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Zusammenfassung

Zur Detektion von metallischen lonen in wassrigen Systemen wurde ein Sensorprinzip auf
kolorimetrischer Basis mit biofunktionalisierten Goldnanopartikeln (AuNP) entwickelt. Die
kolorimetrische Detektion der Analyten erfolgte mit drei unterschiedlichen Oberflachenproteinen (S-
Schichten) der Bakterienarten, Lysinibacillus sphaericus JG-A12, Lysinibacillus sphaericus JG-B53
und Sporosarcina ureae ATCC 13881. Die Funktionalisierung von AuNP mit diesen S-Schicht-
proteinen wurde erfolgreich gezeigt. Mit den daraus resultierenden biohybriden, sensorisch aktiven
Suspensionen wurden verschiedene Analytlosungen, wie unter anderem Yttrium(lll)-chlorid,
Kupfer(ll)-nitrat, Kupfer(ll)-sulfat und Tetrachlorogold(lll)-saure, auf ihre Selektivitat und Sensitivitat
der Anbindung der Metallionen untersucht.
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Einleitung

Die sensorische Erfassung auch geringster
Mengen an Wert- und Schadstoffen in unseren
Wassern ist bedeutend fur den Umwelt- und
Ressourcenschutz. Das Ziel des
Projektvorhabens BioSAM ist die Entwicklung
hochselektiver Sensor-Aktor-Strukturen zum
Zweck einer nachhaltigen Wasser und
Ressourcennutzung. So  sollen  gering
konzentrierte organische Schadstoffe aus
Reinst- und Rohwassern eliminiert oder
strategisch wichtige Metalle (wie Indium,
Gallium, Seltene Erden) aus Bergbau- und
industriellen Prozesswassern zurlickgewonnen
werden. Das hier vorgestellte Losungskonzept
zur Sensorik gering konzentrierter Wasser-
inhaltsstoffe ~ basiert auf der Nutzung
natdrlicher bakterieller Isolate mit spezifischen
Bindungsstrukturen.  Eine  Vielzahl  von
Bakterien besitzen als aulere Abgrenzung zur
Umwelt Oberflachenproteine (S-Schichten) mit
funtionellen Gruppen. Bedingt durch die
Interaktion mit ihrer Umgebung bieten diese
Anbindungsmdglichkeiten fir Analyten, wie
z.B. lonen, Molekiile und Nanopartikel [1,2,3].
Die S-Schichten werden durch Bakterien-
anzucht und Proteinaufreinigung gewonnen.
Sie konnen zu Oligo- oder Monomerunter-
einheiten aufbereitet und zur Biofunktionali-
sierung eingesetzt werden [4].
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Kolorimetrisches Sensorkonzept

Der Aufbau des kolorimetrischen Sensor-
systems basiert auf der Wechselwirkung
kolloidaler AuNP und den aus deren
Plasmonenresonanz resultierenden optischen
Eigenschaften. Spharische AuNP-LOsungen
absorbieren das Licht im grinen
Wellenlangenbereich, wodurch die Losung
insgesamt  rot  erscheint. Durch  die
Destabilisierung der in der kolloidalen Lésung
enthaltenen Nanopartikel, z.B. durch Zugabe
von Salzen, werden die stabilisierenden
elektrostatischen oder sterischen Krafte
zwischen den einzelnen AuNP stark verringert,
was zur Agglomeration der Partikel in der
Lésung und damit zu einem raschen
Farbumschlag fuhrt. Durch eine spezifische
Wechselwirkung funktionalisierter AuNP erfolgt
die Signalverschiebung durch die Uberwindung
der abstoRenden Krafte durch hohere
Bindungskrafte zwischen den Partikeln, z.B.
durch Wasserstoffbriickenbindungen, elektro-
statische oder hydrophobe Wechselwirkungen
[5]. Hierbei lasst sich die Sensitivitat durch den
Aufbau der funktionellen Schicht beeinflussen.
Je nach Art und Konzentration des
zugegebenen Analyten kommt es zur
Agglomeration der AuNP, was ein Farb-
umschlag von rot nach blau signalisiert (siehe
Abb.1).
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Abb. 1:  Schematische Darstellung der
Biofunktionalisierung der AuNP und

des Sensorprinzips nach Zugabe der
Analytlésung.

Synthese und Charakterisierung der AuNP

Die  sphaerischen AuNP mit einem
Durchmesser von 20-30 nm werden nach einer
modifizierten Methode von Turkevich 1951 [6]
sythetisiert. Daflr werden 100 ml einer 0,5*10-3
mol/l HAuCls*3H20 unter standigem RuUhren
zum Kochen gebracht. Dann werden 2 ml einer
1% Natriumcitratidsung zugegeben. Nach
einigen Minuten erfolgt ein Farbwechsel von
hellgelb Uber dunkelblau bis weinrot. Die
Reaktion und Bildung der kolloidalen AuNP ist
nach einer weiteren Stunde unter stdndigem
Rihren abgeschlossen. Die kolloidale Lésung
wird langsam auf Raumtemperatur abgekunhlt
und anschlieBend mit einem UV/\Vis
Spektrophotometer (Varian Cary 100 inc.,
Canterbury, Australien) gemessen. Das
Absorptionsmaximum der AuNP mit einem
Durchmesser von 20-30 nm liegt bei einer
Wellenldnge von ungefdhr 520 nm. Die
Konzentration der Ldsungen wird bei ODmax
auf 1 eingestellt (siehe Abb.4).

Metallbindungsaktivitat von Bakterien

Mikroorganismen kdnnen unter extremen
Umweltbedingungen mit hohen Schadstoff-
konzentrationen Uberleben und haben dafur
verschiedene Strategien entwickelt, z.B. durch
Anbinden  toxischer  Metalle an ihre
S-Schichten [7]. Zur Untersuchung der Metall-
toleranz von Bakterienarten werden diese mit
verschiedenen Metallsalzldsungen inkubiert.
Nach der Inkubation der Bakterienzellen von
Lysinibacillus Ssphaericus JG-A12,
Lysinibacillus ~ sphaericus  JG-B53  und
Sporosarcina  ureae  ATCC 13881 in
verschiedenen Analytldsungen (siehe Abb.2)
wurde das Toleranzvermdgen bzw. das
Bindungsverhalten der unterschiedlichen
Arten getestet. Die Metalltoleranz wurde mit
Plattentests und dem  Auszahlen der
gewachsenen Kolonien nach verschiedener
Bebritungszeit = ausgewertet. Fur  das
Metallbindungsverhalten wurden Zellproben
nach der Inkubation mit Analytlésung fur die
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Rasterelektronenmikroskopie prapariert und
untersucht (siehe Abb.3).
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Abb. 2: Inkubation verschiedener Bakterien-

arten in unterschiedlichen Analyt-
I6sungen am Beispiel von S. ureae

zur Untersuchung der Metalltoleranz
und des Bindungsverhaltens.
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Abb. 3: REM Untersuchung zum Metall-
bindungsverhalten der Bakterien am
Beispiel von S. ureae. Oben links:
Bakterienzellen nach Inkubation mit
AuNP-L6sung. Oben rechts: nach
Inkubation mit Goldsalzlésung
(HAuCly). Die unteren beiden zeigen
die  dazugehdrigen  S-Schichten.
Angebundene AuNP sind als helle
Punkte deutlich sichtbar.

Die S-Schichten dieser Bakterienarten wurden
umfassend charakterisiert und zur Funktio-
nalisierung der Goldnanopartikel eingesetzt.

Funktionalisierung und Charakterisierung
der AuNP

Zur Herstellung der sensorisch aktiven
Lésungen werden die zuvor synthetisierten
AuNP mit den S-Schichten funktionalisiert. Die
optimale Konzentration der Proteinmonomer-
I6sungen wird mit einem sogenannten Salztest
ermittelt [8]. Dazu werden jeweils 50 pl
unterschiedlicher  Proteinkonzentration — mit
100 uI AuNP  konstanter  Konzentration
(ODmax=1) vermischt, bevor jeweils 10 pl einer
10%igen NaCl-Lésung dazugegeben werden.
Nach mindestens 5 minutiger Inkubationszeit
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l&sst sich die minimale Proteinkonzentration
ermitteln, welche die AuNP-Lésung nach
Zugabe des Salzes noch effektiv stabilisiert.
Diese sollte eine deutlich hellrote Farbung
aufweisen, wahrend unzureichend stabilisierte
Lésungen blau gefarbt sind. Mit der ermittelten
Proteinmenge  der Monomerlésungen von
Slp1 (L. sphaericus JG-B53), sIfB (L.
sphaericus JG-A12) und SslA (S. ureae)
werden jeweils 10 ml AuNP-Lésung Uber
Nacht unter leichtem Schitteln inkubiert.
AnschlieRend werden die ungebundenen
Proteine durch 2-3maliges Zentrifugieren bei
3000 g fur 30 min bei 4°C abgetrennt.

—— native AuNP (522 nm)

——— native AuUNP (normiert - 522 nm})
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Abb. 4: UV/Vis  Spektrum  verschiedener
AuNP-Lésungen.  Frisch  syntheti-
sierte native AuNP mit ODs,; = 1,8,
Einstellung der AuNP auf ODsj, = 1
und nach erfolgreicher Biofunktio-
nalisierung im Vergleich dargestellt.
Insert: TEM Charakterisierung von
SsIA  funktionalisierten AuNP  mit
Negativkontrastierung durch 2%iges
Uranylacetat.

Der Uberstand wird vorsichtig verworfen und
das Pelett aus funktionalisierten AuNP wird mit
mit 0,1%igem Polyvinylalkohol (PVA) resus-
pendiert bis zur ODs2s= 1. Die anschlielende
Charakterisierung der  biofunktionalisierten
AuNP erfolgt mit UV/Vis Spektroskopie und
Transmissionselektronen-mikroskopie  (TEM)
(siehe Abb. 4).

Sensorisch aktive AuNP-Suspensionen und
Screening dreier S-Schichtproteine auf ihre
Detektionskapazitit verschiedener Analyte

Zur Untersuchung der biofunktionalisierten
AuNP-Suspensionen werden diese mit unter-
schiedlichen Analytldsungen getestet. Hierzu
werden  VerdUnnungsreihen der Analyt-
I6sungen hergestellt und jeweils gleiche
Volumen von 20 pl zur Referenzldsung (AuNP)
und zu 100 pl der biofunktionalisierten
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Messlosungen (z.B.: sIfB-AuNP oder SslA-
AuNP) pipettiert. Bei einer Anbindungsreaktion
ist nach kurzer Zeit (5 min) eine Farbanderung
von hellrot nach lila oder blau sichtbar und
spektroskopisch messbar (siehe Abb.5).
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Abb. 5:  Vergleich der Spektren sensorisch
aktiver Suspensionen mit unter-
schiedlicher Biofunktionalisierung
(sifB-AuNP oben; SslA-AuNP unten)
mit den gleichen Verdiinnungen der
Analytlésung von YCls.

Mit  dieser Methode lassen sich die
unterschiedlich biofunktionalisierten AuNP auf
ihre  Bindungsreaktion zu verschiedenen
Analytldsungen selektiv und sensitiv unter-
suchen. Die Detektion der Analyten wurde mit
biofunktionalisierten AuNP der drei
S-Schichten sIfB von Lysinibacillus sphaericus
JG-A12, SlIp1 von Lysinibacillus sphaericus
JG-B53 und SslA von Sporosarcina ureae
ATCC 13881 untersucht. Die biohybriden,
sensorisch aktiven Suspensionen wurden mit
folgenden  verschiedenen  Analytldsungen
getestet: Tetrachlorogold(lll)-sdure (HAuUCla),
Kupfer(ll)-nitrat  (Cu(NOs)2), Kupfer(ll)-sulfat
(CuSO0.), Gallium(lll)-nitrat (Ga(NO3)3),
Holmium(lll)-nitrat ~ (Ho(NOs)3),  Indium(lll)-
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chlorid  (InCls), Nickel(ll)-chlorid  (NiCl2),
Kaliumtetrachloroplatinat(ll) (K2PtCla),
Samarium(lll)-nitrat (Sm(NOs3)s) und
Yttrium(lll)-chlorid (YCIs). Eine Reaktion der
biofunktionalisierten AuNP auf den jeweiligen
Analyten wird durch die Agglomeration der
AuNP und einer resultierenden Farbanderung
der Loésung von hellrot nach blau angezeigt.
Die Untersuchungen zeigen verschiedene
Reaktionsmuster (siehe Tab.1) und weisen
ausserdem unterschiedliche Reaktions-
bereiche auf. Daraus lassen sich selektive
Bindungseigenschaften der unterschiedlichen
S-Schichten fir die getesteten Metallionen
ableiten.

Tab. 1:  Ubersicht der kolorimetrischen
Reaktionen fiir drei verschiedene
S-Schichten und deren
biofunktionalisierte AuNP-L&sungen
mit 10 unterschiedlichen Analyten.
Blau zeigt nach der Reaktion eine
signifikante Farbénderung an,
wéhrend hellrot keine Reaktion
bedeutet.

Reference

L. sphaericus JG-B53 - Sip1
L. sphaericus JG-A12 - sIfB
S. ureae ATCC 13881 -SslA

Zum Vergleich und zum Beweis der
Bindungsselektivitdt funktionalisierter AuNP
wurde eine Referenzlésung von AuNP ohne
Biofunktionalisierung mitgefuhrt, welche mit
allen getesteten  Analytldsungen  keine
Reaktion anzeigt. Die Biohybridsuspensionen
reagieren dagegen mit verschiedenen Analyt-
[6sungen. Wahrend SslA-AuNP mit allen
Analyten eine Reaktion anzeigt, gilt dies fir
SIp1-AuNP nur fir 4 und sIfB-AuNP fir 7
verschiedene Analyten. Das Vorhandensein
von Ga(lll)-lonen wird nur von SslA-AuNP
angezeigt wahrend bei allen anderen Analyten
mindestens 2 der verschiedenen S-Schichten
eine Reaktion zeigen. Die beiden Analyten
Au(lll) und Cu(ll)(SO4) werden von allen 3
S-Schichtspezies detektiert. Interessant ist
hierbei, dass Slp1-AuNP nicht mit Cu(ll)(NO3)
reagiert. Dies bedeutet, dass auch die Form, in
welcher die lonen im Wasser vorliegen, einen
Einfluss auf die Bindungsselektivitat
bestimmter S-Schichten hat. Auf diese Weise
kann ein kolorimetrisches Screening fur
verschiedene lonen im Wasser aufgebaut und
zur Detektion genutzt werden.
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Ausblick

Der biotechnologische Einsatz von Bakterien-
zellen und Zellbestandteilen zur sensorischen
Detektion und Akkumulation von Wertstoffen,
wie Metallen und Seltenen Erden aus
wassrigen Systemen ist durch die Bindungs-
aktivitdten der auleren S-Schichten mdglich.
Dieser muss hinsichtlich der Selektivitat und
Sensitivitat der verschiedenen Arten erforscht
und optimiert werden.
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