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Teil A: Kontamination in der hatﬁrlichen Unwelt

1. Esgentielle Schwermetalle

Schwermetalle wie Eisen, Kobalt, Kupfer, Mangan und Zink sind
essentielle Bestandteile eines jeden Lebewesens aufgrund ihrer
katalytischen Funktion im enzymatischen Stoffwechselgeschehen.
Unter ibhnen ist guantitativ nur Fe als Mineralnihrstoff bedeutungs-~
voll, alle anderen essentiellen Sthwermetalle sind Spurenelemente.
Eisen ist Begtandtell der funktional vielseitigen Porphyrine, Ko-
balt ist Baustein des Cyanocobalamin ( Vitamin By, ), Kupfer, Man-
gan und Z2ink sind weitverbreitete enzymgebundene Metallionen, die
den Verlauf enzymatischer Katalysen entscheidend beeinflussen.
Unter den Pflanzen bendtigen die Algen als weitere essentielle
Schwermetalle noch Molybddn und Vanadium, Obwohl die physiologi-
sche Bedeutung des Vanadiums noch nicht nsher bekannt ist, sind
die Ausfallerscheinungen bei Molybdidnmangel schon eingehend unter-
sucht, Die wichtigste Rolle im Zellstoffwechsel splelt Molybdién
als Bestandteil der Nitratreduktase. Die Blaualge Anabaena cylin-
drica vermag bei Mo-Mangel z2war Nitrat aufzunehmen, jedoch nicht
enzymatisch zu reduzieren, sodal Amino-Stickstoff gebildet wer-
den kanmn,

Einen Uberblick iiber die Bedeutung der Spuremmetalle im Zellstoff-
wechsel gibt BOWEN ( 1966 ). Empirische Angaben zur Schwermetall-
Supplementierung von Algenkulturmedien macht SOEDER et al. ( 1967 ).

2. Verteilung einiger Schwermetalle zwischen Organismus und
Umgebung in Abhingigkeit von den Umweltbedingungen

Bei der Untersuchung iliber die biochemische Zusammensetzung von
marinem Phytoplankton ( RILEY u. ROTH 1971, MAYZAUD u. MARTIN 1975 )
stellte sich heraus, dafl die Elemente Fe und Zn gegeniiber Co, Cu

und Mn bei weltem den gréBtemn Teil der nachgewiesenen Schwermetalle
ausmachen. Fe und Zn wurden in natiirlichen Phytoplanktonproben

in etwa 10fach hdherer Konzentration als Cu und Mn gefunden, von

Co konnten nur Spuren nachgewlesen werden ( MAYZAUD u. MARTIN 1975 ).
Phytoplanktonalgen besitzen die Féhigkeit, Schwermetalle viel stir-
ker als z.B. Alkalimetalle aus dem umgebenden Seewasser anzurei-
chern, wogegen die Zooplankter nur geringe Mengen von Schwermetallen
direkt aus dem Wasser - z.B, durch Absorption an den Kiememepithelien
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aufnehmen und in ihren KSrpern speichern. Es gibt jedoch Ausnabmen,
wie z.B. manche dekapode Crustaceen, die Mangan und Zink um den
Faktor 104 - 106 gegenliber dem Meerwasser konzentrieren kénnen

( BRYAN, PRESTON u. TEMPLETON 1966 ). Meerestiere konnen ihren
Schwermetallgehalt im Korper unabhingig von den Verhdltnissen der
Umgebung in einem bestimmten Bereich regulieren im Gegensatz zu
Meerespflanzen, deren Schwermetallgehalt mehr oder weniger pro-
portional zur Umweltkonzentration zu~ oder abnimmt.

Obwohl Planktonalgen des Siif~ und Salzwassers einige Schwermetalle
aus dem Wasser um das 1000 - 10 000Ofache in ihren Zellen akkumu-
lieren kbnnen, sind zumindest im kiistenfernen marinen Rereich kei~
ne signifikanten Populationskalamitéiten in situ beobachtet worden.
Die Variation der Schwermetallkonzentrationen in Phyto- und Zoo~
plankton auf den einzelnen Trophiestufen einer Nahrungskette scheint
den allgemeinen Stoffwechsel der Organismen nicht wesentlich zu
beeinflussen ( KNAUER u. MARTIN 1973 ) und der Elementgehalt ma~
riner Organismen variiert ohnehin speziesspezifisch in einer natiir-
lichen Planktonpopulation in Abhingigkeit von der Qualitdt des um~
gebenden Wasserkdrpers ( FUJITA 1971 ). Zur Messung der Akkumula-
tionsleistungen identischer Spezies aus verschiedenen Wasserregio-~
nen bezieht man sich auf den sogenannten Konzentrationsfaktor CF
fiir das untersuchte Metall. CF = Metallkonzentration im Organismus
( NaBgewicht ) / Metallkonzentration im umgebenden Wasser ( BOWEN
1956 ).

Wie KNAUER u. MARTIN ( 1973 ) wihrend ihrer Untersuchungen vor der
kalifornischen Kiiste feststellen konnten, variiert der Schwerme-
tallgehalt ( Cd, Cu, Mn, Pb u. Zn ) des kiistennahem Oberflichen~-
wassers jahreszeitlich stark, was primir auf hydrographische Fak-
toren wie vor allem Auftriebsbewegungen zuriickge fiihrt werden konnte.
Die Konzentrationen von Cu, Mn, Pb und Cd variierten im Rereich
von 1 - 10 ug/l, wogegen die Zn~Werte im Mittel 10fach hoher lagen.
Es konnte jedoch gezeigt werden, daB auch biologische Faktoren

den Schwermetallgehalt im Oberfléchenwasser beeinflussen. Der
wihrend der Auftriebsperioden hthere Schwermetallgehalt im Ober-
fldchenwasser resultiert auch aus zersetztem Phytoplankton aus der
Tiefe, das wdhrend einer Auftriebsphase an die Oberfliéche gelangt
und temporHdr zur Metallanreicherung des Seewassers fihrt. Andrer-
seits nimmt nach der Auftriebsphase wdhrend erhthter planktischer
Produktivitdt die Metallkonzentration des Oberflichenwassers
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wieder ab, wofiir neben hydrographischen Faktoren auch die Absorp-
tion durch das Phytoplankton verantwortlich sein kann.

Auch zur Zeit intensiver Algenbliiten sind Konzentrationsinderungen
von Schwermetallen im Seewasser festzustellen ( MORRIS 1971 ).

Der koloniebildende Flagellat Phaeocystis, der regelmiifig im spi-
ten Frilhling in der Liverpool-RPay zu einer Massenentwicklung kommt,
vermag wihrend der Phase der kolonialen Aggregation in seiner in-~
terzelluldren gallertigen Substanz nennenswerte Mengen von parti-
kuldrem und geldstem Zink aufzunehmen. Dariiberhinaus wird partiku-
ldres Mangan an die AuBenmembranen der Kolonien adsorbiert und es
kommt zu Ende der Bliite, wenn die AuBenmembranen der Kolonien zer-~
fallen, zu einem plotzlichen Ansteigen der Mn~-Konzentrationen im
Overfldchenwasser.

BARBER u. RYTHER ( 1969 ) fanden, daB Auftriebswasser aus der Tiefe
des Cromwell~Stromes - obwohl reich an anorganischen Ndghrstoffen =~
weniger das Wachstum von Phytoplankton forderte als vergleichswei~
se die umgebenden Wasserkdrper. Das an die Oberfliche gelangende
Tiefenwasser filhrt die hochtoxischen Cu2+~Ionen mit gich, die die
normale Phytoplanktonentwicklung beeintridchtigen. Die Cu-Ionen
werden allerdings sehr schnell durch die im Oberfldchenwasser reich-
lich vorhandene geldste organische Substanz komplexiert, sodaR

ihre Toxizitat abgepuffert wird ( SLOWEY et al. 1967 ). _

Flir die bioclogischen Effekte von Schwermetallen sind deren physiko-
chemische Zustandsformen entscheidend. Der alkalische pH, der hohe
Anionengehalt sowle die partikuldre und gel¥ste organische Sub-
stanz im Seewasser fiihren zu den verschiedensten Adsorptionspro-
zessen und Metall-Komplexbildungen. Anhand von mathematischen Mo-
dellen werden von ZIRINO u. YAMAMOTO { 1972 ) die pH~abhidngigen
Zustandsformen von Cd, Cu, Pb und Zn im Seewasser untersucht.
SLOWEY, et al. ( 1967 ) konnten bis 2u 50 % des im Seewasser ent-
haltenen Kupfers mit Chloroform extrahieren., Dieses Metall scheint
assozilert zu sein mit Phospholipiden, Carotenoiden und anderen
lipidldslichen Verbindungen., WILLIAMS ( 1969 ) stellte fest, daB
der Gehalt an organisch gebundenem Cu im marinen Milieu erhebli-
chen Schwankungen ausgesetzt ist ( 5 - 28 % des Gesamtgehalts ).
Wihrend einer "roten Tide" ( hauptsdchlich durch Ceratium spp. ver~
ursacht ) konnte kaum organisch-assoziilertes Cu im Seewasser nach-
gewliesen werden, der Anteil an anorganisch geldstem Cu stieg dage-
gen signifikant an.
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MORRIS ( 1974 ) bestimmte den Gehalt des Seewassers der Menai~
StraBe ( Nord-Wales ) an lonischem und organisch~assoziiertem

Cu, Mn, Ni und Zn tiber eine 2 Jahres Periode. Der Gehalt an ioni-
schem Mangan, Nickel und Zink erreichte jeweils im Juni seinen
Maximalwert ( Mn: 16 ug/l, Ni: 2-3- ug/1l, Zn: 50 ug/l ). Zur glei-
chen Zeit wurden Flagellatenbliiten ( Phaeocystis ) im Oberflidchen-
wasser festgestellt. Der Anteil von organisch-komplexiertem Cu,Ni
und Zn stieg im Friibling ( wdhrend des Chlorophyll - a - Maximums )
schnell an und blieb den ganzen Sommer iliber hoch, wihrend er im
Winter minimal war. Der organisch-gebundene Anteil am Gesamimetall-
gehalt lag beil Zm im Rereich von O -~ 10 %, bei Ni im Rereich von

0 - 30 % und bei Cu im Pereich von 10 - 40 %. Hieraus kann abge-
leitet werden, daB die Affinitdt dieser Schwermetalle zu geldster
organischer Substanz in der Reihe Zm - Ni - Cu zunimmt,

Zink bildet in Seewasser mit schwach sauren Anionen auch anorgani-
sche Komplexe ( ZIRINO u., HEALY 1970 ), wobel es sich im Bereich
von pH 8 vorwiegend um geldstes Zn.COBO und Zn(OH)2° handelt.

3, Adaption an Schwermetalle

Phytoplankter in SiiB~ und Salzwasser besitzen die Fahigkeit, sich
bis zu einem gewissen MaBe an normalerweise unvertrgglich hohe
Metallkonzentrationen ihrer Umgebung zu adaptierén.

WHITTON ( 1970 ) untersuchte die speziesspezifische Toleranz von
SiiBwasser~Chlorophyten gegeniiber den Schwermetallem Cu, Pb und Zn.
Das Wachstumsverhalten von Algenproben, die aus Wasserbliiten ent-
nommen wurden und in standardisierten Kulturmedien gehdltert wurden,
diente als Indikation fiir die Vertriglichkeit gegeniiber dem be-
treffenden Metall. Die Schwermetallkonzentration, die gerade noch
keine Wachstumsdepression hervorrief, wurde als Toleranzwert de-
finiert.

Die Spezies Cladophora glomerata erwies sich gegeniiber allen an-
deren Populationen, die etwa 26 Spezies reprédsentierten, als der
empfindlichste Organismus in Bezug auf Metallverunreinigung des
Wassers. Diese Alge zeigte besonders gegeniiber Blei einen sehr
niedrigen Toleranzwert von 2 ppm, sodall sie als guter Indikator-
organismus fiir metallbelastetes SiiBwasser dienen konnte. Ebenfalls
sehr empfindlich gegeniiber den 3 Schwermetallen war Oedogonium spp.
Die Genera Ulothrix und Microspora zeigten dagegen hohe Resistenz
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gegenuber allen 3 Metallen, einige Microspora-Populationen aus
Rlei-belasteten Fliissen vertrugen noch Konzentrationen von 48 ppm Pb.
Sporotetras pyriformis und Gongrosplra spec. waren erheblich Cu-
toleranter als alle anderen Chlorophyten ( 0,5 bzw. 0,7 ppm ).

Die untersuchten Algenspezies zeigten gegeniiber Zink einen groRe-
ren Resistemzbereich ( 0,08 - 4,0 ppm ) als gegeniiber Kupfer ( 0,06
- 0,7 ppm }. Generell lag bei allen Chlorophyten die Rlei-~Vertrig~
lichkeit bedeutend hoher als die Toleranz gegeniiber Cu und Zn.

In Labortanks mit dem hohen Zn~Gehalt von 8 mg/1 konnte sich
Mougeotia spp. soweit adaptieren, daBl ein deutliches Wachstum

dieser Alge noch bei 6 ppm Zink im Wasser stattfand.

Ahnlich hohe Adaptionsleistungen von Chlorophyten in metallverun-
reinigtem FluBwasser wurden von SUGIYAMA ( 1971 ) an Chlorellen
beobachtet. Wihrend einer extremen Bliite diéser Alge in belastetem
FluBwasser ( Algenkonzentration: 105 - 106/m1 ), dem 2 ppm cut

bzw. 3 ppm NiZT, zn° oder crf* beigegeben wurde, trat keine Ver-
gnderung im Wachstum der Chlorella-Populationen auf., Nach einer
Woche Aufenthalt in diesem Milieu wurden die Algen durch,Zentri-
fugation geerntet und im selben FluBwasser einer Konzentration

von 20 ppm cu?t vzw. 10 ppm Nia+, zn®* oder Cr6+ unterworfen. Trotz
dieser Extremwerte konnte Chlorella weiter wachsen. |

Die Toxizitdt der Metallionen schien in dem stark organisch bela-
steten FluBwasser ( kein geltster Sauerstoff war mehr nachweisbar )
durch geldste organische Substanzen weitgehend abgepuffert zu sein.
AuRerdem geben Algen gerade im Verlauf einer Rliite organische
Substanzen an das Wasser ab.

Da im freien ozeanischen Wasser niemals so hohe Konzentrations-
gradienten von Metallen auftreten wie im SliBwasser, sollte man an-
nehmen, dafl die Adaptionsfdhigkeit mariner Algen kaum ausgeprigt
ist, Doch im Kiistenmbereich, wo tempor#r hohe Konzentrationswerte
von Schwermetallen - z.B. durch Abwasserdrift ~ auftreten kdnnen

( siehe z.B. die Schwermetallwerte im Kiistenwasser der Liverpool-
Bay und des Bristol-Kanals: ABDULLAH et al. 1972 ) sowie in be-
sonderen Habitaten, sind ebenfalls Adaptionserscheinungen vor allem
der :'YLitoralflora bekannt geworden.

Eine solche Anpassung an das Cu-haltige Milieu im Habitat wurde
von der Braunalge Ectocarpus siliculosus berichtet ( MORRIS u.
RUSSELL 1970 ). Ein Vergleich von Ectocarpus-Populationen, die
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von Kiistenfelsen stammten mit solchen, die an regelmiBig mit Cu-~
haltigen Herbiziden behandeltem Schiffsriimpfen wuchsen, zeigte
deutliche Toleranzunterschiede hinsichtlich der Cu-Vertriglich-
keit. Die Populationen, die von Schiffsriimpfen stammten, zeigten
eine 10fach hthere Toleranz gegenilber Kupfer als die Populationen,
die auf unkontaminierten Felsen gewachsen waren., Bei E. siliculo~
sus kamm diese Adaption eher auf die bekannte groBe genetische
Variabilitadt als auf eine physiologische Reaktionsbreite zuriick-
gefihrt werden.

L. Benthosalgen als Indikatoren fiir die Metallbelastung von
- Klistengewdissern

Obwohl in dieser Arbeit die Metallkontamination von Planktonalgen
behandelt wird, sollen im Vergleich dazu auch einige Untersuchungs-
ergebnisse an benthischen Algen berichtet werden.

Als pflanzliche Indikatororganismen fir den Schwermetallgehall des
marinen Kistenbereichs sind bisher vor allem Phaeophyceen und
Rhodophyceen sowle Ulva spec. untersucht worden. Unter den Rraun-
algen ist die Gattung Laminaria als Untersuchungsobjekt besonders
geeignet, well diese Formen leicht in Kultur wachsen, sehr sensi-
tiv auf Milieuénderungen reagieren und ohne Gewebezerstdrung auch
hohe Kontaminationen ertragen ( BURROWS 1971 ). AuBerdem bilden
Laminarien elnen bedeutenden Anteil des sublitoralen marinen Oko-
systems entlang der europdischen Klisten.

HOPKINS u. KAIN ( 1971 ) untersuchten die Schwermetall-Vertriglich~
keit von Laminaria hyperborea mit folgenden Methoden: unter Metall~
einflul wurde wihrend einer 28 tdgigen Kulturzeit der Entwicklungs~
verlauf der Alge ( Zoospore - Gametophyt ~ Sporophyt ) beobachtet
sowie das Wachstum und die Gewebeatmung ( MeBzeit: 1 Tag ) des
Sporophyten verfolgt. Es ergab sich, dall das Wachstum des Sporo~
phyten schon bei 0,01 ppm Hg, 0,05 ppm Cu uvwnd 0,25 ppm Zn beein-
trdachtigt wurde. Die Gametophyten-Generation erwies sich gegen-
iiber Zink-Kontamination als widerstandsf@higer. Die toxischen
Grenzwerte fiir die Gewebeatmung lagen lber 1000fach hdher als die
wachstumslimitierenden Konzentrationen. Auch hier zeigte Quecksil-
ber die hchste Toxizitdat: 2,5 ppm bewirkten bereits eine Redu-
zierung der Gewebeatmung, die sonst erst durch 100 ppm Cu und

1000 ppm Zn beeinflubt wurde,
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Die Rotalge Callithamnion hookeri wurde von EDWARDS ( 1972 )

als Indikatororganismus fiir die Schadstoffbelastung der ostengli-
schen Kiistengewdsser herangezogen. C. hookeri eignet sich fiir
solche Untersuchungen wegen seines schnellen Wachstums, sodaB
schon nach 1 Woche der Zuwachs an neu gebildeten Zellen bestimmt
werden kann. AuBerdem entwickeln sich die Friihstadien dieser Rhodo-
phycee in Seewasser ohne zus#tzliche Ndhrstoffanreicherung, wie sie
sonst bei Algenkulturen iiblich ist, Dies ist insofern von grofer
methodischer Bedeutung, weil filir die Testung toxischer Metallionen
keine komplexierenden Substanzen im Kulturmedium sein sollten

( siehe unter t.2.1. ).

C. hookeri reagierte im Wachstum bereits auf 0,01 ppm Cu mit einer
Verztgerung und erwies sich damit als besonders Cu-empfindlich

( Laminaria hyperborea: 0,05 ppm Toleranzgrenze fiir Cu -.siehe

oben ).

BONEY ( 1971 ) konnte an 2 Tage alten Sporophyten der Rotalge Plu~
maria elegans eine Dosis-Zelit-Abhingigkeit der Hg-Kontamination
nachweisen. Sublethale Konzentrationen von Quecksilber akkumulier-
ten sich im hinreichend langen Zeitrdumen zu Lethaldosen. Bereits
0,12 ppm Hg verursachten widhrend einer 3 - 6 stiindigen Inkubations-
zeit ( die etwa der Dauer einer Tiden-lUbersplilung der Litoralalge
entspricht ) eine etwa 30 % Wachstumshemmung; Die doppelte Hg-Dosis
von 0,25 ppm fithrte schon nach 1 Stunde Kontaktzeit zu dem gleichen
Ergebnis. Fir n-Alkyl-Hg-Verbindungen wurden erheblich niedrigere
toxische Konzentrationen gefunden. Die Toxizitdl dieser organischen
Hg~Verbindungen erhohte sich mit wachsender lLiinge der C-Kette
( BONEY et al. 1959 ). Nach 2,5 min. Kontakt mit 0,5 ppm n~03H7HgCl
trat bel den jungen Plumaria-Sporophyten eine 50 % Wachstumshemmung
auf. 0,04 ppm n—CHEHg61 bewirkten die gleiche Hemmung nach 25 mi-
niitiger Inkubationszeit. Die hohe Toxizitidt besonders der organi-
schen Hg-Verbindungen wird auf die Iipidloslichkeit der aliphati-
schen C-~Kette zurilickgefiihrt, sodal diese Verbindungen besser als
anorganisches Quecksilber die lipidreichen HuReren Zellwandhiillen
der Penthosalgen passieren konnen ( FONEY u. CORNER 1959 ).

Die Aufnahme und Akkumulation von Schwermetallen durch Renthosalgen
wird unter 2.3. n&her behandelt.
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Teil B: Kontamination in Laborkultur-Experimenten

1. Faktoren, die die Toxizitidt von Schwermetallen in Laborkul-
turen beeinflussen

Schwermetall-Toxizitidtstests in Laborkulturen sind von einer Reihe
experimenteller Parameter abhingig, die entscheidend die Ergebnisse
beeinflussen. Zu diesen Parametern gehSren un.a. die Zelldichte

des Kultur-Inoculums, die Zusammensetzung des Kulturmediums, die
physikalischen H8lterungsbedingungen wie Licht, Temperatur, Be-
liiftung, Turbulenz und die Reschaffenheit der Kulturgefdl~Ober-
fldche. Da bel physiologischen Messungen z.T. sehr geringe Metall-
konzentrationen eingesetzt werden ( ug-Pereich ), muB auf den
letzten Punkt besonders geachtet werden, denn normale Glasgeridte
adsorbieren einen bestimmten Teil der geldsten Metallionen. Von
manchen Experimentatoren wird deshalb das Glas der KulturgefifBe
vorher mehrfach mit starken Minerals&uren behandelt. Eine Steri-
lisation der NiHhrldsungen ist auch in einigen Fdllen indiziert,

wo mikrobielle Aktivitdt die chemische Zustandsform eines unter-
suchten Metalls in der Ldsung verdndern kann ( z.B. im Falle des
Quecksilbers ).

Hier soll nur der Einflufl weniger dieser Faktoren kurz angedeutet
werden. '

T.1. Licht

Licht als Motor photosynthetischer Produktion sollte alle Effekte
von Schwermetallen auf die Photosynthese und davon direkt abhin~
glger Stoffwechselprozesse beeinflussen. Wie spiter ausgefiihrt
wird, erfolgt bel vielen Algen die Aufnahme von Schwermetallen
mithil fe metabolischer Energie, die aus Photosyntheseprodukten
bezogen wird. So erfolgt die Aufnahme und Abgabe von 65Zn bei den
marinen Penthosalgen Ulva lactuca und Porphyra umbilicalis im
Dauerlicht schneller als in der Dunkelhelt ( GUTKNECHT 1963 ).
WHITTON ( 1968 ) untersuchte den EinfluB des Lichts bei Toxizitdts-
tests an Kulturen von Anacystis nidulans. Es zeigte sich, dal bei
Applikation von Cu, Mn und Hg im Licht ( Kurzzeitexperiment: 6
Stunden bei 6000 Lux ) deren Toxizitdt deutlich geringer war als
in der Dunkelheit. Resonders ausgeprégt war dieser Effekt beim
Cu~Ion, dessen noch zuldssige subtoxische Konzentration in der
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Dunkelheit 10fach niedriger lag als im Licht.

Auch die Hemmung der Zellteilung bel Chlorella unter Cu~Einflufl
ist bei kontinuierlicher Beleuchtung weniger ausgepridgt als in

der Dunkelheit ( KANAZAWA u. KANAZAWA 1969 ).

Die Diatomee Skeletonema costatum reaglerte in einem ILicht-Dunkel-
Zyklus ( 15 : 9, LOOO Lux ) 5fach empfindlicher auf Cu~Ionen

als bei kontinuierlicher RPeleuchtung ( MANDELLI 1969 ).
Hervorgehoben werden muB auch, daB Sonnenlicht die oligodynamische
Wirkung von Kupfermetall in Wasser verstidrkt. Dieser Effekt wird
in Israel in der Teichwirtschaft beriicksichtigt, wo man das Spei~
sungswasser fiir die Teiche durch Kupfernetze leitet, die direkt
dem Sonnenlicht ausgesetzt sind ( BANK 1962 ).

1.2. Zusammensetzung des Kulturmediums
1.2.1. Chelatbildner als Toxizitédtspuffer

Chelatbildner wie z.B. EDTA komplexieren zwelwertige Metallionen
und verringern dadurch deren ionische Zustandsform in einer Kul-
turl6sung. Gerade freie Metallionen haben sich aber als hochtoxisch
gegeniiber einzelligen Algen erwiesen. Chelatbildner veringern die
Toxizitdt von Schwermetallen, was sich im Falle des Kupfers beson~
ders gut demonstrieren liebh,

MORRIS u. RUSSELL ( 1973 ) inkubierten Ectocarpus siliculosus in

2 gleichen Ndhrlosungen, wovon die eine chelatfrei war und die an-
dere 3,7 mg EDTA/1 enthielt. Bei 0,45 mg Cu2+/1 fand ein totaler
Wachstumsstopp im EDTA-freien Medium statt, wihrend die kritische
Konzentration fir die Wachstumshemmung von Ectocarpus in Gegen~
wart von EDTA iiber 0,85 mg Cu2+/l lag. Es konnte berechnet wer-
den, daB die Grole der Toxizitdtsabnahme des geltsten Kupfers ab-
h&ngig war von der Komplexbildung zwischen einem Cu2+-Ion und

1 = 1,5 Molekiilen EDTA.

Gibt man CuBlEDTA in einer Konzentration, die der Lethaldosis von
CuSObr bei Chlorella entspricht, so 1&Bt sich nur méRige Wachstums
depression bei dleser Alge feststellen ( SOEDER et al. 1967 ).
WHITTON ( 1967 ) zeigte, daB die Toxizit#t vonm Cu, Hg, Mn, Ni, Pb
und 2n gegeniiber Cladophora glomerata bel Anwesenheit von EDTA im
Medium geringer war. Je geringer die toxische Metallkonzentration
war ( vor allem bei Cu und Zn ),umso deutlicher wirkte sich dieser
Schutzeffekt des Komplexbildners aus.



- 10 -

Oft ist Fisen in NdhrlSsungen das limitierende Spurenelement.
Deshalb wird es in relativ hoher Dosierung als EDTA-Komplex

( 0,05 mM FeEDTA/1 ) verwendet ( SOEDER et al. 1967 ). Der CuEDTA~
Komplex ist aber mit einer Stabilitdtskonstanten pK = 18,8 sta-
biler als der Fe(II)EDTA-Komplex mit szz 14,3, sodaB® bei Toxizi-
tédtstests mit Cu~Verbindungen die Anwesenheit von EDTA sowle an-
derer Komplexone vermieden werden sollte ( siehe auch FITZGERALD u.
FAUST 1963 ). Eine Ubersicht tiber die Wirkung verschiedener orga-
nischer Cu~XKomplexe auf die Photosynthese bei Scenedesmus quadri-
cauda gibt FANGSTROM ( 1972 ).

STEEMANN NIELSEN u. WIUM-ANDERSEN ( 1970 ) untersuchten den Ein-
flul von freien Cu2+—Ionen in einem Medium, das weder EDTA noch
Citrat enthielt. Weiterhin wurde die Fe-Konzentration so niedrig
gehalten ( 6 ug Fe/l ), daB es nicht - wie sonst bei alkalischem
pH 8 in Kulturmedien ~ zur kolloidalen Ausfdllung feinst verteil~
ten hydratisierten Fe(OH) kam, Das Eisenhydroxid-Hydrat besitazt
negative Ladungen, an denen Cu2 -Tonen elektrostatisch gebunden
werden konnen. Unter diesen Redingungen, wo der Hauptteil des Kup~
fers als gelbstes cu®t- Ton vorliegt, sind selbst 1 ug Cu/l to-
xisch gegeniiber einzelligen Algen. Da die Kupferkonzentrationen
im SliBwasser und im marinen Bereich einige ug/l betragen, mul ange-
nommen werden, daB unter natiirlichen Verhdltnissen fast gar kein
rein ionisch geldstes Kupfer im Wasser anwesend ist.( SLOWEY et al.
1967 ).

STEEMANN NIELSEN u. WIUM-ANDERSEN ( 1970 ) geben zu bedenken, dah
aufgrund der erkannten hohen Toxizitdt des freien Cu2+- Ions kein
normal destilliertes Wasser fiir die Verdiinnung von mC--Ampullen
fiir Produktivitédtsmessungen verwendet werden sollte. Im normal
destillierten Wasser des Handels liegt die aktuelle Cu-Konzentra-~
tion im Durchschnitt in einem PRereich ( fir Didnemark: 260 ug Cuw/1,
SCHOU 1954 ), der bereits toxische Effekte auf einzellige Algen
in Laborkulturen bewirken kann. Fel Produktivitdismessungen sollte
deshalb nur iber Glas destilliertes Wasser verwendet werden, das
nur Spuren von Cu enth&dlt,
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1.2.2. Bodensedimente als Quelle mikrobieller Aktivitst

Bei Toxizitdtstests von Hg2+- Ionen auf aguatische Organismen

in Gegenwart von natiirlichem Rodensediment muB darauf geachtet
werden, daB biologische Methylierung des Quecksilbers auftreten
kann., JENSEN u. JERNELOV ( 1969 ) studierten die biologische Me~
thylierung von HgCl, zd~CH3HgCl und CH,HgCH; in Bodensedimenten
und in faulendem Fisch in eilnem SiiBwasser-Aquarium. Von 100 ug
Hg012/g Bodensediment wurden nach 10 tdgiger Inkubation bei 240
Celsius LLO ng zu CH3HgCl umgewandelt. Sterilisiertes Podensedi~
ment zeiglte dagegen keinen h&heren CHBHg01~Geha1t als der Kontroll-
wert, Dieser Befund deutet auf eine mikrobielle Methylierung an~
organischen Quecksilbers im Sediment hin. In toten Fischen ( Xi-
phophorus maculatus ) wurde nach 3 Wochen Inkubation ( 24° Celsius )
unter anaeroben Bedingungen in einem geschlossenen GefdB fast 50 %
einer applizierten Menge von Methylquecksilber in Dimethylqueck~
silber konvertiert. Diese mikrobielle Methylierung von Quecksil~
ber scheint auch unter natiirlichen Verhdltnissen - vor allem in
stark eutrophierten Seen ~ eine regulierende Rolle bei der Selbst-
reinigung eines UDkosystems zu spielen. Denn durch Konversion von
anorganischem Quecksilber zu fliichtigen organischen Verbindungen
kann das giftige Metall aus dem System entfernt werden ( JERNE-
LOv 1970 ).

Falls BRodenproben in einem Kultursystem eingesetzt werden, sollten
sle aus den oben genannten Griinden vorher autoklaviert werden.

1.2.3. pH und Salinitit

Der pH einer Losung beeinflufit die Verteilung verschiedener, neben-
einander in einer Lisung existierender chemischer Zustandsformen
eines bestimmten Metalls. Auferdem beeinfluBdt die B ~Tonenkonzen~
tration einer L¥sung die Verteilung von positiven und negativen
Festladungen an Grenzflichen, zu denen auch biologische Membran-
oberfldchen gehtren., Die Adsorption von Metallionen an Piomembranen
und deren mogliche anschlieBende Passage ins Cytoplasma sind des-
halb wesentlich von den pH-Bedingungen des Milieus abhdngig. Weiter-
hin sind auch aktive Ionentransport-Prozesse in einer bioclogischen
Membran vom pH-Gradienten iiber der Membran abhéingig ( siehe z.B.
die 'Chemiosmotische Hypothese' von MITCHELL 1965 ).
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MANCY ( 1972 ) stellte fest, daB bei ansteigendem pH im Wasser
auch die Toxizitdt von Kupfer gegeniiber Fischen zunahm. MOUNT .
( 1966 ) beschrieb eine Zunahme der Zn-Toxizit#t gegeniiber Wasser-
organismen bei einem Anstieg des pH von 6 bis 8.

Bei hohen H'- Tonenkonzentrationen in einer LBsung treten zwischen
Metallion und Proton Konkurrenzeffekte um Bindungsstellen an Zell~
membranen von einzelligen Algen auf ( STEEMANN NIELSEN u. KAMP-~
NIELSEN 1970 ). Aus diesem Grunde ist vielleicht der Einfluf to-
xischer Cu~Konzentrationen auf Photosynthese und Wachstum von
Chlorella-Kulturen bei pH 5 wesentlich geringer als bei pH 8. Es
wurde bei pH 5 ein geringerer Teil des angebotenen Kupfers von
Chlorella pyrenoidosa aufgenommen als bei pH 8 ( STEEMANN NIELSEN
et al. 1969 ). Analog zu diesen Ergebnissen wurde auch bei der
Applikation von Hg~Ionen in ein Algenkuitur-Medium festgestellt,
daR im sauren pH-Bereich die Hemmung der Photosyntheserate von

C. pyrenoidosa durch das Schwermetall weniger gravierend war als
bei dem fiir Kulturmedien iiblichen pH 8 ( KAMP-NIELSEN 1971 ).

Auch die Hemmung der Zellteilung durch Cu~Ionen ist ph-abhingig.
Bei pH 6 wurde gegeniiber anderen pH-Werten der stidrkste Hemmeffekt
von Cu~Ionen auf die Zelltellung von synchronisierten Chlorellen
festgestellt ( KANAZAWA u. KANAZAWA 1969 ).

Die Cu~Aufnahme mariner Phytoplanktonalgen nimmt mit steigender
Salinit#t ab. Zwischen dem log der Cu~Aufnahme/Algenbiomasse und
der Salinitdt besteht eine negative Korrelation ( MANDELLI 1969 ).

2. Toxizit#t einzelner Schwermetalle und deren physiologische
Ursachen

2.1. Rupfer
2.1.1. EinfluB auf das Wachstum ( Zellteilung )

Die Anwendung von Kupfersalzen in der Teichwirtschaft zur Ver-
nichtung unerwiinschten Algenwachstums ist seit Reginn dieses Jahr-
hunderts bekannt. In Forellenteichen wird die Applikation von 1 g
CuSObr/m5 Wasser als wirksame Konzentration zur Ausschaltung von
Fadenalgen empfohlen ( JAHN 1969 ). Konzentrationen von 0,25 ppm
CuSO4 sollen geeignet sein, in StiBwasserseen den Haupttelil des
planktischen Algenwachstums zu kontrollieren, ohne dabei Fische

zu schiddigen noch dle Trinkwassergiite zu beeintréichtigen ( PARTSCH
1954 ).
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Die hohe Giftigkeit des Kupfers ist auch im marinen Bereich zu
einer Gefahr fiir das Phytoplankton geworden, seitdem Cu-haltige
Abwdsser vor allem durch die Fliisse ins Meer geschwemmt werden.

So berichtet MARVIN et al. ( 1961 ), daB Cu~Konzentrationen, die
etwa 10fach hoher liegen als die Normalwerte im Seewasser ( 3 -

5 ug Cu/l ) lethal sind fiir den Dinoflagellaten Gymnodinium breve,
der oft die Ursache 'roter Tiden' ist.

a) marine Algen

Der inhibitorische Effekt von Cu~Jonen auf das Wachstum von 9 Spe~
zies mariner Phytoplankter wurde eingehend von MANDELLI ( 1969 )
untersucht. Es wurden Cu-Konzentrationen von 30 - 50 ug/1 ( 30 -
50 ppb ) in Batch~Kulturen unter kontinuierlicher Beleuchtung

( 4000 Lux ) eingesetzt. Am empfindlichsten auf Kupfer reagierte
die Cyanophycee Coccochloris elabans, fir die das Schwermetall be-
reits in einer Konzentration von 30 ug/l toxisch war. Die Chloro-
phycee Dunaliella tertiolecta zeigte dagegen hohe Resistenz, diese
Alge konnte noch bei Cu-Konzentrationen im Medium wachsen, die
nalie am Sittigungswert fiir Seewasser lagen ( ca. 600 ug Cu/1 ).
Allgemein lag der toxische Konzentrationsbereich des Kupfers fir
Dinoflagellaten ( Exuviella spec.: 45 = 25 ug/l, Glenodinium spec.:
55 ~ 30 ug/l ) erheblich niedriger als fiir Diatomeen ( Skeletonema
costatum vertrug noch 250 ug/l ).

Das Metall wurde von allen untersuchten Algengruppen sehr schnell
aus der Lisung aufgenommen, worauf eine langsame Abgabe erfolgte,
die auf eine Permeabilitétssteigerung der Zellwand und/oder auf
aktive BExkretion zurlickgefilhrt werden kidnnte. Die Menge des in die
Zellen aufgenommenen Kupfers war direkt proportional zur externen
Konzentration im Medium ( 300 Celsius ). Die Konzentrationsfaktoren
der verschiedenen Spezies waren umgekehrt proportional zur jeweils
toxischen Cu~Konzentration, sie lagen also bei den Dinoflagellaten
hher als bel den Diatomeen.

Die Kupferaufnshme verlief proportional zur Temperatur im Rereich
von 20 = 350 Celsius wit einem Q1O—Wert von 1,95.

Zur Schnelltestung von Phytoplanktonalgen auf Cu~Empfindlichkeit
wurden von ERICKSON et al, ( 1970 ) eine Selektionierungstechnik
entwickelt, die verschiedene die Toxizitdt beeinflussende Umwelt-
faktoren berilicksichtigt. Dabei wurden 12 Phytoplanktonarten aus
dem AEstuarbereich in synthetischem, vorher sterilisierten und
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auf 23,4 %o Salinitat eiﬁgestellﬁen Seewasser gehidltert. Kupfer
wurde im Rereich von 50 - 32000 ug/l eingesetzt. Aus diesem Medium
wurden 6 Spezies selektioniert auf der Basis von Cu~Sensitivitit,
Wachstumsgeschwindigkeit und 8kologischer Relevanz. Diese 6 Spezies
wurden unter folgenden experimentellen Bedingungen weiter getestet.
In filter-sterilisiertem kiilnstlichen sowie natiirlichem angerei-~
cherten Seewasser wuchsen die Algen bei einer Anfangskonzentration
von 1,5 - 9.106 Zellen/1 14 Tage lang bei Cu~Konzentrationen, die
in 50 ug-Schritten von 50 -~ 450 ug/l erhsht wurden. Das Wachstum
wurde suferhalb der exponentiellen Phase durch die Messung der
optischen Dichte bei 420 nm verfolgt. Alle verwendeten Ldsungen
wurden vorher sterilisiert und danach mit Ndhragar auf bakterielle
Kontamination tiberpriift. Die Glasgerdte wurden wegen der Metall-
Kontaminationsgefahr mehrfach mit starken S&uren und glasdestil-
liertem Wasser gewaschen.

Die empfindlichsten Algen unter diesen Bedingungen waren Amphi-
dinium carteri, Olisthodiscus luteus und Cyclotella nana, sie wur-
den dureh 50 ug Cu/l zu mehr als 80 % in ihrem Wachstum gehemmt.
Bei 100 ug Cu/l wurde das Wachstum von Skeletonema costatum zu

64 % réprimiert. Isochrysis galbana wurde bei der gleichen Kon-
zentration zwar wesentlich stdrker gehemmt, vertrug aber noch

150 ug Cu/l mit etwa der gleichen prozentualen Wachstumseinbufle,
Mit Abstand als die resistenteste Form erwies sich Dunaliella ter-
tiolecta, die bei 450 ug Cu/l etwa zu 50 % im Wachstum eingeschrénkt
war, Diese Werte des Cu~Einflusses auf das Wachstum wurden nach
Inkubation in angereichertem natiirlichen Seewasser erhalten, Ein
Vergleich dieser Werte mit solchen, die in kiinstlichem Seewasser
erhalten wurden, ergab keine signifikanten Uhterschiede.

FRICKSON ( 1972 ) untersuchte die Toxizitdt von Kupfer an Thalas~
siosira pseudonana ( Cyclotella nana, Klon 13%-1 ) in natiirlichemn,
durch Nihrsalze nicht zusdtzlich angereicherten Seewasser. Das
Seewasser wurde vor der Inkubation mit den Algen durch Millipore
GS 0,22 u gefiltert, um natiirliches Nanoplankton und suspendiertes
organisches Material aus dem Wasser zu entfernem. Weiterhin wurde |
das Seewasser 30 min. bei 60° Celsius pasteurisiert ( hdhere Tem-
peraturen wurden wegen der Gefahr der Ausfdllung von Nehrstoffen
im Wasser vermieden ), Populationsdichte, mittleres Zellvolumen
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und 146-Aufnahme ( Assimilationsaktiviti®t ) wurden nach 24, 48

und 72 Stunden gemessen bei einem Licht~Dunkel-Zyklus von 14 : 10
( 2691 Lux ). Kupfer wurde im Pereich von 5 - 30 ug/l eingesetzt.
Die Cu-~Hemmung des Wachstums von T. pseudonana erhdhte sich pro-
portional zur Linge der Expositionszeiten bei allen eingetzten
Metallkonzentrationen. 5 ug Cu/l erzielten nach 72 Stunden den
gleichen Hemmeffekt wie 10 ug Cu/l nach 48 Stunden Exposition

( etwa 40 % Wachstumshemmung ). Ebenso nahm die Photosynthese-
hemmung mit der Lange der Expositionszeit zu. Wdhrend 5 ug Cu/l
nach 24 Stunden die Assimilation noch nicht beeinfluBten, trat
nach 48 Stunden eine 30 %ilge und nach 72 Stunden eine etwa 50 %ige
Hemmung der mC-Bikarbonataufnahme ein. Im Bereich von 10 -~ 30 ug
Cu/1l nahm das mittlere Zellvolumen von Thalassiosira zu. Nach

72 stiindiger Inkubation der Kulturen in 30 ug Cu/l hatte das mitt~
lere Zellvolumen um 165 % gegeniiber dem Kontrollwert zugenommen.
Cealterte Seewasser-Proben mit zersetztem Planktondetritus ergaben
nach Sterilisation schwdchere Cu=Toxizitdt als Seewasser, das so=-
fort nach Entnahme sterilisiert worden war. Die Anwesenheil von
Bakterien hatte jedoch keinen nennenswerten Effekt auf die Cu-~
Toxizitdt. Dies deutet daraufhin, da® vornehmiich bakterielle Zer-
setzungsprodukte, adsortionsfdhiges partikulidres Material sowie
geloste organische Substanzen -~ die in gealtertem Seewasser ver-
mehrt vorhanden sind - die Schwermetall-Toxizitdt herabsetzen.

Pel einer so Cu-empfindlichen Alge wie Thalassiosira mubte auf
mégliche Cu~Kontamination der verwendeten (Glasgerite geachtet wer-
den. Es zeigte sich ndmlich, daf der Cu-~Cehalt von Seewasser, das
in Rorsilikatglésern aufbewahrt wurde, im Verlauf von 28 Tagen um
0,83 ug/1l anstieg. Das natiirliche Seewasser wurde deshalb gefroren
in Poly#thylemmaterial aufbewahrt. Dabei &nderte sich der natiir-
liche Cu-Gehalt von ca. 1 ug/l nicht wesentlich. Da bei 5 ppb Cu
bereits eine Wachstumshemmung bei einer marinen Planktonalge fest~
gestellt werden konnte, sollte bei Kulturversuchen mit kiinstlich
hergestelltem Seewasser ( Durchschnittsgehalt an Cu: 6,7 ug/l, nach
ERICKSON et al. 1970 ) eine Vorbehandlung zur Extraktion der Cu-
Ionen erfolgen.

Die Entfernung von Spurenmetallen wie Cd, Cu, Fe, Mn, Pb und Zn
aus natiirlichem und kiinstlichem Seewasser gelingt mit dem Chelatharz
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Chelex 100 ( Bio-Rad ), das die Schwermetalle am effektivsten
bindet, wenn es gereinigt in der Natrium-Form vorliegt ( DAVEY
et al. 1970 ).

b) SiiBwasseralgen

Die hochtoxische Wirkung freier Cu2+—Ionen auf das Wachstum ein-
zelliger Algen wurde in Kulturmedien entdeckt, die keine Chelat-
bildner wie EDTA und Citrat sowle nur geringste Mengen von Risen

( z.B. 6 ug Fe /1 ) ~ wegen der Gefahr der Cu-Ionenadsorption

an negative Lazdungen von Eisenhydroxid-Micellen im alkalischen
Milieu - enthielten ( STEEMANN NIELSEN u. WIUM-ANDERSEN 1970, STEE-
MANN NIELSEN u. KAMP-NIELSEN 1970, STEEMANN NIELSEN u. WIUM-ANDER-
SEN 1971 ). Wie STEEMANN NIELSEN u.KAMP-NIELSEN ( 1970 ) nachwiesen,
beeintrdchtigt bereits 1 ug Cu/l ( 1 ppb ) das Wachstum von Kul-
turen der Chlorophycee Chlorella pyrenoidosa (= C. fusca,St.211-8b )
Die Alge reagierte auf diese Cu~Konzentration mit einer 24 stiin-
digen lag~Phase im Wachstum, nach der wieder normales logarithmi-
sches Wachstum auftrat. 5 ug Cu/l erzeugten eine 48 stilindige lag-
Phase, danach kam es ebenfalls wieder zu normalen Zellteilungs-
raten. 100 ug Cu/l verhinderten dagegen das Wachstum der Kulturen
vollstidndig. Bs wurde bei diesen Untersuchungen mit 6 ug Fe/l Medium
sowlie einer geringen Inocculum-Konzentration von etwa 107 Zellen/1
gearbeltet.

Im Vergleich zu Chlorella erwlies sich unter fast identischen Re-
dingungen die Diatomee Nitzschia palea als weniger Cu-empfindlich

( STEEMANN NIELSEN u. WIUM-ANDERSEN 1971 ). 12,5 ug Cu/l verur-
sachten bel dieser Alge eine 4 t&dgige lag-Phase in der Kultur, da-
nach wurde wie im Falle von Chlorella normales Wachstum beobach-
tet, Dieses Ergebnis wurde bei einer initialen ¢ Inoculum- )Zell~
konzentration von 107/1 erhalten. Bel elner initialen Zellkonzen~
tration von 2.105/1 geniigten schon 7,5 ug Cu/l, um das Wachstum

der Nitzschia~Kultur vollstdndig au verhinderm.

BRei Versuchen mit synchronisierten Chlorella~Kulturen in einem
Licht-Dunkel~Zyklus von 16 : 8 Stunden ( nach der Technik von
SOEDER et al. 1967 ) wurde nachgewiesen, daB der Cu-EinfluBl auf

das Wachstum sehr entscheidend vom Jewelligen Teilungsstadium

einer Algenkuliur abhiingig ist. Wurde Cu zu einem Zeitpunki gegeben,
in dem die Initialschritte einer Zellteilung weitgehend abgeschlos-
sen waren, so wurde die Zellteilung auch zu Ende gefiihrt. Erst der
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ndchste Tellungsvorgang wurde dann unter Cu~Binflul verzdgert

oder génzlich verhindert. Welterhin verursachte Kupfer, daB ein
hoher Prozentsatz von Zellen anstatt 4 nur 2 Autosporen ins Medium
entlieBen., Wurden Chlorella-Kulturen Cu-Konzentrationen unterwor-
fen, die keinerlei Zellteilung mehr zulieRen, so kam es dennoch
nicht zum Absterben der Algenzellen. Nach Uberfilhrung in Cu-freies
Medium wurde sukzessive die urspriingliche volle Teilungsaktivitit
wiedererlangt ( STEEMANN NIELSEN u.KAMP-NIELSEN 1970 ).

2.1.2. Bindung an die Zellwand und Verteilung

Cu~Ionen hemmen die Zellteilung ( das Wachstum ) einzelliger Algen,
indem sie an den duBeren Schleimhiillen und den Zellwinden angrei-
fen ( STEEMANN NIELSEN et al. 1969 ). Diese Erkl&érung der Cu~To-
xizitdt wird durch eine Reihe von Refunden gestiitzt.

Die Hemmung des Algenwachstums bei Anwesenheit einer bestimmten
Menge von Cu-Ionen wird nach einer gewissen Zeit, wenn geniigend
hohe Zelldichten im Medium erreicht worden sind, fast vollstindig
aufgehoben. Eine generelle Schiddigung des intrazelluldren Stoff-
wechsels ( mit der bei hohen Cu-Konzentrationen allerdings gerech-
net werden muB ) wiirde sich dagegen in einem dauernden Dekrement
des Wachstums auswirken,

Die im Vergleich zu Chlorella geringere Cu-Empfindlichkeit wachsen~
der Nitzschia-Kulturen kann durch den Refund erklért werden, daB
die Diatomee im Gegensatz zu Chlorella wihrend des Cu~Kontaktes
organische Verbindungen an die Umgebung abgibt, die einen Teil der
hochtoxischen Schwermetallionen binden. Offensichtlich wird die
Zellwand von Diatomeen durch Cu erheblich geschidigt, sodaB gro-
RBere organische Molekiile diese Rarriere passieren kdnmen ( STEE-
MANN NIELSEN u. WIUM~ANDERSEN 1971 ).

Weitere Indizien dafiir, daB die Zellwand ( Zellmembran ) der haupt~
sdchliche Angriffsort von Cu-Ionen ist, wurden von KANAZAWA u.
KANAZAWA ( 1969 ) geliefert. Sie untersuchten in Synchronkulturen
.von C, ellipsoidea die Hemmung der Zellteilung durch Cu unter ver-~
schiedenen Kulturbedingungen, Reil Cu-Konzentrationen von 3.10"6 M

( ca. 192 ug Cu/1l ) wurde die Zellteilung sowohl im Licht als auch
in der Dunkelheit fast vollstidndig eingestellt, wogegen DNA-Syn~
these und Kernteilung normal abliefen. In deionisiertem Wasser
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war die Teilungshemmung weniger ausgeprigt als bel Gegenwart b~
licher Tonenstidrken in der Ndhrldsung. Dies deutet daraufhin, daB
Cu~Jonen den beil einer Zellteilung stattfindenden Efflux von Ionen
durch die Zellmembran behindern, denn bei geringen JTonenstdrken

im Medium wird ein solcher Efflux erleichtert.

Messungen der Cu~Aufnahme von Chlorellen nach einstiindiger Exposi-
tionszeit ( 50 ug Cu/l ) ergaben, daB bei pH 8 fast 10fach mehr

Cu von den Zellen absorbiert wird als bei pH 5. Eine ErhShung der
Konzentration von K' - Ionen im Medium démpfte die toxische Wirkung
von Kupfer, Diese Ergebnisse kdnmen so interpretiert werden, daB
sowohl H+—Ionen als auch K -Tonen mit den Cu2+-Ionen um Bindungs=-
stellen an der Zellwand konkurrieren ( STEEMANN NIELSEN et al. 1969).
Mikroskopisch wurde festgestellt, dab die pektindse HuBere Schleim-
substanz einzelliger Algen in Gegenwart von Cu-Ionen etwas an-
schwillt ( STEEMANN NIELSEN u. KAMP-NIELSEN 1970 ).

Es gelang bel der Characee Nitella spec., die Verteilung von Kupfer
in den Zellen zu verfolgen ( RATHSACK u. SACHERT 1969 ). Nach ein-
stlindiger Behandlung von Internodialzellen mit sublethalen Cu-Kon-
zentrationen ( 1077 - 10"6 M 640u ) und nachfolgender Fraktionie=~
rung in Zellwand, Protoplasma und Vakuolenfliissigkeit wurde 640u
zu etwa 90 % in der Zellwand angereichert nachgewiesen. Im Proto-
plasma wurden etwa 10 % Cu~-Gehalt gemessen, wogegen die Vakuole
praktisch kein Kupfer aufgenommen hatte. Diese Vertelilung dnderte
sich nicht wesentlich im sauren und alkalischen Rereich. Auch ho-
here lethale Cu~Konzentrationen ( 1074 n ) lieferten ein ghnliches
Verteilungsmuster, allerdings nahm unter diesen Redingungen die
Vakuolenflissigkelit etwa gleichviel Kupfer wie das Protoplasma auf.
Die zeitabhingige Cu-Aufnahme verlief exponentiell, innerhaldb der
ersten 10 Minuten Expositionszeit war bereits mehr als die Hilfte
des Endgehalts zellgebundenen Kupfers von den Zellen absorbiert
worden,

' 2.1.3. EinfluB auf die Photosynthese

Die Hemmung der Photosynthese von C. pyrencidosa durch Cu-JIonen

setzt bei Dauerbelichtung erst nach einigen Stunder ein und ist bei
hohen Lichtintensitiéten am meisten ausgeprdgt. Bereits 2,6:ug Cu/l
beeintrdchtigt die Assimilationsrate ( STEEMANN NIELSEN et al. 1969 )
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Bel niedrigen Cu-Konzentrationen ( 1 - 50 ug/1l ) findet kaum
Penetration des Schwermetalls ins Cytoplasma statt und die Hemmung
der Photosynthese beruht offensichtlich auf einem indirekten Effekt.
Hierbei wird das Metall an die HuBeren Zellwandsubstanzen wie auch
ans Plasmalemma gebunden, was neben der Hemmung der Autosporen-
freisetzung auch zu einer Akkumulation von Photosynthese-Produkten
filhrt. Bei andauernder Photosynthese und Verhinderung vollstén-
diger Zellteilungen durch membrangebundenes Kupfer hdufen sich die
Assimilate in einer Zelle sosehr an, daP® es zu einem negativen
Feed-back auf den Assimilationsprozess kommt. Aus diesem Crunde
wird die Photosynthese in Gegenwart von Kupfer erst nach einigen
Stunden gehémmt, wenn eine kritische Konzentration von Assimilaten
in der Zelle erreicht worden ist. Auch die stdrkere Hemmung der
Photosynthese bei hoher Lichtintensitdt wird durch diesen indirek-
ten BEinfluB der Cu-Ionen erklérbar.( STEEMANN NIELSEN et al. 1969 ).

Der Einflull von Cu~Ionen auf die Photosyntheserate der Diatomee
Nitzschia palea wurde von STEEMANN NIELSEN u. WIUM-ANDERSEN ( 1971 )
unter fast den gleichen experimentellen Redinguugen untersucht, wie
sie bel der Untersuchung dieses Problems in Chlorella~Kulturen
eingehalten wurden (s.0.).

Wihrend Chlorellen erst nach léngerer Expositionszeit ( 20 Stunden )
und hohen Lichtintensitédten ( 21 kLux ) deutlich durch Kupfer in
ihrer Photosyntheserate gehemmt wurden, zeigte Nitzschia eine sol-
che Hemmung bereits nach kurzer Expositionszeit ( 4 Stunden ) so-~
wlie auch bei geringeren Lichtintensitdten. Eine 30 %ige Abnahme

der Photosyntheserate wurde in Nitzschia~Kulturen nach 4 Stunden
durch 1,2 ug Cu/l erzielt, widhrend in Chlorella-Kulturen die glei=-
che prozentuale Hemmung erst nach 20 Stunden durch 5 ug Cu/l er-
reicht wurde.

Tn einem Licht-Dunkel-Zyklus von 12 : 12 Stunden { 6000 Lux ) wur-
de eine weitgehend synchronisierte Nitzschia-Kultur erhalten.Appli-
kation geringer Mengen Cu ( 6 ug/l ) zu verschiedenen Zeiten des
Wachstumszyklus ergab, daB der toxische Effekt des Schwermetalls

in der Dunkelperiode, die unmittelbar auf eine Zellteilung folgte,
am deutlichsten ausgeprigt war. Unmittelbar nach Peginn der Licht-
periode war dagegen der Cu-Einflufl auf die Photosyntheserate der
Kultur am geringsten.
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Die sofortige Hemmung der Photosynthese von Nitzschia palea selbst
nach kurzzeitigem Kontakt mit Cu-Ionen beruht offemsichtlich auf
einem anderen Mechanismus als er fiir die Photosynthesehemmung |
von Chlorella-Kulturen angenommen wird ( s.o. ). Es ist vielmehr
wahrscheinlich, daB selbst geringste Cu-Konzentrationen die Zell-
wand von Diatomeen erheblich schidigen -~ was sich auch durch die
Exkretion organischer Verbindungen zu erkennen gibt - und ins
Zellinnere penetrieren ( STEEMANN NIELSEN u., WIUM-ANDERSEN 1971 ).

2.1 4. EinfluB auf die Atmung

Wie andere Mikroorganismen vermag Chlorella in Gegenwart eines
typischen Atmungsgiftes wie dem F ~Ion, das spezifisch die Enolase
und damit den Eingang zum Citratzyklus blockiert, trotzdem weiter
zu atmen, indem der Energiestoffwechsel auf die direkte Oxidation
der Glucose ( Pentose-Phosphat-Weg ) umgeschaltet wird. Sind aber
F~ und Cu®’ Tonen gleichzeitig anwesend, so wird die Atmung fast
vollstidndig eingestellt ( HASSALL 1967 u. 1969 ). Wird erst Cu und
dann Fluorid angeboten, so kommt es ebenfalls zu einer Rlockade
der Zellatmung. Werden aber Fluorid-Ionen iiber lingere Zeit z.B.
90 Minuten ) mit Chlorellen zusammen inkubiert, bevor Cu~Ionen

der N&hrldsung belgegeben werden, so ist nur eine leichte Atmungs-
depression festzustellen. Cu~Ionen scheinen daher vermutlich den
Pentosephosphat~Weg von Chlorella teilweise zu blockieren.Die
Hemmung dieses metabolischen "Auswegs" von Chlorella bei Rlockade
des Citratzyklus scheint aber nicht spezifisch zu sein, denn nach
ausreichend langer Prdinkubation mit Fluorid vermag diese Alge in
Gegenwart von Cu-Ionen beinahe normal zu atmen.

2.2. Quecksilber
2.2.1. Weltweite Verbreitung und Gefahr fir aquatische Jkosysteme

Tn einem Ubersichtsartikel nimmt HARRISS ( 1971 ) zur 8kologischen
RBedeutung des Quecksilbers in aguatischen Lebensréumen Stellung.
Allein in den USA sind in den letzten 25 Jahren ungefdhr 30 Mio,
Kilogramm Quecksilber an die Umwelt als Abfall abgegeben worden.
Die hohe Giftigkeit diese Metalls auch gegeniiber Menschen wurde
der Weltdffentlichkeit erstmals deutlich, als nach dem GenmuB Hg-
haltigen Fisches Hunderte von Japanern schwer und oft tddlich er-
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krankten ( 'Minamata-Krankheit!, siehe: KURLAND et al. 1960 ).

In Schweden richteten Hg-haltige Fungizide grofen Populations-
schwund innerkalb der Avifauna an ( JOHNELS u. WESTERMARK 1969 ).
Aufsehen erregte auch die Entdeckung, daB der Quecksilbergehalt

in Robben, Tiefsee~Thunfischen und Schwertfischen - alle weitab
von der Kilste gefangen - hther lag als der fir Nahrungsmittel noch
zuléssige Grenzwert von 0,5 ppm ( festgesetzt von der US Food and
Drug Administration sowie von der World Health Organization ).

Die Verteilung von Quecksilber in der Umwelt ist sehr unterschied-
lich. Auffallend hohen Gehalt an Hg zeigen Bodensedimente eutropher
Seen ( bis zu 1800 ppm ), wo das Quecksilber meist organisch-gebun-
den vorliegt. Auch Kulturboden der Landwirtschaft enthalten mehr
Quecksilber als andere Bdden aufgrund der Anwendung Hg-haltiger
Fungizide als Saat-TPeizmittel. Die Hg-Verteilung in solchen Sedi-
menten und Bbden ist abhingig von geochemischen Faktoren wie pH
und organischen Anteilen sowie auch von mikrobieller Resiedlung

( JENSEN u. JERNELDV 1969, JERNELOV 1970 ).

Solange die persistenten fungiziden Organo-Quecksilberverbindungen
im Pflanzenschutz eingesetzt wurden ( bis 1966 ), resultierte der
Hg-Gehalt der Seen, Astuare und Meere hauptsichlich aus erodiertem
abgeschwemmten Kulturbodenmaterial. Auch im marinen Bereich fand
sich Quecksilber konzentriert in Sedimenten wieder, vor der kali-
fornischen Kiiste in Oberflichensedimenten bis zu 1 ppm ( KLEIN u.
GOLDRERG 1970 ). In der Oberflichenschicht von AEstuar-Rodensedimen~-
ten Sﬁdenglands wurden 0,19 = 0,64 ppm Hg nachgewiesen, tiefere
Sedimentschichten enthielten dagegen 2,2 ~ 5,7 ppm Quecksilber

( BURTON u. LEATHERLAND 1971 ).Der Anstieg des Hg~-Gehalts in tiefer-
liegenden Zonen eines Sediments kann durch mikrobielle Aktivitit
unter den reduzierenden Redingungen dieser Zonen erkldrt werden.
Die Hg~Konzentrationen im freien ozeanischen Wasser sind sehr ge-
ring, fir den NO-Atlantik wurde im Oberfléchenwasser ein durch-
schnittlicher Hg~Gehalt von 51 ng/l (= 0,05 ppb ) gefunden ( CHESTER
et al. 1973 ). In einigen marinen Tieren wurden dagegen Quecksil-
ber-Konzentrationen von iliber 1 ppm gefunden und zwar vorwiegend

in der Leber, im Gehirn und in der Niere. Wegen ihrer Lipidldslich-
keit neigen organische Hg~Verbindungen &hnlich wie polychlorierte
Kohlenwasserstoffe zu hoher Anreicherung innerhalb einer Nahrungs-
kette,
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Wie Untersuchungen von HANNERZ ( 1968 ) ergaben, wird Quecksilber
von Slilwasseralgen bis zum Faktor 1200 konzentriert. Invertebraten
und Fische, die sich von Hg-~haltigem Phytoplankton via Nahrungs-
kette erndhren, kdnnen Konzentrationsfaktoren von 3000 bis - 8400
erreichen. Die Toxizit&t von Quecksilber fiir die Mekrofauna wird
also vorwiegend durch Akkumulationsprozesse innerhalb des Nahrungs-
netzes bedingt.

2.2.2. EinfluB auf das Wachstum ( Zellteilung )

KAMP-NIELSEN ( 1971 ) untersuchte den EinfluB von Hg-Ionen auf

auf Photosynthese und Wachstum von Chlorella pyrenoidosa unter
gleichen experimentellen RBedingungen, wie sie bei der Untersuchung
der Cu-Toxizitit angewandt wurden ( siehe Zitate dort ).

Die physiologischen Reaktionen unter Hg-Einwirkung waren denen
dhnlich, die unter Cu-Einflull erhalten wurden. So zeigte Chlorella
im exponentiellen Wachstum bei einer Molarit#t von 0,8 ug-at Hg/l
eine Verzdgerung, die etwa halb so lang war wie die lag-Phase bei
0,8 ug-at Cu/l. In einem nihrstoffreichen Medium verzdgerten schon
3 ug Hg/1 den Eintritt des exponentiellen Wachstums und hemmten
dieses um etwa 50 %. Die Liénge der Hg-induzierten lag-Phase war
wie hel den Experimenten mit Cu abhéingig vom Verh#ltnis: Schwer-
metallkonzentration/ Tnoculum-Zellkonzentration., Die toxisch in-
duzierte lag~Phase wurde also bei ansteigender initialer Zellkon-
zentration verkiirzt,

Dies kann so interpretiert werden, daR bel steigender Zellzahl

der relative Anteil Hg-besetzter Bindungsstellen an den Zelleber-
fldchen sinkt.

Quecksilber inhibiert wie Kupfer die Zellteilung einzelliger Algen,
indem es mit der Zellmembran in Wechselwirkung tritt ~ der genaué
Mechanismus dieser Hemmung ist aber wie im Falle des Cu noch nicht
aufgeklart,

Der nach Kontamination mit Cu wie mit Hg zu beobachtende " Erho-
lungseffekt " im Wachstum der Kulturen wird so interpretiert, daB
die Zellen an ihren Membranen ausreichend 'indifferente sites' be~
sitzen, um die toxischen Metallionen abzufangen ( KAMP-NIELSEN
1971 ). ‘

HANNAN u. PATOUILLET ( 1972 ) verglichen Hg, Cu, Pb, Cd und Ag in
ihrer wachstumshemmenden Wirkung auf Chlorella und 3 marine Plank-~
tonalgen ( Phaeodactylum tricornutum, Cyclotella nana, Chaeto-
ceros galvestonensis ). '
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Das Wachstum der Kulturen wurde 3 Tage lang durch Messung der
Pigmentfluoreszenz ( hervorgerufen hauptsidchlich durch Chloro-
phyll a ) verfolgt. Diese Methode der Zelldichte~Restimmung scheint
aber gerade bei Hg~Toxizitdtstests sehr problematisch zu sein, denmnn
wie KAMP-NIELSEN ( 1971 ) beobachtete, #ndern Chlorellazellen
wdhrend einer Hg-induzierten lag-Phase im Wachstum ihre Farbe in
den schwach-gelblichen Rereich.

Es wurde festgestellt, daB Quecksilber von allen untersuchten
Schwermetallen das Wachstum von Chlorella sowie der 3 marinen
Phytoplankter am stirksten hemmte, Wdhrend bei 0,1 ppm Cd, Cu und
Pb noch ein Wachstum aller Algenspezies beobachtet werden konnte,
inhibierte Hg in dieser Konzentration das Wachstum aller Kulturen
vollstdndig. Unter den 3 marinen Gattungen stellten Chaetoceros

und Cyclotella in Anwesenheit von 0,1 ppm Ag-Ionen ihr Wachstum
ebenfalls vollstdndig ein, wihrend Silber dieser Konzentration

fir Phaeodactylum~Kulturen nicht toxisch war.

0,1 ppm Dimethylguecksilber filihrten zu einem etwas verztgerten
Wachstum der 3 marinen Algen, wobeil Chaetoceros am empfindlichsten
reagierte. Der Befund, dall eine organische Quecksilberverbindung
weniger toxisch als anorgaunisches Quecksilber gegeniiber Algenkul-
turen ist, steht in Widerspruch‘zu anderen Untersuchungen, die
Organo-Quecksilberverbindungen als wesentlich toxischer darstellen
als anorganisches Quecksilber ( siehe RONEY u. CORNER 1959, HARRISS
1970 ).

Analog zu den Ergebnissen von KAMP-NIELSEN ( 1971 ) wurde in ste-
rilen Kulturen von Chlamydomonas reinhardi in Gegenwart von Hg-
Tonen ( 0,1 ~ 1 pplm ) eine Lag~Phase im Wachstum beobachtet ( BEN-
BASSAT et al. 1972 ), nach der die Algen wieder in die normale
Wachstumskinetik eintraten., Bel 2 ppm wurde das Wachstum von Chla~
mydomonas total eingestellt.

2.2.3., Bindung an die Zellwand, Anderung der Permeabilitit

Von GLOOSCHENKO ( 1969 ) wurde in angereichertem Seewasser die
Akkumulation von ZOBHg in der marinen Diatomee Chaetoceros costatum
verfolgt, wobeli die Hg-Aufnahmeraten der Zellen im Tellungsstadium,
wdhrend Teilungsruhe im Licht und in der Dunkelheit sowie im ab-
getBteten Zustand miteinander verglichen wurden.
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In der Kultur sich teilender Zellen zeigte die Hg-Aufnahme einen
exponentiellen Zeitverlauf mit einer Maximalrate innerhalb der
ersten 20 Stunden., Die Hg-Aufnahme von Chaetoceros schien nicht
von photosynthetischer Aktivit&dt abhingig zu sein, denn die Auf=-
nahmeraten im Licht und Dunkeln waren ghnlich hoch. Zellen in der
Teilungsphase akkumnlierten léngere Zeit als sich nicht teilende
Zellen, was auf einen aktiven Aufnahmeprozess hindeutet. Mit For-
malin abgetttete Zellen nahmen die groBten Hg~Anteile auf. Dies
kann durch Oberflidchenadsorption und/oder durch im toten Zustand
erhchte Membranpermeabilitét erklirt werden.

Aufgrund des geringen Unterschieds der initialen Aufnahmerate
teilungsaktiver und teilungsinaktiver Zellen sowie der gleichen
Aufnahmerate im Licht und in der Dunkelheit von teilungsinaktiven
Zellen wird in dieser Arbeit angenommen, daf hauptsdchlich eine
Oberfléachenadsorption fir die Akkumulation des Quecksilbers ver-
antwortlich ist.

SHIEH u. BARBER ( 1973 ) untersuchten den EinfluB von Hg auf die
Permeabilitétseigenschaften und den K -Tonenaustausch der Zellmem-~
bran von Chlorella pyrencidosa.

Die Hg~Aufnahme war lichtunabhingig, verringerte sich jedoch mit
fallender Temperatur. Quecksilber wurde in einem 2-Stufen-Prozess
aufgenommen: einer schnellen Aufnahmekomponente, die durch Cystein
blockiert werden konnte, folgte ein langsamer Aufnahmevorgang.

Bei einem Verh#ltnis von 7 uM Hg/ ml kompakter Zellmasse kam es

zu einem starken Netto-Efflux interner K'-Ionen durch ErhShung

der Permeabilitdt der Zellmembran. Zusdtzlich wurde durch Quecksil-
ber der Austausch interner Kaliumionen gegen externe stimuliert,
also das K+~Transportsystem der Membran verdndert. Methylquecksil-
bBerchlorid verursachte ebenfalls einen - wenn auch wesentlich ge~
ringeren -~ Austritt von Kaliumionen aus den Zellen., AuBerdem in-
hibierte diese Verbindung die Zellatmung. Dies kann mit der besse-
ren Passage dieser lipophilen organischen Hg-Verbindung durch die
Membran zusammenhidngen, wodurch CHBHgCI mehr intracelluldre Pro-

- zesse angreift, die filr die Aufrechterhaltung eines K" ~Konzentra~
tionsgradienten liber der Zellmembran verantwortlich sind. HgCl2
dagegen scheint vor Eintritt ins Zellinnere bis zur S&dttigung
moglicher Pindungsstellen an der Zelloberfliche adsorbiert zu wer-
den, wodurch die Transportvorgénge der Membran erheblich beein-
trichtigt werden. Der Mechanismus der Stimulierung des K+-Transport-
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systems durch Hg-Ionen ist noch unbekannt. Bekannt ist aber, daB
die Konformation mancher Enzyme durch Kontakt mit Hg-Ionen ver-
dndert wird, wobeli Quecksilber bevorzugt an freie SH-Gruppen bin-
det ( KURAMITSU 1968 ). Je nachdem, wo in der Struktur eines Pro-
teins eine solche Merkaptidbildung stattfindet = ob an indiffe~
renten oder katalytischen sites - kann es zur Stimulierung oder
Hemmung der enzymatischen Aktivitdt kommen. Hg kdnnte in dieser
Weise die am Kaliumtransport beteiligten Enzyme und/oder das
Carrierprotein beeinflussen. Die Hemmung des Hg-stimulierten Kalium-
austausches durch niedrige Temperaturen sowie Reagentien, die den
oxldativen Energiestoffwechsel hemmen ( wie Carbonylcyanid-m~-chlor-
phenylhydrazon (CCCP) und N,N'~di-cyclohexylcarbodiimid (DCCD) ),
deutet daraufhin, daB Quecksilber vor allem die Turn-over-Rate des
Carriers beeinflult, dile. direkt vom Energiestoffwechsel der Zelle
abhi#ngig zu sein scheint ( BARBER 1968 ).

2e2he EinfluB auf die Photosynthese

KAMP-NIELSEN ( 1971 ) stellte fest, daB Quecksilber guf die Photo-
synthese von Chlorella pyrenoidosa etwa gleich stark hemmend wirkt
wie Kupfer. In Kurzzeitexperimenten von 4 Stunden bei Lichtefitti~
gung ( 21 kILux ) verursackte Hg eine geringere Abnahme der Assimi~
lationsrate als Cu, wogegenm in Langzeitexperimenten von 21 Stunden
bei Lichtsdttigung beide Schwermetallionen die Photosynthese etwa
um den gleichen Betrag hemmten. Auffallend war eine schwach-gelb~
liche Verfirbung der Chlorellazellem nach 20 Stunden Inkubation
mit Quecksilber. Neben einer Membranschédigung ( Efflux von Kalium-
ionen ) scheinen Hg-Ionen wdhrend lédngerer Inkubationszeit ins
Cytoplasma einzudringen und den Photosyntheseprozess direkt zu
beeinflussen. Jedenfalls wurde nicht wie im Falle des Cu eine An-
hdufung von Assimilaten in den Zellen beobachtet, sodaB der Mecha-
nismus der Hg-induzierten Photosynthesehemmung ein anderer zu sein
scheint als der fiir Cu postulierte.

HARRISS et al. ( 1970 ) testeten die akute Toxizitst von 4 als
Fungizide verwendeten Organo-Quecksilberverbimdungen durch 140—
Assimilationsmessungen an der marinen Diatomee Nitzschia delica-
tissima sowle an 7 natiirlichen SiiBwasser-Phytoplanktonpopulationen.
Die Algen wurden Xonzentrationen von 0,1 -~ 50 ppb folgender Organo-
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Quecksilberverbindungen ausgesetzt: Phenylquecksilberacetat, Methyl-
quecksilber-Dicyandiamid, Diphenylquecksilber sowie MEMMI (= N-Me~-
thylquecksilber-1,2,3,6~-tetrahydro-3,6~-methano-3,4,5,6,7,7-hexa-
chlorphthalimid ). Die-Eulbturen wurden in einem Licht-Dunkel-Zyklus
von 12 : 12 Stunden gehalten. Nitzschia delicatissima wurde in der
logarithmischen Phase ( oberhalb von 7,5.107 Zellen/1 ) 24 Stun-
den lang den Hg-Verbindungen ausgesetzt und danach die '“C-Assimi-
lation von 5 Stunden gemessen. Die SiifRwasserplankter wurden gleich-
behandelt, nur wihlte man neben 24 Stunden noch l&ngere Expositions-
zeiten von 72 und 120 Stunden.

Diphenylquecksilber erwies sich unter diesen Bedingungen am wenig-
sten toxisch. Bei 1 ppb der anderen % Hg-Verbindungen wurde eine
signifikante Hemmung der Photosynthese aller Planktonalgen nach~-
gewiesen, 50 ppb blockierten die Assimilation bereits vollstidndig.
Ebenso wurde bei dieser Konzentration auch das Wachstum der Kul~
turen total eingestellt. Nitzschia erwies sich gegeniiber den Fungi-
ziden als der empfindlichste Organismus. Bereits eine 24 stiindige
Einwirkung von 0,1 ppb der 3 Organo-Quecksilberverbindungen auf
diese Diatomee fiihrte zu einem geringen Absinken der Photosynthese~
rate. Auch die Photosynthese der Planktonalgen aus dem SiiBwasser
wurde bereits durch 0,1 ppb der 3 organischen Hg-Verbindungen

nach 120 Stunden Inkubation beeintriéchtigt.

Diesen Pefunden zufolge sind einige kommerziell als Fungizide ein-
gesetzte orgamische Hg-Verbindungen wesentlich phytotoxischer als
anorganisches Quecksilber. Interessant ist in diesem Zusammenhang,
daB das US Biiro fiir Wasserhygiene sowle sowjetische RehSrden einen
tolerablen Grenzwert von 5 ppb Quecksilber fiir Trinkwasser an-
geben ( J. Amer. Water Works Associlation, 1970, p. 285 ).

2.2.5. Biotransformation in eine fliichtige Form

BEN-BASSAT et al. ( 1972 ) machten erstmalig die interessante RBe-
obachtung, daB der totale Hg~Gehalt eines Kultursystems (= Medium
und Zellen ) im Verlaufe des Algenwachstums zuriickging. Wdhrend
der HgQGehalt eines Mediums ohne Algen aufgrund des hohen Dampf-
drucks von Quecksilber innerhalb von § Tagen um 5 % abnahm, be-
trug der Hg~Verlust bei Anwesenheit teilungsaktiver Algen in der
gleichen Zeit etwa 40 %. Die Anwesenheit wachsender Algenkulturen
scheint demnach einen Tell des Quecksilbers in eine fliichtige Form
umgewandelt zu haben, sodaB er dem Gesamtsystem verloren ging.
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In einer detaillierten Arbeit zu diesem Problem ( BEN-BASSAT u.
MAYER 1975 ) wurde die Verteilung von EOBHg in den 3 Fraktionen:
Wachstumsmedium, Chlorella-Zellmasse und fliichtiger Anteil im
durch die Kultur geleiteten Luftstrom untersucht. Der fliichtige
Anteil des Gesamt-Quecksilbers wurde chemisch in einer gesittigten
Ldsung von Jod in 30% KJ-Ldsung gebunden.

Die Konversionsrate des Hg zur fliichtigen Form erhdhte sich pro-
portional zur Zelldichte der Chlorella-Kulturen. So wurde bei einer
initialen Konzentration von 106 Zellen/1 das Maximum an Konversion
erzielt. Rel dieser Zelldichte wurde aufgrund biologischer Akti-
vitdt nach 9 Tagen 75 % des urspriinglich vorhandenen Quecksilber-
gehalts aus dem System entfernt. Im Kontrollversuch ohne Algen-~
kultur reduzierte sich der Hg~Gehalt dagegen um 22 %.

Als Rilanz dieser Versuche wird festgestellt, dafl die Hg~Konzen~
tration zuerst im Medium schnell absinkt durch Aufnahme des Metalls
in die Zellen. Wdhrend oder nach der Aufnahme in die Zellen wird
Quecksilber zu einer fliichtigen Form konvertiert, sodal der Hg~
Gehalt der Zellen nach Aufnahmesdttigung wieder agbnimmt., Moglich
ist auch, daB Quecksilber an der Oberfl#che der Zellen zur fliich-
tigen Form konvertiert wird und diese weniger permeabel fiir die
Zellwand ist. Die beobachtete lag-Phase im Wachstum von Chlorella~
kulturen nach Kontakt mit Quecksilber scheint eine Zeit zu sein,
in der die metabolische Energie der Zellen hauptsidchlich fiir Kon-
versionsprozesse verbraucht wird. Nach Konversion und damit Ver-
diinnung der Hg-Konzentration in Zellen und Medium kSnnen die Algen
wieder ihre normale Wachstumskinetik fortsetzen. Uber den Stoff-
wechsel des Konversionsprozesses sowie iiber die chemischen Eigen~
schaften der Konversionsprodukte ist bisher noch nichts bekannt.

2.3. Zink
2.3.1. Aufnahme und Toxizitdt
a) marine Renthosalgen

Die Zink-Konzentrationen im Seewasser liegen bis zu 10fach hdher '
als die Konzentrationen anderer Schwermetalle wie Cd, Cu, Pb und
Mn ( KNAUER u. MARTIN 1973 ). ARDULLAH et al. ( 1972 ) fanden in
dem stark verschmutzten Wasser der Liverpool-Ray einen Maximalwert
von 47,6 ug %n/l. Entsprechend dem relativ hohen Zinkgehslt ihrer
Umgebung liegt auch der natiirliche Zinkgehalt voun Phytoplankton
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und benthischen Algen weit hther als der anderer Spurenmetalle.

Der hohe natilirliche Zn-~Gehalt sowie die hohe Akkumulationsrate

fiir dieses Metall in marinen Renthosalgen ist schon frilhzeitig
Gegenstand eingehender Untersuchungen gewesen. Man hatte lange

Zeit angenommen, daB die Zn~Aufnahme dieser Pflanzen direkt korre-
liert ist mit assimilatorischer Intensits@t und Wachstum und betrach-
tete deshalb die Kinetik der Zn-Aufnahme als einen experimentell
leicht zu verfolgenden Indikator fiir metabolische Aktivitit ( BACH-
MANN u. ODUM 1960 ).

GUTKNECHT ( 1963 ) kam in seiner Untersuchung der 65ZmrAufnahme

und Abgabe bel 4 Spezies mariner Benthosalgen zu dem SchluB, daB

die Aufnahme und Abgabe dieses Metalls auf nichtmetabolische Ionen~
austausch~Prozesse zurilckzufihren sind.

Die Aufnahme wie Abgabe von 652n zeigte bei den untersuchten Ge-
webestlicken von Rraun-~, Griin- und Rotalgen eine ausgesprochene
pH~-Abhingigkeit. ErhShung des pH hatte eine beschleunigte Aufnahme
des Metallions zur Folge, wihrend die Abgabe bel sinkendem pH
erleichtert wurde. Diese pH-Abhingigkeit des Zinkaustausches mit

der Umgebung wird auf die Kationenaustauscher~Eigenschaften der
Zellwandsubstanzen dieser Benthosalgen zuriickgefiithrt. Rei der Rhodo-~
phycee Porphyra umbilicalis scheinen solfonsaure Galaktane und

bei Fucus vesiculosus und Ulva lactuca wahrscheinlich freie Carb-~
oxylgruppen von Algin- und Pektinsduren die Zn2+—Kationen zu bin-~
den. Besonders den in der Zellwand von Phaeophyceen reichlich vor-
handenen Alginaten kommt bei der Adsorption von Schwermetallen
generell groRe Redeuntung zu, da sie gute Ionenaustauscher-Eigen-~
schaften besitzen ( PERCIVAL u. McDOWELL 1967 ) und unterschied-
liche Affinitdten zu zweiwertigen Kationen aufweisen ( HAUG 1961 ).
GUTKNECHT stellte weiterbhin fest, daB die Zn~Absorption nach Abts~
tung der Algen zunahm., Dieses Phidnomen kann durch einen intermen
pH-Anstieg im Gewebe nach dem Tode erkl&rt werden. Dies fiihrt zu
einem htheren Dissoziationsgrad interner schwacher mehrbasischer
Sduren, d.h. die Zahl verfiigbarer Anionenreste fiir die Rindung von
Kationen nimmt zu ( LUNDEGARDH 1960 ). Wegen der allgemein hohen
Stabilitdt von Zinkkomplexem mit verschiedenen Liganden wire es
auch mdglich, daB Zink andere Kationen im toten Gewebe an vorher
nicht zugédnglichen Orten verdringen kann.

Ein Anstieg der Temperatur resultierte in einem leichten Zuwachs
der Zinkabgabe bei Ulva lactuca und Porphyra umbilicalis.
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Licht beschleunigte ebenfalls die Desorption von Zink bei diesen
beiden Algen. Auch die biologische Halbwertszeit des 65Zn in den
Algen wurde durch Licht verkiirzt. Bei Ulva, die 24 Stunden lang
einer Konzentration von 24 ug Zn/l ausgesetzt war, wurde eine t1/
von 4 Tagen im ILicht und 6 Tagen in der Dunkelheit gemessen.

Der Turn-~over von Zink im Gewebe von Fucus vesiculosus ist im Licht
wie in der Dunkelheit extrem lang, die biologische Halbwertszeit
betrug weit iber 100 Tage und konnte deshalb nicht mehr eindeutig
bestimmt werden.

Diese Lichtabhingigkeit des Zinkaustausches deutet daraufhin, daB
auch metabolische Prozesse an der Aufnahme und Abgabe des Metalls
beteiligt sind. Es konnte im Gewebe von Fucus und Ulva nach 12 stiin-
diger Belichtung ein leichter Anstieg des pH festgestellt werden.
Moglicherweise kann ein solcher lichtbedingter Anstieg des inter-
nen pH neben den schon erwidhnten Ladungsdnderungen interner Jonen-
austauscher-Substanzen auch zu einer Erhohung des plasmatischen
DONNAN-Potentials fiihren und somit die Kationenabsorption begiin~
stigen ( LUNDEGARDH 1960 ).

Der natiirliche Zinkgehalt der von GUTKNECHT untersuchten benthischen
Algen varilerte stark zwischen den verschiedenen Familien. Die
Phaeophycee Fucus zeigte mit 829 mg Zm/kg Trockengewicht den hch-
sten Zinkgehalt sowie auch den hdchsten Konzentrationsfaktor von
6900. Die Chlorophycee Ulva enthielt 432 mg Zm/kg Trockengewicht
und konzentrierte das Metall um den Faktor 4100, wogegen die Rhodo-
phycee Porphyra nur 123 mg Zn/kg Trockengewicht enthielt mit einem
Konzentrationsfaktor von 1200.

BRYAN ( 1969 ) untersuchte die Absorption und Toxizitd@t von Zink
gegeniiher der Phaeophycee Laminaria digitata. Gewebestlicke von La-
minaria, die unter kontinuierlicher Releuchtung etwa einen Monat
lang Zn-Konzentrationen von 1 - 500 ug/l ausgesetzt waren, zeigten
oberhalb von 100 ug Zn/1 deutliche Wachstumshemmung. Das Metall
wurde kontinuierlich von dem Gewebe aufgenommen. Niedrige Zn-Kon-
zmentrationen der Umgebung wurden schneller aufgenommen als hohe.

So wurden 2,2 ug Zn/1 Medium im Laminariagewebe um den Faktor 2455
konzentriert auf 5,4 ug Zn/g.Gewebe, Im Gegensatz zu der Annahme
von GUTKNECHT ( 1963 u. 1965 ) ist die Zinkabsorption durch Lami-~
naria nicht als reiner Tonenaustausch-Prozess zu verstehen, sondern
das Metall unterliegt einem Netto-Aufnahmeprozess. Ein Beweis dafiir

2
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ist die Tatsache, daB beil hohem 65Zn~Gehalt der Pflanze in einem
Medium ebenfalls hoher Zn~Konzentration kein wesentlicher Verlust
von 65Zn ins inaktive Medium festzustellen war.

In schnell wachsenden Geweben von Laminaria wurde 1,5fach mehr
Zink absorbiert als in langsam wachsenden Pflanzenteilen. AuBer-
dem wurde in der Dunkelheit etwa 65 % weniger Zink aufgenommen
als im Licht. Diese Refunde zeigen, daBl die Akkumulation von Zn
stoffwechselabhdngig ist. Bei liohen HuReren Zn-Konzentrationen
wird diesem metabolischen Aufnahmeprozess ein nichtmetabolischer
Absorptionsvorgang liberlagert und hierbei scheint das Zn-Ton sehr
fest an Polysaccharide und/oder Proteine des Zellwandmaterials
gebunden zu werden.

b) marines Phytoplankton

HAYWARD ( 1969 ) analysierte den Zinkgehalt von Phaeodactylum tri-
cornutum, nachdem diese marine Diatomee in einem Medium gewachsen
war, das extrem hohe Konzentrationen von 6,9 bzw. 11,5 mg Zn/1
enthielt. Der Zinkgehalt pro Gramm Zell-Trockengewicht war abhingig
von der Zelldichte. Inkubationemn von 3 bzw. 4,4.106 Zellen/l in
einem Medium mit 11,5 mg Zn/l ergaben einen Zn-Gehalt pro g Algen-
trockenmasse von 3,6 bzw. 1,6 mg. Obwohl die absolute Zn-Konzen-
tration innerhalb der Zellen mit steigender Zellzahl abnahm, stieg
der an die Biomasse gebundene Zn-Anteil pro Volumenteil des Kultur-
mediums an, sodal die Aufnahme von Zink durch eine wachsende Phaeo-
dactylum-Kultur als kontinuierlicher Prozess bel entsprechend hohen
duBeren Zn-Konzentrationen ablauft., Phaeodactylum vermag offen-~
slchtlich ohne physiologische Schiden so den grdoBten Teill des Zink
aus dem Medium zu entfernen. :

Es muB hier allerdings angemerkt werden, daB die Untersuchung von
HAYWARD die extrem hohe Aufnahmekapazitit von Phaeodactylumzellen
filr Zink demounstriert, jedoch keine Aussagen iliber Toleranz- oder
Toxizitdtswerte fiir dieses Schwermetall macht.

RILEY u. ROTH ( 1971 ) lieRen 15 verschiedene Phytoplankton~Spezies
- darunter mehrere marine Arten - in einem NZhrmedium wachsen, das
hohe Konzentrationen von 18 verschiedenen Spurenmetallen enthielt,
die als Chelatkomplexe vorlagen. Nach 20 -~ 30 Tagen Wachstum wur-
den die Kulturen geerntet und die Verteilung der Spurenelemente pro
Plankton~-Trockenmasse untersucht,
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Zink, das sich in elner exzessiven Konzentration von 60 mg/1 in
der Ndhridsung befand, wurde unterschiedlich stark von den einzel-~
nen Spezies angereichert. Der Zn-Gehalt der Xanthophycee Olistho-
discus entsprach mit 75 ppm etwa der Umgebungskonzentration ( 60
ppm ), wogeger die Cryptophycee Hemiselmis einen Zn-Gehalt von

480 ppm aufwies., Phaeodactylum tricormutum enthielt mit 325 ppm

(= 0,325 mg/g Trockenmesse ) einen bedeutend geringeren Zinkgehalt
als er von HAYWARD (s.0.) fir diese Diatomee gefunden wurde, ob-
wohl beide Untersuchungen mit &hnlich zusammengesetzten Medien

und vergleichbaren Zelldichten ausgefiihrt wurden.

Zur Untersuchung der Relastbarkeit der natiirlichen ILebensgemein-
schaft von Fjordwasser durch Zink-Kontamination bestimmten JENSEN
et al. ( 1974 ) die Toleranzgrenzen dieses Metalls fiir die 3 mari-
nen Diatomeen Skeletonema costatum, Thalassiosira pseudonana und
Phaeodactylum tricornutum in einer Dialyse-Kulturtechnik. Dabei
wurde 30 m tiefes Seewasser aus dem Fjord durch Dialyse-Tanks ge-
pumpt, in denen das Phytoplankton kultiviert wurde ( Einzelheiten
zur Dialyse-Kulturtechnik: siehe JENSEN et al. 1972 ). Teile dieses
Wassers wurden in konstanten Portionen in Mischkammern geleitet, in
denen Magnetriihrer filr Turbulenz sorgten. Ebenso wurden ZnCla~L6—
sungen mit peristaltischen Pumpen in diese Mischkammern einge-
schleust worauf das Zn-haltige Fjordwasser mit einer Rate von

400 1/Tag durch die Dialyse-Kulturtanks geleitet wurde. Der Zink-
gehalt des Seewassers wurde durch Atomabsorption bestimmt.

Zur Restimmung der Zn-Akkumulation lieR man die Algen in Dialyse-
kemmern im Seewasser rotieren, wobel Zink in Mengen von 0, 25, 250,
500, 1000 und 10 000 ug/l eingesetzt wurde. Das Kulturwachstum
wurde nach 11 ~ 15 Tagen durch Z&hlung bestimmt, die Zellen durch
Filtration durch Millipore Filter ( 0,8 u ) geerntet, mit Seewasser
gewaschen und zusammen mit dem Filter bei 4200 Celsius verascht.
Der Zinkgehalt der Asche wurde mit der Neutronen-Aktivierungsana-
lyse bestimmt.

Unter diesen Redingungen vertrug Skeletonema costatum nichft mehr
als 25 ug Zn/1 im Wachstum im Gegensatz zu Thalasslosira pseudonana,
deren normale Zellteilungsraten erst bei 250 ug Zn/1 schwach zu-
riickgingen. Kulturen von Phaeodactylum tricornutum wuchsen noch
beli 10 mg Zn/l normal und selbst 25 mg Zn/l ergaben erst einen
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Rickgang der Zellteilungsraten von etwa 20 %. 2 Klone von S.costa-
tum, die aus verschiedenenm Fjorden isoliert wurden, reagierten

in ihrem Wachstum unterschiedlich auf die gleiche Konzentration

des Schwermetalls, Wdhrend das Wachstum des einen Klomns in Gegen-
wart von 500 ug Zn/1 nach 2 Gemerationen schnell abnahm, wurde das
Wachstum des anderem Kloms bel dieser Zn-Komzemtration zwar um

70 % reprimiert, Jjedoch kontinuierlich fortgesetzt.

Die Akkumulationsratem von Zink mabmen bei allen 3 untersuchten
Diatomeen mit steigender Konzentration des Schwermetalls im See~
‘wasser zu. Mit Abstand zeigte P, tricornutum auch hier eine bemer-
kenswert hohe Zink-Vertriglichkeit. Der Zn-Gehalt dieser Alge stieg,
nachdem sie in Seewasser von 10 mg Zn/l gewachsen war, fast um das
200fache des Kontrollwertes an.

Die Dialyse-Kultur bietet gegeniiber der Batch-Kultur bei Messungen
der Schwermetall~Toxizitét gegeniiber Phytoplankton einige bedeuten-
de Vorteile. Vor allem wird durch diese Kulturtechnik erreicht, daf
trotz der groBen Aufnahmekapazitdt mancher Algen fiir Schwermetalle
die Kulturen dauernd einer konstanten HuReren Konzentration des
untersuchten Schwermetalls unterliegen. Wie HAYWARD ( 1969 ) zei-~
gen konnte, vermag eine Phaeodactylum~Kultur im Batch-System nach
léngerer Zeit fast das gesamte Zink aus dem Kulturmedium zu ent-
fernen. JENSEN et al. ( 1974 ) konstatierten dagegen bei Zn-Analysen
ihres Dialyse-Kulturmediums einen liber 12 Tage andauernden konstan-
ten Zinkgehalt. Weiterhin werden die Algenkulturen bei Dialyse-
Technik allen im Seewasser vorkommenden Substaunzen, die die Schwer-
metall-Toxizitdt beeinflussen kdnmen, kontinuierlich ausgesetzt,
sodaB die erhaltemen Ergebnisse eher den tatséchlichen Verhilt-~
nissen am natiirlichen Standort entsprechen.

¢) SiiBwasser-Phytoplankton

COLEMAN et al. ( 1971 ) priften in bakterienfreien Kulturen der
Siifwasseralgen Pediastrum tetras, Euglena viridis und Chlorella
vulgaris den Einfluf von Zink auf das Wachstum sowie die Aufnahme
und Akkumulation dieses Metalls.

Der normale Spurenmetallgehalt des Ndhrmediums betrug im Falle des
Zink 1,88 mg Zn/l. Dieser Zn-Gehalt wurde fiir die Tests erhdht um
die Faktoren 2, 4, 10 und 20 und die resultierenden Zinkwerte be-
trugen auf der Basis von Atomabsorptions-Analysen: 4,2/8,7/18 und
35,5 mg/l. Vor Inokulation der Algenkulturen wurden die Ndhrmedien
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bei 121° Celsius 20 min. lang autoklaviert und das Trockengewicht
eines jeden Kultur-~Inoculums bestimmt. Im Test wuchsen die Kulturen
in einem Licht~Dunkel-Zyklus von 15 : 9 Stunden 3 Wochen lang.
AnschlieRend wurde als MaB fiir die Wachstumsrate die Zunahme des
Gesamt-Trockengewlichts einer Algenkultur bestimmt,

Die 2fache Zn-Konmzentration (= 4,2 mg/1 ) filhrte bei allen 3 Algen-
spezies zu einer deutlichen Wachstumssteigerung. Die Lfache Kon-
zentration von Zink reprimierte dagegen das Wachstum von Chlorella
und Buglena, wobei Pediastrum etwa dasselbe Wachstum zeigte wie im
Normalmedium (= 1,88 Mg Zn/l ). Bei hoheren Zn~Konzentrationen

von 18 umd 35,5 mg/l ging das Wachstum von Pediastrum und Euglena
zurlick, widhrend erstaunlicherweise das Wachstum von Chlorella vul-
garis bel diesen extremen Konzentrationen gegeniiber dem XKontroll-~
wert (= 1,88 mg Zn/1 ) deutlich zunahm,

Alle 3 Spezies ekkumulierten Zink proportional zur ansteigenden
Konzentration des Metalls im Medium. Die Konzentration von Zn/ mg
Zell-Trockengewicht variierte von 0,1 ug ( bei 1,88 mg Zn/1 ) bis
80 ug ( bei 35,5 mg Zn/l ). Von den 3 untersuchten Spezies nahm
Euglena viridis die groften Zinkmengen auf. Bei hohen zuBeren Zn-
Konzentrationen erhohte sich auch der Konzentrationsfaktor, sodaB
ein exponentielles Anwachsen der Zn~Akkumulationsrate bei diesen
Phytoplanktern beobachtet werden konmte. SCHAEDLE u., JACOBSON (1967)
nehmen an, daR gewisse Strukturelemente innerhaldb vom Chlorella-
zellen Ionenaustauscher-Eigenschaften besitzen. Mdglicherweise
beruht die hier nachgewliesene hohe Akkumulation des Zn-~Ions in
Planktonalgen auf Zhnlichen Prozeséen, wie sie fiir Benthosalgen
unter 2.3%.1.a) beschrieben worden sind. |

Die prozentuale Aufnahme eines Metalls durch Algenkulturen 1HBt
sich angeben durch den Quotienten: Metallgewicht der Zell-Trocken-
masse/ Metallgewicht im Medium zu Beginn des Versuches. Solche Wer-
te sind haupisichlich abhidngig vom Trockengewicht der Zellmasse
(also der Wachstumsintensit#t) und der Aufnahmekapazit#t (= ug Me-
tall/mg Zell-Trockenmgewicht), Die prozentuale Zn-Aufnahme von C.vul-
garis betrug im Medium 10facher Zn~Konzentration fast 40 %, wogegen
Pediastrum und Euglena bei gleicher Konzentration 10 - 15 % auf~
nahmen,

Zur Testung physiologischer Reaktiomen schwermetall-kontaminierter
Algenkulturen ist die Bestimmung des Algenwachstums durch Wiagung
der Zellmasse problematisch, wenm nicht gleichzeitig auch der
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Gesamt-Chlorophyllgehalt als Referenzwert mitbestimmt wird. Andern-
falls kdnnten z,B. Akkumulationserscheinungen auch auf einer Zu-
nahme von abgestorbenen Zellen in der Kultur beruhen, die nach

CUSHING u. WATSON ( 1968 ) das Zn-Ion schneller aufnehmen als le-
bende Zellemn, -

2.4. Kobalt
2.4.1. Aufnahme und Toxizitat

In der oben zitierten Arbeit von COLEMAN et al. ( 1971 ) wurde
neben Zink auch der EinfluB von Kobalt auf die 3 SiiBwasseralgen
untersucht. Die Co-Konzentration des normalen Niahrmediums betrug
0,04 mg/l, sie wurde fiir die Tests erhsht um die Faktoren 10, 50,
100 und 150 und die resultierenden Kobaltwerte betrugen auf der
Basis von Atomabsorptions-Analysen: 0,55/ 1,55/ 2,67 und 2,88 mg/l.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen beim Zink reduzierten alle Co-Kon-
zentrationen, die ilber dem Gehalt des Normalmediums (= 0,04 mg Co/1)
lagen, das Wachstum der 3 Algenkulturen.

Obwohl Co ein lebenswichtiges Spurenelement fir die Mehrzahl der
Algen ist, liegt sein Toleranzwert dhnlich wie beim Spurenelement
Cu offensichtlich sehr niedrig. Auch MAYZAUDvu. MARTIN ( 1975 )
konnten bei der Spurenmetall-~Analyse von marinem Phytoplankton im
Gegensatz zu anderen Schwermetallen nur Spuren von Kobalt nachwei-
sen, Méglicherweise kann die Toxizitidt groflerer Co~Konzentrationen
auf eine Stdrung des Fe~Metabolismus der Algen zuriickgefiihrt wer-
den ( STEWARD 1963 ).

Analog zum Zink stieg auch der Konzentrationsfaktor fiir Kobalt mit
zunehmender ZuBRerer Metallkonzentration an. Buglena viridis, de~-
ren Aufnahmekapazitét fiir Co unter den 3 Spezies am htchsten war,
erreichte fiir das Co~Ion #Zhnlich hobe Konzentratiomsfaktoren wie
fiir Zn ( Maximalwerte bel jeweills h&échster Huberer Metallkonzen~-
tration: 2446 flir Co und 2281 filr Zn ).

Obwohl das Wachstum aller 3 Phytoplankter in Gegenwart von 2,88 mg
Co/1 stark zurlickging ( um etwa 50 % ), wurden unter diesen Be=-
dingungen die h&chsten prozentualen Aufnahmen des Schwermetalls
erzielt. Fiir die 3 Phytoplankton-Kulturen lag die hdchste prozen-~
tuale Aufnahme von Kobalt im Bereich von 5 - 7 %.
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2.5, Chrom
2.5.1. EinfluB auf Wachstum und Photosynthese

Im Laboratorium wird hiufig zum Reinigen von Glasgerdten Dichromat-
Schwefelsiure verwendet. Auch vor Produktivititsmessungen mit der
thc_Methode wird von STRICKLAND u. PARSONS ( 1968 ) eine Reinigung
der GefdBe mit Dichromat-Schwefelsdure empfohlen. Aber bereits
LAUGH ( 1934 ) wles nach, daB auf solche Weise gereinigte Glasge-
réte noch nach mehrmaligem Waschen nachweisbare Mengen von Cr(VI)
an der Oberflidche enthalten, v
Aufgrund der hohen Empfindlichkeit einzelliger Algen gegeniiber
Schwermetallen wie Cu und Hg wurde von WIUM~ANDERSEN ( 1974 ) an
Chlorella pyrenoidosa und Nitzschia palea gepriift, ob auch das
sechswertige Chrom auf Photosynthese und Wachstum schon in gering-
sten Konzentrationen toxisch wirken kann, Dabei wurden Zhnliche
experimentelle Bedingungen eingehalten, wie sie im Falle der Cu-
Toxizitdtstests von STEEMARN NIELSEN u. WIUM-ANDERSEN ( 1970 ) ge-
wdhlt wurden, wobei vor allem die geringe Fe~Konzentration im Me-
dium von mur 2,4 ug/l hervorgehoben werden muB.

Nitzschia palea wurde in einem Licht-Dunkel-Zyklus von 12 : 12
Stuﬁden und Chlorella pyrenoidosa unter kontinuierlicher Beleuch-
tung kultiviert. Chrom wurde in seiner sechswertigen Form als
K20r207 oder Cro3 den Kulturen beigegeben,

Das Wachstum von N. palea wurde bei einer initialen Zellkonzentra-
tion von 105/1 durch 150 ug Cr/l deutlich gehemmt., Rei einer ini-
tialen Zelldichte von 10’ Zellew/l filhrten 150 ug Cr/l zu einer

2 tdgigem Verzdgerung des Wachstums, danach wuchs die Kultur wie-
der normal weiter. 300 ug Cr/l hemmten das Wachstum dauerhaft inner~
halb des Versuchszeitraums von 4 Tagen. Eine Erhthung der Fe-Kon-
- zentration im Medium filhrte nicht 2zu einer Abschwichung der Chrom-
Toxizitét, wie es bel der Untersuchung der Cu~Toxizitdt der Fall
gewesen war.,

Die Photosynthese von N. palea wurde durch 1 mg Cr/1l um ?0 % re-
primiert. Auch hier erwies sich Chrom im Vergleich zu Kupfer als
weltaus weniger toxisch. Eine 50%ige Hemmung der Photosyntheserate
von Chlorella wurde durch 5 mg Cr/l verursacht, wihrend bei der
Diatomee Nitzschia palea bereits 800 ug Cr/l geniligen, um den glei~
chen Rlickgang der Assimilationsrate zu erhalten.
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2.6, Nickel
2.6.1. Aufnahme in Abhsingigkeit vom metabolischen Zustand

SKAAR et al. ( 1974 ) untersuchten die Nickel~Aufnahme in Zellen
von Phaeodactylum tricornutum. Die Kulturen wurden in einem kiinst-
lichen Seewassermedium, das Spurenelemente und Chelatbildner ent=-
hielt, bei 12° Celsius und 3000 Lux kontinuierlicher RBeleuchtung
in siliconisierten Rehdltern gehalten. Die Medien wurden vor den
Messungen filtersterilisiert und die Ni-Aufnahme mit trégerfreiem
63Ni verfolgt.

Das Wachstum von P. tricornutum wurde erst ab einer Konzentration
von 1 mg Ni/l beeintr#chtigt.

Die Nickelaufnahme verlief 1inear-abhangig von der HuBeren Konzen-
tration im Rereich von 0,05 - 1 ug Ni/1 Medium. Innerhalb einer
Zeit von 4 Tagen, in der sich die Kultur vom 1,6 auf 3,3.109 Zellen
pro Liter verdoppelt hatte, wurden weniger als 10 % der angebotenen
Nickelmenge von den Zellen aufgenommen.,

Die in die Zellen aufgenommene Nickelmenge erreichte bei einer
Zelldichte von 25.108 Zellen/1 innerhalb der ersten 10 Stunden

ein Maximum. Darauf erfolgte eine langsame Abgabe des Metalls an
das Medium im Verlauf von 3 Tagen. Hierbeil wurde die Nickelmenge
in den Zellen auf 1/3 des Maximalwertes reduziert. Bei einer 10fach
geringeren Zelldichte wurde erst mach ca. 60 Stunden der maximale
Aufnahmewert erreicht, der anschliefende Nickelverlust betrug

aber nur etwa 40 % vom Maximalwert.

Dies deutet daraufhin, daB beil hoher Zellkonzentration die initlale
Aufnahmerate entsprechend hoch ist, jedoch die Aufnahmekapazitét
geringer als bel niedrigen Zellkonzentrationen.

Die Aufnahmefdhigkeit von Phaeodactylumzellen fir Ni-~Ionen ist ab-
héngig von der Phosphatversorgung der Zellen. So wird die Aufnahme
des Schwermetalls sehr gestelgert, wenn die Kulturen vorher Phos-
phat akkumuliert hatten. Dagegen nahmen Zellen, die zuvor in P-
freiem Medium aufgewachsen waren und danm gleichzeitig mit Phos-
phat und Nickel in Kontakt kamen, nur gerimge Mengen des Metalls
auf. Etwa 48 Stunden nach begonnener Phosphataufnahme zeiglten die
Kulturen die hchste Aufnahmekapazitédt fiir Ni~Ionen.



.-3’7..

Die Phosphatakkumulation von Phaeodactylum tricornutum fiihrt zur
intracelluldren Speicherform Polyphosphat. Ni~Ionen beeintrich-
tigten die Phosphatakkumulation nicht.

Ein Teil des von den Zellen aufgenommenen Nickels ging nach Sus=-
pension der Kulturen in verschiedenen Ni~freien Medien bis auf
einen konstanten Restgehalt verloren, der offensichtlich stdrker
zellgebunden zu sein scheint.

Die Aufnahme des Nickels basiert wahrscheinlich auf 2 unterschied-
lich ablaufenden Prozessen: einer langsamen Aufnahme mit niedriger
Rindungskapazitdt und einer schnellen Aufnahme mit hoher Bindungs-
kapazitdt, die direkt vom Phosphat-~Metabolismus abhingt.

2.7« Arsen
2.7.1. Aufnahme und Austausch

Die Absorption von Arsen als Arsenat-Ion durch Chlorella wurde von
JEANJEAN et al. ( 1971 ) mit 76Asoz~ verfolgt.

Das Arsenat wurde schnell von den Zellen aufgenommen und nach 30
Minuten war ein Gleichgewichtszustand erreicht zwischen Aufnahme
und Abgabe. Der zeitliche Verlauf der Arsen-~Aufnahme war unabhingig
von der Arsen-Konzentration des Mediums im Rereich von 10 - 1000
uM/1.

Aus den Messungen der Absorption des Jons bei Inkubationstempgrézﬂ
turen von 12 und 29° Celsius errechnete sich ein Q1O-Wert fir das
Arsenat, der zwischen 1,6 und 1,7 lag.

Bei &#hmlichem Q1O—Wert zeigte dagegen das Phosphat-Ion eine andere
Aufnahmekinetik.

Die Absorption des Asoi" scheint auf 2 verschiedenen Transport-
mechanismen zu beruhem, die sich durch unterschiedlich hohe Rin-~
dungskapazitdt fiir das Arsenat-Ion voneinander unterscheiden. Fiir
das elne Transportsystem wird ein Km zwischen 2 und 4 uM Arsenat
angegeben. Das zwelte Transportsystem hat dagegen mit einem 100fach
groferen K, von 200 - 300 uM eine wesentlich gerinmgere Affinitit
zum Arsenat-Ion,

Chlorella konzentriert das Arsenat innerhalb der Zelle, wobei sich
der Konzentrationsfaktor mit steigender externer Arsenat-Konzen-
tration erniedrigt. Rel einer externen Arsenat-Konzentration von
10 uM/1 betrug der Konzentrationsfaktor 950, wogegen er sich bedi
1000 uM Arsenat/l auf 21,2 verringerte,
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Messungen des Austausches zwischen markiertem und unmarkiertem
Arsenat zeigten, daB® nur ein Teil des von Chlorellazellen aufge-
nommenen Arsenats ausgetauscht wird. Rel diesen Messungen wurden
die Chlorellazellen bei 29° Celsius 30 min. lang 5.107° M 76407 /1
ausgesetzt, anschliefend zentrifugiert und in der gleichen Kon-
zentration von unmarkiertem Arsenat resuspendiert.

Von dem intracelluldr akkumulierten 76As05— hatten die Zellen nach
30 min. etwa 30 % gegen extermes ASOE- ausgetauscht,

Die Erscheinung, daB ein Teil des von Chlorella sufgenommenem Ar-
senats nicht oder nur sehr verzdgert ausgetauscht wird, veranlaBten
BLASCO et al. ( 1971 ), die chemische Natur des zellgebundenen
Arsens ndher zu untersuchen,

Dazu wurden Chlorellen, die 30 min. lang markiertes Arsenat auf-
genommen hattem, mit Trichloressigsiure behandelt, wodurch neben
einer unloslichen Fraktion eine sdureldsliche Phase erhalten wur-
de. Nach Abtrennung des Arsenats von anderen Arsenverbindungen

als Molybdatkomplex wurde die Existenz von Arsenit papierchroma-
tographisch in dieser Phase nachgewiesen.

Offensichtlich reduzieren Chlorellen das aufgenommene Arsenat teil-
weise zu Arsenit. Diese Reduktion wurde auch bei Kulturen beobach-
tet, die im Dunkeln gehalten wurden.

Dag Arsenit in den Zellen scheint in einer noch nicht geklédrten
Weise schwerer austauschbar zu sein als Arsenat und/oder den Aus-
tausch des Arsenats zu behindern,
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3. ZUSAMMENFASSUNG

Imn der vorliegenden Studie werden die Untersuchungen der letzten
Jahre iiber die Schwermetall-Komtamination von Phytoplankton des
SiiBwassers und des marinen Rereichs kurz zusammengefaBt und dis-
kutiert. Dabei werden sowohl Untersuchungen betrachtet, die unter
natirlichen Verhdltnissen durchgefiihrt wurden, als auch Ergebnisse,
die unter kontrollierten experimentellen Redingungen in Ratch-Kultu-
ren und Dialyse-Kulturen erhalten wurden.

Einige Toxizitdtstests von Schwermetallen gegeniiber benthischen
Algen werden ebenfalls berichtet und mit den Untersuchungen an
planktischen Algen verglichen.

Gesondert betrachtet werden solche experimentellen Redingungen, die
im Pio-Assay die toxischen Effekte von Schwermetall~-Ionen wesent-
lich beeinflussen.

Der EinfluB von Schwermetallen auf verschiedene physiologische Pro-
zesse elnzelliger und mehrzelliger Algen wird ausfiihrlich am Rei-
spiel des Cu, Hg, Zn, Co, Cr, Ni und As dargestellt.

Die Schwermetallbelastung natiirlicher Phytoplankton~Populationen
hingt neben hydrographischen Faktoren auch von produktionsbiolo-
gischem Prozessen ab.

Populationen von marinem und Siilwasser-Phytoplankton ktnnen sich
bis zu einem gewlissen Grade an toxische Metallkonzentrationen in
ihrer Umgebung adaptieren.

Litorale Penthosalgen akkumulieren Schwermetalle in einem beson-
ders hohen MaBe, sodaR sie als Testorganismen flir die Metallbela-
stung von Kiistengewissern besonders geeignet sind.

Unter den experimentellen Bedingungen, die dle Toxizitdt von Schwer~
metall-Tonen im Laborexperiment beeinflussem, sind vor allem kom-
plexierende Agentien im Ndhrmedium, der pH~Wert und die Relichtungs-
verhdltnisse von Bedeutung.

Alle untersuchten Schwermetalle werden von einzelligen Algen unter-
schiedlich stark akkumuliert, was Jedoch nicht in jedem Falle zu
einer Schidigung des Stoffwechsels der Algem fiihrt. Schwermetall-
Tonen werden zu einem betridchtlichen Teil von den 7Zelloberfléchen
der Algen durch Ionenaustausch-Prozesse absorbiert und scheinen
erst bei exzessiven Konzentrationen ins Zellinnere zu penetrieren.



Freie Cu2+- und Hg2+-Ionen erweisen sich gegeniiber einzelligen
Algen als hochtoxisch, wobei beide Schwermetalle vor allem das
Wachstum und die Assimilation reprimieren. Der primire Angriffsort
von Cu und Hg ist die Zellwand der Algen. Durch eine Schddigung -
der Zellwand wird offenbar indirekt die Zellteilung sowie die Pho-
tosyntheserate beeintrichtigt. Die Zellatmung wird dagegen erst
bei hohen Metallkonzentrationen signifikant beeinflufBit.

Organische Hg-Verbindungen, die hiufig als Fungizide im Handel
sind, zeigen eine wesentlich hhere Toxizitdt gegeniiber marinem
und SliBwasser-Phytoplankton als anorganisches Quecksilber.
Einzellige Algen transformieren einen Teil des aufgenommenen Queck-
silbers in eine leicht fliichtige Form.

Zink wird von Benthosdlgen sowie von einzelligen Planktonalgen

in htherem Mafe konzentriert als andere Schwermetalle. Die Zn-Auf-
nahme beruht vorwiegend auf nichtmetabolischen Ionenaustausch-Pro-
zessen, zusdtzlich scheint aber auch eine metabolische Aufnahme
dieses Schwermetalls stattzufinden.

Auch aus Dialyse-Kulturversuchen an Planktonalgen liegen bereits
Ergebnisse iliber die Aufnahme und Toxizitdt von Zink vor.

Fiir Planktonalgen scheint der Toleranzwert fiir Kobalt wie im Falle
des Spurenelements Kupfer sehr niedrig zu liegen. Der natiirliche
Co~Gehalt von Phytoplankton liegt weitaus niedriger als der anderer
essentieller Schwermetalle.

Chrom(VI) hemmt bei einzelligen Algen das Wachstum und die Photo-
synthese, allerdings weitaus schwicher als Kupfer oder Quecksilber.
Die Aufnahme von Nickel und Arsen ( als Arsenat-Ion ) durch ein-
zellige Algen beruht auf 2 verschiedenen Transportprozessen.

Die Ni-Aufnahme ist abhingig vom Phosphat-Metabolismus der Zellen.
Von den Algen aufgenommenes Arsenat wird zu einem bestimmten Teil
ausgetauscht. Innerhalb der Zellen wird akkumuliertes Arsenat zu
Arsemit reduziert.



ABSTRACT

Heavy metal contaminatiom of phytoplankton under natural conditions
and in laboratory culture systems.
- A Review -

In the presemt paper the investigations of recent years on heavy
metal contamination of freshwater and marine phytoplankton are re-
ported and discussed. These investigations not only concern the
results of field experiments but also those gained from laboratory
batch cultures as well as dialysis cultures.

Some toxicity tests of heavy metals on benthic algae are also re-
ported and compared with the results of investigations on phyto-
plankton. '
Furthermore, such experimental conditions are considered which are
affecting substantially the toxic effects of heavy metal i1ons in

a bilo~assay.

The effect of heavy metal ions on various physiological processes
in unicellular and multicellular algae are reported in detail in
respect of copper, mercury, zinc, cobalt, chromium, nickel and
arsenic.

The heavy metal contamination of natural phytoplankton populations
is.dependenf on hydrographical factors as well as on processes of
biological productivity.

Marine and freshwater phytoplankton populations are adaptable, to

a certain degree, to toxic metal concentrations in the water.
Renthic algae of the littoral region accumulate heavy metal ions

to am exceptionally high degree so that they are especially suitable
to be used as test organisms for the investigation of heavy metal
pollution of coastal waters.

The most important experimental factors affecting the metal toxicity
inllaboratory culture systems are the presence of complexing agents
in the mutrient, the pH value and the illumination conditions.

A1l the heavy metal ions tested are accumulated by unicellular
algae, although to a different degree, but not necessarily with
deleterious effects on the metabolism of the algae. An important
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amount of the metal ions present in the culture solution is ab-
sorbed by the surface of the algae cells in a ion-exchange process
and the ions seem to penetrate into the interior of the cells only
in case of excessively high metal ion comcentrations.

Free Cu2+ and Hg2+ ions are highly toxic to unicellular algae where-
by both these ions are causing a depression of the growth and the
assimilatory activity. The first toxic effect is a damage of the
cell wall by both these metal ions which apparently causes by an
indirect effect a depression of the cell division and photosythetic
activity. The respiration of the cells, however, is restricted

only by high concentrations of these metal ioms.

Organic mercury compounds, often used as commercial fungicides,
show a remarkably higher toxic effect on marine and freshwater
phytoplankton than inorganic mercury.

Some of the mercury absorbed by unicellular algae is being trans-
formed by them into a volatile form.

Renthic algae as well as marine and freshwater phytoplankton algae
are concentrating zinc to a higher degree than other heavy metal
ions. The zinc-uptake is mainly due to a non-metabolic ion-exchange
process but in addition a metabolic uptake of this metal seems to
take place.

Also from dialysis culture experiments on planktonic algae results
of the uptake and toxicity of zinc have been obtained.

The tolerance level of phytoplankton for cobalt concentrations
seems to be very low as is the case with the trace metal copper.
The natural content of cobalt in phytoplankton is the lowest of

2ll the other essential heavy metals.

Chromium(VI) inhibits the growth and photosynthesis of unicellular
algae although the deleterious effects are by far weaker than in
the case of copper or mercury.

The uptake of nickel and arsemic ( as arsenate ion ) is based on
two different tramsport mechanisms.

The Ni-uptake is dependent on the phosphate metabolism of the cells.
Unlcellular algae accumulate arsenate and to some extent an exchange
with external arsenate is observed. Some of the arsenate within

the cells is reduced to arsenite.
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