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ATNAHME VON DRET MARKIERTEN POLYCHLORTERTEN AROMATEN DURCH CHLORELLA
FUSCA

ZUSAMMENFASSUNG

Es warde die Aufnahme von markiertem 2,4,5-I'richlorphenoxydthancl (2,4,5-TE),
2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D) und 2,4,5,2',4',5'-Hexachlorobiphenyl
{("PCB") durch Chlorella fusca untersucht. Wdhrend 2,4,5-TE als 3H—ringmar—
kierte Verbindung eimgesetzt warde, lagen 2,4-D und "BCB" als MC—-seiten—
ketten- bzw. ringmarkierte Verbindungen vor. Unter den gewdhlten Versuchs-
bedingqungen erreichte die Konzentration von 2,4,4-TE in den Algen inner-
halb von (lingstens) 8 Stunden ein Maximum; die folgerde (betrdchtliche)
Abgabe. von markierter Verbimlung aus den Algen ist auf Metakolisierung zu
2,4,5-T zuriickzufiihren. Nach 72 Stunden betrug die Aufnahme flir 50 my (Feucht-
gewicht) Algen /ml aus 10°M 2,4,5-TE-ISsung 1,8%, ein Wert, der mit der
innerhalb der gleichen Zeit aufgenammenen Menge von 2,4-D Ubereinstimmte.

Wihrend 2,4-D zu einem geringen Prozentsatz aufgenammen wurde, war die Auf-
nahme filr "PCB" groB, doch in beiden Fédllen stellte sich schon nach wenigen
Stunden der Aufnalme ein Glelchgewicht zwischen der Konzentration dieser
Verbindungen im Aufnahmemedium und in den Algenzellen ein.

SCHUISSELWURTER
Chlarella fusca/2,4,5~Trichlarphenoxyithanol/2, 4-Dichlorphenoxyessigsiure/
2,4,5,2',4',5"' -Hexachlarobiphenyl/aAufnabme/Metabol isierung,

Uptake of three labelled polychlorinated aramatics by Chlorella fusca.

SIVMMARY

The uptake of labelled 2,4,5-Trichlorphenoxyethanol (2,4,5-TE), 2,4-Dichlor-
phencxy acetic acid (2,4-D) and 2,4,5,2',4',5"-Hexachlorobiphenyl {"PCB") by
Chlorella fusca was tested. Whereas 2,4,5-TE was labelled with “H in the

ring system, 2,4-D and "PCB" were labelled with '°C in the sidechain or ring
system, respectively. Urder the chosen experimental conditions the concentra-
tion of 2,4,5-TE in the algae reached a madmm after 8 hours at least; the
following (comsiderable) release of lahelled campound is ascribed to meta-
bolisation to 2,4,5-T. After 72 hours the total uptake by 50 mg {moist weight)
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Chlorella fusca /ml came to an amount of 1,3 % which was in good accor-
dance with the amount of 2,4~D taken up during the same period. Whereas
the uptake was low for 2,4-D it was high for 2,4,5,2',4',5' -~ Hexachloro-
biphenyl ("PCB"); in both cases the uptake led to an equilibrium between

the concentration of these compounds in the uptake medium and the cells
after a few hours.

KEYWCORDS

Chlorella fusca/2,4,5-Trichlorphenoxyethanol/?,4-Dichlorophenoxy acetic
acid/ 2,4,5,2',4',5'~-Hexachlorohiphenyl/uptake/metabolisation.



AUFNAHME VON DREI MARKIERTEN POLYCHLORIERTFN
AR(MATEN DURCH CHLORETIA FUSCA

1. Einleitung

In zunehmendem Mafe belasten chamische Riickstidnde aus Industrie und
Landwirtschaft die Gewdsser urnd zeicen dort unerwiinschte bioloaische
Wirkungen. Besondere Beachtung verdienen in diesem Zusammenhana halogen-—
haltige Verbindungen: viele Pflanzenschutamittel fallen, in diese Stoff-
gruppe, eébenso die in der Industrie hdufig verwendeten polychlorierten
Biphenyle (PCB's). Bufgrund ihrer (meist) hohen Persistenz werden solche
Verbindungen beim Durchlaufen der Nahrurxiskette erheblich angereichert.
EBesorderes Augenmerk wurde und wird daher auf Untersuchuncen und Riick-
stardsanalysen dieser Substanzen aelegt (1-5), l

Polychlorierte Biphenyle mit niedriagem Chlorierungsarad werden von einigen
Tierarten metabolisiert {4), doch erh#ht sich mit dem Chlorierungscrad
die Persistenz und somit die Anreicheruna bei Durchlaufen der Nahrungs-
kette (6-8). Tausch et al. (9) konnten zeigen, daf Fische aus ober-
Ssterreichischen Gewdssern z.T. hohen PCB-Gehalt aufweisen; selbst in
Fischen aus "sauberen" Gewdssern des Alpenvorlandes war der Gehalt an
hexachlorierten Biphehnylen verhdltnismdfiq hoch.

2,4-Dichlorophenoxyessigsdure {2,4-D) gilt als eires der bestuntersuchten
Herbicide, besonders in Hinblick auf aufnahme und Metabolisieruno durch
héhere Pflanzen (10,11).



Das Herbicid 2,4,5-Trichlorophenoxydthanol (2,4,5~TE) wurde in Ungarn
entwickelt (12), wird dort produziert und in der Iandwirt-schafj:, haupt-
sdchlich im Welnbau, eingesetzt; evtl. Belastungen von Flora und Fauna
durch diese Verbindung bzw. deren Metaboliten sind (daher) vor allem in
Ostdsterreich zu erwarten. Altmann et al. (13) untersuchten Aufnahme

und Metaholisierung von 2,4,5TE durch Weinblitter und Chlamydancnas
reinhardi, wobeli kKeine Metabolisierung durch diese Grilnalge festaestellt
werden konnte.

In der folgerden Arbeit sollte die Aufnalmekinetik bzw. Anreicherung

der drei genannten Verbindungen durch einen Mikroormanismis im aquatischen
System studiert werden. Da Algen in heimischen Gewdssern z.T. sehr stark
vertreten sind, wyd ein Glied der Nahrungskette darstellen, hot sich die
ginzellige Siifiwasseralage Chlorella fusca (frither Chlorella pyrenoidosa)
als Studienobjekt an. In einer fritheren Arbeit an unserem Institut
konnte bereits gezeict werden, daf (uecksilber,ein hoch taxischer
Umweltschadstoff, in Chlorellazellen stark anaereichert wird (14).



2. Material

2.1. Alge

Chlorella fusca, Stamm Emerson 2171-8b, der Algensammluna des
Pflanzenphysiologischen Instituts der Universitét Géttingen,wurde
in eineam von LORENZEN (15} andgegebenen Nihrimedium bei 30° ¢ auto-
troph und asynchron, d.h. unter Begasuna mit einem LuFt—COZ—Gemisch
{(2~3 % COz) und bei Dauverlicht, geziichtet.

2.2, Radiochemikalien
2.2.1. 2,4,5~Trichlorphencxytthanol (2,4,5-TE)

2,4,5-TE wurde als 3H—ringmarkierte Verbindung eincesetzt und
im Institut fiir Chemie des Forschungszentrms Seibersdorf nach
folgendem Schema synthetisiert:

I IL I1T Iv
oH H CH. OH
L a S T o T o T
- ~ o3, e “ » ~
2 O C CHgCHzOH
cf c1” ct” I c1” l
d & cl c1

Diese Methode der Ringmarkierurng fiihrte zu einem Produkt hoher
radiochemischer Reinheit (> 99 3). Die in der Literatur (16,17)
angegebenen Verfahren zur Gewinnung tritierter Halogenbenzole

bzw. Halogenphenole aus den entsprechenden Branderivaten brachten
hingegen keine hefriedigenden Ergebnisse, da {iber die Substitution
des Bramatams hinaus weiterhin Tritium aufgenammen wurde; als Folge
traten chlordrmere Phencolderivate als Nebenprodukte auf. Die
spezifische Aktivit&t betrug 100 )JCi/mq; es wurden Standardlidsungen
in abs. Athanol zu 24, 240 und 2400 )JCi/l’TIJ. bereitet.



2.2.2.

2.2.3,

2, 4-Dichlorphenaxy— (2- | °C)-essigsiure (2,4-D)

2,4-D wurde als benzolische ILsung von "The Radiochamical Centre
Mmersham”, England, bezogen und hatte bel einer radiochemnischen
Reinheit von 9% % eine spezifische Aktivitit von 144 )JCi/mq.
Nach Abblasen des Benzols unter Stickstoffatmosphire wurde
2,4-D in abs. Athanol aufgerxrmen, so daf die Stardardlfsuncen
Aktivitdten von 33 bzw. 167 )JCi/ml aufwiesen.

2,4,5,2',4",5'=/" 14 (U) J-Hexachlorobiphenyl {'PCB')

Diese Verbindurng lieferte "New England Muclear” mit einer
spezifischen Aktivitédt von 25 )JCi/mg und einer radiochemischen
Painheit von 99 %. Die spezifische Aktivitdt des eingesetzten
Standards (gelst in Dimethylsulfoxid) betrug 19 )Jci/ml.



3. Experimentelles

Die AMufnatme der markierten Verbindungen wurde an Algenzellen studiert,
wabei sowohl Algenkonzentration als auch die Konzentration der zu unter-
suchenden Substanzen variiert wurden. Zur Feststelluna der rein adsorptiv
geburdlenen Mengen der eingesetzten markierten Verbindungen wurden hitze-
getdtete Zellen verwendet; das AbtSten erfolgte durch kwrzzeitiges Er-—
hitzen auf ca. 80° C. Flir die Aufnalmeversuche wurde die den Zucht-
gefifen entnamene Algensuspension ca. 2 Minuten bei 1,100 X g zentri-
fugiert und 2 x durch Zugabe von Puffer T (5.10-'3 M NaHZPf)4/bIa2P11304

+ 10"2 M KNO3 , pH 6} und Abzentrifuaieren (wie vor) qewaschen. Nach
Bestimmuna des Feuchtgewichtes (FG) sowie der Zellzahl wurden die

Algen in Puffer I aufgenamen, Vor Zusatz der zu untersuchenden markierten
Verbimdungen wurden die Algensuspensionen 1 Stunde "vorkonditioniert”
(18), d.h. unter den Bedingqunaen des nachfolgenden Versuches aghalten.
Die Aufnabtme erfolgte unter Licht-Luftbedinqunaen bei 30° ¢, wobei

der Luftstrom - im Gegensatz zu den Zuchtbedingungen - ilber Gaswasch-
flaschen mit 40 %—-iger KOH geleitet wurde, um Co, zu absorbieren;

unter dieser Voraussetzuwig leben die Algenzellen weiter, doch wird
Zellteilung vermieden, wie durch Anfdrben mit Berberinsulfat (1:5000)
bzw. Zellzahlbestimmung festgestellt werden kornte. Nach dem Zusetzen
der markierten Substanzen wurden zu bestimmten Zeiten aliquote Proben

(1 ml) gezogen, unter vermindertem Druck flber Selectron-Membranfilter
AF-99 der Fa. Schleicher & Schilll filtriert und mit inaktiver Triger—
lésung gewaschen. Dabeil handelte es sich bei 2,4,5-TE und 2,4~D um

5 %-ige alkcholische L&sungen in Puffer I mit einer Konzentration von
jeweils 1073 M; das PCB war zu 107> M entsprechend in DMSO und Puffer I
geldst. Die aewaschenen Filter und Algen vmarden luftgetrocknet und
anschliepend in Verhrennungshiitchen {Cambusto Cones) ibergefiihrt.

Zur Bestimmung der Gesamtaktivitit in der Algensuspension wurde je—



weils 1 ml derselben entnommen und direkt in Cambusto Cones pipettiert.
Die Verbrennungshiitchen wurden im Sample Oxidizer, Modell 306 der Fa.
Packard, verbrannt und die Aktivitdt wurde im Liguid Scintillation
Specurameter, Modell 3375 der Fa. Packard, gemessen.

In Vorversuchen wurde festgestellt, irwieweit die verwendeten markierten
Verbindungen durch die Marbranfilter absorbiert werden; dazu wurden
diese mit ILdsungen von 2,4,5-TE, 2,4-D und "PCB" der =zu untersuchenden
Konzentration - Jjedoch ohne 2Algen - wie im Aufnahmeversuch behandelt.
Die gamessenen (stets niedrigen) Werte wurden bel Auswertung der Auf-
nahmeergebnisse barlicksichtigt.



4, Ergebnisse und Diskussicn
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Abb.1; Aufnahme von 2.4,5— TE durch{lebende}

Chiorella fusca (10mg FG/ml)
— 1074M — 103 M

Abb. 1,2 zeigen die Aufnahme von 2,4,5-TE im Konzentrationsbereich

von 107> M bis 10/ M durch Chlorella fusca, d.h. den prozentuellen,
durch Tragerltsung nicht abwaschbaren Anteil der markierten Verbhindung
in den Algenzellen. Die Algensuspension enthielt jeweils 10 mg Zellen
(FG) pro ml, entsprechend einer Zellzahl von 4,6.10°. Es zeiat sich,
daB die Aufnahme nach 2 Stunden (fiix 10 ° M bis 107/ M) bzw. 8 Stunden
(Fiix 107> M und 1074 M 2,4,5-TE) ihre hichsten Werte erreicht;



anschliefend wird markierte Verbindung in das AuBenmedium abaegeben.

Fir 10> bis 107/ M 2,4,5-TE sind die prozentuellen Aufnahmen annthernd
gleich, die Anreicherung von 2,4,5-TE in den Algen betrfgt nach 2 Stunden
1:280, entsprechend einer aufgencrmenen Menge von 0,8, 0,08 und 0,008 Mg,
bezogen auf 10 mg Algen (FG).

Aufgrurd der zundchst unerklirlichen Abgabe der markierten Verbindung -~
speziell bei 10_7 M 2,4,5-TE deutlich zu sehen (siehe Abbh.2) - wurden

1. die Aufname {ber einen griiferen Zeitraum als 12 Stunden urd 2. eine
eventuelle Abhdrgigkeit der Aufnahme (bei qleichbleibender 2,4,5-TE
Konzentration) von der Algenkonzentration untersucht.
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Abb.2: Aufnabme von 2,4,5-TE durch{lebende)
Chlorelia fusca (l0mgFG/mi)
— 10M 10— 107M

In Abb. 3 sind die Aufnalmekurven flir 50 mg Algen (23.‘]06 Zellen/ml)



'pro ml Algensuspension und 10—6 M 2,4,5-TE dargestellt. Man sieht, das
sxoohl die Aufnahme als auch die anschlieBende Abgabe der markierten
Verbindung stark zellzahlabhinglqg sind. Bei 50 mg Zellen/ml wird bereits
rch ca. 16 Stunden mit 1,8 % ein Wert erreicht, der sich bis Versuchs-
erde kaum dndert. Da eine Abgabe von bhereits aufgenommenem 2,4,5-TE aus
der Zelle eher unwahrscheinlich sit, wurde dieser Effekt auf Metabolisierung
zurlickgefithrt, Tatsichlich konnte in einer weiteren Arbeit (12} gezelgt
werden, daB Chlorella fusca 2,4,5~TE zu 2,4,5-T metabolisiert und an das
AuBermedium abgibt. Der (dafiir gefurdene) Endwert von 1,8 % stimmt mit dem
Aufnahmewert fiir 2,4-D anndhernd iiberein (vgl. die fiir 50 mg FG/ml ge-
fundenen Werte in Abb. 3 und 4).
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Abb.3: Autnahme von 2.4,5-TE durchiiebende) Chlorella fusca
e—o 1075 M {SmgFG/ml) e—-. 1075 M (50 mg FG/ml }

In Abb. 4 ist die Aufnahme von 2,4<D (10 © und 10~/ M) durch Chlorellazellen
(10 urd 50 mg FG/ml) dargestellt. In allen untersuchten Fdllen stellt sich
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schon nach ca. 2 bis maximal 12 Stunden ein Gleichgewicht zwischen der
2,4-D Konzentration im AuBernmedium und in den Algenzellen ein, das bis
Versuchsende (72 Stunden) erhalten bleibt. Der Anreicherungsfaktor von
1078 M 2,4-D liegt fitr 50 my FG/ml (23.10° Zellen/ml) bei 3,5. Da

diese Aufnahmewerte flir das in der Seitenkette markierte 2,4-D mit

denen des ringmarkierten 2,4,5-T (durch Metabolisierung aus 2,4,5-TE}
gut ilbereinstimmen, kann man schlieBfen, daf es sich bei der aufgenommenen
Verbindung um das intakte Molekiil handelt, d.h. daf die Btherbindung
nicht aufgespalten wurde, ohne eine eventuelle andere Metabolisierung
ausschliefen zu kénnen. Weiters scheint, daf das eine zusdtzliche
Cl-atom (in der Stellung 5) keinen wesentlichen Einflug auf die Aufnahme
durch Algen bzw. weltere Metabolisierungsabliufe der qepriiften Ver-
birdung hat,

3
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Abb.4: Autnahme von 2,4-D durch Chlorella fusca
—o 1070 M, lebend (50mg FG/ml)
— 107 M, lebend (10mg FG/ml)
— 1076 M, lebend {10 mg FG/ml)
——. 1075 M, tot (50mg FG/ml)
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In Abb, 5 ist die Aufnatme von 2,4,5,2',4',5'-Hexachlorobiphenyl

(106 M und 1077 M) durch Chlorellazellen (50 my FG/ml) wiedergeqgeben.
Wihrend es an toten Zellen nur in geringem Ausmaf gebunden wird, nehnen
lebende Zellen dieses PCB prozentuell sehr stark und rasch auf, die
Gleichgewichtseinstellung erfolgt in diesem Fall bereits nach 2 bis

4 Stunden; der Anreicherungsfaktor liegt mit 130 sehr hoch, d.h. in
der Nahrungskette erfolgt filr PCB's bereits auf der Stufe Wasser-hldge

eine starke Anreicherung.
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Abb.3:"PCB™ Aufnahme durch Chlorella fusca (50 mg FG/ml}

—- 107M,lebend — 10"6M lebend
—e 1076M, tot —a 107 M. tot
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