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Platinsalz als Stressfaktor bei Chlorella

Inhaltsverzeichnis

Einleitung

Allgemeines (iber Chlorella
Allgemeines (ber Platinsalze
Aufbau und Geréte
Kultivierungsbedingungen
Durchflihrung
Beobachtungen

Diskussion

Fehlerbetrachtung

10) Ausblick
11) Literaturquellen

12) Danksagungen

Einleitung

Jakob Bierwagen

Seite 1
Seite 2
Seite 2
Seite 2
Seite 3
Seite 4
Seite 7
Seite 10
Seitel?
Seite 13
Seitel3
Seitel4

Zu dieser Arbeit habe ich mich entschlossen, weil ich durch die letzte Arbeit angeregt wurde an

diesem Thema weiter zu arbeiten. In dieser wurde gezeigt, dass tierisches Plankton anfalliger auf

Platin reagiert als pflanzliches. Der experimentelle Grundaufbau wurde beibehalten, da dieser

praktikabel und gut reproduzierbar ist. Gedndert wurde jedoch die Applikation des Platins mit EDTA

als Komplexbildner, weil dieses ohne den Komplexbildner ausfallt [7], auferdem wurde eine

computergestiitzte Ermittlung der Zellkonzentration vorgenommen. Nachdem Stresssymptome, in

Form einer geringen Zellkonzentration und blasser Farbe aufgetreten sind, habe ich mich an die

Arbeitsgruppe von Prof. Feierabend (Uni Frankfurt) gewandt, die Erfahrungen in diesem Thema hat,

um tiefer an die Ursachen des Bleichens (bleaching) zu kommen. Ziel dieser Arbeit ist es, einen

gualitativen Zusammenhang zwischen der Platinaufnahme und dem Ausbleichen herzustellen, und

mdgliche Angriffspunkte des Platins festzustellen.



Allgemeines iber Chlorella

Bei Chlorella handelt es sich um eine einzellige, kugelférmige Griinalge. Bisher wurden Uber 12 Arten mit
weiteren Untergattungen der Chlorella entdeckt, wobei es Sufwasser- und Salzwasserarten gibt. Alle Arten
gehdren dem Nanoplankton an (2um < TeilchengréBe < 30um). Sie besitzt einen Chloroplasten und ihre
Zellwand besteht aus Cellulose. Sie wird einzeln oder in Clustern vorgefunden. lIhre Vermehrung verlduft
asexuell Gber Autosporen. Da sie leicht zu vermehren ist und den hdchsten Chlorophyllanteil aller bekannten
Pflanzenarten hat, ist sie eine beliebte Forschungsalge fir Studien Gber Photosynthese, Massenkultivierungen
und firr die Klarung von Kloakenabwasser. Chlorella wird auch in der Nahrungsmittelproduktion verwendet,
weil sie erstens eine sehr hohe Vermehrungsrate hat und zweitens reich an Proteinen (ca. 60 %) ist.

Aulerdem besitzt sie alle essentiellen Aminosdauren und hat viel Vitamine. Es wird auch behauptet, dass sie
gegen Krebs prophylaktisch wirkt, da sie den wachstumshemmenden Stoff Chlorellin produziert. Sie wird auch

als Entgiftungsmittel bei Schwermetallvergiftung postuliert.

Allgemeines iber Platinsalze

Das verwendete Kaliumtetrachloroplatinat bildet tetragonale rote Kristalle mit einer Dichte von 3,38g/cm®. Es ist
gut in Wasser I8slich und hat einen MAK-Wert von 0,002 mg/ m® [1]. Dieser reicht jedoch nicht aus, um Platin
induzierte Allergien zu verhindern[4]. Dies zeigt die hohe Toxizitat des Salzes, die von dem Schwermetall
herrlhrt.

Die Cytotoxizitat der Platinsalze, inshesondere die des Cis-Platins, werden bei der Chemotherapie ausgenutzt.
Dabei setzt sich das Platin an die DNS sich teilender Zellen und verhindert deren Entspiralisieren, indem es

Quervernetzungen von Einzelstrangen erstellt [2].

Aufbau und Gerate

Es wurden sechs Waschflaschen von zwei 75 Watt starken
Pflanzenlampen aus 50 cm Entfernung beleuchtet. Je drei
Waschflaschen sind ber ein Dreiwegeventil an einen
Aquariumsdurchliifter (1100cc/min Toleranz: +/- 5% 2 W
Leistung) angeschlossen worden, sodass pro Stunde 22
Liter Raumluft durch jede Flasche geleitet wurde. Die von
den Aguariumspumpen durch die N&hrldsung strémende

Luft wurde nach auen frei abgegeben. Neubauerzahlkammer Abb.1
Zur Bestimmung der Zellkonzentration wurde eine Neubauerzéhlkammer verwendet. Diese ist ein spezieller

Objekttrager, auf dem ein Raster eingraviert ist. Das Raster hat eine Flache von 1mm? und eine Gitterbreite von
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0.05 mm, sodass 400 Flacheneinheiten & 0.0025mm? vorhanden sind. Zur Orientierung wurde alle fiinf
Késtchen ein zusatzlicher Strich gezogen. Um eine bestimmtes Volumen zu erreichen wird ein optisch
geschliffenes Deckglaschen auf zwei Erhéhungen des Objekttrégers gelegt, die 0,1 mm héher sind als das
Raster. Damit wird ein Volumen von 107 Liter abgemessen. Das Volumen (ber einer Flacheneinheit betragt
somit 1/ 4x10° ml.

Uber ein Lichtmikroskop, auf dessen Okular eine Digitalkamera montiert war, sind Fotos gemacht worden.
Diese wurden anschlieBend im Computer mit dem Bildbearbeitungsprogramm Imaging pro Plus ausgewertet.
Ein Photometer wurde zur quantitativen Analyse des Chlorophylls und der Katalase benutzt, hierbei ist die
Extinktion E gemessen worden. Diese ist proportional zur Konzentration der farbenden / absorbierenden
Substanz. Es gilt das Lambert-Beer'sche-Gesetz: E = ¢ - ¢ - d ; &= molarer Extinktionskoeffizient, c=
Konzentration der Substanz, d= Schichtdicke.

Zur Messung der Sauerstoffkonzentration wurde die Clark’sche Sauerstoffelektrode verwendet. Die Messsonde
enthélt eine Platin-Katode und eine Silber-Anode. Der Raum die Elektroden ist mit einer KCI-Lésung gefullt
und wird gegen den Reaktionsraum durch eine gasdurchléssige Teflonmembran abgegrenzt. Die Elektroden
werden mit einer Gleichspannung von 0.8V polarisiert. Da diese Spannung die elektrochemische
Potenzialdifferenz zwischen Pt und Ag noch nicht Gberschreitet, fliet kein Strom, der anwesende Sauerstoff
wird hingegen reduziert. Dadurch kommt es zum Stromfluss, der durch einen Verstarker auf ein Schreiber
Ubertragen wird. Die Fluoreszenz des PSII wurde Uber ein Puls-Amplituden moduliertes (PAM) Fluorometer
gemessen. Das Gerat ist so konzipiert, dass es nur die Fluoreszenz als Messwert nimmt, die durch ein Messlicht

induziert wird, dass mit der Frequenz von 1,6kHz moduliert wird.

Kultivierungsbedingungen

Die Chlorella wurde in sechs Waschflaschen kultiviert, in denen jeweils 200ml Suspension befanden. Diese
wurde 24 Stunden pro Tag beleuchtet und durchliftet. Die Temperatur schwankte zwischen 24,5° und 25,4°
Celsius, der pH-Wert war abhéngig von der zugesetzten Menge Platinsalz wegen des Komplexbildners EDTA
(Ethylendiamintetraacetat), der bei der Bildung des Chelates zwei Protonen abgibt. (siehe Beobachtung).

Zum Ansetzten der Nahrlésung wurden drei Stammldsungen hergestellt. Die erste fur die Nahrsalze, die zweite
fir die Spurenelemente und die dritte fir das durch EDTA komplex gebundene Eisensulfat. Nach dem
Verdunnen ergab sich folgende Nahrlésung :

In 1000ml destilliertem Wasser kamen:

1) Néhrsalze: KNO; 1011.1 mg (10 mol)
NaH,PO, +H,0 621.0 mg (4-10°mol)
Na,HPO, +2H,0 89.0 mg (5-10*mol)
MgSO, +7H,0 246.5 mg (10°mol)
CaCl, +2H,0 14.63 mg (10™ mol)

2) Spurenelemente: H3BO; 61.83 ug (10 mol)
MnSO, +H,0 169.00 pg (10°° mol)



ZnSO, +7H,0 287.54 pg (10 mol)
CuSO, +5H,0 2.49 ug (10 mol)
(NH,)sM070,, +4H,0 12.36 ug (10 mol)

3) Eisensulfat +EDTA: FeSO, +7H,0 13.90 mg (5 -10* mol)
EDTA 18.60 mg (1.57 -10™* mol)

Dies entspricht im allgemeinen den tblichen Nahrlosungen fiir Chlorella ([8] S. 223; [9])

Durchfiihrung

Waschflasche Pt-Konzentration | Nachdem sich die Chlorella ca. zwei Wochen vermehrt hatte, bis die
14 10° molar Population einen reprasentativen Wert erreicht hatte, wurde sie auf die
7 sechs Waschflaschen verteilt. Dadurch waren in allen Waschflaschen die
2+5 10™ molar
= Zell-Konzentrationen der Chlorella gleich. Nun wurde die Chlorella mit
3+6 10™ molar
Y variierenden Platinsalz-Konzentrationen  versetzt, wobei je zwei

Waschflaschen mit 10° , 10" und 10° molarer Platinldsung kontaminiert wurden (Abb.2). Die
Platinstammlésung ist vorher mit EDTA in jener Konzentration komplexiert worden, sodass auf jedes
Tetrachloroplatinat-lon 20 EDTA-Molekiile entfielen, d.h. in einer 10° molaren Platinldsung war eine 2107
molare EDTA Konzentration. Hiermit war eine mdglichst hohe Komplexrate gewéhrleistet
(Massenwirkungsgesetz). Die Stabilitat des Komplexes ist zwar abhangig vom pH-Wert, aber diese liegt Uber
der Stabilitat anderer moglichen Komplexe innerhalb der Losung. Wahrend des Versuches, der tber die Dauer
von zwei Wochen durchgeflhrt wurde, ist die Zell-Konzentration taglich ermittelt worden. Hierfur wurde eine
geringe Menge der Suspension (ca. 10° 1) in eine
Neubauerzahlkammer gebracht. Uber ein Mikroskop, an
dessen Okular eine Digitalkamera befestigt war, wurden
Aufnahmen angefertigt, die anschlieBend im Rechner
Uber das Bildbearbeitungsprogramm Imaging Pro Plus
bearbeitet und ausgezahlt wurden. Dabei wurde eine
Dunkelfeldmikroskopie verwendet, um einen mdglichst
hohen Kontrast zwischen den Zellen und der Flissigkeit
zu erreichen (Abb.3). Es wurde eine 32fache
Vergroerung verwendet, um mdoglichst viele Zellen

auszahlen zu koénnen. Am Computer wurden nun die

Farben in den Fotos ausgewdhlt, die zu den Zellen

Chlorella unter 32facher VergroRerung in einer
Neubauerzahlkammer Abb.3
viele Cluster als ein Objekt gez&hlt wurden. Nun wurde

gehorten. AnschlieBend wurde gezahlt und ermittelt wie



die Tabelle, die die Flache der Zellen auf den Fotos anzeigt nach Excel tbertragen und dort ermittelt, wie viele

Zellen sich in den Clustern befinden. Dafiir wurde empirisch diese Formel aufgestellt:

N = No — N¢ + —C (1)
Ap
Nz= Anzahl der gezéhlten Zellen, No= Anzahl aller gezahlten Objekte, Nc= Anzahl aller Cluster, Ac= Flache
aller Cluster, Ap= Durchschnittsgrolie einer Zelle. Die DurchschnittsgréRe wurde individuell abhéngig von der
Suspension ermittelt, jedoch lag sie meist zwischen 30-36 Pixel. Ein Cluster wurde als ein Objekt definiert,
dessen Flache mehr als das Doppelte einer Durchschnittszelle betrug. Als gezahlte Objekte galten alle, die eine
GroRe von 10 Pixel Gberschritten, um Kratzer oder Verunreinigungen auf dem Objekttrager nicht mitzuzahlen.
Die hierdurch ermittelte Zellzahl wurde auf die ausgezéhlte Flache in der Neubauerzdhlkammer Gbertragen und
anschlieRend auf Mio. Zellen / ml hochgerechnet hierfir galt die Formel:

2= Ntl\>|<ZVt )
Cz = Konzentration der Zellen, N; = Anzahl der ausgezéhlten Flacheneinheiten, V; = Volumen auf einer
Flacheneinheit.
Beispiel: Gezdhlte Objekte No: 354

DurchschnittsgroBe einer Zelle Ap: 34 Pixel

Anzahl der Cluster N¢: 87

Ausgezéhlte Flacheneinheiten Ny: 182 (13x14)

Flache aller Cluster Ac: 13895

Rechnung: 1) 354 -87 + 13895 /34 =675.68

2) (675.68/182)/(1/4x10° ml) = 14.85 x 10° Zellen / ml

Nach dem Versuch sind drei der Waschflaschen abgefiltert und (ber ein induktives gekoppeltes Plasma-
Emissionsspektrometer (ICP-OES) quantitativ auf Platin untersucht worden. Hierfir ist die Trockenmasse der
Chlorella mit Kénigswasser (3XHClyonz+ 1IXHNO3 onz.) aufgeschlossen worden.

Bei einem zweiten Versuch ist das Prinzip des doppelten Ansatzes aufgegeben worden, um mehr Versuche

durchfiihren zu kénnen. Nun sind die sechs Waschflaschen wie folgt mit der Platin-EDTA Lésung kontaminiert

worden (Abb. 4). Die Auszihlung wurde Gber einen langeren Zeitraum und | Waschflasche Pt-Ko_nazentration
nur alle zwei Tage durchgefiihrt, da sich herausgestellt hatte, dass sich die ! 10 molar
Aussagekraft der Populationskurven nicht andert. 2 10™>° molar
Um dem ,,bleaching” der Lésung naher zu kommen ist die Chlorophyll- 3 10" molar
Konzentration bestimmt worden. Fur diesen Versuch wurden zuerst jeweils 4 10-4,5 molar
10 ml der verschiedenen Lésungen, sowie eine Kf)ntrollprobe der Chlorella 3 05 ot

10 min bei 3000 U/min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und

anschlieBend mit 5ml 80% Aceton aufgefiillt. Da nach mehrmindtigen 6 ohne Platin

Riitteln sich erst wenig Chlorophyll gelost hatte, wurde nun mehrfach kurz ~ Abb.4
mit Ultraschall bestrahlt, was zu einem Bersten der Zellwand fiihren sollte. Trotz mehrfacher Wiederholung des
Vorgangs lieR sich nur eine schwache Steigerung der geldsten Stoffe erkennen. Deswegen wurde die Suspension

in flussigen Stickstoff schockgefroren, doch als dies nun auch nicht das gewtiinschte Ergebnis brachte, wurden
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die Proben mit je ein Gramm 250 um grofRen Glaskugeln préapariert und erneut gerittelt. Nach diesem Vorgang
wurden die Proben erneut 10 min bei 5000 U/min abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde ein Milliliter in
eine genormte Kivette gefillt, quantitativ analysiert und anschlieBend ausgerechnet. Aufgrund des Lambert-
Beerschen Gesetzes, das einen Zusammenhang zwischen Extinktion und Stoffkonzentration formuliert, ist es
maoglich, durch eine hergeleitete Formel die Chlorophyllkonzentration zu bestimmen. Aus der Literatur wurden
folgende Formeln verwendet:

Cichi o (in mg/ml) = 0.01178 X Eges — 0.00229 X Egs7 UNA Cichi by (in mg/ml) = 0.02005 X Egs7 — 0.00477 X Egea.
[16] Der Index der Extinktionswerte entspricht den Absorptionsmaxima in nm von Chlorophyll a und b in 80%
Aceton. Zusatzlich wurde die Extinktion bei 750 nm gemessen, um den Anteil der Verunreinigung heraus zu
rechnen. Aullerdem musste der Faktor 0.5 eingefiihrt werden, da die Zellen von 10ml Ldsung nur in 5ml 80%
Aceton Uberflihrt worden sind.

Bei der O,-Elektrolyse ist die Sauerstoffkonzentration in der Lésung sowohl wéhrend der Belichtung als auch
ohne Licht bestimmt worden. Vor dem Versuch ist die Elektrode kalibriert worden, sodass eine bei 25° C
geséttigte Losung, die 8.11 mg O, enthalt, 81.1 Einheiten auf der Skala des Papier betragt. Es wurde mit einem
Vorschub von 30 cm/ h gearbeitet. Es wurden je 3 ml in zwei Reaktoren aus Plexiglas geflllt und diese mit der
Elektrode verschlossen. Zuerst wurde die Photorespiration in Dunkelheit gemessen und anschlieBend die
Suspension mit zwei unterschiedlich starken Halogenspots beleuchtet, bis es zu einer Séttigung in der Ldsung
kam, das heiBt die Sauerstoffkonzentration nahm nicht mehr zu, da die Photorespiration gleich der CO,-
Fixierung war. Dieser Vorgang wurde wiederholt, um eine Schwéchung des Photosystems durch die hohe
Lichtintensitat (5000 pEinstein bzw. 3000 pEinstein ) zu beobachten.

Fir die Katalasemessung wurde die Eigenschaft der Katalase H,O, in Wasser und O, zu zersetzt genutzt, indem
die Abnahme des Wasserstoffperoxyds durch photometrische Methoden ermittelt wurde. Bei der Messung der
Katalaseaktivitat ist die Chlorellasuspension zuerst bei 4500 rpm 10 min lang abzentrifugiert worden,
anschlieBend in 1ml Phosphatpuffer resuspendiert und in einem Mdorser unter Kiihlung 5-6 Minuten mit Seesand
zerkleinert worden. Die Ldsung ist nun in einem Eppendorfgefd erneut mit 10.000 rpm 20 Minuten bei 4°
Celsius abzentrifugiert worden. Aus dem Uberstand wurden 0,1ml entnommen und in 2,9ml 0,01 molarer H,0,-
Losung uberflihrt, die mit 0,01 molarem Phosphatpuffer gepuffert war, welche sich in einer Quarzkiivette
befand. Nun wurde schnell gemischt und bei 240 nm die Extinktionsédnderung des Wasserstoffperoxyds in der

ersten Minute gemessen. Nach der Formel :

(Ex-E;) x Konzentrationsfaktoren
10-3 XeX (tz'tl)

konnte nun die Katalaseaktivitat berechnet werden. Es ergibt sich die Katalaseaktivitat in umol/(ml x s) der
Zellsuspension. Es hat sich bei der Extinktionsmessung gezeigt, das die Chlorella nicht gentigend aufgespalten
worden war, was dazu fihrte, dass die Extiktionsdnderung marginal war. Dies fuhrte zu einer zu geringen
Katalaseaktivitdten. Um ein aussagekraftigeres Ergebniss zu ermitteln wurde ein anderes Aufschlussverfahren
verwendet, die ,,French-Press“. Dabei wird die Zelllésung unter hohen Druck duch ein Ventil geleitet. Bei den
entstehenden extremen Geschwindigkeiten und Beschleunigungen wird die Zellwand aufgebrochen. Fiir den
Aufschluss wurden 800 bar verwendet, die Lésung wurde zweimal durch die French-Press geleitet. Alle weiteren
Schritte sind wie oben durchgefiihrt worden. Die Daten der Katalaseaktivitét sind aus diesem Versuch errechnet
worden. Die bei der O,-Elktrolyse beobachtete unterschiedliche Aktivitat wurde mit der Fluoreszenzmessung

néher untersucht. Dabei stltzt man sich auf die Annahme, dass das PSII seine Anregungsenergie auf drei



verschiedenen Arten abgeben kann. Erstens durch Ladungstrennung und anschlieBendem Elektronentransport,
dies ist die eigentliche Aufgabe des Photosystems, zweitens durch Abstrahlung von Wérme als
Schutzmechanismus gegen zuviel Elektronendruck durch das PSII und anschlieRender Uberreduktion der
weiteren Komponenten und schlieflich durch Abstrahlung von Rotlicht, als unvermeidlichen Verlust . Bei der
Fluoreszenz wird dieses Rotlicht gemessen, um auf die anderen beiden Werte zu schliefen. Wenn die
Aktivierungsenergie hauptséchlich fiir die Elektronentransportkette oder die Wéarmeabstrahlung verwendet wird
kommt es zu Fluoreszenzléschung. Hierbei kann man die photochemische Léschung durch Elektronentransport
und die energieabhangige Ldschung durch Abstrahlung von Wéarme unterscheiden, indem die maximalen
Fluoreszenzen bei unterschiedlicher Belichtungsarten gemessen werden.

Bei diesem Versuch, der bei 20°C durchgefihrt wurde, erfolgte die Messung der durch photochemische Effekte
eintretende Loschung, um die Effektivitat des PSII zu uberpriifen. Als erstes wurde die Chlorellakonzentration
um den Faktor 10 durch Abzentrifugieren und anschlieBendem Resuspendieren erhéht, um die messbare
Minimalfluoreszenz zu (iberschreiten. Das anschlieende abdunkeln der Chlorella hatte eine Dunkeladaptation
zu Folge, dieser Prozess wurde auf zwei Stunden fest gesetzt. Jetzt wurde zuerst die variable Minimalfluoreszenz
gemessen um anschlieBend wahrend eines Starklichtimpulses die Maximalfluoreszenz zu ermitteln. Aus diesen
Messdaten wurde eine dimensionslose Grof3e, die die Photosynthesekapazitat anzeigt, mit der Formel (fyariaber-
fmax)/fmax €rrechnet. Wenn man die unbehandelte Chlorellakultur mit 100% Photosyntheseleistung ansetzt, kann

man die relative Leistung der anderen Kulturen ermitteln.

Beobachtungen

Wiéhrend des ersten Versuches haben sich deutliche Unterschiede in der Zellkonzentration gezeigt. Die
Zellkulturen mit 10 und 10 molaren Konzentrationen des Platins vermehrten sich dhnlich stark, wahrend die

Zellkulturen mit der 10 Konzentration kaum Wachstum gezeigten.

Konzentrationsverlauf

30
—e— Waschflasche 1
—=— Waschflasche 2
25 Waschflasche 3

Zellkonzentration [Mio./ml]
= N
o o

3

Abb. 5 Zeit [d] 7



Zellkonzentration / 10"6 * mI~-1

Am Anfang hatten die Kulturen eine Zellkonzentration von 5.4 Mio Zellen/ ml, am Ende hatten die
Waschflaschen 1 und 3 (10 molare Platinkonzentration) 7,0 Mio Zellen/ ml, die Waschflasche 2 und 4 (10

molare Pt-Konzentration) 23,2 Mio. Zellen/ ml und die Suspensionen mit der 10° molaren Konzentration
(Waschflasche 3 und 6) 24,2 Mio Zellen/ ml. Bei Abbruch des Versuches liel3 sich nicht feststellen, ob ein

Sattigungsgrad innerhalb der Zellkulturen erreicht worden war, oder die Kulturen noch weiter gewachsen waren.

In allen Kulturen war am Anfang eine Bakterienart nachweisbar, jedoch ist diese nach einigen Tagen

ausgestorben. Schon am zweiten Tag des Versuches waren die Zellen in der 1. Waschflasche gut verteilt,

wéhrend man in der 3. eine deutliche Verklumpung feststellen konnte. Dieser Morphologieunterschied liel3 sich

waéhrend des gesamten Versuches beobachten. Zudem sind Kristalle unter dem Mikroskop in der 1.

Waschflasche erkennbar gewesen. Sie hatten eine Grof3e zwischen 2 und 10 pm und waren triklin koordiniert.

Waschflaschen nach vier Wochen Abb.6

Die Féarbung der Kulturen &nderte sich ab dem 4. Tag.
Die Kultur mit der hohen Pt-Konzentration ist hell-griin
geworden, wéhrend die Waschflaschen 2/5 und 3/6
mittelgrin bis dunkelgriin wurden (Abb. 6). Auch die
Zellform in den Kulturen divergiert. In der Chlorella-
Kultur mit der hohen Pt-Konzentration sind die Zellen
grol und teilweise unférmig gewesen, in den Kulturen
mit geringeren Konzentrationen kleiner und runder. Es
lasst sich, besonders im spéteren Versuchsabschnitt, eine
verstérkte Schaumbildung in den Suspensionen mit

héherer Pt-Konzentration feststellen. Der pH-Wert hat

Konzentrationsverlauf
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sich als abhéngig von der zugesetzten Platinsalzmenge gezeigt. In der 1. und 4. Waschflasche herrschte ein pH-
Wert von 5, in der 2. und 5. ein pH-Wert von 6.3 und in den Waschflaschen 3 und 6 ein pH-Wert von 7.4.

Bei dem zweiten Versuch hat sich ein deutlicher Unterschied zwischen den Ansétzen 1 und 2 im Vergleich zu
den Ansétzen 3 bis 6 gezeigt. (Abb.7) Die Anfangskonzentration hat sich bei den Kulturen 3-6 ca. verfuinffacht,
wéhrend bei den anderen entweder eine Verdopplung oder fast kein Wachstum zu verzeichnen war. Auch hier

sind die Morphologieunterschiede aufgetreten, die wahrend des ersten Versuches beobachtet wurden.

ce=10°M  [cp=10"M cre=10"M  |Kontrolle
Platinaufnahme (von 10° Zellen) |0.628 pg 0.029 ug 0.013 ug Ohne Platin
Prozentuale Platinaufnahme 2.25% 3.4 % 16,2 % k. A.
Chlorophyll gesamt 0.036 pg 0.078 pg 0.223 pg 1.235 ug
(von 10° Zellen)
Chlorophyll a (von 10° Zellen) | 0.025 pg 0.55 pg 0.171 pg 0.777 ug
Chlorophyll b (von 10° Zellen) | 0.011 ug 0.023 pg 0.055 g 0.458 pg
Respiration (von 10° Zellen) 1.5ng O,/min 0.43ng O,/min 0.67ng O,/min 0.45ng O,/min
Max. positive Sauerstoff- 3mEins. | 5mEins. | 3mEins. | 5mEins. | 3mEins. | 5mEins. | 3mEins. | 5mEins.
Produktion (von 10° Zellen) 59.3ng |166ng |16ng 77ng 13.5ng |16.5ng |65ng 160ng
O,/min | Oy/min | Ox/min | Ox/min | O%min | O)/min | Oy/min | O,/min
Absolute Sauerstoff-Produktion |43ng 160ng | 9ng 60ng >95ng | >137ng | >463ng |>632ng
bis Sattigung (von 10° Z.)

Abb.8
= e — g Bei der Chlorophyll-Analyse wurde schon
vor dem Extrahieren des Farbstoffes ein
' 2 = ‘_I.inhtaasj = __ : Unterschied beobachtet, der sich bei der
= g s ' '“‘3""@.@@“: = Untersuchung erhartet hat. Hier ist auch zu
SmEnstn ~~ sehen, dass die in der Zellpopulation kaum
- bmghei[ | geschwachten Chlorellen in der 10° molaren
S Eickkan - = = Losung deutlich  weniger  Chlorophyll
enthalten, als die gesunden Zellen. Dieser
o —z Umstand wurde bei den Kulturen mit der
' héheren Platinkonzentration noch deutlicher.
—J— 3 Bei der Platinanalyse durch die ICP-OES hat
o = e o = S sich zwar  eine  Abstufung der

Oz—Elektronse der 10 molaren Lésung Abb.9
(Es ist zu beachten, dass wegen des Papiervorschubs die Funktion von rechts
nach links verlauft.)

Konzentrationen gezeigt, jedoch nicht in der
die
Versuche aufgebaut waren. Auffallig ist, dass die Zellkulturen mit abnehmender Konzentration relativ mehr

logarithmischen  Reihenfolge, wie
Platin aufgenommen haben. Wahrend in der 10° molaren Lésung nur 2.25% des Platins aufgenommen wurden
sind dies bei der 10" molaren Lésung schon 16.2%. Man kann also von einer Anreicherung des Platins in der
Zelle sprechen. Es l&sst sich aber kein reziprokes Verhalten zwischen Platinaufnahme und Chlorophyll-

Konzentration erkennen. Der Quotient von Chlorophyll a zu Chlorophyll b ist bei der Kontrollprobe am




geringsten (1.7) bei den beiden niedriger kontaminierten
Zellkulturen deutlich héher (3.1 (10°); 2.4 (10)) und bei der am
héchsten kontaminierten Zellkultur wieder fast auf Normalmaf
(2.2).

Die 0O,-Analyse hat besonders bei der Sattigung grofie
Unterschiede gezeigt. Die Chlorellakultur mit der 10 molaren
Platinlésung hat bei diesem Versuch (berraschend gute Werte
errecht, die sogar die der 10 molaren Lésung Ubertrafen.
Waihrend die 10 molare Ldsung eine starke Steigung hat, ist
diese bei der 10 molaren nicht so stark ausgepragt. Auch haben
die Zellen langer Sauerstoff produziert, als die der 10* molaren
Suspension. Bei beiden Proben ist jedoch aufféllig, dass die
Sauerstoffkonzentration, im Gegensatz zur Kontrollprobe, mit
der Zeit abnimmt. Der einzige Unterschied, der anzeigen kann,
dass die Zellen starker geschadigt sind, ist die Respiration der
Zellen in Dunkelheit, die den dreifachen Wert erreicht hat. Die
10 molar kontaminierte Chlorellakultur zeigte ein &hnliches
Verhalten wie das der Kontrollprobe bei der Sattigung, d. h. das
die Sattigung nicht erreicht wurde. Die Sauerstoffproduktion pro
Zeit ist jedoch geringfugig schwacher als die der hoher

konzentrierten Suspension.
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0
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Waschflasche | Katalaseaktivitét in Prozentuale - i == g
nmol/(lOﬁzeIIenxs) Photosvntheseleistun O,-Eletrolyse der Kontrollprobe, die Funktion ist in der
y 9 Mitte unterbrochen, weil die Schreiber umgesetzt werden
1 0 0 mussten, trotzdem ist der Séttigungsbereich nicht erreicht
worden. Abb. 10
2 2,55 0 .
Die Katalasemessung hat selbst nach dem
3 2,09 4 variierten Aufschluss durch die French-Press
4 1,08 306 keine realititsnahen Werte gezeigt, die
5 1,47 106.7 Enzymaktivitdten  liegen  ungefdhr  eine
6 1,59 100 Zehnerpotenz unter den zu erwartenden
Abb.11 Ergebnissen, besonders die unbehandelte

Kultur misste einen héheren Wert anzeigen. Bei der Fluoreszenzmessung mit dem PAM-Fluorometer ist

reziprokes Verhalten der Syntheseleistung zur Platinkonzentration festgestellt worden.

Diskussion

Die Konzentrationsunterschiede in den Kulturen kann man durch die Wirkung des Platins begriinden, jedoch ist

nicht auszuschlielen, dass andere Umwelteinfliisse auch eine Rolle gespielt haben. Wenn man jedoch davon

ausgeht, dass die &uRReren Einfliisse, wie Temperatur oder bakterieller Befall der Kulturen, zu vernachl&ssigen

sind, dann bleiben fiinf Griinde, warum die Kulturen unterschiedlich stark gewachsen sind.
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1. Das Platin hat eine schadliche Wirkung auf die Chlorella,

2. Der stark divergierende pH-Wert hat zu unterschiedlichem Wachstum gefuhrt,

3. Die hohe lonenkonzentration der Nahrlésung (evtl. wegen des EDTAS) hat zu einer Osmose gefihrt,

die die Zellen geschwécht hat.
4. Das uberschiissige EDTA hat die lonen der Nahrldsung und hier insbesondere die Spurenelemente
komplex gebunden, wodurch die Aufnahme dieser in die Zelle gehindert oder unterbunden wurde.

5. SchlieBlich kann das EDTA selbst eine toxische Wirkung auf die Zellen haben.
Fir eine platinindizierte Stérung sind die grofRen unférmigen Zellen in der hoch konzentrierten Platinlésung ein
Indiz, weil das Platin eine Zellteilung verhindern kann [2]. Hierfir kdnnen auch die geringen Zell-
konzentrationen in den millimolaren L&sungen sprechen, jedoch ist dieser Zusammenhang nicht eindeutig, weil
eine generelle Schwéachung der Zellkulturen zu geringeren Konzentrationen fiihren kann. Dass Platin in
vergleichsweise grofen Mengen aufgenommen wurde, zeigt die ICP-OES, wo es jedoch in der Zelle eingelagert
wurde 1&sst sich nicht genau analysieren. Nach Ballach und Wittig wird ein Grof3teil des Platins in die Zellwand
»eingebaut”, was eventuell die Unterschiede in der Morphologie der Lésungen erklaren kann [3]. Dieser Effekt
wird von Klimmek und Stan bestatigt [5]. Das Bleichen, das wegen des geringen Chlorophyllanteil auftritt, kann
auch durch das Platin induziert worden sein [6]. Dieses Verhalten muss allerdings noch naher untersucht werden,
denn einerseits kann das Platin eine Zersetzung des Chlorophylls ausldsen, andererseits kann aber auch die
Biosynthese des Chlorophylls gehemmt sein, diese Mdglichkeit wird aber wegen Hinweisen aus der Literatur
nicht untersucht [6]. Ein mdglicher Angriffspunkt des Platins der zu einer Zersetzung fihren kann, ist die
Katalase; da sie verantwortlich fir den Abbau des toxischen H,O, in der Zelle ist, das unter anderem bei der
Uberlastung des Photosystems 11 (PS 1) auftritt. Die unterschiedlichen Chlorophyll-Quotienten bei den
Messungen sind ein weiteres Indiz fir eine Schadigung des PS Il, da hier Chlorophyll b beteiligt ist, im
Gegensatz zum PS |, wo nur Chlorophyll a zu finden ist. Das H,0,, dass durch das Sauerstoff-Superoxid O,
Uber Superoxid-Dismutase (direkt an der Sammelfalle?) entsteht, greift nun diesen Sammelkomplex an und
zersetzt damit (berproportional viele Chlorophyll b -Molekiile. Der bessere Chlorophyllquotient der 10
molaren Losung kann ein Grund sein, warum die Kultur bei der O,-Elektrolyse relativ gute Werte erreichte.
Leider hat die Katalasemessung auf diesen Sachverhalt keinen klaren Hinweis geben koénnen, denn trotz des
verdnderten Aufschlussverfahrens durch die ,,French-Press” ist kein deutlicher Unterschied zwischen den
Kulturen ermittelt worden, die gemessenen Werte liegen deutlich unter den Gblichen Werten (einige umol/ml)
Dies kann an mehreren Faktoren liegen:
1) Es ist extrem wenig Katalase in den Zellen, was ausgeschlossen werden kann, da sonst bei der Kontrollkultur
mehr Katalase gefunden worden ware.
2) Der Aufschluss ist nicht erfolgreich gewesen, weswegen nur wenig Katalase frei wurde, die reagieren konnte.
3) Bei dem French-Press-Verfahren wurde die Chlorella nicht in ein anderes Medium Uberflhrt, sodass die
Katalase direkten Kontakt mit der Platinlésung hatte, dies kann zur vollstdndigen Inhibition fiihren. AufRerdem
spielt der pH-Wert auch eine Rolle, da der optimale pH-Wert fiir Katalase bei 7 liegt, jedoch miisste auch hier
die Kontrollkultur einen anderen Wert anzeigen. Wahrscheinlich liegt der Fehler in dem Aufschlussverfahren,
dieses konnte durch andere ersetzt werden, hier stehen einem die physikalische Variante durch eine Kugelmihle
oder die enzymatische durch ein Cellulase-Rezept zur Verfiigung. Insgesamt kann der Katalasemessung kein

grofRes Aussagegewicht zugesprochen werden, sodass sie nicht zur KIlarung des Bleichens beitragt.
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Der Einfluss des pH-Werts lasst sich nicht genau ermitteln, jedoch wird von Schworbel der optimale pH-Wert
fir die Kultivierung von Chlorella zwischen 7,5-8 angegeben [8]. Es zeigt sich auch, dass der Puffer in der
Ldsung (durch die Phosphate) nicht ausreichend fur die zugesetzten EDTA-Mengen ist. Da das EDTA bei der
10 molaren Platin-Lésung in einer 2x10 molaren Konzentration vorlag, hat dieses zu einer hypertonischen
Losung gefuhrt. Ein Indiz dafir, dass dies einen stérenden Einfluss auf die Zellen hat, ist die Unformigkeit der
Zellen bei dieser Konzentration. Das EDTA bei diesen Konzentrationen selbst toxisch wirkt ist zwar nicht
auszuschlief3en, jedoch unwahrscheinlich [2].

Die O,-Elektrolyse hat gezeigt, dass die Zellen mit sehr wenig Chlorophyll dieses extrem effektiv verwenden,
wahrend die geringer kontaminierten Kulturen mit dem Stress nicht so gut zurecht kamen. Man muss aber die
unterschiedlichen Zellkonzentrationen der Kulturen wéhrend des Versuches beachten. Diese kdnnen besonders
bei der 10™ molaren Suspension, da hier die Zellkonzentration besonders hoch war, zu Schatteneffekten gefiihrt
haben, so dass nicht alle Zellen, im Gegensatz zu der millimolaren Kultur, ihr volles Potenzial bei der
Photosynthese ausschopfen konnten. Dieser Effekt konnte die Erklarung fiir die geringe, aber konstante
Sauerstoffproduktion sein.

Die vermehrte Schaumbildung der Suspensionen mit den héheren Platinkonzentrationen kann auf eine verstarkte
Proteinproduktion deuten, die durch das Platin ausgelést wurde. Hier kann das Tripeptid Glutathion eine Rolle
spielen, das Schwermetall binden und entsorgen soll. Zudem kommen verschiedene sogenannte Hitzeproteine,
die bei widrigen Umweltbedingungen von der Zelle gebildet werden, um die vegetativen Stoffwechselprozesse
zu schiitzen

Die Fluoreszenzmessung hat eindeutige Ergebnisse gebracht, das PSII wird durch Platin konzentrationsabhéngig
gehemmt. Die unerwartet hohe Photosynthesekapazitat der Kultur aus der 5. Waschflasche liegt noch innerhalb
von tolerierbaren Fehlergrenzen, zudem zeigt dieser Messwert, dass bei solch niedrigen Platinkonzentration fir
Chlorella kaum eine Schédigung festzustellen ist, was sich auch an dem Diagramm der Konzentrationsverlaufe
zeigt. Ein weiterer Hinweis flir einen Lichtstress ist ein Versuch, der nicht quantitativ untersucht wurde, der aber
genauso wie diese Messreihe angesetzt wurde. Hier war jedoch die Startzellkonzentration mehr als doppelt so
hoch, sodass weniger Lichtquanten die einzelnen Zellen erreicht haben. Bei diesem Versuch ist auch nach
Wochen kein deutlicher Unterschied zwischen den Kulturen zu erkennen gewesen. Dieser Effekt wird eventuell
durch die schon stark vorhandenen Schatteneffekte in den Ldsungen hervorgerufen, denn durch diese
Schatteneffekte kommen die Photosysteme nicht in den kritischen Bereich, bei dem sie H,O, produzieren, das
nun das Photosystem zersetzt. Man kann deswegen von einem eskalierenden Effekt sprechen, da durch zu viel
Licht das Chlorophyll zerstért wird. Dies flhrt zu einer geringeren Zellkonzentration, dadurch erreicht die

restliche Zellen mehr Licht, wodurch der Zersetzungsprozess beschleunigt wird.

Fehlerbetrachtung

Das Fehlen einer Kontrollprobe wahrend des Versuchs fiihrt dazu, dass dieser Versuch nur untereinander
vergleichbar ist, jedoch der Bezugspunkt fehlt. Ein weiteres Problem ist die geringe Versuchsanzahl, die nur
einen stichprobenartigen Einblick zuldst. Dies lasst sich aber wegen des Material, Zeit und Raummangels nicht
andern. Die hohe Platinkonzentration, die nétig ist um groRe Unterschiede feststellen zu kénnen ist ein Problem,

da dadurch der Realitatsbezug verloren geht. Zudem kommt ein groRRer zeitlicher Abstand zwischen dem
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Versuch und Chlorophyll-Messung bzw. O,-Elekrolyse, dies liel sich jedoch aus terminlichen Griinden des
Institutes nicht anders durchfihren. Als Fehler im Aufbau und Entwicklung des Versuches sehe ich die
unterschiedlichen pH-Werte, sowie die hohe EDTA-Konzentration, die zu einem Nahrsalzmangel und dadurch

zur Storung des Versuches gefiihrt haben kénnen.
Ausblick

Um die Nebeneffekte auszuschliel3en, soll der Versuchsaufbau leicht abgeéndert werden, indem der pH-Wert der
Pt-EDTA-Stammldsung mit NaOH neutralisiert und eventuell ein Metall-Chlorid zusetzten wird, um die
Uberschissigen EDTA-Molekiile zu binden. Dieser Komplex sollte so stabil sein, dass er keine Spurenelemente
entziehen kann, jedoch darf er nicht stabiler sein als der Pt-EDTA-Komplex, weil sonst das Platin ausfallt [7].
Zusatzlich kénnte man die Losung puffern, dies verandert aber die Nahrsalzlésung. Ansonsten kann man
versuchen, weniger EDTA zu verwenden, hiermit 16st man auch das Problem des Salzstresses. Mit diesem
Aufbau sollte nun einen Hell-Dunkel-Parallelversuch durchgefiihrt werden, um eventuelle Unterschiede in der
Photooxidation feststellen zu konnen. Dies sprengt jedoch meine Mdglichkeiten. Nachdem die
Fluoreszenzmessung einen Lichtstress am PSII bestétigt versuche ich diesen néher auf die Spur zu kommen. Die
Katalasemessung hat nicht die erwarteten Ergebnisse gebracht und eine Wiederholung lohnt sich nur mit den
oben genannten Mitteln, die mir zur Zeit nicht zur Verfigung stehen. Eine Untersuchung, die in die gleiche
Richtung gehen wirde waére eine quantitative Messung des Glutathions durch eine HPLC, um zu zeigen, dass
dieses verstarkt produziert wird. Jedoch reicht dies nicht aus, weil es einerseits H,0O, abbauen, andererseits das
Platin binden und abtransportieren muss und schlieBlich die wirksame Hamgruppe der Katalase vor Oxidation
(Fe®* -e” =>Fe®) schiitzen muss. Ein weiterer Weg besteht in einer 2-D-Elektrophorese bei der die Proteine
aufgespalten werden. Falls sich dort Unterschiede zwischen kontaminierter und unbehandelter Kultur ergeben,
kann man anschlieend tber ein Massenspektrometer die Molmasse des entsprechenden Proteins bestimmen und
diese mit Datenbanken vergleichen, um herauszufinden, um welches Protein es sich handeln kénnte. Dies kann
Aufschluss Uber den Angriffspunkt des Platins geben. Die praktische Anwendung der Versuche ist beschrénkt,

jedoch kann die Chlorella als mdgliche Monitorpflanze, die Schwermetalle in Gewassern anzeigt, verwendet

werden.
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