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KURZZUSAMMENFASSUNG

Seit einigen Jahren werden Biosensoren als alternative Technologie zur Analyse von
Umweltbelastungen diskutiert. Unter Beachtung des Potentials von Mikroalgen in der
Biotechnologie soll deren Nutzung in Biosensorsystemen im Rahmen dieser Arbeit weiter
erschlossen werden.

Die Basis dafiir bildet ein neu entwickeltes Verfahren zur stabilen Immobilisierung von
Mikroalgen. Diese Methode ist auf der Trennung von immobilisierten Kulturen und dem
kontinuierlichen Kulturmedienstrom durch eine semipermeable Membran begriindet. Uber
einen Zeitraum von mehreren Wochen konnte so eine physiologische Stabilitit der Algen
unterschiedlicher Taxa aufrecht erhalten werden. Unter Verwendung dieses Verfahrens
wurde ein Biosensorsystem konstruiert, das die Chlorophyllfluoreszenz der
immobilisierten Organismen als Biosensorsignal nutzt. Die simultane Anwendung
verschiedener Mikroalgen in einem Biosensorsystem wurde erstmals durch die
Entwicklung von Array-Biochips in Verbindung mit einer Fluoreszenz-Imaging Technik
ermdoglicht.

Zur Charakterisierung des Biosensors wurden u. a. gasformige und wassergeloste
Schadstoffe im toxikologisch relevanten Mef3bereich eingesetzt. Methanol- (50-500 ppm)
und Formaldehydddmpfe (0,01-10 ppm) lieBen sich durch das konzentrationsabhingige
Biosensorsignal der Griinalge Klebsormidium innerhalb weniger Minuten signifikant
nachweisen. Das reversible Signal konnte aulerdem {iber einen Zeitraum von 30 Tagen in
wiederholten Expositionsexperimenten reproduziert werden. In einer wéssrigen Losung
konnten mittels verschiedener Mikroalgen die Herbizide Atrazin, Simazin, Diuron,
Isoproturon und Paraquat innerhalb kurzer Zeit mit dem Biosensor nachgewiesen werden.
Die erreichten Nachweisgrenzen lagen je nach verwendeter Alge und Herbizid zwischen
0,1 und 5 pgl'. Um die Selektivitit des Biosensors zu erhdhen, wurden die
unterschiedlichen Sensitivititen der verschiedenen Algen genutzt. Methanol und
Formaldehyd konnten signifikant anhand der Reaktionsrate, d. h. dem Quotienten der
Biosensorsignale von zwei Klebsormidium-Staimmen, identifiziert werden. Mit Hilfe der
gleichen Methodik wurde fiir jedes von fiinf Herbiziden ein spezifisches Wirkungsmuster
(RP1) erstellt, das auf den Biosensorsignalen von neun Algenstimmen basiert. Zur
Uberpriifung dieses Identifizierungsverfahrens wurde ein weiterer Satz der gleichen

Wirkungsmuster (RP2) erstellt. Im Vergleich von RP1 und RP2 zeigte sich eine relativ
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hohe Ubereinstimmung zwischen identischen Herbiziden, wihrend héhere Abweichungen
zwischen den unterschiedlichen Herbiziden zu beobachten waren.

Das hier entwickelte Biosensorsystem in Kombination mit dem diversitidtsbasierten
Identifikationsverfahren erwies sich als prinzipiell geeignet zur selektiven Messung von
Schadstoffen in Echtzeit. Zukiinftige Untersuchungen sollten jedoch besonders in Hinblick

auf eine weitere Verbesserung von Selektivitit und Sensitivitat erfolgen.



ABSTRACT I

ABSTRACT

In recent years, biosensors are discussed as an alternative technology in the analysis of
environmental perturbations. Regarding the potential of algal diversity in biotechnology,
this study aimed at utilising the advantages of biosensors incorporating microalgae.

As a requirement for the long-term use of microalgae in biosensor systems, a novel
procedure for the stable immobilisation of microalgal cultures was developed. The method
is based on the separation of the immobilised cells from a continuous flow of culture
medium by a semi-permeable membrane and provided a sufficient physiological stability
of microalgal strains from different taxa over a period of several weeks. By means of the
new immobilisation technique a microalgal biosensor system was constructed. The signal
of the biosensor was measured by a PAM chlorophyll fluorometer in terms of
photosynthetic fluorescence induction of immobilised algae. The simultaneous application
of different algal strains was enabled by the development of array plate biochips (algal
sensor chip: ASC) in association with a fluorescence imaging technique.

To characterise the biosensor system, gaseous and water soluble toxicants were used in
toxicologically relevant concentrations: Methanol (50-500 ppm) and formaldehyde (0.01-
10 ppm) vapours were significantly detectable within minutes by a concentration-
dependent biosensor signal derived from the green alga Klebsormidium. Additionally,
repeated exposure experiments revealed a reversible and reproducible signal of the
biosensor during 30 days of operation in gas phase. Detection of the herbicides atrazine,
simazine, diuron, isoproturon and paraquat was also performed rapidly in aqueous
solutions using several algal strains at detection limits from 0.1 to 5 pg 1", depending on
the herbicide and strain used. Diverse sensitivities of microalgae to toxicants were
employed to obtain selectivity of the biosensor. Methanol and formaldehyde were
significantly identified by the compound-specific response rate as a ratio of the
Klebsormidium-biosensor’s responses of two different strains. By the same method, a
complex herbicide-specific response pattern (RP1) was generated for each of five different
herbicides using the biosensor signals of nine ASC-immobilised algal strains. For
evaluation of selectivity, an identical set of RPs (RP2) was recorded. Comparing RP1 and
RP2, a relatively high congruence was observed between RPs of identical herbicides, while

RPs of different herbicides showed higher deviations.



v ABSTRACT

This study suggested that the diversity-based, selective real-time detection of toxicants can
be realised employing the algal sensor chip developed here. However, further

improvements will be needed.
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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

L.1. Biosensoren

Seit Jahrzehnten verursachen anthropogene Schadstoffeintrige in die Umwelt in
verschiedenster Hinsicht erhebliche Schiden. Umweltanalytische Verfahren leisten in
vielfiltiger Weise einen wichtigen Beitrag zur Erkennung und Vermeidung von
Schadstoffbelastungen, binden aus diesem Grund aber auch grofe finanzielle Ressourcen.
Die Standardmethoden zur Analyse von Umweltbelastungen basieren zu einem grof3en Teil
auf etablierten chemisch-physikalischen Methoden. Obwohl diese technisch meist
vollstdndig ausgereift sind, werden nicht alle Anforderungen an ein routinemifig
einsetzbares Umweltmonitoringsystem erfiillt. Die groe Anzahl an potentiell
umweltgefdhrdenden Substanzen vervielfacht den analytischen Aufwand. Eine meist
zweistufige Vorgehensweise erfordert einen Probenahmeschritt vor der eigentlichen
Analyse. Dies fithrt zu einem insgesamt zeitaufwendigen Nachweisverfahren, das
kurzfristige Verdnderungen in der Umwelt mit nur schlechter zeitlicher Auflésung
wiedergeben kann (Codd, 1987; Rogers, 1995; Karube et al., 1998). Zusitzlich miissen
oftmals hohe Kosten fiir instrumentelle Ausstattung und Verbrauchsmittel eingeplant
werden (Karube et al., 1998; Riedel et al., 2003). Vor diesem Hintergrund werden
biologische Monitoringverfahren zur Uberwachung der Umwelt sowohl fiir
Luftschadstoffe als auch fiir wasserlosliche toxische Substanzen als mogliche Alternative
diskutiert (z. B. van der Schalie et al., 2001). Zur routineméfBigen Anwendung in diesem
Bereich wird oftmals die Verwendung von Biosensoren vorgeschlagen (Rogers, 1995;

Sandstrom & Turner, 1999; Velasco-Garcia & Mottram, 2003).

Das Prinzip eines Biosensors beruht auf der direkten Kopplung einer biologischen
Komponente mit einem physikalischen Signalwandler (Transducer) (Hall, 1995; Riedel et
al., 2003): Die biologische Komponente in Form von tierischen oder pflanzlichen
Geweben, prokaryotischen oder eukaryotischen Mikroorganismen, Zellen, Zellorganellen,
Enzymen, Antikorpern oder DNA dient der Rezeption des Analyts und dessen Umsetzung
in ein meBbares Signal. Das Signal wird mit Hilfe des Transducers mit grof3er
Nachweisempfindlichkeit detektiert, als elektrisches Signal verstdrkt und ggf. auf
elektronischem Weg einer unmittelbaren Auswertung zugédnglich gemacht. In
Abhingigkeit von der verwendeten biologischen Komponente und ihres emittierten Signals

werden als Transducer hauptsdchlich optische, elektrische oder Massendetektoren
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eingesetzt. Das Konstruktionsprinzip des Biosensors bietet einige Vorteile gegeniiber
anderen Analyseverfahren in der Bio- und Umwelttechnologie (Riedel et al., 2003): Das
System vermeidet zum einen den zeit- und kostenintensiven Probenahmeschritt, da es auf
Grund seiner Miniaturisierung eine hohe Mobilitdt aufweist und an den Ort der Messung
transportiert werden kann. Zum andern sind die MeBergebnisse durch die Kombination von
biologischer Komponente und Transducer in kurzer Zeit fiir eine Evaluierung des Ist-
Zustands der Umwelt zugénglich; notwendige Mafinahmen kdnnen daher ohne eine grof3e
zeitliche Verzogerung eingeleitet werden. Des weiteren lassen sich Biosensoren durch ihre
einfache Konstruktionsweise oftmals zu vergleichsweise niedrigen Kosten produzieren, in
grofBer Stiickzahl einsetzen und nach der Verwendung problemlos entsorgen.

Seit der Entwicklung des ersten Biosensors zur enzymbasierten Glucosebestimmung im
Blut durch Clark & Lyons (1962) wird diese Technologie kontinuierlich weiterentwickelt.
Durch den technischen Fortschritt im vergangenen Jahrzehnt vor allem in den Bereichen
der Mikroelektronik und der Molekularbiologie werden den Biosensoren ein grof3es
Potential und vielfiltige Einsatzmoglichkeiten, auch im Hinblick auf deren
Wirtschaftlichkeit, zuerkannt (Hall, 1995; Rogers, 1995; Weetall, 1996). Besonders in den
letzten Jahren finden Biosensoren im Bereich des Umweltmonitoring verstirkt Anwendung
(Baumner, 2003; Velasco-Garcia & Mottram, 2003). Dies beruht auch auf weiteren
Verbesserungen beziiglich Sensitivitdt und Stabilitdt. Zur Erhohung der Effizienz von
Biosensoren erlangt der Biochip verstirkt Bedeutung. Biochips ermoglichen die
kleinrdumige FEtablierung eines zweidimensionalen Feldes verschiedener biologischer
Komponenten auf einem Substrat (Vo-Dinh et al., 2001) und bilden so eine Kombination
aus verschiedenen Biosensoren in einem gemeinsamen System. Hauptsédchlich finden hier
DNA und Proteine (Antikorper) als Biorezeptoren im Bereich der Biomedizin Anwendung

(Xu et al., 2000).

Trotz der zahlreichen Fortschritte in diesem Bereich wird die Anwendung von Biosensoren
durch einige ungeloste Probleme behindert. So erweist sich z. B. die Langzeitstabilitit
vieler Systeme als unzureichend (z. B. Sandstréom & Turner, 1999; Riedel et al., 2003).
AulBlerdem schriankt die gro3e Anzahl der chemischen Verbindungen und deren Diversitit
eine umfassende Nutzung ein (Rogers, 1995). Betrachtet man in diesem Zusammenhang
die Detektionseigenschaften von Biosensoren im Hinblick auf ihre Schadstoffselektivitit,
so werden bisher zwei verschiedene Typen eingesetzt: (1) Nichtselektive Systeme besitzen

die Fahigkeit zur Detektion einer Vielzahl von Substanzen (z. B. Koblizek et al., 2002;
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Rodriguez et al., 2002; Shao et al., 2002; Tonnina et al., 2002). Nach der Erkennung einer
biotoxischen Substanz durch den Biosensor sind jedoch zur Identifizierung des Analyts
weitere chemisch-physikalische Analysen erforderlich. (2) Der zweite Detektionstyp, der
den groften Teil der beschriebenen Biosensorsysteme bildet, erkennt Schadstoffe dagegen
mit einer hohen Spezifitit (Sandstrom & Turner, 1999; Herschkovitz et al., 2000; Lei et al.,
2004). Diese hohe Spezifitdt basiert oftmals auf der Selektivitdt von Enzymen, kann jedoch
bei der 0. g. Vielfalt der Analyte auch als Nachteil dieser Systeme ausgelegt werden. Eine
Losung dieser Problematik konnte ein Biosensorsystem darstellen, das die Eigenschaften
der beiden Detektionstypen in sich vereint: Ein nichtselektives System, das auflerdem eine

Moglichkeit zur Identifizierung von Schadstoff oder Schadstoffklasse bietet.
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I.2. Verwendung von Algen in der Umwelttechnologie

Als ubiquitédr verbreitete photoautotrophe Organismen leisten Algen mit ca. 40 % einen
erheblichen Beitrag an der weltweiten Photosynthese (Andersen, 1992). Dies ist
gleichbedeutend mit einer deutlichen Reduzierung der globalen CO,-Konzentration in der
Atmosphédre und trigt damit zur Verminderung des anthropogen verursachten
Treibhauseffekts bei. Algen konnen jedoch auch gezielt auf vielfiltige Art in der
Umweltbiotechnologie eingesetzt werden (Rai et al., 2000). Neben der Nutzung von
Biomasse und Inhaltsstoffen als nachwachsende Rohstoffe finden die vorwiegend
aquatischen Organismen in der Regulation der Wasserqualitit Anwendung. Die
entsprechenden Verfahren werden sowohl zur Reinigung eutrophierter oder anderweitig
kontaminierter natiirlicher Gewdésser verwendet oder dienen der Reinigung von z. B.
industriellen Abwéssern (Hoffmann, 1998; Volterra & Conti, 2000; Mallick, 2002). Die
gut untersuchte Schwermetallabsorption von Makro- (Sandau et al., 1996b; Yu et al., 1999)
und Mikroalgen (Weber et al., 1978; Sandau et al., 1996a; Khattar et al., 1999; Radway et

al., 2001) erreicht zum Teil die Kapazititen von kommerziellen lonenaustauschersystemen.

Zur Analyse von Umweltbelastungen werden verschiedenste pflanzliche und tierische
Organismen eingesetzt (Slabbert & Venter, 1999; Girling et al., 2000). Gegentiiber anderen
im biologischen Monitoring eingesetzten Organismen erweisen sich besonders Mikroalgen
in verschiedenen experimentellen Ansétzen als sensitiver gegeniiber Schadstoffen (Thomas
et al., 1986; Girling et al., 2000; Juneau et al., 2003). Auch Bringmann & Kuhn (1980)
vergleichen die Wirkung von tiber 150 potentiellen Wasserschadstoffen auf das Wachstum
verschiedener Organismen und weisen Effekte einer groferen Anzahl toxischer
Verbindungen auf die Griinalge Scenedesmus quadricauda gegeniiber einem heterotrophen
Bakterium und einem farblosen einzelligen Flagellaten nach. Eine generell stark
variierende Sensitivitdit von Pflanzen 146t sich sowohl zwischen den verschiedenen
Umweltschadstoffen als auch zwischen den Arten innerhalb der Taxa feststellen (Wang &
Freemark, 1995). Auch innerhalb der Gruppe der Mikroalgen zeigen sich deutliche
Variationen in der Schadstoffsensitivitit (z. B. Blanck et al., 1984).

Unter der Nutzung verschiedener Mikroalgen wird eine groBe Breite an Methoden zur
Analyse von Umweltbelastungen entwickelt und erfolgreich getestet (McCormick &
Cairns, 1994; Whitton & Kelly, 1995). So lassen sich an natiirlichen Standorten durch eine

Aufnahme der vorkommenden Mikroalgenarten Riickschliisse {iber die Luft- (Hanninen et
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al., 1993) oder Wasserqualitdt (Fore & Grafe, 2002) ziehen. In vielfach angewandten
Standardverfahren werden Mikroalgen in kontrollierten Expositionsexperimenten,
meistens Wachstumstests, zur Bewertung der Toxizitdt von potentiell schidlichen
Substanzen herangezogen (z. B. EPA, 1994; Geis et al., 2000; Girling et al., 2000). Der
Grofteil der bisher durchgefithrten Studien zur Nutzung von Algen in biologischen

Monitoringverfahren beschrinkt sich auf die aquatische Umgebung.

Die Integration von Mikroalgen als biologische Komponente in Biosensoren wird erstmals
von Rawson et al. (1987) durchgefiihrt, wobei der Schwerpunkt der Forschungsarbeiten in
diesem Bereich seither auf dem Nachweis wassergeloster Substanzen liegt. Die
entwickelten Systeme werden vor allem zur Detektion von Herbiziden eingesetzt (Giardi et
al., 2001). Als biosensorisches Signal werden hauptsédchlich photosynthetische Parameter
der Mikroalgen genutzt. Dies konnen die als eine elektrische Spannung mefBbaren
photosynthetischen Redoxvorgidnge (Rawson et al., 1987), die photosynthetische
Sauerstoffentwicklung (Pandard & Rawson, 1993; Campanella et al., 2001) oder die
Chlorophyll a-Fluoreszenz (Rodriguez et al., 2002; Vedrine et al., 2003) sein. Zum
Nachweis von geldsten Schwermetallen setzen Durrieu & Tran-Minh (2002) und Durrieu
et al., 2004 jedoch auch die Enzymaktivitit der Alkalische Phosphatase oder Esterase von
Chlorella vulgaris ein. Shao et al. (2002) produzieren einen transgenen Synechocystis-
Stamm, der in  einem  Biosensorsystem mit der  Anderung  von
Biolumineszenzeigenschaften auf Herbizide und andere Toxine reagiert. Die
biosensorische Detektion von Luftschadstoffen mittels Mikroalgen ist vergleichsweise
wenig untersucht. Ein auf der Ermittlung der photosynthetischen Sauerstoffentwicklung
basierter Chlorella-Biosensor wird von Naessens & Tran-Minh (1998a, 1998b, 1999)
beschrieben. Dieses System kann zur quantitativen Messung von fliichtigen organischen
Verbindungen oder Aerosolen eingesetzt werden. Sanders et al. (2001) entwickeln einen
Biosensor zum Nachweis von gasférmigen chemischen Kampfstoffen und deren
Simulantien.

Ein Nachteil einiger der o. g. Algenbiosensorsysteme sowohl fiir die gasformige als auch
die aquatische Umgebung ist die kurze physiologische Stabilitdt unter Einsatzbedingungen
von wenigen Tagen. Des weiteren ist fiir die Kopplung der Mikroalgen mit dem
Transducer und/oder dem Substrat des Biosensors oftmals der Einschluf3 der Zellen in eine
vernetzende Matrix (z. B. Agarose oder Alginat) erforderlich, besonders wenn die Zellen

einer stromenden Losung ausgesetzt werden sollen. Der EinschluB3 der biologischen
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Komponente hat jedoch unter Umstidnden eine bis zu 10-fache Verminderung der

Sensitivitédt zur Folge (Bozeman et al., 1989; Frense et al., 1998; Avramescu et al., 1999).
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L.3. Nutzung des Potentials von Mikroalgen in Biosensorsystemen:

Zielsetzung und Vorgehensweise
Das Potential der Mikroalgen in der Umwelttechnologie legt eine Verwendung im Bereich
der biologischen Schadstoffanalytik nahe. Zu diesem Zweck soll die groe Diversitit der
sensitiven Organismen in das anwendungsorientierte, technische System eines Biosensors
integriert werden. Die vorliegende Arbeit gliedert sich im wesentlichen in drei Phasen.
Nach der (1) Optimierung der Langzeitstabilitit von immobilisierten Algenkulturen
schlieft die (2) Entwicklung und Erprobung von Mikroalgenbiosensorsystemen fiir
gasformige und wassergeloste Schadstoffe an. Auf der Basis der gewonnenen Ergebnisse
wird (3) ein auf der Biodiversitdt der Algen begriindetes Verfahren zur Erhéhung der
Selektivitit der Biosensoren, d. h. Identifizierung von unbekannten Schadstoffen

erarbeitet. Die Vorgehensweise wird im Folgenden eingehender beschrieben:

(1) Optimierung der Langzeitstabilitit von immobilisierten Mikroalgen

Eine wichtige Voraussetzung fiir die routinemiBige Verwendung von Mikroalgen in
Biosensorsystemen ist deren langfristige Stabilitdt, die ein noch ungeldstes Problem
darstellt. Die Entwicklung eines neuartigen Immobilisierungsverfahrens auf der Basis eines
permeablen Substrats soll der kontinuierlichen Kultur der Mikroalgen unter
Einsatzbedingungen eines Biosensors zur Messung gasformiger und wasserloslicher
Schadstoffe dienen. Ein Einschluf3 der immobilisierten Zellen in einer Matrix soll dabei auf

Grund der bekannten Problematik vermieden werden.

(2) Entwicklung eines fluoreszenzoptischen Mikroalgenbiosensors zur Messung von

gasformigen und wasserloslichen Schadstoffen

Dieser Abschnitt schlieBt die gesamte technische Entwicklung und Erprobung des
Biosensorsystems ein. Die Ermittlung der MeBbereiche und Nachweisgrenzen der
verschiedenen Schadstoffe (fliichtige organische Verbindungen und Herbizide, siche 1.4),
die Erhohung der Sensitivitdt und die Auswahl sensitiver und stabiler Algenstimme ist ein
wichtiger Bestandteil dieser Phase. Das mittlerweile etablierte und nicht invasive
Verfahren der PAM-Chlorophyllfluorometrie soll der Messung der Chlorophyll a-
Fluoreszenz als Biosensorsignals dienen. Eine geeignete Methodik muf} hierzu erarbeitet
werden. Die Entwicklung des Biosensorsystems wird ebenfalls im Hinblick auf eine
weitere Miniaturisierung durchgefiihrt. Die Anzahl der immobilisierten Stimme und damit

die Kapazitidt des Biosensorsystems soll durch die Entwicklung des Algen Sensor Chip
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(ASC) erhoht werden. Dies wird durch die Verwendung eines neuartigen Imaging-

Chlorophyllfluorometers ermoglicht.

(3) Entwicklung einer Methodik zur biosensorischen Schadstoffidentifizierung

Die Identifizierung von Schadstoffen mittels eines nichtselektiven Biosensorsystems soll
entwickelt und abschlieend iiberpriift werden. Das Verfahren basiert auf der bekannten,
hohen Diversitét der schadstoffinduzierten Reaktionen verschiedener Mikroalgen. Aus den
simultan  aufgezeichneten = Reaktionen der Mikroalgen werden gemeinsame
Wirkungsmuster generiert. Die aus Expositionsexperimenten mit fliichtigen organischen
Verbindungen und Herbiziden gewonnenen Wirkungsmuster werden auf ihre
Herbizidspezifitit hin untersucht. Um eine hohe Screeningeffizienz zu erreichen soll hierzu
die ASC-Technologie eingesetzt werden. Im Vergleich mit Wirkungsmustern aus
Referenzexperimenten soll ermittelt werden, inwieweit eine signifikante Ubereinstimmung
zwischen den Wirkungsmustern des gleichen Schadstoffs feststellbar ist und somit eine

Erhohung der Selektivitéit des Biosensorsystems erreicht werden kann.
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1.4. Umweltrelevanz der verwendeten toxischen Verbindungen

Als Vertreter der fliichtigen organischen Verbindungen (VOC: volatile organic compound)
werden Methanol und Formaldehyd zur Erprobung der Biosensorsysteme fiir gasformige
Schadstoffe herangezogen. Die grofle Gruppe der VOCs wird seit einigen Jahren besonders
im Innenraumbereich verstirkt in Verbindung mit negativen Auswirkungen auf die
Gesundheit des Menschen gebracht. Andersson et al. (1997) zeigen einen Zusammenhang
zwischen den VOCs und Erkrankungen wie SBS (sick building syndrome) oder der
Verbreitung von Allergien auf. Im Rahmen der durchgefiihrten Expositionsexperimente
werden daher Konzentrationen im humantoxikologisch relevanten Mef3bereich eingesetzt.
Diese orientiecren sich an den deutschen MAK-Werten (MAK: maximale
Arbeitsplatzkonzentration).

Exemplarisch fiir die wasserloslichen Schadstoffe werden die Herbizide Atrazin, Simazin,
Diuron und Isoproturon verwendet, die zu den (potentiell) wassergefdhrdenden Substanzen
gezdhlt werden (Europdische Union, 2001) und daher eine hohe Prioritit im
Wasserschutzprogramm der der Europdischen Union erhalten. Fiir das ebenfalls
eingesetzte Herbizid Paraquat bestehen in einigen Lédndern der EU bereits
Einschrankungen oder ein Anwendungsverbot. In Anbetracht der Tatsache, dal Wasser
verstérkt als wertvolle Ressource angesehen wird und daher umfassend geschiitzt werden
mul} (Europdische Union, 2000), stellen die weltweiten Herbizidemissionen ein ungelostes
Problem dar. Diese Verbindungen schiddigen eine grole Anzahl von Organismen und
ganze Okosysteme, von den Primirproduzenten bis zu Tieren und Menschen (Pipe, 1992;
McCormick & Cairns, 1994; Short & Colborn, 1999; Girling et al., 2000; Bouchardy et al.,
2002). Entsprechende Grenzwerte fiir die Herbizidbelastung von Gewéssern sind daher neu

definiert worden (Européische Union, 1998).
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I1. MATERIAL & METHODEN

II.1. Kultivierung von Mikroalgen in Fliissigkulturen

IL.1.1. Mikroalgenstimme, Kulturbedingungen und Ernte

Die in Tabelle 1 aufgefithrten 42 Algenkulturen werden im Rahmen dieser Arbeit
verwendet. Stammkulturen dieser Algen werden in ca. 60 ml Waris-H Kulturmedium
(siche II.1.2) in Erlenmeyerkolben bei einer Temperatur von 14 = 1 °C kultiviert. Zur
Beleuchtung wird eine Kombination aus Fluoreszenzlampen (“Universal Weill 58 W” und
“Warm Weill 36 W”; Osram, Miinchen, Deutschland) mit einer Intensitdt von 10 - 40
uE m™ s und einer Licht/Dunkelperiode von 14/10 h eingesetzt.

Fiir die Experimente in Verbindung mit den Biosensoren fiir Luftschadstoffe werden die
entsprechenden Kulturen in steril beliifteten Erlenmeyerkolben in 300-500 ml Waris-H
Kulturmedium tiberfiihrt und bei einer Temperatur von 22 + 1 °C, einer Lichtintensitdt von
30-35 uE m™ s und oben angegebener Lichtqualitit und L/D-Periode kultiviert. Die Ernte
erfolgt in Abhingigkeit der spezifischen Wachstumsraten der kultivierten Stamme im

Zeitraum von 7-30 Tagen, jedoch vor Erreichen der stationdren Wachstumsphase.

Tabelle 1 Verwendete Algenkulturen. Folgende der Stammnummer vorangestellte Abkiirzungen bezeichnen
die Herkunft der Kulturen: CCAC: Culture Collection of Algae at the University of Cologne (Universitéit zu
Koln, Koln, Deutschland); CCAP: Culture Collection of Algae and Protozoa (Oban, UK); SAG: Sammlung
von Algenkulturen der Universitdt Gottingen (Universitat Gottingen, Gottingen, Deutschland); M: Sammlung
von Algenkulturen Prof. Melkonian (Botanisches Institut, Universitdt zu K6ln, K6ln, Deutschland); UTEX:
Culture Collection of Algae at the University of Texas (Austin, Texas, USA).

CCACO0011 Eudorina elegans M1949 Phacus sp.

CCACO0055  Haematococcus pluvialis M1977 Chlamydomonas sp.
CCACO0075 Woloszynskia pascheri M1982 Chlamydomonas sp.
CCACO0120  Staurodesmus convergens M2007 Klebsormidium flaccidum
CCAP909/9  Chromulina chionophila M2008 Klebsormidium sp.
MO0560 Scourfieldia sp. M2009 Klebsormidium sp.
MO0764 Cyanophora paradoxa M2015 Carteria sp.

MO0796 Synura sp. M2068 Klebsormidium flaccidum
M1164 Lyngbya halophila M2069 Scenedesmus rubescens
M1167 Nostoc muscorum M2116 Dunaliella lateralis
MI1317 Synechocystis sp. SAG11-60a Chlamydomonas oblonga
M1395 Cryptomonas phaseolus SAG61.81 Pseudokirchneriella subcapitata
M1398 Scherffelia dubia SAG83.81 Chlamydomonas reinhardtii
M1488 Cryptomonas curvata SAG86.81 Desmodesmus subspicatus
M1625 Chroomonas sp. SAG211-11b Chlorella vulgaris

M1883 Euglena archaeoplastidiata SAG211-12 Chlorella vulgaris

M1887 Cosmarium eleganitssimum SAG335-1a Klebsormidium nitens
M1895 Klebsormidium subtile SAG1224-5/25  Euglena gracilis

M1939 Klebsormidium sp. SAGB26.82 Tetraselmis cordiformis
M1940 Klebsormidium sp. SAGB59.87 Cystodinium sp.

M1941 Klebsormidium sp. UTEX LB 2255  Peridinium inconspicuum
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Die in Herbizidexpositionsexperimenten verwendeten Algen werden unter identischen
Bedingungen wie die Stammkulturen, jedoch bei einer Lichtintensitit von 30 + 5 uE m™ s™

kultiviert. Die Kulturen werden nach 14 - 28 d geerntet.

I1.1.2. Kulturmedien
Die im Folgenden aufgefiihrten Kulturmedien werden zur Kultivierung der Algen

eingesetzt. Alle Medien werden vor der Verwendung durch Autoklavieren sterilisiert.

Waris-H

Die Herstellung von Waris-H erfolgt nach McFadden & Melkonian (1986). In HyOpigest.
werden folgende Komponenten eingewogen: 1 mM KNOs, 81,1 uM MgSO,4 x 7 H,0, 0,15
mM (NH4),HPOy4, 0,42 mM Ca(NOs) x 4 H,O, 1 mM HEPES, 8,06 uM EDTA (Titriplex
I11), 18,43 uM H3BO, 0,58 uM MnCl, x 4 H,0, 73,04 nM ZnSO4 x 6 H,0, 16,8 nM CoCl,
x 6 HyO, Fe-EDTA (Titriplex II) (18,0uM Fe), 0,15 nM Vitamin B, 4,0 nM Biotin, 0,3
uM Tiamin-HCI, 0,8 nM Nicotinsdureamid und 10 ml Erdabkochung. Der pH-Wert wird
mit NaOH auf 7,0 eingestellt.

Zur Herstellung der Erdabkochung werden 10 g Gartenerde in ca. 120 ml HyOpjgest. fiir 10
min sprudelnd gekocht und anschlieBend 10 min bei ca. 1.000 g abzentrifugiert.
AnschlieBend wird der Uberstand durch Filtration aufgereinigt. Fiir die Filtration werden
sukzessive verwendet: grober Faltenfilter, Glasfaserfilter und Membranfilter der
PorengrofBBen 1,2 um, 0,8 pm, 0,45 pum, 0,2 pm und 0,1 um. Zur Aufbewahrung wird das
Filtrat mit HyOpgest. auf 100 ml aufgefiillt und bei -20 °C eingefroren.

Varianten von Waris-H

In Wachstumsexperimenten werden Varianten von Waris-H unter folgenden
Bezeichnungen verwendet: -Erde (Waris-H ohne Erdextrakt), 10 % PO4> (10 % des
Standard-Phosphatgehalt), 1/x Waris-H (Waris-H in x-facher Verdiinnung). Die pH-Werte

dieser Medien werden ebenfalls auf 7,0 eingestellt.
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Bold’s Basal Medium (BBM)

Zur Herstellung von Bold’s Basal Medium nach CCAP (Culture Collection of Algae and
Protozoa, Oban, UK; www.ccap.ac.uk) werden 8,8 mM NaNOs;, 1,3 mM K,HPO,, 0,33
mM KH,POy4, 0,43 mM NaCl, 0,17 mM CaCls x 2 H,0, 0,30 mM MgSO4 % 7 H,0, 50 mg
I EDTA (Titriplex 1I), 2,2 uM FeCl; x 6 H,0, 0,22 uM ZnCl,, 55 nM CoCl, und 0,1 uM
Na;MoOy4 in HyOpigest. €ingewogen. Anschliefend wird der pH-Wert mit NaOH auf 6,6

eingestellt.
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I1.2. Das Verbundschichtverfahren zur Kultivierung immobilisierter

Mikroalgen

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Verbundschichtverfahren zur Kultivierung von
immobilisierten Mikroalgen basiert auf der Trennung von Organismen und Kulturmedium
durch das pordse Immobilisierungssubstrat. Abbildung 1 zeigt den Aufbau des vertikal
orientierten Verbundschichtsystems. Der den Mikroalgen als Substrat dienende Trager
besteht aus einem pordsen Membranmaterial oder einem Fasergewebe, das fiir die
Mikroorganismen impermeabel ist. Der Trager liegt auf einer weiteren Faserschicht
(Glasfaservlies) auf, die als Verteilerschicht fiir das mittels einer Pumpe an der Oberseite
des Verbundschichtsystems applizierte Kulturmedium dient. Ein kontinuierlicher,
laminarer Kulturmedienstrom verlduft vertikal durch das Verteilergewebe entlang des
perforierten Trdgers und wird an der Unterseite gesammelt, um dann entweder in den
Medienbehilter zuriickgefiihrt oder verworfen zu werden. Das Kulturmedium kann aus der
Verteilerschicht durch den perforierten Trager auf die Seite der immobilisierten
Mikroalgen {ibertreten, die so mit Néhrsalzen und anderen essentiellen Komponenten
versorgt werden. Von den Mikroalgen in das Medium abgegebene Stoffe konnen iiber
dieses System ebenfalls abgefiihrt werden.

Der notwendige Gasaustausch - vor allem Zufuhr von CO; und Abgabe von O, - der
immobilisierten Kulturen wird direkt an der Grenzschicht von Algenkultur zur
Umgebungsluft realisiert. Uber den die Algen umgebenden, laminaren Fliissigkeitsfilm

konnen Gase tiber sehr kurze Diffusionswege ausgetauscht werden.
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Abbildung 1 Das Verbundschichtverfahren zur Kultivierung immobilisierter Mikroalgen: (a) Querschnitt
durch eine Verbundschicht sowie Darstellung des Prinzips der Kulturmedienversorgung. (b) VergroBerter
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I1.2.1. Kultivierung von Algen im Verbundschichtsystem

Zur Bestimmung des Algenwachstums im Verbundschichtsystem werden Mikroalgen in
verschlieBbaren transparenten Késten aus Plexiglas kultiviert. Eine in die Kammer gelegte
Glasfasermatte (Isola 26091 K, 80 g m™, Isola, Eidanger, Norwegen) von 10 x 15 cm wird
kontinuierlich mit Kulturmedium versorgt. Das Kulturmedium wird mit einer
Strdmungsgeschwindigkeit von ca. 2,0 ml h™' mittels einer Schlauchpumpe an zwei
Punkten an der Oberseite zugefiihrt und anschlieBend verworfen. Zur Beliiftung werden
seitlich angebrachte Bohrungen genutzt. Die Plexiglaskésten dienen der Kultivierung von
Algen auf Substrat, das nach dem oben genannten Prinzip zusammen mit der
Verteilerschicht die Verbundschicht bildet (I1.2). Alle Experimente unter der Verwendung
des Verbundschichtkultursystems werden, soweit nicht anders angegeben, mit Waris-H
Kulturmedium durchgefiihrt. Die Kultivierung in den hier dargestellten Systemen erfolgt

bei 24 °C und bei einer Lichtintensitit von 30 pE m? s

(Beleuchtung der
Verbundschichtkulturen ebenfalls durch Fluoreszenzlampen, siehe I1.1.1). Als Substrate
werden kreisformige Membranen aus Cellulosemischester (ME28, Schleicher & Schuell
MicroSciences GmbH, Dassel, Deutschland) verwendet, die in einen Durchmesser von 20
mm aus dem Standardformat ausgestanzt werden (Inokulationsverfahren nach I11.3.1).

Zur Dokumentation des Algenwachstums erfolgt die Bestimmung des Chlorophyllgehalts
durch Aufnahme der Algen zusammen mit dem Substratmaterial in DMSO
(Dimethylsulfoxid, Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland). Nachfolgende
Schritte werden wie in Abschnitt I1.3.1 beschrieben durchgefiihrt.

Die in Tabelle 5 (S.36) aufgefiihrten Wachstumsexperimente mit einer Auswahl
verschiedener Mikroalgenstimme werden mit einer Nylonmembran von 10 X 15 cm
(Hybond-NX, Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd., Buckinghamshire, UK) bei 14 + 1
°C und einer Lichtintensitit von ca. 25 uE m™ s™ durchgefiihrt. Auf die Membran werden
mit Hilfe einer Mikrotiterplatte 24 Kulturen in kreisformigen Fldchen von 16 mm

Durchmesser aufgetragen.

Modifikationen des Kultursystems

Fiir wiederholte Expositionsexperimente mit Methanolddmpfen innerhalb eines Zeitraums
von 30 d werden spezielle Kulturkammern eingesetzt, um die Biosensormembranen
zwischen den durchgefiihrten Expositionsexperimenten kultivieren zu koénnen. Diese
Kulturkammern sind im wesentlichen den Gegebenheiten der Biosensorzellen vom Typ II

(Abbildung 3, S.19) nachempfunden. Das Gehéduse besteht aus PVC und weist eine



MATERIAL & METHODEN 15

Frontabdeckung aus Plexiglas auf. Die fiinf mit einem Abstand zur Riickwand vertikal
orientierten Verteilerschichten werden mit 3,0 ml min”' Kulturmedium durchstromt und
dienen der Aufnahme von jeweils einer der Biosensormembranen von 47 mm Durchmesser
(Tabelle 2, S.17).

Die oben aufgefiihrten Kammern werden ebenfalls verwendet, um den Effekt der
kontinuierlichen Medienzufuhr auf den physiologischen Zustand der immobilisierten
Mikroalgen im Vergleich zu stationdren Verbundschichtkulturen zu untersuchen. Zum
Vergleich werden Algen im Verbundschichtsystem ohne kontinuierliche Medienzufuhr
kultiviert. Zu diesem Zweck wird das System horizontal orientiert. Die Triagerschichten
werden hierzu jeweils in Petrischalen auf einer mit 2,5 ml Kulturmedium gesittigten
Glasfasermatte gelegt. Um ein Austrocknen der Verbundschichten wéhrend der
Langzeitexperimente zu verhindern, werden die Petrischalen in einem transparenten, mit
H;O4est. gefiillten Behdlter gelagert und téglich kurz beliiftet. Zur Beurteilung des
physiologischen Status werden periodisch Chlorophyllfluoreszenzmessungen durchgefiihrt

(I1.3.3).
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I1.3. Aufbau der Biosensoren

Die in dieser Arbeit entwickelten Biosensorsysteme setzen sich aus drei
Hauptkomponenten zusammen, die in den nachfolgenden Abschnitten detailliert
beschriecben werden: (1) Die Biosensormembran stellt eine Kombination aus dem
Substratmaterial und den darauf immobilisierten Mikroalgen dar. In der einfachen
Ausfiihrung wird ein Algenstamm auf das Membranmaterial aufgebracht (single strain
Algenbiosensor). Eine Weiterentwicklung ist der Algen Sensor Chip (ASC), auf dem
verschiedene Mikroalgenkulturen auf raumlich kleiner Fldche nach dem Prinzip des Array-
Biochip immobilisiert werden. (2) Die Biosensorzelle beinhaltet die einsatzfihige
Biosensormembran. Sie dient zum einen der stabilen Aufrechterhaltung der
immobilisierten Kulturen iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen. Dies wird durch die
kontinuierliche Versorgung mit Kulturmedium im Verbundschichtverfahren sichergestellt.
Zum anderen ermdglicht die Biosensorzelle durch ihre geschlossene Bauweise die
Durchfiihrung der Expositionsexperimente mit gasformigen und wassergeldsten
Schadstoffen. Die Reproduzierbarkeit der Experimente wird u. a. durch die Regulation von
Temperatur, Lichtintensitdit und den Stromungsgeschwindigkeiten von Gasen und
Fliissigkeiten gewdhrleistet. (3) Verdnderungen der Chlorophyllfluoreszenz als Folge von
Einfliissen schiadigender Substanzen werden mittels eines PAM-Chlorophyllfluorometers
detektiert. Die Reaktion der biologischen Komponente in Form wechselnder
Fluoreszenzeigenschaften  von  Chlorophyll a  kann  durch  verschiedene
chlorophyllfluorometrisch ermittelte Parameter, wie z. B. die Fluoreszenz F; oder die
Quantenausbeute des Elektronentransports des Photosystems II UF/F’,,, wiedergegeben

werden.

I1.3.1. Herstellung der Biosensormembranen

Das membranbasierte Immobilisierungsverfahren fiir Mikroalgenkulturen bildet die
Grundlage fiir die Verwendung von Mikroalgen in den in dieser Arbeit entwickelten
Biosensorsystemen. Die Biosensormembran besteht aus dem perforierten Trager und den
Mikroalgen, wobei der perforierte Tréger als Substrat fiir die immobilisierten Organismen
dient (sieche Abbildung 1).

Die Emnte der Algen erfolgt nach den in Abschnitt II.1 angegebenen Zeitrdumen.

Aneinanderhaftende Zellfiden von Klebsormidium werden mit Hilfe eines Ultra-Turrax
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(Jahnke & Kunkel, Stauffen, Deutschland) fiir einige Sekunden bei 20.000 UpM
homogenisiert.

Die Inokulation der Biosensormembranen wird mit definierter Chlorophyll a-Menge pro
Membranfldache durchgefiihrt. Dazu werden einige ml der geernteten Kultur bei ca. 1.000 g
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Chlorophyllextraktion wird nach Hiscox
& Israelstam (1979) nach Aufnahme des Pellets in DMSO durchgefiihrt. Zur Entfernung
der unloslichen Fraktion aus dem Extrakt schlieBt sich ein weiterer Zentrifugationsschritt
an. Die Bestimmung des Chlorophyll a-Gehalts des Extrakts erfolgt spektralphotometrisch
(Jeffrey &  Humphrey, 1975) unter  Beriicksichtigung der  jeweiligen
Extinktionskoeffizienten und Wellenldngen fiir die verschiedenen Algengruppen. Fiir
bestimmte, von den Autoren nicht beriicksichtigte, Algengruppen werden die
entsprechenden angegebenen Formeln fiir eine Algengruppe mit &hnlicher
Pigmentzusammensetzung verwendet. Z. B. erfolgt die Berechnung des Chlorophyll a der
Euglenophyta nach den Extinktionskoeffizienten und Wellenldngen fiir die Chlorophyta.
Fiir Cyanobakterien entfillt auBerdem die Korrektur der Extinktion durch die Absorption
der Chlorophylle b und c.

Als Immobilisierungssubstrat dienen verschiedene Membranen aus Polycarbonat (0,4 pm

Tabelle 2 Ubersicht iiber die Eigenschaften der verschiedenen Biosensormembranen und deren Einsatz in
den Biosensorsystemen. Soweit nicht anders angegeben, werden Polycarbonatmembranen mit einer
Porengrofie von 0,4 pm eingesetzt (Typ PC40).

Algenbiosensor Algen Sensor Chip (ASC)
single strain array chip
00090
o000
Q000
Verwendung in Typ I Typ IIb Typ Illc Typ FIIb
Biosensorzelle Typ Illa
Membranmaterial Cellulose- Cellulose- Cellulose- Polycarbonat
mischester mischester mischester
Grofle Membran [mm] D47 020 047 047
Immobilisierungsdichte 5 5 1 oder 5 1
der Mikroalgen
[ng Chlorophyll a cm™
Grofle Feld [mm] 940 016 06,7 3,7x3,7
maximal verfiighare 1 1 12 2x18

Felder auf Membran
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PorengroBBe, Typ PC40, Schichtdicke 10 um, Schleicher & Schuell; sowie 2,0 pm
PorengrofBe, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) oder Cellulosemischester (1,2 pum
Porengrofle, Typ ME28, Schichtdicke 140 pum, Schleicher & Schuell), die ggf. durch
Ausstanzen in das gewlinschte Format (Tabelle 2) tiberfiihrt werden.

Das Aufbringen der Organismen auf das Substrat erfolgt bei Minimierung von
mechanischem StreB und Vermeidung von Austrocknung durch ein schonendes
Filtrationsverfahren. Das Substrat wird auf eine Glasfasermatte aufgelegt, die sich auf
einigen Schichten Cellulosetiichern (Liibcke Papier, Berlin, Deutschland) befindet. Bei der
Verwendung von Polycarbonatmembranen wird zwischen das Substrat und die
Glasfasermatte ein weiterer Membranfilter aus Cellulosemischester gelegt. Die
Algenkulturen werden mit Hilfe verschiedener Rahmen in den dafiir vorgesehenen Bereich
auf den Membranfilter appliziert. Tabelle 2 zeigt die verwendeten Substratformate sowie
die verschiedenen Inokulationsbereiche im Zusammenhang mit den verschiedenen
Biosensorzellen, in denen die Biosensormembranen Anwendung finden. Zur Inokulation
der single strain-Membranen werden zylindrische PVC-Rahmen von 40 mm bzw. 16 mm
Durchmesser eingesetzt, die fiir die Dauer der Inokulation leicht auf den Filter aufgedriickt
werden. Die Inokulation der ASC-Membranen wird mit Hilfe von perforierten
Mikrotiterplatten durchgefiihrt, die in einer dafiir gefertigten Halterung (Abbildung 2) mit
der Oberseite auf dem Substrat fixiert werden. Verschiedene Algenkulturen kénnen durch
im Plattenboden angebrachte Bohrungen gezielt auf die dafiir vorgesehenen Felder der
Membran aufgebracht werden. Verwendet werden fiir den Biosensor Typ Illc 96-Well-
Platten mit zylindrischen Wells, @ 6,7 mm (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
USA) und fiir den Biosensor Typ FIIb 384-Well-Platten mit quadratischen Wells, 3,7 mm
x 3,7 mm (MATRIX, ApogentDiscoveries, Wertheim, Deutschland).

Vor der Verwendung in Expositionsexperimenten werden die Biosensormembranen fiir

EBparrrorrchisg
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Abbildung 2 Vorrichtung zur Immobilisierung von Mikroalgen auf Biosensormembranen mit Hilfe von
perforierten Mikrotiterplatten.
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Tabelle 3 Ubersicht iiber die verwendeten Biosensorsysteme.

Biosensorzelle verwendete Fluorometer Einsatzbereich
Membran (Walz)

Typ 11 single strain PAM-2000 Luftschadstoffe

Typ Illa/b single strain PAM-2000 Luftschadstoffe

Typ Illc ASC IMAGING-PAM Luftschadstoffe

Typ FIIb ASC IMAGING-PAM Flussigkeiten

24h bei 22 °C und Lichtintensititen von 15-30 pE m? s' auf Glasfasermatten in
Petrischalen gelagert. Zur Sattigung der Glasfasermatten wird das gleiche Kulturmedium

wie in den anschlieBenden Versuchen eingesetzt.

I1.3.2. Konstruktion der Biosensorzellen

Die Entwicklung der verschiedenen Typen der Biosensorzellen fiir Luftschadstoffe wird
vor allem begleitend zur Entwicklung der Biosensormembranen (Miniaturisierung,
Erhohung der Anzahl der immobilisierten Kulturen) durchgefiihrt. Basierend darauf wird
nachfolgend eine Biosensorzelle fiir die Messung wassergeloster Schadstoffe konstruiert.
Tabelle 3 gibt in der Reihenfolge der Entwicklung eine Ubersicht iiber die vier
verwendeten Konstruktionstypen der Biosensorzelle in Verbindung mit den verwendeten

Biosensormembranen sowie den angekoppelten Fluorometertypen.
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Abbildung 3 Schematische Darstellung des Biosensors Typ II fiir Luftschadstoffe im Querschnitt und in
Ansicht von der Frontseite.
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Biosensoren fiir Luftschadstoffe

Zur Messung von Luftschadstoffen mit einem Algenbiosensor miissen die aquatischen
Mikroorganismen - zumindest im Hinblick auf eine ldangerfristige Verwendbarkeit - mit
Wasser und Nihrsalzen versorgt werden, gleichzeitig aber in Kontakt mit dem
umgebenden Gasraum stehen. Unter Berlicksichtigung dieser Gegebenheiten wird die
Konstruktion der Biosensorzellen durchgefiihrt.

Das Gehiuse der Biosensorzelle Typ I aus V4A-Stahl 148t sich gasdicht verschliefen und
beinhaltet ein Volumen von ca. 500 ml (Abbildung 3). Im zylindrischen Innenraum der
Zelle ist ein Glasfaservlies (50 x 50 mm) befestigt, dessen Abstand zur vorderen
Plexiglasscheibe mittels des horizontal variablen Haltesystems regulierbar ist. Das
Glasfaservlies wird kontinuierlich mit Kulturmedium durchstrémt, das mit einer
DurchfluBgeschwindigkeit von 3,0 ml h™' iiber eine peristaltische Schlauchpumpe zu- und
abgefiihrt wird. Auf der zur Vorderseite der Zelle gewandten Seite des Glasfaservlieses
wird die runde Biosensormembran (@ 47 mm) mit den immobilisierten Mikroalgen
aufgelegt. Mit Hilfe einer Membranpumpe kann ein kontinuierlicher Gasstrom iiber zwei
Durchfithrungen an der Zellenrickwand durch die Zelle geleitet werden.
Chlorophyllfluoreszenzmessungen in dem geschlossenen System werden durch die
Plexiglasscheibe durchgefiihrt. In der lichtundurchldssigen Frontabdeckung aus PVC
befindet sich zu diesem Zweck eine Aufnahme fiir den Fiberoptikleiter des
Chlorophyllfluorometers. Der Abstand des Fiberoptikleiters zur Biosensormembran im
variablen Haltesystem wird auf 12 mm justiert, um ein optimales Verhiltnis zwischen der

Fluoreszenzintensitdit und der in die Messung eingeschlossenen Fliche der
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Abbildung 4 Schematische Darstellung des Biosensors Typ I1la/b fiir Luftschadstoffe im Querschnitt.
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Biosensormembran zu erreichen.

Eine Weiterentwicklung der Biosensorzelle stellt Typ Illa/b dar (Abbildung 4). Der
seitliche Gehdusekorper ist aus PVC gefertigt und beinhaltet Zu- und Ableitungen sowohl
des Medienversorgungssystems als auch der Gaszufuhr. Die von Kulturmedium mit 3,0
ml h™' durchstromte Glasfasermatte wird durch das seitliche Gehiuse fixiert und liegt mit
der Riickseite auf einem Edelstahlblech auf. In der Gehéuseriickwand aus Messing ist ein
Schneckengang integriert, der in Verbindung mit einem angeschlossenen
Wasserthermostaten der Temperierung des Edelstahlblechs dient. Auf diese Weise konnen
stabile Temperaturen auf der auf die Glasfasermatte aufgelegten Biosensormembran
eingestellt werden. Die Biosensorzelle vom Typ III wird in 2 GroBenausfithrungen
verwendet. Typ Illa ist fiir runde Biosensormembranen mit einem Durchmesser von 47
mm konstruiert, Typ IIb kann Membranen mit einem Durchmesser von 20 mm
aufnehmen. Dementsprechend betrdgt das Volumen des Innenraums der Biosensorzelle
17,3 ml (Typ Ila) bzw. 3,1 ml (Typ IlIb).

Um die Verwendung des Biosensors in Verbindung mit einem Imaging Fluorometer zur
ermoglichen, werden geringfligige Modifikationen des Typs Illa/b durchgefiihrt. Die
Frontseite des Typs Illc (Abbildung 5) wird gegeniiberliegend der Biosensormembran nur
von der Plexiglasscheibe abgedeckt, vor die sich die CCD-Kamera des Imaging
Fluorometers orientieren 14Bt. Die urspriinglich zur Abdunklung und als Halterung fiir den
Fiberoptikleiter vorgesehene PVC-Abdeckung dient hier nur der Fixierung der
Plexiglasscheibe. Zur Abschirmung vom AulBenlicht konnen Biosensorzelle und CCD-

Kamera mit einem lichtundurchléssigen Textilgewebe abgedeckt werden.
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Abbildung 5 Schematische Darstellung des Biosensors Typ Illc fiir Luftschadstoffe im Querschnitt.
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Biosensoren fiir wassergelidste Schadstoffe

Die Messung von wassergelosten Schadstoffen mit Hilfe von immobilisierten Mikroalgen
erfordert einige Modifikationen der oben beschriebenen Biosensorkammern, die zur
Detektion von gasformigen Verbindungen entwickelt worden sind.

Die Biosensorzelle Typ FIIb (Abbildung 6) wird aus chemisch bestindigem Delrin
(Polyacetal) hergestellt und besteht aus einem die wesentlichen technischen Merkmale
aufweisenden Hauptkorper und einer Frontabdeckung. Die Biosensormembran mit den
immobilisierten Mikroalgen wird zwischen Hauptkorper und aufsetzbarer vorderer
Abdeckung fixiert, wobei die immobilisierten Mikroalgen sich auf der zur Frontseite hin
gewandten Seite der Biosensormembran befinden. Hinter Algenkulturen und Membran
befinden sich, in den Hauptkorper der Zelle eingelassen, zwei getrennte, unabhingige
Durchfluf3zellen fiir fliisssige Medien. Mittels einer Schlauchpumpe koénnen Fliissigkeiten
durch einen am oberen AnschluB angelegten leichten Unterdruck durch die
Durchflulzellen stromen. In den DurchfluBzellen integrierte Stege stabilisieren die
Biosensormembran gegeniiber unterdruckbedingten Bewegungen in Richtung der
Riickseite. Wassergeloste Komponenten werden durch Diffusion durch die Membran auf
die Seite der immobilisierten Algen transportiert. Die Temperierung der Durchflufzellen
erfolgt iiber den riickwirtigen Gehdusebereich, der in den Kreislauf eines
Wasserthermostaten integriert ist. Messungen der Chlorophyllfluoreszenz werden mit

einem Imaging Chlorophyllfluorometer durchgefiihrt.

Dumreshnt o dermy asn by
I = ok Sy
P __-__| L] g
et T | === T | Il
Fangancheby —
o R
Lo L R
rS:ll!-rﬂ.nr-;nl-l:"-E..-qE
i D)y |

Abbildung 6 Schematische Darstellung des Biosensors Typ FIIb fiir wassergeloste Schadstoffe im
Querschnitt.
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11.3.3. Nutzung der Chlorophyllfluoreszenz als biosensorisches Signal

Die Chlorophyllfluoreszenz wird als eine meBbare Grofle des umweltsensitiven
Photosyntheseprozesses als Signal des Biosensors genutzt. In den folgenden Abschnitten
wird das Prinzip der Fluoreszenzmessung sowie die experimentelle Anordnung und

Anwendung im Biosensorsystem erldutert.

Messung der Chlorophyll a-Fluoreszenz mittels des PAM-Prinzips

Konventionelle Chlorophyllfluorometer verwenden dieselbe Lichtquelle zur Anregung der
Chlorophyllfluoreszenz (I=650-800 nm) und der Photosynthese. Diese Geréte sind in ihren
Anwendungsmoglichkeiten stark eingeschriankt, da das zu detektierende Fluoreszenzlicht
von Anregungs- und Photosynthesebeleuchtung getrennt und von moglicher
Hintergrundbeleuchtung isoliert werden mufB. Diese Nachteile werden durch die
Anwendung des von Schreiber et al. (1986) beschriebenen pulsamplitudenmodulierten
(PAM) MeBprinzips umgangen. Ein schwaches, pulsmoduliertes LED-MefBlicht wird zur
Anregung der Chlorophyllfluoreszenz eines photosynthetisch aktiven Organismus
verwendet. Je nach PAM-Fluorometer betridgt die Pulsfrequenz dieses Anregungslichts
1 Hz bis 20 kHz. Dieses schwache, nicht aktinische Anregungslicht induziert eine
Chlorophyllfluoreszenz mit einer identischen Pulsmodulation. Auf Grund dieser
pulsmodulierten ,,Signatur® wird die Unterscheidung der Chlorophyllfluoreszenz von dem
die Photosynthese induzierenden Licht und der auftretenden Hintergrundstrahlung
ermoglicht, auch wenn diese Strahlungsquellen das Fluoreszenzsignal mit einer vielfachen

Intensitit (0 x10°) iiberschreiten.

Chlorophyllfliuoreszenz Quenching Analyse
Die Methode der PAM-Chlorophyllfluoreszenzanalyse wird zur Beschreibung des

Photosynthesestatus von Hoheren Pflanzen und Algen seit langem eingesetzt.
Chlorophyllmolekiile im Reaktionszentrum des Photosystems II (PSII) werden durch
Lichtenergie angeregt. Die absorbierte Lichtenergie wird hauptsichlich drei verschiedenen,
miteinander konkurrierenden Prozessen zugefiihrt: Ein Teil der Lichtenergie geht in die
photochemischen Prozesse iiber (Elektronentransport, Aufbau des Protonengradienten).
Des weiteren wird Energie in Form von Wirme und als Fluoreszenz abgegeben. Prinzipiell
146t sich eine hohe Fluoreszenzausbeute messen, wenn Photochemie und Wéarmeabgabe
gering sind. Gesteigerte Photochemie und Warmeabgabe resultieren daher umgekehrt in

einer Loschung (,,quenching®) des meB3baren Fluoreszenzsignals. Photochemische Prozesse
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und nicht-photochemische Vorginge (Wirmeabgabe) werden daher auch als
,photochemisches Quenching* (PQ) und ,nicht-photochemisches Quenching® (NPQ)
bezeichnet. Beobachtet man eine Verdnderung der Fluoreszenzausbeute, stellt sich die
Frage, in welchem Ausmal die beiden unterschiedlichen Quenching-Prozesse jeweils dazu
beitragen. Diese Anteile lassen sich mit Hilfe der sogenannten Séttigungspuls-Methode
ermitteln.

Diese Methode basiert auf der Anwendung eines kurzen aber intensiven Séttigungsblitzes,
der den priméren Elektronenakzeptor (Plastochinon Q) des PSII vollstindig reduziert und
somit den Elektronentransport und damit die Umwandlung von Lichtenergie in
photochemische Energie verhindert (PQ=0). Zwei Sonderfille ermoglichen hier die
Analyse der Quenchingprozesse:

(1) Bei dunkeladaptierten Proben ist theoretisch kein nicht-photochemisches Quenching
vorhanden und das photochemische Quenching maximal (da der primére
Elektronenakzeptor vollstandig oxidiert vorliegt).

(2) Sowohl bei dunkel- als auch bei lichtadaptierten Proben dndert sich das Ausmal} von
NQP wihrend des kurzen Séattigungsblitzes (U1 s) nicht.

Ein wihrend des Séattigungsblitzes unter aktinischer Beleuchtung beobachteter Anstieg der
Fluoreszenz F; auf das maximale Fluoreszenzsignal F’,, spiegelt das photochemische
Quenching wider. Im Vergleich mit der zuvor durchgefiihrten Bestimmung der maximalen
und minimalen Fluoreszenzausbeute (F,, und Fj), gemessen an dunkeladaptierten Proben
(PQ=max, NPQ=0), wird eine Aussage {iber den relativen Anteil des photochemischen und

nicht-photochemischen Quenchings méoglich.

Zur Beschreibung des photochemischen und nicht-photochemischen Quenchings dienen
die Quenching-Koeffizienten qP und gN, die sich nach Schreiber et al. (1986) aus den

aufgenommenen Fluoreszenzparametern wie folgt berechnen lassen:

qP = (F’m—Fy) / (F'r — Fo)
GN = (Fm —F’1n) / (Fm —Fo)

Ein weiterer Parameter zur Charakterisierung des Zustands der Photosynthese unter
aktinischer Beleuchtung ist die Quantenausbeute (auch Quanteneffizienz) des

Photosystems II (auch des Elektronentransports) Upsyy (Genty et al., 1989):
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DPSH = F’m - Ft / F’m =0F/ F’m.

Upsi gibt die Effizienz der Energieumwandlung von Lichtenergie zu photochemischer
Energie durch das Photosystem II bei ablaufender Photosynthese wieder.

Die maximale Quantenausbeute des Photosystems II beschreibt die Effizienz, mit der die
Anregungsenergie in die oxidiert vorliegenden Reaktionszentren des PSII iibernommen

werden kann (Butler & Kitajima, 1975; Baker, 1991) und errechnet sich nach:

Upstimax = Fm — Fo / Fm = Fy/ Fpn.

Eine Proportionalitit von Upsy bzw. Upsiimax zur Quantenausbeute der CO;-Assimilation
oder zur Quantenausbeute der Sauerstoffentwicklung konnte gezeigt werden (z. B.

Bjorkmann & Demming, 1987; Genty et al., 1989; Krause & Weis, 1991).

Durchfiihrung der Fluoreszenzmessungen

In den entwickelten Biosensorsystemen werden das ,,PAM-2000 Chlorophyll Fluorometer*
und das ,,IMAGING-PAM Chlorophyll Fluorometer* der Firma Walz GmbH (Effeltrich,
Deutschland) verwendet. Der wesentliche Unterschied zwischen den beiden Gerdten
besteht in dem Modus der Fluoreszenzdetektion. Wihrend das PAM-2000 eine an einen
Fiberoptikleiter gekoppelte analoge Photodiode verwendet, nimmt das IMAGING-PAM
die Fluoreszenz tiber eine CCD-Kamera in Form eines digitalen Bilds auf. In Folge dessen
ist das gemessene Fluoreszenzsignal des PAM-2000 ein gemittelter Wert der gesamten in
die Messung eingeschlossenen Flache. Dagegen liefert das Fluoreszenzbild mit 640 x 480
Bildpunkten zweidimensional aufgeldste Informationen, die mit Hilfe der dazugehdorigen
Software in definierten Bereichen ausgewertet werden konnen. Dies ermoglicht z. B. den
zeitgleichen Einsatz verschiedener immobilisierter Mikroalgenstimme in einem
Biosensorsystem. Das ,,mini-PAM Chlorophyll Fluorometer (Walz GmbH) wird als
portables Gerit in den Experimenten zur Uberwachung des physiologischen Status von
langzeitimmobilisierten Kulturen eingesetzt.

Tabelle 4 gibt eine Ubersicht iiber die wichtigsten technischen Spezifikationen der
Chlorophyllfluorometer. Des weiteren ist deren Verwendung in Verbindung mit den
verschiedenen Biosensorsystemen und die Kategorie der durchgefiihrten Experimente

angegeben.
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Tabelle 4 Ubersicht iber die

Chlorophyllfluorometer und deren Spezifikationen und Einstellungen.

in den wichtigsten experimentellen Setups verwendeten PAM-

VOC- VOC- VOC- Herbizid- Wachstum,
Experiment Exposition Exposition Exposition exposition Medien-
Langzeit Chip Chip versorgung
Typ Biosensor I ITa/b Ilc FIIb -
Fluorometer PAM-2000 PAM-2000 IMAGING- IMAGING- mini-PAM
PAM PAM
Anregungslicht
Pulsmodulation 600 Hz oder 600 Hz oder 1 Hz 1 Hz 600 Hz oder
20 kHz 20 kHz 20 kHz
Pulsldnge 3 us 3 us 3 us
|]Maximum [nm] 655 655 470 470 650
Intensitit [uE m™ s™] >0,5 >0,5 >0,5 >0,5 >0,5
Fluoreszenzdetektion
Detektor Photodiode Photodiode CCD- CCD- Photodiode
Kamera Kamera
0 [nm] > 700 > 700 > 630 > 630 > 700
Aktinische
Beleuchtung
Typ LED LED LED LED Fluoreszenz-
lampen, s. II.1.1
Umax [nm] 655 655 470 470 weill
Intensitit [uE m™ s™] 35 35 30 20 30
Séattigungspuls
Lampe Halogen Halogen LED LED Halogen
Umnax [nm] weild welil} 470 470 weild
Intensitit [uE m™ s™] 2000 2000 > 700 > 700 2000
Dauer [ms] 600 600 800 800 600
Lichtprogramm B A A A -
(siche Abbildung 7)
Sequenz des 5 5 (Typ Illa) 2 2 -

Séattigungsblitzes
[min]

2 (Typ IlIb)
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Abbildung 7 Die Beleuchtungsprogramme zur Messung der Chlorophyllfluoreszenz. Programm A:
Fluoreszenzmessungen (F,, Berechnung von OF/F’,) bei kontinuierlicher Beleuchtung unter Anwendung
eines Sattigungsblitz von 5 oder 2 min. Programm B: Alternierende Licht-/Dunkelphasen von jeweils 10 min
Dauer fiir die zusdtzliche wiederholte Aufnahme der Dunkelparameter am Ende der Dunkelperiode (Fo, Fy,
Berechnung von F,/F,,). Bei Anwendung eines Séttigungsblitzes wihrend der aktinischen Beleuchtung lassen
sich so auBBerdem qN und gP bestimmen.

Abbildung 7 stellt die wihrend der Expositionsexperimente angewendeten
Beleuchtungsprogramme dar, die iiber die Chlorophyllfluorometer appliziert werden.
Sollen neben F; und UF/F’;, die Quenchingkoeffizienten qP und qN sowie F,/F,, ermittelt
werden, ist eine vorangehende Messung an einer dunkeladaptierten Probe notwendig.
Beleuchtungsprogramm B verwendet daher alternierende Licht-/Dunkelperioden von
jeweils 10 min. Sollen dagegen nur F; und UF/F’;, bestimmt werden, eignet sich die
Anwendung von Beleuchtungsprogramm A. Das Programm verwendet Dauerlicht und
erfordert eine wesentlich kiirzere Vorlaufphase bis zur Stabilisierung der

Fluoreszenzparameter, d. h. bis zum Beginn der Expositionsphase (siche Abbildung 7).
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11.4. Expositionsexperimente mit toxischen Substanzen
Die  Erprobung und Charakterisierung der Biosensorsysteme erfolgt in

Expositionsexperimenten mit gasformigen oder wassergelosten Schadstoffen.

11.4.1. Expositionsexperimente mit VOCs

In Expositionsexperimenten werden die fliichtigen organischen Verbindungen Methanol
und Formaldehyd eingesetzt (Carl Roth GmbH). Zur Herstellung der VOC-Déampfe wird
das Konzentrationsgleichgewicht zwischen fliissiger und gasformiger Phase ausgenutzt.

Dieses Gleichgewicht wird durch die stoffspezifische Henry-Konstante
ki M atm™] = ¢,/ p,

bei definierter Temperatur beschrieben, wobei ¢, die Stoftkonzentration in der wilrigen
Phase und p, der Partialdruck des Stoffs in der Gasphase ist. Die Temperaturabhéngigkeit

von kj; 148t sich nach
oo H
k, Ok, DexpE%HlDL@E

berechnen; &, und T" beziehen sich hier auf Standardbedingungen bei 25 °C. Anhand der

dimensionslosen Henry-Konstante k,;, die die Stoffkonzentrationen in beiden Phasen

berticksichtigt, 148t sich das Konzentrationsgleichgewicht als
ky Uc,/c,

ausdriicken, wobei ¢, und ¢, die Konzentration des Stoffs in Wasser- und Gasphase

angeben. Die Beziehung zwischen kz; und k,; kann nach Sander (1999) als

Txky =122 % ki
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wiedergegeben werden und wird zur Berechnung des Konzentrationsgleichgewichts der in
den Expositionsexperimenten bendtigten VOC-Konzentrationen in der Gasphase
herangezogen. Die zur Berechnung notwendigen Konstanten werden fiir Methanol aus
Snider & Dawson (1985) und fiir Formaldehyd aus Zhou & Mopper (1990) entnommen.
Das Einstellen der VOC-Konzentrationen erfolgt mindestens 30 min vor
Expositionsbeginn in mit 2 1 H,Oqe. gefiillten Glasflaschen eines Gesamtvolumens von 11
1. Das Gasvolumen der Flasche wird mit durch einen Kohle- und einen Sterilfilter (Gelman
Acro 50; Pall, New York, USA) filtrierter und befeuchteter Druckluft aufgefiillt.
AnschlieBend wird die entsprechende Menge an VOC bei definierter Temperatur
zugegeben und die Losung wéhrend der Experimente mittels eines Magnetriihrers
kontinuierlich durchmischt.

Wiéhrend der Expositionsphase zirkuliert das Gasgemisch mit Hilfe einer Membranpumpe
mit einer Stromungsleistung von 1,0 1 min" iiber ein Schlauchsystem zwischen dem
Vorratsbehidlter und der Biosensorzelle (Typ II und IIla/b/c), in der sich die
immobilisierten Mikroalgen befinden (Abbildung 8).

Fluoreszenzmessungen werden wie oben beschrieben fiir mindesten 30 min in VOC-freier
Luft durchgefiihrt, bis sich ein konstanter Photosynthesestatus in Bezug auf die ermittelten
Fluoreszenzparameter einstellt. Basierend auf dem Mittelwert der letzten 3-5* Messungen

unter  VOC-freier Luft werden die  prozentualen  Verdnderungen  der

L

-

S— -
=

Ty

Abbildung 8 Versuchsaufbau der Expositionsexperimente mit fliichtigen organischen Verbindungen (VOC):
bs Biosensorzelle, ¢f Chlorophyllfluorometer, km Kulturmedium, vd VOC-Déampfe, p Pumpe, pc Rechner,
wt Wasserthermostat.

* Bei einer MeBfrequenz von 5 min dienen die letzten drei Werte vor Beginn der Schadstoffexposition als
Referenz. Wird eine Mefifrequenz von 2 min angewandt, werden die letzten fiinf Werte verwendet.
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Photosyntheseparameter wéhrend der anschlieBenden Expositionsphase von bis zu 60 min
Dauer berechnet. Zur Beriicksichtigung von nicht-VOC-induzierten Effekten auf die
Chlorophyll a-Fluoreszenz werden die erhobenen Fluoreszenzparameter durch Daten aus

Kontrollexperimenten mit VOC-freier Luft korrigiert.

11.4.2. Expositionsexperimente mit Herbiziden

Die Triazine Atrazin (2-Chloro-4-ethylamino-6-isopropylamino-1,3,5-triazin) und Simazin
(2,4-Bis(ethylamino)-6-chloro-1,3,5-triazin), die Harnstoffderivate Diuron (3-(3,4-
Dichlorophenyl)-1,1-dimethylharnstoff) und Isoproturon (3-(4-Isopropylphenyl)-1,1-
dimethyharnstoff) und das Bipyridyliumsalz Paraquat (1,1'-Dimethyl-4,4'-bipyridinium-
dichlorid-hydrat) werden tiber Riedel-de Haén (Seelze, Deutschland) als PESTANAL
Analysenstandard bezogen. Stammlosungen der Herbizide werden mit einer Konzentration
von 100 mg I in 99,9 % Ethanol (ROTIPURAN, Carl Roth GmbH) angesetzt und bis zur
Verwendung bei 4 °C gelagert.

In den Expositionsexperimenten werden Herbizide in Konzentrationen von 0,05 bis 500
ng 1! eingesetzt. Die entsprechenden Konzentrationen werden in BBM Kulturmedium
angesetzt. Die Durchfithrung der Experimente erfolgt unter der Verwendung des
Biosensorsystems Typ FIIb in zwei unabhidngigen Durchfluflzellen. Die Applikation von
Herbiziden und herbizidfreien Losungen erfolgt rezirkulierend (Gesamtmenge der
Losungen 50 ml) iiber eine Schlauchpumpe mit einer DurchfluBrate von 2,9 ml min™. Zur
Verhinderung von  Herbizidabsorption werden ausschlieBlich  Pumpen- und
Verbindungsschldauche aus chemisch inertem Teflon bzw. Viton -eingesetzt. Die
Temperatur wihrend der Expositionsexperimente wird mittels des Wasserthermostaten auf
21,5 °C eingeregelt. Jeweils ein Expositionsexperiment wird zeitgleich mit einem
parallelen Kontrollexperiment durchgefiihrt. Die begleitenden Kontrollexperimente zu den
Herbizidexpositionen von 500 pg 1" werden unter Zugabe der entsprechenden Menge
Ethanol durchgefiihrt, die in der Herbizidlosung enthalten ist. Wie in Experimenten
bestitigt werden kann, beeinflussen die in den Herbizidlosungen von 0 100 pgl”
enthaltenen Ethanolkonzentrationen die gemessenen Fluoreszenzparameter nicht.

Die ermittelten Fluoreszenzparameter F; und UF/F’,, werden, wie unter 11.3.3 beschrieben,
fiir 16 min mit herbizidfreiem Kulturmedium ermittelt und dienen als Referenz fiir die
anschlieBende Expositionsperiode von 20 min. Herbizidinduzierte prozentuale

Verdnderungen der Fluoreszenzparameter wihrend der Expositionsphase werden durch
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den Vergleich der Expositionsdaten mit dem Mittelwert der letzten drei MeBBwerte vor
Beginn der Expositionsperiode ermittelt. Zur Beschreibung der Herbizidwirkung auf die
Chlorophyllfluoreszenzparameter werden zwei verschiedene Verfahrensweisen angewandt.
(1) Zeitlich terminale Auswertung: Die herbizidinduzierten Effekte werden als
Verdnderung der Fluoreszenzparameter an einem bestimmten MeBzeitpunkt innerhalb der
Expositionsphase ausgedriickt. (2) [Integrierte Auswertung: Die innerhalb der
Expositionsperiode alle 2 min aufgenommenen Fluoreszenzparameter werden tiber diesen
Zeitraum integriert, um den gesamten Verlauf der Exposition in die Auswertung
einzubeziehen (Trapmann et al., 1998). Zur Bildung der Integrale wird GraphPad Prism
v4.02 for Windows (GraphPad Software, San Diego, USA) verwendet.

Einfliisse anderer Faktoren auf die erhobenen Fluoreszenzparameter werden durch die
simultan in der zweiten Durchflufizelle durchgefiihrten Kontrollmessungen korrigiert. Im
Anschlu an die Herbizidexposition werden die Durchflulizellen mit ca. 10 ml
Kulturmedium gespiilt, um anschliefend die Reversibilitidt des Biosensorsignals iiber einen

Zeitraum von 10 min zu beobachten.
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IL.5. Statistische Analysen

Zur Analyse der Daten aus den Expositionsexperimenten mit Luftschadstoffen wird
GraphPad Prism v4.02 verwendet. Zum Vergleich von Datensdtzen wird der
nichtparametrische Mann-Whitney Test herangezogen, dessen Ergebnisse u. a. der
Definition der NOEC (No Observed Effect Concentration) und LOEC (Lowest Observed
Effect Concentration) dienen. Die durchgefiihrten nichtlinearen Regressionen basieren auf
dem Modell der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Beziehung und dienen als Basis zur
Berechnung der ECsp mit 95 % Vertrauensbereichen. Zur Bestimmung des linearen
MeBbereichs der Biosensoren werden lineare Regressionen durchgefiihrt.

Aus Datensétzen der Expositionsexperimente mit wassergelosten Schadstoffen werden die
ECsp mit 95 % Vertrauensbereichen und die Sittigung des Biosensorsignals ebenfalls mit
GraphPad Prism v4.02 nach dem Modell der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Beziehung
ermittelt. Die Definition des linearen MeBbereichs erfolgt durch lineare Regression mit der
gleichen Software. Zur Bestimmung der NOEC und LOEC werden die Datensétze mittels
des Student’schen t-Tests (p=0,05) unter der Verwendung von Microsoft Office Excel
2003 (Microsoft GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland) miteinander verglichen. Der
Student’sche t-Test (p=0,05) wird dariiber hinaus auch zur Analyse von signifikanten
Unterschieden innerhalb der schadstoffspezifischen Wirkungsmuster verwendet (vgl.
Abschnitt I1.6).

Als Nachweisgrenzen des Biosensors wird die Schadstoffkonzentration definiert, die im
Gegensatz zur nidchst niedrigeren applizierten Konzentration, statistisch signifikante
Unterschiede (Mann-Whitney Test, pl0,05) gegeniiber einer Kontrollmessung aufweist.
Dabei wird gleichzeitig vorausgesetzt, dal mit, von der Nachweisgrenze an, ansteigender
Konzentration eine Konzentrationsabhéngigkeit des Biosensorsignals festzustellen ist. Die
LOEC dagegen gibt das mit steigender Konzentration erste Auftreten von signifikanten
Unterschieden des Biosensorsignals zur Kontrolle an, auch wenn bei einer hoéheren
Konzentration keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden koénnen (z. B. auf

Grund einer starken Variabilitdt innerhalb der Datensétze).
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I1.6. Analyse von schadstoffspezifischen Reaktionsraten und

Wirkungsmustern
Die in dieser Arbeit vorgestellten Biosensorsysteme ermoglichen die zeitgleiche
Verwendung verschiedener Mikroalgenstimme in Expositionsexperimenten sowohl fiir
Luftschadstoffe als auch fiir wassergeloste Schadstoffe. Um unterschiedliche Reaktionen
der verschiedenen Mikroalgenstimme auf einen Schadstoff, unabhidngig von dessen
Konzentration, zu beschreiben, wird die Reaktionsrate (engl. response rate) verwendet. Die
dimensionslose Reaktionsrate ist definiert als der Quotient des Biosensorsignals von zwei
unterschiedlichen Algenstimmen. Das Biosensorsignal definiert sich wiederum als die
prozentuale Verdnderung der chlorophyllfluorometrisch ermittelten

Photosyntheseparameter gegeniiber einer Referenzmessung (Kontrolle).

Aus der Verwendung einer bestimmten Anzahl von Mikroalgenstimmen (m) in
Expositionsexperimenten lassen sich m*-m Reaktionsraten errechnen. Die Gesamtheit
dieser Reaktionsraten bildet ein Wirkungsmuster (engl. response pattern: RP), das
nachfolgend auf seine Schadstoffspezifitéit untersucht werden kann.

Die Analyse von schadstoffspezifischen Wirkungsmustern wird anhand von neun
verschiedenen Mikroalgenstimmen durchgefiihrt. Daraus ergibt sich zunéchst ein aus 72
Reaktionsraten bestehendes Wirkungsmuster, das in Expositionsexperimenten mit fiinf
verschiedenen photosynthetisch wirksamen Herbiziden in einem Konzentrationsbereich
von 0,05 - 500 pg I'" aufgenommen wird. Die Berechnung einer Reaktionsrate aus der
Reaktion von zwei Algenstimmen wird nur fiir Herbizidkonzentrationen durchgefiihrt, die
sich in einem gemeinsamen Bereich einer linearen Dosis-Wirkungs-Beziehung beider
Algen befinden. Anschliefend wird die Konzentrationsabhéngigkeit der Reaktionsraten
statistisch tiberpriift. Alle konzentrationsunabhidngigen Reaktionsraten der jeweiligen
Algenpaare werden nun unter Beriicksichtigung der verschiedenen Herbizide miteinander
verglichen. Herbizidspezifische, d. h. zu allen anderen Herbiziden signifikant
unterschiedliche, und konzentrationsunabhingige Reaktionsraten = werden  zur
Identifizierung der Herbizide herangezogen. Das herbizidspezifische Wirkungsmuster (im
Folgenden RP1, Kalibrations-Wirkungsmuster) kann somit aus deutlich weniger
Reaktionsraten bestehen, als sich theoretisch errechnen lassen. Die Anzahl von
herbizidspezifischen Reaktionsraten fiir die einzelnen Herbizide ist in Tabelle 13 (S.61)

aufgefiihrt.
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Zur Evaluierung dieser Methode zur Schadstoffidentifizierung werden weitere
Wirkungsmuster (RP2, Evaluierungs-Wirkungsmuster) bei einer Konzentration im Bereich
der linearen Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir 4 Herbizide aufgenommen. Diese
Wirkungsmuster RP2  werden mit den zuvor ermittelten herbizidspezifischen
Wirkungsmustern (RP1) verglichen. Fiir jedes Herbizid wird die prozentuale Abweichung
des Wirkungsmusters RP2 von dem Kalibrations-Wirkungsmuster RP1 als Mittel des
Betrags der einzelnen prozentualen Abweichungen der herbizidspezifischen und

konzentrationsunabhédngigen Reaktionsraten errechnet.
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I11. ERGEBNISSE

III.1.  Stabilitit der immobilisierten Kulturen

Zur Untersuchung der Langzeitstabilitit immobilisierter Mikroalgen werden
Verbundschichtkulturen einer Auswahl von 25 Siflwasseralgen verschiedener Gruppen
angelegt und in Kulturkisten kontinuierlich mit Kulturmedium versorgt. Uber einen
Zeitraum von 21 d wird der  physiologische Zustand mittels
Chlorophyllfluoreszenzmessungen (UF/F’,) tiberpriift, die in den hier entwickelten
Biosensorsystemen der Beschreibung der Schadstofftoxizitidt dienen (Tabelle 5). 80 % der
Stimme zeigen eine dauerhaft stabile Effizienz des PSII. Bei 72 % der Algenkulturen kann
ebenfalls ein eindeutiges Wachstum durch optische Kontrolle festgestellt werden.

Um den EinfluB der kontinuierlichen Kulturmedienversorgung auf die Stabilitit von
UF/F’m zu ermitteln, werden Biosensormembranen von Klebsormidium tiber 30 d mit
frischem Kulturmedium versorgt. Parallel dazu werden Membranen ohne Austausch des
Kulturmediums im Verbundschichtsystem kultiviert. Wéahrend die kontinuierlich
versorgten Kulturen konstante UF/F’,, in einem Bereich von 0,70 bis 0,65 zeigen, kann im
selben Zeitraum unter stationdrer Medienversorgung ein annédherungsweise linearer Abfall

von UF/F’y, um ungefihr 70 % beobachtet werden (Abbildung 9). Signifikante

1.0 ®  M1939 kontinuierliche Medienversorgung
0.94 O M1939 kein Austausch von Kulturmedium

0.8 1 © M2009 kontinuierliche Medienversorgung

e R IELb

fon By
22 Eﬁ%ﬁ %
0.1-

1 1 1 1 1 1
02 6 10 14 18 22 26 30
Alter der Biosensormembranen [d]

Abbildung 9 Quanteneffizienz des Elektronentransports UF/F’,, immobilisierter Klebsormidium-Stimme
(M1939 und M2009) iiber einen Zeitraum von 30 d. Die Kulturen werden kontinuierlich mit frischem
Kulturmedium versorgt oder innerhalb der 30 d ohne den Austausch des Kulturmediums kultiviert.
Hemmung UF/F’, + Standardabweichung (#04), Immobilisierungsdichte zu Versuchsbeginn 5 pg
Chlorophyll a cm™.
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Unterschiede zwischen beiden Ansétzen lassen sich bereits nach 7 d feststellen.

Tabelle 5 Ubersicht iiber die fiir 21 d auf Verbundschichten kultivierten Algen sowie eine abschlieBende
Bewertung iiber deren Wachstum (+ deutlich erkennbar, - nicht erkennbar) und physiologischen Zustand
(+ stabile OF/F’,, iiber den Versuchszeitraum, - OF/F’,, nicht stabil oder kontinuierlich abnehmend).
Kulturbedingungen: Temperatur 14 °C, Lichtintensitit 20 uE m™ s, Waris-H Kulturmedium, n=2.

Wachstum stabile OF/F’,
Stamm Klasse deutlich im Versuchs-
erkennbar zeitraum

M1398 Scherffelia dubia Chlorophyta + +
MO0560 Scourfieldia sp. Prasinophyceae - +
SAGB26.82 Tetraselmis cordiformis + +
SAG11-60a Chlamydomonas oblonga Chlorophyceae + +
CCACO0011 Eudorina elegans + +
CCACO0055 Haematococcus pluvialis + +
CCAP 909/9 Chromulina chionophila Chrysophyceae + +
M1625 Chroomonas sp. Cryptophyceae + +
M1395 Cryptomonas phaseolus - -
M1488 Cryptomonas curvata + +
M1164 Lyngbya halophila Cyanobacteria + +
M1167 Nostoc muscorum + +
MI1317 Synechocystis sp. + +
UTEX LB 2255 Cystodinium sp. Dinophyceae + +
UTEX LB 2255  Peridinium inconspicuum + +
CCACO0075 Woloszynskia pascheri - -
M1883 Euglena archaeoplastidiata Euglenophyceae -

SAG1224-5/25  Euglena gracilis -

M1949 Phacus sp. + -
MO0764 Cyanophora paradoxa Glaucocystophyceae - -
M2009 Klebsormidium sp. Klebsormidiophyceae +

M1939 Klebsormidium sp. + +
MO0796 Synura sp. Synurophyceae - -
M1887 Cosmarium eleganitssimum Zygnemophyceae +

CCACO0120 Staurodesmus convergens +
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II1.2.  Entwicklung eines Algenbiosensors fiir gasformige Schadstoffe

Die hier durchgefiihrte Entwicklung eines Algenbiosensorsystems fiir gasformige
Schadstoffe gliedert sich im wesentlichen in zwei Phasen: Zu Beginn soll {iberpriift
werden, inwiefern die langzeitstabilen Algenkulturen {iber einen Zeitraum von einigen
Wochen wiederholt zum Nachweis toxischer Substanzen eingesetzt werden kénnen. Daran
schliet sich eine eingehendere Charakterisierung der Biosensoren in ihrer Eignung zur
Messung von VOCs an, die ebenfalls eine Methode zur Identifizierung dieser Substanzen

einschlief3t.

II1.2.1.  Etablierung eines langzeitstabilen fluoreszenzoptischen Biosensorsystems

unter Nutzung der Verbundschichttechnologie

Wiederholte Expositionsexperimente mit Methanoldimpfen

Biosensormembranen von Klebsormidium (M1939) werden tiber 30 Tage kultiviert und
innerhalb dieses Zeitraums wiederholt Methanolddmpfen von 500 ppm ausgesetzt. Die 60-
miniitigen Expositionsexperimente werden im Biosensorsystem Typ II durchgefiihrt. Die
Messung der Chlorophyllfluoreszenzparameter erfolgt bei alternierenden Licht- und

Dunkelphasen (Abbildung 7). 1 d nach Herstellung der Membranen kann nach 20 min
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Abbildung 10 Biosensorsignale in Form der prozentualen Verdnderungen der verschiedenen
Fluoreszenzparameter gegeniiber der Kontrolle bei Methanolexposition von 20 min bei 500 ppm. Wiederholte
Expositionsexperimente werden {iber einen Zeitraum von 30 d mit Klebsormidium (M1939) durchgefiihrt. (a)
Verdnderungen der Fluoreszenz F, und F’,,. (b)) Hemmung der maximalen Quanteneffizienz F,/F,, (10 min
Exposition) und effektiven Quanteneffizienz (UOF/F’,) des Elektronentransports. (¢) Anstieg des
nichtphotochemischen Quenchings. Alle Angaben + Standardabweichung (n=4), Biosensor Typ II,
Temperatur 26,5 + 2,5 °C, Immobilisierungsdichte 5 pg Chlorophyll a cm™.
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Abbildung 11 Prozentuale Hemmung der effektiven Quanteneffizienz des Elektronentransports UF/F’;, und
Anstieg der Fluoreszenz F, von Klebsormidium M1939 gegeniiber der Kontrolle. Die Dauer der
Expositionsexperimente mit Methanol betrdgt 20 min bei einer Dampfkonzentration von 250 ppm und
anschlieBend fir 40 min bei methanolfreier Luft. Biosensor Typ IIla, Temperatur 29 °C,
Immobilisierungsdichte 5 pg Chlorophyll a cm™.

Methanolexposition ein Anstieg der Fluoreszenz F; und ein Abfallen der maximalen
Fluoreszenz F’;, im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Abbildung 10a). Dies
resultiert in einer Hemmung der effektiven Quantenausbeute des PSII UF/F’,, um 10 %,
wobei die maximale Quantenausbeute des PSII F,/F, (nach 10 min Exposition, siche
Abbildung 7) nicht beeinflulit wird (Abbildung 105). Abbildung 10c¢ zeigt einen Anstieg
des nicht-photochemischen Quenchings (qN) um 35 % bei 20-miniitiger
Methanolexposition. Methanolinduzierte Effekte in einer dhnlichen GroBenordnung sind
ebenfalls nach 9, 16, 23 und 30 d nach Herstellung der Membranen feststellbar. Statistische
Analysen zeigen keine signifikanten Unterschiede (pl0,05) im Vergleich zu den
Expositionsexperimenten am 1. Tag.

Bei einer Verlingerung der Expositionsperiode auf 40 bzw. 60 min konnen keine
signifikanten Unterschiede (pJ0,05) in der Ausprigung der Reaktion des Biosensors
beziiglich der Parameter F,/F,, UF/F’, Ft, F’;;, und qN beobachtet werden (Tabelle 6). Die
Reversibilitit des Biosensorsignals in Form von F; und UF/F’,, nach 20-minitiger
Methanolexposition bei 250 ppm ist in Abbildung 11 dargestellt. Ungefihr 30 min nach
dem Ausspiilen der Methanolddmpfe werden die Werte der parallel durchgefiihrten
Kontrollexperimente erreicht. Dieser Effekt ist generell flir alle getesteten

Methanolkonzentrationen bis 500 ppm feststellbar.
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Tabelle 6 EinfluB der Expositionsdauer auf das Signal des Biosensors in Form der
Verdnderung verschiedener Fluoreszenzparameter gegeniiber der Kontrolle. F,/F,, wird
entsprechend dem Beleuchtungsprogramm nach 10, 30 und 50 min im Expositionszeitraum

ermittelt (Abbildung 7).

Exposition P, FJF,, OF/E°,, qN

[min]

20 -10,00 3,1 39013 05004 95024 -33,50104
40 95039 44026 1,000,7 95022 32,1013.,5
60 9.804,6 4,603,6 1,000,3 9,802,1 3380116

Einfluf} des experimentellen Setups auf die Sensitivitiit des Klebsormidium-Biosensors

Beleuchtungsprogramm wdhrend der Fluoreszenzmessungen

Wihrend der  Verwendung  von  alternierenden  Licht-/Dunkelphasen  zur
Fluoreszenzmessung wird das Biosensorsignal von Klebsormidium M1939 innerhalb des
Verlaufs der 10-miniitigen Lichtphase untersucht. Abbildung 12 zeigt Messungen der
Fluoreszenzparameter nach 1, 2,5, 5, 7,5 und 10 min bei Methanolexpositionen von 50 und
250 ppm wihrend der 3. Lichtphase (50-60 min Exposition). Zu diesem Zeitraum kann von
einer Sattigung des Biosensorsignals ausgegangen werden (vgl. Tabelle 6). Fiir den

Anstieg von F; und die Hemmung von UF/F’,, konnen die jeweils hochsten prozentualen

25 = 20

T _iigopﬁ,i”m g 184 b %
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e = 8- e
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50 52 54 56 58 60 62 50 52 54 56 58 60 62 50 52 54 56 58 60 62

Dauer der Methanolexposition [min]

Abbildung 12 Biosensorsignale in Form der prozentualen Verdnderungen der verschiedenen
Fluoreszenzparameter gegeniiber der Kontrolle bei Methanolexposition von 50-60 min bei 50 und 250 ppm
iiber den gesamten Zeitraum einer 10-miniitigen Lichtphase unter Anwendung der alternierenden Licht-
/Dunkelphasen zur Fluoreszenzmessung. (@) Anstieg der Fluoreszenz F,. (b) Hemmung der effektiven
Quanteneffizienz UOF/F’,, des Elektronentransports. (¢) Anstieg des nichtphotochemischen Quenchings. Alle
Angaben + Standardabweichung (n=4), Biosensor Typ II, Temperatur 26,5 + 2,5 °C, Immobilisierungsdichte
5 ug Chlorophyll a cm™.
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Abbildung 13 EinfluB des Beleuchtungsprogramms auf das Biosensorsignal bei Anwendung von
Dauerbeleuchtung (Biosensor Typ Illa) und von alternierenden Licht-/Dunkelphasen (Biosensor Typ II):
Prozentuale Hemmung der effektiven Quanteneffizienz des Elektronentransports UF/F’,, gegentiber der
Kontrolle von Klebsormidium M1939 nach 20-miniitigen Expositionsexperimenten mit Methanol bei einer
Dampfkonzentration von 0-500 ppm (keine Korrektur der Expositionsdaten durch Kontrollwerte). Hemmung
[]F/2F’m + Standardabweichung (n04), Temperatur 26,5 + 2,5 °C, Immobilisierungsdichte 5 pg Chlorophyll a
cm™.

Biosensorsignale zu Beginn der Lichtphase, nach 1 und 2,5 min Beleuchtung, festgestellt
werden. Im Vergleich zu den nach 10 min Beleuchtung gemessenen Biosensorsignalen
zeigt sich eine um den Faktor 2 (bei 250 ppm) bzw. 3 (bei 50 ppm) erhohte Sensitivitit von
Klebsormidium gegeniiber Methanol. Auf qN wird dagegen kein signifikanter Einflu8 des
MeBzeitpunkts innerhalb der Lichtphase beobachtet.

Im Folgenden soll iiberpriift werden, ob die mit dem alternierenden Lichtprogramm
aufgezeichneten Biosensorsignale unter Dauerbeleuchtung mit einer vergleichbaren
Sensitivitidt zu messen sind. Abbildung 13 stellt die gemessenen Biosensorsignale in Form
von UF/F’, nach 20-miniitiger Methanolexposition (1) des letzten Mefwerts wéihrend der
Lichtphase bei Nutzung alternierender Beleuchtung und (2) des MeBwerts nach 20 min
Exposition unter Dauerbeleuchtung dar. Im Bereich von Methanolkonzentrationen bis 500
ppm kann nur bei einer vergleichsweise geringen Konzentration von 50 ppm eine erhohte
Sensitivitdt des Biosensors unter Einsatz des alternierenden Beleuchtungsprogramms

festgestellt werden.

Temperatur

Der Einflu der Temperatur auf die Hohe des Signals eines Klebsormidium (M1939)

Biosensors bei Methanolexposition von 250 ppm und auf die absolute UF/F’,, wihrend der
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Abbildung 14 Temperaturabhéngigkeit der prozentualen Hemmung der effektiven Quanteneffizienz des
Elektronentransports [OF/F’,, =+ Standardabweichung (#»=8) im Vergleich zur Kontrolle bei
Methanolexposition von 250 ppm. Absolute UF/F’, + Standardabweichung (»=8) in methanolfreier Luft.
Alle Experimente unter Verwendung der Alge Klebsormidium M1939, Biosensor Typ Illa,
Immobilisierungsdichte 5 pg Chlorophyll a cm™.

Kontrollexperimente ist in Abbildung 14 dargestellt. Die methanolinduzierte Hemmung
von UF/F’,, im Vergleich zur Kontrolle unter kontinuierlicher Beleuchtung erhoht sich von
1,3 % bei 20 °C auf 12,3 % bei 33 °C. Dagegen konnen mit steigender Temperatur keine
signifikanten Verdnderungen der absoluten [UF/F’;, nachgewiesen werden. Eine hohe
Variabilitdt der prozentualen Hemmung von UF/F’;, innerhalb der parallelen Messungen,
zu erkennen an einer hohen Standardabweichung, ist bei Temperaturen tiber 29 °C zu

beobachten.

Dichte der immobilisierten Kulturen

Zur Messung des Effekts der Immobilisierungsdichte auf die Reaktion des Biosensors wird
Klebsormidium M1939 in einer Dichte von 0,25 - 20 pg Chlorophyll a cm™ auf
Membranen aufgebracht. Expositionsexperimente unter der Verwendung von 1 ppm
Formaldehyd werden fiir 30 min durchgefiihrt. Eine maximale Hemmung von UF/F’,, von
20 % im Vergleich zur Kontrolle kann bei Immobilisierungsdichten von 0,25 - 1 pg
Chlorophyll a cm™ ermittelt werden (Abbildung 15). Eine sukzessive Erhchung der
Immobilisierungsdichte auf 10 pg Chlorophyll a cm™ resultiert in der Abnahme der
Hemmung von [UF/F’, bis auf 8,1 %. Die Formaldehydexposition von

Biosensormembranen mit einer Immobilisierungsdichte von 20 pg Chlorophyll a cm™
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Abbildung 15 Einflul der Immobilisierungsdichte auf das Biosensorsignal von Klebsormidium M1939 in
Form der prozentualen Hemmung von UF/F’, gegeniiber der Kontrolle nach 30-miniitiger
Formaldehydexposition bei einer Dampfkonzentration von 1 ppm. Hemmung UF/F’, + Standardabweichung
(n=9), Temperatur 29 °C, Biosensor Typ Illc.

zeigt eine Hemmung von UF/F’y, um 6,5 % verglichen mit der Kontrolle und fiihrt daher
nicht zu einem weiteren Abfallen des Biosensorsignals.

Mit Anstieg der Immobilisierungsdichte bis auf 2,5 pg Chlorophyll a cm™ erhéht sich auch
das absolute Fluoreszenzsignal F;, gemessen in schadstofffreier Luft. Bei hoheren
Chlorophyllkonzentrationen ist dagegen eine leichte, kontinuierliche Abnahme der

absoluten Fluoreszenz zu verzeichnen (Abbildung 16).

Die Dichte der Kulturen wird in Langzeitexperimenten durch das Wachstum der
Organismen beeinflu3t. Tabelle 7 zeigt den Einflul der Kulturmedienzusammensetzung
auf das Wachstum der immobilisierten Kulturen fiir Klebsormidium SAG335-1a und
M1939. Generell kann die Wachstumsrate innerhalb eines Zeitraums von 2 - 10 Tagen
nach Inokulation mit 2,5 pg Chlorophyll a cm? durch die Verringerung der
Néhrstoffkonzentration des Kulturmediums herabgesetzt werden. Die Verdiinnung von
Waris-H um den Faktor 20 bzw. 50 resultiert fiir beide Algen in einer Stagnation des
Wachstums. Begleitende Chlorophyllfluoreszenzmessungen zeigen jedoch nur fiir Stamm

M1939 eine kontinuierlich stabile Effizienz des PSII.
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Abbildung 16 Absolutes Fluoreszenzsignal F; + Standardabweichung (gestrichelte Linie, »=12) von
Klebsormidium sp. (M1939) und Pseudokirchneriella subcapitata in Abhidngigkeit von der
Immobilisierungsdichte von 0,25 - 50 pg Chlorophyll a cm™. Die Experimente werden mit Klebsormidium
unter Verwendung des Biosensors Typ Illc bei 29 °C (fur Luftschadstoffe) bzw. des Typs Illc bei 21,5 °C
(fiir wassergeloste Schadstoffe) mit Pseudokirchneriella durchgefiihrt.

Tabelle 7 EinfluB des Kulturmediums auf die Wachstumsraten im linearen Bereich (2-10 d) von
Klebsormidium ermittelt anhand der Chlorophyll a-Menge pro Fliche und physiologischer Zustand (+ stabile
UF/F’, Uiber den Versuchszeitraum von 10 d, - F/F’, nicht stabil oder kontinuierlich abnehmend).

SAG335-1a M1939

. Wac;“l‘ggsrate kontinuierlich Wacgsauorgsrate kontinuierlich
Kulturmedium [ng Chl_a em?d] stabile OF/F’, [ng Chl_a em?d] stabile UF/F’,
BBM 9,7 + 3,8 +
Waris-H 14,1 + 11,6 +
Waris-H -Erde 10,4 + 10,5 +
Waris-H 10 % PO,’ -Erde 2,4 + 3,6 +
Waris-H 1/5 -Erde 0,5 - 2.4 +
Waris-H 1/20 -Erde -0,1 - -0,2 +
Waris-H 1/50 -Erde -0,2 - 0,2 +
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Abbildung 17 Sensitivititen verschiedener Mikroalgen gegentiber VOC-Dédmpfen: Prozentuale Hemmung
der effektiven Quanteneffizienz des Elektronentransports UF/F’,, (+ Standardabweichung) im Vergleich zur
Kontrolle. (a) Methanolexposition fiir 20 min bei 250 ppm im Biosensor Typ IlIb (n=4). (b)
Formaldehydexposition von 1 ppm fiir 30 min im Biosensor Typ Illc (»=3). Alle Versuche werden mit einer
Immobilisierungsdichte von 5 pg Chlorophyll a cm™ und bei einer Temperatur von 29 °C durchgefiihrt.

Auswahl VOC-sensitiver Algenstimme

Zur Auswahl sensitiver Algenstimme zum quantitativen Nachweis von VOCs werden
Expositionsexperimente mit Methanol (250 ppm) und Formaldehyd (1 ppm) durchgefiihrt.
Fiir Methanol zeigen die Klebsormidium-Stamme eine Hemmung von UF/F’,, im Vergleich
zur Kontrolle von 2,5 - 5,8 % (Abbildung 17a). Eine zellwandlose Chlamydomonas
reinhardtii Mutante wird dagegen von Methanoldimpfen nicht beeinflulit. In
Formaldehydexpositionsexperimenten (Abbildung 175b) erweisen sich Stimme der Gattung
Klebsormidium mit 13 - 25 % Hemmung UF/F’;, ebenfalls als am sensitivsten. Sechs
andere Algen verschiedener Gruppen zeigen keine Hemmung von UF/F’,,, bzw. weisen mit

Werten von [ 5 % ein eindeutig geringeres Biosensorsignal auf.
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II1.2.2.  Quantitative und selektive Detektion von Methanol und Formaldehyd

Quantitative Detektion

Zur Untersuchung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen und Reaktionskinetiken der
Klebsormidium-Biosensoren werden Expositionsexperimente mit Methanol- und

Formaldehydddmpfen durchgefiihrt.

Methanol

Bei Methanolkonzentrationen von 50 - 350 ppm und Expositionszeiten von 5, 10 und 20
min kann ein Anstieg der Hemmung von UF/F’,, im Vergleich zur Kontrolle mit
ansteigender Methanolkonzentration beobachtet werden (Abbildung 18). Bei einer
Expositionsdauer von 20 min ist eine signifikante Hemmung von UF/F’,, von 3,2 % bereits
bei einer Methanolkonzentration von 75 ppm feststellbar, die sich auf 12 % bei 350 ppm
erhoht. Eine lineare Dosis-Wirkungs-Bezichung (1°00,9) in diesem Konzentrationsbereich
kann fiir alle Expositionszeitrdume durch lineare Regression ermittelt werden. Bei
Methanolkonzentrationen von 500 ppm steigt die Hemmung von UF/F’;,, gegeniiber den bei
350 ppm gemessenen Biosensorsignalen signifikant nicht weiter an. Der Einsatz von
Methanolkonzentrationen > 500 ppm zeigt eine Sattigung des Biosensorsignals in diesem

Konzentrationsbereich (nicht gezeigte Daten). Neben der Konzentrationsabhingigkeit kann
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Abbildung 18 Mittlere prozentuale Hemmung der effektiven Quanteneffizienz des Elektronentransports
OF/F’, gegeniiber der Kontrolle (n=6) von Klebsormidium-Biosensoren (M1939) bei 20-miniitiger
Methanolexposition von 50-500 ppm und Expositionsdauer von 5, 10 und 20 min. Biosensor Typ IlIb,
Temperatur 29 °C, Immobilisierungsdichte 5 pg Chlorophyll a cm™. Die linearen Regressionen werden im
Bereich von 50-350 ppm durchgefiihrt.
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Abbildung 19 Prozentuale Hemmung der effektiven Quanteneffizienz des Elektronentransports OF/F’,
gegentiiber der Kontrolle bei 30-miniitiger Formaldehydexposition von Klebsormidium (Stamme M1939 und
SAG335-1a). (a) Dampfkonzentrationen von 0,01-10 ppm in logarithmischer Skalierung und nichtlineare
Regression (sigmoidale Dosis-Wirkungs-Beziehung). () Konzentrationen von 0,01 bis 0,5 ppm in linearer
Skalierung. Hemmung von UF/F’,, = Standardabweichung (n=6), Biosensor Typ Illc, Temperatur 29 °C,
Immobilisierungsdichte 5 pg Chlorophyll a cm™.

die Abhéngigkeit der Hemmung von UF/F’,, im Vergleich zur Kontrolle von der
Expositionsdauer nachgewiesen werden. Eine verldngerte Expositionsdauer resultiert in

der Erhohung des gemessenen Biosensorsignals. (Abbildung 18).

Formaldehyd

Fir Expositionsexperimente mit Formaldehydddmpfen werden Biosensormembranen
(ASC) mit den Klebsormidium-Staimmen SAG335-la und MI1939 mit einer
Immobilisierungsdichte von 5 pg Chlorophyll a cm™ vorbereitet. Das Biosensorsignal in
Form der Hemmung von UF/F’,, gegentiiber der Kontrolle wird tiber 30 min gemessen und
ist abhdngig von der verwendeten Formaldehydkonzentration (Abbildung 19). Im Bereich
von Formaldehydkonzentrationen von 10 ppb bis 10 ppm folgt die Hemmung von UF/F’y,
mit R* > 0,9 dem Modell der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Beziehung (Abbildung 19a).
Ein maximales Biosensorsignal wird bei Konzentrationen von U 5 ppm mit ca. 55 %
Hemmung von UF/F’p, fir Stamm SAG335-1a und 35 % fiir Stamm M1939 erreicht. Die
ECsp werden mit 1,06 ppm fiir Stamm SAG335-1a und 1,33 fiir Stamm M1939 berechnet.
Die niedrigste applizierte Formaldehydkonzentration von 10 ppb induziert eine Hemmung
von UF/F’y, von 2,1 % (SAG335-1a) bzw. 2,6 % (M1939) (Abbildung 195), die sich fiir
beide Stdmme signifikant (plJ0,01) von der Kontrolle unterscheidet.
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Abbildung 20 EinfluB der Expositionsdauer der Formaldehydexposition von 2-30 min auf das
Biosensorsignal von Klebsormidium (SAG335-1a) als prozentuale Hemmung der effektiven
Quanteneffizienz des Elektronentransports [OF/F’,, gegeniiber der Kontrolle bei verschiedenen
Dampfkonzentrationen. Hemmung von UF/F’, = Standardabweichung (n=6), Biosensor Typ Illc, Temperatur
29 °C, Immobilisierungsdichte 5 ug Chlorophyll a cm™.
Abbildung 20 zeigt die Abhéngigkeit der Hemmung von [F/F’;,, von der Expositionsdauer
von 2 - 30 min wéhrend Formaldehydexposition bei verschiedenen Konzentrationen. Nach
2 min Expositionsdauer ist ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle fiir alle
Formaldehydkonzentrationen von 0,01 - 10 ppm zu erkennen. Bei hohen
Formaldehydkonzentrationen von 1 und 10 ppm hat die Verldngerung der Expositionszeit
einen deutlichen Anstieg der Hemmung von UF/F’,, zur Folge. Verglichen mit den ersten
20 min der Exposition ist der Anstieg innerhalb der letzten 10 min weniger stark und
erreicht anndherungsweise eine Sittigung. Fiir Formaldehydkonzentrationen von 0,1 und
0,01 ppm ist nach den ersten 10 min nach Expositionsbeginn dagegen kein erkennbarer
Anstieg  des  Biosensorsignals zu  verzeichnen.  Fiir  alle  applizierten

Formaldehydkonzentrationen konnte eine Reversibilitdt des Biosensorsignals beobachtet

werden.

ASC-gestiitzte Identifizierung mittels der VOC-spezifischen Reaktionsrate

Der simultane Einsatz verschiedener Mikroalgenstimme in einem Biosensorsystem wird
mit Hilfe des Algen-Sensor-Chip (ASC) in Expositionsexperimenten unter Verwendung

von Formaldehyd- und Methanolddmpfen realisiert.



48 ERGEBNISSE

12' 3 mmm SAG335-1a 304 b C—ISAG211-12
i —1M1939 ;

J 5|chm'2 25 1|chm'2

Hemmung von UOF/F', % [der Kontrolle]
—
—
o
1 2

FA 1
FA 0.05 |3
FAO0.1]2

FA 0.5

TP, T
>
o
o (6] 8
N 1 N 1
—
—
—

FA 0.1
FA 0.5
MeOH 200 ——+—

MeOH 500
MeOH 1000
FA 1
MeOH 200 |3
MeOH 1000 |3

VOC-Konzentration in der Gasphase [ppm]

Abbildung 21 Prozentuale Hemmung der effektiven Quanteneffizienz des Elektronentransports UF/F’,
gegeniiber der Kontrolle bei 30-miniitiger Formaldehyd- (FA) oder Methanolexposition (MeOH) von
Klebsormidium (Stamme M1939 und SAG335-1a) und Chlorella vulgaris (Stamm SAG211-12) bei
verschiedenen Dampfkonzentrationen. Die Immobilisierungsdichte betrigt (a) 5 pg Chlorophyll a cm™ (n=6)
und (b) 1 pg Chlorophyll a cm™ (n=4). Chlorella wird ausschlieBlich in den Experimenten bei einer
Immobilisierungsdichte von 1 pg Chlorophyll a cm™ verwendet. Fiir einige VOC-Konzentrationen werden

keine Daten erhoben (nd). Hemmung von UF/F’,, + Standardabweichung, Biosensor Typ Illc, Temperatur
29 °C.

Zwei Klebsormidium-Staimme (SAG335-1a und M1939) werden dazu mit einer Dichte von
5 pg Chlorophyll a cm™ immobilisiert. Weitere Biosensormembranen werden mit den
Klebsormidium-Stammen und zusitzlich einem Stamm von Chlorella vulgaris (SAG211-
12) bei einer Immobilisierungsdichte von 1 pug Chlorophyll a cm™ hergestellt. Wiederum
ist eine Konzentrationsabhidngigkeit des Biosensorsignals in Form der Hemmung von
UF/F’n  der Klebsormidium-Stimme nach 30-miniitiger Exposition sowohl fiir
Formaldehyd als auch fiir Methanol bei jeweils verschiedenen Konzentrationen feststellbar
(Abbildung 21). Ein hoheres Biosensorsignal von Klebsormidium kann bei der niedrigeren
Zelldichte beobachtet werden. Die Hemmung von UF/F’,, von Chlorella bei einer
Immobilisierungsdichte von 1 pg Chlorophyll a cm™® st 5 % bei
Formaldehydkonzentrationen von 0,5 und 1 ppm und somit signifikant niedriger
verglichen mit der Reaktion der Klebsormidium-Stimme (Abbildung 21b). Bei
Methanolkonzentrationen von 500 ppm kann dagegen keine Reaktion von Chlorella

gemessen werden.
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Abbildung 22 Reaktionsraten (Hemmung UF/F’, M1939 / Hemmung UF/F’,, SAG336-1a) werden anhand
von Expositionsexperimenten mit Klebsormidium von 30 min Dauer mit Methanol oder Formaldehyd bei
verschiedenen Dampfkonzentrationen berechnet. Die Kulturen werden mit einer Dichte von (a) 5 pg
Chlorophyll a cm™ (#n=6) und (b) 1 pg Chlorophyll a cm? (#=4) immobilisiert. Zwischen mit denselben
GroBbuchstaben (A oder B) markierten Reaktionsraten konnen keine signifikanten Unterschiede
nachgewiesen werden - mit Ausnahme der mit * gekennzeichneten Datensétze, die sich signifikant
unterschieden (plJ0,05). AuBerdem konnen signifikante Unterschiede zwischen den mit unterschiedlichen
GroBbuchstaben gekennzeichneten Reaktionsraten beobachtet werden. Fiir einige VOC-Konzentrationen
werden keine Daten erhoben (nd). Reaktionsraten + Standardabweichung, Biosensor Typ Illc, Temperatur 29
°C.

Unabhingig von der VOC-Dampfkonzentration und Immobilisierungsdichte reagiert
Klebsormidium SAG335-1a verglichen mit M1939 sensitiver auf Formaldehyd und
vergleichsweise weniger sensitiv auf Methanol (Abbildung 21). Die Beziehung zwischen
den Reaktionen der beiden Klebsormidium-Stamme auf VOC-Exposition wird durch die in
Abbildung 22 dargestellten Reaktionsraten beschrieben. Bei Formaldehydexposition der
Kulturen bei einer Immobilisierungsdichte von 5 pg Chlorophyll a cm™ ergibt sich eine
Reaktionsrate von ca. 0,8. Fiir Methanolexposition unter denselben Bedingungen errechnet
sich eine Reaktionsrate von tiiber 1,1. Bei einer Immobilisierungsdichte von 1 pnug
Chlorophyll a cm™ sind die Reaktionsraten ca. 0,9 fiir Formaldehyd und 2,1 fiir Methanol.
Die Reaktionsraten unterscheiden sich fiir die jeweilige Immobilisierungsdichte signifikant
(p0,01) zwischen Formaldehyd- und Methanolexpositionsexperimenten. Dagegen kdnnen
unter Beriicksichtigung der jeweiligen Immobilisierungsdichte sowohl fiir Methanol als
auch fiir Formaldehyd keine signifikanten Unterschiede der Reaktionsraten zwischen den

verschiedenen applizierten VOC-Konzentrationen ermittelt werden.
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III.3.  Analytik von wassergelosten Herbiziden mittels des Algen

Sensor Chips

Basierend auf den zuvor beschriebenen Biosensorsystemen fiir Luftschadstoffe wird durch
einige technische Modifikationen ein Biosensor fiir die Messung von wassergelosten
Herbiziden konstruiert. Die Eignung dieses Biosensors zur Messung verschiedener
Herbizide wird anhand von Expositionsexperimenten mit diversen Mikroalgenstimmen
demonstriert. Mittels der so erhobenen Daten wird anschlieBend die bereits vorgestellte

Methodik zur Schadstoffidentifizierung auf die eingesetzten Herbizide angewandt.

I11.3.1. Membranmaterial und Immobilisierung

Das Membranmaterial als Basis des ASC stellt im Biosensor des Typs FIIb
konstruktionsbedingt die Schnittstelle zwischen den wassergelosten, zu detektierenden
Substanzen und den immobilisierten Sensororganismen dar.

Um den Effekt des Membranmaterials auf das Biosensorsignal zu untersuchen, wird
Chlorella vulgaris Stamm SAG211-12 mit einer Immobilisierungsdichte von 1 g
Chlorophyll a cm™ auf Cellulosemischester- (PorengroBe 1,2 pm) und
Polycarbonatmembranen (Porengréfe 2,0 pm) immobilisiert. Expositionsexperimente mit
10 pg "' Diuron werden fiir 20 min durchgefiihrt. Das Biosensorsignal als die Erhohung

von F; im Vergleich zur Kontrolle ist unter der Verwendung beider Materialien von der
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Abbildung 23 Biosensorsignal von Chlorella vulgaris (SAG211-12) in Form des prozentualen Anstiegs von
F, gegeniiber der Kontrolle in Abhingigkeit von dem verwendeten Membranmaterial und der
Expositionsdauer bei Exposition mit 10 pg I Diuron fiir 20 min. Anstieg F, = Standardabweichung (n=6),
Biosensor Typ FIIb, Temperatur 21,5 °C, Immobilisierungsdichte 1 pg Chlorophyll a cm™.
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Abbildung 24 Prozentualer Anstieg von F, von Pseudokirchneriella subcapitata gegentiber der Kontrolle in
Abhingigkeit von der Immobilisierungsdichte bei Exposition mit 10 pg I'' Diuron fiir 20 min. Anstieg F, +
Standardabweichung (n=6). Biosensor Typ FIIb, Temperatur 21,5 °C.

Expositionszeit abhéngig (Abbildung 23). Ein Anstieg von F; um 32 % ist nach 20-
miniitiger Exposition fiir die Polycarbonatmembranen gegeniiber nur 6 % bei dem Einsatz
von Cellulosemischestermembranen zu beobachten. Schon eine Expositionsdauer von 4
min fithrt bei der Verwendung von Polycarbonat zu einem signifikant hoheren
Biosensorsignal verglichen mit Cellulosemischester. Diese Ergebnisse werden durch
identische Experimente mit Haematococcus pluvialis und Pseudokirchneriella subcapitata
bestétigt.

Der EinfluB3 der PorengroB3e von Polycarbonatmembranen auf das Biosensorsignal wird in
weiteren Expositionsexperimenten des gleichen Ansatzes untersucht. Zwischen den
PorengréBen 0,4 und 2,0 um zeigen sich fiir sechs Algenstimme bei Diuronexposition

keine signifikanten Unterschiede im Anstieg von F;.

Die Immobilisierungsdichte der Kulturen beeinflut auch bei Verwendung von
wassergelosten Schadstoffen die Sensitivitit des Biosensors. Der Anstieg von F; von
Pseudokirchneriella subcapitata bei Diuronexposition von 10 pg 1" in Abhingigkeit von
der Immobilisierungsdichte ist in Abbildung 24 dargestellt. Ein maximales Biosensorsignal
von 22 - 25 % Anstieg von F; im Vergleich zur Kontrolle wird bei

Immobilisierungsdichten zwischen 0,5 und 5 pg Chlorophyll a cm™ erreicht. Begleitend
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zur ansteigenden Algendichte von 5 auf 50 pug Chlorophyll a cm™ ist eine kontinuierliche
Abnahme des herbizidinduzierten Anstiegs von F; bis auf 7 % feststellbar.

Betrachtet man die Abhingigkeit des absoluten Fluoreszenzsignals von der
Immobilisierungsdichte von Pseudokirchneriella  subcapitata in  schadstofffreiem
Kulturmedium (Abbildung 16), so zeigt sich ein Anstieg der absoluten Fluoreszenz F; bis
zu einer Dichte von 5 pg Chlorophyll a cm™. Eine leichte kontinuierliche Abnahme des

Fluoreszenzsignals ist oberhalb dieser Konzentration zu beobachten.

Tabelle 8 Ubersicht iiber die Sensitivitit verschiedener Algenstimme gegeniiber Atrazin, Simazin und
Diuron. Die fett hervorgehobenen neun Stimme werden fiir weitere Experimente mit dem Algen-Sensor-Chip
fiir Herbizide ausgewahlt. Stimme mit kursiv hervorgehobenen Werten zeigen auf Grund der schlechten
Reproduzierbarkeit der Fluoreszenzmessungen keine Eignung zur weiteren Verwendung.

Biosensorsignal: Hemmung von OF/F';, [% der Kontrolle] bei 10
pg "' Herbizid fiir 20 min

n Atrazin Simazin Diuron

Carteria sp. 9 - - 16,9 £4,1
Chlamydomonas cw-15+ 12 23,3+ 20,4 34+277 -12,1+92,0
Chlamydomonas sp. M1977 6 82+7,1 29+1,1 27,2+23
Chlamydomonas sp. M1982 9 - - 23,8+5,1
Chlorella vulgaris SAG211-11b 6 35+1,1 2,8+0,7 129+ 14
Chlorella vulgaris SAG211-12 6 4,7+2,1 24+0,5 12,1 £2,6
Chromulina chionophila 6 12,5+3,2 7,034 70,5 + 21,1
Cosmarium eleganitssimum 6 4.4+6,1 1,7+2,7 38,8+ 3,5
Cryptomonas curvata. 6 6,6 +5,3 3,7+25 36,7+ 8,3
Cystodinium sp.. 6 59+45 2,5+1,6 38,8 £ 15,7
Desmodesmus subspicatus 6 38+1,8 2,1+09 11,8 +£2,1
Dunaliella lateralis 12 16,8+88 9,0+1,0 -89,1 +295
Eudorina elegans 6 11,5+5,1 34+3,0 28,8 +£ 6,5
Euglena archaeoplastidiata 6 7,4+52 6,5+2,5 64,3 +21,5
Euglena gracilis 6 10,7+2,9 10,9+ 3,6 73,3+9,5
Haematococcus pluvialis 6 6,9+4,0 5,0£22 21,1 +2,5
Klebsormidium nitens 8 - - 3,1£1,6
Klebsormidium sp. M1939 8 - - 40+1,8
Klebsormidium sp. M1940 8 - - 1,1 £3,7
Klebsormidium sp. M1941 8 - - 0,9+5,1
Klebsormidium sp. M2007 8 - - 49+1,7
Klebsormidium sp. M2008 8 - - 40+1,8
Klebsormidium sp. M2009 8 - - 22+3,6
Klebsormidium sp. M2068 8 - - 32+2,8
Klebsormidium subtile M1895 8 - - 24+13
Lyngbya halophila 6 8,4+5,6 7,1+6,2 49,7+ 13,1
Nostoc muscorum 6 12,3+4,1 11,1 £2,6 50,9 £26,9
Pseudokirchneriella subcapitata 6 45+1,7 3,619 26,4 +4,4
Scenedesmus rubescens 6 32+1,5 3,1+1,1 13,4+3,5
Scherffelia dubia 6 10,4 1,6 52+1,6 61,4 +£5,0
Staurodesmus convergens 6 9,9+1,9 6,0+3,3 83,3+7,9
Synechocystis sp. 6 10,8 £ 4,6 6,3+4,0 62,3 +10,0
Tetraselmis cordiformis 6 12,3+3,9 10,6 £2,5 79,2 + 15,5
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II1.3.2.  Detektion von wassergelosten Herbiziden

Auswahl geeigneter Mikroalgenstimme

Zur Auswahl geeigneter herbizidsensitiver Stimme werden Screeningexperimente mit den
Herbiziden Atrazin, Simazin und Diuron durchgefiihrt. 33 Stimme werden in 20-miniitigen
Expositionsexperimenten eingesetzt. Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber die
Biosensorsignale in Form der Hemmung der effektiven Quantenausbeute des
Elektronentransports UF/F’;,, im Vergleich zur Kontrolle. Fiir die parallele Verwendung in
einem ASC werden neun Stimme unter Beriicksichtigung von Herbizidsensitivitét,
Reproduzierbarkeit der Fluoreszenzmessungen und ihrer Herkunft aus moglichst
unterschiedlichen Algengruppen fiir die Verwendung in weiteren Expositionsexperimenten
ausgewihlt (siehe Tabelle 8). Bemerkenswert erscheint, dal sich im Gegensatz zu den
zuvor durchgefithrten Expositionsexperimenten mit Luftschadstoffen die neun getesteten
Stamme der Gattung Klebsormidium gegeniiber allen andern Mikroalgen als am wenigsten

herbizidsensitiv erweisen.

Methoden der Auswertung des Biosensorsignals

In Expositionsexperimenten von 20 min werden die zuvor ausgewihlten neun
Mikroalgenstimme (Tabelle 8) im ASC-Biosensor in Verbindung mit fiinf verschiedenen

Herbiziden verwendet. Als Signal des Biosensors wird der Anstieg der Fluoreszenz F; bzw.

Tabelle 9 Anzahl der jeweils niedrigeren signifikanten Nachweisgrenzen im Vergleich der gleichen
Algenstimme (von insgesamt neun) bei Berticksichtigung von (@) der Fluoreszenzparameter F, und UF/F’,,
bei zeitlich terminaler Auswertung nach 20 min; (b) der Fluoreszenzparameter F, und UF/F’, bei zeitlich
integrierter Auswertung; (c) der Auswertungsmethodik zeitlich terminal und =zeitlich integriert unter
Verwendung von F,.

(@) niedrigere

Nachweisgrenzen bei (b) niedrigere

Nachweisgrenzen bei

zeitlich terminaler e . (c) F;
zeitlich integrierter
Auswertung nach Auswertung fir:
20 min fiir: )
niedrigere niedrigere
Nachweisgrenzen Nachweisgrenzen
F, OF/F", F, OF/E" bei z@itlich bei ze.itlich
terminaler integrierter
Auswertung nach  Auswertung
20 min
Atrazin 2 5 1 2 2 0
Diuron 3 0 3 1 0 0
Isoproturon 5 2 5 0 2 2
Paraquat 1 0 4 1 2 1
Simazin 2 2 3 1 3 0
gesamt 13 9 16 5 9 3
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Tabelle 10 Ubersicht iiber die erzielten geringsten Nachweisgrenzen und ECs, unter Beriicksichtigung der
verschiedenen Fluoreszenzparameter und Auswertungsmethoden fiir fiinf Herbizide. Angaben zu den jeweils
sensitivsten Organismen im Anhang Tabelle 14 - Tabelle 17.

Nachweisgrenze [ug 1] ECso [ng 1]
F, OF/F’ F, OF/F’
20 min  integriert 20 min  integriert | 20 min  integriert 20 min  integriert
Atrazin 2 2 1 1 34,3 40,0 47,5 55,5
Diuron 0,5 0,5 0,5 0,1 3,0 5,0 4,3 7,2
Isoproturon 0,5 0,5 0,5 0,5 12,3 16,6 18,0 247
Paraquat 10 10 - 5 19,6 27,3 - 8,2
Simazin 2 1 2 2 57,8 75,0 70,4 85,7

die Hemmung von UF/F’;, gegeniiber einer jeweiligen Kontrolle herangezogen. Diese
Biosensorsignale werden im Hinblick auf die Nachweisgrenzen unter Berlicksichtigung
von zum einen des zeitlich terminalen MeBwerts nach 20 min und zum anderen des
Integrals tiber die gesamte Zeit der Exposition von 20 min ausgewertet. Eine vollstéindige
Ubersicht iiber alle wihrend dieser Expositionsexperimente erhobenen Daten wird im
Anhang gegeben (Tabelle 14, S.102 - Tabelle 17, S.105). Tabelle 9 zeigt die Anzahl der
jeweils niedrigsten erreichten Nachweisgrenzen fiir die verschiedenen Ansdtze der
Auswertung des Biosensorsignals, ermittelt durch den Vergleich der Nachweisgrenzen des
gleichen Algenstamms zwischen jeweils zwei Auswertungsmethoden oder zwei
Fluoreszenzparametern. Unter Beachtung der Fluoreszenzparameter zeigen sich fiir beide
Auswertungsmethoden eine hohere Anzahl niedrigerer Nachweisgrenzen fiir F; (Tabelle
9a/b). Fiir die Fluoreszenz F; konnen im Folgenden eine deutlich hohere Anzahl niedrigere
Nachweisgrenzen unter Verwendung der zeitlich terminalen Auswertung nach 20 min
erreicht werden (Tabelle 9¢). Weitere Auswertungen der Herbizidexpositionsexperimente
werden somit unter der Verwendung von F; bei zeitlich terminaler Auswertung

vorgenommen.

Tabelle 10 zeigt die jeweils niedrigsten erreichten Nachweisgrenzen und ECsy der jeweils
sensitivsten der neun Mikroalgen fiir die verwendeten Fluoreszenzparameter und
Auswertungsmethoden. Unter Beriicksichtigung der ECsy kann eine generell hohere
Sensitivitidt des Biosensors durch die Verwendung von F; erreicht werden. Fiir F; und
UF/F’m erwies sich das zeitlich terminale Auswertungsverfahren als sensitiver. Fiir die
Nachweisgrenzen werden nur geringe Unterschiede zwischen den Fluoreszenzparametern

und Auswertungsverfahren festgestellt, wobei hier die Anwendung der integrierten
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Auswertung, besonders unter Verwendung von UF/F’,, in einigen Fillen eine Erhdhung

der Nachweisgrenze ermdglicht.

Charakterisierung des ASC Biosensors fiir Herbizide unter der Verwendung von

verschiedenen Mikroalgenstimmen

Die Kinetik des diuroninduzierten Biosensorsignals iiber einen Zeitraum von 20 min und
einer Herbizidkonzentration von 0,5 - 100 pg I ist beispiclhaft in Abbildung 25
dargestellt. Ein konzentrationsabhidngiger Anstieg von F, von Tetraselmis cordiformis kann
beobachtet werden. Der Anstieg von F; gegeniiber der Kontrolle erreicht bei
Diuronkonzentrationen von 50 und 100 pg I mit 70 % ein Maximum. Die niedrigste
applizierte Diuronkonzentration (0,5 pg I'') induziert einen Fi-Anstieg von 7 % im
Vergleich zur Kontrolle. Neben der Konzentrationsabhingigkeit ist im zeitlichen Verlauf
der Exposition ein Anstieg von F; festzustellen. Innerhalb von 20 min stellt sich bei
niedrigen Diuronkonzentrationen keine Sattigung des Biosensorsignals ein. Eine Sattigung
ist im Bereich von 5 - 100 pg I Diuron festzustellen. Die minimal bendtigte Zeit zur
signifikanten (pl0,05) Detektion von Diuron ist 4 min bei Konzentrationen von 0,4 - 2,0
pg 1" und 0 2 min bei Konzentrationen von 0 2 pg 1.

Unter Verwendung des Algen Sensor Chips wird der Effekt von Atrazin, Simazin, Diuron,
Isoproturon und Paraquat in Konzentrationen von 0,05 bis 500 pg I auf die

Chlorophyllfluoreszenz von neun verschiedenen Mikroalgenstimmen in 20-miniitigen
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Abbildung 25 Biosensorsignal von Tetraselmis cordiformis als prozentualer Anstieg von F, gegeniiber der
Kontrolle bei Diuronkonzentrationen von 0,5 bis 100 pg 1" iiber einen Zeitraum von 20 min. Die zeitlich
ersten signifikanten Unterschiede zur Kontrolle (pJ0,05) sind durch Pfeile markiert. Anstieg F, (#=6),
Biosensor Typ FIIb, Temperatur 21,5 °C, Immobilisierungsdichte 1 pg Chlorophyll a cm™.
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Abbildung 26 Verdnderungen von F, im Vergleich zur Kontrolle [%] von Chlorella vulgaris (SAG211-11b)
und Scherffelia dubia bei Diuron- und Paraquatexposition von 20 min im Bereich von 0,5-500 pg I'". Die
nichtlineare Regression (Linie) wird nach dem Modell der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Beziehung
durchgefiihrt. Verdnderung F, + Standardabweichung (n=6), Biosensor Typ FIIb, Temperatur 21,5 °C,
Immobilisierungsdichte 1 pg Chlorophyll a cm™

Expositionsexperimenten getestet (gesamte Datensidtze siehe Anhang S.102-105: Tabelle
14 - Tabelle 17). Abbildung 26 zeigt die Verdnderungen der Fluoreszenz F; von Chlorella
vulgaris SAG211-11b und Scherffelia dubia bei Exposition gegeniiber Diuron und
Paraquat in verschiedenen Konzentrationen. Diuronexposition induziert bei beiden Algen
einen Anstieg von F,. Scherffelia dubia erweist sich im Vergleich mit Chlorella vulgaris
als sensitiver gegeniiber niedrigen Diuronkonzentrationen, erreicht aber einen niedrigeren
maximalen Anstieg von F; bei hohen Konzentrationen (Abbildung 26a).
Paraquatexposition fithrt bei Scherffelia dubia zu einer konzentrationsabhingigen
Abnahme von F;. Die Fluoreszenz F, von Chlorella vulgaris wird dagegen selbst bei hohen

Paraquatkonzentrationen nicht beeinflufit (Abbildung 265).
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Tabelle 11 Sensitivititen und Dosis-Wirkungs-Beziehungen neun verschiedener Mikroalgen auf fiinf
Herbizide, berechnet auf der Basis der Verdnderung der Fluoreszenz F; gegeniiber der Kontrolle nach 20-
miniitigen Expositionsexperimenten.

berechnete

Sittigung des . Rz. linearer
. X sigmoidale ECs (95 % CI) NOEC LOEC Bereich
Mikroalgenstamm Anstiegs von Fy Dosis- I I I 2> 0.97
(% der Josis ng ug ng (>0, I )
Kontrolle) Wirkung nel
Chlorella vulgaris SAG211-11b 111,4 0,9969 63,0 (48,8-81,3) 1,0 2,0 1-50
Eudorina elegans 89,1 0,9983 38,9 (31,8-47)5) 1,0 2,0 1-50
Tetraselmis cordiformis 61,8 0,9942 343 (23,6-50,0) 2,0 5,0 1-50
E Synechocystis sp, 63,2 0,9972 49,8  (38,8-64,0) 2,0 5,0 2-50
£ Scherffelia dubia 62,1 0,9839 424 (22,9-78,5) 2,0 5,0 2-50
> Cryptomonas curvata 47,0 0,9973 55,8  (43,8-71,2) 2,0 5,0 2-50
Staurodesmus convergens 78,6 0,9946 55,7 (39,6 -78.5) 1,0 2,0 1-50
Chlamydomonas sp. M1977 91,4 0,9969 72,0 (56,0 -92,6) 2,0 5,0 2-50
Pseudokirchneriella subcapitata 92,9 0,9962 1042 (78,8-137,8) 2,0 5,0 2-50
Chlorella vulgaris SAG211-11b 122,8 0,9981 274  (21,1-35)5) 0,1 0,5 0,1-10
Eudorina elegans 82,4 0,9974 13,2 (10,4-16,9) 0,1 0,5 0,1-5
Tetraselmis cordiformis 79,8 0,9963 30 (2,3-3.8) 0,1 0,5 0,1-2
S Symechocystis sp, 68,0 0,9944 7,6 (5,5-10,5) 0,1 0,5 0,1-5
S Scherffelia dubia 70,8 0,9883 39 (2,5-6,2) 0,1 0,5 0,1-5
) Cryptomonas curvata 49,2 0,9978 6,4 (53-7.98) 0,1 0,5 0,1-2
Staurodesmus convergens 94,0 0,9848 41 (2,5-69) 0,1 0,5 0,1-5
Chlamydomonas sp. M1977 108,9 0,9974 10,8  (8,5-13,6) 0,1 0,5 0,1-5
Pseudokirchneriella subcapitata 90,8 0,9934 13,8 (9,3-20,4) 0,1 0,5 0,1-10
Chlorella vulgaris SAG211-11b 140,9 0,9963 22,0 (16,3-29.9) 0,1 0,5 0,1-10
Eudorina elegans 98,5 0,9966 17,3 (13,0-23,1) 0,1 0,5 0,1-10
£ Tetraselmis cordiformis 83,1 0,9887 12,4 (7,5-20,5) 0,1 0,5 0,1-10
S Symechocystis sp, 79,5 0,9982 21,2 (17,2-26,1) 0,5 1 0,5-10
§ Scherffelia dubia 77,7 0,9913 16,1 (10,2-254) 0,5 1 0,5-10
2 Cryptomonas curvata 53,1 0,9945 23,0 (15,9-33,2) 0,1 0,5 1-10
= Staurodesmus convergens 112,2 0,9987 20,1  (16,8-24,1) 0,1 0,5 0,1-10
Chlamydomonas sp. M1977 105,0 0,9972 249 (19,2-324) 0,5 1 2-10
Pseudokirchneriella subcapitata 90,4 0,9868 41,6 (23,9-72,7) 0,1 0,5 2-50
Chlorella vulgaris SAG211-11b - - - - 10 50 -
Eudorina elegans - - - - 1 2 -
o Tetraselmis cordiformis - - - - 10 50 -
S Synechocystis sp, - - - - 5 10 -
g Scherffelia dubia -38,0 0,9369 19,6 (5,5-70,8) 5 10 2-50
s Cryptomonas curvata - - - - 10 50 -
Staurodesmus convergens - - - - 10 50 -
Chlamydomonas sp. M1977 - - - - 5 10 -
Pseudokirchneriella subcapitata - - - - 50 100 -
Chlorella vulgaris SAG211-11b 162,1 0,9889 152,9 (92,2 -253,6) 2 5 2-100
Eudorina elegans 119,9 0,9964 69,4 (52,7-91,3) 1 2 1-100
Tetraselmis cordiformis 78,4 0,9908 57,8 (36,9 -90,4) 1 2 2-100
E Synechocystis sp, 91,9 0,9891 131,0  (80,5-213,3) 1 2 2-100
g Scherffelia dubia 61,5 0,9836 62,5 (34,5-113,1) 10 50 5-100
@# Cryptomonas curvata 60,6 0,9857 95,0 (55,2-163,5) 1 2 1-100
Staurodesmus convergens 99,7 0,9941 95,7 (67,6 - 135,4) 1 2 1-100
Chlamydomonas sp, 98,8 0,9864 106,9 (62,8 - 182,0) 5 10 5-100
Pseudokirchneriella subcapitata 94,3 0,9831 70,6  (38,9-128,1) 1 2 1-100

Allgemein 14Bt sich bei Applikation der Herbizide Atrazin, Simazin, Diuron und
Isoproturon an allen Algen ein konzentrationsabhéngiger Anstieg von F, feststellen, der mit
hoher Anpassung (R”00,98) dem Modell der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Beziehung
entspricht (Tabelle 11). Der maximale Anstieg von F; gegeniiber der Kontrolle liegt in
Anhingigkeit von Herbizid und dem verwendeten Algenstamm zwischen 49 und 160 %.

Im Gegensatz dazu induziert Paraquat bei allen Staimmen einen Abfall der Fluoreszenz F;,
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wobei Scherffelia dubia die sensitivste Alge ist (max. Signal: F; = -38 %). Zur Bewertung
der Herbizidtoxizitdt werden die EC-Werte berechnet. Die niedrigsten ECsy konnen fiir die
Phenylharnstoff-Herbizide Diuron (3,0 - 27,4 pg 1"") und Isoproturon (12,4 - 41,6 ug 1)
ermittelt werden. Die Triazine Atrazin und Simazin zeigen hohere ECsy von 34,3 - 104,2
ug I bzw. 57.8 - 152.9 pg I''. Bei Paraquatexposition kann fiir die einzige sensitive Alge
Scherffelia dubia eine ECsy von 19,6 pg 1" berechnet werden. Die signifikanten
Nachweisgrenzen sind mit Ausnahme von Diuron abhédngig von den Algenstimmen. Unter
Berticksichtigung der EC-Werte erweisen sich Tetraselmis cordiformis und Scherffelia
dubia als am sensitivsten gegeniiber Herbiziden. Weniger sensitive Stimme sind Chlorella
vulgaris, Chlamydomonas sp. und Pseudokirchneriella subcapitata, wobei fir die
Mehrzahl der neun Stdimme keine generelle Herbizidsensitivitdt oder -insensitivitéit
festgestellt werden kann.

Nach 10-miniitigem Ausspiillen der Herbizidlosungen aus den Durchflulzellen im
Anschluf3 an die Expositionsexperimente ist eine Reversibilitdt des Biosensorsignals fiir
die Triazine und Harnstoffderivate festzustellen. Paraquatinduzierte Effekte auf die
Chlorophyllfluoreszenz sind dagegen in diesem Zeitraum nicht reversibel.

Expositionsexperimente mit einer Mischung der Herbizide Diuron (2 pg 1) und Atrazin
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B Atrazin 10 pg I [ Atrazin 10 pg I'" + Diuron 2 pg I'"
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Abbildung 27 Biosensorsignal (prozentualer Anstieg von F; gegentiber der Kontrolle) fiir neun verschiedene
Mikroalgen in Expositionsexperimenten mit Atrazin (10 pg 1), Diuron (2 pg 1) und einer Mischung der
beiden Herbizide in jeweils gleicher Konzentration nach 20 min. Anstieg F, = Standardabweichung (n=0),
Biosensor Typ FIIb, Temperatur 21,5 °C, Immobilisierungsdichte 1 pg Chlorophyll a cm™.
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(10 pg 1" zeigen den additiven Effekt der beiden Substanzen. Fiir neun verschiedene
Algen konnen keine signifikanten Unterschiede fiir das Biosensorsignal (Anstieg von Fy)
zwischen der Applikation der Herbizidmischung und den addierten Biosensorsignalen aus
den jeweiligen exklusiven Expositionsexperimenten festgestellt, d. h. keine kombinierten

Wirkungen nachgewiesen werden (Abbildung 27).

I11.3.3.  Analyse von herbizidspezifischen Wirkungsmustern

Anhand der aus den Expositionsexperimenten gewonnenen spezifischen Reaktionen der
neun Algen auf fiinf verschiedene Herbizide wird fiir jedes Herbizid ein spezifisches
Wirkungsmuster (RP1) im Bereich der linearen Dosis-Wirkungs-Beziehung berechnet
(siche Anhang S.106, Tabelle 18). Zur Evaluierung der errechneten Herbizidspezifitét
werden anhand von weiteren 20-miniitigen Expositionsexperimenten zusitzliche, analoge
Wirkungsmuster (RP2) im Bereich einer linearen Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir die
Herbizide Atrazin (10 pg 1), Simazin (50 pg 1), Diuron (2 pg 1) und Isoproturon (10
g Iy erstellt und mit den Kalibrations-Wirkungsmustern (RP1) verglichen. Abbildung 28
zeigt beispielhaft das Verfahren der Identifizierung und Quantifizierung von Isoproturon
anhand der Wirkungsmuster von zwei Harnstoffderivaten (Isoproturon und Diuron).
Deutliche Abweichungen sind zwischen RP2 Isoproturon und RP1 Diuron fiir die
Mehrzahl der 16 einzelnen Reaktionsraten zu erkennen (Abbildung 28a). Fir die fiir
Isoproturon RP1 bestimmten elf herbizidspezifischen Reaktionsraten konnte dagegen ein
deutlich geringerer Unterschied zu RP2 Isoproturon festgestellt werden (Abbildung 28b).
Die Abweichungen betragen im Mittel ca. 150 % fiir RP2 Isoproturon/RP1 Diuron und nur
ca. 20 % fiir RP2 Isoproturon/RP1 Isoproturon (Abbildung 28c¢).

Tabelle 12 Berechnung der Konzentration von Isoproturon anhand linearer Regression fiir neun
Algenstdmme.

Mikroalgenstamm
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Abbildung 28 Identifizierung von Herbiziden anhand des herbizidspezifischen Wirkungsmusters am
Beispiel von Diuron und Isoproturon: (a) Vergleich des Wirkungsmusters (RP2) von Isoproturon mit dem
herbizidspezifischen Wirkungsmuster (RP1) von Diuron, bestehend aus 16 Reaktionsraten. (b) Vergleich des
Wirkungsmusters (RP2) von Isoproturon mit dem herbizidspezifischen Wirkungsmuster (RP1) von
Isoproturon aus 11 Reaktionsraten. (¢) Prozentuale mittlere Abweichung der Wirkungsmuster RP2 von RP1
fiir (a) Diuron-Isroroturon und (b) Isoproturon-Isroroturon.

Im Folgenden kann die Evaluierung der Quantifizierung fiir das anhand der
Wirkungsmuster identifizierten Herbizids Isoproturon vorgenommen werden. Hierzu
werden fiir die Intensititen der Biosensorsignale als Anstieg von F; gegeniiber der
Kontrolle herangezogen. Unter Beachtung des linearen Bereichs der Dosis-Wirkungs-
Beziehung 148t sich anhand linearer Regressionen fiir jeden Algenstamm die Konzentration

von Isoproturon errechnen (Tabelle 12). Im Mittel wird so eine Isoproturonkonzentration
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Tabelle 13 Mittlere Abweichung [%] des Wirkungsmusters RP2 vom herbizidspezifischen Wirkungsmuster
RP1 fiir die Triazine und Harnstoffderivate sowie die Anzahl der Reaktionsraten des jeweiligen RP1 und der
Konzentrationsbereich der Berechnung der Reaktionsraten.

herbizid- Anzahl der Wirkungsmuster (RP2) fiir: Konzentrations-
spezifisches  singnifikanten bereich der
Wirkungs- Reaktions- Atrazin Diuron Isoproturon Simazin Berechnung der
muster (RP1) raten des RP1 10 pg 1’ 2pugl! 10 pg 1! 50 ugl'  Reaktionsraten
fiir: zur ng 1!
Identifikation
Atrazin 8 43,5 70,7 42.4 44,5 2-50
Diuron 16 228,5 52,9 1532 1312 0,1-2
Isoproturon 11 54,5 84,0 22,2 97,1 2-10
Paraquat 3 203,7 129.6 2239 190,6 2-50
Simazin 4 57,1 148,1 104,0 16,3 5-100

von 11,0 pg 1" errechnet, das entspricht einer Abweichung von der tatsichlich eingesetzten
Konzentration von 10 %.

Vergleich man die Wirkungsmuster RP2 fiir alle vier Herbizide mit den
herbizidspezifischen Wirkungsmustern RP1, so zeigt sich in allen Féllen fiir RP2 die
jeweils geringste Abweichung von RP1 fiir das jeweils identische Herbizid (Tabelle 13).
Fir Isoproturon (22,2 %) und Simazin (16,3 %) ist die Abweichung geringer als fiir
Atrazin (43,5 %) und Simazin (52,9 %).
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IV. DISKUSSION

IV.1. Technische Entwicklung des Biosensorsystems

IV.1.1. Immobilisierbarkeit und physiologische Stabilitit von Mikroalgenkulturen
im Verbundschichtkulturverfahren

Die Immobilisierung von Mikroalgen in oder auf einem inerten Trdger (Polyurethan,
Cellulosederivate, verschiedene Kunststoffe) oder einer vernetzenden Matrix (Agar,
Alginat, Carrageen) bietet seit langem zahlreiche FEinsatzmoglichkeiten in der
Biotechnologie (Robinson et al., 1986; Codd, 1987). Die Immobilisierung ermoglicht
hohere Zelldichten und verstédrkt und stabilisiert die Stoffwechselaktivitdt von Mikroalgen
(Robinson et al., 1986; Brouers et al., 1988). Gleichzeitig werden die schidigenden
Auswirkungen mechanischer Scherkridfte herabgesetzt (z. B. Largeau et al., 1988).
Tamponnet et al. (1985) und Bailliez et al. (1986) weisen eine erhohte Stabilitdt von
Chlorophyll-Proteinkomplexen bei immobilisierten Kulturen von Botryococcus bzw.
Euglena gegeniiber freien Zellen nach. Durch Immobilisierungsverfahren, oftmals durch
eine Einkapselung der Algen in Alginatkugeln, kann eine erhohte Langzeitstabilitidt der
Kulturen von mehreren Monaten erreicht werden (Codd, 1987; Romo & Perez-Martinez,
1997; Chen, 2003). Mit der Einkapselung geht jedoch ebenfalls ein Verlust der Sensitivitét
gegeniiber Schadstoffen einher (vgl. Abschnitt 1.2). Im Hinblick auf eine Verwendung in
einem Biosensorsystem erscheint dieses Verfahren daher ungeeignet.

Untersuchungen iiber die Immobilisierbarkeit von Mikroalgen beschranken sich bisher
meist auf eine Auswahl technisch genutzter Stdimme in den Bereichen Biotechnologie und
Toxikologie. Wie viele der in Fliissigkultur kultivierbaren Mikroalgen mit den derzeit
verfiigbaren Techniken immobilisierbar sind, ist nicht bekannt. Lukavsky (1988) zeigt, daf3
ungefdhr 80 % von iiber 30 Mikroalgenstimmen (groftenteils Griinalgen, aber auch
Cyanobakterien, Kieselalgen und eine einzellige Rotalge) auf Agar immobilisierbar sind.
Nach mehrjdhriger Lagerung bei niedrigen Temperaturen wachsen diese immobilisierten
Stimme nach Transfer in eine Fliissigkultur wieder an. Uber den Zustand dieser Stimme
wéihrend der Immobilisierung, wie z.B. die Bildung von Dauerstadien oder
Photosyntheseaktivitit, werden jedoch keine Angaben gemacht. Bisherige Erfahrungen der
Sammlung von Algenkulturen Prof. Melkonian (Botanisches Institut, Universitit zu Koln)
mit einer weitaus groleren Anzahl und taxonomischer Vielfalt an Algenstdmmen deuten

dagegen darauf hin, da3 der Anteil der auf Agar immobilisierbaren Stimme bei nur 50 %
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liegt. Die von der Sammlung von Algenkulturen Prof. Melkonian auf ihre
Immobilisierbarkeit getesteten Stamme erweisen sich oftmals als auch in Fliissigkultur
schwerer kultivierbar, wie z. B. viele Flagellaten, gegeniiber den von Lukavsky (1988)
getesteten Vertretern u. a. aus den Gattungen Chlorella, Scenedesmus, Phormidium,
Nostoc, Navicula und Porphyridium.

Die Verwendung der etablierten Immobilisierungsverfahren weist neben den bisher
dargestellten Nachteilen ein weiteres Hindernis in Bezug auf die Nutzung in einem
Biosensorsystem auf: Werden physiologisch aktive Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum
auf einer Néhrstoffe beinhaltenden Matrix kultiviert, so ist damit unweigerlich eine
kontinuierliche Abnahme des Naihrstoffgehalts oder eine Anreicherung anderer
Stoffwechselprodukte verbunden. Wie in zahlreichen Arbeiten nachgewiesen wird, wirkt
sich die Verdnderung der Néhrstoffzusammensetzung auf die Chlorophyllfluoreszenz aus
(z. B. Wood & Oliver, 1995; Milligan & Harrison, 2000; Beardall et al., 2001; Lippemeier
et al., 2001; Young & Beardall, 2003). Dies wiirde eine Nutzung der
Chlorophyllfluorometrie als Signal eines Biosensors erheblich einschrianken.

Die Anwendung von Biosensoren in der routineméfigen Umweltiiberwachung erfordert
einen unter realen Finsatzbedingungen langzeitstabilen Sensororganismus. Bisher
beschriebene Biosensorsysteme mit immobilisierten Mikroalgen kommen diesen
Anforderungen nur unzureichend nach, besonders wenn die aquatischen Organismen in
einem engen Kontakt zur Gasphase stehen. Der enge Kontakt zur Gasphase ist jedoch
besonders zur Messung von Luftschadstoffen erforderlich. Die von Naessens & Tran-Minh
(1998b, 1999) entwickelten Chlorella-Biosensoren fiir VOCs zeigten eine Abnahme des
Biosensorsignals in Form der photosynthetischen Sauerstoffentwicklung um 50 %
innerhalb von 8 - 10 Tagen. In diesem Fall kann die reduzierte Sensoraktivitdt sicher zu
einem grofen Teil auf die unzureichende Versorgung der Algen mit Wasser und
Nahrstoffen zuriickgefiihrt werden. In Verbindung mit einem Biosensorsystem fiir
chemische Kampfstoffe demonstrieren Sanders et al. (2001) das Auftreten einer normalen
Fluoreszenzsignatur nach einer 40-tidgigen Lagerung in Kulturmedium und Dunkelheit im
Vergleich zu vor der Lagerung vorgenommenen Fluoreszenzmessungen. In diesem Fall
weichen die Lagerbedingungen des Biosensors jedoch deutlich von den

Einsatzbedingungen ab.

Im Rahmen dieser Arbeit kann die Eignung des hier entwickelten neuartigen

Immobilisierungsverfahrens fiir eine Vielzahl verschiedener Mikroalgen demonstriert



64 DISKUSSION

werden. Bisher unveroffentlichte Daten zeigen, dall aus einer taxonomisch breiten
Auswahl von {iber 100 diversen Mikroalgenstimmen ca. 80 % mittels des
Verbundschichtkulturverfahrens stabil kultiviert werden konnen, z. T. iiber einen Zeitraum
von mehr als drei Monaten. Durch die Verwendung einer fiir Mikroorganismen schwer
abbaubaren Tragerschicht als Substrat weist das Verbundschichtverfahren einen weiteren
Vorteil gegeniiber einer Agar-, Alginat- oder Carrageenmatrix auf. Diese Materialien
konnen vergleichsweise leicht von Mikroorganismen abgebaut werden (z. B. Faafeng et
al., 1994). Das Verbundschichtverfahren ermdglicht aulerdem die stabile Etablierung einer
Mikroalgenkultur in einem Biosensorsystem fiir Luftschadstoffe iiber einen Zeitraum von
30 d unter realen Einsatzbedingungen. Die Bestdndigkeit des Biosensorsignals in Form von
UF/F’n wird durch die kontinuierliche Versorgung mit Kulturmedium sichergestellt. Diese
langfristig erreichte physiologische Stabilitét bildet die Grundlage fiir die Entwicklung des
ASC-Biosensors und des diversititsbasierten Identifikationsverfahrens fiir Schadstoffe. Die
hier entwickelte Immobilisierungsmethodik vermeidet auflerdem einen Einschlu3 der
Organismen in Matrices und ermdéglicht so in Verbindung mit der technischen Konzeption
des Biosensorsystems eine sensitive Schadstoffmessung, auch in Verbindungen mit

stromenden Losungen.

IV.1.2.  Verfahren zur Messung und Auswertung der Chlorophyll a-Fluoreszenz
als Biosensorsignal
Die PAM-Chlorophyllfluoreszenzanalyse erweist sich seit einigen Jahren in vielfdltiger
Hinsicht als eine verldliche Methode zur Evaluierung von Umweltstre3 auf Pflanzen
(z. B. Juneau & Popovic, 1999; Maxwell & Johnson, 2000). Die mit dieser Methode
erlangten Informationen {iber den Status der Photosynthese werden am Photosystem II
erhoben (siche I1.3.3). Dessen zentrale Bedeutung beziiglich auf eine Beeintrdchtigung
durch verschiedene exogene Strefaktoren wird von Baker (1991) betont. Unter der
Beriicksichtigung einiger spezieller Gegebenheiten 146t sich dieses urspriinglich fiir
Hohere Pflanzen entwickelte MeBverfahren auch an Algen anwenden (Biichel & Wilhelm,
1993; Schreiber et al., 1995). Im Folgenden Abschnitt wird betrachtet, inwieweit sich die
erhobenen Fluoreszenzparameter als Signal des Biosensors besonders im Hinblick auf die
Sensitivitdt und unter Gesichtspunkten der praktischen Anwendung verwenden lassen. Die
Diskussion der Wirkungsmechanismen der verwendeten Schadstoffe auf die Photosynthese

der Algen erfolgt in den nachfolgenden Abschnitten.
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Da der Klebsormidium-Biosensor fiir die getesteten gasformigen Schadstoffe die hochste
Sensitivitdt aufweist, wird die Optimierung des FluoreszenzmeBverfahrens auf der Basis
dieses Systems durchgefiihrt. Das MeBverfahren unter der Anwendung der alternierenden
Licht-/Dunkelphasen erweist sich unter dem Aspekt der Maximierung des
Biosensorsignals (d. h. der Sensitivitit) als am gilinstigsten, wenn die nach 1 bzw. 2,5 min
nach Beleuchtungsbeginn erhobenen Fluoreszenzparameter F; oder UF/F’, als
Biosensorsignal herangezogen werden (Abbildung 12, S.39). UF/F’,, zeigt hier die beste
Reproduzierbarkeit, wiedergegeben durch eine vergleichsweise niedrige
Standardabweichung. Die hochste Sensitivitdt kann fiir qN festgestellt werden, das sich
jedoch auf Grund einer ungeniigenden Reproduzierbarkeit nicht als Biosensorsignal eignet.
Die Anwendung der alternierenden Licht-/Dunkelphasen zur Fluoreszenzmessung weist im
Hinblick auf eine praktische Anwendung einige Nachteile auf. Das Biosensorsignal ist nur
wéhrend der Beleuchtungsphase verfiigbar, so dal keine kontinuierliche Messung
durchgefiihrt werden kann. Eine maximale Sensitivitdt ist auBerdem nur zu Beginn der
Lichtphase meBbar. Resultierend aus dieser Versuchsanordnung lassen sich nutzbare
Signale effektiv nur alle 20 min erheben. Einige Algen bendtigen zudem deutlich langere
als die hier verwendeten Dunkeladaptationsphasen von 10 min (Biichel & Wilhelm, 1993).
Dies wire mit einem weiteren Verlust an zeitlicher Auflosung verbunden. Ein weiteres
Problem stellen die unterschiedlichen Anforderungen der verschiedenen Algen an die
Chlorophyllfluorometrie dar. Nach Biichel & Wilhelm (1993) bendtigen besonders
phycobilinhaltige (Cyanobakterien und Rotalgen) und Chlorophyll ¢ beinhaltende
heterokonte Algen (z. B. Diatomeen) oftmals eine nur sehr geringe Anregungsbeleuchtung
zur Bestimmung der Grundfluoreszenz F,. Eine Herabsetzung der Anregungsbeleuchtung
fiilhrt aber gleichzeitig zu einem ungiinstigen Verhiltnis von Signal zu
Hintergrundrauschen, zumal das Fluoreszenzsignal in diesen Algengruppen héaufig
vergleichsweise schwach ist. Auflerdem konnen hier z. T. unbekannte physiologische
Mechanismen zur inkorrekten Bestimmung der Grundfluoreszenz F fithren, die wiederum
in einer falschen Berechnung der Dunkelparameter F,/F,,, und qN resultiert. Da die unter
kontinuierlicher Beleuchtung ermittelten Fluoreszenzparameter F; und UF/F’;, nicht auf
vorangegangener Dunkeladaptation basieren, empfiehlt sich vor diesem Hintergrund eine
Anwendung der kontinuierlichen Beleuchtung zur Fluoreszenzmessung. So ist ein
kontinuierliches und stabiles Biosensorsignal in deutlich hoherer zeitlicher Auflosung

verfligbar. Dies ist jedoch auch mit einem Verlust der Nachweissensitivitdt verbunden, die
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in etwa der Sensitivitit des nach 10 min Beleuchtung erhobenen MeBwertes bei

Verwendung der alternierenden Beleuchtung entspricht.

Der Biosensor fiir wassergeloste Schadstoffe soll als Weiterentwicklung der Systeme fiir
Luftschadstoffe neben der quantitativen Messung von Herbiziden auch zu deren
Identifizierung genutzt werden. Das auf den verschiedenen Reaktionen der Mikroalgen
basierende Verfahren erfordert den Einsatz von sensitiven Mikroalgen. Im Vergleich der
Fluoreszenzparameter F; und UF/F’;, konnen bei Herbizidexposition fiir eine hohere
Anzahl an Algen niedrigere Nachweisgrenzen bei Verwendung von F; gegeniiber UF/F’p,
erreicht werden. Die von Trapmann et al. (1998) vorgeschlagene Methode zur Erh6hung
der Sensitivitdt bei Integration des MeBsignals F; iiber den Expositionszeitraum von 20
Minuten erweist sich als weniger sensitiv im Vergleich zum Auswertungsverfahren unter
Nutzung des terminalen MeBwerts nach 20-miniitiger Exposition.

Die mit einzelnen Algen gemessenen niedrigsten Nachweisgrenzen werden jedoch zu
einem grofen Teil unter der Verwendung von [UF/F’, und der integrierten
Auswertungsmethodik ermittelt. Dies kann die Sensitivitdt fiir eine quantitative Analytik
verbessern. Die Unterschiede zwischen den Nachweisgrenzen der verschiedenen Algen
sind jedoch fiir dieses Auswertungsverfahren deutlich grofler. Da fiir das
Identifizierungsverfahren  jedoch moglichst viele in einem dhnlichen
Konzentrationsbereich sensitive Algenstimme erforderlich sind (sieche Abschnitt I1.6), ist
die Verwendung von F; bei Verwendung des terminalen MeBwerts nach 20-miniitiger

Exposition als Biosensorsignal empfehlenswert.

IV.1.3.  Einflufl von Immobilisierung, Temperatur und Membranmaterial auf die

Sensitivitit des Biosensors

Immobilisierung

Die Untersuchung des Einflusses der Immobilisierungsdichte der biologischen
Komponente auf das Signal eines Biosensors wird vor allem fiir rezeptorbasierte
Biosensorsysteme (Nukleinsduren und Antikorper) durchgefiihrt. Hier kann der Einfluf3 der
Dichte der Rezeptoren auf das Biosensorsignal, resultierend z. B. aus der mit der Dichte

assoziierten Bindungsaffinitdt und -kapazitit oder der Zugénglichkeit der Rezeptoren fiir
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die Analyte, demonstriert werden (Rogers et al., 1991; Henke & Krull, 1999; Barie &
Rapp, 2001; Watterson et al., 2001).

Bei Biosensorsystemen, die ganze Zellen oder Mikroorganismen nutzen, wird die
Abhiéngigkeit zwischen Immobilisierungsdichte und induzierbarer Signalintensitdt dagegen
bisher wenig beachtet. In der vorliegenden Untersuchung kann diese jedoch nachgewiesen
werden. Fiir Klebsormidium sp. (M1939) und Pseudokirchneriella subcapitata ist der
Beginn der Bildung einer mehrlagigen Zellschicht ab einer Dichte von ungefédhr 2,5 - 5 (K.
sp.) bzw. ca. 1 - 2,5 (P. subcapitata) ng Chlorophyll a cm™ erkennbar (nicht gezeigte
Daten). Diese Beobachtung steht moglicherweise im Zusammenhang mit der Stagnation
des Anstiegs des absoluten Fluoreszenzsignals F; mit steigender Chlorophyllmenge
(Abbildung 16, S.43): Setzt man eine proportionale Beziehung zwischen
Chlorophyllmenge und Chlorophyllfluoreszenz voraus (Vyhnalek et al., 1993; Gregor &
Marsalek, 2004), so ist ein Anstieg der Fluoreszenz mit der Erhohung der
Chlorophyllmenge zu erwarten. Ist begleitend zur zunehmenden Chlorophyllkonzentration
kein weiterer Anstieg von F; feststellbar, so kann moglicherweise die zur Anregung der
Chlorophyllfluoreszenz verwendete, schwache Lichtstrahlung nicht in tiefere Lagen der
sich bildenden Algenschicht vordringen. Der leichte Fluoreszenzverlust oberhalb von 2,5
bzw. 5 pug Chlorophyll a cm koénnte zusétzlich durch das Phéinomen der Reabsorption der
kurzwelligen Fluoreszenz durch benachbarte Zellen bei hohen Chlorophyllkonzentrationen
erklart werden (Eullaffroy et al., 1998; Gitelson et al., 1998; Buschmann et al., 2000).
Vedrine et al. (2003) postulieren ebenfalls Fluoreszenzreabsorption in einem
Algenbiosensorsystem bei hoher Immobilisierungsdichte von Chlorella vulgaris.

Die Auswirkungen einer mehrlagigen Zellschicht auf die Sensitivitit des Biosensors sind
fur gasformige und wassergeldste Schadstoffe getrennt zu betrachten. Fiir das Herbizid
Diuron kann eine abnehmende Sensitivitidt bei einer Immobilisierungsdichte iiber 5 pg
Chlorophyll a cm™ nachgewiesen werden. Der Schadstoff wird im Fall des Biosensors fiir
wasserlosliche Verbindungen von der entgegengesetzten Seite im Verhéltnis zur
Fluoreszenzmessung appliziert. Daher konnte eine suboptimale Sensitivitit auf den
Diffusionsweg von Diuron durch die Zellschichten zuriickzufithren sein, der sich mit
steigender Schichtdicke verldngert. Auch eine mogliche schnelle Absorption des Herbizids
durch die Algenzellen wihrend des Durchtritts durch die Zellschichten konnte mit
steigender Schichtdicke kurzfristig zu einer geringeren Konzentration auf der Seite der

Fluoreszenzmessung fithren. Das formaldehydinduzierte Signal des Biosensors fiir



68 DISKUSSION

Luftschadstoffe sinkt bei Chlorophyllmengen von iiber 1 pug Chlorophyll a cm™ ebenfalls
mit steigender Immobilisierungsdichte. In diesem System werden die gasformigen
Verbindungen von der der Lichtquelle zugewandten Oberfliche der Biosensomembran
zugefiihrt. Auf Grund des absoluten Fluoreszenzsignals kann davon ausgegangen werden,
daB eine Schicht bis zu einer Dichte von 2,5 pg Chlorophyll a c¢cm™® in die
Fluoreszenzmessung einbezogen wird. Fiir den Expositionszeitraum von 30 min kann man
eine Diffusion von Formaldehyd bis in eine Schicht einer Dicke von 1 pg Chlorophyll a
cm™ vermuten (maximale Sensitivitit bis zu dieser Dichte). Bei einer Schichtdicke von 2,5
g Chlorophyll a cm™ wiirde dann sowohl die von Formaldehyd penetrierte Zellschicht, als
auch der nicht formaldehydexponierte, tiefer liegende Bereich in die Messung der
Fluoreszenz einbezogen werden. D. h. das gemessene Biosensorsignal wire ein Mittel aus
durch Formaldehyd beeintrichtigten und nicht beeintrachtigten Schichten, verbunden mit
einem Verlust an Sensitivitét.

Auch in natiirlichen Biofilmen koénnen die Dichte und die aus den gepackten Zellen
gebildete Struktur die Schadstoffsensitivitdt beeinflussen. Nach Barranguet et al. (2000)
iiben diese physikalischen Faktoren z. B. einen stirkeren Einflufl auf die Kupfersensitivitit
eines Biofilms aus als dessen Artzusammensetzung und fungieren so als protektiver
Mechanismus gegen die toxische Wirkung von Schadstoffen (Barranguet et al., 2002).

Da ein Effekt der Schichtdicke auf die Sensitivitdt des Biosensorsignals nachgewiesen
werden kann, entsteht aus dem Wachstum der immobilisierten Organismen eine
Problematik im Hinblick auf einen ldngeren Einsatzzeitraum des Biosensors. Die
potentielle Einsatzdauer wird daher durch den Bereich der maximalen Sensitivitdt von 0,25
bis 1 bzw. 5 ng Chlorophyll a cm™, d. h. durch das Wachstum der Algen bis zum Erreichen
dieses Grenzwerts, beschriankt. Anhand der Erkenntnisse, die in Wachstumsexperimenten
mit Klebsormidium gewonnen worden sind, zeigt sich, da3 sich die Wachstumsraten der
Algen durch Verdnderung der Zusammensetzung des Kulturmediums z. T. deutlich
reduzieren lassen, ohne die Stabilitit der immobilisierten Kulturen zu beeintrachtigen.
Durch eine Umorientierung der Fluoreszenzmessung auf die Seite der
Schadstoffapplikation konnte der Sensitivitdtsverlust des Biosensorsystems fiir
wassergeloste Schadstoffe bei steigender Schichtdicke vermieden werden. Dies konnte
durch die Verwendung klarsichtiger Trigermaterialien, wie z. B. die hier eingesetzte
Polycarbonatmembran realisiert werden. Im Fall der Biosensoren fiir Luftschadstoffe

konnte auBerdem die Immobilisierung bei hohen Dichten 0 10 pg Chlorophyll a cm™ eine
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Dichteabhingigkeit umgehen. Dies wire allerdings mit einer deutlichen Einbufle an

Sensitivitit verbunden.

Temperatur

Am Beispiel der Expositionsexperimente mit Methanol zeigt sich die
Temperaturabhéngigkeit des Biosensorsignals in Form der prozentualen Hemmung der
effektiven Quantenausbeute des Elektronentransports UF/F’,, gegeniiber einer Kontrolle.
Bei einer guten Reproduzierbarkeit ist eine maximale Sensitivitdt des Klebsormidium-
Biosensors bei 29 °C zu erreichen.

Die signifikante Temperaturstabilitit von UF/F’, deutet nicht auf eine generelle
Temperaturbeeintrachtigung der Photosynthesevorgédnge hin. Vielmehr scheinen
bestimmte, mit der Toxizitdt von Methanol verkniipfte Vorgidnge, wie z.B. die
Methanoloxidation/-detoxifikation oder die Bindungsaffinitidten von Methanol oder seinen
Oxidationsprodukten an den Mn-Cluster des wasserspaltenden Komplexes des PSII (sieche
IV.2.1) temperaturabhéngig zu sein. Diese wirken sich dann mit alternierender Temperatur
unterschiedlich auf die Effizienz des Elektronentransports aus. Viele dieser
Stoffwechselvorgénge basieren auf enzymatischen Reaktionen. So zeigen z. B. Mahan et
al. (2004) einen Zusammenhang zwischen temperaturabhéngiger Enzymaktivitit und der
Effektivitdt von Herbizidgaben. Fiir das Biosensorsystem ergibt sich hieraus neben dem
EinfluB der Temperatur auf dessen Sensitivitit zumindest die Notwendigkeit zur
Stabilisierung der Temperatur wahrend der Anwendung des Biosensors. Besonders bei der
Anwendung des ASC-Biosensors ist zu bedenken, dal verschiedene Algen maximale
Signale bei unterschiedlichen Temperaturen aufweisen konnten.

Berticksichtigt man das temperaturabhéngige Phasengleichgewicht der VOCs, so nimmt
die Menge an in der Wasserphase gelosten Schadstoffe bei einem Temperaturanstieg von
20 auf 30 °C fiir Methanol um 42 % und fiir Formaldehyd um 50 % ab. Dagegen zeigen
Walsh et al. (2004) eine steigende Methanolpermeabilitit der Zellmembranen von
Chlorococcum texanum mit ansteigender Temperatur. Welchen Einflufl diese beiden in
Bezug auf das resultierende Biosensorsignal gegensétzlich wirkenden Prozesse auf dessen

Temperaturabhéngigkeit haben, kann jedoch nicht abgeschitzt werden.

Membranmaterial

Die Wahl eines optimalen Membranmaterials als Immobilisierungssubstrat ist fiir die

Biosensorsysteme von unterschiedlicher Bedeutung. Stellt das Substratmaterial in den
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Biosensorsystemen fiir Luftschadstoffe die dauerhafte Versorgung mit Nahrstoffen sicher,
so sind dessen Permeabilitit und Adsorptionseigenschaften zur Messung von
wassergelosten Schadstoffen von groferer Bedeutung, da diese Schadstoffe durch das
Substrat hindurchtreten miissen. Sollen gerade kurzfristige Anderungen in der
Zusammensetzung einer zu analysierenden Losung im Rahmen weniger Minuten mittels
des Biosensors gemessen werden, sind die Diffusions- und Adsorptionseigenschaften von
besonderer Bedeutung. In den durchgefiihrten Experimenten zeigt sich eine deutlich
bessere Eignung der Polycarbonat- gegeniiber der Cellulosemischestermembran. Dies kann
vor allem auf deren deutlich geringere Schichtdicke, gleichbedeutend mit einem kiirzeren
Diffusionsweg, zuriickzufiihren sein. Des weiteren kann die bessere Eignung auch aus der
bekannt geringen Bindungsaffinitdit von Polycarbonaten fiir verschiedene Stoffe
resultieren. Dies wird z. B. von Weltje et al. (2003) fiir einige Metalle demonstriert. Aus
verschiedenen getesteten Membranmaterialien zeigen Cellulosemischestermaterialien die

hochsten, Polycarbonat mit die geringsten Adsorptionsraten.
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IV.2. Quantitativer Nachweis toxischer Verbindungen

IV.2.1.  Fliichtige organische Verbindungen

Wirkungsweise der VOCs auf die Photosynthese

Die schiddigende Wirkung der fliichtigen organischen Verbindungen Methanol und
Formaldehyd auf pflanzliche Organismen basiert auf verschiedenen Mechanismen. Die
Toxizitdt von Methanol kann sicher zu einem Teil auf dessen guten Losungseigenschaften
fiir Biomembranen zuriickzufithren sein, weshalb Methanol in Standardmethoden zur
Pigmentextraktion eingesetzt wird (z. B. Simon & Helliwell, 1998). Nach Hayat (1989)
induziert Formaldehyd eine Vernetzung von freien Aminogruppen mit anderen
funktionellen Gruppen der Polypeptidketten. Des weiteren reagieren ungesittigte
Fettsduren an den Doppelbindungen unter Verdnderung ihrer chemisch-physikalischen
Eigenschaften mit Formaldehyd.

Im Zusammenhang mit dem hier beschriebenen Biosensorsystem kommt jedoch der
Betrachtung einer direkten VOC-Schadwirkung auf die Photosynthese besondere
Bedeutung zu. Force et al. (1998) erbringen den Nachweis der Bindung von Methanol und
anderen kleinen Alkoholen an den Mn-Cluster des wasserspaltenden Komplexes. Dies
filhrt zu einer Abnahme der photosynthetischen Sauerstoffproduktion, deren Ausmal3 von
der applizierten Alkoholkonzentration abhidngt und im Fall von Methanol vollstindig
reversibel ist. Sowohl Methanol als auch Formaldehyd sind Bestandteile in einem
Stoffwechselweg, der Methanoloxidation/-detoxifikation iiber Formaldehyd zu Format und
CO; (Cossins, 1964; McGiffen & Manthey, 1996). Fir Format ist ebenfalls eine
inhibitorische Wirkung auf den Elektronentransport der Photosynthese und auf den
wasserspaltenden Komplex bekannt (Feyziev et al., 2000).

Neben der Inhibition des photosynthetischen Elektronentransports kann auf Grund der
oben genannten Oxidation von Methanol und Formaldehyd zu CO, in manchen Féllen ein
stimulierender Effekt dieser Substanzen auf die Biomasseproduktion von Pflanzen
nachgewiesen werden, der auf der Anreicherung des CO; beruht (McGiffen & Manthey,
1996). Unter spezieller Betrachtung der Mikroalgen erzielen z. B. Kotzabasis et al. (1999)
bei Addition von geringen Mengen Methanol (0,05-1 % v/v) gesteigerte
Photosyntheseraten und Biomasseproduktionen von Chlorella. Bei Lichtintensitdten U 100

-1

uE m? s’ zeigen Theodoridou et al. (2002) dhnliche Ergebnisse. Niedrigere
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Lichtintensitdten, wie in den hier dargestellten Biosensorsystemen angewendet, dagegen
resultieren in einer leichten Abnahme der Photosyntheseaktivitit.

Die durch Chlorophyllfluoreszenzparameter mit den Biosensorsystemen ermittelten
inhibitorischen Effekte von Methanol- bzw. Formaldehydddmpfen auf die Photosynthese
der Algen sind evident. Die Abnahme der effektiven Quanteneffizienz des
Elektronentransports des PSII (UF/F’,) sowie die Erhohung der Ilangwelligen
Strahlungsemission (Wirmeabgabe), wiedergegeben durch den Koeffizienten des nicht-
photochemischen Quenching gN, konnen auf die o. g. Inhibition des Mn-Clusters durch
Methanol oder die Hemmung des Elektronentransports und des wasserspaltenden
Komplexes durch Format zuriickgefiihrt werden. Ein enger Zusammenhang zwischen der
durch diese beschriebenen Prozesse beeintrachtigten Sauerstoffentwicklung und der im
Rahmen dieser Arbeit als Biosensorsignal untersuchten effektiven Quanteneffizienz des
Elektronentransports ist erwiesen (Endo et al., 1995).

Die Anwendung der alternierenden Licht-/Dunkelphasen zeigt unter Methanolexposition
einen maximalen Anstieg der Fluoreszenz F; und eine maximale Hemmung von UF/F’p,
gegeniiber der Kontrolle in den ersten Minuten der Lichtphase. Doman & Romanova
(1962) demonstrieren, da3 die Oxidation von Methanol, Formaldehyd und Format und
somit deren Detoxifikation in Dunkelheit wesentlich langsamer als im Licht ablauft. Somit
konnte gegen Ende der Dunkelphase und zu Beginn der Lichtphase durch allmidhliche
Anreicherung eine hohere Methanolkonzentration in den Zellen vorliegen. Diese fiihrt
dann anfangs zu einem hoheren Signal des Biosensors und nimmt mit der Erhéhung der
Effizienz des lichtinduzierten Detoxifikationsmechanismus ab. Dieser Sachverhalt wiirde
gleichzeitig auf eine stirkere Beteiligung von Methanol im Vergleich zu dessen
Oxidationsprodukten Formaldehyd oder Format an der Hemmung der photosyntetischen
Prozesse hindeuten. Jedoch sind an der Induktion der Chlorophyllfluoreszenz beim
Ubergang von der Dunkeladaptation zum Steady State der Photosynthese zahlreiche andere
photochemische und nicht-photochemische Prozesse beteiligt (Seaton & Walker, 1990;
Biichel & Wilhelm, 1993; Rohacek & Bartak, 1999), deren EinfluB auf die
Fluoreszenzsignale wihrend der Methanolexposition anhand der gewonnenen Daten nicht
abgeschétzt werden kann.

Die maximale Quanteneffizienz des Elektronentransports F,/F; wird durch die VOC-
Exposition nicht beeintrachtigt. Eine Abnahme von F,/Fy, gilt als zuverldssiger Parameter
zur Beschreibung von Photoinhibition (Figueroa et al., 1997; Maxwell & Johnson, 2000;

Montero et al., 2002), die in einem engen Zusammenhang mit der Degradation des D1-
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Proteins des PSII steht (Han et al., 2000; Marshall et al., 2000). Eine Schadwirkung von
Methanol oder Formaldehyd auf das DI1-Protein ist nicht bekannt. Dagegen weisen
Shiraishi et al. (2000) eine protektive Wirkung von Format (als Zwischenprodukt der
Methanol-/Formaldehydoxidation) gegeniiber der Photoinhibition nach.

Generell kann davon ausgegangen werden, da3 in der Zelle oder zumindest in der die
immobilisierten Zellen umgebenden wissrigen Losung eine weitaus hohere VOC-
Konzentration vorliegt als in der umgebenden Gasphase. Unter Beriicksichtigung der
Henrykonstante ergibt sich bei vollstdndiger Einstellung des Phasengleichgewichts und
einer Temperatur von 29 °C ein Anreicherungsfaktor von ~57.000 fiir Formaldehyd und
~4.300 fir Methanol. Dieses stark zur wéssrigen Phase verlagerte Gleichgewicht
begiinstigt generell die Messung dieser VOCs in der Gasphase und konnte gleichzeitig
auch die im Vergleich zu Methanol deutlich niedrigere Nachweisgrenze des Biosensors fiir

Formaldehyddimpfe erklédren.

Nachweis der VOC-Ddmpfe durch Mikroalgenbiosensoren

Ublicherweise ~werden VOCs mittels der Gaschromatographie (GC) und
Massenspektrometrie (MS) nachgewiesen. Diese gekoppelte Methode verbindet die
gaschromatographischen Auftrennung der Probe mit der Identifizierung der
Einzelkomponenten mittels der Massenspektrometrie. Dieses Verfahren ermoglicht den
VOC-Nachweis im sub-ppb Bereich (McClennen et al., 1996; Wedel et al., 1998;
Srivastava et al.,, 2004). Dazu ist jedoch in manchen Fillen eine vorangehende
Konzentrationsanreicherung notwendig (Almasi et al., 1993).

Die Anwendung von Biosensoren zum Nachweis fliichtiger organischer Verbindungen
beschrénkt sich hauptsidchlich auf die Messung dieser Substanzen in wélrigen Losungen.
Biosensoren fiir den Einsatz in der Gasphase sind in vergleichsweise geringem Malle
untersucht. Fiir Methanol priasentieren Naessens & Tran-Minh (1998) ein Biosensorsystem
unter der Verwendung von Chlorella vulgaris (SAG211-12). In kurzzeitigen
Expositionsexperimenten kann die Wirkung von Methanolddmpfen auf die
photosynthetische Sauerstoffentwicklung bei Methanolkonzentrationen unterhalb von 500
ppm demonstriert werden. In Ubereinstimmung mit den hier gezeigten Ergebnissen kann
eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung in diesem Bereich festgestellt werden. Die
niedrigste nachgewiesene Konzentration liegt bei 30 ppm und induzierte einen Riickgang
der Sauerstoffentwicklung um 5 %. Mit dem K/ebsormidium-Biosensor kann im Vergleich

dazu eine Nachweisgrenze von 50 ppm erreicht werden. Das Biosensorsignal des
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Chlorella-Biosensors ist dagegen nur bis zu einer Konzentration von 390 ppm vollstindig
reversibel. Loreto et al. (1999) beschreiben die Wirkung von Methanolddmpfen auf die
Blattphotosynthese verschiedener Hoherer Pflanzen. Innerhalb weniger Minuten kann eine
sehr deutliche und reversible Abnahme von Gaswechsel und Elektronentransportrate
festgestellt ~werden. Obwohl in diesen Experimenten wesentlich  hohere
Methanolkonzentrationen als in den hier durchgefiithrten Expositionsversuchen eingesetzt
werden, beruhen die beobachteten Reaktionen vermutlich auf den gleichen o. g.
Wirkungsweisen der VOCs, da Elektronentransportrate und UF/F’;, eng miteinander
verkniipft sind.

Zur Messung von Formaldehydddmpfen sind einige Enzymbiosensoren auf der Basis von
Dehydrogenasen bekannt, Mikroalgen werden zu diesem Zweck bisher nicht eingesetzt.
Unter Verwendung eines enzymbeschichteten Piezokristalls kann von Guilbault (1983) ein
lineares Biosensorsignal im Bereich von 10 ppb bis 10 ppm ermittelt werden. Die mit
Biosensorsystemen bisher erreichten Nachweisgrenzen fiir Formaldehyddampfe zwischen
300 ppb (Hiammerle et al., 1996) oder 1 ppb (Dennison et al., 1996) zeigen die
Funktionalitit des entwickelten Klebsormidium-Biosensors, definiert man die
Nachweisgrenze entweder als die statistisch signifikante LOEC von 10 ppb oder als die

LOEC mit 3-facher Standardabweichung von ca. 100 ppb.

Mittels des entwickelten Klebsormidium-Biosensors kann sowohl fiir Methanol- als auch
fiir Formaldehyddédmpfe eine ausreichende Sensitivitit zum Nachweis der praxisrelevanten
MAK (maximale Arbeitsplatzkonzentration) erreicht werden. Die MAK beschreibt die bei
téglich 8-stiindiger Humanexposition hochstzulédssige Schadstoffkonzentration und betriagt
fur Methanol 200 ppm (Mann et al., 2002) und fiir Formaldehyd 0,5 ppm (Schmid et al.,
1994). Im Fall von Methanol 148t sich anhand der linearen Beziehung zwischen dem
Biosensorsignal in Form von UF/F’, und der Methanolkonzentration im
humantoxikologisch relevanten Bereich von 75 bis 350 ppm eine quantitative Bestimmung
durchfiihren. Da fiir Formaldehyd keine Linearitit des Biosensorsignals in Abhéingigkeit
von der Konzentration nachweisbar ist, wird hier die  quantitative
Konzentrationsbestimmung auf der Basis des sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Modells bei
geringerer Genauigkeit ermoglicht.

Der Nachweis der VOCs kann innerhalb weniger Minuten durchgefiihrt werden. Um ein
maximales Signal und eine bessere Reproduzierbarkeit zu erhalten, empfiehlt sich jedoch

eine MeBdauer von mindestens 20 min. Fiir Formaldehyd kann in diesem Zeitraum eine
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Sattigung des Signals erreicht werden. Zusammen mit der beobachteten Reversibilitit
erweist sich das System als geeignet zur kontinuierlichen Messung von Formaldehyd- und
Methanolddmpfen. Wiederholte 60-miniitige Expositionsexperimente iiber einen Zeitraum
von 30 Tagen zeigen eine gute Reproduzierbarkeit des Biosensorsignals bei einer langeren
Anwendungsdauer einer Biosensormembran. Der Effekt des kontinuierlichen Wachstums
der Schichtdicke wihrend des Experiments wird in diesem Versuchsansatz durch eine

Inokulationsdichte von 5 pg Chlorophyll a cm™ minimiert (siche auch Abschnitt IV.1.3).

1v.2.2. Herbizide

Wirkungsweise

Die eingesetzten Triazine (Atrazin, Simazin) und Harnstoffderivate (Diuron und
Isoproturon) besetzen den Akzeptor der Qg-Untereinheit am D1-Protein im Photosystem II
(Mattoo et al., 1981; Pfister et al., 1981). Beide Gruppen interagieren jedoch mit jeweils
verschiedenen Aminosdureresten des D1-Proteins (Youngman & Elstner, 1988; Draber et
al., 1991). Die Wirkungsweise der PSII-Herbizide beruht auf der Unterbindung des
Elektronentransports und damit auf der Verhinderung des Energietransfers von den
angeregten Chlorophyllmolekiilen. Ein Teil der absorbierten Lichtenergie wird somit
verstirkt als Fluoreszenz abgegeben, als Konsequenz sinkt ebenfalls die effektive
Quantenausbeute des Elektronentransports UF/F’;, ab. Diese zu erwartenden Reaktionen
konnen hier durch Applikation von PSII-Herbiziden an verschiedenen Mikroalgen
nachgewiesen werden. Gleichzeitig dazu kann es auBerdem zur Reaktion der angeregten
Chlorophyllmolekiile mit molekularem Sauerstoff kommen. Es entsteht hochreaktiver
Singulettsauerstoff, der zur Lipidoxidation in den Chloroplastenmembranen fiihrt.

Das Bipyridyliumsalz Paraquat (Methylviologen) greift am Photosystem I (PSI) in die
Photosyntheseprozesse ein. Im Gegensatz zu den PSII-Herbiziden kommt es nicht zur
Unterbindung des Elektronentransports. Paraquat weist mit -446 mV ein sehr negatives
Redoxpotential auf und fungiert so als alternativer Elektronenakzeptor am PSI, wobei die
Bildung von NADPH verhindert wird (Youngman & Elstner, 1988). Das nach der
Reduktion durch Ferredoxin entstandene Paraquatradikal generiert aullerdem freie
Sauerstoffradikale (Hiyama et al.,, 1993; Moreland, 1993). Neben der langfristigen
Schiadigung der Pflanze durch die Unterbindung der Bildung der Reduktionsidquivalente
wirkt Paraquat somit auch kurzfristig durch die Zerstérung der Integritdt der

Phospholipidmembranen (Moreland, 1993). Der in den Expositionsexperimenten mit
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Paraquat beobachtete charakteristische Abfall der Fluoreszenz ist auf die starke
reduzierende Wirkung von Paraquat am PSI zuriickzufiihren: Wie die Anregung des PSI
durch dunkelrote Beleuchtung (Peterson, 1991; Consalvey et al., 2004) induziert Paraquat
als stark elektronegativer terminaler Elektronenakzeptor eine verstirkte Oxidation des
primédren Elektonenakzeptors Qa des PSII (Bukhov et al., 2001). Hieraus ergibt sich ein
Abfall der Fluoreszenz F; bzw. ein Anstieg der effektiven Quantenausbeute des

Elektronentransports UF/F’, (vgl. Abschnitt I1.3.3).

Nachweis von Herbiziden

Als Standardmethoden der Herbizidanalytik werden die Gaschromatographie oder die
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) in Verbindung mit der
Massenspektrometrie und oftmals einem vorangehenden Anreicherungsschritt durch die
Festphasenextraktion eingesetzt (Oehmichen et al., 1987; Grandet et al., 1988; Reupert &
Ploger, 1988; Schlett, 1991). Alternativ wird die sensitive Methode des Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) eingesetzt (Weil et al., 1991; Ben Rejeb et al., 1998;
Walker et al., 2000). Hiermit lassen sich Nachweisgrenzen bis in den Bereich einiger pg 1™
erreichen. Unter den Biosensoren werden Systeme auf der Basis von Mikroalgen oder
anderen photosynthetisch aktiven Strukturen (isolierte Chloroplasten, PSII-Partikel) relativ
hiufig zur Messung photosynthetischer Herbizide angewandt (Giardi et al., 2001). Geringe
Nachweisgrenzen werden mit Mikroalgen von Schreiber et al. (2002) mit 0,014 pg 1" fiir
Diuron und von Vedrine et al. (2003) mit 0,5 pg "' fiir Simazin, 0,25 pg 1" fiir Atrazin und
0,025 pg 1" fiir Diuron und Isoproturon erreicht. Damit zeigt sich, daB die biosensorische
Detektion von Herbiziden mittels der PAM-Chlorophyllfluorometrie im Rahmen der EU-
Wasserrichtlinie (Européische Union, 1998) mit Grenzwerten von 0,1 pg I"' fiir einzelne
Herbizide unter der Nutzung von Mikroalgen moglich ist. Eine geniigende Sensitivitit wird
ebenfalls durch die Verwendung immobilisierter Photosystem II-Partikel erzielt (Koblizek

et al., 1998; Koblizek et al., 2002).

Unter Beriicksichtigung der minimalen erreichten Nachweisgrenzen (Tabelle 10, S.54)
geniigt das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Biosensorsystem unter Verwendung von
Synechocystis sp. fir Diuron den Sensitivitdtsanforderungen der EU-Wasserrichtlinie fiir
einzelne Herbizide. Der fiir den Gesamtgehalt an Herbiziden vorgeschriebene Grenzwert
von 0,5 pg "' (Europidische Union, 1998) ist bei Exposition mit Isoproturon nachweisbar.

Fiir Atrazin, Simazin und Paraquat erweist sich das System als 5- bis 20-fach zu insensitiv,
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kann jedoch dem Vergleich mit anderen bisher beschriebenen Biosensorsystemen
standhalten: Brack & Frank (1998) analysieren die Chlorophyllfluoreszenz von
Chlamydomonas reinhardtii und erreichten so eine Nachweisgrenze von 4,1 ng I fiir
Simazin und 140 pg 1" fiir Paraquat. Der Nachweis von Atrazin und Simazin bis zu einem
minimalen Grenzwert von 2 pg 1" und von Diuron bis 0,23 pg I"' wird von Naessens et al.
(2000) durchgefiihrt. Frense et al. (1998) entwickeln einen Scenedesmus subspicatus-
Biosensor mit einer Nachweisgrenze von 1-10 pg I, abhiingig von den Kulturbedingungen
der Mikroalge. Des weiteren iiberschreiten die in der Umwelt gemessenen
Herbizidkonzentrationen oftmals deutlich die definierten Grenzwerte und erfordern daher
ebenfalls die Anpassung des MeBlbereichs an hohere Konzentrationen; Atrazin ist z. B. in
Konzentrationen von mehr als 0,4 mg I in deutschen Oberflichengewissern nachweisbar
(Umweltbundesamt, 1997). Ein weiterer Vorteil des Biosensorsystems ist die hohe
Nachweisgeschwindigkeit fiir Herbizide im Bereich von wenigen Minuten. Hier zeigt sich
die groBe Uberlegenheit von Biosensorsystemen gegeniiber vielen Test fiir
Herbizidtoxizitdt im Zeitrahmen einiger Stunden bis Tage (z. B. EPA, 1994; Fairchild et
al., 1997; Tang et al., 1997; Girling et al., 2000; Ma et al., 2003).
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IV.3.  Entwicklung eines selektiven Biosensors

IV.3.1.  Biosensorische Methoden der selektiven Schadstoffmessung

Biochips bieten die Moglichkeit der simultanen Verwendung einer Vielzahl biologischer
Komponenten in einem Biosensorsystem. Werden Biochips zu Identifizierung
verschiedenster chemischer oder biologischer Substanzen verwendet, nutzen diese oftmals
immobilisierte Antikdrper oder DNA: Diese Vorgehensweise erhélt ihre Selektivitdt durch
die jeweilige Spezifitdt der chipimmobilisierten biologischen Komponente des Biosensors
(Vo-Dinh et al., 2001; Moreno-Bondi et al., 2003). Als Konsequenz daraus muf3 jedoch fiir
jede selektiv zu detektierende Komponente eine dafiir spezifische Sonde auf dem Biochip
vorhanden sein. Die Kombination einer nichtselektiven biologischen Komponente mit der
Analyse von spezifischen Reaktionen/Reaktionsmustern kann die Anzahl der
nachweisbaren Substanzen vergroflern, ohne begleitend die Zahl der biologischen
Komponenten zu erhoéhen. Dieses Prinzip wird von Turner et al. (2001) demonstriert:
Verschiedene Schadstoffe lassen sich mit einem bakteriellen Lumineszenzbiosensor auf
Grund spezifischer Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Lumineszenz identifizieren. Durch
die Analyse der Chlorophyllfluoreszenz von Chlamydomonas reinhardtii weisen Brack &
Frank (1998) fiir verschiedene Umweltschadstoffe charakteristische Wirkungsmuster in der
Fluoreszenzinduktionskinetik nach und schlagen diese zur Identifizierung der Schadstoffe

VOor.

IV.3.2. Nutzung der unterschiedlichen Sensitivitiit von Mikroalgen zur
Schadstoffidentifizierung
Unterschiedliche Sensitivititen verschiedener Organismen, insbesondere der Algen,
gegeniiber Umweltschadstoffen konnen hdufig beobachtet werden. Im Hinblick auf die
verschiedenen Schadstoffe treten jedoch in vielen Fillen keine generell sensitiven oder
insensitiven Arten auf (Blanck et al., 1984; Fairchild et al., 1998). Ein Zusammenhang
einer spezifischen Sensitivitidt gegeniiber einem oder mehreren Schadstoffen und einer
hoheren taxonomischer Organisationsebene scheint ebenfalls oftmals nicht zu existieren
(Dijkman et al., 1997; Fairchild et al., 1997; Rojickova-Padrtova & Marsalek, 1999). Die
von Wingberg & Blanck (1988) beschriebenen signifikanten Unterschiede in der Wirkung
von Schadstoffen auf zwei Gruppen von coccalen Griinalgen gegeniiber der Schadwirkung
auf Cyanobakterien zeigen jedoch ein gegenteiliges Ergebnis. Zu beobachtende Varianzen

der Sensitivitdt auf Artebene, auch innerhalb einer Gattung, koénnen ebenfalls sehr deutlich
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sein (Blanck et al., 1984; Kent & Currie, 1995). Abd-El-Monem et al. (1998) weisen
Unterschiede in der Sensitivitit von zwei Stimmen von Scenedesmus acutus gegeniiber
Chrom, Kupfer und Zink nach.

Generell konnen diese beobachteten Unterschiede in der Sensitivitdt der Mikroalgen,
sowohl zwischen verschiedenen Algen als auch die Sensitivitit einer Alge gegeniiber
unterschiedlichen Schadstoffen, auf morphologische oder physiologische Eigenschaften
der Organismen zuriickzufiihren sein. Z. B. fithren Corre et al. (1996) die artspezifische
Widerstandsféhigkeit von zwei Chlorella-Arten gegeniiber Detergenzien auf die
unterschiedliche Zellwandkomposition zuriick. Im Fall von Atrazin korreliert die
Sensitivitdt von fiinf verschiedenen Mikroalgen vor allem mit der Menge des in die Zelle
aufgenommenen Herbizids signifikant (Weiner et al., 2004). Die Atrazinsensitivitit
korreliert dagegen nicht mit anderen physiologischen Parametern wie Oberfliche,
Biovolumen oder Trockengewicht. Verschiedene Kupfersensitivititen bei Scenedesmus
treten in Verbindung mit unterschiedlichen Mechanismen der Resistenzbildung auf: Ein
Stamm absorbiert Kupfer an den Zellwénden (Twiss et al., 1993), ein anderer dagegen
akkumuliert und detoxifiziert Kupfer innerhalb der Zelle (Nalewajko & Olaveson, 1995).
Auf enzymatischer Ebene demonstrieren Kirso & Irha (1998) eine von den Umsatzraten
verschiedener Enzyme abhingige Detoxifikationsleistung verschiedener Makroalgen fiir
polycyklische aromatische Kohlenwasserstoffe. Auch Umweltfaktoren konnen die
Resistenz/Sensitivitdt von Algen gegeniiber Schadstoffen beeinflussen. Berard et al. (1999)
weisen den EinfluB von Jahreszeit und Temperatur auf die Atrazinsensitivitdt von
Oscillatoria nach. Die spezifischen Sensitivititen der Algen sind nicht nur durch die hier
dargestellten verschiedenen Faktoren unterschiedlich ausgeprigt. So konnen sich z. B. iiber
einen ldngeren Zeitraum als Anpassung an Umweltverdnderungen erhohte Resistenzen
ausbilden (Soldo & Behra, 2000; Costas et al., 2001). Betrachtet man die Vielzahl und
Verschiedenheit der weltweiten Habitate von Mikroalgen, konnte sich darin die grof3e
Diversitdt in den Sensitivititen von Algen gegeniiber verschiedensten Schadstoffen

begriinden, die im Laufe der Evolution erworben worden ist.

Identifikation von VOCs mittels der Reaktionsrate
Die o. g. Diversitéit in der Auspragung der Sensitivitdt gegentiber toxischen Substanzen
kann die unterschiedlich starken Reaktionen der chipimmobilisierten Mikroalgen

gegeniiber den VOCs und Herbiziden erklaren.
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Unterschiedliche Sensitivitdten der hier eingesetzten Mikroalgen gegeniiber Methanol bzw.
Formaldehyd konnten moglicherweise als Folge verschiedener Sensitivititen des
wasserspaltenden Komplexes oder unterschiedlicher Effizienzen der Enzyme des
Methanol/Formaldehyd oxidierenden Stoffwechselwegs entstehen. Eine biochemisch
basierte Beeinflussung der Photosynthese durch Methanolddmpfe wird auch von Loreto
etal. (1999) fiir verschiede methanolsensitive Ho6here Pflanzen angenommen.
Uberaschenderweise scheint die An- oder Abwesenheit einer Zellwand keinen
entscheidenden Einflul auf die VOC-Sensitivitidt von Algen zu haben. Die zellwandlose
Chlamydomonas-Mutante zeigt eine deutlich geringe Methanolsensitivitdt im Vergleich zu

den Klebsormidium-Stammen, die eine relativ stark ausgebildete Zellwand besitzen.

Eine signifikant unterschiedliche Sensitivitit gegeniiber Formaldehyd und Methanol
zwischen zwei Klebsormidium-Stimmen und Chlorella vulgaris sowie zwischen den
beiden VOCs kann zur eindeutigen Identifizierung der beiden VOCs genutzt werden. Die
Sensitivitidtsunterschiede lassen sich durch die ebenfalls signifikant VOC-spezifische
Reaktionsrate, gebildet aus den Biosensorsignalen der beiden Klebsormidium-Stimme,
beschreiben. Der verwendete Chlorella-Stamm wird in verschiedenen Biotests zur
Umweltiiberwachung eingesetzt (z. B. van der Heever & Grobbelaar, 1997; Vedrine et al.,
2003). Seine Reaktion auf VOC:s ist in den durchgefiihrten Experimenten deutlich geringer
als die der Klebsormidium-Staimme. Chlorella vulgaris kann jedoch trotzdem als
zusitzlicher Marker zur Unterscheidung zwischen Methanol und Formaldehyd verwendet

werden.

Identifikation der Herbizide durch spezifische Wirkungsmuster

Der Identifizierung von toxischen Verbindungen anhand der spezifischen Wirkungsmuster
nach der hier entwickelten Methodik liegt ebenfalls die Diversitdt und Schadstoffspezifitit
der verschiedenen Mikroalgenstimme zu Grunde. Die Nutzung der komplexen
Wirkungsmuster zur biosensorischen Schadstoffidentifikation wird am Beispiel der
Herbizide demonstriert. Zur Berechnung der einzelnen Reaktionsraten ist fiir beide
Stimme eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung im selben Konzentrationsbereich
erforderlich - gleichbedeutend mit einem niedrigen, aber signifikanten Unterschied in der
Herbizidsensitivitidt. In toxikologischen Studien mit Herbiziden aus der Gruppe der
Triazine und Harnstoffderivate zeigen sich zwischen verschiedenen Mikroalgen

Unterschiede in der Sensitivitit, die eine Variabilitdt der ECsy bis zu einem Faktor von
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100.000 aufweisen (Blanck et al., 1984; Tang et al., 1997; Rojickova-Padrtova &
Marsalek, 1999). Uberraschenderweise findet sich hier in den 33 auf ihre
Herbizidsensitivitét tiberpriiften Mikroalgen verschiedener Gruppen eine Variabilitdt von
einem Faktor von ungefihr 10. Die Auswahl der neun sensitivsten Stimme zur
Berechnung der Wirkungsmuster reduziert diese Variabilitit erneut und vergroBert so den
gemeinsamen linearen Konzentrationsbereichs des Biosensorsignals von zwei

verschiedenen Algenstimmen.

Im Rahmen der definierten Konzentrationsbereiche (Tabelle 13, S.61) kann fiir Isoproturon
und Simazin eine vergleichsweise sehr geringe Abweichung der Wirkungsmuster RP1 und
RP2 identischer Herbizide (<20 %) festgestellt werden. Fiir Atrazin und Diuron ist diese
Abweichung mit {iber 40 % hoher und unterscheidet sich weniger deutlich von den anderen
drei getesteten Herbiziden. Die Identifikation von Paraquat anhand der Wirkungsmuster
kann nicht durchgefiihrt werden, da nur ein Algenstamm eine ausreichende Sensitivitét
zeigte. Paraquat zeigt jedoch im Gegensatz zu den anderen Herbiziden einen eindeutig
charakteristischen Abfall des Fluoreszenzsignals F;.

Das Prinzip der Identifizierung von Herbiziden anhand der Wirkungsmuster kann im
Rahmen dieser Arbeit erfolgreich demonstriert werden. Dennoch wiére eine hdohere
Spezifitit dieser biodiversitidtsbasierten Methode auch im Hinblick auf eine Abschitzung
der Anwendungsmoglichkeiten wiinschenswert. Um ein spezifischeres Wirkungsmuster zu
erhalten, ist eine Verminderung der Variabilitdt des Biosensorsignals innerhalb der
Experimentwiederholungen erforderlich. Zur Abdeckung einer grofleren Breite an
biologischem Material innerhalb der parallelen Expositionsexperimente werden bisher
Algenkulturen verwendet, die zufillig im Alter von 14 - 28 d (siche Abschnitte 11.1.1) aus
unterschiedlichen Batchkulturen geerntet werden. Ein EinfluB3 des Alters der Algenkultur
auf die herbizidinduzierten Verdnderungen der Chlorophyllfluoreszenz der Algen kann
jedoch von Conrad et al. (1993) gezeigt werden. Dies kann somit in der hier verwendeten
experimentellen Anordnung zu einer groferen Variabilitit gegeniiber biologisch
homogenem Material fiihren. Daher erscheint eine Verwendung von kontinuierlichen
Kulturen oder die Bevorratung von homogenem Material durch Cryopreservation der

Biosensormembranen in zukiinftigen Untersuchungen empfehlenswert.
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IV4. Optimierung von Sensitivitit und Selektivitiit des Biosensors

Die Erhohung der Sensitivitdt des Biosensors kann zum einen durch die Auswahl weiterer,
sensitiver Mikroalgenstimme in einem Screening-Programm erfolgen. Zum anderen kann
durch die Herstellung herbizidsensitiver Mutanten eine bis zu 10-fache Erhéhung der
Sensitivitit gegeniiber dem Wildtyp erreicht werden (Pastrik et al., 1991). Auch die zuvor
diskutierte Abhédngigkeit der Sensitivitit von der Immobilisierungsdichte und die
verschiedenen Verfahren der Fluoreszenzmessung bieten Optimierungsmdoglichkeiten der
hier entwickelten Algenbiosensorsysteme. Verwenden Fluoreszenzmef3systeme eine blaue
anstelle einer roten Anregungsbeleuchtung (wie z.B. das IMAGING-PAM), 146t sich ein
Fluoreszenzsignal in einem breiteren Wellenldngenbereich (sieche Tabelle 4, S.26) mit
deutlich hoherer Intensitdit messen (Biichel & Wilhelm, 1993). Die gesteigerte

MeBsensitivitidt ermoglicht wiederum eine geringere Immobilisierungsdichte.

Eine ausreichende Selektivitdt zur Identifizierung von Schadstoffen aus einer Gruppe von
zwel bzw. flinf verschiedenen Verbindungen kann in dieser Arbeit sowohl unter der
Verwendung von Algen einer Gattung, als auch unter Nutzung einer groBeren
taxonomischen Breite bei gleichzeitig dhnlicher Sensitivitdt demonstriert werden. Soll die
Anzahl der mefbaren Schadstoffe erhoht werden, empfehlen Wingberg & Blanck (1988)
die Verwendung einer moglichst grofen taxonomischen Breite an Mikroalgen in
Toxizitdtstests. Da jedoch in vielen Féllen die Sensitivitdtsunterschiede den Faktor 1.000
deutlich tiberschreiten (Blanck et al., 1984), eignet sich diese Strategie nicht fiir das hier
angewandte Identifikationsverfahren, denn fiir die Berechnung der schadstoffspezifischen
Wirkungsmuster miissen Konzentrationsbereiche einer gemeinsamen Sensitivitdt zwischen
den Algen bestehen. Vielmehr miifite eine Kombination der taxonomischen Breite mit
einer Uberschneidung der Sensitivitit angestrebt werden. Das konnte z. B. durch die
Nutzung mehrerer, taxonomisch verschiedener Gruppen mit geringen, aber distinkten
Sensitivititsunterschieden innerhalb einer Gruppe realisiert werden.

Die selektive Messung von Schadstoffen in Schadstoffmischungen ist unter der
Verwendung von biologischen Systemen ein noch ungeldstes Problem. Die Toxizitdt von
Herbizidmischungen gegentiber Mikroalgen kann in einigen Fillen durch das Modell der
additiven Wirkung beschrieben werden (Faust et al., 2001; Junghans et al., 2003), die im
Rahmen dieser Arbeit ebenfalls fiir eine Mischung aus Diuron und Atrazin festgestellt

werden kann. Dagegen lassen sich kombinatorische Effekte dieser Substanzen in anderen
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Untersuchungen nachweisen (Faust et al., 2003), bzw. kann die Toxizitdt durch beide
Modelle erklédrt werden (Backhaus et al., 2004). Die Komplexitét dieser Zusammenhénge
und vor allem die groBe Anzahl an potentiellen Schadstoffmischungen machen eine
Identifizierung von verschiedenen, simultan auftretenden Schadstoffen mittels der hier
entwickelten Methode der Analyse der Wirkungsmuster nicht anwendbar. Durch eine
Kombination des ASC mit einer von Altamirano et al. (2004) am Beispiel von TNT
demonstrierten Methode wére jedoch eine deutliche Verbesserung der Selektivitit bei
Messung in Schadstoffmischungen zu erzielen: Eine spezifisch resistente Mutante dient der
Erzeugung der Selektivitit, eine weitere sensitive Alge generiert dagegen das empfindliche
Biosensorsignal. Zur Verfolgung dieses Ansatzes muf} fiir jeden zu messenden Stoff oder
jede Stoffgruppe eine spezifische Mutante hergestellt werden.

Das ASC-System erweist sich durch die auf der Array-Chip-Immobilisierung basierende
hohe Screeningkapazitdt verschiedener Mikroalgenstimme als sehr effizient. Auch im
Hinblick auf die hier dargestellten Optimierungsmoglichkeiten von Sensitivitdt und

Selektivitit empfiehlt sich weiterhin die Nutzung dieses Mef3systems.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die technische und methodische Entwicklung eines selektiven Biosensorsystems auf der
Basis immobilisierter Mikroalgen war Ziel der vorliegenden Arbeit. Schwerpunkte sollten

auf folgende Aspekte gelegt werden:

(1) Die Optimierung der Langzeitstabilitdit von immobilisierten Mikroalgen zum
Einsatz in einem Biosensor

(2) Die Entwicklung von Mikroalgenbiosensoren und die anschlieBende
Charakterisierung der Funktionsweise beziiglich der Eignung zur Messung von
gasformigen und wassergelosten Schadstoffen

3) Die Entwicklung eines schadstoffselektiven MeBverfahrens

Die Basis dafiir bildet die hier durchgefiihrte Entwicklung eines neuen Verfahrens zur
stabilen Immobilisierung von Mikroalgen. Die Methode ist auf der Trennung von
immobilisierten Kulturen und dem kontinuierlichen Kulturmedienstrom durch eine
semipermeable Membran begriindet. Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen konnte
so eine physiologische Stabilitit diverser Algen aus unterschiedlichen Taxa nachweislich
aufrecht erhalten werden.

Unter Nutzung der entwickelten Immobilisierungstechnik wurde ein Biosensorsystem
konstruiert. Als Signal des Biosensors wurde die Chlorophyllfluoreszenz der
photosynthetischen Organismen herangezogen. Die PAM-Chlorophyllfluorometrie diente
der nichtinvasiven Messung des Signals. Eine simultane Nutzung von verschiedenen
Mikroalgenstammen wurde durch die Entwicklung von Array-Biochips in Verbindung mit
einer Fluoreszenz-Imaging Technik ermoglicht.

Zur Charakterisierung des Biosensors wurden u. a. gasformige und wassergeloste
Schadstoffe im toxikologisch relevanten MeBbereich eingesetzt. Dampfe der fliichtigen
organischen Verbindungen (VOC) Methanol- (50-500 ppm) und Formaldehyddampfe
(0,01-10 ppm) lieBen sich durch das konzentrationsabhingige Biosensorsignal der
Griinalge Klebsormidium innerhalb weniger Minuten signifikant nachweisen. Das
reversible Signal lieB3 sich auBBerdem tiiber einen Zeitraum von 30 Tagen in wiederholten
Expositionsexperimenten reproduzieren. In einer wéssrigen Losung konnten mittels
verschiedener Mikroalgen die Herbizide Atrazin, Simazin, Diuron, Isoproturon und

Paraquat in kurzer Zeit nachgewiesen werden. Die erreichten Nachweisgrenzen lagen je
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nach verwendeter Alge und Herbizid zwischen 0,1 und 5 pg I'. Eine ausreichende
Sensitivitdt gemdll der aktuellen EU-Wasserrichtlinie konnte fiir Diuron mittels eines
Synechocystis-Biosensors erzielt werden. Des weiteren wurde die Abhéngigkeit des
Biosensorsignals in den entwickelten Systemen von technischen Gegebenheiten wie
Immobilisierungsdichte der Mikroalgen, Temperatur und Expositionsdauer festgestellt.

Um die Selektivitit des Biosensors zu erhohen, wurden die unterschiedlichen
Sensitivitdten der Algen genutzt. Methanol und Formaldehyd konnten signifikant anhand
der Reaktionsrate, d. h. dem Quotient der Biosensorsignale von zwei Klebsormidium-
Stimmen identifiziert werden. Mit Hilfe der gleichen Methodik wurde fiir jedes von fiinf
Herbiziden ein spezifisches Wirkungsmuster (RP1) erstellt, das auf den Biosensorsignalen
von neun Algenstimmen basiert. Zur Evaluierung der Selektivitit wurde ein weiterer Satz
der gleichen Wirkungsmuster (RP2) erstellt. Im Vergleich der Wirkungsmuster RP1 und
RP2 zeigte sich eine relativ hohe Ubereinstimmung zwischen identischen Herbiziden,
wéhrend hohere Abweichungen zwischen den unterschiedlichen Herbiziden zu beobachten

waren.

Das hier entwickelte Biosensorsystem in Kombination mit dem diversititsbasierten
Identifikationsverfahren erwies sich als prinzipiell geeignet zur selektiven Messung von
Schadstoffen in Echtzeit. Zukiinftige Untersuchungen sollten jedoch besonders im
Hinblick auf eine weitere Verbesserung von Selektivitdt und Sensitivitdt erfolgen. Die
Verwendung von selektiven oder sensitiven Mutanten erscheint zu diesem Zweck

besonders geeignet.
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VII. ANHANG

Tabellen

Tabelle 14 Sensitivitdten von neun Mikroalgen gegeniiber fiinf Herbiziden: Verdnderung der Fluoreszenz F;
[%] + Standardabweichung gegeniiber der Kontrolle nach 20-miniitigen Expositionsexperimenten (n=6).

F;gl‘;f;’]md ;i‘fnb oco(i?c 1831;6(?82 MI317  MI398  MI1488 l():l(;zgc M1977  SAG61.81
0 02:14  15:07 0814 -0+l 05824 0213 0508  02¢17  02+04
01 42456 32461 25429 38468 29437 09433  24%47  08+07 35465
0,5 1+1,1 1913 09405 L1201 02441  1,6£22 09+l 13¢08  0,5+08
= 109406 L5EL1 12405 0206 04206  0,1£07 04209 0,109 02l
S 2 28406 39¢13 3327 L1209  14#l7 05+l 18409 12421  03+15
£ 5 67+21  10£31  65:24 3.8+l 41518 28:08  56:17  54x12  45:09
<10 121835 166568 1L1435 84412 54553 S5l 78839 677 7582
50 50,8458  50,8£9,5  384+16,1 3143 362466  224+45 39,599  384+74  32,5+1,1
100 69,146  625+11,7 4755188 41,9479 448484 30261  S50+141 53,1268 44,1292
500 983+6,6  83,1+12,9  564+19,5 S57142,1 554453 4243 702415 794433 77,1477
0 02:14  15£07 0814  -01+L1 05824 0213 05:08  02¢17  02+04
01 -05£08  04+09 0408 0,241 09411 04+0,7  03+09 092 0,240,5
0,5 0306  05:08  09+0,6  04:0,7  09+14  04:08  09+03 1123 05404
= 1 17407 4415 71436 4+14 44525 26516 5918 33£19 42429
S 2 37509 5813 142466  59+14  89+34  44+15 128446 77£19 52+
.E 5 58612 117418 324+119 10,6437  203+45 12429 20#81 119423 9,608

10 16,6+4,3 23,4+3,6 50,7+11,5  26,7£3,8 41,6+4,9 22,2+4.,6 54,8+25,2  34,7+10,1  21,3+1,1
50 35,2475 36,3+4,7 60,8+13,2  40,7+8,9 53,4+6,8 28,9+2,9 71,7£21,5  52,9+£5.8 38,6+1,8
100 77,1+6.,4 62,2+10,1  74,4+12,7 55,9+7,6 60,8+14,3  43,8+2,8 83+21,6 91,2£12,3  76+7,5
500 97,2+11,7  75,1£9,7 77,2£10,3  64,8+7.5 70+8,4 46,2+1,5 89,5+27,8  96,4+10,8 75,9454

0 02+14 1,5+0,7 0,8+1,4 -0,1+1,1 0,5+2,4 0,2+1,3 0,5+0,8 0,2+1,7 0,2+0,4

0,1 3,1£5,1 1,8+2,9 1,2+1,4 0,7+2,1 0,8+1,3 2,242.9 -0,1£2,7 0,9+0,6 3,7+6,5

= 0,5 4,323 3,6+1,3 3,1+1,5 1,1+0,8 0,7+1,5 1,7+0,8 2,7+1,6 1,9+1,8 3,542,1
e 1 44+1,1 4,7+1,2 4,4+0,9 2,2+0,6 3,9+0,8 1,6+0,9 42423 3.2+1,7 1,6£1,2

2 2 9,3£1,5 7,1£2.4 8,3£1,6 6,8+5,5 6,7+4,7 3,943.3 8,2+2.4 3,54+5,9 9,5+11,5
E 5 18,546 18,6+2,4 21,4433 11,943 12,7+4,1 7£1,9 21,347 15,6+4,6 7,622
4 10 46,846 36,3+1,9 38,2+6,1 26+4,5 28,4+4.9 15,942,6 39,9+14,7  30,7+3,1 16+3,4

= 50 99,9+9,5 74,3+2,7 63,6+6,5 57+5,7 61,4+2,8 37,845 77,3£19,4 67,76 47,7+6,8
100 115,3+8,6 86,743 81,3+14,8 64,5443 70,2+8,1 44,647 93,5+22,1  87,246,5 71+4,4

500 133,7+14,1 92,2+7,1 76,6+8,9 76,2+11,6  70,9+3,8 49,2432 108,9+28,5 98,5+7,5 80,5+6,3

0 02+14 1,5+0,7 0,8+1,4 -0,1+1,1 0,5+2,4 0,2+1,3 0,5+0,8 0,2+1,7 0,2+0,4

0,1 1,3£2,7 0,9+1,1 0,1+1,6 -0,2+1,8 2,14£5,7 0,1+1,5 0,1+1 -0,3+1,7 2,7+4,2

0,5 1,2£1.,8 1,2+1,3 -0,2+0,5 0,3£0,6 0,1+1,3 0,14+0,4 -0,2+1,3 0+0,5 2,9+4,1

= 1 2,7434 1,3+1,6 0,5+1,1 1+1 -0,1£1,6 0,7+1,4 1,842,3 -0,1+1 2,6+5,2

g' 2 -0,3+1,3 0+1,1 -0,1+0,7 -0,4+1,3 0,4+3,2 -0,3+0,9 -1,9+3,5 -1,3+2,2 -0,3£1,5
E 5 0,8+0,9 0,940,5 0,9+0,4 -0,4+1,7 -1,2+7,8 0,9+1,1 -0,2+0,6 -1,3+1,9 2,1+2,3
A 10 -0,9+0,5 -1,5+1,3 -0,1+0,8 -1,4+0,4 -6,4+6,8 -0,9+1,1 -0,7+0,5 -2,4+1 0,4+0,8

50 -2,1+0,8 -5,44+2,6 -2,4+1,9 -6,8+3,4 -31,4+10,5 -5,6+2,7 -2,3+1,5 -5,8+2 -0,7+2,1

100 -2+1,3 -6,3+1,8 -4,7+3,1 -7,6+3,1 -36,549,9  -7,9£3,3 -2,2+0,9 NEIW) -3,4+3,1

500 -0,8+1,8 -1,8+3 -5,44+2,9 -5+4.5 -30,3+13,9 -5,6+4,7 -1,942,5 -5,7+1,9 -2,7+2.3

0 02+14 1,5+0,7 0,8+1,4 -0,1+1,1 0,5+2,4 0,2+1,3 0,5+0,8 0,2+1,7 0,2+0,4

0,1 3,342 2,242.8 1,2£1,6 0,8+2.,6 -1,6+3,2 1,5£2,1 2,4£2.9 0,9+1,3 4,7+6,1

0,5 2,4+4.4 2,942.7 1,3+1,1 0,4+1,1 -0,8+0,7 1,1+1,5 1,3+1,8 -1,1£1,2 5,2+6,4

= 1 1,5+1,7 3,242.5 1,2+1,3 0,3+0,7 -0,2+1,1 1,2+1 0,8+1,4 -0,64+2 2,6+2,8
E 2 34433 5+2,6 2,941 1,6+1,3 1,2+1,8 2,4+1,7 2,2+1,5 0,6+2 4,7£3.3
E 5 49+1,9 9,342,8 5,942,5 3+1,1 2,3+2.6 34423 3,8+1,8 2,6£3,5 7+4,2

x 10 13,4+5,6 19+7,1 1445 5,7+4.,6 4,5+53 7+3,5 9,6+3.,2 5,34+2.8 16,4+4,8

50 31,5+11,8 47+15,1 32+11,7 19,8+13,3  22,6+13 17,249,3 30,5+£14,7  24,3%17,6  34,1+12,6
100 72,6+8,2 75,6+6,4 54,5+£5,8 44,6+6,7 42,8+5,7 35,6+4,8 55,4+8,6 53,6£12,5  63,6+12,8
500 123,3+4,3 104,7+6,1 69,2+11,3  71,9+8,4 52,7+6,7 50,2+8 82,8+11,8  79,7+8,9 81,2+15
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Tabelle 15 Sensitivititen neun verschiedener Mikroalgen gegeniiber fiinf Herbiziden: Anstieg der
Fluoreszenz F; [%]+ Standardabweichung gegeniiber der Kontrolle integriert tiber den Expositionszeitraum
von 20 min (n=6).

¢ Herbizid SAG CCAC SAG CCAC
g I-1] 211-11b 0011 B26.82 M1317 M1398 M1488 0120 M1977 SAG61.81
0 -3£21 21+18 0+20 -7£15 727 -2+8 8+8 1£13 -5+8
0,1 68+104 -67+111 40+58 -76+135 44+69 -254+62 41+£85 9+7 66+116
0,5 9+22 27+25 117 15+44 -19+77 25+42 1517 15£17 4+£10
1 6£12 1718 14+8 -5+9 -2+14 2+8 3+17 -4+15 -9+15
'5 2 24=10 41£22 36+41 549 9+30 1+16 20£13 3+34 -16+25
E 5 8126 131+46 92+44 47£15 57+34 3249 72+24 67+17 40+9
10 140+59 209+89 140+£53 11322 74+90 73+12 88+71 84+25 65+30
50 771104 810+171 618+280 478+48 590+106 325+94 551+143 550100 353442
100 1117+102  1043+214 771337 680+122 764+158 452+114 736+232 824+117 524+126
500 1492+275 14424239  951+£364 926+81 1024+67 675+78 1080+267  1346+109 1155482
0 -3£21 21+18 0+20 -7£15 7£27 -2+8 8+8 1+13 -5+8
0,1 -5+11 5+14 -6£16 -3+18 9+23 2+8 3+20 14+38 -2+11
0,5 -1x12 3+11 6+14 -39 2+17 1+14 10+6 2+25 0+4
1 1247 61+26 83+49 45+31 55+35 29+23 59+20 43+22 54455
§ 2 3610 66£16 140+61 61x17 98+47 44+14 123445 85+26 42+15
E 5 64+14 139426 361129 112+46 242+89 139439 186+75 139438 85+14
10 207+54 321461 701174 356+57 605+120 292+82 632+292 459+162 215+18
50 480+85 534+69 926+220 605+126 870+143 402+60 1016280  795+128 415+16
100 1234+91 10234246 12734248  936+151 1029+334  701+80 13894361 15194336  1074+70
500 1541+201  1250+161  1296+197  1091+153  1236+191  763+37 14674430 16574270 1172491
0 -3£21 21+18 0+20 -7£15 727 -2+8 8+8 1+13 -5+8
0,1 43+79 22+41 1626 8+27 3+25 26+43 -12+47 0+10 50+102
0,5 5130 41£15 38+23 10+£9 2432 19+12 26+23 13+37 42+26
g 1 48+12 59+18 52420 20+9 45+13 15£10 48+32 33+25 4+13
% 2 109+16 90+40 113£22 94+78 86+74 51447 96+29 30+100 1374210
= 5 203+9%4 244449 294442 138+53 173£76 84+20 259+123 205+70 66+22
é 10 595+61 528+54 570104 354468 450+94 207429 538+198 437430 156+41
50 1661+174  1268+56 1043110 946+88 1061+55 562+73 1245311 1135+120  583+97
100 1989+170 1522459 1389+£256  1105+73 1242+179  678+65 15634339 1495+111 898491
500 22514211  1647+124  1367+157  1311+188 1254458 847+49 18234446  1721+145 1354497
0 -3£21 21+18 0+20 -7£15 727 -2+8 8+8 1£13 -5+8
0,1 9+41 9+20 -2+24 -9+27 24+86 -3+£27 -2+13 -14+37 35+66
0,5 7+25 9+18 -11+7 -2+11 -9+16 -1£8 -3£16 -8£11 36+60
= 1 36+50 16£15 =249 5+17 -10+35 5+16 25+44 -10+6 32+68
= 2 -10£25 -4+14 -9+£13 -10+18 -5+44 -8£10 -35+66 -29+26 -13£17
g 5 8+12 8+7 2+8 -9+11 -14+66 10£11 0+9 -24+29 21+£32
A~ 10 -19+9 -16+18 -7£9 -18+7 -55+58 -8+7 -14+11 -34+18 -10+13
50 -28+13 -58+34 27422 -75+48 -326£169  -66+35 -34+24 -76+32 -25441
100 -32+26 -80+34 -54+42 -89+40 -422+£179  -98+47 -29+16 -96+40 -65+39
500 -16+27 -27+48 -65+50 -71+69 -402+263  -76+81 -27433 -67+£50 -54438
0 -3+21 21+18 0+20 -7£15 7£27 2248 8+8 1+13 -5+8
0,1 47+60 31+34 1519 10433 -29+38 1626 31440 10£20 61+82
0,5 29+67 36+43 12420 -7£20 -25+13 10+24 13421 -30+18 72+86
- 1 13+£23 40+34 14+£21 -6£15 -8+22 11£10 8+22 -20+32 30+35
'5 2 43+50 61£36 37+13 15423 11£25 28+21 24+21 -6+34 48+42
5 5 66+29 129+40 82+38 41£13 30+53 39+31 47+27 21+£55 72+59
10 198+107 253+130 212492 71+81 45492 81+58 130+£51 47+49 201+70
50 504+200 7494268 498+168 311£238 3584233 239+148 4524221 343+292 4444163
100 1199+148  1295+125  908+100 741£122 732+119 562+79 844+161 872+239 960+210
500 2135+127  1865+127  1245+176  1199+102  967+80 834+£111 13924196  1384+174  1426+247
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Tabelle 16 Sensitivititen neun verschiedener Mikroalgen gegeniiber fiinf Herbiziden: Hemmung der
effektiven Quantenausbeute des Elektronentransports des Photosystems II OF/F’,, [%]+ Standardabweichung
gegeniiber der Kontrolle nach 20-miniitigen Expositionsexperimenten (#=6).

¢ Herbizid SAG CCAC SAG CCAC
g L1] S1tb o011 B26.82 M1317 M1398 M1488 0120 M1977 SAG61.81
0 0,5+1,2 02409  -04+14  07+14 0+1,6 1,412 0,612 -1,340,9 0404
0,1 0,6+0,8 0,6+3,1 2,742.5 0,642,3 24435 34471 0,6+1,8 1,3+4,1 0£1,5
0,5 0,740,5 0,640,6 0,4+1,4 1,312 1,21,1 0,9+1,2 0,5+1 0,3+1,4  0,5+0,5
= 1 0,802 1,30,8 0,8+0,9 1,4+1,4 0,615 0,342,1 1,9+0,9 0,8+1,2 0,60,4
E 2 22406 33412 32412 2,712 1,945,1 0,742,2 2,5+1 0,4+1,7 1,2+0,9
E 5 44414 74424 61,6 4,742,1 2424 2,712 5,141,5 3,740,9 34404
< 10 74422 13,946,8 11,7418 84,1 6,746,6 3,8+5.4 8,542,2 65,5 5,741,6
50 342461 49,8494 38431 359428 51489 27,142,6 38,9435  46,1+11,1 29,9435
100 53,146 68,5+13,4 52,7451 525439  76,1£13,4  44,5%6 56,9456  70,7£10,7  54,4+10,6
500 79,8+12,2 88,3481  71,7416,1 76,649,6 92,4499 63,7452 81,6488 96493 85,946,8
0 05:1,2 02409 0414  07+14 0+1,6 1,412 0,6+1,2 -1,340,9 0404
0,1 0+0,5 0,2+0,9 0,542,7 0,7+1 0,6+1,1 0,7+ 0,9+0,9 0,442,7 0,1+0,6
0,5 04+0,5 0,140,6 0,3+12  2,240,7 0,1+1,1  04+1,8 1,4+0,7 0,6+1,1 0,4+0,4
. 1 1,508 23+1,4 54431 4,8+1,7 2,842,4 3,541,4 740,35 59489 341
e 2 2,140,6 42412 112447  8,1+1,7 7,14 3,842,6 13342,5 4,743 3,8+0,8
2 5 41416 9,1+1,9 26,4+6,7 13,7458  20,5+113 10,8423 21463 11,5443  7,4+13
= 10 11,8437  18,742,1 42,5489 30,9439  45+4.8 21,7435 563+11,1 293451  17,742,9
50 233465  30,6+44,8  57,549,6 4548 68,7493  36,8+3,5  752+7,7  57,14103 38,8441
100 554454  584+139 763489 63,945 86,3+10,6 62433 88,6£6,6 91,4493  88+4,1
500 70,1+4.6 75,8485  86249,1 72,642 100,4+6,6 692427 92,9438 959424 94,8424
0 0,5+1,2 02409  -04+1,4  0,7+14 0+1,6 1,4+12 0,6+1,2 -1,340,9  0+0,4
01 -1,3+2,5  -0,6412  -0,9+1,8  -0,1+2,1  -1+2.4 0,7+1,2 1,1£0,9 -12433  0,540,5
o 05 1808 0,9+1,3 0,9+1,3 1,5%1 0,5£1,7  0£1,6 3,140,6 0,31 0,8+0,5
e 1 30,7 341 3412 4,5+0,8 0,3+1,5 1,4+1,6 4,4+0,9 1,4%1,1 1,4+0,4
B 2 68+l5 5,642 50417 6,5+1,9 2432 1,6£1 10+0,9 8+12,1 0,16,4
g 5 122447 13,9422 147416 13,9433  85+53 5,942,8 20,1453 10,7444 55+l
S 10 273422 268425 247432 24,144 248469 12,5424 335474  26,6£53 11427
= 50 72,5+5 69+3 62,643 654+4,1 858467 468463 77456 81,5484 49,5492
100 83,6£22 777464  694+79 72,743 90,4+8.8 532483 884424  90,6£9,5  67,6+7,6
500 952432 932444  86,6+7,2 84,2467  102,9+10,9 72,1455  94,6+7,1  102,949,5 93,74
0 0,5+1,2 02409  -04+1,4  0,7+14 0+1,6 1,4+12 0,6+1,2 -1,340,9 0404
0,1 -2,8424 14424  -0,643,1  -1,741,8  -0,9453 24408  -1,6+18 24427  -0,7+15
05 -0,1+12  -0,3+03  -0,6+14  -05:1,1  -142,1 0442,1  -1%1,1 -1,6+1,7  -0,7+1,6
= 1 04408  -1,1£1,6  -0,4+1 0,1£1,8  -0,542 0,141,9  0+1,2 12427 -0,5+1
= 2 0,240,6 0,6+0,8 0,5%1,3 0,8+0,6 4,946 0,4+1,5 0,31 1,11 0,8+0,5
g 5 0,509 1,6+0,8 12+1,4 2,9+1,2 24,6£79 52426 0,114 12435 0,5+0,4
A 10 04+0,2 1,6£0,7 1,2+4,1 3,541,6 3234115 54432 1,4+0,8 44424 0,9+0,5
50 -0,140,9  0,9+1,1 4,6£1,7 1,643,6 34,7410,9 4,645 1,7+0,5 5,743 4 1,243.8
100 0,2+0,7 1,2+1,5 7,145,1 2,1+1,3 283+11,1 3,645 1,712 3,6£1,8 0,6£1,9
500 -0,6+£1,5  2,7+12 7,4463 0,4+1,5 12,5¢13,8  2,9+4,8 1+1,7 2456 -0,140,6
0 0,5+1,2 02409  -04+14  0,7+14 0+1,6 1,4+12 0,6+1,2 -1,340,9 0404
01 -1,5+1,5 0,512  -0,5¢1,6  -0,542,1  0,6+7.4 -1,942,1  0,1+1,4 31424 -1,6413
0,5 -06£1,7  0,7+13 0,142,4 0,742,9 2453 03431  0,7+1,7 -1,4451  0,843,9
= 1 04+0,7 0,9+1,4 0,3+1,9 0,5+0,7 1,647,104+, 0,1+1,3 032 0,9+1,8
| 20,6+ 341 33+1,6 1,442,3 1,3+4,1 2433 2,1+1,1 2,142,9 2,941,5
E 5 32+1,1 7,9+4,1 52436 4,523 4,4+4.9 2,9+1,4 48422 7 446 4 52418
2 10 62+1,6 12,5436 11,6£3,9 8432 6,643, 10,1473 81423 7,247,1 9,144,6
50 16,9493  37,5£18,5 31,6£14,5 24+14 3494162 24,2493 2744162 2924236 27,1417,9

100 41,9+5.8 63,6+6,5 58+2.9 44,9+4.9 61,454 45,7+4,3 52,3£3,9 68,7+5,1 62,9+7,8
500 78,6+3.2 89,2+3,5 78,249,5 74442 86,8+12,1  61,2+4.9 85,5+4,5 97,5£10,9  90,3+3.3
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Tabelle 17 Sensitivititen neun verschiedener Mikroalgen gegeniiber fiinf Herbiziden: Hemmung der
effektiven Quantenausbeute des Elektronentransports des Photosystems II OF/F’,, [%]+ Standardabweichung
gegeniiber der Kontrolle integriert tiber den Expositionszeitraum von 20 min (#=6).

¢ Herbizid SAG CCAC SAG CCAC
g I-1] 211-11b 0011 B26.82 M1317 M1398 M1488 0120 M1977 SAG61.81
0 7+12 -5+14 -10+16 5+9 -7£31 13+15 13+13 -29420 4+5
0,1 0=+11 2+59 11£26 -13+32 18+52 52+130 3+34 14+66 -1£30
0,5 7£9 7+10 10£21 19+14 13430 10£25 19+4 -6+21 9+8
= 1 12+4 12+13 169 16£13 -2+17 8+13 23+7 4+£19 8+3
.g 2 28+10 30+9 28+19 34+13 -7£61 7+17 39+14 -11423 10+8
5 5 60+18 90+26 90+32 66+24 27+46 30+10 74+19 33426 34+6
< 10 95+47 178498 167+34 110+64 1224108 54+69 110+£54 68+82 58421
50 544+114 821£173 642+88 592+64 889+147 410+54 590+69 662+174 333+51
100 907+119 1177249  903+140 897+68 1333+191 663+75 919+127 1072165  632+144
500 1316+408 1571+155 12344294 12934245 1685+207 1068+147 1403+295 1677+195 1359+194
0 7+12 -5+14 -10+16 5+9 -7£31 13+15 13+£13 -29420 4+5
0,1 748 -1£11 2+29 1246 -30+41 3+13 3+13 6+30 2+10
0,5 5+4 -6+14 7+14 19+12 -16+17 12420 12420 -6£19 7+9
= 1 19£8 21£19 69+38 59+20 20+37 37+20 37+£20 68+131 41£20
e 2 27+13 48+17 130437 107+29 77+53 41£16 41£16 49433 43+12
= 5 48+21 113+£26 313+90 162+74 265+191 125443 125443 129452 74+14
R 10 157+53 252445 611+133 426+73 633£125 280+65 280+65 353+92 176431
50 325+83 445+69 899+188 690118 1091£123  481+68 481+68 T77+£147 402+40
100 923+95 988+319 1336+169 1095+112 1361304  990+116 990+116 15114294 1273+104
500 1178+85 1300+139 1463+161 1287+58 1672+97 1141441 1141441 1648+60 1518+67
0 712 -5+14 -10+16 5+9 -7£31 13+15 13+13 -29420 4+5
0,1 -32+49 -13+19 -10+29 -11437 -20+39 -7£27 15+15 -224+46 -1£12
= 0,5 15+16 12+16 8+17 25+25 -13+£21 -1£15 37+6 -5+11 9+10
e 1 379 32+13 40£19 59+12 -5£19 22+10 56+6 10£20 19+4
g 2 84+18 70+34 67+23 92+22 16£32 23421 132+14 99+190 -20+121
a 5 141+74 186+49 212429 172473 130127 82+41 265+107 109+47 58+13
4 10 360433 392+59 390+66 348+65 371127 166+25 481127 324+65 113+28
= 50 1284+86 1234451 1069+68 1169+66 1566+99 706+82 1381+138 1346+148  606+130
100 1529+49 1410+117 1220+146 1313439 1580+127  798+119 1628+37 1516160  851+150
500 1746+29 1725451 1573+79 1601+18 1892+100 1287+61 1819+32 1897+58 1690+24
0 712 -5+14 -10+16 5+9 -7£31 13+15 13+13 -29420 4+5
0,1 -56+43 -30+14 -19+26 -39+19 -334+49 -30+24 -25+19 -40+38 -13+29
0,5 -10+14 -10+8 -15422 -11+16 -30+24 -6£26 -5+13 -22421 -16+31
= 1 -14+20 -19+19 -134£22 -14+30 -28+23 2427 1+19 -25439 -6+24
g 2 -1£6 -2+10 4+27 2+19 8+48 2422 4+20 1+14 9+11
g 5 7*12 5+7 -4£10 23+12 187472 39+22 1+13 -4+37 8+5
= 10 1+£3 11+£11 4+18 27£19 263+138 53+32 8+6 20+38 9+8
50 2+12 31+21 64+42 51£35 683+144 107+£35 21+6 97+48 33460
100 3+9 23+18 70+48 58+11 695+130 101+£63 2710 65+37 11£17
500 -16+25 35+18 94+88 18+14 4444212 75+81 15424 46+88 4+£11
0 712 -5+14 -10+16 5+9 -7£31 13£15 13+13 -29420 4+£5
0,1 -34+38 -20+23 -10+21 -10+44 -6£118 -38+42 0+23 -55443 -314+29
0,5 -20+41 -2+22 2+36 -7£37 -38+83 6+59 10+£34 -28+78 9+66
= 1 -1£15 3422 14+29 -3£18 -37+93 17428 1+18 -214+45 16£25
.5 2 4+17 34+14 44+28 24424 11£52 29+34 33+16 14+£35 36+26
E 5 50+19 105461 73+42 60+43 58+85 46+25 62+25 63+88 59+19
n 10 88+£25 159463 188+72 120+60 69+56 139+133 112+41 76£115 107+76
50 281+170 617+341 513+£226 4134255 612+300 374+147 4324264 430+384 355+£264
100 747+106 1133+123 1023431 809+90 1139+£112  759+67 891482 1136+142 996144
500 1449+58 1656+47 1479+149 1372476 16314247 1162+44 1529+52 1822+139 1628+49
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Tabelle 18 Reaktionsraten (A/B) + Standardabweichung (#»=6) und daraus resultierende herbizidspezifische
Wirkungsmuster (RP1) fiir funf Herbizide (A=Atrazin, D=Diuron, I=Isoproturon, P=Paraquat, S=Simazin),
berechnet anhand von neun verschiedenen Mikroalgenstimmen. Zu allen anderen Herbiziden signifikant
unterschiedliche, d. h. herbizidspezifische Wirkungsraten (p[J0,05) sind fett hervorgehoben.

SAG CCAC SAG CCAC

\B S11b ooll B26.82 M1317 M1398 M1488 0120 M1977 SAG61.81
A
2 A 1,4+0,8 1,63£04 1314509  2,38£0,73  1,6340,94  1,5240,56  1,55£0,25
D D 0,28£0,16  0,58+0,18 0,410, 0,34£0,22  0,32+0,87
o 1 1,2240,62  1,14£0,52  2,0941,51  2,55¢4,31  3,974#3,55  1,0240,57 1,2940,67  2,8+1,57
Srp
5

S 0,844245  1,7840,71 3,144429  13840,57 2,574247
- A 1,79+1,09 3,1+1,48
s D 1,05£033  0,81+0,55 0,65£0,43  -0,19+5,16  1,16+0,31
31 1,05+0,58 1,06£0,5 1,67£1,64  2,7141,00  0,96£0,51  1,23£023  2,48+0,59
Sp
©s 1,59+0,64 2254107 4,48+5.66 1,4140,7
o A 099:06  0,83+0,57 1,47£0,71  -0,1244,61 2,16£1,15  1,64+1,84 1,46+0,73
g D 5274359 2,33£1,02 2,7241,87  2,06£1,47  7,514204  1,68+138  -0,64:1228 2,71+13
5 I 1042056 1,12+0,49 1,99+1,35  2,27+3,76 1,04£0,58  1,374037  2,74+0,82
% P

S 0,69+0,18 0174538  1,55£0,67 3,2144,57 040 2514272 0,94£0,55

A 0,6640,21 0,83+0,39 0,1542,94  1,5240,59  1,14+1,32
= D 2,03:1,19 1055031 0,53£0,29 3,75¢10,81 0,6340,4  -0294551 1,17+0,31
= T 0642033 0,64+0,31 1,83+0,75  0,63%0,36  0,83£024  1,68+0,49
= p 0,02+0,4 0,98+0,63

S 0,6+026 0,94+0,52 0,76£0,4  138+1,64

A 0,5740,29 0,87+0,65  0,98+0,48 1,33£0,71  0,69+0,65 0,89+0,42
® D 291100  1,64x0,74  0.8320,65 2,99+4.73 1,810,7
= I 083046 0,79+029 0,78+0,36 1,8240,6  0,72+039  0,88+£0,22  1,74+035
= p 4,95+3,68 4,3743,13

S 0,6420,24 0,72+0,89 1,4240,79  0,74+0,16  0,98+0,38

A 046014 039+0,19  0,58+£0,27  0,72+0,17  0,28+1,2 0,69+0,4 0,7:£0,21
z D 0,41£0,21 0,930,447  0,64+0,35 0514031  0,74+0,47
= 1 043:03 0442021 0,61+£0,18  0,64+0,35 0424026 0,5+0,12  0,98+0,16
= p

S 056+025 041£021  0,62+0,31 0,8340,33 143£1,87  0,5120,27
= A 0740,19 1,03£0,59  1,23+042  0,77+3,64  1,77+0,81 1,1140,45  1,16£0,35
g D 357+1,27  2,02£0,80  1,010,63  1,93+0,65 3,62+521 1£3,08 2,31+1,03
% I 1x055 1,03£0,43 10,48 1,840,86  1,8£1,86  3,13+1,66 1,33+0,36  2,71+0,86
O P
“ S 0,82+0,29 027+345 1424037  1,91+3,01 1,92+1,74

A 075£028  0,65£0,37  0,95+0,52 1,68£0,5  1,13+0,72 1,13+0,38
& D 2154099 123052 0595039 1,19£0.35 0,66+0,32 1,38+0,48
S T 0994059 084+0,15 0,79+023  1,294035 121£0,38  2,16+0,79  0,83+0,36 2,04+0,39
= P 1,53£1,11  -0,09+0,78

S 0,64+0,38 0,61£1,17  1,1140,29  1,64+1,57  0,7540,31
» A 067014  0,55£0,16 0,89+0,5  1,06£0,24 127+1,84 1,55+043  1,05%0,78  0,97+0,31
® D 0,92+0,22 0934033  0,7240,56  3,59+12,53 0,6240,55  -0,74+7.23
G T 052604 0426009 039+0,1  0,65:021 0,6+0,13  105£023 04202  0,51£0,1
ci P

S 0814026  1,24£0,47  0,545,14  1,7140,7  2,56+4,06  1,62+0,69  2,97+3,75
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