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Abstract: Einige Mikroorganismen zeigen anaerobe minera-
lische Respiration, bei der sie Metallionen zu Metallnanopar-
tikeln reduzieren. Hierbei werden Peptide als Medium fiir den
Elektronentransfer (ET) verwendet. Diese Reaktionsklasse
wird anhand eines Modellpeptids und Silber als Metall dis-
kutiert. Erstaunlicherweise konnen Silberionen, die von Pep-
tiden mit Histidin als silberbindender Aminosdure und Tyrosin
als photoinduziertem Elektronendonor gebunden sind, nicht
unter ET-Bedingungen zu Ag-Nanopartikeln (AgNPs) redu-
ziert werden, weil das Peptid die Aggregation von Ag-Atomen
zu AgNPs verhindert. Nur in Gegenwart von Chloridionen, die
zur Bildung von AgCIl-Mikrokristallen fiihren, entstehen
AgNPs. Diese Reaktion beginnt mit der Bildung von 100 nm
grofien Ag@AgCI-Peptid-Nanokompositen, die dann in 15 nm
grofle AgNPs aufgebrochen werden. Diese kontrollierte Um-
wandlung von grofien in kleinere Nanopartikeln kann detail-
liert in zeitaufgelosten UV/Vis-Spektren untersucht werden.

Anaerobe Mikroorganismen konnen extrazellulire Metall-
ionen reduzieren und so Nanopartikel (NPs) oder Nieder-
schldge auBerhalb der Zelle und weit entfernt (um-Abstand)
von der #uBeren Zellmembran bilden.?! Solche Redox-
reaktionen zwischen Metallionen auflerhalb der Zelle und
den metabolischen Prozessen in der inneren Zellmembran
konnen durch Peptidfilamente (Pili) vermittelt werden. Pili
sind Aggregate von Peptiden,'™! die Metallionen binden™
und den Elektronentransfer (ET) iiber groBe Distanzen un-
terstiitzen.”! Studien iiber den ET-Mechanismus durch Pep-
tide sind ein aktuelles Forschungsgebiet.”””! Die Reduktion
von peptidgebundenen Metallionen zu NPs ist der néchste
Schritt in diesem biochemischen Prozess und stellt aufgrund
der Redoxpotentiale der Materie eine grofle Herausforde-
rung dar.™! Selbst bei einem edlen Metall wie Silber ist die
Reduktion eines Metallions zu einem Silberatom eine end-
ergonische Reaktion. Um einen metallischen Charakter an-
zunehmen, miissen mehrere Atome aggregieren, damit durch
eine Minimalanzahl von Atomen ein Cluster gebildet wird.®?!
Hier zeigen wir, dass durch den Einfluss von Peptiden diese
Aggregation von Silberatomen verhindert werden kann. Ag*-
Peptid-Komplexe lassen sich in diesen Fallen nicht durch ET-
Prozesse zu Ag’-Nanopartikeln (AgNPs) reduzieren. Nach
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Zugabe von Chloridionen bilden sich jedoch AgNPs in auf-
einander folgenden Reaktionsschritten.

Basierend auf fritheren Arbeiten der Gruppen Wenne-
mers und Fromm'” wurde der Ag*-Peptid-Komplex 1 ver-
wendet (Schema 1). Dieses Peptid trdgt am N-Terminus das

0 L0
AcHN\i)kWN?’)LH CONH,
i I 7~

Agt---Ng NH
1:X=OH, 2:X=H

Schema 1. Die silbergebundenen Peptide Ac-L-His-L-Pro-Aib-L-Aaa-NH,
1und 2

Ag'-bindende Histidin' und am C-Terminus den Elek-
tronendonor Tyrosin.'"? Eine NMR-Titration zeigte, dass in
DMSO das Ag'/Peptid-Verhiltnis 3:1 ist, und die chemische
Verschiebung deutete an, dass das Ag" an das Imidazol ge-
bunden ist (Abbildung S1). Tyrosin wurde als Elektronen-
donor verwendet, dessen Bestrahlung freie Elektronen lie-
fert, die fiir ET-Prozesse zur Verfiigung stehen.
Laserbestrahlung von 1 bei 308 nm zeigte die Kurzzeit-
UV/Vis-Spektren in Abbildung 1 A.'®! Schon der erste 20-ns-
Laserblitz erzeugte Tyrosylradikale mit der typischen Ab-
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Abbildung 1. A) Laser-Blitzphotolyse des Ag*-Peptids 1; UV/Vis-Spek-
tren wurden 80 ns nach dem Laserblitz aufgenommen. Die Zahl der
20-ns-Laserblitze ist angegeben. B) Bestrahlung des Ag*-Peptids 1 mit
einer kontinuierlichen Lichtquelle (Hg-Lampe) bis zu 2 Stunden.

sorption bei 410 nm, was die Freisetzung von Elektronen aus
dem photochemisch angeregten Tyrosin anzeigt.'>' Zu-
sitzliche Laserblitze auf dieselbe Probe fiihrten zu Spektren
mit einem Signal bei 4,,,, =430 nm, das mit steigender Zahl
an Laserblitzen wichst. Diese Absorption kann als Plas-
monresonanz von AgNPs fehlgedeutet werden,™ aber
sowohl Laserbestrahlung des Peptids ohne Silber als auch
Bestrahlung von Tyrosin allein fithrten zu einem sehr &hnli-
chen UV/Vis-Spektrum (Abbildung S2). Dies zeigt deutlich,
dass die Absorption bei 430 nm nicht auf AgNPs zuriickzu-
fithren ist!

Kontinuierliche Bestrahlungen von 1, dem Peptid allein
oder Tyrosin mit einer Hg-Lampe iiber zwei Stunden fithren
zu UV/Vis-Spektren, in denen sich eine Schulter neben der
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Tyrosin-Absorptionsbande herausbildet (Abbildung 1B),"!
die zu den Tyrosin-Dimerisierungsprodukten gehort.'” Be-
strahlungsexperimente des hergestellten Dimers zeigen eine
gleiche 430-nm-Absorption, die unter Einwirkung von O,
innerhalb von 2 ps verschwindet. Dies ist typisch fiir Triplett-
Triplett-Ubergange von Biarylsystemen.'®! Die Bestrahlung
des Ag'-Peptid-Komplexes 2, bei dem Tyrosin durch Phe-
nylalanin ersetzt und dem freies Tyrosin zugesetzt wurde,
fiihrt ebenfalls nur zu Dimerisierungsprodukten der Tyrosyl-
radikale. In all diesen Experimenten wurden wéhrend zwei-
stiindiger Bestrahlung keine AgNPs beobachtet.

Unsere Experimente zeugen deutlich, dass intramoleku-
larer und intermolekularer ET vom photoangeregten Tyrosin
zu den Ag*-Peptid-Komplexen 1 und 2 nicht zu AgNPs fiihrt!
Um diese Experimente zu verstehen, muss bedacht werden,
dass das Redoxpotential von Silberatomen in Wasser —1.8 V
ist und somit die Silberatome instabil verglichen mit dem
Ag*/e”-Paar sind.®*) Nur wenn die Silberatome aggregieren,
wird die Reaktion exergonisch (+0.8 V).) Offensichtlich
verhindert der Abschirmungseffekt des Peptids diese Ag-
gregation. Fiir die Synthese von AgNPs miissen diese Ag-
gregationsschritte ermoglicht werden. Es stellte sich heraus,
dass dies geschieht, wenn die Losungen vorher gebildete
AgNPs oder Chloridionen enthilt.

Bei Gegenwart von kleinen Mengen AgNPs, die z.B.
durch partielle chemische Reduktion von Silberionen mit
NaBH, (Abbildung 2 A) hergestellt wurden, fiihrte die Be-
strahlung von 1 zu AgNPs mit einer charakteristischen Plas-
monresonanz bei 415 nm.['”) In diesem Fall ist bereits der erste
Aggregationsschritt, die Addition des Ag’-Atoms an die
AgNPs, exergonisch, da groBe Silberaggregate gebildet
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Abbildung 2. Bestrahlung des Ag*-Peptid-Komplexes 1 mit einer Hg-
Lampe (360 nm-Filter; unterste, schwarze Spur von t=0 min; die far-
bigen Spuren stellen UV/Vis-Spektren nach verschiedenen Zeiten dar):
A) Bestrahlung nach Zugabe von 2 Mol-% NaBH,, was eine geringe
Anfangskonzentration an AgNPs produziert, bei pH 12.5; UV/Vis-Spek-
tren wurden alle 30 min aufgenommen; B) Bestrahlung nach Zugabe
von 12 Aquiv. NaCl bei pH 8.5; C) Bestrahlung nach Zugabe von

1 Aquiv. NaCl bei pH 12.5; D) Bestrahlung nach Zugabe von 12 Aquiv.
NaCl bei pH 12.5. Die UV/Vis-Spektren fiir (B-D) wurden nach 0.5, 1,
1.5,2,3,4,5,7.5,10, 15, 30, 45 und 60 min aufgenommen.
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werden. Eine weitere Methode zur Herstellung von AgNPs
aus dem Ag*-Peptid-Komplex 1 durch ET ist die Zugabe von
Chloridionen.” Die Abbildungen 2B-D zeigen, dass unter
diesen Bedingungen die Bildung der NP einem vollig anderen
Mechanismus folgt; zwei individuelle Partikelarten, NP-3 und
NP-4, entstehen, die durch ihre jeweilige Plasmonresonanz
bei 520 und 410 nm charakterisiert werden. Das Maximum
der Absorptionsbande von NP-3 verschiebt sich leicht zu
hoheren Wellenldngen wenn der pH-Wert (Abbildung 2B,D)
oder das Cl/Ag"-Verhiltnis (Abbildung 2C,D, pH 12.5)
erhoht wird. Zu Beginn des ET-Prozesses entstehen sowohl
NP-3 als auch NP-4 gleichzeitig, bis ein isosbestischer Punkt
erreicht wird. Dort ist die Bildung von NP-3 beendet und die
Umwandlung von NP-3 in NP-4 ist die einzige verbleibende
Reaktion. Die Bildung von NP-3 brauchte 5-10 min, wihrend
ihre Umwandlung in NP-4 viel langsamer erfolgte (50—
60 min, Abbildung 2C,D). Beide Reaktionen konnen durch
eine Kinetik erster Ordnung beschrieben werden. Die zuge-
horigen Daten in Abbildung 2 C zeigen, dass die Bildung von
NP-3 8 mal schneller ist als die Umwandlung in NP-4 (Ab-
bildung S3). Um diesen konsekutiven Reaktionsprozess zu
verstehen, haben wir die Partikel mit Transmissionselektro-
nenmikroskopie (TEM), statischer Lichtstreuung (SLS) und
Rontgenstrahlungsexperimenten untersucht. TEM-Bilder bei
t=0min sowie nach 0.5, 4 und 30 min Bestrahlung zeigen
eine iiberraschende Verringerung der Partikelgréfen und
eine Verengung der GroBenverteilung (Abbildung 3 A-D).

Rontgenstrahlungsexperimente bestétigten, dass bei
Zugabe von Chloridionen zu 1 AgCl-Mikrokristalle entste-
hen, die in eine Peptidmatrix eingebettet sind. Bei pH 8.5
zeigen sie eine schmalere GroBenverteilung mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von 110 nm (Abbildung S4),
wihrend bei pH 12.5 eine groBere Polydispersitdt mit Gréen
bis zu 400 nm Durchmesser (Abbildung 3A) auftritt. Die
Unterschiede in der GroBenverteilung beeinflussen die
Lichtstreuung der AgCl-Peptid-Partikel, was sowohl in SLS-
Experimenten (Abbildung S4) als auch UV/Vis-spektrosko-
pisch (Abbildung 2B-D, t=0 min) verfolgt werden kann.?!!
Der GroBenanstieg der AgCl-Peptid-Partikel ladsst die UV/
Vis-Spur zwischen 300 und 600 nm ansteigen. In einigen
Fillen war dieser Streuungseffekt so ausgeprigt, dass die ET-
induzierte Abnahme des AgCl-Peptids zusammen mit dem
Anstieg von NP-3 und der Umwandlung von NP-3 in NP-4
durch UV/Vis-Spektroskopie verfolgt werden konnte.

Eine TEM-Analyse zeigte, dass nach 30s Bestrahlung
NP-3 mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 100 nm
gebildet werden (Abbildung 3 B). Weitere Bestrahlung wan-
delt NP-3 in die kleineren NP-4 mit einer Grofe von 15 nm
(Abbildung 3C) um, welche die Endprodukte (Abbil-
dung 3D) sind. Rontgenstreuungsexperimente bewiesen,
dass NP-4 AgNPs sind, in denen alle Silberionen zu Ag° re-
duziert wurden. Ein dhnlicher konsekutiver Reaktionsprozess
wurde in Photoreaktionen des Ag*-Peptid-Komplexes 2 nach
der Zugabe von Tyrosin und Chloridionen beobachtet. Aber
ohne Tyrosin trat keine Photoreaktion auf, obwohl AgCl
vorlag (Abbildung S5). Dies beweist, dass AgCl nicht der
Elektronendonor ist. Auflerdem zeigten Bestrahlungs-
experimente des Ag"-Peptid-Komplexes 1 in Gegenwart von
NaCl das Auftreten von Dimeren. Dies belegt, dass Tyrosin
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Abbildung 3. TEM-Bilder (Ag*-Peptid-Komplex 1/CI-=1:1, pH 12.5;
siehe Abbildung 2 C) nach verschiedenen Bestrahlungszeiten und die
zugehsrigen NP-Groflenverteilungen (Analyse von 55-2100 Partikeln;
x. = mittlerer Durchmesser, w=Halbwertbreite). A) t=0s; B) t=30s;
C) t=4 min; D) t=30 min.

von 1 auch in Gegenwart von AgCl als Elektronendonor
fungiert. Energiedispersive Rontgenspektroskopie belegte,
dass in NP-3 Sauerstoff (aus dem Peptid), Silber und Chlor
(Abbildung S6) prisent sind. Rontgenstreuungsexperimente
zeigten, dass NP-3 aus Ag’ und AgCl bestehen (Abbil-
dung S7).

Die Bestrahlung von individuell synthetisierten kubischen
AgCl-Peptid-Mikrokristallen (Abbildung 4 A) fiihrte ebenso
zu NP-3.% Innerhalb von 30 s ET wurde die Oberfliche der
AgCl-Peptid-Mikrokristalle mit kleinen runden AgNPs
tiberzogen, was typisch ist fir Ag@AgCl-Nanokomposite
(Abbildung 4B).! Offenbar reduziert der ET die Ag*-Tonen

Abbildung 4. TEM-Bilder. A) Kubische AgCl-Peptid-Mikrokristalle.
B) Reduktion der kubischen AgCl-Peptid-Mikrokristalle zu Ag@AgCl-
Peptid-Nanokompositen (Hg-Lampe, 100 mW, 30 s Bestrahlung).
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auf der Oberfliache der AgCl-Peptid-Mikrokristalle zu Ag’-
Atomen, die langlebig genug sind, um sich mit benachbarten
Ag-Atomen zu einem AgNP zusammenzulagern. Selbst wenn
die entstehenden Ag-Atome weit voneinander entfernt sind,
kann ET durch den Kiristall zur Entstehung benachbarter Ag-
Atome und damit zum Clusterwachstum fiihren.?*

SLS-Messungen zeigten, dass sich wiahrend der partiellen
Reduktion der AgCl-Peptid-NP zu Ag@AgCl-Nanokompo-
siten NP-3 die PartikelgroBe um 10% verringert (Abbil-
dung S8). Dies kann auf eine Chloridfreisetzung aus den
AgCl-Peptid-Partikeln wéhrend der Bildung von NP-3 zu-
riickgefiihrt werden. Solch eine Chloridabgabe vom NP in die
umgebende Losung sollte in dem nachfolgenden Reaktions-
schritt von NP-3 zu NP-4 verlangsamt sein, da AgCl in den
Kompositen NP-3 von AgNPs umgeben ist. Dies kann er-
kldaren, warum die Bildung von NP-3 schneller ist als ihre
Umwandlung in NP-4.

Ein weiterer interessanter Aspekt der Ag@AgCl-Nano-
komposite NP-3 ist ihre schmale GroBenverteilung (Abbil-
dung 3B), obwohl ihre Vorstufen, die AgCl-Mikrokristalle,
eine grofie Polydispersitdt (Abbildung3A) aufweisen.
Rechnungen haben gezeigt, dass AgNPs auf AgCl-Oberfld-
chen stabilisiert werden.”! Dies ermoglicht die Aggregation
der AgNPs in den Kompositen NP-3, wihrend die Peptid-
matrix kleinere AgNPs NP-4 bevorzugt. Diese gegensitzli-
chen Wechselwirkungen fithren zu einer Gleichgewichtsgrof3e
von etwa 100 nm fiir die Nanokomposite NP-3 (Abbil-
dung 3B). Der scharfe, reproduzierbare isosbestische Punkt
in den Abbildungen2C,D und die kinetische Auswertung
belegen die konsekutiven Reaktionen in Schema 2, durch die
grofe in kleine NPs umgewandelt werden. Dies ist ein ein-
zigartiger experimenteller Fall fiir eine hypsochrome Ver-
schiebung der Plasmonresonanz mit einem scharfen isosbes-
tischen Punkt.

h h
AgCl/Peptid T;» Ag@AgCl/Peptid T:» AgNPs

NP-3 NP-4

Schema 2. ET-induzierte konsekutive Reaktion der AgCl-Peptide tiber
Ag@AgCl-Peptid-Nanokomposite NP-3 zu ihren AgNP-Komponenten
NP-4.

Unsere Experimente zeigen, dass Silberionen eines Ag”-
Peptid-Komplexes, mit Histidin als Ag*-bindender Amino-
sdure, nicht in AgNPs durch ET iiber gro3e Distanzen iiber-
fiihrt werden kénnen, weil die Aggregation der Ag’-Atome
durch das Peptid verhindert wird.”* Chloridionen jedoch, die
in biologischen Systemen allgegenwértig sind, ermoglichen
die ET-induzierte AgNP-Synthese von Ag*-Peptiden durch
Gruppierung der Silberionen in AgCl-Mikrokristalle.””! Au-
Berdem konnen kleine Mengen AgNPs, hergestellt durch
Reduktionsmittel,® auch der Startpunkt fiir die mikrobio-
logische Bildung von AgNPs in ET-Prozessen sein.
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