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Einleitung

1. Einleitung

Ziel dieser Arbeit war es, die Methylierung von Quecksilber im Intestinaltrakt und die
Akkumulation des gebildeten Monomethylquecksilbers im Gewebe des
Kompostwurms Eisenia foetida nachzuweisen. Von weiterem Interesse waren die
Isolierung und die Identifizierung der fir die Methylierung verantwortlichen
Mikroorganismen. Diese durch Mikroorganismen hervorgerufene Spezies-
umwandlung von anorganischem Quecksilber in die organische Form ist besonders
wegen dem erhohten toxischen Potentials von Bedeutung. Die Aufnahme von
Methylquecksilber durch Tiere und durch Menschen kann bei diesen zu schweren

Vergiftungen fuhren, die im Endstadium den Tod des Patienten bedeuten.

In  der chemischen Analytik bezeichnet man als Elementspezies die
unterschiedlichen Formen in dem ein Element auftreten kann. Als
Speziationsanalyse wird das Identifizieren von unterschiedlichen chemischen
Formen eines Elements und die Messung dieser definiert. Laut der IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) ist eine chemische Verbindung,
welche sich durch ihre isotopische Zusammensetzung, ihre Konformation, Wertigkeit
(Oxidationszustand) und ihrer Substituenten unterscheidet, eine unterschiedliche

chemische Spezies (Templeton et al., 2000).

Sowohl abiotische wie auch biotische Prozesse werden fur die Methylierung von
Quecksilber verantwortlich gemacht. Bermann und Bartha (1986) beschrieben
jedoch, dass hauptsachlich Mikroorganismen fir eine Methylierung von Quecksilber
in Sedimenten verantwortlich sind. Vor allem Sulfat-reduzierende Bakterien sind zu
dieser Reaktion befahigt und am aquatischen Quecksilber Kreislauf beteiligt. Choi
und Bartha (1993) konnten einen quecksilbermethylierenden Stamm von
Desulfovibrio desulfuricans LS aus einem marinen Habitat isolieren. An diesem
Stamm wurden verschiedene Untersuchungen zum biochemischen Weg der
Quecksilbermethylierung durchgefuhrt, die zeigten, dass Methylcobalamin als
Cofakor hierbei eine entscheidende Rolle spielt.

Hamdy und Noyes (1975) untersuchten die Bildung von Methylquecksilber durch 23
unterschiedliche Quecksilber resistente Stamme und konnten zeigen, dass ein
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Enterobacter aerogenes Stamm Hg?* zwar methylierte, jedoch unféhig war, dieses in
Hg® zu reduzieren. Fleming et al. (2005) konnten einen Eisen-reduzierenden
Geobacter spec. aus einem Frischwasser-Sediment isolieren, der eine dhnlich hohe
Ausbeute an Methylquecksilber aufwies wie der Sulfat-reduzierende Desulfolobus
propionicus Stamm 1pr3. Diese Studien zeigten, dass die Methylierung von
Quecksilber nicht alleine von Sulfat-reduzierenden Bakterien durchgefihrt werden
kann, sondern noch weitere Mikroorganismen die Fahigkeit und auch die Ausstattung

fur diese Reaktion besitzen.

1.1. Metalle in der Umwelt

Verschiedene Elemente sind fir alle Lebewesen auf der Erde von entscheidender
Bedeutung. So ist z.B. Kohlenstoff und Wasserstoff fir den Zellaufbau, verschiedene
lonen sind Na*, K" und CI" am lonenhaushalt und auch an katalytischen Reaktionen
beteiligt. Bei katalytischen Reaktionen spielen auch Metalle in der belebten Welt eine
entscheidende Rolle. Sie kdnnen sowohl essentiell fir das Leben sein, zum Beispiel
Eisen, Kupfer, Mangan und viele weitere Metalle, die in Enzymen im katalytische-
Zentrum vorkommen. Dort werden die Substrate gebunden und zu den gewlinschten
Edukten umgesetzt. So ist Eisen ein essentielles Element beim Transport von
Sauerstoff durch das Hamoglobin im Menschen. An das zentrale Eisenatom wird der
Sauerstoff gebunden und Uber den Blutkreislauf in die entsprechenden Gewebe
transportiert. In Mollusken und Arthropoden Ubernimmt diese Funktion das Kupfer im
Hamocyanin, weshalb bei diesen Tieren das Blut auch blaulich geférbt erscheint.
Aber Eisen und Kupfer spielen nicht nur im Sauerstofftransport eine entscheidende
Rolle, sondern sind essentiell fir den Elektronentransport in der Atmungskette. Hier
liegt Eisen sowohl in Ham-Gruppen vor als auch in Eisen-Schwefel-Clustern.

Ein weiteres Beispiel fur ein Metall, das eine essentielle Rolle spielt ist Mangan.
Dieses wird von Pflanzen fur die Bindung und Spaltung von Wasser am Photosystem
[l benotigt. An diesem Mangancluster wird H,O gebunden und die Elektronen von
diesem nacheinander auf den Photokomplex Il Gbergeben. Eine zu frihe Freigabe
des Sauerstoffes kann zur Bildung von Wasserstoffperoxid und Sauerstoffradikalen

fuhren, die auf die Zellen toxisch wirken.
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Ahnliche Beispiele gibt es noch fir eine weitere groRe Zahl an Metallen, die fur das
Uberleben der Organismen auf der Erde unabdingbar sind. Dabei ist jedoch immer
zu beachten, dass diese Elemente zu den Mikronahrelementen gehoéren. Dies
bedeutet, sie sind nur in geringen Konzentrationen (<50 mg/kg fir den Menschen)
notwendig und in hoheren Dosen sind sie fur die Organismen toxisch. Eine
Ausnahme bildet Eisen, da dieses Element fir den menschlichen Organismus in
hoéheren Konzentrationen benétigt wird. Es steht somit zwischen den Mikro- und den

Makronahrelementen.

Auf der anderen Seite gibt es aber auch eine Reihe von Metallen, die keine
lebenswichtige Rolle fur Organismen spielen. Diese Vertreter sind ausnahmslos
toxisch, wie zum Beispiel Quecksilber, Cadmium oder Chrom. Bei diesen Metallen
kommt es allerdings auch auf die Form an, in der sie dem Organismus angeboten
werden. So ist z.B. Quecksilber in der elementaren Form nicht so toxisch wie in
seiner ionischen oder sogar in der organischen Form. Bei Chrom muss
unterschieden werden, ob es in der Oxidationsstufe 3" oder 6" vorliegt, da sich diese

in der Toxizitat stark unterscheiden.

In den folgenden Abschnitten wird das Augenmerk auf das Schwermetall Quecksilber
gerichtet, da es sowohl in der Industrie als auch in der Landwirtschaft, z.B. als
Fungizid in unserer Gesellschaft eine wichtige Rolle gespielt hat und somit in einem
grof3en Umfang in die Natur gelangen konnte.

1.1.1. Die Geschichte des Quecksilbers

Quecksilber gehort neben Gold, Silber, Antimon, Zinn, Schwefel und Eisen mit zu
den Elementen, die den Menschen schon vor mehr als 2000 Jahren bekannt waren.
Schon in Werken von Aristoteles (384 v. Chr.- 322 v. Chr.) wurde Quecksilber
erwahnt und im Abendland flllten sich Edelleute Teiche mit Quecksilber als eine
besondere Attraktion. Die frihsten Aufzeichnung fur die Gewinnung von Quecksilber
aus Zinnober (Quecksilbersulfid) stammt aus dem Jahr 315 v. Chr. von Theophrast.
Fur die Darstellung von Quecksilber verwendete er spanischen Zinnober und verrieb

diesen mit Essig in einem Bronzemorser. Auch Plinius (23 n. Chr. — 79 n. Chr.) und
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Dioskurides (1. Jh. n. Chr.) beschrieben die Quecksilber Darstellung durch eine
thermische Zersetzung aus Zinnober. Allerdings wurde Zinnober nicht alleine fur die
Gewinnung von flissigem Quecksilber verwendet. Schon im alten China und im

rémischen Reich wurde es als Schminke und als Farbe fir Wandgemalde eingesetzt.

Gegen Ende des 6. Jahrhunderts wurde Quecksilber dann auch fur die Gewinnung
von Gold aus Erzlagern benutzt. Im Mittelalter wurde der grof3te Teil, der aus der
Quecksilberverhittung gewonnene Rohstoff, zur Edelmetallgewinnung nach der
bekannten Amalgam-Methode eingesetzt. Diese Technik wird noch heute in

Entwicklungslandern angewendet, um Gold aus Erzen zu erhalten.

Eine weitere wichtige Bedeutung erlangte Quecksilber in der Medizin. Ein bekanntes
Beispiel hierfur war eine Salbe aus Quecksilber und Quecksilberoxid die von
Parcelcus (1493 - 1541) gegen Syphilis eingesetzt wurde. Nicht erst im Mittelalter,
sondern schon in der traditionellen chinesischen Medizin nahm Quecksilber eine
Uberaus wichtige Rolle ein. Dort wurde z. B. Zinnober verwendet, um Schlaflosigkeit
zu kurieren. Eine entzindungshemmende Wirkung sagte man dem Zinnober nach,

wenn dies auf die Wunden aufgetragen wurde.

Spéater machte man sich dann die physikalischen Eigenschaften von Quecksilber fur
verschiedene Apparaturen zu nutze. Fahrenheit (1686 - 1736) verwendete das
elementare Quecksilber fur sein Thermometer und auch in Barometern wurde es
eingesetzt. Allerdings konnte erst 1759 der genaue Schmelzpunkt von Quecksilber
bestimmt und somit dieses dann eindeutig den Metallen zugeordnet werden. In der
modernen Zeit erhielt Quecksilber noch groRere industrielle Bedeutung. Zum Beispiel
in der chemischen Industrie wird Quecksilber fir die Chloralkalielektrolyse zur
Herstellung von Chlor und Alkalilauge verwendet. In der Landwirtschaft wurden
verschiedene  Quecksilberverbindungen als Fungizide und sogar als
Saatgutbeizmittel eingesetzt, welche jedoch seit 1980 verboten sind. Auch in
Knopfbatterien wurde Quecksilber eingesetzt. In der Physik bekam 1911 das
Quecksilber eine besondere Bedeutung. Der Physiker Heike Kamerling Onnes
entdeckte, dass bei einer Temperatur von 4,2° Kelvin (-268,9 ) der elektrische
Widerstand von Hg vollstandig verschwindet und legte so den Grundstein fir die

Supraleiter.
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Heute verliert Quecksilber in den Industriestaaten immer mehr an Bedeutung, da die
Toxizitat im Vergleich zur Nutzbarkeit schwerer wiegt. In den meisten
Produktionswegen ist Quecksilber durch ungefahrlichere Stoffe ersetzt worden oder

soll laut eines EU-Gesetzes in den nachsten Jahren ersetzt werden.

1.1.2. Quecksilberkreislauf

In der Erdkruste kommt das Element Sauerstoff mit ca. 47 Gewichtsprozent
mengenmalig am haufigsten vor, Silicium bildet mit ca. 27% das zweithaufigste
(Scheffer und Schachtschabel, 2002). Folgend sind die Elemente Aluminium (8%),
Eisen (6%), Calcium (5%), Magnesium (2,3%), Natrium (2,1%) und Kalium (1,9%).
Quecksilber gehért mit einem mittleren Gehalt von 0,02 mg/kg (4*10°%) an der
kontinentalen Kruste nur zu den mengenmalig gering vorkommenden Metallen,
allerdings ist es ubiquitar zu finden (Scheffer und Schachtschabel, 2002). Im
Wesentlichen ist der Eintrag von Quecksilber in die Umwelt durch zwei Faktoren
bestimmt, den natirlichen und den anthropogenen. Zu den natirlichen Quellen
gehoren z.B. Vulkanemission oder Ausdampfen aus der Erdkruste und dem
Meerwasser, wobei diese ca. 40000 t/a (Fahti und Lorenz, 1980) betragen. Der
anthropogene Eintrag kommt hauptsachlich aus verschiedenen Industrien wie z.B. in
Form von Metalllegierungen in der Zahnmedizin oder als Katalysatoren in der
Chemie und betragt zwischen 6000 t bis 10000 t. In Deutschland betrug 1996 die
Gesamtdeposition 15,3 t. Bezogen auf die Gesamtflache von Deutschland ergibt sich
eine Deposition von 0,4 g/ha im Jahr (Scheffer und Schachtschabel, 2002). Wegen
neuen Richtlinien und des so verminderten Einsatzes von Quecksilber geht der

anthropogene Eintrag seit 1989 immer weiter zurick.

In normalen Bdden, die keine Quecksilber Kontamination aufweisen, kann eine
Konzentration von 0,05 bis 0,5 mg Hg pro kg Boden gefunden werden, jedoch
meistens weniger als 0,1 mg/kg. Allerdings konnte in Bodden, die mit
guecksilberreichem Ausgangsmaterial wie Zinnober belastet waren, Konzentrationen
von bis zu 40 mg Quecksilber pro kg nachgewiesen werden (Scheffer und
Schachtschabel, 2002). Auch in Bdden, die durch vulkanische Emission belastet

sind, kbnnen hohere Konzentrationen gefunden werden.
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In anthropogen beeinflussten Bdden betragt die Quecksilberkonzentration fir
gewdhnlich 0,1 bis 0,4 mg/kg und in der Umgebung von erzverarbeitenden Industrien
kénnen Konzentrationen von bis zu 1,8 mg/kg (Tabelle 1) nachgewiesen werden. Auf
landwirtschaftlich genutzten Bdden koénnen die Konzentrationen etwa 1,6 mg/kg
betragen (Scheffer und Schachtschabel, 2002). Durch die Anwendung von
Fungiziden kann dieser Wert jedoch stark variieren. Auf Golfplatzen in Kanada
wurden Konzentrationen von 180 mg/kg Quecksilber gemessen (Fushtey und Frank,
1981). Auch Flusssedimente in Deutschland wiesen eine hohe Konzentrationen an
Quecksilber auf (Tabelle 1). In Elbe und Rhein betrugen diese 20 bis 30 mg Hg pro
kg Sediment (Fahit und Lorenz, 1980). Ein extremeres Beispiel ist die Bucht von

Minamata, wo 2 g Hg pro kg Meerwasser gemessen wurden.

Tab. 1: Konzentration von organischem oder anorganischem Quecksilber in

verschiedenen Bdden und Sedimenten.

Konzentration [mg/kg]
Literatur
MeHg Hg
Boden:
Unbelasteter Boden n.b. 0,05- 0,5 | Scheffer & Schachtschabel,
2002
Belasteter Boden n.b. 0,1-1,8 Scheffer & Schachtschabel,
2002
Sedimente:
Bilboa
Asua 19-84 n.b. Raposo et al., 2008
Galindo 3,4-35 n.b. Raposo et al., 2008
Zorozza 2,4 -62 n.b. Raposo et al., 2008
Lavaca Bucht, Texas 0,005 0,4 Bloom et al., 1999
Sagurnay Fjord, Kanada n.b. 0,1-9 Gagnon et al., 1996
Everglades 0,21-0,29 2,2 Liu et al., 2008

n.b. = nicht bestimmt
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In Boden liegt das anorganische und organische Quecksilber meist stark gebunden
an die Mineralien oder an organische Substanzen vor. Auch durch hohe
Sulfidkonzentrationen kann Quecksilber als schwer |6sliches Quecksilbersulfid
ausgefallt werden. Bermann und Bartha (1986) untersuchten die Methylierung von
Quecksilber in Boden und konnten nachweisen, dass tber 90% biotischen Ursprungs

ist.

Die Hauptform von Quecksilber in der Atmosphare ist das elementare Hg. Dieses
kann photochemisch zu Hg** oxidiert werden und so wieder in die Meere und auch in
die Boden zurtickgelangen. Neben dem elementaren Quecksilber kbnnen auch noch
organische Quecksilberspezies auftreten, die dann photochemisch zu Hg® reduziert
werden. Allerdings kénnen auch organische Spezies wie MeHg" durch nasse oder
trockene Deposition wieder in das aquatische und terrestrische Habitat
zurtckgelangen (Beispiele fur Konzentrationen siehe Tabelle 2).

Tab. 2: Elementares Quecksilber in der Atmosphére.

Atmosphare Konzentration [ng/m?] Literatur
Ozeane:
Nordliche Hemisphare 1,96
_ ) Slemr und Langer,1992
Sudliche Hemisphare 1,33

In Gewassern tritt Quecksilber am haufigsten als anorganisches Hg®* auf (Beispiele
fur Konzentrationen siehe Tabelle 3). Dieses liegt entweder geldst oder an Partikel
gebunden vor (Logar et al., 2002). In dieser Form kann es durch Mikroorganismen
methyliert und durch die Aufnahme von diesen in hoheren Organismen akkumuliert
werden. Die Mikroorganismen werden anschlieBend von hoheren Organismen
aufgenommen und das Methylquecksilber wird im Laufe der weiteren Nahrungskette
angereichert. So kann das toxische organische Quecksilber zu dem Menschen

gelangen.
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Tab. 3: Organisches und anorganische Quecksilber in verschiedenen Gewéassern.

Konzentration (ng/L)

Gewasser Literatur
MeHg Hg
Meerwasser: n.b. <4 .
. Fitzgerald und Clarkson, 1991
Atlantik n.b. 1,5-4,25
Mason et al., 1995a
Gewasser:
Patuxant Fluss, Maryland n.b 0,2-15 _
o Benoit et al., 1998
Lake Michigan, USA n.b 500 - 1000 '
_ _ Mason und Sullivan, 1997
Wisconsin Flusse, USA n.b. 0,3-45,9 )
_ Barbiarz et al., 1998
Anacostia Fluss, USA <0,1-1,8 8,72 -39,5 )
Mason und Sullivan, 1997
Scheldt, Belgien 0,12 - 0,39 0,5-5,2
Leermakers et al., 1995
Finnische Seen 10,3-19,3 | 57,4-196

Verta und Matalianen, 1995

In der Abbildung 1 ist der biogeochemische Kreislauf schematisch dargestellt.

Hieraus ist zu ersehen, wie die verschiedenen Kompartimente miteinander verknupft

sind und wie die

einzelnen

Demethylierungsschritte zusammenhéngen.

Redoxreaktionen,  Methylierungs- und
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Abb. 1: Biogeochemischer Quecksilberkreislauf.

1.1.3. Chemische und physikalische Eigenschaften von Quecksilber

Quecksilber steht im Periodensystem in der Il. Nebengruppe. Es wird mit dem

Symbol Hg beschrieben und hat eine Ordnungszahl von 80. Der Name Quecksilber

leitet sich aus dem althochdeutschen quecsulbar ab, was soviel bedeutet wie

lebendig. Das im Periodensystem verwendete Kurzel Hg steht fir hydrargyrum, was

vom griechischen hydor fur Wasser und argyros fir Silber und dem lateinischen

Suffix —um kommt. Dies bedeutet soviel wie fllissiges Silber. Dieser Name beschreibt

genau die Eigenschaft von Quecksilber, da es bei Normalbedingungen flissig
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vorliegt. Die Dichte betragt 13,6 g/cm® und durch seinen Schmelzpunkt von -38,84 T
liegt es flissig vor und ist das einzige Metall, das diesen Aggregatzustand besitzt.
Bei 20 € fangt Quecksilber aufgrund der Dichte, an zu verdampfen und kann so
elementares Hg° in die Umgebung abgeben. Der Siedepunkt von Quecksilber liegt
bei 356,6 T (Holleman - Wiberg, Auflage 101).

Quecksilber tritt in verschiedenen Isotopen auf, wobei diese jedoch im Vergleich zu
anderen Metallen alle stabil sind. Zu den sieben Isotopen gehoéren das
1%Hg (0,14 %), °®Hg (10,02 %), **°Hg (16,84 %), “°°Hg (23,13 %), *°’Hg (13,22 %),
202Hg (29,80 %) und ***Hg (6,85 %). Aus dieser Isotopenverteilung ergibt sich das
mittlere Atomgewicht von 200,59 g/mol. Es gibt noch zwei weitere Nuklide, die
hauptséachlich fur Tracerexperimente in der Medizin verwendet werden. Dazu gehort
das 197Hg (Halbwertzeit = 65 h) und das »03Hg (Halbwertzeit = 46,59 Tage).

In chemischen Verbindungen kann Quecksilber mit den Oxidationsstufen +1 und +2
auftreten. Dabei sind die Verbindungen des einwertigen Quecksilbers immer
bimolekular, die des zweiwertigen = monomolekular. Die  organischen
Quecksilberverbindungen entstehen vorwiegend aus anorganischem Quecksilber mit
der Oxidationsstufe 2+. Quecksilberorganische Verbindungen R,Hg sind farblose,
geruchslose und toxisch wirkende Substanzen. Sie sind in Wasser schlecht I6sliche
Flissigkeiten, wie z.B. Dimethylquecksilber (Me;Hg, Siedepunkt 92,5 <) oder
tiefschmelzende Feststoffe wie z.B. Diphenylquecksilber (Ph,Hg, Schmelzpunkt
121,8 ). Sie sind hydrolyse- und luftbestandig, k dnnen allerdings durch Zufuhr von
Warme oder Licht leicht zerfallen, da die Bindungsenthalphie der HgC Bindungen
vergleichsweise sehr gering ist (60 kJ/mol). Im Gegensatz zu den R:Hg
Verbindungen stellen die RHgX (X = z.B. Halogenide) kristalline Feststoffe dar, die in
Wasser l6slich sind (Holleman und Wiberg, 1995).

1.1.4. Toxizitat von Quecksilber

Bei der Toxizitat von Quecksilber ist nicht nur die Konzentration, Aufnahmeart und
Inkubationszeit relevant, sondern auch die Spezies, die in den Kérper aufgenommen

wird. Elementares Hg® wird hauptséachlich tiber die Atmungswege aufgenommen und
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gelangt auf diesen Weg in den Kérper. Fir Hg® ist eine maximale
Arbeitsplatzkonzentration von 0,1 mg/m?® festgelegt und bei der Arbeit mit diesem

oder auch mit quecksilberhaltigen Stauben muss ein Mundschutz getragen werden.

Anders als bei dem Hg? ist bei dem Arbeiten mit Hg'* oder Hg?* eine Vergiftung tiber
die Atemwege weniger gegeben. Diese Formen des Quecksilbers kdnnen
hauptsachlich tber die orale Aufnahme oder auch Uber die Hautresorption in den
Korper gelangen. Aufgrund der Eigenschaft von Quecksilber, eine hohe Affinitat zu
Schwefelverbindungen zu haben, ist es fir fast alle Organismen extrem toxisch. So
geht (aufgrund der Thiophilie) Hg®* mit katalytischen Zentren oder strukturgebenden
Bereichen von Enzymen, welche eine SH-Gruppe tragen, eine Bindung ein und
verhindert so die Funktionalitait des Enzyms. Beim Arbeiten mit diesen
anorganischen Formen des Quecksilbers reicht allerdings schon der Schutz mit einer
Atemmaske, um mogliche Staube nicht einzuatmen und die Verwendung von

Nitrilhandschuhen, die eine Resorption Uber die Haut verhindern.

Weitaus gefahrlicher sind die organischen Formen des Quecksilbers. Bei diesen
Verbindungen bieten Nithrilhandschuhe keinerlei Schutz, da die Organo-
Quecksilberverbindungen durch diese hindurch diffundieren kdnnen. Der
Hauptunterschied von Hg?* und MeHg" ist, dass die organische Form aufgrund der
Lipophilie auch Membrangrenzen wie die Blut-Hirn-Schranke tberwinden kann und
so direkt das Zentralnervensystem schadigt. Der Weg des Methylquecksilbers in das
Gehirn ist sehr gut untersucht (Clarkson, 1994). Dabei bildet das MeHg" einen
Cysteinkomplex, der der Aminoséure Methionin strukturéhnlich ist. Somit kann der
giftige Quecksilberkomplex mit den gleichen Transportmechanismen in das Gehirn
gelangen. Im Gegensatz dazu geht das Hg?* mit dem Gluthation einen Komplex ein,
der einem Oxidationsprodukt des Gluthations &hnelt und somit ausgeschieden wird.
Auch in ihrer Halbwertzeit unterscheiden sich die beiden Quecksilberformen. So gibt
es fur das organische Methylquecksilber variierende Angabe Uber dessen
Halbwertzeit im Koérper. Dabei reichen die Angaben von etwa 230 - 240 Tagen im
Gehirn und ca. 65 Tagen in den anderen Organen (Tsubaki, 1971) bzw. 70 bis 75
Tagen (Elhassani et al., 1978) und 40 - 105 Tagen im Blut (Bakir et al., 1973).
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Ein bekanntes Beispiel flr eine solche Vergiftung ist die Professorin Karen
Wetterhahn (Dartmouth College, Hanover, New Hampshire), die bei dem Arbeiten
mit Dimethylquecksilber einen Tropfen der Losung auf einen Latexhandschuh
bekam. Die Quecksilberverbindung diffundierte durch den Handschuh und nach
einigen Monaten wurde sie in ein Krankenhaus gebracht, allerdings war die
Vergiftung schon soweit fortgeschritten, das eine Entgiftung nicht mehr erfolgreich
war. In der Tabelle 4 sind die LDsy Werte fiir verschiedene Quecksilberverbindungen

dargestellt.

Tab. 4: LDso und LD,y Werte einiger Quecksilberverbindungen (Greenwood und von
Burg, 1984).

Verbindung Ratte (oral LD so) Mensch (oral LD o)
[ma/kg] [ma/kg]
Hg2Cl> 210 5
HgCl, 37 29
MeHgCl 10 5
EtHgCI 40
Ph,Hg 60 5

Der groRRte Vergiftungsfall mit Quecksilberverbindungen ereignete sich 1956 in
Minamata, Japan. Eine chemische Industrieanlage, die Acetaldehyd herstellte und
dafur Quecksilber als Katalysator verwendete, leitete die Abwéasser in die Bucht von
Minamata (Ekino et al., 2007). Bei einer Vielzahl der Einwohner von Minamata
tauchten die typischen Symptome einer Quecksilbervergiftung auf. Zu den
Symptomen  gehdéren  Sprachstérungen, die  Bewegungskoordination st
eingeschrankt, Zittern in den Handen (Tremor), Verlust des Tastsinnes, Seh- und
Horstorungen, sowie charakteristische Symptome einer Schadigung des zentralen
Nervensystems (Ekino et al., 2007). An der Vergiftung starben mehr als 3000
Menschen. Viele Kinder wurden mit schweren Missbildungen geboren und selbst

heute leiden noch viele Einwohner an den Folgenschaden durch die Vergiftung.
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Um die Schwermetallionen aus dem Koérper zu entfernen, gibt es heute einige
Therapien, die auf der Einnahme von Chelatbildnern beruhen. Dazu gehdort 2,3-
Dimercaptopropylsulfonat oder die meso-2,3-Dimercaptobernsteinsaure. In einigen
Studien (Keith et al., 1997; Flora et al., 2008) konnten sehr gute Ergebnisse in einer
Kombination dieser Substanzen zusammen mit Liponsaure nachgewiesen werden.
Dabei soll die Liponsaure den Chelatbildnern dazu verhelfen, auch in neuronales
Gewebe zu gelangen und so das toxische organische Quecksilber zu binden. Ein
entschiedener Nachteil dieser Therapie ist, dass ein optimaler Erfolg nur
gewahrleistet ist, wenn der Einsatz sehr friih erfolgt. Dies bedeutet, bevor die ersten
typischen Symptome auftreten, muss mit der Behandlung begonnen werden. Wie
schon im Beispiel von Karen Wetterhahn konnte mit dieser Behandlung keine
Verbesserung erzielt werden, da bei ihr die Vergiftung schon zu weit fortgeschritten

war.

1.1.5. Akkumulation von Quecksilber

Quecksilber kann von den Organismen in verschiedenen Geweben akkumuliert
werden und somit nicht nur zu einer akuten, sondern auch zu einer chronischen
Vergiftung fuhren. Diese Eigenschaft fuhrt auch zu dem Problem, dass Quecksilber
von niederen Organismen angereichert wird und Uber die Nahrung von hdheren
Organismen aufgenommen werden kann. Watras und Bloom (1992) zeigten, dass
die Quecksilberkonzentration in Raubfischen um das millionenfache im Vergleich zu
dem Meerwasser, in dem diese leben, ansteigen kann.

Auf der Stufe des Phytoplanktons ist das Verhaltnis von anorganischem zu
organischem Quecksilber durch die passive Aufnahme auf der Seite des
anorganischen Quecksilbers (Mason et al., 1995c; Harms und Bunke, 2002). Jedoch
wird durch die Nahrungsquelle (Harm und Bunke, 2002) Methylquecksilber effektiver
an die hoheren Organismen weitergegeben, wodurch in diesen das organische
Quecksilber Gberwiegt. In der Tabelle 5 sind die Konzentrationen von anorganischem
und organischem Quecksilber in einigen Organismen aufgezeigt.
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Tab. 5:
Methylquecksilber in Prozent.

Einige

ausgewahlte Organismen

und deren

Konzentration an

Anteil MeHg am

Organismus Gesamtquecksilber Literatur
[%]

Phytoplankton und Makroalgen <10 Mason und Sullivan,1997

MacGrimmon et al., 1983;
Zooplankton 35 Hudson et al., 1995
Mollusca <1-35 Wren et al., 1983
Rangia cuneata 5-25 Mason und Lawrence, 1999
Crustacea
Crangon Crangon 75 Anderson und Baatrup, 1988
(Sandgarnele)
Palaemonetes paludosus 87+12 Mason et al., 1988
(Glas Garnele)
Callinectes sapidus (Blaue 88x16 Mason et al., 1988
Krabbe)
Flusskrebse 50-75 Mason et al., 1999
Verschiedene Krustaceen 65-90 Wren et al., 1983
Annelida
Nereis diversicolor 18 Muhaya et al., 1997
(Seeringelwurm)
Verschiedene 4-36 Gardner et al., 1978
Pisces
Hering, Kabeljau, Schellfisch 95 Harms und Bunke, 2002
Thunfisch
Scholle 98 Harms und Bunke, 2002
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1.1.6. Methylierung und Demethylierung von Quecksilber

Im biogeochemischen Kreislauf spielen die methylierten Quecksilberverbindungen
MeHg" und auch Me,Hg eine wichtige Rolle. Diese Verbindungen kénnen sowohl
durch biotische als auch durch abiotische Prozesse entstehen. Nach Bentley und
Chasteen (2002) ist eine biotische Methylierung, wenn diese innerhalb einer Zelle
stattfindet, die abiotische wenn die Methylgruppe auf3erhalb der Zelle tbertragen
wird. Allerdings ist hierbei zu beachten, dass es auch extrazellulare Reaktionen gibt,
die durch Mikroorganismen katalysiert werden. Somit ist eine geeignetere Definition,
dass biotische Prozesse all diejenigen sind, bei denen sich Organismen beteiligen.
Abiotische Prozesse dagegen, bei denen keine Organismen etwas beisteuern. Als
Gegenpol zur Methylierung gibt es auch noch die Demethylierung von Quecksilber,

bei der die organische Quecksilberform abgebaut wird.

Biotische Methylierung:

Bei der biotischen Methylierung Ubertragen Mikroorganismen auf verschiedenen
biochemischen Wegen eine Methylgruppe auf Hg?*. Dabei gehéren drei
Methylgruppenibertrager yAll den Relevantesten: Co-Enzym N5-
Methyltetrahydrofolat, S-Adenosylmethionin und Methylcobalamin (Gadd, 1993).
Allerdings ist zu beachten, dass fir die Methylierung von Quecksilber bisher nur das
letztere als Co-Enzym identifiziert wurde. S-Adenosylmethionin kommt dagegen bei

der Methylierung von Selen vor (Thompson-Eagle et al., 1989).

Das Methylcobalamin ist ein Vitamin-Bi,-Derivat und kann ausschlie3lich von
Mikroorganismen gebildet werden. Es besteht aus einem Corrin-Ringsystem mit
einem zentral angeordneten Kobaltatom (Abb.2). Das Corrinringsystem besteht aus
vier Pyrroleinheiten wie beim Porphyrin, dabei sind zwei Ringsysteme direkt, die
anderen mit Methinbriicken verbunden. Der Corrinring ist allerdings stérker reduziert
als der Porphyrinring und auch die Substituenten unterscheiden sich. Das
Kobaltatom wird von vier Stickstoffatomen der Pyrrolringe gebunden und als funfter
Ligand tritt ein Derivat des Dimethylbenzimidzols auf. Das eine der Stickstoffatome
des Dimethylbenzimidzols ist mit dem Kobalt verkniipft. Der sechste Ligand kann

eine —CHgs, -OH Gruppe oder 5'Desoxyadenosineinheit sein.
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Abb. 2. Struktur von Cobalamin (Vitamin B;,;) mit Kobalt als Zentralatom und 5°-

Desoxyadenosin als 6 Ligand (Craig, 2003)

Die Methylgruppe wird infolge eines nukleophilen Angriffs des Carbanions (CHgz) auf
das Hg®" Ubertragen und Monomethylquecksilber entsteht (Craig, 1986; Choi und
Barta, 1993; Bertilsson und Neujahr, 1971).

2+ + HO + +
MeCoB;, + Hg » MeHg + H,OCo0B;,

Bei dieser Reaktion liegt der optimale pH-Wert bei 4,5 (Choi et al., 1994), wahrend
im basischen Me;Hg entsteht (Wood und Wang, 1983). Choi et al. (1994) konnten an
dem isolierten Desulfovibrio desulfuricans LS Stamm zeigen, dass die Methylierung
von Quecksilber nicht in einem einstufigen Prozess erfolgt, sondern in einem
zweistufigen. Dabei wird im ersten Schritt eine Methylgruppe durch
Methyltetrahydrofolat auf ein Cobalaminprotein Ubertragen. Fir diese Reaktion ist ein
Enzym notwendig, welches als eine Methyltransferase (I) identifiziert wurde. Im
anschlielBenden Schritt wird die Methylgruppe durch eine zweite Methyltransferase
auf das Hg?* tibertragen (Choi et al., 1994).
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Methyltetrahydrofolat + Co-Protein Methyltransferase % Methylcobalaminprotein

Methylcobalaminprotein + Hg?* Methyltransferase 2: Cobalaminprotein + MeHg"

Der physiologische Grund fur diese Reaktionsfolge ist immer noch nicht vollstandig
aufgeklart. Man geht davon aus, dass es sich um eine Nebenreaktion der
intrarzellularen Methylierung handelt, die fur die Bildung von Polysacchariden,
Fettsduren, Aminosauren und auch Nukleinsauren zusténdig ist (Gadd, 1993;
Willams, 1988).

Biotische Demethylierung:

Neben der biotischen Methylierung kann auch eine Demethylierung erfolgen. Eine
Reihe von Mikroorganismen ist in der Lage, die Methylgruppe von Quecksilber
abzuspalten und so Hg?* und Methan zu bilden. (Stein et al., 1996; Gadd, 1993;
Spangler et al., 1973). Das gebildete Hg®* wird durch Enzyme, die auf dem Mer-
Operon liegen, weiter reduziert und so elementares Quecksilber gebildet. Diese
Reaktion wird als eine Entgiftung der Zelle angesehen, allerdings sind die genauen
Mechanismen bisher weitaus weniger untersucht worden. Dabei konnten in den
letzten Jahren vermehrt Mikroorganismen isoliert werden, die eine Quecksilber
Resistenz aufweisen und auch das Mer-Operon besitzen (Barkay et al., 2003).

Organoquecksilber-Lyase

MeHg* » Hg®" + Methan

Hg?* + 2 NADPH Quecksilberreduktase . Hg®+2 NADP*+2 H'

Abiotische Methylierung:

Wie bei der biotischen Methylierung von Quecksilber sind auch bei der abiotischen
verschiedene Wege identifiziert worden. Bei einem dieser Wege handelt es sich um
eine Transmethylierung zwischen unterschiedlichen Schwermetallspezies. Dabei

fungieren organische Zinn- oder Bleiverbindungen als Methylgruppendonatoren, die
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ihre Methylgruppe auf Hg®* ibertragen. Auch ist es méglich, dass eine
Transmethylierung durch einen oxidativen Mechanismus erfolgt. Biogen gebildetes
Methyliodid oder Dimethylsulfat fungieren dabei als Methyldonatoren. Diese Reaktion
wird auch firr die Bildung von MeHg" in Sedimenten oder Hg® in der Atmosphére (Hall
et al., 1995) verantwortlich gemacht.

Eine weitere abiotische Reaktion zur Bildung von Methylquecksilber ist die
photochemische Methylierung. Dabei kénnen z.B. Carbonsauren, Alkohole, Ketone,
Klarschlamme oder auch Industriewadsser als Methyldonatoren fungieren, die unter

Lichteinwirkung das Hg®* zu Methylquecksilber methylieren (Hamasaki et al., 1995).

Hg?* + MeCOOH hv » MeHg" + CO, + H*

Abiotische Demethylierung:

Eine Demethylierung kann auch abiotisch stattfinden. Wie bei den schon vorher
genannten Prozessen gibt es auch fir diese Reaktion verschiedene Wege. Eine
Mdoglichkeit ist ein oxidativer Abbau durch Licht. Dabei kénnen Oxidantien in der
Atmosphéare als Katalysatoren dienen wie z.B. Ozon oder auch OH-Radikale (Niki et
al., 1983).

Die photochemische Zersetzung findet in der Atmosphare statt und zu einem kleinen
Teil auch im aquatischen System. Bei dieser Zersetzung entsteht Methan oder Ethan
und elementares Quecksilber (Sellers et al., 1996; Gadd, 1993)

h*v

2 Me,Hg » Hg® + 2 Methan
Wenn Schwermetallspezies methyliert und gleichzeitig demethyliert werden, kann
eine Sonderform der Transmethylierung stattfinden. Diese Reaktion kann z.B. fur

Methylquecksilber ablaufen, wenn Sulfidionen vorliegen (Gadd, 1993).

2 MeHg" + S* » Me,Hg + HgS{
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1.2. Methylierende Mikroorganismen

Wie schon in den vorigen Abschnitten erwadhnt, spielen bei der Methylierung von
Quecksilber Mikroorganismen eine entscheidende Rolle. Hierbei konnten in den
letzten Jahren eine Vielzahl an unterschiedlichen Stammen isoliert und identifiziert
werden, die diese Fahigkeit besitzen. Dabei féllt auf, dass die gefunden
Mikroorganismen nicht einfach in eine taxonomische Gruppe eingeordnet werden
konnen. So untersuchten Hamdy und Noyes (1975) verschiedene Quecksilber-
resistente Stdmme und fanden einen Enterobacter aerogenes-Stamm, der
Quecksilber methylieren kann. Holm und Cox (1975) fanden noch weitere Gattungen,
die das Vermdgen haben, Methylquecksilber zu bilden, wie z.B. Escherichia,
Citrobacter, Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas und Bacillus. Aus
Frischwasser-Sediment konnte Fleming et al. (2005) einen Eisen- reduzierenden
Geobacter sp. isolieren, die Quecksilber methylierte.

Allerdings gehoren die Sulfat-reduzierenden Bakterien (SRB) zu den am meisten
beschriebenen Mikroorganismen, die in der Lage sind Quecksilber, zu methylieren.
Aus aquatischen und terrestrischen Habitaten, konnten unterschiedliche SRB
Stamme isoliert werden, die die Fahigkeit zur Methylierung von Quecksilber
besalRen. Allen gemeinsam war, dass sie als Co-Enzym das Methylcobalamin und
grof3tenteils auch den von Choi und Bartha (1993) beschriebenen biochemischen

Weg uber die Methyltransferase | und Il besitzen (siehe 1.1.6).

1.3. Der Kompostwurm Eisenia foetida

Der Kompostwurm Eisenia foetida gehdrt zum Stamm der Anneliden und der Familie
der Lumbricidae. Er ist ein typischer Bewohner des Bodens und kommt ubiquitér vor.
Meistens wird er fur die Kompostierung von Bioabfallen verwendet, was ihm auch
den Beinamen Kompost- oder auch Mistwurm verliehen hat. Adulte Wirmer kénnen
eine GrofRe zwischen 6 bis 13 cm erreichen. Seine rétlich-braunliche Farbung gab
ihm auch den Beinnamen Rotwurm. Eisenia foetida ist gegeniber anderen
Wurmarten wie z.B. Lumbricus terrestris toleranter gegen verschiedene
Umweltfaktoren wie z.B. Hitzeschwankungen, Futterumstellungen und auch

Verdanderungen des Habitats. Auch kann bei Eisenia foetida durch die kirzere
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Generationszeit eine héhere Anzahl an Individuen produziert werden. Dies ist fur
Studien an diesem Wurm von einer entscheidenden Bedeutung. Lowe und Butt
(2007) untersuchten, wie sich die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen verhalt, wenn
man Eisenia foetida-Individuen verwendet, die aus unterschiedlichen Bereichen
kommen. Haufig werden kommerziell erworbene oder aus Freiland gesammelte
Organismen verwendet. Allerdings kdnnen sich bei diesen die erhaltenen Ergebnisse
unterscheiden, da sich die Individuen an unterschiedliche Habitate angepasst haben.
Lowe und Butt (2007) konnten zeigen, dass die sichersten Ergebnisse mit Eisenia
foetida erhalten werden, wenn man eine Kultur verwendet, die sich erst eine Zeitlang
an die Versuchsbedingungen (Bodenbeschaffenheit, Temperatur,
Futterungsbedingungen) angepasst hat. Das heil3t, fir reproduzierbare Ergebnisse
ist es von Noten, eine eigene Kultur der Modelorganismen anzulegen. Dies ist
besonders wichtig, da Eisenia foetida und auch Eisenia andrei haufig far
Okotoxikologische Versuche eingesetzt werden. Ein Beispiel flir einen solchen
Versuch ist die Bodenkontamination durch Sprengstoffe wie z. B. TNT, bei dem
Eisenia andrei in kontaminiertes Bodenmaterial inkubiert wurde (Robidoux et al.,
1999). Auch Studien zur letalen Dosis von Methylquecksilber bei Eisenia foetida
wurden durchgefiihrt, wobei eine Konzentration von 25 - 125 mg MeHgCI pro kg
Bodenmaterial innerhalb von 12 Wochen zum Tode aller Versuchsobjekte fihrte
(Beyer et al., 1985). Bei einer Konzentration von bis zu 5 mg/kg betrug die
Uberlebensrate zwischen 79 bis 97%. Doch nicht nur aus diesem Grund ist der

Kompostwurm Eisenia foetida ein geeignetes Studienobjekt.

Die Vermehrung von Eisenia foetida verlauft wie bei allen anderen Regenwurm. Sie
besitzen sowohl weibliche als auch mannliche Geschlechtsorgane. Sie sind jedoch in
den meisten Fallen nicht in der Lage, sich selbst zu befruchten. Wenn sich die
Kompostwirmer paaren, kommen die Geschlechtorgane, die sich im Citellum
befinden, zweier Individuen wechselseitig in Kontakt und eine Besamung kann
stattfinden. In 61% der Paarungen kommt es nur zu einem Samentransfer. Dabei
findet in 88,2% ein wechselseitiger Transfer statt und in 9,8% ein einseitiger
(Domiguez et al., 2003). Bei E. foetida war erstmals eine Selbstbefruchtung
nachzuweisen (Domiguez et al., 2003). Nach einer erfolgreichen Befruchtung
wandert der Citellum-Ring innerhalb einiger Tage immer weiter in Richtung des

Abdominal-Bereiches des Wurms und wird letztendlich abgestreift, so dass ein
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gelblicher Kokon entsteht. Aus diesem schlipfen nach einer gewissen Zeit die
Jungwiirmer (Domiguez et al., 2003).

Die Hauptnahrungsquelle des Kompostwurms besteht aus Mikroorganismen und
Pilzen (Edwards und Fletcher, 1988; Morgan, 1998). Aus diesem Grund ist
angerottetes Pflanzenmaterial zur FlUtterung besonders geeignet, da sich auf diesem
besonders reichlich Mikroorganismen ansiedeln kdnnen. Die Verweildauer des
aufgenommenen Materials bei erwachsenen Kompostwirmern betragt ca. 2,5 bis 3,5
Stunden (Hartenstein et al., 1981). Fur andere Wurmspezies wie z.B. Lumbricus
rubellus oder Lumbricus festivus konnten langere Retentionszeiten von bis zu 13

Stunden gemessen werden (Hendrickson, 1991).

1.4. Analytische Methoden zur Bestimmung von Methylquecksilber

Im Laufe der letzen Jahre haben sich die Methoden der analytischen Chemie zur
Detektion von Spurenelementen in der Umwelt erheblich verbessert. Dies ist von
besonderer Bedeutung, da sich auch die experimentellen Hinweise mehren, dass die
jeweilige Bindungsform der Schwermetalle fir ihre Toxizitdt ausschlaggebend ist.
Somit spielt die Speziation von Schwermetallen z.B. eine Rolle in biogeochemischen
Kreislaufen, der Qualitatskontrolle, der pharmazeutischen Industrie oder auch in
klinischen Untersuchungen.

Aufgrund des besonderen Interesses an Methylquecksilber wurde in den letzten zehn
Jahren eine groRe Anzahl an Analysenmethoden entwickelt. Dies beruht besonders
auf der Tatsache, dass zum Nachweis von MeHg" fur die unterschiedlichen Matrizes
in denen es vorkommen kann, auch eine spezielle Abfolge von Analysenschritten,
bendtigt wird. Dazu sind verschiedene Extraktionsmethoden notwendig, um MeHg"
mit der besten Effizienz aus der zu untersuchenden Matrix zu extrahieren. Die am
haufigsten verwendeten Methoden ist die Behandlung mit Sduren oder Basen bei
Raumtemperatur, mit Mikrowellen, Wasser- oder Ultraschallbddern. Bei den meisten
Extraktionsmethoden erfolgt dann anschlieRend eine Derivatisierung von MeHg" mit
Natriumborhydrid (NaBH,), Natriumtetraethylborat (NaEt,B), Natriumtetrapropylborat
(NaPr,B) oder der Grinardreaktion (Demuth und Heumann, 2001; Fent und Mdiller

1991; Honeycutt und Riddle, 1961; Fernandez et al., 2000).
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Beispiele der Derivatiserung mit Natriumtetrapropylborat:

Hg® + NaPr,B —<—»

Hg** + NaPr,B ——— Pr,Hg (Dipropylquecksilber)

MeHg" +NaPrsB ————MeHgPr (Methylpropylquecksilber)
EtHg® + NaPr,B —— EtHgPr (Ethylpropylquecksilber)

Dabei wird die nichtfliichtige, ionische Form des MeHg" in eine fliichtige Spezies
umgewandelt und kann anschlie3end durch ein gaschromatographisches Verfahren

von anderen Quecksilberspezies getrennt werden.

Die nachweisempfindlichste  Detektionsmethode ist die Atomfluoreszenz-
spektrometrie (AFS) mit einer Kopplung an eine Kapillar-Gaschromatographie. Diese
Methode erlaubt die Identifikation verschiedener Quecksilberspezies mit einer
absoluten Nachweisgrenze von weniger als 1 pg (Alli et al, 1994). In den letzten
Jahren hat sich eine weitere Detektionsmethode immer weiter verbreitet und zwar die
induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS). Mit dieser Technik
konnen einzelne Isotope nachgewiesen werden und sie ist deshalb auch fur die
Isotopenverdinnungsmethode geeignet. In Tabelle 6 sind einige

Bestimmungsmethoden fur Methylquecksilber aufgezeigt.

Tab. 6: Trenn- und Detektionmethoden fur die Bestimmung von Methylquecksilber.

Trennmethode Detektionsmethode Literatur
GC AFS Alli et al., 1994
GC AAS Dietz et al., 2000
GC MS Dunemann et al., 1999
GC ICP-MS Fernandez et al., 2000
HPLC AAS Falter, 1996
HPLC AFS Hintelmann und Wilken, 1993
HPLC ICP-MS Rai et al., 2002
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2 Material und Methode

2.1. Vorarbeiten fur die Messungen

Alle verwendeten Glasgefal3e wurden vor dem Benutzen 24 h in 1 M HCI gelegt und
anschlieend in MilliQ Wasser (Millipore, Eschborn) fur weitere 24 h. Dieser Schritt
ist bei der Spurenanalytik von grol3er Bedeutung, um mdgliche Reste aus
Vorversuchen oder auch Spulmittelreste von den Glaswaren zu entfernen.
Messungen im Spurenbereich kénnen schon durch geringste Konzentrationen an
unerwinschten Elementen eine Verfalschung oder auch eine verminderte Ausbeute
erzeugen. Eine Kontamination durch die Umgebungsluft ist bei den Arbeiten mit
Methylquecksilber unwahrscheinlich, da dieses dort nur in sehr geringen
Konzentrationen vorkommt. Jedoch ist ein Eintrag durch verunreinigte Chemikalien
eine ernstzunehmende Quelle fiir eine Kontamination. Ahnlich ist es mit einem
Quereintrag von Quecksilber durch Parallelproben oder auch Standardlésungen, da
bei Quecksilber der sogenannten Memoryeffekt auftritt. Quecksilber hat die
Eigenschaft, sich an den Wanden von Glasgefal3en oder auch an verwendeten
Plastikspitzen zu binden und kann nur durch langeres Spulen mit Sduren vollstandig
entfernt werden. Dieses Problem tritt h&ufiger bei Messungen mit analytischen
Instrumenten auf. Wenn Quecksilber in héheren Konzentrationen verwendet wird,
muissen die Leitungen erst eine zeitlang gespult werden, bis der Blindwert wieder
erreicht wird. Bei chromatographischen Trennungen kann so durch das Einschleppen
von Quecksilber (z.B. auch durch das Tragergas) das Untergrundsignal erhoht
werden. Dies ist natirlich bei Messungen im Ultraspurenbereich nicht erwiinscht, da

somit die Analyse durch die Erhéhung der Nachweisgrenze behindert wird.

2.2. Chemikalienliste

Aus den zuvor genannten Grinden muss darauf geachtet werden, dass die
verwendeten Chemikalien eine hohe Reinheit aufweisen (p.a. = pro analysis oder
suprapur). Auch das verwendete Wasser muss frei von Quecksilber sein. Dies kann
dadurch Uberprift werden, indem man bei allen Messungen immer eine

Reinstwasserblindprobe mit analysiert. Das in dieser Arbeit verwendete Wasser
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(MilliQ; Millipore, Eschborn) wurde bei jeder Analyse einem solchen Schritt

unterzogen, um eine Kontamination aus diesem Bereich vorzubeugen.

In der Tabelle 7 sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Gase

aufgefuhrt.

Tab. 7: Verwendete Chemikalien und Gase.

Chemikalie

Hersteller

Reinheit

Acrylamid/Bisacrylamid
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat

Biotin (Vitamin H)
Calciumchlorid-Dihydrat
Calcium-D-Pantothenat
Calciumnitrat-Tetrahydrat
Natriumhydrogencarbonat
Cobaltchlorid-Heyahydrat
Di-Kaliumhydrogenphosphat

Di-Natriumhydrogenphosphat

DL-Malat
Eisenammoniumcitrat
Eisen(ll)chlorid-Tetrahydrat
Eisen(ll)sulfat-Heptahydrat
Eisen(lll)clorid-Hexahydrat
Eisessig

Ethanol

Folsaure

Formamid
Glucose-Monohydrat
Glycerin
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Cobaltchlorid-Tetrahydrat

Serva

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth
Sigma-Aldrich, Seelze
Fluka, Neu-Ulm
Merck

Merck

Roth

Merck

Roth

Roth

Roth

Sigma

Merck

Fluka

Merck

Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Merck

37,5:1/40%

p.a.
p.a.

p.a.

p.a.

p.a.

>98%

p.a.

p.a.

p.a.

p.a.

p.a.

>98%

p.a.

p.a.

p.a.

p.a.
Suprapure
99%

98%
99,5%

HPLC-Grade

99%
p.a.
p.a.

p.a.
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Kupferchlorid-Dihydrat Merck
Kupfersulfat-Heptahydrat Roth

L(+) Ascorbinséure Roth
Liponsaure Sigma-Aldrich
Magnesiumclorid-Hexahydrat Roth
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Roth
Manganchlorid-Tetrahydrat Merck
Mangansulfat-Monohydrat Merck
Mannitol Roth
Methanol Roth
Methylquecksilberchlorid (**’lsotop)  ERM
Natriumacetat Roth
Natrium-Ethylendiamintetraacetat Roth
(EDTA-Nay x 2H,0)

Natriumlactat Sigma
Natriummolybdat Merck
Natriumoxalat Merck
Natriumpyruvat Sigma
Natriumselenat Fluka
Natriumsuccinat Sigma
Natriumsulfat Roth
Natriumtetrapropylborat Galab/Merseburger
Natriumthioglycolat Merck
Natriumthiosulfat-Pentahydrat Fluka
Natriumvanadiumoxid-Monohydrat Merck
Nickelchlorid-Hexahydrat Fluka
Nicotinséaure Fluka
p-Aminobenzoesaure Sigma-Aldrich
Pyridoxinhydrochlorid Roth
Quecksilber(I)chlorid Sigma
Salpetersaure (69%) Sigma
Salzsaure (37%) Roth
Tetrametylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich

p.a.

p.a.

p.a.

99%

p.a.

p.a.

p.a.

p.a.

99%
HPLC-Grade

p.a.
p.a.

60%
p.a.

p.a.
99%
98%
99%
p.a.
98-99%
p.a.

p.a.

p.a.

p.a.
>98%
>99%
>99%
ultrapure
p.a.

p.a.
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Tetramethylammoniumhydroxid Sigma-Aldrich -
(TMAH 25% in Wasser)

Thiaminhydrochlorid-Dihydrat Sigma-Aldrich 299%
Trisbase Roth p.a.
Triton X-100 Fluka p.a.
Zinkchlorid Riedel-de Haén, Seelze p.a.
Verwendete Nahrmedien Firma

Casein Pepton, tryptisch verdaut Roth

Fleischextrakt Merck

Hefeextrakt Hartge-Marcor, Hackeensack
Sojaextrakt Difco

Pepton Roth

Trypton Roth

Verwendete Gase Firma Reinheit
Helium Westfalen AG 6.0
Argon Westfalen AG 4.6
Sauerstoff Westfalen AG -
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2.3. Eisenia foetida als Modellorganismus

2.3.1. Kultur

Die in dieser Arbeit verwendete Eisenia foetida Kultur wurde im Aquaristikmarkt
Juma in Mainz erworben. Die Kultivierung der Wirmer erfolgte in gro3en Boxen, die
mit Bodenmaterial aus dem Botanischen Garten der Universitat Mainz gefullt wurden.
Hierbei handelte es sich um das gleiche Bodenmaterial, das in den nachfolgenden
Inkubationsversuchen verwendet wurde, um eine Stabilitat der Kultur zu
gewahrleisten. Alle drei bis vier Tage wurde der Wurmkultur ein Salatkopf sowie
trockener Kaffeesatz zusammen mit den verwendeten Kaffeefiltern zugefligt. Die
Kultur wurde alle zwei Tage mit ausreichend Wasser begossen, damit der Boden
feucht, jedoch nicht nass war, um eine ausreichende Sauerstoffverfiigbarkeit fur die
Wiirmer zu garantieren. Aus diesem Kulturansatz wurden die Wirmer immer am

entsprechenden Starttag der folgenden Versuche entnommen.

2.3.2. Versuchsanséatze

Die Versuchsansatze mit den Wiurmern wurden in Kristallisierschalen (Schott, 20 cm
Durchmesser, 5 cm Hohe) durchgefihrt. Zuvor wurde der verwendete Boden mit
einem 2 mm Sieb ausgesiebt, um ein homogenes Probenmaterial zu erhalten.
Anschlieend wurde die Kristallisierschale mit dem Material gefullt und die
eingesetzte Menge gewogen, um diese spater im entsprechenden Verhaltnis mit
anorganischem Quecksilber zu versetzen. Hierzu wurde die entsprechende Menge
Quecksilber aus einer Stammlésung in 200 ml Reinstwasser (MilliQ Wasser,
Millipore, Eschborn) eingewogen und diese LOsung in jeweils einen Bodenansatz
gegeben, um eine homogene Verteilung des Quecksilbers im Material zu
gewahrleisten. In den folgenden Kapiteln wird fur die Zugabe von Quecksilber zu den
jeweiligen Ansatzen der Ausdruck ,gespikt® verwendet. Dieser Ausdruck wird in der
analytischen Chemie gebraucht, um die Zugabe von einem bestimmten Element zu

einem Ansatz darzustellen.
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Quecksilberstammldsung

HgCl, 10 mg
HNO3 1g
MilliQ Wasser 99¢g

Die verwendete Bodenmenge lag in allen Ansatzen zwischen 500 und 800 g. Zu den
jeweiligen Ansatzen wurden immer je 10 Wirmer gegeben und diese 10 Tage in den
Bdden belassen.

Tab. 8: Bodenanséatze fiur die Inkubationsversuche mit den Wirmern.

Hg Konzentration im Boden

Boden Nr. steril unsteril
[ma/kg]
1,2,3,4,5,6 1-8 +
1la, 2a, 3a, 4a, 5a 0 +

1b, 2b, 3b, 4b,5b, 6b

4 +
1c, 2c, 3¢, 4c, 5¢, 6¢C

0 +
1d, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d

4 +

Fur die sterilen Versuchsansatze wurde das eingewogene Bodenmaterial zuerst in
Aluminiumfolie eingepackt und anschliel3end autoklaviert (121 C, 2 bar, 40 min). Um
sicherstellen zu konnen, dass keine lebenden Mikroorganismen - besonders
Sporenbildner - mehr im Boden sind, wurde der Ansatz einen Tag im Brutraum bei 30
T inkubiert und anschlieRend erneut autoklaviert. Dieser Vorgang wurde noch

zweimal wiederholt und zum Schluss wurde eine Bodenprobe ausplattiert.
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2.3.3. Gewebegewinnung

Fur die Gewinnung von Gewebeproben von Eisenia foetida mussten die Individuen
zuerst vorbereitet werden. Dafur wurden die Wiarmer zuerst in MilliQ-Wasser kurz
gewaschen, um anhaftende Erde von diesen zu entfernen. AnschlieRend wurden die
Wirmer in 70%igen Ethanol Gberfiihrt und fur 30 s in diesem belassen. Nach dieser
Behandlung wurden sie in eine flache 30 cm Glaspetrischale tberfihrt, die mit MilliQ-
Wasser gefullt war. Mit einem Skalpell wurde der Kopfteil abgeschnitten und
anschlieend mit einer flachen Pinzette das restliche Bodenmaterial, welches sich im
Darmtrakt des Wurms befand herausgedrickt. Das so gewonnene Wurmgewebe
wurde in einen sterilen und mit Saure ausgespulten Porzellanmérser gegeben und
direkt mit flissigem Stickstoff eingefrorenen. Das so eingefrorene Gewebe wurde mit
einem Morser homogenisiert, bis ein feines Pulver entstand. Dieses wurde in
sauregespulte Reaktiongefal3e (15 ml; Fa. Greiner) tberfihrt und bis zur Analyse bei
-80 € aufbewabhrt.

2.4. Mikrobiologische Methoden

2.4.1. Kulturmedien

In dieser Arbeit wurden grol3tenteils Flissigmedien verwendet. Fir die selektive

Kultivierung und Isolierung der Mikroorganismen wurden auch feste Agarplatten

gegossen. In diesen Féllen wurde zu dem jeweiligen Ansatz 16 g Agar auf einen Liter

Medium gegeben.

Hefeextrakt-Medium

Hefeextrakt 5,00/L
Glucose 2,0g/L
Pepton 5,09/L
pH-Wert 7,0
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Bacillus-Medium

Fleischextrakt 3,0g/L
Pepton 5,009/L
pH-Wert 7,0

Fur einige der folgenden Medien musste eine Bodenextrakt-Losung zugegeben
werden. Dafur wurde 400 g des gewinschten Bodens Iluftgetrocknet und
anschlielend eine Suspension mit 1000 ml demineralisiertem Wasser angesetzt.
Diese Suspension wurde bei 121 T fur 20 min autokl aviert. Im nachsten Schritt
wurde die Lésung bei Raumtemperatur fir einige Stunden abgekuhlt und dann
zentrifugiert um den Bodensatz zu entfernen. Die fertige Losung konnte dann den
jeweiligen Medien zugesetzt. Zur Aufbewahrung der Ubrigen Losung wurde diese
erneut autoklaviert. Zur Herstellung des Extraktes wurde Boden verwendet, der auch
fur die Kultivierung der Wirmer eingesetzt wurde, um einheitliche Bedingungen fir

die Kultivierung der Darmorganismen vorliegen zu haben.

Glycerin-Boden-Medium

Pepton 5,09/L
Fleischextrakt 3,0g/L
Glycerin 20,0 g/L
Bodenextrakt 150 mL
demin. Wasser 850 mL
pH-Wert 7,0

Rhizobium-Medium

Hefeextrakt 1,0 g/L
Mannitol 10,0 g/L
Bodenextrakt 200 mL
demin. Wasser 800 mL
pH-Wert 7,0
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Heterotrophic Medium H3P

LOosung A:
KH,PO,

NazHPO4 X2 Hzo

demin. Wasser

LOsung B:
NH4CI

MgSO4 x 7 H,0
CaCl; x 2 H,0
MnCl; x 4 H,O
NaVO3; x H,O

Spurenelementlésung

demin. Wasser

Ldsung C:

Eisenammoniumcitrat

demin. Wasser

Losung D:
Hefeextrakt

Na-Acetat
Na,-Succinat
DL-Malat
demin. Wasser
pH-Wert

Losung E:
Na-Lactat

Na-Pyruvat
Mannitol
Glucose
demin. Wasser
pH-Wert

2,3 g/L
29¢g/L
50 mL

1,0 g/L
0,59g/L
0,01 g/L
0,005 g/L
0,005 g/L
5SmL
850 mL

0,05 g/L
20 mL

1,0 g/L
1,0 g/L
1,0 g/L
1,0 g/L
30 mL
7,0

1,0 g/L
1,0 g/L
1,0 g/L
2 ,0g/L
50 mL
7,0
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Plate-Count-Medium

Trypton 5,00/L
Hefeextrakt 2,59/L
Glucose 1,0 g/L
pH-Wert 7,0
Mineral Medium

Na,HPO4 x 2H,0 3,5¢g/L
KH2PO4 1,0 g/L
(NH4)2S0O4 0,5g/L
MgCl; x 6 H,0O 0,1g/L
Ca(NO3),; x 4 H,O 0,05 g/L
Spurenelementlésung 1mL
pH-Wert 7,25

Die C-Quellen (z.B. Glucose, Lactat, Acetat etc) wurden sterilfiltriert und dem

Mineralmedium separat zugegeben (1 g/L).

Tryptisches Soja-Hefe-Medium

Sojaextrakt tryptisch verdaut 30 g/L
Hefeextrakt 3,0g/L
pH-Wert 7,2
Spirillum-Medium

Pepton 10 g/L
Succinat 1,0 g/L
(NH,),SO, 1,0 g/L
MgSO, x 7 H,0 1,0 glL
FeCl,x 6 H,0 0,002 g/L
MnSO, x H,O 0,002 g/L
pH-Wert 6,8
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Lactobacillus-Medium

Casein Pepton, tryptisch verdaut
Fleischextrakt
Hefeextrakt
Glucose x H,O
Tween 80
K,HPO,
Na-Acetat
(NH,), citrat
MgSO,x 7 H,O
MnSO, x H,O
pH-Wert

10,0 g/L
10,0 g/L
5,09/L
20 g/L
1,0 g/L
2,0 g/L
5,0 g/L
2,0 g/L
0,20 g/L
0,05 g/L
6,3

Die bisher aufgelisteten Medien wurden zur Isolierung von aeroben Mikroorganismen

verwendet, die nachfolgenden fur die Isolierung von anaeroben.

Desulfotomaculum-Medium

KH2PO,

MgCl, x 6H,0
KCI

NH,CI

Na,CO3
Na,SO,

NaCl

Na,S x 9 H,O
Hefeextrakt
Na-Formiat
Vitamin Losung
Spurenelementlésung

demin. Wasser

0,2 g/L
0,1g/L
0,2 g/L
1,0 g/L
0,59g/L
50g/L
50g/L
0,59g/L
1,5g/L
5,09/

10 mL

1,0 mL
989 mL
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Desulfobacter-Medium

LOsung A:

Na,SO, 3,0g/L
KH,PO,4 0,20 g/L
NH,CI 0,30 g/L
NacCl 21,0 g/L
MgCl, x 6 H,0O 3,00 g/L
KCI 0,50 g/L
CaCl, x 2 H,O 0,15 g/L
Resazurin 0,001 g/L
demin. Wasser 980 mL
LOsung B:

Spurenelementlésung 1,0 miL
Loésung C:

NaHCO3; 2,509
eemin. Wasser 50 mL
LOsung D:

Entsprechende Kohlenstoffquelle (1 g/L): Glucose, Acetat, Lactat, Formiat, Malat

LOosung E:
Vitaminldsung 10 mL

LOosung F:
Na,SeO; x 5 H,O
(3mgin1L 0.01 M NaOH) 1mL

Losung G:
Na,S x 9 H,O 0,409

demin. Wasser 10 mL
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Losung A wurde vorbereitet, mit Stickstoff begast und anschlieRend autoklaviert.

L6sung C wurde sterilfiltriert und fir 20 min mit Stickstoff begast. Die Lésungen B, D,

E und F werden ebenfalls sterilfiltriert und begast. Losung G wurde mit N, begast und

anschlieRend autoklaviert. Anschlieend wurden die Losungen B bis G zu der

abgekihlten Lésung A gegeben und der pH-Wert auf 7,0 eingestellt.

MV-Medium

NH,CI 1,0 g/L
Na,SO,4 2,09/L
Na-thiosulfat x 5 H,O 1,0 g/L
MgSO4 x 7 H,0 1,0 g/L
CaCl;x 2 H,0O 0,1g/L
KH2PO4 0,5g/L
Spurenelementlésung 1,0 mL
Vitaminlésung 10 mL
Hefeextrakt 1,0 g/L
NaHCO3; 2,09/L
Na-Pyruvat 1,0 g/L
Na-Malat 1,0 g/L
Resazurin 0.0005 g/L
Na,S x 9 H,O 0,075 g/L
demin. Wasser 990 mL

Die Reagenzien wurden im demin. Wasser gelost und fur 1 min gekocht und

anschlieBend bei Raumtemperatur mit N, begast. Nach dem Einstellen des pH-

Wertes auf 7,0 wurde die Losung autoklaviert.

Desulfovibrio- Medium

LOosung A:
KoHPO,

NH,CI

Na,SO,
CaCl;x 2 H,0O
MgSO4 x 7 H,O

0,59g/L
1,0 g/L
1,0 g/L
0,1 g/L
2,0 g/L
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DL-Na-Lactat
Hefeextrakt
Resazurin

demin. Wasser

Losung B:
FeSO, x 7 H,O

demin. Wasser

Lésung C:
Na-Thioglycolat
Ascorbinsaure

demin. Wasser

2,0 g/L
1,0 g/L
0,0001g/L
980 mL

059
10 mL

0,19
0,19
10 mL

Die Lésungen wurden separat in demin. Wasser geldst. Losung A wurde zuerst noch

kurz aufgekocht und nach dem Abkihlen bei Raumtemperatur wurden die Lésungen

B und C zugegeben. Anschlielend wurde der pH-Wert auf 7,8 eingestellt und das

Medium mit N, begast und autoklaviert.

Spurenelementlésung

HCI (25%; 7,7 M)
FeCl, x 4 H,O
ZnCl,

MnClI; x 4 H,O
H3BO3

CoCl; x 6 H,0
CuCl; x 2 H,O
NiCl, x 6 H,O
NaxMoO4 x 2 H,0

demin. Wasser

10 mL
1,5 g/L

0,07 g/L
0,1 g/l

0,06 g/L
0,19 g/L
0,02 g/L
0,024 g/l
0,036 g/L
990 mL
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Vitaminlésung

Biotin 0,002 g/L
Folsaure 0,002 g/L
Pyridoxin-HCI 0,01 g/L
Thiamin-HCI x 2 H,O 0,005 g/L
Riboflavin 0,005 g/L
Nicotinsaure 0,005 g/L
D-Ca-Panthothensaure 0,005 g/L
p-Aminobenzoesaure 0,005 g/L
Liponsaure 0,005 g/L

2.4.2. Isolierung von Mikroorganismen aus dem Wurmdarm

Fur die Kultivierung der Mikroorganismen aus dem Wurmdarm, wurden die unter
2.4.1. angegebenen Medien verwendet. Zuerst wurden jeweils einige Individuen aus
den Kulturansatzen entnommen und fiur die Extraktion vorbereitet. Anschliel3end
erfolgte die Isolierung unter sterilen Bedingungen im Labor. Dafir wurden

verschiedene Lésungen benotigt:

Phosphatpuffer pH 7

Na,HPO3; 52 g/L
KH,PO3 10,8 g/L
Ethanol 70%ig (v/v)

Ethanol (100%ig) 700 mL
MilliQ-Wasser 300 mL

Fur die aeroben Mikroorganismen wurden die Wirmer am Bunsenbrenner unter
sterilen Bedingungen vorbereitet. Daflir wurden sie zuerst in steriles MilliQ-Wasser
Uberfiihrt, um restliches Bodenmaterial von diesen zu entfernen. AnschlieRend
erfolgte der Transfer in 70%iges Ethanol und nach 30 s wurden die Wirmer in eine

sterile Petrischale Uberfuhrt, in welcher der sterile Phosphatpuffer enthalten war. Mit
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einem sterilen Skalpell wurden die Individuen aufgeschnitten und der Darmtrakt von
dem Bodenmaterial entfernt. Fur die Isolierung der Mikroorganismen wurde jeweils
ein Stuck des Darmephitels herausgeschnitten und in die in 2.4.1 genannten aeroben
Medien Uberfuhrt. Von diesen Medien wurden zuvor jeweils 10 ml in sterile
Reagenzglaser geflllt. Die so angeimpften Medien wurden dann im 30 T Brutraum
inkubiert. FUr die anaerobe Isolierung von Mikroorganismen wurde die gleiche
Prozedur verwendet allerdings erfolgte die Extraktion im Anaerobenzelt (Topfer Lab
Systems, Gottingen). Die verwendeten Medien (20 mL) wurden in Bormioli-Geféasse
(Ochs Glasgerate, 100 mL) dberfuhrt und nach Beimpfung mit einem
Darmepithelstick mit einem Gummistopfen verschlossen. Die Inkubation erfolgte

ebenfalls bei 30 T im Brutraum.

Die angeimpften Medien wurden regelméRig Uberprift und sobald eine Tribung
erkennbar war, wurden die Kulturen auf einer Agarplatte des jeweiligen Mediums
mittels 3-Strich Technik ausgestrichen um Einzelkolonien zu erhalten. Nachdem auf
den Agarmedien Kolonien sichtbar waren, wurden von diesen jeweils weitere
Verdinnungsausstriche gemacht, um Reinkulturen zu erhalten. Diese Prozedur
wurde zwei bis dreimal wiederholt. Fur die anaeroben Kulturen wurde die
Agarverdunnungsmethode (Widdel und Bak, 1992) verwendet, um Reinkulturen zu
erhalten. Daflir wurde in einem anaerobisiertem Reagenzglas 3 mL steriler Agar,
6 mL der jeweiligen Medien und 1 mL der Kultur gegeben. Aus diesem Ansatz wurde
wiederum 1 mL entnommen und erneut in 3 mL Agar und 6 mL Medium gegeben.
Diese Prozedur wurde 4mal wiederholt um eine geeignete Verdinnung zu erhalten.
Die Kulturen wurden bei 30 € inkubiert und sobald ein Wachstum zu erkennen war

wurde im Anaerobenzelt die jeweilige Kultur in ein Flissigmedium tGberimpft.

2.4.3. DNA-Isolierung

Fur die DNA-Isolierung aus den erhaltenen Kulturen wurden zwei verschiedene

Extraktions-Kits verwendet. Bei der Extraktion aus Reinkulturen ergab das Kit von

Invitrogen die besten Ergebnisse. Im Fall der Mischkulturen konnte mit dem Kit von

Quiagen die DNA isoliert werden.
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Invitrogen Kit: ChargeSwitch gDNA Mini Bacteria Kit

Die Extraktion bei dem Kit von Invitrogen beruht auf der Anderung der Ladung der
magnetischen Beads bei einer Veranderung des pH-Werts. Bei niedrigen pH-Werten
hat die Oberflache der Beads eine positive Ladung und die DNA der
Mikroorganismen nach deren Aufschluss kann an diese binden, da diese eine
negative Gesamtladung besitzt. Proteine und andere Verunreinigungen wie z.B.
durch die verwendeten Medien, in denen die Organismen wachsen, kénnen nicht an
die geladenen Beads binden. Diese Kontaminationen kénnen dann anschliel3end mit
einem wassrigen Puffer herausgewaschen werden, wahrend die magnetischen
Beads mit der gebunden DNA an die Seite eines magnetischen Gestells
(MagneticRack) gezogen werden. Um die DNA von den Beads zu entfernen, wird ein
Puffer mit einem pH-Wert von 8,5 verwendet, der die Ladung des Beads neutralisiert
und die DNA von diesen l6st. Mit dieser Extraktions- Methode erhéalt man DNA, die
direkt fiir eine PCR geeignet ist.

Methode:

Fur die Extraktion der DNA mit dem Invitrogen Kit, wurden die mitgelieferten Puffer
verwendet. Die einzige LAsung, die noch hergestellt werden musste, war eine frische

Lysozym Losung (50 mg/mL; Lysozym aus Huhnereiweil3, Fluka).

Zell-Lyse:

Fur die Zelllyse wurden 0,5 ml einer Bakterienkultur in ein Eppendorfgefal® tberfuhrt
und bei 8000 rpm (6000 G) (Eppendorf Tischzentrifuge, 5415D) abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 100 pl des Resuspensions-Puffers
aufgenommen. Nach Zugabe von 5 pl der Lysozymlésung zu der Suspension
erfolgte anschliel3end eine Inkubation dieser fir 10 bis 20 min bei 37 . Nach der
Inkubation wurde zu dem Ansatz 500 pl des Lyse-Puffers gegeben und 10 pl der
Invitrogen Proteinase K-Losung. Diese Suspension inkubierte 20 min bei 55 € und
anschlie3end fur 1,5 h bei 88 C.
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Bindung der DNA:

Zu der lysierten Bakteriensuspension wurden 40 pl der ChargeSwitch Magnetic
Beads gegeben und 300 pl des Binding Puffers. Diese Lésung wurde invertiert und
fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde das
Eppendorfgefal3 in einen magnetischen Halter (MagnaRag) gestellt und gewartet bis
sich die Beads an die Seite des Gefal3es gelagert hatten. AnschlielBend konnte der

Uberstand abgenommen werden.

Waschen der DNA:

Das Waschen der Magnetic Beads erfolgte mit dem Washing Puffer. Dazu wurde zu
den Beads 1 mL des Puffers gegeben und die Suspension invertiert. Anschliel3end
konnte das Gefald wieder in das magnetische Gestell gestellt und die Waschlésung

entnommen werden. Dieser Vorgang wurde 3-mal wiederholt.

Elution der DNA:

Die Elution der DNA von den Beads erfolgte mit dem Invitrogen Elution-Puffer. Zu
den gewaschenen Beads wurde die entsprechende Menge an Elutions-Puffer
gegeben (20 - 50 pl) und invertiert. Die Suspension inkubierte 10 min bei
Raumtemperatur und wurde anschlieBend in das magnetische Gestell Uberfuhrt.
Nachdem sich die Beads abgesetzt hatten, konnte der Uberstand entnommen und in
ein steriles Eppendorfgefal? tberfihrt werden. Die so gewonnene DNA wurde bis zur
PCR bei -20C gelagert.

Quiagen Kit: DNeasy Blood & Tissue Kit

Ahnlich dem Invitrogen Kit beruht auch bei dem Quiagen Kit die Isolierung der DNA
auf deren Ladungszustand bei unterschiedlichen pH-Werten. Nach der Lyse der
Bakterien erfolgt ein Einstellen des pH-Wertes mittels der beigeflgten Puffer. Im
Gegensatz zu dem Invitrogen Kit erfolgt die Bindung der DNA an eine Membran, die
in ein spezielles Zentrifugengefal eingelassen ist. Durch das Einstellen des pH-

Wertes kann die geladene DNA an die Membran binden und so aus dem Zelllysat
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entfernt werden. Die Elution der extrahierten und gebundenen DNA erfolgt durch

eine Veranderung des pH-Wertes in den basischen Bereich.

Methode:

Fur die Extraktion der DNA mit dem Quiagen Kit wurden die mitgelieferten Puffer

verwendet. Die einzige Losung die noch hergestellt werden musste, war ein Lyse
Puffer.

Lyse-Puffer

Tris-HCI 9,68 g/L
EDTA 0,58 g/L
Triton X-100 12 mL/L
Zell-Lyse:

Zuerst wurden 0,5 bis 1,0 ml einer Bakterienkultur abgenommen und in einem
Eppendorfgefa? fir 10 min bei 5000 rpm (2300 G) (Eppendorf Tischzentrifuge,
5415D) zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren konnte der Uberstand verworfen und
das Zellpellet in 180 ul des Lyse Puffers aufgenommen werden. Die Suspension
wurde bei 37 < fur 30 min inkubiert. Nach der Inku bation wurde 25 ul der Proteinase
K-L6sung zugegeben und 200 pl des AL Puffers. Die Losung wurde bei 56 T fir 30
bis 60 min inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine Zugabe von 200 pl reinen Ethanols

und die Lésung wurde in die Quiagen Membran-Tubes tUberfuhrt.

DNA-Extraktion:

Nach Uberfilhren der lysierten Bakterienkultur in die Membran Tubes wurden diese
fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich die DNA binden konnte.
AnschlieBend wurde das Tube bei 8000 rpm (6000 G) (Eppendorf Tischzentrifuge,
5415D) fur 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und das Membran

Tube in ein neues Auffanggefald Gberfihrt.
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Waschen der DNA:

Fur das Waschen der DNA wurden 500 pl des Waschpuffers AW1 in das Membran
Tube gegeben und dieses erneut fur 1 min bei 8000 rpm (6000 G) (Eppendorf
Tischzentrifuge, 5415D) zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
anschlieBend ein zweites Mal mit 500 pl des AW2 Puffers gewaschen. Das Tube
wurde fur 3 min bei 13000 rpm (= 10000 G) (Eppendorf Tischzentrifuge, 5415D)

zentrifugiert und danach der Durchfluss verworfen.

Elution der DNA:

Das Membran Tube wurde in ein frisches Eppendorfgefald Uberfihrt und die
entsprechende Menge an Elutionspuffer (20 - 50 pl) zugefugt. Nach 10 min
Inkubation wurde erneut zentrifugiert und das Eppendorfgefald mit der eluierten DNA
bei -20 C gelagert.

24.4. PCR

Die Polymerasekettenreaktion ist eine molekularbiologische Methode zur
Vervielfaltigung bestimmter DNA-Abschnitte. Dabei wird mit einem spezifischen
Primerpaar das gewunschte Fragment flankiert und mittels der Tag-Polymerase die
DNA komplementar zu dem freien Strang repliziert. Diese Methode wird heutzutage
fast in jedem Gebiet der Naturwissenschaften, welches mit DNA arbeitet,
angewendet. Dies beruht darauf, dass mit dieser Methode schnell und auch einfach
DNA vervielfaltigt werden kann. In dieser Arbeit wurde hauptsachlich mit zwei
spezifischen Primerpaaren gearbeitet. Diese flankierten ein Stiick der 16S rDNA, die

fur die Identifikation von Eubakterien zu Hilfe genommen wird.
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Abb. 3: Prinzip der PCR aus Mulhardt (2003).

Primer:

Die fur die PCR verwendeten Primer binden spezifisch in konservierten Regionen der

16S rDNA und sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tab. 9: Verwendete PCR-Primer.

_ Bindestelle der 16S
Primer Sequenz 5°-3° ,
rDNA nach E.coli
EuBak3 rev AGAAAGGAGGTGATCC 1544-1529
EuBaks5 for AGAGTTTGATCMTGGCT 8-25
Eubak519f CAGCAGCCGCGGTAATA 519-533
Eubak1070r AGCTGACGACAGCCAT 1055-1070
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PCR-Ansatz/Reagenzien:

Fur die PCR Anséatze wurden die Reagenzien von Invitrogen verwendet. Dabei

enthielt der Tag-Polymerase Kit folgende Komponenten:

- 10 x PCR-Puffer (ohne Magnesium)
- MgC|2

- Tag-Polymerase

Die dNTPs wurden ebenfalls von Invitrogen bezogen. Das Nukleotid Kit enthielt die
einzelnen Nukleotide welche auf die gewlinschte Konzentration verdinnt wurden. In
Tabelle 10 ist ein Pipettierschema fiur einen PCR-Ansatz gezeigt. Bei den
verschiedenen PCR Reaktionen wurde nur die Konzentration an DNA-Template
variiert, da eine Veradnderung der anderen Konzentrationen zu keiner Verbesserung
der PCR flhrte.

Tab 10: Pipettierschema fur einen 50 pul PCR-Ansatz.

Wasser | Puffer MgCl dNTPs Primer 1| Primer 2 DNA- Tag-
Template | Polymerase
36,5 ul 5ul 1,5l 1l 2,5 ul 2,5 ul 1-3ul 0,2 ul

PCR-Programm:

Die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Programme sind in Tabelle 11 und 12 mit den
jeweiligen Primern angegeben. Fur alle PCR-Reaktionen wurde eine Touchdown-
Variante verwendet, da mit dieser Methode die besten Ergebnisse erzielt wurden. Zu
Beginn der Arbeit wurden auch andere Programme verwendet, da diese aber zu
keinen brauchbaren Ergebnissen fihrten, wurden diese durch eine Touchdown-PCR
ersetzt. Aus diesem Grund sind in den Tabellen 10 und 11 auch nur die Touchdown

Programme aufgefihrt.
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Tab.11: Verwendetes Touchdown-PCR Programm fur 530 Basenpaare der 16S

rDNA.
PCR-Touchdown mit Primerpaar Eubak 519 for/Eubak 10 70 rev
Nr. Reaktionsschritt Temperatur [C] Zeit [min]
1 |Vordenaturierung 95 10
2 |Denaturierung 94 1
3 |Annealing 60 1
Temperaturrampe — 0,5T pro Cycle
4 | Amplifizierung 72 1
15 Cyclen beginnend bei Nr. 2
5 |Denaturierung 94 1
6 |Annealing 56 1
7 | Amplifizierung 72 1
15 Cyclen beginnend bei Nr. 5
8 |Endamplifizierung 72 10

Mit diesem PCR Programm war es moglich DNA-Fragmente mit einer Lange von ca.

530 Basenpaaren zu erhalten. Zur Kontrolle wurden die PCR-Produkte mittels einer

Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Fir eine genauere Sequenzbestimmung zur

Identifizierung der einzelnen Mikroorganismen wurde ein weiteres PCR-Programm

verwendet, bei dem mit den verwendeten Primerpaar ein ca. 1000 Basenpaar grol3es

Fragment erhalten wurde. Der Unterschied des Programms lag in der verwendeten

Annealing Temperatur in der zweiten Zyklenwiederholung. Dabei wurde diese fiur die

jeweiligen Primerpaare auf ihr Optimum angepasst. Das daflr verwendete Programm

ist in Tabelle 12 aufgelistet.
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Tab. 12: Verwendetes Touchdown-PCR Programm fiir 1000 Basenpaare der 16S
rDNA.

PCR-Touchdown mit Primerpaar Eubak 5 for/Eubak 1070  rev

Nr. Reaktionsschritt Temperatur [C] Zeit [min]
1 |Vordenaturierung 95 10
2 |Denaturierung 94 1
3 |Annealing 60 1

Temperaturrampe — 0,5T pro Cycle
4 | Amplifizierung 72 1
15 Cyclen beginnend bei Nr. 2
5 |Denaturierung 94 1
6 |Annealing 54 1
7 | Amplifizierung 72 1

15 Cyclen beginnend bei Nr. 5

8 |Endamplifizierung 72 10

2.4.5. Gelelektrophorese

Um zu kontrollieren, ob die PCR die gewtinschten DNA-Fragmente amplifiziert hatte,
wurde der Ansatz auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und bei 70 - 90V (je nach
gewinschter Auftrenngeschwindigkeit) aufgetrennt. AnschlieRend wurde das Gel in
ein Ethidiumbromidbad gelegt und fir 10 - 15 min gefarbt. Die Auswertung erfolgte
unter eine Geldokumentationsanlage (BioVison CN 3000, Vilber-Lourmat,
Eberhardzell).

Bei Reinkulturen wurden die DNA-Fragmente mittels des Quiagen Purification Kit
aufgereinigt und direkt zur Sequenzierung eingesendet (MWG Eurofin). Bei
Mischkulturen wurden die erhaltenen Fragmente erst einer DGGE unterzogen um die
maoglichen multiplen Banden anhand von Sequenzunterschieden aufzutrennen (siehe
Abschnitt 2.4.6.).
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2.4.6. Denaturierende Gradienten Gel Elektophorese

Bei der Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE) werden DNA-
Fragmente nicht anhand ihrer GroR3e (Basenpaarlange) aufgetrennt, sondern anhand
ihres Schmelzpunktes. Dabei nutzt man die Tatsache, dass DNA-Fragmente nicht
auf einmal denaturieren, sondern in Schmelzdoméanen unterteilt werden kdnnen, die
unterschiedliche Schmelztemperaturen besitzen. Diese teilweise denaturierten
Fragmente zeigen dann in einer Elektrophorese ein verdndertes Laufverhalten. Daftr
wird ausgenutzt, dass sich DNA-Fragmente in ihrer Sequenz unterscheiden und
somit auch in ihrem Schmelzverhalten. Mit dieser Methode koénnen sogar
Punktmutationen in identischen DNA-Fragmenten nachgewiesen werden, da schon
diese eine Anderung im Schmelzverhalten hervorrufen. Fir die Trennung wird ein
Polyacrylamidgel verwendet, in das ein denaturierender Gradient aus Harnstoff und
Formamid eingegossen wird. Um die Fragmente im teilgeschmolzenen Zustand zu
halten, wird eine DGGE bei 50 — 60 T durchgefihrt.

In dieser Arbeit wurde diese Methode angewendet, um die erhaltenen PCR-Produkte
der Mischkultur Ansatze anhand ihrer Sequenz aufzutrennen. Daflr wurde das
System von BioRad (DGGE Maxi) verwendet. Zuerst war es notwendig, die
Gelplatten gut mit Ethanol zu saubern, damit an diesen keinerlei Verschmutzung wie
z.B. Fett haftet um ein optimales Gel zu erhalten. Die fur die Gele bendtigten

Chemikalien und Puffer kbnnen aus der Tabelle 13 und 14 entnommen werden.

Tab. 13: Verwendete Puffer.

TAE Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 50X

Trisbase 242 g/L
Eisessig 57,1 mL
0,5 M EDTA-L6sung 100 mL
pH 7,4

APS (Ammoniumpersulfatiésung)

Ammoniumpersulfat 2,289

demin. Wasser 10 mL
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Tab.14: Zusammensetzung der 60 — 40 % Gele und der 30 — 70 % Gele.

LOosung A 30 | Losung B 70 | LOsung A 40 | LOsung B 60
Substanz
% % % %
Harnstoff [g] 2,14 5 2,85 4,29
Formamid [mL] 2,04 4,76 2,72 4,08
Acrylamid/Bisacrylamid
2,77 2,77 2,77 2,77
[mL]
0,34 0,34 0,34
TAE Puffer 50X [mL] 0,34

demin. Wasser 10,15 5,17 9,6 6,9
1 M APS [ul] 100 100 100 100
TEMED [pl] 4,0 4,0 4,0 4,0

Nach der Elektrophorese wurden die Gele in einem 0,2%igen Ethidiumbromidbad fur
ca. 30 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt mit 1XTAE Puffer far

weitere 30 Minuten.

Nach den

Farbeschritten wurde das Gel

mit der

Geldokumentationkammer ausgewertet und die erhaltenen Banden mit einem

sterilen Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Die DNA wurde dann wie in 2.4.7.

beschrieben aus dem Gel eluiert.
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2.4.7. Elution der DNA aus dem DGGE-Gel

Die DNA in den ausgeschnittenen Banden aus dem DGGE Gel mussten zuerst aus
diesem eluiert werden. Dafur wurden diese in ein steriles Eppendorfgefald (1,5 ml)
Uberfihrt und mit 50 — 100 ul PCR Wasser versetzt. Dieser Ansatz wurde Ubernacht
bei 4 T gelagert und die DNA aus dem Gel eluiert. Diese konnte am folgenden Tag
erneut mit einer PCR amplifiziert werden und wurde vor der Aufreinigung fur die
Sequenzierung auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und aufgetrennt. Wenn das
Gel eine Bande aufwies, erfolgten die Aufreinigungen und das Einsenden der

Fragmente zu MWG-Eurofin (Ebersberg) fir die Sequenzierung.

2.4.8. Aufreinigung der DNA

Zur Aufreinigung der DNA Fragmente fur eine anschlieende Sequenzierung wurde
das QIAquick Spin Purification Kit verwendet. Dabei wird wie bei der DNA-Extraktion
die Eigenschaft von DNA ausgenutzt, bei einem pH-Wert von = 7,5 negativ geladen
vorzuliegen und so an die Kit-Membran zu binden. Fragmente die kleiner als 100 bp
lang sind, werden nicht an die Membran gebunden und gelangen so in den
Durchfluss. Zuerst wurde die amplifizierte DNA Probe mit dem 5 fachen an Puffer
PBI versetzt. Die Losung wurde invertiert und anschlieRend in die bereitgestellten
Spin Columns gegeben. Nach 1 minutigem Zentrifugieren bei 13000 rpm (16000 G)
wurde der Durchfluss verworfen und 200 pl an Waschpuffer PE zugegeben. Nach
erneutem Zentrifugieren fir 1 min bei 13000 rpm (16000 G) wurde der Durchfluss
verworfen und das Spin Column noch einmal ohne Zugabe eines Puffers
zentrifugiert, um Uberschissiges Ethanol zu entfernen. AnschlieBend wurde die
gebundene DNA mit dem Elutions-Puffer EB (20 pl) in ein frisches Eppendorfgefald
eluiert, indem dieses bei 13000 rpm (16000 G) fur 2 min zentrifugiert wurde. Das

Eluat wurde bei -20 T aufbewahrt oder direkt zur S equenzierung geschickt.
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2.4.9. Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA-Fragmente erfolgte bei der Firma MWG-Eurofin
(Ebersberg). Es wurden jeweils 20 pl der aufgereinigten Probe mit dem
entsprechenden Primer eingesendet. Nach ca. 3 Tagen konnte das Ergebnis
abgerufen werden. Die erhaltenen Sequenzen wurden anschlieBend mit dem
Programm GeneDoc ausgewertet und der Stammbaum mit dem Programm ClustalX

erstellt.

2.5. Analytische Methoden

Wie schon in der Einleitung erwéahnt, haben sich in den letzten Jahren die Methoden
zur Bestimmung von Elementen im Ultraspurenbereich stark weiterentwickelt. Doch
nicht nur die Detektion hat sich weiterentwickelt, sondern auch neue Extraktions- und
Separationsmethoden haben sich gleichzeitig etabliert. In dieser Arbeit wurden zwei
den zu extrahierenden Proben angepasste Methoden angewendet. Als
Separationsmethode wurde die Kapillar-Gaschromatographie verwendet. Diese
wurde hauptsachlich ausgewahlt, da damit schon geringe Konzentrationen eines
Analyten im Gegensatz zur HPLC detektiert werden kdnnen. Fur die Detektion der
einzelnen Quecksilberspezies wurden die Atom-Fluoreszenz-Spektrometrie und auch
die Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie verwendet. In den folgenden
Abschnitten wird genauer auf die Extraktions-, die Separations- und auch die

Detektionsmethoden eingegangen.

2.5.1. Extraktionsmethoden

Die Extraktionsmethode spielt eine entscheidende Rolle fir die Messung von
Methylquecksilber. Im Laufe der letzten Jahre sind viele unterschiedliche Methoden
entwickelt worden, jedoch muss fir jede Matrix eine andere Prozedur verwendet
werden, um die bestmdgliche Ausbeute zu erhalten. Eine der ersten Methoden zur
Extraktion von Methylquecksilber aus Lebensmitteln wurde von Westdo (1966, 1967,

1968) entwickelt. Dabei wird das Probenmaterial mit einer 6 M HCI behandelt,
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wodurch das Methylquecksilber von der Probenmatrix als Methylquecksilberchlorid
freigesetzt wird. In einem nachfolgenden Schritt wird das Methylquecksilberchlorid in
eine organische Phase Uberfilhrt, damit der tiberwiegende Teil an Hg?* und auch
Uberreste der Probenmatrix entfernt werden. Als Losungsmittel verwendete Westoo
Benzol. In spateren Arbeiten wurde dieses durch ungiftigere Losungsmittel wie z.B.
Toluol (Longbottom et al., 1973), Hexan oder auch Dichlormethan ersetzt. Diese
selektive Extraktion der organischen Quecksilberverbindung beruht auf der
chemischem Reaktion, dass anorganisches Quecksilber einen
Tetrachloromercurat(ll)-Komplex ([HgCls]*) mit Halogenidionen bildet und eine
hohere Affinitdt zu hydrophilen Lésungsmittel als zu hydrophoben besitzt. Das
organische Quecksilber bindet nur ein Halogenidion und ist somit unpolarer und kann
in der organischen Phase besser in Lésung gehen als in der wassrigen. Gegenuber
der sauren Extraktionsmethode mit HCI gibt es noch die alkalischen Methoden wie
z.B. mit KOH/Methanol oder auch mit Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH). Eine
weitere Methode ist die enzymatische Lyse mit Trypsin. FUr biologische Proben
haben sich die Extraktionsmethoden mit methanolischer Kali- oder Natronlauge
(Ebinghaus et al., 1994) und mit TMAH (Poperechna und Heumann, 2005a; 2005b)
als besonders effektiv erwiesen. In der Arbeit von Fischer et al. (1993) konnte
festgestellt werden, dass die Extraktion mit KOH/Methanol gut geeignet ist, um
biologische Matrices wie z.B. Fischleber oder Fischfilet aufzuschlieRen und Back et
al. (1995) verwendeten diese Extraktion fur Zooplankton. TMAH wurde von Chytyk
(2001) zur Extraktion von Arsenspezies aus biologischen Matrices verwendet, so wie
von Poperechna und Heumann (2005a; 2005b) fur Bleiverbindungen aus
Fischgewebehomogenisat. Ebinghaus et al. (1994) flhrten Stabilitatsuntersuchungen
von Methylquecksilber in einer 20%igen TMAH-L6sung durch und konnten zeigen,
dass das Methylquecksilber mindesten 10 Tage stabil in der L6sung vorliegt.

Auch erwies sich die Homogenisierung und Gefriertrocknung des verwendeten
Gewebes fur eine effektivere Freisetzung der Quecksilberspezies von Vorteil (Back
et al., 1995). Durch den Wasserentzug bei der Gefriertrockung und anschlie3ender
Zugabe der Extraktionslésungen ist die Wirkung starker, da diese schneller und auch

tiefer in das Probenmaterial eindringen kann.

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Extraktionsmethoden verwendet, wobei

diese auf die jeweilige Probenmatrix angepasst waren. Fur das Wurmgewebe wurde
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die Extraktionsmethode mit Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH, 25%ig in
Wasser, Fluka) ausgewahlt, da dieses, wie schon erwahnt, besonders gute Ergebnis
bei biologischen Geweben aufweist (Poperechna und Heumann, 2005a; 2005b). Fur
die Bakterienkulturen wurde die Extraktion mit KOH/Methanol verwendet, die mit
einem Zusatz von Kupfer(ll)sulfat und Natriumoxalat eine verbesserte Ausbeute von
Methylquecksilber in Anwesenheit von Sulfid ergibt (Yang et al., 2009). In der
Abbildung 4 ist ein Schema der verwendeten Extraktionsmethoden dargestellt. In der
Tabelle 15 sind die fur die beiden Extraktionsmethoden verwendeten Puffer
aufgefuihrt. Hier musste speziell darauf geachtet werden, dass diese quecksilberfrei
waren, da jede kleinste Verunreinigung zu einer Verfalschung der Messergebnisse
fuhren konnte. Aus diesem Grund wurden alle Puffer und benétigten Reagenzien
soweit moglich frisch angesetzt und auch bei jeder Messung Blindproben von einigen

der verwendeten Lésungen mitgefuhrt.

Tab. 15: Puffer und Lésungen

Acetatpuffer pH 5,6

Natriumacetat 0,820 g

Eisessig 0,601 g bzw. mL
MilliQ-Wasser 99,499 g bzw. mL

10%ige HNO3

65-69%ige HNO3 10 mL
MilliQ-Wasser 100 mL

NaOH (1 molar)

Natriumhydroxid 40 g
MilliQ-Wasser 1L
KOH/Methanol

KOH 25¢g
Methanol 100 mL
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Derivatisierungreagenz/Natriumtetrapropylborat (2%ig)

Natriumtetrapropylborat 1lg
MilliQ Wasser 50 mL

Kupfersulfat/Natriumoxalatlosung

Kupfersulfat 0,24 ¢
Natriumoxalat 0,449
MilliQ-Wasser 10 mL

Das Derivatisierungsreagenz wurde aufgrund der leichten Entzindlichkeit mit
Sauerstoff im Anaerobenzelt (Coy Laboratory Products, Toépfer Lab System,
Gottingen) angesetzt. Die Loésung wurde anschlieRend in neue Reaktionsgefalie (15
ml; Greiner) Uberfuhrt und sofort bei -20 T eingef roren. Nach dem Auftauen wurden
Reste der Losung direkt entsorgt, da das Derivatisierungsreagenz schnell seine
Aktivitat verliert. Dies war auch der Grund warum immer nur kleine Mengen

angesetzt wurden.

Extraktion des Wurmgewebes:

Fur die Extraktion der Quecksilberspezies aus dem homogenisierten und
gefriergetrockneten Wurmgewebe wurde TMAH verwendet. Da die Quantifizierung
mittels der empfindlichen Isotopenverdiinnungsmethode erfolgte, war es bei dieser
Extraktion notwendig, dass die einzelnen Dosierungsschritte mdglichst genau mit
Hilfe eine Waage erfolgten. Zuerst wurde auf der Analysenwaage (Sartorius analytic
A 120 S) eine geringe Menge (15 - 30 mg) des Wurmgewebes in ein sauregespultes
Glaszentrifugenrohrchen (20 ml mit einem NS15 Glasschliffstopfen) tberfuhrt. Zu
diesem wurde <ca. 3g TMAH zugegeben und anschlieBend der
Methylquecksilberisotopenstandard (ERM-CE464). Die Extraktionsldsung wurde 2 h
auf einem Uberkopfschiittler (GFL 3040) inkubiert. Nach diesem Schritt wurde die
Losung mit 500 pl Acetatpuffer und 400 pl konz. HNOs; (65%ige HNOs3, Fluka)
versetzt. AnschlieRend wurde der pH-Wert der Lésung mit 10%iger HNO3 oder
1 molarer NaOH auf 5,0 eingestellt. Nach dem Einstellen des pH-Wertes wurde 1 mL
Hexan und 500 pul Natriumtetrapropylborat (NaPrsB) zu der Losung gegeben

(Poperechna und Heumann, 2005b). Die Behélter mit der L6ésung wurden sofort
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wieder auf den Uberkopfschiittler befestigt und fir 10 min geschuttelt. Zum
Abtrennen der Hexan- und der wassrigen Phase wurden die Behalter anschlie3end
bei 4000 rpm (3200 G) zentrifugiert (Heraeus Instruments, Megafuge 1.0). Das
Abnehmen der Hexanphase erfolgte mit Pasteurpipetten, die eine Fullung aus
Glaswolle und Aluminiumoxid enthielten, um noch grol3ere Partikel abzutrennen. Die
so gewonnene Hexanphase konnte dann mittels GC-ICP-MS gemessen werden. Zur

Aufbewahrung wurden die Proben bei -20 T gelagert.

Extraktion der Bakterienkulturen:

Die fur die Screeningversuche verwendeten Bakterienisolate wurden in dem
gleichem Kulturmedium mit dem sie angereichert wurden, auch mit Quecksilber
angeimpft. Daflr wurde die isolierte Kultur in eine frisches und saure gespultes
Bormioli-Gefal? mit dem entsprechenden Medium utberfuhrt und aus der Quecksilber
(Hg®") Stammlésung die gewiinschte Menge zugegeben. Fir die Versuche wurde
immer eine Konzentration von 1 ppm (1 mg/kg) an Quecksilber eingestellt. Die
Reinkulturen der aeroben Mikroorganismen wurden wie das Wurmgewebe, mit
TMAH extrahiert. Dazu wurden 5 mL der Kulturlésung in 15 mL Greinergefal3e
Uberfuhrt und direkt mit 3 mL TMAH versetzt. Ein Isopenstandard wurde hier nicht
zugegeben. Die Extraktionslésung wurde anschlie3end fur zwei Stunden geschiittelt
und danach der pH-Wert auf 5,0 eingestellt, wie zuvor bei dem Wurmgewebe
beschrieben. Nach dem Einstellen des pH-Wertes wurde zu der Lésung 1 ml Hexan
und 500 pl NaPrsB zugegeben und erneut fir 10 min geschittelt. Durch
Zentrifugieren wurde die Hexanphase abgetrennt, abgenommen und mittels der GC-
AFS auf Quecksilber untersucht. Bei den anaeroben Mischkulturen, die aus dem
Darmephitel von Eisenia foetida gewonnen wurden, konnten mit dieser
Extraktionsmethode keine vollstandig klare Lésungen, im Gegensatz zu dem
Wurmgewebe und den Reinkulturen erhalten werden. Hier musste aufgrund der
hohen Menge an Sulfid eine andere Extraktionsmethode angewendet werden. Aus
diesem Grund wurde mit methanolischer Kalilauge die Extraktion durchgefuhrt (Yang
et al., 2009). Dazu wurde 5 ml der Kultur in ein 50 ml Greinergefal3e uberfihrt und 2
ml der KOH/Methanol Lésung zugegeben. AnschlieBend wurden die Gefal3e in ein
Wasserbad mit 75 T uberfuhrt und fur drei Stunden inkubiert. Nach der Inkubation

wurden diese bei Raumtemperatur abgekihlt, 600 pl Acetatpuffer zugegeben und
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der pH-Wert mit HNO3; auf 5,0 eingestellt. Die Losung wurde dann auf 25 mL mit

MilliQ-Wasser aufgeflllt. Fur die Derivatisierung der Quecksilberverbindugen wurde

zuerst 1 mL der Kupfersulfat/Natriumoxalat Losung zu dem Ansatz gegeben und
anschlieBend 500 ul NaPr,B und 1 mL Hexan. Nach 10 min Schitteln und
Abzentrifugieren bei 4000 rpm (3200 G) wurde die Hexanphase abgenommen und

fur die Messungen verwendet. In der Abbildung 3 sind die beiden verwendeten

Extraktionmethoden dargestellt.

Bakterienkultur

Einwaage des
Probenmaterials und
Zugabe von
KOH/Methanol

v

Inkubation bei 72 T
im Wasserbad fir 3 h

Zugabe des
Methylquecksilber
-spikes
(Isotopenanrei-
cherung 202)

Wurmgewebe

Einwaage des
Probenmaterials und
Zugabe von TMAH

\

v

Inkubation bei
Raumtemperatur und
kontinuierlichem
Schitteln fur 2 h

Equilibrierung des pH
Wertes auf pH 5 mit konz.

HNO3; und Acetatpuffer

Zugabe von
Natriumtetrapropylborat
(2%iges) und
Kupfersulfat/Natriumoxalat

v

Zugabe von
Natriumtetrapropyl
-borat (2%iges)

Messung mit der GC -
AFS

10 min Schutteln und
5 min Zentrifugieren

v

Pr—

Abnahme der
Hexanphase

ICP-MS

Messung mit der GC -

Abb. 4: Schematische Darstellung der Extraktionsmethoden fir das Wurmgewebe

und die Bakterienkulturen.
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2.5.2. Kapillar-Gaschromatographie

Bei der Kapillar-Gaschromatographie erfolgt eine Auftrennung von flichtigen
Analyten anhand ihrer Verteilung in einer mobilen und einer stationaren Phase. Als
mobile Phase wird ein inertes Tragergas verwendet wie z.B. Helium und als
stationare Phase dient ein dunner Flussigkeitsfiim (0,17 bis 5,3 um), der auf der
Innenseite der Kapillaren (Durchmesser 0,1 bis 0,53 mm, Lange 10 bis 120 m)
aufgetragen ist. Bei diesem handelt es sich haufig um unpolare Substanzen wie z.B.
Polydimethylsiloxan (PDMS), Divenylbenzen (DVB) oder auch Carbowax. Um eine
Verbesserung der Auftrennung von Analyten zu erreichen, kann die Polaritdt durch
einen Austausch der Methylgruppen des Films mit z.B. Phenylgruppen erhoht
werden. Der Analyt steht, wahrend er mit dem Tragergas durch die Kapillare
transportiert wird mit der stationaren und mobilen Phase im Gleichgewicht, worauf
die Trennung beruht. Die Trennleistung wird noch von weiteren Parametern wie z.B.
der Saulenlange, dem inneren Durchmesser und auch der Schichtdicke der
stationaren Phase bestimmt. Als mobile Phase wurde Helium verwendet, da so eine

schnellere Trennung als mit Stickstoff durchgefiihrt werden konnte.

Ein weiterer Faktor, der die Gaschromatographie beeinflusst, ist die Einspritztechnik
und der verwendete Injektor. Bei der verwendeten Split-Injektion wurde eine injizierte
Probe (meist 1 pl) durch einen vorher festgelegten Gasfluss nach dem Verdampfen
in der Injektorkammer (,Liner”, aus desaktivierten Quarzglas) auf die Saule gebracht.
Der Verdampfungsschritt ist stark von der Temperatur des Injektors und auch der
Geschwindigkeit der Injektion beeinflusst. Bei einer manuellen Injektion kénnen so
Probleme bei der Reproduzierbarkeit vorkommen. Im Liner befindet sich desaktivierte
Glaswolle, durch deren gro3e Oberflache gewahrleistet wird, dass die Probe
komplett verdampft und so gasformig auf die Saule gelangt. AuRerdem dient die
Glasswolle auch als ein Schutz fiur die Saule. Bei der Split-Technik ist auf jeden Fall
darauf zu achten, dass sich die Analyten nicht im Injektor zersetzen oder eine
Diskriminierung nach den Siedepunkten der Analyten stattfindet. Es muss auch
darauf geachtet werden, dass die Saule nicht mit einer zu grol3en Menge der Probe
Uberladen wird, weshalb nicht mehr als 2 pl Probenmaterial aufgetragen werden
kann. Nach der gaschromatographischen Trennung werden die getrennten Spezies

in den entsprechenden Detektoren erfasst. Die einzelnen GC Programme und auch
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die verwendeten Kapillarsdulen sind in den nachfolgenden Abschnitten der jeweiligen

Detektionsverfahren beschrieben.

2.5.3. Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Detektionsverfahren verwendet. In
diesem Abschnitt soll zunachst auf die induktiv gekoppeltes Plasma
Massenspektrometrie (ICP-MS) eingegangen werden. Bei der Massenspektrometrie
ist das Grundprinzip aus anorganischen oder organischen Substanzen lonen zu
erzeugen, die nach ihrem Masse zu Ladungsverhéltnis aufgetrennt werden und mit
einem Detektor erfasst werden. Die lonisation kann thermisch, durch elektrische
Felder oder durch den Beschuss der Probe mit Elektronen, lonen und Photonen
erfolgen. Diese gebildeten lonen sind im Allgemeinen positiv geladen, es gibt
allerdings auch Methoden, negativ geladene lonen zu erzeugen und diese zu
detektieren. Die lonentrennung erfolgt dann durch statische oder durch dynamische
elektrische und magnetische Felder. Aufgrund der Tatsache, dass das Prinzip der
massenspektometrischen Methoden identisch ist, ist auch der grundséatzliche Aufbau
eines Massenspektrometers vergleichbar. In  der Abbildung 5 sind die

Grundbausteine eines Massenspektrometers schematisch dargestellt.

Probe
' | Einlass-System |—» | lonisation | —> Massentrenn- | _, Detektor i
i system 1 i
Signal-
Vakuumsystem verarbeitung

Abb. 5: Schematische Darstellung der Grundelemente eines Massenspektrometers.

Das Einlasssystem hat die Aufgabe die Probe der lonenquelle zuzufihren. Nach der

lonisierung werden die gebildeten lonen in dem Massenanalysator nach ihrem
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Masse zu Ladungs-Verhéltnis (m/z) getrennt und kdnnen im Detektor gemessen
werden. Eine Auswertung erfolgt dann mit einem dem Gerat entsprechenden
Computerprogramm. In den folgenden Abschnitten wird genauer auf die einzelnen
Teile des in dieser Arbeit verwendeten Massenspektrometers eingegangen, wobei
sowohl allgemeines zu den Grundelementen als auch zu den verwendeten erklart

wird.

Seit 1980 wird das induktiv gekoppelte (Argon)plasma (ICP) in vielen kommerziellen
Massenspektrometern eingesetzt. Durch die sehr hohen Temperaturen (6000 -
10000 K), die im Argonplasma entstehen konnen, ist es mdoglich viele Elemente
effizient zu ionisieren. Nach der lonisation sind diese dann einer
massenspektrometrischen Trennung und Messung zuganglich. Diese Kombination
stellt heutzutage eine der modernsten und auch nachweisempfindlichsten Methoden
der Massenspektrometrie dar. Die Probenzufihrung erfolgt meistens mittels einer
peristaltischen Pumpe, die einen flissigen Analyten in einen Zerstauber (Nebulizer)
schleust. Dieser ist fur die Erstellung eines Aerosols notwendig, welches in die

Sprihkammer eingeleitet wird (Abb. 6)

Zur ICP-MS
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"". _F___,.-""J.#-_..____. i '\.\
g I
-f"'fﬁ,-f-i””f - .
{’_ﬁﬂj;,.,’--—f | Abfluss ZYKlonsprihkammer

Abb. 6: Darstellung einer Zyklon Sprihkammer mit Zerstauber (Thomas, 2008).
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Durch einen Gasstrom in der Sprihkammer wird das Aerosol in grol3ere und auch
kleinere Tropfen aufgetrennt, wobei nur die kleineren in die Plasmafackel (Torch,
Abb. 7) gelangen und im Plasma ionisiert werden. Das Plasma wird durch ein
induktives Einkoppeln einer hochfrequenten Wechselspannung (27 oder 40 MHZz)
durch eine Induktionsspule mit einer Leistung von etwa 750 - 1500 W erzeugt. Der
Analyt, der in das Plasma eintritt, wird durch die unterschiedlichen Temperaturzonen
(Abb. 6) des Plasmas geleitet und durchgeht so verschiedene Stadien.

6500 K 7500 K 8000 K

Vorheizzone

oo oe) 1 |
Anregungszone

Analytische 10.000 K
Zone '

Abb. 7: Schematische Darstellung einer ICP-MS Fackel mit den jeweiligen

Plasmazonen und Temperaturen (Thomas, 2008).

Zuerst werden die Wassermolekille des Tropfens verdampft und es entsteht ein
kleiner Festkorper. Weiter im Plasma wird dieser Festkorper in seine gasformige
Form dberfihrt und dann atomisiert. Im letzten Schritt wird das Atom durch Kaollision
mit energetisch reichen Argonelektronen in ein einfach positives lon tberfuhrt (Abb.
8).

Tropfen (Desolvatisierung) Festkorper (Verdampfung) Gas (Atomisierung) Atom (lonisation) lon
M(H,0)'X* > (MX), > MX > M > M*

Probeneinlass - Massenspektrometer

Abb. 8: Darstellung der einzelnen Schritte eines Analyten in der Plasmaflamme.
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Aufgrund der hohen Temperaturen ist auch die loniserungsausbeute bei den meisten
Metallen Uber 90%, weshalb diese Methode auch eine so hohe Empfindlichkeit
besitzt. Bei Nichtmetallen ist allerdings die Ausbeute signifikant geringer, da sie ein
hoheres loniserungspotential besitzen. Nach der lonisation des Analyten wird dieser
durch das Interface in die lonenoptik eingeschleust. Das Interface besteht aus zwei
hintereinander angebrachten Metallkegeln mit konzentrischen Offnungen (1 mm
Durchmesser; Sampler- und Skimmer-Konus) die in den meisten Fallen aus Nickel
bestehen. Dieser Interfacebereich ist die Abgrenzung von dem Normaldruck, in dem
die loniserung des Analyten stattfindet und dem Hochvakuum, indem die
Massenseparation erfolgt. In Abbildung 9 ist ein schematischer Aufbau einer
Quadrupol ICP-MS mit den beschriebenen Bereichen dargestellt.

Induktionsspule Interface- Tonenontik Quadrupol Detektor

Bereich
Torch \

Sprith- ~~a |~ l— >y
kamme |
/' l
Zerstiubergas Peristal-
tische » -
Pumpe | |
Probe tons bo- , bo-
BolEtons: fiarbo Rotationspumpe Turbo
pumpe pumpe pumpe

Abb. 9: Darstellung eines Quadropol-ICP-MS der Firma Agilent, Model HP 4500
(Agilent, Waldbronn).

Nach dem Einschleusen der lonen durch das Interface werden diese durch die
lonenoptik transportiert. Diese ist dafur verantwortlich, dass ein Maximum an
Analytionen vom Interface zu dem Massenseparator kommt. Dabei werden nicht

ionische Partikel, neutrale Partikel oder auch Photonen daran gehindert, den
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Detektor zu erreichen, da diese die Messung verfalschen wirden und sogar zu
dessen Schadigung fuhren kdénnten. Um dies zu verhindern gibt es unterschiedliche
Methoden wie z.B. physikalische Barrieren, das Positionieren des
Massenanalysators auf3erhalb der Achse des lonenstrahls oder durch das
elektrostatisches Abwinkeln des Strahls um 90°(Abb . 10).

@ lonenspiegel
,_fﬂ}\ / Photonen,
s ' - neutrale
Teilchen

Ionenstrahl//

Elektrostatisches
Feld

Massen Analysator

Abb. 10: Schematische Darstellung der lonenoptik mit elektrostatischer Ablenkung
(Thomas, 2008).

Nach der Bindelung des lonenstrahls durch die lonenoptik gelangt dieser in den
Massenseparator. Bei der Separation konnen verschiedene Methoden diese
bewerkstelligen. In den meisten ICP-MS Geraten ist dies ein Quadrupol, allerdings
gibt es auch Sektrofeld ICP-MS, Multikollektor ICP-MS oder Time-of-flight ICP-MS. In
dem folgenden Abschnitt wird nur auf die Quadrupol-ICP-MS eingegangen, da diese
fur diese Arbeit verwendet wurde. Bei der Quadrupol ICP-MS besteht der
Massenseparator aus vier zylindrischen oder hyperbolischen Metallstdben von
gleicher Ladnge und Durchmesser. Typischerweise sind sie aus rostfreien Stahl oder
Molybdan hergestellt und werden mit einer Frequenz von 2 - 3 MHz betrieben. Dabei
werden ein Gleichstrom- und ein zeitabhangiges Wechselstrom-Feld an die
entgegengesetzten Paare der vier Quadrupolstadbe angelegt. Durch das Verandern
der Felder konnen nur die lonen mit dem gewtunschten Masse-Ladungs-Verhaltnis
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(m/z) durch die Mitte der Stabe in den Detektor gelangen. lonen die ein anders m/z-

Verhaltnis besitzen werden abgelenkt und verlassen den Quadrupol (Abb. 11).
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Abb. 11: Schematische Darstellung einer Massenseparierung mittels Quadrupol

(www.analyticjournal.de).

Nachdem die gewinschten lonen durch den Quadrupol fokussiert wurden, werden
sie mittels eines Detektors registriert. Auch bei diesen sind verschiedene Varianten
auf dem Markt, wobei der diskrete Dynoden Elektron Multiplier am h&ufigsten
verwendet wird. Dieser wird auch als aktiver Film Multiplier bezeichnet und benutzt
diskrete Dynoden, um die Multiplikation von Elektronen durchzufuihren. Der Detektor
wird aul3erhalb der lonenstrahl Achse angebracht, um Hintergrundrauschen zu
unterbinden. Wenn ein gewinschtes lon den Quadrupol passiert, wird dieses auf
eine Kurvenbahn gebracht und trifft die erste Dynode. Dadurch wird ein zweites
Elektron freigesetzt, welches die nachste Dynode trifft und weitere Elektronen

freigibt. Ein solcher Detektor ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abb. 12: Darstellung eines Dynoden Elektron Multiplier (Thomas, 2008).

Das so erhaltene Signal wird an einen Rechner weitergeleitet und kann mit dem
entsprechenden Programm ausgewertet werden.

Fur die Untersuchungen des Wurmgewebes in dieser Arbeit wurde zur Auftrennung
der Quecksilberspezies ein Gaschromatograph verwendet, der an eine Quadrupol
ICP-MS gekoppelt wurde. Von den extrahierten Proben (Extraktion siehe 2.5.1.)
wurde jeweils 1 ul in den Splitlessinjektor der GC injiziert und mit einem GC-
Temperatur Programm, das anhand von Standards auf die bestmoégliche Auftrennung
Uberprift wurde, aufgetrennt. Die Kopplung der GC mit der Plasmafackel des ICP-
MS erfolgte mit einer beheizten Transferline (Stainless Steel). Die verwendete
Transferline endete kurz vor dem Plasma, um ein effizientes Einbringen des Analyten

in das Plasma zu gewahren (Abb. 13).
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Abb.13: Abbildung der beheizten GC-Transferline zu der Plasmafackel der PQ3.

Anschliel3end wurden die Analyten mit dem entsprechenden Programm am Rechner

ausgewertet. Die genauen Gerateangaben wie auch das verwendete GC-Temperatur

Programm sind in Tabelle 16 aufgelistet.

Tab. 16: Verwendete ICP-MS, GC-Saule und Programme.

Gaschromatographie:

Gaschromatograph

Kapillarsaule

Gasfluss

Temperaturprogramm

PerkinElmar GC Autosystem

Uberlingen

CP Sil5CB, 30 m x 0.32 mm x 1 Nm 100%
PDMS, Restek, Bad Homburg

2 ml/min He (6.0 Westfalen AG) mit 10% Xe
40C 2 min - 20T pro min - 220 € 1 min
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ICP-MS System

ICP-MS VG PlasmaQuad 3, Thermo Fisher, Dreieich

Transferline GC-ICP-MS Restek Silcosteel, 1/16” AD, 1 m,
Widerstandsheizung 5V, 5 A

Gasfluss Plasma 14.9 L/min, Aux 0.9 L/min, Neb 0.85
L/min (extern); 6 ml/min O, Zugabe

Heizung Nebulizergas 2 m Edelstahl 1/16" (Swagelok, Maintal) mit
Widerstandsheizung 11 V, 10 A

RF-Power 1200 W

Gemessene Isotope 19%Hg, 2PHg, *°?Hg, °C, **Xe

Programme PlasmaQuad SoftwarePaket

Origin 7.5, OriginLab Corporation, USA

2.5.4. Isotopenverdiinnungsmethode

Fur die Quantifizierung des gebildeten und akkumulierten Methylquecksilbers im
Wurmgewebe wurde die Isotopenverdinnungsmethode angewendet. Die
Isotopenverdiinnungsmethode gehort zu den zuverldssigsten und genauesten
Methoden der Spurenanalyse, da bei dieser hohe Richtigkeit erzielt werden kann
(Heumann, 1990; Heumann et al., 1994; de Bievre, 1997). Allerdings sind dafur
einige Grundvoraussetzungen zu beachten. So muss das zu analysierende Element
mindestens zwei stabile oder quasistabile Isotope besitzen. Aus diesem Grund
kbnnen keine monoisotopische Elemente analysiert werden. Weiterhin muss das
jeweilige Isotop oder im Falle von organischen Verbindungen wie in dieser Arbeit, die
jeweilige organische Verbindung als angereichertes Isotop zur Verfiigung stehen.
Das Hauptproblem dabei ist, dass nur wenige Labore sich darauf spezialisiert haben,
diese angereicherten Isotopenverbindungen herzustellen und auch verifiziert sind.
Beim Beispiel von Methylquecksilber ist nicht alleine die Bestimmung des MeHg"
Gehalts mit dieser Methode vereinfacht, sondern erméglicht es auch Methylierungs-
und Demethylierungsprozesse nachzuvollziehen (Hintelmann und Evans, 1997).
Quecksilber besitzt sieben stabile Isotope, die in Tabelle 17 dargestellt sind. Es kann

aus diesem Grund auch fir die Isotopenverdinnungsmethode verwendet werden.
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Auch das organische Methylquecksilber ist als ein angereicherter Isotopenstandard

kauflich.

Tab. 17: Naturliches Isotopenmuster von Quecksilber.

Massenzahl naturliche Haufigkeit [%0]
196 0,15

198 9,97

199 16,87

200 23,10

201 13,18

202 29,86

204 6,87

Das Prinzip der Isotopenverdiinnungsanalyse beruht darauf, dass zu einer exakt

eingewogenen Probe, die meistens eine natirliche Isotopenzusammensetzung des

gesuchten Elements besitzt, auch eine exakt eingewogene Menge eines Indikators

(angereichertes Isotop) mit einer nicht natirlichen Isotopenzusammensetzung und

bekannter Konzentration zugegeben wird.

Hg ZOOhPD\IP_l_ZOOhID\II

ZOOhP 202hP.
) .

200h| 202h|.
) .

Np:
N,

Hg T 202 hp [NP + 202hI |:|\|,

Haufigkeiten der Isotope 200Hg und 202Hg in der Probe [%]
Haufigkeit der Isotope 200Hg und 202Hg im Indikator [%]
Zahl der Quecksilberatome in der Probe

Zahl der Quecksilberatome im Indikator
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Durch das Auflésen der Gleichung nach der Anzahl an Hg-Atomen in der Probe Np

erhalt man:

N -RE
V=N o

Die beiden GrofRen hp und h, kdnnen durch die Isotopenverhéltnismessungen der
Probe und des Indikators ermittelt werden. Die Anzahl, der bei der
Isotopenverdinnung zugegeben Indikatoratome kann mit folgender Gleichung

berechnet werden.

E: Einwaage Indikator [g]
G Indikatorgehalt [Atome/g]

Aus diesen Gleichungen erhadlt man fir die Menge mHg des analysierten

Quecksilbers:

200 202
m,=Nem, =g G Mt N -RON
Hg N Hg I I N RDzozh _ 2ooh
A A P P
Mg : Menge an Quecksilber [g]
Mhg : Molmasse Quecksilber [g/Atome]
Na : Avogadrokonstante [Atome/mol]
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Den Gehalt an Quecksilber (GP) in der Probe erhalt man dann nach Substraktion des

Blindwertes und Divison durch die eingewogene Probenmenge (EP):

m, - B
GP -
E
P
Gp: Gehalt der Probe [g/g]
B: Blindwert
Ep: Einwaage der Probe [g]

Die Tatsache, dass bei der Isotopenverdiinnung nur Verhaltnisse bestimmt werden,
bietet den Vorteil, dass z.B. keine externe Kalibration notwendig ist. Auch spielen
Verluste durch Matrixeffekte oder durch die angewendeten Extraktionsmethoden
keine Rolle bei der Quantifizierung, da nicht der Gehalt, sondern das
Isotopenverhaltnis gemessen wird. Aus diesem Grund wurde diese
Quantifizierungsmethode zur Bestimmung des Methylquecksilbergehaltes im
Wurmgewebe ausgewahlt. Mit dieser Methode konnen die genauesten
Messergebnisse erreicht werden und die komplexe Matrix des Gewebes, und somit

Verluste durch die Extraktion, spielen keine Rolle.

2.5.5. Atomfluoreszenzspektroskopie

Eine andere Methode zum Nachweis von  Quecksilber ist die
Atomfluoreszenzspektroskopie, die in dieser Arbeit auch eingesetzt wurde. Bei dieser
Methode werden die Elektronen der Analytatome durch Photonen auf ein héheres
Energieniveau angehoben. AnschlieBend kann die emittierte Fluoreszenzstrahlung
detektiert werden, die beim Ubergang der angeregten Atome in ihren Grundzustand
bzw. auf ein energiearmeres Niveau entstehen. Diese Fluoreszenz kann fur die
Bestimmung genutzt werden, da die Intensitat proportional zur Anzahl der Atome ist
(Morita et al., 1995). Dabei ist es bei Quecksilber von grofiem Vorteil, dass die

notwendige Atomisierung relativ leicht erreichbar ist, da Quecksilber in seiner
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elementaren Form (Hg® schon bei Raumtemperatur einen einatomigen
Quecksilberdampf bildet. Dieser Dampf ist gegeniber dem Luftsauerstoff
ausreichend stabil und kann so mittels der AFS analysiert werden. Dabei kdnnen fir
die Bildung dieses Hg® Dampfes aus anorganischem Hg®>* unterschiedliche
Methoden verwendet werden. Eine Mdglichkeit ist die Reduktion mit
Natriumborhydrid  (NaBH;) oder mit  Zinn(ll)-Verbindungen.  Organische
Quecksilberverbindungen kénnen durch verschiedene Derivatisierungsreagenzien
wie z.B. Natriumtetraethyl- oder Natriumtetrapropylborat oder auch durch die
Grinardreaktion hergestellt werden. Die so entstandenen leichtflichtigen
Verbindungen konnen anschliel3end tber eine gaschromatographische Auftrennung
separiert werden und mittels einer Pyrolyse (Bloom, 1989) im Inertgasstrom in Hg°
Uberfihrt werden. Diese Methode wird auch als Kaltdampftechnik bezeichnet,
wohingegen bei anderen Elementen eine Flamme notwendig ist um deren
Atomisierung hervorzurufen.

Die Detektion erfolgt, indem der gebildete Hg’-Dampf durch eine
Durchflussmesszelle geleitet wird, die mit dem Licht einer Quecksilberdampflampe
(Wellenlange 254 nm) bestrahlt wird. Dabei wird das Fluoreszenzsignal senkrecht zu
der Einstrahlrichtung gemessen, um einen Einfluss von Nichtfluoreszenzlicht zu
minimieren. Fur die Quecksilberanalyse mit der Kaltdampftechnik ist die nicht
dispersive AFS vorzuziehen, bei der die Abtrennung von anderen Wellenlangen
direkt im Photomultiplier geschieht. Im Gegensatz zu dieser Methode, muss bei der
dispersiven AFS noch ein Monochromator eingesetzt werden.

Das Prinzip der Messung, beruht darauf, dass bei der Anregung von Hg® mit einer
Wellenlange von 254 nm ein 6s-Elektron unter Spinumkehr in ein 6p-Orbital
angehoben wird. Dies ist ein Ubergang von einem Singulett-Grundzustand (6*Sy) in

einen angeregten Triplettzustand (6°P»).

Anregung: Hg(6'Sg) + h * v (254 nm) > Hg(6%P,)

Bei dem Ubergang in den Grundzustand wird die Anregungsenergie dann in Form

einer Fluoreszenzstrahlung wieder abgegeben.

Fluoreszenz: Hg(6°P1) > Hg(6'So) + h * v (254 nm)
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Zu beachten ist, dass in Anwesenheit von Storstoffen der Ubergang von dem
angeregten Zustand in den Grundzustand auch strahlungslos stattfinden kann. Dabei
erfolgt die Abgabe der Energie durch das Anstof3en mit anderen Molekilen und
deren Anregung (Quenching). Dieses Quenching kann durch Gasmolekile wie z.B.
N2, CO, oder auch durch organische Molekile stattfinden (Nakahara et al., 1978).
Aus diesem Grund wird als Tragergas fur die GC-AFS das Edelgas Helium (He)
verwendet, mit dem das Quenching unterbunden wird. Die zwei mdglichen
Reaktionen durch das AnstoRen von anderen Molekilen und deren Anregung ist in

den folgenden Gleichungen aufgezeigt.
Einstufig:  Hg(6°P1) + Molekil > Hg(6'Sy) + Molekiilangeregt

Zweistufig:  Hg(6P;) + Molekill > Hg(6°Po) + Molekillangereg
H9(63Po) + Molekul => Hg(6lSO) + Molekllangeregt

Die Kaltdampfatomfluoreszenzspektroskopie ist aufgrund der Abtrennung der Matrix
und durch das Uberfilhren der Analysesubstanz in die Form von Hg? relativ frei von
Interferenzen, vor allem in Verbindung mit gaschromatographischen Methoden.
Aufgrund dieser Interferenzfreiheit, der quantitativen Atomisierung, der hohen
Fluoreszenzsausbeute bei der Anregung und auch der empfindlichen Detektion ist
sie besonders gut fur die Analyse von Quecksilberverbindungen geeignet. Dabei liegt
die Nachweisgrenze bei optimalen Bedingungen unter einem ppt (ng/kg) far

Quecksilber.

Die Methode zur Detektion von verschiedenen Quecksilberspezies mittels eines
Gaschromatograph-Atomfluoreszenzspektrometers wurde in dieser Arbeit fir das
Screening der verschiedenen Rein- und Mischbakterienkulturen verwendet. Daflr
wurde ein Gerét verwendet, welches schon in der Arbeit von Schedlbauer (1998) und
Limper (2006) verwendet wurde. Allerdings wurde die Apparatur modifiziert, indem
das Purge & Trap-System entfernt wurde und die Proben Uber eine Direktinjektion
mittels eines Splitlessinjektor in die GC eingespritzt wurden. Die Auftrennung wurde
mit einer identischen Kapillar-Saule wie in der Arbeit von Limper (2006) durchgefuhrt.
Eine schematische Darstellung des Aufbaus des verwendeten Gerates ist in
Abbildung 14 dargstellit.
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Pyrolyse
— VAN — AFS

Abb. 14: Schematische Darstellung der verwendeten GC-AFS zur Untersuchung von

Quecksilberverbindungen.

Von der extrahierten Probe, wie in 2.5.1 beschrieben, wurde 1 pl in den GC-Injektor
eingespritzt und in diesem bei 230 T in einen gasf 6rmigen Zustand Uberfihrt, um
eine Auftrennung Uber die Saule zu erreichen. Mittels eines GC-Temperatur-
Programms wurden dann die einzelnen Quecksilberspezies aufgetrennt und durch
einen Heliumstrom (Helium 4.6, Westfalen AG) in die Pyrolyseeinheit geleitet. Diese
bestand aus einem mit desilicanisierter Glaswolle gefiilltem Glasrohr, das durch eine
Nychrome-Wendel auf eine Temperatur von ca. 800 T erhitzt wurde. Durch diese
Pyrolyse wurden die verschiedenen Quecksilberspezies in Hg° tiberfithrt und durch
eine Kapillarverbindung in die AFS geleitet. Die Signale des Detektors wurden tber
ein Interface an den Rechner weitergeleitet und mit dem Programm Turbochrom 4.1
(PerkinElmer, Uberlingen) ausgewertet. Die erhalten Punkte von Zeit zu Signal
wurden anschlieend in ein Excel Dokument (Microsoft Office 2003, Microsoft)
Uberfihrt und mit dem Programm Origin 7.5 (OriginLab Corporation, Northampton,
USA) bearbeitet. In der Tabelle 18 sind die einzelnen Geréatetypen und die
verwendete Saule wiedergegeben wund das mittels Quecksilberstandards

ausgearbeitete GC-Temperatur Programm.
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Tab. 18: Verwendete AFS, GC-Saule und Programme.

Gaschromatographie:

Gaschromatograph Autosystem XL, PerkinElmer
Uberlingen

Kapillarsaule (5%Phenyl)-Methyl-Polysiloxan, Lange 15 m
ID. 0,53 mm, Schichtdicke 5 um, Supelco,
Pennsylvania, USA

Gasfluss 2 ml/min He (6.0 Westfalen AG)

Temperaturprogramm 40C 2 min - 20T pro min - 102 T 2 min
- 20C min - 130T 5 min

AFS-System:

Atomfluoreszenzdetektor

Interface

Programme

CVAFS 2, Brooks Rand Ltd.

Seattle, USA

PE Neson 900 Series Interface, PerkinElmer
Uberlingen

TurboChrom 4.1, PerkinElmer, Uberlingen
Origin 7.5, OriginLab Corporation, USA
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3 Ergebnisse

Das folgende Kapitel ist, wie auch die fur die Promotion durchgefiihrten
Arbeitsschritte in zwei Teile gegliedert. Im ersten wird auf die Ergebnisse
eingegangen, die mit den Wurmkulturen erhalten wurden. Dazu gehdren die
Optimierungsansatze der Wurmkulturen, die in mit Quecksilber versetztem
Bodenmaterial inkubiert wurden und die gemessene Methylquecksilberkonzentration
im praparierten Wurmgewebe. Dabei wurde zwischen den Wurmansatzen
unterschieden, die im sterilen und im unsterilen Bodenmaterial inkubiert wurden. Im
zweiten Teil wird auf die Ergebnisse der Isolierung und Identifikation einiger im
Wurmdarm vorkommender Mikroorganismen eingegangen. Weiterhin werden
Versuchsergebnisse tber Mikroorganismen dargestellt, die womdglich befahigt sind

Quecksilber zu methylieren,

3.1. Wurmversuche

3.1.1. Optimierung der Kulturbedingungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Wirmer mussten zuerst in eine Kultur Gberfuhrt
werden, die auch durch wechselnde &ufRere Bedingungen stabil bleibt. Erste
Versuchsansétze zeigten allerdings eine Sterblichkeit von nahezu 100%. Diese
Ansatze wurden mit dem identischen Bodenmaterial durchgeftihrt, indem auch die
Wirmer angezogen wurden, allerdings wurden sie fur die Inkubation mit Quecksilber
in Einmachgefal3e tberfuhrt. Die Gefal3e wurden mit Frischhaltefolie Gberzogen und
enthielten Luftlécher, durch die auch das benétigte Wasser zugegeben wurde, um
ein feuchtes Milieu aufrechtzuerhalten. Aus diesem Grund musste die Methode zur
Inkubation in quecksilbergespikten Bodenmaterial Gberarbeitet werden. Dazu wurden
zuerst  Untersuchungen  durchgefihrt, um  herauszufinden, in  welchen
VersuchsgefaRen die Wuirmer lange uUberleben konnten. Die Methode, das
Bodenmaterial in Kiristallisierschalen zu geben und die Wuiurmer in diesen zu
inkubieren, ergab eine Sterblichkeitsrate von nur noch 7 - 10%. Essentiell fir das
Uberleben der Wirmer war die Zugabe von Wasser alle zwei Tage. Dafiir wurde

demin. Wasser verwendet, in dem mittels LC-ICP-MS Analyse kein Quecksilber
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nachgewiesen werden konnte. Zu Beginn der Versuchsansatze erfolgte die
Inkubation in dem mit Quecksilber versetzten Bodenmaterial fir 14 Tage. Hier konnte
keine bis nur eine geringe Sterblichkeit der Wirmer nachgewiesen werden. In
einigen Ansatzen konnten sogar Jungstadien der Wiurmer gefunden werden. In
folgenden Ansatzen, die mit sterilem Bodenmaterial durchgefihrt wurden, lag
allerdings zu Beginn der Versuche die Sterblichkeitsrate nach 14 Tagen Inkubation
wieder nahezu bei 100%. Dabei ist zu erwahnen, dass es nicht darauf ankam ob
Quecksilber zu dem Ansatz gegeben wurde oder ob es der ,Blank” Ansatz war. In
allen Fallen konnte nach der Inkubationszeit von 14 Tagen kaum noch ein
Individuum wiedergefunden werden. Aus diesem Grund wurde ein Versuchsansatz
alle zwei Tage auf die noch lebende Anzahl an Wirmer untersucht. Dies ergab, dass
nach einer Inkubationszeit von 10 Tagen in dem sterilen Boden die Sterblichkeitsrate
der Wirmer unter 10% lag, allerdings nach 12 bis 14 Tagen wieder auf fast 100%
anstieg. Aus diesem Grund wurden die folgenden Versuche, die mit sterilem und
auch unsterilem Bodenmaterial durchgefuhrt wurden nur noch 10 Tage inkubiert,
damit zum Ende der Inkubation noch geniigend Wirmer zur weiteren Untersuchung
vorlagen. In Tabelle 19 kann die Sterblichkeitsrate der Wirmer in Abhangigkeit ihrer

Verweilzeit in der jeweiligen Bodenprobe entnommen werden.
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Tab. 19: Sterblichkeitsrate der Wirmer in Abhéngigkeit von sterilem und unsterilem

Bodenmaterial und der Inkubationszeit.

Quecksilber Bodenprobe | Bodenprobe | Inkubationzeit | Sterblichkeitsrate

Konzentration steril unsteril [d] [%]
[mg/kg]

0 (Blank) - + 14 7

N=6

0 (Blank) + - 14 90

N=6

0 (Blank) + - 10 12

N=6

0 (Blank) - + 10 10

N=6

4 + - 14 84

N=6

4 - + 14 12

N=6

4 + - 10 10

N=6

4 - + 10 9

N=6

N = Ansatze

3.1.2. Validierung der Extraktionsmethode

Die Extraktion des Wurmgewebes wurde mit der Chemikalie TMAH durchgefihrt.
Obwohl dies in vielen Publikationen (Poperechna und Heumann, 2005b; Harms und
Bunke, 2002) als die am besten geeignete Extraktionsmethode von Quecksilber aus
biologischen Proben bezeichnet wird, wurde sie auf ihre Einsetzbarkeit auch bei
Wurmgewebe Uberprift. Hierfur wurde das Referenzmaterial ERM-CE464, das aus
mit Methylquecksilber angereichertem Thunfischgewebe besteht, verwendet. Die

Extraktion erfolgte wie fir die Wurmproben in Kapitel 2.5.1 beschrieben. Zur
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Quantifizierung wurde die Isotopenverdinnungsmethode herangezogen. In Tabelle

20 sind die jeweiligen Ergebnisse der Messungen dargestellt.

Tab. 20: Gemessene Konzentration an Methylquecksilber des Referenzmaterials

ERM-CE464 mittels Isotopenverdiinnungsanalyse.

Thunfisch-| Thunfisch-| Thunfisch-

Mittelwert | Abweichung
probe 1 probe 2 probe 3

Gemessene
Konzentration an 5,46 5,44 5,32 541 + 0,07
Methylquecksilber [mg/kg]

Konzentration
Methylquecksilber im n.b. n.b. n.b. 5,5 +0,17
Referenzmaterial [mg/kg]

Die Messungen zeigen eine gute Ubereinstimmung mit dem Referenzmaterial. Die
relative Standardabweichung der ermittelten Konzentration lag bei 4%. Ein
besonderer Vorteil der Isotopenverdinnungsmethode ist, dass madgliche
Matrixeffekte, die einen Einfluss bei der Extraktion von Methylquecksilber aus dem
biologischen Material haben, keine Rolle spielen. Auch musste fir die Korrektur kein
interner Standard mitgefihrt werden, da dies die zugeflgte Isotopenspezies
Ubernimmt. Ein weiterer grof3er Vorteil ist, dass mit dieser Spezies spezifischen
Isotopenverdinnung ein Cochromatogramm aufgenommen wird und die gebildete
Quecksilberspezies somit einwandfrei als Methylquecksilber bestimmt werden kann.
Nach Validierung der TMAH-Extraktionsmethode fir Quecksilberspezies aus
organischem Referenzmaterial wurde diese auch fur das Wurmgewebe

Ubernommen.

3.1.3. Konzentrationsabhéangikeit

Fur die Untersuchungen der Methylquecksilberkonzentration in dem Gewebe von

Eisenia foetida, wurden die Wirmer in homogenisiertes Bodenmaterial Gberfuhrt, das
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mit jeweils héheren Konzentrationen an anorganischem Hg? versetzt wurde: 0, 1, 2,
4, 6 und 8 mg Quecksilber pro kg Boden. Die Inkubation erfolgte in unsterilem
Bodenmaterial fir 10 Tage. Nach den 10 Tagen wurden die Wiurmer entnommen und
wie in 2.3.3. beschrieben fir die Gewebeextraktion vorbereitet. Fir die Messung der
verschiedenen Quecksilberverbindungen wurden jeweils zwischen 15 bis 30 mg des
Wurmgewebehomogenisats wie in 2.5.1 beschrieben extrahiert und mittels der GC-
ICP-MS gemessen. Die Quantifizierung der gebildeten Methylquecksilber-
konzentration erfolgte mittels der Isotopenverdiinnungsmethode. Tabelle 21 zeigt die
jeweiligen gemessenen Werte in den Wurmgewebeproben, nach Inkubation der Tiere

in Bodenproben mit unterschiedlich hohen Hg?* Konzentrationen.

Tab. 21: Konzentrationen an Methylquecksilber im Gewebe von Wirmern nach

Inkubation in Bodenmaterial mit unterschiedlich hohen Konzentrationen an Hg*".

Probe | Gespikte Konzentration an| Konzentration an Methylquecksilber
Hg [mg/kg Boden] [ng/g] im Trockengewicht

1 0 N1=12
N=2 N2=14
2 1 N1=36
N=2 N2=42
3 2 N1=48
N=2 N2=35
4 4 N1=62
N=2 N2=60
5 6 N1=82
N=2 N2=80
6 8 N1=88
N=2 N2=84

N= Ansatz

Wie in der Tabelle 21 und der Abbildung 15 zu erkennen ist, steigt die Konzentration

an Methylquecksilber im Wurmgewebe bis zu einer Konzentration von 6 pg Hg?* pro
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g Bodenmaterial an. Nach der Erhéhung von 6 auf 8 pg/g Hg** ist kaum noch ein
Anstieg der Methylquecksilberkonzentration zu beobachten. Die so erhaltenen
Methylquecksilberkonzentrationen sind in der Abbildung 15 gegen die eingesetzte

Konzentration an anorganischem Hg?* aufgetragen.

90

80 2

70

60 2

50

A m Messung 1

40
= A A Messung 2

30

20

Methylquecksilber im Trockengewicht [ng/g]
| |

10

T T T T T T T
0 2 4 6 8

Konzentration an gespiktem Hg?" [mg/kg]

Abb. 15: Gemessene Konzentration an Methylquecksilber im Gewebe von Wirmern, die
in Bodenproben mit unterschiedlichen Konzentrationen an anorganischem Hg?* inkubiert

wurden.

Wie in der Abbildung 15 zu erkennen ist, zeigt ein Anstieg der Konzentration an
anorganischem Hg?* auch einen Anstieg der Methylquecksilberkonzentration im
Gewebe von Eisenia foetida. Die Kurve beschreibt einen den typischen Verlauf einer
Sattigungskurve und bei einer Konzentration von 6 mg Quecksilber auf 8 mg/kg geht
diese in die Substratsattigung Uber. Anhand dieser Ergebnisse wurde fir die
weiteren Versuche die Konzentration von 4 mg anorganischem Quecksilber
verwendet, um im mittleren Bereich der Sattigung zu liegen. In Abbildung 16 ist ein
Chromatogramm aufgetragen, das die verschiedenen Quecksilberspezies in

Abhangigkeit der anorganischen Hg?* Konzentration zeigt. Dabei sind nur die
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Konzentrationen 0, 1 und 4 mg/kg aufgetragen. Fir eine optimale Separation war es
erst notwendig, das fir die Trennung der Quecksilberspezies am besten geeignete
Temperaturprogramm zu bestimmen. Dies erfolgte zundchst mit Standards und
anschlieRend wurden mit dem so erhaltenen Programm die Proben aufgetrennt. Mit
diesem war es moglich Hg° und die nach der Propylierung entstandenen
Verbindungen Methylpropylquecksilber, Ethylpropylquecksilber und
Dipropylquecksilber optimal aufzutrennen. Fir alle weiteren Messungen mit der GC-

ICP-MS wurde dieses Programm verwendet.

2,0x10°
HoP" [ 1,8x10° o
— 16x10° L
- o
[ 1,4x10° NS
[ 1.2x10° %
MeHg’ - 5 O
EtHg+ _— 1,0x10 =)
f — 80x10" T
L 6,0x10° 2
n [}
¥ [ 40x10° E
0 L
Hg | [ 2 0x10°
[ 4 mg Hg?"
/ / 0 mg Hg**

7

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Time [min]

Abb. 16: Chromatogramm von Gewebeextrakten aus Wdurmern, welche in
Bodenproben mit 0, 1 und 4 mg Hg®* pro kg Bodenmaterial inkubiert wurden.
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3.1.4. Unsterile Ansatze

Fur die unsterilen Versuchsansatze wurde das Bodenmaterial eingewogen und mit
der entsprechenden Menge an anorganischem Hg?* versetzt. Die Inkubation der
Wirmer in dem Bodenmaterial erfolgte fur 10 Tage. Danach wurden die Wirmer
entnommen und wie in 2.3.3. beschrieben das Gewebe prapariert. Die Extraktion
erfolgte mit TMAH (siehe Material und Methode, 2.5.1) und die Quantifizierung mit
der Isotopenverdinnungsanalyse. In der Tabelle 22 sind die gemessenen
Methylquecksilberkonzentrationen im Gewebe von Wirmern aufgetragen, die in

Bodenmaterial inkubiert wurden, das nicht mit Hg?* gespikt wurde.

Tab. 22: Konzentration an Methylquecksilber im Gewebe von Wirmern nach

Inkubation im ungespikten unsterilem Bodenmaterial.

Konzentration an
Methylquecksilber relative
Wurmprobe . . Standard .
im Mittelwert . Standardabweichung
(6 Parallelen) abweichung
Trockengewebe [%]
[ng/g]
la 19,34
2a 15,95
3a 12,54 17,40 +3,57 16
4a 21,94
5a 16,35
6a 18,25

Die durchschnittliche Konzentration lag zwischen 12 - 21 ng pro g Trockengewicht
von Wurmgewebe bei einer relativen Standardabweichung von 16%. In der Tabelle
23 sind die Konzentrationen an Methylquecksilber im Gewebe von Wuirmern
eingetragen, die in Bodenmaterial inkubiert wurden, das mit Hg?* gespikt war. Bei
diesen Proben konnte eine drei bis dreieinhalb-fach hohere Konzentration an
Methylquecksilber gemessen werden als in den Versuchsansétzen ohne zugesetztes
Hg?*. Im Durchschnitt betrug die Konzentration an Methylquecksilber 62 ng/g
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Trockengewicht. Auch lag die relative Standardabweichung bei diesen Proben nur
bei 9% im Gegensatz zu den Proben ohne Zugabe von Quecksilber zu dem

Bodenmaterial.

Tab. 23: Konzentration an Methylquecksilber im Gewebe von Wirmern nach

Inkubation in mit 4 mg Hg®* gespiktem Bodenmaterial pro kg.

Konzentration
an
. relative
Wurmprobe | Methylqueksilber| Standard _
_ Mittelwert _ Standardabweichung
(6 Parallelen) im abweichung %]
0
Trockengewicht
[ng/g]
1b 65,32
2b 52,49
3b 68,93 62,37 15,77 9
4b 63,57
5b 61,52
6b 66,63

Nach dem Uberpriifen der Werte mit dem AusreiBertest von Dean und Dixon (1951)
wurden in der Bestimmung flr die unsterilen Proben ohne Quecksilberzugabe (Tab.
22) die Konzentrationen der Probe 3a und 4a als Ausreil3er identifiziert. Bei den
Konzentrationen mit Zugabe von Quecksilber zu dem Boden (Tab. 23) sind die
Proben 2b und 5b AusreiRer (p = 95%). Nach Entfernen dieser Werte und einer
neuen Berechnung der relativen Standardabweichung, betragt diese fur den
unsterilen ,Blank® Ansatz 9% und fur den unsterilen Quecksilber Ansatz 3%. In der
Abbildung 17 ist ein typisches Ergebnis-Chromatogramm dargestellt. Fir die
Separation der einzelnen Quecksilberspezies wurde das im Material und Methoden

Teil (2.5.3; Tab. 16) angegebene Temperaturprogramm verwendet.
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7x10*
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[——1°*Hg von Wurmgewebe 10 Tage inkubiert in Bodenmaterial mit Zugabe von 4 mg/kg Hg”*
[——1°*Hg von Wurmgewebe 10 Tage inkubiert in Bodenmaterial ohne Zugabe von Hg*"

Abb. 17. Chromatogramm von Gewebeextrakten aus Wirmern die sowohl in

ungespiktem als auch gespiktem unsterilem Bodenmaterial inkubiert wurden.

3.1.5. Sterile Ansatze

Um die Sterilitat zu gewahrleisten, wurden die eingewogenen Bodenansatze fir 1 h
bei 121 C autoklaviert und anschlieRend bei 30 T bebritet, um modgliche noch
lebende Keime oder Sporen wachsen zu lassen. Nach einem Tag wurden die Proben
erneut autoklaviert und wieder bebrutet. Dieser Vorgang wurde 3-mal wiederholt. Zur
Kontrolle wurde ein Bodenhomogenisat auf verschiedene Medienplatten aufgebracht
und ebenfalls bebriutet. Auf diesen Platten konnte keinerlei Wachstum beobachtet
werden. Anschliel3end wurde das Bodenmaterial mit einer sterilen Quecksilberlésung
gespikt und die entsprechende Anzahl an Wirmer dazugegeben. Nach einer

Inkubationszeit von 10 Tagen wurden die Wirmer entnommen und extrahiert.
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Tab. 24: Konzentration an Methylquecksilber im Wurmgewebe ohne Zugabe von

Quecksilber zum Bodenmaterial.

Konzentration an
Methylquecksilber relative
Wurmprobe _ _ Standard _
im Mittelwert _ Standardabweichung
(6 Parallelen) abweichung
Trockengewebe [%]
[ng/g]
1c 22,03
2c 16,92
3c 10,77
17,21 +4,05 23
4c 18,99
5c 17,33
6C 13,08

Die gemessene Konzentration an Methylquecksilber im Gewebe von Wirmern die in
nicht gespiktem Bodenmaterial und unter sterilen Bedingungen inkubiert wurden,
betrug zwischen 10 - 22 ng pro g Trockengewicht. Die relative Standardabweichung
liegt bei den Proben bei 23% (Tab. 24). In der Tabelle 25 sind die Konzentrationen
an Methylquecksilber im Wurmgewebe aus den Versuchsanséatzen mit zugesetztem
Hg** aufgelistet. Bei diesen Proben konnte eine zweieinhalb bis dreifach hohere
Konzentration an Methylquecksilber gemessen werden als in dem Wurmgewebe aus
den Bodenansatzen ohne Hg?". Im Durchschnitt betrug die Konzentration an
Methylquecksilber 52 ng/g  Trockengewicht. Auch lag die relative
Standardabweichung bei diesen Proben nur bei 9% im Gegensatz zu den Proben

ohne Zugabe von Quecksilber in das Bodenmaterial.
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Tab. 25: Konzentration an Methylquecksilber im Gewebe von Wirmern nach

Inkubation in mit Quecksilber versetztem Bodenmaterial.

Konzentration an
Methylquecksilber relative
Wurmprobe _ _ Standard .
im Mittelwert . Standardabweichung
(6 Parallelen) _ abweichung
Trockengewicht [%]
[ng/g]
1d 47,95
2d 58,55
3d 49,42
51,92 +4,96 9
4d 45,83
5d 55,62
6d 54,43

Wie bei den Wurmproben, die in unsterilem Bodenmaterial inkubiert wurden, wurden
auch hier die Werte mit dem Ausreil3ertest von Dixon und Dean (1951) kontrolliert.
Dabei zeigte sich, dass bei den Wurmproben ohne Zugabe von Quecksilber in den
Boden die Proben 1c und 3c Ausreil3er sind (Tab. 24). Bei den Konzentrationen mit
Quecksilberzugabe sind die Proben 2d und 4d (Tab. 25) Ausreil3er (p = 95%). Nach
Entfernen dieser Werte und neuer Berechnung der relativen Standardabweichung,
betragt diese fur den unsterilen ,Blank® Ansatz 14% und fir den unsterilen
Quecksilber Ansatz 7%. In der Abbildung 18 ist ein typisches Ergebnis-
Chromatogramm dargestellt. Fir die Separation der einzelnen Quecksilberspezies
wurde das im Material und Methoden Teil (2.5.3; Tab. 16) angegebene

Temperaturprogramm verwendet.
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[ 1*Hg von Wurmgewebe 10 Tage inkubiert in Bodenmaterial mit Zugabe von 4 mg/kg Hg**
[ 1°°Hg von Wurmgewebe 10 Tage inkubiert in Bodenmaterial ohne Zugae von Hg>"

Abb. 18: Chromatogramm von Gewebeextrakten aus Wiirmern die sowohl in

ungespiktem als auch mit Hg** gespiktem sterilem Bodenmaterial inkubiert wurden.

3.2.  Vergleich der unsterilen und sterilen Ansatzen

Die gemessenen Konzentrationen an Methylquecksilber im Wurmgewebe aus den
verschiedenen Versuchsansatzen wurden zum besseren Vergleich in den folgenden
Abbildungen in Form von Balkendiagrammen aufgetragen. Fur die jeweiligen
Messwerte wurden die entsprechenden Fehlerbalken in die Diagramme eingefugt. In
der Abbildung 19 ist die Konzentration an Methylquecksilber aus den einzelnen
Messungen aufgetragen mit allen Werten, auch den Ausreil3ern. Abbildung 20 zeigt
dagegen die Konzentration an Methylquecksilber mit den Werten, bei denen die

Ausreil3er entfernt wurden.
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B Wurmgewebe steril ohne Zugabe von Hg?* in das Bodenmaterial

O Wurmgewebe unsteril mit Zugabe von 4 mg Hg?* pro kg Bodenmaterial
O Wurmgewebe steril mit Zugabe von 4 mg Hg?* pro kg Bodenmaterial

Abb. 19: Gemessene Methylquecksilberkonzentration [ng/g] im Wurmgewebe aller

Versuchsansatze mit den Ausreil3ern und den entsprechenden Fehlerbalken.

(0]
(@)

65,98
T

~
o

o

51,92

a o
o
——

o

17,30 17,13

(Trockengewicht) [ng/g]
N 8 B

o
H

Methylquecksilber im Wurmgewebe
|_\
ot

o

BWurmgewebe unsteril ohne Zugabe von Hg?* in das Bodenmaterial
BWurmgewebe steril ohne Zugabe von Hg?* in das Bodenmaterial
OwWurmgewebe unsteril mit Zugabe von 4 mg Hg?* pro kg Bodenmaterial
OwWurmgewebe steril mit Zugabe von 4 mg Hg?+ pro kg Bodenmaterial

Abb. 20: Gemessene Methylquecksilberkonzentration [ng/g] im Wurmgewebe aller

Versuchsansétze ohne die Ausreil3er und mit den entsprechenden Fehlerbalken.
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3.3. Isolierung von Darmmikroorganismen

Fur die Isolierung der Bakterien wurde das Darmephitel des Wurms entnommen und
in sterilem Phosphatpuffer homogenisiert. Aus dieser Suspension wurden
anschlieRend die entsprechenden Kulturmedien beimpft und bebritet. Jeden Tag
wurde auf ein Wachstum kontrolliert und sobald dies zu beobachten war auf
entsprechende Agarplatten ausgespatelt. Fir die Gewinnung der Reinkulturen
wurden fraktionierte Ausstriche durchgefuhrt. Diese Prozedur wurde solange
wiederholt, bis Einzelkolonien erkennbar waren. Diese wurden anschliel3end wieder
in ein Flassigmedium Uberimpft und aus diesen Kulturen wurde mit den
beschriebenen Extraktions-Kits die DNA isoliert und fur die Sequenzierung
vorbereitet. Mit diesen mikrobiologischen und molekularbiologischen Methoden
konnte eine Vielzahl an verschiedenen aeroben wund fakultativ aeroben
Mikroorganismen aus dem Wurmdarm isoliert werden, die dann fur die
Screeningexperimente auf eine mogliche Methylquecksilber Bildung Uberprift
wurden. Die ermittelten 16S rDNA Sequenzen der Isolate sind im Anhang aufgefuhrt.
Diese Sequenzen wurden dann mit dem Programm GenDoc uberpruft und mittels der
Datenbank von NCBI und des Ribosomal Database Projekt identifiziert.
Anschlie3end konnten die Sequenzen der so identifizierten Mikroorganismen in das
Programm Clustal X Ubertragen und ein Stammbaum erstellt werden (Abb. 21). In
der Tabelle 26 sind die sowohl isolierten Kulturen wie auch die jeweiligen Klone, die
in dem Darm von Eisenia foetida nachgewiesen werden konnten, aufgetragen. Die
isolierten Kulturen sind mit der Abkirzung EFR und die Klone mit EFK abgekuirzt.

Anhand dieser Daten wurde der Stammbaum erstellt.
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Tab. 26: Isolierte Reinkulturen und Klone aus dem Darmtrakt von Eisenia fotida.

Medium Bezeichnung 16S rDNA-Identifizierung Bp [%]
Bacillus EFR1 Brevibacillus brevis 431/433 (99)
Bacillus EFR2 Bacillus licheniformis 448/450 (99)
Bacillus EFR3 Lysinibacillus fusifromis 481/483 (99)
Bacillus EFR4 Lysobacter sp. 453/455 (99)
Bacillus EFR5 Pseudomonas alcaligenes 479/481 (99)
Bacillus EFR6 Bacillus subtilis 448/449 (99)
Bacillus EFR7 Lysinibacillus sp. 473/473 (100)
Bacillus EFRS8 Pseudomonas sp. 483/485 (99)
Bacillus EFR9 Lysinibacillus sphaericus 451/452 (99)
Desulfovibrio EFK1 Enterobacter sp. 471/472 (99)
Desulfovibrio EFK2 Pseudomonas sp. 2 446/456 (97)
Desulfovibrio EFK3 Pantoea agglomerans 918/921 (99)
Desulfovibrio EFK4 Pseudomonas jinjuensis 496/501 (98)
Desulfovibrio EFK5 Enterobacter asburiae 814/815 (99)
Desulfovibrio EFK6 Pseudomonas sp. 6 491/491 (100)
Desulfovibrio EFK7 Enterobacter cancerogenus 486/488 (99)
Desulfovibrio EFK8 Shewanella putrefaciens 495/499 (99)
Desulfovibrio EFK9 Shewanella sp. 1 475/479 (99)
Desulfovibrio EFK10 Shewanella sp. 2 500/505 (99)
Glycerin-Boden EFR10 Sinorhizobium sp. 478/478 (100)
Glycerin-Boden EFR11 Rhizobium sp. 499/503 (99)
Glycerin-Boden EFR12 Pseudomonas sp. 4 499/508 (98)
Hefeextrakt EFR13 Microbacterium resistens 479/484 (99)
Hefextrakt EFR14 Paracoccus sp. 502/505 (99)
Hefextrakt EFR15 Bacillus cereus 418/420 (99)
Hefextrakt EFR16 Pseudomonas putida 483/484 (99)
Hefextrakt EFR17 Bacillus pumilus 480/841 (99)
Plate-Count EFR18 Pseudomonas sp. 472/472 (100)
Plate-Count EFR19 Microbacterium thalassium 434/435 (99)
Plate-Count EFR20 Flavobacterium denitrificans 465/466 (99)
Plate-Count EFR21 Bacillus thuringiensis 481/484 (99)
Rizobium EFR22 Pseudomonas fluorescens 455/455 (100)
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3.4. Screening auf quecksilbermethylierende Bakterien

Fur die ersten Screeningexperimente wurden die isolierten Reinkulturen in den
entsprechenden Medien inkubiert und anorganisches Quecksilber zugegeben. Dabei
wurde jeweils 1 pg Quecksilber auf 1 g Medium zugegeben. Um eine mogliche
photochemische Methylierung von Quecksilber zu unterbinden, wurden die Proben in
Aluminiumfolie gewickelt und in den Brutraum gestellt. Nach 7 Tagen Inkubation
wurde die Kultur mit TMAH wie in 2.5.1. beschreiben extrahiert und mittels der GC-

AFS gemessen.

3.4.1. Screeningergebnisse mit Reinkulturen

Bei den isolierten aeroben Reinkulturen war es nicht moglich, einen potentiellen
Methylierer zu finden. In keiner Reinkultur konnte nach der siebentagigen Inkubation,
in einem Medium mit Zugabe von anorganischem Hg** Methylquecksilber
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde ein anderer Weg zum Uberpriifen

auf mogliche Quecksilbermethylierer durchgefihrt (siehe 3.4.2.).

3.4.2. Screeningversuche von Mischkulturen

Fur die weiteren Untersuchungen von Mikroorganismen, die in der Lage waren,
Quecksilber zu methylieren wurden Mischkulturen direkt aus dem Darm von Eisenia
foetida angereichert. Dafir wurde die Praparation des Darmepithels direkt im
Anaerobenzelt unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Das entnommene
Darmephitel wurde in das entsprechende anaerobe Medium Ubertragen und eine
Konzentration von 1 pg/g anorganisches Quecksilber zugefigt. Nach siebentagiger
Inkubation wurden die Kulturen auf ein Wachstum Uberprift und anschlieZend mit
TMAH extrahiert (siehe 2.5.1.). Allerdings konnte mit dieser Methode
Methylquecksilber nur nahe dem Detektionslimit der AFS nachgewiesen werden. Um
zu kontrollieren, ob moéglicherweise gebildetes Sulfid das Quecksilber gebunden
hatte, wurde ein Versuch durchgefihrt, bei dem das Medium mit den Organismen

abzentrifugiert und einmal der Uberstand und einmal der Niederschlag zusammen
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mit den Bakterien extrahiert wurde. In den Abbildungen 22 und 23 sind die beiden

Chromatogramme des Versuches wiedergegeben.
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Abb. 22: Chromatogramm der Quecksilberspezies im Sulfidniederschlag einer

Mischkultur nach Extraktion mit TMAH (nach sieben tagiger Inkubation).
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Abb. 23: Chromatogramm der Quecksilberspezies im Medium (DSMZ 63) Uberstand
einer Mischkultur nach Extraktion mit TMAH (nach sieben tagiger Inkubation).
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Aus der Abbildungen 22 ist zu erkennen, dass der mengenmalRig grofite Anteil der
Quecksilberspezies als Sulfid im Niederschlag vorlag. Da mit der TMAH-Prozedur
eine Auflésung des Niederschlages nicht mdglich war, musste eine andere Methode
zur Extraktion der Quecksilberspezies aus den kultivierten Mischkulturen
angewendet werden. Diese Methode war die von Yang et al. (2009) beschriebene
Extraktion mit methanolischer Kaliumhydroxidlésung und Zugabe von
Kupersulfat/Natriumoxalat zu dem Derivatisierungsreagenz. In den Abbildungen 24
und 25 sind Probelaufe mit dieser Extraktionsmethode mit und ohne Zugabe des
Maskierungsreagenzes Kupfersulfat und Natriumoxalat dargestellt. Durch den
Uberschuss an Kupfer wird die gebundene Quecksilberspezies von dem Sulfid
verdrangt. Das Natriumoxalat dient in dieser Reaktion als ein Katalysator. Dabei ist
zu erkennen, dass ohne die Zugabe von dem Reagenz kein Methylquecksilber in der

Probe nachzuweisen war (Abb. 24).
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‘ —— Kultur mit 1 mg/kg Hg”" inkubiert ohne Zugabe von Kupfersulfat und Natriumoxalat ‘

Abb. 24: Chromatogramm des Extraktes von einer Bakterienmischkultur aus dem
Wurmdarm nach sieben téatiger Inkubation in quecksilberhaltigem Medium ohne die

Zugabe von Kupfersulfat und Natriumoxalat zu dem Derivatisierungsreagenz.
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In der Abbildung 25 ist die gleiche Probenextraktion in die GC-AFS injiziert worden,
allerdings mit dem Unterschied, dass zu der Derivatisierung mit
Natriumtetrapropylborat noch das Maskierungsreagenz zugegeben wurde. Es ist zu
erkennen, dass durch dessen Zugabe Methylquecksilber in der Probe nachweisbar

war,

8x10*
+
Hg?
7x10* A
6x10*
X
>
=
5x10* 1
+
MeHg
4
4x10% 1 Hgo L
3x10* T T T T T T T T T T T T T 1
-2 0 2 4 6 8 10 12
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Abb. 25: Chromatogramm eines Extraktes von einer Bakterienmischkultur aus dem
Wurmdarm nach sieben tatiger Inkubation in quecksilberhaltigem Medium (1 mg Hg
pro kg Medium) mit Zugabe von Kupfersulfat und Natriumoxalat zu dem

Derivatisierungsreagenz.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse, dass nicht durch eine abiotische Reaktion des
Kupfersulfat/Natriumoxalatreagenz mit  dem anorganischen Quecksilber
Methylquecksilber gebildet wurde, war es notwendig weitere Versuche mit dieser
Methode durchzufiihren. Dafir wurde ein Hg**-Standard genauso wie die
Probenmatrix mit der methanolischen Kaliumhydroxidlésung behandelt und
anschlieend zur Derivatisierung das Kupfersulfat/Natriumoxalatreagenz zugegeben.
Nach der Injektion in die GC-AFS konnte kein Methylquecksilber in dieser Probe
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund konnte eine abiotische Methylierung des
Quecksilbers ausgeschlossen werden und die Extraktionsmethode fir die weiteren

Anséatze verwendet werden.
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Aufgrund einiger Anderungen im Detektionssystem, wie einer neuen GC-Saule und
Verkirzen der Transferline hatte sich fur die folgenden Messungen die Retentionszeit
der einzelnen Quecksilberverbindugen veréndert. Aus diesem Grund mussten die
Retentionszeiten anhand von Standards neu ermittelt werden. Die
Quecksilberverbindungen zeigten nach den Veranderungen eine stark verklrzte
Rententionszeit: So war z.B. Methylquecksilber nicht mehr bei 3,8 min zu detektieren
sondern bei 0,8 min. Ahnlich verhielt es sich auch bei Hg®*, das bei der alten
Einstellung nach etwa 5,9 min und bei der neuen bei 3,2 min detektiert wurde. Die

nachfolgenden Messungen wurden dann alle mit diesen neuen Retentionszeiten

definiert.
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. 2x10°
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Zeit [min]

[ 1Bakterienmischkultur mit Zugabe von 1 mg/kg Hg*"
[ 1Bakterienmischkultur ohne Zugabe von Hg*"

Abb. 26: Chromatogramm des Extraktes aus einer Bakterienmischkultur mit und

ohne Zugabe von Hg*".

Zur Quantifizierung der Methylquecksilberkonzentration in der Mischkultur wurde eine
externe Kalibration mit der GC-AFS unter den gleichen Bedingungen und auch am

selben Tag durchgefuhrt, damit mogliche Schwankungen sowohl fiir die Kalibration
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als auch die Probenmessung zutrifft. In der Abbildung 27 ist die nach der Messung
der einzelnen Standards erstellte Kalibrationskurve mit der entsprechenden linearen
Regression aufgetragen. Aus der so ermittelten Formel fur die Geradengleichung
konnte die Konzentration von Methylquecksilber in den jeweiligen Proben bestimmt
werden. Die so berechneten Werte sind in der Tabelle 27 zusammen mit den
Zellzahlen in den einzelnen Mischkulturen aufgetragen. Die Zellzahl Bestimmung
wurde an demselben Tag vorgenommen, an dem auch die Extraktion der
Quecksilberspezies aus den Proben erfolgte. Daflr wurden die Zellen mit der einer

Zahlkammer ausgezahlt und der Titer der Zellen berechnet.

Externe Kalibration zur Bestimmung der Methylquecksilberkonzentration
in den Bakterienkulturen
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Abb. 27: Kalibrationskurve der gemessenen Quecksilberstandards fur die
Quantifizierung von Methylquecksilber in den Bakterienmischkulturen.
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Tab. 27: Konzentration an Methylquecksilber in den Mischkulturen und der jeweilige

Titer in den Kulturen.

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz3

Zellzahl/ml 3,66*10° | 9,86*10° | 9,42*10°
Methylquecksilberkonzentration [ng in
19 53 56
5 ml]
Methylquecksilberkonzentration [ng/
3,87 10,57 11,13

ml]

3.4.3. Identifizierung der Bakterien in der Mischkultur

Zur ldentifizierung der in der Mischkultur enthaltenen Mikroorganismen, wurde die
DNA mittels eines Quiagen Kits wie in 2.4.3. beschrieben extrahiert. Dann wurde mit
dem Touchdown-PCR-Programm, das in der Tabelle 12 beschrieben ist, amplifiziert
und anschlieend auf ein 30 - 70%iges DGGE Gel aufgetragen. Nach erfolgter
Elektrophorese wurde das Gel in einem 1xXTAE-Puffer, der mit Ethidiumbromid
versetzt war fur eine halbe Stunde gefarbt und nach dem Entnehmen kurz mit
frischem TAE Puffer gewaschen. Das Gel wurde dann auf die
Geldokumentationeinheit (BioVison CN 3000, Vilber-Lourmat, Eberhardzell) gelegt
und fotografiert. In der Abbildung 28 ist nur die Spur dargestellt, in der die aus der

Mischkultur enthaltene DNA aufgetragen wurde.
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a = Enterobacter asburiae EFK5

b = Enterobacter spec EFK1

¢ = Pantoea agglomerans EFK3

Abb. 28: DGGE der 16S rDNA Amplifikate aus einer Bakterienmischkultur die eine

Methylierung von Quecksilber aufwies.

Dabei sind drei Banden gut und einige weitere Banden schwach zu erkennen.
Allerdings konnten bei dem Ausschneiden auf dem UV Tisch, aufgrund des schnellen
Verblassens des Ethidiumbromids nur noch die ausgeprdgten Banden
ausgeschnitten werden. Diese drei Banden, die ausgeschnitten und anschliel3end
eluiert wurden sind in der Abbildung 28 mit a, b, ¢ markiert. Fur die Elution der DNA
aus dem Gel wurden diese Gelstiicke Uber Nacht bei 4 T im Kihlschrank mit 100 pl
PCR Wasser inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde mit dem Eluat eine weitere
Touchdown PCR (Tab. 12) durchgefuhrt um die gewonnenen DNA zu vervielfaltigen.
Das PCR-Produkt wurde anschlieRend mit dem Quiagen Purification Kit gereinigt und
zur Sequenzierung zu MWG-Eurofin geschickt. Der Abgleich der erhaltenen 16S
rDNA Sequenzen mit der Datenbank von NCBI und RDP ergab die beste
Ubereinstimmung mit folgenden drei Bakterien:
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a =2 NCBI: zu 99% Enterobacter asburiae
nahster Verwandter laut NCBI = Enterobacter asburiae Stamm J2S4

Bezeichnung des gefundenen Stammes: Enterobacter asburiae EFK5

b - NCBI: zu 99% Enterobacter spec
nahster Verwandter laut NCBI - Enterobacter spec Stamm FN302

Bezeichnung des gefundenen Stammes: Enterobacter spec EFK1

¢ 2 NCBI: zu 99% Pantoea agglomerans
nahster Verwandter laut NCBI - Pantoea agglomerans Stamm XW112

Bezeichnung des gefundenen Stammes: Pantoea agglomerans EFK3
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4. Diskussion

Ziel der Arbeit war es, die mikrobielle Methylierung von Quecksilber im Darm und die
Akkumulation im Gewebe des Invertebraten Eisenia foetida nachzuweisen. Dafur war
es zunachst notwendig, eine geeignete Extraktionsmethode zu finden, die ein
Maximum des gebildeten Methylquecksilbers aus der biologischen Matrix l6st. Auch
die verwendete analytische Methode zur Detektion des gebildeten
Methylquecksilbers musste so abgestimmt werden, dass mdgliche Matrixeffekte zu
vernachlassigen waren. Aus diesem Grund wurde auf die
Isotopenverdinnungsmethode zurtickgegriffen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war
die Isolierung und Identifikation der bei der Methylierung von Quecksilber beteiligten
Mikroorganismen aus dem Darmtrakt von Eisenia foetida. Dazu musste ein mdglichst
breites Spektrum an Kulturmedien verwendet werden, um eine Vielzahl von
unterschiedlichen Mikroorganismen  zu erhalten. Diese  wurden mit
molekularbiologischen Methoden identifiziert und anschlieBend auf eine mégliche
Methylierung von Quecksilber untersucht. Dazu wurde dem Kulturmedium eine
definierte Menge an anorganischem Hg* zugefigt und auf Bildung von
Methylquecksilber untersucht.

4.1. Kultivierungsoptimierung von Eisenia foetida

Zu Beginn der Arbeit war es notwendig, eine Kultur des Modellorganismus Eisenia
foetida anzulegen. Dabei konnte durch Vorversuche gezeigt werden, dass sich
dieser Organismus fir die Studie besonders gut eignet. Eisenia foetida ist ein haufig
verwendeter Modellorganismus in der Biologie. Dies liegt besonders an der
einfachen Handhabung, der hohen Reproduktion des Wurms (Domiguez et al., 2003)
und den Fitterungseigenschaften (Edwards und Fletcher, 1988). Von besonderer
Bedeutung ist auch das Anlegen einer ,Stammkultur®, damit die Ergebnisse der
Versuche auch vergleichbar sind. In der Arbeit von Lowe und Butt (2007) konnte
gezeigt werden, dass eine Kultur von Eisenia foetida nur geeignet ist, wenn diese
sich an die zu untersuchenden Umweltbedingungen angepasst hat. Damit ist
gemeint, dass sich der Modelorganismus schon einige Zeit in dem entsprechenden

Bodenmaterial befinden soll, wenn die Ergebnisse vergleichbar sein sollen. Haufig
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werden in Versuchen Freilandkulturen oder gekaufte Wirmer direkt in den
Modelboden zugegeben. Allerdings ist in diesen Fallen die Sterblichkeitsrate
besonders hoch und die Reproduktionsrate niedrig. Aus diesem Grund war es
notwendig, eine Wurmkultur anzulegen, die in dem identischen Bodenmaterial
angezogen wurde, in dem anschlieiend auch die Versuche durchgefihrt wurden.
Allerdings war zu Beginn der Versuche die Sterblichkeitsrate der Wirmer in den
Versuchen besonders hoch und lag bei beinahe 100%. Um dies zu unterbinden
musste der Ansatz veradndert werden und unterschiedliche Modelle wurden
untersucht. Als besonders geeignet erwies sich die Variante, bei der in eine
Kristallisierschale das Bodenmaterial und die Wurmer direkt zu diesem Ansatz
zugegeben wurden. Der Boden wurde zuvor durch ein 2 mm Sieb ausgesiebt, um ein
homogenes Material zu erhalten. Nach Einbringen des Bodenmaterials in die
Schalen wurde zu den jeweiligen Ansatzen 200 ml MilliQ-Wasser pro 700 g Boden
mit und ohne Quecksilber zugegeben. Dies war die beste Methode, um eine
maoglichst gleichmaRige Verteilung der Quecksilberldsung im Bodenansatz zu
erreichen. AnschlieBend wurden die Wirmer dem Ansatz dazugegeben und fur die
entsprechende Zeit inkubiert. Zu Beginn zeigten allerdings auch diese
Versuchsvarianten eine noch relativ hohe Sterblichkeit der Wirmer (ca. 40%), wobei
es egal, war ob es sich um einen Ansatz mit oder ohne Quecksilber handelte. Aus
diesem Grund war es erneut notwendig, den Inkubationsansatz weiter zu verfeinern.
Eine Malinahme, die eine entscheidende Verringerung der Sterblichkeitsrate
hervorrief, war, dass der Boden alle zwei Tage mit einer ausreichenden Menge an
Wasser benetzt wurde. Dies gewahrleistete eine ausreichende Sauerstoffversorgung
der Wirmer, die eine feuchte AufRenhaut benétigen, um eine Sauerstoffaufnahme
mittels Diffusion durchfuhren zu kdnnen. Mit diesen Modifikationen konnte die
Sterblichkeitsrate von anfangs fast 100% bei den ersten Versuchen, auf ca. 7 - 10%
gesenkt werden (siehe Ergebnisse Tab. 19). Beyer et al. (1985) untersuchten in ihrer
Studie wie sich anorganisches und auch organisches Quecksilber auf die
Regeneration von Eisenia foetida auswirkte. Dabei konnten sie eine
Sterblichkeitsrate von bis zu 21% bei Eisenia foetida nachweisen, wenn diese in
Bodenmaterial inkubiert wurden, welches mit 5 mg/kg Methylquecksilber versetzt
war. Bei Konzentration von 25 und 125 mg/kg Methylquecksilber betrug die
Sterblichkeitsrate nach 12 Wochen Inkubation 100%. Auch auf die Regenration von

Wurmsegmenten hatte die Methylquecksilberkonzentration einen Einfluss. Dabei
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konnte gezeigt werden, dass bei Wirmern, die an dem 50. und 51. Segment
abgeschnitten wurden, eine 100% Regenration stattfand, wenn diese in den
Kontrollproben und dem Bodenmaterial mit 1 mg/kg Methylquecksilber inkubiert
wurden. In dem Boden mit 5 mg Methylquecksilber pro kg Boden zeigten nur noch
29% der Wurmer eine Regeneration der Segmente. Abassi und Soni (1983)
untersuchten die Sterblichkeitsrate von Octochaetus pattoni nach Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen an anorganischem Quecksilber zu dem
Versuchsboden. Bei diesem Modelorganismus konnte ein LCso von 2,39 mg/kg
anorganischem Quecksilber nach 10 Tagen Inkubation bestimmt werden. Bei dem in
dieser Arbeit verwendeten Modellorganismus konnte keine erhéhte Sterblichkeitsrate
bei 4 mg/kg anorganischem Quecksilber nachgewiesen werden. Selbst bei héheren
Konzentrationen, wie z.B. 8 mg/kg war die Sterblichkeit der Wirmer gegentber dem
Kontrollversuch nicht signifikant héher. Ausschlaggebender flir die Sterblichkeit der
Wurmer war eher der Umstand, ob die Versuchsbedingungen unter sterilen oder
unsterilen Bedingungen durchgefihrt wurden. Bei den sterilen Bodenansétzen betrug
die Sterblichkeitsrate der Wirmer nach 14 Tagen 100%. Diese Tatsache deutet eher
darauf hin, dass es fir Eisenia foetida notwendig, ist sich in einem Boden mit
lebenden Mikroorganismen zu befinden, um die eigene Darmflora aufrecht zu
erhalten, damit eine intakte Futteraufnahme und Verwertung stattfinden kann.
Edwards und Fletcher (1988) zeigten die Notwendigkeit von verschiedenen
Bakterien, Pilzen, Protozoen und auch Algen fir Regenwirmer, um eine
funktionstiichtige Nahrungsverwertung aufrecht zu erhalten. Dabei muss aber
allerdings auch zwischen den verschiedenen Gattungen unterschieden werden.
Wahrend z. B. Lumbricus terrestris hauptsachlich intaktes organisches Material
verwertet, kann Eisenia foetida vor allem organisches Material verwerten, welches
schon in einem Zustand der Zersetzung ist. Viele Studien beschaftigten sich mit der
Zugabe einer speziellen Mikroflora zu dem Bodenmaterial um deren Einfluss auf das
Wachstum und die Reproduktion von Eisenia foetida zu untersuchen (Flack und
Hartenstein, 1984; Hand et al., 1988; Neuhauser et al., 1980). Allerdings wurde bei
keinen der Experimente auch eine sterile Variante mitgeftuihrt (Edwards und Fletcher,
1988). In dieser Arbeit wurde dagegen ein steriler Bodenansatz verwendet, um den
Einfluss der Bodenflora auf die Methylierung von Quecksilber zu untersuchen. Dies
wurde gemacht, um eine Aussage treffen zu kdnnen, ob die im Boden

vorkommenden Mikroorganismen an der Methylierung beteiligt sind oder
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hauptséachlich die Darmflora des Wurms. Dabei konnte, wie schon vorher erwahnt,
gezeigt werden, dass durch das Verwenden von sterilem Bodenmaterial die
Sterblichkeitsrate von Eisenia foetida innerhalb von 14 Tagen auf fast 100% stieg.

4.2. Methylquecksilber in Eisenia foetida

Nach Bewaltigung der Optimirung der Kultur wurden die jeweiligen Proben des
Bodenmaterials mit unterschiedlichen Konzentrationen an anorganischem Hg?
versetzt und die Wirmer in dieses gesetzt. Dieser experimentelle Ansatz sollte zu
einem optimalen Verhaltnis von Sterblichkeitsrate zu, wenn gebildet,
Methylquecksilber im Gewebe fihren. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden dann
Untersuchungen durchgefiihrt, um die  Methylquecksilberkonzentration in
Gewebeproben zu quantifizieren. Daflr wurden sowohl Wirmern aus ungespikten
und mit 4 mg Hg®" pro kg Bodenmaterial gespikten Ansatzen verwendet. Dabei
wurden unsterile und sterile Versuchsansatze gegenuber gestellt, um den Einfluss
der Bodenmikroorganismen auf die Methylierung von Quecksilber zu beobachten.
Fur die Messungen wurde die GC-ICP-MS und zur Quantifizierung die
Isotopenverdinnungsmethode verwendet. Die erforderliche Extraktionsmethode
wurde fir das Wurmgewebe angepasst und mit einem entsprechenden
Referenzmaterial validiert. Diese Validierung war notwendig, da auch heute noch die
Bestimmung von Methylquecksilber, obwohl es eine Menge neuer und zuverlassiger
Analysemethoden gibt, immer noch ein Problem in der analytischen Chemie darstellt.
Dies liegt hauptsachlich an der relativ geringen Konzentration, in der
Methylquecksilber gegeniiber anorganischem Hg?* in biologischen Proben vorliegt.
Aus diesem Grund ist es notwendig, bei der Entscheidung mit welcher analytischen
Methode der Nachweis erfolgen soll, die zu wéahlen, die fir das untersuchte Element
geeignet ist. Doch nicht nur die Detektionsmethode ist ein limitierender Faktor,
sondern auch die geeignete Probenaufbereitung. Besonders biologische Matrices
kénnen zu einer Ungenauigkeit der Quantifizierung fuhren. Ein weiterer Punkt bei der
Quecksilberanalytik ist die Reinheit der Chemikalien und der verwendeten Labor-
und Analysegeratschaften. Schon geringe Kontaminationen in den verwendeten
Chemikalien oder z.B. ReaktionsgefalRen koénnen die Messung verfalschen,

besonders wenn man im Spurenbereich arbeitet. Dabei ist der sog. Memoryeffekt,
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der bei Quecksilber besonders stark ist, mit die gro3te Gefahr einer Verunreinigung.
Aus diesem Grund mussen alle Geratschaften, die fir die Untersuchungen
verwendet werden besonders gut gereinigt werden um eine Verfalschung zu

vermeiden.

4.2.1. Abhangigkeit Methylquecksilber zu anorganischem Hg®* im Bodenmaterial

Bei diesem Versuchsansatz konnte eine Abhangigkeit der Methylquecksilber-
konzentration im Gewebe von der Menge an anorganischem Quecksilber im
Bodenmaterial festgestellt werden. In der Abbildung 15 (siehe Ergebnisse Seite 78)
wurde die Konzentration an anorganischem Quecksilber gegen die Konzentration an
Methylquecksilber im Gewebe von Eisenia foetida aufgetragen. Dabei ist gut zu
erkennen, dass mit zunehmender Konzentration des anorganischen Quecksilbers im
Boden auch die Methylquecksilberkonzentration im Gewebe steigt und die Kurve in
hoheren Konzentrationen in eine Sattigung Ubergeht. Dieser Verlauf ist typisch fur
Reaktion, die durch Enzyme katalysiert werden. Eine enzymatische Methylierung von
Quecksilber beschrieb Choi et al. (1994) im Zellextrakt von Desulfovibrio
desulfuricans. Dabei wird eine Methylgruppe zuerst von Methyltetrahydrofolat durch
das Enzym Methyltransferase | auf ein Cobalaminprotein Ubertragen. Anschlieend
wird die Methylgruppe durch ein zweites Enzym, die Methyltransferase Il auf ein
zweiwertiges Quecksilberion Ubertragen. Die zuerst von Choi und Bartha (1993)
vorgeschlagene Methylierung die nur durch Methylcobalamin erfolgt konnte in der
Folgestudie 1994 insofern erweitert werden, dass eben auch die genannten
enzymatischen Reaktionen im Acetyl-CoA Weg fur die Methylierung verantwortlich
sind. Besonders interessant bei dem von Choi und Bartha (1993) untersuchten
Desulfovibrio desulfuricans LS ist, dass er zu den unvollstdndigen Oxidierern gehort
und somit diesen biochemischen Weg zum Abbau von Acetat zu CO; nicht benétigt.
Choi et al. (1994) nahmen an, dass Desulfovibrio desulfuricans LS diesen Weg eher
zum Metabolismus fur untypische Kohlenstoffquellen verwendet. Aufgrund dieser
Arbeit von Choi und seinen Mitarbeitern wird der Acetyl-CoA Weg heute als der
biochemische Hauptweg zur Methylierung von Quecksilber angesehen. Ekstrom et
al. (2003) konnten allerdings zeigen, dass die Methylierung bei Sulfat reduzierenden

Bakterien auch unabhangig von dem Acetyl-CoA Weg stattfinden kann. Dabei
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untersuchten sie verschiedene SRBs, bei denen eine Gruppe den Acetyl-CoA-Weg
besal3, wahrend die andere Gruppe nicht in der Lage war uber diesen
biochemischen Weg Kohlehydratsubstrate zu verwerten. Die Ergebnisse dieser
Versuchsreihen zeigten, dass alle vollstandigen Oxidierer, die den Acetyl-CoA Weg
besitzen, auch eine Methylierung von Quecksilber durchfiihren kénnen. Allerdings
wiesen auch die nichtvollstandigen Oxidierer eine Methylierung auf, jedoch besal3en
diese, im Gegensatz zu Desulfovibrio desulfuricans LS, keinen Acetyl-CoA- Weg.
Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass der Acetyl-CoA Weg nicht
der einzige biochemische Weg zur Methylierung von Quecksilber ist, sondern dass
wahrscheinlich noch andere Reaktionswege beteiligt sind.

4.2.2. Gesamtquecksilber im Wurmgewebe

Anhand der Ergebnisse aus den Versuchsansadtze mit unterschiedlichen
Konzentrationen an anorganischem Hg?* wurden alle weiteren Ansatze mit einer
Konzentration von 4 mg Hg** pro kg Bodenmaterial gespikt. Dies wurde gemacht, da
sich bei dieser Konzentration die Sattigungskurve in der steigenden Phase befindet
und das Verhaltnis von Sterblichkeit der Wirmer zu der Methylquecksilberausbeute
am besten war.

Die Bestimmung der Gesamtquecksilberkonzentration in dem praparierten
Wurmgewebe zeigte eine deutliche Schwankung. In der Tabelle 28 sind die

jeweiligen berechneten Konzentrationen zusammen mit Literaturdaten aufgetragen.
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Tab. 28: Gesamtquecksilberkonzentrationen im Lebend- und Trockengewicht

verschiedener Organismen.

Probe Gesamtquecksilber Literatur

[ng/d]

Lebendgewicht | Trockengewicht

Eisenia foetida

Unbelastet n.b. 0,12-0,72 Diese Arbeit
Belastet n.b. 5,6- 19,2
Eisenia foetida Beyer et al.,
Unbelastet 13 n.b. 1985
Belastet 27-85 n.b.
Mastotermes darwiniensis Limper et al.,
Unbelastet 0,019 0,061 2008
Belastet n.b. 2,12 -12,86

. Jereb et al.,
Porcellio scaber 0,03 n.b.

2003

Intestinaltrakt von Insekten
aus aquatischen Habitaten
Trembley et al.,
Unbelastetes Habitat 0,05-0,16 n.b. 1998

Belastetes Habitat 0,14-1,5 n.b.

n.b. = nicht bestimmt

Die bei den Modelorganismus Eisenia foetida gefundenen Konzentrationen
unterliegen einer starken Schwankung. Eine &hnliche Beobachtung machten auch
Beyer et al. (1985), in deren Untersuchungen die Konzentration des
Gesamtquecksilbers im Lebendgewebe von Eisenia foetida zwischen 13 ug/g
Gesamtquecksilber bei unbelastetem Bodenmaterial bis zu 85 pg/g bei einem
Bodenmaterial mit 5 mg/kg Zugabe von Quecksilber schwankt. Hartenstein et al.
(1981) beschrieb eine Verweildauer der Nahrung im Wurmdarm von ca. 2,5 bis 3,5
Stunden bei adulten Wirmern. Allerdings konnte bei einigen anderen Wurmarten wie
z.B. bei Eisenia andrei, einem nahen Verwandten von Eisenia foetida eine
Verweildauer von 11 bis 13 Stunden bei jugendlichen Formen nachgewiesen werden
(Fleuren et al., 2003). Aufgrund der Tatsache, dass es nicht immer exakt zu

bestimmen ist, ob es sich bei dem Versuchswurm um einen schon ausgewachsenen
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oder einen noch im jugendlichen Stadium befindlichen Wurm handelt, kann es
vorkommen, dass in den Versuchsansatzen sowohl adulte als auch jugendliche
Wirmer verwendet wurden. Dadurch resultiert auch eine unterschiedliche starke
Aufnahme und Verweildauer der Nahrung im Darm und somit eine unterschiedlich
hohe Resorption von Quecksilber in das Wurmgewebe. Ein weiterer Punkt, der zu
der erwdhnten Schwankung fuhren kann, ist die Tatsache, dass das Versetzen des
Bodenmaterials mit Quecksilber nicht homogen genug erfolgte. Zwar wurde der
verwendete Boden zuerst gesiebt, um eine gleichméRige Korngrésse zu erhalten und
anschlieBend mit dem Quecksilberversetzten Wasser vermischt. Allerdings ist es
maoglich, dass das anorganische Quecksilber sich unterschiedlich gut an die
jeweiligen Bodenpartikel bindet. Quecksilber hat eine besonders hohe Affinitat zu
organischer Substanz, kann jedoch auch mit mineralischen Bodenkomponenten —
pedogene Oxide und Tonmineralien- eine Bindung eingehen (Scheffer und
Schachtschabel, 2002). Aufgrund dieser Bindungseigenschaft von Quecksilber kann
es passieren, dass in einem Bereich des Bodenmaterials des Versuchsansatzes
besonders viel Quecksilber gebunden vorliegt und in einem anderen weniger. Auch
ist eine definierte ,Futterroute” des Wurms nicht bestimmbar. Der Wurm durchpfligt
den Boden nach den bendtigten organischen Substraten zur Verwertung und kann
dabei sowohl durch einen Bereich gelangen der eine besonders hohe Konzentration
an Quecksilber aufweist oder eben in einen in dem nur eine relativ niedrige
Konzentration an Quecksilber vorliegt. Wenn man jedoch die einzelnen
Messergebnisse auf Ausreil3er untersucht, belauft sich der Bereich der
Gesamtquecksilberkonzentration in gespikten Bodenmaterial zwischen 9,9 und 19,2
Hg/g Quecksilber. In der Arbeit von Beyer et al. (1988) konnte eine Konzentration an
Quecksilber zwischen 13 pg/g in dem Kontrollansatz nachgewiesen werden und in
den mit Quecksilberversetzten Proben eine Konzentration bis zu 85 pg/g bei einer
Zugabe von 5 mg Quecksilber pro kg Material.

4.2.3. Methylquecksilber im Wurmgewebe

Bei den Messungen auf Methylquecksilber im Gewebe von Eisenia foetida, konnten
in den Tieren, die unter unsterilen Bedingungen ohne Quecksilberzugabe angezogen

wurden Konzentrationen von ca. 17 ng/g Trockengewicht nachwiesen werden. In
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Gewebe-Proben aus Wiurmern die in Bodenmaterial mit zugesetztem Quecksilber
inkubiert wurden, konnten Konzentrationen von ca. 60 ng/g gefunden werden. Dies
zeigt einen Anstieg um mehr als das dreifache. Dabei ist zu erwdhnen, dass in dem
verwendeten Bodenmaterial, weder in dem sterilen noch in dem unsterilen, kein
Methylquecksilber nachweisbar war oder die Konzentration unter der
Nachweisgrenze der GC-ICP-MS lag und somit nicht detektiert werden konnte. Ein
ahnliches Ergebnis konnte auch in den sterilen Bodenproben gemessen werden. Das
.Blank® Wurmgewebe wies eine Konzentration von ca. 17 ng Methylquecksilber pro g
Trockengewicht des Wurmgewebes auf. Allerdings war die Konzentration in den mit
Quecksilber inkubierten Proben etwas geringer als in den unsterilen Proben. Hier
konnte nur eine Konzentration von ca. 51 ng Methylquecksilber nachgewiesen
werden. Dies entspricht etwa einer zweieinhalb fachen Erhdéhung der
Methylquecksilberkonzentration im Wurmgewebe. Auch in den hier verwendeten
Bodenproben war kein Methylquecksilber nachweisbar oder wie schon erwahnt, lag
es unter dem Detektionslimit. Der Anteil des Methylquecksilbers zum
Gesamtquecksilber in den Proben ohne zuséatzliche Zugabe von Quecksilber betrug
im Falle des unsterilen Ansatzes ca. 7% wahrend der des sterilen Ansatzes bei nur 4
% lag. Dieser Unterschied lag hauptsachlich daran, das die Gesamtkonzentration an
Quecksilber bei den Wirmern die im sterilen Boden inkubiert wurden um ca. 45%
hoher lag als in den Wirmern die in unsterilem Bodenmaterial inkubiert wurden. Da
das Bodenmaterial aus der gleichen Charge stammte und auch keine hdohere
Konzentration an Quecksilber in diesem gemessen werden konnte, last dies darauf
schlieRen, das die Wirmer in dem sterilen Boden einen hoéheren Umsatz an
Bodenmaterial hatten und so eine hohere Konzentration an anorganischem
Quecksilber aufnahmen.

Vergleicht man die Daten der Methylquecksilber- zu den Gesamtquecksilber-
konzentrationen mit z.B. der Arbeit von Limper et al. (2008) unterscheidet sich das
Verhéltnis nur bei den sterilen Bodenproben. Bei den Anséatzen von Limper et al.
(2008) lag die Konzentration des Methylquecksilbers im Gewebe von Termiten, die
zur Futterung Sadgemehl bekamen, welches kein zusétzliches Quecksilber enthielt,
bei ca. 4,1 ng pro g Trockengewicht (Tab. 29). Das Verhaltnis von Methyl- zu
Gesamtquecksilber betrug etwa 7% in diesen Ansétzen. In dieser Arbeit wurde
allerdings kein Unterschied zwischen sterilem oder unsterilem Sagemehl gemacht,

da die Wahrscheinlichkeit, dass mogliche Mikroorganismen, die in dem S&gemehl
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enthalten sein konnten einen Einfluss auf die Methylierung von Quecksilber haben

konnten, relativ gering ist. Dagegen steht die mdgliche Methylierung von Quecksilber

durch Bodenorganismen in dem verwendeten Bodenmaterial in dieser Arbeit. Zwar

konnte Burton et al. (2006) in seiner Studie keine Zunahme von Methylquecksilber im

Boden durch Bodenorganismen nachweisen, die somit einen Einfluss auf die

akkumulierte Konzentration an Methylquecksilber im Wurmgewebe héatten haben

konnen. Um dies allerdings eindeutig ausschlielen zu kdnnen, war es fir diese

Arbeit notwendig auch sterile Ansatze zu untersuchen, um den Einfluss von

Bodenorganismen vollig auszuschliel3en.

Tab. 29: Methylquecksilberkonzentrationen und Verhaltnis von Methylquecksilber zu

Gesamtquecksilber in einigen verschiedenen Organismen.

Verhaltnis
MeHg Konzentration [ng/g] von .
Literatur
Probe : : MeHg zu
Lebendgewicht Trockengewicht
Gesamt Hg
[%]

Eisenia foetida . .

_ Eigene Arbeit
Unsteril n.b. 17,4
steril n.b. 17,2 4
Mastotermis Limper et al.,

L 1,3 4,1 7
darwiniesnis 2008
Porcellio scaber
Jereb et al.,
Drisengewebe 7,3 n.b. 77 2003
Intestinaltrakt 4,2 n.b. 14
Insektenlarven
Mason et al.,

Herbivoren 2-30 n.b. 10 - 50 2000
Predatoren >10- 60 n.b. 60 - 100

n.b. = nicht bestimmt
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Im dem Gewebe der Wurmer, die in Bodenmaterial inkubiert wurden, das eine
Zugabe von Quecksilber enthielt, konnte eine Konzentration von ca. 51 ng in den
sterilen und ca. 66 ng in den unsterilen Ansatzen nachgewiesen werden. Bei diesen
Ansatzen lag das Verhdaltnis von akkumuliertem Methylquecksilber zu dem im
Wurmgewebe gefunden Gesamtquecksilber in einem Bereich von 0,3 bis 1,7%. In
einem Fall war sogar ein Verhdltnis von fast 7% an Methylquecksilber
wiederzufinden. Aufgrund der Tatsache, dass dies jedoch nur einmal auftrat, kann
dieser Wert als ein Ausreil3er angesehen werden.

In der Arbeit von Limper et al. (2008) konnte bei einer Zugabe von anorganischem
Quecksilber zu dem Sagemehl, das den Termiten verfuttert wurde, ein Anstieg der
Konzentration von Methylquecksilber bis auf 53 ng/g Trockengewicht an
nachgewiesen werden. Dies entspricht einem Verhdaltnis 0,15 bis 0,38%. Im
Vergleich zu den Arbeiten von Rudd et al. (1980) und Rowland et al. (1975), die eine
Methylierung von Quecksilber im Darminhalt von verschiedenen Fischen und von
Ratten untersuchten, ist das Verhaltnis zwischen Methyl- und Gesamtquecksilber
um den Faktor vier bis sechs erhoht. Im Darminhalt von Ratten konnten Rowland et
al. einen Anteil an Methylquecksilber von etwa 0,05 bis 0,25% pro g Trockengewicht
nachweisen. Diese Methylierung erfolgte in den 16 bis 24 h, die das Quecksilber
bendtigte um den Darm zu passieren. Im Vergleich liegt die Verweildauer des
Darminhaltes in Eisenia foetida bei ca. 2,5 bis 3,5 h, was fast um einen Faktor von
sechs kdrzer ist. Dies last darauf schlieRen, dass der Wurm innerhalb einer kirzeren
Zeit mehr Quecksilber durch den Darm schleusen kann und auch eine Methylierung
in dieser Zeit durchgefuhrt wird. AnschlieBend kann das so gebildete
Methylquecksilber von der Darmwand resorbiert werden und sich im Gewebe

absetzen.

4.3. Methylierung durch Bakterien

Die Methylierung von Quecksilber durch Bakterien wurde schon in verschiedenen
Arbeiten naher diskutiert. Dabel ist das Spektrum der Bakterien, die in der Lage sind
Quecksilber zu methylieren, weit gefachert. Rowland et al. (1975) isolierten Bakterien
aus dem menschlichen Darm und untersuchten diese Isolate auf ihre Befahigung zur

Quecksilbermethylierung. Die in dieser Studie gefundenen Daten sind in der Tabelle
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30 dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass ein grofRer Teil der Isolate auch
Methylquecksilber produziert. Rudd et al. (1980) untersuchte spater die Methylierung
von Quecksilber im Darm von Fischen und zeigte auch bei diesen Organismen eine
Methylierung. Hamdy und Noyes (1975) isolierten Quecksilber resistente Stamme
aus Sedimenten des Savannah Flusses in Georgia. Dabei konnten sie, &hnlich wie
auch Rowland et al. Stamme der Gattungen Eschericha, Enterobacter,
Stapylococcus, Streptococcus und Bacilli isolieren und testeten diese auf ihre
Resistenz gegeniber anorganischem Quecksilber. Dabei zeigten die Stamme von
Enterobacter und Bacilli die gro3te Resistenz gegentber Quecksilber. Ein isolierter
Stamm von Enterobacter aerogenes wies nach dreitdgiger Inkubation eine
Methylierung von Quecksilber auf, die unter aeroben Bedingungen starker war als
unter anaeroben.

Compeau und Bartha (1985) sowie Pak und Bartha (1998) beschrieben spéater, dass
die sulfatreduzierenden Bakterien (SRBs) eine besonders wichtige Rolle bei der
Methylierung von Quecksilber in anaeroben Sedimenten spielen. In ihren Arbeiten
konnten SRBs isoliert werden, die die Fahigkeit besalien, Quecksilber zu
methylieren. Fur ein SRB konnte auch erstmals von Choi und Bartha (1994) ein
maoglicher Reaktionsweg fur diese Methylierung gefunden werden, wie schon vorher
in 4.2.1. ausfihrlicher beschrieben. Ekstrom et al. (2003) konnten dann spater noch
weitere SRBs auf ihr Methylierungspotential hin untersuchen und zeigen, dass nicht
nur der von Choi und Bartha beschriebene Acetyl-CoA Weg fir die Methylierung von
Quecksilber verantwortlich zu sein scheint.

Anhand dieser verschiedenen Arbeiten konnte eine eindeutige Abhangigkeit des
Aufkommens von Methylquecksilber in der Umwelt durch das Vorhandensein von
Mikroorganismen beschrieben werden. Es sind also nicht nur die abiotischen
Reaktionen wie z.B. eine photochemisch induzierte Methylierung fur die Bildung von
Methylquecksilber  verantwortlich, sondern auch biotische Wege durch
Mikroorganismen. Diese sind laut Berman und Bartha (1986) gegeniber den
abiotischen sogar die mengenmalfiig vorherrschenden Prozesse.

In der Tabelle 30 sind die von Rowland et al. (1975) und Vonk und Sijpesteijn (1973)
getesteten Mikroorganismen aufgelistet, die eine Methylierung von Quecksilber
aufwiesen. Auf diese Ergebnisse wird in den folgenden Abschnitten genauer

eingegangen und mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen verglichen.
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Tab. 30: Bildung von Methylquecksilber durch einige Bakterienisolate (Rowland et al., 1975;
Vonk und Sijpesteijn, 1973).

Mikroorganismen | Anzahl Anzahl der Konzentration an | Gebildete Literatur
getesteter |positive anorganischem Menge an
Stamme getesteten Quecksilber im MeHg [ng/ml]
Stamme Medium [ug/ml]
Streptococcen 6 4 5 2,1-5,8 Rowland et
al., 1975
Staphylococcen |10 6 5 0,5-5,0
Escherichia coli |5 3 5 0,9-3,0
Hefe 9 4 5 0,7-1,7
Lactobacillen 9 1 5 0,5
Bacteroide
10 3 5 0,4-0,6
Bifidobacterien
Pseudomonas 5 0,34 Vonk und
fluorescens Sijpesteijn,
1973
Mycobacterium 20 0,345
phlei
Bacillus 20 0,830
megaterium
Escherichia coli 20 0,865
B
Aerobacter 20 < 0,290
aerogenes
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4.3.1. Methylierung von Quecksilber durch Neuisolate

In dieser Arbeit war es nicht mdglich, eine Reinkultur zu isolieren, die die Fahigkeit
zur Methylierung von Quecksilber besitzt. In vielen Veréffentlichungen, z.B. von Choi
und Bartha (1994), Ekstrom et al. (2003) und weiteren wurden hauptsachlich die
sulfatreduzierenden Bakterien als Methylierer beschrieben. Dabei spielte es keine
Rolle ob sie zur physiologischen Gruppe der vollstindigen oder unvollstandigen
Oxidierer gehéren. Auch die von Choi und Bartha angenommene Theorie, dass der
Acetyl-CoA Weg verantwortlich ist fur die Methylierung, konnte von Ekstrom
widerlegt werden, da in ihrer Arbeit auch SRBs gefunden wurden, die eine
Methylierung von Quecksilber durchfiihren, allerdings nicht tGber den Acetyl-CoA
Weg verfigen. Rowland et al. (1975) isolierten aus dem menschlichen Darm
verschiedene Mikroorganismen die in der Lage waren Quecksilber zu methylieren
und nicht zu den Sulfatreduzieren gezahlt werden.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, moégliche Methylierer im Wurmdarm zu finden und zu
identifizieren. Allerdings konnte kein SRB, die als die hauptsachlichen Methylierer
von Quecksilber gelten, im Wurmdarm nachgewiesen werden. Schon in vorigen
Arbeiten, z.B. von Parle (1963), Miles (1963) oder Morgan (1985) wurde die
Darmflora verschiedener Wurmgattungen auf ihre mikrobielle Zusammensetzung
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Darmflora des Wurms nicht nur
von der eigenen Flora, sondern auch stark von der mikrobiellen Flora des
verwendeten Bodenmaterials abhangt. Hauptsachlich wurden im Wurmdarm
verschiedene  Actinomyceten, = Gammaproteobacteria  sowie  verschiedene
Pseudomonaden und auch Vertreter der Bacilli gefunden. Allerdings wurde bisher
noch in keiner Arbeit in diesem Zusammenhang ein sulfatreduzierendes Bakterium
beschrieben. Dies last darauf schliel3en, dass diese Bakteriengattung nicht im Darm
von Wirmern vorkommt oder eben keine Moglichkeit besitzt sich in diesem
durchzusetzen. Eine weitere Moglichkeit wéare auch, dass in dem verwendeten
Bodenmaterial keine Sulfatreduzierer vorkommen und somit eine Ansiedlung im

Darm nicht stattfinden kann.

Aus diesen Grinden musste nach weiteren potentiellen Methylierern Ausschau
gehalten und die neuisolierten Stamme auf diese Fahigkeit gescreent werden. Die im

dem Darm von Eisenia foetida gefundenen Gammaproteobakterien, Bacilli und auch
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Actinobacteria wurden entsprechend untersucht. Abbildung 21 (siehe Ergebnisse
Seite 89) zeigt den anhand von 16S rDNA-Sequenzen konstruierte Stammbaum aller
aus dem Wurmdarm identifizierten Organismen. Dabei ist zu sagen, dass nicht alle
identifizerten Organismen als eine Reinkultur isoliert werden konnten. Der Grosstell
der Isolate gehort zu den Pseudomonaden wie z.B. Pseudomonas alcaligenes, P.
fluorescens, P. putida und den Bacilli wie z.B. Bacillus licheniformis oder B.
thuringiensis. Leider wies keines der genannten Isolate eine Methylierung von
Quecksilber auf. Eine ahnliche Beobachtung beschrieben auch Holm und Cox
(1975), welche die Stamme Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Escherichia
coli, Citrobacter spec., Bacillus subtilis und B. megaterium auf ihre Transformation
von anorganischem Quecksilber in die elementare Form untersuchten. Dabei zeigte
sich, dass alle Stamme in der Lage waren, elementares Quecksilber zu bilden, also
das anorganische Quecksilber reduzieren konnten. Allerdings war keiner der
Stamme in der Lage, das angebotenen anorganischem Quecksilber zu methylieren.
Diese Beobachtung widerspricht den Ergebnissen, die Vonk und Sijpesteijn (1973)
mit &hnlichen Stammen machten. In ihrer Arbeit konnte durch P. fluorescens, E.coli
und auch B. megaterium unter aeroben Bedingungen eine Methylierung von
Quecksilber nachgewiesen werden. Dabei wurden Konzentrationen von 340 — 865
ng Methylquecksilber pro Liter Medium nachgewiesen. Eine mégliche Erklarung fur
die abweichenden Ergebnisse und die Tatsache, dass diese Organismen bei Holm
und Cox (1975) und auch in den Untersuchungen dieser Arbeit keine Methylierung
zeigten, kann an den verschiedenen verwendeten Kulturmedien liegen. Das in der
Arbeit von Vonk und Sijpesteijn (1973) benutzte Kulturmedium unterscheidet sich
von den anderen verwendeten N&ahrlésungen hauptsachlich in dem Punkt, dass zu
den jeweiligen Anséatzen noch LD-Cystein zugegeben wurde. Ein Einfluss von LD-
Cystein auf die Methylierungsrate wirde allerdings gegen die Tatsache sprechen,
dass Rowland et al. (1975) in verschiedenen aus dem Darm isolierten Bakterien eine
Methylierung nachweisen konnten, obwohl ihrem verwendeten Medium kein LD-
Cystein zugegeben wurde. Eine andere Moglichkeit fiir diese unterschiedlichen
Ergebnisse kann auch sein, dass in den jeweiligen Versuchen Subspecies der
Organismen verwendet wurden. Es ist denkbar, dass sich diese Organismen nur
geringfugig in ihrer enzymatischen Ausstattung unterscheiden, aber durch diesen
Unterschied eine Methylierung von Quecksilber durchfihren kénnen oder eben nicht.

Wie in Tab. 28 gezeigt unterscheiden sich verschiedene Stamme einer Art bezuglich
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ihrer Methylierungsfahigkeit. Diese These unterstitzen auch die Ergebnisse von
Ekstrom et al. (2003), die bei den verwendeten Sulfatreduzieren zeigen konnten,
dass nicht alleine der von Choi und Bartha (1994) beschriebene Acetyl-CoA Weg flr
die Methylierung zustandig ist, sondern dass auch Organismen, die diesen Weg nicht

besitzen Methylquecksilber produzieren kénnen.

4.3.2. Methylierung von Quecksilber neuisolierter Mischkulturen

Fur die weiteren Untersuchungen mit Mikroorgansimen aus dem Darm von Eisenia
foetida wurden Mischkulturen isoliert. Dabei wurde direkt ein Stlick des Darmepithels
unter sterilen und anaeroben Bedingungen in ein entsprechendes Kulturmedium
Uberimpft. Dabei fiel auf, dass in allen angeimpften Medien nach ca. 2 bis 3 Tagen
ein schwarzer Niederschlag zu erkennen war, der auf eine mogliche Sulfidproduktion
hinwies. Jedoch konnten selbst mit modifizierten Medien kein Sulfatreduzierer isoliert
werden und auch eine Extraktion der Gesamt DNA mit anschlieRender DGGE und
Sequenzierung der isolierten Banden wies nicht auf eine Sulfatreduzierer hin.
Allerdings konnten verschiede Enterobacteriaceae in den Mischkulturen gefunden
werden. In der Abbildung 29 sind sowohl die als Reinkulturen isolierten Bakterien der
Gammaproteobakterien als auch die aus den Mischkulturen identifizierten Bakterien

dieser Gattung aufgetragen.

114



Diskussion

Pseudomonas spec EFK2

Pseudomonas alcaligenes EFR5
9 Pseudomonas spec EFR12

Pseudomonas putida EFR16

Pseudomonas spec EFR8

Pseudomonas fluorescens EFR22

Pseudomonas spec EFK6

Paracoccus spec EFR14

Enterobacter asburiae EFK5

Enterobacter spec EFK1

Enterobacter cancerogenus EFK7

antoea agglomerans EFK3

Shewanella spec EFK9

Shewanella putrefaciens EFK8 Shewanella spec EFK10

0.1

Abb. 29: Stammbaum der identifizierten Mikroorganismen aus der Klasse der

Gammaproteobakteria anhand ihrer 16S rDNA Sequenz.

Die Mischkultur, in der ein Enterobacter spec., Pantoea agglomerans und auch
Enterobacter asburiae nachgewiesen werden konnte, zeigte in mehreren parallelen
Anséatzen eine Bildung von Methylquecksilber. Dabei war die am Schluss gefundene
Konzentration an Methylquecksilber abhéngig von dem in den Ansatzen gefundenen
Zelltiter. In den Kulturen konnte eine Konzentration von fast 4 bis 11 ng
Methylquecksilber pro ml Kultur wiedergefunden werden, wobei bei derjenigen mit
nur 4 ng auch der Titer um mehr als eine zehner Potenz niedriger lag (siehe Tab. 27,
Ergebnisse Seite 96). Im Vergleich zu den Ergebnissen von Rowland et al. (1975)
und Vonk und Sijestein (1973), die z.B. bei Escherichia coli eine Konzentration von

0,8 — 3 ng Methylquecksilber pro ml Medium wiederfanden, zeigt die gefundene
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Mischkultur eine um den Faktor 3 hohere Methylierung. Dies kann vermutlich darauf
zurtickzufihren sein, dass in der Mischkultur nicht nur ein Organismus an der
Methylierung beteiligt ist, sondern mehrere und somit eine héhere Konzentration an
Methylquecksilber erreicht werden kann. Ein weiterer Mechanismus, der das hdhere
Potential der Methylierung in der verwendeten Mischkultur erklart, ist die
Verfugbarkeit von Quecksilber fur die Organismen. Entscheidend fir die Aufnahme
von Quecksilber durch Mikroorganismen ist die Form in der es vorliegt. Ein Transport
von Metallen kann durch verschiedene Mechanismen erfolgen. Dabei kann es sich
um eine einfache Diffusion, eine gerichtete Diffusion (Kanale oder Transporter) oder
um aktive Prozesse wie lonenpumpen (Braeckman et al., 1998). In einer lonischen
Form wie z.B. Hg*" kann das Quecksilber nicht einfach durch eine Diffusion den
Lipidbilayer passieren und in die Zelle eindringen, wohingegen in einer neutralen
Form eine Diffusion moglich ist. Benoit et al. (1999) zeigten in ihrer Studie, dass die
Aufnahme von Quecksilber in sulfidreichen Sedimenten dadurch beeinflusst wird,
dass durch eine Zunahme an unléslichem HgS ein Shift entsteht des l6slichen HgS
vorliegt. Dadurch liegt fur die Mikroorganismen eine neutrale Form von Quecksilber
vor, welches durch Diffusion in die Zellen eindringen kann. Diese Tatsache wirde
auch erklaren, warum in den Versuchen mit den Reinkulturen kein Methylquecksilber
nachzuweisen war, da in diesen keine neutrale und somit eine durch Diffusion

aufnehmbare Form vorlag.
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5. Ausblick

In dieser Arbeit konnte eine mikrobielle Methylierung von Quecksilber im
Intestinaltrakt von Eisenia foetida nachgewiesen werden. Die isolierte Mischkultur
bestehend aus Pantoea agglomerans EFK3, Enterobacter asburiae EFK5 und einem
Enterobacter spec. EFK1 wies eine, im Vergleich zu anderen Studien, relativ hohe
Konzentration an Methylquecksilber auf. Fir weitere Untersuchungen, ist es
notwendig, die in dem Gemisch enthaltenen Bakterien-Arten zu vereinzeln und
Reinkulturen zu erhalten. Mit diesen kdnnten dann Studien betrieben werden, um
aufzuklaren, ob die Einzelkulturen oder nur die Mischkultur in der Lage sind

Quecksilber zu methylieren.

Der nachfolgende Schritt  ware, den biochemischen Weg der
Quecksilbermethylierung nachzuweisen. Bei diesem biochemischen Weg sind noch
viele Fragen ungeklart. Wie in dieser Arbeit erwéahnt, wird der Acetyl-CoA Weg von
SRBs als ein Musterweg fiir die biotische Methylierung von Quecksilber angesehen.
Allerdings wurden auch schon Mikroorganismen beschrieben, u.a. einige SRBs, die
nicht dber diesen Weg verfigen und trotzdem eine Methylierung von Quecksilber
betreiben. Es muss also noch weitere, bisher unbeschriebene biochemische Wege
geben, welche fir die biotische Methylierung von Quecksilber verantwortlich sind.
Hierbei kbnnte die Verfolgung des Quecksilbers mittels eines p3Hg Tracers von
Vorteil sein. Mit Hilfe einer 2D Gelelektrophorese und Auroradiographie kénnten
maogliche Zwischenprodukte des biochemischen Weges sichtbar gemacht werden.
Die radioaktive Methode ermdoglicht einen sehr sensitiven und auch im
Spurenbereich liegenden Nachweis. Dies ist besonders bei Untersuchungen eines
biochemischen Weges von Vorteil, da mogliche Zwischenprodukte nur in geringen

Konzentrationen vorliegen kdonnen.
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6. Zusammenfassung

Das terrestrische System der Methylquecksilberbildung und auch der Weg des
Methylquecksilbers durch die Nahrungskette von terrestrischen Organismen sind
bisher nur wenig erforscht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine mikrobielle
Methylierung von Quecksilber im Darm von Eisenia foetida und die Akkumulation des
gebildeten Methylquecksilbers im Gewebe des Wurms nachgewiesen werden. Dieser
Befund ist von besonderem Interesse, da er Erkenntnisse zur

Methylquecksilberbildung aul3erhalb des aquatischen Systems liefert.

Fur den Nachweis einer Methylquecksilberbildung durch Mikroorganismen im Darm
von Eisenia foetida wurde dem verwendeten Bodenmaterial eine definierte Menge an
Quecksilber(ll)chlorid zugefugt. Nach einer Inkubationszeit von 10 Tagen wurden die
Wirmer aus dem Boden entnommen und die verschiedenen organischen
Quecksilberspezies aus dem Gewebe extrahiert. Dies erfolgte mittels der TMAH
Methode, die besonders fir biologische Matrices geeignet ist, da mit dieser
Chemikalie das Probenmaterial vollstdndig aufgelost werden kann. Die Messungen
der organischen Quecksilberverbindungen erfolgte anschlieRend mittels einer GC-
ICP-MS. Fir die Quantifizierung des gebildeten Methylquecksilbers wurde die
Isotopen Verdinnungs-Methode angewendet. Dieses Vorgehen ist vor allem wegen
der Reproduzierbarkeit und Genauigkeit von grol3em Vorteil. Mdgliche Effekte der
biologischen Matrix und der Extraktionsmethode koénnen durch diese Art der
Quantifizierung vernachlassigt werden, da durch die Zugabe eines Spezies-
spezifischen Isotops nur das Verhaltnis des angereicherten zu dem natirlichen
Isotop gemessen werden muss. Dieses Verhdltnis andert sich nicht, selbst wenn
durch eine Bindung von Methylquecksilber an Matrixbestandteile ein Teil nicht gelost

vorliegt.

Mit dieser Strategie konnten 65 ng Methylquecksilber pro g Wurmgewebe
guantifiziert werden. Diese Konzentration enthielten Wuirmer, die in unsterilem
Bodenmaterial inkubiert wurden. In Bodenmaterial, das sterilisiert wurde um eine
maogliche mikrobielle Methylierung durch Bodenorganismen zu verhindern, konnte
eine Konzentration von 52 ng Methylquecksilber pro g Wurmgewebe gemessen

werden.
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Fur die mikrobiologischen Arbeiten im Rahmen dieser Arbeit, wurden sowohl
Reinkulturen als auch Mischkulturen der mikrobiellen Flora des Wurmdarms erstellt.
Diese Kulturen wurden anschlieRend auf ihre potentielle Quecksilbermethylierung hin
untersucht. Dafir wurden die Kulturen direkt mit Quecksilber(ll)chlorid im Medium
versetzt und nach einer siebentagigen Inkubation extrahiert. Die Extraktion erfolgte
mit einer methanolischen Kaliumhydroxidldsung und fir eine bessere Derivatisierung
der organischen Quecksilberspezies wurde ein aus Kupfersulfat und Natriumoxalat
bestehendes Maskierungsreagenz verwendet. Durch dieses wird an gebildetes Sulfid
gebundenes Quecksilber verdrangt und so in Losung gebracht. Nach der Extraktion
wurden die verschiedenen Quecksilberspezies mittels einer GC-AFS gemessen.
Dabei konnte in einer Mischkultur bestehend aus Pantoea agglomerans EFKS3,
Enterobacter asburiae EFK5 und einem Enterobacter spec. EFK1 eine Konzentration

von ca. 10 ng Methylquecksilber pro 9*10° Zellen nachgewiesen werden.
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9. Anhang

Sequenzen mit den jeweilgen Artbezeichnungen und den laut NCBI nahsten
Verwandten

Bacillus cereus EFR15 (425) - Bacillus cereus Stamm IHB B 1380
TTGAATGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGA
GGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTC
TCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTAACAG

Bacillus licheniformis EFR2 (452) - Bacillus licheniformis Stamm BFE 5370
TAAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAAG
TGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCC
TGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGC

Bacillus pumilus EFR17 (483) - Bacillus pumilus Stamm SB 3002
GTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGA
GATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCA
GCTA

Lysinibacillus sphaericus EFR9 (454) - Lysinibacillus sphaericus Stamm T12-16
ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGG
AATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT
AGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATGGTTTTCCCTTCGGGGACAACGGTGAC
AGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTAA
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Bacillus subtilis EFR6 (449) - Bacillus subtilis Stamm T-2
GGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGA
GAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTC

Bacillus thuringiensis EFR21 (485) - Bacillus thuringiensis Stamm CCGE2286
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGT
AACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAG
TGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACTCTAG
AGATAGAGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGATAGTGCATGGCTGTCGTCA
GCTA

Brevibacillus brevis EFR1 (442) - Brevibacillus brevis Stamm IMAU80218
CATCAAAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGGTATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGTTTCAATA
CCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGC
AAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGAC
CGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCTTCGGGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGG
CTTCGTCAGCTCACCG

Enterobacter asburiae EFK5 (815) - Enterobacter asburiae Stamm J2S4
GCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTG
ATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAG
ACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGAT
TAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTG
AGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGC
GTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTG
TTGAGGTTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGG
GCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGG
GGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGG
TGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCACGTGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAA
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Enterobacter cancerogenus EFK7 (488) - Enterobacter cancerogenus Stamm R27c
TAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACC
TGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAAT
TCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTG
TGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACAT
CCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTG
CTGCATGCG

Enterobacter spec EFK1 (484) - Enterobacter spec Stamm FN302
TGATACATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCACGCAGTAAGGTCTGTCAAGTCGG
ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAG
AGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAA
CGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG
CGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTGCAGAGATGCTTTGGT
GCC

Flavobacterium denitrificans EFR20 (469) - Flavobacterium denitrificans Stamm
EDS5T
TGCGGTCTTGTAAGTCAGTGGTGAAAGCCCATCGCTCAACGATGGAACGGCCA
TTGATACTGCAGGACTTGAATTACCAGGAAGCAACTAGAATATGTAGTGTAGCG
GTGAAATGCTTAGAGATTACATGGAATACCAATTGCGAAGGCAGGTTGCTACTG
GTGGATTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGCTGTTGGGGGCGACCTCAGTG
GCTAAGCGAAAGTGATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GATGATACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGCAGACTGACCGTTTTGGAA
ACAGAACTTTCGCAAGACAGTCTACAAGGTGCAGCATGGCT

Lysinibacillus fusiformis EFR3 (448) - Lysinibacillus fusiformis Stamm IMAU80226
TTATGAGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCA
TTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTATCTGG
TCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCC
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACC
ACTGTAGAGATATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTGCATGG
CTGCCGTCA
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Lysinibacillus spec ER7 (483) - Lysinibacillus spec Stamm CS101
TTTGAGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTATCTGG
TCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCC
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACC
ACTGTAGAGATATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTGCATGA
ATTT

Lysobacter spec EFR4 (459) - Lysobacter spec Stamm KNUC361
GGCTAAACCTGGGAACTGCATTGGAAACTGGCTGACTAGAGTGCGGTAGAGGG
GTGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACATCT
GTGGCGAAGGCGACACCCTGGACCAGCACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAAC
TGGATGTTGGGGGCAACTTGGCCCTCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGC
CGCCTGGGAAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
GGCCTTGACATGCACGGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACCG
TGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCAAAA

Microbacterium resistens EFR13 (490) - Microbacterium resistens Stamm IMER-
B4-14
TTTGTCCCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTAAACCTCGGGTCTGCAGTGGGTA
CGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGA
ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTA
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGT
AGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCTTTCCACGGATTCCG
TGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTA
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACGAGAACGGGCC
AGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTGAACAGGTGGTGCATGGCTGGCGTCA
GCTAACCAGC

Microbacterium thalassium EFR19 (437) - Microbacterium thalassium Stamm

DSM 12511
AATGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTA
GCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCT
GGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGA
TACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCTTTCCA
CGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCAT
GCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACGAG
AACGCTGCAGAAATGTAGAACTCTTTGGACACTCGTGAACAGGTGGTGCATGGC
TGTCGTCAGCT
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Pantoea agglomerans EFK3 (920) - Pantoea agglomerans Stamm XW112
ACACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTG
GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCA
TAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTG
CCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCC
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATG
CAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGTGTTGAGGTTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAG
TCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT
GGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGTCGACTTGGGAGGTTGTGCCCTTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAA
CGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG
CGAGAACCTTACCTACTCTT

Paracoccus spec EFR14 (506) - Paracoccus spec Stamm R-32540
CGGATTACTGGGCGTAAGCGCACGTAGGCGGACCGGAAAGTTGGAGGTGAAAT
CCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCCTTCAAAACTATCGGTCTGGAGTTCGAGAG
AGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAA
TGCCAGTCGTCGGGTAGCATGCTATTCGGTGACACACCTAACGGATTAAGCATT
CCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTAC
CAACCCTTGACATTACAGGACATCCCCAGAGATGGGGCTTTCACTTCGGTGACC
TGTGGACAGATGCTGCATGGCTGCCG

Pseudomonas alcaligenes EFR5 (482) -> Pseudomonas alcaligenes Stamm
DCB015
TCAGCAAGTTGAAGGTGAAATCCCCGGGCTCACCTGGGAACTGCCTCCAAAACT
ACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTAGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGACTGATACT
GACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGC
GCAGCTAACGCATTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGAT
GGATTGGTGCCTTCGGGAGCTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT
AA
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Pseudomonas spec EFR8 (483) - Pseudomonas spec Stamm RF-128
AGTGAGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
ATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTG
GACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGC
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACT
TTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGTTC
GGT

Pseudomonas fluorescens EFR22 (455) - Pseudomonas fluorescens Stamm LMG
14577
GGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGT
GGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAG
CCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
CCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGA
GACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT

Pseudomonas putida EFR16 (491) - Pseudomonas putida Stamm CDd-9
TATTAGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA
TCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGG
ACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATT
TTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTT
CCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGATGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTAA

Pseudomonas spec (500) EFK2 - Pseudomonas spec Stamm CWX5
GAAAAAGGCTCGAGCAGGACTGATCGTAATCTCGCGTGGTATGGTTCAGCAAG
GTGAAGGTGAAATCCCCTGCGGCTCAACCTGGGAACTGCCTCCTAAACTACTGA
GCTAGAGTACGGTAGAGGGTAGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGACTGATACTGACA
CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGC
TCACGCATTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGATAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGCGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATT
GGTGCCTTCGGGAGCTCGGA
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Pseudomonas spec EFR12 (500) - Pseudomonas spec Stamm PEBO06
CAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGG
TTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAA
CTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGAT
ACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTG
GCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAGAACCTTACCAGCCTTGACATCCAATGACTTTCCAGAGATG
ATGTGTCTTCGGAACATGAG

Pseudomonas jinjuensis EFK4 (500) - Pseudomonas jinjuensis Stamm Pss 26
CGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGG
TTTGTTAAGTTGGAGGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCTCCAAAA
CTGGCTGACTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGAT
ACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTACTG
GCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCCGGAATCCTGCACAGATGCT
GGAGTGCCTTCGAGAATCG

Pseudomonas spec EFK6 (500) - Pseudomonas spec Stamm sk0927 1-3
TGAACTAACTCGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG
ATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAG
AGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA
GGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGC
ATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT
TCGGGAACTCTGACACAG

Pseudomonas spec EFR8 (489) - Pseudomonas spec Stamm CWX5
GTAGGTTCAGCAAGTTGAAGGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCT
CCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTAGTGGAATTTCCTGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGA
CTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCT
TAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCC
AGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAGCTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTTCCG
TCAGCTAA
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Rhizobium spec ERF11 (507) - Rhizobium spec Stamm Sulf-459
GCATACTGGGCGTAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCC
CAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTAGAGTATGGAAGAG
GTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTT
AGCCGTCGGTTAGTTTACTAATCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGC
CTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCT
CTTGACATCCCGATCGCGGACAGTGGAGACATTGTCCTTCAGTTAGGCTGGATC
GGTGACAGGAGCTGCATGGCTGCC

Shewanella putrefaciens EFK8 (505) - Shewanella putrefaciens Stamm S002
GGATTACTGGGCGTAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGC
CCTGGGCTCAACCTAGGAATAGCATTTCGAACTGGCGAACTAGAGTCTTGTAGA
GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATA
CCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCATGCACGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTC
TACTCGGAGTTTGGTGTCTTGAACACTGGGCTCTCAAGCTAACGCATTAAGTAG
ACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTACTCTTGACATCCACAGAAGACAGCAGAGATGGACTTGTGCCTTCGGGAACC
GTGAGACAGGTGCTGCATGGTTGAG

Shewanella spec EFK9 (481) - Shewanella spec Stamm LHB20
GAGCTAACGTTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAG
CGAGATGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTAGGAATAGCATTTCGAACTGGCGAA
CTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG
CTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCTACTCGGAGTTTGGTGTCTTGAACACTGGGCTCTCAAGC
TAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAT
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAA
CGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAGAAGACAGCAGAGATGCACTT
GTGCCTTCGGGAACTGTGAGA

Shewanella spec EFK10 (506) - Shewanella spec Stamm S4
GAAGCTATAGTTTCGGATTACTGGGCGTAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGC
GAGATGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTAGGAATAGCATTTCGAACTGGCGAACT
AGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
ATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGTCTACTCGGAGTTTGGTGTCTTGAACACTGGGCTCTCAAGCTAA
CGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG
CGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAGAAGACTGCAGAGATGGACTTGT
GCCTTCGGGAACTGTGAGA
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Sinorhizobium spec EFR10 (485) - Sinorhizobium spec Stamm NP1
AGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGT
GTCTAGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTA
GATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACG
CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTTTACTGTTCGGTGGCGCAGC
TAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGATTACGGAGACGTT
TTCCTTCAGTTCGGCTGGATCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTAA
TTCGC
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Hiermit bestatige ich, dafd ich diese Arbeit selbststandig verfal3t und keine anderen
Quellen und Hilfsmittel als die Angegebenen verwendet habe.

Mainz, Januar 2010
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