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Einleitung

1 Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die mikrobielle Speziesumwandlung von an-
organischem Quecksilber zu Methylquecksilber untersucht. Dies ist von besonderem
Interesse, da durch die Aufnahme des sehr toxischen Methylquecksilbers bei Men-
schen und Tieren folgenschwere Vergiftungen hervorgerufen werden, die bis zum
Tode fuhren kénnen (MASON UND BENOIT, 2003). Die Bildung des Methylquecksilbers
kann sowohl auf biotischem als auch auf abiotischem Weg erfolgen, wobei die
Quecksilbermethylierung uberwiegend durch Mikroorganismen katalysiert wird (BER-
MANN UND BARTHA, 1986). Als hauptverantwortliche Bakteriengruppe fur die Quecksil-
bermethylierung wurden insbesondere in Sedimenten Sulfat-reduzierende Bakterien
identifiziert (COMPEAU UND BARTHA, 1985; PAK UND BARTHA, 1998). Aus diesem Grund
konnte es von Bedeutung sein, die Methylquecksilberbildung in weiteren Lebens-
raumen von Sulfat-reduzierenden Bakterien zu untersuchen. Hierbei stellt das In-
testinalsystem der Termiten aufgrund der hohen Individuenzahl von weltweit ca.
2,4x10" Tieren (ZIMMERMANN ET AL., 1982) ein bedeutendes Untersuchungsfeld dar.
Ein weiterer Lebensraum fur Sulfat-reduzierende Bakterien sind Faulschlamme, die
bei der Faulung von Klarschlammen in erheblichen Mengen anfallen. Insgesamt
werden in Deutschland ca. 75 % der Uber eine Million Mg Klarschlamm (Trockenge-
wicht) dem Faulprozess unterzogen (DURTH ET AL., 2005). Zur Untersuchung der Me-
thylquecksilberbildung wurde exemplarisch die australische Termite Mastotermes
darwiniensis sowie der Faulschlamm des Klarwerks Mainz-Mombach als Probenma-

terialien verwandt.

1.1  Quecksilber

Quecksilber gehort neben Gold, Silber, Kupfer, Zinn, Blei und Eisen zu den sieben
bereits im Altertum bekannten Metallen. Die erste schriftliche Erwahnung stammt von
Theophrast (372 v. Chr. — 287 v. Chr.). Er beschreibt die Quecksilbergewinnung aus
Zinnober (HgS) durch Verreiben mit Essig in einem Bronzemorser. Weiterhin findet
man Berichte von Dioskurides (1. Jh. n. Chr.) und Plinius (23 n. Chr. — 79 n. Chr.)
uber die Quecksilbergewinnung aus Zinnober durch thermische Zersetzung. Der Zin-
nober wurde bereits im romischen Reich, im alten Peru und in China als Schminke
und als Malerfarbe verwandt. Im Mittelalter wurde Quecksilber zur Edelmetallgewin-

nung nach dem Amalgamverfahren benutzt und von Alchemisten fur ihre Versuche
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zur Goldherstellung eingesetzt. Auch fur medizinische Zwecke wurde Quecksilber
eingesetzt. Bereits 1527 beschreibt Paracelsus den Einsatz von quecksilberhaltigen
Salben zur Behandlung von Syphilis (OF CREMONA UND STEELE 1929; ADAM ET AL.,
1980; RomPP, 1995).

Aufgrund seiner besonderen chemischen und physikalischen Eigenschaften bestan-
den Uber die Natur des Quecksilbers recht unterschiedliche Vorstellungen. Erst als
1759 der Schmelzpunkt des Quecksilbers entdeckt wurde, konnte es eindeutig als

Metall identifiziert werden (ADAM ET AL., 1980).

1.1.1 Chemische und physikalische Eigenschaften von Quecksilber

Quecksilber ist ein metallisches Element aus der |l. Nebengruppe des Perioden-
systems der Elemente mit dem Symbol Hg und der Ordnungszahl 80. Das silbrig-
glanzende Schwermetall besitzt eine Dichte von 13,6 g/cm®. Mit einem Schmelzpunkt
von -38,89 °C ist Quecksilber das einzige bei Raumtemperatur flissige Metall. Bei
einer Temperatur von 357,3 °C fangt Quecksilber an zu sieden. Aufgrund des hohen
Dampfdrucks von 13,6 mg/m® bei 20 °C verdampfen bei Raumtemperatur bereits
groRere Mengen Quecksilber als atomares Hg’. Insgesamt treten sieben stabile
Quecksilberisotope auf. Dies sind '°Hg (0,14 %), '*®Hg (10,02 %), '°Hg (16,84 %),
20Hg (23,13 %), ?°"Hg (13,22 %), ®*Hg (29,80 %) und ***Hg (6,85 %). Das daraus
resultierende mittlere Atomgewicht betragt 200,59 g/mol (Ro6mPP, 1995).

In anorganischen Verbindungen liegt Quecksilber in der Oxidationsstufe +| oder +lI
vor. Dabei tritt Quecksilber(l) nur bimolekular in Hg-Hg-Bindungen auf. Neben den
anorganischen Quecksilberspezies existieren auch organische Quecksilberver-
bindungen. Diese liegen fast ausnahmslos in der Oxidationsstufe +Il vor. Die orga-
nometallischen Quecksilberverbindungen kénnen als Monoorganyl (RHgX) oder Di-
organyl (RoHg) vorkommen. So kann man in der Natur beispielsweise Mono- und
Dimethylquecksilber nachweisen. Hierbei besitzen die Quecksilber-Kohlenstoffver-
bindungen aufgrund der ahnlichen Elektronegativitdt von Quecksilber und Kohlen-

stoff einen kovalenten Charakter (ADAM ET AL., 1980; ROMPP, 1995).

Eine besondere Eigenschaft von anorganischen und organischen Quecksilberverbin-

dungen ist ihre ausgesprochene Thiophilie. So zahlt zum Beispiel das Quecksil-
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ber(Il)sulfid mit einem Léslichkeitsprodukt von 4x10™°* mol/L bei 20 °C zu einer der

schwerloslichsten Verbindungen (KUSTER UND THIEL, 1985).

1.1.2 Toxizitat von Quecksilber

Quecksilber ist ein sehr toxisches Element. Allerdings unterscheidet sich seine toxi-
sche Wirkung in Abhangigkeit von der vorliegenden Spezies, dem Aufnahmeweg,

der Konzentration sowie der Expositionsdauer (ADAM ET AL., 1980).

Beim Einatmen wird elementares Quecksilber zu 80 % uber die Lunge in den Korper
aufgenommen. Dabei treten akute Vergiftungen schon bei einer Konzentration von
1,2 mg Hg/m?® Luft auf. Auch die Inhalation von quecksilberionenhaltigem Staub fiihr-
te beispielsweise bei Hutmachern zu chronischen Quecksilbervergiftungen. Diese
zeigten sich durch Muskelzittern und psychische Storungen. Zum Schutz von Be-
schaftigten ist daher seit 1979 die maximale Arbeitsplatzkonzentration (MAK) auf
0,1 mg Quecksilber pro m*> Raumluft festgesetzt (ADAM ET AL, 1980; GREENWOOD UND
VON BURG, 1984).

Im Gegensatz zum elementaren Quecksilber gelangt der Uberwiegende Teil der an-
organischen und organischen Quecksilberverbindungen Uber den oralen Aufnahme-
weg in den Kdérper (GREENWOOD UND VON BURG, 1984). Hierbei hangt die Toxizitat der
einzelnen Quecksilberspezies von der Resorptionsrate ab. Gelostes anorganisches
Quecksilber wird zu ca. 7 % uber die Darmwand resorbiert (STREIT, 1991). Folglich
nimmt die Toxizitat fur anorganische Quecksilbersalze mit zunehmender Léslichkeit
der Salze zu (ROmPP, 1995). Die organischen Quecksilberverbindungen werden im
Magen zum Teil zu anorganischem Quecksilber zersetzt. Dies erfolgt bei groReren
organischen Resten leichter als bei kurzkettigen. So wird Methylquecksilber im Ma-
gen nicht zersetzt und kann zu ca. 95 % Uber die Darmwand resorbiert werden
(ADAM ET AL., 1980). Aufgrund dieser Eigenschaft ist die Toxizitat von Methylqueck-
silber deutlich hoher als die von anderen Quecksilberverbindungen.

Die Unterschiede in der akuten toxischen Wirkung einiger Quecksilberverbindungen
sind in Tab. 1 als Letaldosis (LD) in Form von LDsy; und LD,w-Werten dargestellt.
Hierbei versteht man unter dem LDso-Wert die Quecksilberdosis, bei der die Halfte
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aller Versuchstiere stirbt. Der LD,ow-Wert gibt die Quecksilbermenge an, bei der die

ersten Todesfalle auftreten (GELDMACHER-VON MALLINCKRODT, 1984).

Tab. 1: Akute toxische Dosis ausgewahlter Quecksilberverbindungen.

Verbindung Ratte LDs, Mensch LDy,
[mg/kg] [mg/kg]
Quecksilber(l)chlorid 210 5
Quecksilber(ll)chlorid 37 29
Methylquecksilberchlorid 10 5
Ethylquecksilberchlorid 40 5
Phenylquecksilberchlorid 60 5

7 Letaldosis bei oraler Aufnahme; (GREENWOOD UND VON BURG, 1984)

Im letzten Jahrhundert kam es durch die Aufnahme von organischen Quecksilber-
verbindungen zu mehreren Massenvergiftungen. So fuhrte beispielsweise das Einlei-
ten von quecksilberhaltigen Abwassern aus der Acetaldehydherstellung in den 50er
Jahren des letzten Jahrhunderts zu einer Vergiftung der Bevolkerung an der Mina-
matabucht in Japan. Durch den Verzehr von Fischen, die durch die Akkumulation
von Organoquecksilberverbindungen aus den Abwassern einen hohen Quecksilber-
gehalt besallen, kam es bis heute offiziell zu mehr als 2.200 Erkrankungen und 900
Todesfallen. Die Anzahl der tatsachlichen Opfer dirfte allerdings weitaus hdher sein
(McCURRY, 2006). Im Irak flhrte der Verzehr von Brot, welches aus Ethylquecksilber-
p-toluensulfonanilid gebeiztem Saatgut hergestellt wurde, bei mehr als 6.000 Men-
schen zu einer Quecksilbervergiftung. Die Anzahl der Todesopfer wird mit 459 ange-

geben (AL-TIKRITI UND AL-MUFTI, 1976).

Aufgrund des hohen Gefahrdungspotenzials durch Quecksilber wurde ein gesetzli-
cher Grenzwert fur die Quecksilberaufnahme festgesetzt. Nach den Angaben der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) sollten pro Woche nicht mehr als 0,3 mg
Quecksilber aufgenommen werden, wobei hiervon maximal 0,2 mg methylierte
Quecksilberverbindungen sein durfen (ADAM ET AL., 1980). Eine hohere Aufnahme
fuhrt unter anderem zu einer Schadigung des zentralen und peripheren Nervensys-
tems. Die Folgen einer Vergiftung zeigen sich beispielsweise in Koordinationsstorun-

gen der Muskelbewegungen (Ataxie), Einschlafen von Gliedern (Parasthesie), Ge-

4
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sichtsfeldeinengungen, Hoérverlusten und Sprachstérungen, wie Stammeln und Stot-

tern (GREENWOOD UND VON BURG, 1984; CLARKSON ET AL., 2003).

Die toxische Wirkung von Quecksilber wird unter anderem durch die Thiophilie des
Metalls hervorgerufen. Durch die Bindung an Thio- und Disulfidgruppen von Protei-
nen werden die Strukturen der Proteine verandert und die aktiven Zentren blockiert
(GREENWOOD UND VON BURG, 1984). Die nervenschadigende Wirkung beruht auf einer
Storung des Leitungsmechanismus an den Synapsen der Nervenzellen (ADAM ET AL.,
1980).

Die im Vergleich zu anderen Quecksilberspezies hohere Toxizitat von Methylqueck-
silber resultiert neben der hoheren Resorptionsrate aus seiner Fahigkeit die Blut-
Hirn-Schranke sowie die Plazenta-Schranke zu Uberwinden. Hierdurch kommt es zur
Akkumulation von Quecksilber im Gehirn und im Fétus. Dabei hat das Quecksilber im
Gehirn eine langere Verweildauer, wahrend es im Korper eine biologische Halbwert-

zeit von ca. 70 Tagen besitzt, liegt diese im Gehirn bei ca. einem Jahr (STREIT, 1991).

1.1.3 Quecksilber in der Umwelt

Quecksilber ist ein seltenes Element, dessen Anteil am Aufbau der Erdkruste nur ca.
4x10° Gewichtsprozent ausmacht (ADAM ET AL., 1980). Trotzdem gelangen jedes
Jahr groflere Mengen an Quecksilber sowohl durch natirliche als auch durch
anthropogene Prozesse in die Umwelt. In der Literatur unterscheiden sich die Anga-
ben Uber die jahrlich in die Umwelt freigesetzten Quecksilbermengen. Sie liegen in
einem Bereich von 44.000 t bis 218.000 t (ADAM ET AL, 1980; STREIT, 1991; ROMPP,
1995). Der anthropogene Anteil des in die Umwelt eingetragenen Quecksilbers wird
von verschiedenen Autoren ebenfalls unterschiedlich beurteilt. Die Angaben liegen in
einer Bandbreite von 12 % bis 75 % (STREIT, 1991; FITZGERALD, 1995).

Der Uberwiegende Teil des naturlichen Quecksilbereintrags stammt aus Vulkanaus-
brichen und dem Ausdampfen aus der Erdkruste. Die anthropogenen Quecksilber-
mengen resultieren aus der Verarbeitung von quecksilberhaltigen Erzen und dem
Verbrennen fossiler Brennstoffe. Auch durch die industrielle Verwendung von
Quecksilber, zum Beispiel als Kathodenmaterial in der Chlor-Alkali-Elektrolyse oder

in Form von Farben, Fungiziden, Batterien und Amalgam, gelangt es in die Umwelt
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(ADAM ET AL., 1980; BARKAY ET AL. 2003). Insgesamt fuhrte das Uber die Zeit aus
anthropogenen Quellen freigesetzte Quecksilber zu einer Erhohung der Gesamt-
quecksilberkonzentration in verschiedenen Umweltkompartimenten. Dies konnte
durch vergleichende Bestimmungen der Quecksilberkonzentrationen in der Atmo-
sphare (SLEMR UND LANGER, 1992), in Sedimenten (LOREY UND DRIScoLL, 1999; FITz-
GERALD ET AL., 2005) und in Eiskernen (SCHUSTER ET AL., 2002) nachgewiesen wer-
den. Aufgrund des verminderten Einsatzes von Quecksilber in der Industrie geht der
anthropogene Quecksilbereintrag seit 1989 geringflgig zurick (PIERRONE ET AL.,
1996; SCHUSTER ET AL., 2002).

Das in die Umwelt freigesetzte Quecksilber tritt in allen Umweltkompartimenten (At-
mosphare, Wasser, Boden (Sedimente)) auf. Allerdings unterscheiden sich die Ge-
samtquecksilberkonzentrationen sowie die Spezieszusammensetzungen in den ver-
schiedenen Kompartimenten zum Teil erheblich voneinander. Eine Ubersicht tber
die Gesamtquecksilber- sowie Methylquecksilberkonzentrationen in verschiedenen

Lebensraumen ist in Tab. 2 dargestellt.

Tab. 2: Gesamt- und Methylquecksilberkonzentrationen in verschiedenen
Umweltkompartimenten.

Umwelt- Gesamt- Methyl- Referenz
kompartiment quecksilber quecksilber
Atmosphare [ng/m?] [pg/m?]
Skandinavien
Mittelwert 2-4
PETERSON ET AL. (1995)
Maximum 10
Ozeanen
Nordliche Hemisphére 1,96 SLEMR UND LANGER (1992)
Sidliche Hemisphare 1,33
Atlantik (50°N-26°S) 3-508 SCHEDLBAUER (1998)
Wasser [ng/L]
Meerwasser <4 FITZGERALD UND CLARKSON
(1991)
0,1 -1,0 HARMS UND BUNKE (2002)
Nord-Atlantik 1,55-4,25 MASON ET AL. (1995a)
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Fortsetzung Tab. 2

Umwelt- Gesamt- Methyl- Referenz
kompartiment quecksilber quecksilber
Wasser [ng/L]
Flusswasser 1-5 RowmpP (1995)
Nebenflliisse des Carson
Unbelastete Bereiche 3,8
) FISCHER UND GUSTIN (2002)
Belastete Bereiche max. 13,4
See
Michigansee 0,32 5 -10 MASON UND SULLIVAN (1997)
kleine mesotrophe 0,5-4,4 0,04 -0,8 WATRASETAL. (1998)
Seen in Vilas County
Niederschlage 1-100 LINDQVIST ET AL. (1991),
SCHEDLBAUER (1998)
Skandinavien
Mittelwert 20-40 FITZGERALD UND CLAKSON
Maximum 100 (1991)
Regen 59 -224
PETERSON ET AL. (1995)
Schnee <5- 80
Grundwasser 0,5-15 LINDQVIST ET AL. (1991)
Bdden und Sedimente [mg/kg] [%]*
Boden 0,04 -15,0 ADAM ET AL. (1980)
Unbelasteter Boden 0,02 - 0,55
Sedimente
See (Adirondack Lakes)
Untere Sedimentschicht 0,08 -0,20
. ) LOREY UND DRISCOLL (1999)
Obere Sedimentschicht 0,18 - 0,50
Nord-Alaska (Toolik LTER) 0,032 - 0,186 FITZGERALD ET AL. (2005)
Sedimentschicht der Neben-
flisse des Carson
Unbelastet 0,04 -0,07 0,06 - 13 FISCHER UND GUSTIN (2002)
Belastet 0,1 -04

* Anteil Methylquecksilber an Gesamtquecksilber
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Zwischen den einzelnen Umweltkompartimenten findet ein standiger Austausch von
verschiedenen Quecksilberspezies statt. AuRerdem werden die Quecksilberspezies
innerhalb der einzelnen Kompartimente ineinander umgewandelt. Diese Austausch-
und Umwandlungsprozesse sind schematisch im biogeochemischen Quecksilber-
kreislauf dargestellt (Abb.1).

O]
@©
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g A A
- |
l Biomasse

D
§ Hg" < Blof e O e VT

A | A
'
< Al < [ Cemmns VRN e MBS
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anorgan. Komplexe HgS| CH, + Hg°

Abb. 1: Biogeochemischer Quecksilberkreislauf (MADIGAN ET AL., 2003).

In der Atmosphare liegt Quecksilber zu 90 % bis 95 % als elementares Quecksilber
vor. Daneben treten beispielsweise noch anorganisches Quecksilber und Dimethyl-
quecksilber auf (PETERSEN ET AL., 1995). Durch trockene oder nasse Deposition wer-
den insbesondere die 16slichen Quecksilberspezies aus der Atmosphare in den Was-
serkorper oder in den Boden transportiert. Durch Ausgasung aus dem Boden und
dem Wasser gelangt das Metall Gberwiegend als elementares Quecksilber in die At-
mosphare (BARKAY ET AL., 2003). Hier wird es erneut zu Quecksilber(ll) oxidiert (PE-

TERSEN ET AL., 1995).

Im Wasser tritt Quecksilber am haufigsten als anorganisches Quecksilber auf, wel-
ches entweder gelost oder an Partikel gebunden vorliegt (LOGAR ET AL., 2002). In
deutlich geringeren Mengen lassen sich Methylquecksilber und elementares Queck-
silber nachweisen. Auch in Béden und Sedimenten liegt das Quecksilber Uberwie-
gend in anorganischer Form vor. Hiervon ist ein grof3er Teil, z.B. in Form des schwer-

I6slichen Quecksilbersulfids oder an organische Strukturen, gebunden. Dies fuhrt zu

8
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einer Fixierung des Quecksilbers in Boden und Sedimenten (EBINGHAUS ET AL.,
1994). Sowohl im Wasserkorper als auch im Boden (Sediment) unterliegen die ver-
schiedenen Quecksilberspezies biotischen und abiotischen Umwandlungsprozessen.
Hierbei wird anorganisches Quecksilber entweder zu Mono- oder Dimethylquecksil-
ber methyliert oder zu elementarem Quecksilber reduziert. Die Methylierung von an-
organischem Quecksilber erfolgt zu Uber 90 % Uber biotische Prozesse (BERMANN
UND BARTHA, 1986). Diese wurden erstmals durch JENSEN UND JERELOV (1969) im Se-
diment beschrieben. Inzwischen wurden verschiedene Bakterien, Pilze und Algen als
Methylquecksilberproduzenten identifiziert (ROBINSON UND TUOVINEN, 1984;
PONGRATZ UND HEUMANN, 1998). Eine Demethylierung von Organoquecksilberverbin-
dungen findet ebenfalls durch biotische und abiotische Prozesse statt. Dabei kann
die biotische Demethylierung sowohl durch einen reduktiven als auch oxidativen Pro-
zess erfolgen. Wahrend durch die oxidative Demethylierung hauptsachlich Kohlendi-
oxid sowie geringe Mengen Methan entstehen, sind die Endprodukte der reduktiven
Demethylierung Methan und elementares Quecksilber (BARKEY ET AL., 2003). Auch
die Reduktion von anorganischem Quecksilber(ll) zu elementarem Quecksilber wird

hauptsachlich von Bakterien und Algen katalysiert (MASON ET AL., 1995b).

1.1.4 Quecksilberakkumulation in Organismen

Quecksilber wird in Organismen akkumuliert. Hierbei nimmt die Quecksilberkonzent-
ration in den Organismen mit zunehmender Trophieebene zu (Tab. 3). So steigt bei-
spielsweise die Quecksilberkonzentration in Raubfischen im Vergleich zum umge-

benden Wasser um das Millionenfache an (WATRAS UND BLOOM, 1992).

Die grofte Biokonzentration des Quecksilbers findet auf der Stufe des Phytoplank-
tons statt. Dabei werden das Methylquecksilber und das anorganische Quecksil-
ber(ll) gleichermalRen als ungeladene, lipophile Chlorid-Komplexe durch das Phy-
toplankton aufgenommen (WATRAS UND BLooM, 1992; MASON ET AL., 1995c, 1996).
Durch die passive Quecksilberaufnahme wird das Quecksilber um den Faktor
10° - 10° im Phytoplankton angereichert (MASON ET AL, 1995c; HARMS UND BUNKE,
2002).
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Durch einen effektiveren Transfer von Methylquecksilber tGber die Nahrungskette
steigt mit zunehmender Trophieebene neben der Gesamtquecksilberkonzentration
auch das Methyl- zum Gesamtquecksilber-Verhaltnis an (SPRY UND WIENER, 1991;
WATRAS UND BLOOM, 1992; MASON UND SULLIVAN, 1997; WATRAS ET AL., 1998). Dies qilt
sowohl fir Vertebraten als auch fir Invertebraten (RIISGARD UND FAMME, 1986). In
Tab. 3 sind die Gesamtquecksilberkonzentrationen sowie der Anteil an Methylqueck-
silber fur verschiedene Organismengruppen dargestellt.

Tab. 3: Quecksilber in der Nahrungskette (HARMS UND BUNKE, 2002).

Organismus Gesamtquecksilber- Anteil MeHg"
konzentration am Gesamtquecksilber
[ng/g] [%]
Phytoplankton 10 - 100 10
Makrophyten 20 - 120 15
?C\?(!:Jci‘i;"e o) 20- 2.600 30
Crustacea 60- 1.700 40
Annelida 10 - 400 40
Fische
(Hering, Kabeljau, 30- 4.300 95
Schellfisch, Scholle)
Thunfisch 150- 7.500 98
Meeressauger
Muskelgewebe 30- 6.100 98
Leber 500 > 10.000 98 <10’

") Bei alten Tieren erfolgt ein Abbau des Methylquecksilbers zu anorganischem
Quecksilber tber eine Demethylierung in der Leber.

Zwischen den einzelnen Trophieebenen liegt der typische Faktor fur die Biomagnifi-
kation von Methylquecksilber in einem Bereich von 3 bis 4 (LINDQVIST ET AL., 1991;
WATRAS UND BLOOM, 1992; MASON ET AL., 1995c; MASON UND SULLIVAN, 1997). Da-
durch liegt bei Raubfischen, die am Ende der Nahrungskette stehen, der Uberwie-

gende Teil des Quecksilbers als Methylquecksilber vor (WATRAS UND BLOOM, 1992).

10
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1.1.5 Quecksilbermethylierung

Methylierte Quecksilberverbindungen kénnen sowohl durch biotische als auch abio-
tische Reaktionen entstehen. Von einer biotischen Quecksilbermethylierung spricht
man, wenn die Ubertragung der Methylgruppe innerhalb einer Zelle stattfindet. Im
Gegensatz dazu wird die Methylgruppe bei einer abiotischen Methylierung aul3erhalb

von Zellen Ubertragen (BENTLEY UND CHASTEEN, 2002).

Die abiotische Quecksilbermethylierung kann Uber verschiedene Reaktionstypen, wie
beispielsweise Transalkylierungsreaktionen, erfolgen. Hierbei wird die Methylgruppe
einer meist biogen produzierten Substanz auf Quecksilber Ubertragen. Als geeignete
Methyldonatoren stehen beispielsweise Methyliodid (Mel) und Dimethylsulfat (DMS)
zur Verfugung. Diese Substanzen Ubertragen ihre Methylgruppe Uber einen oxidati-
ven Mechanismus auf elementares Quecksilber oder dimeres Quecksilber(l) (WEBER,

1993). Die Reaktionen sind in den Gleichungen 1 und 2 wiedergegeben.

Hg® + Mel ——  MeHgl Gl. 1

Hg,** + Mel ——»  MeHg" + Hgl Gl. 2

Eine weitere Transalkylierungsreaktion findet bei der Ubertragung einer Methylgrup-
pe durch andere Methylschwermetallverbindungen, wie beispielsweise Trimethylblei
(MesPb™), statt. Bei dieser Reaktion &ndert sich die Oxidationsstufe des Quecksilbers
nicht (Gleichung 3) (WEBER, 1993).

Hg** + MesPb* ——>  Me,Pb* + MeHg* Gl. 3

Bei der photochemischen Methylierung werden die Methylgruppen der Methyldonato-
ren unter Lichteinwirkung Ubertragen. Als geeignete Methyldonatoren stehen ver-
schiedene Substanzen, wie Carbonsauren, Alkohole, Ketone, Aminosauren, Klar-
schlamme, Urin, Faeces und Industrieabwasser, zur Verfugung. Des Weiteren kann
eine abiotische Methylierung unter Lichtausschluss durch Huminstoffe hervorgerufen

werden (HAMASAKI ET AL., 1995).
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Auch fir die Stoffwechselvorgange innerhalb von Zellen stehen verschiedene
Substanzen fiir die Ubertragung von Methylgruppen zur Verfligung. Die drei wichtigs-
ten Ubertrdger von Methylgruppen sind die Co-Enzyme N°-Methyltetrahydrofolat
(CH3-THF), S-Adenosylmethionin (SAM) und Methylcobalamin (MeCoB1,). Von die-
sen Co-Enzymen ist allerdings nur Methylcobalamin in der Lage, Quecksilber spon-

tan zu methylieren (WooD, 1984).

Methylcobalamin wird ausschliel3lich von Mikroorganismen synthetisiert. Es besitzt
ein Corrin-Ringsystem mit vier reduzierten und voll substituierten Pyrrolringen, die
um ein zentrales Kobaltion angeordnet sind. Dieses ist koordinativ an die Stickstoff-
atome der Pyrrolringe gebunden. Das Corrin-Ringsystem ist uber Aminopropanol und
Phosphat mit 5,6-Dimethylbenzimidazolribosid verkniipft. Uber diese Seitenkette wird
eine Brucke zum Kobaltion hergestellt (HARPER ET AL., 1975). Die Struktur des Vita-

min B1o-Derivats ist in Abb. 2 dargestellt.

HOH:C fo)

Abb. 2: Struktur des Methylcobalamins (HARPER ET AL., 1975).

Im Fall des Methylcobalamins (MeCoB12) ist das Kobaltion mit einer Methylgruppe
substituiert. Diese Methylgruppe kann als Carbanion (CH3") durch einen elektrophilen
Angriff auf Quecksilber(ll) Gibertragen werden (DESIMONE ET AL., 1973). Beim Uber-
gang der Methylgruppe wird die Oxidationsstufe des Quecksilbers nicht verandert.

Der optimale pH-Wert dieser Reaktion liegt bei 4,5 (CHOI ET AL., 1994).
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MeCoB;, + Hg?* —Ho MeHg" + H,OCoB1,* Gl. 4

Aufgrund der Fahigkeit von Methylcobalamin, Methylgruppen spontan auf anorgani-
sches Quecksilber zu Ubertragen, wurde zunachst ein Methylcorrinoidderivat als in-
trazellulares Methylierungsreagenz postuliert (Woob UND WANG, 1983). Allerdings
zeigten die Untersuchungen von CHoI ET AL. (1994) an Zellextrakten von Desulfo-
vibrio desulfuricans LS, dass die Quecksilbermethylierung in einem zweistufigen en-
zymatischen Prozess ablauft. Danach wird eine Methylgruppe zunachst von Methyl-
tetrahydrofolat (CHs-THF) durch das Enzym Methyltransferase | auf ein Cobal-

aminprotein (Co-Protein) Ubertragen (Gleichung 5).

CH3-THF + Co-Protein Methyltransferasel CH3-Co-Protein Gl. 5
CHs-Co-Protein + Hg?* Methywansterasell_y, Co-Protein + CHs-Hg Gl. 6

Dieses Protein besitzt, wie Methylcobalamin, ein Corrin-Ringsystem. Anschliel3end
wird die Methylgruppe durch Methyltransferase Il auf ein zweiwertiges Quecksilber-
ion Ubertragen (Gleichung 6), wobei das Methylcobalaminprotein (CHs-Co-Protein)

moglicherweise selbst als Methyltransferase Il fungiert (CHOI ET AL., 1994).
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1.1.6 Methylquecksilberanalysemethoden

Zum Nachweis von Methylquecksilber stehen verschiedene Analysemethoden zur
Verfligung. Diese beruhen in der Regel auf einer Trennung der aus der Probenmatrix
freigesetzten Quecksilberspezies durch Gas- oder Flussigchromatographie (GC oder
LC) und anschlieBender Detektion der Quecksilberspezies mit einem nachweisstar-
ken und elementspezifischen Detektor. Hierzu werden haufig induktiv gekoppelte
Plasma Massenspektrometer (ICP-MS), Atomemissionsdetektoren (AED) oder Atom-

absorptionsdetektoren (AAD) verwandt (HINTELMANN, 1999).

Aulerdem kann der Methylquecksilbernachweis mit einem Purge&Trap-Gaschroma-
tograph-Atomfluoreszenzspektrometer durchgefluhrt werden. Bei dieser online ge-
koppelten Analysetechnik stellte die Kaltdampf-Atomfluoreszenz-Spektroskopie (Cold
Vapour-Atomfluorescence-Spectroscopy, CV-AFS) eine nachweisstarke Methode zur
Detektion von Quecksilber im Ultraspurenbereich dar. Durch die Koppelung des
Atomfluoreszenzdetektors (AFD) mit einem Kapillargaschromatograph (Capillary
Gaschromatograph, CGC) wird ein speziesspezifischer Nachweis von Quecksilber-
verbindungen erreicht. Die Probenaufgabe erfolgt GUber eine Purge&Trap-Einheit, bei
der die fluchtigen oder derivatisierten Quecksilberverbindungen angereichert werden
(BLoowm, 1989; ALLIET AL., 1994).

Die Purge&Trap-Anreicherung ist eine dynamische Headspace-Technik. Hierbei
werden die flichtigen Analyten aus der Probelésung ausgetrieben, indem die Losung
kontinuierlich mit einem Inertgas (He, Ar, N2) durchstromt wird. Nachdem die Analy-
ten in die Gasphase Uberfuhrt wurden (purge), werden sie durch Ausfrieren oder Ad-
sorption gesammelt (trap). Dies kann entweder in einer Kapillare, die auf sehr tiefe
Temperaturen abgekuhlt wird (DREISCH UND MUNSON, 1983), oder auf Adsorbenzien
erfolgen (MORITA ET AL., 1995). Um das Purge&Trap-Verfahren anwenden zu kdénnen,
muss eine reproduzierbar hohe Ausgasausbeute gewahrleistet sein. Dabei nimmt die
Ausbeute mit einer zunehmenden Flichtigkeit der zu analysierenden Substanzen
sowie mit einem steigenden Verhaltnis von Ausgas- zu Probevolumen zu. Der Zu-
sammenhang zwischen der Ausgasausbeute und dem Verhaltnis von Ausgas- zu
Probevolumen lasst sich wie folgt beschreiben (HAGMAN UND JACOBSSON, 1988;
ABEEL ET AL., 1994):
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A=1—£=1—exp(—ixV—GJ Gl 7
C, RT V,

A = Ausgasausbeute [-]
C = Konzentration des Analyten nach dem Ausgasen [ng/mL]
C, = Anfangskonzentration des Analyten [ng/mL]
H = Henry-Konstante des Analyten [Pa m*/mol]
R = Gaskonstante [Pa m®/mol K]
T = Temperatur K]
Vs = Gasvolumen [mL]
Ve = Probenvolumen [mL]

Die Probenaufgabe Uber eine Purge&Trap-Einheit bietet den Vorteil, dass die Analy-
ten fast vollstandig von der Probenmatrix abgetrennt werden. Hierdurch konnen In-
terferenzen bei der nachfolgenden Detektion nahezu vermieden werden. Des Weite-
ren wird bei einer direkten Probenaufgabe die Kontaminationsgefahr verringert und
eventuelle Verluste vermieden. Aulerdem ist es mdglich, grol’e Probenvolumina
auszugasen, wodurch die Nachweisgrenze des Verfahrens verbessert wird (TANZER
UND HEUMANN, 1992).

Die Kapillargaschromatographie ist eine Methode zur Auftrennung von flichtigen
Stoffgemischen. Die Trennung der Analyten beruht auf ihrer wiederholten Verteilung
uber einer gasformigen mobilen Phase, dem so genannten Tragergas, und einer sta-
tionaren Phase. Das Tragergas wird durch eine Stahl- oder Glaskapillare, mit einem
Innendurchmesser von 0,1 mm bis 0,53 mm und einer Lange zwischen 10 m und
120 m geleitet. Diese Kapillare ist auf der Innenseite mit einem dinnen Film (0,17 ym
bis 5,3 um) beschichtet, der haufig aus unpolaren Methyl-Polysiloxanen besteht. In
Abhangigkeit von den zu analysierenden Analyten kann die Polaritat des Films durch
eine Substitution der Methylgruppen mit beispielsweise Phenylgruppen erhdht wer-
den. Die Trennleistung der Saule wird durch die Anzahl der theoretischen Bdden

charakterisiert. Diese lassen sich wie folgt berechnen:
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ts ’
N =554x| —= Gl. 8
5t1/2
N = Anzahl der theoretischen Boden [-]
te, = Gesamtretentionszeit [s]
o, = Halbwertsbreite des Peaks [s]

Hierbei gilt, dass eine gro3e Bodenzahl mit einer hohen Trennleistung einhergeht
(KoL, 1999). Die Beschreibung der Trennleistung kann auch Uber die ,Bodenhdhe*
(height equivalent to theoretical plate, HETP) erfolgen, wobei mit geringer Hohe des

theoretischen Bodens die Trennleistung zunimmt (KoLB, 1999).

HETP = L Gl 9

N
HETP = Bodenhohe [cm]
L = Lange der Saule [cm]

Der Einfluss des Tragergases sowie des Tragergasflusses auf die theoretische Bo-

denhohe wird mit Hilfe der van Deemter-Gleichung beschrieben (KoL, 1999).

HETP=A+E+C><U Gl. 10

u
A = Einfluss der Streudiffusion am Packmaterial [cm]
B = Einfluss der axialen molekularen Diffusion [cm?/s]
C = Einfluss der unvollstandigen Gleichgewichtseinstellung [s]
u = Geschwindigkeit des Tragergases [cm/s]
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Die Geschwindigkeit des Tragergases kann aus der Totzeit und der Saulenlange be-

rechnet werden:

u= L Gl. 11
tO
t, = Totzeit [s]

Zum Nachweis von Quecksilber kann die Atomfluoreszenzspektroskopie eingesetzt
werden. Bei dieser Methode werden die Elektronen der Analytatome durch Photonen
des gleichen Elements auf ein hdheres Energieniveau angehoben und anschlie3end
die emittierte Fluoreszenzstrahlung detektiert. Dabei erfolgt die Messung des emit-
tierten Fluoreszenzlichts im rechten Winkel zum eingestrahlten Anregungslicht. Hier-
durch wird vermieden, dass das Anregungslicht ebenfalls detektiert wird. Als Atom-
fluoreszenzdetektor kdbnnen sowohl dispersive als auch nicht-dispersive Detektoren
verwandt werden. Bei einem nicht-dispersiven Detektor wird das Fluoreszenzlicht
direkt von einem Photomultiplier detektiert, wahrend bei einem dispersiven Atomfluo-
reszenzdetektor ein Monochromator zur Abtrennung von anderen Wellenlangen ein-

gesetzt wird.

Zum Nachweis von Quecksilber mittels Atomfluoreszenzspektroskopie wird die Re-
sonanzfluoreszenz des einatomigen elementaren Quecksilbers nach einer Anregung
mit einer Quecksilberdampflampe bei einer Wellenlange von 254 nm detektiert. Hier-
bei verhalt sich die Fluoreszenzintensitat proportional zur Anzahl der Atome (MORITA
ET AL., 1995). Diese Methode setzt voraus, dass die verschiedenen Quecksilberspe-
zies vor dem Eintritt in den Detektor in einen elementaren Quecksilberdampf Uber-
fuhrt werden. Diese Reduktion und Atomisierung erfolgen entweder durch eine UV-
Bestrahlung (HORVAT ET AL., 1988) oder Uber eine Pyrolyse der flichtigen Quecksil-
berspezies unter Sauerstoffausschluss (BLoom, 1989). Aufgrund der thermischen
Instabilitat der Organoquecksilberverbindungen bei héheren Temperaturen wird die
Pyrolyse zur quantitativen Umsetzung bei einer Temperatur von tber 800 °C durch-
geflhrt.
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Bei der Resonanzfluoreszenz wird ein Atom durch die Absorption eines Photons in
einen energetisch hoheren Zustand uberfuhrt (Gl. 12). Durch die Abgabe der Energie
unter Freisetzung eines Photons geht das angeregte Atom wieder in seinen Grund-
zustand zuruck (Gl. 13). Bei den Quecksilberatomen erfolgt die Anregung aus dem

6'Sy Grundzustand in den elektronisch angeregten 6°P; Zustand.

Hg(6'S,) + hv (253,7nm) —— Hg(6°R) Gl. 12

Hg(6°P) — Hg(6'S,) + hv (253,7nm) Gl. 13

Zum Transport der Quecksilberatome vom Pyrolyseofen in die Fluoreszenzzelle wer-
den Edelgase eingesetzt, da durch andere Gase Quenching-Effekte auftreten kon-
nen. Diese Interferenzen entstehen durch St6l3e des angeregten Analyten mit ande-
ren Gasmolekulen, wie organischen Stoffen, Kohlendioxid oder Stickstoff (NAKAHARA,
1978). Hierbei wird die Anregungsenergie in einem ein- oder zweistufigen Prozess

strahlungslos abgegeben (Gl. 14-16). Dies fuhrt zu einer Depression des Messsig-

nals.

Einstufig: Hg(6°P)+M —— Hg(6'S,)+M” Gl. 14

Zweistufig:  Hg(6°P)+M —— Hg(6°P,)+M"~ Gl. 15
Hg(6°P,) + M —— Hg(6'S,)+ M~ Gl. 16

M = interferierendes Molekul

M™ = angeregtes interferierendes Molekiil

1.1.7 Probenaufbereitung zur Methylquecksilberbestimmung

Biologische Probenmaterialien besitzen eine komplexe Matrix. Deshalb muss zur
Quecksilberanalytik in diesen Probenmaterialien ein Aufschluss oder eine Extraktion
durchgefuhrt werden, die eine Freisetzung der Quecksilberverbindungen gewahrleis-

tet. In der Literatur ist eine Vielzahl von Methoden zur Aufbereitung von Umweltpro-
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ben mit komplexen Matrizes (z.B. tierisches Gewebe, Sedimente und Boden) fur die

speziesspezifische Methylquecksilberbestimmung beschrieben.

Die erste praktikable Methode fur einen Nachweis von Methylquecksilber wurde von
WESTOO (1966, 1967,1968) flr die Methylquecksilberbestimmung in verschiedenen
Lebensmitteln wie beispielsweise Fisch, Eier, Fleisch und Leber entwickelt. Bei die-
ser Methode wird das Methylquecksilber im Probenmaterial durch die Behandlung
mit 6 mol/L Salzsaure aus seiner Bindung an Matrixbestandteile als Methylquecksil-
berchlorid freigesetzt. Hierbei werden die bindenden Strukturen des Feststoffs, wie
beispielsweise die Thiol-Gruppen der Proteine oder Huminstoffe, protoniert. Uber
einen nachfolgenden Extraktionsschritt wird das Methylquecksilberchlorid in eine or-
ganische Phase Uberfuhrt, wobei der Uberwiegende Teil der Probenmatrix sowie des
anorganischen Quecksilbers(ll) abgetrennt wird. Die selektive Extraktion der Queck-
silberspezies resultiert aus den Reaktionen der Quecksilberionen mit dem Halogenid.
Wahrend die monoalkylischen Quecksilberionen eine kovalente Bindung mit dem
Halogenid eingehen, bildet das anorganische Quecksilber mit vier Halogenidionen
einen Tetrachloromercurat(ll)-Komplex ([HgCls]*). Dabei ist die Affinitat des komple-
xierten, weiterhin ionischen Quecksilbertetrahalogenids zu wassrigen Losungen gro-
Rer als zu organischen Losemitteln. Im Gegensatz dazu besitzt das alkylierte Queck-
silberhalogenid eine hohere Affinitat zur organischen Phase (SIMPSON, 1961, LIANG
ET AL., 1996). Als organisches Losemittel verwandte WESTOO (1966, 1967,1968)
Benzol. In den nachfolgenden Arbeiten wurde das weniger giftige Toluol bevorzugt
(LONGBOTTOM ET AL., 1973). Prinzipiell bieten sich zur Extraktion des Methylquecksil-
bers vor allem polarere organische Losungsmittel wie beispielsweise Dichlormethan,
ein 3:2 Dichlormethan/Hexan-Gemisch oder ein 3:2 Ethylacetat/Pentan-Gemisch an
(EBDON ET AL., 2002).

Anschlie®end fuhrte WESTOO (1966, 1967,1968) einen Reinigungsschritt durch. Hier-
zu wird das Organoquecksilber als Cystein-Komplex in eine wassrige Phase
uberfuhrt, aus der es dann durch eine Umsetzung mit Halogenwasserstoff erneut
freigesetzt wird. Danach wird das Methylquecksilber wieder als Halogenid in ein or-
ganisches Losemittel zurlckextrahiert. Die Bestimmung des Methylquecksilbers er-
folgte durch Gaschromatographie unter Verwendung eines Elektroneneinfangdetek-
tors (ECD).
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Die Methode von WESTOO (1966, 1967,1968) wurde in zahlreichen nachfolgenden
Arbeiten modifiziert. Durch die Verwendung von Bromid- oder lodidverbindungen
wurden lipophilere Komplexe gebildet, die eine vollstandigere Extraktion von der
wassrigen in die organische Phase gewahrleisten. Daruber hinaus kann durch den
Zusatz von Kupfer(ll)sulfat die Freisetzung des Methylquecksilbers von organischen

Komplexen unterstutzt werden (LONGBOTTOM ET AL., 1973; MASON UND BENOIT, 2003).

Weitere Mdglichkeiten zur Freisetzung des Methylquecksilbers bestehen in der Auf-
|I6sung des Probenmaterials, beispielsweise durch eine Verseifung mit KOH und Me-
thanol, einem basischen Aufschluss mit Tetramethylammoniumhydroxid und Metha-
nol oder einer enzymatischen Lyse des Probenmaterials mit Trypsin (LIANG ET AL.,
1996; TSENG ET AL., 1997; EBDON ET AL., 2002). Auch durch eine Wasserdampfdestil-
lation kann das Methylquecksilber aus dem Probenmaterial abgetrennt werden. Hier-
bei wird die Wasserdampffllchtigkeit der quecksilberorganischen Verbindungen aus-
genutzt. Das Destillat kann durch weitere Extraktionsschritte gereinigt und anschlie-
Rend der Methylquecksilbergehalt bestimmt werden. Dieses Verfahren zeichnet sich
durch einen hohen Probenumsatz mit sehr guten Wiederfindungsraten aus (HORVAT
ET AL., 1993a,b). Allerdings ist seit einiger Zeit bekannt, dass bei der Durchflhrung
der Wasserdampfdestillation aus anorganischem Quecksilber artifizielles Methyl-
quecksilber generiert werden kann. Insbesondere in Sedimenten mit einem hohen
anorganischen Quecksilbergehalt erfolgt hierdurch haufig eine Uberschatzung des
tatsachlichen Methylquecksilbergehalts in der Probe (BLoOM ET AL., 1997; HINTEL-
MANN ET AL., 1997).

Neben den Sedimentproben wurde eine artifizielle Methylquecksilberbildung auch in
humusreichen Bdden, Blattern und Bakteriensuspensionen beobachtet (BLoom ET
AL., 1997; HINTELMANN ET AL., 1997; HINTELMANN, 1999; FALTER, 1999). Dabei wird
artifizielles Methylquecksilber nicht nur bei Destillationen gebildet, sondern kann bei
hohen anorganischen Quecksilber(ll)konzentrationen beispielsweise auch bei den
zuvor beschriebenen Aufbereitungsmethoden mit KOH/Methanol oder durch die Me-
thylquecksilberfreisetzung mit HCI auftreten (HINTELMANN, 1999). Im Gegensatz dazu
wurde bei einer Probenaufbereitung mit Kupfersulfat und Kaliumbromid keine artifi-
zielle Methylquecksilberbildung nachgewiesen (BLoom ET AL., 1997; HINTELMANN,
1999).
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Um das Methylquecksilber flr eine gaschromatographische Auftrennung zur Verfi-
gung zu stellen, werden die Methylquecksilberhalogenide haufig zu Diorganylen deri-
vatisiert, um damit ein besseres chromatographisches Verhalten bei der GC-Analyse
zu erreichen. Hierzu wird oftmals eine Alkylierungsmethode mit Natriumtetraethylbo-
rat bzw. Natriumtetrapropylborat in einer wassrigen Losung oder eine etwas aufwen-
digere Prozedur mit einem Grignardreagenz in einer nicht-wassrigen Losung durch-

gefuhrt (RAPSOMANIKIS, 1994).

1.2 Sulfat-reduzierende Bakterien

Viele Sulfat-reduzierende Bakterien (SRB) besitzen die Fahigkeit Quecksilber zu me-
thylieren (EKSTROM ET AL., 2003). Allerdings stellen die SRB eine phylogenetisch un-
einheitliche Gruppe dar, die sich auch morphologisch voneinander unterscheiden.
Viele SRB sind oval bis stabchenférmig. Innerhalb der Gattung Desulfovibrio treten
vor allem Vibrionen auf. Daneben wurden auch filamentdse oder spirrilloide SRB be-

schrieben (WIDDEL UND BAK, 1992).

Ein gemeinsames Merkmal von SRB ist die dissimilatorische Sulfatreduktion. Das
heildt, dass sie ihre Energie durch anaerobe Sulfatatmung gewinnen. Hierbei werden
im Gegensatz zur Sauerstoffatmung Sulfat oder andere Schwefelspezies anstelle
von Sauerstoff als Elektronenakzeptoren genutzt. Das Endprodukt der Sulfatredukti-
on ist Sulfid. Dieses flhrt zu dem flir SRB charakteristischen Schwefelwasserstoffge-
ruch und zu einer Schwarzfarbung des Habitats durch die Bildung von schwerldsli-
chem Eisensulfid (FRITSCHE, 2002). Als Substrate werden hauptsachlich kurzkettige
Carbonsauren, wie Acetat, Lactat, Pyruvat und Succinat, sowie Ethanol, Fettsduren
und Wasserstoff verwendet. Diese Substrate stammen haufig aus Garstoffwechsel-
produkten fermentativer Bakterien. Hinsichtlich ihrer Substratverwertung lassen sich
die SRB in zwei Gruppen einteilen. Man unterscheidet die unvollstandigen Oxidierer,
deren Endprodukt Acetat ist, von den vollstandigen Oxidierern, die ihre Substrate
vollstandig zu Kohlendioxid und Wasser mineralisieren. Aufgrund ihrer Fahigkeiten
zur anaeroben Remineralisierung organischer Substanzen und zur Sulfatreduktion
spielen sie sowohl im Kohlenstoff- als auch im Schwefelkreislauf eine bedeutende
Rolle (FRITSCHE, 2002).
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Uber vergleichende Untersuchungen des 16S rRNA-Gens (ca. 1.500 Nukleotide) ist
es moglich, eine phylogenetische Charakterisierung von Mikroorganismen durchzu-
fuhren. Aufgrund dieser Sequenzanalysen kdnnen die SRB in vier verschiedene phy-
logenetische Gruppen eingeteilt werden. Dies sind (1) Gram-negative mesophile, (2)
Gram-positive sporenbildende, (3) bakterielle thermophile und (4) archaeelle ther-
mophile Sulfatreduzierer (CASTRO ET AL., 2000). Die umfangreichste Gruppe stellt die
der Gram-negativen mesophilen Bakterien dar, die den &-Proteobakterien zugeord-
net wird. Innerhalb der &-Proteobakterien kdnnen die SRB den Familien der Desulfo-
vibrionaceae, Desulfobacteraceae, Desulfobulbaceae und Geobacteraceae zugeord-
net werden (MADIGAN ET AL., 2003). Zur Familie der Desulfovibrionaceae gehoren die

beiden Gattungen Desulfovibrio und Desulfomicrobium (WIDDEL UND BAK, 1992).

SRB sind haufig in marinen Habitaten anzutreffen (WIDDEL UND BAK, 1992; MADIGAN
ET AL., 2003). Dort treten sie hauptsachlich in den anaeroben Zonen der oberen 4 cm
des Sediments auf (DEVEREUX ET AL., 1996; LLOBET-BROSSA ET AL., 1998; 2002). In
marinen Habitaten finden die SRB aufgrund der hohen Sulfatgehalte von ca.
28 mmol pro Liter Meerwasser optimale Lebensbedingungen (WIDDEL UND BAK,
1992). Ihr Anteil an der Gesamtbakterienpopulation im Sediment betrug in den Un-
tersuchungen von PURDY ET AL. (2001; 2002) 10 % und von WIERINGA ET AL. (2000)
23 %. Aufgrund ihrer Haufigkeit konnen sie auch an bis zu 50 % der anaeroben Re-
mineralisierung von organischen Substanzen beteiligt sein (JORGENSEN, 1982). Ne-
ben den marinen Sedimenten sind Sulfat-reduzierende Bakterien auch in anoxischen
Sulwassersedimenten, Klarschlammen und im Intestinalsystem verschiedener Wir-
beltiere sowie wirbelloser Tiere zu finden (HOWARD UND HUNGATE, 1976; GIBSON ET
AL., 1988; TRINKERL ET AL., 1990; GEBHART ET AL., 1993; SASS ET AL., 1998). Die meis-
ten der aus dem Intestinaltrakt von Menschen und Tieren isolierten SRB gehoren zu
der Gattung Desulfovibrio (KUHNIGK ET AL., 1996).

1.3 Faulschlamm aus der Abwasserreinigung

Allgemein entstehen Faulschlamme durch den mikrobiellen Abbau komplexer orga-
nischer Substanzen unter anaeroben Bedingungen. Dieser Prozess findet unter na-
turlichen Bedingungen in anaeroben Sedimenten nahrstoffreicher Gewasser und

Sumpfen statt. Des Weiteren fallen Faulschlamme auch bei der Abwasserbehand-
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lung an. Die Faulschlamme bestehen aus einer feinkérnigen Masse, die durch Me-

tallsulfide grau bis tiefschwarz gefarbt sind (FRITSCHE, 2002).

In den Faulschlammen erfolgt eine Mineralisierung von hochkomplexen organischen
Substanzen Uber die methanogene Nahrungskette. Diese Nahrungskette setzt sich
aus vier verschiedenen physiologischen Bakteriengruppen zusammen. Nach ihrer
Funktion lassen sich die Mikroorganismen in primare und sekundare Garer sowie

acetogene und methanogene Bakterien einteilen (FRITSCHE, 2002).

Hydrolytisch-fermentativer
Abbau Acetogenese Methanogenese
Acetat
( \ ‘ 4a
Komplexe 1 1 \
organische
Substanzen .
L Fe.rmentat|on der 2 3 CH., CO,
- Cellulose Zwischenprodukte
- Proteine
- Fette ] /
1
\ / 4b
L
H,, CO,

Abb. 3: Anaerober Abbau von komplexen organischen Verbindungen

(BRYANT ET AL.,1977).

1 = hydrolytisch/fermentative Bakterien, 2 = obligat Wasserstoff produzierende Bakterien,
3 = homofermentative Essigsaurebakterien, 4a = Essigsaure verwertende methanogene
Bakterien, 4b = Wasserstoff verwertende methanogene Bakterien.

Der anaerobe Abbauprozess erfolgt zunachst durch extrazellulare Enzyme der
hydrolytisch/fermentativen Bakterien. Hierbei werden die komplexen organischen
Substanzen wie Proteine, Cellulose und Fette in niedermolekulare |6sliche Verbin-
dungen umgesetzt. Die gebildeten Aminosauren, Kohlenhydrate und Fettsauren
werden dann von fermentativ saurebildenden Bakterien als Substrat verwertet. Hier-
bei ist Acetat das Hauptprodukt der Zuckerfermentation. AulRerdem werden organi-
sche Sauren (zum Beispiel Propionsaure, Essigsaure und Buttersaure), Alkohole,

Ketone, Kohlendioxid und Wasserstoff produziert. Von diesen Zwischenprodukten
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konnen die methanogenen Bakterien nur Essigsaure, bzw. Wasserstoff und Kohlen-
dioxid direkt zu Methan umsetzen. Daher mussen die gebildeten organischen Sauren
und Alkohole zunachst zu Essigsaure umgebaut werden. An diesem Prozess kdnnen
sowohl homoacetogene Bakterien als auch Sulfat-reduzierende Bakterien beteiligt
sein. Die Endprodukte der methanogenen Nahrungskette sind somit letztlich Kohlen-

dioxid und Methan (MADIGAN ET AL., 2003; MUDRACK UND KUNST, 1994).

In einem Klarwerk entstehen wahrend der Abwasserreinigung verschiedene Arten
von Schlammen. Man unterscheidet grob zwischen Rohschlammen und behandelten
Klarschlammen. Rohschldmme treten als Primarschlamm oder als Uberschuss-
schlamm auf. Der Primarschlamm setzt sich aus organischen Substanzen zusam-
men, die in der mechanischen Reinigungsstufe durch Sedimentation aus dem Ab-
wasser abgetrennt wurden. Der Uberschussschlamm stammt aus der biologischen
Reinigungsstufe des Belebtschlammverfahrens. Er besteht Uberwiegend aus den
Mikroorganismen der biologischen Reinigungsstufe (MUDRACK UND KUNST, 1994).

Zum Ausfaulen der Rohschlamme werden diese in groReren Klaranlagen den so ge-
nannten Faultirmen zugefuhrt. Hier verweilt der Schlamm fur ca. 21 Tage bei mehr
als 30 °C. In dieser Zeit bauen Mikroorganismen unter anaeroben Bedingungen die
komplexen organischen Substanzen der Rohschlamme Uber die methanogene Nah-
rungskette ab. Ein Endprodukt dieses Faulungsprozesses ist ein Gasgemisch aus
ca. 40 % Kohlendioxid und ca. 60 % Methan. Das wahrend des Faulungsprozesses
produzierte Gas kann zur Energiegewinnung im Blockheizkraftwerk genutzt werden.
Weitere Vorteile des Faulungsprozesses sind die Reduzierung von Abfallstoffen, die
Verminderung der Geruchsbelastigung und die Vernichtung von pathogenen Keimen

(MUDRACK UND KUNST, 1994).

Das Klarwerk Mainz-Mombach besitzt zwei Faultirme mit einem Volumen von je-
weils 7.000 m>. Die 30 m hohen Tiirme sind auf dem Klarwerksgelande aufgrund ih-
rer Eiform gut zu erkennen (Abb. 4). Pro Tag werden rund 6.500 m? Klargas produ-
ziert. Um den Faulprozess zu optimieren, wird die Temperatur in den Faultirmen auf

32 °C gehalten (ENTWASSERUNGSBETRIEB DER STADT MAINZ, 1999).
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Faulturm

Gashaube mit Sicherheitsvorlage Gas rum Blockheizkraftwerk
Schwimmschlammabzug
Schaumazerstorer
-
Ausgefaulter
Sehlamm -

| Pumpe
1y
I " Eﬂizung
Verbindung zum T J—
anderen Turm )
I‘ Ringleitung

Umwilzschlamm

-

Frischschlamm

Abb. 4: Schematische Darstellung eines Faulturms.
(ENTWASSERUNGSBETRIEB DER STADT MAINZ (1999);
http://www.mainz.de/entwaesserung/faul.htm).

Der dunnflissige und dunkle Faulschlamm besitzt mit ca. 2 % bis 5 % einen geringen
Feststoffgehalt. Dieser wird durch das Zentrifugieren des Schlammes auf 33% er-
héht. Durch die nachfolgende 40- bis 80-minltige Trocknung des entwasserten Faul-
schlamms mit 120 °C heil3er Luft erhoht sich der Feststoffgehalt auf Uber 90 %. Der
getrocknete Schlamm wird thermisch verwertet und die bei der Verbrennung freige-
setzte Energie erneut als Heizenergie verwendet (ENTWASSERUNGSBETRIEB DER
STADT MAINZ, 1999).

FUr die Nutzung des Klarschlamms zur Dingung mussen die Grenzwerte der Klar-
schlammverordnung (AbfKlarVO) nach dem Bundesgesetzblatt | S. 912 vom
15.4.1992 eingehalten werden. Hiernach darf die maximale Quecksilberbelastung im
Boden nicht hoher als 1 mg Quecksilber pro kg Boden (Trockenmasse), bzw. der
Gesamtquecksilbergehalt im Faulschlamm nicht hoher als 8 mg Quecksilber pro kg

Schlammtrockenmasse betragen (STREIT, 1991).
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1.4 Termiten

Termiten treten mit weltweit ungefahr 2,4><1017 Tieren in einer sehr hohen Individu-
enzahl auf (ZIMMERMANN ET AL., 1982) und besitzen aufgrund ihrer Fahigkeit, schwer
abbaubare Pflanzenstoffe umzusetzen, als Destruenten eine gro3e Bedeutung im
Kohlenstoffkreislauf (GRzIMEK, 1980). Weltweit sind sie mit 28 % an der Nettoprimar-
produktion beteiligt und setzten groRe Mengen von Gasen frei. Es wird angenom-
men, dass die Termiten jahrlich 1,5x10° t Methan, 2x10° t Wasserstoff, 4,6x10'° t
Kohlendioxid, 1x10” t Kohlenmonoxid und 7x10° t Dimethyldisulfid produzieren (ZI-
MMERMANN ET AL., 1982; KONIG ET AL., 2002). Aufgrund der hohen Individuenzahl mit
ihrer groRen Bedeutung flr den Umsatz von Biomasse stellen sie auch ein interes-

santes Untersuchungsfeld fur die Quecksilbermethylierung in Insekten dar.

Systematisch gehdren die Termiten zu den Insekten. Sie bilden Staaten und sind in
ihrem Erscheinungsbild, im Polymorphismus und dem Kastenwesen den Ameisen
sehr ahnlich. Deshalb werden sie haufig als ,weille Ameisen bezeichnet, was jedoch
irrefUhrend ist, da die 2.761 bekannten Termitenarten die eigene Ordnung der Isopte-
ra (Gleichflugler) bilden (STRESEMANN, 1989). Zusammen mit den Schaben und
Fangschrecken gehoren sie zur Gruppe der Dictyoptera (MADDISON, 2002). Innerhalb
der Ordnung der Isoptera lassen sie sich in hdhere und niedere Termiten einteilen
(Abb. 5).

——  Mantodea (Fangschrecken)

Blattodea (Schaben)

Mastotermitidae (primitivste Termite)

Kalotermitidae (Feucht- und Trockenholztermiten)

Hodotermitidae (Ernte-Termite)
Isoptera —— _:
Termopsidae (Faulholztermite)

Rhinotermitidae (unterirdisch-lebende Termiten)

Serritermitidae

Termitidae (hdhere Termiten)

Abb. 5: Stammbaum der Termiten (MADDISON, 2002).
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Zu der Gruppe der niederen Termiten gehdren die Familien Mastotermitidae, Kalo-
termitidae, Termopsidae, Hodotermitidae, Rhinotermitidae und Serritermitidae mit
insgesamt 803 Arten (vgl. KONIG ET AL., 2002). Aufgrund von morphologischen Krite-
rien kann die Familie Mastotermitidae mit ihrem einzigen rezenten Vertreter Masto-
termes darwiniensis als urspringlichste Art angesehen werden. Diese Art zeigt einen
hohen Verwandtschaftsgrad zu Schaben. Die Gruppe der hoheren Termiten umfasst
1.958 Arten, die alle zur Familie der Termitidae gehdren. Damit stellen die hoheren
Termiten ca. 71% aller Termitenarten (vgl. KONIG ET AL., 2002). Die hoheren Termiten
unterscheiden sich hinsichtlich der niederen Termiten durch das Fehlen von symbio-

tischen Flagellaten im Intestinaltrakt (KAESTER, 1973).

Termiten sind warme- und feuchtigkeitsliebend. Ihr Verbreitungsgebiet erstreckt sich
hauptsachlich auf tropische und subtropische Regionen zwischen 47° noérdlicher und
47° sudlicher Breite (KONIG ET AL., 2002). Einzelne Arten treten auch in gemaRigten
Breiten auf. So wurde die GelbfulRtermite (Reticulitermes flavipes) aus Nordamerika
nach Hamburg eingeschleppt und kann dort seit 1937 regelmafRig nachgewiesen
werden (STRESEMANN, 1989).

Alle Termiten sind staatenbildend. Dabei bilden einige Arten Staaten mit mehreren
Millionen Tieren. Ein Termitenstaat setzt sich aus Tieren von meist drei morpholo-
gisch unterschiedlichen Kasten zusammen. Dabei unterscheidet man die Kasten der
Geschlechtstiere mit Kénigin und Koénig als Elternfamilie von den Kasten der Arbeiter

und der Soldaten.

r T gy
Rox 1nb ¥ IS

Abb. 6: Termitenkdnigin (Macrotermes bellicosus) mit Arbeitern.
© Duur Aanen
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Die Geschlechtstiere werden einmal pro Jahr in groRer Anzahl hervorgebracht und
schwarmen dann zum Hochzeitsflug aus. Nachdem sie zu Boden gefallen sind, wer-
fen sie ihre Fligel ab und suchen eine geeignete Stelle zur Grindung eines neuen
Termitenstaats. Die Tiere der Elternfamilie zeichnen sich hinsichtlich ihrer GroRe
aus. Insbesondere die Konigin lasst sich anhand ihres stark vergréRerten Hinterleibs
gut erkennen (Abb. 6). Im Gegensatz zu den Geschlechtstieren sind die Arbeiter und
Soldaten stets ungeflugelt. Eine Unterscheidung zwischen den Arbeitern und Solda-
ten kann uber die stark vergrof3erten Mundwerkzeuge der Soldaten erfolgen (STRE-
SEMANN, 1989).

Termiten leben in Bauten, die in der Erde oder im Holz angelegt werden. Bei hoheren
Termiten werden die unterirdischen Bauten zum Teil durch mehrere Meter hohe,
oberirdische Hugelbauten erweitert. Als Baustoffe werden mit Speichel vermengte

Erde, Exkremente und zerkaute Holzteilchen verwandt.

Das Nahrungsspektrum von Termiten ist vielfaltig. Die verschiedenen Termitenarten
ernahren sich von Holz, Gras, Dung, Humus und Boden. Aulierdem legen einige Ar-
ten der héheren Termiten Pilzgarten an (KONIG ET AL., 2002). Die aufgenommene
Nahrung wird im Intestinalsystem mit Unterstutzung von symbiotischen Mikroorga-
nismen aufgeschlossen. Eine schematische Abbildung des Intestinalsystems der

Termiten ist in Abb. 7 dargestellt.

Abb. 7: Darmtrakt der Termite Kalotermes flavicollis.
O = Osophagus, C = Kropf, G = Kaumagen, M = Mitteldarm, T = Maphigische GefalRe,
1 =1. Hinterdarmsegment, 2 = 2. Hinterdarmsegment, 3 = Garkammer, 4 = Colon,
5 = Rectum (KRISHNA, 1970).
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Das Intestinalsystem besteht aus dem Vorder-, Mittel- und Enddarm. Der Vorder-
darm setzt sich aus Osophagus, Kropf und Kaumagen zusammen. Hieran schlielt
sich der wenig differenzierte Mitteldarm an. Der Enddarm besteht aus funf Abschnit-
ten. Die ersten beiden werden als erstes und zweites Hinterdarmsegment bezeich-

net. AnschlieRend folgen Garkammer, Colon und Rectum.

Die cellulosereiche Nahrung wird von den Termiten durch den Kauapparat mit den
kraftigen Mandibeln und dem mit Chitinleisten ausgekleideten muskulésen Kauma-
gen mechanisch zerkleinert. Anschlielend wird die zerkleinerte Nahrung durch den
Mitteldarm in den Enddarm transportiert. Hier findet insbesondere in der Garkammer
der mikrobielle Abbau der Nahrung statt. Hierzu hat sich im Laufe der ca. 300 Millio-
nen Jahre langen Entwicklungsgeschichte der Termiten eine komplexe Intestinalflora

ausgebildet (EMERSON, 1965).

Die Garkammer ist dicht mit Mikroorganismen besiedelt. Sie ist bei den niederen
Termiten mit bis zu 90 % des Volumens mit symbiotischen Flagellaten gefullt. Wei-
terhin treten Bakterien mit einem Titer von 10" bis 10'"! Bakterien pro mL Darmvolu-
men auf. Den grof3ten Anteil machen hiervon Spirochaten, Gram-positive Bakterien
und Proteobakterien aus. Neben den Flagellaten und Bakterien findet man auch Pil-
ze und Hefen mit einem Titer von 107 bis 5x10® Hefezellen pro mL. Aufgrund des
kleinen Volumens von 0,5 pL bis 10 yL und der kontinuierlichen Sauerstoffversor-
gung uber das Tracheensystem stellt sich in der Garkammer ein anaerobes Gradien-
tensystem ein (KONIG ET AL., 2002).

Der mikrobielle Abbau der pflanzlichen Stoffe ist in Abb. 8 schematisch dargestellt.
Er erfolgt durch einen dreistufigen Prozess, an dem verschiedene Organismen mit-
wirken. Im ersten Schritt werden die pflanzlichen Polymere, wie Cellulose und Hemi-
cellulose durch Cellulasen zu Mono-, Di- und Oligosacchariden hydrolysiert. Dies
geschieht hauptsachlich in den Nahrungsvakuolen der symbiotischen Flagellaten
nach der Phagocytose der mechanisch zerkleinerten Pflanzenpartikel. Dabei werden
die von den Flagellaten fur den Celluloseabbau verwandten Cellulasen von der Ter-

mite Mastotermes darwiniensis selbst produziert (LI ET AL., 2003).
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arkammer
Methanogene
co. H Bakterien Methan
2,12
Mitteldarm Acetogene, CO,-
(Endoglucanasen, reduzierende Acetat
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Abb. 8: Lignocelluloseabbau in der Garkammer der Termite
(RADEK, 1999).

Die Mono-, Di- und Oligosaccharide werden von den Flagellaten im nachsten Schritt
zum Pyruvat umgesetzt. Dieses wird zur Energiegewinnung in den Peroxisomen wei-
ter zu Acetat, Kohlendioxid und Wasserstoff abgebaut. Aulerdem werden die Mono-,
Di- und Oligosaccharide durch die fermentativen Bakterien zur Energiegewinnung
verwendet. Die von Flagellaten und Bakterien gebildeten Garprodukte sind haupt-
sachlich kurzkettige Carbonsauren, insbesondere Acetat, die von der Termite als
Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt werden. Am letzten Schritt des Lignocellulo-
seabbaus sind Mikroorganismen beteiligt, die molekularen Wasserstoff (Hy) als
Elektronendonator nutzen kdnnen. Dies erfolgt durch die drei physiologisch unter-
schiedlichen Gruppen der methanogenen, homoacetogenen sowie Sulfat-
reduzierenden Bakterien. Bei holzfressenden Termiten Uberwiegt der Anteil der ace-
togenen Bakterien. Das hierbei gebildete Acetat steht der Termite als zusatzliche

Nahrungsquelle zur Verfligung (RADEK, 1999).
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Zur Untersuchung einer Methylquecksilberbildung in Insekten wurde die Termite
Mastotermes darwiniensis verwandt. Sie tritt im tropischen Norden von Australien
auf. Als bodenlebende Termiten legen sie ihre Nester unterirdisch oder in den
Stammen sowie Wurzelkronen von Baumen an. |hr Volk kann mit mehr als einer Mil-
lion Tieren sehr individuenreich sein. In Abb. 9 sind ein Soldat sowie ein Arbeiter der

australischen Termite Mastotermes darwiniensis abgebildet.

I
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in £

Abb. 9: Termite Mastotermes darwiniensis Soldat (links) und Arbeiter (rechts).
(http://www.uni-bayreuth.de/grako678/media/Projekte_neu.htm)

Im Darmtrakt von Mastotermes darwiniensis wurden Sulfat-reduzierende Bakterien
aus der Gruppe der &-Proteobakterien mit einem Titer von 1x10’ Bakterien pro mL
nachgewiesen (DROGE ET AL., 2005). Durch die Arbeit von FROHLICH ET AL. (1999)
wurde das Sulfat-reduzierende Bakterium Desulfovibrio intestinalis (DSMZ 11275)
aus der Gruppe der 6-Proteobakterien aus dem Intestinaltrakt der australischen Ter-

mite Mastotermes darwiniensis isoliert.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der hohen Methylquecksilberkonzentrationen von mehr als 1 ug Methyl-
quecksilber pro g Gewebe in Raubfischen und Meeressaugern wurden bisher zahl-
reiche Untersuchungen zur Methylquecksilberbildung und -anreicherung in aquati-
schen Lebensraumen durchgefuhrt (HARMS UND BUNKE, 2002). Hierbei wurde gezeigt,
dass die hohe Methylquecksilberkonzentration in diesen Organismen aus der Me-
thylquecksilberakkumulation Gber die Nahrungskette resultiert. Das von den Orga-
nismen aufgenommene Methylquecksilber wird hauptsachlich von Bakterien produ-
ziert, die anorganisches Quecksilber zu Methylquecksilber umsetzen (BERMANN UND
BARTHA, 1986). Als hauptverantwortliche Bakteriengruppe fir die Quecksilbermethy-
lierung wurden die Sulfat-reduzierenden Bakterien identifiziert. Diese treten vor allem
in den anaeroben Sedimentschichten von aquatischen Systemen auf (COMPEAU UND
BARTHA, 1985; PAK UND BARTHA, 1998). Weiterhin kann man Sulfat-reduzierende Bak-
terien auch in nicht aquatischen Lebensraumen, wie beispielsweise im Faulschlamm
und im Intestinalsystem von Menschen und Tieren, nachweisen (HOWARD UND HUN-
GATE, 1976; GIBSON ET AL., 1988; TRINKERL ET AL., 1990; GEBHART ET AL., 1993; SASS
ET AL., 1998).

Im Gegensatz zu den aquatischen Lebensraumen wurde die Quecksilbermethylie-
rung in nicht aquatischen Lebensraumen bisher kaum untersucht. Aus diesem Grund
war das Ziel dieser Arbeit die mikrobielle Methylquecksilberbildung in weiteren Le-
bensrdaumen von Sulfat-reduzierenden Bakterien nachzuweisen. Hierbei wurde zum
einen aufgrund der bei der Abwasserreinigung anfallenden gro3en Mengen an Faul-
schlammen der Faulschlamm des Klarwerks Mainz-Mombach als Probenmaterial
ausgewahlt. Zum anderen wurden Untersuchungen zur Methylquecksilberbildung in
Insekten exemplarisch an der Termite Mastotermes darwiniensis durchgefuhrt. Diese
ist von besonderer Bedeutung, da die Methylquecksilberbildung in Insekten bisher
noch nicht untersucht wurde und die Termiten einen grof3en Anteil an der weltweiten

Biomasse ausmachen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalienliste

Nachfolgend sind die in der Arbeit verwendeten Chemikalien mit Angabe der Rein-

heit und der Bezugsquelle aufgelistet.

Tab. 4: Gase

Gas Reinheit Bezugsquelle
Argon 4.6 Westfalen AG, Munster
Helium 4.6 Westfalen AG
Stickstoff 4.6 Westfalen AG
Tab. 5: Flussigkeiten

Fllssigkeit Reinheit Bezugsquelle
Acetonitril 99,9 % Merck, Darmstadt
Chloroform 99,8 % Fluka, Neu-Ulm
Dichlormethan 99,9 % Merck
Eisessig Suprapure Merck
Methanol HPLC-Grade Merck

Methansulfonsaure
(70 % in Wasser)

zur Synthese

Roth, Karlsruhe

Natriumlactat in Wasser 50 % Fluka
Quecksilberchlorid Ultrapure Merck
Quecksilberisotopenldsung AK He_umann, Institut fi_Jr An-
19814 - organische und Analytische
9 Chemie,Universitat Mainz
. , Acros Organics, Geel
o) ’ )

Salpetersaure (65 %ig) p.a. Belgien
Salzsaure (rauchend) p.a. Roth
Schwefelsaure p.a. Roth
Wasser MQ Milliporeanlage
Wasserstoffperoxid Ultrapure Merck

(30 % in Wasser)
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Tab. 6: Feststoffe

Feststoff Reinheit Bezugsquelle
Ammoniumchlorid rein Merck
Biotin (Vitamin H) 99,0 % Fluka
Borsaure 99,8 % p.a. Roth
Bromethansulfonsaure p.a. Merck
Calciumchlorid-Dihydrat 99,5 % Fluka
Cobaltchlorid-Hexahydrat p.a. Merck
Cycloheximid =294 % Sigma-Aldrich, Seelze
Calcium-D-Pantothenat 298 % Merck
Dikaliumhy_drogenphosphat > 98 % Roth
(wasserfrei)

(Natrimeihylondiamin- pa Rot
tetraacetat)

Eisen(ll)chlorid-Tetrahydrat 99 % Merck
Eisen(ll)sulfat-Heptahydrat p.a. Merck
Ethylquecksilberchlorid NEAT Sigma-Aldrich
Folsaure 98 % Sigma
Hefeextrakt - Hgggséw:argﬁr’
HEPES =299 % Roth
Kaliumbromid p.a. Roth
Kaliumcarbonat p.a. Merck
Kaliumdihydrogenphosphat p.a. ACS Roth
Kaliumhydroxid p.a. Roth
Kupferchlorid-Dihydrat p.a. Merck
Kupfersulfat-Heptahydrat p.a. Merck
L(+)- Ascorbinsaure p.a. Roth
Liponsaure 99 % Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid-Hexahydrat =299 % p.a. Roth
Magnesiumsulfat-Heptahydrat =299 % p.a. Roth
Manganchlorid-Tetrahydrat p.a. Merck
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Fortsetzung Tab. 6

Feststoff Reinheit Bezugsquelle
Methylquecksilberchlorid PESTANAL Sigma-Aldrich
Monobrombiman = 90,0 % Sigma-Aldrich
Natriumacetat Suprapure Merck
Natriummolybdat p.a. Merck
Natriumsulfat p.a. Roth
Natriumtetrapropylborat 98 % Galag('el'eesctur;zmgies,
Natriumthioglycolat Merck
Nickelchlorid-Hexahydrat p.a. Fluka
Nicotinsaure (Vitamin B) =298 % Fluka
p-Aminobenzoesaure =299 % Sigma-Aldrich
Pyridoxin (Vitamin B6) =299 % Roth
Quecksilber(ll)chlorid p.a. Fluka
Riboflavin 2990 Merck
Sagemehl (Fichtenholz) - -

Thiamin (Vitamin B1) 299 % Sigma-Aldrich
Cyanocobalamin (Vitamin B12) 99 % Sigma-Aldrich
Zinkchlorid p.a. Riedel-de Haén, Seelze
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2.2 Losungen

2.2.1 Extraktionsldsungen

Tab. 7: Kupfersulfatldsung

Kupfersulfatlésung [g/L]

CuSO4 x 5 H0 250,0

Zur Herstellung einer schwefelsauren Kaliumbromidlésung wurden zunachst die L6-
sungen 1 und 2 (Tab. 8) getrennt voneinander hergestellt. AnschlieRend wurden die

beiden Lésungen zusammengefihrt und bis auf 1000 mL aufgefulit.

Tab. 8: Schwefelsaure Kaliumbromidl6sung

Schwefelsaure Kaliumbromidlosung

Losung 1
H>SO,4 (konz.) 110 mL
MQ-Wasser 100 mL

Losung 1 abkuhlen lassen

Ldsung 2

KBr 360 g
MQ-Wasser 700 mL
Kombination von Lésung 1 und 2 ad 1000 mL

2.2.2 Derivatisierungsreagenzien

Zur Derivatisierung der Quecksilberverbindungen wurden die folgenden Losungen
vorbereitet (Tab. 9 und 10).

Tab. 9: Natriumacetatpuffer

Natriumacetatpuffer (pH 4,6) [g/L]
Eisessig 153,7
Natriumacetat 118,1
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Tab. 10: Natriumtetrapropylborat

Natriumtetrapropylborat 2% in KOH [g/L]
KOH 28,5
Natriumtetrapropylborat 20

Das Propylierungsreagenz wurde bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Zur Derivatisierung der Schwefelspezies wurden die folgenden Lésungen vorbereitet
(Tab 11-13):

Tab. 11: HEPES Puffer

HEPES Puffer (pH 8,0) [g/L]
HEPES 11,92
EDTA 1,86

Tab. 12: Monobrombimanlésung

Monobrombiman in Acetonitril [g/L]

Monobrombiman 13,01

Tab. 13: Methansulfonséaurelésung

Methansulfonsaure [g/L]

Methansulfonsaure 70%ig 6,61

2.2.3 Quecksilberstandardlésungen

Tab. 14: Methylquecksilberchloridldsung

Methylquecksilberchlorid (Stammldsung) (9]
Methylquecksilberchlorid 0,2
0,5%ige HNO3 99,8
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Tab. 15: Ethylquecksilberchloridlésung

Ethylquecksilberchlorid (Stammlosung) [a]
Ethylquecksilberchlorid 0,05
Methanol 73,14

Die Organoquecksilberstammldsungen wurden bis zur geeigneten Konzentration in

0,5%iger Salpetersaure verdunnt und bei 4 °C gelagert.

Tab. 16: Quecksilberchloridlésung

Quecksilberchlorid (Stammldsung) (9]
Quecksilber(ll)chlorid 0,25
1,0%ige HNO3 199,75

Die Quecksilberchloridstammldsung wurde bis zur geeigneten Konzentration in MQ-

Wasser verdinnt und direkt verwendet.

2.2.4 Hemmstoffe

Stammldsungen:

Tab. 17: Natriummolybdatlosung

Natriummolybdatlosung [g/L]

Natriummolybdat 20

Tab. 18: Bromethansulfonséureldsung

Bromethansulfonsaurelésung [g/L]

Bromethansulfonsaure 5

Tab. 19: Cycloheximidlésung

Cycloheximidlésung [g/L]

Cycloheximid 10
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2.2.5 Medien

Tab. 20: DSMZ -Medium 63 (modifiziert)

DSMZ -Medium 63 (modifiziert) [g/L]
K2HPO, 0,5
NH4CI 1,0
Na,SO, 1,0
CaCl; x 2 H,0O 0,1
MgSO,4 x 7 H,0O 2,0
DL-Natrium-Lactat 2,0”
Vitaminlésung 141 10,0
Spurenelementlésung SL-10 2,0
FeSO4 x 7 H,0 0,5
Natriumthioglycolat 0,1
Ascorbinsaure 0,1
pH 7,8
Jin [mL/L], (hach DSMZ -MEeDIUM 63)

Tab. 21: Postgate Medium D (modifiziert)

Postgate Medium D (modifiziert) [g/L]
KH,PO4 0,5
NH,4CI 1,0
CaCl; x 2 H.0 0,1
MgCl; x 6 H,O 1,6
DL-Natrium-Lactat 2,0”
Vitaminlosung 141 10,0
Spurenelementlésung SL-10 2,0
FeSO, x 7 H,0 0,055
pH 7,5

7in [mL/L], (nach POSTGATE, 1984)
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Tab. 22: Vitaminlosung 141

Vitaminlésung 141 [g/L]
Biotin 0,002
Folsaure 0,002
Pyridoxin 0,01
Thiamin (Vitamin B1) 0,005
Riboflavin 0,005
Nikotinsaure 0,005
D-Ca-Pantothenat 0,005
Vitamin B12 0,0001
p-Aminobenzoesaure 0,005
Liponsaure 0,005
(DSMZ -MEeDIUM 141)

Tab. 23: Spurenelementl6sung SL-10

Spurenelementlésung SL-10 [g/L]
HCI (25%ig) 7,7 M 10,0 ml
FeCl, x 4 H,0O 1,5
ZnCl, 0,07
MnClyx 4 H,O 0,1
H3BOs 0,06
CoCl; x 6 H20 0,19
CuCly x 2 H,0O 0,02
NiClz x 6 H20 0,024
Na;MoO4 x 2 H,0O 0,036

(DSMZ -MEeDIuM 320)
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2.3 Probenmaterialien

2.3.1 Standardreferenzmaterial

Zur Verifizierung der Methoden zur Methylquecksilber- und Gesamtquecksilber-
bestimmung wurde das zertifizierte Referenzmaterial CRM 463 (European Commis-
sion, Community Bureau of Reference, BCR, Belgien) verwandt. Das CRM 463 be-
steht aus getrocknetem Thunfisch und besitzt eine Methylquecksilberkonzentration
von 2,83 + 0,15 pg Quecksilber als Methylquecksilber pro g Trockenmaterial sowie

einen Gesamtquecksilbergehalt von 2,85 ug Quecksilber pro g Trockenmaterial.

2.3.2 Bakterienkulturen

Die Untersuchungen zur mikrobiellen Quecksilbermethylierung wurden mit dem Sul-
fat-reduzierenden Bakterium Desulfovibrio intestinalis (DSMZ 11275) sowie mit nicht
entwassertem Faulschlamm aus dem Klarwerk Mainz-Mombach durchgefiihrt. Eine
Verifizierung der Methode zur Methylquecksilberbestimmung erfolgte mit den aus
dem Intestinaltrakt von Reticulitermes santonensis isolierten Bakterium Desulfovibrio
desulfuricans (KRS2, Institut fur Mikrobiologie und Weinforschung, Universitat

Mainz).

2.3.3 Termiten

Zum Nachweis einer in vivo Methylierung in Insekten sowie zur Untersuchung der
Quecksilberakkumulation im Insektengewebe wurde die australische Termite Masto-
termes darwiniensis verwandt. Weiterhin wurde diese Termite zum Nachweis von
Schwefelintermediaten im Darmtrakt eingesetzt. Die Tiere wurden von der Bundes-
anstalt fir Materialforschung und Materialprifung (BAM, Berlin, Deutschland) zur
Verfligung gestellt. Die Tierhaltung erfolgte bei 28 °C in Metallkannen. Zur Feuchtig-
keitsregulation wurde der Boden der Metallkannen mit angefeuchteten Vermikulit be-

deckt. Die Futterung der Termiten erfolgte mit Kiefern-, Buchen- und Pappelholz.
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2.4  Probenherstellung

2.4.1 Bakterienkulturen

Zum Nachweis einer Methylquecksilberbildung im Faulschlamm der Klaranlage
Mainz-Mombach wurden 20 g des nicht entwasserten Faulschlamms mit einer steril-
filtrierten Quecksilberchloridlosung versetzt, so dass die Quecksilberkonzentration im
Faulschlamm 1 ug Quecksilber pro g Faulschlamm betrug. AnschlieRend wurde der

Faulschlamm bei 28 °C unter anaeroben Bedingungen inkubiert.

Die Methylquecksilberbildung durch das Bakterium Desulfovibrio intestinalis (DSMZ
11275) wurde in einer Batchkultur untersucht. Hierzu wurden 20 g des modifizierten
DSMZ -Mediums 63 (Tab. 20) oder 20 g des modifizierten Postgate Mediums D (Tab.
21) mit 3 % einer Vorkultur beimpft. AnschlieRend wurden die Kulturen unter anaero-
ben Bedingungen mit einer sterilfiltrierten Quecksilberchloridlésung versetzt, so dass
die Quecksilberkonzentration 1 pg Quecksilber pro g Kulturmedium betrug. Danach
wurden die Kulturen fur 3 d, 5 d und 8 d bei 28 °C unter anaeroben Bedingungen
inkubiert.

Sowohl fur die Untersuchungen der Methylquecksilberbildung im Faulschlamm als
auch in der Bakterienkultur von Desulfovibrio intestinalis wurden Blindproben herge-
stellt, indem die Kulturen parallel zu den Proben ohne den Zusatz von anorgani-

schem Quecksilber mitgefuhrt wurden.

2.4.2 Quecksilberfutterung der Termite Mastotermes darwiniensis

Zum Nachweis einer in vivo Methylierung durch Insekten sowie zur Bestimmung der
Quecksilberakkumulation im Insektengewebe wurden Versuche mit der australischen
Termite Mastotermes darwiniensis durchgefuhrt. Hierbei wurden die Termiten Uber
einen Zeitraum von 14 d mit Sdgemehl aus Fichtenholz geflttert, welches mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an anorganischem Quecksilber angereicht war. Die
Quecksilberkonzentrationen wurden auf 0 pg, 25 ug, 50 ug, 75 pg, 100 ug, 150 pg,
200 pg und 250 pg anorganischem Quecksilber pro g Sdgemehl eingestellt. Die Her-
stellung der quecksilberhaltigen Nahrung erfolgte durch die Zugabe einer Quecksil-
ber(ll)chlorid-Standardlésung und MQ-Wasser nach dem unten aufgefuhrten Pipe-
tierschema (Tab. 24).
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Tab. 24: Pipetierschema zur Herstellung von quecksilberhaltigem Sagemenhl

Sagemehl HgCl,-Losung’ MQ-Wasser Berechnete
Konzentration
von Hg**
im Sagemehl
9] [g] [mL] [ug/gll
2,505 0,000 12,0 0,0
2,502 0,635 12,0 25,2
2,503 1,267 10,8 50,3
2,500 1,885 10,2 74,9
2,502 2,517 9,5 99,9
2,502 3,772 8,3 149,7
2,502 5,037 7,0 200,0
2,501 6,298 6,0 250,1

" mit einer Konzentration von 99,3 Mg Ha/g

Nach der Zugabe der Standardlésung und des MQ-Wassers wurde das Sagemehl
mit einem gereinigten Spatel vermengt, so dass das anorganische Quecksilber
gleichmaliig in der Nahrung verteilt war. Anschlieend wurde das Sagemehl fur 5 d
in einer gedffneten Petrischale bei Raumtemperatur getrocknet. Nach der Trocknung
wurde das Sagemehl erneut gemischt und in 2 mL Zentrifugengefale abgefillt. Da-
bei wurden die Mengen der einzelnen Futterportionen durch Wagung der leeren und
befullten Zentrifugengefale bestimmt. Die eingewogenen Sagemehimengen lagen
zwischen 0,1 g und 0,2 g. Abschlielend wurden die Futterportionen durch einminuti-
ges Zentrifugieren in einer Eppendorf Tischzentrifuge (5415 D) bei 15700 g in den
Zentrifugengefalien fixiert. Die Gesamtquecksilberkonzentrationen im Sagemehl

wurden stichprobenartig uberpruft.

Zur Durchfuhrung einer Quecksilberfitterung wurden je 50 Termiten mit 0 pg,
150 pg, 200 pg sowie 250 pg anorganischem Quecksilber pro g Sdgemehl und je
100 Termiten mit 25 pg, 50 pg, 75 pg und 100 pg anorganischem Quecksilber pro
g Sagemehl gefluttert. Dazu wurden Versuchsgruppen von je 25 Termiten in einer
Petrischale (J 9 cm) gehalten, die zur Sauerstoffversorgung der Tiere zuvor mit Luft-
|6chern versehen wurde. Bis zu vier Petrischalen wurden in einer Plastikbox aufein-

ander gestellt. Zur Optimierung der Luftfeuchte in den Versuchsbehaltern wurde der
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Boden der Plastikboxen mit je 10 g angefeuchtetem Vermikultit bedeckt. Die Haltung
der Termiten erfolgte bei 28 °C im Dunkeln. Wahrend der Futterungsphase wurden
bei taglich durchgefuhrten Kontrollen die toten Termiten aus den Petrischalen ent-

fernt und dies zur Ermittlung der Sterberate protokolliert.

Nach Beendigung der Futterungsphase wurde das mittlere Lebendgewicht von allen
Termiten aus einer Petrischale bestimmt. AnschlieRend wurden die Tiere getotet und
die Termiten mit identischen Quecksilberkonzentration in der Nahrung gemeinsam
gefriergetrocknet (Lyovac GT 2 Leybold-Heraus). Unmittelbar nach der Gefriertrock-
nung wurde das mittlere Trockengewicht der Termiten mit identischer Quecksilber-
konzentration in der Nahrung ermittelt. Zudem wurden die Mengen an gefressenem
Sagemehl Uber die Gewichtsdifferenz der Zentrifugengefalle vor und nach dem Fut-
terungsversuch bestimmt. Hierzu wurden die Zentrifugengefalle vor der Wagung von

Verunreinigungen durch Faeces gereinigt.

Zur Vorbereitung des Probenmaterials fur die Methyl- und Gesamtquecksilber-
bestimmung wurden die getrockneten Termiten mit einem gereinigten Spatel zu Pul-
ver zerstoRen und bis zur Analyse in einer mit Parafilm® verschlossenen Petrischale

aufbewahrt.

2.4.3 Schwefelintermediate im Intestinaltrakt von Termiten

Zum Nachweis von Schwefelintermediaten im Intestinaltrakt von Termiten wurde die
Termite Mastotermes darwiniensis mit und ohne Sulfat angereichertem Sagemehl
gefuttert. Hierzu wurden je 0,25 g Sagemehl mit 1 mL einer 40 mmol/L Natriumsulfat-
l6sung bzw. 1 mL MQ-Wasser versetzt. Nach der Trocknung der Futterproben wur-
den je 20 Termiten fir 3 d oder 5 d mit den vorbereiteten Futterproben gefiittert.
Nach Beendigung der Futterungsperioden wurden die Termiten getotet und der
Darmtrakt unter Stickstoffatmosphare aus der Termite herausprapariert. Danach
wurden die festen Bestandteile der Darme durch Zentrifugieren entfernt und der flus-

sige Darminhalt zur Bestimmung der Schwefelintermediate verwandt.
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2.5 Reinigung der Laborgefalle

Fir den Ultraspurennachweis von Methylquecksilber sowie fir die Gesamtquecksil-
berbestimmung wurden die verwendeten Glas- und Metallgerate durch mehrstiundi-
ges Auskochen in 5 % bis 10 %iger HNO3 gereinigt. Anschlieend wurden die Gefa-
Re in MQ-Wasser ausgekocht und getrocknet. Bis zur Verwendung der Gerate wur-
den diese in Frischhaltefolie verpackt gelagert. Des Weiteren wurden die nicht hitze-
stabilen Plastikgefalde zunachst mit 1%iger HNO3 und anschlieliend mit MQ-Wasser

fur mehrere Stunden ausgeschittelt.

2.6  Spurenanalytische Nachweise
2.6.1 Methylquecksilberbestimmung

Die Bestimmung der Methylquecksilberkonzentration erfolgte mit einem Purge&Trap
Gaschromatograph-Atomfluoreszenzspektrometer, der bereits in den Arbeiten von
SCHEDLBAUER (1998) und KULLMER (2002) eingesetzt wurde. Der prinzipielle Gerate-

aufbau dieses online gekoppelten Systems ist in Abb. 10 dargestellt.

(5) Heizblock (6) 2-Wege-
(3)|i>;:r;wege- I_l Ventil , ,(7) Ofen
He
—o
(4) Kihlfalle - <
2)
Trocken-
réhrchen
\‘
(1) Derivatisierungs
gefal®
LT

Abb. 10: Purge&Trap Gaschromatograph-Atomfluoreszenzspektrometer.
Einstellung in Position zur thermischen Verfllichtigung und Analyse.

Das Analysesystem zur Methylquecksilberbestimmung bestand aus drei Einheiten.
Hierzu gehdrten das Purge&Trap-System, der Gaschromatograph sowie der online

gekoppelte Atomfluoreszenzdetektor. Dabei stellte das Purge&Trap-System eine dy-
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namische Headspace-Technik dar, bei der die Quecksilberspezies in der Probeld-
sung zu fluchtigen Verbindungen derivatisiert und anschliefiend durch Austreiben
(purge) und Einsammeln (trap) fur die gaschromatographische Trennung zur Verfu-
gung gestellt wurden. Zu dem Purge&Trap System gehorte ein spezielles Derivatisie-
rungsgefall (1). Dieses schmale Gefald besal’ eine porése Keramikplatte, die fur
Flussigkeiten undurchlassig war, aber von Gas durchstromt werden konnte. Hier-
durch wurden die Analyten nach der Derivatisierung tber einen kontinuierlichen Heli-
umfluss (Helium 4.6; Westfalen AG) aus der Probeldsung ausgetrieben. Das ausge-
triebene Gas wurde durch ein mit Kaliumcarbonat gefulltes Trockenréhrchen (2) ge-
fuhrt. Dabei wurde das aus der Probeldsung mitgerissene Wasser aus dem Trager-
gas absorbiert. AnschlieBend wurden die Analyten in einer Kryofalle bei einer Tem-
peratur von -196 °C ausgefroren. Die Kryofalle (4) bestand aus einer 30 cm langen
MXT Silicosteel Kapillare mit einem Innendurchmesser von 0,5 mm und einer deakti-
vierten, unpolaren Siliziumdioxidschicht, die zum Ausfrieren der Analyten in ein mit
flussigem Stickstoff gefullten Isoliergefal® eingetaucht wurde. Nachdem das Austrei-
ben der Analyten abgeschlossen war, wurde der Heliumfluss durch das Derivatisie-
rungsgefall gestoppt, indem er durch die Umstellung eines 2x3-Wege-Hahns (3) di-
rekt zur Kryofalle geleitet wurde. Des Weiteren wurde die Verbindung zwischen der
Kryofalle und dem Gaschromatographen uber das 2-Wege-Ventil (6) geoffnet. An-
schlieBend wurde die Kapillare aus dem flissigen Stickstoff herausgenommen und
die Analyten durch thermische Verflichtigung zum Gaschromatographen (GC) ge-
fuhrt. Durch den Einsatz einer beheizten Transferline wurde hierbei eine punktférmi-
ge Zufuhrung der Analyten gewahrleistet. Die Auftrennung der Quecksilberspezies
erfolgte in einem Gaschromatographen, der mit einer Kapillarsaule ausgestattete
war. Diese wurde in einem Ofen Uber ein Temperaturprogramm erwarmt. Vom Gas-
chromatographen flihrte eine Verbindung zu einem Ofen (7), der aus einem mit
Quarzwolle gefullten Quarzrohr bestand. Dieses wurde mit einem Nychrome-Wendel
auf eine Temperatur von 830 °C aufgeheizt. Hierdurch wurden die alkylierten Queck-
silberspezies beim Durchstrémen des Ofens zu Hg® pyrolysiert. Nach dem Ofen fiihr-
te eine Kapillarverbindung zum Atomfluoreszenzdetektor (AFD). Dieser wurde mit
einem Basissignal von 10 mV bis 20 mV betrieben. Die mit dem Atomfluoreszenzde-
tektor ermittelten Signale wurden Uber ein Interface an einen Rechner weitergeleitet.
Mit Hilfe der Software Turbochrom 4.1 (PerkinElmer, Uberlingen) wurden die erhalte-

nen Chromatogramme ausgewertet, indem die Signalintensitaten aus den Peakfla-
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chen der Quecksilberfraktionen ermittelt wurden. Die fur die Methylquecksilberanaly-

tik verwandten Geratetypen sind in Tab. 25 wiedergegeben.

Tab. 25: Bezeichnung des Geratetyps

Gaschromatograph Autosystem XL,
PerkinElmer, Uberlingen

Kapillarsaule (5%Phenyl)-Methyl-Polysiloxan,
Lange 15 m, ID. 0,53 mm; Filmdicke Sum,
Alltech GmbH, Unterhachingen

Atomfluoreszenzdetektor CVAFS 2,
Brooks Rand Ltd., Seattle, USA

Interface PE Neson 900_. Series Interface,
PerkinElmer, Uberlingen

Zur Aufbereitung des Probenmaterials fur die Methylquecksilberbestimmung wurde
eine saure Phasenextraktion in Kombination mit der Puge&Trap-Technik durchge-
fuhrt. Hierzu wurden 6,0 mL Bakterienkultur bzw. 0,075 g - 0,170 g gefriergetrockne-
tes Termitengewebe und 6,0 mL MQ-Wasser als Probenmaterial eingesetzt. Dieses
Material wurde in ein 50 mL Zentrifugenrohrchen eingewogen. Zusatzlich wurde eine
Blindprobe ohne Probenmaterial zur Kontrolle mitgefuhrt. Im ersten Schritt wurden
zur Probenlésung und zur Blindprobe 0,4 mL bis 0,8 mL Ethylquecksilberchlorid-
Standardlésung, mit einer Konzentration von 5 ng Quecksilber pro g Lésung als in-
terner Standard eingewogen und die Losungen zur Einstellung des Gleichgewichts
fur 30 min geschuttelt. Zur Durchfihrung der sauren Phasenextraktion wurden dann
0,8 mL einer 1 mol/L Kupfersulfatldsung und 3,2 mL einer 3 mol/L Kaliumbromidl6-
sung in 10%iger Schwefelsaure zur Probe eingewogen und die Extraktionslésung
eine Minute kraftig geschuttelt (LONGBOTTOM ET AL., 1973). Nach einer Reaktionszeit
von zehn Minuten wurde das unldsliche Probenmaterial durch 10-minutiges Zentrifu-
gieren bei 2.460 g und 4 °C in einer Beckmann Kuhlzentrifuge von der Extraktions-
l6sung abgetrennt. Der Uberstand wurde in vier Aliquote von je 1,9 mL eingeteilt,
wobei die Gewichte der Aliquote auf der Analysewaage bestimmt wurden. Zu drei der
vier Aliquote wurde eine Methylquecksilberstandardlésung addiert. Dabei wurde die
zum ersten Aliquot addierte Menge an Methylquecksilber mit jedem weiteren Aliquot
um die gleiche Menge erhoht, wobei die exakte Menge des addierten Standards e-

benfalls durch Einwiegen auf der Analysewaage bestimmt wurde.
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Im nachsten Schritt wurden die Quecksilberverbindungen aus den Extraktionslésun-
gen in das organische Losungsmittel Dichlormethan extrahiert, indem die Extrakti-
onslosungen mit 6,0 mL Dichlormethan fur zehn Minuten ausgeschattelt wurden. Zur
Unterstitzung der sich anschlieRenden Phasentrennung wurden die Aliquote flr
zehn Minuten bei 2.460 g und 4 °C zentrifugiert und anschlie®end die schwerere or-
ganische Phase mit einer langkanuligen Spritze entnommen. Die Ruckextraktion der
Quecksilberspezies in MQ-Wasser erfolgte durch 30-minutiges Ausgasen von je

1 mL bis 2 mL des organischen Losemittels in 25 mL MQ-Wasser mittels Stickstoff.

Nach der Rlckextraktion in MQ-Wasser wurden 15 mL der Extraktionslésung fir die
Methylquecksilberbestimmung mittels Purge&Trap-GC-AFS verwandt. Die Derivati-
sierung der Quecksilberspezies erfolgte im Derivatisierungsgefal® der Purge&Trap-
Einheit. Hierzu wurde der pH-Wert der Messlosung mit 0,5 mL eines 4 mol/L Acetat-
Puffers auf einen Wert von 4,6 eingestellt und 0,2 mL des Derivatisierungsreagenzes
Natriumtetrapropylborat (2%ig) hinzugegeben, wodurch das Derivatisierungsreagenz
im Uberschuss vorlag. Danach wurde das Derivatisierungsgefalt sofort verschlossen
und die Lésung durch kurzes Durchgasen mit Helium gemischt. In der nachfolgenden
10-minttigen Derivatisierungsphase fand, wie in den Gleichungen 17-19 dargestellt,
eine Umsetzung der Quecksilberspezies Methyl-, Ethylquecksilber und anorgani-
sches Quecksilber statt. Das elementare Quecksilber zeigte keine Reaktion mit dem

Derivatisierungsreagenz Natriumtetrapropylborat (NaBPrs) (Gleichung 20).

MeHg® + NaBPr, — MePrHg + Na' + BPr; Gl. 17
EtHg" + NaBPry, — EtPrHg + Na' + BPr3 Gl. 18
Hg®* + 2NaBPr; — Pr,Hg + 2Na" + BPr3 Gl. 19
Hg® + NaBPry 4 Gl. 20

Anschlieend wurden die flichtigen Quecksilberverbindungen nach der dynamischen
Headspace-Technik durch einen kontinuierlichen Heliumfluss mit einer Flussrate von
250 mL/min Uber einen Zeitraum von 30 min aus der Extraktionslésung ausgetrieben.
Danach wurden die Quecksilberspezies nach der oben beschriebenen Methode mit-
tels GC-AFS aufgetrennt und detektiert (KULLMER, 2002).
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Zur gaschromatographischen Auftrennung der propylierten Quecksilberspezies wur-
de zunachst ein Temperaturprogramm verwandt, das bei einer Temperatur von
30 °C gestartet wurde. Nach 2 min wurde die Temperatur mit einer Heizrate von
20 °C/min auf eine Temperatur von 130 °C erhoht. Des Weiteren wurde ein modifi-
ziertes Temperaturprogramm eingesetzt, bei dem im Gegensatz zu der zuvor durch-
gefuhrten kontinuierlichen Aufheizung eine 2-minutige Pause in der Aufheizphase bei
einer Temperatur von 102 °C eingefugt wurde.

Zur Quantifizierung der Methylquecksilberkonzentration in den verschiedenen Pro-
benmaterialien wurde das Standardadditionsverfahren in Kombination mit einer Nor-
mierung der Analyseergebnisse durch die Verwendung von Ethylquecksilberchlorid
als interner Standard durchgefuhrt. Hierbei wurde die Methylquecksilberkonzentrati-
on aus den ermittelten Signalintensitaten von vier Aliquoten einer Probe mit definier-

ten Mengen an zugesetztem Methylquecksilber berechnet.

Zur Ermittlung der Methylquecksilberkonzentration wurde zunachst die Signalintensi-
tat der Blindprobe von den ermittelten Signalintensitaten der Aliquote subtrahiert.
Anschlie®end wurden die Signalintensitaten fir Methylquecksilber aus den ermittel-

ten Signalintensitaten von Methyl- und Ethylquecksilber wie folgt normiert:

Slyperig An X Sleiig A
SIEtHgAn

Gl. 21

nSl MeHgAn =

nSly.q,A, = normierte Methylquecksilbersignalintensitat des n-ten Aliqotes [mVs]
SlyegA, = ermittelte Methylquecksilbersignalintensitat des n-ten Aligotes [mVs]

Sl EtHgAl

SlewyA, = ermittelte Ethylquecksilbersignalintensitat des n-ten Aligotes [mVs]

ermittelte Ethylquecksilbersignalintensitat des ersten Aliqotes [mVs]

Aus den normierten Signalintensitaten einer Probe erfolgte die Quantifizierung der
Methylquecksilberkonzentration Uber die durch die Standardaddition hinzugefugte
Methylquecksilbermenge im Aliquot. Dabei wurde die addierte Methylquecksilber-

menge auf die anfangliche Aliquotenmenge bezogen, so dass sich die normierte
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Signalintensitat aus der unbekannten Methylquecksilbermenge im Aliquot und der
addierten Menge an Methylquecksilberstandard im Bezug zur ursprunglichen Ali-

quotmenge zusammensetzte (Gleichung 22).

11 A, = kMeHg(mM:::A“ " mM:::S"] Gl. 22
Myerig A = Methylquecksilbermenge im n-ten Aliquot [a]
Myetig Sn = Methylquecksilbermenge durch Standardaddition [0]
m, = Menge des ursprunglichen n-ten Aliquots [0]
Kverig = Proportionalitatsfaktor [-]

Da die normierte Signalintensitat proportional mit der Methylquecksilberkonzentration
anstieg und die unbekannte Methylquecksilberkonzentration in allen Aliquoten einer
Probe identisch war, konnte diese infolgedessen aus dem linearen Zusammenhang
zwischen den normierten Signalintensitaten und den Methylquecksilberkonzentratio-
nen durch die Standardaddition berechnet werden. Hierzu wurden zunachst die Pa-

rameter der Regressionsgrade wie folgt berechnet (Gleichung 23-25):
NSy, A, =a+bxc, Gl. 23

(G, €)% (NS1 gy A, ~ ST )

mit b= Gl. 24
2.(c,-¢f
und a=nSl —bx¢c Gl. 25
C, = Konzentration des Methylquecksilberstandards im n-ten Aliquot [ng/g]
C = mittlere Konzentration des Methylquecksilberstandards
in den Aliquoten [ng/g]
nsI = mittlere normierte Signalintensitét [mVs]
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Im nachsten Schritt wurde die unbekannte Konzentration an Methylquecksilber in der
Extraktionslosung uUber den Schnittpunkt der Regressionsgrade mit der Abszisse
(y = 0) berechnet (Gleichung 26).

Co=—— Gl. 26

Ce = Methylquecksilberkonzentration in der Extraktionslosung [ng/g]

Aus dieser Konzentration wurde Uber die bekannte Menge an eingesetztem Proben-
material in einer definierten Menge an Extraktionslosung die Methylquecksilber-

konzentration im Probenmaterial bestimmt (Gleichung 27).

E
Cp = ) X Cg Gl. 27
= Gesamtmenge der Extraktionslosung (9]
= Probenmenge (9]
Co = Methylquecksilberkonzentration in der Probe [ng/g]

2.6.2 Gesamtquecksilberbestimmung

Die Bestimmung des Gesamtquecksilbergehalts erfolgte durch induktiv gekoppelte
Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS) unter Verwendung der massenspektrometri-
schen Isotopenverdinnungsanalyse (MSIVA). Die Analyse der Gesamtquecksilber-
konzentration wurde an dem doppelfokussierenden ICP-MS Sektorfeldgerat Element
2 (Thermo Electron, Bremen, Deutschland) durchgefiihrt. Hierbei wurden die aufbe-
reiteten Probenlosungen durch eine peristaltische Pumpe der Scott Spruihkammer
mit einem mikrokonzentrischen PFA Zerstauber dem ICP-MS zugefuhrt. Als Zerstau-
bergas wurde Argon verwendet. Die Betriebsbedingungen des ICP-MS sind in Tab.

26 zusammengefasst.
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Tab. 26: Betriebsparameter des ICP-MS

Radiofrequenz-Leistung 1350 W
Kuhlgasflussrate 16 L/min
Zerstaubergasflussrate 0,97 L/min
Hilfsgasflussrate 1,0 L/min
Probenaufnahmerate 0,1 mL/min
gemessene Isotope 198Hg, 200Hg
Integrationszeit pro Wert 0,1s
Anzahl der Wiederholungen 10
Massenauflésung 300 Am/m

Zur Durchfilhrung der Isotopenverdiinnungsanalyse wurde eine '®Hg angereicherte
nicht kommerzieller Quecksilberisotopenlésung als Indikator verwandt, deren Isoto-
penzusammensetzung zunachst durch massenspektrometrische Messungen am
ICP-MS bestimmt wurde. Die Isotopenhaufigkeiten setzten sich auf zwei Nachkom-
mastellen gerundet wie folgt zusammen: 0,00 + 0,00 % '**Hg, 97,70 + 0,33 % "%®Hg,
1,93 + 0,00 % "°Hg, 0,14 + 0,00 % *°Hg, 0,06 + 0,00 % 2°'Hg, 0,14 + 0,00 % %*’Hg
und 0,03 + 0,00 % ***Hg. AnschlieRend wurde der Indikatorgehalt (Gjnq) der Isotopen-
|I6sung Uber eine inverse MSIVA bestimmt. Hierzu wurde ein Quecksilber(ll)chlorid-
standard mit einer Konzentration von 1 pg Quecksilber pro mL Losung und einer na-
tiirlichen Isotopenzusammensetzung (0,14 % '**Hg, 10,02 % "% Hg, 16,84 % '*°Hg,
23,13 % ?®Hg, 13,22 % °'Hg, 29,8 % 2°’Hg und 6,85 % ***Hg) verwandt. Zu 0,20 g
dieses Quecksilberstandards wurden 0,28 g Indikator in 45,7 g einer 1%igen HNO3-

Ldsung eingewogen und das Isotopenverhaltnis bestimmt.

Zur Bestimmung der Gesamtquecksilberkonzentration im Probenmaterial wurde ein
mikrowellenunterstitzter Aufschluss mit 3,0 mL einer 65 %igen Salpetersaure und
1,0 mL einer 30 %igen Wasserstoffperoxidlosung durchgefuhrt. Hierzu wurde zu-
nachst eine Blindprobe hergestellt, indem ein Mikrowellenaufschluss ohne Proben-
material in den fur den Aufschluss verwendeten MikrowellengefalRen durchgeflhrt
wurde. AnschlieRend erfolgte der Probenaufschluss mit 0,08 g bis 0,1 g Probenmate-
rial. Dabei wurden die eingesetzten Mengen an Probenmaterial und Indikator auf der

Analysewaage eingewogen und mit den Aufschlussldsungen versetzt. Der Mikrowel-
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lenaufschluss erfolgte in drei Schritten, wobei die Mikrowelle zunachst fir 5 min mit
250 W anschliefend 5 min mit 600 W und letztlich 20 min mit 250 W betrieben wur-
de. Zwischen den einzelnen Schritten lag eine 7-minlitige Ruhephase. Die Auf-
schlusslésungen wurden vollstandig in Zentrifugenrohrchen tberflhrt und auf 20 mL

mit MQ-Wasser aufgefullt.

0,08 g — 0,1 g Trockenmaterial

Zugabe von "*Hg angereicherter Indikator
3,0 mL HNO3 und 1,0 mL H,0,

Mikrowellenaufschluss bei 250 W (5 min); Pause (7 min); 600 W
(5min); Pause (7 min); 250 W (20 min)

v

Bestimmung des Isotopenverhiltnisses "**Hg/**Hg

v

Berechnung des Gesamtquecksilbers mittels IDMS

Abb. 11: Aufarbeitungsschema zur Gesamtquecksilberbestimmung

Zur Berechnung der Gesamtquecksilberkonzentration im Probenmaterial mittels Iso-
topenverdinnungsanalyse wurden die ermittelten Signalintensitaten fur die Quecksil-
berisotope '*®Hg und ?*°Hg verwandt. Hierbei gilt folgende Beziehung fiir das Isoto-

penverhaltnis R in der isotopenverdiinnten Probe:
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R

198}

2004

198y 200
198 200
Npy

Ning

Die Haufigke

198 198 198
Hg _ hPr ’ NPr+ hInd : NInd

R = =
ZOOHg 198hPr ’ NPr—i_zoohlnd ’ N Ind

Gl. 28

= Quecksilberisotopenverhaltnis der isotopenverdinnten Probe [-]

= Intensitat auf der Massenzahl 198 [cps]
= Intensitat auf der Massenzahl 200 [cps]
= Haufigkeiten der Isotope '®Hg und *®Hg in der Probe [%]
= Haufigkeiten der Isotope '®*Hg und ?°°Hg im Indikator [%]
= Anzahl der Quecksilberatome in der Probe [-]
= Anzahl der Quecksilberatome im Indikator [-]

iten der Quecksilberisotope ("*®hpr, 2®hpr, ®hing, 2°°hing) Wurden zuvor

durch Isotopenverhaltnismessungen der Probe sowie des Indikators bestimmt. Zu-

satzlich wurd

e die Anzahl der Quecksilberatome im Indikator aus dem Produkt der

bekannten Konzentration sowie der bekannten Einwaage berechnet. Anschliel3end

wurde aus dem gemessen Isotopenverhaltnis die unbekannte Anzahl an Quecksil-

beratomen (Np;) in der Probe ermittelt. Die Berechnung der Elementkonzentration

(CHg) in der Probe erfolgte unter Berucksichtigung des gemessenen Blindwertes nach

Gleichung 29

CHg
EPr; EInd

198 200
Crg :Eipr[E'”“ Gy - '\ﬁlj\g - Rh;g%};i'mhi'rﬂd ~ Bj Gl. 29
= Quecksilberkonzentration der Probe [ng/g]
= Einwaage der Probe bzw. des Indikators [g]
= Indikatorgehalt [Atome/g]
= Molmasse von Quecksilber [g/mol]
= Avogadro-Konstante [Atome/mol]
= Blindwert [0]
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2.6.3 Bestimmung der Schwefelintermediate

Zur Untersuchung einer in vivo Reduktion von Sulfat im Intestinaltrakt der Termite
Mastotermes darwiniensis erfolgte eine Bestimmung der Schwefelspezies. Hierzu
wurden 100 pL des flussigen Darminhalts unter Sauerstoffausschluss mit 210 uL ei-
nes Derivatisierungsreagenzes, bestehend aus 100 yL HEPES-Puffer, 100 uL Ace-
tonitril sowie 10 yL Monobrombiman, versetzt. Anschlielend wurde diese Lésung fur
30 min unter Schutteln im Dunkeln inkubiert. Zum Abstoppen der Derivatisierungs-
reaktion wurden 100 pL Methansulfonsaurelésung hinzugegeben und die Probenan-

satze bis zur weiteren Aufbereitung bei -20°C gelagert.

Die Bestimmung der Schwefelspezies im Darmtrakt der Termite erfolgte am Zentrum
fur Umweltforschung und Umwelttechnologie und FB2, Abteilung Marine Mikrobiolo-
gie, an der Universitat Bremen nach der Methode von RETHMEIER ET AL. (1997). Da-
bei wurden je 50 uL der Probenlésungen zur Abtrennung des elementaren Schwefels
mit 50 uL Chloroform ausgeschuttelt, bis keine Gelbfarbung mehr in der wassrigen
Phase zu erkennen war. Anschlieliend wurden die wassrigen Phasen mit einer Ep-
pendorf Mikropipette abgenommen und zur Sulfatbestimmung mittels High Perfor-
mance Liquid Chromatography (HPLC) eingesetzt. Die verbliebenen Chloroformpha-

sen wurden fur die elementare Schwefelbestimmung verwandt.

Die Bestimmung der elementaren Schwefelkonzentration erfolgte mittels Reverse-
Phase HPLC (Merck-Hitachi System) durch UV Absorption bei 263 nm. Als Saule
wurde eine LiChrospher 100, RP 18 Saule (125-4; 5 ym) verwandt und der Schwefel
mit einem 20:1 Methanol-Wasser-Gemisch von der Saule eluiert. Die Flussrate be-

trug 1 mL/min.

Der Sulfatgehalt wurde mittels HPLC mit einer Anionenaustauschersaule (Polyspher
IC AN-1 (Merck)) und anschlielender Detektion durch indirekte UV Messung bei
254 nm mit einem Merck-Hitachi L-4250 UV-Vis Detektor nachgewiesen. Die Eluti-
onslosung mit einem pH-Wert von 4,0 setzte sich aus 1,5 mmol/L Phthalsaure 1,38
mmol/l Tris(hydroxymethyl)amminomethan und 300 mmol/L Borsaure zusammen.

Die Flussrate betrug 1,3 mL/min.
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Die Auftrennung der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Monobrombiman derivatisierten
niedermolekularen Schwefelspezies Thiosulfat, Sulfid und Sulfit erfolgte mittels
HPLC (Merck-Hitachi System), die mit einer L-6210 Pumpe verbunden war. Dabei
war die HPLC mit einer Reversed-Phase Saule (LiChrospher 60, RP select B (125-4;
5 um)) ausgestattet, die in einem LaChrom Saulenofen bei einer Temperatur von
35 °C betrieben wurde. Dieses System war mit einem Fluoreszenzdetektor (F-1050)
verbunden, welcher die Analyten bei 380 nm anregte und das emittierte Licht bei
480 nm detektierte. Die Flussrate betrug 1 mL/min. Zur Elution der Schwefelspezies
wurde die HPLC mit einem Gradientensystem aus (A) 0,25%iger Essigsaure (pH 4,0)
und (B) 100%igem Methanol wie folgt betrieben: 0 min bis 7 min: 12 % B; 7 min bis
15 min: 12 % bis 30 % B; 15 min bis 19 min: 30 % B; 19 min bis 23 min: 30 % bis 50
% B; 23 min bis 30 min: 50 % bis 100 % B; 30 min bis 33 min: 100 % B; 33 min bis
33,1 min: 100 % bis 12 % B; 33,1 min bis 36 min: 12 % B.

Die Quantifizierung der einzelnen Schwefelspezies erfolgte Uber eine externe Kalib-

rierung.
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2.7 Berechnungen der Gesamt- und Methylquecksilberkon-

zentrationen

Zur Berechnung der Gesamtquecksilberanreicherung im Termitengewebe durch eine
erhohte Quecksilberaufnahme mit der Nahrung wurde die ermittelte Quecksilberkon-
zentration in den Termiten um die Gesamtquecksilberkonzentration in unbelasteten
Termiten sowie um die durch die im Intestinaltrakt vorhandene Quecksilbermenge

bereinigt. Die Berechnung erfolgte nach Gleichung 30.

Hga: Hgm - HgterO - Hg| Gl. 30
Hga = Hg-Konzentration in den Termiten durch Quecksilberakkumulation  [ng/g]
HOm = Quecksilberkonzentration in den Termiten [ng/g]
Hgwero = Hg-Konzentration in den Termiten ohne Hg-Zusatz im Futter [ng/g]
Hoi = Hg-Konzentration im Intestinalsystem [ng/g]

Die durch die Quecksilbermenge im Intestinaltrakt hervorgerufene Quecksilberkon-

zentration wurde nach Gleichung 31 berechnet.

Hg, = Hg,, x Nahr,, x Nahr, Gl. 31
Hgss = Hg-Konzentration im Sagemehl [ng/g]
Nahra,s = Nahrungsaufnahme pro g Termite und Tag [Mg/g d]
Nahre; = Verweildauer des Sagemehls im Intestinaltrakt’ [d]

7 entspricht 1d (KONIG ET AL., 2002)
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Der Anteil des akkumulierten Methylquecksilbers im Termitengewebe wurde nach

Gleichung 32 berechnet.

MeHg,=MeHg,, — MeHg,,, Gl. 32
MeHga = Methylquecksilberkonzentration im Gewebe durch Akkumulation [ug/g]
MeHgn = Methylquecksilberkonzentration in Termiten [Hg/d]
MeHgwero = Methylquecksilberkonzentration der unbelasteten Termiten [Ma/g]
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3 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel wird die Weiterentwicklung einer Aufbereitungsmethode zur Me-
thylquecksilberbestimmung mittels Purge&Trap Gaschromatographie-Atomfluores-
zenzspektroskopie flr verschiedene biologische Probenmaterialien beschrieben.
Weiterhin werden die Ergebnisse der Methylquecksilberbildung im Faulschlamm des
Klarwerks Mainz-Mombach sowie die Auswirkungen einer Aufnahme von anorgani-
schem Quecksilber bei Insekten anhand der Termite Mastotermes darwiniensis dar-

gestellt.

3.1 Methylquecksilberbestimmung

Zur Untersuchung einer mikrobiellen Methylquecksilberbildung war es notwendig, die
Methylquecksilberkonzentrationen in verschiedenen biologischen Probenmaterialien
zu bestimmen. Dabei stand flr den Nachweis von Methylquecksilber im Arbeitskreis
Heumann, Institut fir Anorganische Chemie und Analytische Chemie, Universitat
Mainz, ein Purge&Trap Gaschromatograph-Atomfluoreszenzdetektor (GC-AFD) zur
Verfigung. Als Probenmaterialien wurden Bakterienkulturen, Termiten und Faul-
schlamme eingesetzt. Diese biologischen Probenmaterialien besalien komplexe Mat-
rizes. Zusatzlich enthielten die Probenmaterialien zum Teil erhebliche Mengen an
Quecksilber(ll)chlorid, die zu Beginn der Methylierungsversuche zur Probe hinzuge-

geben wurden.

3.1.1 Weiterentwicklung einer Methode zur Methylquecksilberbestimmung

Zur Aufbereitung des biologischen Probenmaterials mit einem hohen Quecksilber-
chloridgehalt wurde eine saure Phasenextraktion nach der Methode von LONGBOT-
TOM ET AL. (1973) durchgefuhrt. FUr die Extraktion der Quecksilberspezies wurde
Dichlormethan verwandt (BAEYENS ET AL., 1999; QIAN ET AL.; 2000). Anschlie3end
wurden die Quecksilberspezies durch Ruckextraktion aus dem organischen Losemit-
tel in MQ-Wasser fur eine in situ Propylierung zur Methylquecksilberbestimmung mit-
tels Purge&Trap-GC-AFS zur Verfugung gestellt (KULLMER, 2002). Die Quantifizie-
rung der Methylquecksilberkonzentration erfolgte Uber das Standardadditionsverfah-
ren. Hierbei wurde die Methylquecksilberkonzentration aus vier Aliquoten einer Probe

mit definierten Mengen an zugesetztem Methylquecksilber berechnet.
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Vor der Implementierung des Standardadditionsverfahrens wurde zunachst der Ein-
fluss der Probenaufbereitung auf die Reproduzierbarkeit der ermittelten Signalinten-
sitaten anhand von identischen Aliquoten einer Probe untersucht. Hierzu wurden
Bakteriensuspensionen von Desulfovibrio desulfuricans im modifizierten Postgate
Medium D (Tab. 21) hergestellt, die mit 0,5 ng Quecksilber als Methylquecksilber
bzw. 5,0 ng Quecksilber als Methylquecksilber pro g Bakteriensuspension versetzt
wurden. AnschlieRend erfolgte eine Aufbereitung des Probenmaterials nach der oben
beschriebenen sauren Phasenextraktion. Hierbei wurde die saure Extraktionslésung
vor der Extraktion in das organische Losemittel in vier Aliquote eingeteilt und die Sig-
nalintensitaten der vier parallel behandelten Aliquoten bestimmt. Die Ergebnisse sind

in Tab. 27 wiedergegeben.

Tab. 27: Methylquecksilbersignalintensitaten in Aliquoten.

Signalintensitat

Methylquecksilber- [MVs]
konzentration in der_ Mittelwert
Bakteriensuspension ) + Standardabweichung
[ng/g] Aliquot 1  Aliquot2  Aliquot3  Aliquot 4
0,5 29,4 31,4 30,6 50,4 35,5+10,0
50 7291 692,7 932,5 750,7 776,3+ 107

" von Desulfovibrio desulfuricans

Sowohl in den Proben mit 0,5 ng Methylquecksilber als auch 5,0 ng Methylquecksil-
ber pro g Bakteriensuspension konnte in allen Aliquoten ein Methylquecksilbersignal
detektiert werden. Allerdings variierten die ermittelten Signalintensitaten innerhalb
einer Probe zum Teil erheblich. Die relativen Standardabweichungen der vier Signal-
intensitaten lagen bei 28 % fur die Probe mit 0,5 ng Methylquecksilber pro g Bakteri-
ensuspension und 14 % fur die Probe mit 5,0 ng Methylquecksilber pro g Bakterien-
suspension. Bei der Uberpriifung der Werte nach dem AusreilRertest von DIXON UND
DEAN (1951) wurde der Wert im vierten Aliquot aus der Messreihe mit 0,5 ng Queck-
silber als Methylquecksilber pro g Bakteriensuspension als Ausreil3er identifiziert (p =
0,95).

Zur Korrektur der aufgetretenen Abweichungen wurde fir die Methylquecksilberbe-

stimmung mittels Standardadditionsverfahren Ethylquecksilberchlorid als interner
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Standard eingesetzt und hierlber die ermittelten Signalintensitaten normiert. Hierzu
wurde der interne Standard zu Beginn der Probenaufbereitung zur Probe hinzugege-
ben und nach der Bestimmung der Signalintensitaten von Ethyl- und Methylquecksil-
ber die Normierung der Signalintensitaten von Methylquecksilber fur alle Aliquote
einer Probe nach Gleichung 21 durchgefluhrt.

Durch die Verwendung von Ethylquecksilberchlorid als interner Standard musste ne-
ben dem elementaren Quecksilber und den propylierten Quecksilberspezies Me-
thylpropyl- und Dipropylquecksilber zusatzlich Ethylpropylquecksilber bei der gas-
chromatographischen Auftrennung bertcksichtigt werden. Zur Auftrennung wurde
zunachst ein Temperaturprogramm zum Aufheizen der Kapillarsaule mit einer Start-
temperatur von 30 °C (2 min) und einer kontinuierlichen Aufheizrate mit 20 °C/min bis
zu einer Temperatur von 130 °C verwandt. In Abb. 12 ist die Auftrennung von Hg0
und den propylierten Quecksilberspezies MeHg*, EtHg* und Hg?* anhand eines

Chromatogramms dargestellt.

EtHg" als
EtPrHg

a Hg*" als
3 Pr,Hg
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Abb. 12: Chromatogramm der Quecksilberspezies bei

kontinuierlicher Aufheizung der Kapillarsaule.
Gaschromatographische Auftrennung von HgO, MePrHg,
EtPrHg und Pr,Hg Gber einem Ofentemperaturprogramm
mit 30 °C (2 min), 20 °C/min bis 130 °C.

Abb. 12 zeigt eine schlechte Basislinientrennung der Peakflachen von Ethylpropyl-
quecksilber und Dipropylquecksilber. Aus diesem Grund wurde das Temperaturpro-
gramm zur Auftrennung der Quecksilberspezies im Gaschromatograph modifiziert,
indem die Aufheizphase bei 102 °C fir 2 min unterbrochen wurde. Abb. 13 zeigt die
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Auftrennung von Hg® und der propylierten Quecksilberspezies MeHg*, EtHg* und

Hg?* mit dem modifizierten Temperaturprogramm anhand eines Chromatogramms.

35

MeHg"
als MePrHg

25

Signalintensitat [mV]

15

EtHg" als
EtPrHg

!

H92+
als Pr,Hg
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Abb. 13: Chromatogramm der Quecksilberspezies bei
diskontinuierlicher Aufheizung der Kapillarsaule.
Gaschromatographische Auftrennung von Hgo, MePrHg, EtPrHg
und PryHg Uber ein Ofentemperaturprogramm mit 30 °C (2 min),
20 °C/min bis 102 °C, 102 °C (2 min), 20 °C/min bis 130°C).

Abb. 13 zeigt, dass die eingefugte Pause bei der Aufheizung der Saule zu einer spa-

teren Eluierung von Dipropylquecksilber flhrte. Hierdurch wurde eine Basislinien-

trennung der beiden Fraktionen von Ethylpropyl- und Dipropylquecksilber erreicht.

FUr elementares Quecksilber lag die Retentionszeit bei 0,7 min, fur Methylpropyl-

quecksilber bei 4,8 min, fur Ethylpropylquecksilber bei 6,0 min und flr Dipropyl-

quecksilber bei 6,9 min.

In Abb. 14 sind die einzelnen Probenaufbereitungsschritte der weiterentwickelten

Methode zur Methylquecksilberbestimmung unter Bericksichtigung der notwendigen

MaRnahmen fir die Quantifizierung mittels Standardadditionsverfahren in Kombinati-

on mit Ethylquecksilberchlorid als interner Standard zusammenfassend dargestellt.
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Gefriergetrocknetes Insektengewebe

Bakterienkultur und Faulschlamm

v

MQ-Wasser

v

Zugabe von Ethylguecksilberstandard

v

Zugabe von CuSO,

v

Zugabe von KBr/ H,SO,4

v

Abtrennen fester Bestandteile durch Zentrifugieren

v

Einteilung des Uberstands in Aliquote

v

Addition von Methylguecksilberstandard

v

Zugabe von Dichlormethan

v

Ausschutteln der Extraktionslosung

v

Phasentrennung durch Zentrifugieren

v

Uberfiihrung von organischer Phase in MQ-Wasser

v

Austreiben der organischen Phase durch N,

v

Einstellen von pH 4,6 mit Natriumacetatpuffer

v

Derivatisierung mit NaBPr,4

v

Ausgasung mit Helium und Kryofokussierung

v

GC-Trennung der Quecksilberspezies

v

Hg-Detektion mittels AFD nach Thermolyse

Abb. 14: Aufarbeitungsschema zur Methylguecksilberbestimmung
in biologischen Proben mittels Purge&Trap Gaschromatographie-

Atomfluoreszenzspektrometrie (rot: nétige Schritte zur Quantifizierung).
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Die Quantifizierung der Methylquecksilberkonzentration in einer Probe erfolgte aus
den normierten Methylquecksilbersignalintensitaten und den durch die Standardaddi-
tion hinzugeflgten Methylquecksilberkonzentrationen in den Aliquoten. Dabei wurde
die addierte Methylquecksilbermenge auf die anfangliche Aliquotenmenge bezogen
und damit die Konzentrationserhdhung im Bezug zur unbekannten Aliquotenkonzent-
ration zur Methylquecksilberquantifizierung verwandt (Gleichung 22). In Abb. 15 sind
die normierten Signalintensitaten einer Probe in Abhangigkeit von den Methylqueck-
silberkonzentrationen durch die Standardaddition dargestellt und die daraus resultie-

rende Regressionsgrade eingezeichnet.
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Abb. 15: Normierte Methylquecksilbersignalintensitaten
der Aliguote einer Probe.

Abb. 15 zeigt die lineare Zunahme der normierten Signalintensitaten mit zunehmen-
der Methylquecksilberkonzentration im Aliquot, mit einem Bestimmtheitsmal von
0,999.

3.1.2 Uberprifung der Richtigkeit der Methode

Nach der Ausarbeitung der Methode zur Methylquecksilberbestimmung in biologi-
schen Probenmaterialien wurde diese anhand des zertifizierten Referenzmaterials
CRM 463 sowie anhand von Bakterienkulturen mit definierten Mengen an hinzuge-

fugtem Methylquecksilber auf ihre Richtigkeit Gberpruft.
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Die Bestimmung der Methylquecksilberkonzentration erfolgte in drei Parallelen des
zertifizierten Referenzmaterials CRM 463 mit einer Methylquecksilberkonzentration
von 2,83 + 0,15 ug Quecksilber als Methylquecksilber pro g CRM 463. Hierzu wurde
das Referenzmaterial wie in Abb. 14 beschrieben aufbereitet und die Methylqueck-
silberkonzentration bestimmt. Zur Uberpriifung der Notwendigkeit des internen Stan-
dards wurden zusatzlich zwei der drei Proben ohne Berilcksichtigung dieses ausge-
wertet. Um die Richtigkeit der Methode bei einem Uberschuss an anorganischem
Quecksilber zu uberprifen, wurde zu einer vierten Probe 3,36 mg anorganisches
Quecksilber pro g CRM hinzugegeben. Die Ergebnisse der Methylquecksilberbe-

stimmung sind in Tab. 28 dargestellt.

Tab. 28: Ermittelte Methylquecksilberkonzentration im CRM 463.

Methylquecksilberkonzentration

[Hg/g]
Parallelen 1 2 3 4"
Ohne internen
Standard 2,73 1,93 n.b. n.b.
Mit internen
Standard 2,68 2,88 2,73 2,88

n.b. = nicht bestimmt; ” = mit 3,36 mg Quecksilber als Quecksilberchlorid pro g CRM 463

Ohne Verwendung des internen Standards lagen die ermittelten Methylquecksilber-
konzentrationen im CRM 463 bei 2,73 ug und 1,93 ug Quecksilber als Methylqueck-
silber pro g CRM 463. Damit wichen die ermittelten Werte mit 3,5 % und 31,8 % vom
zertifizierten Wert des Referenzmaterials ab. Die relativen Standardabweichungen
der ermittelten Signalintensitaten fur Ethylquecksilber betrugen 3,5 % fur die erste
und 36,2 % fur die zweite Parallele. In den gleichen Proben, die unter Verwendung
des internen Standards ausgewertet wurden, ergaben sich Abweichungen von 5,3 %
und 1,7 %. Fur die drei Parallelen, die mit dem internen Standard ausgewertet wur-
den, ergab sich im Mittel eine Methylquecksilberkonzentration von 2,77 + 0,11 ug
Quecksilber als Methylquecksilber pro g CRM 463. Die ermittelte Methylquecksilber-
konzentration im CRM 463 mit zusatzlichem anorganischem Quecksilber lag bei
2,88 ug Quecksilber als Methylquecksilber pro g CRM 463.
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Zur Uberprifung der Richtigkeit der ausgearbeiteten Methode fiir die Methylquecksil-
berbestimmung in Bakteriensuspensionen wurden Bakterienkulturen von Desulfo-
vibrio desulfuricans verwandt. Diese wurden im modifizierten Postgate Medium D
(Tab. 21) angezogen und mit 0,60 ng bis 0,69 ng Quecksilber als Methylquecksilber
pro g Bakteriensuspension versetzt. Anschlielend erfolgten die Aufarbeitung des
Probenmaterials sowie die Methylquecksilberquantifizierung nach der in Abb. 14 be-
schriebenen Methode. Die Ergebnisse dieser Methylquecksilberbestimmung sind in
Tab. 29 dargestellt.

Tab. 29: Wiederfindungsrate von Methylquecksilber in Bakterienkulturen”

Eingestellte Bestimmte Wiederfindungsrate
Methylquecksilber- Methylquecksilber-
konzentration konzentration
[ng/g] [ng/g] [%]
0,628 0,627 99,8
0,600 0,683 86,2
0,690 0,716 96,2

“) von Desulfovibrio desulfuricans im modifizierten Postgate Medium D

Die Wiederfindungsrate der drei Methylquecksilberbestimmungen in Bakterienkultu-

ren lag in einem Bereich von 86,2 % bis 99,8 %.
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3.2  Quecksilbermethylierung im Faulschlamm

Die Methylquecksilberbildung im Faulschlamm wurde an dem nicht entwasserten
Faulschlamm aus den Faultirmen des Klarwerks Mainz-Mombach untersucht. Hier-
bei erfolgte die Methylquecksilberbestimmung nach der in Abb. 14 ausgearbeiteten

Aufbereitungsmethode.

3.2.1 Zeitversuch

In diesem Versuch wurde die Methylquecksilberbildung im nicht entwasserten Faul-
schlamm Uber einen Zeitraum von 164 h untersucht. Hierzu wurde der Faulschlamm
mit 1,1 pg Quecksilber als Quecksilber(ll)chlorid pro g Schlamm bei einer Tempera-
tur von 30 °C inkubiert. Aus diesem Ansatz wurde nach 0 h, 22 h, 46 h, 92 h und
164 h Probenmaterial unter sterilen Bedingungen entnommen und in diesem die Me-
thylquecksilberkonzentration bestimmt. In Abb. 16 sind die ermittelten Methylqueck-

silberkonzentrationen in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer dargestellt.

40

B0 oo

204 S

MeHg"-Konzentration [ng/g]

0 ff

0 60 120 180

Inkubationsdauer [h]

Abb. 16: Methylquecksilberbildung im Faulschlamm
des Klarwerks Mainz-Mombach mit 1,1 pg Quecksilber
als Quecksilberchlorid pro g Faulschlamm.

Abb. 16 zeigt, dass die Methylquecksilberkonzentration im Faulschlamm zu Beginn
der Inkubationsphase rasch anstieg. Nach 22 h konnten mit 15 ng Quecksilber als
Methylquecksilber bereits 1,4 % und nach 46 h mit 22 ng Quecksilber als Methyl-
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quecksilber pro g Faulschlamm Feuchtgewicht 2,0 % des eingesetzten Quecksilbers
als Methylquecksilber wiedergefunden werden. Im weiteren Verlauf der Inkubation
nahm die Methylquecksilberkonzentration nur noch im geringen Mal3e zu. Nach 164
h konnten 28,1 ng Quecksilber als Methylquecksilber pro g Faulschlamm Feuchtge-
wicht nachgewiesen werden. Damit betrug der Methylquecksilberanteil 2,6 % vom
eingesetzten anorganischen Quecksilber. Folglich nahm die Methylquecksilberkon-

zentration in den letzten 118 h der Inkubationszeit um 0,6 % zu.
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3.2.2 Hemmstoffversuche

Zur naheren Charakterisierung der fur die Quecksilbermethylierung im Faulschlamm
verantwortlichen Organismen wurden Hemmstoffversuche durchgefuhrt. Hierzu wur-
de je 1 g Faulschlamm in 20 mL des modifizierten Postgate Mediums D Uber einen
Zeitraum von 3 d mit 0,89 ug bis 0,97 ug anorganischem Quecksilber pro g Gesamt-
probe inkubiert. Die spezifische Hemmung erfolgte fur die Sulfat-reduzierenden Bak-
terien mit 2 mmol/L Natriummolybdat, fur die methanogenen Bakterien mit 0,6 mol/L
Bromethansulfonsaure und fir die Eukaryoten mit 90 mg Cycloheximid pro g Ge-
samtprobe. Abb. 17 zeigt die in den Hemmestoffproben gefundenen Methylquecksil-

beranteile in Relation zur ungehemmten Probe in den Faulschlammkulturen.

100

75 4

50 4

Methylquecksilberanteil [%]

25 4

. 1l

Natrium- BESA Cycloheximid ohne
molybdat

Hemmstoff

Abb. 17: Methylquecksilberbildung in Faulschlammkulturen bei

spezifischer Hemmung verschiedener Organismengruppen.
(Inkubationsbedingungen: 1 g Faulschlamm in 20 mL des modifizierten Postgate
Medium D mit 0,9 ug HgCl,-Hg pro g Kulturmedium; Inkubationsdauer: 70 h).
(BESA: Bromethansulfonsaure).

Die geringste Methylquecksilbermenge wurde in der mit Natriummolybdat ge-
hemmten Probe gefunden. Sie entsprach nur 8 % der ohne Hemmstoff inkubierten
Probe. In der mit Bromethansulfonsaure gehemmten Probe lag der Anteil des gebil-
deten Methylquecksilbers bei 81 %. Durch die Zugabe von Cycloheximid war die Me-

thylquecksilberbildung mit 96 % kaum beeinflusst.
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3.3  Quecksilberfutterung der Termite Mastotermes darwiniensis

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Termite Mastotermes darwiniensis Uber einen
Zeitraum von 14 d mit unterschiedlichen Konzentrationen an Quecksilber(ll)chlorid
geflttert und anschlielend die Auswirkungen der Quecksilberkonzentrationen auf die
Nahrungsaufnahme sowie auf die Sterblichkeit der Tiere untersucht. Zusatzlich wur-
den die uUber die Nahrung aufgenommenen Mengen an Quecksilber berechnet und
die Gesamtquecksilber- und Methylquecksilberanreicherungen in den Termiten bei
unterschiedlichen Konzentrationen an anorganischem Quecksilber in der Nahrung
bestimmt. AbschlieRend wurden Untersuchungen mit einem Sulfat-reduzierenden

Bakterium aus dem Intestinaltrakt der Termite vorgenommen.

3.3.1 Auswirkungen der Quecksilberkonzentrationen in der Nahrung

Die Untersuchungen der Auswirkungen von unterschiedlichen anorganischen Queck-
silberkonzentrationen in der Nahrung auf die Nahrungsaufnahme und Sterblichkeit
der Termiten erfolgten an Versuchsgruppen von je 25 Tieren. Dabei wurden je 2
Versuchsgruppen Sagemehl mit einer Quecksilberkonzentration von 0 pg, 150 ug,
200 pg und 250 pg anorganischem Quecksilber pro g Sagemehl und je 4 Versuchs-
gruppen Sagemehl mit 25 pg, 50 pg, 75 ug und 100 pug anorganischem Quecksilber

pro g Sagemehl als Nahrung angeboten.

3.3.1.1 Nahrungsaufnahme der Termite Mastotermes darwiniensis

Die mittlere Menge an aufgenommener Nahrung pro Versuchsgruppe wurde aus
dem Quotienten der gefressenen Menge an Sagemehl und der Summe der Lebens-
tage der Termiten wahrend der Versuchsdauer berechnet. Zu diesem Zweck wurde
die gefressene Menge an Sagemehl aus der Gewichtsdifferenz der angebotenen
Nahrungsportionen vor und nach der Futterungsperiode bestimmt. Die Summe der
Lebenstage je Versuchsgruppe wurde aus der taglichen Erfassung der lebenden
Termiten ermittelt. In Tab. 30 sind die mittleren Sagemehimengen, die pro Termite
und Tag aufgenommenen wurden, in Abhangigkeit von der Quecksilberkonzentration
in der Nahrung dargestellt.
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Tab. 30: Mittlere Sagemehlaufnahme der Termite Mastotermes darwiniensis™

Quecksilber- Anzahl der Mittlere Minimale und maximale Standard-
konzentration Proben? Sagemehlaufnahme  Sagemehlsaufnahme abweichung
im Sagemehl

[Mg/g] [mg/Termite d] [mg/Termite d]
0 2 0,12 0,11-0,13
25 4 0,08 0,00 -0,16 0,07
50 4 0,09 0,06 — 0,15 0,04
75 4 0,04 0,01 -0,06 0,02
100 4 0,04 0,00 - 0,09 0,04
150 2 0,07 0,06 — 0,07
200 2 0,07 0,03-0,10
250 2 0,04 0,01 -0,07

*1) 2)

wahrend eines 14-tagigen Futterungszeitraums, ) mit je 25 Tieren

Die mittlere Nahrungsaufnahme ohne zusatzliches Quecksilber im Sagemehl lag bei
0,12 mg Sagemehl pro Termite und Tag. Eine hohere Nahrungsaufnahme konnte nur
bei je einer Versuchsgruppe, die mit 25 ug und 50 pg anorganischem Quecksilber
pro g Sagemehl gefuttert wurden, festgestellt werden. In allen anderen Versuchs-
gruppen mit zusatzlichem Quecksilber war die Nahrungsaufnahme geringer. Dabei
konnte keine Abhangigkeit der aufgenommenen Nahrungsmenge von der Menge an
zugesetztem Quecksilber in der Nahrung festgestellt werden (Spearman Rangkorre-
lationkoeffizient: n = 24, p = -0,42) (KOHLER ET AL., 2002). Die geringste mittlere Nah-
rungsaufnahme zeigte sich mit 0,04 mg pro Termite und Tag bei den Termiten mit
einer Quecksilberkonzentration von 75 pg, 100 pg und 250 ug anorganischem

Quecksilber pro g Sdgemehl.
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3.3.1.2 Sterblichkeit der Termite Mastotermes darwiniensis

Die Sterblichkeit der Termiten wurde Uber das relative Verhaltnis von gestorbenen zu
eingesetzten Termiten berechnet. In Tab. 31 ist die relative Sterblichkeit der Termiten
je Versuchsgruppe in Abhangigkeit von der anorganischen Quecksilberkonzentration

in der Nahrung dargestellt.

Tab. 31: Relative Sterblichkeit der Termite Mastotermes darwiniensis™

Quecksilber- Anzahl der Mittlere Minimale und maximale Standard-
konzentration Proben*2) Sterblichkeit Sterblichkeit abweichung
im Sagemehl
(ug/g] [%] [%]
0 2 30 24 - 36
25 4 36 16 - 52 15,0
50 4 29 12-44 14,0
75 4 23 20-28 3,8
100 4 29 20-52 15,4
150 2 20 16 - 24
200 2 24 13-32
250 2 36 32-40

*1) 2)

wahrend eines 14-tagigen Fltterungszeitraums, ") mit je 25 Tieren

Die relativen Sterblichkeiten lagen in einem Bereich von 20 % bis 36 %. Der Mitte-
lwert betrug 28,4 %. Die mittlere Sterblichkeit der Termiten bei der Aufnahme von
unbelastetem Sagemehl entsprach mit 30 % dem Mittelwert. Eine Abhangigkeit der
Sterblichkeit von der anorganischen Quecksilberkonzentration in der Nahrung konnte

nicht festgestellt werden (Spearman Rangkorrelationkoeffizient: n = 24, p =-0,17).
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3.3.2 Quecksilber in der Termite

Im Folgenden ist die Gesamt- und Methylquecksilberanreicherung in der Termite
Mastotermes darwiniensis in Abhangigkeit von der mit der Nahrung aufgenommenen
Quecksilbermenge dargestellt. Um die Quecksilberaufnahme mit der Anreicherung in
Bezug setzen zu kénnen, wurden alle Werte auf das Trockengewicht der Tiere mit

identischer Quecksilberkonzentration bezogen.

3.3.2.1 Aufnahme von anorganischem Quecksilber

Die Gesamtquecksilberkonzentration im unbehandelten Sagemehl lag unter 0,05 pg
Quecksilber pro g Sagemehl. Durch die Beimischung von anorganischem Quecksil-
ber wurden die Quecksilberkonzentrationen auf 25 ug, 50 ug, 75 ug, 100 ug, 150 ug,
200 pg und 250 pg anorganischem Quecksilber pro g Sagemehl erhoht. Aus diesen
Konzentrationen und den mittleren Mengen des bei identischer Quecksilberkonzent-
ration pro g Termiten Trockengewicht aufgenommenen Sagemehls wurden die
durchschnittlichen Mengen an anorganischem Quecksilber, die von den Termiten mit
dem Sagemehl aufgenommen wurden, berechnet. Die Ergebnisse dieser Berech-

nung sind in Abb. 18 dargestellt.
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Abb. 18: Quecksilberaufnahme tber die Nahrung.
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Die Uber das Sagemehl aufgenommenen Mengen an anorganischem Quecksilber la-
gen in einem Bereich zwischen 0,0 pg und 29,3 pg Quecksilber pro g Termiten Tro-
ckengewicht. Anhand der Abb. 18 ist zu erkennen, dass die aufgenommene Menge
an anorganischem Quecksilber pro g Termiten Trockengewicht mit zunehmender
Quecksilberkonzentration im Sagemehl ansteigt. Abweichungen hiervon zeigen die
aufgenommenen Quecksilbermengen bei den Konzentrationen von 75 pg, 100 pg

und 250 pg anorganischem Quecksilber pro g Sdgemehl.

3.3.2.2 Gesamtquecksilber im Termitengewebe

Die Gesamtquecksilberkonzentration in den Termiten wurde mittels der im Kapitel
2.6.2 beschriebenen Methode der massenspektrometrischen Isotopenverdunnungs-
analyse (MSIVA) bestimmt. In Tab. 32 sind die ermittelten Quecksilberkonzentratio-
nen im Trockenmaterial der Termiten in Abhangigkeit von der anorganischen Queck-

silberkonzentration im Sagemehl dargestellt.

Tab. 32: Gesamtquecksilberkonzentration und Akkumulation in der Termite
Mastotermes darwiniensis™>.

Anorganische = Gesamtquecksilber- Tagliche anorganische Akkumuliertes Quecksilber im

Quecksilber- konzentration in Quecksilberaufnahme Termitengewebe
konzentration  gefriergetrockneten mit der Nahrung
im Sagemehl Termiten pro g Termite Anteil zur Ge-
(Trockengewicht)? samtquecksil-
beraufnahme ™
[ug/d] [Mg/d] [ug/g] [bg/d] [%]
0 0,06 < 0,0003 - -
25 2,12 0,3 1,7 38,6
50 5,08 0,7 4,3 41,6
75 7,37 0,5 6,8 103,6
100 6,49 0,5 5,9 80,9
150 5,23 1,7 3,5 15,1
200 11,16 21 9,0 30,7
250 12,86 1,5 11,3 52,7

" nach einem 14-tagigen Fiitterungszeitraum
2 Berechnung auf Basis der mittleren Nahrungsaufnahme

" Berechnung unter Abzug des Quecksilbermenge im Darminhalt und der natiirlichen Quecksilber-
konzentration
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In den Termiten, die ohne zusatzliches Quecksilber im Sagemehl gefuttert wurden,
wurde eine Gesamtquecksilberkonzentration von 61 ng Quecksilber pro g Termiten
Trockengewicht festgestellt. Mit einer zunehmenden Quecksilberkonzentration in der
Nahrung von 25 ug bis 250 pg anorganischem Quecksilber stiegen die Quecksilber-
konzentrationen in den gefriergetrockneten Termiten von 2,12 pg auf 12,86 ug Ge-
samtquecksilber pro g Termite Trockengewicht an. Abweichungen hiervon zeigten
die Termiten, die mit einer Quecksilberkonzentration von 100 pg und 150 pg anorga-
nischem Quecksilber pro g Sagemehl gefuttert wurden. In diesen beiden Gruppen
wurde eine geringere Gesamtquecksilberkonzentration im Vergleich zu der vorange-

gangenen Gruppe ermittelt.

Da die Gesamtquecksilberkonzentration in den Termiten aus den gefriergetrockneten
Tieren bestimmt wurde, setzte sich der Quecksilbergehalt aus der ursprunglich in der
Termite vorhandenen Quecksilbermenge, der wahrend der Fatterungszeit im Termi-
tengewebe akkumulierten Menge an Quecksilber und der im Darmtrakt befindlichen
Menge an anorganischem Quecksilber zusammen. Uber die bekannte Quecksilber-
belastung in unbehandelten Termiten und der nach Gleichung 31 durchgeflhrten
Kalkulation der im Darmtrakt befindlichen Mengen an Quecksilber wurde dann die
Menge an akkumuliertem Quecksilber nach der Gleichung 30 berechnet. Nach dieser
Bereinigung der Messwerte ergab sich eine Gesamtquecksilberakkumulation im

Termitengewebe von 1,7 ug bis 11,3 pg Quecksilber pro g Trockengewicht.

Weiterhin wurde der Anteil des akkumulierten Gesamtquecksilbers aus der Zunahme
der Quecksilberkonzentration im Termitengewebe und der pro g Termite Trockenge-
wicht aufgenommenen Quecksilbermengen berechnet. Die Ergebnisse sind in Tab.
32 wiedergegeben. Der Anteil des im Termitengewebe akkumulierten Gesamtqueck-
silbers lag in einem Bereich von 15,1 % bis 103,6 %. Dabei lie} sich keine Abhan-
gigkeit von der anorganischen Quecksilberkonzentration durch die zur Verfigung
gestellte Nahrung feststellen. Der hochste Anteil an akkumuliertem Gesamtquecksil-

ber trat in den Gruppen mit der geringsten Nahrungsaufnahme auf.
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3.3.2.3 Methylquecksilber im Termitengewebe

Die Methylquecksilberkonzentration in den gefriergetrockneten Termiten wurde mit-
tels der in Abb. 14 dargestellten Methode bestimmt. Die erhaltenen Methylquecksil-
berkonzentrationen sind in Abb. 19 in Abhangigkeit der anorganischen Quecksilber-

konzentrationen in der Nahrung dargestellit.
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Abb. 19: Methylguecksilberkonzentration im Termitengewebe.

Die Methylquecksilberkonzentrationen in Termiten, die ohne zusatzliches Quecksil-
ber im Holz oder Sagemehl gefluttert wurden, betrugen 4,1 ng bis 5,6 ng Quecksilber
pro g Termite Trockengewicht. Bezogen auf das Lebendgewicht der Termiten lag der
Methylquecksilbergehalt bei 1,3 ng Quecksilber pro g Termite. Abb. 19 zeigt, dass
mit einer Zunahme der Quecksilberkonzentration von 25 pg auf 150 yg Quecksilber
pro g Sagemehl die Methylquecksilberkonzentrationen in den gefriergetrockneten
Tieren von 15,9 ng bis auf 53,8 ng Quecksilber als Methylquecksilber pro g Termite
anstiegen. Eine weitere Erhéhung der anorganischen Quecksilberkonzentrationen
bis zu 250 pg anorganischem Quecksilber pro g Sdgemehl fuhrte zu keiner weiteren

Zunahme der Methylquecksilberkonzentrationen.

Aus den Methylquecksilberkonzentrationen in den Termiten und der mit dem Sage-

mehl pro g Termite Trockengewicht aufgenommenen Quecksilbermengen wurde der
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Anteil des akkumulierten Methylquecksilbers unter Berucksichtigung der Methyl-
quecksilberkonzentration in den unbelasteten Tieren berechnet. Diese Berechnung
erfolgte nach Gleichung 32. In Abb. 20 ist der Anteil des akkumulierten Methylqueck-
silbers in Abhangigkeit von der Quecksilberkonzentration in der Nahrung dargestellt.
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Abb. 20: Methylquecksilberakkumulation im Termitengewebe.
Anteil des im Termitengewebe akkumulierten Methylquecksilbers
zur Uber das Sagemehl aufgenommenen Menge an Quecksilber(ll).

Der Anteil des im Termitengewebe akkumulierten Methylquecksilbers liegt in einem
Bereich von 0,15 % bis 0,38 %. Eine Abhangigkeit von der Quecksilberkonzentration

im Sagemehl konnte nicht festgestellt werden.

Neben der Methylquecksilberbestimmung in den Termiten wurden die Methylqueck-
silberkonzentrationen im Sagemehl bestimmt. Hierfir wurde stichprobenartig Sage-
mehl mit einer Konzentration von 0 pg, 100 pg, 150 pg, 200 pg und 250 pg anorgani-
schem Quecksilber pro g Sagemehl verwandt. Dabei wurde mit 0,1 g Sagemehl
mehr Probenmaterial zur Methylquecksilberbestimmung eingesetzt als von den un-
tersuchten Termiten wahrend der Futterungsperiode gefressen wurde. In allen Pro-

ben konnte kein Methylquecksilber im Sagemehl detektiert werden.
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3.3.3 Sulfat-reduzierende Bakterien im Intestinaltrakt

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Sulfat-reduzierenden Bakterien aus dem In-
testinaltrakt der Termite Mastotermes darwiniensis untersucht. Hierzu wurde zum
einen ihre in vivo Aktivitat nachgewiesen und zum anderen das aus der Termite iso-
lierte Sulfat-reduzierende Bakterium Desulfovibrio intestinalis (FROHLICH ET AL., 1999)
auf seine Fahigkeit zur Methylquecksilberbildung Uberpruft.

3.3.3.1 Nachweis von Schwefelintermediaten

Zur Untersuchung der in vivo Aktivitat von Sulfat-reduzierenden Bakterien im Intesti-
nalsystem der Termite Mastotermes darwiniensis wurden Termiten Uber einen Zeit-
raum von 3 d und 5 d mit und ohne Sulfat angereichertem Sagemehl gefuttert. An-
schlieBend wurden die Schwefelspezies elementarer Schwefel, Sulfat, Sulfit,
Thiosulfat und Sulfid im Intestinaltrakt nach der in Abschnitt 2.6.3 beschriebenen Me-

thode bestimmt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tab. 33 dargestellt.

Tab. 33: Schwefelintermediate im Intestinaltrakt von Mastotermes
darwiniensis.

Schwefel Sulfat Sulfit Thiosulfat Sulfid Gesamt
Schwefel

Fitterungsbedingungen  [ymol/L]  [mmol/L]  [umol/l]  [umollL]  [umollL]  [mmol/L]
3d, o 0,0 0,6 0,0 0,0 4,1 0,6
ohne zusatzliches Sulfat
3d, 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,4
ohne zusatzliches Sulfat
5d, 0,0 1,0 0,0 0,0 12,5 1,0
ohne zusatzliches Sulfat
3d, ) 0,0 17,5 0,0 391,0 197,5 18,1
mit zusatzlichem Sulfat’
3d, . 0,0 6,0 0,0 29,5 116,0 6,1
mit zusatzlichem Sulfat’
5d, 6,2 23,9 0,0 14,6 115,4 24,0

mit zusatzlichem Sulfat”

") Konzentration: 1,0 mL einer 40 mmol/L Natriumsulfatiésung in 0,25 g Sdgemehl

Wie der Tab. 33 zu entnehmen ist, konnten im Intestinaltrakt der Termiten ohne zu-

satzliches Sulfat in der Nahrung nur die Schwefelspezies Sulfat und Sulfid nachge-
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wiesen werden. Die Konzentrationen des Sulfats lagen in einem Bereich von
0,4 mmol/L bis 1,0 mmol/L und die des Sulfids erreichten maximal 12,5 yM. Durch
den Sulfatzusatz in der Nahrung stiegen die Konzentrationen von Sulfat und Sulfid
an. Die maximal gefundene Sulfatkonzentration lag bei 23,9 mM, die des Sulfids bei
197,5 uM. Zusatzlich konnte in allen drei Proben Thiosulfat in einem Konzentrations-
bereich von 14,6 pmol/L bis 391,0 umol/L, und in einer der drei Proben 6,2 umol/L
elementarer Schwefel nachgewiesen werden. Sulfit konnte weder in den Proben mit
noch ohne Sulfatzusatz detektiert werden. Einen Einfluss der Futterungsdauer auf

die ermittelten Konzentrationen der Schwefelspezies war nicht festzustellen.

3.3.3.2 Quecksilbermethylierung durch eine Reinkultur

Die Untersuchung einer Quecksilbermethylierung durch die Aktivitat von Bakterien
aus dem Intestinaltrakt der Termite wurde an dem Sulfat-reduzierenden Bakterium
Desulfovibrio intestinalis durchgefuhrt. Zum Nachweis der Methylierung wurde
D. intestinalis in verschiedenen Medien Uber einen Zeitraum von 3 d, 5 d und 8 d mit
einer Quecksilberkonzentration von 1 ug anorganischem Quecksilber pro g Kultur-
medium inkubiert. Als Kulturmedien wurden das modifizierte DSMZ-Medium 63 so-
wie das modifizierte Postgate Medium D mit einer Sulfatkonzentration von
200 umol/L verwandt. Nach der Inkubation Uber 5 d traten die Bakterien mit einem
Titer von ca. 2,1x10° Bakterien pro mL Kulturmedium auf. AnschlieBend erfolgte der

Nachweis des Methylquecksilbers nach der in Abb. 14 beschriebenen Methode.

Die Ergebnisse dieser Analysen zeigten, dass in den Ansatzen Methylquecksilber
vorhanden war. Allerdings waren die ermittelten Methylquecksilbersignale so gering,
dass eine einwandfreie Quantifizierung durch das Standardadditionsverfahren nicht
erfolgen konnte. Die Methylquecksilberkonzentrationen lagen in einer GroRenord-

nung von ungefahr 0,05 ng pro g Bakteriensuspension.
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4 Diskussion

Zum Nachweis einer mikrobiellen Quecksilbermethylierung wurde im Rahmen dieser
Arbeit eine Probenaufbereitungsmethode zur Methylquecksilberbestimmung in biolo-
gischen Probenmaterialien mit einem hohen Gehalt an anorganischem Quecksilber
ausgearbeitet. Diese wurde anhand von verschiedenen Materialien mit definierten
Mengen an Methylquecksilber auf ihre Richtigkeit Uberpruft. Anschliefend wurden
Methylierungsversuche mit dem Faulschlamm der Klaranlage Mainz-Mombach, Bak-
terienkulturen von Sulfat-reduzierenden Bakterien sowie der Termite Mastotermes
darwiniensis durchgefuhrt. Hierzu wurden diesen Probenmaterialien groliere Mengen
an anorganischem Quecksilber(ll) zugefuhrt und nach einer bestimmten Zeit die Me-

thylquecksilberkonzentration im Probenmaterial bestimmt.

4.1  Methylquecksilberbestimmung

In der analytischen Chemie stellt die Methylquecksilberbestimmung eine grol3e Her-
ausforderung dar. Insbesondere in biologischen Probenmaterialien, in denen der
Analyt in geringen Konzentrationen auftritt, muss eine Analysetechnik angewandt
werden, die einen speziesspezifischen Nachweis auch in geringen Konzentrationen
ermoglicht. Zusatzlich muss zur Freisetzung des an die Matrix gebundenen Analyten
eine Probenaufbereitung durchgefuhrt werden, die der konkreten analytischen Auf-
gabenstellung angepasst ist. Eine besondere Schwierigkeit stellt hierbei eine uner-
wlnschte Speziesumwandlung wahrend der Probenaufbereitung dar. Diese flhrt
hauptsachlich bei einem geringen Methyl- zu anorganischem Quecksilber(ll)-Anteil
zu einem systematisch fehlerhaften Analyseergebnis. Weiterhin missen bei der Me-
thylquecksilberbestimmung aufgrund der geringen Konzentrationen des Analyten die
Reinheit der Chemikalien sowie der verwendeten Labor- und Analysegerate gewahr-
leistet sein. Aullerdem mussen Querkontaminationen und Memoryeffekte vermieden
werden (MART, 1979; TSCHOPEL UND TOLG, 1982).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden fur den Nachweis einer mikrobiellen Quecksilber-
methylierung die Methylquecksilbergehalte in verschiedenen biologischen Proben-
materialien mit sehr geringen Methylquecksilberkonzentrationen bestimmt. Fur diese
Untersuchungen stand ein Purge&Trap Gaschromatograph-Atomfluoreszenz-
spektrometer (GC-AFS) zur Verfugung. Dieses Analysesystem wurde bereits in
vorangegangen Arbeiten von SCHEDLBAUER (1998) und KULLMER (2002) zur Konzent-
rationsbestimmung von Methylquecksilberverbindungen in Wasser-, Luft- und Fest-
stoffproben eingesetzt. Bei dieser online gekoppelten Analysetechnik stellte die
Atomfluoreszenzspektroskopie (CV-AFS) eine nachweisstarke Methode zur Detekti-
on von Quecksilber im Ultraspurenbereich dar. Die Nachweisgrenze des in dieser
Arbeit eingesetzten nicht-dispersiven Atomfluoreszenzdetektors (CV AFS 2, Brooks
Rand Ldt, Seattle, USA) betrug 0,5 pg Quecksilber absolut (BROOKS RAND LTD,
1990). Durch die Koppelung des Atomfluoreszenzdetektors (AFD) mit einem Kapillar-
Gaschromatograph (CGC) wurde ein speziesspezifischer Nachweis von Quecksilber
erreicht. Aufgrund der niedrigen Nachweisgrenze stellt diese Analysetechnik auch
eine geeignete Methode fiir einen Methylquecksilbernachweis fir die in dieser Arbeit

verwandten Probenmaterialien dar.

Neben den sehr geringen Methylquecksilberkonzentrationen besalien die eingesetz-
ten Probenmaterialen aufgrund ihres hohen Anteils an organischer Substanz im Ge-
gensatz zu den in vorangegangenen Arbeiten untersuchten Luft- und Wasserproben
sehr komplexe Matrizes. Hierdurch lag das Methylquecksilber, wie in anderen biolo-
gischen Probenmaterialien, an die Matrix gebunden vor (RAMAMOORTHY UND KUSH-
NER, 1975; SKYLLBERG ET AL., 2000). Um das Methylquecksilber von der komplexen
biologischen Probenmatrix freizusetzen, musste eine Aufbereitung des Probenmate-
rials durchgefuhrt werden. AuRerdem traten in den Probenmaterialien aufgrund der
fur die Methylierungsversuche hinzugegebenen Mengen an Quecksilber(ll)chlorid im
Vergleich zu den zu erwartenden Methylquecksilbermengen zum Teil hohe Gehalte
an anorganischem Quecksilber auf. In Abhangigkeit von der durchgefuhrten Proben-
aufbereitung konnten diese hohen anorganischen Quecksilbergehalte bei der
Quecksilberbestimmung zu extrem hohen Signalintensitaten fuhren, die bei wieder-
holtem Auftreten eine Schadigung des Detektors verursacht (BROOKS RAND LTD,
1990). Neben der Schadigung des Detektors bestand durch den Uberschuss an an-

organischem Quecksilber die Gefahr, dass bei einer unerwinschten Speziesum-
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wandlung von anorganischem Quecksilber zu Methylquecksilber eine signifikante
Erhdhung des zu bestimmenden Methylquecksilbers auftritt. Dieses wahrend der
Probenaufbereitung artifiziell gebildete Methylquecksilber verursacht eine Uberschét-
zung der Methylquecksilberkonzentration im Probenmaterial (HINTELMANN, 1999).
Zusatzlich mussten bei der Auswahl der Aufbereitungsmethode die geringen Mengen
der zur Verfigung stehenden Probenmaterialien berlcksichtigt werden. Diese lieRen
keine mehrfachen Wiederholungsmessungen zu und setzten damit eine Analyse mit
einer sehr hohen Prazision voraus. Damit stellen die in dieser Arbeit verwendeten
Probenmaterialen mit ihren geringen Methylquecksilberkonzentrationen, hohen Men-
gen an anorganischem Quecksilber, komplexen Matrizes sowie geringen Proben-

mengen eine besondere Herausforderung fur die Methylquecksilberbestimmung dar.

FUr die Auswahl einer geeigneten Probenaufbereitungsmethode mussten insbeson-
dere die hohen anorganischen Quecksilberkonzentrationen des Probenmaterials be-
rucksichtigt werden. Eine geeignete Aufbereitungsmethode fiir diese Probenmateria-
lien, die sowohl das Abtrennen von anorganischem Quecksilber gewahrleistete sowie
die artifizielle Methylquecksilberbildung verhinderte, stellte die saure Phasenextrakti-
on mit Kupfersulfat- und schwefelsaurer Kaliumbromidlésung dar (LONGBOTTOM ET
AL., 1973; HINTELMANN, 1999). Bei dieser Methode wurde das anorganische Queck-
silber aus der Probe abgetrennt und gelangte somit nicht mehr zum Detektor. AulRer-
dem wurden bei der Uberpriifung der Richtigkeit dieser Methode auch bei hohen an-
organischen Quecksilber(ll)gehalten keine erhdhten Methylquecksilbergehalte ge-
funden. Somit konnte eine unerwtinschte Speziesumwandlung wahrend der Proben-
aufbereitung ausgeschlossen werden. Auch BLooM ET AL. (1997) und HINTELMANN
(1999) stellten keine artifizielle Methylquecksilberbildung bei der Anwendung der
sauren Phasenextraktion zur Methylquecksilberbestimmung fest. Durch die Kombina-
tion der sauren Phasenextraktion mit der Purge&Trap-Technik konnte die Probeld-
sung ohne weitere Aufreinigungsschritte zur Methylquecksilberbestimmung einge-

setzt werden (LIANG ET AL., 1996).

Zur Quantifizierung der Methylquecksilberkonzentration wurde das Standardadditi-
onsverfahren angewandt. Ausschlaggebend fiur die Auswahl dieses Verfahrens war
die Verwendung von biologischen Probenmaterialien mit unterschiedlichen Matrizes.

Hierfur bot das Standardadditionsverfahren im Gegensatz zu einer externen Kalibrie-
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rung den Vorteil, dass die jeweiligen Matrixeffekte der verschiedenen Probenmateria-
lien, die zu unterschiedlichen Depressionen der Signalintensitaten fihren kénnten,
berticksichtigt wurden (FUNK ET AL., 1992). Ein Nachteil bei der Anwendung des
Standardadditionsverfahrens resultiert aus dem hohen Zeitaufwand fur die Methyl-
quecksilberquantifizierung. Aufgrund der Messdauer von ca. 50 min pro Aliquot be-
durfte die Methylquecksilberbestimmung inklusive Probenaufbereitung mindestens
8 h.

Eine Voraussetzung fur die Durchfihrung des Standardadditionsverfahrens war,
dass sich die ermittelten Signalintensitaten proportional zu den Methyl-
quecksilbermengen in den einzelnen Aliquoten verhielten. Allerdings zeigten die Sig-
nalintensitaten von je vier identischen Aliquoten zweier Bakteriensuspensionen mit
zugesetztem Methylquecksilber zum Teil deutliche Abweichungen zwischen den er-
mittelten Werten. Diese Abweichungen waren auf unterschiedliche Extraktionseffek-
tivitaten wahrend der Probenaufbereitung bzw. auf Unterschiede in der Detektoremp-

findlichkeit infolge von Temperaturschwankungen im Labor zurlckzufthren.

Aufgrund der Abweichungen wurde eine Korrektur der ermittelten Werte vorgenom-
men. Diese erfolgte Uber eine Normierung der Signalintensitaten durch die Verwen-
dung eines internen Standards. Wegen seiner chemischen Ahnlichkeit zu Methyl-
quecksilber wurde Ethylquecksilber als interner Standard verwandt. Dieser verhielt
sich wahrend der Probenaufbereitung und Analyse analog zum Analyten Methyl-
quecksilber (WESTOO0, 1966), so dass sich die Signalintensitaten des Analyten und
des internen Standards in gleicher Weise veranderten. Auch in den Arbeiten von
GARCIA FERNANDEZ ET AL. (2000) und YANG ET AL. (2003) wurde Ethylquecksilber als
interner Standard erfolgreich zur Methylquecksilberbestimmung mittels ICP-MS ein-
gesetzt. Ein weiterer Aspekt fur die Auswahl von Ethylquecksilber als interner Stan-
dard war seine Nachweisbarkeit mit dem in dieser Arbeit verwandten elementspezifi-

schen Detektor.

Durch die Normierung der Methylquecksilbersignale nach Gleichung 21 (Kapitel
2.6.1) konnten die Einflisse der Probenaufbereitung bzw. der Unterschiede in der
Detektorempfindlichkeit infolge von Temperaturschwankungen im Labor auf die Sig-

nalintensitaten von Methylquecksilber korrigiert werden. Dies zeigt sich im Vergleich
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der Analyseergebnisse des CRM 463, die mit und ohne die Verwendung des inter-
nen Standards ausgewertet wurden (Tab. 28). Wahrend die erste Parallele mit einer
relativen Standardabweichung von nur 3,5 % fur die ermittelten Ethylquecksilbersig-
nalintensitaten auch ohne die Verwendung des internen Standards zu einem guten
Analyseergebnis fuhrte, zeigte die zweite Parallele mit einer relativen Standardab-
weichung von 36,2 % fur die ermittelten Ethylquecksilbersignalintensitaten ohne die
Berucksichtigung des internen Standards eine Abweichung von mehr als 30 % vom
zertifizierten Referenzmaterial. Durch die Korrektur mit dem internen Standard betrug
die Abweichung der zweiten Parallele nur 1,7 %. Ein weiterer Vorteil des internen
Standards bestand in der Vereinfachung der Probenaufbereitung. Aufgrund der
durchgefuihrten Normierung mussten die einzelnen Aufbereitungsschritte nach der
Zugabe der Standardldésungen weder vollstandig noch reproduzierbar durchgefuhrt
werden. Somit bestand nach der Zugabe der Standardiosungen keine Notwendigkeit
mehr, die Mengen der eingesetzten Extraktionslosungen exakt zu bestimmen. Dies
war insbesondere bei der Verwendung des leicht flichtigen Extraktionsmittels Dich-

lormethan ein grofer Vorteil.

Die Uberpriifung der Richtigkeit der Methode wurde zum einen am zertifizierten Re-
ferenzmaterial 463, bestehend aus gefriergetrocknetem Thunfisch, durchgefuhrt.
Dieses Referenzmaterial wurde verwandt, um die Richtigkeit der Methode flir gefrier-
getrocknetes Termitenmaterial zu Uberprufen, da fur Insekten kein zertifiziertes Refe-
renzmaterial zur Verfligung stand. Zur Uberprifung der Richtigkeit der Methode fiir
eine Methylquecksilberbestimmung in Bakteriensuspensionen wurden Bakterien-
suspensionen von einem Sulfat-reduzierenden Bakterium hergestellt, die mit einer
definierten Menge an Methylquecksilber versetzt wurden. In den untersuchten Mate-
rialien wurde auch bei hohen Mengen an zugesetztem anorganischem Quecksil-
ber(Il) eine gute Ubereinstimmung der Analyseergebnisse mit den Methylquecksil-

berkonzentrationen im Probenmaterial festgestellt.
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4.2  Quecksilbermethylierung im Faulschlamm

Uber das Abwasser wird den kommunalen Klarwerken Quecksilber aus vielen klei-
nen diffusen Quellen zugefiihrt. Diese stammen beispielsweise aus quecksilberhalti-
gen Medikamenten oder amalgamhaltigen Zahnflllungen. Dadurch kénnen, insbe-
sondere von Krankenhausern, hohere Quecksilberbelastungen ausgehen (LORDI ET
AL., 1978). Durch die Abwasserbehandlung der Klarwerke wird das Schwermetall
nicht aus dem Abwasser entfernt. Das Quecksilber gelangt an organisches Material
absorbiert mit den im Reinigungsprozess anfallenden Schldammen in die Faultlirme.
Dort steht das Quecksilber den Mikroorganismen wahrend des Faulungsprozesses
zur Methylierung zur Verfligung. Um das Methylierungspotenzial erfassen zu konnen,

wurde die Methylierungsaktivitat im Faulschlamm untersucht.

421 Zeitversuch

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methylquecksilberbildung am Faulschlamm des
Klarwerks Mainz-Mombach nachgewiesen. Hierzu wurde nicht entwasserter Faul-
schlamm des Klarwerks Mainz-Mombach mit 1,1 pg anorganischem Quecksilber(ll)
pro g Faulschlamm inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 0 h, 22 h, 46 h, 92 h
und 164 h wurde der Methylquecksilbergehalt in der Probe bestimmt. Hierbei zeigte
sich, dass der Methylquecksilbergehalt zu Beginn der Inkubation rasch anstieg. Nach
46 h waren bereits 2,0 % des eingesetzten Quecksilbers zu Methylquecksilber um-
gesetzt. Mit zunehmender Inkubationsdauer nahm der Methylquecksilbergehalt in der
Probe nur noch im geringen Mal3e zu. Nach 164 Stunden lag der Anteil des umge-

setzten Methylquecksilbers bei 2,6 %.

Der Verlauf der Methylquecksilberbildung im Faulschlamm zeigte deutliche Paralle-
len zu dem in verschiedenen anoxischen Sedimenten (limnisch, brackig und marin).
Auch hier konnte nach der Zugabe von Quecksilber(ll)chlorid zu Beginn der Inkubati-
on ein rascher Anstieg des Methylquecksilbergehalts beobachtet werden, der nach
wenigen Tagen eine Sattigung erreichte (COMPEAU UND BARTHA, 1985; PAK UND
BARTHA, 1998; KING ET AL., 2000).

Vergleicht man den Anteil des gebildeten Methylquecksilbers im Faulschlamm mit

dem in anoxischen Sedimenten, kann man eine etwas hdohere Methylierungsaktivitat
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im Faulschlamm feststellen. Wahrend der maximale Anteil des methylierten Queck-
silbers in anoxischen SuRwassersedimenten nur 1,5 % bis 2,2 % betrug (PAK UND
BARTHA, 1998), wurden im Faulschlamm 2,6 % des zur Verfigung stehenden Queck-
silbers methyliert.

Als Ursache flr die hohere Methylierungsaktivitat im Faulschlamm kann der hohe
Anteil an organischer Substanz angesehen werden. So konnten CHOI UND BARTHA
(1994) in Sedimenten von Meeresmundungen und PAK UND BARTHA (1998) in Sul3-
wassersedimenten zeigen, dass eine positive Korrelation zwischen dem Gehalt an
organischer Substanz und der Methylierungsaktivitat bestand. Im Vergleich zu einem
Anteil zwischen 24 % und 31 % an organischer Substanz in den Sedimenten von
Sullwasserseen, war der Anteil im Klarschlamm mit 54 % deutlich hoher (PERS. MIT.
SCHAFER, KLARWERK MAINZ-MOMBACH).

422 Hemmstoffversuche

Zur ldentifizierung der fur die Quecksilbermethylierung im Faulschlamm verantwortli-
chen Bakteriengruppe wurden Hemmstoffversuche durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Gruppen der Sulfat-reduzierenden Bakterien, der methanogenen Bakterien sowie der
eukaryotischen Organismen spezifisch mit Natriummolybdat, Bromethansulfonsaure
und Cycloheximid gehemmt. Nach einer Inkubationszeit von 3 d wurde der Methyl-
quecksilbergehalt in den verschiedenen Ansatzen bestimmt und mit einem nicht ge-

hemmten Probenansatz verglichen.

Die Auswirkungen der verschiedenen Hemmstoffe auf die Methylquecksilberbildung
waren sehr unterschiedlich. Wahrend durch die Hemmung der SRB der Methyl-
quecksilbergehalt in der Probe um mehr als 90 % reduziert wurde, konnte durch die
spezifische Hemmung der methanogenen Bakterien lediglich ein Ruckgang um ca.
20 % beobachtet werden. Der Einfluss der Hemmung der eukaryotischen Organis-
men auf die Verminderung des Methylquecksilbergehalts war mit weniger als 5 %
sehr gering. Folglich konnten aufgrund dieses Hemmstoffversuchs die Sulfat-
reduzierenden Bakterien als hauptverantwortliche Bakteriengruppe fur die Quecksil-

bermethylierung im Faulschlamm identifiziert werden.
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Dieses Ergebnis zeigte erneut eine Ubereinstimmung mit vergleichbaren Untersu-
chungen in anoxischen Sedimenten. So konnte die Uberragende Rolle der Sulfat-
reduzierenden Bakterien fur die Quecksilbermethylierung in mehreren Hemmstoff-
versuchen nachgewiesen werden. Dabei fanden COMPEAU UND BARTHA (1985) eine
Reduktion der Methylquecksilbermenge um 95 % in Sedimenten von Meeresmun-

dungen bzw. PAK UND BARTHA (1998) um mehr als 95 % in SuRwassersedimenten.

Die hohe Ubereinstimmung zwischen der Methylierungsaktivitat im Faulschlamm und
in Sedimenten lasst sich auf die vergleichbaren Beschaffenheiten der Habitate zu-
ruckfuhren. In beiden Fallen handelt es sich um anaerobe Lebensraume mit einem
hohen Gehalt an organischem Material, das von Bakterien Uber die methanogene
Nahrungskette abgebaut wird. An diesem Abbau sind Sulfat-reduzierenden Bakterien
beteiligt (MADIGAN ET AL., 2003), die somit in beiden Habitaten gleichermalien fur die

Quecksilbermethylierung zur Verfugung stehen.

In dem Klarwerk Mainz-Mombach, mit einer mittleren Quecksilberkonzentration von
0,62 mg Quecksilber pro kg Faulschlamm Trockengewicht bzw. 0,02 mg Quecksilber
pro kg Faulschlamm Feuchtgewicht, werden pro Tag mit rund 300 m® Primér-
schlamm und 400 m® Uberschussschlamm ca. 15 g Quecksilber in die Faultiirme
eingebracht (PERS. MIT. SCHAFER, KLARWERK MAINZ-MOMBACH). Geht man fir die
Quecksilbermethylierung in den Faultirmen von dem in dieser Arbeit festgestellten
Anteil von 2,6 % an umgewandeltem Quecksilber aus, betragt die tagliche Methyl-

quecksilberproduktion in den Faultirmen ca. 0,4 g Methylquecksilber.
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4.3  Quecksilberfutterung der Termite Mastotermes darwiniensis

Quecksilber tritt in der Umwelt ubiquitar auf (ADAM ET AL., 1980). Daher wird es von
den Organismen mit der Nahrung aufgenommen und gelangt hierdurch auch in das
Intestinalsystem von Menschen und Tieren. Dort steht das anorganische Quecksilber
der Intestinalflora zur Methylierung zur Verfugung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die Auswirkungen der Aufnahme von anorganischem Quecksilber exemplarisch an-
hand der Termite Mastotermes darwiniensis untersucht. Hierzu wurden die Termiten
mit anorganischem Quecksilber gefuttert und anschlieRend die Folgen der Quecksil-
beraufnahme in Bezug zur Nahrungsaufnahme, Sterblichkeit sowie Gesamt- und Me-
thylquecksilberanreicherung untersucht. Die Auswahl einer Termitenart als Modellor-
ganismus fur Insekten erfolgte zum einen aufgrund der hohen Gesamtindividuenzahl
von Termiten mit schatzungsweise 10" Tieren (ZIMMERMANN, 1982). Zum anderen
spielen diese Tiere als Destruenten eine grof3e Bedeutung im Kohlenstoffkreislauf,
da sie die Fahigkeit besitzen schwer abbaubare Pflanzenstoffe umzusetzen (GRrzi-
MEK, 1980).

4.3.1 Auswirkungen der Quecksilberkonzentrationen in der Nahrung

Das von den Tieren mit der Nahrung aufgenommene Quecksilber ist ein sehr toxi-
sches Element (GREENWOOD UND VON BURG, 1984). Im Folgenden werden die hieraus
resultierenden Auswirkungen in Bezug auf die Nahrungsaufnahme und Sterblichkeit

bei einer zunehmenden Quecksilberbelastung in der Nahrung darlegt.

4.3.1.1 Nahrungsaufnahme der Termite Mastotermes darwiniensis

Die mittlere Nahrungsaufnahme der Termiten ohne zusatzliches Quecksilber in der
Nahrung betrug 0,12 mg Sagemehl pro Termite und Tag. Eine gréf3ere Menge wurde
nur in je einer von vier Versuchsgruppen mit einer geringen Quecksilberbelastung
von 25 ug und 50 ug Quecksilber pro g Sagemehl festgestellt. In allen anderen Ver-
suchsgruppen mit zusatzlichem Quecksilber war die Nahrungsaufnahme geringer.
Aufgrund dieser Beobachtung liegt der Schluss nahe, dass die Termiten in der Lage
sind, das Quecksilber in der Nahrung zu detektieren und mit einer verminderten Nah-

rungsaufnahme zu reagieren. Allerdings liel} sich kein statistischer Zusammenhang
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zwischen der Menge an addiertem Quecksilber in der Nahrung und der Menge an

aufgenommenem Sagemehl feststellen.

Auch in anderen Arbeiten wurde eine verminderte Nahrungsaufnahme bei erhohten
Quecksilberkonzentrationen in der Nahrung festgestellt. Dies konnte beispielsweise
durch Futterungsversuche an der GroRen Wegschnecke (Arion ater) (MARIGOMEZ ET
AL., 1986) und an der Kellerassel (Porcellio scarber) (JEREB ET AL., 2003) gezeigt
werden. Ein weiterer Hinweis fur eine sensible Reaktion der Termiten auf die erhoh-
ten Quecksilberkonzentrationen ist, dass sie auch auf andere Giftstoffe mit einer

verminderten Nahrungsaufnahme reagieren (PERS. MIT. FROHLICH).

4.3.1.2 Sterblichkeit der Termite Mastotermes darwiniensis

Im Rahmen dieser Arbeit konnte wahrend der 14-tagigen Futterungsphase kein Ein-
fluss der Quecksilberkonzentration in der Nahrung auf die Sterblichkeit der Termiten
festgestellt werden. Die Sterblichkeit der Tiere ohne zusatzliche Quecksilberbelas-
tung in der Nahrung betrug 30 %. Eine vergleichbare Sterblichkeit in einem Bereich
von 20 % bis 36 % wurde fur die Tiere mit erhdhten Quecksilbergehalten in der Nah-

rung festgestellt.

Auch bei anderen Invertebraten nahm die Sterblichkeit durch eine kurzfristig erhohte
Quecksilberaufnahme nicht zu. So konnten LAWRENCE UND MASON (2001) wahrend
einer sechstagigen Futterungsphase an dem Amphipoden Leptocheirus plumulosus
keine erhdhte Sterblichkeit feststellen, die auf den Konsum von belasteten Algen
(2,8 pg anorganisches Quecksilber pro g Algen Feuchtgewicht) zurlickzufihren war.
Auch die Schnecke Arion ater reagierte zu Beginn der Futterungsphase nicht auf er-
hohte Quecksilberkonzentrationen. Erst nach 16 d zeigten die Schnecken, die mit
1000 pg anorganischem Quecksilber pro g Nahrung geflttert wurden, eine erhdhte
Mortalitat (MARIGOMEZ ET AL., 1986).
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4.3.2 Quecksilber in der Termite

Nach der Aufnahme von Quecksilber mit der Nahrung kann dieses Uber das Intesti-
nalsystem in das Gewebe aufgenommen werden (STREIT, 1991). Deshalb wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Quecksilberakkumulation in Abhangigkeit von der Queck-
silberaufnahme untersucht. Hierzu wurden zunachst die unterschiedlichen Quecksil-
berbelastungen der Termiten durch die aufgenommenen Mengen an anorganischem
Quecksilber in Abhangigkeit von den Quecksilberkonzentrationen in der Nahrung
ermittelt. AnschlieBend wurde die Gesamt- und Methylquecksilberanreicherung im
Termitengewebe in Bezug zu den Quecksilberkonzentrationen in der Nahrung be-
stimmt. Anhand der Methylquecksilberanreicherung im Termitengewebe mit und oh-
ne zusatzliche Quecksilberbelastung in der Nahrung wurden Ruckschlusse auf die

Quecksilbermethylierung des aufgenommenen Quecksilbers gezogen.

4.3.2.1 Aufnahme von anorganischem Quecksilber

Die aufgenommenen Mengen an anorganischem Quecksilber wurden aus den ge-
fressenen Mengen an Sagemehl und der jeweiligen Quecksilberkonzentration des
Sagemehls berechnet. Sie dienten zur Beurteilung der Quecksilberbelastungen der
Termiten und zur Berechnung der Gesamt- und Methylquecksilberakkumulation im
Termitengewebe. Da die Gesamt- und Methylquecksilberakkumulation aus den Ge-
samt- und Methylquecksilberkonzentrationen des gesamten Termitenmaterials mit
identischer Quecksilberkonzentration in der Nahrung bestimmt wurden, musste sich
auch die Gesamtmenge des aufgenommenen Quecksilbers auf dieses Probenmate-
rial beziehen. Daher wurde zur Berechnung der aufgenommenen anorganischen
Quecksilbermengen der Mittelwert aus den gefressenen Sagemehlmengen der Ver-
suchsgruppen mit identischer Quecksilberkonzentration in der Nahrung bestimmt.
Des Weiteren wurden hierdurch auch eventuelle Fehler in der Bestimmung der ge-
fressenen Nahrungsmengen, die zum Beispiel durch die Verschleppung von Sage-
mehl oder dem Wiegen von Kot verursacht wurden, durch einen grof3eren Proben-

umfang minimiert.

Die Quecksilberkonzentration im Sagemehl setzte sich aus der Gesamtquecksilber-
konzentration des unbehandelten Sagemehls und der addierten Menge an anorgani-

schem Quecksilber zusammen. Die Bestimmung der Gesamtquecksilbermenge im
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unbehandelten Sagemehl ergab einen Wert von weniger als 0,05 ug Quecksilber pro
g Sagemehl. Damit war die Grundbelastung des Sagemehls mit den in verschiede-
nen Holzarten ermittelten Quecksilberkonzentrationen von maximal 0,053 pug Queck-
silber pro g gefriergetrocknetem Holz vergleichbar (SCHEFFKNECHT, 2002). Aufgrund
dieser geringen Quecksilberbelastung im unbehandelten Sadgemehl besal} diese kei-
nen Einfluss auf die eingestellten Konzentrationen der mit anorganischem Quecksil-

ber angereicherten Proben.

Aus der aufgenommenen Menge an unbelastetem Sagemehl ergab sich eine Queck-
silberbelastung von weniger als 0,01 pg Quecksilber pro g Termite Trockengewicht.
Dies entspricht einer taglichen Quecksilberaufnahme von weniger als 6 pg Quecksil-
ber pro Termite. Im Vergleich hierzu war die Quecksilberbelastung durch die mit der
Nahrung aufgenommene Menge an anorganischem Quecksilber bei allen Termiten
mit zusatzlichem Quecksilber in der Nahrung deutlich erhoht. Sie lag in einem Be-
reich zwischen 4,5 pg und 29,3 ug Quecksilber pro g Termite Trockengewicht. Dabei
stieg die Menge des mit der Nahrung aufgenommenen Quecksilbers mit Ausnahme
der Proben von 75 ug, 100 pg und 250 pg anorganischem Quecksilber im Sagemehl
linear an. Die Ausnahmen resultierten aus einer verminderten Sagemehlaufnahme

bei den angegebenen Konzentrationen (siehe Tab. 30).

4.3.2.2 Gesamtquecksilber im Termiten

In dieser Arbeit wurde die Gesamtquecksilberkonzentration in Termiten bestimmt,
deren Nahrung mit unterschiedlichen Konzentrationen an anorganischem Quecksil-
ber belastet war. In den Termiten, die ohne zusatzliches Quecksilber im Sagemehl
gefuttert wurden, wurde eine Gesamtquecksilberkonzentration von 19 ng Quecksilber
pro g Lebendgewicht bzw. 61 ng Quecksilber pro g Trockengewicht festgestellt. Da-
mit lag die Gesamtquecksilberkonzentration in den Termiten in einer vergleichbaren
GrolRenordnung wie in verschiedenen Organen von Kellerasseln, die aus einer
Quecksilber unbelasteten Umgebung entnommen wurden (JEREB ET AL., 2003). Im
Gegensatz dazu waren die Gesamtquecksilberkonzentrationen von aquatischen In-
sekten aus Quecksilber belasteten Wasserkdrpern ca. um das 2 bis 25-fache hoéher
(TREMBLAY ET AL., 1998) (siehe Tab. 34).
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Tab. 34: Gesamtquecksilberkonzentration in Invertebraten

Probe Gesamtquecksilber Referenz

[ng/g]

Lebendgewicht Trockengewicht

Mastotermes darwiniensis”

19 61 eigene Arbeit
(Isoptera, Insecta)
Porcellio scaber (Isopoda, Crustacea)
Drisengewebe 9,9 n.b.
. JEREB ET AL. (2003)
Intestinaltrakt 30 n.b.

Insekten’? aus aquatischen

Lebensrdumen
n.b. 50 - 160
unbelasteter Wasserkorper TREMBLAY ET AL. (1998)
n.b. 140 - 1500
belasteter Wasserkorper

Y vollstandige Insekten ? aus den Insektenordnungen Trichoptera und Diptera, n.b. = nicht bestimmt

Mit einer zunehmenden anorganischen Quecksilberbelastung in der Nahrung von
25 g bis 250 pg Quecksilber pro g Sdgemehl nahm auch die Gesamtquecksilber-
konzentration in den Termiten von 2,1 ug auf 12,9 ug pro g Trockengewicht zu. Da-
bei resultieren die im Trockenmaterial der Termiten ermittelten Quecksilberkonzent-
rationen aus den Quecksilbermengen im Termitengewebe und des Intestinaltrakts.
Aus diesem Grund wurde die Zunahme der Quecksilberkonzentration im Termiten-
gewebe, die durch die Aufnahme des quecksilberhaltigen Sagemehls erfolgte, unter
Berucksichtigung der Quecksilbermengen im Intestinaltrakt sowie der Quecksilber-
konzentration in den unbelasteten Termiten, berechnet. Danach ergab sich eine Ge-
samtquecksilberakkumulation im Termitengewebe von 1,7 ug bis 11,3 ug Quecksil-
ber pro g Trockengewicht. Damit stieg die Gesamtquecksilberkonzentration im Ter-
mitengewebe im Vergleich zu unbelasteten Termiten um das 30 bis 190-fache an.
Dieses Ergebnis zeigt eine eindeutige Akkumulation des uUber die Nahrung aufge-
nommenen Quecksilbers im Termitengewebe. Dass die Quecksilberbelastung in der
Umgebung einen direkten Einfluss auf die Gesamtquecksilberkonzentration im In-
sektengewebe besitzt, zeigt sich auch in einer hoheren Gesamtquecksilberkonzent-
ration in aquatischen Insekten bei zunehmender Quecksilberbelastung im Wasser-

korper (TREMBLAY ET AL., 1998).
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Bezieht man die im Termitengewebe akkumulierte Menge an Gesamtquecksilber auf
die mit der Nahrung aufgenommene Menge an anorganischem Quecksilber, zeigt
sich, dass 15 % bis 104 % des aufgenommenen Quecksilbers im Termitengewebe
wieder zu finden waren. Hierbei konnte kein Einfluss der anorganischen Quecksil-
berkonzentration in der Nahrung und dem Anteil des akkumulierten Gesamtquecksil-
bers festgestellt werden. Dagegen zeigte sich ein Trend, dass mit geringeren Nah-

rungsportionen eine héhere Quecksilberakkumulation einherging.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit war die Quecksilberakkumulation in
anderen Untersuchungen deutlich geringer. In der Kellerassel konnten nur 1 % bis
4 % des mit der Nahrung aufgenommenen Quecksilbers wiedergefunden werden.
Hierbei wurde angenommen, dass der Uberwiegende Teil des Quecksilbers als ele-
mentares Quecksilber verloren ging (JEREB ET AL., 2002; NOLDE ET AL., 2005). Auch in
der Garnele Hyalella azteca wurde nur eine Nettoakkumulation von 3 % bis 8 %
durch die Futterung mit Quecksilber angereicherter Nahrung festgestellt (DEFREITAS
ETAL., 1981).

Die in dieser Arbeit ermittelten Quecksilberakkumulationen wurden auf Grundlage
der ermittelten Quecksilbermengen im Termitengewebe und der Uber das Sagemehl
zugefuhrten Quecksilbermengen berechnet. Da Termiten allerdings auch ihren eige-
nen Kot fressen (KONIG ET AL., 2002), kann hierdurch die Menge des aufgenomme-
nen Quecksilbers hoher sein als die Menge, die Uber das gefressene Sagemehl be-
rechnet wurde. Dadurch fihrt eine Kotaufnahme, insbesondere bei einer geringen
Menge an gefressenem Sagemehl, zu einer scheinbar erhéhten Quecksilberakkumu-
lation. Hiermit lieRe sich auch die in dieser Arbeit beobachtete hohere Akkumulation

bei einer geringeren Nahrungsaufnahme erklaren.

4.3.2.3 Methylquecksilber in Termiten

Neben der Gesamtquecksilberbelastung im Termitengewebe wurden im Rahmen
dieser Arbeit erstmalig die Auswirkungen einer anorganischen Quecksilberaufnahme
mit der Nahrung auf die Methylquecksilberanreicherung im Gewebe untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass die Methylquecksilberkonzentrationen in Termiten ohne zu-

satzliches Quecksilber in der Nahrung 4,1 ng bis 5,6 ng Quecksilber pro g Termite
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Trockengewicht, bzw. 1,3 ng Quecksilber pro g Termite Lebendgewicht betrugen. Im
Vergleich hierzu waren die Methylquecksilberkonzentrationen in verschiedenen Or-
ganen der herbivoren Kellerassel um das 3 bis 6-fache héher als in den gefrierge-
trockneten Termiten (JEREB ET AL., 2003). Stellt man die Methylquecksilberkonzentra-
tion der beiden terrestrischen Invertebraten der von aquatischen Insekten auf ent-
sprechender Trophieebene gegenulber, zeigt sich, dass die Methylquecksilberkon-
zentrationen der aquatischen Organismen im Durchschnitt deutlich héher sind (Tab.
35).

Tab. 35: Methylquecksilberkonzentration und Methylquecksilberanteil in
terrestrischen Invertebraten und aquatischen Insekten

Organismus MeHg- Konzentration MeHg/ Referenz
[ng/g] Gesamt-Hg
Lebend- Trocken-
gewicht gewicht [%]

Mastotermes darwiniensis®
(Isoptera, Insecta)

Sagemehlaufnahme 1,3 4,1 7 eigene Arbeit
Holzaufnahme n.b. 4.5 n.b.
n.b. 5,6 n.b.

Porcellio scaber
(Isopoda, Crustacea)

JEREB ET AL.
Driisengewebe 7,3 n.b. 7 (2003)
Intestinaltrakt 4,2 n.b. 14
Insektenlarven™ aus Fliissen im
westlichen Maryland (USA) MASON ET AL
Herbivore 2-30 n.b. 10 - 50 (2000)
Predatoren >10-60 n.b. 60-100
Aquatische Insektenund anderen
Invertebraten® von der Kiiste
eines experimentellen Talsperre
in nordwestlichen Ontario HALL ET AL
K .
(Kanada) 18,9 — 136,0 (1998)
Sammler und Schredder n.b. (D 71,5) n.b.
Predatoren n.b. 19,0-7155 n.b.
(2 189,0)

" Vollstandige Insekten

2 Vollstandige Insekten aus den Ordnungen Diptera, Trichoptera, Ephemeroptera, Plecoptera,
Plecoptera, Odonata, Megaloptera.

) Vollstéandige Insekten aus den Ordnungen Ephemeroptera, Trichoptera, Odonta, Hemiptera,
Coleoptera und Invertebraten aus der Ordnung Amphipoda.

n.b. = nicht bestimmt
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Aus den ermittelten Gesamt- und Methylquecksilberkonzentrationen in den Termiten
ohne zusatzliches anorganisches Quecksilber in der Nahrung wurde der Anteil des
Methylquecksilbers zum Gesamtquecksilber bestimmt. Er betrug nur 7 %. Ahnlich
geringe Methylquecksilberanteile konnten bei MASON ET AL. (2000) in einigen herbivo-
ren Insektenlarven festgestellt werden. Im Gegensatz dazu waren die Methylqueck-
silberanteile in den rauberisch lebenden Insektenlarven mit 60 % bis 100 % deutlich
hoher. Dies entspricht den allgemeinen Beobachtungen, dass der Methylquecksil-
beranteil in den Organismen mit zunehmender Trophieebene ansteigt (MASON UND
BENOIT, 2003). Daher lasst sich der geringe Methylquecksilberanteil der Uberwiegend

holzfressenden Termiten auf ihre niedrige Trophieebene zurtckflhren.

Mit zunehmender anorganischer Quecksilberbelastung in der Nahrung von 25 ug bis
150 pg anorganischem Quecksilber pro g Sdgemehl wurde ein deutlicher Anstieg der
Methylquecksilberkonzentrationen in den Termiten von 15,9 ng auf 53,8 ng Queck-
silber pro g Trockengewicht nachgewiesen. Eine weitere Erhdhung der Quecksilber-
konzentration in der Nahrung bis zu 250 pg Quecksilber pro g Sagemehl fuhrte zu
keinem weiteren Anstieg der Methylquecksilberkonzentration im Termitengewebe.
Da im Sagemehl kein Methylquecksilber nachgewiesen werden konnte, war eine sig-
nifikante Methylquecksilberaufnahme Uber die Nahrung ausgeschlossen. Dies zeigt,
dass die Quecksilbermethylierung erst nach der Nahrungsaufnahme erfolgte. Damit
konnte erstmalig eine in vivo Methylierung von Quecksilber in Insekten nachgewie-

sen werden.

Die Methylquecksilberanreicherung im Termitengewebe entsprach dem Verlauf einer
typischen Substratsattigungskurve von enzymatischen Reaktionen, bei der die Me-
thylierungskapazitat bei einer Konzentration von 150 ug Quecksilber pro g Sagemenhl
erreicht wurde (Abb. 19). Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Quecksilber-
methylierung in den Termiten durch einen enzymatischen Prozess erfolgte, der flr
die Methylierung von Quecksilber von CHOI ET AL. (1994) im Zellextrakt von Desulfo-

vibrio desulfuricans nachgewiesen wurde.

Der Anteil des akkumulierten Methylquecksilbers lag in einem Bereich von 0,15 % bis
0,38 %. Vergleichbar zu der Gesamtquecksilberakkumulation konnte auch hier keine

Abhangigkeit zwischen dem Anteil des akkumulierten Methylquecksilbers und der
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Quecksilberkonzentration im Sagemehl festgestellt werden. Da wahrscheinlich, wie
in Abschnitt 4.3.2.2 beschrieben, die absolut aufgenommenen Mengen an anorgani-
schem Quecksilber aufgrund von zusatzlich gefressenem Kot héher waren, war der
tatsachliche Anteil des akkumulierten Methylquecksilbers geringer. Geht man davon
aus, dass das Defizit der Sagemehlaufnahme von den Tieren durch eine hohere
Kotaufnahme ausgeglichen wurde, kann der Anteil des akkumulierten Methylqueck-
silbers auf der Basis der Aufnahmemengen von unbelastetem Sagemehl berechnet

werden. Dieser lag dann in einem Bereich von 0,06 % bis 0,17 %.

Da auch von RuDD ET AL. (1980) und ROWLAND ET AL. (1975a) eine Quecksilbermethy-
lierung durch den Darminhalt von verschiedenen Fischen und Ratten nachgewiesen
wurde, war die Quecksilbermethylierung wahrscheinlich auf die enzymatische Aktivi-
tat der Intestinalflora der Termiten zurtuckzufuhren. Hierfur spricht auch der geringe
Anteil des im Termitengewebe akkumulierten Methylquecksilbers. Dieser war ver-
gleichbar mit einem Anteil von 0,05 % bis 0,25 % des im Darminhalt von Ratten nach
einer Inkubationszeit von 16 bis 24 Stunden methylierten Quecksilbers (LubwicKi,
1989). Daher liegt der Schluss nahe, dass das von den Termiten gefressene anorga-
nische Quecksilber ebenfalls wahrend seiner ca. 24-stiindigen Darmpassage durch
die Intestinalflora zu Methylquecksilber umgewandelt, anschliel3end Uber die Darm-

wand resorbiert und im Termitengewebe akkumuliert wurde.

Wie anhand der geringen Methylquecksilberbelastung in den Termiten ohne zusatzli-
ches Quecksilber in der Nahrung zu erkennen war, spielt die Methylquecksilberanrei-
cherung in den Termiten unter natlrlichen Bedingungen mit einer geringen Quecksil-
berbelastung in der Umgebung eine untergeordnete Rolle. Allerdings nimmt die Me-
thylquecksilberkonzentration in den Tieren bei einer dauerhaft erhéhten Quecksilber-

aufnahme durch eine in vivo Methylierung stetig zu.
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4.3.3 Sulfat-reduzierende Bakterien im Intestinaltrakt

Sulfat-reduzierende Bakterien besitzen eine grolRe Bedeutung bei der anaeroben
Remineralisierung von organischen Substanzen. Obgleich ihre hauptsachlichen Le-
bensrdume marine und limnische Sedimente sind, treten sie ebenfalls im Intesti-
naltrakt von Menschen und Tieren auf (HOWARD UND HUNGATE, 1976; GIBSON ET AL.,
1988; TRINKERL ET AL., 1990; GEBHART ET AL, 1993). Auch im Darmsystem der Termite
Mastotermes darwiniensis lassen sich Sulfat-reduzierende Bakterien nachweisen
(FROHLICH ET AL., 1999; DROGE ET AL. 2005), deren Aktivitat in Bezug zur in vivo Sul-

fatreduktion und zur Quecksilbermethylierung untersucht wurde.

4.3.3.1 Nachweis von Schwefelintermediaten

In Anwesenheit von Sulfid reagiert Quecksilber(ll) mit der Bildung des schwerldsli-
chen Quecksilber(ll)sulfids. Dieses fuhrt zu einer verminderten Verfugbarkeit des an-
organischen Quecksilbers fur die Methylierung (COMPEAU UND BARTHA, 1985; BENOIT
ET AL., 2001). Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit eine in vivo Reduk-
tion von Sulfat Uber den Vergleich der Konzentrationen von Schwefelintermediaten
im Intestinaltrakt der Termiten untersucht. Hierzu wurden die Tiere mit und ohne Sul-
fatzusatz in der Nahrung gefuttert und anschlieRend die Konzentration der Schwefel-
spezies elementarer Schwefel, Sulfat, Sulfit, Thiosulfat und Sulfid im Darmtrakt be-
stimmt. Dabei lag die Sulfatkonzentration im Darmtrakt der Termiten ohne zusatzli-
ches Sulfat in der Nahrung in einem Bereich von 0,4 mmol/L bis 1,0 mmol/L. Diese
Analysewerte zeigten eine hohe Ubereinstimmung mit den Sulfatkonzentrationen von
0,3 mmol/L bis 0,7 mmol/L, die im Intestinalsystem von verschiedenen Termiten
nachgewiesen wurden (KUHNIGK ET AL., 1996). Als reduzierte Schwefelspezies konnte
nur Sulfid detektiert werden. Die Konzentration lag bei maximal 12,5 umol/L. Auf-
grund der Anwesenheit von Sulfid im Intestinaltrakt von Termiten lasst sich eine ver-
minderte Quecksilbermethylierung durch eine Bildung des schwerldslichen Quecksil-

ber(ll)sulfids nicht ausschliel3en.

Durch eine zusatzliche Sulfataufnahme mit der Nahrung stieg die Sulfatkonzentration
bis zu 23,9 mmol/L an. Gleichzeitig nahmen auch die Konzentrationen der reduzier-
ten Schwefelspezies zu. Dabei stieg die Sulfidkonzentration im Vergleich zu den

Termiten ohne zusatzliches Sulfat in der Nahrung um mehr als das 10-fache an. Au-
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Rerdem konnten auch Thiosulfat und in einer der drei Proben elementarer Schwefel
nachgewiesen werden. Aufgrund der Konzentrationszunahme an reduzierten Sulfat-
spezies im Intestinaltrakt der Termite, muss eine in vivo Reduktion des zusatzlich mit

der Nahrung aufgenommenen Sulfats erfolgt sein.

Die Konzentrationen der ermittelten Schwefelspezies zeigten keine Abhangigkeit von
der Fltterungsdauer. Daher sind die Unterschiede in den Schwefelkonzentrationen
moglicherweise auf unterschiedliche Mengen an aufgenommener Nahrung zuruckzu-
fuhren. Eine unterschiedliche Nahrungsaufnahme in parallelen Versuchsgruppen

wurde bereits bei der Fltterung von anorganischem Quecksilber beobachtet.

Die bisher durchgefuhrten in vitro Versuche zum Nachweis einer Sulfatreduzierung
zeigten, dass Sulfat-reduzierende Bakterien fur diese Reduktion verantwortlich sind.
Auch fur eine Anreicherungskultur von Sulfat-reduzierenden Bakterien aus dem
Darmtrakt der Termite Mastotermes darwiniensis und fur den aus dieser Termitenart
isolierten Sulfat-reduzierendem Bakterium Desulfovibrio intestinalis (FROHLICH ET AL.,
1999) wurde eine in vitro Sulfatreduktion nachgewiesen. Bei einer Zelldichte von
1x10" Bakterien wurden durch die Anreicherungskultur 4,9 nmol Sulfat pro Stunde
und mL und durch die Reinkultur 0,2 nmol bis 0,7 nmol Sulfat pro Stunde und mL
reduziert (DROGE ET AL., 2005). Daher liegt der Schluss nahe, dass die in vivo Reduk-
tion von Sulfat im Intestinaltrakt ebenfalls durch Sulfat-reduzierende Bakterien erfolg-
te, die mit einem Titer von 1x 10’ Bakterien pro mL Darminhalt im Intestinaltrakt der

Termite Mastotermes darwiniensis auftraten (DROGE ET AL., 2005).

4.3.3.2 Quecksilbermethylierung durch eine Reinkultur

Da die Sulfat-reduzierenden Bakterien bei der Quecksilbermethylierung eine hervor-
ragende Rolle einnehmen (COMPEAU UND BARTHA, 1985; PAK UND BARTHA, 1998),
wurde im Rahmen dieser Arbeit der bisher einzige von FROHLICH ET AL. (1999) aus
dem Termitendarm von Mastotermes darwiniensis isolierte Sulfatreduzierer Desulfo-
vibrio intestinalis auf seine Fahigkeit zur Methylquecksilberbildung untersucht. Hierzu
wurde das Bakterium mit 1,0 ug anorganischem Quecksilber in verschiedenen fur
Sulfat-reduzierende Bakterien geeigneten Kulturmedien Uber einen Zeitraum von 3 d,

5 d und 8 d inkubiert. Hierbei stieg die Anzahl der Bakterien nach einer Inkubations-
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zeit von 5 d auf einen Titer von 2,1x10® Bakterien pro ml Kulturmedium an. An-
schlielend wurde die Methylquecksilberkonzentration in der Bakteriensuspension
bestimmt. Hierbei wurde gezeigt, dass in allen Ansatzen ca. 0,05 ng Methylquecksil-
ber pro g Bakteriensuspension gebildet wurde, die allerdings aufgrund der geringen
Konzentration durch das Standardadditionsverfahren nicht genau quantifiziert wer-
den konnten. Damit betrug der Anteil des zu Methylquecksilber umgesetzten Queck-

silbers nur ca. 0,005 %.

Im Vergleich zu anderen Reinkulturen von Sulfat-reduzierenden Bakterien wurde
durch Desulfovibrio intestinalis nur wenig Methylquecksilber gebildet. So konnten
PAK UND BARTHA (1998) in einer Reinkultur des aus dem Sediment isolierten SRB
Desulfovibrio desulfuricans eine deutlich hohere Methylquecksilberbildung nachwei-
sen. Nach einer Inkubationszeit von 5 d mit 1 pyg anorganischem Quecksilber pro g
Bakteriensuspension waren ca. 2 % des eingesetzten anorganischen Quecksilbers

zu Methylquecksilber umgewandelt.

Obwohl durch Desulfovibrio intestinalis nur eine geringe Menge an anorganischem
Quecksilber methyliert wurde, konnte gezeigt werden, dass eine Methylquecksilber-
bildung durch Bakterien aus dem Intestinaltrakt erfolgte. Auch in vorausgegangenen
Untersuchungen wurde festgestellt, dass einige Darmbakterien die Fahigkeit besit-
zen, anorganisches Quecksilber zu methylieren. So wiesen ROWLAND ET AL. (1975b)
an verschiedenen Mikroorganismen aus dem menschlichen Darm eine Quecksilber-

methylierung nach (siehe Tab. 36), die mit 0,008 % bis 0,1 % ebenfalls gering waren.
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Tab. 36: Methylquecksilberbildende Mikroorganismen aus dem menschlichen
Intestinaltrakt (aus ROWLAND ET AL.,1975b)

Mikroorganismus  Anzahl getester Anzahl Gebildetes Methylierungs-

Stédmme methylierender Methylquecksilber rate

Stdmme
[ng/g] [%]

Streptococcus 4 2,1-58 0,046 - 0,116
Staphylococcus 10 6 0,5-5,0 0,01 - 01
Escherichia coli 3 0,9-3,0 0,018 - 0,06
Hefen 4 0,7-1,7 0,014 - 0,034
Lactobacillus 1 0,5 0,01
Bacteroides 10 3 0,4-0,6 0,008 - 0,012

Bifidobacterium

Aufgrund der geringen Methylquecksilberbildungsrate im menschlichen Darm, geht
fur den Menschen von einer in vivo Methylierung keine Gefahrdung aus (BARREGARD
ET AL., 1994). Allerdings steigt mit abnehmender GroRe der Organismen und der da-
mit verbundenen Zunahme der spezifischen Metabolismusrate die Gefahr durch die
Methylquecksilberakkumulation im Gewebe. Dies lasst sich zum einen auf die hdhere
Nahrungsaufnahme pro kg Korpergewicht und der bei identischer Nahrung damit
verbundenen hoheren Menge an aufgenommenem anorganischem Quecksilber zu-
ruckfihren. Zum anderen fuhrt eine geringere Korpergrof3e auch zu einer schnelleren
Anreicherung des Methylquecksilbers in den Organismen. Damit besitzt die in vivo
Methylquecksilberbildung insbesondere fur kleine Organismen, wie beispielsweise
Insekten, eine hohere Bedeutung fur die Anreicherung von Methylquecksilber im

Korper und stellt damit eine potenzielle Gefahrdung dieser Organismen dar.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig eine mikrobielle Quecksilbermethylierung
in Insekten anhand der australischen Termite Mastotermes darwiniensis sowie im
Faulschlamm des Klarwerks Mainz-Mombach nachgeweisen. Diese Untersuchungen
waren von besonderem Interesse, da sie weiteren Aufschluss zur Methylquecksilber-

bildung auf3erhalb von aquatischen Systemen gaben.

Zum Nachweis der Methylquecksilberbildung wurde den Probenmaterialien zunachst
Quecksilber(ll)chlorid zugefuhrt und nach einem definierten Zeitraum die Methyl-
quecksilberkonzentration bestimmt. Die Bestimmung der Methylquecksilberkonzent-
ration erfolgte mit einem online gekoppelten Purge&Trap-Gaschromatograph-
Atomfluoreszenzdetektor (GC-AFD). Dieses elementspezifische und nachweisstarke
Analysesystem wurde durch den Arbeitskreis Heumann, Institut fir Anorganische
Chemie und Analytische Chemie, Universitat Mainz, fur diese Arbeit zur Verfugung

gestellt.

Die in dieser Arbeit zur Methylquecksilberbestimmung verwandten Probenmaterialien
setzten eine anspruchsvolle Analysemethode voraus, da sie zum einen geringe Me-
thylquecksilberkonzentrationen sowie komplexe Probenmatrizes besallen. Zusatzlich
enthielten die Probenmaterialien zum Teil erhebliche Mengen an anorganischem
Quecksilber, die ohne Abtrennung vom Probematerial eine Schadigung des Atomflu-
oreszenzdetektors verursachen konnen. Des Weiteren kann in Anwesenheit von an-
organischem Quecksilber bei verschiedenen Aufbereitungsmethoden artifizielles Me-
thylquecksilber gebildet werden. Dies flhrt insbesondere bei einem geringen Anteil
von Methylquecksilber zu anorganischem Quecksilber zu einer systematischen Ab-
weichung im Analyseergebnis. Aus diesem Grund musste zur Methylquecksilberbe-
stimmung in den Probenmaterialien zunachst eine geeignete Probenaufbereitungs-

und Quantifizierungsmethode ausgearbeitet werden.

Aufgrund der hohen Mengen an hinzugefugtem anorganischem Quecksilber wurde in
dieser Arbeit eine saure Phasenextraktion mit Kupfersulfat und schwefelsaurer Kali-
umbromidlésung durchgefihrt. Diese Methode bietet im Vergleich zu anderen Pro-

benaufbereitungsmethoden den Vorteil, dass das anorganische Quecksilber aus den

101



Zusammenfassung

Probenmaterialien abgetrennt wird. Zusatzlich steht diese Methode nicht im Verdacht
artifizielles Methylquecksilber zu bilden. Diese Extraktionsmethode wurde mit einer in
situ Derivatisierung zum Methylquecksilbernachweis mittels Purge&Trap GC-AFD
kombiniert, wodurch auf weitere Aufreinigungsschritte der Probelosung verzichte

werden konnte.

Die Quantifizierung der Methylquecksilberkonzentration in den Probenmaterialien mit
komplexer Matrix erfolgte mittels Standardadditionsverfahren. Dieses Verfahren bot
den Vorteil, dass die unterschiedlichen Matrizes der Proben berucksichtigt wurden.
Zusatzlich wurde Ethylquecksilberchlorid als interner Standard eingesetzt. Hierdurch
konnten eventuelle Einflisse der Probenaufbereitung und der Detektorempfindlich-
keit auf die ermittelte Methylquecksilbersignalintensitaten korrigiert werden. Die Rich-
tigkeit der Methode wurde am zertifizierten Referenzmaterial CRM 463, mit und ohne
zusatzliches anorganisches Quecksilber, sowie an Bakterienkulturen mit definierten

Mengen an zugesetztem Methylquecksilberstandard nachgewiesen.

Anhand der Untersuchung der Methylquecksilberbildung im Faulschlamm des Klar-
werks Mainz-Mombach konnte eine hohe Methylierungskapazitat im Faulschlamm
durch Sulfat-reduzierende Bakterien nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass die
Methylquecksilberbildung zu Beginn der Inkubation mit Quecksilber(ll)chlorid rasch
anstieg. Nach 46 h waren bereits 2,0 % des eingesetzten anorganischen Quecksil-
bers zu Methylquecksilber umgesetzt. Im weiteren Verlauf nahm die Methylquecksil-
bermenge im Faulschlamm nur noch geringfligig zu. Nach 164 h war das Maximum
mit 2,6 % an umgewandeltem Quecksilber erreicht. Aufgrund von Hemmstoffversu-
chen konnten gezeigt werden, dass die Sulfat-reduzierenden Bakterien mit mehr als
90 % an der Methylquecksilberbildung beteiligt waren und somit die hauptverantwort-

liche Bakteriengruppe flr die Methylquecksilberbildung im Faulschlamm stellten.

Der Nachweis einer in vivo Quecksilbermethylierung in Insekten erfolgte an der Ter-
mite Mastotermes darwiniensis. Hierzu wurden die Tiere uUber einen Zeitraum von
14 d mit S&dgemehl, das unterschiedliche Konzentrationen an anorganischem Queck-
silber enthielt (0 pg, 25 ug, 50 ug, 75 ug, 100 ug, 150 ug, 200 ug und 250 pg Queck-
silber pro g Sagemehl), gefuttert. AnschlieBend wurden die Methylquecksilberkon-

zentrationen in den Termiten in Abhangigkeit von der anorganischen Quecksilber-
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konzentration in der Nahrung untersucht. Ohne zusatzliches Quecksilber in der Nah-
rung lag die Methylquecksilberkonzentration in einem Bereich von 4,1 ng bis 5,6 ng

Quecksilber pro g Termite Trockengewicht.

Mit zunehmender Quecksilberbelastung in der Nahrung von 25 pg bis 150 ug anor-
ganischem Quecksilber pro g Sdgemehl stiegen die Methylquecksilberkonzentratio-
nen von 15,9 ng auf 53,8 ng Quecksilber pro g Trockengewicht. Durch eine weitere
Erhohung der Quecksilberkonzentration im Sagemehl nahm die Methylquecksilber-
konzentration in den Termiten nicht weiter zu. Damit entsprach die Methylquecksil-
beranreicherung im Termitengewebe dem typischen Verlauf einer Substratsatti-
gungskurve von enzymatischen Reaktionen, bei der die Methylierungskapazitat bei

einer Konzentration von 150 pg Quecksilber pro g Sagemehl erreicht wurde.

Neben einer Methylquecksilberanreicherung im Termitengewebe wurde eine Methy-
lierungsaktivitat von Desulfovibrio intestinalis, ein aus dem Darmtrakt der Termite
Mastotermes darwiniensis isoliertes Sulfat-reduzierendes Bakterium, festgestellt.
Dies zeigt, dass eine Quecksilbermethylierung durch Darmbakterien stattfindet und

das gebildete Methylquecksilber aus dem Darmtrakt in das Gewebe resorbiert wird.

Aufgrund der nachgewiesenen in vivo Methylquecksilberbildung in Insekten sollten in
zukunftigen Arbeiten die Methylquecksilberbildung in weiteren Invertebraten unter-
sucht werden. Hierbei ware es wegen des hohen Zeitbedarfs fur die Methylquecksil-
berbestimmung mittels Standardadditionsverfahren von Vorteil, eine Quantifizierung
durch eine speziesspezifische massenspektrometrische Isotopenverdinnungsanaly-
se vorzunehmen. Zu diesem Zweck muss ein online gekoppeltes Purge&Trap-

Gaschromatographie-Massenspektrometer-System eingesetzt werden.
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