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Abstract

Beutel, Sascha

Der fortschreitende Verfall kulturell und historisch bedeutsamer Wandmalereien fuhrt zu
immer neuen Versuchen der Restaurierung und Konservierung dieser Objekte. Vielfach
mussen auch Schéden, die durch falsche restauratorische Mafinahmen entstanden sind,
behoben werden. So beschreibt die vorliegende Arbeit eine neue, schonende Methode zur
kontrollierten Abnahme schadigender Caseindberzige, die im Rahmen einer
Konservierungsmallnahme Mitte letzten Jahrhunderts auf die Wandmalereien
aufgetragen wurden. Aufgrund ihrer klimaabhangigen, reversiblen Quellung und
Trocknung setzen diese Caseinschichten die Wandmalereioberflaiche unter starke
Spannung, was letztlich zu ihrem Abplatzen fuhrt, wobei die pigmenttragende Schicht
der Wandmalerei mitgerissen wird. In der entwickelten Applikation kommen fir den
Restaurator gesundheitlich unbedenkliche Enzyme zur Anwendung, die in immobili-
sierter Form dber ein Membrankissen mit der Wandmalereioberflaiche in Kontakt
gebracht werden, wo sie die Hydrolyse der Caseine katalysieren. Die Abbauprodukte der
Caseinzersetzung werden dann mit einem Puffertragerstrom von der Oberflache
weggefuhrt, damit sie den vielfach die Oberflachen besiedelnden Mikroorganismen nicht
als Nahrungsgrundlage dienen konnen. Eine geeignete nicht invasive Oberflachen-
analytik, die 2D-Fluoreszenzspektroskopie, wurde zur Kontrolle des Abbaus eingesetzt.
So wurde die Oberflachenbeladung anhand der caseingebundenen, fluorophoren Trypto-
phanreste quantifiziert. Die mechanistische Beschreibung der Abbaureaktion mit der
optimierten Anwendung gelingt mit Hilfe verschiedener RP-HPLC-Analysenmethoden,
die durch Isolierung ausgewdhlter Abbaufragmente auch eine Charakterisierung mit
Maldi-MS ermdglichen. Weiterhin werden Untersuchungen zu den Schichtdicken der
Uberziige, zu Beeinflussungen der Oberflachenpigmentierungen, sowie zur Anwendung
unter komplexen Bedingungen, wie bei Salzausblihungen oder mikrobieller Besiedelung

vorgestellt, bevor die Methode letztlich an ausgesuchten Wandmalereien getestet wird.

Schlagworte:
Enzymatischer Caseinabbau,
Wandmalereirestaurierung,

2D-Fluoreszenzspektroskopie auf Oberflachen



Abstract

Beutel, Sascha

The continuous damage of important cultural and historical wallpaintings led to more
and more attempts in the restoration and the conservation of these objects. Often
damages caused by earlier restoration attempts must be repaired. This PhD-thesis shows
a novel, gentle method for a controlled enzymatic removal of damaging casein layers on
the wallpaintings™ surface. The casein layers were painted on the wallpaintings in the
fifties of the last century as a protective layer and cause now great damages because of
their climate dependent swelling and shrinkling. This effects cause at last a flaking off
together with the pigment layers. The method developed uses enzymes with no adverse
health effects for the operator; the enzymes are immobilized on a membrane and fixed on
a membrane cushion contacting the wallpaintings™ surface. The catalytical hydrolysis of
the casein molecules is carried out in an aqueous carbonate buffer medium, which is
pumped through the cushion and is moistening the surface. The buffer stream removes
the fragments of the degradation process so they can not act as a nutritiant for micro-
organisms growing on the wallpaintings. As a suitable, non invasive analytical device the
2D-fluorescence spectroscopy was used, monitoring the casein amount on the surface by
the quantitative internal fluorescence of tryptophan residues bound in the casein. Further
mechanistic analysis of the catalytical digestion of casein was carried out with different
RP-HPLC methods, which also enabled the isolation of several digestion fragments for a
detailed characterisation with Maldi-MS. Investigations concerning the thickness of the
casein layers or the influence of the enzymatic method on typical pigments for
wallpaintings were made and the method was tested under complex surface conditions
like salt cristallisation or high microbial population. This newly developed method was
tested for controlled enzymatic removal of damaging casein layers on several historical

wallpaintings carefully chosen by the Lower Saxony curators of monuments.

Keywords:
enzymatic removal of casein layers,
restoration of wallpaintings,

2D-fluorescencespectroscopy on surfaces
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Johann Wolfgang von Goethe (1749 — 1832)
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1. Einleitung

Die moderne Biotechnologie hélt schon heute Einzug in immer mehr Lebensbereiche.
Dass sie sogar einen Beitrag zum Erhalt historischer Wandmalereien zu leisten vermag,
soll in der vorliegenden Arbeit aufgezeigt werden, deren Thema die Entwicklung einer
enzymatischen Methode zur kontrollierten Abnahme schadigender Caseiniiberziige auf
Wandmalereien ist.

Freilegung und Restaurierung historischer Wandmalereien haben seit der Mitte des
19. Jahrhundert zur Rickgewinnung vieler bedeutender Kulturdenkmale gefuhrt. Seit
dieser Zeit wurden viele Methoden entwickelt, restaurierte Wandmalereien dauerhaft zu
erhalten, um diese fir die Kunst- und Kulturgeschichte wichtige Denkmalgattung als
historisches und edukatives Kulturgut fir spatere Generationen zu konservieren. Doch
konnte trotz einer enormen Bandbreite eingesetzter Substanzen, wie Kunststoffen,
Wachsen oder organischen Uberziigen, bis heute kein idealer und dauerhafter Schutz fir
diese Kulturgiter gefunden werden. Neue Konservierungsmethoden wurden dariber
hinaus oft Ubereilt und ohne fundiertes Wissen Uber die Langzeitwirkungen an den
Wandmalereien eingesetzt, so dass sich heute vielfach eine Verschlechterung der
Wandmalereisituation durch diese Konservierungsmalinahmen zeigt [1, 2]. Es treten
starke Schadigungen durch Verfarbungen, mikrobielle Besiedelung oder Abplatzen der
Malschichten auf, die die Sanierung der Wandmalereien erschweren. So mussen
objektspezifische Sanierungsstrategien erarbeitet werden, die die durch friihere Konser-
vierungsmafnahmen hervorgerufenen Veranderungen der Wandmalerei bertcksichtigen.
Besondere Probleme bereiten den Restauratoren heute Caseinschichten, die zur
Fixierung der Wandmalereien aufgetragen wurden [3].

Diese Caseinbeschichtungen wurden in der Mitte des letzten Jahrhunderts in ganz
Europa auf Wandmalereien aufgebracht, als Casein als probates Mittel zum Schutz der
Wandmalereien galt, da es ein verbreitetes Pigmentbindemittel ist. Heute verursachen
gerade diese Caseinschutziiberzliige starke Schaden an der Malsubstanz, da sie die
Malschicht vergilben lassen und die Oberflachen der Wandmalerei unter Spannung
setzen und aufplatzen lassen, um dann in Schollen mit der Malschicht abzurollen.
Daruber hinaus bietet das Protein Casein Bakterien und Pilzen eine optimale
Nahrungsgrundlage. So siedeln die Mikroorganismen in dichten Biofilmen, die dann als
Schleier tber der Wandmalerei liegen [4].

Diese durch falsche restauratorische MafRnahmen verursachten Schaden sind immens

und beschleunigen den nattrlichen Verfall der Wandmalereien um ein Vielfaches. Daher
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ist verstandlich, dass schon viele Versuche zur Abnahme dieser Uberziige durchgefiihrt
wurden. Es zeigte sich aber, dass die meisten der Substanzen, mit denen eine Entfernung
der Caseinlberzige erreicht werden kann, toxisch sind. Sie durfen daher nur unter
Einhaltung der Richtlinien fur Laboratorien (GUV 16.17) und unter Verwendung
geeigneter Schutzkleidung eingesetzt werden - Bedingungen, die an den Wandmalereien
nicht einzuhalten sind. Tabelle 1 zeigt die maximalen Arbeitsplatzkonzentrationen
(MAK-Werte) fur verschiedene, zur Abnahme von Caseinlberziigen geeignete

Chemikalien.

Tab.1: MAK-Werte von Chemikalien zur Abnahme von Caseinliberziigen auf Wandmalereien [5]

Substanz MAK-Wert [ppm]

Ameisensaure 5

Ethanol abs. (96 %) 1000
DMF - Dimethylformamid 10
Morpholin 20

Dichlormethan 100

Trichlorethan 350
Ammoniak 35

Um eine gesundheitliche Geféahrdung der Restauratoren zu vermeiden, sollten diese
Substanzen daher nicht zur Abnahme der Caseinschichten eingesetzt werden. Weitere
fur einen Einsatz getestete Substanzen, wie alkalische Gemische, sind zwar
gesundheitlich unbedenklich, zeigen aber oft unerwtinschte Effekte auf den Salzhaushalt
der Wandmalerei, so dass auch sie nicht zu empfehlen sind [6]. Eine bessere Alternative
bietet der Einsatz von Enzymen, da sie nicht toxisch sind und insbesondere bei Fixierung
an einem geeigneten Trager unbedenklich und kontrollierbar einzusetzen sind.

Der Einsatz von Enzymen wurde schon mehrfach erprobt [7-9], jedoch wurden stets
native Enzymldsungen eingesetzt, die nach der Anwendung auf der Oberflache verblie-
ben, wodurch wiederum ein unberechenbarer Risikofaktor an der Wandmalerei einge-
bracht wurde. Denn Enzyme sind wie das Casein Proteine und kdénnen somit auch als
Nahrsubstrate fur Mikroorganismen dienen. Auch wurden keine Untersuchungen hin-
sichtlich der Anwendungsparameter Enzymart, Konzentration, Methodik, Abbauverhal-
ten, Abbaumechanismus oder Restbelastung durchgefiihrt. Das von der Deutsche

Bundesstiftung Umwelt (DBU) geforderte Projekt, in dessen Rahmen die vorliegende
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Arbeit angefertigt wurde, setzt genau an diesem Punkt an und stellt daher den ersten
Versuch dar, den Einsatz von Enzymen zur Entfernung von schadigenden
Caseintberziigen auf Wandmalereien naturwissenschaftlich zu untersuchen, zu bewerten
und zu optimieren. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen soll eine Methode entwickelt
werden, die eine kontrollierte, effektive und schonende Abnahme dieser Uberziige
gewahrleistet. Dies kann einerseits durch eine Immobilisierung der Enzymkomponenten
erreicht werden, die auf diese Weise leicht wieder von den Oberflachen der
Wandmalereien zu entfernen sind und auch den Restaurator nicht gesundheitlich
geféahrden. Andererseits kann eine geeignete Analytik zur Dokumentation des Abbaus
die Reaktionsablaufe anschaulich machen, so dass unerlassliche Erkenntnisse z.B. Uber
die notige Anwendungsdauer und den Mechanismus der Reaktion erhalten werden. Da
fur eine gezielte Forschungsarbeit auf diesem Gebiet das Fachwissen verschiedener Fach-
richtungen benétigt wird, wurde das Projekt in enger Zusammenarbeit von Denkmal-
pflegern, Geomikrobiologen und Technischen Chemikern durchgefiihrt. Nur diese inter-
disziplinare Kooperation gewdhrleistet die Berlcksichtigung aller relevanten Aspekte und
ermoglicht eine umfassende Dokumentation der Problematik. Als Industriepartner enga-
gierten sich die Firmen Novo Nordisk, Danemark, Sartorius AG, Goéttingen, und Eppen-
dorf, Nethler & Hinz, Hamburg in diesem Projekt und stellten Material in grolem
Umfang zur Verflgung.

Entsprechend dem notwendigen systematischen Vorgehen beim Aufbau einer
enzymatischen Anwendung zur kontrollierten Abnahme der schadigenden Casein-
Uberzige auf Wandmalereien ist die Arbeit wie folgt in verschiedene Bereiche gegliedert:

* Allgemeine Informationen zu Casein und dessen Anwendung in der
Wandmalerei, sowie zu Wandmaltechniken und den fir Anwendungsversuche
ausgewahlten Wandmalereiobjekten,

* Entwicklung der enzymatischen Abnahmemethode: Enzymauswahl — Immo-
bilisierung — Instrumentenentwicklung,

» Etablierung verschiedener Abbauanalytiken zur qualitativen und quantitativen
Dokumentation der Abbaureaktionen, sowie Optimierung der Oberflachen-
anwendung der enzymatischen Abnahmemethode anhand der ermittelten Daten,

o Test der etablierten Anwendung unter komplexen und realen Bedingungen, wie
auf Salzausblihungen, auf mikrobieller Besiedelung und an den Wandmalerei-
objekten,

» Zusammenfassung der Ergebnisse, Ausblick und Empfehlung.
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2. Casein

2.1 Allgemeines

Casein ist ein Phosphoproteingemisch mit einer durchschnittlichen molaren Masse von
M = 24492,44 Da und stellt den wichtigsten EiweiRbestandteil der Milch dar (76 — 86 %
(v/v)). Durch Anséauern der Milch auf pH 4,6 bei T = 20° C werden die Caseine aus der
Milch ausgeféllt, in der Uber 96 % des Caseins in kolloidaler Form suspendiert sind. So
wird Casein als ein weil3-gelblicher hygroskopischer Feststoff erhalten, der im Alka-
lischen I6slich ist [10].

Die kolloidale Form des Caseins in der Milch besteht aus selbstassoziierten Micellen, in
der die polaren Domanen dem wassrigen Medium zugewandt sind, wahrend die
hydrophoben Bereiche im Inneren liegen. Diese Micellen haben einen durchschnittlichen
Radius von r = 70 nm und bestimmen mafgeblich die optischen Eigenschaften der
Milch; so verursachen sie deren weil3e Farbe. Die treibende Kraft der Selbstassoziation
liegt in den besonderen Strukturmerkmalen des Caseins begrindet. Es verflgt tber
ausgedehnte hydrophobe Bereiche, da die polaren Aminosauren, wie das phosphat-
bindende Serin in eng begrenzten Domanen lokalisiert sind (Aminosaurensequenzen der
Caseine s. Anhang 16.2). Der hohe Prolingehalt im Casein verhindert dartber hinaus den
Aufbau einer komplexen raumlichen Struktur, wie auch das Fehlen von Thiolgruppen
und Disulfidbruicken, den typischen Strukturelementen globulérer Proteine. Aufgrund der
starken Polaritatsunterschiede zwischen verschiedenen Domaéanen haben Caseine ein
groRes Bestreben ihre hydrophoben Bereiche gegen das wassrige Medium abzuschirmen.
Initiiert wird die Micellenbildung durch Ca**-Kationen, die die Phosphoserinreste der
Caseine verbricken und so die Selbstassoziation auslésen. Neben Calcium und Phosphat
werden auch Begleitionen wie Magnesium und Citrat gefunden, die aber nicht an der
Micellenbildung beteiligt sind [11, 12].

Die Caseine liegen in vier Hauptstrukturvarianten vor, as;-, Osy-, B- und K-Casein, die in
unterschiedlichen Anteilen in der Milch enthalten sind. Die Gehalte variieren nicht nur
in Abhangigkeit von der Art des Milchlieferanten (Mensch, Kuh, Ziege, etc.), sondern
auch in Abhéngigkeit der Herkunft und des Oortlichen Nahrungsmittelangebotes.
Tabelle 2 zeigt die wesentlichen Merkmale der vier Hauptcaseinvarianten. Es existiert
noch eine Vielzahl von Unterfraktionen und genetischen Varianten, die z.B. aufgrund des
Phosphorylierungsgrades unterschieden werden, die aber wegen ihres geringen Gehaltes

nicht bertcksichtigt werden. as,-Casein ist mit einem hohen Phosphatanteil von bis zu
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13 seryl- und threonylgebundenen Phosphatgruppen das hydrophilste Casein, wéahrend
B-Casein das hydrophobste Casein darstellt, mit nur einem kleinen N-terminalen

Sequenzbereiches, in dem alle 5 Phosphoseringruppen gebunden sind.

Tab.2: Charakteristische Daten der verschiedenen Caseine [13]

Casein Os1 Os; B K
Anzahl Amino-
214 222 224 190
sduren (AS)
Molare Masse
24529 26019 25107 21269
M [Da]
Anteil in bovi-
. 43 - 45 10-12 28 - 37 10-15
nem Casein [%]
Isoelektrischer
41 41 45 3,7
Punkt pl

Auffallig ist auch der hohe Anteil von 35 Prolinresten im (-Casein, die aufgrund ihrer
Ringstruktur die Proteinfaltung erheblich behindern. k-Casein ist zwar die kleinste
Caseinvariante, nimmt aber eine Schlisselposition ein, da es aufgrund seiner hydrophilen
Kohlenhydratreste Caseinmicellen gegen Ausfallung stabilisieren kann und auch durch
seine Fahigkeit zur Ausbildung intermolekularer Disulfidbriicken die Selbstassoziation

der Caseine fordert.
2.2 Verwendung von Casein [14]

Casein ist seit dem Altertum bekannt und geschétzt, da seine Vielseitigkeit verschiedenste
Einsatzmdoglichkeiten erdffnet. So ist reines Casein nicht nur in der Nahrungs-
mittelindustrie als Calcium-, Phosphor- und Eiwei3lieferant vor allem in Sauglings-,
Sportler- und Diadtnahrung verbreitet, sondern auch in der Medizin, wo es z.B. als
Nahrpraparat fur Diabetiker eingesetzt wird. Weitere Verbreitung findet Casein auch in
der Holz- und Papierindustrie, wo es z.B. als Klebemittel eingesetzt wird, und in der
Kunststoffindustrie, in der formaldehyd-gehartetes Casein als Kunststoff Verwendung
findet. Auch die Malerei kennt seit altersher Casein als Bindemittel fur Pigmente und

Grundierungen.
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2.3 Casein in Wandmalerei und Restaurierung

Die Verwendung von Casein in der Wandmalerei, vor allem als Pigmentbindemittel und
Zuschlag von Grundierungen, lasst sich bis zu Jahrtausende alten hebrdischen Schriften
zurlck verfolgen, in denen die Bauern aufgefordert werden, ,,(...) den Quarg fur den
Herbstbesuch des Malers aufzuheben (...)*“[15]. Heute ist Casein als nattrlicher Leim und
Aquarellbinder gebrauchlich und wird wegen seiner hervorragenden Haftkraft geschatzt.
Die langen Traditionen zur Verwendung von Casein in der Wandmalerei machen
nachvollziehbar, dass Casein den Restauratoren Mitte des letzten Jahrhunderts als
Konservierungsmittel der Wahl erschien [16]. So fanden im europdischen Raum vor
allem mit Ammonium- und Calciumcarbonat aufgeschlossene Caseine Verwendung und
wurden als transparente Schutzbeschichtung auf die Wandmalereien aufgetragen.
Positiver Nebeneffekt dieser Caseinschichten war ein Glanzeffekt, der den alten
Malereien vielerorts eine neue Leuchtkraft verlieh. Da Casein hygroskopisch ist, neigt es
jedoch klimabedingt zur reversiblen Aufnahme von Wasser, wodurch es in seiner
Struktur immer wieder aufquillt und eintrocknet. Dieses dynamische Verhalten bt einen
starken Druck aus, der die sich spannende Caseinschicht zum Aufplatzen bringt, wobei
die unterliegende, pigmenttragende Malschicht mitgerissen wird. Da Casein dariber
hinaus als Nahrsubstrat fir Mikroorganismen dienen kann, sind die durch die
Caseinschichten verursachten Schadensbilder immens. Trotzdem wird Casein auch heute
noch von einigen Restauratoren eingesetzt, die die positiven Auswirkungen héher

bewerten, als die durch das Casein verursachten Schaden.
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3. Wandmalereien [17]

Wandmalereien gehodren zu den Aaltesten bildlichen Darstellungen. In jeder Epoche
wurden Wandflachen bemalt, wobei der grof3e Vorteil der Wandmalerei die sehr lange
Haltbarkeit der Malereien ist. Die altesten bekannten Wandmalereien sind die Hohlen-

malereien der Steinzeit, die schon Tausende von Jahren Uberdauert haben.
3.1 Maltechniken auf der Wand

Es gibt verschiedenste Techniken, um Wandmalereien herzustellen, z.B. Fresko-, Kalk-
oder Seccomalerei und viele mehr:

 FUr ein Fresco buono werden die Pigmente in Wasser gelost, mit geringen
proteinhaltigen Zusatzen, und dann auf dem frischen, allerdings bereits
druckfesten Kalkputz vermalt. Die Pigmente werden beim Abbindeprozel3 des
Putzes, bei dem Wasser entweicht und Kohlensaure aus der Luft aufgenommen
wird, durch das entstehende Calciumcarbonat gebunden.

* Bei der Herstellung einer Kalkmalerei wird der gleiche Abbindeprozeld wie bei
einem Fresco buono genutzt. Allerdings werden die in Wasser oder Kalksinter-
wasser angesetzten Pigmente direkt auf der frisch aufgebrachten Kalkschicht
vermalt.

» Unter Seccomalerei sind alle anderen Maltechniken zu verstehen, bei denen die
Pigmente mit organischen Bindemitteln wie Leim, Casein, Ol, Harz usw. ge-

bunden werden.

Die Bestandigkeit der Wandmalereien beruht also vor allem auf der Tatsache, dass die
Pigmente vor oder wahrend dem Abbindeprozeld des Kalkputzes aufgemalt werden und

so in der Putzschicht mitgebunden werden.
3.2 Objekte

Die zu entwickelnde Applikation zum enzymatischen Caseinabbau auf Wandmalerei-
oberflachen muss letztlich auch unter realen Bedingungen getestet werden. Daher
wurden zwei Wandmalereiobjekte zur Untersuchung ausgewahlt. Die Auswahlkriterien
waren hierbei:

1. die nachgewiesene Beschichtung der Wandmalerei mit Casein,

2. das allgemeine Schadensbild der Wandmalerei und

3. die geographische Lage des Wandmalereiobjektes (Niedersachsen).
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Anhand dieser Vorgaben wurden vom Niedersachsischen Landesamt fur Denkmalpflege
(NLD) die Wandmalereien im Kapitelsaal des ehemaligen Remters der Kirche St.
Alexander in Wildeshausen und die Ausmalungen der Allerheiligenkapelle im Kloster
Wienhausen als Testobjekte ausgewahlt. Bei beiden Wandmalereien handelt es sich um

freskal gebundene Kalkmalereien mit Seccopartien.
3.2.1 Objektbeschreibung Wildeshausen [18, 19]

Die erste ausgewéahlte Malerei hat sich im Kapitelsaal der Stiftskirche St. Alexander in
Wildeshausen erhalten, einem mit Bandrippen gewoélbten Raum aus dem
13. Jahrhundert. Die Kalkmalereien zeigen in einer jingeren Ausmalung einen Zyklus

von gerahmten Bildern (ber das Leben Jesu Christi, der vermutlich von einer

westfalischen Werkstatt zu Beginn des 15. Jahrhunderts geschaffen wurde.

Abb. 1: Frontalansicht der Westwand, Kapitelsaal St. Alexander Wildeshausen (Fotos T. Trapp), groRRe
Aufnahme: Tageslicht, kleine Aufnahme: UV-Bestrahlung

In einer alteren Schicht sind Reste einer Ausmalung der Legende der "Falkenjagd - Die
Begegnung der Lebenden und der Toten™ aus der Zeit um 1300 erhalten. Abbildung 1
zeigt einen Blick auf die Westwand, wo der grol¥flachige Bilderzyklus sehr gut erhalten
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ist und auch die freigelegten Teile der alteren Ausmalung zu sehen sind. Direkt Uber der
Tur im Bild sind die drei Edelleute zu Pferde auf der Falkenjagd zu erkennen. Die
Wandmalereien wurden 1892 teilweise aufgedeckt, nach 1953 vollstandig freigelegt und
aufwendig restauriert. Zur Putzfestigung und Oberflachenfixierung wurde Kalkcasein
verwendet. Die kleine Aufnahme in Abbildung 1 zeigt denselben Wandmalereiausschnitt
wie die groRe Aufnahme unter UV-Bestrahlung. Unter diesen Bedingungen leuchtet die
Caseinbeschichtung aufgrund seiner UV-Aktivitat und so lasst sich die intensive und

grofi¥flachige Caseinbeschichtung an der Wandmalerei qualitativ visualisieren.
3.2.1.1 Schadensbild

Die heute als Folge dieser Konservierungsmalinahme zu beobachtenden Schadensbilder
am Wandmalereiobjekt sind:

1. Vergilbung der Malschicht(s. Abb. 2 A),

2. Weilschleier durch mikrobiellen Bewuchs (s. Abb. 2 B),

3. abrollende und abreil3ende Casein- und Farbschichten (s. Abb. 2 A + B).

Abb. 2: A: Nahaufnahme einer Kalkwei3schicht mit Vergilbung und aufstehenden Farbschichten (Foto T.

Trapp)
B: Nahaufnahme einer Eisenoxidrot-Bordiire mit mikrobiellem WeiRschleier und aufstehenden

Farbschichten (Foto T. Trapp)

Die durch die Caseinbeschichtung verursachten Schaden sind vielfaltig und bedrohen die
originale Malereisubstanz stark. Die Schaden konnen differenziert werden in direkte
Schéaden, die wie das Abreien der Malschichten direkt von der Caseinschicht ausgeldst
werden und indirekte Schaden, wie die Férderung des mikrobiellen Bewuchses durch die
Caseinschicht. Neben diesen Schaden existieren noch weitere Wandmalereischéden, die

nicht in Zusammenhang mit der Caseinbeschichtung stehen, wie z.B. die Ausbliihung
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anorganischer Salze auf den Oberflachen, die aber Einfluss auf eine enzymatische

Abnahme der Caseinschichten nehmen kdénnen.
3.2.2 Objektbeschreibung Wienhausen [20, 21]

Die zweite Malerei befindet sich in der Allerheiligenkapelle im Kloster Wienhausen bei
Celle. Um 1300 als Kalkmalerei ausgefihrt, wurde sie im 15. Jahrhundert neu ausgemalt.
Um diese Neugestaltung ausfiihren zu kdénnen und optische Beeintrachtigungen durch

die darunterliegende Malerei auszuschlieBen, wurde die &ltere Schicht mit einer

leimgebundenen Kreide vollstandig abgedeckt.

Abb. 3: Ansicht des nérdlichen Deckengewdlbes, Allerheiligenkapelle, Kloster Wienhausen (Foto T.
Trapp)

Die jungere Malerei enthielt das gleiche Bindemittel wie diese Kreideschicht.
Abbildung 3 zeigt die Aufsicht auf das nérdliche Deckengewdlbe, auf dem die
Ausmalungen besonders gut erhalten sind. Auffallig ist die haufige Verwendung eines
grunlichen Pigmentes, bei dem es sich vermutlich um Paratacamit, beziehungsweise um
Zersetzungsprodukte dieses Pigmentes handelt [17]. Aufgrund dieses Befundes wurde das

Pigment Paratacamit (s. Tab. 5, Kap. 7) fur die Abbauuntersuchungen auf pigmentierten
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Oberflachen ausgewahlt, da es als instabiles Pigment eine Anwendung unter erschwerten
Bedingungen ermdglicht. Unmittelbar nach einer ersten Restaurierung der Ausmalungen
in der Allerheiligenkapelle 1952, bei der eine Fixierung mit einem unbekannten
wachshaltigen Konservierungsmittel durchgefiihrt worden war, traten erneute Schaden
auf. Daher wurden die Wandmalereien mit Kalkcasein nachgefestigt. Als Folge dieser
letzten KonservierungsmaBnahme zeigt sich heute eine starke Schadigung der
Malsubstanz an dieser Wandmalerei.

3.2.2.1 Schadensbild

Das Schadensbild ist ahnlich vielfaltig, wie am Objekt Wienhausen. Neben grof3flachigen
Grauschleiern durch aufliegende Biofilme, sind starke Schéden durch abrollende
Farbschichten zu sehen (s. Abb. 4).

Abb. 4: Nahaufnahme der Wandmalereioberflache mit aufstehenden Malschichten und Grauschleiern

durch mikrobielle Besiedelung (Foto T. Trapp)

Weiterhin zeigen sich Blauverfarbungen des Griunpigmentes und weil3e Gipsschleier
durch Salzausbltiihungen. Die Schadigungen sind soweit fortgeschritten, dass sich an den
starker geschadigten Wanden der Allerheiligenkapelle kaum noch Details der Ausmalung

erkennen lassen.
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4.  Enzyme

Enzyme sind die katalytisch aktiven Biomolekiile, die die vielfaltigen Reaktionsablaufe in
Organismen unter milden physiologischen Bedingungen ermdglichen. Sie sind in der
Regel Proteine mit Molekulargewichten von M = 10 - 100 KDa, Ausnahmen bilden
wenige katalytisch aktive mRNA-Einheiten. Die Enzyme tragen ein aktives Zentrum und
katalysieren an diesem je nach Art spezifische Reaktionsablaufe, z.B. Oxidationen und
Reduktionen (Oxidasen, Reduktasen), Substitutionen (Transferasen), Additionen und
Eliminierungen (Lyasen), Isomerisierungen (Isomerasen), Synthesen (Synthasen) oder

Hydrolysen (Hydrolasen) [22].
4.1 Screening ausgewahlter Proteasen

Die Zersetzung eines Proteins, wie Casein, erfordert die hydrolytische Spaltung der die
Aminosauren verknipfenden Peptidbindung, also den Einsatz von Hydrolasen, genauer
Peptidhydrolasen. Peptidhydrolasen oder Proteasen konnen aufgrund verschiedener
Aspekte ihrer Wirkmechanismen kategorisiert werden [23]:
1. Unterscheidung des Angriffsortes: Exo- / Endoproteasen
Exoproteasen greifen Substratmolekile immer terminal an, wobei eine weitere
Differenzierung in bezug auf einen Angriff vom C- bzw. N- terminalen Ende her
erfolgen kann.
Endoproteasen greifen Substratmolekiile an internen Peptidbindungen an und
erzeugen so spezifische Peptidverteilungen im Produktgemisch (Fingerprints).
Endoproteasen eignen sich fur eine Totalhydrolyse wie den Caseinabbau besser,
da sie weniger selektiv und somit schneller als Exoproteasen reagieren.
2. Unterscheidung des  Spaltmechanismus:  Serin-,  Cystein-,  Asparat-,
Metalloproteasen
Die Differenz im Spaltmechanismus wird durch die Anordnung der Aminosauren
am aktiven Zentrum bedingt. Namensgebend ist der Aminosaurerest, der die
Schlusselposition im Katalysemechanismus einnimmt.
3. Unterscheidung aufgrund der Herkunft: Sduger-, Bakterienproteasen
Die Klassen der Serin- und Metalloproteasen werden in je zwei Herkunftsfamilien
unterschieden, deren aktive Zentren sich zwar gleichen, deren dreidimensionale
Struktur aber differiert.
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Vorversuche ergaben, dass bei den Untersuchungen der Abbaureaktion von Casein eine
Beschrankung auf die Klasse der Serinproteasen erfolgen kann, da nur diese signifikante
Abbauresultate erzielen. Serinproteasen sind ausnahmslos Endoproteasen. Ihre Aktivitét
beruht auf einer katalytischen Triade im Reaktionszentrum, bestehend aus Asp, Ser und
His (Abkurzungsschlissel Aminosauren s. Anhang 16.12.5). Die aus S&ugetieren
isolierten Serinproteasen (z.B. Elastase, Trypsin) tragen das aktive Zentrum in Position
Asp'®, Ser'®® und His®. In aus Bakterien isolierten Serinproteasen (z.B. Subtilisin,
Esperase) ist das aktive Zentrum hingegen in Position Asp*, Ser®* und His* lokalisiert.
Der Mechanismus der katalytischen Hydrolyse der Peptidbindung erfolgt wie in
Abbildung 5 dargestellt in 4 Schritten.
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Abb. 5: Reaktionsmechanismus der Serinproteasen, die katalytische Triade [24]

Die Selektivitat des aktiven Zentrums wird malf3geblich durch die rAumliche Struktur der
direkten molekularen Umgebung bestimmt. So zeigen die aus Bakterien isolierten
Serinproteasen nur eine geringe Selektivitat zu Gunsten hydrophober Aminosauren; sie
neigen zur unspezifischen Totalhydrolyse des Proteinsubstrates. Sie finden daher vor

allem in der Reinigungsmittelindustrie als proteinabbauende Zusétze eine breitere
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Verwendung. Die Serinproteasen, die aus Saugetieren isoliert wurden, hingegen verfligen

Uber sehr ausgepragte Selektivitaten, wie in Tabelle 3 dargestelit.

Tab. 3: Verwendete Enzyme und Zubereitungen [25-34]

Enzym / E.C.- | spez. Aktivitat ag L
. Bemerkung Selektivitéat
Zubereitung Nummer | (Herstellerangaben)
Alkalase® ) o
al technische Reinheit |3.4.21.62| 2,4*10° AU/mg*"
Alkalase® ]
flussig 3.4.21.62| 2,5*10° AU/mg | hydrophobe AS
2,5DXL
Alkalase® )
granuliert 3.4.21.62| 2,0x10% AU/mg
2,5DXL
a-Chymo- ) Tyr, Trp, Phe,
_ bovin 3.4.21.1 350 U/mg
trypsin Leu
. Ala, Val, lle,
Elastase porkin 3.4.21.36 30,0 U/mg
Leu, Gly
] 8,010
Esperase® fllssig 3.4.21.62
KNPU/mg*? -
Esperase® granuliert 3.4.21.62 (4,0*10° KNPU/mg
Savinase® fllssig 3.4.21.62(1,6*10% KNPU/mg
i i hydrophobe AS
Savinase® granuliert 3.4.21.62|1,2*10* KNPU/mg
Subtilisin A | technische Reinheit |3.4.21.14| 6,010" AU/mg | hydrophobe AS
Trypsin bovin 3.4.21.4 40 U/mg*® Arg, Lys
Proteasengemisch in
Enzym- ]
. Gelatine, Vernetzung - 1,4*10% AU/mg -
reiniger N .
durch Triton 100
Flavour- | Gemisch aus Exo- und 1,16*10°
zyme™ Endopeptidasen LAPU/mg**
Gemisch aus Trypsin,
Protease K a-Chymotrypsin, - 4,010* AU/mg -

Peptidasen, Amylasen

mit: *!AU/g = Anson Units; **KNPU/g = Kilo Novo Protease Units; ** U/mg = Units;
**LAPU/g = Leucin Aminopeptidase Units s. Anhang 16.5.
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Aufgrund ihrer ausgepragten Selektivitaten werden diese Sdugerproteasen zu vielfaltigen
Zwecken in Forschung und Industrie eingesetzt, wie z.B. a-Chymotrypsin zur gezielten
Peptidsynthese und Trypsin zum Peptidmapping [23].

Neben reinen, nativen Enzymen wurden auch verschiedene Enzymmischungen und
Zubereitungen fUr einen Einsatz getestet. Diese sind kommerziell erhéltliche
Zubereitungen, die vom Hersteller fur eine besondere Eignung in der Malerei
(Enzymreiniger N) oder fur Anwendungen unter milden Bedingungen (Flavourzyme™)

ausgewiesen sind.
4.1.1 Bradford-Proteinassay

Um effektiv das fur die Hydrolyse des Caseins geeigneteste Enzymsystem zu ermitteln,
muss bei einem Screening Casein direkt als Substrat eingesetzt werden. Daher bieten sich
zur Analyse des Caseinabbaus photometrische Assays mit Farbkomplexierung der
Proteine (z.B. BCA-Proteinassay) oder spezifischer Gruppen (z.B. Ninhydrin-Test) an,
die schnell und direkt Auskunft Uber Substratrestkonzentrationen und Abbaugeschwin-
digkeiten liefern. Aufgrund seiner einfachen Handhabbarkeit, guter Reproduzierbarkeit
der Daten und der geringen Fehler wurde der Bradford-Proteinassay zur Dokumentation
des Enzymscreenings ausgewahlt [35, 36] (s. Anhang 16.4).

Das Farbereagenz enthalt die Substanz Coomassie Brilliant Blue, die Proteine quantitativ
bindet und bei der Kopplung eine Verschiebung seines Absorptionsmaximums von

A =465 nm nach A =595 nm erféhrt. Die Uber das Lambert-Beer sche Gesetz

E = e*c*d,

mit E: Extinktion, : Extinktionskoeffizient, c¢: Konzentration, d: Schichtdicke

der Restproteinkonzentration direkt proportionale Extinktion erlaubt bei zeitabhangiger
Probenahme die Beschreibung der enzymatischen Abbauverlaufe der Caseinzersetzung.
Als Substrat wurde eine 2 g/L Caseinlosung, pH 8,3 gemall Anhang 16.3 eingesetzt.
Abbildung 6 A + B zeigen einen Vergleich der Abbauverlaufe der getesteten Serin-
proteasen, wobei in Abb. 6 A die effizienteren und in Abb. 6 B die schwécheren

Serinproteasen zusammengestellt sind.
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Abb. 6: Vergleich der Abbauverlaufe flr verschiedene Serinproteasen (Reaktionsbedingungen: Abbauzeit
taobau= 10 min, T = 25° C, 10 mL Substrat Ccasein= 2,0 9/L, Cenzym= 0,1 % (v/V), 750 rpm) [37, 38]
A Serinproteasen mit hohen Abbauleistungen

B: Serinproteasen mit geringen Abbauleistungen

Alle Saugerproteasen zeigen aufgrund ihrer hohen Selektivitdt nur geringe
Abbaugeschwindigkeiten von bis zu Vmw= 3,5%102 g/L*min + 6,47 % (s. Abb. 6 B),
wobei lineare Abbauverlaufe vorliegen. Auch die Serinproteasen mit mittleren
Abbaugeschwindigkeiten von bis zu vyu= 0,13 g/L*min £ 9,13% zeigen lineare
Abbauverlaufe, wahrend die Serinproteasen mit hohen Abbaugeschwindigkeiten von bis
ZU Vma= 0,18 g/L*min £ 7,82 % fir Alkalase® 2,5 DX L, flussig (s. Abb. 6 A)
exponentielle Abbauverlaufe aufweisen. Dieser exponentielle Abfall der Abbau-
geschwindigkeit beruht auf einer ausgepragten Produktinhibierung, die diese
Serinproteasen wahrend der Reaktion erfahren. Denn sie setzen aufgrund ihrer geringen
Selektivitat auch die priméren Produkte der Abbaureaktion, die Peptidfragmente um. Da
deren Konzentration wahrend der Reaktion exponentiell zunimmt, Uben sie einen
zunehmenden Einfluss auf die Abbauleistung der Proteasen bezliglich dem Substrat
Casein aus und bewirken so die Abweichung vom linearen Verhalten.

Die Produktinhibierung der Serinproteasen mit den héchsten Abbaugeschwindigkeiten,
insbesondere Alkalase® 2,5 DX L, flussig, stellt kein Hindernis fur einen Einsatzes an
den Wandmalereiobjekten dar, da die Abbauprodukte der Caseinzersetzung im
Tragerstrom kontinuierlich von der Oberflache weggefuhrt werden und so nicht als
Inhibitoren dienen koénnen. Auch die Ermittlung kinetischer Daten ist bei Auswertung
der Abbauverlaufe Gber die Anfangssteigung maoglich.

Fiur den Aufbau der enzymatischen Abnahmemethode wurde die Serinprotease
Alkalase® 2,5 DX L, flussig ausgewahlt, die die hochsten Abbauleistungen beziiglich des
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Substrates Casein aufweist. Auch die geringer aufgereinigte Variante mit sogenannter
technischer Reinheit, Alkalase® 2,4 L, flussig, mit einer Abbauleistung von

Vimax = 0,16 gZL*min £ 8,36 % wurde als kostenglinstige Alternative weiter untersucht.
4.1.2 Charakterisierung der Alkalase® [25]

Alkalase® ist eine Serinendoprotease, die aus dem Bacillus licheniformis isoliert wird
und zur Gruppe der Subtilisine z&hlt. Die optimalen Reaktionsbedingungen liegen bei
T =60° C und pH 8,5. Alkalase® zeichnet sich durch eine hohe Aktivitat beziglich der
Zersetzung von EiweilRen aus, und wird daher in der Waschmittelindustrie als Zusatz
eingesetzt, der unl6sliche Proteinflecken in l6sliche Peptide Uberfihrt. Es besitzt eine
schwach ausgepragte Selektivitat zu Gunsten hydrophober Aminosauren, die aufgrund
des hohen Anteils hydrophober Aminosauren im Casein den Abbau beglnstigt.
Alkalase® kann durch Di-isopropyl-fluorophosphat und Phenyl-methyl-sulfonylfluorid
inhibiert werden und erfahrt eine Produktinhibierung aufgrund seiner geringen
Selektivitdit. Kommerziell ist Alkalase® in verschiedenen Aktivitats-, bzw.
Reinheitsstufen (hochaufgereinigt, food grade, technisch rein), und Maodifikationen
(flussig, granuliert, lyophilisiert) erhaltlich. Bei den Untersuchungen empfahlen sich
besonders die flussigen Varianten aufgrund ihrer hohen Aktivitaten fur eine eingehende

Untersuchung und spatere Anwendung.
4.1.2.1 EPE-Methode

Zur Ermittlung kinetischer Daten fur die Alkalase® wurde ein einfacher und schneller
proteolytischer Aktivitatstest, die EPE-Methode (Esterolytische Protease Einheiten),
ausgewahlt [39, 40], die eine kontinuierliche Dokumentation der Abbaureaktion
ermdoglicht. Der Vorteil gegenuber der Untersuchung von Casein liegt in der Homo-
genitat des Substrates, da in diesem Assay ein definierter Aminosaureester, der N-CBZ-
L-Valin-p-nitrophenyl-ester, proteolytisch zersetzt wird. Ausgenutzt wird in diesem
proteolytischem Assay die Querempfindlichkeit von Proteasen zu Esterbindungen; es
wird die esterolytische Nebenaktivitat bestimmt. Die Spaltung des Substrates fuhrt zur
Freisetzung von p-Nitrophenol, das ein Absorptionsmaximum bei A.x = 340 nm besitzt.
Um den Einfluss der Eigenabsorption der Alkalase® auf die Messungen zu minimieren,
wird die Dokumentation bei einer optimalen Wellenldnge von A, = 353 nm durch-
gefuhrt (Durchfihrung EPE-Methode und Kalibration p-Nitrophenol s. Anhang 16.6).
Es wird fur die Auswertung die Gultigkeit der Michaelis-Menten-Beziehung und ihrer

Annahmen vorausgesetzt [41], so dass nach doppelt reziproker Umformung die Line-
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weaver-Burk-Beziehung resultiert, die eine direkte Bestimmung der maximalen Reak-

tionsgeschwindigkeit und der Michaeliskonstante aus Steigung und Ordinate erlaubt:

CKepgl, 1
Vmax [S] Vmax

< |k

mit v: Reaktionsgeschwindigkeit, [S]: Substratkonzentration, Ky: Michaelis-Menten-

Konstante.

Da die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vi« gemals:
Vi = Kpiss JE, ], fUr [S] >> Ky,
mit Kpiss: Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation des Enzym/Produkt-Komplexes,

E,: eingesetzte Enzymkonzentration

nur bei Substratuberschuss bestimmt werden kann, wurde in Vorversuchen die
Substratsattigungskonzentration bestimmt (s. Abb. 7 A). Diese liegt fir Alkalase®
2,5 DX L, flussig bei [S] = 4,172*10° mol/L und einer spezifischen Aktivitat von
aa2spx. = 3,065%10° U/ZL mit einem relativen Fehler von z., = 11,23 %, wahrend sie fir
die technisch reine Alkalase® 2,4 L etwas hoher bei [S] = 4,846*10° mol/L liegt, bei

einer geringeren spezifischen Aktivitat von aaz. =3,87*10° U/L mit z,y = 7,46 %.

35 T T
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Abb. 7: A: Aktivitatsentwicklung bei Variation von [S] zur Ermittlung der Substratsattigungskonzen-
tration, Reaktionsbedingungen: tap., =1 min, T = 25°C, 0,1 % (v/v) Alkalase®, 750 rpm
B: Lineweaver-Burk-Darstellung der Abbaudaten fir Alkalase® 2,5 DX L, flussig und Alkalase®

2,4 L zur Ermittlung kinetischer Daten

Die kinetischen Daten der Serinproteasen Alkalase® 2,5 DX L, flussig und Alkalase®
2,4 L ergeben sich aus Abbildung 7 B. Alkalase® 2,5 DX L, flussig weist eine maximale

Reaktionsgeschwindigkeit von vy, = 5,116*10° mol/L*s + 23,04 % und eine Michaelis-
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Konstante von Ky, = 7,317*107 mol/L + 7,85 % auf. Fir Alkalase® 2,4 L ergibt sich eine
Erniedrigung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit um den Faktor 8 auf
Vimax = 6,439%10° mol/L*s + 18,93 % bei einer im Rahmen der Fehler ibereinstimmende
Affinitat zum  Substrat, beschrieben durch die Michaelis-Konstante von
Kwm = 6,870%107 mol/L + 12,03 %. Die Verringerung der maximalen Reaktionsgeschwin-
digkeit fur technisch reine Alkalase® 2,4 L beruht auf den starken Verunreinigungen der
L6sung, die eine Verdinnung der Alkalase® und somit einen Aktivitatsverlust verursa-
chen. Die geringe Affinitat zum Substrat hat ihre Ursache in der zu spaltenden Esterbin-
dung, da die Peptidhydrolase Alkalase® spezifisch Peptidbindungen spaltet. Bezlglich
der, der Peptidbindung verwandten, Esterbindungen weist sie hingegen nur eine
Nebenaktivitat auf. Die Affinitdt zu Casein konnte mit Hilfe des Bradford-Testes zu
Km = 2,402*%10° mol/L + 11,79 % bestimmt werden und ist im Vergleich um den
Faktor 300 gréRer.

Da besonders proteolytische Enzyme Zersetzungsreaktionen, wie Selbstverdau
unterworfen sind, ist die Langzeitstabilitdt der Enzyme eine wichtige Kenngré3e. Denn
die Zersetzungsreaktionen konnen durch eine Temperaturabsenkung bei der Lagerung
zwar verlangsamt, aber nicht aufgehalten werden. Der Alterungsprozess der Alkalase®
2,5 DX L, flussig wurde tber einen Zeitraum von 4,5 Jahren verfolgt (s. Abb. 8), in der
die Aktivitat der Alkalase® auf 2,62 % der Ausgangsaktivitat absank.

5,0x10° -
4,0x10° b

3,0x10° -

[mol/L*s]

2,0x10° e

max

Vv

1,0x10° -

0,0 4

T T T T T T T T T T T
0 10 b, 20 30 40 50

Alter [Monate]

Abb. 8: Langzeitstabilitat der Aktivitat von Alkalase® 2,5 DX L, flussig [42]

Die Halbwertszeit der Aktivitat ergibt sich zu t, ;,, = 13,7 Monate. Aus diesen

Ergebnissen folgt, dass Alkalase® 2,5 DX L, flissig-Chargen nur bis zu einem Alter von
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6 Monaten eingesetzt werden sollten, da sonst die Aktivitdit des Enzyms soweit
abgesunken ist, dass keine vergleichbaren Abbauuntersuchungen mehr durchgeftihrt

werden kdnnen. Weiterhin ist eine Lagerung bei T = 4°C nétig.
4.2 Kaorrelation mit Gelelektrophorese

Die Korrelation der aus den photometrischen Abbauuntersuchungen erhaltenen Daten
wurde mit einer quantitativen Gelelektrophoresemethode fir Casein durchgefuhrt [13].
Die eingesetzte Methode ist die Disk-Gelelektrophorese-Methode nach Laemmli, bei der
die Trennung der Analytmolektile nach dem Masse/Ladungs-Verhaltnis erfolgt [43]. Es
wurde das automatisierte PhastSystem verwendet, mit kommerziellen Urea-PAGE-
Gradientengelen 8 — 25 % [44, 45] und CoomassieBlue-Farbung (Durchfihrung s.
Anhang 16.7). Die densitometrische Auswertung der Banden unter Verwendung des
Programms Optimas 5 erlaubt eine Quantifizierung des Caseins [46]. Bei dieser Technik
wird eine Abtastung der Farbintensitdten der Banden auf den eingescannten Gelen
durchgefuhrt, die vom Programm in Gaul3'sche Verteilungsfunktionen umgerechnet und

auf die Konzentrationen bezogen werden. Abbildung 9 A zeigt ein Kalibrationsgel fur die

300 T T T T T T
B Summe der Caseinbanden , - . .
. 250 S om 4
k-Casein P
0g-Casein 200 _
0 s,-Casein 5 -
. 8 . 4
B-Casein g 10 Ll
3 .
> 100 u -
3 :
£ .
50 4
m
0 /-/ E
T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Coasem [O/L]

Abb. 9: A: Urea-PAGE-Gradientengel mit CoomassieBlue-Farbung, Casein in Urea/Tris/Acetat-Puffer,
pH 6,4: 1) Ceasin = 10,0 g7L, 2) 8,0 g/L, 3) 6,0 g/L, 4) 5,0 g/L, 5) 4,0 g/L, 6) 3,0 g/L,
7)2,09/L, 8) 1,0 g/L [13]
B: Kalibration der Caseinkonzentration aus den mittleren maximalen Absorptionswerten der

Banden von ag;-Casein, ag,-Casein und B-Casein

Caseinkonzentration mit von links nach rechts sinkenden Caseinkonzentrationen. Die
Lauflinien zeigen die Auftrennung der Caseine ag;-Casein mit R; = 0,778, as,-Casein mit

R+Werten von R; = 0,709 und -Casein mit Ry = 0,548. k-Casein mit Ry = 0,896 zeigt nur
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eine sehr schwache Bandenintensitdét und wird daher bei der densitometrischen
Auswertung nicht bertcksichtigt. Die densitometrische Kalibration der Casein-
konzentration ergibt einen linearen Zusammenhang bis zu einer Konzentration von
Ccasein = 5,0 9/L = 2,04*10* mol/L + 2,35 %, bevor eine Sattigung der Bandenfarb-
intensitaten und somit eine hyperbolische Abweichung resultiert (s. Abb. 9 B).

Die Dokumentation einer enzymatischen Caseinabbaureaktion mit Alkalase] 2,5 DX L
wird durch zeitliche Verfolgung der Bandenintensitaten der Caseine erreicht. Abbil-
dung 10 A zeigt ein Abbaugel mit von links nach rechts zunehmender Abbauzeit des
Caseinabbaus. Schon in Lauf 2 sind nach tamwa, = 1 min die Caseinbanden nur noch
schwach, wéhrend eine Vielzahl von Abbauprodukten, Peptidfragmente, mit R-Werten

von 0,85 — 1,0 entstanden sind.

= L Peptid-

]~ 52 w3 =4- S5FI6EY 7 =8 0 5 10 15 20 25 30

t [min]

A B

Abb. 10: A: Urea-PAGE-Gradientengel mit CoomassieBlue-Féarbung, Caseinabbau mit
CazspxL = 3,07U/mL, T = 25°C, 750 rpm : 1) Ceasein= 5,0 97L, tapau: 2) 1 min, 3) 5 min,
4) 10 min, 5) 15 min, 6) 20 min, 7) 25 min, 8) 30 min [13]
B: Darstellung des densitometrisch ausgewerteten Abbauverlaufes, tap,a,= 30 Min, Ceaein= 5,097/L,
Cazsoxt = 3,07 U/mL, T = 25°C, 750 rpm

Dieses Bild zeigt auch der densitometrisch ermittelte Abbauverlauf der proteolytischen
Caseinzersetzung (s. Abb. 10 B). Die stark negative Anfangssteigung von
Vanbau= 2,42 g/L*min + 17,36 % belegt die hohe Affinitat der Alkalase® zum Casein.

Die Daten des Bradford-Proteinassay lassen sich mit der Gelelektrophorese korrelieren,
wenn wie beim Bradford-Proteinassay die Auswertung anhand der Abnahme der
Substratkonzentration durchgefiihrt wird. Die Korrelation der Analysenverfahren wird
anhand von Abbaugraphiken mit einer Substratkonzentration von Cc.ein = 2,0 g/L

dargestellt (s. Abb. 11 A). Die Daten korrelieren zu Beginn der Abbaureaktion bis
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tappas =3 Min im Rahmen der relativen Fehler der Messmethoden, die mittlere
Abbaugeschwindigkeit ergibt sich zu Vapa= 0,177 g/L*min mit einem relativen Fehler
von z, = 9,35 %. Im weiteren Verlauf der Abbaureaktion nimmt die Korrelation der
Abbaudaten allerdings stetig ab, so dass eine systematische Abweichung resultiert. Diese
liegt in den Unterschieden der Analysenmethoden begrindet. Denn beim Bradford-
Proteinassay werden auch Makropeptide, die Primarprodukte der enzymatischen
Abbaureaktion mitgefarbt und ausgewertet, so dass scheinbar hdhere Restsubstrat-
konzentrationen vorliegen, als bei der Gelelektrophorese, wo nur die Substratbanden in

eine Auswertung einbezogen werden.
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Abb.11: A: Korrelation der Messdaten des Bradford-Proteinassays und der Urea-Page-Gelelektrophorese,
Reaktionsbedingungen: 10 ML Ccaeein = 2,0097L, Ca250x. = 3,07 U/ML, tapha = 10 min,
T =25°C, 750 rpm
B: Korrelation der Messdaten von EPE-Methode und Urea-Page-Gelelektrophorese, Reaktions-
bedingungen: Substrat: Ccagein = 2,09/L bZW. Cygjester = 5 97/L, Cazspx. = 3,07 U/mL,
tapha = 5 mMin, T =25°C, 750 rpm

Die Korrelation der EPE-Methode lasst sich ebenfalls mit der Urea-Page-
Gelelektrophorese erreichen, wenn wie bei der EPE-Methode die Auswertung anhand
der zeitlichen Entwicklung der Produktkonzentrationen durchgefiihrt wird (s. Abb. 11 B).
Es zeigt sich auch hier eine gute Korrelation der Daten bis zu einer Zeit von
tanbas = 3 Min, anschlieBend nehmen die Konzentrationen der bei der Gelelektrophorese
ausgewerteten Priméarabbauprodukte, der Makropeptide ab, wahrend bei der EPE-
Methode eine kontinuierliche Weiterbildung des Produktes p-Nitrophenol stattfindet.

Mit Alkalase] 2,5 DX L, flussig wurde ein sehr effektives Enzym ermittelt, dass in
kurzer Zeit eine vollstdndige Zersetzung aller Caseine in Abbaufragmente vollzieht. Es

wurden vollstdndige kinetische Daten fur dieses Enzym bestimmt und die
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Abbauergebnisse der photometrischen Analysenverfahren mit einer
Gelelektrophoresemethode korreliert. Den nachsten Schritt beim Aufbau einer
kontrollierten enzymatischen Abnahmemethode fir Caseine stellt die Immobilisierung
der Protease auf einem geeigneten Tragersystem dar, um das Risiko eines

Enzymeintrages an die Wandmalereioberflache minimieren.
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5. Immobilisierung [47]

Die Immobilisierung der Alkalasel] 2,5 DX L auf einem geeigneten Tragersystem ermog-
licht die Kontrolle des enzymatischen Abbaus, steigert die Wiederverwendbarkeit der
Protease und schlieBt den Eintrag von Enzymmolekutlen auf die Wandmalereioberflache
aus. Dieser stellt bei einer Anwendung eines der Hauptrisiken dar, da die Alkalase[] wie
das Casein ein Protein ist und langfristig auch die Oberflache schadigen kann. Denn auch
wenn die Alkalase[d nach Anwendung nicht als geschlossene Schicht auf der Oberflache
aufliegt und daher keine Spannungsschdden verursacht, so kann es doch Mikro-
organismen als Nahrungsgrundlage dienen und einer Oberflachenbesiedelung Vorschub
leisten. Daher muss jeglicher Eintrag von Enzym auf die Wandmalereioberflache
verhindert werden. Eine Immobilisierung ermdglicht dies und bietet dartber hinaus den

Vorteil, dass der Anwender nicht in direkten Kontakt mit dem Enzym kommt.
5.1 Ausgesuchte Tragermaterialien

Die Auswahl eines geeigneten Tragermaterials erfolgt unter verschiedenen Gesichts-
punkten. Einerseits soll eine hohe Enzymbeladung des Trégers erreicht werden und die
Aktivitat der Alkalase] 2,5 DX L durch die Immobilisierung moglichst wenig beein-
trachtigt werden, andererseits muss sich das Immobilisat der stark strukturierten Ober-
flache der Wandmalerei optimal anpassen. Es wurden verschiedene Tragersysteme auf
ihre Eignung getestet, wobei wattige Materialien wie Baumwolle (Cellulose) und
Lammfell (Ceratin) nach vorheriger Aktivierung eingesetzt wurden, aber auch
kommerzielle, funktionalisierte Tragermembranen. Tabelle 4, S. 25 stellt die
verschiedenen angewandten Trégersysteme gegentber. Die Funktionalisierungen der
eingesetzten Oberflachen variieren in der Art des Bindungstypus bei Immobilisierung des
Enzyms von ionisch bis kovalent, wobei verschiedenste Linkerfunktionen getestet
wurden, wie z.B. Epoxide, Cyanate, Aldehyde oder Sulfonate. Als Trager der Linker-
funktionen wurden vor allen Dingen die bewahrten Cellulosederivate Methylcellulose
und Celluloseacetat verwendet, sowie nicht derivatisierte Cellulose und Lammfell, da sie
Uber eine Vielzahl endstandiger Hydroxidgruppen verfiigen, die sich fir eine Aktivierung
anbieten. Lammfell [48] besteht Uberwiegend aus dem gerustbildenden, stabchen-
formigen Protein Ceratin und erwies sich trotz vielversprechender Aktivierungs- und
Immobilisierungsversuche als instabiler Trager, da die Alkalased 2,5 DX L das Ceratin

trotz Immobilisierung innerhalb weniger Tage zersetzte.
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Tab. 4: Getestete Immobilisierungstragersysteme fir Alkalased 2,5 DX L

Nr . Funktionali-
Trager Typ Aktivierung ) Bemerkung
sierung
1 Glutaraldehyd |  Aldenyd:
CH NS
, Baumwolle Cellu- Epichlorhydrin | Epoxid, Oxiran:
(Watte) lose [50, 51] %OV&
. Bromcyan Cyanat:
[52] }—o—cle
. Glutaraldehyd |  Aldenyd:
CH NS
.| Epichlorhydrin | Epoxid, Oxiran:
5 Lammfell | Ceratin| =P 0 51y - kovalente Bindung
150,51} 3 des Enzyms
" Bromcyan Cyanat:
[52] }—O—CENI
T60 A - Aldehyd :
7 5
Membran r M:
Aldehyd +
8 T103 - Spacer :
Membran Cellu- ro o
Iose' H>(O\H/\/\/H>(O\H/\€H
Epoxid-Mem- | acetat Epoxid, Oxiran :
9 Hersteller, .
bran 18706 Fa. Sartorius %Oﬁ
Periodat-Mem- AG Periodat Sehr polare,
10 oran 19306 % 0 kovalente Bindung
ran o-i=o
° des Enzyms
" Sartobind S - Sulfonsaure : Kationen-
18842 Methyl h,é?OH tauschermembran
cellu- i
” Sartobind Q- | |ose Trimethylammo- Anionen-
BJ61/2 }A/%/\ tauschermembran

nium:
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So konnte Ceratin als Trager fur Alkalasel] 2,5 DX L schon nach den Vorversuchen
ausgeschlossen werden [53].

Die Immobilisierung wurde standardisiert mit 2 mL 5 % (v/v) Alkalasel]l 2,5 DX L in
0,1 M Kaliumhydrogenphosphatpuffer (KPP), pH 7,5 durchgefiihrt, wobei jeweils 1 cm?
Membran oder 100 mg Trager eingesetzt wurden. Die weiteren Immobilisierungs-
parameter waren t;mmes = 24 h, T = 40°C, 750 rpm. Nach der Immobilisierung wurde das
Immobilisat mit 3 x 0,01 M KPP, pH 7,5 gewaschen und in 2 mL 0,1 M KPP, pH 7,5 bei
T = 4° C bis zur Weiterverwendung gelagert.

5.2 Immobilisatscreening

Das Screening der Immobilisate wurde mit der EPE-Methode durchgefuhrt (s.
Anhang 16.6), wobei in diesem Fall kein Kivettentest angewendet werden konnte, da
das Immobilisat den Strahlengang verdeckte. Daher wurde eine Umlaufapparatur
aufgebaut (s. Abb. 12), in der die Immobilisate in einer Durchflusskartusche vom
Substrat umstromt wurden. Die photometrische Messung in einer Durchflusskivette
wurde Uber das ans Photometer angeschlossene Analysenprogramm CAFCA (Computer

assisted flow control analysis) erfasst.
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mit CAFCA
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i kiivette of—to

Mischkammer

Abb. 12: Umlaufapparatur zur Bestimmung der Immobilisataktivitat, Standardreaktionsbedingungen:
V1ot =5 ML, Cyaester= 1,77*10° mol/L, RT, Immobilisat : 1 cm? Membran bzw. 100 mg Trager,

tAbbau =10 min

Die Immobilisate mit den Membranen Sartobind S und Sartobind Q zeigten keinerlei
Abbau des Substrates, und auch die Periodatmembran zeigte nur geringe Abbauraten von

Vabbas = 4,35%10™ mol/L*s + 14,35 %. Da alle Immobilisate mit kovalenten Bindungen
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zwischen Linker und Enzym hohere Abbauraten zeigen, kann eine Bevorzugung der
kovalenten Bindungsknupfung fur die Alkalase] 2,5 DX L bei der Immobilisierung
konstatiert werden. Abbildung 13 zeigt einen Vergleich der Abbaugeschwindigkeiten, die

mit Immobilisaten der verschiedenen Tragermaterialien erzielt werden konnten.

3,0x10° E
2,0x10° -

1,0x10° E

e = HH

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

VyppauMOI/L*S]

Laufende Nr. des Tragers (s. Tab. 4)

Abb. 13: Vergleich der Abbaugeschwindigkeiten verschiedener Immobilisattrager, Standardreaktions-

bedingungen

Es zeigt sich die hochste Abbaugeschwindigkeit fir die Epoxidmembran (9) mit
Vmax = 3,24*10° mol/L*s + 13,19 %. Ebenfalls gute Abbauergebnisse werden fur die
aldehydfunktionalisierten ~ Membranen T60 A (7) und T103 (8) mit
Vimax = 1,81*10° mol/L*s + 16,41 % bzw. Vma = 9,12*107 mol/L*s + 16,78 % ermittelt.
Auch die unterschiedlich aktivierten Ceratintréager (4 - 6) zeigen gute Abbauergebnisse
von bis zZU Vme = 6,25*107 mol/L*s + 14,64 %, scheiden aber wegen der oben
beschriebenen proteolytischen Zersetzung des Tragers aus. Die aktivierten Cellulose-
trager zeigen nur schwache Abbauergebnisse. Die hohen relativen Messfehler beruhen
auf dem grofRen Totvolumen der Umlaufapparatur Vi« = 5 mL, das eine erhebliche
Verdlinnung des umgesetzten Substrates, eine Verringerung der Absorptionswerte und
somit letztlich eine Erhdhung der Messwertstreuung verursacht. Die epoxidfunktio-
nalisierte Celluloseacetatmembran Sartobind Epoxymembran 18706 [54] wurde aufgrund
ihrer herausragenden Abbauergebnisse flr eine weitere Verwendung ausgewahlt, die
Immobilisierung der Alkalasel]l 2,5 DX L wurde optimiert und charakteristische Daten

des Immobilisates erstellt.
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5.3 Charakterisierung der Sartobind Epoxymembran 18706

Die Sartobind Epoxymembran 18706 verflgt tGber eine Porengré3e von 0,45 um und eine
Dicke von 270 pm. Laut Herstellerangeben hat die Membran eine allgemeine
Bindungskapazitat von kg = 29 — 110 pg/cm? Protein (kg = 50 pg/cm? bovines Serum
Albumin (BSA)). In einem Immobilisierungsscreening wurden zum einen die Kapazitt
der Membran beziglich Alkalasell 2,5 DX L und zum anderen die optimal
einzusetzende Menge Enzym bei der Immobilisierung ermittelt (s. Abb. 14). Die Enzym-
beladung der Membranen wurde unter Verwendung des BCA(Bicinchoninic acid)-
Proteinassays (Durchfihrung s. Anhang 16.9) bestimmt, indem das Protein quantitativ
von einem Cu-Farbkomplex gebunden wird, der eine photometrische Analyse bei
Amax = 560 nm ermdoglicht. Dieser Assay wird im MikromalRstab auf Mikrotiterplatten mit

einer internen Kalibration mit BSA durchgefihrt [55].
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Abb. 14: Immobilisierungsscreening zur Ermittlung der Bindungskapazitat fur Alkalase 2,5 DX L und

des optimalen Enzymvolumenanteils bei der Immobilisierung

Die Bindungskapazitat, die fur die Epoxymembranimmobilisate ermittelt werden konnte,
liegt mit ks = 37,25 pg/cm’ = 5,37 % im Bereich der Herstellerangaben. Fir die
optimale Immobilisierung empfiehlt sich ein Anteil von 12,4 % (v/v) Alkalased 2,5 DX
L bei der Immobilisierung, das entspricht 361 U/mL.

Die mit der EPE-Methode ermittelten Kkinetischen Daten ergeben sich zu
Vimax = 8,1%10° mol/L*s + 12,35 % und Ky, = 1,7%10° + 13,70 %, und liegen somit bei
15,83 % der Abbauleistung nativer Alkalasel] 2,5 DX bei Vergleich von 1 pL nativer und

1 cm? immobilisierter Alkalased. Das entspricht einer Aktivitit von a,,.. = 0,485 U/cm?
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+ 13,03 %. Die Affinitdt zum Substrat ist um den Faktor 2,75 erniedrigt. Die weitere
Optimierung der Immobilisierung ergab die Notwendigkeit zur Verwendung von
Carbonat- statt KPP-Puffern als Wasch- und Lagerungsldsungen der Immobilisate, da
eine Einschleppung von Phosphaten fur den mikrobiellen Befall essentiell ist. Die

optimierte Standardimmobilisierungsvorschrift ist in Anhang 16.8 dargestellt.
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6. Membrankissenkonstruktion

6.1 Anwendungsvorgaben fur den Oberflacheneinsatz

Grolie Bedeutung bei der Durchfihrung der enzymatischen Abnahme der Casein-
Uberzige hat die Art, wie die Membranimmobilisate mit der Oberflache in Kontakt
gebracht werden. Denn die Hauptproblematik beim Einsatz von Enzymen auf
Wandmalereien ist der Wassereintrag in die Oberflache. Dieser verursacht im Putz und
im Mauerwerk die Losung von Salzen, welche daraufhin zur Oberflache wandern
kénnen, um dort auszublihen [17]. Dies schadigt die Wandmalerei nachhaltig — daher
muss der Feuchtigkeitseintrag in die Wandmalereioberflache kontrolliert und minimiert
werden. Ein Verzicht auf ein wassriges Medium ist nicht moglich, da die Caseinschicht
fur den Abbau angelost werden muss, und auch die Aktivitdt des Enzyms von einer
wassrigen Umgebung abhéngig ist.

Weiterhin muss der Abtransport der Abbaufragmente des enzymatischen Caseinabbaus
erreicht werden, damit keine Nahrsubstrate fur eine mikrobielle Besiedelung nach der
Anwendung verbleiben. Und nicht zuletzt soll eine geeignete Analytik auch die
Geschwindigkeit und die Produktzusammensetzung eines Oberflachenabbaus ermitteln,
so dass standig Proben aus dem wassrigen Medium gezogen werden mussen. Durch die
Verwendung eines pufferdurchstromten Membrankissens kénnen diese Vorgaben
verwirklicht werden, wobei die Flussrate des Puffertragerstrom Uber eine Pumpe

gesteuert werden kann.
6.2 Design eines Membrankissens

Das fur die gezielte und kontrollierte Abnahme der Caseinuberziige entwickelte
Membrankissen besteht aus einem einseitig gedffneten Metallzylindergehduse. Es ist ca.
10 cm hoch mit einem Radius von r = 2,5 cm und verfugt Gber Zu- und Ablaufanschliisse
fur den Tragerstrom. In dieses Gehduse wird ein 20 cm langer Schaumstoffblock
eingelassen, der dann zur offenen Gehauseseite hin Druck ausubt. Hier werden daraufhin
die Membranen fixiert, die durch den druckausubenden Schaumstoffblock eine
kissenartige, gewdlbte Oberflache erhalten (s. Abb. 15 A).
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Verschraubung
Schraubring Dichtungsringe
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Befestigungsring
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Abb.15: A: Schematischer Aufbau des Membrankissens (Querschnittszeichnung)

Uberlauf

B: Flussrichtung des Tragerstromes

Die Fixierung erfolgt durch einen Konterschraubring am Gehduse; mehrere
Dichtungsringe verhindern das Auftreten von Leckagen an dieser Verschraubungsstelle.
Die Konterverschraubung verfiigt weiterhin ber einen Uberlaufstutzen, der den
Abtransport des Produkttragerstromes ermdglicht (s. Abb. 15 B). Die kissenartige,
gewolbte Membranoberflache ist in der Lage, sich beim Aufpressen den Unebenheiten
einer Wandmalereioberflache optimal anzupassen. Unter der Immobilisatmembran wird
eine Hydrosartsterilmembran Typ 18607 (cut off = 0,2 um) fixiert, die einerseits einen
gewissen Staudruck auf den Tragerstrom ausibt, wodurch eine vollstandige Beftllung
des Gehduses und somit eine gleichmallige Durchfeuchtung der Membranoberflache
gewahrleistet wird. Andererseits verhindert sie auch das Eintreten von Mikroorganismen
in das Membrankissen, wodurch die Gefahr einer Verschleppung eines mikrobiellen
Befalls von einer Abbaustelle zur nachsten verringert wird.

Dartber hinaus ist das Membrankissen aus V2A-Stahl gefertigt, damit es vollstandig
autoklavierbar ist, so dass es vor der Anwendung sterilisiert werden kann und keine

fremden Keime an der Abbaustelle eingetragen werden (s. Abb.16).
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Legende:

1: Membrankissengehduse

2: Konterverschraubung
mit Uberlauf

3: Schaumstoffinlet

4: Stativverbinder mit
Kugelgelenk

5: Dichtungsringe

6: Immobilisat- und
Sterilmembran

7: Pumpschléauche

Abb. 16: Photographie des Membrankissenzubehdrs

Als wassriges Medium wird ein basischer 0,1 M NaHCO,/Na,CO,-Puffer, pH 9,0
verwendet, der keinen wachstumsfordernden Einfluss auf die Abbaustelle fir einen
folgenden mikrobiellen Bewuchs austibt. Die Basizitat des Puffers ermoglicht eine gute
Anlosung der schwerl6slichen Caseinschicht und bietet der Alkalasell 2,5 DX L ein
optimales Arbeitsmedium.

Der Tragerstrom wird Uber eine Peristaltikpumpe gesteuert, wobei sich eine Flussrate
von fy = 1,3955 mL/min als idealer Kompromiss zwischen ausreichender Membran-
durchfeuchtung und schadigendem Flussigkeitseintrag in die Oberflache erweist
(Pumpenkalibration s. Anhang 16.14).

Da das Membrankissen auf den zumeist stark strukturierten Oberflachen historischer
Wandmalereien, die sich zum Teil sogar in Gewolbebtgen befinden, eingesetzt werden
soll, wurde das Membrankissen Uber ein Kugelgelenk mit einem eigenen Stativ
verbunden, so dass bis zu einem Neigungswinkel der Wand von 30° gearbeitet werden

kann.



07 - Prufkorper 33

7.  Prufkorper

Der Transfer der bisher erhaltenen Ergebnisse zur Anwendung der Enzymimmobilisate
auf Oberflachen kann durch den Einsatz von geeigneten Prifkorpern, wie Kalkputz-
probeplatten erreicht werden. Diese Prufkorper dienen als Modell fir eine Wandmalerei
und mussen daher mdoglichst authentisch der Wandmalereioberflaiche nachempfunden
werden. So kann bis zur volistandigen Etablierung der Abnahmemethode an diesen
Modelloberflachen auf einen Einsatz direkt am Objekt verzichtet werden, damit die
wertvollen Wandmalereien vor Ubereilten, unter Umstanden schadigenden Eingriffen

geschutzt werden.
7.1 Herstellung Kalkputzprobeplatten

Die Herstellung der Kalkputzprobeplatten wurde durch das Niedersachsische Landesamt
fur Denkmalpflege koordiniert und von Herrn Prof. Emmenegger, Schweiz durchgeftihrt.
Die Probeplatten wurden gemald DIN 1164 Teil 7 hergestellt (s. Anhang 16.1) und zur
Gewabhrleistung eines vollstandigen Abbindeprozesses mehrere Wochen mit CO, begast,
bevor sie der weiteren Verwendung zugefuhrt wurden. Es wurden fir die verschiedenen
Versuchsreihen insgesamt 150 Probeplatten mit den Dimensionen 30 x 30 x 2 cm

hergestellt.
7.2 Pigment- und Caseinbeschichtung

Die Probeplatten wurden in einem ersten Schritt mit einem Kalkweif3anstrich grundiert.
Auf dieser Grundierung wurde eine Farbschicht aufgepinselt, wobei vier verschiedene,
historische Pigmente ausgewahlt wurden (s. Tab. 5). Weiterhin wurde das Pigment
Eisenoxidrot, entsprechend der unterschiedlichen Varianten an den Objekten
Wienhausen und Wildeshausen, einmal mit Leim und einmal mit Casein gebunden,
wobei eine helle und eine dunkle Tonung resultierte, die eine leichte Unterscheidung
ermoglichten. Die Pigmente Eisenoxidrot (Fe(lll)oxid) [56] und Kalkweild
(Calciumcarbonat) [57] haben eine lange Tradition und werden seit dem Altertum in der
Malerei verwendet. Das Pigment Mennige ist ein friher gebrduchliches Blei(ll,1V)oxid-
Pigment [58], wird aber aufgrund seiner Giftigkeit heute nicht mehr verwendet.
Paratacamit ist ein seltenes, natirliches und instabiles Kupfer(l1)-Pigment [59], dessen

historische Verwendung auf den norddeutschen Raum beschrankt war.
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Tab. 5: Pigmente zur Beschichtung der Kalkputzprobeplatten

Name des Probeplattenbeispiel ) ) )

) Farbe Chemische Formel | Bindemittel
Pigmentes (Fotos T. Trapp)
Kalkweil3 weild CaCQO; -

. Pb3O4 =
Mennige orange
2PbO*Pb0O,

Paratacamit ) _

) gran-tarkis : y-CuCl,*3Cu(OH), Leim

(Atelit)
hellbraun

Eisenoxidrot Fe,O;

dunkelbraun Casein

Nach der Trocknung wurde auf die Farbschicht, wie bei den geschadigten
Wandmalereiobjekten, eine Caseinschicht als Schutziberzug aufgebracht. Hierbei
wurden zwei verschiedene Suspensionsverfahren fur das Casein unterschieden; zum
einen wurde das Casein in einer gesattigten Kalklosung suspendiert, entsprechend der
historischen Herstellung von Sumpfkalkcasein (KC), zum anderen wurde eine
Suspension in  gesattigter Ammoniumcarbonatlésung hergestellt, sogenanntes

Ammoniumcasein (AC). Diese Caseinsuspensionen wurden mit einem Pinsel auf die
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Kalkputzprobeplatten aufgetragen, wobei auf jeder Probeplatte die linke Seite einfach
und die rechte Seite zweifach beschichtet wurde.

Die so entstandenen Oberflachen der Kalkputzprobeplatten sind den Wandmalerei-
oberflachen detailgenau nachempfunden; einzig das durch die Alterung der Casein-
Uberzige verursachte Schadensbild fehlt hier noch auf den Prufkdrpern.

7.3 Kinstliche Alterung in der Klimakammer

Die Alterung der Caseinuberziige wurde durch eine gezielte Simulation der jahres-
zeitlichen Witterungszyklen in einer Klimakammer kinstlich erzeugt. Im Institut far
Gebaude- und Solartechnik, Braunschweig wurden die Kalkputzprobeplatten in einem
solchen, autark klimatisierten Raum behandelt, wo sie einer dem Ablauf der Jahre
entsprechenden Variation von Temperatur und Luftfeuchtigkeit unterzogen wurden [60].
Die verwendeten thermisch hygrischen Belastungsparameter wurden anhand von
Langzeituntersuchungen am Objekt Kapitelsaal, St. Alexanderkirche Wildeshausen
erarbeitet [60]. Anschliel3end wurden die Belastungsparameter bei Probeplattenversuchen
in Klimaschranken optimiert, bevor sie in mehreren Stufen an den Probeplatten in der
Klimakammer nachvollzogen wurden (s. Tab. 6, S. 36). In den dreitédgigen Belastungs-
intervallen ist die tageweise sprunghafte Anderung von Luftfeuchtigkeit und Temperatur
zu erkennen, die den beschleunigten Alterungsprozess der Probeplatten verursachen.
Innerhalb weniger Monate konnte so das Entstehen der altersbedingten Schaden durch

Abb. 17: Schadensbild durch Casein auf Probeplatte 100, Mennige, Kalkcasein nach Alterung (Foto T.
Trapp)
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die aufplatzenden und abrollenden Caseinschichten erzeugt werden (s. Abb. 17), welche
sich sonst erst im Verlauf mehrerer Jahrzehnte einstellen.

An den auf diese Weise kunstlich gealterten Probeplatten konnten dann einerseits die von
den Restauratoren des NLD fir einen spateren Einsatz ausgewéhlten Festigersubstanzen
Klucel E und Plextol B 500 getestet werden und andererseits die enzymatische

Abnahmemethode etabliert werden.

Tab. 6: Belastungskurven der thermisch hygrischen Probeplattenbelastungen in der Klimakammer [60]

Belastungs- | Belastungs- | Belastungsparameter | Belastungsparameter
kurven dauer [d] | Luftfeuchtigkeit [%)] Temperatur [°C]
0-1 90 29
1 1-2 25 6
2-3 90 29
0-1 25 29
2 1-2 90 6
2-3 25 29
0-1 25
3 1-2 90 29
2-3 25
0-1 25
4 1-2 90 6
2-3 25
0-1 29
5] 1-2 90 6
2-3 29
0-1 29
6 1-2 25 6
2-3 29
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8.  Caseinschichtdickenanalytik

Ein wichtiger Faktor zur Beschreibung einer enzymatischen Abbaureaktion ist die
Schichtdicke des Caseiniiberzuges, da diese Informationen Uber die nétige Anwendungs-
dauer der Abnahmemethode liefert. Zur Bestimmung solcher Schichtdicken stehen
verschiedene Analysenverfahren zur Verfugung, die sich in der prinzipiellen Methodik
unterscheiden:

« Profilometrie - Flachenabtastung mit Nadel (Auflagekraft 20 mg/mm?),
Ermittlung eines Oberflachenprofils an der Beschichtungskante, Auflésung 10 nm
[61]

» Spektroskopische Ellipsometrie — Optische Analyse von Absorptions- und
Brechungsverhalten, Modellierung der Schicht anhand ermittelter Parameter,
Voraussetzung: Kenntnis der optischen Eigenschaften des Untergrundmediums,
Auflésung 0,1 nm [62-66]

* Mechanische Verfahren — z.B. Mikrometerschraube, Differenzbestimmung durch

Schichtmessung vor und nach Caseinbeschichtung, Auflésung 100 nm

Da der Caseinliberzug als dinner, transparenter Film aus organischem Material ein
komplexes Substrat ist, und vergleichbare Untersuchungen in der Literatur fehlen,

wurden alle Verfahren auf eine Eignung zur Bestimmung der Caseinschicht getestet.
8.1 Schichtdickenbestimmung

Die starke Strukturierung der Oberflachen von Kalkputzprobeplatten und Objekten
verhindert die direkte Bestimmung der Caseinschichtdicken auf diesen Oberflachen. Nur
unter Verwendung von Modellsystemen mit ebenen Oberflaichen (z.B. Glastrager,
Siliziumwaver) gelingt die Beschreibung der Schichtdicke. Die resultierenden
Schichtdicken nach Beschichtung mit Caseinsuspensionen von Cca.ein = 10 g/L zeigen
eine Abh&ngigkeit von der Art des Beschichtungsverfahrens, mit dem die Schichten auf
die Trager aufgetragen wurden (s. Tab. 7). So sind alle Schichten, die mit dem spin-off-
Rotations-Verfahren aufgespint wurden um den Faktor 100 dunner als Schichten, die auf
herkdbmmliche Weise mit einem Pinsel aufgetragen wurden. Somit sind es vor allem die
Schichtdicken, die auf bepinselten Glastragern ermittelt wurden, die ndherungsweise auf
die Kalkputzoberflachen Ubertragen werden kdnnen, auch da per spin-off aufgetragene
Caseinschichten nur wenig der realen Situation auf den Wandmalereien entsprechen. Die

aufgepinselten Caseinschichten liegen im Bereich von dschicnt = 14 — 15 pm (z,es = 0,71 %).
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Tab. 7: Verschiedene Verfahren zur Bestimmung der Caseinschichtdicken [42]
Beschich- Casein- Rel.
Messverfahren Tréger tungs- Schichtdicke | Fehler Bemerkung
verfahren | dsehice [NM] | Z1e [%0]
) ) Si-Waver | spin-off 129 7,75
Profilometrie
Glastrager Pinsel - - Nicht messbar
170 0,06
Spektros- ] )
) Si-Waver | spin-off Nach 3 Wochen
kopische 122 0,08
. . UV-Alterung
Ellipsometrie
) - - Nicht messbar
i Glastrager |  Pinsel
Mechanisch, 1400-1500 0,71
Mikrometer- ] ) ) _
Si-Waver | spin-off 100-200 100 Nicht aussageféahig
schraube

Die Messverfahren Profilometrie und spektroskopische Ellipsometrie lassen sich nur
unter Verwendung des spin-off-Verfahrens und der sehr ebenen Siliziumwaver-
Oberflachen anwenden. Herkémmliche Materialien und Beschichtungen erzeugen zu
strukturierte Oberflachen und kdnnen einzig mit mechanischen Messverfahren, wie der
Mikrometerschraube, erfasst werden. Dieses Verfahren wiederum ist aufgrund seiner
geringen Auflésung ungeeignet, mit dem spin-off-Verfahren hergestellte Schichten zu
erfassen, da Fehler von bis zu z,, = 100 % resultieren.

Wie in Tabelle 7 weiterhin zu sehen, fuhrt eine dreiwdchige UV-Bestrahlung der
Oberflache zu einer Verringerung der Schichtdicke von d = 170 nm um 28,2 % auf
d =122 nm. Ursachlich hierfur ist, dass Casein reversibel Wasser in seine Struktur
einlagern und wieder an die Umgebung abgeben kann. Die durch die UV-Bestrahlung
verursachte Wasserabgabe aus einer frisch hergestellten Caseinschicht fuhrt zu einer
Abnahme der Schichtdicke. Dartber hinaus treten innerhalb der Schicht Spannungen
auf, die zu Rissen fuhren konnen. Besonders bei reversibler Wasseraufnahme und -
abgabe Uber einen langen Zeitraum entsteht dieser Effekt, der dem an Caseinschichten
auf Wandmalereien und Probeplatten beobachteten Abrollen der Malschichten
entspricht.

Da Daten Uber die Caseinschichtdicken auf Kalkputzoberflachen nicht direkt zuganglich
sind, wurde zur genaueren Beschreibung der Schichten die Caseinbeladung der

Prufkorper mit Hilfe des BCA-Proteinassays untersucht. Hierzu wird von der Oberflache
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eine dunne Schicht (d = 50 pum) mit 1 cm?® Flache abgetragen und die
Proteinkonzentration der Probe nach Lo6sung der Proteine in 2 mL 1 M NaOH und
Farbkomplexierung photometrisch bei A = 560 nm bestimmt. Abbildung 18 zeigt einen
Vergleich der Zunahme der Caseinbeladung bei wiederholter Beschichtung fir Glastrager
und Probeplatten, wobei als Beispiel Probeplatte 139 mit Eisenoxidrot (Wienhausen)-

Pigmentierung, Ammoniumcasein ausgewahit wurde.
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Anzahl der Caseinbeschichtungen

Abb.18: Entwicklung der Caseinbeladung mit steigender Beschichtungshdufigkeit fur verschiedene Ober-
flachen [42]

Es resultiert eine hoéhere Caseinbeladung fir die Probeplattenoberflache als fir die
Glastrager. Diese wird einerseits durch die starke Unebenheit der Oberflache im
Vergleich zum Glastréger bedingt, da sich Casein in den Oberflachenmulden der Probe
sammeln kann. Andererseits nimmt das Probeplattenmaterial Feuchtigkeit auf, so dass
die Caseinsuspension teilweise in die Oberflache eingetragen wird, anstatt nur als Schicht
auf der Oberflache aufzuliegen. Der invasive BCA-Proteinassay erfasst auch dieses
eingetragene Casein, so dass die Differenz der beiden Oberflachenverlgufe die Menge des
eingetragenen Caseins widerspiegelt. Die durchschnittliche Caseinbeladung pro
Beschichtung ergibt sich zu B.s= 0,054 mg/cm?, wobei der zusatzliche, einmalige Anteil
von in die Probeplattenoberflache eingetragenem Casein bei Bejnag= 0,027 mg/cm? liegt.

Der relative Fehler der Einzelmessung ergibt sich zu z,, = 13,76 %.
8.2 Enzymatischer Abbau von Caseinschichten

Die Bestimmung der Abnahmegeschwindigkeit einer Caseinschicht wahrend eines

enzymatischen Caseinabbaus kann messtechnisch nicht an einer Probeplattenoberflache
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verwirklicht werden. Denn im wassrigem Medium der enzymatischen Abbaureaktion
lassen sich die herkdmmlichen Schichtdickenanalytiken nicht anwenden, da sie entweder
die gequollene Caseinschicht nicht erfassen oder den Flissigkeitsfilm als Uberzug
fehlinterpretieren. Nur an makroskopischen geometrischen Korpern konnen diese
Parameter mit Hilfe der Mikroskopie bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden daher
konzentrierte Caseinsuspensionen (Ccain ® 180 g/L) 2 Wochen an der Luft ausgehartet
und aus der resultierenden kunststoffartigen Formmasse Wirfel mit der Kantenlange 2
mm geschnitten (s. Abb. 19 A). Die sehr homogene und ebene Oberflache dieser Casein-
Wauirfel, die einen gleichmé&Rigen enzymatischen Angriff ermdglicht, ist in Abbildung 19
B zu erkennen.

Abb.19: Mikroskopische Aufnahmen von Wiirfeln aus getrocknetem Casein zur Bestimmung der Schicht-

dickenabnahmegeschwindigkeit: A: 20-fache VergréRerung; B: 800-fache VergréfRerung

Da bei einem Abbau in nativer Lésung der enzymatische Angriff von allen Seiten des
Wourfels gleichberechtigt erfolgt, ergibt sich die zu untersuchende Schichtdicke zu
d = 1 mm, der halben Wirfelkantenlange. Die mikroskopische Verfolgung der zeitlichen
Entwicklung der Wiirfelkanten zeigt eine lineare Abnahme der Caseinschichtdicke in
Abhangigkeit von der eingesetzten Enzymkonzentration (s. Abb. 20 A). Diese Linearitat
des Abbauverlaufes wird dadurch verursacht, dass die zeitliche Schichtdickenabnahme
im Gegensatz zur zeitlichen Volumenabnahme unabhéngig von der GroRe der
Oberflache ist, unter der Vorraussetzung, dass das Enzym im Unterschuss vorliegt. Der

relative Fehler der Einzelmessung liegt bei z,, = 2,05 %.
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Abb.20: A: Caseinschichtdickenabnahme wahrend des enzymatischen Caseinabbaus bei Variation der
Enzymkonzentration (Cazspxc: 1. 180 U/mL; 2. 2800 U/mL) [42]
B: Vapbaw in Abhéngigkeit der Enzymkonzentration von Ca,spx. = 0 — 2800 U/mL [42]

Aus den Steigungen der Geraden lassen sich die Abbaugeschwindigkeiten ermitteln. Da
die Abbaugeschwindigkeit durch den Faktor 2 dividiert werden muss, um das
Quellverhalten der Casein-Wdrfel in der Reaktionslosung zu bericksichtigen, ergibt sich
eine maximale Abbaugeschwindigkeit von vy, = 8,93 um/min fur die eingesetzte native
Alkalasel] 2,5 DX L (s. Abb. 20 B), bei einem relativen Fehler von z., = 6,29 %. Die
Abbaugeschwindigkeit immobilisierter Enzyme kann, wenn man den Aktivitatsverlust
von 74 % durch die Immobilisierung des Enzyms (s. Kap. 6) bertcksichtigt, zu maximal
Vmax = 2,32 um/min flr den enzymatischen Abbau von Casein auf Oberflachen mit

Immobilisat kalkuliert werden.
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9. Charakterisierung der Abbaureaktion mittels RP-HPLC

Die Produktzusammensetzung der Proteolyse von Casein kann mit Hilfe der Reversed
Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) qualitativ und quantitativ
analysiert werden.

In einem polaren Laufmittel (mobile Phase) wird eine Probe unbekannter
Zusammensetzung beim Lauf dber eine S&ule mit unpolarer Funktionalisierung
(stationadre Phase) aufgetrennt. Diese Auftrennung beruht auf der jeweiligen Interaktion
der verschiedenen Probemolekile mit stationdrer und mobiler Phase in Abhangigkeit
ihrer Polaritdét und Masse. Nach verschiedenen Retentionszeiten erreichen die
Probenmolekile den Saulenausgang und kénnen mit einer nachgeschalteten Analytik
detektiert werden, z.B. Zucker mit Brechungsindex-Detektoren, Peptide mit UV-

Detektoren oder derivatisierte Aminosauren mit Fluoreszenzdetektoren [67].
9.1 Aminosaureanalytik

Unverzichtbar flr eine umfassende Dokumentation der proteolytischen Caseinzersetzung
ist die genaue Kenntnis der Freisetzung der Aminosauren aus den Caseinmolekilen, da
diese die Endprodukte der Abbaureaktion sind. Wertvolle Hinweise fir die Ermittlung
von Geschwindigkeiten, Produktverteilung und Mechanismus der Hydrolyse kdnnen
durch Art und Zeitpunkt des Auftretens der Aminosauren erhalten werden. Die als
Aminosaureanalytik verwendete RP-HPLC-Applikation mit Methanol/H,O-Gradient,
sowie OPA-Derivatisierung und Probenvorbereitung werden im Anhang 16.12
beschrieben. Abbildung 21, in der jeder Peak einer Aminosaure entspricht, zeigt die
HPLC-Spektren  der  Abbaureaktion einer 2,0 g¢/L Caseinlésung  mit
Cazsoxt = 3,07 U/mL, die bei Abbauzeiten von tam.,= 0 — 53,6 h aufgenommen wurden.
Die genauen Retentionszeiten und Kapazitatsfaktoren der einzelnen Aminosauren finden
sich im Anhang 16.12.5, Tabelle 20. Die zeitliche Entwicklung der Aminosaurekonzen-
trationen belegt eine spate Freisetzung der Aminosauren aus den Caseinmolekilen, die
erst nach Uber tamas = 24 h sprunghaft einsetzt. Vor diesem Zeitpunkt werden nur

einzelne Aminosauren, wie Trp, Ser und Lys, in geringem Mal3e freigesetzt.
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Abb.21: Zeitliche Entwicklung der Aminosaurekonzentration wahrend des Caseinabbaus [42]

Abbildung 22 A verdeutlicht diesen Aspekt. Sie zeigt die Massenbilanz der Aminosauren
in der Reaktionslosung. Im Zeitraum von tapa,= 2 — 8 h kommt es zu einer ersten
Freisetzung von Aminosauren bis zu einer Gesamtkonzentration von 0,2 g/L (= 10 %
Abbau). Anschliellend kommt dieser Prozess bis zu einer Abbauzeit von tam., = 25h
zum Erliegen. Bei tapau = 25 h setzt dann die vermehrte Freisetzung von Aminosauren
ein, die erst nach tama, = 72 h (3 Tage) bei Abschluss der Totalhydrolyse zum Erliegen
kommt. Nach dieser Zeit ist alles in der Ldsung vorhandene Casein in einzelne
Aminosauren zerlegt ( = 100 % Abbau). Die Konzentrationsverlaufe der einzelnen
Aminosauren (s. Abb. 22 B) zeigen fur Trp, Lys und Ser einen frihen
Konzentrationsanstieg, der auf der Spaltung der von der Alkalase bevorzugten
Bindungen beruht. Der nahezu konstante Bereich von tamwa, = 8 — 25 h markiert das
Gebiet der Peptidspaltung ohne bestimmte Praferenzen, indem grof3e Peptidfragmente in

immer kleinere Bruchstiicke Gberfihrt werden.
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Abb. 22: A: Massenbilanz der Aminoséuren bei enzymatischem Caseinabbau
B: Konzentrationsverlaufe der Aminosauren Trp, Leu, Lys, Ser, Val, Tyr, lle im Abbauzeitraum

VOoN tappay = 0-50 h.

Erst nach tapa = 25 h ist dieser Prozess abgeschlossen und es kommt zum Bruch der
letzten Peptidbindungen, was eine vermehrte Freisetzung der Aminosauren zur Folge
hat. Die Konzentrationen der in der Aminosauresequenz von Caseinen haufig
auftretenden Aminosauren lle, Tyr, Val, Leu und Lys steigen daher ab diesem Zeitpunkt
stark an.

Aufgrund der spaten Freisetzung der Aminosauren ist die Aminosdureanalytik nicht zur

schnellen Dokumentation des enzymatischen Caseinabbaus geeignet.
9.2 Peptidanalytik

RP-HPLC-Applikationen zur Peptidbestimmung ermdoglichen die Dokumentation der
Abbauprodukte des Caseinabbaus. Tabelle 8 zeigt eine Auswahl der in der Literatur
beschriebenen Anwendungen fur diesen Zweck. Die Variationen der Methodenpara-
meter in diesen Anwendungen sind nur gering:

e (C-18 Saulen haben sich bewahrt, seltener auch polarere C-8 Saulen. Die Korn-
groRen der Fullkorper liegen zwischen 5 — 10 um, wobei 5 pm-Fillungen bessere
Trennergebnisse liefern. Die Sdulenlangen und —durchmesser variieren stark.

» Es zeigen sich keine nennenswerten Unterschiede bei der Eluentenwahl.

» Die Flussraten variieren zum Teil stark, je nach Zielsetzung der Analyse. Es gibt
eine Tendenz zu niedrigen Flussraten, wie f,= 0,2 mL/min, die eine bessere
Auflosung der Produktpeaks bewirken.

» Die UV-Detektion bei A = 214 nm ist optimal.
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Tab. 8: RP-HPLC-Applikationen zur Peptidanalytik von Caseinabbauprodukten (Die optimierte, in diesem

Projekt eingesetzte Applikation ist grau unterlegt)

Flussrate i
" UV-Detek- | Litera-
Saule Eluent f, i
. tion [nm] tur
[mL/min]
C-18 Milli-Waters
RCM pBondpak, 44,0 214 [68]
10 pm, 25*100 mm
280
C-8 Zorbax 300 SB,
A:0,1% (v/v) TFA [69]
5um, 150*2,1 mm
C-18 Supersphere 100 B:0.1% (v/v) TFA +
-18 Su , I
PErsp 80 % (v/v) Acetonitril
5 um, 150*2,1 mm 0.2
C-18 Nucleosil AB, ’
[70]
5um, 125*2,1 mm
C-18 Deltapack 300 A, 214
150*2,0 mm, 5 um
A: 0,115 % (v/v) TFA
C-18 Waters pBondpak, B: 0.1% (W/v) TEA 20 71]
: + ’
10 um, 300*3,9 mm 10,1% (v/v) TFA 4
60 % (v/v) Acetonitril
] A:0,1% (v/v) TFA
C-18 LiChrosorb, 5 um, B: 0.1% (W/v) TEA 10 915 72]
250*%4 mm : 0.1% (v/v) . + ’
100 % (v/v) Acetonitril
A:0,1% (v/v) TFA, pH 2,1
. 0
C-8 Apex 120 A B:0,08% (v/v) TFA + 08 206 [73]
50 % (v/v) Acetonitril,
pH 2,3
) A:0,1% (v/v) TFA
C-18 Nucleosil AB,
B:0,1% (v/v) TFA + 0,3 214 -

5 um, 100*2,1 mm

80 % (v/v) Acetonitril

Unter Berlcksichtigung der beschriebenen Applikationen wurde die in dieser Arbeit

verwendete, optimierte Methode erarbeitet (s. Tab. 8 + Anhang 16.10). Der Einsatz des

toxischen Acetonitril (MAK-Wert: 40 ppm) ist aufgrund der geringeren Viskositat im

Vergleich zu Methanol angezeigt, wodurch ein Arbeiten bei geringen Drucken ermog-

licht wird, was eine hohere Selektivitat zur Folge hat. Der optimierte Elutionsgradient ist
in Anhang 16.10.2 dargestellt. Die Detektion erfolgt im UV-Bereich bei A = 214 nm, wo
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zum einen die Eigenabsorption des Losemittels Acetonitril gering und zum anderen das

Absorptionsmaximum der Peptidbindung nahe ist (Apnax = 195 nm).
9.2.1 Trennfahigkeit der stationéren Phase

Die Trennfahigkeit der stationdren Phase lasst sich durch Analyse verschiedener
Standardlésungen von Oligopeptiden ermitteln. Tabelle 9 zeigt die Oligopeptidauswahl,

die fur diese Versuche verwendet wurden.

Tab. 9: Peptidstandards zur Trennfahigkeitsanalyse

) Amino-| Molmasse Retentionszeit
Peptid )
sauren [Da] tr [min]
L-Alanyl-glycin 146,1
Glycyl-L-prolin
Y yl I pl 2 172,2
L-Prolyl-glycin
yl-gly 25
L-Alanyl-L-alanin 160,2
Glycyl-glycyl-glycin 3 189,2
Pentaglycin 5 303,3
a-Caseinfragment 100-105 6 766,1 7,8
B-Casomorphin 75-81 7 772,0 18,6

Es zeigt sich, dass Oligopeptide aufgrund ihrer hohen Polaritat erst ab einer Grolie von
Hexapeptiden eine Wechselwirkung mit der Saule eingehen. Die in Hinblick auf die
Analyse der Caseinabbauprodukte gewdahlten Peptide a-Caseinfragment und [3-Caso-
morphin sind kommerzielle Isolate aus dem enzymatischen Caseinabbau und empfehlen
sich daher besonders fir den Einsatz. Abbildung 23 zeigt das Spektrum einer

Standardmischung dieser Peptide.
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Abb. 23: Spektrum von a-Caseinfragment ¢ = 8,16*10° mol/L (Peak 1) und B-Casomorphin
¢ =7,72*10° mol/L (Peak 2) mit eingezeichnetem Laufmittelgradienten [42]

Es wird eine vollstdndige Auftrennung der beiden Peptidkomponenten erreicht; das
polare a-Caseinfragment eluiert dem Laufmittelgradienten entsprechend mehr als 10 min
vor 3-Casomorphin von der Saule.

Wesentlichen Einfluss auf die Trennung der Abbaufragmente hat die Flussrate des
Eluenten. Entgegen Literaturangaben [69, 70], in denen Flussraten von v = 0,2 mL/min

bevorzugt werden, zeigt sich eine optimale Trennung der Peptide bei v = 0,3 mL/min.
9.2.2 Fingerprint des nativen Caseinabbaus

Die Reaktionszeit des enzymatischen Caseinabbaus hat den wohl gréten Einfluss auf
die Produktzusammensetzung. Abbildung 24 zeigt die Spektren der Abbauprodukte fur
enzymatische Caseinabbaureaktionen in Losung mit nativer Alkalase(] 2,5 DX L. Die
Reaktionen wurden standardisiert gemaR Anhang 16.10.4 durchgefuhrt. Dargestellt sind

die Produktspektren der Abbauzeitraume zwischen tappay =5 — 1800 s.
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Abb. 24: Spektren der Caseinabbauprodukte in Abhangigkeit von der Abbauzeit; ¢cc.in=2,0 g/L;
Cazspx.= 3,07 U/mL [42]

Zu Beginn der Abbaureaktion tberwiegen grof3e und unpolare Makropeptide, die spat
von der Saule eluieren (tg = 50 - 60 min), aber diese werden schnell weiter zersetzt und
sind nach tapay = 60 s ganzlich verschwunden. Die Retentionszeiten der Produkte
werden mit fortschreitendem Abbau immer kleiner, da die Alkalasel] die Peptide in
immer Kkleinere und polarere Fragmente zerlegt. So sind nach tapsa, = 30 min fast keine
Peptide mehr vorhanden, die mit der Saule interagieren. Auffallig ist die frihe Bildung
von kleinen Peptiden, die nicht mit der Sdule wechselwirken. Diese Peptide stammen aus
gut zuganglichen, z.B. terminalen Bereichen der Caseine und Bereichen mit bevorzugten

Bindungen.
9.2.3 Abbauprofile ausgesuchter Fragmente

Der Mechanismus der proteolytischen Caseinzersetzung lasst sich durch die zeitliche
Konzentrationsentwicklung ausgesuchter Abbaufragmente beschreiben. Die kommer-
ziellen Isolate a-Caseinfragment und B-Casomorphin werden auch im Caseinabbau mit
Alkalasel] gebildet (s. Abb. 25 A) und ermoglichen es, diese Abbaufragmente zu
quantifizieren. Aus der zeitlichen Verfolgung der Konzentrationsanderung ergeben sich
Konzentrationsprofile fur die Fragmente (s. Abb. 25 B) (Kalibrationsgeraden

a-Caseinfragment und 3-Casomorphin s. Anhang 16.10.6).
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Abb. 25: A: Qualitativer Vergleich eines Laufs kommerzieller Isolate mit einer Abbauprobe
(Ccasein= 2,0 9/, Caz5px.= 3,07 U/ML, tappa,= 30 ) [42]

B: Konzentrationsprofile der Fragmente a-Caseinfragment und 3-Casomorphin [42]

Beide Fragmente werden sehr schnell freigesetzt und liegen schon nach tappay = 1 min in
einer Konzentration von ¢ = 9,0*10° mol/L vor. Dann wird in der Folge das
B-Casomorphin zlgig abgebaut, wahrend das a-Caseinfragment im betrachteten
Zeitraum von tappay = 30 min konstant weiter gebildet wird bis zu einer Konzentration
von ¢ =1,1*10"mol/L. Nachdem das Substrat Casein vollstindig in Peptidfragmente
zersetzt ist, schwécht sich aber auch fir das a-Caseinfragment die anfanglich sehr hohe
Bildungsgeschwindigkeit ab. Die trotz Substratmangels fortwahrende Bildung dieses
Fragmentes, die sich im Konzentrationsprofil zeigt, ist auf die Freisetzung des
a-Caseinfragmentes aus anderen  Peptidfragmenten  zurtckzufuhren.  Deren
Freisetzungsgeschwindigkeit ist zwar geringer, dauert aber solange an, bis alle beteiligten
Peptidfragmente vollstandig zersetzt sind.

Fir eine weitere Charakterisierung der Abbaureaktion wurden verschiedene
Abbaufragmente ausgewahlt, deren Profile nicht quantifiziert werden konnten, da keine
reinen Isolate zur Verfligung standen. Ausgewahlt wurden 5 Abbaufragmente mit
Retentionszeiten von I: tg = 22,7 min; Il: tr = 28,8 min; Ill: tx = 36,0 min;
IV: tg = 40,0 min; V: tz = 41,7 min. Die der Konzentration direkt proportionale relative
Peakhthe in den Spektren zeigt bei zeitlicher Verfolgung, der Konzentration
entsprechende Profile der Abbaufragmente (s. Abb. 26).
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Abb. 26: A: Abhéngigkeit der relativen Peakhdhe ausgesuchter Fragmente von der Abbauzeit [42]
B: VergrofRerung des Abschnittes bis tayps, = 6 min [42]

Es ergibt sich ein differierendes Bild fir die verschiedenen Peptidfragmente. Wéhrend
alle Fragmente schon nach wenigen Sekunden nachzuweisen sind, sinkt die
Konzentration einiger Peptide (I11, V) schnell wieder ab, wahrend andere (I, Il) lange in
hohen Konzentrationen nachzuweisen sind. Ursache hierfur ist wohl die schwach
ausgepragte Selektivitat der Alkalase[J-Immobilisate gegeniber hydrophoben Amino-
sdureresten, die in den Fragmenten Il und V vorhanden sind und einen Angriff
beguinstigen, was zu einer hohen Zersetzungsgeschwindigkeit der Fragmente fuhrt. So
lassen auch die hohen Retentionszeiten auf grofRe, unpolare Peptide schlieRen, die zu
Beginn der Abbaureaktion gebildet werden. Deren Bildungsgeschwindigkeit nimmt
aufgrund schwindender Caseinkonzentration schnell ab, so dass schon nach tappay = 30 S
die Zersetzung dieser Peptide Uberwiegt und im Konzentrationsprofil die stark positive
Anfangssteigung nach Durchlaufen eines Maximums in eine exponentiell abfallende
Abbaukurve Ubergeht (s. Abb. 26 B). Kleinere und polarere Fragmente, wie | und Il,
werden langsamer aus dem Casein freigesetzt, bleiben aber Uber langere Zeitraume in
hohen Konzentrationen erhalten. Diese Peptidfragmente sind stabil und werden zum Teil
aus verschiedenen Makropeptiden gleichzeitig freigesetzt; Indizien hierfur sind auch die
auftretenden Terrassenpunkte in den Profilen.

Die Abbauergebnisse der RP-HPLC-Untersuchungen lassen sich mit den Daten der
photometrischen Untersuchungen korrelieren, wenn wie bei der EPE-Methode die
zeitliche Entwicklung der Produktverteilung bestimmt wird. Da die Molmassen der
freigesetzten Abbaufragmente nicht bekannt sind, wurde die Korrelation gegen die
mittlere, relative Peakhohe, die der Konzentration direkt proportional ist, durchgefiihrt
(s. Abb. 27).
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Abb. 27: Korrelation der RP-HPLC mit der EPE-Methode, Reaktionsbedingungen: Substrat:
Ccasein = 2,0 §7L bzw. Cygiester = 5 97, Cazspxe = 3,07 U/ML, taphay =5 min, T =25°C, 750 rpm

Es zeigt sich eine gute Korrelation der Abbauergebnisse, wobei die Abweichungen
innerhalb der Fehlergrenzen liegen. Eine signifikante Abweichung existiert bei
30 S <tpppau <1 min, wo die RP-HPLC-Daten aufgrund der beim Abbau schnell
freigesetzten Makropeptide ein intermedidres Maximum durchlaufen, wéahrend bei der
kontinuierlichen Zersetzung des Valinestersubstrates ein konstanter hyperbolischer
Verlauf resultiert.

Insgesamt gesehen ist der enzymatische Caseinabbau mit Alkalase sehr effektiv; das
gesamte Casein ist nach wenigen Sekunden in Peptide Uberfluhrt. Diese zerfallen
ihrerseits auf spezifische Art und Weise kaskadenartig in immer Kleinere Peptid-
fragmente. Einige Peptide erweisen sich als stabil und werden aus verschiedenen
Eduktfragmenten gebildet, andere zerfallen so schnell wie sie entstanden sind. Diese
charakteristischen Muster finden ihren Ausdruck in den Spektren, die so Fingerprints fur
verschiedene Abbauzeitpunkte darstellen. Diese Fingerprints sind Momentaufnahmen
des Caseinabbaus und zur Beurteilung des Fortganges der enzymatischen Zersetzung

eine grol3e Hilfe.
9.2.4 Abbau mit Immobilisaten

Die Produktverteilung einer enzymatischen Caseinzersetzung wird durch die
Immobilisierung des Enzyms beeinflusst, da in Folge einer Immobilisierung die
Abbaugeschwindigkeit stark abnimmt. So differieren die Fingerprints flr

Abbaureaktionen mit nativen Enzymen von denen mit Immobilisaten. In Abbildung 28
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sind die Abbauspektren einer Caseinabbaureaktion mit auf Epoxidmembran
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Abb. 28: Produktverteilungen eines Caseinabbaus mit immobilisierter Alkalase[] (tappa,= 0,5 — 70 min,

Ceasein= 2,0 9/L, 1 cm? Alkalase[]-Epoxy-Immobilisat = 0,485 U) [42]

Gut zu erkennen ist die stark verlangsamte Abbaureaktion, die sich in der Konstanz der
verschiedenen Produktpeaks Uber Zeitraume groRer tamwas = 1 h niederschlagen. Die
Reaktionslésung verarmt nur langsam an den grolien unpolaren Makropeptiden, die bei
hohen Retentionszeiten eluieren. Bis zu tawe = 7,5 min zeigen sich nur geringe
Veranderungen in der Produktverteilung, da hier Bildungs- und Zersetzungs-
geschwindigkeiten der Peptidfragmente im Gegensatz zum Abbau mit nativer Alkalase
gleich groRR sind. Ein direkter Vergleich der Produktverteilung von nativer und
immobilisierter Alkalase (s. Abb. 29) verdeutlicht dies. Die Ursache fur die Veranderung
des Abbaumechanismus liegt zum einen in der kovalenten Bindung des Enzyms am
Tréager, der einen erheblichen konformativen Stress fir das Enzym bedeutet, zum
anderen mussen die Substratmolekile zum immobilisierten Enzym diffundieren, um
abgebaut zu werden. Wahrend beim Abbau mit nativer Alkalasel] die Reaktionslésung
schnell an Caseinmolekilen verarmt und dann der Abbau der Makropeptide dominiert,
bleiben diese beim Abbau mit Immobilisaten langer erhalten und bestimmen den Abbau

mechanistisch.
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Abb. 29: Vergleich des Caseinabbaus mit nativer und immobilisierter Alkalase (tapp,= 3 min) [42]

Nach tapas = 3 min zeigen sich fur Abbaureaktionen mit immobilisierter Protease hohe

Fragmentkonzentrationen, wahrend fur Abbaureaktionen mit nativer Alkalase[] kaum

noch Abbaufragmente, die mit der stationaren Phase wechselwirken, nachzuweisen sind,;

der Abbau mit nativer Alkalase[ ist also schon fast abgeschlossen.

9.2.5 RP-HPLC im Tragerstromabfluss

Die RP-HPLC-Analytik ermdglicht den Nachweis der Produkte beim enzymatischen

Abbau auf Oberflachen.

Die Analytik wird hierzu

in den Tragerstromabfluss

eingekoppelt (s. Abb. 30), so dass Proben aus dem Tragerstrom direkt in die HPLC

injiziert werden kdnnen.
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Ablauf Tragerstrom

Immobilisatmembran
Sterilmembran

Anlosen des
Caseiniiberzug;

Zulauf Tréagerstrom

Ofen
+ Séule

Waste

Puffer

Abbau des
Caseins
-
Abtransport der
Abbauprodukte
Membrankissen
mit Schaumstoff-Fillung

Caseintiberzug

Mal-/Pigmentschicht
Grundierung

Wand

Mauerwerk

Putzschicht

Abb. 30: Schematische Darstellung des apparativen Aufbaus zur Probenanalyse beim enzymatischen

Caseinabbau auf Probeplatten
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Aufgrund der hohen Verdinnung empfiehlt sich jedoch das Auffangen grof3erer
Fraktionen (3,45 mL = 5 min) und eine Anreicherung der Produkte durch
Lyophilisierung. Die resultierenden Produktspektren der Abbaureaktionen auf Probe-

plattenoberflachen mit tap., = 0 — 30 min sind in Abbildung 31 dargestellt.

0 10 20 30 40 50 60 70
Retentionszeit [min]

Abb. 31: Produktspektren der Caseinabbauprodukte auf einer Probeplatte (tampa,= 0 - 30 min) [42]

Es zeigt sich eine gleichmaliige Konzentrationsabnahme sowohl grofRer als auch kleiner
Fragmente wahrend des gesamten Abbaus. Wesentlich fur die Veranderung im
Abbaumechanismus ist hier die kontinuierliche Abfihrung der Produkte von der
Abbauoberflache, wodurch eine weitere Reaktion dieser Abbaufragmente verhindert
wird. So bleibt die Produktverteilung nahezu konstant, wahrend die Konzentrationen
immer geringer werden, sobald die Oberflaiche an Caseinmolekiilen verarmt. Ein
Vergleich der Produktspektren des Caseinabbaus mit Immobilisat auf Oberflachen und in
Losung (s. Abb. 32 A) bestatigt den grofen Verdunnungseffekt, der durch den
Tragerstrom hervorgerufen wird. Die zur eingehenden Untersuchung ausgewahlten
Fragmente | - V werden wahrend der Abbaureaktion auf Oberflachen kontinuierlich
gebildet, die Peakhéhen nehmen in den Profilen (s. Abb. 32 B) exponentiell ab, geméan

der exponentiellen Abnahme der Caseinkonzentration auf der Oberfléche.
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Abb. 32: A: Vergleich der Produktspektren des Caseinabbaus mit Immobilisat in L&sung (taps,= 30 s) und
auf Oberflachen (tapa= 0 — 5 min) [42]
B: Peakhohenprofile der Fragmente | — V [42]

Nach tam, = 30 min ist die Konzentration des Caseins auf der Oberflache soweit

abgesunken, dass auch die Konzentrationen der Abbaufragmente unter der
Nachweisgrenze liegen; die quantitative Proteolyse von Casein auf der Oberflache ist

abgeschlossen.
9.2.6 Isolierung einzelner Fragmente

| -
Bestimmung der Molmassen der Fragmente erreicht.

Eine Charakterisierung der Abbaufragmente V wird durch Isolierung und
Mit einem an die HPLC
gekoppelten Fraktionensammler konnen Fraktionen aus dem Ablauf entnommen werden
(Durchfihrung s. Anhang 16.10.7). Die Schnittgrenzen der Fragmente | — V sind in

Abbildung 33 A + B dargestellt.

175] ‘\ 125 1

1504 3 100 2
2. _ Fraktion | o,
g 100+ V\ x ‘ '\ \\ g 50 \ f\/ \4
S (k § 2 v“w \ J 5
=M Tﬂ k \\ £ Wl i
® 2: \ Wﬂ/\/\p}v \J\/ \ MU My MU\]N vaL/M e | ° : l} T K( - h //

0 w0 . % 34 37 % % : ° m 31 232128 _3515‘15314‘{3 i °
t[mlnf t [min]
A B

Abb. 33: A: Produktspektrum des Caseinabbaus nach tap,., = 30 s mit Schnittgrenzen fiir das Fragment 111

[42]

B: Produktspektrum des Caseinabbaus nach ta,,,,= 10 min mit Schnittgrenzen fiir die Fragmente
I, 11, 1V und V [42]
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Fur Fragment 111 wurde eine Isolierung nach einer Abbauzeit von tam., = 30 s gewahlt,
da das Verhdltnis zwischen maximaler Konzentration und vollstandiger Auflésung des
Peaks (Abwesenheit von Verunreinigungen durch Fragmente dhnlicher Retentionszeiten)
hier optimal ist. Die Konzentrationen der Fragmente I, 11, IV und V sind nach einer
Abbauzeit von tama,= 10 min maximal und gut aufgel6st, so dass eine reine Isolierung
der Fragmente erreicht werden kann. Nach Lyophilisierung der isolierten Fragmente
konnen ausreichende Mengen zur Bestimmung der Molmassen mit Hilfe der Maldi-MS

erhalten werden.
9.3 Charakterisierung der Fragmente mittels Maldi-MS [74-79]

Die Bestimmung der Molmassen der isolierten Fragmente bedarf einer
Probenvorbereitung gemall Anhang 16.11. Es wurden verschiedene Matrixsubstanzen
auf ihre Eignung zur Analyse getestet, wobei sich a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure und
Sinapinsdure als geeignete Matrizes empfahlen. Die Kalibration der Spektren erfolgte
durch Bestimmung der charakteristischen Sinapinsadurepeaks bei M = 207 Da und
M =224 Da. Die Fragmentsequenzen wurden computergestitzt Gber die bestimmten
Massen aus den vollstandigen Caseinsequenzen (s. Anhang 16.2) ermittelt.

Abbildung 34 A zeigt das Maldi-MS-Spektrum des Fragmentes I, indem ein einzelner

scharfer Peak bei m/z = 1525, sowie weitere, Kkleine Fragmentierungspeaks bei

m/z = 1596 und m/z = 1639 zu erkennen sind. Durch Abgleich der Caseinsequenzen
und anhand von Literaturvergleichen [68] lasst sich dieser Molekilpeak als einfach
geladenes Fragment B-Casein 8-21 (M = 1525,0 g/mol) identifizieren (Sequenz s.
Tab. 10). Die Fragmentierungen entsprechen den Abspaltungen der terminalen
Aminosauren Ala’ (M = 71,1 g/mol) und Asn* (M = 114,1 g/mol).

120

T

M'=1525,0 .
100 4 M'= 1446,7
100 A

804
804

60 60

40 404

rel. Einheiten [%)]
rel. Einheiten [%)]

f1596,0
1504,0
201 4 20 j
1639,0
/ o bl oo "
0 _Hﬂ_._M_J

T T T T T T T T
A 500 1000 1500 2000 2500 3000 B 1000 2000 3000 4000 5000

m/z m/z

Abb. 34: A: Maldi-MS-Spektrum Fragment | (0,1 % (v/v) TFA in Acetonitril, Matrix Sinapinséure)
B: Maldi-MS-Spektrum Fragment 11 (0,1 % (v/v) TFA in Acetonitril, Matrix Sinapinséure)
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Abbildung 34 B zeigt das Maldi-MS-Spektrum von Fragment Il, indem wiederum nur ein
scharfer Peak bei m/z = 1446, sowie ein Fragmentierungspeak bei m/z = 1504 zu sehen
sind. Die Fragmentierung entspricht der Abspaltung eines Glycins (M = 57,1 g/mol).
Der somit einfach geladene Molekilpeak (M*-Peak) kann zwei Fragmenten zugeordnet
werden, as;-Casein 142-154 (M = 1446,7 g/mol) und B-Casein 29-42 (M = 1446,7 g/mol)
(Sequenzen s. Tab. 10). Aufgrund der Fragmentierung l&asst sich das Fragment als as;-
Casein 142-154 identifizieren, da nur dieses Glycin terminal bindet (Gly'*).
Das Maldi-MS-Spektrum von Fragment Il in Abbildung 35 A zeigt drei Peaks bei
m/z = 2186, m/z=2557 und m/z =5114, sowie zwei Fragmentierungspeaks bei
m/z = 2274 und m/z = 2608. Die Berechnungen ergeben das Vorhandensein von zwei
Fragmenten:
1. Fragment Il A: M*-Peak bei m/z = 2557, M*-Peak bei m/z = 5114,
Fragmentierungspeak bei m/z = 2608
0 as,-Casein 1-52, M = 5114,0 g/mol mit einer Fragmentierung des terminalen
Thr® (M = 101,1 g/mol) (Sequenz s. Tab. 10).
2. Fragment 111 B : M*-Peak bei m/z = 2187, Fragmentierungspeak bei m/z = 2274
0 ag-Casein 41-60, M = 2186,7 g/mol mit einer Fragmentierung des terminalen
Ser® (M = 87,1 g/mol) (Sequenz s. Tab. 10).

T T 120
100 A Fragment IIIA:

M?*=2557,0
100 M'=1670,5
80

80
60

60
Fragment I1IB:

404 .
M'=2186,7

40

rel. Einheiten [%)]
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Yy~ 2608,0 Fragment I11A:

20 M'=5114,0

20

Um&s
0

T T T T T T T
2000 3000 4000 5000 1000 2000 3000 4000 5000

A m/z B m/z

Abb. 35: A: Maldi-MS-Spektrum Fragmente 111 A, 111 B (0,1 % (v/v) TFA in Acetonitril, Matrix

0

a-Cyanozimtséaure)

B: Maldi-MS-Spektrum Fragment 1V (0,1 % (v/v) TFA in Acetonitril, Matrix a-Cyanozimtsaure)

In Abbildung 35 B ist das Maldi-MS-Spektrum von Fragment 1V dargestellt, dass nur
einen scharfen Molekilpeak bei m/z = 1670 und ein Fragmentierungspeak bei
m/z = 1708 aufweist. Der Molekiilpeak lasst sich dem M™*-Peak von as,-Casein 1-15,
M = 1670,4 g/mol zuordnen (Sequenz s. Tab. 10), einem Hydrolysat von as,-Casein 1-52
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(Fragment 111 A). Die Fragmentierung entspricht der Abspaltung des terminalen Lys"™
(M =128,1 g/mol).

T T T T T
100 4 Fragment V: -
] Fragment IV: |\, 1830,0
M'=1670.5
80 \ E
=
= 60 1
Q
=
9]
<
£ 404 7]
w
®
204 17085 | Y| 19010 .
0 J l
T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000

m/z

Abb. 36: Maldi-MS-Spektrum der Fragmente IV und V (0,1 % (v/v) TFA in Acetonitril, Matrix

a-Cyanozimtséure)

Das Fragment V lieB sich nicht in Reinsubstanz darstellen und enthalt als
Verunreinigung ds-Casein 1-15 (Fragment 1V). Das Maldi-MS-Spektrum (s. Abb. 36)
zeigt neben dieser Verunreinigung einen scharfen Molekulpeak bei m/z = 1830 mit einer
Fragmentierung bei m/z = 1901. Die Berechnungen identifizieren das Fragment V als
Os;- Casein 42-57, (M = 1830,2 g/mol) (Sequenz s. Tab. 10), einem Hydrolysat von
0s;-Casein 41-60 (Fragment 111 B). Als Fragmentierung ist die Abspaltung des terminalen
Ala* (M = 71,1 g/mol) zu erkennen.

In Tabelle 10 sind die ermittelten charakteristischnen Daten der untersuchten
Peptidfragmente, sowie deren Sequenzen dargestellt. Die Caseinsequenzen mit den
Fragmentschnittgrenzen sind im Anhang 16.2 dargestellt. Bertcksichtigt man die durch
die Maldi-MS-Analytik initiierten Fragmentierungen, so zeigen sich nur schwache
Selektivitaten der enzymatischen Caseinzersetzung mit Alkalasell 2,5 DX L, flussig.
Uberdurchschnittlich oft sind die Aminosauren Valin (aliphatisch, unpolar), Alanin
(aliphatisch, unpolar) und Asparagin (ungeladen, polar) direkt an der gebrochenen
Bindung beteiligt, so dass die leichten Praferenzen der Hydrolyse von Alkalase 2,5 DX
L, flussig zu Gunsten unpolarer und somit hydrophober Aminosauren (s. Kap. 4)
bestatigt werden.
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Tab. 10: Charakteristische Daten und Sequenzen der Fragmente I-V (1-Letter-Systematik der Aminosaure-

sequenzierung s. Tab. 20, Anhang 16.12.5)

Molmasse | Retentions- | Kapa- Aminosauresequenz
Fragment-Nr. ) ) ] ) Herkunft
[Da] zeittz [min] | zitdtk | (1-Letter-Systematik)

a-Casein- 0 -Cas
766,1 7,9 2,29 RYLGY L
fragment 100-105
. B-Cas
B-Casomorphin 772,0 18,6 6,75 YPFPG PI
75-81
3-Cas
I 1525,0 22,7 8,46 CLVAL ALARE LEEL
8-21
og-Cas
IHAQQ KEPMI GVN
142-154
I 1446,7 28,8 11,0
3-Cas
ESLSS SEESI TRIN
29-42
MKFFI FTCLL AVALA
KNTME HVSSS EESII Os-Cas
1A 5114.0
SQETY KQEKN MAINP 1-52
36,0 14,0 SKENL CS
APFPE VFGKE KVNEL | 0Os;-Cas
1B 2186,7
SKDIG 41-60
Os,-Cas
v 1670,5 40,0 15,67 MKFFI FTCLL AVALA
1-15
og-Cas
\Y/ 1830,2 41,7 16,38 | PFPEV FGKEK VNELS K )
42-57

Die nach tapa= 10 min isolierten Fragmente IV und V sind Hydrolyseprodukte der
Fragmente Il A bzw. 111 B, welche schon nach tama,= 30 s isoliert wurden. So bestatigt
sich anhand dieser Daten, dass eine Hydrolyse der Abbauprodukte stattfindet und die

auftretenden Primarprodukte ziigig wieder abgebaut werden.
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10. Nicht invasive Oberflachenanalytik

10.1 Vergleich verschiedener Analysenmethoden

Ho6chste Prioritat beim Umgang mit historischen Wandmalereien hat die Unversehrtheit
des Objektes. Daher muss jede Analytik zur Messung des Caseins auf der Oberflache
ohne eine Probenahme arbeiten, dass heil3t nicht invasiv sein. Diese VVorgabe erfullen nur
optische Analysenmethoden, wie IR-, UV/VIS- und Lumineszenzspektroskopie. Von der
Anwendung der IR-Spektroskopie musste wegen des hohen apparativen und
Kostenaufwandes abgesehen werden.

Die UV/VIS-Spektroskopie [80] eignet sich nicht, da die Produkte der proteolytischen
Caseinzersetzung hohere Absorptionskoeffizienten als Casein haben, wodurch die
Dokumentation der Abbaureaktion gestort wird. Es zeigt sich bei A =280 nm ein
Maximum in der enzymatischen Abbaukurve, das den schon bei der RP-HPLC-Analyse
ermittelten Gleichgewichtspunkt zwischen Bildungs- und Zerfallsgeschwindigkeit
groBerer Peptidfragmente markiert (s. Abb. 37). Die Lage dieses Maximums ist von der
eingesetzten Substratkonzentration abhangig; je hoher die Substratkonzentration, desto

steiler ist die Anfangssteigung und desto spater wird das Maximum durchlaufen.
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Abb. 37: Zeitliche Verdnderung der UV-Absorption (A = 280 nm) fir den enzymatischen Abbau verschie-

dener Caseinkonzentrationen (Ca.2spx .= 3,07 U/mL, tappa,= 6,5 min)

In der Folge sinkt die UV-Aktivitat wieder auf ihren Anfangswert. Da die UV-Aktivitat

der Caseinabbaufragmente erst abnimmt, wenn nach tap.n = 25 h die Freisetzung von
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Aminosauren einsetzt (s. Kap. 9), eignet sich diese Analytik nicht zur Dokumentation
von enzymatischen Caseinabbaureaktionen.

Luminenszenzspektroskopie fasst die Phdnomene der verzdgerten Lichtemission, wie
Phosphoreszenz und Fluoreszenz zusammen. Die Relaxation eines in einen héheren
Energiezustand angeregten Elektrons erfolgt hier unter Abstrahlung eines Photons, wobei
sich die Wellenlange des abgestrahlten Photons im Vergleich zum anregenden Photon
rotverschiebt, also einen geringeren Energiegehalt aufweist [81]. In der Bioanalytik hat
sich besonders die 2D-Fluoreszenzspektroskopie bewahrt, da eine Fille biologisch
aktiver Molekule, wie Vitamine, Cofaktoren und einige Aminosauren, fluorophore
Eigenschaften besitzen oder Gruppen mit fluorophoren Eigenschaften binden. Tabelle 11
zeigt eine Auswahl intrinsischer oder biogener Fluorophore, die zur Analytik

biologischer Komponenten geeignet sind.

Tab. 11: Intrinsische Fluorophore zur Analyse biologischer Komponenten [82]

Fluorophor Exzitations- Emissions-
maximum [nm] | maximum [nm]
ATP, ADP, Adenin, Adenosin 272 380
Coenzym F,y 420 470
Flavinmononucleotid 3707/ 436 520
NADH, NADPH 340 456
Phenylalanin 260 282
Pyridoxin (Vitamin Be) 324 390
Riboflavin (Vitamin B,) 370 / 455 520
Tryptophan 288 336
Tyrosin 275 303
Vitamin A (Retinol) 372 510
Vitamin B,, (Folsaure) 275 305

Die fluorophoren, ausschlief3lich aromatische Seitenketten tragenden Aminosauren
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin erméglichen als Bestandteile von Proteinen deren

qualitative und quantitative Analyse und somit letztlich auch die Analyse von Biomasse.
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10.2 2D-Fluoreszenzspektroskopie

10.2.1 Detektion von Casein

Die 2D-Fluoreszenzspektroskopische Detektion von Casein beruht auf der fluorophoren
Aminosaure Tryptophan, die im Casein gebunden ist [83]. as;- und as,-Casein enthalten
je 2 Tryptophanreste in ihrer Aminosauresequenz (Trp'®, Trp'*), wahrend B-, k- und
y-Casein nur 1 Trp-Rest enthalten. Das Maximum dieser intrinsischen Trp-Fluoreszenz
liegt in Losung bei einem Wellenlangenpaar von Exzitation : Emission von
A =288nm:336 nm, wie in Abbildung 38 fur eine 2,0 g/L Casein-Losung, pH 8,3
dargestellt ist. Die Darstellung A zeigt den gesamten sichtbaren Spektralbereich von
A =250-800 nm, in dem Fluoreszenzerscheinungen auftreten konnen, B zeigt eine
Ausschnittvergrofierung des relevanten Messbereiches. Die Standardgerateparameter des

verwendeten 2D-Fluoreszenzspektroskops finden sich im Anhang 16.13, S. 126.
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Abb. 38: A: 2D-Contourplot der Trp-Fluoreszenz von caseingebundenem Tryptophan in Ldsung,
c(Casein) = 2,0 g/L, Aax bei Ex: Em =288 : 336 nm
B: AusschnittsvergrofRerung 2D-Contourplot Abb. 38 A

Der Fluoreszenzbereich zwischen den Reflexionsbanden (weil? umrandet) zeigt die
Anwesenheit einer weiteren fluorophoren Gruppe bei Ex : Em = 345 : 410 nm, die aber
aufgrund ihrer geringen Intensitat die Trp-Messung nicht stort. Die Intensitat der Trp-
Fluoreszenz ist konzentrationsabhangig und direkt proportional zur Casein-

konzentration, so dass eine quantitative Dokumentation ermdglicht wird (s. Abb. 39):
F=1, ¢ (2,303 ¢ cd),

mit F: Fluoreszenzintensitat, l,: Intensitat des eingestrahlten Lichtes, @ Fluoreszenz-

ausbeute, €: molarer Absorptionskoeffizient, c: Konzentration, d: Schichtdicke;
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Ecasein, 280 nm — 24024,8 L/mol*cm [23]
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Abb. 39: Kalibration der Trp-Fluoreszenz von caseingebundenem Tryptophan in Ldsung
(Ex : Em =288 : 336 nm)

Bei sehr hohen Substratkonzentrationen tritt eine zusatzliche Rotverschiebung der
Emission auf, da eine Fluoreszenzléschung durch Energietbertragung von einem
Molekul zum néachsten erfolgen kann, der angeregte Zustand also strahlungslos
deaktiviert wird. AuBerdem neigt Casein zur Ausbildung von Molekilaggregaten, wie
Micellen, die besonders bei hohen Konzentrationen einsetzt und die Fluoreszenz-
ausbeute absenkt. So weist die Kalibrationskurve der Trp-Fluoreszenz von casein-
gebundenem Tryptophan ab ¢ = 4,0*10° mol/L Casein eine hyperbolische Abweichung
von der idealen linearen Form auf. Die Einzelmessungen sind mit einem relativen Fehler

von z,, = = 5,1 % behaftet.
10.2.2 Transfer zur Messung auf Oberflachen

Die Messung der Fluoreszenz von Caseinschichten auf Oberflachen gelingt unter
Verwendung eines 2-Kanallichtleiters [84] und eines speziellen Messstutzens zur exakten
Positionierung auf der Oberflache. Dieser verfigt tber eine Dichtung, d = 1,0 cm, die ein
lichtdichtes Aufsetzen des Lichtleiters auf der Oberflache gewahrleistet, da einfallendes
Tageslicht die Fluoreszenzmessung stoért. Der ideale Abstand zwischen Lichtleiter-
ausgang und Oberflache wurde zu d = 0,5 cm bestimmt. Zur Vermeidung der
Verschleppung von Mikroorganismen tber den Messstutzen ist er aus V2A-Stahl gefertigt

und vollstandig autoklavierbar (s. Abb. 40).
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Legende:

1: Fluoreszenzmess-
stutzen

2: Dichtung

3: 2-Kanal-Lichtleiter

4: Stativverbinder mit

Kugelgelenk

Abb. 40: Photographie des Messzubehors fir Fluoreszenzmessungen auf Oberflachen

10.2.3 Abhéangigkeiten der Fluoreszenzaktivitat

Fluoreszenzerscheinungen auf Oberflachen sind von einer Vielzahl von Faktoren, wie
z.B. Oberflachenmaterial, -beschaffenheit und Schichtdicken abhéngig. Das auf einer
Oberflache auftreffende Licht wird vom oberflachenbildenden Material reflektiert,
gestreut und teilweise absorbiert, nur ein Bruchteil trifft direkt auf Molekile, die zur
Fluoreszenz angeregt werden kénnen. Diese strahlen ihre Photonen véllig ungerichtet ab,
was zu erheblichen Verlusten der messbaren Fluoreszenzausbeute fuhrt. Denn es kdnnen
nur die Photonen detektiert werden, die das Emissionslichtfenster des Detektors
erreichen, dass heil3t die anndhernd senkrecht zur Oberflache abgestrahlt werden. Im
Idealfall, wie im vorliegenden des Caseins, bilden die fluoreszierenden Molekile eine
aufliegende, geschlossene Schicht aus. Anhand dieser lassen sich die mdglichen
spektroskopischen Uberginge bei einer Fluoreszenzanregung auf einer Oberflache
beschreiben (s. Abb. 41). Da die Fluorophorschicht im Fall der Caseinschicht transparent
ist, muss auch die darunterliegende Pigmentschicht in die Betrachtungen mit einbezogen

werden.
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Abb.41: Prinzip der Fluoreszenz auf Oberflachen

Das Emissionslicht wird von allen Oberflachenmolekiilen absorbiert, reflektiert und
gestreut, ebenso wie das wesentlich intensivere Exzitationslicht. Ein Teil der von den
Fluorophoren abgestrahlten Photonen trifft auf Oberflachenmolekile wie Pigment- oder
Bindemittelbestandteile, wodurch die Beschaffenheit der Oberflache und die Art der
Pigmentierung einer Wandmalerei zu wichtigen Faktoren fur die Messung werden. Ein
anderer Teil der abgestrahlten Photonen trifft auf weitere Caseinmolekile, die ihrerseits
zur Fluoreszenz angeregt werden. So entstehen zusatzliche Kaskadeneffekte, die immer
hoherwellige Fluoreszenzerscheinungen verursachen, die Intensitat des Fluoreszenz-
maximums aber verringern. Die Streuung der Photonen an Oberflachenmolekilen

wiederum kann der Fluoreszenzausbeute zu gute kommen.
10.2.3.1 Einfluss des Oberfldchenmaterials

Ein weiterer Effekt, der den starken Einfluss des Oberflachenmaterials deutlich macht, ist
die Lage des Maximums der Trp-Fluoreszenz. Je nach Beschaffenheit des Untergrundes
und Pigmentierung der Oberflache variiert die Lage des Fluoreszenzmaximums um

15 nm auf der Exzitationsseite und um 20 nm auf der Emissionsseite (s. Abb. 42 A + B).
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Die Lage des Fluoreszenzmaximums verandert sich in Abhangigkeit des Materials [85],
so dass fur Materialien, wie Aluminium, Silizium, Kalkputz und PVC deutlich niedrigere
Emissionswellenlangen gefunden werden, als fur Materialien wie Siliziumdioxid,
Aluminiumoxid, Glas und Cellulose. Ursache fur diese Verschiebung ist die Polaritat des
Losemittels, bzw. Untergrundmaterials. Denn polare Untergriinde, wie die Oxid-
oberflachen konnen durch die fluoreszierende Gruppe induziert, ihre Elektronen-
verteilung umorientieren und einen energetisch gunstigeren Zustand einnehmen; diese
Energieabsenkung fihrt zur Abstrahlung eines Photons héherer Wellenlange. Weiterhin
ist die unterschiedlich starke Streuung der Maxima fir verschiedene Oberflachen
auffallig. Wahrend homogene Oberflachen, wie die Silizium- und die Kalkputzoberflache
konstante Maxima aufweisen, kommt es besonders bei pigmentierten Oberflachen zu
starken Schwankungen der Lage des Maximums. Dies ist bedingt durch die nicht
homogene Oberflache, da die Pigmentierungen mit einem Pinsel aufgetragen wurden,
und so starke Schwankungen in der Farbigkeit des Untergrundes resultieren. Extrem sind
diese Schwankungen vor allem auf den Oberflachen der Wandmalereien, deren
Streuungsverhalten am Beispiel Wienhausen in Abb. 42 B dargestellt ist. Die
Inhomogenitat des Untergrundes, gegeben durch unterschiedliche Pigmentierungen und
Strukturierungen der Oberflache, Salzausblihungen, mikrobiellen Bewuchs und viele
weitere Faktoren, fuhrt zu einer erheblichen Streuung der Lage des Maximums. Um
trotzdem einen einheitlichen Bezug der Messungen zueinander herstellen zu kénnen,
wurde aus mehreren hundert Messungen der Schwerpunkt der Lage des

Fluoreszenzmaximums fur caseingebundenes Tryptophan auf Oberflachen ermittelt, der
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bei einem Wellenlangenpaar von Ex : Em = 288 : 331 nm liegt, und allen weiteren
Oberflachenfluoreszenzmessungen zugrunde gelegt wurde.

Betrachtet man die Fluoreszenzintensitaten, die fur diese Oberflachen ermittelt wurden,
so findet sich ein Anstieg der Fluoreszenzintensitat mit zunehmender Helligkeit der

Oberflache:
Abnahme der Fluoreszenzintensitat

>

Glas (weiRe Unterlage) > SiO, > Al,O; > Cellulose > Al > Si > PVC > (Kalkputz)
«

Zunahme der Oberflachenhelliokeit

Dies beruht auf dem groRReren Reflexionsvermégen heller Oberflachen, die auch das
Emissionslicht starker reflektieren, wodurch eine Erh6hung der Fluoreszenzausbeute
resultiert. Einen Sonderfall stellt hierbei die pordse Kalkputzoberflache dar, die sehr
geringe Fluoreszenzintensitaten aufweist, da ein erheblicher Anteil der aufgetragenen
Caseinlésung in die Oberflache eindringt, und so nicht zur messbaren Fluoreszenz
beitragt. Dieses Eindringen des Caseins in die Oberflaiche findet auch auf allen
pigmentierten Flachen statt, wobei die Auspragung von der Versiegelung der Oberflache
durch die Pigmentschicht abhangig ist. Abbildung 43 zeigt Tiefenprofile der zur
Caseinkonzentration proportionalen Fluoreszenzintensitat, die durch vorsichtiges

Abschleifen der Probeplattenoberflachen ermittelt werden konnten.
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Abb. 43: Tiefenprofile der Trp-Fluoreszenz von caseingebundenem Tryptophan auf verschieden pigmen-
tierten Oberflachen (Caseinbeladung B.,= 0,11 mg/cm?, Ex : Em = 288:331 nm)

Es zeigt sich fur alle Pigmentierungen bis auf Eisenoxidrot (Wildeshausen) eine hohe

Porositat, da ein Eintrag des Caseins durch Pigment- und Grundierungsschicht bis in den
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Kalkputzuntergrund stattfindet. Dies entspricht einer Eindringtiefe von mindestens
deintrag = 100 um in die Oberflache bei einem relativen Fehler von z,, = + 9,31 %. Nur das
caseingebundene Pigment Eisenoxidrot (Wildeshausen) versiegelt die Oberflache
signifikant und lasst Casein nur bis zu deinwsg = 70 pm Tiefe eindringen. Dies bedeutet,
dass durch die nicht invasive 2D-Fluoreszenzmessung nicht die gesamte Caseinbeladung
einer Oberflache bestimmt werden kann, und somit die Korrelation der Fluoreszenzdaten
mit den Daten invasiver Analyseverfahren erschwert wird. Da der Anteil des Caseins,
das in die Oberflache eindringt, nicht zum Schadensbild der Wandmalereien beitragt —
Casein ist seit Jahrhunderten ein gebrauchliches Bindemittel fur Pigmente — behindert er
aber nicht die Detektion des schadensrelevanten Caseins, welches als Uberzug auf der

Oberflache aufliegt.
10.2.3.2 Einfluss der Caseinbeschichtung

Die in Form der Caseinsuspendierung zu unterscheidenden Caseintberziige aus
Sumpfkalk- und Ammoniumcasein haben Auswirkungen auf die intrinsische Fluores-
zenzintensitat. So zeigt sich bei einer Zunahme der Beschichtungen, also einer Erhéhung
der Caseinbeladung, dass zwar fur beide Caseinvarianten der hyperbolische Verlauf einer
Sattigungskurve resultiert, dass aber die Fluoreszenzintensitat von Sumpfkalkcasein

gegeniber der von Ammoniumcasein um den Faktor 3 erniedrigt ist (s. Abb. 44).
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Abb. 44: Vergleich der Fluoreszenzverlaufe verschiedener Caseinvarianten auf Oberflachen (Pigment

Eisenoxidrot Wildeshausen, mittlere Caseinbeladung pro Schicht B,= 0,054 mg/cm?)

Die Erniedrigung der Fluoreszenzintensitat bei Suspension des Caseins mit CaCO;
beruht auf den Wechselwirkungen der Caseinmolekiile mit den Ca®*-Kationen. Diese

begunstigen die Micellenbildung von Casein, da sie als Bindeglied der Casein-
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phosphatgruppen dienen. Mit der [Casein - PO,* - Ca®* - PO, - Casein] — Bruicken-
bindung wird die Polymerisation des Caseins zu Micellen initiiert, die einen
durchschnittlichen Radius von r = 70 nm aufweisen. Diese Molekilaggregate haben eine
kompakte Form mit polaren Oberflachen, die ihre Loslichkeit ermdglichen, verfiigen
aber ebenso Uber ausgedehnte hydrophobe Bereiche. Die Micellen verédndern die
optischen Eigenschaften der Ldsung, so verursachen sie z.B. die weie Farbung der
Milch. Einen Caseinlberzug auf einer Oberflache beeinflusst die Micellenbildung

hingegen durch eine verstarkte Abschirmung der Fluoreszenz.
10.2.3.3 Einfluss der Pigmentierung

Die Pigmentierung einer Oberflache hat nicht nur Auswirkungen auf die Lage des
Fluoreszenzmaximums und den Caseineintrag in die Oberflache, sondern auch auf die
messbare Fluoreszenzintensitat. So zeigen schon pigmentierte Oberflachen, die ohne
einen Caseindberzug vorliegen, unterschiedliche Intensitaten der Grundfluoreszenz.
Denn da die Pigmente kein einheitliches Reflexions- und Absorptionsverhalten zeigen,
unterscheiden sich auch ihre Resonanzen mit dem Exzitationslicht und so resultieren
voneinander abweichende Grundfluoreszenzen (s. Abb. 45 A). Zur Verdeutlichung der
Einflussnahme des Absorptionsverhaltens der Pigmente auf das Fluoreszenzverhalten

sind die Absorptionseigenschaften in Abbildung 45 B dargestellt.
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Abb. 45: A: Vergleich der Grundfluoreszenz bei unterschiedlicher Pigmentierung (Ex : Em =288 : 331 nm)
B: Absorptionsverhalten der Pigmente im UV/VIS-Bereich von A = 250 — 800 nm

Paratacamit-Oberflachen weisen immer die geringsten Fluoreszenzintensitaten auf, bei
unbeschichteter und bei caseinbeschichteter Oberflache, obwohl es sich um ein helles
Pigment handelt. Die Ursache hierfur ist das gro3e Absorptionsvermdgen des Pigmentes.
Es verflgt Uber zwei Absorptionsmaxima im sichtbaren Bereich bei Ay 1 = 335,5 nm

und Ana 2 = 718,5 nm, die viel Grundstrahlung absorbieren. Besonders An. 1 liegt in
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unmittelbarer Nahe zum Maximum der zu detektierenden Trp-Fluoreszenzemission bei
Aemymax = 331,0 nm und absorbiert einen groRen Teil der abgestrahlten Photonen. So sind
alle Fluoreszenzen auf dieser Oberflachenvariante stark erniedrigt. Das Pigment
Kalkweil3 hingegen zeigt sehr hohe Grundstrahlungen und Fluoreszenzintensitaten, da es
ein hohes Reflexionsvermdgen (Rig; nm = 11 — 14 %) besonders im Bereich der UV-
Strahlung aufweist [57]. Die weil3e Farbe des Pigmentes Kalkweil3 weist auf sein sehr
geringes Absorptionsvermdgen hin, ein schwaches Absorptionsmaximum zeigt sich im
UV bei Anax = 262,0 nm. Die Pigmente Eisenoxidrot und Mennige zeigen ahnliche
Absorptionsmaxima bei An = 553,5 nm bzw. A, = 518,0 nm, die die braune und
orange Farbe der Pigmente verursachen. Die durch charge-transfer-Ubergange
verursachten Absorptionsmaxima sind breit und klingen nur langsam zu kleineren
Wellenldngen hin ab. Dadurch werden auch Teile der Strahlung im Bereich des Trp-
Fluoreszenzmaximums absorbiert und es resultieren mittlere Intensitaten der

Fluoreszenz.
10.2.3.4 2D-Fluoreszenzkalibration der Priifkérperoberfldchen

Die Differenzen der optischen Eigenschaften der Pigmente machen eine unabhangige
Fluoreszenzkalibration jedes Pigmentes notig, sowie eine Unterscheidung der
Caseinbeschichtungen. Die fur die Fluoreszenzkalibration benétigte Caseinbeladung
einer Oberflache kann mit Hilfe des BCA-Proteinassays bestimmt werden. Hierzu wird
von der Oberflache eine dinne Schicht (d = 50 um) des gesamten vom Fluores-
zenzlichtleiter erfassten Bereiches abgetragen und die Proteinkonzentration der Probe
nach Losung der Proteine im Alkalischen (10 mL 1 M NaOH) und Farbkomplexierung
photometrisch bei A = 560 nm bestimmt (s. Kap. 5).

Exemplarisch fur die resultierenden Kalibrationsgeraden sind in Abbildung 46 A + B die
Kalibrationen fur die Pigmente Kalkweild und Paratacamit dargestellt, da diese in ihrem
Verhalten am meisten differieren. Denn der lineare Zusammenhang von Caseinbeladung
und relativer Fluoreszenzintensitat, der den Bereich quantitativer Aussagen Uber die
Caseinbeschichtung darstellt, zeigt bei diesen Oberflachenbeschichtungen die grofiten
Unterschiede. Kalkweil3 zeigt hohe Fluoreszenzintensitaten schon bei niedrigen Casein-
beladungen. Die Erniedrigung der Fluoreszenzintensitat von Kalkcaseinbeschichtung im
Vergleich zu Ammoniumcaseinbeschichtung wird durch den Steigungsfaktor s¢
beschrieben, der das Verhdltnis der Kalibrationsgeraden der Fluoreszenzintensitat

zueinander darstellt; bei Kalkweipigmentierung fluoresziert Ammoniumcasein um
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se=2,71 starker (s. Abb. 46 A). So resultiert fur Ammoniumcasein ein deutlich
schmalerer linearer Bereich, der schon ab einer Caseinbeladung von B.= 0,081 mg/cm?
verlassen wird. Quantitative Aussagen sind daher fir die Beschichtung Kalkweil3,
Ammoniumcasein nur bei geringen Caseinbeladungen mdglich, wahrend bei der
Beschichtung Kalkweil3, Sumpfkalkcasein bis zu einer Caseinbeladung von B.= 0,144

g/cm’ gemessen werden kann (s. Tab. 12).
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Abb. 46: A: Kalibration der Caseinbeladung fur Ammonium- und Sumpfkalkcasein auf Kalkweil3 pigmen-
tierter Oberflache (Ex : Em = 288 : 331 nm)
B: Kalibration der Caseinbeladung fir Ammonium- und Sumpfkalkcasein auf Paratacamit pig-
mentierter Oberflache (Ex : Em =288 : 331 nm)

Paratacamit erweist sich als problematisches Pigment, da es sehr geringe Fluoreszenz-
intensitaten verursacht, nur 11 % der Fluoreszenzintensitat von Kalkweil3 (s. Abb. 46 B).
Dies fiihrt zu hohen Messgrenzen der Caseinbeladung mit B,= 0,254 mg/cm? fur Am-
moniumcasein und B.= 0,401 mg/cm? fur Sumpfkalkcasein, wahrend sich der relative
Messfehler z, auf fast 5 % erhoht (s. Tab. 12). Weiterhin fuhrt das hohe Absorptionsver-
mdogen des Paratacamits zu einer so starken Absenkung der Fluoreszenzintensitaten der
beiden Caseinbeschichtungsvarianten, dass die Erhdohung der Fluoreszenzintensitat von
Ammoniumcasein nur noch s¢ = 1,17 betrdgt. Die Oberflachenbeschichtungen auf
Mennige, beziehungsweise Eisenoxidrot (Wienhausen) und (Wildeshausen) zeigen ein
mittleres, zwischen diesen beiden Extremen liegendes Fluoreszenzverhalten. Der
Vergleich der Messgrenzen maximaler Caseinbeladung, der relativen Fehler der
Einzelmessungen und der Verhaltnisse der relativen Fluoreszenzintensitaten der
verschiedenen Caseinbeschichtungsvarianten, gegeben durch den Steigungsfaktor sg
anhand von Tabelle 12, S. 72, verdeutlicht die Unterschiede der verschiedenen

Pigmentierungen und Beschichtungen und deren  Auswirkungen  auf
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Fluoreszenzmessungen. Da die durchschnittliche Caseinbeladung einer Caseinschicht bei
Bws= 0,054 mg/cm? liegt, ergibt sich fir alle Oberflachenbeschichtungen ein linearer
Zusammenhang der Trp-Fluoreszenzentwicklung mit der Caseinbeladung bis zu

mindestens 1,75 aufgetragenen Caseinschichten (Kalkweil3, Ammoniumcasein).

Tabelle 12: Vergleich der Messgrenzen maximaler Caseinbeladung und relative Fehler der Einzelmessung-

en der Kalibrationen

) Messgrenze maximale Steigungsfaktor s¢
. . Casein- . rel. Fehler o
Pigmentierung . Caseinbeladung B, (Verhéltnis der rel.
beschichtung Z.e [%0]
[mg/cm?] Fl von AC : KC)
_ AC 0,081 4,20
Kalkweif} 2,71:1
KC 0,144 0,85
) AC 0,102 1,68
Mennige 3,58:1
KC 0,216 1,38
Eisenoxidrot AC 0,107 2,21
. 2,05:1
(Wildeshausen) KC 0,110 1,02
Eisenoxidrot AC 0,163 5,41
) 1,76 : 1
(Wienhausen) KC 0,281 3,01
_ AC 0,254 4,95
Paratacamit 1,17:1
KC 0,401 4,74

Wahrend die Pigmentierungen durch ihre Absorptions- und Reflexionsverhalten vor
allem die Messgrenzen der Caseinbeladung beeinflussen, wirken sich die verschiedenen
Beschichtungen auch auf die relativen Messfehler aus, so dass fur Ammoniumcasein-
beschichtungen immer hdhere Fehler resultieren als fir Sumpfkalkcaseinbeschichtungen.
Diese Unterschiede im Verhalten von Pigmenten und Beschichtungen machen eine
differenzierte Bestimmung des Oberflachenstatus unabdingbar, bevor mit der Fluores-

zenzanalyse quantitative Angaben zur Caseinbeladung gemacht werden.
10.2.3.5 Einfluss der Festigersubstanzen

Die Untersuchung des Einflusses der fur den Einsatz ausgewdahlten Festigersubstanzen
auf die Fluoreszenzdetektion zeigt, dass sogar bei einer vollstdndigen Beschichtung der
Oberflache mit Festigersubstanz nur geringe Einfllsse auf die Fluoreszenzintensitéat

resultieren. Es wurden von den Restauratoren des Niedersachsischen Landesamtes fir
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Denkmalpflege zwei Festigersubstanzen fur die Anwendung an den Wandmalerei-

objekten ausgewanhlt:

1.

Klucel E [86]- Cellulose-2-Hydroxypropylether, nichtionischer thermoplastischer
Celluloseether, Myuw * 80 KDa, weilles Pulver, 10%ige LOsung in H,O:
Viskositat: 300-700 mPa*s

(0 Hohe Thermoplastizitdt, Grenzflachenaktivitat, gute Verdickungs- und
Stabilisierungseigenschaften, sowie die L0oslichkeit in Wasser und polaren
organischen Ldsemitteln empfehlen Klucel E fir einen Einsatz als Festigungs-
substanz aufstehender Malschichten.

Plextol B 500 [87]- wassrige Dispersion eines thermoplastischen Acrylpolymeren
auf Basis von Ethylacrylat und Methylmethacrylat, Feststoffgehalt 50 %, weil3e
Flussigkeit, Viskositat: 1100 — 4500 mPa*s

0 Sehr hohe Thermoplastizitat und Viskositat, sowie gutes Haft- bzw.
Bindevermdgen und Pigmentvertraglichkeit empfehlen Plextol B 500 fir einen

Einsatz als Festigungssubstanz aufstehender Malschichten.

Der Einfluss der Festiger auf die messbare Fluoreszenzintensitat wurde durch Messung

der Fluoreszenzintensitaten vor und nach der vollstdéndigen Beschichtung der Oberflache

mit 10%igen wassrigen Losungen der Festigersubstanzen bestimmt. Exemplarisch wurde

eine mit Eisenoxidrot Wienhausen pigmentierte Oberflache untersucht (s. Abb. 47 A +

B).
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Abb. 47: Pigment Eisenoxidrot Wienhausen, Ex : Em =288 : 331 nm

A: Messabweichung durch Festigerzusatz fur mit Ammoniumcasein beschichtete Oberflachen

B: Messabweichung durch Festigerzusatz flr mit Sumpfkalkcasein beschichtete Oberflachen
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Die Messungen zeigen, dass sich durch Auftragen einer kompakten Schicht aus Festiger
nur eine geringe Beeinflussung der Fluoreszenzintensitaten ergibt, wobei die Abwei-
chungen fur Plextol B 500 gréRer sind, als fur Klucel E. Weiterhin sind die relativen
Messfehler auf mit Ammoniumcasein beschichteten Oberflachen kleiner. Es kommt hier
durch die Festigerschicht zu einer Verdopplung der Messfehler, wéahrend fur
Sumpfkalkcasein beschichtete Oberflachen sogar eine VergrofRerung des Fehlers um den
Faktor 3 bzw. 6 resultiert. Tabelle 13 zeigt die relativen Fehler der Einzelmessungen fir

die verschiedenen Oberflachen und Festigungssubstanzen.

Tab. 13: Relativer Fehler der Fluoreszenzmessung durch Festigersubstanzen

Pigment Caseinbeschichtung | Festigersubstanz | rel. Fehler z,, [%]

- 5,41

AC Klucel E 10,22
Eisenoxidrot

) Plextol B 500 12,76
Wienhausen

. - 3,01

(leimgebunden)
KC Klucel E 10,86
Plextol B 500 19,87

Da bei der realen Anwendung der Festigersubstanzen nur im ungunstigsten Fall von
einer aufliegenden geschlossenen Festigerschicht ausgegangen werden muss, kann der
Einfluss generell vernachlassigt werden, wobei im Einzelfall eine genaue Bestimmung

des Oberflachenstatus immer hilfreich ist.
10.2.4 2D-Fluoreszenz zur Dokumentation von Abbaureaktionen

Die Beschreibung einer enzymatischen Caseinabbaureaktion durch Detektion der Flu-
oreszenzentwicklung am Maximum der intrinsischen Trp-Fluoreszenz gelingt aufgrund
der besonderen Umgebung des im Casein gebundenen Tryptophans. Denn im as;-Casein
sind die Tryptophangruppen Trp*® und Trp**® in sehr hydrophoben Bereichen gebunden,
was eine hohe Fluoreszenzintensitat zur Folge hat. Da ag;-Casein die Hauptkomponente
in bovinem Casein ist (Anteil 43-45 %, s. Kap. 2), tragt allein das Trp'® 50 % der

Fluoreszenzintensitat bei, das Trp'*

noch einmal 20 %. Werden diese Tryptophan-
gruppen bei einem enzymatischen Abbau dem hydrophilen Medium immer starker
ausgesetzt, so verandert sich deren Fluoreszenzaktivitat stark [88]. Dieser Vorgang kann

als MaR fur den Fortschritt des enzymatischen Abbaus dienen und erlaubt eine
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umfassende Dokumentation der Abbaureaktionen [89]. Die in Abbildung 48 A
dargestellten Abbaukurven zeigen den typischen exponentiellen Verlauf eines
Caseinabbaus mit Alkalase[l in Lo6sung, die Anfangssteigung erlaubt Kkinetische

Aussagen.
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Abb. 48: A: Abbaukurven fur den enzymatischen Abbau geldsten Caseins (Ca.2spx. = 3,07 U/mL,
tapsas= 10 min, RT, Ex : Em = 288 : 336 nm)
B: Verschiebung der Lage des Maximums der Trp-Fluoreszenz beim Ubergang vom gebundenen
in den freien Zustand

Auffallig ist, dass die Fluoreszenzintensitat bei keinem Abbau bis auf Null absinkt, und
dass beim Abbau hoherer Substratkonzentrationen nach Durchlaufen eines Minimums
sogar ein leichter Anstieg der Fluoreszenzintensitat zu verzeichnen ist. Dies beruht auf
einer Verschiebung der Lage des Trp-Fluoreszenzmaximums beim Ubergang vom
gebundenen in den freien Zustand (s. Abb. 48 B). Denn in Folge der Freisetzung des
Tryptophans aus der hydrophoben Umgebung in der Caseinstruktur verringert sich nicht
nur die Fluoreszenzaktivitat, das Maximum wandert auch um 25 — 30 nm auf der
Emissionsseite zu hoheren Wellenlangen und liegt dann bei einem Wellenlaéngenpaar
von Ex : Em =290 : 360 nm. Da das neue Maximum nicht weit von den Maxima der im
Protein gebundenen Trp-Gruppen liegt, kommt es zu einem stérenden Einfluss dieses
neuen Maximums bei Verfolgung der Fluoreszenzentwicklung eines enzymatischen
Abbaus. In Abbildung 49 A ist am Beispiel des Abbaus einer 2,0 g/L Caseinldsung die
reine Abbaukurve, sowie die Storungskurve durch das freie Tryptophan dargestellt, die
zusammen den resultierenden Fluoreszenzverlauf ergeben. Es ist ein mit der Zeit
hyperbolisch ansteigender Einfluss durch das Maximum freien Tryptophans zu erkennen,
dessen Auswirkungen bei Auswertung uber die Anfangssteigung der Abbaukurve aber

vernachlassigt werden konnen.
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Abbildung 49 B zeigt die Abhangigkeit dieses Storeinflusses von der Substrat-
konzentration. Da aus einer hdheren Substratkonzentration auch mehr Tryptophan
freigesetzt werden kann, ergibt sich die erwartete Korrelation mit der Fluoreszenz-

kalibration fur geltstes Casein mit einem Korrelationsfaktor von k = 2,05.
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Abb. 49: A: Darstellung der Abbaukurve flr Cc.in = 2,0 g/L mit Differenzierung in Abbau- und St6-
rungskurve (Ex : Em = 288 : 336 nm)
B: Gegeniberstellung der Fluoreszenzkalibration Casein in Lésung mit der Fluoreszenzverteilung

nach vollstandigem Caseinabbau (Ex : Em = 288 : 336 nm)

Der Stoéreinfluss der Fluoreszenz freien Tryptophans auf die Abbaumessung beschrankt
sich auf Systeme mit geldstem Casein, da nur hier das umgesetzte Substrat in der
Reaktionslosung verbleibt, wahrend es bei mit der Membrankissenapplikation
durchgefuhrten Abbaureaktionen auf Oberflachen kontinuierlich von der Abbaustelle
abtransportiert wird. Der Abtransport der Abbaufragmente von einer Oberflache ist
daher nicht nur aus mikrobiologischen Gesichtspunkten, sondern auch aus mess-
technischen Griinden angezeigt.

Die Korrelation der ermittelten Abbauergebnisse lasst sich anhand des Bradford-
Proteinassays erreichen, da auch hier die zeitliche Entwicklung der Restsubstrat-
konzentration verfolgt wird (s. Abb. 50). Der dargestellte Fluoreszenzverlauf ist die vom
Storeinfluss freien Tryptophans bereinigte Abbaukurve. Die Daten korrelieren im
Rahmen der relativen Messfehler.

Die nicht invasive Dokumentation der Caseinabbaureaktion lasst sich mit der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie problembezogen verwirklichen. Einzig bei der Ermittlung
kinetischer Daten in Ldsung zeigen sich Stérungen des Abbauverlaufes durch Ab-

bauprodukte, die aber leicht herauszufiltern sind, wie die Korrelation mit dem Bradford-
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Proteinassay zeigt. Hingegen zeigen Caseinabbaureaktionen auf Oberflachen mit der ent-

wickelten Membrankissenmethode, fir die die 2D-Fluoreszenzanalytik etabliert wurde,
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Abb. 50: Korrelation von Bradford-Proteinassay und 2D-Fluoreszenzspektroskopie, Reaktionsbeding-
ungen: 10 mL Ccagein = 2,0 9/L,Caz50x. = 3,07 U/ML, tapye = 10 min, T = 25°C, 750 rpm

keinerlei Beeinflussung durch die fluorophoren Eigenschaften von Abbauprodukten, da
sie nach ihrer Freisetzung umgehend mit dem Puffertragerstrom von der Oberflache
weggefuhrt werden. Die Analysenmethode ist daher uneingeschrankt fir die

Dokumentation von Oberflachenabbaureaktionen geeignet.
10.2.4.1 Standardisierte Abbaukurven

Die 2D-fluoreszenzspektroskopische Analyse der enzymatischen Abbaureaktionen auf
caseinierten Probeplatten ermdglicht die nicht invasive Dokumentation der Caseinzer-
setzung. Da Probeplattenoberflachen herstellungsbedingt sehr inhomogen sind, mussten
Oberflachen u.a. anhand von Farbdichte, Schadensbild und Glanzeffekten vor der Bear-
beitung sorgféltig ausgewahlt werden. Um Vergleich- und Reproduzierbarkeit der Daten
zu gewahrleisten, wurden die Abbaureaktionen anhand festgelegter Parameter unter

Standardreaktionsbedingungen durchgefihrt:

* Tragerstrom 0,1 M NaHCO3/Na,CO;-Puffer pH 9,0

o Tréagerstromflussrate fy = 1,3955 mL/min

* Immobilisat: Alkalasel] 2,5 DX L auf 4x4 cm Epoxycelluloseacetat,
aim-azsox. = 0,485 U/cm?

 Abbaubereich 7,07 cm? Kreisflache

« Gesamtabbauzeit tama,= 30 min, 3 Intervalle je ‘tapa,= 10 min
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* 3 min Oberflachentrocknung nach jedem Abbauintervall
* Trp-Fluoreszenzmaximum A..,—Ex : Em = 288 : 331 nm, 4 Messungen

bei tapsay = 0 Min, 10 min, 20 min, 30 min

Um eine oberflachenspezifische Standardisierung der ermittelten Abbaukurven zu
erreichen, wurden auf jeder der zu unterscheidenden Oberflaichen je drei Abbau-
reaktionen bei zwei verschiedenen Caseinbeladungen der Oberflache durchgefiihrt.
Anhand dieser Dreifachbestimmung wurden dann die Schwerpunkte des Abbauverlaufs
als standardisierte Abbaukurven ermittelt. Tabelle 14, S. 79 f zeigt die Ergebnisse der
Abbauuntersuchungen fir alle Oberflachenbeschichtungen.

Wie schon bei den Kalibrationen zeigen sich auch bei den Abbauverlaufen starke Unter-
schiede zwischen den Oberflédchen, die sich auch auf die Effektivitat der Abbaureaktion
auswirken. Der Abbau der Caseinschichten findet auf allen Oberflachenbeschichtungen
statt, wobei Paratacamit-Oberflachen mit Abbauresultaten von Ry = 100 % hervor-
stechen. Ein nahezu vollstandiger Abbau wird weiterhin auf den Oberflachen Kalkweif,
Sumpfkalkcasein und Eisenoxidrot (Wildeshausen) erreicht. Die schlechtesten Abbau-
ergebnisse fir auf Oberflaichen aufliegende Caseinschichten zeigen sich auf den
Pigmentierungen Mennige und Eisenoxidrot (Wienhausen), bei denen nur Abbau-
resultate von Ry = 56 — 75 % Entfernung der Caseinschicht nach tap, = 30 min erzielt
werden; der Abbau auf allen anderen Pigmentierungen ist effektiver. Insgesamt kann also
eine Entfernung von mindestens 56 % der Caseinschicht nach tap., = 30 min auf jeder
Oberflache erreicht werden. Hieraus folgt, dass die Abbauzeiten fir Mennige- und
Eisenoxidrot (Wienhausen)-Pigmentierungen auf tama,= 45 min ausgedehnt werden
sollten, um die Effektivitat dieser Abbaureaktionen zu erhéhen. Die relativen Fehler der
Messergebnisse liegen - entsprechend den Fehlern der Kalibrationen - flr Oberflachen
mit geringen resultierenden Fluoreszenzintensitaten, wie z.B. Paratacamit, hoher als bei
Oberflachen mit hohen resultierenden Fluoreszenzintensitaten, wie z.B. Kalkweil.
Aufgrund der Mittelwertbildung der Abbaureaktionen sind im Vergleich mit den
Kalibrationen die Fehler um ca. 50% erhoht, wobei alle relativen Fehler < 10 % bleiben.
Der Vergleich zwischen Abbaureaktionen bei unterschiedlicher Caseinbeladung auf
gleicher Oberflache zeigt eine Erhohung der Abbauresultate fir geringere Ober-
flachenbeladungen. Dies beruht auf der Festlegung des Abbauzeitraumes zu tapsa,= 30
min, in dem der Abbau einer diinneren Caseinschicht weiter fortschreitet als der einer

dickeren.
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Tab.14: Standardisierte Abbaukurven fiir enzymatischen Caseinabbau auf Oberflachen

. Abbau-
Probe-| Mittlere Rel.
. i .| resultat o
Pigmen- Casein- plat- | Casein- h Fehler Standardisierte
nac
tierung variante ten | beladung 30 mi Zpel Abbaugraphik
min
Nr. |[mg/cm?] [%]
Ra [%]
8’63*10-2 71,61 7’35 o . fﬁ::i:::i:ﬁ:::i
) 27, 2
Ammonium .
31, 32 "
6,03*10% | 84,63 | 5,19 ;
Kalkweil3
1,92*10" | 94,77 | 1,49 B * i veschie
35, £
Sumpfkalk
39, 40 :
9,48*10% | 93,28 | 1,07
2’85*10—2 56,31 2’9 4 . s
Ammonium
92, 95
9,23*10° | 87,32 | 2,08 | N .
Mennige
99, |1,14*10" | 56,05 | 2,42 . T
Sumpfkalk | 103, _ ,,,,,,,,,,
154
6,64*10% | 57,02 | 1,77 —
Eisenoxid- 249%102 | 82.7 7 . [ e
123 | % 9*10° | 82,75 | 3,8 .
rot _ :
. Ammonium | 124,
(Wildes- ,
125 5 7
hausen) 2,06%10° | 92,51 | 2,76 |
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Fortsetzung Tab.14: Standardisierte Abbaukurven fiir enzymatischen Caseinabbau auf Oberflachen

) Abbau-
Probe-| Mittlere Rel.
) ) ) resultat .
Pigmen- Casein- plat- | Casein- h Fehler Standardisierte
nac
tierung variante ten | beladung 30 mi Zpel Abbaugraphik
min
Nr. |[mg/cm? %
[mg/cm?] %] [%]
Eisenoxid- 6,76*107% | 96,89 | 1,79 et
131, e
rot £
) Sumpfkalk | 132,
(Wildes-
hausen) 133 1513%102 | 06,67 | 144 |
* -2 : ‘izzz:‘bescmcmsr
107, 6,64*10° | 62,34 | 9,47 5
Ammonium | 108, _
. : 111 T, .
Eisenoxid- 3,79%102 | 74,09 | 6,77 |
rOt Zeit t [min]
(Wien- o
hausen) " 1.21%10" | 60.44 | 5,27 B S Lo
Sumpfkalk | 116, R E—
119
1,07*10* | 74,99 | 3,76 ;
i e
64, 1,07*10" | 99,71 | 8,63 .
Ammonium| 65, 5
148 2,82*10% | 100,00 | 7,80 -
Parata-
camit .
2,74*10" | 100,00 | 8,22 . o Liach vesonennt |
69,
Sumpfkalk
72,73
5,79*10% | 100,00 | 7,36 o
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AbschlieBend kann keine genaue Erklarung fur die Differenzen der Abbauverlaufe auf
verschiedenen Oberflachen gegeben werden, da zu viele Faktoren auf diesen stark
inhomogenen Substraten Einfluss auf den Abbau nehmen. Deutlich wird aber eine
bessere Abbaurate fir mit Sumpfkalkcasein beschichtete Oberflachen im Vergleich zu
ammoniumcaseinierten Oberflachen. Die Ursache hierfiir kann nur in einer Verbesserung
des Loseverhalten der Caseinmolekiile durch die die Micellenbildung fordernden Ca*-
Kationen liegen.

Um einen Effektivitatsvergleich der kontrollierten enzymatischen Abnahmemethode flr
Caseinuberziige mit anderen, herkdmmlichen Abnahmemethoden zu erreichen, wurden
Caseinuberzlige auf ausgewdahlten Probeplatten mit verschiedenen Verfahren behandelt,
wobei der Anwendungserfolg mit der 2D-Fluoreszenzanalytik dokumentiert wurde. Von
den in Tabelle 1, S. 2 aufgefiihrten, fir eine Abnahme geeigneten Chemikalien, wurden
die drei Substanzen mit der geringsten Toxizitat ausgewahlt: Ethanol, Trichlorethan und
Ammoniumhydrogencarbonat. Diese Methoden wurden in der gebrauchlichen Form
eingesetzt: Mit geséattigten, bzw. reinen Losungen getrdnkte Wattestdbchen wurden
wiederholt vorsichtig tber die Oberflache gerollt, um die Abldsung der Caseinschicht bei
bestmdglicher Schonung der Oberflache zu erreichen. Abbildung 51 zeigt die Ergebnisse
der vergleichenden Untersuchungen zur Caseinabnahme, wobei die Effektivitat der
verschiedenen Methoden in  Relation zur standardisierten, enzymatischen
Abnahmemethode gesetzt wurden. Es zeigt sich, dass die enzymatische Anwendung die
effektivste der untersuchten Abnahmemethoden ist, da sie nicht nur wie die
herkdbmmlichen Verfahren auf eine reine Anlésung der Caseiniberzige zielt, sondern
dartber hinaus die Caseinmolekiile hydrolysiert und von der Oberflache abfuhrt. Eine
gezieltere Anwendung mit der Mdglichkeit zur Kontrolle der Anwendungsparameter
sollte daher auch fur die herkommlichen Anwendungsverfahren durch eine Verwendung
der Membrankissenapplikation zu erreichen sein. Hierflr mussten geeignete, inerte
Membranen und Schaumstoffe ermittelt werden, die eine Verwendung erméglichen, so
dass auch bei diesen Verfahren z.B. der kritische Flussigkeitseintrag in die Oberflache
kontrolliert werden konnte und auch geloste Caseine von der Oberflache abgefiihrt

wirden.
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Abbauresultat in Relation
zur Enzymanwendung [%]

Enzymanwendung Ethanol Trichlorethan NH4HCO3
Abnahmemethode

Abb. 51: Effektivitatsvergleich verschiedener Abnahmemethoden

Die Effektivitat der enzymatischen Anwendung tberzeugt im Vergleich mit anderen
Abnahmemethoden trotz der Schwierigkeiten bei der Handhabung der komplexen
Substrate, bzw. Oberflachen. Visuell zeigen sich die Auswirkungen der Oberflachen-
anwendungen oft deutlicher als es die Abbaubilanzen vermuten lassen. Besonders durch
weitere Alterungen nach Anwendung der enzymatischen Abnahmemethode kdnnen
gezielt die Unterschiede im zukinftigen Verhalten der Oberflachen dargestellt werden.
Abbildung 52 zeigt den Ausschnitt einer Probeplattenoberflache, auf der erhebliche
Schéaden durch Alterung der Caseintiberziige zu erkennen sind.

Zur Demonstration der starken Auswirkungen der enzymatischen Abnahmemethode
wurde eine Beschichtungsvariante mit geringen Abbauresultaten ausgewahlt, Eisenoxid-
rot (Wienhausen), Ammoniumcasein (Abbauresultat: Rx = 62,34 — 74,09 %, s. Tab.14).
Die Probeplatte wurde nach einer dreimonatigen Alterung in der Klimakammer im
Bereich des weill umrandeten Kreises flr taphan = 30 min mit dem Membrankissensystem
behandelt und anschliel3end fur weitere 3 Monate gealtert. Auf der linken, unbehandelten
Seite zeigt sich ein extremes Schadensbild mit den typischen Glanzeffekten und
abrollenden Farbschichten durch die Spannung der Caseinschicht. In dem mit Enzym-
immobilisat behandelten Bereich hingegen fehlt das Schadensbild ganz. Die matte
Oberflache und das vollige Fehlen der Spannungserscheinungen durch die aufliegende
Caseinschicht belegen deutlich den sehr positiven Effekt der enzymatischen Methode auf
die Oberflache. Die Ausdinnung der Caseinschicht, die auf dieser Oberflache stattfindet,
reicht aus, um die angestrebte Beseitigung des Schadensbildes durch Caseiniiberziige zu
erreichen.
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Abb. 52: Nahaufnahme Probeplattenoberflache (Probeplatte 139, Eisenoxidrot (Wienhausen), Ammo-

niumecasein), 3 Monate Alterung nach Caseinabbau:

Linke Seite: Probeplattenoberflache ohne Abbau mit abrollender Caseinschicht (glanzende Ober-
flache, Abrollen des Caseins mit Pigment-Schicht)

Rechte Seite: Probeplattenoberflache nach 30 min Abbau der Caseinschicht mit Membranimmo-
bilisat (kein Glanz, kein Schadensbild)

Eine 30 min dauernde Anwendung fihrt auf allen Oberflachen zu einer so starken
Ausdinnung der Caseinschicht, dass eine folgende Festigung mit einer geeigneteren
Festigungssubstanz, wie Klucel E, einen nachhaltigen Schutz der pigmentierten
Oberflache gewahrleisten sollte.

So kann die Anwendung der enzymatischen Abnahmemethode auf den Probeplatten-
oberflachen unter diesen ,,einfachen Bedingungen als Erfolg angesehen werden. Da auf
Wandmalereioberflachen noch eine Reihe weiterer Faktoren einen entscheidenden
Einfluss auf die Caseinschicht und auch auf den enzymatischen Caseinabbau nehmen,
werden auch ,,komplexere” Bedingungen, wie eine mikrobielle Besiedelung der
Oberflache, Salzausblihungen durch Salzwanderungen im Mauerwerk und schliel3lich
die reale Wandmalereioberflache untersucht (s. Kap 12-14).
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11. Pigmentuntersuchungen

Ein wesentlicher Aspekt, der bei der Entwicklung einer Anwendung zum enzymatischen
Caseinabbau auf Wandmalereien bericksichtigt werden muss, sind die Auswirkungen
der Methode auf die Farbschichten. Die Pigmente sind in der ca. 40 pum dicken
Farbschicht mit unterschiedlichen Bindemitteln gebunden (s. Tab. 5, Kap. 7.2), direkt
Uber der Farbschicht liegt die Caseinschicht. Durch einen enzymatischen Abbau kann
auch das Bindemittel des Pigmentes zersetzt werden, besonders wenn die aufliegende
Caseinschicht nicht geschlossen ist. So muss geklart werden, ob die Pigmente von den
Wandmalereien gewaschen werden und ob weitere schadigende Einflusse durch die

Anwendung entstehen.
11.1 Pigmentauswaschverhalten

Die Madglichkeit zur Untersuchung des Auswaschverhaltens der Pigmente ist durch die
Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) gegeben [90]. Diese Methode ermdglicht den
Nachweis kleinster Metallkationenkonzentrationen in Proben. So kodnnen die
Pigmentkationen durch Probenahme aus dem Abflussstrom des enzymatischen
Caseinabbaus auf einer Oberflache im Tragerstrom nachgewiesen werden. Tabelle 15
zeigt die Dbei verschiedenen Pigmenten ermittelten Kationenkonzentrationen im
Tragerstrom. Es zeigt sich, dass die Pigmente nicht von den Oberflachen abgewaschen
werden, da zu keinem Zeitpunkt der Abbaureaktion Pigmentkationen im Tragerstrom
nachgewiesen werden konnen. Einzig das Ca**-Kation ist in jeder Probe in ahnlicher
Konzentration nachzuweisen. Die Ursache hierfur ist die Tatsache, dass Casein ein
Calcium bindendes Protein ist, und dieses aus dem abgebauten Casein stammende
Calcium in allen Proben vorhanden ist. Da die Calciumkonzentrationen der Proben von
Kalkweif3-Probeplatten identisch mit denen der Proben anderer Pigmentierungen ist, lasst
sich auch eine Auswaschung des Ca**-Pigmentes ausschlieRen. Es kommt somit durch
die enzymatische Abbaureaktion zu keiner Beeintrachtigung der Malschicht durch eine
Auswaschung der Pigmente. Die Freisetzung geringer Konzentrationen an
Pigmentkationen, die unter den Nachweisgrenzen der AAS liegen, kann nicht
ausgeschlossen werden, fuhrt aber zu keiner optischen Beeintrachtigung der

Wandmalerei.
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Tab.15: Im Tragerstrom ermittelte Konzentrationen der Pigmentkationen bei enzymatischem Caseinabbau

auf Oberflachen

) Untere Kationen-
. Metall- | Absorptions- ] ]
Pigment ) o Nachweisgrenze konzentration
kationen linie [nm]
[ug/mL] [mg/mL]
Kalkweil3 Ca™ 422,7 0,5 1,2-2,4
Paratacamit Cu?* 324,8 3,0 -
Ca*:0,9-2,0
Mennige Pb2*, Pb** 214,0 20,0 o
Ca*:1,0-2,3
Eisenoxidrot -,
(Wienhausen) Ca**:1,1-2,1
Fe* 248,3 5,0
Eisenoxidrot -,
(Wildeshausen) Ca®*:1,4-2,1

11.2 Verfarbungen in Folge des Abbaus

Ein weiteres Problem, das nur beim enzymatischen Caseinabbau auf mit Paratacamit
pigmentierten Oberflachen auftritt, ist die Verfarbung der Farbschicht. Paratacamit, das
hellgriin bis tdrkis ist (s. Abb. 53 A) und zwei Absorptionsmaxima bei Aya: = 335,5 nm
und Anax 2 = 718,5 nm aufweist (s. Kap. 10, Abb. 45 B), verfarbt sich in Folge des Abbaus

blau-violett (s. Abb. 53 B) mit einem Absorptionsmaximum von A = 600 nm.

i
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Abb. 53: A: Nahaufnahme einer intakten Paratacamit-Farbschicht, A.c; = 335,5 nm und A, = 718,5 nm
(Foto K. Klein)

B: Nahaufnahme einer verfarbten Paratacamit-Farbschicht, A,..= 600 nm (Foto K. Klein)

i
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Derartige Verfarbungen werden auch am Objekt Allerheiligenkapelle Wienhausen
gefunden, allerdings ist hier zumeist der Violett-Anteil der Verfarbung geringer (s. Abb.
54).

Abb. 54: Nahaufnahme eines Gewdlbebogens mit Blauverfarbung des Griinpigmentes, Objekt Aller-

heiligenkapelle Wienhausen (Foto T. Trapp)

Die Verfarbungen kdnnen entstehen, da das Zentralatom des Pigmentsalzes Paratacamit
das Cu**-Kation ist, ein starker Komplexbildner. Es hat eine hohe Hydratationsenthalpie
und geht daher leicht in LOsung, in der es durch Bildung von Oktaederkomplexen als
[Cu(H,O)s)** 6-fach (4+2-Koordination) koordiniert vorliegt. Die quadratisch
koordinierten H,O-Liganden kdnnen in wassriger Losung leicht verdrangt werden, im
alkalischen Bereich kommt es zur Ausbildung intensiv gefarbter Cu®*-Hydroxykomplexe,
sogenannter Cuprite (z.B. [Cu(OH),J*) [91]. Da der pH-Wert des Puffers fiir den
enzymatischen Abbau bei pH = 9,0 liegt, entstehen die Verfarbungen in Folge der
Puffereinwirkung wahrend der Abbaureaktion.

Spektroskopisch konnte das Entstehen zweier Farbkomplexe nachgewiesen werden.
Diese sind violett (A = 560 nm), beziehungsweise blau (A = 630 Nnm) und ergeben in
L6sung ein Mischspektrum mit einem Absorptionsmaximum bei A, = 600 nm (s. Abb.
55 A).
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Abb. 55: A: Absorptionsmaxima der beim enzymatischen Caseinabbau bei Anwesenheit von Paratacamit
gebildeten Farbkomplexe, 2 % (v/v) Paratacamit in wassriger Lésung, pH 11,0
B: pH-Abhéngigkeit der Farbkomplexbildung im Bereich von pH 7-11

Die Bildung beider Farbkomplexe ist stark pH-abhangig. Abbildung 55 B zeigt den
exponentiellen Absorptionsverlauf; die Farbung wird mit steigendem pH-Wert immer
intensiver. Daher ist die konsequente Vermeidung einer alkalischen Umgebung im
Umgang mit Paratacamit angezeigt. Der Ersatz der alkalischen Pufferlésung (pH 9,0)
beim enzymatischen Caseinabbau gegen eine neutrale (pH 7,0) fuahrt zu einer
Verminderung der Pigmentverfarbung in Folge des Abbaus. Es verbleibt aber eine
sichtbare Restverfarbung, die nur zum Teil durch unvolistdndig carbonatisierten
Kalkputz (pH 12,4) und alkalische Salze, die bei der Caseinsuspension eingesetzt werden,
erklart werden kann.

Bei Variation der Caseinkonzentration zeigt sich fur beide Farbkomplexe aul3erdem die
Abhangigkeit von der Proteinkonzentration (s. Abb. 56 A + B). Es ist sowohl in
neutraler, wie auch in alkalischer Losung eine Zunahme der Absorption mit steigender
Proteinkonzentration festzustellen, in alkalischer Lésung ist die Absorption aber dreimal
so intensiv. Die Abhangigkeit der Komplexierung von der Caseinkonzentration weist
also auf eine Beteiligung der Proteinkomponenten an der Komplexierungsreaktion hin.
Eine derartige Proteinkomplexierung durch Kupfer ist durchaus mdglich, und wird sogar
far analytische Zwecke z.B. in dem in Kapitel 4 beschriebenen BCA-Proteinassay
ausgenutzt. Der im BCA-Proteinassay gebildete Cu-Proteinkomplex hat zudem ein

Absorptionsmaximum bei A,.x = 560 nm, wie auch einer der Paratacamitfarbkomplexe.
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Abb. 56: A: Abhangigkeit der Absorption der Cu?*-Farbkomplexe von der Caseinkonzentration in
wassriger Losung, pH=7,0
B: Abhangigkeit der Absorption der Cu?*-Farbkomplexe von der Caseinkonzentration in alka-

lischer Losung, pH = 9,0

Das Problem der pH-Abhéngigkeit kann durch entsprechende Wahl eines neutralen
Abbaumediums reduziert werden, wahrend die Abh&ngigkeit der Farbkomplexbildung
von der Proteinkonzentration nicht beeinflusst werden kann, wie auch die Basizitat des
Untergrundes durch Verunreinigungen, Ruckstdnde oder unvollstandigen Abbinde-
prozel. Es muss daher eine geringe Verfarbung der Oberflache bei Abbau auf
Paratacamit-Oberflachen in Kauf genommen werden, ein akzeptabler Umstand, da die

Verfarbung mit den Jahren langsam verblasst.
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12. Mikrobiologische Untersuchungen

Unerlasslich bei der Behandlung von Wandmalereien ist es, auch die mikrobielle
Besiedelung der Oberflaiche zu bericksichtigen. Denn eine Vielzahl von
Mikroorganismen wéchst unter den Wachstumsbedingungen auf einer Wandmalerei-
oberflache, besonders wenn Feuchtigkeit im Mauerwerk und eine ausreichende
Nahrungsgrundlage vorhanden ist [92-95]. Diese kann schon durch die Protein-
bestandteile der Pigmentbindemittel gegeben sein. Eine Beschichtung der Wandmalerei
mit Casein erscheint unter diesem Gesichtspunkt fatal, da auf diese Weise eine optimale
Nahrungsgrundlage fur einen mikrobiellen Befall geschaffen wird. Diese unfreiwillige
Forderung des mikrobiellen Bewuchses flhrt zu einer an den Objekten Wienhausen und
Wildeshausen nachzuweisenden Zerstérung der Wandmalerei. Die Biofilme legen sich in
dichten Schleiern Uber die Wandmalerei, zersetzen Bestandteile der Malschicht und
zerstoren durch Ausscheidung von Stoffwechselprodukten nachhaltig die originale

Malsubstanz.
12.1 Anwendungsvorgaben bei mikrobieller Oberflachenbesiedelung

Bei Etablierung einer enzymatischen Anwendung zur Abnahme der Caseiniiberzige
mussen die verschiedenen mikrobiellen Einflisse bericksichtigt werden, um die
Einschleppung und Verschleppung von Mikroorganismen in Folge der Anwendung zu
vermeiden. In Zusammenarbeit mit der AG Geomikrobiologie ICBM, Universitat
Oldenburg wurden hierzu Vorgaben erarbeitet:

* 0,2 um-Sterilfiltration des nativen Enzyms vor Immobilisierung,

» Immobilisierung unter sterilen Bedingungen,

» Konstruktion des Membrankissens aus Edelstahl zur Gewahrleistung
vollstandiger Sterilisierbarkeit,

* Verwendung einer 0,2 ym Hydrosart-Membran zwischen Immobilisat und
Schaumstoffkissen zur Vermeidung der Verschleppung von Mikro-
organismen tber das Membrankissen,

* Verwendung eines Carbonatpuffers (0,1 M, pH = 9,0) statt eines Ublichen
Phosphatpuffers, damit eine Phosphatdiingung der Oberflache

ausgeschlossen wird.
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Strikte Einhaltung dieser Vorgaben bei Durchfiihrung des enzymatischen Caseinabbaus
ermOglicht das saubere Arbeiten ohne das Eintragen neuer Keime und ohne
Verschleppung vorhandener Populationen von einer Abbaustelle zur nachsten.

Weiterhin missen die Auswirkungen einer mikrobiellen Besiedelung auf die
Caseinschicht untersucht werden, z.B. das Ausmal3 der Caseinzersetzung durch den
mikrobiellen Stoffwechsel oder der Einfluss von Stoffwechselprodukten. Angestrebtes
Ziel ist es, durch den enzymatischen Abbau eine Verminderung des mikrobiellen Befalls
zu erreichen, einerseits durch Entzug des Nahrsubstrates Casein und andererseits durch
Einsatz eines geeigneten Biozidzusatzes im Tragerstrom, der den vorhandenen
mikrobiellen Bewuchs abtotet [96, 97].

12.2 Mikroorganismen auf Wandmalereien [98]

Es konnten verschiedene Mikroorganismen von den Wandmalereien der Objekte
Wienhausen und Wildeshausen isoliert und charakterisiert werden. Es finden sich vor
allem rosa gefarbte Bakterien verschiedener Gattungen, die teilweise noch unbekannt
sind und ungewohnliche Verhalten wie Formwandlung und Zellwandanderungen in
Abhangigkeit von Umwelteinflissen zeigen [99]. Es konnten aber auch bekannte gram-
positive Eubakterien identifiziert werden, wie Micrococcus agilis und Nocardia
corynebacterioides, die nicht in der Lage sind Casein zu zersetzen und deshalb auf eine
alkalische Umgebung angewiesen sind, in der die Caseinmolekile teilweise hydrolysiert
werden. Weiterhin wurden Pilzhyphen z.B. aus der Gattung Penicillium gefunden, die
intaktes Casein zersetzen konnen und eine Vergrauung der Oberflache bewirken. Auf den
Wandmalereien zeigt sich ein undifferenziertes Erscheinungsbild, einerseits findet man

solitdre Stamme, aber auch Mischpopulationen sind stark verbreitet.
12.3 2D-Fluoreszenzanalyse verkeimter Oberflachen

Eine Besiedelung ausgesuchter Probeplatten mit den isolierten Stammen soll Aufschluss
Uber die Auswirkungen des mikrobiellen Befalls auf den Caseintiberzug geben. Hierzu
wurden von der AG Geomikrobiologie ICBM, Universitat Oldenburg Probeplatten aller
Pigmentierungen untersucht, um gegebenenfalls auch eine Abhéngigkeit von der
Pigmentierung zu bestimmen. Es wurden auf jeder Probeplatte je eine Reinkultur von
Bakterien und Pilzen angesiedelt, sowie je ein Bakterien- und ein Pilzmix. Es zeigt sich in
Folge der Besiedelung mit Mikroorganismen neben der Trp-Fluoreszenz ein neues,
unbekanntes Fluorophor mit An.c- Ex : Em = 350 : 420 nm (s. Abb. 57 A). Es liegt damit

im Bereich der Fluoreszenzmaxima von z.B. Zwischenprodukten der biosynthetischen
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Umsetzung von Tyrosin zu Melanin, einem natirlichen Farbstoff (An.x- EX : Em = 345 :
410 nm). Eine genaue ldentifizierung der unbekannten fluorophoren Gruppe ist nicht
maoglich, doch lasst sich die neue Fluoreszenzerscheinung vermutlich auf den
mikrobiellen Stoffwechsel zurtckzufiihren, dem die Caseine als Né&hrsubstrat dienen.
Eine Stérung der Fluoreszenzintensitat der Trp-Fluoreszenz verursacht diese neue
Fluoreszenzerscheinung indes nicht, da die Fluoreszenzmaxima der beiden Fluorophore
zu weit auseinander liegen.

Weiterhin ist eine gleichméliige Abnahme der messbaren Fluoreszenzintensitat von
ca. 60 % festzustellen. Abbildung 57 B zeigt das Differenzspektrum von unbesiedelter
und besiedelter Probeplattenoberflache, in dem die Intensitatsabnahme des Fluoreszenz-

maximums der Trp-Fluoreszenz deutlich wird.
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Abb. 57: A: 2D-Fluoreszenz-Contourplot einer mikrobiell besiedelten Probeplatte, Ex/Em: 250 — 500 nm,

PP 110: Eisenoxidrot (Wienhausen), Ammoniumcasein
B: 3D-Darstellung des Differenzspektrums von besiedelter und unbesiedelter Probeplatte
Ex/Em: 250 — 500 nm, PP 30: Kalkweif3, Ammoniumcasein

Die starke Abnahme der Fluoreszenzintensitat resultiert aus der Umsetzung des
Tryptophans im Stoffwechsel der Mikroorganismen, da diese aus der Aminosaure in der
Gluconeogenese Zucker synthetisieren konnen [41]. Diese Zucker wiederum kénnen
weiteres Tryptophan in der Maillard-Reaktion zu Melanoidinen [100] umsetzen. Wie
auch das Auftreten der neuen internen Fluoreszenz ist also die Verringerung der
messbaren Fluoreszenzintensitat des Trp-Maximums auf den Abbau der Caseine durch
den mikrobiellen Bewuchs zurtickzufihren, die die im Casein gebundenen Aminosauren
als Nahrungsquelle nutzen. Die Messbarkeit der Caseinkonzentration durch Bestimmung
der Trp-Fluoreszenz wird durch einen aufliegenden Biofilm nicht eingeschrénkt, da die

60 % Verlust an Fluoreszenzintensitat den Anteil des Caseins reprasentieren, der im
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mikrobiellen Stoffwechsel hydrolysiert wurde und somit auch bei einem enzymatischen
Abbau nicht als Substrat zur Verfigung steht. Die Mikroorganismen erledigen also einen
Teil der ,,Arbeit”, auch wenn dies aufgrund der von ihnen verursachten Schadensbilder

unerwunscht ist.
12.4 Abbauuntersuchungen an verkeimten Oberflachen

An den verkeimten Probeplatten wurden Abbauuntersuchungen mit der Membran-
kissenapplikation unter Standardreaktionsbedingungen durchgefiihrt. Abbildung 58 zeigt
den Vergleich zweier Abbaureaktionen auf dem gleichen Substrat in direkter Néhe,
wobei die eine Abbaureaktion auf der mikrobiell besiedelten Oberflache durchgefiihrt
wurde. Die andere Abbaureaktion wurde auf einer unbesiedelten Vergleichsflache
durchgefihrt.

-3
1,2x10 T T T T T T T T T T T T T
—M— ohne mikrobiellem Bewuchs
—@— mit mikrobiellem Bewuchs

1,0x10°
8,0x10™
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Abb. 58: Vergleich der Abbauverldufe fir Abbaureaktionen auf und neben einem mikrobiellen Bewuchs,

PP 38: Kalkweil3, Ammoniumcasein, Standardreaktionsbedingungen

Es zeigt sich der beschriebene mindestens 60 %ige Verlust der Fluoreszenzintensitat bei
allen Abbaureaktionen auf verkeimten Oberflachen, so dass insgesamt sehr niedrige
Fluoreszenzintensitaten resultieren, die eine VergroRerung der relativen Messfehler
bewirken. Daruber hinaus zeigt sich eine starke Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat
von der Starke des Bewuchses, so dass die Abbauresultate in Abhangigkeit dieses schwer
zu bestimmenden Parameters schwanken. Die Abbauresultate liegen auf den beimpften
Probeplatten bei durchschnittlich nur Ry, = 22,62 %. Die unterschiedlichen Pigmen-

tierungen zeigen einen Einfluss auf die Abbauergebnisse der enzymatischen Casein-
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zersetzung. In Tabelle 16 sind die durchschnittlichen Abbauresultate verschiedener

Pigmentierungen zusammengefasst.

Tab.16: Abbauresultate bei unterschiedlicher Probeplattenpigmentierung

Pigmentierung Abbauresultat[;:;\ch 30 min Ra Relativer Fehler z,, [%]
Kalkweil3 29,28 27,43
Mennige 20,48 21,36
Eisenoxidrot (Wienhausen) 29,19 17,88
Eisenoxidrot (Wildeshausen) 23,25 20,92
Paratacamit 7,87 44 57

Die Abbauresultate stimmen im Rahmen der relativen Fehler Gberein. Einzig die
Abbaureaktionen auf Paratacamit-Oberflachen fallen durch extrem geringe
Abbauresultate auf, die weniger auf einem schlechteren Abbauresultat beruhen, als
vielmehr in den geringen Fluoreszenzintensitaten auf diesen Oberflachen ihre Ursache
finden, die an der Grenze der Messauflosung liegen und keine korrekten Aussagen mehr
ermdoglichen. Bertcksichtigt man den von den Mikroorganismen verursachten Abbau des
Caseins um 60 %, so ergibt sich eine Gesamtabbaubilanz von durchschnittlich 69,05 %.
Dass heift, dass die Membrankissenmethode, trotz der dramatischen Abnahme an
Effektivitdt auf mikrobiell besiedelten Oberflachen, im Zusammenspiel mit der
mikrobiellen Besiedelung zu einer, den Abbauresultaten auf unbesiedelten Oberflachen
entsprechenden, Verringerung der Caseinschichten und somit zur erfolgreichen
Herabsetzung der Spannungserscheinungen durch die aufliegenden Caseiniberzige
fuhrt.

12.5 Biozideinsatz wahrend des Abbaus

Um den Einfluss der Mikroorganismen auf die enzymatische Abbaureaktion
herabzusetzen, wurden von der AG Geomikrobiologie ICBM, Universitat Oldenburg
verschiedene Biozidzusatze auf ihre mikrobizide Wirkung bezuglich der oberflachen-
besiedelnden Mikroorganismen und auf eine mdgliche Inhibierung der Alkalase] 2,5
DX L hin untersucht [101]. Benzalkoniumchlorid und Clotrimazol erwiesen sich als
effektivste Biozide unter diesen speziellen Anwendungsbedingungen, wobei Clotrimazol

aufgrund seiner Wasserunloslichkeit als Zusatz im  Tragerstrom ausschied.
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Benzalkoniumchlorid hingegen ist gut wasserloslich, und zeigt auch in einer
gesundheitlich unbedenklichen 1 %igen L6sung gute mikrobizide Wirkung.

Im Carbonatpuffer-Tragerstrom wurde 1 % Benzalkoniumchlorid gelést und mit diesem
modifizierten Puffermedium wurden Abbaureaktionen an verkeimten Probeplatten unter
Standardreaktionsbedingungen durchgefiihrt. Tabelle 17 fasst die Abbauresultate, die bei

einem Biozideinsatz von 1 % Benzalkoniumchlorid erzielt werden konnten, zusammen.

Tab.17: Abbauresultate bei Biozidzusatz auf unterschiedlicher Probeplattenpigmentierung

) ] Abbauresultat nach 30 min ]
Pigmentierung Relativer Fehler z [%)]
Ra [%]

Kalkweil 47,42 14,53
Mennige 42,56 16,78
Eisenoxidrot (Wienhausen) 51,73 13,62
Eisenoxidrot (Wildeshausen) 41,89 16,51
Paratacamit 27,87 23,94

Es tritt eine deutliche Verbesserung der Abbauresultate um ca. 20 % ein, die auf der
Wirkung des Benzalkoniumchlorides beruht. Das Biozid totet die Mikroorganismen
effektiv ab, so dass die Einflussnahme der Mikroorganismen auf die Abbaureaktion
herabgesetzt wird. Durch den Biozidzusatz werden also nicht nur die vorhandenen
Keime auf der Oberflache abgetttet, was das allgemeine Schadensbild der Oberflache
verringert, sondern auch die Reaktionsbedingungen fir die enzymatische Hydrolyse des
Caseins verbessert. Die Gesamtabbaubilanz liegt bei Bertcksichtigung des von den
Mikroorganismen abgebauten Caseins bei durchschnittlich 76,92 %, was gegeniber den
Abbauresultaten auf unbesiedelten Probeplatten leicht erniedrigt ist. Der Einfluss des
Biozidzusatzes kann aufgrund seiner doppelten Wirksamkeit als positiv bewertet werden.
Die Membrankissenmethode kann die Caseine abbauen und die Abbaufragmente
abtransportieren; sie vermag jedoch nicht die abgettteten Mikroorganismen von der
Oberflache zu 16sen, so dass diese als Belag auf der Oberflache verbleiben. Die Abnahme
dieser toten Biofilme muss in einem Folgeschritt mit alternativen Restaurierungs-

methoden durchgefiihrt werden.
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13. Salzausbltihungen auf Wandmalereioberflachen

Ein weiteres Problem bei der Bearbeitung von Wandmalereien sind anorganische Salze
[17]. In allen Schichten vom Mauerwerk bis zur Pigmentschicht sind eine Vielzahl von
anorganischen Salzen, wie Carbonate, Chloride, Sulfate und Nitrate gebunden, die sich
durch Feuchtigkeitsschwankungen am Objekt 16sen und mit der Feuchtigkeit wandern,
um an anderer Stelle wieder auszukristallisieren. Dieser reversible Vorgang fihrt
langfristig zu einer Wanderung dieser Salze bis zur Wandmalereioberflache, wo sie sich
als Kiristallausblihungen Uber die Malschicht legen. So entsteht ein vielfaltiges
Schadensbild, da die Ausblihungen die Malschicht z.B. durch Schleierbildung
(Gipsschleier) Uberdecken oder die wachsenden Kristalle die Kalkputzschichten
sprengen. Auch verdndert sich durch die wandernden Salze der Oberflachen-pH-Wert
der Wandmalerei, was Auswirkungen auf die Pigmentierungen haben kann, wie z.B. die
im Alkalischen einsetzende Verfarbung der Paratacamitschicht (s. Kap. 11). Aufgrund
dieser Probleme ist immer eine autarke Klimatisierung der Objekte anzustreben, um den
Feuchtigkeitseintrag ins Mauerwerk zu minimieren und zu groRe klimatische
Schwankungen zu vermeiden, da diese die reversiblen Losungsvorgange initiieren. In der
Realitat kann das lIdeal einer autark klimatisierten Wandmalerei allerdings nur selten
verwirklicht werden, da bautechnische Probleme, sowie Offentliche und edukative
Interessen an den historischen Wandmalereien dem Wunsch nach einer Klimakontrolle

meistens entgegenstehen.
13.1 Untersuchungen an salzbelasteten Prifkorpern

Um den Einfluss dieser Salzschdden auf die enzymatische Abnahmemethode fur Casein
und die 2D-Fluoreszenzbegleitanalytik zu ermitteln, wurde eine Kalkputzprobeplatte mit
Eisenoxidrot (Wildeshausen)-Pigmentierung (Probeplatte 130, Ammoniumcasein) exem-
plarisch mit einem Salzmedium (gesattigte Losung aus NaCl, Mg(NOs),) behandelt.
Durch geeignete klimatische Belastungszyklen wurde dann in einem Klimaschrank am
Institut fur Solar- und Gebaudetechnik die Wanderung der Salze zur Malschicht-
oberflache erreicht. Das resultierende Schadensbild zeigt einen aufliegenden Grauschleier
aus Mikrokristallen und ein Abplatzen der Malschicht durch die Kristallblite (s. Abb. 59
A) [60]. An dieser belasteten Probeplatte wurden im Bereich der doppelten Ammonium-
caseinbeschichtung die 2D-Fluoreszenzanalytik und die enzymatische Abnahmemethode
getestet (s. Abb. 59 B). Die Anwendung unter Standardreaktionsbedingungen fuhrt zur
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Auflosung des aufliegenden Salzrasens und zu einer Aufhellung der Pigmentierung der
Abbaustelle.

A B

Abb. 59: A: Probeplatte 130 (Eisenoxidrot, Wienhausen, Ammoniumcasein) nach Salzbelastung mit auflie-

gendem Salzrasen (Foto K. Klein)
B: Nahaufnahme der Probestelle nach Abbau unter Standardreaktionsbedingungen, zweifache

Ammoniumcaseinbeschichtung (Foto K. Klein)

Die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung der Abbaustellenoberflache zeigt einen
starken Einfluss der Salzkristalle auf die Nachweisbarkeit des Caseins. Abbildung 60 A
zeigt den 2D-Contourplot der Abbaustelle vor Anwendung. Es ist keine Fluoreszenz-
intensitat im Bereich der Trp-Fluoreszenz bei Ex : Em = 288 : 331 nm nachweisbar, da
die Caseinschicht durch die auskristallisierten Salze vollstandig abgeschirmt wird. Doch
nach kurzer Einwirkzeit der Membrankissenapplikation auf dieser Stelle fuhrt das
Puffermedium zu einer Auflésung des Salzrasens und so zu einer Nachweisbarkeit des
Caseins an der Abbaustelle (s. Abb. 60 B).
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Abb. 60: 2D-Contourplot der Abbaustelle auf Probeplatte 130, Ex: 250 — 500 nm, Em: 200 — 500 nm
A: Vor Anwendung, mit aufliegendem Salzrasen

B: Nach tap,a, = 5 min, mit aufgeldstem Salzrasen, Standardreaktionsbedingungen

Nach Auflosung der aufliegenden Salze erfolgt der Caseinabbau ungehindert, das
Abbauresultat nach 30 min Abbau liegt bei Rn = 76,04 % und z = 6,19 % (s. Abb.
61 A). Der exponentielle Abfall der Fluoreszenzintensitat durch den Caseinabbau setzt

erst nach dem starken Anstieg der Fluoreszenzintensitat ein, der die Dauer der Auflésung
des Salzrasens markiert.

T T T T 100 T

804 A

40 4

Oberflachenfeuchte [%]

T T T T 0-— T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 24 48 72 96 120

A t [min] B t[h]

Abb. 61: A: Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der caseingebundenen Trp-Fluoreszenz bei auflie-
gendem Salzrasen, A.,—EX : Em =288 : 331 nm, Standardreaktionsbedingungen

B: Verlauf der Oberflachenfeuchte der Abbaustelle nach tap,., = 30 min [60]

Die gelosten Salze werden mit dem Puffertréagerstrom fortgespilt und zum Teil in die
porose Oberflache der Probeplatte eingetragen. Der Eintrag von Puffermedium in die
pordse Oberflache konnte zu Vginrg = 0,112 mL/min + 12,76 % fur alle pigmentierten

und caseinierten Oberflachen bestimmt werden, auBer der Eisenoxidrot (Wildeshausen)
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pigmentierten Oberflachen, die aufgrund ihrer geringeren Porositat (s. Kap. 10) nur
VEeintrag = 0,072 mL/min £ 8,92 % in die Oberflache eindringen lassen. Die Feuchtigkeit
auf der Oberflache nach einem Abbau klingt im Laufe der folgenden Tage exponentiell
ab, wie in Abb. 61 B dargestellt. Zu Beginn Uberwiegt der Flussigkeitseintrag in die
Oberflache, der aber einer Sattigung zustrebt. Die Feuchtigkeitsabnahme durch
Verdampfung findet Gber den gesamten Zeitraum statt und bewirkt eine lineare
Feuchtigkeitsabnahme, die den Kurvenverlauf ab ca. 24 h nach Anwendung der
enzymatischen Abnahmemethode bestimmt, so dass insgesamt ein exponentieller Verlauf
resultiert. Ein Teil der Salze wird also wieder in die Oberflache eingetragen, so dass die
Wanderung zur Oberflache aufgrund des reversiblen Kristallisationsprozesses wieder
verstarkt wird.

Caseinschichten lassen sich nach Auflésung der aufliegenden Salzrasen mit der 2D-
Fluoreszenzanalytik nachweisen und auch der Caseinabbau ist erfolgreich; es muss
jedoch beim Feuchtigkeitseintrag in die Oberflache eine vermehrte Salzfracht in Kauf

genommen werden, die die Malschicht langfristig wie oben beschrieben schadigen kann.
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14. Anwendung an den Objekten

Um die entwickelte Abnahmemethode effektiv zu testen und zu optimieren, ist eine
Anwendung an echten Wandmalereien unerlasslich. An den vom Niedersachsischen
Landesamt fur Denkmalpflege fur diesen Zweck ausgewéahlten Wandmalereiobjekten im
Kapitelsaal St. Alexander in Wildeshausen und in der Allerheiligenkapelle im Kloster
Wienhausen (s. Kap. 3) wurden wiederholt Untersuchungen durchgefuhrt, wobei
Analytik und Abnahmemethode nur an ausgewahlten Abbaustellen angewendet wurden,
die von den Restauratoren nach eingehender Begutachtung des Oberflachenstatus
vorgegeben wurden. Nur diese enge interdisziplindre Zusammenarbeit von Chemikern
und Restauratoren erméglicht nachhaltige Resultate der Abnahmemethode, da nur die
Restauratoren die Fachkenntnis zur Bestimmung relevanter Schadensflaichen und

sinnvoller Abbaustellen besitzen.
14.1 Erfassung des Oberflachenstatus

Bei der Erfassung des Oberflachenstatus mussen verschiedenste Aspekte berticksichtigt
werden. Daher sollten zur Erfassung generell immer alle zur Verfligung stehenden
Analysenmethoden angewendet werden, um eine mdoglichst differenzierte Dokumen-
tation zu gewadhrleisten. Die Erfassung des Oberflachenstatus einer Probestelle vor der

enzymatischen Anwendung gliedert sich wie folgt:

v/ Kriterium 1: Vorhandensein eines Uberzuges.
o0 Beschaffenheit des Uberzuges?
o Wichtigste Schadenskriterien fuir Caseintiberzige:
» Abrollende Malschicht,
* Verbraunung,
» Glanzeffekte,
* Vergesellschaftung mit mikrobiellem Bewuchs.
v Kriterium 2: Charakterisierung der Pigmentierung.
o Pigment identifizierbar?
o Pigmentbindemittel bekannt?

o Pigmentveréanderungen festzustellen? z.B. Verfarbung, Pudern, etc. (1)
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v Kriterium 3: Schadensbestimmung der Probestelle. (2)
o Oberflachenbeschaffenheit: Abplatzen, Abrollen, Glanz, Schleier, sonstige
Veranderungen
o Salzausblihungen vorhanden? z.B. Schleierbildung, Salzpusteln, etc. (3)
o Mikrobieller Bewuchs festzustellen? z.B. Schleierbildung, Verfarbung,
Stoffwechselprodukte, etc. (4)
v Kiriterium 4: Photographische Dokumentation der Probestelle.
v Kriterium 5: 2D-Fluoreszenzanalyse mit Oberflachenmesseinheit, andere Analyti-
ken. (5)
00 Fazit: AbschlieRende Einordnung der Probestelle und Identifizierung des Uberzuges,

z.B. Casein, Klucel, Wachsseife, Acrylat, etc.

(1) Bei Pigmentverfarbungen sollte das Pigment vor Einsatz der Abnahmemethode auf
seine Alkalienvertraglichkeit getestet werden; bei pH-abhéangiger Verfarbung kann,
wie in Kapitel 11.2 erarbeitet, der neutrale Alternativpuffer eingesetzt werden.
Pudernde Pigmentierungen sind ein Beleg fur die fortgeschrittene Zersetzung des
Bindemittels der Pigmentschicht. Sie sind ein Hinweis auf organische Bindemittel-
bestandteile, die durch Mikroorganismen zersetzt werden. Der Nutzen eines
Einsatzes der Membrankissenmethode muss an diesen Probestellen genau abgewogen
werden, da ein weiterer Abbau der Bindemittelbestandteile befiirchtet werden muss.

(2) Die Schadensbestimmung beinhaltet die volistdndige Erfassung aller schadens-
relevanten Details. Fundierte Anleitung zur Schadensbestimmung geben die
Restauratoren des NLD [17].

(3) Salzausbliihungen auf Wandmalereioberflachen (s. Kap. 13) aufRern sich oft in Form
von Mikrokristallen, die als Schleier auf einer Wandmalerei liegen, wie z.B. die
weilllichen Gipsschleier am Wandmalereiobjekt Wienhausen. Sie stellen kein
Hindernis fur eine erfolgreiche Anwendung mit dem Membrankissen dar,
beeinflussen aber den Abbaukurvenverlauf bei der 2D-Fluoreszenzmessung.
Aullerdem muss aufgrund der Auflésung der Salzschleier im Puffertragerstrom mit
einer erhdhten Salzfracht in der Wand gerechnet werden.

(4) Ein mikrobieller Bewuchs sollte immer eingehend analysiert werden, da er wichtige
Details des Oberflachenstatus verrat. So weisen z.B. grof3e Populationen auf eine

reiche Nahrungsgrundlage hin, d.h. sie zeigen gro3e Mengen organischer Komponen-
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ten an. Die Art der Mikroorganismen kann weiteren Aufschluss Gber das organische
Nahrsubstrat geben und auch ob dieses schon teilweise hydrolysiert wurde.

(5) Die 2D-Fluoreszenzanalyse der Oberflache gibt Aufschluss tUber das Vorhandensein
von Casein auf der Wandmalerei. Dennoch sollte am Wandmalereiobjekt eine
Mikroprobe aus der Oberflache entnommen werden und mit einer geeigneten
invasiven Spurenanalytik untersucht werden, um den Befund unabhéngig zu
bestatigen. Geeignete Referenzanalysenmethoden sind die etablierte RP-HPLC-
Methode zur Peptidanalytik und der von der AG Geomikrobiologie ICBM der
Universitat Oldenburg entwickelte Antikorpertest auf Casein [98].

Vor Anwendung der Methode sollten alle aufgezdhlten Kriterien und Fragen
berlcksichtigt und beantwortet werden. Da dieser hohe Anspruch in den seltensten
Fallen zu verwirklichen sein wird, sollte der Anwender so viele Daten wie mdglich tber
den Oberflachenstatus ermitteln, um sich an diesen zu orientieren. Die Komplexitat des
Substrates Wandmalereioberflache legt dies nahe, nicht zuletzt auch damit fundierte
Daten Uber die Restaurierungsversuche fir folgende Generationen vorliegen. Denn der
Verlust von Archivmaterial und die fehlende oder liickenhafte Dokumentation friherer
Restaurierungsmalinahmen sind heute ein groes Problem bei der Bewertung von
Wandmalereioberflachen und ihren Schaden und sollten fur die Zukunft vermieden
werden.

Die Vor-Ort-Anwendung der Abnahmemethode kann zuséatzliche Anforderungen an den
Aufbau stellen, da Wandmalereien, wie in der Allerheiligenkapelle, Kloster Wienhausen
oft im Deckengewdlbe zu finden sind. Auch im Kapitelsaal, St. Alexander Wildeshausen
beginnt die Ausmalung erst ab einer Hohe von ca. 1,5 m. Die Anwendung muss daher

haufig unter Verwendung eines Gerustes durchgeftihrt werden.
14.2 2D-Fluoreszenzuntersuchung der Objekte

Vor der Durchfihrung der Abnahmemethode auf Wandmalereien ist die Etablierung der
nicht invasiven 2D-Fluoreszenzanalytik auf diesem Substrat nétig. Am Objekt
Wienhausen zeigt sich, dass mit der 2D-Fluoreszenzspektroskopie die historische
verburgte Auftragung der Caseintiberziige, die nur partiell in den damals geschadigten
Bereichen aufgetragen wurden, nachvollzogen werden kann. Abbildung 62 zeigt das 2D-
Fluoreszenzspektrum einer Kalkweild getiinchten, leicht vergilbten Probestelle an der

Nordwand. Die historischen Restaurierungsversuche in Wienhausen waren vielféltig, es
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wurden aufler dem Casein z.B. Wachsseifen und Klucel auf die Wandmalerei
aufgetragen. So kommt es an verschiedenen Stellen zu einer Uberdeckung der
Caseinschicht durch diese weiteren Festigerschichten, welche die Fluoreszenzmessung
behindert. Belegt werden konnte dies durch Messung der Fluoreszenzerscheinungen vor
und nach Abnahme der Deckschicht, wobei sich besonders unter den Wachsseifen-

schichten vermehrt Casein nachweisen lieRR.
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Abb. 62: 2D- Contourplot der Trp-Fluoreszenz von caseingebundenem Tryptophan auf der Nordwand,
Allerheiligenkapelle Kloster Wienhausen, A = 290 : 325 nm, (Ex / Em: 250 — 400 nm)

Weiterhin zeigt sich die Tendenz, dass die nachzuweisenden Caseinliberziige mit
grof¥flachigen Biofilmen vergesellschaftet auftreten. Denn immer da, wo Casein nach-
weisbar ist, tritt auch eine erhebliche Schleierbildung durch Pilz- und Bakterienbefall auf.
Dies erklart sich dadurch, dass Casein ein optimales Nahrsubstrat fir den mikrobiellen
Befall bildet und sich die Mikroorganismen daher in diesen Bereichen bevorzugt
ansiedeln. Die Fluoreszenzintensitat der Trp-Fluoreszenz ist aufgrund dieser mikro-
biellen Besiedelung stark erniedrigt.

Am Objekt Wildeshausen wurden die Wandmalereien wesentlich grof3flachiger mit den
Caseinuberztigen belegt, wie die UV-Aufnahme der Westwand in Abbildung 1, kleine
Aufnahme, Kap.3, S. 8 deutlich zeigt, und wie auch qualitative Caseinnachweise mit
dem von den Mikrobiologen etablierten Antikorpertest belegen [98]. Trotzdem sind auf
den Wandmalereioberflachen nur sehr geringe Fluoreszenzintensitaten der Trp-
Fluoreszenz nachzuweisen. Es zeigt sich auferdem hier wieder ein unbekanntes

Fluorophor bei Ex : Em = 375 : 445 nm, das héhere Intensitaten als die Trp-Fluoreszenz
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aufweist (s. Abb. 63). Aufgrund seiner relativen Lage zum Maximum der Trp-
Fluoreszenz stort es den Caseinnachweis aber nicht. Die Trp-Fluoreszenz zeigt sich auch

hier aufgrund der mikrobiellen Besiedelung der Oberflachen stark erniedrigt.
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Abb. 63: 2D-Contourplot der Fluoreszenz auf der Westwand, Kapitelsaal St. Alexander, Wildeshausen,
Trp-Fluoreszenz: A, = 285 : 335 nm, unbekanntes Fluorophor: A, = 375 : 445 nm,
(Ex: 250 - 500 nm, Em: 300 - 600 nm)

Das unbekannte Fluorophor konnte auch nach intensiver Literaturrecherche keiner
Substanz eindeutig zugeordnet werden, es liegt aber in der Nahe der mikrobiellen
Stoffwechselprodukte Flavinmononucleotid, Retinol und Riboflavin. Da es bei einem
Caseinabbau aber ebenfalls einer Erniedrigung unterliegt, kénnte es sich auch um ein
Fluorophor handeln, das im gealterten Casein enthalten ist. Denn die Alterung von
Casein hat nicht nur makroskopische Auswirkungen z.B. auf Quellung und Spannung
kompakter Schichten, sondern auch strukturelle Auswirkungen auf die Caseinmolekiile,
induziert durch Lichteinstrahlung oder andere Umwelteinfltsse. Letztlich kdbnnen auch
Quench- und andere Verschiebungseffekte die relative Lage eines Fluorophors stark
beeinflussen, wie in Kapitel 10 fir die verschiedenen Einfllsse der Zusammensetzung des

Oberflachensubstrates auf die Fluoreszenz beschrieben.
14.2.1 Probleme durch Proteinalterungsrektionen

Alterungsreaktionen von Proteinen sind bis heute wenig erforscht. Eine Literatur-
recherche Uber den Zeitraum von 1970 bis heute ergab vereinzelte Verdffentlichungen
aus der lebensmittelchemischen Forschung, die die Alterung von Milch und Kase

beschreiben, wobei aber nur makroskopische Verdnderungen, wie Verfarbungen,
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Viskositat oder Micellenbildung, untersucht wurden [102-104]. Eingehendere massen-
spektroskopische Untersuchungen [105] zeigen, dass vielfaltige Zersetzungsreaktionen
stattfinden, in denen, wie beim enzymatischen Caseinabbau, Peptide und Aminosauren
entstehen. Es kdnnen aber auch einzelne Aminosaurereste angegriffen werden, wie die
reaktiven aromatischen Seitengruppen der Aminosauren Trp, Phe und Tyr [106]. Dies
hat unmittelbare Auswirkungen auf die Tertiarstruktur der Proteine, da die raum-
greifenden aromatischen Reste einen grofien sterischen Einfluss auf die Faltung des
Proteins austiben. Die Oxidation dieser Aminosaurereste kann enzymatisch, radikalisch
oder photochemisch ausgelost werden. Wahrend der enzymatische Abbau im
Organismus (z.B. oxidative Desaminierung und Decarboxylierung) bis zu Verbindungen
wie Skatolen und Indolen fiihrt [107], munden radikalische und Photooxidation in einen
Bruch des Indolrings und Bildung von Ureninderivaten oder einfachen Aminosauren
[108]. Die selektiven Oxidationen der aromatischen Seitenketten haben auch Auswir-
kungen auf die optischen Eigenschaften der Caseine. Exemplarisch wurde an ver-
schiedenen Prifkorpern eine Oberflachenbelastung mit Tageslichtstrahlung durchgefthrt.
So zeigt sich bei Lagerung unter Lichteinwirkung, dass die Fluoreszenzintensitat der Trp-
Fluoreszenz von caseingebundenem Tryptophan in Caseinschichten linear mit der Zeit
abnimmt (s. Abb. 64 A) und sich auch der Brechungsindex der Schichten stark verandert

(s. Abb. 64 B) (bestimmt durch spektroskopische Ellipsometrie, s. Kap. 8).
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Abb. 64: A: Fluoreszenzentwicklung der Trp-Fluoreszenz unter Lichteinwirkung, Mittelwerte aller Ober-
flachenbeschichtungen, A .- EX : Em =288 : 331 nm
B: Brechungsindex np? in Abhéangigkeit der Wellenlange vor und nach 3-wachiger
UV-Bestrahlung (Caseinschicht dsghicne= 170 nm, Si-Waver-Modelloberflache)

Die Fluoreszenzintensitat weist bei andauernder Tageslichteinwirkung (durchschnittlich

160 Lux) [8] eine Halbwertszeit von t;,, = 1 a auf, so dass sehr hohe Verluste an
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messbarer Fluoreszenzintensitat Gber die Jahrzehnte resultieren. Die Auswirkungen der
Lichteinwirkung sind auch am Beispiel des Brechungsindexes gut zu erkennen, der nach
UV-Alterung ein Maximum im Kurvenverlauf aufweist.

Besonders die grolien Fenster im Kapitelsaal St. Alexander in Wildeshausen bewirken
eine intensive, ganzjahrige Lichteinstrahlung, welche die Photooxidation der
aromatischen Aminosauren begunstigt, so dass trotz positiver UV- und Antikorper-
nachweise nur sehr geringe Fluoreszenzintensitaten der Trp-Fluoreszenz nachzuweisen
sind. Durch RP-HPLC-Untersuchungen mit der in Kapitel 9.1 etablierten Methode zur
Aminosaureanalytik konnten die beschriebenen Vorgange bestatigt werden. Denn
Oberflachenproben von den Wandmalereien in Wienhausen und Wildeshausen zeigten
zwar eine breite Verteilung von Aminosauren, was auf den fortgeschrittenen
Zersetzungsprozess des Caseins durch mikrobiellen Bewuchs und andere Einflisse
hinweist, wiesen aber nur geringe Spuren (Cas < 1,0*10% mg/L) an aromatischen

Aminosauren auf.
14.3 Abbaureaktionen auf Wandmalereien

Es wurden Abbaureaktionen auf den Wandmalereiobjekten unter Einhaltung der Stan-
dardreaktionsbedingungen (s. Kap. 10.2.4.1, S. 77) durchgefthrt. Die Anwendung an
den ausgewahlten Probestellen wurde gemaR den Vorgaben in Kapitel 14.1 mit der 2D-
Fluoreszenzanalytik verfolgt, es wurden Abbauproben mit RP-HPLC analysiert, und der
Fortschritt des Abbaus wurde von Restauratoren visuell begutachtet, sowie
photographisch dokumentiert. So konnte ein sehr kontrollierter, substratspezifischer und

schonender Einsatz erreicht werden.
14.3.1 Abbaureaktionen am Wandmalereiobjekt Wienhausen

Die Untersuchungen am Objekt Wienhausen waren zahlreich, nicht zuletzt weil das
Objekt ein so vielfaltiges Schadensbild aufweist. Neben den Ublichen Biofilmen, Salz-
ausbltihungen und Verfarbungen finden sich hier auch, wie oben beschrieben, verschie-
dene alte Festigungsschichten aus Klucel und Wachsseifen, die Einfluss auf die Anwen-
dung nehmen kdnnen. So vielfaltig das Schadensbild der Oberflache sich aufert, so viel-
faltig sind folglich auch die Fluoreszenzverlaufe der Trp-Fluoreszenz wéhrend des Ab-
baus. Es werden einerseits unbeeinflusste exponentielle Abbauverlaufe gefunden,
andererseits aber auch die typischen Fluoreszenzverlaufe mit einem Maximum nach
Auflésung des Oberflachenbelages, die eine Salzbeladung der Oberflache belegen. Der

aus allen Abbaureaktionen durch Mittelwertbildung kalkulierte Abbauverlauf zeigt eine
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lineare Abnahme der Fluoreszenz in Folge der Anwendung, mit einem durchschnitt-
lichen Abbauresultat von R = 36,82 %, mit z, = 27,64 % (s. Abb. 65 A).
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Abb. 65: A: Verlaufe der Fluoreszenzintensitat bei enzymatischem Caseinabbau am Objekt Wienhausen,
Trp-Fluoreszenz A.-EX : Em =290 : 335 nm, Standardreaktionsbedingungen
B: Exemplarisches RP-HPLC-Spektrum der Abbauprodukte bei Anwendung am Objekt Wien-

hausen, gepoolte Tragerstromproben, aufkonzentriert

Die RP-HPLC-Untersuchung wurde anhand von Proben aus dem Puffertragerstrom
durchgefuhrt (Fraktionen a 5 min = 3,45 mL), wobei die Proben vor Einsatz vereinigt,
lyophilisiert und in 1 mL 0,1 M NaHCOs/Na,COs-Puffer, pH 9,0 geldst wurden. Diese
stark aufkonzentrierte Losung zeigt eine breite Verteilung von Abbaufragmenten des
enzymatischen Caseinabbaus und ist somit nicht nur ein Beleg fir den stattfindenden
Caseinabbau, sondern auch fur den erfolgreichen Abtransport der Abbauprodukte von
der bearbeiteten Oberflache (s. Abb. 65 B). Auffallig ist ein hoher Anteil von kleinen
Abbaufragmenten, die nicht mit der stationdren Phase interagieren. Dies ist ein Indiz fur
den Fortschritt der Caseinzersetzung durch die mikrobielle Besiedelung.

Die visuelle Begutachtung der Abbauprobestellen am Objekt Wienhausen zeigt deutlich
positive Auswirkungen auf die Oberflachen. Ausgebliihte Salze in Form von
mikrokristallinen Schleiern werden aufgel6st, die Caseinschicht effektiv ausgediinnt und
eine Aufhellung der Oberflache erreicht. Weiterhin kann eine Verringerung der
mikrobiellen Besiedelung festgestellt werden. Trotzdem muss auch an diesem Objekt eine
differenzierte Untersuchung und Anwendung erfolgen, da Casein nur partiell angewen-
det wurde und an diesem Objekt sehr viele Faktoren einen Einfluss auf den Abbau

nehmen.
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14.3.2 Abbaureaktionen am Wandmalereiobjekt Wildeshausen

Die Abbauergebnisse der Anwendung am Objekt Wildeshausen sollen im Folgenden
anhand von zwei Fallbeispielen dargestellt werden. Als erstes Fallbeispiel dient die
eisenoxidrote Bordure, die alle Bilder des Zyklus™ Uber das Leben Jesu einrahmt. Das
Eisenpigment ist auf diesen Probeflachen caseingebunden, so dass ein Abbau des
Pigmentbindemittels mdglich sein kdnnte und daher besondere Anforderungen an die
Abnahmetechnik gestellt werden. Abbildung 66 A + B zeigen die Nahaufnahme einer
Eisenoxidrot-Bordure, caseingebunden mit Schadigung durch aufstehende Caseinschich-

ten und Kratzspuren.

Abb. 66: Probestelle Eisenoxidrot-Bordiire, caseingebunden, Objekt Wildeshausen (Fotos K. Klein)
A: vor Anwendung
B: nach 30 min enzymatischem Caseinabbau mit Membrankissen: Ausgedinnte Caseinschicht,

Aufldsung der Salze, Aufhellung der Oberflache, Verringerung der mikrobiellen Besiedelung

Die visuelle Begutachtung der Abbaustelle vor und nach dem Abbau zeigt eine
Aufhellung der Oberflache und eine Ausdinnung der Caseinschicht, aus der eine
Herabsetzung der Spannungserscheinungen durch Casein resultiert. Leider erweist sich
die caseingebundene Pigmentschicht als nicht stabil. Nach ca. tamma, = 15 min beginnt sich
die Pigmentschicht abzuldsen und am Membrankissen zu haften. Der enzymatische
Abbau wurde daher an diesem Punkt sofort abgebrochen. Das Abbauresultat bei
Auswertung des unbekannten Fluorophors liegt zu diesem Zeitpunkt bei R, = 49,12 %,
mit z, = 15,73 %, bei Auswertung der Trp-Fluoreszenz nur bei Ra=11,27 %, mit
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Z =16,88 %. Die Anwendung kann trotz des vorzeitigen Abbruchs als gelungen
angesehen werden, da eine sichtbare Ausdinnung der Caseinschicht bei bestmdéglicher
Schonung der fragilen Oberflachensituation erreicht werden konnte.

Die Photographien in Abbildung 67 A + B zeigen als zweites Fallbeispiel die
Nahaufnahme einer verbraunten, Kalkweil3 gettinchten Probestelle mit feinen Eisenoxid-
rotlinien. Im Bereich der Abbaustelle (weiRer Kreis) zeigt sich nach Anwendung eine
deutliche Verbesserung der Oberflachensituation. Die visuelle Begutachtung konstatiert
eine Ausdinnung des Caseintiberzuges, eine deutliche Aufhellung der verfarbten
Oberflache, sowie eine Auflosung aufliegender Salze und gibt somit einen positiven

Gesamteindruck der Probestelle.

A B

Abb. 67: Probestelle Kalkweil3 mit Eisenoxidrot, verbraunt, Objekt Wildeshausen (Fotos K. Klein)

A: vor Anwendung

B: nach 30 min enzymatischem Caseinabbau mit Membrankissen: Ausgediinnte Caseinschicht,

Aufldsung der Salze, Aufhellung der Oberflache, Verringerung der mikrobiellen Besiedelung

Die begleitende 2D-Fluoreszenzanalytik zeigt fur das unbekannte Fluorophor den
Ublichen exponentiellen Abbauverlauf, wahrend fur das Trp-Maximum ein Verlauf mit
schwach ausgepragtem Maximum bei tapas = 10 min resultiert, der dem typischen
Verhalten von salz- und mikrobiell belasteten Oberflachen entspricht (s. Abb. 68 A). So
differieren auch die Abbauresultate, je nachdem, tber welches Fluorophor ausgewertet
wird. Bei Auswertung des unbekannten Fluorophors resultiert ein Abbauresultat von
Ra = 60,26 %, mit z,, = 17,34 %, bei Auswertung der Trp-Fluoreszenz nur R, = 20,69 %,
mit ¢ = 19,03 %.
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Das exemplarische RP-HPLC-Spektrum einer Abbaureaktion am Objekt Wildeshausen
(s. Abb. 68 B) zeigt eine dhnliche Verteilung, wie das Abbauspektrum der Abbaureaktion
am Objekt Wienhausen, wobei eine deutliche Abnahme der groReren, unpolaren
Abbaufragmente, die mit der stationdren Phase der RP-HPLC interagieren, zu
verzeichnen ist. Es fehlen z.B. die Abbaufragmente tz = 51,1 min und tz = 55,2 min, die
beim Abbau auf den Wandmalereien in Wienhausen nachzuweisen sind. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass die Caseinzersetzung durch mikrobiellen Bewuchs und
andere Umwelteinfliisse am Objekt Wildeshausen weiter fortgeschritten ist als am Objekt

Wienhausen.
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Abb. 68: A: Verlauf der Fluoreszenzintensitét bei enzymatischem Caseinabbau am Objekt Wildeshausen,
Maximum Tryptophan und unbekanntes Fluorophor, Standardreaktionsbedingungen
B: RP-HPLC-Spektrum der Abbauprodukte, gepoolte Tragerstromproben, aufkonzentriert

Die Anwendungen am Objekt Wildeshausen gestalten sich zum Teil schwierig, aufgrund
der schwachen Trp-Fluoreszenzen und auch wegen der besonderen Wandmalerei-
situation mit caseingebundenen Pigmenten. Eine Anwendung der enzymatischen
Abnahmemethode ist nur unter dem Vorbehalt der sorgfaltigen Beobachtung der
Probeflache vor, wahrend und nach der Anwendung zu empfehlen, damit jederzeit in
den laufenden Prozess eingegriffen werden kann. Die visuelle Begutachtung der
Abbauprobestellen am Objekt Wienhausen zeigt wie am Objekt Wienhausen deutlich
positive Auswirkungen auf die Oberflachen. Ausgebliihte Salze in Form von
mikrokristallinen Schleiern werden aufgel6st, die Caseinschicht effektiv ausgediinnt und
eine Aufhellung der Oberflache erreicht. Weiterhin kann eine Verringerung der

mikrobiellen Besiedelung festgestellt werden.



15 — Diskussion und Ausblick 110

15. Diskussion und Ausblick

Es wurden umfassende Untersuchungen zum enzymatischen Caseinabbau auf Wand-
malereien erarbeitet, deren Ergebnisse die Verwirklichung einer proteolytischen Methode
zur kontrollierten und schonenden Abnahme aufliegender Caseinschichten ermdglichten.
Im ersten Abschnitt der Arbeit wurden die wesentlichen Daten zum Substrat Casein (s.
Kap. 2), zu den Wandmalereien (s. Kap. 3), sowie den verwendeten Proteasen (s. Kap. 4)
beschrieben. Im Anschluss wurden im zweiten Abschnitt der Arbeit die methodischen
Entwicklungsfortschritte zum Aufbau der Anwendung und der Begleitanalytik eingehend
dargestellt und in systematischer Abfolge prasentiert (s. Kap. 4 — 10). Der Ermittlung der
fur das Substrat Casein geeignetsten Protease Alkalase[] 2,5 DX L (s. Kap. 4) folgten
umfangreiche Untersuchungen zur Immobilisierung, bei denen sich die Cellulose-
acetatmembran Sartobind Epoxymembran 18706 fir einen Einsatz im Rahmen der
Abnahmemethode empfahl (s. Kap. 5). Hierauf aufbauend wurde ein Membrankissen
konstruiert, welches den optimalen und kontrollierten Einsatz der Immobilisate
ermoglicht (s. Kap. 6). Zur Etablierung der Abnahmemethode auf einer Oberflache
wurden im néchsten Schritt caseinbeschichtete Prifkérper hergestellt, die kunstlich
gealtert wurden, so dass die Schadensbilder der Oberflachen denen von Wandmalereien
entsprachen (s. Kap. 7). An diesen Prufkérpern wurden dann Oberflachenparameter, wie
die Casein- und Pigmentschichtdicken (s. Kap. 8) oder die Eindringtiefe des Caseins in
die Oberflache ermittelt. Mechanistische Details der proteolytischen Abbaureaktion
konnten mit Hilfe der RP-HPLC beschrieben werden, sowie Unterschiede im
Abbauverhalten von Reaktionen in LOosung oder auf Oberflachen. Ein kaskadenartiger
Zerfall des Caseins in immer kleinere und polarere Fragmente wéhrend der Proteolyse
konnte herausgearbeitet werden, und einige der stabilen Abbaufragmente wurden mit
Hilfe der Maldi-MS identifiziert (s. Kap. 9). Die 2D-Fluoreszenzspektroskopie, die mit
geeignetem Zubehor aus Lichtleiter und lichtdichtem Messstutzen zur Oberflachen-
analyse eingesetzt werden konnte, erwies sich als adaquate, nicht invasive Analytik, die
den Nachweis des Caseins Uber die intrinsische Fluoreszenz des gebundenen
Tryptophans ermoglichte. Den komplexen Vorgéangen und Einflussen bei Fluoreszenz-
erscheinungen auf Oberflaichen wurde durch umfangreiche Untersuchungen
verschiedener Oberflachen, Pigmentierungen, Beschichtungen, etc. Rechnung getragen
(s. Kap. 10). Anhand der ermittelten Erkenntnisse wurde dann die Quantifizierung der
2D-Fluoreszenzanalytik und eine Standardisierung der Reaktionsbedingungen und

Abbauverlaufe erreicht. Die entwickelte Methode wurde abschlieRend im dritten
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Abschnitt der Arbeit von den Modelloberflaichen auf komplexere Systeme Ubertragen,
und es wurden zuséatzliche Untersuchungen zu moéglichen Auswirkungen der Methode
auf die Malsubstanz angestrengt (s. Kap. 11). Es wurden Verfarbungen bei Anwendung
auf Paratacamit pigmentierten Oberflachen festgestellt, die durch Veranderung des pH-
Wertes des Puffertragerstroms weitgehend unterdriickt werden konnten. Als eminent
wichtig fur die Abnahmemethode, wie auch die prozessbegleitende Fluoreszenzanalytik
erwiesen sich die Faktoren Salzbelastung (s. Kap. 13) und mikrobielle Besiedelung (s.
Kap. 12) der Oberflache. Sie beeinflussen vor allem die Beschaffenheit der Oberflache, da
sie die Caseinschicht abdecken oder zersetzen. Einen starken Einfluss hat auch eine
andauernde Lichteinwirkung auf die Wandmalereien (s. Kap. 14.1.1). Da eine Belastung
der Prufkorper mit UV/VIS-Strahlung aufgrund mikrobiologischer Gesichtspunkte aus-
gespart wurde, konnten nur qualitativ Auswirkungen auf die nicht invasive 2D-
Fluoreszenzbegleitanalytik festgestellt werden, da gerade die fluorophoren, aromatischen
Aminosaurereste umgesetzt werden, was die Fluoreszenzaktivitat des caseingebundenem
Tryptophan Uber die Jahrzehnte stark erniedrigt. Letztlich mindeten alle
Untersuchungen in der erfolgreichen Ubertragung der Abnahmemethode auf das
Substrat Wandmalerei, wobei die Komplexitat der Oberflachen von Wandmalereien in
der detaillierten Dokumentation und Analytik Bertcksichtigung fand (s. Kap. 14).

Generell kann die Anwendung von Enzymen zur Abnahme von Caseintiberziigen auf
Wandmalereien empfohlen werden, wobei immer auf die Serinendoprotease Alkalasel]
2,5 DX L zurickgegriffen werden sollte, da sie hoéchste Abbauraten gewéhrleistet (s.
Kap. 4). Weiterhin muss die Enzymkomponente vor dem Einsatz immobilisiert werden,
um nicht eine Einschleppung von Proteasemolekilen auf die Wandmalereioberflache zu
verursachen. Auerdem wird durch die Immobilisierung die Wiederverwendbarkeit der
Protease erhoht. Der grof3te Vorteil aber ist die gesundheitliche Schonung des
Anwenders, die durch die Fixierung der Biokatalysatoren erreicht wird, da so der
Kontakt des Anwenders mit der reaktiven Arbeitsflache und die Freisetzung der
proteolytisch aktiven Substanz in die Luft vermieden werden kann (s. Kap. 5). Die
Verwendung der Membrankissenmethode gewadhrleistet eine Kontrolle des Abbau-
prozesses, so dass gezielte, reproduzierbare Anwendungen ermdoglicht werden und vor
allem der kritische Feuchtigkeitseintrag in die Oberflache minimiert werden kann.

Die entwickelte Abnahmemethode arbeitet unter den optimalen Bedingungen der als
Wandmalereimodell dienenden Prufkorper sehr gut; es findet eine so weitgehende

Ausdinnung der Caseinuiberziige auf nahezu jeder untersuchten Oberflachenbeschich-



15 — Diskussion und Ausblick 112

tung statt, dass nach Anwendung keine durch Casein verursachten Schaden mehr
festzustellen sind (s. Kap. 10.2.4.1). Auch an den Wandmalereiobjekten konnte die
erfolgreiche Abnahme der Caseinliberziige erreicht werden, die, unterstitzt durch die
Umsetzung des Caseins durch die mikrobielle Besiedelung, vergleichbar gute
Abbauresultate wie auf den Prifkorperoberflaichen zeigten (s. Kap. 14.2). Schwierig-
keiten ergaben sich nur bei der Handhabung des unhandlichen Anwendungsprototyps an
den Wandmalereien, da das Gerat auf einem Gertst angebracht werden musste, um an
die schwer zuganglichen Wandmalereien zu gelangen. Dies fihrte durch die Bewegung-
en des Operators zu starken Schwingungen des Gerlstes, so dass eine optimale
Anwendung erschwert wurde. Sinnvoll ware daher nicht nur eine Miniaturisierung des
Prototyps, um ihn problemlos in jede HOhe transportieren zu kénnen, sondern auch die
Entwicklung eines freistehenden Stativs fur die Anlage, um stérende Schwingungen zu
vermeiden. Hierbei ergibt sich allerdings das Problem, fiir den nétigen Auflagedruck von
Fluoreszenzmessstutzen und Membrankissen zu sorgen, da sich dieser mit zunehmender
StativgroRe stetig verkleinert.

Die komplexen Oberflachensubstrate fuhrten zu Schwierigkeiten bei der Ermittlung
reproduzierbarer Daten. Vielfach konnten, wie bei den Schichtdickenmessungen der
Caseinuberzlge (s. Kap. 8), Daten nur unter Verwendung von idealen Modellsystemen
erhalten werden, die nur bedingt auf die Wandmalereisubstrate Ubertragen werden
kénnen. Daher kann zu einer Anwendung der enzymatischen Abnahmemethode nur bei
genauer und fachkundiger Prifung des Oberflachenstatus geraten werden. Denn nur so
kann gewahrleistet werden, dass die Anwendung einzig in den Bereichen durchgefihrt
wird, in denen tatsachlich eine Schadigung durch kompakte Caseinlberziige vorliegt,
und nicht eine Schadigung mit ahnlichem Schadensbild, hervorgerufen z.B. durch andere
Bindemittel wie Klucel. Denn solche Bindemittel konnen &hnliche Schadensbilder, wie
Verbraunungen, Glanzeffekte und mikrobiellen Bewuchs verursachen. Der Anwender
sollte vor Durchfiihrung der Abnahmemethode also zweifelsfrei klaren, ob die Schaden
durch Casein verursacht wurden, wobei sich hier die entwickelte, nicht invasive 2D-
Fluoreszenzanalytik fir den Oberflachennachweis von Casein empfiehlt. Weiterhin muss
der Operator geschult sein, die Anwendungsdauer je nach Pigmentbindemittel variieren
zu konnen, da besonders proteingebundene Pigmente bei langerer Abbauzeit mit
abgetragen werden konnen. Die Mdoglichkeiten zur Analyse verschiedener Bindemittel
sind allerdings bis heute sehr begrenzt [109], so dass sich hier ein groRRer Bereich

zukunftiger, interdisziplinarer Forschung von Restauratoren und Chemikern eréffnet.
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Dem Bereich der Proteinalterung, der in diesem Projekt in Form gealterter
Caseinuberzlge bertihrt wurde, der aber auch Uberaus grof3e Bedeutung in Bereichen wie
Medizin oder pharmazeutischer und kosmetischer Industrie hat, sollte in der Forschung
ein grolerer Stellenwert beigemessen werden, da diese wichtigen VVorgénge bis heute im
Dunkeln liegen. In der Literatur sind nur vereinzelte Untersuchungen zur Alterung von
Proteinen im Allgemeinen und durch Photooxidation im Besonderen verdffentlicht.
Auch mit diesem Bereich eroffnet sich ein neues Forschungsfeld fur umfangreiche
wissenschaftlichen Untersuchungen.

Die entwickelte Anwendungsmethode inklusive Analytik muss, bevor sie als
Standardmethode angewendet werden kann, in ein handliches, industrietaugliches
Nutzgerat umgewandelt werden, dass auch in schwer zugénglichen Wandmalerei-
bereichen einzusetzen ist. Eine wesentliche Vereinfachung ist z.B. fir die
2D-Fluoreszenzanalyseneinheit mdoglich, da bei einem Nutzgerat nur einzelne
Wellenlangen zur Messung notig sind und nicht wie bei dem Prototyp weite
Wellenlangenbereiche. So verspricht der Einsatz von Dioden zur Exzitation und
Photodioden zur Detektion der Emission eine wesentliche VVolumenverringerung der
Analyseneinheit, da auf den raumbeanspruchenden Photomultiplier als Detektions-
einheit verzichtet werden konnte. Geeignete Filterkombinationen kdnnten die
Exzitations- und Emissionsstrahlung auf enge Wellenlangenbereiche begrenzen, so dass
nur in dem fur die Analytik relevanten Fluoreszenzbereich angeregt und detektiert wird.
Derartige Modifikationen sind nicht nur in Hinblick auf die Gr6Re dienlich, sondern
minimieren auch den technischen Aufwand, die anfallenden Datenmengen und somit
letztlich die Kosten erheblich.

Um interessierten Anwendern das fir eine gefahrlose Anwendung nétige Know-how an
die Hand zu geben, sollten Schulungsseminare erarbeitet werden, die einen detaillierten
Uberblick tber den Stand der Technik, Chancen, Risiken und Grenzen des
Enzymeinsatzes, sowie die Handhabung der Anwendung geben.

Eine weitere Perspektive fur die Anwendung zur kontrollierten Abnahme von
schadigenden Caseintiberziigen auf Wandmalereien ist der Transfer der Methode auf
andere Substrate, wie z.B. gefasste Holzobjekte, Textilien oder Papier, auf denen vielfach
auch Beschichtungen mit Casein oder anderen proteinhaltigen Leimen durchgefihrt
wurden. Daher besteht auch in diesen Restaurierungsbereichen Bedarf an einer

kontrollierten, schonenden Anwendung zur Abnahme dieser Uberziige. Vielversprech-
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ende Voruntersuchungen zum Einsatz von Proteasen auf diesen Oberflachensubstraten
finden sich in der Literatur [110, 111].

Als Fazit bleibt festzustellen, dass es aus heutiger Sicht als tragischer Irrtum gewertet
werden muss, dass Casein als Schutzuberzug auf Wandmalereien aufgetragen wurde.
Denn obwohl Casein ein gebrauchliches Bindemittel ist, und bei Anwendung kurzfristig
eine erstaunliche Verbesserung der Wandmalereioberflache resultiert, so tberwiegen
langfristig doch die Nachteile. Denn die durch das Casein hervorgerufenen Schaden an
der Wandmalerei sind irreparabel und fiihren zu wesentlich gréReren Substanzverlusten
der Wandmalerei als ohne Caseinschutzschicht. Das Problem ist hierbei vor allem die
hohe Konzentration von Casein im Uberzug, da erst eine kompakte, geschlossene
Schicht aus Caseinmolekiilen zu den makroskopischen Effekten der dynamischen
Quellung und Trocknung fihrt, die letztlich das Aufrollen und Abplatzen der Schicht
verursachen. Darlber hinaus wird durch den Caseinliberzug einer mikrobiellen
Besiedelung Vorschub geleistet, die ihrerseits die Wandmalereien schadigt. Die
Probleme, die langfristig fur eine Wandmalerei durch einen Caseintiberzug entstehen,
kbnnen nur in gezielter Detailarbeit behoben werden; die entwickelte kontrollierte,
proteolytische Abnahmemethode kann hierbei einen groRen Dienst leisten. Nach der
erfolgreichen Entfernung der Caseinuberziige ist allerdings erst der Status quo
wiederhergestellt, der vor der Caseinbeschichtung der Wandmalerei vorlag. Daher bleibt
zu hoffen, dass heute kein Restaurator mehr eine Caseinbeschichtung zur Fixierung von

Wandmalereien einsetzen wird.
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16 Anhang

16.1 Herstellung Kalkputzprobeplatten

Nach DIN 1164 Teil 7:

Bindemittel (BM): WeilRkalkhydrat [Ca(OH), - xH,O]

Zuschlagstoffe (Z): Sand G 23 [SiO,]

BM:Z=1:5 0 Fur 1 kg Putz: 133,6 g Ca(OH),x H,O
666,4 g SiO,
133,3-200g H,O
+ H,0 aus der Spritzflasche

16.2 Sequenzen relevanter Caseine mit Fragmentschnittgrenzen

asl-Casein
214 Aminosaduren, M = 24529 Da, 43 — 45 % Anteil in boviner Milch

Sequenz:

Fragment|11B
Fragment V

MKLLILTCLV AVALARPKHP IKHQGLPQEV LNENLLRFFV [HEEPEVEGKE
SESTEDQAME DIKQMEAESI SSSEEIVPNS VEQKHIQKED
o-Caseinfragment 105-110 Fragment | |

VPSERYLGYL EQLLRLKKYK VPQLEIVPNS AEERLHSMKE GIHAOOKEPM

IGVNQELAYF YPELFRQFYQ LDAYPSGAWY YVPLGTQYTD APSFSDIPNP
IGSENSEKTT MPLW

as2-Casein

222 Aminosaduren, M = 26019 Da, 10 — 12 % Anteil in boviner Milch
Sequenz:

MKFFIFTCLL AVALAKNTME HVSSSEESII SQETYKQEKN MAINPSKENL
CSTFCKEVVR NANEEEYSIG SSSEESAEVA TEEVKITVDD KHYQKALNEI
NQFYQKFPQY LQYLYQGPIV LNPWDQVKRN AVPITPTLNR EQLSTSEENS
KKTVDMESTE VFTKKTKLTE EEKNRLNFLK KISORYQKFA LPQYLKTVYQ
HOKAMKPWIQ PKTKVIPYVR YL
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[-Casein
224 Aminosauren M = 25107 Da, 28 — 37 % Anteil in boviner Milch

Sequenz:

Fragment |

MKVLILACEV VATADARELEE ENVPGEIVES LSSSEESITR  INKKIEKFQS

B-Casormorphin /5-81

EEQQQTEDEL QDKIHPFAQT QSLVYPFPGP IPNSLPQNIP PLTQTPVVVP
PFLQPEVMGV SKVKEAMAPK HKEMPFPKYP VEPFTESQSL TLTDVENLHL
PLPLLQSWMH QPHQPLPPTV MFPPQSVLSL SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDM
PIQAFLLYQE PVLGPVRGPF PIIV

K-Casein

190 Aminosauren, M = 21269 Da, 10 — 15 % Anteil in boviner Milch

Sequenz:

MMKSFFLVVT ILALTLPFLG AQEQNQEQPI RCEKDERFFS DKIAKYIPIQ
YVLSRYPSYG LNYYQQKPVA LINNQFLPYP YYAKPAAVRS PAQILQWQVL
SNTVPAKSCQ AQPTTMARHP HPHLSFMAIP PKKNQDKTEI PTINTIASGE
PTSTPTTEAV ESTVATLEDS PEVIESPPEI NTVQVTSTAV

16.3 Caseinstandardlosung [112]

Zur Herstellung einer Caseinstandardlésung mit ¢ = 2,0 g/L werden 0,1 g Casein unter
Ruhren in 5 mL 0,1 M Natronlauge vollstandig gelost. Nach Zugabe von 30 mL bidest.
H,O wird der pH-Wert der Lésung mit verd. HCI auf pH 8,3 eingestellt. Anschliel3end
wird mit bidest. H,O auf 50 mL aufgeflit.
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Abb. 69: Spektrum einer Caseinlésung mit ¢ = 4 g/L mit Verunreinigungen
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Das HPLC-Spektrum zur Untersuchung der Reinheit dieser Caseinlésungen zeigt, dass
auch in frisch hergestellten Caseinldsungen in geringem Malie Abbauprodukte
nachzuweisen sind. Da ihre Konzentrationen sehr niedrig sind, ist in Abbildung 69 das

Spektrum einer hochkonzentrierten Caseinlésung mit ¢ = 4,0 g/L abgebildet.
16.4 Bradford-Proteinassay

Bradford-Reagenz: 100 mL enthalten
0.01 % (v/v) 10 mg CoomassieBlue G-350

4.7% (v/v) = 5 mL 95 % Ethanol
85% (v/v) = 10 mL 85 % Hs;PO,
+ bidest. H,O

Aus der Reaktionslésung einer enzymatischen Caseinabbaureaktion werden nach
definierten Zeitabstanden je 20 uL Probe entnommen, 1 : 100 mit bidest. H,O verdinnt
und anschlieBend 1 : 1 mit Bradford-Reagenz versetzt. Nach 2 min Inkubationszeit wird
die Absorption des Proteinfarbkomplexes bei A = 595 nm bestimmt.

Die Kalibrationsgerade fuir Caseinkonzentrationen von Ceasein = 0 — 1,0*10* mol/L ist in
Abbildung 70 dargestellt.

Y = A+ B*X,
mit A =0.081 + 9,75 % und B = 432,392 L/mol + 3,66 %.
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Abb. 70: Kalibrationsgerade der Caseinkonzentration bei A = 353 nm, Linearitéat liegt bei

Ceasein < 9,0¥10° mol/L vor
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16.5 Enzymaktivitatstests der Hersteller

* AU/g- Anson Units
1 AU ist die Menge Enzym, die in 10 min soviel Hdmoglobin hydrolysiert, dass pro
Minute genau die Menge trichloressigsdureltsliches Produkt entsteht, die dieselbe
Farbung mit Phenol-Reagenz zeigt wie 1 m-Aquivalent Tyrosin, pH 7,5, T = 37°C.
« KNPU/g - Kilo Novo Protease Units
1 KNPU ist die Menge Enzym, die 1 umol Dimethylcasein in 1 min hydrolysiert, pH 8,3,
T =50°C.
 LAPU/g - Leucin Aminopeptidase Units
1 LAPU ist die Menge Enzym, die 1 umol L-Leucin-p-nitroanilid in 1 min hydrolysiert.
 U/mg - Units
1 U ist die Menge Enzym, die 1 pmol Substrat (z.B. N-Acetyl-tri-L-Alanyl-Methylester)
in 1 min hydrolysiert, pH 7,5, T = 25°C.

16.6 EPE-Methode zur Bestimmung der Proteasenaktivitat
L6sung |
476 mg Natriumacetat * 3 H,O werden in 35 mL H,O gelést und der pH-Wert mit
0,1 M HCI auf pH = 6,0 eingestellt. AnschlieRend wird mit bidest. H,O auf 70 mL und
mit Aceton auf 100 mL aufgefullt.

Losung Il
Je nach gewidlnschter Substratkonzentration werden 2-20mg N-CBZ-valin-p-

Nitrophenylester in 1 mL Aceton gel0st.

Gebrauchsldsung
Losung | und Losung 11 werden im Verhaltnis 100 : 3,3 gemischt und bei 12000 rpm

5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und als Substratldsung eingesetzt.

Die Losung ist bei RT einen Tag haltbar.

Y=B*X,
mit B =4,326 L/mol + 0,58 %.



16 — Anhang 119

50 . : . : . : . : . : —
4,5 // i

4,0 1 g

3,54 .
3,01 .

2,54 .

rel. |

2,04 .
1,51 .
1,0 .

0,54 .

0,0 —
0,0 0,2 0,4 06 0,8 1,0 12

p-Nitrolphenolkonzentration [*10'3moI/I]

Abb. 71: Kalibrationsgerade p-Nitrophenolkonzentration bei A = 353 nm, Linearitat liegt bei

Cp-Nitrophenol < 910*104 mol/L vor

16.7 Gelelektrophorese mit dem PhastSystem

Das PhastSystem besteht aus einer Trenn- und einer Entwicklungskammer, die jeweils
fir zwei Gele Platz bieten. Sowohl die Trenn- als auch die Entwicklungsmethode kdnnen
einprogrammiert werden. Nach dem Ende der Proteintrennung Uberfihrt man die Gele
mit Hilfe einer Pinzette in die Entwicklungskammer und startet das Programm. Die zur
Entwicklung bendtigten Ldsungen werden zuvor durch Schldauche mit der Kammer
verbunden. Die Trennmethode des PhastSystems basiert auf dem Tris-HCI-Glycin-
System nach Laemmli. Alle Gele haben eine 13 mm lange Sammel- und eine 32 mm
lange Trenngelzone.

Die Trennung der Caseine erfolgt mit einem 8-25%igen Gradientengel unter Ver-

wendung von zwei nativen Pufferstreifen (Pharmacia Biotech) [13, 14].

16.7.1 Benétigte Lésungen
1. 500 mL Urea/Tris/Acetat-Puffer :
6,6 M Urea, 0,112 M Tris, 0,112 M NaAc, mit 6 n HCI auf pH = 6,4 einstellen
2. 2 mL Probenpuffer:
10% (v/V) 2-Mercaptoethanol, 2,5*10°% (v/v) Bromphenolblau
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16.7.2 Gelvorbehandlung
Zur Vorbehandlung der Gele wird eine Petrischale bis zur Halfte mit dem
Urea/Tris/Acetat-Puffer beflllt. Die Gele bleiben vor Beginn der Trennung 15-30 min
lang in der Losung liegen. Anschlie3end werden sie 3-5 Minuten an der Luft getrocknet,

um dann in die Trennkammer Uberfiihrt zu werden.

16.7.3 Probenvorbereitung
Auf ein Urea-Gel werden 8 Proben aufgegeben.
Verdinnung der Proben mit Urea/Tris/Acetat-Puffer, 5 min Inkubation im
Thermomixer, 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren, Behandlung der Proben mit

Probenpuffer im Verhéltnis 1:1, 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren.

16.7.4 Probenaufgabe
Von jeder Probe wird 1 pL auf den Probenkamm pipettiert. (Als Halterung dient ein
Holzstiick mit einer Kerbe von der Lange des Probenkamms, in die dieser mit seiner

geraden Seite eingespannt wird).

16.7.5 Trennmethode
Die Methode basiert auf dem Prinzip der Proteintrennung nach dem Ladung/Masse-
Verhéltnis. Der Probenkamm wird bei Schritt 2 des Elektrophoreseprogramms automa-
tisch heruntergelassen, so dass die Proben in Kontakt mit dem Gel kommen. Die Trenn-

zeit betragt ca.100 min.

Tab. 18: Trennbedingungen bei der Durchflihrung von Urea-PAGE

Step | U[V] | I[mA] | Temp. [°C]
1 7,5

2 300 5,0

3 7,5

4 30 0,2

15
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16.7.6 CoomassieBlue-Farbung [113]
Tab. 19: CoomassieBlue-Farbemethode fur native PAGE
. . Aus- Zeit | Temp .
Step Ldsung Eingang . Funktion
gang [min] [°C]
1 0,1 % CB R-350 1 0 7 Farbeltsung
2 1
3 |30% MeOH, 10 % HAc 2 5 10 50 Entfarber
4
15
5 13 % Glycerin 3 0 Konservierung

Ansatz zum Farben nach der CoomassieBlue-Methode (CB R-350)
Die CB R-350-Stammlésung (0,2 %) muss vor Verwendung filtriert werden. Die
Verdinnung der Stammldsung mit Essigsaure erfolgt erst unmittelbar vor dem Start der

Methode. (Volumen der Trennkammer = 75 mL).

Ansatzberechnung fur die CoomassieBlue-Farbung mit dem PhastSystem:

1. 400 mL 0,2% (v/v) CB R-350-Stamml6sung:
2 Tabletten CB R-350 in160 mL bidest. H,O unter Rihren auflésen, mit 240
mL Methanol auffillen.

2. 80 mL 0,1% (v/v) CB R-350:
40 mL 0,2% (v/v) CB R-350, 40 mL 20% (v/v) Essigsaure.

3. 300 mL 30% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure:
90 mL Methanol, 30 mL Essigsaure mit bidest. H,O auf 300 mL auffillen.

4. 1000 mL 13 % (v/v) Glycerin:
130 mL Glycerin mit bidest. H,O auf 100 mL aufftllen.

16.8 Immobilisierung

1 cm? der epoxidfunktionalisierten Celluloseacetatmembran 18706 CJ 56 (Porendurch-
messer: 0,45 um) wird 24 Stunden bei T = 40°C in 2,0mL 0,1 M KPP, pH = 7,5,
Cazsoxt = 12,5 % (v/V) bei 750 rpm gerihrt. AnschlieRend wird die Membran mit 3 x 0,1
M Carbonatpuffer, pH = 9,0 gewaschen. Bis zur Verwendung wird das Immobilisat bei
T =4°Cin 0,1 M Carbonatpuffer, pH = 9,0 aufbewahrt.
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16.9 BCA-Proteinassay

Losung | : Kommerzielle 1,0 %ige BCA-L6sung,
Ldsung I1: Kommerzielle 4 %ige CuSO4* 5 H,0 -Lsung,
Kalibrationsstammlésung: 1 mg/mL BSA in 0,1 M Tris-Puffer, pH 7,4,

Gebrauchsldsung: Losung | und Losung 1l werden unmittelbar vor Verwendung im Verhéltnis
50 :1 gemischt.

Auf einer Mikrotiterplatte werden neben einer Kalibrationsreine mit der BSA-
Stammldsung in Doppelbestimmung je 20 uL Probe unverdinnt, 1 : 10 und 1 : 20
verdiinnt aufgegeben und anschliel3end je 300 uL Gebrauchslésung zugegeben. Nach 60
min Inkubationszeit bei T = 37°C wird die Absorption des entstehenden Farbkomplexes
bei Amax= 560 nm im Immunoreader bestimmt. Die Proteinkonzentrationen der Proben

werden anhand der internen BSA-Kalibration ermittelt.

16.10 RP-HPLC zur Peptidanalytik

Methodenparameter:
Saulentemperatur T = 40°C

pH-Wert der mobilen Phase pH = 2,0
Flussrate fy, = 0,3 mL/min

UV-Detektion A = 214 nm

16.10.1 Eluenten
Eluent A: 0,1 % (v/v) TFA in bidest. H,O.
Eluent B: 0,1 % (v/v) TFA in 80% (v/v) Acetonitril.

16.10.2 Gradient
0-5min: 27 % B, -50 min : -47 % B, -52 min: -80 % B, -60 min: -0% B, -70min: -0 % B

16.10.3 Reinheit des Eluenten
Abbildung 72 zeigt den Blindgradienten der in dieser Arbeit eingesetzten Laufmittel. Die
Grundlinie entspricht aufgrund der Eigenabsorption des Acetonitrils dem Gradienten-

verlauf.
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Abb. 72: Blindgradient zur Uberpriifung der Losemittelreinheit

1 mL einer 2 g/L Caseinstandardlésung wird mit einer definierten Menge Alkalasel] 2,5
DX L versetzt. Wenn nicht anders angegeben, werden 1 uL (0,1 % (v/v) = 3,07 U/mL)
eingesetzt. Nach Ablauf der jeweils angegebenen Reaktionszeit unter Ruhren bei
1000 U/min wird mit 0,5 mL 1 M HCI versetzt, um die Reaktion durch Fallung des
nicht umgesetzten Substrates und des Enzyms zu stoppen. Diese Losung wird vor der
HPLC-Analyse fur t = 5 min bei 12000 rpm zentrifugiert und wie jeweils angegeben

verdinnt.

16.10.4 Probenvorbereitung

60 70

16.10.5 Kalibration der Grundlinie der Spektren

Aufgrund der
aufgenommenen HPLC-Spektren dem Verlauf des Blindgradienten in Abbildung 72.

Eigenabsorption des Acetonitrils entspricht die Grundlinie der

16.10.6 Kalibrationsgeraden der kommerziellen Isolate
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Abb. 73: A: Kalibrationsgerade a-Caseinfragment 100-105, Linearitat von 5%10° - 8*102mmol/L

B: Kalibrationsgerade 3-Casomorphin 75-81, Linearitat von 1*10°- 8*10°mmol/L
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16.10.7 Isolierung der Peptidfragmente

Die Reaktionsprodukte des enzymatischen Caseinabbaus werden nach ihrer Trennung
mittels RP-HPLC im Anschluss an die UV-Detektion isoliert. Dazu werden die Peptide
dem Abflussstrom des Laufmittels unter Verwendung eines Pipetierroboters in
Fraktionen zu t = 2-3 min entnommen. In den so erhaltenen Proben ist das gewunschte
Fragment in einer sehr geringen Konzentration enthalten, die fir eine weitere
Untersuchung nicht ausreichend ist. Um dennoch eine Molmassenbestimmung mit
Maldi-MS durchfiihren zu kénnen, werden pro Fragment sechs Proben gesammelt, so
dass nach der Lyophilisierung der vereinigten Probel6ésungen 1 mg jedes Peptids in reiner
Form gewonnen werden.

16.11 Maldi-MS

16.11.1 Probenvorbereitung
Das Prinzip der Maldi-MS setzt eine Isolierung der Analytmolekile in einer festen
Matrix voraus, so dass intermolekulare Wechselwirkungen zwischen ihnen aufgehoben
werden. Auf einen Edelstahltarget werden 0,5 uL der Matrixlésung (10 g/L Sinapinsaure
bzw. 15 g/L a-Cyanozimtsaure in Acetonitril, 0,1 % TFA, 2:1 (v/v)) aufgetragen. Nach
Verdampfen des LoOsemittels wird dieser Vorgang wiederholt, so dass sich zwei
Matrixschichten auf dem Target befinden. Auf diese werden 0,5 puL der Probel6sung und

schliel3lich eine weitere Matrixschicht aufgetragen.

16.11.2 Spektren der Matrixsubstanzen

100

100

80 80

60 60 4

40 40

rel. Einheiten [%)]
rel. Einheiten [%]

20 . 20

1o 'L 0 ) |

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
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Abb. 74: A: Maldi-MS-Spektrum der a-Cyanozimtsaure

B: Maldi-MS-Spektrum der Sinapinsaure
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16.12 RP-HPLC zur Aminosaureanalytik

Aminosauren besitzen keine Chromophore, so dass ihre Detektion Schwierigkeiten
bereiten kann. Dabher ist eine Derivatisierung notwendig. Ein dafur geeignetes Verfahren
beruht auf der Kopplung mit aromatischen Resten, wie der Umsetzung mit ortho-
Phthaldialdehyd. Es reagiert zusammen mit einem Thiol mit primaren Aminen innerhalb
weniger Minuten zu einem fluoreszierenden 1-alkylthio-2-alkylsubstituierten Isoindol
(pH = 9,5; RT). Dieses kann durch UV-Absorption (230 nm) oder Fluoreszenzemission
(Ex : Em =330 : 460 nm) detektiert werden. Dabei tritt keine Stérung durch das OPA-
Reagenz auf, da es nicht fluoresziert. Allerdings kdnnen bei einer Detektion im UV-

Bereich UV-absorbierende Verbindungen zu Stérungen fuhren.

s—R

CHO
pH 9,5 —
@[ + R—NH, + R—SH — > N—R + 2H,0
1-2 min ~
CHO

OPA
Abb. 75: Derivatisierung eines primaren Amins mit OPA in Gegenwart eines Thiols

16.12.1 OPA-Reagenz
270 mg OPA in 5 mL Ethanol I6sen
200 uL. Mercaptoethanol hinzugeben und mit 0,4 M Boratpuffer pH = 9,5 auf 50 mL

auffullen. 24 Stunden altern lassen.

16.12.2 Eluenten
Eluent A: 0,05 M Natriumacetat, 0,05 M NaH,PO,, pH =7
Eluent B: 54% Methanol, 46% H,O

16.12.3 Gradient
0-50 Minuten: 0-100% B, -60 Minuten: -0% B

16.12.4 Probenvorbereitung
Nach Zugabe von 0,1% (v/v) Alkalasel] 2,5 DX L, flussig (3,07 U/mL) zu einer Casein-
standardlosung mit ¢=2,0g/L und Ablauf einer definierten Abbauzeit wird die
Reaktion durch Zugabe von 100% (v/v) Methanol gestoppt. Zur Vorsaulen-
derivatisierung wird zunachst mit 100% (v/v) 0,4 M Boratpuffer, pH 9,5, schlie3lich mit
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100% (v/v) OPA-Reagenz versetzt. Nach 1,5min Inkubation erfolgt die

chromatographische Analyse der filtrierten Probe.

16.12.5 Zuordnung der Aminosauren

Tab. 20: Charakteristische Daten und Sequenzierungsschliissel der Aminosauren

Aminosiure 3-Letter- 1-L etter- Molmasse | Retentionszeit Kapazitit k
Systematik | Systematik | M [g/mol] tr [Min]
Alanin Ala A 71,1 22,44 13,05
Cystein Cys C 103,1 - -
Asparaginsaure Asx D 115,1 2,95 1,72
Glutaminséure Glu E 129,1 6,29 3,66
Phenylalanin Phe F 147,2 38,88 22,60
Glycin Gly G 57,1 16,08 9,35
Histidin His H 137,1 14,73 8,56
Isoleucin Ile I 113,2 41,75 24,27
Lysin Lys K 128,2 50,15 29,16
Leucin Leu L 113,2 42,67 24,81
Methionin Met M 131,2 25,34 14,73
Asparagin Asn N 114,1 9,56 5,56
Prolin Pro P 97,1 -
Glutamin Gln Q 128,1 13,46 7,83
Arginin Arg R 156,2 24,78 14,41
Serin Ser S 87,1 11,10 6,45
Threonin Thr T 101,1 17,22 10,01
Valin Val Vv 99,1 35,90 20,87
Tryptophan Trp w 186,2 36,68 21,33
Tyrosin Tyr Y 163,2 27,15 15,78

16.13 Gerateparameter des 2D-Fluoreszenzspektroskops

Gerateparameter und Voreinstellungen des 2D-Fluoreszenzspektroskops Hitachi F4500:

Grundeinstellungen:
Exzitations-/Emissionsintervall 5nm

Exzitations-/Emissionsslit 5nm
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Scan speed 1200 nm/min
PMT-Voltage 700V
Response automatic

Shutter control

Variable Einstellungen (Standardwerte; abweichende Einstellungen sind im Text
gekennzeichnet):

Exzitation 250 — 350 nm
Emission 300 - 400 nm
Plot:

Ordinate 0-1000 rel. FI
Intervall 10 nm

16.14 Kalibration der Tragerstromflussrate

Kalibration der Pumpflussrate der Peristaltikpumpe 1S 1308.

Y=B*X,
mitB = 0,028 mL/min + 0,85 % und einer Standardflussrate des Tragerstromes von
f, = 1,3955 mL/min.

3,0 ——

254

2,0

1,5 - Standard-PumpfluBrate: V'=1,3955 mL/min

1,0 A

0,5

PumpfluBrate [mL/min]

0,04

. . : . . T
0 20 40 60 80 100
Pumpenskalierung [r.E.]

Abb. 76: Kalibrationsgerade der Tragerstromflussrate f,
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16.15 Abktlrzungsverzeichnis

(V/V)
AAS
abs.

AS
BCA
BSA
bzw.
ca.

Da
DIN
DMF
E.C.
Em
EPE

et al.
etc.

Ex
GUvVv
IR
KPP

M
MAK
Maldi-MS
MRNA
m/z
NaOH
PAGE
PO,*
ppm
RP-HPLC
rpm

Si

spez.

T
UV/VIS
z.B.

Volumenanteil
Atomabsorptionsspektroskopie
absolut

Aminosaure(n)

Bicinchoninic acid

bovines Serum Albumin
beziehungsweise

zirka

Dalton

Deutsche Industrienorm
Dimethylformamid

Enzyme Commission

Emission

esterolytische Proteaseeinheiten
und andere

et cetera

Exzitation
Gefahrstoffumgangsverordnung
Infrarot
Kaliumhydrogenphosphatpuffer
molare Masse

Maximale Arbeitsplatzkonzentration
matrix assisted laser desorption/ionization — mass spectroscopy
messenger ribonucleinic acid
Masse/Ladungsverhaltnis
Natronlauge
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat

parts per million

reversed phase - high performance (pressure) liquid chromatography
rounds per minute

Silizium

spezifisch

Temperatur

ultraviolet/visible

zum Beispiel

16.16 Gerateverzeichnis

2D-Fluoreszenzspektrometer
2-Kanallichtleiter
6-Port-3-Kanal-Injektor
7-Port-3-Kanal-Selektor

Autoklav
CAFCA

Cleanbench

Computer
Degaser

F 4500, Hitachi

Lumatec

A 1370, Knauer

A 1374, Knauer

Integra Biosciences
Analysenprogramm, TCI Hannover
Gelair Class 100, Gelman Instruments
486 DX/2-80, BPC; 486 DX/2-66

TS 7505, Techlab
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Enzymkartuschen
Flachbettscanner
Gradientenpumpe
HeiRluftfon
Immunoreader
Magnetrihrer
Maldi-Massenspektrometer
Mikrometerschraube
Mikroskop

Optimas 5.0
Peristaltikpumpen
PhastSystem
pH-Elektrode
pH-Meter

Photometer

Pipetten
Pipetierroboter
Profilometer
RP-C18-Saule, AS
RP-C18-Saule, Peptide
Spektrales Ellipsometer
Thermomixer
Thermostat
UV/VIS-Spektrometer
UV-Detektor

Vortexer

Zentrifuge

Anasyscon

Hewlett Packard (Auflésung: 300 dpi)
LCP 4100 Ill, Techlab

Typ 3451, Steinel

NJ 2000, Intermed

Ika-Combimag RET

Kompakt-Maldi 3, Kratos Analytical
Mitutoyo

Olympus SZW

Optimas Corporation, Seattle, USA
IS 1308, Flocon 1003; Perimax 12, Spetec
Pharmacia Biotech

U-402-M6, Ingold

632, Metrohm

Novaspec 11, Pharmacia

Eppendorf, Nethler & Hinz

221 XL, Abimed

Dektak 3030, Veeco

150*3,9 mm, Waters

Nucleosil 100-5 C18 AB Macherey-Nagel
SE 800, Sentech

Compact, Eppendorf, Nethler & Hinz
Julabo C

Cary 50, Varian

L 7400 LaChrom0, Merck-Hitachi
Genie 2, Bender Hobein AG

5415 C, Eppendorf, Nethler & Hinz

16.17 Chemikalienverzeichnis

16.17.1 Enzyme

a-Chymotrypsin
Alkalase® 2,4 L
Alkalase® 2,5 DX L
Elastase
Enzymreiniger N
Esperase®
Flavourzyme™
Protease K
Savinase®
Subtilisin A
Trypsin

16.17.2 Feinchemikalien

a-Caseinfragment 100-105
B-Casomorphin 75-81
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
Aceton

Acetonitril

102307 Merck

-- Novo Nordisk
-- Novo Nordisk
124552 Merck

70950 Kremer Pigmente
-- Novo Nordisk
-- Novo Nordisk
7528.2 Roth

-- Novo Nordisk
111362 Merck

24579 Merck

C1658 Sigma

C5900 Sigma

97-284 Aldrich

A 4206 Sigma

8825.2 Roth
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Ammoniumcarbonat
Bicinchoninsaure

Bromcyan

BSA

Calciumcarbonat
Calciumchlorid

Casein

CoomassieBlue R 350 Tabletten
Dikaliumhydrogenphosphat
Eisen(l11)oxid

Epichlorhydrin

Essigsaure

Ethanol

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Glycyl-L-prolin
Gradientengele (Urea-Page) 8 — 25 %
Kaliumdihydrogenphosphat
Klucel E

Kupfersulfat-Losung
L-Alanyl-glycin
L-Alanyl-L-alanin
L-Prolyl-glycin
Magnesiumnitrat-Hexahydrat
Mennige

Methanol

Native Pufferstreifen fir PhastSystem
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
n-CBZ-valin-p-nitrophenylester
OPA-Reagenz

Paratacamit

Pentaglycin

Plextol B 500

p-Nitrophenol

Proteinmarker (wide range)
Salzsaure konz.

Sinapinsaure
Trifluoressigsaure

Triglycin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

09716
BCA-1
16774
82516
12010
21101
C 7078
17-0518-01
04248
48600
45330
A 6283
02854
49629
49770
G 7403
G3002
17-0542-01
60221
63700
BCA-1
A0878
A9502
P0880
63084
42500
65540
17-0517-01
71185
71345
71379
71496
71689
C6377
111452

G5755
75600
35836
M 4038
84422
D7927
91707
G1377
108382

Fluka
Sigma
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Sigma
Pharmacia
Fluka
Kremer Pigmente
Fluka
Sigma
Sigma
Fluka
Fluka
Sigma
Sigma
Pharmacia
Fluka
Kremer Pigmente
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Kremer Pigmente
Fluka
Pharmacia
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Sigma
Merck
NLD
Sigma
Kremer Pigmente
Fluka
Sigma
Fluka
Sigma
Fluka
Sigma
Merck
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