponenten bezliglich deren strukturellen
Aufbaus und dem Vorhandensein spezifischer funktioneller Gruppen zu untersuchen um ein besseres
Verstandnis potentieller Metallbindungsstellen zu erhalten. Gerade das Makromolekul Peptidoglykan
mit den sekundaren Zellwandpolymeren sollte dabei, aufgrund seiner sehr guten Metallbindungseigen-
schaften und der hohen Verfligbarkeit an funktionellen Gruppen, in den Fokus der Analysen wie z. B.
NMR, Massenspektrometrie und UV-VIS gestellt werden. Uber bisherige NMR-Untersuchungen waren
die Peptidoglykanstrukturen der beiden Stamme nicht zuganglich. Ebenfalls sind in anschlieRenden
Arbeiten die Extraktion und Analyse der SCWPs aus der PG+ Struktur und nachfolgenden Metall-
bindungsversuchen mit extrahierten Teichonsaduren und Teichuronsauren als auch mit PG- zum

besseren Verstandnis der Bindungsereignisse durchzufiihren.

Die TRLFS stellte in den Arbeiten eine sehr gute Moglichkeit der begleitenden Analytik dar um
Bindungsereignisse an funktionellen Gruppen und der Starke der Eu-Biomolekil-Komplexe abzuleiten.
Daher sollten die TRLFS Untersuchungen intensiviert werden um einen tieferen Einblick in die
Bindungsprozesse zu erhalten. Der Vergleich der Wechselwirkung mit Carbonsduren oder
Phosphatgruppen der Membranlipide und PG+ zu den Lumineszenzlebenszeiten literaturbekannter
Verbindungen zeigten jedoch kleine Abweichungen. Dies konnte auf Quechingeffekte hindeuten,
welche gezielt untersucht werden sollten. Ebenfalls sollten zu einem besseren Verstandnis der von
Metallinteraktionen der komplex aufgebauten Strukturen der isolierten Einzelkomponenten gezielt

niedermolekulare Referenzsubstanzen untersucht werden. Dabei sollten die erstmaligen
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Untersuchungen von Carbonsaureestern oder Glycerolfettsdureester interessante Losungsansatze
bieten um die Europiuminteraktion mit diesen Biomolekilen und der Lumineszenzlebenszeiten dieser
Komplexe besser beschreiben zu kénnen um eine detailliertere Datenbasis fir den Vergleich zu
dreiwertigen Actinidenverbindungen zu generieren. Ebenfalls sollten TRLFS-Untersuchungen kleinerer
Proteinfragmente von SIfB und Sip1 als einfacheres Bezugssystem durchgefihrt werden, mit welchem
die Proteine besser verglichen werden koénnen. Ferner sollten die beobachteten Effekte der
Verkirzung der Lumineszenzlebenszeiten, welche durch ein mdgliches Quenchen durch Metallionen

oder das Kohlenstoffgrundgertst hervorgerufen wurden, naher betrachtet werden.

Die Nutzung der Quarzmikrowaage mit Dissipationsmonitor hat gezeigt, dass dieses System sehr gut
geeignet ist stabile biologische Einzelschichten abzuscheiden und somit vereinfachte Systeme der
gram-positiven Zellwand abzubilden. Durch die weitere Nutzung dieser Technik und dem Aufbau von
biologischen Multischichtsystemen bestehend aus Lipiddoppelschicht, Peptidoglykan- und S-Layer-
Proteinschichten kann eine vollstandige gram-positive Zellwand simuliert und die Metallinteraktionen
dieser komplexeren Schicht untersucht werden. Damit kann ein komplexes Bezugssystem zu vitalen
Zellen geschaffen werden, welches das Verstandnis zellwandassoziierter Metallsorptionen erleichtern
kann. In ersten Untersuchungen der QCM-D erfolgten bereits stabile Abscheidungen vitaler Zellen auf
technischen Oberflachen. In Erweiterung dieser Versuche kdnnen Metallbindungsversuche mittels der
QCM-D im nanoskaligen Bereich durchgefuhrt werden und ermdglichen somit eine schnelle online
Methode zur Detektion biosorptiver und bioakkumulativer Prozesse. Die Ausbildung rekristallisierter S-
Layer-Proteinschichten hat gezeigt, dass diese Matrix fir spezifische Metalle geeignet ist, um diese
aus wassrigen Losungen zu extrahieren und stabil zu binden. Daher stellen diese hochgeordneten
Strukturen sehr gute Metallfilter dar, welche regenerierbar und kosteneffizient fiir technische
Anwendungen genutzt werden kdnnen. Hier sollte der Aufbau von Multischichtsystemen bestehend
aus unterschiedlichen metallselektiven S-Layer-Proteinen fokussiert werden, um Filtermaterialien fur
eine breite Auswahl an Metallen zu entwickeln. Ein interessanter Ansatzpunkt kdnnten beispielsweise
Multischichtsysteme von S-Layer-Proteinen auf spharischen Partikeln oder beschichteten Polymer-
beads darstellen, welche entweder direkt kontaminierten Wassern zur Reinigung zugegeben werden
und leicht fiir die Filterregeneration abtrennbar sind oder partikular als Fillmaterial in
Festbettreaktoren eingesetzt werden. Ein weiteres Anwendungsgebiet stellen die Katalyse und
Sensorik dar. Hier kdnnen biologische hochstrukturierte Biotemplate wie S-Layer-Proteine oder Lipid-
doppelschichten genutzt werden um strukturierte Metallnanopartikel abzuscheiden. Diese kdénnen fir
chemische oder photokatalytische Prozesse sowie der Entwicklung sensorischer Schichten oder
biokompatibler Oberflachen genutzt werden. Hier stellt die QCM-D in Kombination mit der Rasterkraft-
mikroskopie eine ideale Methode dar um solche Schichten nicht nur zu erzeugen, deren Ab-
scheidungen zu verfolgen und Stabilititen zu prifen, sondern vielmehr die Effizienz und
Funktionalitaten solcher Schichten nachzuweisen und als Grundlage fiir die Filterentwicklung im

technischen Maf3stab zu dienen.
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Tannin (Tannic acid) C76H5,046 puriss. Sigma-Aldrich Co. LLC.
99%; p.A,; CARL ROTH
TEMED CsH1sN
erinetz f.d. Elektrophorese GmbH+CO.KG
Total Protein Kit, Micro Lowry, - - Sigma-Aldrich Co. LLC.
) o CARL ROTH
Trichoressigsaure C,HCI;0, 299 %, p.A. GMbH+CO KG
) i . . CesHsNaz;O7 - 2 CARL ROTH
tri-Natriumcitrat-Dihydrat H,O p.A. GmbH+CO.KG
CARL ROTH
TRIS Base C4H1NOs pA. GmbH+CO.KG
CARL ROTH
0,
TRIS HCI C4H11NOsHCI 299 % GmbH+CO.KG
t—OCt-CsH4-
Triton X-100 (OCH,CH3)xOH .o for molecular biology Sigma-Aldrich Co. LLC.
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UOZ(NO3)2 : 6

Uranylnitrat Hexahydrat H.O p.A. Chemapol
2
. CARL ROTH
0,
Wasserstoffperoxid H,0, p.A., 30 % GmbH+CO KG
Zitronensaure CsHsO7 p.A. Merck KGaA
B-Mercaptoethanol C,Hs0OS -—- Merck KGaA
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A2 Batch-Sorptionsversuche
84 8=
(a) (e)
7 7
6 6
T e
b e —
5] §°] i "
= — = = e s m— »
7 4 == 5= — e I 4 — =
a & Q
A — < 4
24 24
1 T T T T II’I T T T T 1 T T T T }I’I T T T T
0 2 4 6 24 30 36 42 48 0 2 4 6 24 30 36 42 48
Zeit (h) Zeit (h)
(b) ] (M)
74 7
6 | 6 — ®
5§ ‘ 5
E ‘-‘r——'—-‘. —— E
= v = —
j":lq- S = " T i P e————— — =%
Y & -! : | 4
3 = —4 34 ettt -
.Q-,.-—o—o—o—— * & ]
24 2+
1 , . ; — . r ; r 1 T T T —7 /T T T T T
0 2 4 6 24 30 36 42 48 a 2 4 6 24 30 36 42 48
Zeit (h) Zeit (h)
84 8~
(c) (9) =
7 7 .
-— H —
5 v 5|
13 —Y ©
@ ]
z.] i, 3 z .
i i
3] e “« 34
24 24
1 T T — T T T 1 T T T —/ T T T T
0 2 4 6 24 30 36 42 48 0 2 4 6 24 30 36 42 48
Zeit (h) Zeit (h)
(@) (h) ]
74 7
6 6
e 54 - 54
] v & =
2 —= = ¥
T 4 1 1% m—
[=% » [=%
3 = 3 X
24 24
1 T T T — T T T T 1 T T T —/T T T T T
0 2 4 6 24 30 36 42 48 0 2 4 6 24 30 36 42 48
Zeit (h) Zeit (h)

(i)

Abbildung A 1: Darstellung der pH-Wert Verlaufe der Batch-Sorptionsversuche der einzelnen Metalle mit (a-d)
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 - (a) intakte Zellen, (b) Lipide, (c) PG+ (d) SIfB und von (e-g) Lysinibacillus
sphaericus JG-B53 — (e) intakte Zellen, (f) Lipide, (g) PG+, (h) Slp1 und (i) Legende der Diagramme.

—4— As 2~ Au —e-Cd —»—Eu-—4Pb —+— Pd Pt e U
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Tabelle A 2: Darstellung der gemittelten Einzelergebnisse und der Ergebnisse der Fehlerberechnungen aus den Batch-Sorptionsversuchen mit den Biomole-kiilen von
Lysinibacillus sphaericus JG-A12.

S-Layer Lipide PG+ Intakte Zellen
Zeit Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE ce Fehler q RE
(h) | (mg/) ce(x) (mg/g si) (%) | (M) Ce (¥) (MY Liice) (%) (mg/)) Ce (¥) (mg/g pe+) (%) | (Mg/) Ce (¥) (MY/Q zelten) (%)
0,17| 2,66 0,15 2,66 3,55 ]330 0,15 6,60 4,40 2,87 0,05 14,37 3,84
) 0,33| 2,02 0,09 2,02 2,70 | 2,87 0,05 5,75 3,84 0,65 0,12 1,30 0,87 | 3,09 0,05 15,43 412
£ 0,5] 351 0,05 3,51 469 | 266 0,15 5,32 3,55 1,72 0,04 3,44 2,30 | 2,87 0,05 14,37 3,84
2 §. 1 266 0,15 2,66 3,55 1223 0,10 4,47 2,98 0,57 0,03 1,15 0,77 1 1,81 0,22 9,04 2,41
b 2 3,73 0,10 3,73 497 | 1,38 0,17 2,76 1,84 0,63 0,02 1,27 0,85 ]| 2,45 0,05 12,24 3,27
S 3 1,03 0,08 2,06 1,37
6 0,55 1,10 0,74
24 | 2,45 0,13 2,45 3,27 | 266 0,15 5,32 3,55 1,81 0,13 9,04 2,41
48 | 2,02 0,09 2,02 2,70 | 245 0,13 4,89 3,27 2,04 0,16 4,08 2721223 0,13 11,17 2,98
Zeit Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE ce Fehler q RE
(h) J(mg/) ce (%) (mg/gsw) (%) | (mgh) ()  (MY/G Lipice) (%) (mg/l) Ce(*) (mg/gpc:) (%) | (Mg/l) co(}) (MGG zeten) (%)
0,171 19,47 0,60 19,47 9,88 | 518 0,54 10,35 2,63 19,52 0,28 39,04 9,91 110,71 0,47 53,55 5,44
= 0,33]121,77 0,11 21,77 11,05] 8,40 0,47 16,81 4,27 17,36 0,42 34,72 8,81 1979 0,39 48,94 4,97
£ 0,5]22,70 0,49 22,70 11,521 5,18 0,11 10,35 2,63 19,99 0,64 39,97 10,151 14,86 0,47 74,30 7,54
5 ';,_ 1 125,92 0,57 25,92 13,16 5,18 0,57 10,35 2,63 21,33 0,77 42,67 10,831 9,79 0,28 48,94 4,97
< -3 2 |28,23 0,56 28,23 14,331 4,72 0,19 9,43 2,39 19,37 0,63 38,74 9,83 113,94 0,39 69,69 7,08
‘ITw 3 |31,00 0,49 31,00 15,741 6,10 0,32 12,20 3,10 23,94 0,45 47,88 12,161 9,79 0,39 48,94 4,97
© 4 22,82 0,82 4563 11,58
6 |3515 10,32 35,15 17,841 6,10 0,19 12,20 3,10 12,55 0,47 62,77 6,37
24 148,98 0,32 48,98 2486 7,02 0,43 14,04 3,56 22,07 0,99 44,14 11,201 15,32 0,28 76,60 7,78
48 | 58,93 0,56 58,93 29,921 5,18 0,47 10,35 2,63 22,66 2,04 45,31 11,501 13,02 0,19 65,08 6,61
Zeit Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE ce Fehler q RE
(h) | (mg/) ce(x) (mg/g ss) (%) | (M) Ce (X) (MGG Lipice) (%) (mg/l) Co () (mg/g pe:) (%) | (Mg/)) co(x) (MY/G zeten) (%)
0,17 3,79 0,50 3,79 3,38 | 3,06 0,29 6,12 2,72 13,86 0,47 27,73 12,331 4,90 0,15 24,48 4,36
= 0,33| 530 0,29 5,30 4,72 | 394 0,06 7,88 3,51 14,32 0,33 28,64 12,741 2,51 0,58 12,54 2,23
£ 05] 519 0,32 5,19 462 | 3,76 7,52 3,34 14,82 0,41 29,65 13,191 5,67 0,22 28,34 5,04
s 1 1,72 0,13 1,72 1,53 | 291 0,22 5,83 2,59 18,57 0,34 37,14 16,521 6,84 0,31 34,22 6,09
© o 2 1,11 0,09 1,11 0,99 | 3,50 0,14 7,00 3,11 17,72 0,34 35,43 15,76 7,06 0,17 35,32 6,28
‘ITw 3 2,73 0,37 2,73 2,43 | 3,10 0,09 6,19 2,75 12,17 0,36 24,33 10,821 7,03 0,38 35,13 6,25
© 4 17,85 0,38 3569 15,88
6 3,76 0,63 3,76 3,34 | 427 0,23 8,54 3,80 728 0,16 36,42 6,48
24 |1 1,55 0,18 1,55 1,38 | 412 0,14 8,25 3,67 19,83 0,33 39,66 17,64 7,72 0,56 38,62 6,87
48 | 1,48 0,17 1,48 1,32 | 512 0,36 10,23 4,55 20,51 0,47 41,02 18,25 6,48 0,17 32,38 5,76
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Zeit c. Fehler q RE c. Fehler q RE Ce Fehler q RE c. Fehler q RE
(h) | (mg/l) c.(¥) (mg/gsm) (%) | (mg/) Co (%) (MI/Q Liias) (%) (mg/) Co (¥) (Mg/g pe+) (%) | (Mg/l) Ce (¥) (MY/Q zeten) (%)
0,17| 6,63 0,45 6,63 436 | 6,63 0,45 13,26 4,36 22,99 0,83 45,98 15,131 6,63 0,23 33,15 4,36
> 0,33] 6,26 0,09 6,26 412 | 6,26 0,09 12,53 4,12 25,98 0,85 51,96 17,10 7,36 0,17 36,81 4,84
E 0,5] 443 0,17 4,43 292 | 443 0,17 8,87 2,92 30,67 0,75 61,33 20,18 590 0,15 29,49 3,88
O ‘°_’~ 1 517 0,09 517 3,40 | 5,17 0,09 10,33 3,40 28,52 0,94 57,05 18,771 7,00 0,29 34,98 4,60
? 2 7,73 0,23 7,73 509 | 7,73 0,23 15,46 5,09 8,09 0,29 40,47 5,33
S 3 590 0,15 5,90 3,88 159 0,15 11,79 3,88 34,00 1,20 68,01 22,381 7,73 0,23 38,64 5,09
4 34,71 1,00 69,41 22,84
24 | 553 047 5,53 3,64 | 553 0,47 11,06 3,64 39,98 1,26 79,95 26,31] 590 0,26 29,49 3,88
48 | 6,26 0,37 6,26 412 1 6,26 0,37 12,53 4,12 46,73 1,51 93,47 30,75} 7,73 0,17 38,64 5,09
Zeit Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE ce Fehler q RE
(h) | (mg/) co(t) (mg/gsm) (%) | (Mg/l) Co(¥) (MY/G Liise) (%) (mg/)) Ce (¥) (mg/g pc:) (%) | (M) ce(X) (MY/G zeter) (%)
0,17] 9,57 0,44 9,57 462 | 6,50 0,08 12,99 3,14 76,19 2,66 152,38 36,77] 9,92 0,68 49,58 4,79
= 0,33] 6,84 0,42 6,84 3,30 | 513 0,48 10,26 2,48 92,70 3,68 185,41 44,74111,28 0,14 56,42 5,45
g‘ 0,5] 3,76 0,32 3,76 1,82 | 513 0,24 10,26 2,48 102,28 3,98 204,56 49,361 9,23 0,36 46,16 4,46
aN 1 110,94 0,21 10,94 528 | 7,18 0,84 14,36 3,47 112,48 4,77 224,97 54,29111,97 0,35 59,84 5,78
o § 2 9,23 0,41 9,23 4,46 | 513 0,36 10,26 2,48 13,33 0,28 66,67 6,44
:2. 3 9,92 0,16 9,92 479 | 6,50 0,16 12,99 3,14 130,64 5,61 261,28 63,051 12,31 0,60 61,54 5,94
4 135,24 5,96 270,47 65,27
6 9,23 0,14 9,23 446 | 7,52 0,40 15,04 3,63 9,23 0,14 46,16 4,46
24 10,26 10,26 4951 855 0,16 17,10 4,13 150,98 5,95 301,95 72,87111,97 0,29 59,84 5,78
48 | 8,89 0,16 8,89 429 | 855 0,62 17,10 4,13 160,05 6,04 320,10 77,241 8,89 0,57 44,45 4,29
Zeit Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE ce Fehler q RE
(h) J(mg/) ce (%) (mg/g sw) (%) | (M) co () (MY/G Lipige) (%) (mg/l) Co(2) (mg/g pe+) (%) | (M) cCo(}) (MGG zeten) (%)
0,17 52,08 0,26 52,08 48,94 150,73 0,25 101,45 47,67 8,58 0,38 17,16 8,06 158,69 0,11 293,44 55,15
3 0,33]53,70 0,14 53,70 50,46 151,86 0,02 103,71 48,73 11,03 0,44 22,06 10,37160,31 0,14 301,57 56,68
£ 1 152,57 0,07 52,57 49,40152,10 0,11 104,21 48,96 11,88 0,55 23,77 11,17159,57 0,10 297,85 55,98
- 9 1 151,94 0,07 51,94 48,81151,99 0,19 103,99 48,86 14,58 0,77 29,16 13,701 60,70 0,13 303,50 57,04
o g 2 |5392 0,35 53,92 50,67 | 52,57 0,07 105,15 49,40 14,97 0,96 29,94 14,07 160,59 0,05 302,95 56,93
‘ITw 3 |52,46 0,08 52,46 49,30 | 53,37 0,04 106,74 50,15 17,73 1,24 35,47 16,66 160,34 0,14 301,71 56,70
© 4 17,16 1,29 34,32 16,13
6 |52,90 0,06 52,90 49,71151,88 0,12 103,77 48,75 59,54 0,11 297,71 55,95
24 | 54,69 0,09 54,69 51,39149,02 0,24 98,04 46,06 28,67 2,40 57,33 26,94157,89 0,12 289,45 54,40
48 | 58,28 0,05 58,28 54,76 147,97 0,09 95,94 45,08 44,16 3,94 88,33 41,50156,62 0,10 283,11 53,21
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Zeit Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE ce Fehler q RE
(h) | (mg/) co(t) (mg/gsm) (%) | (Mg/l) Co(¥) (MY/G Liise) (%) (mg/l) Ce (¥) (mg/g pc:) (%) | (M) ce(X) (MY/G zeter) (%)
0,17 1,93 0,26 3,86 0,99 0,92 0,01 1,84 0,47 | 5,28 26,39 2,71
3 0,33] 5,28 0,40 5,28 2,711 193 0,15 3,86 0,99 0,86 0,07 1,72 0,44 1 6,39 0,15 31,97 3,28
£ 05| 249 0,04 2,49 1,28 | 0,81 1,63 0,42 5,73 0,40 11,47 294 1342 0,17 17,09 1,75
& 8_ 1 7,88 0,31 7,88 4,04 |1 6,95 0,22 13,91 3,56 3,00 0,26 6,01 1,54 | 6,77 0,46 33,83 3,47
& 2 |11,60 0,53 11,60 595 1] 1,37 0,04 2,75 0,70 2,19 0,27 4,39 1,12 1 3,52 0,44 17,60 1,80
‘ITw 3 1532 0,18 15,32 7,85 ] 3,05 6,09 1,56 249 0,13 12,44 1,28
© 4 6,81 0,11 13,62 3,49
6 |14,21 0,40 14,21 7,28 | 3,60 0,04 7,21 1,85 3,18 0,05 6,36 1,63 | 453 0,23 22,67 2,32
24 | 13,46 0,43 13,46 6,90 | 1,19 0,09 2,37 0,61 2,67 0,05 5,34 1,37 1 6,39 0,30 31,97 3,28
48 113,83 0,23 13,83 7,09 | 3,05 6,09 1,56 1,78 0,08 3,56 091 1] 538 0,82 26,90 2,76
Zeit Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE ce Fehler q RE
(h) | (mg/) co(¥) (mg/gsm) (%) | (mg/l) Co(¥) (MY/G Liise) (%) (mg/l) Ce () (mg/g pc:) (%) | (M) ce(X) (MY/G zeter) (%)
0,17 39,06 0,32 39,06 16,41148,54 0,12 97,07 20,39 | 54,26347213 0,52 82,22 22,801 1,18 0,00 0,71 0,50
= 0,33]132,41 0,37 32,41 13,62148,99 0,13 97,99 20,58 120,62 12,37 241,25 50,68] 0,69 0,04 1,72 0,29
£ o 0,5 13553 0,23 35,53 14,93 44,19 0,14 88,37 18,56 128,36 12,38 256,72 53,931 2,53 6,32 1,06
=) 8 < 1 129,43 0,30 29,43 12,36 146,39 0,38 92,78 19,49 85,19 1,41 170,38 35,791 0,12 0,01 0,29 0,05
§ g 2 |34,68 0,44 34,68 14,57 150,61 0,06 101,23 21,26 99,42 1,58 198,83 41,77
= 3 |16,73 0,31 16,73 7,03 | 47,42 0,01 94,84 19,92 2,86 7,14 1,20
© 4 |41,17 0,16 41,17 17,301 48,51 0,22 97,02 20,38 106,21 1,41 212,41 44,62
6 122,18 1,80 244,35 51,331 1,90 0,14 4,74 0,80
24 | 32,79 0,52 32,79 13,77 157,22 0,72 114,44 24,04 153,21 2,11 306,43 64,37 2,07 0,03 5,19 0,87
48 | 40,69 0,22 40,69 17,091 61,88 0,07 123,76 26,00 176,85 1,73 353,70 74,301 2,59 0,02 6,47 1,09
— Zeit ce Fehler q RE
s |m (mg/) o (£) _(MY/g zeren) (%)
R
2 8 g
g’ 72 6,30 0,00 15,75 2,65
(3]
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Tabelle A 3: Darstellung der gemittelten Einzelergebnisse
Lysinibacillus sphaericus JG-B53.

und der Ergebnisse der Fehlerberechnungen aus den Batch-Sorptionsversuchen mit den Biomole-kiilen von

S-Layer Lipide PG+ Zellen
Zeit c. Fehler q RE c. Fehler q RE Ce Fehler q RE c. Fehler q RE
(h) | (mg/) ce (x) (Mg/gspr) (%) | (M) Ce(X) (MGG Liige) (%) | (M) Ce(¥) (Mg/g pes) (%) | (M) ceo (X) (MY/G zeter) (%)
0,171 3,15 0,32 3,15 4,20 | 2,16 0,00 4,32 2,88 | 0,26 0,00 0,53 0,35 | 3,19 0,74 26,62 4,26
=) 0,33] 2,16 0,29 2,16 2,88 | 447 0,06 8,93 596 | 0,68 0,00 1,36 0,91 1] 9,75 0,04 81,25 13,01
£ 051740 0,84 7,40 9,87 | 447 0,14 8,93 5,96 11,62 0,48 96,86 15,51
&’ E’. 1 2,74 0,07 2,74 3,65 | 3,53 0,00 7,06 4,71 7,06 0,82 58,83 9,42
r 2 1,73 0,16 1,73 2,31 16,03 044 12,05 8,04 1,14 0,00 2,29 1,53 111,21 0,30 93,45 14,97
o 3 3,34 0,31 3,34 446 ]| 3,89 0,12 7,78 519 | 1,02 0,00 2,05 1,37 1 941 0,13 78,44 12,56
6 293 0,17 2,93 391 ] 341 0,26 6,82 4551 0,15 0,00 0,30 0,20 | 10,40 0,24 86,65 13,88
24 | 1,73 0,16 1,73 2,311 324 0,08 6,48 4,331 0,11 0,00 0,23 0,15 | 10,61 0,16 88,45 14,17
48 | 2,40 0,22 2,40 3,21 | 3,67 0,14 7,35 4,90 10,25 0,07 85,45 13,69
Zeit c. Fehler q RE c. Fehler q RE Ce Fehler q RE c. Fehler q RE
(h) | (mg/l) ce(¥) (Mmg/g spi) (%) | (Mg/) Co(¥) (MY/G L) (%) | (M) Co (%) (Mg/g pe:) (%) | (MY/) Co(¥) (MGG zeter) (%)
0,17 74,66 1,10 74,66 37,91]87,39 4,47 174,77 44,37 41,33 1,23 344,41 20,98
0,33]74,10 0,37 74,10 37,62|71,85 0,80 143,69 36,48 | 7,57 0,02 15,15 3,84 | 51,35 1,54 427,93 26,07
= 0,517568 1,45 75,68 38,42|76,24 0,89 152,48 38,71| 6,55 0,05 13,11 3,33 | 57,43 3,63 478,60 29,16
£ 1 170,95 0,53 70,95 36,02164,30 2,16 128,60 32,65 43,24 0,27 360,36 21,95
s ";, 2 170,83 1,54 70,83 35,96|70,27 1,31 140,54 35,68 66,22 2,90 551,80 33,62
< -3 3 |67,00 1,59 67,00 34,02|189,41 1,68 178,83 45,391 21,50 0,00 42,99 10,91]171,85 2,02 598,72 36,48
‘le 4 4,25 0,00 8,50 2,16
© 6 |54,50 2,80 54,50 27,67 188,18 3,91 176,35 4477 56,53 1,68 471,10 28,70
24 | 56,42 4,06 56,42 28,64]7534 1,49 150,68 38,25 66,89 0,66 557,43 33,96
30 13,57 0,00 27,14 6,89
48 173,65 6,10 73,65 37,39 73,65 3,40 147,30 37,39 17,22 0,00 34,44 8,74 | 84,01 0,86 700,08 42,65
144 19,43 1,28 38,86 9,87
Zeit Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE
(h) | (mg/) c.(x) (mg/g spr) (%) | (Mg/) Ceo(¥) (MG Liiae) (%) | (MGh) Co(¥) (Mg/g pe:) (%) | (Mg/) Ce (¥) (MY/Y zeten) (%)
_ 0,17]112,41 0,05 12,41 11,041 9,13 0,16 18,27 8,12 | 29,29 0,25 58,57 26,05] 9,84 0,28 81,96 8,75
?En 0,33 11,47 0,20 11,47 10,21110,77 0,29 21,54 9,58 | 38,15 0,89 76,29 33,94] 9,60 0,24 80,01 8,54
- 0,5111,94 0,16 11,94 10,62110,30 0,47 20,61 9,17 | 30,89 0,85 61,78 27,48 110,77 0,33 89,77 9,58
8 :.‘ 1 11,94 0,33 11,94 10,621 10,07 0,27 20,14 8,96 | 39,14 0,15 78,27 34,82111,01 0,29 91,72 9,79
% 2 12,18 0,14 12,18 10,83110,07 0,36 20,14 8,96 | 38,50 0,11 76,99 34,25 9,37 0,14 78,06 8,33
o 3 11241 0,14 12,41 11,04110,30 0,38 20,61 9,17 | 38,26 1,00 76,52 34,031 11,01 0,20 91,72 9,79
6 |11,01 0,20 11,01 9,79 | 11,94 0,09 23,89 10,62 9,60 0,27 80,01 8,54
24 | 11,94 0,09 11,94 10,62112,41 0,11 24,82 11,04 42,22 0,16 84,43 37,56 13,11 0,63 109,28 11,67
48 112,18 0,14 12,18 10,83112,88 0,33 25,76 11,46 3945 0,24 78,91 35,10] 9,13 0,19 76,11 8,12
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Zeit c. Fehler q RE c. Fehler q RE Ce Fehler q RE c. Fehler q RE
(h) | (mg/l) ce(¥) (Mmg/g spi) (%) | (Mg/) Co(¥) (MY/G L) (%) | (M) Co (%) (Mg/g pe:) (%) | (MY/) Co(¥) (MGG zeter) (%)
0,17] 6,52 0,45 6,52 4,29 117,65 0,18 35,31 11,621 96,93 0,82 193,85 63,78 15,35 0,24 127,92 10,10
) 0,33 7,68 0,32 7,68 5,05 116,89 0,09 33,77 11,111108,76 0,94 217,52 71,57 114,97 0,15 124,72 9,85
E 051883 0,24 8,83 581 117,27 0,15 34,54 11,361 120,32 0,83 240,64 79,181 15,73 0,24 131,12 10,35
@ ?_"“ 1 6,91 0,46 6,91 4,55 117,27 0,15 34,54 11,361 128,40 1,03 256,80 84,50] 13,43 0,24 111,93 8,84
":‘-: 2 6,14 0,09 6,14 4,04 | 14,97 0,27 29,93 9,85 1138,01 0,86 276,02 90,82113,43 0,24 111,93 8,84
S 3 8,44 0,24 8,44 556 | 16,12 0,15 32,24 10,611 145,77 0,51 291,53 95,92116,12 0,15 134,32 10,61
6 |10,36 0,15 10,36 6,82 | 17,27 0,00 34,54 11,36 | 145,76 0,12 291,52 95,92116,12 0,15 134,32 10,61
24 1921 0,54 9,21 6,06 | 17,27 0,27 34,54 11,361 146,92 0,01 293,85 96,691 18,42 0,15 153,50 12,12
48 10,36 0,31 10,36 6,82 119,19 0,24 38,38 12,631143,37 0,15 286,73 94,34119,19 0,18 159,90 12,63
Zeit ce. Fehler q RE ce. Fehler q RE Ce Fehler q RE ce Fehler q RE
(h) | (mg/) _ce (¥) (mg/g sp1) (%) | (Mg/) Co (¥) (MG/Q Lipia) (%) | (Mg/) Co(¥) (Mg/g pet) (%) | (Mg/) Co(*) (MG/Q zeten) (%)
0,17137,53 0,41 37,53 18,11141,63 0,25 83,26 20,091 188,03 0,01 376,07 90,75166,55 0,15 554,56 32,12
) 0,33]139,11 0,45 39,11 18,87 141,63 0,25 83,26 20,091 188,75 0,01 377,50 91,10] 68,12 0,44 567,70 32,88
E 0,5 137,53 0,64 37,53 18,11 142,26 0,15 84,52 20,401194,50 0,10 389,00 93,87167,49 0,29 562,44 32,57
g E‘ 1 138,79 0,67 38,79 18,72141,00 0,53 82,00 19,791 196,52 393,04 94,85161,19 1,32 509,88 29,53
N 2 13942 045 39,42 19,03 143,84 0,19 87,68 21,16 ]190,27 0,18 380,54 91,83]67,81 0,53 565,07 32,73
S 3 39,74 0,46 39,74 19,18 143,84 0,26 87,68 21,161 194,32 0,00 388,64 93,78 70,02 0,58 583,47 33,79
6 |40,37 0,19 40,37 19,48 154,88 0,22 109,75 26,49 70,33 0,53 586,10 33,94
24 |40,69 0,13 40,69 19,64 169,70 0,07 139,40 33,64 ] 193,03 386,06 93,16]70,96 0,25 591,35 34,25
48 189,95 0,13 379,91 91,68
Zeit Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE Ce Fehler q RE
(h) | (mg/) c.(x) (mg/g spr) (%) | (Mg/h) Ce(*) (MQ/Q Liiae) (%) | (MGM) Co(¥) (Mg/g pe+) (%) | (M) Ce (*) (MY/Y zeen) (%)
0,17 60,88 0,84 60,88 57,20 51,80 0,18 103,60 48,67 35,72 0,14 71,44 33,56 73,97 0,50 616,41 69,51
0,33 6560 0,46 65,60 61,64 150,56 0,88 101,13 47,51 40,41 0,18 80,83 37,98170,96 0,26 591,36 66,68
=3 0,5 167,34 0,25 67,34 63,28 48,32 0,38 96,63 4540] 33,84 0,18 67,69 31,80 70,57 0,22 588,08 66,31
£ 1 170,85 0,40 70,85 66,58 149,21 0,79 98,43 46,251 31,99 0,19 63,99 30,06 70,77 0,15 589,72 66,50
- q 2 |66,64 0,14 66,64 62,62 149,44 0,04 98,88 46,46 36,28 0,38 72,56 34,09169,61 0,13 580,12 65,41
e g 3 162,51 0,55 62,51 58,73 146,35 0,46 92,70 43,551 34,92 0,76 69,84 32,81]167,56 0,19 563,03 63,49
‘ITm 4 34,84 0,43 69,68 32,74
© 6 |59,53 0,49 59,53 55,94 139,24 0,53 78,48 36,87 63,46 0,33 528,84 59,63
24 | 57,87 0,44 57,87 54,38 133,42 0,64 66,85 31,411 36,10 1,28 72,19 33,92152,84 0,20 440,33 49,65
30 32,62 0,93 65,24 30,65
48 | 59,92 0,47 59,92 56,31]34,35 0,64 68,70 32,28 53,01 0,40 441,73 49,81
144 4425 0,85 88,50 41,58
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Zeit c. Fehler q RE c. Fehler q RE Ce Fehler q RE c. Fehler q RE

(h) | (mg/l) ce(¥) (Mmg/g spi) (%) | (Mg/) Co(¥) (MY/G L) (%) | (M) Co (%) (Mg/g pe:) (%) | (MY/) Co(¥) (MGG zeter) (%)

0,17] 9,04 0,22 9,04 463 | 759 0,15 15,18 3,89 9,40 0,22 78,31 4,82

) 0,33]111,93 1,01 11,93 6,11 | 9,40 0,17 18,79 4,82 10,12 0,47 84,33 5,19

5 05] 723 0,08 7,23 3,711 831 0,08 16,63 4,26 10,84 0,15 90,35 5,56

& u°.; 1 9,76 0,50 9,76 5,00 | 9,40 0,08 18,79 4,82 | 0,50 0,12 1,00 0,26 | 8,67 0,25 72,28 4,45

?‘-: 2 11,93 0,91 11,93 6,11 | 10,84 0,29 21,68 5,56 12,29 0,59 102,40 6,30

S 3 9,04 0,17 9,04 463 | 867 0,15 17,35 4451 0,13 0,03 0,27 0,07 | 9,40 0,22 78,31 4,82

6 |10,12 0,22 10,12 519 |1 11,20 0,30 22,41 5,74 18,07 1,57 150,59 9,26

24 112,29 0,08 12,29 6,30 | 16,26 0,29 32,53 8,34 | 3,55 0,20 7,10 1,82 | 10,84 0,15 90,35 5,56

48 | 12,29 0,08 12,29 6,30 | 17,35 0,15 34,70 8,89 | 6,80 0,45 13,60 3,49 113,01 0,44 108,42 6,67

Zeit ce Fehler q RE ce Fehler q RE Ce Fehler q RE ce Fehler q RE

(h) | (mg/) ce (¥) (mg/g sp1) (%) | (Mg/) Co (¥) (MG/Q Liia) (%) | (Mg/) Co(¥) (Mg/g pe+) (%) | (Mg/) Co(*) (MG/Q zeten) (%)

0,17]142,34 0,14 42,34 17,79179,36 0,41 158,73 33,341161,98 1,86 323,97 68,051 0,99 0,00 2,48 0,42

> 0,33]41,22 0,25 41,22 17,32179,36 0,20 158,73 33,341184,45 2,90 368,91 77,491 0,99 0,00 2,46 0,41

E § 0,5 37,98 0,20 37,98 15,96 176,09 0,78 152,18 31,971 205,29 3,18 410,58 86,251 0,99 0,00 2,47 0,41

=) g— Y 1 133,91 0,04 33,91 14,25177,80 0,41 155,60 32,68 216,67 2,69 433,35 91,031 0,98 0,00 2,45 0,41

ﬁ é 2 |37,55 0,26 37,55 15,771 83,67 1,22 167,34 3515122195 2,16 443,90 93,241 0,98 0,00 2,46 0,41

Iy 3 |3596 0,26 35,96 15,11174,73 0,43 149,47 31,401219,92 1,69 439,85 92,391 0,99 0,00 2,48 0,42

6 |38,18 0,34 38,18 16,04 171,58 0,48 143,17 30,07 | 226,26 1,44 452,52 95,06 0,99 0,00 2,47 0,41

24 139,02 0,00 39,02 16,39172,00 0,30 144,00 30,25]1224,37 0,79 448,75 94,261 0,99 0,00 2,48 0,42

48 | 38,36 0,35 38,36 16,121 73,07 0,62 146,15 30,70 ] 227,24 0,63 454,49 95,471 1,00 0,00 2,51 0,42

5 Zeit Ce Fehler q RE

Eo | (mg/l) _ce (¥) (MG zeten) (%)
533
0 .-

NE |72 6504 276 162,59 27,32

(3]
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A3 QCM-D Diagramme der Metallsorptionsversuche an S-Layer-Proteinen
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Abbildung A 2: QCM-D Frequenz-/Dissipationsdiagramme iiber die Zeit der Metallsorptionsversuche von (a) 1 mM As™,
(b) 5 mM As*, (c) 1 mM Au*, (d) 5 mM Au*, (¢) 1 mM Cd* und (f) 5 mM Cd** auf einer monolagigen Schicht von zuvor
rekristallisierten SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12.
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Abbildung A 3: QCM-D Frequenz-/Dissipationsdiagramme liber die Zeit der Metallsorptionsversuche von (a) 1 mM Eu®,
(b) 1mM Pb%, (c) 5mM Pb*, (d) 1mM Pd* und (e¢) 5mM Pd* auf einer monolagigen Schicht von zuvor
rekristallisierten SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12.
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Abbildung A 4: QCM-D Frequenz-/Dissipationsdiagramme (iber die Zeit der Metallsorptionsversuche von (a) 1 mM Pt*,
(b) 5 mM Pt*, (c) 1 mM U®* pH=5,0 und (d) 1 mM U®" pH=3,5 auf einer monolagigen Schicht von zuvor rekristallisierten

SIfB von Lysinibacillus sphaericus JG-A12.
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Abbildung A 5: QCM-D Frequenz-/Dissipationsdiagramme iiber die Zeit der Metallsorptionsversuche von (a) 1 mM As®*,
(b) 5mM As®™, (c) 1 mM Au*, (d) 5mM Au*, (¢) 1 mM Cd* und (f) 5 mM Cd* einer monolagigen Schicht von zuvor

rekristallisierten Slp1 von Lysinibacillus sphaericus JG-B53.
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Abbildung A 6: QCM-D Frequenz-/Dissipationsdiagramme liber die Zeit der Metallsorptionsversuche von (a) 1 mM Eu®,
(b) 1 mM U®* pH=5,0, (c) 1 mM Pb*, (d) 5 mM Pb*, (¢) 1 mM Pt und (f) 5 mM Pt** auf einer monolagigen Schicht von
zuvor rekristallisierten Slp1 von Lysinibacillus sphaericus JG-B53.
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Abbildung A 7: QCM-D Diagramme der Abscheidung von Goldnanopartikeln auf einer SIfB Schicht; (a) Frequenz-
IDissipationswerte Uber die Zeit, und (b) Massen- und Schichtdickenprofil der adsorbierten Nanopartikel auf der SIfB
Schicht.
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A4  AFM-Bilder

Hohe (nm)

Schicht (nm)

Abbildung A 8: AFM-Hohenbild einer SIfB Schicht von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 (links) und Ermittlung des
Hohenprofils (rechts) liber die Software WSxM 5.0 Develop 6.5 (2013).
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Abbildung A 9: AFM-Ho6henbild einer Slp1 Schicht von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 (links) und Ermittlung des
Hohenprofils (rechts) liber die Software WSxM 5.0 Develop 6.5 (2013).
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z-Achse (nm)
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Abbildung A 10: AFM Hohenbild von abgeschiedenen Goldnanopartikeln auf rekristallisierter Slp1 Schicht (links) und
Ermittlung des Nanopartikelprofils (rechts) tiber die Software WSxM 5.0 Develop 6.5 (2013).
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A5 PCS Messungen
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Abbildung A 11: Intensititsgewichtete(a) und anzahlgewichtete (b) GroBenverteilung der synthetisierten und citrat-
stabilisierten Goldnanopartikel, 1 Tag nach der Synthese (@ <<5 nm).
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A6 TRLFS-Messungen
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Abbildung A 12: Zeitaufgeloste Lumineszenzspektren von Biomolekiilen nach 1 h Inkubation mit 1 mM Europium
(pH=6,0; 0,15 M NaCl; T=25 °C); (a-d) von Lysinibacillus sphaericus JG-A12 — (a) intakte Zellen, (b) Lipide, (c) PG+, (d)
SIfB und (e-h) von Lysinibacillus sphaericus JG-B53 — (e) intakte Zellen, (f) Lipide, (g) PG+ und (h) Sip1.
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