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Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Aufgabenstellung

Sonnenblumen- und Rapssaaten gehoéren zu den bedeutendsten Olsaaten in
der Bundesrepublik Deutschland. In den Jahren 1995/96 wurde die in
Deutschland verarbeitete Menge an Rapssamen (ca. 3300-10° t) und
Sonnenblumenkernen (ca. 450-10% t) nur von der Menge an verarbeiteten
Sojabohnen (ca. 3450-10° t) tbertroffen. Die Weltproduktion an Olsaaten
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Abb. 1: Weltproduktion Olsaaten (Quelle: Verband dt. Olmiihlen) [1]

Die Raps- und Sonnenblumensaaten werden hauptsachlich zur Gewinnung
von Olen fiur die Nahrungsmittelindustrie verwendet. Die Schwermetall-
belastung dieser Ole ist gering, weil bei der Olproduktion die Schwermetalle
im Pressriuckstand verbleiben [2-4]. Der proteinreiche Pressriickstand wird in
der Tierfitterung verwendet, sodass die in den Olsaaten enthaltenen
Schwermetalle in die Nahrungskette gelangen [1]. TRAULSEN beschreibt in
diesem Zusammenhang, dass etwa 60 % des gesamten in Sonnen-
blumenpflanzen enthaltenen Cadmiums im Pressrickstand nachzuweisen
sind. FUr Raps betragt dieser Anteil etwa 15 % [5].

Sonnenblumen und Raps sind zweikeimblattrige Pflanzen. Im Vergleich zu
anderen zweikeimblattrigen Pflanzen akkumulieren Sonnenblumen, &hnlich
wie einkeimblattrige Getreidepflanzen (z.B. Weizen), deutlich mehr Cadmium
[6-8]. Untersuchungen von BRUGGEMANN an der BAGKF in Detmold ergaben,
dass der Cadmium- und Nickel-Gehalt in ausgereiften Sonnenblumenkernen
durchschnittlich zehn- bzw. finfmal hoher ist als in Rapssamen (Tabelle 1)
[7]. Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Ursachen dieser unterschiedlichen
Schwermetall-Gehalte von Sonnenblumenkernen und Rapssamen aufzu-
klaren.



2 Einleitung und Zielsetzung

Tab. 1: Durchschnittliche Schwermetallgehalte in Saaten von Sonnen-
blumen und Raps [8, 9]

arithmetisches Mittel von
n = 665 Rapssamenmustern (BEE 1995 — 1997) bzw.
n = 249 Sonnenblumenkernmustern (Bundessortenamt, Wertprufung 1996)

Olsaaten ‘ Cadmium Nickel Zink
[mg/kg FS]

Raps 0,041 + 0,003 0,41 0,04 41+ 1

Sonnenblumen | 0,365 + 0,007 2,00 + 0,08 52+1

Woher stammen die Schwermetalle und wie gelangen sie in die Olpflanzen?

1.1 Schwermetalle in der Umwelt

Metalle, deren spezifisches Gewicht einen Wert von 4 g/cm® [10] bzw. 5
g/cm?® [11, 12] uberschreitet, werden als Schwermetalle bezeichnet. Schwer-
metalle sind erst durch Verwitterungsprozesse, Vulkanismus und besonders
durch anthropogenen Einfluss (Bergbau, Verbrennung fossiler Brennstoffe
usw.) der Biosphare vermehrt zuganglich [13]. Am Beispiel des Cadmiums
sollen anthropogen bedingte Emissionen aufgezeigt werden.

Tab. 2: Anthropogen bedingte Cadmiumemissionen (1983) [13, 14, 15]

Anthropogene Ursache Eintrag [10° t/Jahr]
Energiegewinnung 0,79
Stahlproduktion, Raffinerien 5,43
Verarbeitende Industrie 0,6
Mullverbrennung 0,75
Landwirtschaftliche Abwasser 2,2

Urbane Abfalle 4,2

Dunger 0,2
Kohlestaub 7,2
Gesamteintrag 29,2

Der auf menschliche Einflisse zurlickzufihrende Schwermetalleintrag in die
Umwelt betrug 1986: 3-10* t Cadmium, 1,1-10* t Quecksilber, 10° t Nickel,
10° t Blei, 2,3-10° t Zink und 2,2-10° t Kupfer [13]. Untersuchungen aus
Deutschland, Osterreich und der Schweiz belegen, dass bessere
Filtersysteme und die Einfihrung des bleifreien Benzins bis 1995 zu einer
Emissionsreduktion von 65 % bei Cadmium und 90 % bei Blei im Vergleich
zum Hochststand der Emissionen flihrten. Beim Quecksilber betragt die
Reduktion ungefahr 70 % [16-19]. Dagegen wurde fur Nickel keine
Veranderung nachgewiesen [17].

1.2 Physiologische Wirkung von Schwermetallen

Lebende Organismen bestehen zu 80-90 % aus Wasser. Die Trocken-
substanz dieser Organismen enthélt 44,5 % Kohlenstoff, 42,5 % Sauerstoff,
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6,5 % Wasserstoff, 2,5 % Stickstoff sowie die Alkali- bzw. Erdalkalimetalle
Kalium (1,9 %), Kalzium (1 %) und Magnesium (0,2 %) [20]. Zudem enthalten
diese Organismen noch Spurenelemente, die fur Stoffwechselvorgange von
gro3er Bedeutung sind. Nahezu ein Drittel der bekannten Enzyme bendtigt
als Kofaktor die Anwesenheit eines Metallions. Beispiele fir Metalloenzyme
sind Alkohol-Dehydrogenase und Superoxid-Dismutase (jeweils Zink als
Kofaktor) sowie Ascorbat-Oxidase (Kupfer). Weitere fur Enzyme bedeutsame
Schwermetalle sind u.a. Eisen, Kobalt, Mangan und Nickel. Eisen wird als
Bestandteil von Cytochromen, Ferredoxin, Hamoglobin und Leghamoglobin
bendtigt. Kobalt wird im Vitamin B12 von Tieren gebraucht, Mangan ist ein
Kofaktor von Enzymen im Photosystem 1l hoherer Pflanzen und Nickel
Bestandteil der Urease [21, 22].

Schwermetalle werden deshalb entsprechend ihrer physiologischen Wirkung
in verschiedene Klassen eingeteilt [23, 24]:

. Nicht-essenzielle Schwermetalle: z.B. Arsen, Blei, Cadmium,
Quecksilber, Platin und Zinn. Sie werden von pflanzlichen und
tierischen Organismen nicht bendtigt, in sehr niedrigen Konzentra-
tionen allerdings toleriert.

. Essenzielle Schwermetalle: Pflanzliche und tierische Organismen
benottigen Schwermetalle wie Eisen, Kupfer, Mangan, Nickel und Zink.
Obwohl diese Schwermetalle essenziell sind, weisen sie ein toxisches
Potenzial auf. Die optimale Konzentration der essenziellen Schwerme-
talle umfasst nur einen kleinen Konzentrationsbereich (Abbildung 2)
[25]. Kupfer und Eisen wirken in hoheren Konzentrationen durch die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in Pflanzen toxisch [26].

nichtessentielles essentielles
Schwermetall Schwermetall
S
>
1]
5 tolerierbar Mangel Optimum toxisch
(]
S Y
c
Q .
N toxisch
c
©
Y—
o

Schwermetallkonzentration (Dosis) [mg/kgFS]

Abb. 2: Abhangigkeit des Wachstums eines pflanzlichen Organismus von
der Schwermetallkonzentration (grafisch bearbeitet nach [26])

Die Tabellen 3 a/b fassen die physiologischen Wirkungen von Cadmium,
Kupfer, Nickel und Zink auf tierische und pflanzliche Organismen zusammen.



4 Einleitung und Zielsetzung

Tab. 3 a: Vergleich der physiologischen Kenndaten von Cadmium und Kupfer
far tierische und pflanzliche Organismen [3, 27-43]

Cadmium Kupfer

Bedeutung fir Mensch und Tier

biolog. Bedeutung Enzyme unbekannt; Cd-Thioneine essenziell, Cu-Proteine, Enzyme

Minimalbedarf Essenzialitat nicht erwiesen Mensch: 1-3 mg/Tag

Mangelsymptome  Muskelschwéche, reduzierte Skelettschaden, Anamie,
Futteraufnahme Wachstumsstérungen,

Aufnahme oral; inhalativ oral

Akkumulation Nieren, Leber, Plazenta GrofR3hirn, Leber, Niere,

Schilddriise, Knochenmark

toxische Wirkung  Funktionsstérungen der Niere, mutagene und karzin. Wirkung,

kanzerogen, Dekalzifizierung chronische Toxizitét

Bedeutung fur Pflanzen

biolog. Bedeutung bisher nicht bekannt essenziell (Enzymbestandteil)

Mangelsymptome  bisher nicht bekannt Spitzen- und Blattchlorosen bzw.
-nekrosen, Kimmerwuchs,
Bliiten- und Blattansatz behindert

Aufnahme Wurzeln, Blatter Wurzeln

Akkumulation in Wurzeln und Spross in Wurzel und Spross

toxische Wirkung  hohe Phytotoxizitat in geringen toxisch fur Algen, phytotoxisch
Konzentrationen bei Konzentrationen > 20 mg/kg

Tab. 3 b: Vergleich der physiologischen Kenndaten von Nickel und Zink fir
tierische und pflanzliche Organismen [3, 27-38]

Nickel Zink

Bedeutung fir Mensch und Tier

biolog. Bedeutung essenziell essenziell (in Gber 200 Enzymen)
Minimalbedarf Mensch: 25-50 pug/Tag Mensch: 2-10 mg/Tag
Mangelsymptome  vermind. Nahrungsaufnahme, Ca-  Hautkrankheiten, Sehstérungen,
u. Zn-Stoffwechsel gestort, gestorte Immunabwehr,
Anamie, erhéhte Sterblichkeit Zwergenwuchs
Aufnahme inhalativ, oral inhalativ, oral
Akkumulation versch. Ni-Depots im Koérper Prostata, Knochen, Muskeln

toxische Wirkung  Allergen, mutagene / kanzerogene Anamie, Magen-Darm-Stérungen
Wirkung, Stérung Zn- u. Mg-Stoffw.

Bedeutung fur Pflanzen

biolog. Bedeutung essenziell essenziell

Mangelsymptome  Blattchlorosen u. -nekrosen, Chlorosen, Nekrosen, Hemmung
Kimmerwuchs Proteinsynthese, Kleinblattrigkeit,

Aufnahme Wurzel Wurzel, Blatter

Akkumulation Zellwand Epidermis rel. hohe Mohbilitat in Pflanzen

toxische Wirkung  Wurzelschaden, Chlorosen, Chlorosen, Hemmung d. Langen-

Ertragsminderung, phytotoxisch bei wachstums, phytotoxisch bei
Konzentrationen von 1-2 mg/kg Konzentrationen > 200 mg/kg
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Die durch den Mangel an essenziellen Schwermetallen ausgelosten
Symptome verschwinden zumeist durch die gezielte Applikation der
entsprechenden Nahrelemente. Die durch zu hohe Applikationen bedingten
toxischen Wirkungen von Schwermetallen sind wegen deren Persistenz nicht
ohne weiteres zu beheben. Die biologische Halbwertzeit von Cadmium,
welches von tierischen Organismen in Leber und Niere angereichert wird,
betragt 25 Jahre [44]. Die Toxizitat von Schwermetallen &uf3ert sich in
lebenden Organismen in der Denaturierung von Proteinen, der Permeabili-
tatsveranderung an Membranen und lonenkanélen sowie der Enzymhem-
mung [21, 45]. Als Folge sind bei Pflanzen z.B. gehemmtes Wurzelwachs-
tum, erniedrigte Photosynthese, Chlorosen, Nekrosen und Schédigungen
des Wasserhaushaltes zu beobachten (Tabelle 3 a/b). Die Folgen der
Schwermetallakkumulation im menschlichen Organismus demonstrieren die
durch eine Cadmiumvergiftung ausgeldste ,ltai-Itai-Krankheit* sowie die von
einer Quecksilbervergiftung hervorgerufene ,Minamata-Krankheit* [46].

1.3 Wirkungspfade fur Schwermetalle

Die essenziellen und nicht-essenziellen Schwermetalle werden dem
menschlichen Organismus hauptsachlich tber die Erndhrung zugefihrt.
Folgende Wirkungspfade werden unterschieden:

» Boden - Nahrungspflanze - Mensch
* Boden - Futterpflanze - Nutztier - Mensch
* Boden - (Sickerwasser -) Grundwasser (- Trinkwasser) - Mensch

Nach einer Studie der WHO nehmen Menschen etwa 50 % des Cadmiums
aus pflanzlichen Nahrungsmitteln auf [47]. Die theoretische tagliche
Cadmium-Aufnahme eines Erwachsenen in landlich und industriell gepragten
Gegenden verdeutlicht Tabelle 4:

Tab. 4: Berechnete hypothetische tagliche Cadmiumaufnahme eines
Erwachsenen [46]
Eine Unterscheidung zwischen Raucher und Nichtraucher ist von Bedeutung,
weil oral aufgenommenes Cadmium zu 4-8 %, inhaliertes Cadmium dagegen zu
15-40 % vom Korper absorbiert wird [46].

Cadmiumquelle Aufnahme [ug/d]

1. Nichtraucher in landlicher Luft 0,0005
Umgebung
Erndhrung 4
Wasser 2
Gesamt
2. Raucher in industrieller Umge- Luft 25
bung, der Cadmium-belastete Ernéahrung 84
Nahrungsmittel verzehrt Wasser 2
Tabak 4

Gesamt 115
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Tabelle 4 zeigt, dass der Hauptanteil des Cadmiums vom Menschen Uber die
Nahrung aufgenommen wird. Im ungilnstigsten Fall Uberschreitet die
wdchentliche Cadmiumaufnahme eines Rauchers mit ~800 pg/kg den PTWI-
Wert (,Provisional Tolerable Weekly Intake*) von 400-500 ug/kg sehr deutlich
[47-49]. Ein hoher Eintrag von Schwermetallen in die Nahrungskette ist
deshalb unbedingt zu vermeiden, um die alimentére Belastung des am Ende
der Nahrungskette angesiedelten Menschen so gering wie moglich zu halten.
Es stellt sich daher die Frage: Wie gelangen die benétigten und nicht
benottigten Schwermetalle in pflanzliche Organismen und gibt es
Mechanismen, die moglicherweise eine zu hohe Schwermetallaufnahme
verhindern kénnen?

1.4 Aufnahme und Transport von Schwermetallen in
Pflanzen

Die Aufnahme von Schwermetallen durch Pflanzen aus dem Boden hangt
von verschiedenen Faktoren ab. Die Bodenart, die Schwermetallkonzen-
tration im Boden, Mikroorganismen (Mykorrhizapilze) und der pH-Wert des
Bodens haben einen grol3en Einfluss auf die Bioverfugbarkeit und damit auf
die Aufnahme der Schwermetalle durch das Wurzelsystem [21]. Eine
Einteilung der Schwermetalle auf Grund einer potenziellen Boden-Pflanze-
Barriere (,plant-soil-barrier”) findet sich bei CHANEY [50].

Verschiedene Untersuchungen belegen, dass hohe Cadmiumgehalte im
Boden mit erhéhten Cadmiumgehalten in Sonnenblumenkernen korrelieren
[55 , 56]. Die Bioverfugbarkeit von Cadmium, Nickel und Zink steigt mit
abnehmendem pH-Wert [33, 58]. Ein niedriger pH-Wert des Bodens ist
deshalb ein Faktor, der fir eine erhdhte Cadmiumanreicherung in Olsaaten
verantwortlich gemacht wird [5, 51-57]. Die niedrigen pH-Werte der Bdden in
den Hauptanbaugebieten flir Sonnenblumen fihren in den USA zu einer
erhohten Belastung der dort geernteten Sonnenblumenkerne mit Cadmium.
Die Cadmiumgehalte dieser Sonnenblumenkerne Uberschreiten den
Richtwert der Bundesrepublik Deutschland von 0,6 mgCd/kg FS z.T. sehr
deutlich [51, 56].

Die Aufnahme von essenziellen und nicht-essenziellen Schwermetallen
durch Pflanzen erfolgt in der Regel Uber das Wurzelsystem. Die Zellen der
Wurzelhaare sind mit Hilfe von Protonenpumpen in der Lage, HzO"-lonen an
die Umgebung abzugeben und im Boden gebundene Kationen freizusetzen.
Der radiale Weitertransport von Wasser und der darin geldsten Nahrstoffe
kann auf zwei Arten erfolgen. Entweder apoplastisch in den Zellwanden oder
symplastisch von Zelle zu Zelle, d.h. mit Membrantransport. Der
apoplastische Transport wird in der Endodermis durch den Casparyschen
Streifen unterbrochen. Ab hier erfolgt der Weitertransport ausschlief3lich
symplastisch bis in die Zellen des Xylem-Parenchyms. Dort erfolgt die
Exkretion von Wasser und den Nahrstoffen in die Xylem-Leitgefal3e [22]. Das
Xylem dient dem Ferntransport von Wasser und der darin gelosten
Nahrstoffe von der Wurzel in Spross und Blatter. Wie das Xylem mit lonen
beladen wird, ist bisher noch nicht endgiltig geklart. Am Aufnahme-System
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von Aminosauren in den Symplasten sind wahrscheinlich Aminosaure-
Transporter beteiligt [59-63]. Untersuchungen zur Anionen-Leitfahigkeit des
Plasmalemmas der Xylemparenchymzellen von Gerste-Wurzeln deuten an,
dass die Beladung des Xylems mit K*, NOs und CI ein passiver Prozess ist
[64]. Im Xylem liegen die anorganischen lonen entweder frei oder an
organische Sauren gebunden vor [65-71]. Nickel wird in Nickel-Hyper-
akkumulatoren in Form eines Nickel-Histidin-Komplexes transportiert [72].
Zwischen den Xylemstrahlen liegt im Leitbtiindel das Phloem. Im Phloem
werden vor allem in den Blattern gebildete Photosyntheseprodukte wie
Saccharose aber auch Kalium transportiert. Zielpunkte des Phloemstroms
sind samtliche generativen und vegetativen Pflanzenteile. Der Phloem-
transport beruht auf einer Differenz des osmotischen Potenzials innerhalb
der Siebelemente, die durch Beladung der Siebelemente im Bereich der
~Source“-Gewebe erreicht wird (,Druckstrom“-Theorie) [21, 73, 74].

Bisher sind die Transportwege und -mechanismen von Schwermetallionen
innerhalb einer Pflanze nicht vollstandig aufgeklart. Fur Blei, Magnesium,
Natrium, Phosphor und Schwefel wird vermutet, dass der Transport
hauptsachlich im Phloem stattfindet, im Gegensatz zu Kalzium, Lithium,
Strontium und Bor, die keine ausgepragte Phloemmobilitat aufweisen [23].
Untersuchungen an Linsen-, Erdnuss- und Weizenpflanzen deuten an, dass
die Cadmium- und Zinkverlagerung in die Saaten Uberwiegend Uber das
Phloem erfolgt [75-79]. Experimente zur Translokation von Cadmium mit
19¢d zeigen, dass 95 % des auf Blatter von Weizenkeimlingen applizierten
199¢cd dort verbleiben [80]. Ahnliche Untersuchungen an Weizenpflanzen
wahrend der Reifungsperiode beschreiben eine Verlagerung von 9-17 % des
in Blatter oder Pflanzenstiele applizierten °°Cd in das Korn. Zudem wird
beschrieben, dass beim Reifen des Korns die Retranslokation des
Cadmiums von Blattern (,Source*) in den Stiel abnahm und gleichzeitig die
Verlagerung in das Korn (,Sink") sich verstarkte [81]. Diese Beobachtung
entspricht den Ergebnissen zur Retranslokation von Kobalt, Nickel, Rubidium
und Zink Uber das Phloem [78, 79, 82-84]. Allerdings wird von den Autoren
beschrieben, dass die Remobilisierung von Zink [85] und Rubidium [86] aus
Blattern um ein Vielfaches hoher ist als die von Cadmium. MARSCHNER [23]
fuhrt in diesem Zusammenhang an, dass es bei dem Ubergang von der
Vegetations- zur Reifephase einer Pflanze zu gravierenden Veranderungen
im ,Source-Sink-Verhaltnis* kommen kann und reifende Samen die haupt-
sachliche Senke von Schwermetallen fir das Phloem werden. Mit Sonnen-
blumen und Raps wurden derartige Untersuchungen zur Remobilisierung von
Schwermetallen bisher nicht durchgefihrt.

Fir Weizenkorner wurde am Beispiel des Mangans gezeigt, dass Spuren-
elemente, welche Uber das Xylem transportiert werden, sich Uberwiegend in
den Spelzen anreichern [87]. Dagegen konnte fur Cadmium nachgewiesen
werden, dass die Spelzen nur sehr wenig Cadmium akkumulieren [88]. Fur
geschélte Sonnenblumenkerne wird Ahnliches beobachtet. Der Cadmiumge-
halt ist in geschalten Kernen deutlich héher als in den Schalen [89, vgl. 2.3].
Die Aufnahme von Schwermetallionen in die Zelle erfolgt durch spezifische
Membrantransportproteine [90-94], wie CPx-ATPasen. Diese transportieren
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Schwermetalle wie Kupfer, Zink oder Cadmium. Fur Grinalgen, das Acker-
schmalwand Arabidopsis thaliana und die Béckerhefe Saccharomyces
cereviseae sind Nramp-Proteine beschrieben, welche als Transporter fur
Cadmium und Eisen fungieren [21, 90, 95-97]. Zudem ist eine ZIP-Genfamilie
beschrieben, welche bei Arabidopsis thaliana, Erbsen und dem Gebirgs-
hellerkraut Thlaspi caerulescens fur Fe/Zn-Transporter kodiert [21, 98, 99].

1.5 Elementspeziesanalytik (Bindungsformen)

Die bisher vorgestellten Untersuchungen basieren zum gré3ten Teil auf der
Bestimmung von Schwermetalltotalgehalten. Unterschiede im Schwermetall-
gehalt in den Pflanzenorganen (Wurzel, Stangel, Blatt, Frucht) sind fur
Phloem-mobile und nicht-Phloem-mobile Schwermetalle ansatzweise
erklarbar. Allerdings wird nicht deutlich, warum fir ein bestimmtes
Schwermetall Unterschiede zwischen verschiedenen Pflanzen wie z.B.
Sonnenblumen und Raps, existieren. Des Weiteren kann das Phanomen so
genannter Metall-Hyperakkumulatoren nicht erklart werden.
Hyperakkumulatoren  tolerieren  hohe  Konzentrationen  bestimmter
Schwermetalle ohne Wachstumsstorungen. Es sind Kupfer- und Kobalt-
akkumulierende sowie mehr als 300 Nickel-akkumulierende Pflanzen
bekannt [100]. Letztere sind zumeist Brassicaceen wie das Steinkraut
Alyssum und das Hellerkraut Thlaspi [101-107]. Arabidopsis und Thlaspi
caerulescens sind Cadmium/Zink-Hyperakkumulatoren [108-112]. Zink-
Hyperakkumulatoren wie das Galmeiveilchen Viola calaminaria und die
Wiesenschaumkresse Cardaminopsis halleri sind auf Abraumhalden zu
finden. Die Existenz von Hyperakkumulatoren zeigt, dass die von Schwer-
metallen ausgehenden Gefahrdungen nicht nur von den Elementtotal-
gehalten in den Pflanzen bestimmt werden. Es scheint vielmehr wichtig, in
welcher Zustandsform Schwermetalle vorliegen.

Die meisten Schwermetalle Uben ihre Wirkung in einem Organismus nicht als
freie Atome oder lonen, sondern als Bestandteile von Makromolekulen wie
z.B. Peptiden, Proteinen, Hormonen, Enzymen usw. aus. Die Wirkungsweise
von Schwermetallen héangt ebenso von deren Oxidationsstufe ab. Als
Beispiel sei Chrom genannt, welches in der Oxidationsstufe Ill essenziell ist,
in der Oxidationsstufe VI als Chromat jedoch ein starkes Zellgift darstellt [26].
In Anbetracht der vielfaltigen Erscheinungsformen der Schwermetalle in
verschiedensten Matrices ist die Erfassung von Elementtotalkonzentrationen
nicht ausreichend, um Aussagen Uber die biologische Wirkungsweise von
Analyten treffen zu kdnnen. Dieses gelingt erst anhand der Charakterisierung
einer Verbindung hinsichtlich Oxidationsstufe und Bindungsformen, d.h. der
Kenntnis der Elementspezies [26, 113, 114].

Daher steht heutzutage zur Aufklarung human-, phyto- und ©6kotoxi-
kologischer Wirkungen von Schwermetallen zumeist eine qualitative und
guantitative Bestimmung der Elementspezies im Vordergrund [26]. Diese so
genannte Elementspeziesanalytik stellt hohe Anspriche an Probenahme,
Probenlagerung, -aufbereitung und die verwendeten Trenn- und Detektions-
verfahren (vgl. 1.8). Die Kopplung moglichst speziesselektiver Trenn-
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verfahren und Element-spezifischer Nachweisverfahren fir das interes-
sierende Spurenelement bilden hierfur die Grundlage.

Diese problemorientierte Speziesanalytik liefert erst die Ergebnisse, die
Aussagen uber die Bioverflgbarkeit und biologische Wirkung der Analyte
ermdglichen, wobei allerdings eine projektbegleitende Qualitatssicherung
(z.B. durch Massenbilanzierung, Verwendung von zertifizierten Standards,
Validierung von Methoden) und eine sorgfaltige Interpretation der ermittelten
.-Endergebnisse” von grolRer Bedeutung ist. Verschiedene in der Literatur
beschriebene und verwirklichte methodische Ansétze liefern allerdings
Ergebnisse, die sich haufig sehr unterscheiden. Eine Ursache kann darin
liegen, dass bei der Isolierung von Schwermetall-bindenden Substanzen aus
organischen Matrices mit der Gelchromatographie ein und derselben
Substanz - in Abhangigkeit von der lonenstarke des verwendeten Puffer-
systems - unterschiedliche Molmassen zugeordnet werden (vgl. 1.6.4.2).
Auch bei den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen steht die
Bestimmung der Schwermetallbindungsformen im Vordergrund. Es werden
Untersuchungen vorgestellt, die sich mit Regelungs- und Schutzmecha-
nismen in Pflanzen als Folge eines Schwermetallstresses beschaftigen.

1.6 Wie schutzen sich Pflanzen vor Schwermetallen?

Am Beispiel des Cadmiums sollen mdgliche Mechanismen fur die Toleranz
von Pflanzen gegenuber Schwermetallen aufgezeigt werden [13, 115, 116].
Abbildung 4 illustriert die bisher in pflanzlichen und tierischen Organismen
beobachteten Schutz- und Kontrolimechanismen.

(3 ca + Ligan
=l Ligawd O}

' = ==
Organ. Komplexe: 2B, T
W Citrate, Aminosduren === .o AKLIC
Peptide / Proteine /gij] "'I
2B PCs, MTs - ;
Anorz Komplexe —
zB. Sulfide, Phogthate

iy

Cd

Abb. 4: Mdogliche Mechanismen fir die Kontrolle des Cadmiumgehaltes in
Pflanzenzellen [grafisch verandert nach 116]
Die in der Abbildung angegebenen Zahlen beziehen sich auf die folgende
Aufstellung mdglicher Ursachen fiir die Schwermetalltoleranz von Pflanzen

* Immobilisierung (1): Schwermetalle, wie z.B. Cadmium, werden an der
Zellwand gebunden,

« Vermeidung (2): Die Pflanze schutzt sich vor der Aufnahme des
Schwer-metalles,
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» Aktiver Efflux (3): Unter Energieverbrauch werden die Metallionen bzw.
die Cadmiumkomplexe aus der Zelle entfernt,

« Komplexierung (4): Schwermetallionen werden durch Proteine
komplexiert. Hierbei sind besonders Proteine mit Schwefel-haltigen
funktionellen Gruppen zu nennen. Zu dieser Gruppe von Polypeptiden
werden die Metallothioneine gezéahlt. Aber auch andere funktionelle
Gruppen korpereigener Substanzen (-COOH, -OH, -NH;y) kdnnen
Schwermetalle binden.

« Kompartimentierung (5, 6, 7): Schwermetallionen bzw. ihre entsprech-
enden Komplexe werden in der Zellwand oder der Vakuole abgelagert
bzw. gespeichert. Carrierproteine Ubernehmen den Transport von
Schwermetallen bzw. Schwermetallkomplexen in die Vakuole.

1.6.1 Immobilisierung

In Wurzeln und Blattern von Bohnen Phaseolus vulgaris binden erhebliche
Mengen an Cadmium hauptsachlich an Pektine und Histidinyl-Gruppen in
den Zellwanden [13, 117]. Dotierungsexperimente zur Untersuchung der
Cadmiumverteilung in Bohnen und Tabakpflanzen zeigen groR3ere
Cadmiummengen in Fraktionen, welche die unldslichen Zellbestandteile
(Zellwande) enthalten [118, 119]. Tomatenzellen aus Zellsuspensions-
kulturen und Zellwande aus Wurzeln des Leimkrautes Silene cucubalus
weisen dagegen vernachlassigbare Cadmiummengen auf. Cadmium-
tolerante und normale Stamme von Silene cucubalus binden jeweils wenig
Cadmium in den Zellwanden [116, 120, 121]. Dagegen ist im Nickel-
toleranten Hyperakkumulator Thlaspi goesingense Nickel zu etwa 70 % an
die Zellwand gebunden [122, 123].

1.6.2 Vermeidung

Ein Weg von Cadmium in die Zelle scheint die Aufnahme Uber
Kalziumkanale in der Plasmamembran zu sein [124]. Zudem sind fur
Arabidopsis thaliana und Saccharomyces cereviseae Cd/Zn-Transporter
beschrieben [90-97]. Hinweise darauf, dass die Cadmium-Aufnahme fir
Pflanzen unvermeidlich ist, liefern Untersuchungen an Tabakzellkulturen.
Diese zeigen eine schnelle Angleichung der Cadmiumkonzentrationen in den
Zellen und der Nahrlésung [125].

1.6.3 Aktiver Efflux

Fur das Bakterium Staphylococcus ist die plasmidkodierte Fahigkeit
beschrieben, Cadmiumionen unter Energieverbrauch aus der Zelle
auszuschleusen [115, 127]. Bei Ralstonia metallidurans CH34 wird die
Schwermetallresistenz gegentiber Kobalt, Cadmium und Zink auf aktiven
Efflux zurtickgefuhrt [128]. Ein von Bakterien genutztes aktives Effluxsystem
zur Entfernung von Schwermetallen unter Energieverbrauch aus der Zelle ist
nach derzeitigem Kenntnisstand bei Pflanzen von untergeordneter
Bedeutung [126].
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1.6.4 Komplexierung durch zellulare Metallkomplexbildner

Bei tierischen und pflanzlichen Organismen kommt es als Folge von
Schwermetallstress zur Synthese von Stresspolypeptiden bzw. —proteinen,
die Schwermetalle komplexieren. Die wichtigsten Vertreter dieser Substanz-
klassen sind die Metallothioneine. Ferner kommen organische Sauren als
Komplexbildner infrage. Die potenziell Schwermetall-bindenden Substanzen
enthalten Stickstoff, Schwefel und Sauerstoff als mdgliche Bindungspartner.
Die metallischen Elemente werden auf Grund ihrer unterschiedlichen Affinitat
gegenuber diesen Bindungspartnern in drei Gruppen eingeteilt [12]:

 Klasse A: Metalle, die Liganden bevorzugt Uber O-Atome
binden (Alkali-, Erdalkalimetalle, Aluminium)
 Klasse B: Metalle, welche Liganden uber schwefelhaltige

Gruppen binden (Silber, Gold, Quecksilber, Platin)
« ,Borderline“-lonen: Metalle, die sich nicht eindeutig zuordnen lassen
(Chrom, Kobalt, Eisen, Nickel, Cadmium, Zink)

1.6.4.1 Nicht-peptidische Komplexbildner

COOCH
HOOC /COOH /
HaC AR
2 NH
HO— CH \ HoC ?
COOH / HO—— C——COOH /I\
H.C / N CH
2 \ H,C \\ /
COOH COOCH COOH N
Oxalsaure Apfelsaure Citronensaure Histidin

Abb. 5: Nicht-peptidische Komplexbildner fir Schwermetallionen

Die erhohte Konzentration von Malaten in Zink-toleranten Okotypen des
Leimkrautes Silene vulgaris, von Festuca rubra und Psychotria douarrei wird
als Hinweis interpretiert, dass Schwermetalltoleranz u.a. durch organische
Sauren vermittelt wird [129-132]. In Blattern von Silene vulgaris ist der
Malonsauregehalt in zinktoleranten Pflanzen vier- bis siebenfach erhdht im
Vergleich zu nichttoleranten Pflanzen [133]. In den Wurzeln der Rasen-
schmiele Deschampsia caespitosa steigt der Gehalt an Zitronensaure bei der
Zugabe von Zink [134]. Nickel ist auRerdem in einem Nickel-Citrat-Komplex
fixiert [135, 136]. In Vakuolen des Taschelkrautes Thlaspi goesingense liegt
Nickel ebenfalls als Citrat vor [122]. In Alyssum wird von einem Anstieg der
Histidinkonzentration im Xylemsaft in Abhangigkeit von der Nickelkonzen-
tration berichtet [72]. Des weiteren sind Zinkphytate beschrieben [137-140].
Der Nachweis einer Beeinflussung der Schwermetalltoleranz von Pflanzen
durch nicht-peptidische Komplexbildner, ist wegen ihrer konstitutiv bedingten
hohen Konzentration schwer zu fuhren. Fir schwermetallbindende Peptide
und Proteine ist dieser Nachweis einfacher, weil sie von Pflanzen haufig als
Reaktion auf einen Schwermetallstress vermehrt gebildet werden. Wichtigste
Vertreter der Schwermetall-bindenden Peptide sind Metallothioneine.
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1.6.4.2 Schwermetall-bindende Peptide: Metallothioneine

Erstmalig wurde ein Metallothionein 1957 aus der Pferdeniere isoliert [141].
In der Zwischenzeit wurden &hnliche Proteine, die Cadmium, Kupfer oder
Zink binden, in Saugetieren, Vogeln, Fischen, Pilzen und Pflanzen
nachgewiesen [100, 142-149].

Metallothioneine (MT) werden in 3 Klassen unterteilt [150]:

Metallothioneine der Klasse |

Die Metallothioneine der Klasse | (MT I) kommen in Saugetieren und einigen
Pilzen vor. Sie bestehen aus etwa 60 Aminosauren, wobei aromatische
Aminosauren, Histidine und Disulfide nicht auftreten. Die Molmasse betragt
6-7 kD. Bis zu sieben zweiwertige bzw. zwolf einwertige Metallionen kénnen
gebunden werden und zwar als Metall-Thiolat-Cluster in zwei Doménen:
einem Me3Cysg-Cluster und einem Me,Cys;;-Cluster (Abbildung 6).

alpha-

C-terminus

Abb. 6: Strukturmodelle eines MT aus Ratten [151]

basierend auf 2D-NMR Aufnahmen (A) sowie kristallographischen Daten (B). Die B-Doméane enthalt
einen Mes;Cyse-Cluster und die a-Domane einen Me,Cysi;-Cluster

Metallothioneine der Klasse Il

Die MT Il wurden aus wirbellosen Tieren, der Backerhefe Saccharomyces
cereviseae und Cyanobakterien wie Synechococcus isoliert. Sie unter-
scheiden sich von den MT | durch eine geringere Molmasse sowie durch eine
andere Anordnung der Cysteinbausteine. Bei KAGI [150] findet sich eine
Ubersicht tiber Metallothioneine der Klasse | und II.

Die Bildung der Metallothioneine der Klasse | und Il wird auf Ebene der Gen-
expression von Metallionen, wie Ag*, Cd**, Cu*®" und zn*, induziert. Eine
Induktion der MT-Synthese wird auch nach physiologischem Stress in Ver-
bindung mit der Ausschittung von Stresshormonen beobachtet [152, 153].

Metallothioneine der Klasse 1 und Il in Pflanzen

Aus Weizenembryos wurde bisher das einzige pflanzliche Protein isoliert,
welches Ahnlichkeiten zu Metallothioneinen aufweist [100, 154]. Dieses
sogenannte ,early Cys-labeled* E¢-Protein [155-157] bindet Cd** und zZn?".
Bislang wurden aus Pflanzen 58 verschiedene Gene isoliert, die fur
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.Metallothionein-ahnliche* Proteine kodieren [100]. Aus Arabidopsis thaliana
[158, 159] und Raps [160] wurden entsprechende Gene kloniert.

Die Funktionen der Metallothioneine in Pflanzen sind unklar. Die mRNA-
Transkripte lassen sich in Wurzeln, Spross, Blattern, Bliten, Frichten und
Samen nachweisen [92]. Manche Gene wurden nach Zugabe von Cadmium,
Kupfer oder Zink [158, 159, 161-163] verstarkt exprimiert, andere nicht be-
einflusst [164]. In einigen Fallen fuhrte die Zugabe von Cadmium, Kupfer
oder Zink zu einer geringeren Exprimierung [155, 162, 165]. Diese Ergeb-
nisse lassen vermuten, dass Metallothioneine in Pflanzen nur einen geringen
Anteil an der Schwermetall-Entgiftung und -Homdostase haben [166].

Metallothioneine der Klasse Ill: Phytochelatine

GRILL gelang 1985 die Charakterisierung zweier durch Cd?**-lonen
induzierbarer Peptidkomplexe aus Zellkulturen von Rauvolfia serpentina [44,
167]. GRrRILL bezeichnete diese Peptide als ,Phytochelatine”. In der Literatur
werden die MT IIl auch als Cadystine, y-Glutamyl-Cysteinyl-Peptide oder
Cadmium-bindende Peptide bezeichnet [44, 168, 169]. Die Ermittlung der
Primarstruktur lieferte mehrere homologe Peptide der allgemeinen Formel:

O H CH,SH
[
H HN CH c c NH CO,H
N SR NN N _
C  CH, NH C CH, n=2-7
7 |
HO,C H o
n
Y -Glu Cys Gly

Abb. 7: Allgemeine Strukturformel von Phytochelatinen [44, 167, 170]

Die Peptide bestehen aus alternierenden Glu-Cys-Einheiten mit einem
carboxyterminalen Glycin. Die Glutamat-Reste bilden wie in Glutathion
(GSH) uber ihre y-Carboxy-Gruppe eine Peptidbindung mit Cystein.

Neben dem Phytochelatin mit carboxyterminalen Glycin gibt es mindestens
funf weitere Peptide, die sich durch ihre carboxyterminale Aminosaure
voneinander unterscheiden:

¢« Homo-Phytochelatine mit carboxyterminalem [3-Alanin. Die Namens-
gebung orientiert sich an homo-Glutathion, bei dem das carboxy-
terminale Glycin ebenfalls durch [3-Alanin ersetzt ist [171].

 Hydroxymethyl-Phytochelatine mit der carboxyterminalen Amino-
saure Serin. Aus Grasern wurde zunachst das Glutathion-Analogon
mit Serin und nachfolgend das entsprechende Phytochelatin aus
Wurzeln von Reispflanzen isoliert [172, 173].

* iso-Phytochelatine bei denen zwei Formen unterschieden werden.
Eines mit carboxyterminalem Glutamat wurde aus Mais (Zea mays)
isoliert [174]. Fur Meerrettich (Armoracia rusticana) ist ein iso-
Phytochelatin mit carboxyterminalem Glutamin beschrieben [175].

» Desglycin-Phytochelatine, denen die carboxyterminale Aminoséaure
fehlt. Diese Peptide wurden aus Zea mays [176 und S. pombe [177]
isoliert und sind Abbauprodukte von Phytochelatinen [173].
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In zahlreichen héheren Pflanzen werden Phytochelatine nachgewiesen [178-
180]. In Sonnenblumen und Raps sind Phytochelatine in den Blattern
nachgewiesen worden [181, 182]. Eine Besonderheit ist bei einigen Pilzen zu
beobachten, in denen Cu?" ein Metallothionein induziert, wéahrend die
Belastung mit Cd?** zur Bildung von Phytochelatinen fiihrt [183, 184]. Nahezu
alle Class B und zahlreiche ,Borderline“-lonen aktivieren die Phytochelatin-
Synthase [44, 167, 185-188]. Eine Phytochelatin-Induktion wird nach der
Zugabe von APF*, Fe?*, Mn**, MoO4, Cr*, U*, V¥ und von Alkali- bzw.
Erdalkalimetallen nicht beobachtet. Die beschriebene Aktivierung der
Phytochelatin-Synthase (PCS) durch Ni?*, Te*', W®, SeO;* war nicht
reproduzierbar [184, 189-192].

Phytochelatine sind nicht genkodiert, sondern werden durch das konstitutiv
exprimierte Enzym y-Glutamylcysteinyl-Dipeptidyl-Transpeptidase (PCS) mit
Glutathion als Substrat gebildet [193, 194]. Das Enzym wird von Metallionen
aktiviert (Abbildung 8). Fur A. thaliana ist erwiesen, dass AtPCS1 fur PCS
kodiert [195]. Die Expression dieses Gens in S. cerevisiae, welches keine
PCS bildet, fuhrt zur Ubertragung der Cadmium-Resistenz [196-198] .

Cd*
Glu @m O
+ ——»YGlu-Cys ———» GSH ———» PC —» Cd - PC ——» Vakuole
GCS GS PCS HMT 1
Cys
mRNA mRNA mRNA
0 —cd*—[ 0——Cd*
i At Ta
Gen AUBJ Gen Gen

Abb. 8: Biosynthese von Phytochelatinen (grafisch verandert nach [193])
Bekannte Punkte der Biosynthese mit positiver bzw. negativer Regulierung der
Enzymaktivitat oder der Genexpression werden mit @ und e angezeigt. Anhand
der Modellpflanzen A. thaliana (At), Brassica juncea (Bj) und T. aestivum (Ta)
werden die Regulationsmechanismen beschrieben. HMTL1 ist ein Transporter in
der Vakuolmembran fur Cd-PC

Die Induktion von Phytochelatinen durch Cadmium ist bisher am intensivsten
untersucht worden [199-202]. Das von Zellen aufgenommene Cadmium
stimuliert die Phytochelatin-Synthase und im Cytoplasma werden LMW-Cd-
PC-Komplexe gebildet (,Jow molecular weight complex®; Molmasse 1,8 kD)
[13]. Der LMW-Komplex besteht groRtenteils aus PC; bei einem SH:Cd-
Verhaltnis von 3:1. Fiur die Spalthefe ist nachgewiesen, dass die LMW-Cd-
PC-Komplexe mit dem ATP-abhangigen HMT1-Transporter aus dem Cytosol
in die Vakuole transportiert werden [203]. Die Autoren beschreiben, dass der
LMW-Komplex in der Vakuole weiteres Cd und zusatzlich Sulfid aufnimmt
und zu einem HMW-Komplex (,high molecular weight complex®; 4 kD)
aggregiert. Der HMW-Komplex besteht aus Phytochelatin-Monomeren mit
einer Kettenlange von n >4 mit einem SH:Cd-Verhaltnis von 1,5:1. Das
zusatzlich aufgenommene Cadmium gelangt moglicherweise mit einem
Cd?/H*-Antiporter in die Vakuole [204]. Der HMW-Komplex enthalt neben
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Cadmium auch Kupfer und Zink. Je nach lonenstérke des Puffersystems sind
fur den HMW-Komplex Molmassen von bis zu 8 kD beschrieben [202].

GRILL ET AL. konnten Phytochelatinkomplexe mit Cu®, Zn** und Pb®*" aus
pflanzlichen Zellkulturen reinigen [44]. Die Rekonstitution von Phytochelatin-
Komplexen gelang mit Cu*, Ag*, Pb%®" und Hg?* [192, 205-209].

Fur Phytochelatine werden verschiedene Funktionen in der Metallentgiftung
und dem Schwermetallmetabolismus diskutiert. In vitro-Experimente haben
gezeigt, dass Kupfer-Phytochelatine die apo-Form des Enzyms Diamino-
Oxidase, welches Kupfer als Kofaktor benétigt, reaktivieren kdnnen. Zink-
Phytochelatine reaktivieren die apo-Form der Carboanhydrase [210].
Phytochelatinen wird deshalb eine Funktion bei der Homoostase von
Metallen zugesprochen [100, 201]. Hinweise auf die Bedeutung von
Phytochelatinen fur die Schwermetallentgiftung liefern Untersuchungen an
cadl-Mutanten von Arabidopsis und S. pombe, die kein Phytochelatin bilden.
Diese Mutanten sind sensitiver gegentber Cadmium und Arsenat [194, 195].
Bei niedrigen Cd-Konzentrationen von 0,6 pmol/L ist zudem eine erhdhte
Empfindlichkeit gegeniiber Cadmium im Vergleich zu den Wildtypen dieser
Pflanzen festzustellen. Algen reagieren mit der Produktion von
Phytochelatinen auf erhdhte Schwermetallkonzentrationen [211-214].

1.6.5 Kompartimentierung

Die Kompartimentierung von Schwermetallen ist von grof3er Bedeutung fur
die Schwermetalltoleranz von Pflanzen. Das zentrale Entsorgungsorganell in
der Pflanzenzelle ist die Vakuole, welche als grof3tes Organell bis zu 80 %
des Volumens einer Zelle einnimmt (Abbildung 9).

Cytoplasma
Plasmalemma
Mittellamelle

glattes ER
Kernhulle mit Kernporen
Zellkern mit Nucleoli
raues ER
Sphaerosomen
Tupfel

Chloroplast
Zellwand
: Mikrotubuli
Golgi-Vesikel
Dictyosom

Vakuole

Tonoplast
Peroxisom
Mitochondrium
Glyoxysomen
Lysosomen

ECTNNOQTOo3ITATIQ@TRONTY

Abb. 9: Schema einer jungen Pflanzenzelle [215]

Gereinigte Vakuolen aus Tabakblattern enthalten praktisch die gesamte
Menge an Cadmium und Phytochelatinen [125, 216, 217]. Zudem wurde
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gezeigt, dass Cadmium-haltige Préazipitate in Vakuolen Cd-Phytochelatin-
Komplexe sind [218]. Moglicherweise spielen in der sauren Vakuole auch
andere Liganden eine Rolle; zumindest in Computersimulationen ist der
Citrat-Cd-Komplex bei vakuoldarem pH-Wert vorherrschend [219-221]. In den
Vakuolen des Taschelkrautes ist Nickel in einem Citrat-Komplex fixiert. Fur
Zellsuspensionskulturen von Tabakpflanzen ist beschrieben, dass Cadmium
und Zink in der Vakuole abgesondert werden und dort an organische S&uren
gebunden sind [125].

1.7 Sonnenblumen und Raps: Stand der Forschung

In den vorangegangenen Kapiteln wurden die physiologische Wirkung von
Schwermetallen auf tierische und pflanzliche Organismen sowie mdgliche
Schutz- und Toleranzmechanismen von pflanzlichen Organismen gegenuber
Schwermetallen ausfihrlich vorgestellt. Im Folgenden werden bisherige
Ergebnisse der Forschung an Sonnenblumen und Raps entsprechend der
zentralen Thematik dieser Arbeit beschrieben.

1.7.1 Sonnenblumen

Die Sonnenblume (Helianthus annuus) gehort
zur Familie der Korbblitler (Asteraceaen). Sie
stammt aus dem westlichen und mittleren
Amerika. In den Anbaugebieten (Russland,
Nordamerika) ist der Sommer kurz und heif3.
Sonnenblumen wachsen zu 1,5 - 2,5 m hohen
Pflanzen heran. Die Blatter sind herzférmig,
gegenstandig bis wechselstdndig, am Rand
gezahnt und lang gestielt. Die Blutenkopfe sind
mit einer Breite von 10 - 40 cm sehr grof3.

Abb. 10: Sonnenblume (Helianthus annuus) [1]

Der Blutenstand ist von Hochbléattern, den so genannten Hullkelchblattern,
umgeben. Die einzelnen Bluten sitzen auf dem Korbboden. Die Frucht der
Sonnenblume ist eine ,Achane®” mit einem Samen, bei der Fruchtwand und
Samenschale fest verbunden sind. Die Frichte sind 0,8-1,7 cm lang, 0,4-0,9
cm breit und enthalten 40-50 % fettes Ol, ca. 25 % Eiweil sowie
Saccharose, Lecithin, Cholin, Betain und Gerbstoffe. Industrielle Nutzung
finden die Sprossachsen von Sonnenblumen als Ausgangsmaterial fur
Faserplatten und Zellulose [222].

Sonnenblumenkerne sind intensiv auf ihre Inhaltstoffe wie Schwermetalle
(vgl. Tabelle 1), Proteine und Fette untersucht worden.

Mithilfe der Gelchromatographie konnten in Sonnenblumenkernextrakten funf
Proteinfraktionen nachgewiesen werden. Ein 15-S-Globulin mit einer
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Molmasse von >600 kD sowie Helianthinin, ein 11-S-Globulin mit einer
Molmasse von 300-400 kD. Zudem wurden ein 7-S-Globulin (100 kD) und
kleinere Proteine bei 20 kD bzw. <12 kD nachgewiesen [223, 224].
Verschiedene Untersuchungen beschaftigten sich mit der Isolierung und
Charakterisierung von Helianthinin [225, 226-233]. Dabei wurde festgestellt,
dass es aus Untereinheiten von 60 kD sowie 40 kD bzw. 20 kD aufgebaut ist
(Abbildung 11). Diese Bausteine bilden sich aus dem ursprtinglichen Protein
durch den Einsatz von Proteasen wie Alcalase [230-233] oder durch
Disulfidbriicken spaltendes Mercaptoethanol [225]. In Kapitel 1.5.4 werden
Schwermetall-bindende Proteine mit Thiol- oder Carboxyl-Gruppen
ausfuhrlich diskutiert. Abbildung 11 zeigt, dass derartige funktionelle
Gruppen auch in den Speicherproteinen aus Sonnenblumenkernen enthalten
sind. Bisher st allerdings noch ungeklart, ob die beschriebenen
Speicherproteine eine Rolle bei der Komplexierung von Schwermetallen in
Sonnenblumenkernen spiele.

EOASSBCPCT‘ = @@
N 2

H, NH ‘@
350-400 kD holoprotein
Extraction
buffer
8-S -SH -SH
6 I}\ él = 6ASH+ 6B

COOH =

40 kD 20kD
60 kD subunits A-polypeptides B-polypeptides

Abb. 11: Bausteine eines 11-S-Globulins [225]
Das Protein (,holoprotein“) besteht aus sechs Untereinheiten, welche jeweils aus
einem acidischen (A) und einem basischen (B) Polypeptid aufgebaut sind. Durch
den Einfluss des Puffersystems (pH 8,0; Phosphat/NaCl-Puffer; 0,05 mol/L)
zerféllt das 11-S-Globulin in seine Untereinheiten [A-B]. Der Einfluss von ME fiihrt
zur Dissoziation in die Polypeptide A und B

Des Weiteren wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem
Cadmiumgehalt in Sonnenblumenpflanzen und deren Wachstum bzw. einer
Schadigung des Photosystems besteht. Diese Untersuchungen wiesen nach,
dass Pflanzen, die Cadmiumstress ausgesetzt waren, weniger Chlorophyll
und l6sliche Saccharide enthalten [57, 210, 234-237]. Ferner wurde
festgestellt, dass Eisen und Cadmium eine Abnahme der Superoxid
Dismutase-Aktivitat zur Folge haben [210], wahrend Kupfer deren Aktivitat
erhoht. Zudem setzen Cadmium, Eisen und Kupfer die Aktivitat von Katalase,
Ascorbat-Peroxidase, Glutathion-Reductase und Dehydroascorbat-
Reductase in Sonnenblumen herab. Die Autoren schliel3en, dass Cadmium,
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Eisen und Kupfer in Sonnenblumenblattern oxidativen Stress ausiben [210].
JovANoOvIC ET AL. untersuchten die Aufnahme und Verteilung von Uran in
Sonnenblumen-, Soja- und Maispflanzen [238]. Sonnenblumen akkumulieren
um den Faktor zwei bis drei mehr Uran als Mais- und Sojapflanzen. Die
Autoren postulieren, dass Sonnenblumen fur die Uranremediation geeignet
seien, weil die héheren Urangehalte keine Wachstumsstérungen auslosen.
Erst wenige Untersuchungen beschéftigten sich mit dem Transport von
Nahrstoffen in Sonnenblumen. GLINKA ET AL. stellten fest, dass Abscisinsaure
(ABA), ein in Pflanzen vorliegendes Stresshormon, den Wassertransport und
die lonenabgabe in das Xylem von Sonnenblumenwurzeln verstarkt [239].
QUINTERO ET AL. untersuchten den Einfluss von ABA, Kalzium und
Quecksilber auf den Wassertransport in Wurzeln von 20 Tage alten
Sonnenblumen [240, 241]. Es gelang, Aquaporine in Sonnenblumenwurzeln
nachzuweisen. Aquaporine sind Membranproteine, die als wasserspezifische
Kanale moglicherweise den Wassertransport innerhalb der Wurzeln
kontrollieren [242]. Eine Verdffentlichung beschreibt den Einfluss von
Rhizospharebakterien auf das Wachstum und die Stickstoffaufnahme von
Sonnenblumen [243]. Es wurde gezeigt, dass das Rhizobakterium Rhizobium
sp. YAS34 als Wachstumspromotor wirkt, indem es die Stickstoffaufnahme
erhoht sowie die Auswirkungen von Wasserstress reduziert. Wenig unter-
sucht sind Schwermetallspezies wie Metallothioneine, allerdings wiesen
GALLEGO ET AL. in Sonnenblumenblattern Phytochelatine nach [210, 235].

1.7.2 Raps

Raps (Brassica napus L.) gehort zur Familie der Kreuzblitler (Cruciferen)
und der Gattung Brassica, in der sich ebenfalls Riuben (B. rapa) und
Gemusekohl (B. oleracea) finden. Raps wird weltweit, insbesondere in China,
der EU und Indien, angebaut. Die Blutezeit des Raps ist von April bis
September. Rapspflanzen sind 60-140 cm hohe Pflanzen mit blaugriinen
Blattern. Rapsbliten sind goldgelb (Abbildung 12a).

-

Abb. 12: Blihender Raps (links) und Fruchtstand von Raps (rechts) [1]
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Die Frucht des Raps (Schote) besteht aus zwei grof3en, bei der Fruchtreife
meist abspringenden Klappen und einem Plazentar-Rahmen (Replum), in
dem die falsche Scheidewand ("Silberhdutchen™) ausgespannt ist. Das
Replum tragt beiderseits die Plazenten mit den Samen [244].

Rapssamen enthalten ca. 42 % fettes Ol, sind 1,5 bis 2,5 mm groR, kugelig
und dunkelbraun. Raps wird zur Gewinnung von fettem Ol angebaut.
AulRerdem ist das Rapsschrot mit einem Rohproteingehalt von tiber 30 % ein
wertvolles Futtermittel [245-247]. Charakteristisch fur die Arten der Gattung
Brassica sind die sich von Thiohydroxaminosdureestern ableitenden
Glucosinulate, die in allen Teilen der Pflanze vorkommen [248]. Die
Verwendung von Rapso6l, welches eine erndhrungsphysiologisch
hervorragende Fettsaurezusammensetzung hat, war friher durch den Gehalt
an Glucosinulaten (Senfdlglycoside) und Erucasdure eingeschrankt. Seit der
Zichtung des so genannten ,00“-Raps mit einem geringeren Anteil an
Senfdlglycosiden und Erucaséaure ist dieses Problem beseitigt.

Im Vergleich zu Sonnenblumen gibt es fiir Raps weniger Untersuchungen.
Dieses ist moglicherweise auf die taxonomische Ahnlichkeit von Brassica
napus und Arabidopsis [160] zurtickzufiihren. Wie bei Sonnenblumen wurden
beim Raps die Saaten vor allem wegen ihrer Bedeutung fir die Olgewinnung
und Tiererndhrung intensiv untersucht. Im Samen von Raps gibt es zwei
Haupt-Speicherproteine, das 12-S-Globulin Cruciferin und das 2-S-Albumin
Napin, die 60 % bzw. 20-30 % der Gesamtproteinmenge ausmachen [249,
250]. Cruciferin ist ein salzlosliches Hexamer mit einer Molmasse von 300-
350 kD welches aus drei Untereinheiten: crul, cru2/3 und cru4 besteht [251-
253]. Napin ist wasserloslich (13 kD) und enthalt zwei durch Disulfid-
Bindungen gekoppelte Polypeptide (9 kD und 4 kD) [254-256].

Einen Schwerpunkt der Forschung an Raps bildet die Charakterisierung von
so genannten ,metallothionein-like-genes” (vgl. 1.5.4.2). Diese Gene wurden
einerseits in Brassicaceen nachgewiesen [160], aber auch die Expression
von MT Il kodierenden Genen in Brassica napus ist beschrieben [246]. Die
Genexpression resultiert in einer stark erhdohten Cadmiumtoleranz der
untersuchten transgenen Pflanzen [257]. In anderen Untersuchungen wurden
Kalzium-bindende Proteine aus Rapsblitenstaub isoliert. Es wurde ein Gen
isoliert, welches fiur eines dieser Proteine (8,6 kD) kodiert. Das Gen wird als
BPC1 (Brassica napus pollen calcium-binding protein 1) bezeichnet [258].
Eine Veroffentlichung beschreibt die Isolierung von Cadmium- und Thallium-
bindenden Substanzen aus Rapsblattern. Es wurden hoch- (>80 kD) und
niedermolekulare (4,4 kD) Cadmium-Bindungsformen isoliert. Die Amino-
saureanalyse dieser Substanzen ergab keine schwefelhaltigen Aminosauren
[259], so dass es sich nicht um Metallothioneine handelt. Zudem wurden
Phytochelatine in den Blattern von Raps nachgewiesen [182].

Keine der vorliegenden Veroéffentlichungen hat sich den Ursachen fur die im
Vergleich zu Rapssamen hohen Cadmium- und Nickelgehalte in
Sonnenblumenkernen gewidmet. Beschrieben ist, dass Sonnenblumen sich
in ihrer Cadmiumaufnahme von anderen zweikeimblattrigen Pflanzen
unterscheiden. Sonnenblumen nehmen &hnlich wie einkeimblattrige Pflanzen
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(z.B. Weizen), grofzere Mengen an Cadmium auf [6]. Die Ursachen fir diese
Unterschiede sind allerdings nicht systematisch untersucht worden.

1.8 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Ursachen der Unterschiede in den
Cadmium- und Nickelgehalten von Sonnenblumen und Raps aufzuklaren.
Folgende Kernfragen stehen dabei im Mittelpunkt:

Lokalisierung von Schwermetallen:
» In welchem MalRe werden verschiedene Schwermetalle von
Sonnenblumen und Raps akkumuliert?
» Existieren Unterschiede bei der Schwermetallakkumulation durch
Sonnenblumen und Raps?
» In welchen Pflanzenorganen und Zellorganellen werden die
Schwermetalle bevorzugt akkumuliert?

Transport von Schwermetallen
» Inwieweit sind Unterschiede im Schwermetalltransport fir die
Unterschiede im Schwermetallgehalt von Sonnenblumen- und
Rapspflanzen verantwortlich? Orientierende Untersuchungen des
Xylemsaftes sollen erste Rickschlisse ermdglichen.

Analyse der Bindungsformen von Schwermetallen

» An welche Igslichen und unl6slichen Zellbestandteile sind Schwer-
metalle in Sonnenblumen und Raps gebunden? Loésliche Zellbestand-
teile sind Komplexbildner wie Metallothioneine oder organische
Sauren. Zu den unldslichen Zellbestandteilen zahlen die Zellwande
und Zellmembranen.

» Welche Schutz- bzw. Regelungs-Mechanismen (vgl. 1.6) sind an der
Schwermetall-Toleranz von Sonnenblumen und Raps beteiligt?

> Unterscheiden sich die von den Olsaaten genutzten Mechanismen?

1.8 Untersuchungsmethodik

Vor diesem Hintergrund werden bei Sonnenblumen und Raps vergleichende
Untersuchungen bezuglich Verteilung, Transport, Speicherung und
Bindungsformen von Cadmium, Nickel, Eisen, Kupfer und Zink durchgefihrt.

Auswahl der analysierten Schwermetalle

Cadmium und Nickel wurden wegen des in Tabelle 1 dargestellten Unter-
schiedes in der Schwermetallakkumulation von Sonnenblumenkernen und
Rapssamen ausgewahlt, Kupfer wegen dessen hoher Affinitat zu Phyto-
chelatinen [260]. Eisen und Zink wurden als essenzielle Elemente mit
einbezogen. Zudem ist der anthropogen bedingte Elementeintrag in die
Umwelt fur die ausgesuchten Schwermetalle sehr hoch [20]. Auf
Untersuchungen fur Blei wurde verzichtet, weil der anthropogen bedingte
Eintrag von Blei in die Umwelt wahrend der vergangenen Jahre deutlich
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reduziert wurde [16-19]. Ferner deuten bisherige Untersuchungen an, dass
Blei von Pflanzen Uberwiegend aus der Luft (40-100 %) und nicht Gber das
Wurzelsystem aufgenommen wird [261]. Unterschiede in den Bleigehalten
von Pflanzen waren demnach weniger auf pflanzenspezifische als auf
anthropogene Ursachen zurtckzufihren.

Abbildung 13 zeigt schematisch die im Rahmen dieser Arbeit vorgesehene
methodische Untersuchungsweise.

Gewinnung von Xylemsaft Sonnenblumen- und Rapspflanzen Isolierung von Organellen;

(Hydrokultur); Best. der SM- <— > landwirtschaftlichem Praxis — (Hydrokultur);

Gehalte im Xylemsaft »  Anzucht in Hydrokultur Best. der Leitenzyme und der
SM-Totalgehalte

l

Separierung in die Pflanzengrundorgane:
Wourzel, Stangel, Blatter, Frucht

Schwermetallverteilung

Pflanzengrundorgane Bestimmung der SM-Totalgehalte

(Lagerung bei - 80°C) ————J-in den Pflanzengrundorganen mit
AAS und DCP

Extraktion mit Tris-HCI —Puffer

A4

Bindungsformen HomO@—bsm-Gehaneim Homogenat

v

Zentrifugation
Fettfraktion | - - -
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A 4
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Extraktes wassrigen Fraktion

A 4
Isolierung der Schwermetall-Bindungsformen
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Bindungsformen

Strukturanalytische Untersuchungen
Strukturanalytische der Schwermetall-Bindungsformen

Untersuchungen |
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Aminosaurenanalyse ESI-MS / ESI-MSMS Fluoreszenz-HPLC

Abb. 13: Schematische Darstellung der Untersuchungsmethodik
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Sonnenblumen und Raps aus landwirtschaftlichem Anbau

Zunachst werden die Probenahmen von Sonnenblumen- und Rapspflanzen
aus der landwirtschaftlichen Praxis durchgefihrt. Die Probenahme und
Probenaufbereitung sind entscheidende Arbeitsschritte bei der Spezies-
analytik. Denn die unsachgeméfRe Probenahme und Lagerung der Proben
fuhrt bereits zu einer Veranderung der urspringlichen (,hativen®)
Schwermetallspezies bzw. -Bindungsformen. Deshalb ist bei der
Probenahme auf eine schnelle Uberfiihrung der Proben in einen stabilen
Zustand zu achten. Dieses bedeutet im Allgemeinen, dass die Proben nach
Reinigung und Separierung in flissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieBend bei — 80°C gelagert werden [26, 113, 262]. Fur die eigenen
Untersuchungen werden die erhaltenen Pflanzen zunachst in ihre
Grundorgane Wurzel, Stangel, Blatt, Saaten zerlegt, mit destilliertem Wasser
gewaschen, in flissigem Stickstoff schockgefroren, homogenisiert und bei
-80°C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert. Zwischen der Probenahme auf
dem Feld und dem Ende der Probenaufbereitung im Labor liegen maximal 5
Stunden. Es wird daher angenommen, dass eine Veranderung der
naturlichen (,nativen“) Elementspezies weitestgehend vermieden wird (vgl.
1.5).

Anzucht von Sonnenblumen und Raps in Hydrokultur

Sonnenblumen und Raps werden unter definierten Wachstumsbedingungen
in Hydrokultur angeziichtet, wobei Anzuchtversuche in Cadmium-dotierter
Nahrlésung von besonderer Bedeutung sind (vgl. 11.1). Verschiedene
Cadmium-Konzentrationen werden angewendet, um den Einfluss von Cd**
auf die Entwicklung von Sonnenblumen- und Rapspflanzen sowie auf die
Cadmiumaufnahme systematisch zu erfassen (vgl. Kapitel 3).

Schwermetallverteilung in Sonnenblumen und Raps

Die Verteilung von Cadmium, Eisen, Kupfer, Nickel und Zink wird in den
Grundorganen (Wurzel, Stangel, Blatter, Frucht) von Sonnenblumen- und
Rapspflanzen aus dem landwirtschaftlichen Anbau und der Anzucht in
Hydrokultur bestimmt werden. Bei diesen Untersuchungen sollten Element-
spezifische physiologische Barrieren in Sonnenblumen- und Rapspflanzen
identifiziert werden. Es wird z.B. erwartet, dass der Eisengehalt in den
Wurzeln von Sonnenblumen- und Rapspflanzen im Vergleich zum Gbrigen
Pflanzenteilen sehr viel hoher ist [22, 263].

Eine weitere Differenzierung der Metallverteilung erfolgt durch Analyse der
Schwermetallgehalte in verschiedenen Zellorganellen wie Chloroplasten,
Mitochondrien und Peroxisomen. Die Isolierung der Organellen erfolgt aus
Kotyledonen von funf Tage alten Sonnenblumen- und Rapskeimlingen. Dazu
werden die Keimlingsblatter von Sonnenblumen und Raps in isotonischen
Medien (Mannitol, Saccharose) homogenisiert und Uber Percoll-Dichte-
gradienten zentrifugiert (vgl. 11.12). Auf diese Weise werden Fraktionen
gewonnen, die Organellen (Chloroplasten, Peroxisomen, Mitochondrien)
oder Zellwénde angereichert enthalten [264-268]. In den Fraktionen wird
nach einem mikrowellengestitzten oxidierenden Nassaufschluss (vgl. 11.6)
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der Schwermetallgehalt mit der Atomabsorptions- und Atomemissions-
spektrometrie (AAS, DCP) bestimmt. Die Qualitat der Analysendaten wird
durch zertifizierte Referenz-Standards uberpruft (vgl. 11.7).

Schwermetalltransport

Zur Charakterisierung des Ferntransports in der Pflanze werden auch
Schwermetallkonzentrationen in Xylemsaft bestimmt. Fiur die Gewinnung von
Xylemsaft (vgl. 11.11) werden 25 Tage alte Sonnenblumen- und
Rapspflanzen aus der Anzucht in Hydrokultur eingesetzt. Die Bestimmung
der Schwermetallgehalte erfolgt nach Nassaufschluss.

Schwermetallbindungsformen

Die bisher geplanten Untersuchungen beschaftigen sich ausschlie3lich mit
der Bestimmung von Elementtotalgehalten. Wie in Kapitel 1.5 beschrieben,
ist die Bindungsform entscheidend fur die Bioverfugbarkeit eines Schwer-
metalles, d.h. fir dessen Mobilitdt und biologische Wirkungsweise. Sowohl
fur Sonnenblumen als auch Raps liegen zu den Schwermetallbindungs-
formen nur wenige Erkenntnisse vor (vgl. 1.7). Deshalb sollen verschiedene
Bindungsformen von Cadmium, Kupfer, Nickel und Zink aus den vegetativen
und generativen Pflanzenteilen von Sonnenblumen und Raps extrahiert und
nachgewiesen werden.

Der Erhalt der ,nativen* Bindungsformen wahrend aller analytischen
Arbeitsschritte stellt die entscheidende Voraussetzung fur diese Zielsetzung
dar [26, 269, 270], wobei die Auswahl eines geeigneten Puffersystems fur die
Extraktion der Schwermetall-Bindungsformen aus pflanzlichen Matrices von
entscheidender Bedeutung ist, um die Bildung von so genannten
JArtefakten®, d.h. von nicht-nativen  Schwermetall-Bindungsformen
weitestgehend zu verhindern. Fiar Zink, Kupfer und Cadmium sind z.B. pH-
Werte unter 5 zu vermeiden, weil ansonsten diese Schwermetalle aus den
Bindungsformen herausgeltst werden [271]. Von der IUPAC (,Comission on
Microchemical Techniques and Trace Analysis®) wurden Anforderungen
beschrieben, die eine bei der Extraktion von Schwermetall-Bindungsformen
eingesetzte Pufferldsung erfullen sollte [271]:

» geringe Komplexbildungseigenschaften.

« Ausreichend hohe lonenstéarke des Puffers, um Wechselwirkungen der
Schwermetall-Bindungsformen mit dem Saulenmaterial bei der
Gelchromatographie zu unterdriicken.

Ein haufig verwendetes Pufferreagenz ist Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris).

NH

Clii,,
CH,OH

HOH,C CH,0H

Abb. 14: Strukturformel von Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)



24 Einleitung und Zielsetzung

Tris (pKs 8,3) ist Uber einen weiten pH-Bereich stabil, wobei der gewtinschte
pH-Wert der Pufferlosung bevorzugt mit verdinnter Salzsdure eingestellt
wird (vgl. 11.2). Tris-Puffer zeichnet sich durch eine geringe lonenstarke und
eine geringe Neigung zur Komplexbildung mit zweiwertigen Schwermetall-
ionen aus [272-275] und erscheint daher besonders geeignet, die
Schwermetall-Bindungsformen in ihrer nativen Form zu belassen [271-275].
Haufig wird ein Tris-HCI-Puffer mit einem pH-Wert von 7,4-9 und einer
Konzentration von 10-50 mmol/L zur Extraktion von Schwermetall-
Bindungsformen eingesetzt. Diese Vorgehensweise ist z.B. fur Extrakte aus
Rapspflanzen, dem Gras Agrostis gigantea, der Rauwolfie Rauvolfia
serpentina, Hafer, Weizen und zahlreiche weitere Pflanzen beschrieben [44,
143, 259, 271, 276-280]. Im Gegensatz zum Tris-Puffer lassen
Pufferlosungen mit hoher lonenstarke wie Ammoniumacetat- und
Kaliumchloridlésungen nur die Isolierung von lonen bzw. niedermolekularen
Schwermetall-bindenden Substanzen zu. Erst bei geringer lonenstarke sind
mit diesen Puffersystemen auch hodhermolekulare  Schwermetall-
Bindungsformen nachweisbar [276, 277]. Bei den eigenen Untersuchungen
wird entgaster Tris-Puffer (0,05 mol/L; pH 8,0) zur Extraktion der loslichen
Schwermetall-Bindungsformen aus Sonnenblumen- und Rapspflanzen
verwendet (vgl. Kapitel 6).

Die Ermittlung der Extraktionsausbeuten erfolgt durch eine Bilanzierung der
Schwermetalle. Der Extraktionsriickstand wird ebenfalls auf seinen Schwer-
metallgehalt untersucht, um den Anteil des an unl6sliche Zellbestandteile
(Organellmembranen, Zellwande usw.) gebundenen Schwermetalles
abzuschatzen.

Eine Standardmethode zur Trennung von Schwermetall-bindenden
Substanzen unter Erhalt der Bindungsformen, die auch im Rahmen dieser
Arbeit angewendet wird, ist die Gelfiltrationschromatographie (GFC) [26,
259, 262, 271, 277]. Ein UV-Detektor misst die Absorption bei 280 nm und
ein nachgeschalteter Leitfahigkeits-Detektor die zugehdrige Leitfahigkeit des
Eluates.

Als Gelmaterial dienen Dextrangele. Diese haben gegentber Silicagelen den
Vorteil, dass niedermolekulare Proteine in geringerem Mal3e von dem
Saulenmaterial adsorbiert werden [271, 276, 277, 281-283]. Die
Substanztrennung erfolgt bei der GFC nach der MolekulgroR3e.

Als Elutionsmittel dient ebenfalls die zuvor bei der Extraktion verwendete
entgaste Tris-HCI-Pufferlésung (0,05 mol/L; pH 8,0). Einige Autoren
beschreiben den Zusatz von Mercaptoethanol zum Elutionspuffer [271, 276,
284, 285]. Das reduktive Milieu soll eine Oxidation der Schwermetall-
Bindungsformen durch Luftsauerstoff bei der Gelfiltration sowie die
Adsorption von Proteinen an der Geloberflache verhindern.

Freie Cadmium-lonen im Extrakt werden durch Mercaptoethanol
abgefangen, ein Abspalten von Cadmium aus den nativen Bindungsformen
unter Bildung von Komplexen mit Mercaptoethanol ist dagegen nicht
beschrieben [271]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die
Schwermetall-bindenden Komponenten daher sowohl unter nicht-
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reduzierenden als auch unter reduzierenden Bedingungen aus den
Pflanzenorganen extrahiert und mit der Gelfiltration getrennt (vgl. 6.3).

Die Kalibration der verwendeten Chromatographiesaulen mit zertifizierten
Proteinstandards (z.B. Albumin) und die Elutionsbedingungen bei der
Gelfiltration sind in Kapitel 11.3 ausfuhrlich beschrieben.

Durch die Analyse der Cadmium-, Kupfer-, Nickel- und Zinkgehalte in den
Fraktionen der Gelfiltration mit AAS und DCP (vgl. 11.7) lassen sich den
l6slichen Schwermetall-bindenden Substanzen an Hand der chromatogra-
phischen Kenngrof3en Molmassen zuordnen (vgl. 11.3).

Strukturanalytische Untersuchungen der Bindungsformen

Die l6slichen Cadmium-Bindungsformen aus Sonnenblumen- und Raps-
wurzeln sowie den Olsaaten sollen unter Erhalt der Bindungsform von dem
Uberschuss an Begleitstoffen getrennt und anschlieRend strukturanalytisch
untersucht werden. Zur Aufreinigung kann unter anderem die lonenaus-
tauscher-Chromatographie (IAC) verwendet werden [271, 276, 286-288].
Die IAC (vgl. 11.4) hat den Vorteil, dass die zu isolierende Substanz
konzentriert wird, nachdem zuvor bei der GFC eine Verdinnung erfolgt ist.
Die Cadmium-haltigen Fraktionen der IAC werden durch GFC umgepuffert
und anschlieRend lyophilisiert.

Die lyophilisierten Cadmium-haltigen Substanzen werden strukturanalytisch
untersucht. Als mdgliche Cadmium-bindende Substanzen werden
Phytochelatine vermutet, welche Thiolgruppen enthalten. Mit der HPLC wird
daher geprift, ob die isolierten Substanzen Thiolgruppen enthalten. Im
Rahmen dieser Arbeit wird die Fluoreszenz-HPLC (vgl. 11.5) nach vor-
heriger Derivatisierung der thiolhaltigen Substanzen mit Monobrombiman
verwendet [199, 289, 290-295]. Diese Methode hat gegenuber der alternativ
anwendbaren Nachsaulenderivatisierung mit Ellmann’s Reagenz den Vorteil
einer um den Faktor 1000 niedrigeren Nachweisgrenze von 3 pmol [290]. Die
optimalen Derivatisierungsbedingungen sind ebenso wie der Gradienten-
verlauf im Rahmen einer dem Projekt angegliederten weiteren Diplomarbeit
erarbeitet worden [296].

Ein Teil der lyophilisierten Cadmium-haltigen Substanzen wird fur eine
Aminosaurenanalyse vorbereitet (vgl. 11.13), um an Hand des Aminosaure-
profils zu klaren, ob es sich bei den isolierten Cadmium-Bindungsformen um
Phytochelatine handelt oder nicht. Weitere strukturanalytische Informationen
erhoffen wir uns von dem Einsatz der Elektrospray-MS [297, 298].

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der beschriebenen
Untersuchungsmethoden bzw. -verfahren dargestellt und interpretiert.
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2 Schwermetalle in Sonnenblumen- und Rapspflanzen
aus landwirtschaftlichem Anbau

Allgemein ist der Schwermetallgehalt in den verschiedenen Pflanzengrund-
organen sehr unterschiedlich [66, 216, 299-301]. Die Schwermetallverteilung
in landwirtschaftlichen Kulturpflanzen zeigt in der Regel einen abnehmenden
Gradienten von der Wurzel tber Stiel und Blatt bis zur Frucht [51, 302-304].
Ausnahmen sind Salat, Kohl, Wasserkresse, in denen der Schwermetall-
gehalt in den Wurzeln niedriger ist als im Spross [64]. Fur Sonnenblumen
und Raps liegen nur wenige Ergebnisse zur Schwermetallverteilung vor (vgl.
1.7).

Im Folgenden wird deshalb die Verteilung von Cadmium, Nickel, Kupfer,
Eisen und Zink in den Grundorganen (Wurzel, Stangel, Blatter, Frucht) von
Sonnenblumen- und Rapspflanzen aus dem landwirtschaftlichen Anbau
untersucht.

2.1 Sonnenblumenkerne

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Sonnenblumenkerne stammen
von Proben der staatlichen ,Wertprifung® von Sonnenblumenkernen aus
verschiedenen deutschen Anbaugebieten. Ein grofRer Teil der Untersuchun-
gen wurde an Sonnenblumenkernen der Sorte ,Petra“ der Ernten 1996-98
durchgefuhrt.

Tabelle 5 zeigt die Schwermetallgehalte in den untersuchten bzw. fur die
Pflanzenanzucht verwendeten Sonnenblumenkernen.

Tab.5: Schwermetallgehalte der untersuchten Sonnenblumenkernmuster
Mittelwert; geschéalte Sonnenblumenkerne (n = 5);
Mittelwerte; Sonnenblumenkerne der Sorte ,Petra“, Ernte 1996-98 (n = 3)

Olsaaten Cadmium Nickel Kupfer Eisen Zink
[mg/kg TS]

SBK (Mischmuster, geschalt) 0,505 4,0 25 56 56

SBK (Sorte Petra, 1996) 0,232 2,3 20 50 36

SBK (Sorte Petra, 1997) 0,215 2,0 18 58 51

SBK (Sorte Petra, 1998) 0,288 2,1 22 49 51

2.2 Rapssamen

Die untersuchten Rapssamen stammen von Mustern der ,Besonderen
Ernteermittlung” (BEE) einer Monitoring-Untersuchung des Bundes und der
Lander, die an der BAGKF in Detmold durchgefihrt wurde. Weitere
Rapssamen stammen von Probenahmen auf Feldern in der Nahe von
Detmold (1998, 2000). Die Schwermetallgehalte der untersuchten
Rapssamen sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Tab. 6: Schwermetallgehalte der untersuchten Rapssamenmuster
Mittelwerte, n = 3

Olsaaten Cadmium Nickel Kupfer Eisen  Zink
[mg/kg TS]

Rapssamen (Mischmuster) 0,046 0,46 15 20 44

Rapssamen (BEE 1996) 0,039 0,43 7,5 70 40

Rapssamen (Dt-Mosebeck, 1998) 0,048 0,31 3,3 85 46

Rapssamen (Dt-Mosebeck, 2000) 0,036 0,49 2,6 63 35

Der in Tabelle 1 gezeigte Unterschied der Cadmium- und Nickelakkumulation
in Sonnenblumen- und Rapssamen wird auch beim Vergleich von Tabelle 5
und 6 deutlich. Die untersuchten Sonnenblumenkerne akkumulieren funf bis
zehnmal so viel Cadmium und Nickel wie Rapssamen. Demgegenuber
unterscheidet sich der Eisen- und Zinkgehalt nur unwesentlich. Auffallig sind
die unterschiedlichen Kupfergehalte. Der Kupfergehalt ist in den
Mischmustern deutlich hoher als in den Einzelproben. Eine &hnliche
Beobachtung wird bei den Sonnenblumenkernen der Sorte ,Petra“ gemacht,
deren Cadmiumgehalt ebenfalls sehr viel niedriger ist als in den untersuchten
Sonnenblumenmischmustern. Es ist zu vermuten, dass diese Ergebnisse auf
Unterschiede in der Bioverfluigbarkeit der Schwermetalle zuriickzufiihren und
somit geogen bedingt sind.

2.3 Sonnenblumen

Die fur diese Untersuchungen verwendeten Sonnenblumenpflanzen
stammen von zwei Standorten. Die erste Probenahme fand im August 1998
in Unterfranken und eine Weitere im August 1999 in der Nahe von Vinsebeck
(Ostwestfalen) jeweils wahrend der Reifeperiode statt. Das Reifestadium der
Sonnenblumenkerne wird anhand des Wasser- und Fettgehaltes der Proben
abgeschéatzt. In den nicht ausgereiften Sonnenblumenkernen der Probe-
nahmen in Unterfranken und Vinsebeck ist der Wassergehalt mit 85 %
deutlich hoher als in den Ausgereiften mit weniger als 10 %. Dagegen ist der
Fettgehalt in den nicht ausgereiften Sonnenblumenkernen mit etwa 15 %
deutlich niedriger als in den reifen Sonnenblumenkernen mit ca. 50 %.

Tab. 7: Schwermetallgehalte in Sonnenblumenpflanzen aus landwirtschaft-

lichem Anbau wahrend der Reifeperiode (Unterfranken, 1998)
Mittelwerte, n =5

Pflanzenteil Cadmium Nickel Kupfer Eisen Zink
[mg/kg TS]
Wurzeln 0,785 5,3 17 1500 31
Stangel 0,170 0,4 4,3 46 9,2
Blatter 0,523 29 39 255 48
Korb 0,220 14 9,3 50 19
Sonnenblumenkerne 0,166 4,2 14 71 47
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Auffallig ist der sehr hohe Eisengehalt in den Wurzeln (1500 mg/kg TS),
welcher sich innerhalb der Pflanze nicht in gleichem MalRRe fortsetzt. Die
Cadmium- und Nickelgehalte sind ebenfalls in den Wurzeln am héchsten.
Zink wird bevorzugt in den Blattern (48 mg/kg TS) und Saaten (47 mg/kg TS)
akkumuliert. Eisen und Kupfer sind Bestandteile des Photosynthese-
apparates, was erklart, warum die hoéchsten Kupfer- (39 mg/kgTS) und
erhohte Eisengehalte (255 mg/kg TS) in den Blattern zu beobachten sind.
Die Cadmium-, Nickel-, Kupfer- und Zinkgehalte sind in den aus Vinsebeck
stammenden Sonnenblumen zumeist etwas hoher als in den Sonnen-blumen
aus Unterfranken. Einzig der Eisengehalt ist in den Wurzeln der
Sonnenblumen aus Vinsebeck mit 900 mg/kg TS niedriger als in den
Wurzeln der Sonnenblumen aus Unterfranken. Tabelle 8 vergleicht
exemplarisch die Cadmium- und Nickelgehalte.

Tab. 8: Vergleich der Cadmium- und Nickelgehalte in Sonnenblumen aus der
landwirtschaftlichen Praxis fir die Probenahmen 1998 in
Unterfranken und 1999 in Vinsebeck

Unterfranken 1998 Vinsebeck 1999
Cadmium Nickel Cadmium Nickel
[Mg/kgTS]
SB-Kerne 0,166 4,21 0,196 7,2
Blatter 0,523 2,88 1,03 2,40
Stangel 0,170 0,35 0,29 0,32
Wurzeln 0,785 5,32 1,00 13,6

Tabelle 8 zeigt, dass der Cadmiumgehalt in den Sonnenblumen aus
Vinsebeck hoéher ist als in den Sonnenblumen aus Unterfranken. Der Nickel-
gehalt ist in den Wurzeln (14 mg/kg TS) und den Kernen (7 mg/kg TS) der
Sonnenblumen aus Vinsebeck in etwa doppelt so hoch wie in den
Sonnenblumen aus Unterfranken. Auffallig ist, dass fur beide Sonnenblumen-
pflanzen der Nickelgehalt in den Blattern mit 2-3 mg/kg TS &hnlich hoch ist.
Ein erhohter Nickelgehalt in den Wurzeln von Sonnenblumen ist anscheinend
nicht mit einer Erhdhung des Nickelgehaltes in den Blattern verbunden.

Der Cadmiumgehalt ist in den nicht ausgereiften Sonnenblumenkernen
(Abbildung 15) mit etwa 0,2 mg/kg TS deutlich niedriger als in den
Ausgereiften mit durchschnittlich 0,4 mg/kg TS (Tabelle 1). Demgegenuber
sind die Kupfer-, Nickel- und Zink-Gehalte in nicht ausgereiften und
ausgereiften Sonnenblumenkernen, bezogen auf die Trockensubstanz, in der
gleichen GroRRenordnung. Méglicherweise ist die Einlagerung von Cadmium
in die Sonnenblumenkerne zum Zeitpunkt der Probenahme noch nicht
abgeschlossen. Dieses ware ein Hinweis darauf, dass der Cadmiumgehalt in
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den Sonnenblumenkernen &hnlich wie der Cadmiumgehalt in Weizenkdrnern
vom Reifestadium abhangt.

Sonnenblumen und Raps sind zweikeimblattrige Pflanzen. Im Gegensatz
zum Raps akkumulieren Sonnenblumen allerdings &hnlich  wie
einkeimblattrige Pflanzen (z.B. Weizen) grof3ere Mengen an Cadmium. In
Kapitel 1.4 wurde fir Weizen beschrieben, dass Cadmium, Nickel und Zink
wahrend der Reifeperiode in Weizenkodrnern angereichert werden. Hierfur
wird eine Remobilisierung dieser Schwermetalle wéahrend der generativen
Wachstumsphase Uber das Phloem verantwortlich gemacht [79-88].
Untersuchungen zum Schwermetallgehalt in den Schalen von Sonnenblu-
menkernen konnten einen ersten Hinweis liefern, dass die fir Weizen
beschriebene Remobilisierung von Cadmium, Nickel und Zink Uber das
Phloem bei Sonnenblumen ebenfalls eine Rolle spielt. Tabelle 9 zeigt die
Schwermetallverteilung in geschélten Sonnenblumenkernen der Ernte 1996:

Tab. 9: Schwermetallgehalte in Schalen und geschéalten Kernen von
Sonnenblumen (Mischmuster 1996, geschalt)
Mittelwerte; n = 3

Cadmium Nickel Kupfer Zink
[mg/kgTS]
Kerne 0,51 4,0 25 56
Schale ‘ 0,20 2,0 21 23

Bei Sonnenblumenkernen ist der Gehalt an Cadmium, Nickel und Zink im
geschalten Kern deutlich hoher (Faktor 2-3) als in der Schale. Dem-
gegenuber ist der Kupfergehalt in den Schalen und den geschéalten Sonnen-
blumenkernen nahezu identisch. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
entsprechen den Beobachtungen fur Weizenkorner. In den Spelzen von
Weizenkérnern werden Phloem-mobile Schwermetalle wie Cadmium, Nickel
und Zink im Gegensatz zu Xylem-mobilen wie Mangan nur in geringem Male
angereichert [88]. Es st daher zu vermuten, dass die hdheren
Cadmiumgehalte in den Sonnenblumenkernen wie bei Erdnuss, Weizen, und
Linsen auf einen Cadmiumtransport tber das Phloem zuriickzuftihren sind.
Die Abbildungen 15 a-c zeigen fur Sonnenblumenpflanzen der Probenahmen
1998 und 1999 die prozentuale Verteilung von Cadmium, Kupfer, Eisen,
Nickel und Zink in Sonnenblumen- und Rapspflanzen.
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Abb. 15 a: Verteilung von Cadmium und auf die vegetativen Pflanzen-
teile von Sonnenblumen
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Abb. 15 b: Verteilung von Eisen und Nickel auf die vegetativen Pflanzenteile
von Sonnenblumen
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Abb. 15 c: Verteilung von Zink auf die vegetativen Pflanzenteile von
Sonnenblumen

Abbildungen 15 a-c zeigen, welches Pflanzengrundorgan von Sonnenblumen
eine Senke (engl. ,sink®) fur Schwermetalle darstellt. Cadmium, Kupfer und
Zink werden zu etwa 50-60 % in die oberirdischen vegetativen Pflanzenteile
verlagert. Dagegen ist dieser Anteil fur Nickel mit 40 % deutlich geringer.
Sonnenblumenkerne scheinen zu diesem Reifestadium keine Senke fir
Cadmium (10 %) und Eisen (5 %) zu sein, wahrend 20-30 % des gesamten
Kupfers, Nickels und Zinks in den Kernen nachzuweisen sind. Sonnen-
blumensténgel sind fir Cadmium (25 %) eine Schwermetallsenke. Zudem
wird deutlich, dass die Blatter von Sonnenblumen mit Ausnahme von Kupfer
(20 %) nicht als ausgepragte Schwermetallsenke fungieren. Die Wurzeln
enthalten zwischen 20 und 35 % des gesamten Cadmiums, Kupfers, Nickels
und Zinks sowie 80 % des gesamten Eisens. Im Ubergang von den Wurzeln
zu den oberirdischen Pflanzenteilen existiert fir Eisen somit eine besonders
effektive Barriere.

Des Weiteren verdeutlichen die Ergebnisse, dass die Akkumulation von
Cadmium in den nicht ausgereiften Sonnenblumenkernen zum Zeitpunkt der
Probenahme noch nicht abgeschlossen ist. Der in den Sonnenblumen-
kernen enthaltene Cadmiumanteil betrdgt etwa 20 % des in den ober-
irdischen Pflanzenteilen enthaltenen Cadmiums (Abbildung 16 a).

TRAULSEN [5] berichtet hingegen, dass dieser Anteil bei ausgereiften
Sonnenblumenkernen mit etwa 60 % sehr viel héher ist. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass bei Sonnenblumen ahnlich wie bei Weizen die
Cadmiumeinlagerung wéahrend der gesamten Entwicklung der Kerne anhalt.
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2.4 Raps

Im Folgenden werden die Ergebnisse von Untersuchungen an Rapspflanzen
aus landwirtschaftlicher Anzucht vorgestellt. Fir Rapspflanzen wurden drei
Probenahmen in Detmold-Mosebeck (Ostwestfalen) durchgefahrt. Im Juli
1998 und 2000 jeweils zum Ende der Reifeperiode sowie im April 2000
wahrend der Blitephase von Rapspflanzen.

Tab. 10: Schwermetallgehalte in Rapspflanzen aus landwirtschaftlichem
Anbau zum Zeitpunkt der Bllte (Detmold-Mosebeck; April 2000)
Mittelwerte; n =5

Pflanzenteil Cadmium Nickel Kupfer Eisen Zink
[mg/kg TS]

Wurzeln 0,356 1,80 4,64 610 78

Stangel 0,117 0,40 2,86 50 27

Blattstangel 0,261 0,41 1,36 70 13

Blatter 0,255 0,69 3,96 190 28

Blaten (komplett) 0,260 2,20 10,3 130 110

Die hochsten Kupfer- und Zinkgehalte sind in Wurzeln, den Bluten sowie
den Blattern von Rapspflanzen nachweisbar, wobei die héheren Gehalte in
den oberirdischen Pflanzenteilen zu finden sind. Nickel wird hauptsachlich in
den Wurzeln und den Bliten angereichert. Auffallig ist, dass die Blatter mit
0,7 mg/kg TS nur sehr wenig Nickel enthalten. Der Cadmiumgehalt ist in den
Grundorganen von Rapspflanzen mit 0,26-0,36 mg/kg TS ahnlich.

Der hdchste Eisen-Gehalt (610 mg/kg TS) wird, wie zuvor bei Sonnen-
blumen, in den Wurzeln von Rapspflanzen beobachtet. Im Gegensatz zu
Sonnenblumen (Tabelle 7) wird Eisen in Rapspflanzen auch zu einem
betrachtlichen Teil in die Blatter und Bluten verlagert.

Wie zuvor bei Sonnenblumen wird auch bei Rapspflanzen die Verteilung der
untersuchten Schwermetalle zwischen den verschiedenen Pflanzenorganen
vergleichend betrachtet, um mégliche Schwermetallsenken zu erkennen.

Cadmium

Stangel

Stangel
20% Wurzeln

Wurzeln
16% 36%

22%

Bllten
4%

Bluten

2% Blutenbléatter

9%

Blitenblatter
0,
6% Blatter Blattstangel

Blattstangel Blatter
5%
18 % 32% 0 30%

Abb. 16 a: Verteilung von Cadmium und auf die vegetativen Pflanzen-
teile von Raps
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Eisen Nickel
W;;/eln Wurzeln Stangel
. 0 35% 32%
Bluten
1%
Blutenblatter Bluten
2% 4%
Blattstangel
5% Blutenblatter
Blatt Sta | 8%
atter ange - .
24% 10% Blattstangel Blatter
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Abb. 16 b: Verteilung von Eisen und Nickel auf die vegetativen Pflanzenteile
von Raps

Zink i
Wurzeln Stangel
16% 41%

Bliuten
5%

Blutenblatter
7%
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Abb. 16 b: Verteilung von Zink auf die vegetativen Pflanzenteile von Raps

80-85 % des gesamten in der Rapspflanze enthaltenen Cadmiums, Kupfers
und Zinks werden in den oberirdischen Pflanzenteilen angereichert. Dieser
Anteil ist fur Nickel mit 65 % und Eisen mit 40 % deutlich geringer. Im
Gegensatz zu Sonnenblumen sind die Blatter bei Rapspflanzen fur
Cadmium, Kupfer, Eisen, Nickel und Zink eine bedeutende Schwermetall-
senke. Eisen wird bei Rapspflanzen ebenfalls zum tberwiegenden Teil in
den Wurzeln akkumuliert (60 %).

Nachfolgend werden die Schwermetallgehalte in Rapspflanzen beschrieben,
die 1998 und 2000 jeweils zum Ende der Reifungsperiode geerntet wurden.
Wahrend der Reifungsperiode der Rapspflanzen verholzen die Stiele und die
Blatter sterben ab. Daher stehen bei diesen Pflanzen ausschlie3lich Wurzel,
Pflanzenstiel und die Rapsschoten fur die Schwermetallanalytik zur
Verfligung (vgl. Abbildung 12 b). Die Rapsschoten wurden weiter unterteilt.
Es wurden die Schotenklappen, die Scheidewand und die Samen (vgl. 1.7)
separiert [244, 305, 306] und auf ihren Schwermetallgehalt untersucht. Die
Bestimmung der Schwermetall-Verteilungsmuster war bei diesen Pflanzen
nicht moéglich, weil die Schoten bei der Ernte aufplatzten und daher eine
Bilanzierung der Biomasse fur die Rapssamen nicht moglich war.



Sonnenblumen- und Rapspflanzen aus landwirtschaftlichem Anbau 33

Tab. 11: Schwermetallgehalte in Rapspflanzen mit reifen Samen aus landwirt-
schaftlichem Anbau (Detmold-Mosebeck; Juli 1998 und 2000)
Mittelwerte; n = 3

Pflanzenteil Cadmium Nickel Kupfer Eisen Zink
Erntezeitpunkt | 07.98 07.00 |07.98 07.00|07.98 07.00|07.98 07.00|07.98 07.00
[ma/kgTS]
Wurzeln 0,265 0,310| 3,5 3,7 4,1 43 | 650 625 31 33
Stangel 0,172 0,176 | 0,5 0,5 1,4 14 23 25 9,3 9,5

Schotenklappen | 0,220 0,235| 0,8 0,8 29 3,0 50 52 7,0 7,2
Scheidewand 0,222 0,230| 0,7 0,7 3.2 3.1 60 58 7,1 6,9
Samen 0,042 0,037| 04 04 | 34 2,9 74 73 41 42

Fur Cadmium, Nickel, Kupfer, Eisen und Zink sind die hdchsten Gehalte in
den Wurzeln der Rapspflanzen nachzuweisen. Es sind allerdings einige
Besonderheiten zu erkennen, die moglicherweise Erklarungsansatze fur den
zwischen Sonnenblumenkernen und Rapssamen beobachteten Unterschied
im Cadmium- und Nickelgehalt liefern.

Die Cadmiumgehalte von Rapspflanzen zur Blitezeit (Tabelle 10) und zum
Ende der Reifeperiode (Tabelle 11) sind in den Wurzeln und dem Sténgel
anndhernd gleich. Des Weiteren fallt auf, dass der Cadmiumgehalt in den
Schotenklappen und der Scheidewand &ahnlich hoch ist wie im Rest der
Pflanze. Dagegen ist der Cadmiumgehalt in den Rapssamen, welche in die
untersuchten Schoten eingelagert sind, um den Faktor funf bis sieben
niedriger als im Rest der Rapspflanze. In Kapitel 1.7 ist beschrieben, dass
die Rapssamen in den Rapsschoten in eine Plazenta eingebettet sind. Zum
Untersuchungszeitpunkt ist diese Plazenta vollkommen eingetrocknet,
sodass es nicht mehr mdglich war, deren Schwermetallgehalt zu bestimmen.
Trotzdem ist zu vermuten, dass die Plazenta eine physiologische Barriere
darstellt, die den Eintrag von Cadmium in die Rapssamen behindert.
Dagegen wird der Transport der essenziellen Schwermetalle Kupfer, Eisen,
Nickel und Zink anscheinend nicht wesentlich beeintrachtigt. Die Gehalte
dieser Schwermetalle sind in den vegetativen Pflanzenteilen, den Schoten-
bestandteilen und den Samen &ahnlich.

Auch fur Nickel zeigt sich eine Besonderheit. Der Nickel-Gehalt in Wurzeln
ist um den Faktor funf bis zehn hdher als im Rest der Rapspflanze. Dieser
Unterschied deutet sich auch fir Rapspflanzen an, die wahrend der Blutezeit
geerntet wurden. Der Nickelgehalt in den Wurzeln (Tabelle 9) ist um den
Faktor funf hoher als in den Blattern und im Stangel.

Der Eisengehalt ist wie bei Sonnenblumen und den wahrend der
Bluteperiode geernteten Rapspflanzen in den Wurzeln mit 650 mg/kgTS
besonders hoch. Die moéglichen Ursachen fir diese eisenspezifische Barriere
in Sonnenblumen- und Rapswurzeln werden im Rahmen der Wachstums-
versuche mit Sonnenblumen- und Rapspflanzen unter Hydrokultur-
bedingungen in Kapitel 5 ausfuhrlich beschrieben.
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Zwischenbetrachtung

Die Untersuchungen zur Schwermetallverteilung von Cadmium, Nickel,
Kupfer, Eisen und Zink haben fir Sonnenblumen und Raps aus der
landwirtschaftlichen Praxis einige wichtige Unterschiede aufgezeigt.

v' Die Cadmium-, Nickel-, Kupfer-, Eisen- und Zinkgehalte sind in den
verschiedenen Pflanzenteilen von Rapspflanzen im Allgemeinen
niedriger als in Sonnenblumenpflanzen. Diese Beobachtung entspricht
den Ergebnissen anderer Untersuchungen [5].

v' Bei Rapspflanzen wurden deutliche Hinweise fiir eine physiologische
Barriere fir Cadmium zwischen Schoten (Plazenta) und den Samen
erhalten.

v' Fur Nickel deutet sich bei den untersuchten Rapspflanzen im
Gegensatz zu Sonnenblumen eine physiologische Barriere im
Ubergangsbereich vom Wurzelsystem zu den oberirdischen
Pflanzenteilen an.

v' Sonnenblumenkerne akkumulieren im Vergleich zu Rapssamen mehr
Cadmium. Es deutet sich an, dass die Akkumulation von Cadmium
wahrend der gesamten Entwicklung der Sonnenblumenkerne anhalt.
Moglicherweise findet wahrend der Reifungsperiode, wie beim
Weizen, Uber das Phloem eine Cadmiumverlagerung aus den Blattern
und dem Stangel in die Sonnenblumenkerne statt.




Anzuchtversuche in Hydrokultur 35

3 Anzuchtversuche in Hydrokultur

Neben den Untersuchungen an Sonnenblumen- und Rapspflanzen aus der
landwirtschaftlichen  Praxis wurden auch  Anzuchtversuche unter
Hydrokulturbedingungen durchgefihrt (Abbildung 13). Bei der Anzucht in
Hydrokultur ist im Gegensatz zum landwirtschaftlichen Anbau gewahrleistet,
dass Faktoren wie

der pH-Wert des Bodenmaterials,

die Pflanzenverflgbarkeit der Nahrstoffe,
die Konstanz der Nahrstoffkonzentration,
die Wachstumsbedingungen

bei jeder Anzucht unveréndert sind. Es ist daher moglich, durch die Variation
eines Anzuchtparameters - z.B. der Cadmiumkonzentration der Nahrlésung -
direkt die Folgen dieser Veranderung zu beobachten [307, 308].

Dabei wurden die folgenden Versuchsbedingungen optimiert bzw. variiert:

1. Optimierung von Keimung, Nahrldsung und Anzuchtbedingungen:
Besondere Bedeutung hat die Optimierung der Keimung, weil aus den
Kotyledonen von funf Tage alten Sonnenblumen- und Rapskeimlingen
Chloroplasten, Mitochondrien und Peroxisomen isoliert werden sollen.
Die angeziichteten Sonnenblumen- und Rapspflanzen werden fir die
Gewinnung von Xylemsaft sowie zur Bestimmung der Schwermetall-
verteilung und -Bindungsformen verwendet.

2. Einfluss der Cadmium-Konzentration
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Isolierung von Cadmium-
bindenden Substanzen aus Sonnenblumen- und Rapswurzeln. Um eine
ausreichend hohe Cadmium-Konzentration in den Wurzeln zu
gewahrleisten und um mdgliche Schutzmechanismen der Pflanzen
gegenuber Cadmiumstress zu erkennen, werden Sonnenblumen- und
Rapspflanzen in Cadmium-dotierter Nahrlésung angezogen. Steigende
Konzentrationen von 1, 2, 5, 10, 20 und 50 pymol/L Cadmium sollen
zeigen, wie viel Cadmium die Pflanzen vertragen, ohne stark geschadigt
zu werden. Die hierbei erhaltenen Cadmium-belasteten Pflanzen werden
zudem zur Gewinnung von Xylemsaft und fur die Bestimmung der
Schwermetallverteilung unter Cadmiumstress verwendet. Die Konzen-
trationsbereiche wurden ausgewahlt, weil bei vergleichbaren Experi-
menten mit Mais die Wachstumsrate bei 9 pmol/L Cadmium um die
Halfte [309], bei Gerste dagegen erst ab einer Konzentration von 44
pmol/L Cadmium sank [309].

Bei der Interpretation der Ergebnisse von Anzuchtversuchen in Hydrokultur
ist aber zu beriucksichtigen, dass die Wachstumsbedingungen nicht den
Verhéaltnissen der landwirtschaftlichen Praxis entsprechen. Insbesondere die
Bioverfuigbarkeit der Schwermetalle ist unter Hydrokulturbedingungen sehr
viel groRer als unter nattrlichen Bedingungen [283, 310]. Fiur die Unter-
suchungen ist aber die Reproduzierbarkeit der Wachstumsbedingungen von
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grofdter Bedeutung. Diese Reproduzierbarkeit ist nur durch die Anzucht in
Hydrokultur in einer Wachstumskammer annahernd gewahrleistet.

Die Beurteilung der Entwicklungsstadien der Sonnenblumen- und Raps-
pflanzen erfolgt nach Staur ET AL. [311]. Hierbei wird zunachst das Makro-
stadium beurteilt. Bei der Anzucht in Hydrokultur wurde die Anzucht nach 25
Tagen beendet, sodass sowohl fir Sonnenblumen als auch Rapspflanzen
das Makrostadium 1 die so genannte Blattentwicklung vorliegt. Die weitere
Einteilung erfolgt nach der Zahl der entfalteten Blattpaare (Sonnenblumen)
bzw. der Anzahl der entfalteten Laubblatter (Raps) (vgl. 11.1).

3.1 Sonnenblumen

Fir die Anzucht werden die Sonnenblumenkerne zunachst oberflachen-
entkeimt. Anschlieend findet eine Keimung der Saaten statt. Nach zwei
Tagen werden die Sonnenblumenkerne auf Siebe umgesetzt, wo nach
weiteren drei Tagen mehrere Zentimeter lange Wurzeln gebildet wurden (vgl.
Abbildung 17).

Abb. 17: Sonnenblumenkeimlinge in nicht-dotierter Nahrlosung
Die Keimlinge sind 5 Tage alt. Sie wurden einen Tag lang dem Licht ausgesetzt
und befinden sich seit einem Tag in der Nahrlésung.

=

a) b)

Abb. 18 a/b: Sonnenblumen in nicht-dotierter Nahrlésung (Kontrollpflanzen)
Es sind keine Schadigungen der Pflanzen bzw. des Wurzelsystems zu
erkennen. Die Pflanzen sind insgesamt 25 Tage alt; Entwicklungsstadium: 16.
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b)

Abb. 19 a/b: Anzucht von Sonnenblumen in Hydrokultur mit 1 pmol/L Cd (a)
und 2 pmol/L Cd (b) in der N&hrldsung
Die Pflanzen sind bei Zugabe von 1 umol/L Cd deutlich groRer (Entwicklungs-
stadium: 16) als bei der Anzucht mit 2 pmol/L Cd (Entwicklungsstadium: 14).
Gelbfarbung der Blatter ist erkennbar; Kontrollanzucht vgl. Abbildung 19 a.

Die Abbildungen 19 a und b zeigen den Einfluss von Cadmium auf die
Entwicklung von Sonnenblumenpflanzen. Bei einer Cadmium-Konzentration
von 1-2 pmol/L im Nahrmedium ist im Gegensatz zu den Kontrollpflanzen
(Abbildung 18 a) eine Gelbfarbung der Blatter zu beobachten, die auf
Schaden im Photosystem hinweist (Chlorose). Diese Vermutung wird auch
von der Veranderung des Chlorophyligehaltes der Sonnenblumenblatter in
Abhangigkeit vom Cadmiumgehalt der Nahrlésung bestatigt (Dnp). Andere
Autoren berichten ebenfalls von einer Gelbfarbung der Blatter von
Sonnenblumen [236, 237, 312, 313]. STOBART ET AL. fuhren den Rickgang
an Chlorophyll auf die Hemmung der Protochlorophyllid-Reduktase sowie der
o-Aminolavulinatbildung durch Cadmium zurtick [314].
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Abb. 20: Entwicklung der Biomasse bei der Anzucht von Sonnenblumen mit
und ohne Cadmiumdotierung der Nahrldsung
Cd-Dotierung: Kontrollpflanzen, 2 umol Cd, 10 pmol Cd, 20 pmol Cd
Bei 1 ymol/L Cadmium im Nahrmedium entspricht die Bildung der Biomasse von
Sonnenblumen in etwa der Entwicklung in der Kontrollprobe.
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Abbildung 20 zeigt fir Sonnenblumenpflanzen die Entwicklung der Biomasse
bei der Anzucht in Hydrokultur. Die Dotierung der Nahrlésung mit 1 umol/L
Cadmium hat noch keinen hemmenden Einfluss auf die Entwicklung der
Pflanzen. Die nach 25 Tagen gebildete Biomasse (ca. 170 g) ist ahnlich hoch
wie bei den Kontrollpflanzen in nicht-dotierter Néahrlésung mit 175 g. Da-
gegen ist bei einer Cadmiumkonzentration von 2 pumol/L, die nach 25 Tagen
gebildete Biomasse mit 100 g deutlich geringer.

Bei Cadmiumdosen uber 20 umol/L sind die Pflanzen bereits fiinf Tage nach
der ersten Dotierung komplett abgestorben. Im Gegensatz zu Mais und
Gerste [309] zeigen Sonnenblumen- und Rapspflanzen schon bei einer sehr
niedrigen Cadmiumkonzentration von 1 pmol/L erste Schaden im Photo-
system. Drastische EinbufRen bei der gebildeten Biomasse traten ab einer
Cadmiumkonzentration von 2-3 pmol/L auf (Abbildung 21). Dieses konnte
maoglicherweise auf den haufigen Wechsel der Nahrlosung zurickzufuhren
sein. Vorversuche zeigten, dass ein Wechsel der N&hrlésung nach 2 Tagen
in nicht-dotierter Nahrlésung eine schnellere Entwicklung der Sonnenblumen-
pflanzen zur Folge hat. Dieser Wechselrhythmus wurde auch bei der Zugabe
von Cadmium eingehalten.

3.2 Raps

a)

Abb. 21 a/b: Anzucht von Raps in Hydrokultur
Kontrollanzucht (a) Wachstumsstadium 15;
Dotierung mit 2 ymol/L Cadmium (b); (Wachstumsstadium 14)

Die Abbildungen 21 a und b verdeutlichen, dass auch die Entwicklung von
Rapspflanzen durch Cadmium beeintrachtigt wird. Gezeigt sind die Kontroll-
anzucht sowie Rapspflanzen die in einer mit 2 umol/L Cadmium dotierten
Nahrlésung angezichtet wurden. Wie zuvor flir Sonnenblumen beschrieben,
hat die Dotierung der Nahrlosung mit 1 bzw. 2 pmol/L Cadmium auch bei
Rapspflanzen eine Gelbfarbung der Blatter zur Folge. Ebenso ist auch fur
Rapsblatter eine Verringerung des Chlorophyligehaltes in Abh&ngigkeit vom
Cadmiumgehalt der Nahrlésung zu erkennen (Dnp). Bei der Kontrollanzucht
in nicht-dotierter Nahrlésung sowie bei der Anzucht in einer mit 1 pmol/L
dotierten Nahrlésung, erreichen die Rapspflanzen nach 25 Tagen jeweils das
Entwicklungsstadium 15 und die gesamte gebildete Biomasse ist mit etwa
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33 g in beiden Fallen &hnlich hoch. Dagegen ist die gebildete Biomasse von
Rapspflanzen, bei einer Cadmium-Konzentration von 2 pmol/L, nach 25
Tagen mit 27 g deutlich geringer und es wird lediglich das Entwicklungs-
stadium 14 erreicht (Abbildung 21 b). Diese Beobachtungen werden von
LARSSON ET AL. bestatigt [313], die beschreiben, dass das Wachstum von
Rapspflanzen bereits ab einer Cadmium-Konzentration von 2 umol/L stark
reduziert wird.

Zwischenbetrachtung

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass es sowohl fir Sonnenblumen als
auch Raps gelungen ist, die Wachstumsbedingungen so zu optimieren, dass
bei der Anzucht in nicht-dotierter Nahrlésung keine merklichen Wachstums-
schaden auftreten (Abbildung 19 a und 22 a).

Ebenso gelang es, eine Cadmiumkonzentration zu finden, die eine hohe
Akkumulation von Cadmium in den angezichteten Pflanzen gewahrleistet,
ohne das Pflanzenwachstum zu beeintrachtigen. Fur die Anzucht von
Sonnenblumen- und Rapspflanzen wurde eine Cadmiumkonzentration von
1 pumol/L in der Nahrlésung gewahlt. Bei dieser Konzentration unterscheidet
sich die gebildete Biomasse nicht wesentlich von der gebildeten Biomasse
der, in nicht-dotierter Nahrlésung angeztichteten, Pflanzen.

3.3 Schwermetallgehalte in Sonnenblumen- und Raps-
pflanzen aus der Anzucht in Hydrokultur

In den in Hydrokultur angeziuchteten Pflanzen werden die Schwermetalltotal-
gehalte der Pflanzenorgane (Wurzel, Stangel, Blatt) bestimmit.

Die Untersuchungen sollen zunachst eine Ubersicht tber die Schwer-
metallverteilung in 25 Tage alten Sonnenblumen- und Rapspflanzen unter
Hydrokulturbedingungen liefern. Diese Ergebnisse werden mit den Daten fur
Sonnenblumen- und Rapspflanzen aus der landwirtschaftlichen Praxis
verglichen. Ziel ist, den Einfluss der hoheren Bioverfugbarkeit der Schwer-
metalle in der Nahrlosung auf den Schwermetallgehalt in den Pflanzen zu
bewerten. Zudem sollen diese Untersuchungen mdogliche Korrelationen
zwischen dem Cadmiumgehalt und den Gehalten der weiteren untersuchten
Schwermetalle in Sonnenblumen- und Rapspflanzen aufdecken.

Tab. 12: Schwermetallgehalte in den Wurzeln von 25 Tage alten
Sonnenblumen- und Rapspflanzen (Anzucht in Hydrokultur ohne
und mit Cadmiumdotierung der Nahrlésung)

Mittelwerte; n=3

Pflanzenteil Cadmium Nickel Kupfer Eisen Zink
[mg/kgTS]

SB-Wurzeln (Kontrollpflanzen) 0,10 2,2 58 510 10
SB-Wurzeln  (Anzucht mit
e LumolL Cd) | B Y L %0 2
Rapswurzeln (Kontrollpflanzen) 0,04 2,2 32 740 44
Rapswurzeln  (Anzucht mit

1 umol/L Cd) 22,8 2,1 53 790 88
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Wie Tabelle 12 veranschaulicht, nimmt erwartungsgemaf bei einer héheren
Cadmiumkonzentration in der Nahrlosung der Cadmiumgehalt in den
Sonnenblumen- und Rapswurzeln deutlich zu. Ein &hnliches Verhalten wurde
ebenfalls bei Dotierungsexperimenten mit Vanadium und Beryllium bei
Gerste [283, 315, 316] und Weidelgras [316, 317] beobachtet.

Auffallig ist, dass der Zinkgehalt in Sonnenblumen und Rapswurzeln im
Vergleich zum Zinkgehalt in den Kontrollpflanzen ebenfalls deutlich steigt
(Faktor 2), obwohl sich der Zinkgehalt in der Nahrlésung nicht andert. Diese
Ergebnisse entsprechen den Beobachtungen von anderen Autoren [263,
312], welche von einer Zunahme des Zinkgehaltes in Sonnenblumenpflanzen
berichten, wenn der Cadmiumgehalt in Sonnenblumen durch kunstliche
Cadmiumzufuhr ansteigt. Vergleichbare Ergebnisse fur Raps liegen zum
jetzigen Zeitpunkt nicht vor. Die Erh6hung des Zinkgehaltes wird von WALKER
auf eine Verringerung des Pflanzenwachstums zurtckgefiihrt [318]. Die
eigenen Untersuchungen haben gezeigt, dass dieser Zusammenhang nicht
besteht. Wie zuvor beschrieben, sind die Anzuchtbedingungen so gewahit
worden, dass keine Beeintrachtigung des Wachstums von Sonnenblumen
bzw. Raps auftrat.

Der Eisen- und Nickelgehalt in den Sonnenblumen- und Rapswurzeln wird
durch die Dotierung der Nahrlésung nicht beeinflusst. Dieses kann als
Hinweis auf unterschiedliche Aufnahmemechanismen in Pflanzen fur
Cadmium im Vergleich zu Nickel und Eisen gewertet werden.

Ob die beobachtete Beeinflussung des Zinkgehaltes von Sonnenblumen-
und Rapswurzeln durch Cadmium einen Einfluss auf den Schwermetall-
transport in den untersuchten Pflanzen ausubt, wird durch die Analyse von
Xylemsaft Uberprift.

Tab. 13: Schwermetallgehalt im Xylemsaft von Sonnenblumen- und Raps-
pflanzen (Anzucht in Hydrokultur ohne und mit Cadmium-Dotierung
der Nahrlésung)

Mittelwerte; n = 3

Pflanze Cadmium Nickel Kupfer  Eisen Zink
[mg/mL]
Sonnenblume (Kontrollpflanzen) 0,01 0,06 0,25 1,20 0,37
Sonnenblume (Anzucht mit
A LumolLCd) | o oo om0
Raps (Kontrollpflanzen) 0,01 0,09 0,60 1,80 0,92
Raps (Anzucht mit 1 pumol/L Cd) 0,28 0,06 0,45 1,20 1,16

Tabelle 13 zeigt, dass die Dotierung der N&hrldsung mit 1 pmol/L Cadmium
eine deutliche Erhéhung des Cadmiumgehaltes im Xylemsaft von
Sonnenblumen- und Rapspflanzen zur Folge hat. Ebenso steigt der
Zinkgehalt im Xylemsaft. Fir Sonnenblumenpflanzen ist zu erkennen, dass
der Zinkgehalt im Xylemsaft nahezu doppelt so hoch ist, wenn die
Nahrlésung mit 1 pmol/L Cadmium dotiert wird. Demgegeniber veradndert
sich der Kupfer-, Eisen- und Nickelgehalt im Xylemsaft von Sonnenblumen-
und Rapspflanzen in Folge der Cadmiumdotierung der Nahrldsung nicht. Bei
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Rapspflanzen ist eine Reduzierung des Eisen- und Kupfergehaltes im
Xylemsaft nach Dotierung der Nahrlosung mit Cadmium festzustellen.

Tab. 14: Schwermetallgehalte in Sonnenblumen- und Rapsblattern
(Anzucht unter Hydrokulturbedingungen ohne und mit Cadmium-
Dotierung der Nahrlosung)
Mittelwerte; n = 3

Pflanzenteil Cadmium  Nickel  Kupfer  Eisen Zink
[mg/kgTS]
SB-Blatter (Kontrollpflanzen) 0,09 1,64 33 120 130
SB-Blatter (Anzucht mit
R LumolLCd) | i i
Rapsblatter (Kontrollpflanzen) 0,05 1,34 102 72 72
Rapsblatter (Anzucht mit
1 umol/L Cd) 148 1,51 497 70 85

Die Dotierung der Nahrlésung mit 1 pumol/L an Cadmium hat eine erhdhte
Anreicherung von Cadmium in den Blattern von Sonnenblumen- und
Rapspflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen zur Folge. Dem-
gegenuber sind die Gehalte an Nickel und Zink in den Blattern unveréandert.
Der Kupfergehalt in den Sonnenblumenblattern wird von den Cadmium-
gehalten in der Nahrlésung nicht beeinflusst, allerdings sinkt der Eisengehalt
in den Blattern. Diese Beobachtungen entsprechen den Ergebnissen der
Untersuchungen von RAJ [312].

Dagegen steigt der Kupfergehalt in den Rapsblattern nach Dotierung der
Nahrldsung mit Cadmium deutlich an (Faktor fuinf), wahrend fur Nickel, Eisen
und Zink keine Veradnderungen festzustellen sind. Die Erhdéhung des
Kupfergehaltes in den Rapsblattern ist nicht auf einen verstarkten Transport
von Kupfer tber das Xylem zuriickzufiihren (Tabelle 13). Ob in Rapspflanzen
das Phloem am Transport von Kupfer beteiligt ist, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht werden.

Fur Stangel (Dnp) von Sonnenblumen- und Rapspflanzen aus
Anzuchtversuchen in Hydrokultur ist ein Zusammenhang zwischen der
Cadmium- und Zinkkonzentration ebenfalls nicht nachweisbar.

Fur die in Cadmium-dotierter Nahrlosung angeziichteten Sonnenblumen fallt
auf, dass der Cadmiumgehalt in den Wurzeln héher ist als in den Blattern.
Eine &ahnliche Anreicherung von Cadmium in den Wurzeln ist auch fur
Bohnen, Erbsen, Zwiebeln, Petersilie und Weizen beschrieben worden [319].
Bemerkenswert ist die Anreicherung von Cadmium in den Blattern von
Rapspflanzen aus Anzuchtversuchen in Hydrokultur. Der Transport von
Cadmium in die vegetativen Pflanzenteile von Raps ist anscheinend nicht
behindert. Der Cadmiumgehalt in den Rapsblattern ist um den Faktor funf
hoher als in den Wurzeln. Ein ahnliches Verhalten ist fir Mais, Tomaten und
Radieschen beschrieben [319]. TRAULSEN bemerkt in diesem Zusammen-
hang, dass Raps im Vergleich zu Sonnenblumen einen héheren Anteil des
Gesamt-Cadmiums in den vegetativen Pflanzenteilen akkumuliert [5].

Der Nickelgehalt ist in den Sonnenblumenpflanzen aus Hydrokulturver-
suchen um den Faktor 2-5 niedriger als in den Pflanzen aus landwirtschaft-
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licher Praxis. Die unter Hydrokulturbedingungen angezogenen Rapspflanzen
enthalten in den Wurzeln in etwa gleich viel Nickel wie die Rapspflanzen aus
der landwirtschaftlichen Praxis. In den Rapsblattern ist der Nickelgehalt unter
Hydrokulturbedingungen hoher als unter landwirtschaftlichen Bedingungen.
Allerdings ist auch in den angezichteten Rapspflanzen die vermutete
biochemische Barriere im Ubergangsbereich von den Wurzeln zu den
oberirdischen Pflanzenteilen festzustellen.

Fur Kupfer und Zink werden deutliche Unterschiede zwischen den
Olpflanzen beobachtet. Sonnenblumen akkumulieren Kupfer bevorzugt in
den Wurzeln, wahrend Zink Uberwiegend in den Blattern angereichert wird.
Bei Raps wird dagegen Kupfer zu einem deutlich héheren Anteil in den
Blattern akkumuliert. Zink wird im Gegensatz zu Sonnenblumen in den
Wurzeln und Blattern von Rapspflanzen in gleichem Mal3e angereichert.

Fir Eisen lassen sich keine Unterschiede zwischen Sonnenblumen- und
Rapspflanzen beobachten. Beide Pflanzen akkumulieren Eisen Uberwiegend
in den Wurzeln, wahrend in der restlichen Pflanze der Eisengehalt deutlich
niedriger ist. Diese Beobachtung gilt auch fur die Sonnenblumen- und
Rapspflanzen, die in Cadmium-dotierter Nahrlésung angezogen werden. Im
Ubergang von Wurzeln zum oberirdischen Teil der Pflanze existiert bei
Sonnenblumen und Raps fur Eisen eine Barriere.

Der Transport dieses Metalls in oberirdische Pflanzenteile ist fur Sonnen-
blumen und Raps bisher nicht untersucht worden. Bei Tomaten, dem
Ackerschmalwand, Grinalgen und der Béackerhefe Gbernehmen spezifische
Eisentransporter wie IRT1 (,iron regulated transporter”) und IRT2, welche zur
ZIP-Familie (,zinc-iron-protein®) der Metall-Transporter gehodren, den
Transport von Eisen in den Spross [320]. Weitere Schwermetalltransporter
aus Grunalgen, der Backerhefe und Arabidopsis gehdren zur Klasse der
NRAMP-Proteine (,hatural resistance-associated macrophage protein®). In
Arabidopsis thaliana wurden sechs Pflanzenanaloga der NRAMP-Trans-
porter gefunden. Fir AINRAMP3 und AtNRAMP4 wurde nachgewiesen, dass
sie neben Eisen auch Cadmium in die Pflanze transportieren [21, 90-97]. Auf
Grund der taxonomischen Ahnlichkeit von Arabidopsis thaliana und Brassica
napus erscheint zumindest fir Raps eine vergleichbare Steuerung des
Eisentransportes in die oberirdischen Pflanzenteile als wahrscheinlich.

Zwischenbetrachtung

Die Untersuchungen zur Schwermetallverteilung von Cadmium, Nickel,
Kupfer, Eisen und Zink haben fir Sonnenblumen- und Rapspflanzen aus
Anzuchtversuchen unter Hydrokulturbedingungen folgende Gemeinsam-
keiten und Unterschiede aufgezeigt.

Gemeinsamkeiten:

» Die Dotierung der Nahrlésung mit Cadmium hat eine Schadigung des
Photosystems bei den Olpflanzen zur Folge. Diese wird durch eine
Gelbfarbung der Blatter sowie durch einen geringeren Chlorophyll-
gehalt der Blatter sichtbar.

e Die Dotierung der Nahrlésung mit 1 pmol/L Cadmium hat keine
Beeintrachtigung des Wachstums von Sonnenblumen- und Raps-
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pflanzen zur Folge. HOhere Cadmiumkonzentrationen in der
Nahrlosung fiihren bei beiden Olpflanzen zu einer Reduzierung des
Pflanzenwachstums. Oberhalb einer Konzentration von 20 pmol/L
sterben die Pflanzen nach wenigen Tagen ab.

* Sonnenblumen und Raps akkumulieren Eisen in uberwiegendem
MalRe in den Wurzeln.

+ Die erhohte Aufnahme von Cadmium durch Sonnenblumen- und
Rapswurzeln in einer mit 1 umol/L Cadmium dotierten Nahrlésung hat
eine drastische Erhdhung der Zinkgehalte von Sonnenblumen- und
Rapswurzeln zur Folge. Die Zunahme des Zinkgehaltes ist nicht durch
eine Verminderung des Pflanzenwachstums zu erklaren.

e Zudem konnte erstmalig gezeigt werden, dass ein erhohter
Cadmiumgehalt in Sonnenblumen- und Rapswurzeln nicht nur eine
Erhéhung des Cadmiumgehaltes im Xylemsaft zur Folge hat, sondern
dass sich ebenfalls der Zinkgehalt im Xylemsaft deutlich erhdht.

Unterschiede:

 In Sonnenblumen wird Cadmium verstarkt in den Wurzeln
angereichert, wahrend bei den Rapspflanzen die héheren Cadmium-
gehalte in den Blattern beobachtet werden. Diese Beobachtung
stimmt mit den Ergebnissen bei Sonnenblumen- und Rapspflanzen
aus der landwirtschaftlichen Praxis tGiberein.

» Fur Zink ist bei Sonnenblumen eine erhfdhte Anreicherung in den
Blattern nachweisbar. Demgegenuber ist bei den Rapspflanzen eine
Gleichverteilung von Zink zwischen den Wurzeln und den Blattern zu
erkennen. Diese Unterschiede werden ebenfalls bei Sonnenblumen-
und Rapspflanzen aus der landwirtschaftlichen Praxis beobachtet.

o« Kupfer wird in Sonnenblumen unter Hydrokulturbedingungen
hauptsachlich in den Wurzeln angereichert. Der Kupfergehalt in den
Wurzeln ist mit 55 mg/kgTS etwa doppelt so hoch wie in den Blattern.
Fur Rapspflanzen aus Anzuchtversuchen wird dagegen beobachtet,
dass Kupfer bevorzugt in den Blattern akkumuliert wird. Der Kupfer-
gehalt ist in Rapsblattern mit 100-500 mg/kgTS je nach Anzucht-
bedingungen um den Faktor 2-10 hoher als in den Wurzeln. In
Sonnenblumen aus landwirtschaftlicher Anzucht ist der Kupfergehalt
in den Blattern mit 40 mg/kgTS etwa doppelt so hoch wie in den
Wurzeln. Bei Rapspflanzen aus der landwirtschaftlichen Praxis sind
die Kupfergehalte in den Wurzeln und den Blattern etwa gleich hoch.

Vergleich landwirtschaftliche Praxis / Anzucht in Hydrokultur
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Ergebnisse der Unter-
suchungen zur Schwermetallverteilung in Sonnenblumen- und Rapspflanzen
aus Anzuchtversuchen in Hydrokultur gut mit den Ergebnissen fir Pflanzen
aus der landwirtschaftlichen Praxis Ubereinstimmen. Die einzige Ausnahme
ist Kupfer, bei dem wahrscheinlich die hohere Bioverfiigbarkeit in der
Nahrlésung, im Vergleich zum Ackerboden, die Ergebnisse beeinflusst.
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4 Kompartimentierung von Schwermetallen in
Organellen von Sonnenblumen und Raps

Im bisherigen Verlauf der Untersuchungen wurden Totalgehalte von
Cadmium, Nickel, Kupfer, Eisen und Zink in den Pflanzenorganen von
Sonnenblumen und Raps bestimmit.

Nachfolgend werden Experimente zur Isolierung von Organellen aus
Kotyledonen (Keimblattern) von angekeimten Sonnenblumen- und Raps-
saaten beschrieben. Diese sollen Informationen Uber die intrazellulare Ver-
teilung von Cadmium, Nickel, Kupfer, Eisen und Zink in Sonnenblumen und
Raps liefern. Die Isolierung und Trennung der Organellen aus ,trockenen®
ungekeimten Sonnenblumenkernen und Rapssamen gelang nicht.

Die Trennung von Plastiden (Chloroplasten), Mitochondrien und
Peroxisomen erfolgt in osmotisch angepassten Medien durch Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation [264, 266, 268, 321]. Abbildung 22 zeigt
exemplarisch die Trennung von Chloroplasten, Mitochondrien und Peroxi-
somen aus grinen Sonnenblumenkotyledonen durch Percoll-Dichte-
gradientenzentrifugation.

- . Der Percollgradient ist so
Bestandteile von Chloroplasten, g .
aufgebaut, dass Peroxi-

Peroxisomen, Mitochondrien _ _
somen und Mitochondrien

Jintakte” Mitochondrien unterschiedlich weit in den
Gradienten eindringen. Die
beschadigten Organellen
dringen unter den gewahiten
Bedingungen nicht in den
Gradienten ein.

Lintakte* Peroxisomen

Abb. 22: Percolldichtezentrifugation von Homogenaten fir die Trennung von
Mitochondrien und Peroxisomen aus Sonnenblumenkotyledonen
Intakte Chloroplasten werden mit dieser Aufarbeitungsmethode nicht isoliert

In Kapitel 1.6.5 wurde erortert, dass Vakuolen eine bedeutende Senke fir
Schwermetalle innerhalb der Zelle darstellen. Mit der zuvor beschriebenen
Methode zur Isolierung von Organellen aus Kotyledonen von Sonnenblumen-
und Rapskeimlingen kénnen allerdings Vakuolen nicht erfasst werden. Eine
Isolationsmethode fir Vakuolen aus Sonnenblumen und Raps liegt nicht und
ihre Entwicklung war im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich.

4.1 Chloroplasten

Abbildung 23 zeigt ein Verteilungsprofil von Leitenzymen bzw. -substanzen
fur Organellen aus griinen Kotyledonen von Sonnenblumenkeimlingen sowie
die Verteilung von Cadmium, Nickel, Kupfer, Zink und Eisen auf 1 mL-
Fraktionen nach Percoll-Dichtezentrifugation.
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Abb. 23: Verteilung von Schwermetallen im Percoll-Gradienten zur Isolierung
von aus Kotyledonen funf Tage alter Sonnenblumen-
keimlinge.

Mitochondrien: Cytochrom c-Oxidaseaktivitat: Einheit AE/min bei 550 nm,
Peroxisomen: Katalaseaktivitat: Einheit AE/min bei 230 nm.

Cd 1 Einheit ng/mL, ,

Fe 1 Einheit 250 ng/mL, Ni 1 Einheit 10 ng/mL, Zn 1 Einheit 250 ng/mL,
Aufarbeitungsmedium: Phosphatpuffer mit EDTA

Weil Chloroplasten beim Ergrinen aus den Plastiden der ungekeimten
Samen hervorgehen, durften die Chloroplasten beziglich Cadmium und
Nickel den Zustand fur Plastiden in ungekeimten Samen wiedergeben. Bei
der Isolierung von Chloroplasten aus Sonnenblumenkotyledonen wurde ein
erkennbares Maximum intakter Chloroplasten bei hoher Dichte festgestellt.
Das starke Chlorophyllmaximum bei niedriger Dichte ist auf Thylakoid-
membranen von beschadigten Chloroplasten zurlckzufiihren. Das Verhaltnis
von intakten Chloroplasten zu beschadigten Chloroplasten ist 1:6. Die
Aufarbeitungsmethode ergab eine sehr geringe Ausbeute an ,intakten“
Peroxisomen und Mitochondrien.

Der Vergleich der Organellenverteilung mit der Schwermetall-Verteilung im
Gradienten ergab keine Hinweise auf wesentliche Schwermetall-Pools in den
Chloroplasten von Sonnenblumenkotyledonen. Die Hauptanteile der unter-
suchten Schwermetalle wurden im Bereich geringer Dichte nachgewiesen.
Diese Fraktionen enthalten zerstérte Organellen einschlief3lich der Vakuolen-
bestandteile und Vesikel.

Fur Kupfer ist erwartungsgemar ein Maximum in den Fraktionen der intakten
Chloroplasten (Fraktion 5) zu erkennen, denn Kupfer ist in Form von
Plastocyanin in Chloroplasten enthalten. Plastocyanin enthalt pro Molekdl
zwei Kupferatome und stellt ein Redoxsystem in der photosynthetischen
Elektronentransportkette des Photosystems dar [22].

Abbildung 24 zeigt, dass aus Rapskeimlingsblattern ebenfalls intakte
Chloroplasten erhalten wurden. Das Verhaltnis von intakten zu beschadigten
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Chloroplasten betragt fur Raps 1:5, d. h. die Ausbeute an intakten Chloro-
plasten aus Rapskotyledonen ist etwas hodher als bei Sonnenblumen und
kann als befriedigend angesehen werden.
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Abb. 24: Verteilung von Schwermetallen im Percoll-Gradienten zur Isolierung
von aus Kotyledonen finf Tage alter Rapskeimlinge.

Mitochondrien: Cytochrom c-Oxidaseaktivitat: Einheit AE/min bei 550 nm,
Peroxisomen: Katalaseaktivitat: Einheit AE/min bei 230 nm.

Cd 1 Einheit ng/mL, , Ni 1 Einheit 10 ng/mL,

Zn 1 Einheit 250 ng/mL

Aufarbeitungsmedium: Phosphatpuffer mit EDTA

Der Vergleich der Chloroplastenverteilung mit der Verteilung der unter-
suchten Schwermetalle ergibt auch fur Rapskotyledonen keine Hinweise,
dass Chloroplasten, und damit wohl auch die Plastiden der ungekeimten
Samen, eine bedeutende Schwermetallsenke darstellen.

Allerdings wird die Schwermetallverteilung im Percoll-Gradienten durch die
verwendeten Zerkleinerungs- und Aufarbeitungsmedien beeinflusst. Diese
enthalten starke Komplexbildner wie EDTA sowie Phosphate, sodass
maoglicherweise die nativen Bindungsformen der untersuchten Schwermetalle
nicht mehr vorliegen. Deshalb wurde in weiteren Untersuchungen auf den
Einsatz der Ublicherweise verwendeten Phosphatpuffer verzichtet. Alternativ
wurde ein Aufarbeitungsmedium verwendet, welches 340 mmol/L Sorbitol,
0,4 mmol/L KCI und 2,0 mmol/L Hepes-KOH bei einem pH-Wert von 7,8
enthalt [321]. Auf den Einsatz des Chelatbildners EDTA wurde ebenfalls
verzichtet. Bisher ist es allerdings nicht gelungen, intakte Chloroplasten mit
diesem Aufarbeitungsmedium mit ausreichender Ausbeute zu isolieren.

4.2 Mitochondrien und Peroxisomen

Die Abbildungen 25 und 26 zeigen grafisch die Trennung von Peroxisomen
und Mitochondrien aus Sonnenblumen- und Rapskotyledonen unter Einsatz
einer anderen Isolierungs- und Trennmethode an Percoll.
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Abb. 25: Verteilung von Schwermetallen im Percoll-Gradienten zur Isolierung
von Mitochondrien und Peroxisomen aus Kotyledonen finf Tage
alter Sonnenblumenkeimlinge.

Mitochondrien: Cytochrom c-Oxidaseaktivitat AE/min bei 550 nm,
Peroxisomen: Katalaseaktivitdt AE/min bei 230 nm,

Cd 1 Einheit ng/mL, Ni 1 Einheit 40 ng/ml, Fe 1 Einheit 200 ng/mL
Zn 1 Einheit 100 ng/mL

Aufarbeitungsmedium 1 mit EDTA:
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Abb. 26: Verteilung von Schwermetallen im Percoll-Gradienten zur Isolierung
von Mitochondrien und Peroxisomen aus Kotyledonen finf Tage
alter Rapskeimlinge.

Mitochondrien: Cytochrom c-Oxidaseaktivitat AE/min bei 550 nm,
Peroxisomen: Katalaseaktivitdt AE/min bei 230 nm,

Cd 1 Einheit ng/mL, Ni 1 Einheit 40 ng/ml, Fe 1 Einheit 200 ng/mL
Zn 1 Einheit 100 ng/mL

Aufarbeitungsmedium 1 mit EDTA
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Intakte Peroxisomen wandern infolge ihrer héheren Dichte tiefer in den
Gradienten als intakte Mitochondrien [264]. Der Vergleich der Organellen-
und Schwermetallverteilung im Gradienten zeigt, dass fur Sonnenblumen-
kotyledonen (Abbildung 25) im Bereich der Fraktion 7 und 10 zwei Peaks fir
Nickel, Zink bzw. fur Zink, Eisen und Cadmium auftraten. Fur Kotyledonen
von Rapskeimlingen (Abbildung 26) trat im Bereich von Fraktion 11 ein Peak
fur Nickel, Cadmium und Zink auf. Es ist anzunehmen, dass sich unter dem
breiten ,Peak” der Verteilung des Leitenzyms flr Peroxisomen (Katalase)
verschiedene ,Populationen” von Peroxisomen und gegebenenfalls anderer
zellularer Bestandteile verbergen, die fiur die Schwermetallpeaks verant-
wortlich sind. Allerdings ist auch bei der Interpretation dieser Ergebnisse zu
beachten, dass das verwendete Aufarbeitungsmedium EDTA enthalt,
welches als starker Komplexbildner die untersuchten Schwermetalle aus den
Bindungsformen I6sen kann.

In weiteren Experimenten wurde, aus den zuvor genannten Griinden, auf den
Einsatz von EDTA auch bei der Isolierung von Peroxisomen und Mitochon-
drien verzichtet. Abbildung 27 zeigt exemplarisch fur Kotyledonen von Raps
die Ergebnisse dieser Untersuchungen.
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Abb. 27: Verteilung von Schwermetallen im Gradienten zur Isolierung von
Mitochondrien und Peroxisomen aus Kotyledonen von funf Tage
alten Rapskeimlingen.

Mitochondrien: Cytochrom c-Oxidaseaktivitat AE/min bei 550 nm,
Peroxisomen: Katalaseaktivitdt AE/min bei 230 nm,

Cd 1 Einheit ng/mL, , Ni 1 Einheit 20 ng/ml,
Fe 1 Einheit 200 ng/mL, Zn 1 Einheit 100 ng/mL.
Aufarbeitungsmedium 2 ohne EDTA

Die vorgenommenen Veranderungen im Aufarbeitungsmedium haben auf die
Ausbeute an intakten Mitochondrien ebenso wie auf die Verteilung der
Schwermetalle im Gradienten einen betrachtlichen Einfluss. Dagegen scheint
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dieses Aufarbeitungsmedium fur die Isolierung von Peroxisomen besser
geeignet zu sein, weil der Anteil an intakten Peroxisomen sehr hoch ist.

Die Schwermetalle wandern bei dieser Methode zu einem grol3en Teil zu
Zonen hdchster Dichte (Fraktion 3). Als Bindungspartner kommen fur die
Schwermetalle in Fraktion 3 Zellwandbestandteile und Proteinkdrper (die
Helianthinin enthalten) infrage [322].

Auffallig ist zudem, dass die Peaks fir Cadmium, Eisen, Nickel und Zink in
Fraktion 9 in etwa deckungsgleich zu Peroxisomen sind. In der Literatur ist
beschrieben, dass Peroxisomen u.a. mit Proteinkdrpern oder deren
Bestandteilen verunreinigt sein kbnnen [322]. Diese Proteinkdrper kdnnten
daher die eigentlichen Schwermetallpools in Fraktion 9 sein. Fur Eisen und
Zink ist dies unwahrscheinlich, weil Peroxisomen Eisen in der Katalase und
Zink in der Superoxid-Dismutase enthalten. Die Maxima in der Schwermetall-
verteilung von Eisen und Zink in Fraktion 9 kbnnen daher den Peroxisomen
zugeordnet werden. Cadmium und Nickel sind im Schwermetallprofil
deckungsgleich mit Eisen und Zink.

Diese Ergebnisse sind Anhaltspunkte dafir, dass Peroxisomen einen
intrazellularen Teilpool fur Cadmium und Nickel darstellen. In welcher Form
diese Elemente vorliegen kann mit der in einem Gradienten enthaltenen
Menge nicht untersucht werden. Das ,Poolen“ vieler Gradienten ist daftr
erforderlich.

Die intakten Mitochondrien sind unter den gewaéhlten Bedingungen uber
einen weiten Dichtebereich verteilt. Es deutet sich an, dass die
Mitochondrien mit anderen Bestandteilen des Homogenates z.B.
"Microsomen” oder Lipidkorpern assoziiert sind [322]. Dennoch sind fur
Cadmium, Nickel, Eisen und Zink Maxima in den Fraktionen 14 und 15
festzustellen, die Mitochondrien zugeordnet werden kdnnen.
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5 Zwischenfazit

Das Ziel dieser Arbeit ist, Unterschiede in der Aufnahme und Verteilung von
Schwermetallen in Sonnenblumen und Rapspflanzen zu erkennen. Im
Vordergrund dieser Untersuchungen stehen die Schwermetalle Cadmium
und Nickel, weil der durchschnittiche Cadmium- und Nickelgehalt in
Sonnenblumenkernen etwa zehn- bzw. fiinfmal héher ist als in Rapssamen.
Die bisherigen Ergebnisse zur Schwermetallverteilung in Sonnenblumen-
und Rapspflanzen ergaben einige Besonderheiten, die mdgliche
Erklarungsansatze liefern kénnen:

Olpflanzen aus landwirtschaftlicher Praxis

» Der Cadmiumgehalt ist in Rapssamen um den Faktor sechs niedriger
als in den ubrigen Pflanzenteilen (Wurzel, Stangel, Blatter, Schoten-
klappen). Die Rapssamen sind in den Rapsschoten in eine Plazenta
eingebettet, die eine physiologische Barriere fir Cadmium darstellen
kénnte. In Sonnenblumen wurden keine Anzeichen fir eine Barriere
gefunden.

» Die Nickelgehalte in Wurzeln und Saaten von Sonnenblumen liegen
in ahnlicher GroRenordnung (4-5 mg/kg TS Unterfranken bzw. 7-13
mg/kg TS Vinsebeck). Bei Rapspflanzen ist der Nickelgehalt in
Rapswurzeln mit 4 mg/kgTS um den Faktor finf bis zehnmal héher als
in den Blattern von Rapspflanzen (0,69 mg/kg TS) bzw. Rapssamen
(~0,4 mg/kg TS). Im Gegensatz zu Sonnenblumen existiert fur Nickel
in Rapspflanzen maoglicherweise eine physiologische Barriere im
Ubergang vom Wurzelbereich zum Rapsstangel.

» Der Cadmium-, Nickel- und Zinkgehalt ist in geschalten Sonnen-
blumenkernen doppelt so hoch, wie in den Schalen. Es ist daher zu
vermuten, dass die hoheren Cadmiumgehalte in den Sonnenblumen-
kernen wie bei Erdnuss, Weizen und Linsen auf einen Cadmium-
transport tber das Phloem zurickzufihren sind.

» Der Eisengehalt in Sonnenblumen- und Rapspflanzen ist in den
Wurzeln um den Faktor sechs bis zehnmal hoher als in den
oberirdischen Pflanzenteilen.

Olpflanzen aus Hydrokultur

» Sonnenblumen- und Rapspflanzen zeigen eine ahnliche Empfind-
lichkeit gegenuber Cadmiumstress. Bei Cadmiumkonzentrationen
uber 1 pmol/L sind fir beide Olpflanzen deutliche Einschrankungen
des Pflanzenwachstums festzustellen. Zudem senkt Cadmium den
Chlorophyllgehalt der Blatter (Chlorose).

» Durch Dotierung der N&ahrlosung mit Cadmium steigen bei beiden
Olpflanzen sowohl die Cadmium-Gehalte als auch die Zink-Gehalte in
den Wurzeln und im Xylemsatft.

» Abhangig von den verwendeten Aufarbeitungsmedien werden neben
Eisen und Zink, die in Form von Katalase bzw. Superoxid-Dismutase
in Peroxisomen natirliche Pools bilden, auch Cadmium und Nickel
nachgewiesen.



Schwermetall-bindende Substanzen in Sonnenblumen und Raps 51

6 Schwermetall-Bindungsformen in Sonnenblumen und
Raps

Die bisherigen Ergebnisse der Schwermetallgehalte in Olpflanzenproben
fuhrten zu der Annahme, dass im Gegensatz zu Sonnenblumen
Rapspflanzen udber physiologische Barrieren verfiigen, welche fir die
Unterschiede der Cadmium- und Nickelgehalte verantwortlich sein kénnten.
Wie in Kapitel 1.5 beschrieben, sind fur Aussagen Uber die Bioverflugbarkeit
und die biologische Wirkungsweise von Schwermetallen in Pflanzen
Kenntnisse Uber Bindungsformen notwendig, die fir Sonnenblumen und
Raps bisher nur gering sind (vgl. 1.7). Im weiteren Verlauf der
Untersuchungen werden daher die Bindungsformen von Cadmium, Kupfer,
Nickel und Zink aus Sonnenblumen und Raps extrahiert und analysiert. Im
Einzelnen soll aufgeklart werden,

» ob sich die Cadmium-, Kupfer-, Nickel- und Zink-bindenden
Substanzen in den vegetativen und generativen Pflanzenteilen von
Sonnenblumen bzw. Raps unterscheiden. Dabei ist zu klaren, ob
Phytochelatine in Raps- und Sonnenblumenpflanzen eine Rolle bei
der Komplexierung dieser Schwermetalle spielen,

» ob Schutz- und Toleranz-Mechanismen, wie z.B. Immobilisierung und
Komplexierung in Raps- und Sonnenblumenpflanzen von Bedeutung
sind (vgl. Kapitel 1.6).

Untersuchungsmethodik

Der Erhalt der Bindungsformen (vgl. 1.8) stellt die entscheidende
Voraussetzung der Charakterisierung nativer Schwermetallbindungsformen
dar [26, 269, 270]. Die Verwendung von Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L) als
Extraktionspuffer (vgl. 1.8) und die gewahlten Extraktionsbedingungen (vgl.
11.2) sollen gewahrleisten, dass bei der Extraktion die Denaturierung der
ursprunglichen Bindungsformen vermieden wird. Die Trennung der nativen
Schwermetall-Bindungsformen erfolgt mit der Gelfiltrationschromatographie
(GFC) in Kombination mit atomspektrometrischen Verfahren (vgl. 1.8, 11.3).
Die Leistungsfahigkeit des verwendeten Puffersystems sowie der gewéahlten
Extraktions- und Elutionsbedingungen wurden im Rahmen einer Diplomarbeit
Uberpruft [278]. Schon durch einmalige Extraktion werden die Hauptanteile
der Schwermetalle aus Sonnenblumenkernen und Rapssamen extrahiert.
Der Einsatz eines Schutzgases (Stickstoff) hat auf die Extrahierbarkeit von
Cadmium, Nickel und Zink aus Sonnenblumenkernen und Rapssamen sowie
die Schwermetallelutionsprofile bei der Gelchromatographie keinen Einfluss.
Dagegen zeigte sich, dass eine Eiskihlung der Proben bei allen
Arbeitsschritten (Homogenisierung, Zentrifugation, Gelfiltration) unbedingt zu
gewahrleisten ist. Die Extraktion bei Raumtemperatur fihrte zum Nachweis
von Cadmium- und Zink-bindenden Substanzen mit deutlich niedrigeren
Molmassen bei gleichzeitig reduzierter Extrahierbarkeit. Es ist zu vermuten,
dass die nativen Bindungsformen durch den Einfluss héherer Temperaturen
zerstort werden [323].
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Nachfolgend soll die Extraktion von Schwermetall-bindenden Substanzen
aus Olsaaten kurz vorgestellt werden (vgl. 11.2):
Das Probenmaterial wird mit einem dreifachen Uberschuss an Tris-HCI-
Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L) versetzt und unter Eiskihlung mit einem Ultra-
Turrax homogenisiert. Das Homo-
genat wird zentrifugiert und die
wassrige Fraktion fur die GFC
verwendet. Der Zentrifugations-
ruckstand wird, ebenso wie die
Fettfraktion Fettfraktion, nach Mikrowellen-
druckaufschluss auf den Schwer-
Wassrige Fraktion metallgehalt untersucht. In einem
(Uberstand/Extrakt)  Aliquot der wassrigen Fraktion
Ruckstand werden ebenfalls die Schwer-
metallgehalte bestimmt (Schwer-
metallbilanzierung).

Abb 28: Zentrifugationsfraktionen
von Olsaatenextrakten

6.1 Sonnenblumenkernextrakte

Es wurden ausgereifte Sonnenblumenkerne der Sorte ,Petra“ der Ernten
1996-98 sowie die nicht ausgereiften Sonnenblumenkerne der Probenahmen
in Unterfranken (1998) und Vinsebeck (1999) untersucht. Zum Zeitpunkt der
Untersuchungen sind die Sonnenblumenkerne der Sorte ,Petra* 14 bis 38
Monate alt. In der Zwischenzeit sind diese Proben bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss in Glasgefal3en gelagert worden. Die Sonnenblumenkerne
der Probenahmen in Unterfranken sowie in Vinsebeck sind zum Unter-
suchungszeitpunkt etwa 4 Wochen alt und werden bei - 80°C aufbewabhrt.

Tab. 15: Durchschnittliche Schwermetallverteilung auf die Zentrifugations-
fraktionen von Sonnenblumenkernextrakten

Fraktion Cadmium Kupfer Nickel Zink Eisen
[%6]

Fett <10 <5 <5 <10 15

Waéssrige Fraktion 25 - 45 65 5-80 20 10

Ruckstand 50-70 30 15-70 70 75

Mit dem Tris-Puffer werden aus Sonnenblumenkernen 65 % des Kupfers,
20 % des Zinks und 10 % des Eisens extrahiert. Cadmium ist zu 25-45 %
und Nickel zu 5-80 % aus Sonnenblumenkernen extrahierbar. Auffallig ist,
dass fur Cadmium die Extrahierbarkeit bei den nicht ausgereiften
Sonnenblumenkernen sowie den Sonnenblumenkernen der Sorte ,Petra”
(Ernte 1998) mit 45 % am hochsten ist.
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B Cadmium H Nickel
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Extrahierbarkeit [%]

SBK "Petra" 1998  SBK "Petra" 1997  SBK "Petra" 1996
(14 Monate alt) (26 Monate alt) (38 Monate alt)

Abb. 29: Extrahierbarkeit von Cadmium und Nickel aus Sonnenblumen-
kernen der Sorte , Petra“ in Abhangigkeit von der Lagerungsdauer

Abbildung 29 zeigt, dass der Anteil des aus Sonnenblumenkernen
extrahierbaren Cadmiums in Abhangigkeit vom Alter der untersuchten Probe
von 45 % fur Sonnenblumenkerne der Ernte 1998 auf 25 % fur die Proben
der Ernte 1996 sinkt. Fur Nickel ist keine eindeutige Tendenz zu erkennen.
Nickel ist aus der altesten Probe (1996) nahezu nicht extrahierbar. Aus den
Sonnenblumenkernen der Ernte 1998 lasst sich Nickel zu etwa 30 %
extrahieren. Demgegentber wurde fir Sonnenblumenkerne von 1997 fir
Nickel eine Extrahierbarkeit von 80 % festgestellt.

Die beobachteten Unterschiede in der Extrahierbarkeit dieser Schwermetalle
kénnten u.a. folgende Ursachen haben:

1. Cadmium und Nickel sind in den geernteten Pflanzen mdoglicherweise
an Substanzen gebunden, die wahrend der Lagerung durch den
Einfluss von Luftsauerstoff zu hoéheren Molmassen aggregieren.
Denkbar ist, dass sich thiolhaltige Schwermetall-bindende Substanzen
Uber intermolekular gebildete Disulfidbriicken [225, 271] zu Molekulen
mit hoherer Molmasse vereinigen. Die aggregierten Schwermetall-
Bindungsformen koénnten eine schlechtere Wasserlslichkeit im
Vergleich zu nicht-aggregierten Bindungsformen aufweisen. Der Zusatz
eines milden Reduktionsmittels zum Extraktionsmedium sollte diesen
Einfluss erkennbar machen (vgl. 6.3).

2. Es ist auch mdglich, dass wéahrend der Extraktion eine Aggregation der
Schwermetall-Bindungsformen durch den in die Extraktionslésung
eingetragenen Sauerstoff erfolgt (vgl. 1.8). Im Rahmen einer dem
Projekt angegliederten Diplomarbeit [323] wurde festgestellt, dass der
Einsatz von Stickstoff als Schutzgas die Extrahierbarkeit der
untersuchten  Schwermetalle aus Sonnenblumenkernen  nicht
beeinflusst. Der Einfluss des Luftsauerstoffes bei der Extraktion der
Schwermetall-Bindungsformen ist daher als gering einzuschétzen.
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Die Extrahierbarkeit der untersuchten Schwermetalle aus Sonnenblumen-
kernen héangt in hohem Male von der Bindungsform der Schwermetalle ab.
Die wasserloslichen Schwermetall-bindenden Komponenten sind méglicher-
weise Proteine, Peptide oder organische Sauren (vgl. 1.6). Fur die nicht in
Losung befindlichen Schwermetallanteile ist eine Bindung an hochmolekulare
Zellwandbestandteile, aber auch eine Komplexierung durch lipophile
Pflanzeninhaltstoffe denkbar.

Gelchromatographische Auftrennung

Die l6slichen Cadmium-, Nickel-, Kupfer- und Zink-bindenden Substanzen im
Extrakt (Wassrige Fraktion der Zentrifugation) werden mit der Gelfiltration
entsprechend ihrer Molekulgré3e getrennt. Die verwendeten Gelfiltrations-
medien sind im Experimentellen Teil beschrieben (vgl. 11.3). Der Gesamt-
Trennbereich der verwendeten Gele umfasst einen Molmassenbereich von
0,1 bis 600 kD.

Eisen wird in diese Untersuchungen nicht mit einbezogen, weil der pH-Wert
der Pufferlésung 8,0 betragt, wobei Eisen-(lll)-salze ausgefallt werden.

Um eine Dbessere Vergleichbarkeit der ermittelten Schwermetall-
Elutionsprofile mit den Daten publizierter Untersuchungen zu gewahrleisten,
wird in dieser Arbeit das Elutionsvolumen in Form des von den S&ulen-
dimensionen unabhéngigen K,-Wertes dargestellt. Das Eluat wird in
Fraktionen von 1 mL aufgefangen (vgl. Abbildung 30). Die Definition des Kay-
Wertes (11.3) sowie die Nachweisgrenzen fur die analysierten
Schwermetalle (11.7) sind im Experimentellen Teil aufgefuhrt. Dort wird
ebenfalls die Kalibration der verwendeten Chromatographiesaulen mit
zertifizierten Proteinstandards bekannter Molmasse beschrieben (11.3).

> 600 kD 160 kD 90 kD 17 kD > 10 kD
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Abb. 30: Sonnenblumenkerne (Sorte ,Petra“; 1996): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 75 ng/mL)
Zn (1 Einheit 200 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L); Superdex S200.
Fraktionsgrof3e 1 mL; die Fraktionen sind im Cadmium-Elutionsprofil markiert.
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Tab. 16: Sonnenblumenkerne: GFC — Fraktionierbereiche an Superdex S200:
prozentuale Verteilung der Schwermetalle (s. Abb. 30)

Fraktionierbereich / Molmasse [kD]
> 600 300 90 17 <10
[%]
Cadmium 60 < 40 > 3
Kupfer 5 < 50 > 45
Nickel 7 1 10 65
Zink 20 65

Abbildung 30 zeigt die Elutionsprofile von Cadmium, Kupfer, Nickel und Zink
fur Sonnenblumenkernextrakte (Ernte 1996) und Tabelle 16 die prozentuale
Verteilung dieser Metalle auf ausgewahlte Molmassenbereiche. Danach ist
Cadmium hauptséachlich (60 %) an hochmolekulare Substanzen (> 600 KD)
gebunden. Madglicherweise handelt es sich bei den hochmolekularen
Cadmium-Bindungsformen um Globuline (z.B. ein 15-S-Globulin) [226, 227].
Nickel und Zink eluieren Gberwiegend bei einer Molmasse von 17 kD und im
Totalvolumen der Saule (< 10 kD). Die im Totalvolumen fraktionierenden
Nickel- und Zink-bindenden Substanzen wurden an Superdex Peptide
(Trennbereich 7-0,1 kD; Abbildung Al) weiter aufgetrennt. Nickel und Zink
eluieren dabei wiederum im Totalvolumen (< 0,1 kD) und koénnten an
organische Sauren wie Zitronensaure, Apfelsaure oder Aminosauren
gebunden sein (vgl. 1.5.4.1).

Die Halfte des extrahierbaren Kupfers ist Uber einen weiten Molmassen-
bereich verteilt (15-300 kD), mit Maxima bei 17 kD und 160 kD.
Niedermolekulare Kupferspezies eluieren im Bereich von 2,5 kD sowie im
Totalvolumen (< 0,1 kD).

> 600 kD 350-300kD 160kD 90 kD 35 kD 17 kD <10 kD

2,51

Elementgehalt [rel. Einheiten]
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Abb. 31: Sonnenblumenkerne (Sorte , Petra“; 1997): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 100 ng/mL)
Zn (1 Einheit 300 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abb. 30.
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Tab. 17: Sonnenblumenkerne: GFC-Fraktionierbereiche an Superdex S200:
prozentuale Verteilung der Schwermetalle (s. Abb. 31)

Fraktionierbereich / Molmasse [kD]
> 600 160 90 35 17 <10
[%]
Cadmium 35 < 60 > 1
Kupfer 4 10 5 10 25 35
Nickel 4 2 2 3 7 75
Zink 1 1 5 5 3 80

Das Elutionsprofil fir Sonnenblumenkerne der Ernte 1997 und Tabelle 17
veranschaulichen, dass Cadmium zu 35 % an hochmolekulare Substanzen
(> 600 kD) gebunden ist. Dieser Anteil ist somit deutlich geringer als in den
Sonnenblumenkernen der Ernte 1996 (Abbildung 30). Zudem sind 60 % des
Cadmiums an Substanzen im Bereich von 160-20 kD gebunden. Nickel und
Zink finden sich hauptséchlich in niedermolekularen Fraktionen (< 0,1 kD,
Abbildung A1 im Anhang).

Die extrahierbaren Kupfer-bindenden Substanzen sind tber einen weiten
Molmassenbereich verteilt. 25 % des Kupfers sind an Substanzen mit der
mittleren Molmasse von 17 kD gebunden. 35 % des Kupfers erscheinen im
Totalvolumen (< 10 kD), wobei an Superdex Peptide Kupfer-bindende
Substanzen der mittleren Molmasse 2,5 kD fraktionieren (Abbildung A 2).

Fur Sonnenblumenkerne der Ernte 1998 (Abbildung A3) ist festzustellen,
dass lediglich 25 % des Cadmiums hochmolekular (> 600 kD) gebunden
sind. 70 % des Cadmiums sind Uber einen weiten Molmassenbereich (20-
200 kD) verteilt mit Maxima bei 90 kD und 40 kD. Die Untersuchungen an
Sonnenblumenkernen zeigen, dass die abnehmende Extrahierbarkeit von
Cadmium (Abbildung 29) mit einer Zunahme des Anteils an hochmolekularen
Cadmium-bindenden Substanzen korreliert (Tabelle 16, 17).

25 - > 600 kD 90 kD 37 kD <10 kD
2 4
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far Cadmium

Cadmiumgehalt [ng/mL]
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TR0 : B B S "_/—ﬁ\"”\.'/\

—

005 005 015 0,25 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85 0,95 1,05
Ka-Wert

Abb. 32: Sonnenblumenkerne (Sorte ,Petra“; 1996 - 98): Vergleich der GFC-
Elutionsprofile der wassrigen Fraktionen von ausgereiften
Sonnenblumenkernen der Ernten 1996 - 98 fir Cadmium
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Offenbar werden in Sonnenblumenkernen die Molmassen der Cadmium-
Bindungsformen mit zunehmendem Alter der Probe zu héheren Molmassen
verschoben (Abbildung 32). Entsprechend sinkt die Extrahierbarkeit des
Cadmiums, was auf eine Aggregierung der Cadmium-bindenden Substanzen
wahrend der Lagerung hindeutet.

BRUGGEMANN ET AL. zeigten, dass die Molmassen der Cadmium-bindenden
Komponenten aus Weizenkdrnern ebenfalls vom Alter der Probe abhangen
[326]. In den jungsten Koérnern (1 Jahr) war Cadmium fast vollstandig an
Substanzen mit der Molmasse von 15 kD gebunden, wahrend es nach funf
Jahren nur noch 50 % waren. Allerdings wurden zusatzliche Cadmium-
Bindungsformen bei 30, 60 und 100 kD nachgewiesen. In acht Jahre alten
Kdrnern waren die 15 kD-Komponenten vollkommen verschwunden und die
Halfte des Cadmiums eluierte bei Molmassen > 100 kD. Die Autoren ver-
muten, dass es sich bei den héhermolekularen Substanzen um Aggregate
handelt, wobei die Aggregierung Uber oxidativ gebildete intermolekulare
Disulfidbriicken erfolgt. Wurde die Extraktion bei acht Jahre alten
Weizenkérner unter reduzierenden Bedingungen durchgefihrt, fraktionierten
50 % des Cadmiums bei 15 kD und 30 % bei 7 kD [276, 277, 324].

> 600 kD 300 kD 100 kD 38 kD 22kD 13-10kD <10kD
2,517

Zn

Elementgehalt [rel. Einheiten]
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Abb. 33: Sonnenblumenkerne (Unterfranken; 1998): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 3 ng/mL), , Ni (1 Einheit 50 ng/mL),
Zn (1 Einheit 150 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abb. 30.

Kupfer, Nickel und Zink sind in nicht-ausgereiften Sonnenblumenkernen an
niedermolekulare Substanzen (< 0,1 kD) gebunden. Nickel fraktioniert
auRerdem bei 100 kD und 2,5 kD (Abbildung A4). Im Gegensatz zu den
ausgereiften Sonnenblumenkernen sind aus nicht-ausgereiften Kernen
niedermolekulare Cadmium-bindende Komponenten extrahierbar (38 kD, 22
kD, 13 kD, 0,5 kD), was belegt, dass die Cadmium-Bindungsformen mit
zunehmendem Reifestadium der Sonnenblumenkerne zu hoheren
Molmassen aggregieren.
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Auffallig ist in Abbildung 33 der Cadmium-Peak bei einer Molmasse von
etwa 300 kD. In der Literatur finden sich bisher keine Untersuchungen zu
Cadmiumspezies in Sonnenblumenkernen, jedoch ist fur Sojabohnen
beschrieben, dass Cadmium, Kupfer und Zink an hoéhermolekulare
Substanzen (> 100 kD) gebunden sind. Nach dem Zusatz von
Mercaptoethanol zum Extraktions- und Elutionsmittel (Tris-HCI-Puffer; pH
7,4; 0,01 mol/L) eluieren Cadmium, Kupfer und Zink nicht mehr im
Ausschlussvolumen, sondern in einer Fraktion von etwa 10 kD. Die Autoren
postulieren, dass die hochmolekularen Cadmium-, Kupfer- und Zink-
bindenden Substanzen unter dem Einfluss von Mercaptoethanol in
niedermolekulare Substanzen dissoziieren [325]. Zudem ist fir Sojabohnen
beschrieben, dass das Speicherprotein Glycinin Cadmium bindet [325, 326].
Glycinin ist ein 12-S-Globulin mit einer Molmasse von 330 kD. Unter dem
Einfluss von Mercaptoethanol dissoziiert es in Untereinheiten mit Molmassen
von 19 kD, 37 kD und 42 kD [225]. Diese Untersuchungen an Sojabohnen
zeigen, dass Speicherproteine in Olsaaten Cadmium binden. Fur
Sonnenblumen aber auch fir Raps konnte dies bedeuten, dass auch
Speicherproteine, wie z.B. das 11-S-Globulin Helianthinin (M = 300-350 kD),
Cadmium koordinieren (vgl. Abbildung 33). Der Zusatz eines milden
Reduktionsmittels wie Mercaptoethanol zum Extraktions- und Elutionspuffer
konnte daher erste Hinweise liefern, ob Speicherproteine auch bei Sonnen-
blumenkernen und Rapssamen als Cadmium-Bindungsformen infrage
kommen (vgl. 6.3 und 6.4)

6.2 Rapssamenextrakte

Fur diese Untersuchungen werden Rapssamen der ,BEE" 1996 sowie ein
weiteres Rapsmischmuster eingesetzt (Tabelle 6). Die untersuchten Proben
sind zum Zeitpunkt der Untersuchungen 24 bis 48 Monate alt. Wahrend der
Lagerung wurden die Rapssamen in Kunststoffgefallen bei Raumtemperatur
unter Lichtausschluss aufbewabhrt.

Tab. 18: Durchschnittliche Schwermetallverteilung auf die Fraktionen von

Rapssamenextrakten
Fraktion Cadmium Kupfer Nickel Zink Eisen
(%]
Fett 10 7 6 10 10
Uberstand 25 25 25 15 8
Ruckstand 65 65 60 70 75

Wie Tabelle 18 zeigt, sind 25 % des Cadmiums, Kupfers und Nickels sowie
15 % des Zinks aus reifen Rapssamen extrahierbar. Im Vergleich zu Sonnen-
blumenkernen sind fur Cadmium und Kupfer aus Rapssamen deutlich
geringere Werte ermittelt worden, weil diese Schwermetalle in Rapssamen
vermutlich zu hoéheren Anteilen an unlésliche Zellstrukturen (Zellwande,
Zellmembranen) gebunden sind. Nickel, Zink und Eisen sind aus Rapssamen
in gleichem MalRRe extrahierbar wie aus Sonnenblumenkernen.



Schwermetall-bindende Substanzen in Sonnenblumen und Raps 59

> 600 kD 190 kD 120 kD 90 kD 40kD 25kD <10 kD
2,5 4

\ \”
WA
OVM L/\A\ /

Cd
-0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85 0,95 1,05

Elementgehalt [rel. Einheiten]

K - Wert

Abb. 34: Rapssamen (BEE 1996): Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen
Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL Ni (1 Einheit 50 ng/mL)

Zn (1 Einheit 60 ng/mL), Extraktionsbedingungen vgl. Abb. 30.

Abbildung 34 veranschaulicht, dass die Cadmium-, Kupfer- und Zink-
bindenden Substanzen in reifen Rapssamen Uber einen weiten Molmassen-
bereich (300-20 kD) verteilt sind. Hochmolekulare Cadmium-bindende
Komponenten (> 600 kD) sind nicht nachweisbar. Ebenso sind im Gegensatz
zu Sonnenblumenkernen in Rapssamen keine Cadmium-Bindungsformen mit
einer Molmasse von 300 kD zu beobachten. Das in Rapssamen enthaltene
Speicherprotein Cruciferin, ein 12-S-Globulin (Molmasse 300-350 kD),
kommt daher nicht als Cadmium-bindende Substanz infrage. Gleiches gilt fur
das 2-S-Globulin Napin (Molmasse 13 kD). Nickel und Zink sind in Raps-
samen an niedermolekulare (< 0,1 kD) aber auch an hohermolekulare
Komponenten (Ni: 40 kD; Zn: 300—40 kD, 25 kD) gebunden.

Zwischenbetrachtung

Die bisherigen Untersuchungen zur Extrahierbarkeit von Cadmium, Kupfer,
Nickel und Zink sowie zu deren Bindungsformen in Sonnenblumenkernen
und Rapssamen haben weitere Unterschiede zwischen den beiden Olsaaten
aufgezeigt.

» Cadmium ist aus Rapssamen nur zu einem geringen Anteil (25 %)
extrahierbar. Es ist daher zu vermuten, dass der Anteil des an unlds-
liche Zellstrukturen (Zellwand, Zellmembran) gebundenen Cadmiums
in Rapssamen hoher ist als in Sonnenblumenkernen (40-60 %).

» Die Extrahierbarkeit der Cadmium-Bindungsformen aus Sonnen-
blumenkernen ist von der Lagerungsdauer abhéngig. Die geringere
Extrahierbarkeit aus alteren Sonnenblumenkernen ist offenbar auf
eine Aggregierung der Cadmium-bindenden Substanzen zurtck-
zufithren. Ahnliche Beobachtungen werden fir Rapssamen nicht
gemacht.
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» Fur Sonnenblumenkerne und Rapssamen deutet sich an, dass Nickel
zu einem betrachtlichen Teil (bis zu 90 %) an unlésliche Zellstrukturen
gebunden ist (vgl. Tabelle 15 und 18). Ferner sind die Molmassen der
l6slichen Nickel-Bindungsformen aus Sonnenblumenkernen und
Rapssamen sehr niedrig (< 0,1 kD).

» Kupfer ist aus Sonnenblumenkernen in hdherem Mal3e (60 %) extra-
hierbar als aus Rapssamen (25 %). Zudem unterscheiden sich die
Molmassen der wasserldslichen Kupfer-Bindungsformen. In Sonnen-
blumenkernen sind hauptséachlich niedermolekulare (2,5 kD, < 0,1 kD),
in Rapssamen dagegen héhermolekulare Kupfer-Bindungsformen mit
Molmassen von 200-25 kD zu detektieren.

» Aus Sonnenblumenkernen und Rapssamen ist Zink nur zu einem
kleinen Anteil (15 %) extrahierbar. Zink ist in beiden Olsaaten
offensichtlich bevorzugt an unlésliche Zellstrukturen gebunden. Die
I6slichen Zink-Bindungsformen aus Sonnenblumenkernen sind nieder-
molekulare Substanzen (< 0,1 kD), wahrend in Rapssamen Zink im
Molmassenbereich von 200-25 kD fraktioniert.

6.3 Sonnenblumenkerne: Extraktion unter reduzierenden
Bedingungen

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, sind die aus Sonnenblumen-
kernen und Rapssamen extrahierten Cadmium-, Kupfer- und Zink-bindenden
Substanzen uber einen weiten Molmassenbereich verteilt. Dieses konnte
ebenso wie der fir Cadmiumspezies festgestellte Alterungseffekt auf eine
Aggregierung der Schwermetall-Bindungsformen in Sonnenblumenkernen
und Rapssamen deuten (vgl. Abbildung 32 und 34). Diese Hypothese soll
durch den Einsatz eines milden Reduktionsmittels gepruft werden (vgl. 1.8).
In zahlreichen Untersuchungen wird Mercaptoethanol als Disulfidbriicken
spaltendes Reagenz verwendet [67, 188, 225, 270, 276, 284, 324, 325]. Fur
die Extraktionsversuche unter reduzierenden Bedingungen werden die
Sonnenblumenkerne der Sorte ,Petra® der Ernten 1996-97 sowie
Sonnenblumenkerne der Probenahmen in Unterfranken (1998) und
Vinsebeck (1999) eingesetzt.

Tab. 19: Durchschnittliche Schwermetallverteilung auf die Fraktionen von
Sonnenblumenkernextrakten unter reduzierenden Bedingungen

Fraktion Cadmium Kupfer Nickel Zink Eisen
[%6]

Fett 5 10 15 <5 5

Uberstand 65 65 30 20

Rickstand 30 25 60 65 90

Bei der Extraktion unter reduzierenden Bedingungen werden 65 % des
Cadmiums und Kupfers in die wassrige Fraktion Uberfuhrt. Nickel ist zu
etwa 30 %, Zink zu 20 % aus Sonnenblumenkernen extrahierbar. Wahrend
die Extrahierbarkeit von Kupfer, Zink und Eisen von dem milden Reduktions-
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mittel nicht beeinflusst wird, zeigt Abbildung 35, dass ein grof3er Einfluss auf
die Extrahierbarkeit von Cadmium besteht.
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Abb. 35: Einfluss von Mercaptoethanol auf die Extrahierbarkeit von Cadmium
aus Sonnenblumenkernen

Unter nicht-reduzierenden Bedingungen ist Cadmium zu 25-45 % aus
Sonnenblumenkernen zu extrahieren (Tabelle 15). Dagegen steigt die

Extrahierbarkeit unter reduzierenden Bedingungen auf 60 - 70 %.
>600 kD 430 kD 150 kD 90 kD 25 kD <10 kD

Elementgehalt [rel. Einheiten]

Abb. 36: Sonnenblumenkerne (Sorte ,Petra“; 1997): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen.
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 50 ng/mL),
Zn (1 Einheit 125 ng/mL),
Thiol-Gruppen (1 Einheit 300 mg/L Cysteiniumchlorid)
Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L, 10 mmol/L ME),
Superdex S200.

Abbildung 36 veranschaulicht, dass Cadmium unter reduzierenden
Bedingungen Uberwiegend (50 %) bei einer Molmasse von 25 kD sowie im
Totalvolumen (< 10 kD) eluiert wird. Weitere Cadmium-bindende Substanzen
fraktionieren bei 90 und 430 kD. Nickel eluiert im Totalvolumen (< 0,1 kD).
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Zink ist an Substanzen mit der Molmasse von 90 kD, 25 kD, 2,5 kD bzw.
< 0,1 kD gebunden. Kupfer-bindende Komponenten werden bei 150 kD, 25
kD und im Totalvolumen (2,5 kD; < 0,1 kD) beobachtet.

Weil Thiolgruppen, wie z.B. bei Metallothioneinen, die Koordinierung von
Schwermetallen ermoglichen, wurde auch der Thiolgehalt in den Fraktionen
der Gelfiltration bestimmt. Abbildung 36 zeigt Maxima des Elutionsprofiles fur
SH-Gruppen-haltige Komponenten im Ausschlussvolumen (> 600 kD), bei
300 kD, 100 kD, zwischen 50 und 15 kD sowie im Totalvolumen. Das
Elutionsprofil fur SH-Gruppen zeigt, dass die Cadmium-, Kupfer- bzw. Zink-
bindenden Substanzen im Molmassenbereich von 25 kD Thiolgruppen
enthalten kdnnen.

Nachfolgend wird der Einfluss des Reduktionsmittels auf das Elutionsprofil
von Cadmium betrachtet. Auf das Elutionsprofil der Nickel-bindenden
Komponenten hat der Zusatz von Mercaptoethanol keinen Einfluss, daher
wird auf eine weitere Erorterung verzichtet.
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Abb. 37: Sonnenblumenkerne (Sorte ,Petra“, 1997): Vergleich der Elutions-
profile von Cadmium bei der Gelfiltration der wéssrigen Fraktion
unter nicht-reduzierenden und reduzierenden Bedingungen
Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L); unter reduzierenden
Bedingungen werden 10 mmol/L Mercaptoethanol zugesetzt.

Far Cadmium ist festzustellen, dass bei der Gelfiltration unter reduzierenden
Bedingungen keine hochmolekularen Cadmium-bindenden Substanzen
(> 600 kD) mehr zu erkennen sind. Dagegen kénnen Cadmium-bindende
Substanzen mit der Molmasse von 25 kD und 2,5 kD beobachtet werden, die
unter nicht-reduzierenden Extraktions- und Elutionsbedingungen nicht
auftreten. Wie in Kapitel 7.1 angedeutet, fuhrt die Zugabe des milden
Reduktionsmittels zu einer drastischen Veranderung des Cadmium-Elutions-
profiles bei Sonnenblumenkernen. Anzumerken ist an dieser Stelle, dass das
Cadmium-Elutionsprofil fir die Sonnenblumenkerne der Ernte 1996 (Sorte
.Petra®) mit dem fir die Kerne der Ernte 1997 tbereinstimmt (vgl. Abbildung
A9). Diese Beobachtung ist als Hinweis zu werten, dass die Cadmium-
bindenden Substanzen mit zunehmender Lagerungsdauer zu Substanzen
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mit héheren Molmassen aggregieren. Zudem sind die hdhermolekularen
Cadmium-Bindungsformen schlechter l6slich (vgl. Tabelle 15, Abbildung 32).

6.4 Rapssamen: Extraktion unter reduzierenden
Bedingungen

Extraktionsversuche mit Rapssamen unter Zusatz von Mercaptoethanol
sollten, wie bereits bei Sonnenblumenkernen, zeigen, ob sich unter reduzie-
renden Bedingungen die Extrahierbarkeit von Cadmium, Kupfer, Nickel oder
Zink verandert. Fur diese Untersuchungen werden Rapssamen der ,BEE*
1996 sowie ein weiteres Rapsmischmuster eingesetzt (Tabelle 6)

Tab. 20: Durchschnittliche Schwermetallverteilung auf die Fraktionen von
Rapssamenextrakten unter reduzierenden Bedingungen

Fraktion Cadmium Kupfer Nickel Zink Eisen
(%]

Fett <5 <5 <10 10 <5

Uberstand 25 25 30 10 <5

Ruckstand 70 70 60 80 85

Allgemein ist festzustellen, dass die Extrahierbarkeit von Cadmium, Kupfer,
Nickel, Zink und Eisen aus Rapssamen von der Zugabe des Reduktions-
mittels Mercaptoethanol nicht beeinflusst wird. Im Vergleich zu
Sonnenblumenkernen ist die Extrahierbarkeit dieser Schwermetalle aus
Rapssamen sowohl unter oxidierenden als auch reduzierenden Bedingungen
geringer.
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Abb. 38: Rapssamen _ (,BEE" 1996): Schwermetall-Elutionsprofil  der
wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 75 ng/mL)
Zn (1 Einheit 50 ng/mL),
SH-Gruppen (1 Einheit normiert auf 600 mg/L Cysteiniumchlorid)
Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 36.
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Tab. 21: Rapssamen: GFC-Fraktionierbereiche an Superdex S200:
prozentuale Verteilung der Schwermetalle (s. Abb. 38)

Fraktionierbereich / Molmasse [kD]
> 600 200 - 50 40 30-15 <10
(%]
Cadmium 5 20 50
Kupfer 25 45
Nickel 35 10 40
Zink 50 25 5

Der Vergleich von Abbildung 34 und 38 verdeutlicht, dass auch fur Raps-
samenextrakte eine drastische Veranderung der Schwermetallelutionsprofile
durch Zugabe von Mercaptoethanol zu beobachten ist. Abbildung 39
demonstriert diesen Effekt am Beispiel des Elutionsprofiles fur Cadmium.
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Abb. 39: Rapssamen (1996): Vergleich der Elutionsprofile von Cadmium bei
der Gelfiltration der wassrigen Fraktion unter nicht-reduzierenden
und reduzierenden Bedingungen
Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 37.

Wie bei Sonnenblumenkernen werden auch aus Rapssamen unter reduzie-
renden Bedingungen Cadmium-, Kupfer- und Zink-bindende Substanzen
mit einer Molmasse von 20-25 kD extrahiert (vgl. Abbildung 39). Dieser SH-
Gruppen-reiche Fraktionierbereich (Abbildung 38) enthalt 50 % des
Cadmiums, 45 % des Kupfers sowie 25 % des Zinks. Dagegen treten hoher-
molekulare Komponenten (> 30 kD) mit SH-Gruppen nur in geringem Malie
auf. Nickel ist in Rapssamen - im Gegensatz zu Sonnenblumenkernen -
hauptsachlich an hohermolekulare Substanzen (85 kD bzw. 40 kD)
gebunden. Der Hauptanteil des Zinks (50 %) sowie 20 % des Cadmiums und
Kupfers ist Uber einen Fraktionierbereich von 200-50 kD verteilt.
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Zwischenbetrachtung

Cadmium ist aus Sonnenblumenkernen in gréReren Anteilen (25-45 %) zu
extrahieren als aus Rapssamen (25 %). Die Extrahierbarkeit von Cadmium
kann bei Sonnenblumenkernen durch die Zugabe von Mercaptoethanol zum
Extraktionspuffer auf 65 % gesteigert werden. Bei Rapssamen bewirkt der
Zusatz des milden Reduktionsmittels keine  Verdnderung der
Extrahierbarkeit.

In Sonnenblumenkernen ist Cadmium anscheinend in einem hohen Mal3e (>
65 %) an zum Teil aggregierte losliche Proteine und Peptide gebunden.
Dagegen ist bei Rapssamen der Anteil des an losliche Substanzen
gebundenen Cadmiums mit ca. 20 % sehr viel geringer. Dieses kann als
Hinweis interpretiert werden, dass Cadmium in Rapssamen zu einem
deutlich héheren Anteil (> 70 %) an unldsliche Zellstrukturen gebunden ist
als in Sonnenblumenkernen (< 25 %). Dieses wirde bedeuten, dass der
Anteil an mobilem Cadmium in Rapssamen deutlich geringer ist als in
Sonnenblumenkernen (vgl. 1.8). Es ist daher zu klaren, ob auch in anderen
Grundorganen von Rapspflanzen (Wurzel, Stéangel, Blatter) Cadmium
bevorzugt an unldsliche Zellstrukturen immobilisiert wird. Falls ja, ware
erklarbar, warum Cadmium in Rapspflanzen zum Uberwiegenden Anteil in
den vegetativen Pflanzenteilen und nicht in den Samen akkumuliert wird.

Fir Nickel lassen sich keine Unterschiede in der Extrahierbarkeit aus
Sonnenblumenkernen und Rapssamen feststellen. Nickel ist in beiden
Olsaaten bevorzugt an niedermolekulare Substanzen - mdglicherweise
organische Sauren (vgl. 1.6.5) - gebunden.

Der Totalgehalt von Kupfer ist in Sonnenblumenkernen und Rapssamen
zwar ahnlich hoch (Tabelle 1), aber die Extrahierbarkeit ist sehr unter-
schiedlich. So lassen sich unabhangig vom Zusatz des Reduktionsmittels
aus Sonnenblumenkernen 60-70 %, aus Rapssamen dagegen lediglich 25 %
des Kupfers extrahieren. Deutliche Unterschiede zeigen sich ebenfalls im
gelchromatographischen Verhalten der Kupfer-bindenden Substanzen von
Sonnenblumenkernen und Rapssamen:

In Sonnenblumenkernen sind funf Kupfer-haltige Fraktionen bei 170 kD, 25
kD, 17 kD, 2,5 kD und im Totalvolumen (< 0,1 kD) nachweisbar.
Demgegenuber eluieren die Kupfer-bindenden Substanzen aus Rapssamen
ausschlief3lich bei hoheren Molmassen (200-25 kD).

Fur die Zink-bindenden Substanzen zeigen sich ebenfalls Unterschiede. In
Sonnenblumenkernen ist Zink hauptsachlich niedermolekular (< 0,1 kD)
gebunden. In Rapssamen ist Zink dagegen bevorzugt an Substanzen mit
Molmassen von 200-15 kD gebunden.

6.5 Sonnenblumenbléatterextrakte

Die untersuchten Sonnenblumenblatter stammen von 25 Tage alten Pflanzen
der Anzucht in Hydrokultur und von Pflanzen, die wahrend der Reifeperiode
direkt vom Feld geerntet wurden (Marktbreit in Unterfranken 1998; Vinsebeck
1999). Die untersuchten Blatter waren griin und wiesen keine vertrockneten
Stellen auf. Wéahrend die Pflanzen aus Unterfranken in die Pflanzen-
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grundorgane Wurzel, Stangel,
Blatter und Frucht zerlegt
wurden, sind bei den Sonnen-
blumen aus Vinsebeck (1999)
Blatter 19 - 26 die einzelnen Sprossabschnitte
untersucht worden. Dazu wurde
der Pflanzenstangel in 4 Teile
Blatter 13 - 18 mit jeweils 6 Blattern zerlegt
(Abbildung 40). Es sollen
madgliche Unterschiede in den
Schwermetallgehalten und
Bindungsformen fur Cadmium,
Blatter 1- 6 Nickel, Kupfer, Eisen und Zink in
den einzelnen Sprossabschnit-

ten untersucht werden.

Blatter 7 -12

Abb. 40: Unterteilung des Sprosses von Sonnenblumenpflanzen in vier
Abschnitte bei der Probenahme in Vinsebeck (1999)

Far Cadmium, Kupfer, Nickel und Zink konnten in den Blattern entlang der
Sprossachse von Sonnenblumen keine signifikanten Unterschiede im
Schwermetallgehalt festgestellt werden. Der Eisengehalt in den untersten
Blattern (1-6) ist jedoch etwa doppelt so hoch wie in den Ubrigen Blattern.

Tab. 22: Durchschnittliche Schwermetallverteilung auf die Fraktionen von
Sonnenblumenblatterextrakten

Fraktion Cadmium Kupfer Nickel Zink Eisen
[%6]

Uberstand 20 60 - 70 20-50 40 5

Rickstand ‘ 80 20-30 50 - 80 60 95

Mit dem Tris-HCI-Puffersystem werden etwa 20 % des Cadmiums, 20-50 %
des Nickels, 60-70 % des Kupfers, 40 % des Zinks und 5 % des Eisens in die
wassrige Phase Uberfuhrt.

Im Vergleich zu Sonnenblumenkernen (25-45 %) ist verhaltnismallig wenig
Cadmium aus Sonnenblumenblattern extrahierbar.

Fur Nickel hangt die Extrahierbarkeit stark von Herkunft der Pflanzen und
den Anzuchtbedingungen ab. So zeigen die Pflanzen aus Hydrokultur und
von einem Feld in Marktbreit (Unterfranken) eine hohe Extrahierbarkeit fir
Nickel (50 %), wahrend bei den Sonnenblumen aus Vinsebeck
(Ostwestfalen) nur geringe Mengen an Nickel (20 %) aus den Blattern zu
extrahieren sind. Diese geringe Extrahierbarkeit von Nickel gilt sowohl fir die
unteren Blatter (1-6) als auch fur die obersten Blatter (19-26).

Die Nickelgehalte in den Blattern der Pflanzen aus landwirtschaftlichem
Anbau sind anndhernd gleich hoch (vgl. Tabelle 8); ebenso ist das
Reifestadium der Pflanzen vergleichbar, wie der Fettanteil in den Sonnen-
blumenkernen verdeutlicht (vgl. 2.3). Zudem fungieren die Blatter in den
Sonnenblumen aus Unterfranken und Vinsebeck in gleichem Male als
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Schwermetallsenke (vgl. Abbildung 16b). Es ist deshalb zu klaren, ob die
l6slichen Nickel-Bindungsformen in Blattern von Sonnenblumen eine Erkla-
rung fur die beobachteten Unterschiede liefern kénnen (vgl. Abbildung 42).
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Abb. 41: Sonnenblumenblatter (Blatter 1-6; Vinsebeck, 1999):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 25 ng/mL),
Zn (1 Einheit 30 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 30.

Abbildung 41 und Abbildung A23 zeigen, dass in Sonnenblumenblattern der
Pflanzen aus Vinsebeck (Blatter 1-6) die Cadmium-, Kupfer-, Nickel- und
Zinkspezies Uber einen weiten Molmassenbereich verteilt sind.

Cadmium ist Uberwiegend hohermolekular gebunden (600-50 kD), sowie
Nickel und Zink bevorzugt niedermolekular (30 - <10 kD). An ,Superdex
Peptide” (Abbildung A20) fraktionieren Nickel-bindende Substanzen mit der
Molmasse von 2,5 kD. Der grofdte Teil des Nickels und Zinks eluiert im
Totalvolumen (< 0,1 kD). Zudem kdnnen Kupfer-bindende Substanzen mit
der Molmasse von 28 kD und 3 kD im Eluat nachgewiesen werden. An
Superdex S75 liel3en sich die Kupfer-Bindungsformen mit der Molmasse von
28 kD weiter auftrennen, sodass Komponenten bei 26 kD und 19 kD
detektiert wurden (Dnp).

Neben den untersten Blattern (1-6) der Sonnenblumen sind zusatzlich die
obersten Blatter (19-26) der Sonnenblumenpflanzen aus Vinsebeck auf die
Bindungsformen von Cadmium, Kupfer, Nickel und Zink untersucht worden
(Abbildung A21). Es zeigten sich allerdings keine wesentlichen Unterschiede
in den Schwermetall-Elutionsprofilen.

Gleiches gilt fir Sonnenblumenblatter aus der Anzucht in Hydrokultur
(Kontrollanzucht ohne Cd-Dotierung). Cadmium ist an Substanzen mit
Molmassen > 35 kD gebunden. Nickel und Zink eluieren sowohl im
Ausschluss- (> 35 kD) als auch im Totalvolumen (< 1,5 kD). Kupfer ist fast
ausschlie3lich niedermolekular (< 1,5 kD) gebunden. Zudem fraktionieren
Kupfer-bindende Substanzen bei 20 kD.
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Es bleibt zu untersuchen, ob die hohere Extrahierbarkeit von Nickel aus
Blattern der Pflanzen aus Unterfranken im Vergleich zu den Sonnenblumen
aus Vinsebeck auf unterschiedliche Bindungsformen zurickzufiihren ist.
Abbildung 42 zeigt das Nickel-Elutionsprofil fir die Blatter der in Unterfranken
(1998) und Vinsebeck (1999, Blatter 1-6) geernteten Sonnenblumen.
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Abb. 42: Sonnenblumenblatter: Vergleich der Elutionsprofile von Nickel bei
der Gelfiltration der wassrigen Fraktion fur Sonnenblumen aus
Vinsebeck (Ostwestfalen) und Marktbreit (Unterfranken)
Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 30.

Im Vergleich zu den bisherigen Elutionsprofilen fallt das markante Maximum
fur Nickel bei einer Molmasse von 85 kD auf. In diesem Molmassenbereich
sind 20 % des Nickels gebunden. Zudem kénnen, im Gegensatz zu den
Sonnenblumenbléattern der Pflanzen aus Vinsebeck, Nickel-bindende
Komponenten mit einer Molmasse von 2,5 kD aus den Blattern der
Sonnenblumen aus Unterfranken extrahiert werden. Der Anteil der
hochmolekularen Nickelspezies (> 500 kD) ist in allen untersuchten
Sonnenblumenblatterproben in einer ahnlichen GrélRenordnung. Dieses gilt
ebenfalls fur den Anteil des an niedermolekulare Substanzen (< 0,1 kD)
gebundenen Nickels.

Diese Beobachtungen konnen als Hinweise interpretiert werden, dass die
Unterschiede in der Extrahierbarkeit von Nickel auf eine Sortenabhangigkeit
der Bindungsformen zurtickzufihren sind.

6.6 Rapsblatterextrakte

Die fur diese Untersuchungen verwendeten Blatter stammen von
Rapspflanzen aus der Anzucht in Hydrokultur sowie von der Probenahme im
April 2000 in Detmold-Mosebeck.
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Tab. 23: Durchschnittliche Schwermetallverteilung auf die Fraktionen von
Rapsblatterextrakten

Fraktion Cadmium Kupfer Nickel Zink Eisen
[%]

Uberstand 45 65 15 50 10

Rickstand ‘ 55 35 80 50 90

Aus Rapsblattern sind Cadmium und Zink zu etwa 50 % extrahierbar. Die
hdchste Extrahierbarkeit mit 65 % weist Kupfer auf. Auffallig ist, dass Nickel
lediglich zu 15 % aus Rapsblattern zu extrahieren ist. Mehr als 80 % des
Nickels sind demnach an unlésliche Zellbestandteile, wie z.B. Zellwande und
Zellmembranen, gebunden. Vergleichbares ist bisher nur fir Nickel-Hyper-
akkumulatoren wie das Taschelkraut Thlaspi goesingense beschrieben [120].
Im Vergleich zu Rapssamen (Tabelle 19) ist die Extrahierbarkeit der
Schwermetalle aus Rapsblattern - mit Ausnahme von Nickel - deutlich héher.
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Abb. 43: Rapsblétter (Detmold-Mosebeck, April 2000):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 40 ng/mL),
Zn (1 Einheit 200 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 30.

Die wasserloslichen Zink- und Nickel-bindenden Substanzen eluieren
nahezu vollstandig im Totalvolumen (< 0,1 kD; Abbildung A25). Als
Bindungspartner sind Malat, Citrat und Histidin zu vermuten, wie es flr
Blatter des gewohnlichen Leimkrautes Silene vulgaris beschrieben ist [100].
Hohermolekulare Kupfer-Bindungsformen (> 100 kD) scheinen im
Gegensatz zu nieder-molekularen (< 0,1 kD) weder in Sonnenblumen- noch
in Rapsblattern von Bedeutung zu sein (Abbildung A25). Kupfer ist sowohl in
Raps- als auch Sonnenblumenblattern an Substanzen im Molmassenbereich
von 25-28 kD gebunden.
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Die Cadmium-bindenden Substanzen aus Rapsbléattern sind Uber einen
weiten Molmassenbereich (40 - > 600 kD) verteilt. Im Gegensatz zu Sonnen-
blumenblattern werden aus Rapsblattern auch niedermolekulare Cadmium-
Bindungsformen (< 0,1 kD) extrahiert, die 30 % des Cadmiums enthalten und
wohl die leichte Extrahierbarkeit des Cadmiums aus Rapsblattern (65 %)

ermdglichen.
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Abb. 44: Vergleich der Cadmium-Elutionsprofile bei der Gelfiltration der
wassrigen Fraktion von
und Rapsblattern (Detmold-Mosebeck, 2000)
unter Hydrokulturbedingungen werden ahnliche Unterschiede beobachtet (Dnp)

Bei den Liganden der niedermolekularen Cadmium-Bindungsformen kdnnte
es sich um Citrate handeln, wie fur Zellsuspensionskulturen von
Tabakpflanzen beschrieben ist [123].

Zwischenbetrachtung

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Kupfer, Nickel und Zink aus
Rapsblattern in einer ahnlichen GréRenordnung wie aus Sonnenblumen-
blattern extrahierbar sind. Cadmium ist aus Rapsblattern in einem hoheren
MalRe extrahierbar als aus Sonnenblumenblattern.

Deutliche Unterschiede werden zwischen den Schwermetall-Elutionsprofilen
bei Sonnenblumen- und Rapsblattern festgestellt. Cadmium ist in Raps-
blattern zu einem hohen Anteil (> 30 %) niedermolekular (< 0,1 kD) gebun-
den, in Sonnenblumenblattern dagegen ausschliel3lich héhermolekular.
Nickel ist aus den Blattern von Sonnenblumen, die in Vinsebeck geerntet
wurden, zu 20 % extrahierbar, wahrend aus den Bléattern der Sonnenblumen
aus Unterfranken 50 % des Nickels extrahierbar sind. Zusatzlich sind in den
Blattern der Pflanzen aus Unterfranken Nickel-bindende Substanzen der
Molmassen 85 kD und 2,5 kD nachweisbar. In Rapsblattern ist Nickel
ausschlief3lich niedermolekular gebunden.
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Der Hauptanteil des Kupfers wird sowohl in Sonnenblumen- als auch in
Rapsblattern von Substanzen im Molmassenbereich von 25-28 kD
komplexiert. Kupfer ist ferner niedermolekular (< 0,1 kD) gebunden.

In  Sonnenblumenbléattern fraktionieren nieder- (< 0,1 kD) und hoéher-
molekulare Zink-Bindungsformen (> 600 bis 20 kD). Im Unterschied dazu ist
Zink in Rapsblattern ausschlief3lich niedermolekular (< 0,1 kD) gebunden.

6.7 Sonnenblumenblatter: Extraktion unter reduzierenden
Bedingungen

Die extrahierbaren Anteile von Cadmium, Kupfer, Nickel und Zink aus
Sonnenblumenblattern (Vinsebeck 1999, Blatter 19-26) werden durch den
Zusatz von Mercaptoethanol zum Extraktionsmedium nicht beeinflusst.

400 kD 300 kD 24 kD 10 kD< 10 kD

2,5+

1,5 4

0,5 A

Elementgehalt [rel. Einheiten]

-0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85 0,95 1,05
Ky - Wert

Abb 45: Sonnenblumenblatter (Blatter 19-26, Vinsebeck, 1999):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion unter reduzie-
renden Bedingungen
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 25 ng/mL)

Zn (1 Einheit 250 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 36.

Aber beim Vergleich von Abbildung 45 und Abbildung A17 fallt fir Kupfer und
Cadmium unter reduzierenden Bedingungen eine deutliche Veranderung des
Schwermetall-Elutionsprofiles auf.

Kupfer ist hauptsachlich an Substanzen mit der Molmasse von 24 kD
gebunden. Die Schulter des Kupferpeaks zeigt, dass die Auflosung der
Gelfiltration nicht ausreicht, um die Kupferspezies zu trennen. An Superdex
S75 eluieren Kupfer-bindende Komponenten bei 26 kD und 19 kD.

Cadmium ist unter reduzierenden Bedingungen nicht mehr ausschlief3lich an
hochmolekulare Substanzen gebunden (vgl. Abbildung 46). Zusatzlich zu
hochmolekularen Cadmium-Bindungsformen (300 kD) werden Cadmium-
bindende Substanzen im Totalvolumen detektiert.
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Abb 46: Sonnenblumenblatter (Vinsebeck 1999; Blatter 19-26): Vergleich der
Cadmium-Elutionsprofile der wassrigen Fraktion unter nicht-reduzie-
renden und reduzierenden Bedingungen
Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L); unter reduzierenden
Bedingungen werden 10 mmol/L Mercaptoethanol zugesetzt. Superdex Peptide.

An  Superdex-Peptide (Abbildung 46) fraktionieren niedermolekulare
Cadmium-Bindungsformen im Molmassenbereich von 0,5 - 2,5 kD. Es ist zu
vermuten, dass es sich bei diesen Cadmium-haltigen Substanzen um
Phytochelatin-Monomere handelt, weil GALLEGO ET AL. diese in
Sonnenblumenblattern unter reduzierenden Bedingungen nachwiesen [210,
236]. Die Cadmium-bindende Substanz bei 0,5 kD kénnte demnach PC,
(Molmasse 542 g/mol) sein. Die weiteren Cadmium-bindenden Substanzen
bei 0,8, 1,2 und 2,5 kD konnten ebenfalls Phytochelatine darstellen,
entweder Monomere wie PC3; (Molmasse 774 kD) oder PC4 (Molmasse 1 kD)
bzw. Aggregate aus verschiedenen Phytochelatin-Monomeren. Allerdings
stent ein detaillierter Nachweis mit LC-MS und durch eine
Aminosaureanalyse noch aus.

6.8 Rapsblatter: Extraktion unter reduzierenden
Bedingungen

Die extrahierbaren Anteile von Cadmium, Kupfer, Nickel und Zink aus
Rapsblattern werden durch den Zusatz von Mercaptoethanol zum
Extraktionsmedium nicht beeinflusst.

Abbildung 44 zeigt, dass Cadmium in Rapsblattern zu erheblichen Anteilen
hohermolekular gebunden ist. Es ist zu vermuten, dass es sich bei diesen
Cadmium-Bindungsformen, wie bei Sonnenblumenblattern, um Aggregate
von niedermolekularen Cadmium-Phytochelatinen handelt, weil OSwWALD mit
Tris-HCI-Puffer (pH 8,5; 0,05 mol/L) Cadmium-Phytochelatine aus Raps-
blattern extrahierte [182]. Die Elutionsprofile von Nickel und Zink werden
durch das Reduktionsmittel nicht beeinflusst.
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Abb. 47: Rapsblétter (Detmold-Mosebeck, 2000): Schwermetall-Elutionsprofil
der wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 25 ng/mL),
Zn (1 Einheit 125 ng/mL), Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 36.

Fir Kupfer werden bei 320 kD zuvor nicht beobachtete Kupfer-bindende
Substanzen nachgewiesen. Allerdings ist zu vermuten, dass unter reduzie-
renden Bedingungen die nativen Kupfer-bindenden Substanzen teilweise
zerstort werden, weil unter diesen Bedingungen keine niedermolekularen
Kupfer-bindenden Substanzen (< 0,1 kD) mehr nachweisbar sind (Abbildung
A19). Cadmium eluiert an Superdex Peptide unter reduzierenden
Bedingungen ausschliel3lich bei 0,6 kD (Abbildung 48). Dabei kdnnte es sich
um die von Oswald beschriebenen Phytochelatine handeln (vgl. 6.7).
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Abb. 48: Rapsblatter (Detmold-Mosebeck, 2000): Vergleich der Cadmium-Elu-

tionsprofile der wassrigen Fraktion unter nicht-reduzierenden und
reduzierenden Bedingungen Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 46.




74 Schwermetall-bindende Substanzen in Sonnenblumen und Raps

Zwischenbetrachtung

Cadmium-bindende Substanzen in Sonnenblumen- und Rapsblattern treten
in einem weiten Molmassenbereich (600-100 kD) auf. Der Einsatz von
Mercaptoethanol flhrt zur Spaltung dieser Komponenten, da sich die nativen
hochmolekularen Substanzen aus niedermolekularen Untereinheiten
zusammensetzen (vgl. 1.6.4). Aus Rapsblattern kénnen neben hochmole-
kularen auch niedermolekulare Cadmium-Bindungsformen (< 0,1 kD)
extrahiert werden. Letztere sind moglicherweise fir hohere Extraktionsgrade
des Cadmiums aus Rapsblattern (65 %) im Vergleich zu Sonnenblumen-
blattern (20 %) verantwortlich. Sie sind unter reduzierenden Bedingungen
allerdings nicht stabil (vgl. Abbildung 48). Nickel und Zink sind in
Sonnenblumenbléttern zu 50 % an Substanzen mit Molmassen von 20-600
kD gebunden. Des Weiteren lassen sich niedermolekulare Nickel- und Zink-
Bindungsformen aus Sonnenblumenbléattern extrahieren. Dagegen sind
hohermolekulare Nickel- und Zink-bindende Substanzen in Rapsblattern
nicht nachweisbar. In Sonnenblumen- und Rapsblattern sind Kupfer-
bindende Substanzen im Molmassenbereich von 26-28 kD nachweisbar, die
gegenuber Mercaptoethanol stabil sind.

6.9 Sonnenblumen- und Rapsstangelextrakte

Tabelle 24 zeigt, dass Nickel aus den Stangeln von Rapspflanzen fast nicht
(< 5 %) zu extrahieren ist. Dieses gilt auch fur Sonnenblumenstéangel (20 %).
Cadmium und Zink sind aus Sonnenblumen- und Rapsstangeln in gleichem
MalRe herauszuldsen. Kupfer ist aus Sonnenblumenstangeln zu 65 %, aus
Rapsstangeln dagegen nur zu 35 % zu extrahieren.

Tab. 24: Durchschnittliche Schwermetallverteilung auf die Fraktionen von
Sonnenblumen- und Rapssténgelextrakten

Fraktion Cadmium  Kupfer Nickel Zink Eisen
[%]

Wassrige Fraktion Sonnenblume 50 60 20 30 <5

Wassrige Fraktion Raps 40 35 <5 35 <5

Die wassrigen Fraktionen aus Sonnenblumen- und Rapsstangeln wurden
ebenfalls mit der GFC untersucht. Die im Anhang dargestellten
Schwermetall-Elutionsprofile  (Abbildung A29 und A30) sind zu den
Elutionsprofilen fir Sonnenblumen- und Rapswurzeln &hnlich.

6.10 Sonnenblumenwurzelextrakte

Tab. 25: Durchschnittliche Schwermetallverteilung auf die Fraktionen von
Sonnenblumenwurzelextrakten

Fraktion Cadmium Kupfer Nickel Zink Eisen
(%]

Uberstand 40 70 65 35 5

Rickstand ‘ 60 30 35 65 95
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Aus Sonnenblumenwurzeln sind Cadmium und Nickel mit 40 % bzw. 65 % zu
deutlich héheren Anteilen extrahierbar als aus den Blattern (Tabelle 23). Im
Vergleich zu den Sonnenblumensaaten (Tabelle 19) sind Cadmium, Kupfer,
Nickel und Zink zu einem groRReren Teil aus den Wurzeln extrahierbar.
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Abb. 49: Sonnenblumenwurzeln (Vinsebeck, 1999):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 50 ng/mL),
Zn (1 Einheit 100 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abb. 30.
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Cadmium-bindende Komponenten eluieren bei 130 kD und im Totalvolumen
(< 10 kD). Das Elutionsprofil fur Cadmium an Superdex S75 und Superdex
Peptide zeigt Peaks bei 6-7 kD (vgl. auch Abbildung A21). Ob es sich bei
diesen Cadmium-Bindungsformen um Phytochelatine handelt, wurde nicht
geklart. Dieses erscheint zumindest mdglich, weil Untersuchungen an
Bohnen-, Mais- und Tomatenwurzeln sowie dem Gras Agrostis gigantea
Phytochelatine identifizierten, die mit Cadmium Komplexe von 10 kD bilden
[44, 140, 141, 269, 270]. Wie zuvor schon fur Sonnenblumenkerne und
Sonnenblumenblétter beobachtet, ist Nickel auch in Sonnenblumenwurzeln
bevorzugt an niedermolekulare Komponenten (< 0,1 kD) gebunden
(Abbildung 50). Hohermolekulare Nickel-Bindungsformen eluieren im Mol-
massenbereich von 20-30 kD.

Zink ist uberwiegend (60 %) im Totalvolumen (< 10 kD) nachweisbar. Etwa
40 % des Zinks eluieren uber einen weiten Molmassenbereich mit Maxima
bei 100 kD und im Ausschlussvolumen. Kupfer eluiert bei 460 kD, 75 kD
sowie im Totalvolumen (< 0,1 kD). Die Kupfer-bindenden Substanzen im
Totalvolumen fraktionieren an Superdex S75 (Abbildung A25) bei 7,5 kD. 30
% des Kupfers eluieren aul3erhalb des Trennbereiches der verwendeten
Saulen. Auffallig ist das wellenférmige Elutionsprofil fir Zink an Superdex
Peptide (Abbildung 50). Zink-bindende Komponenten eluieren bei 0,8 kD.
Weitere Zink-Maxima finden sich bei 1,2 kD und 3,2 kD (vgl. Abbildung 53).
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Abb. 50: Sonnenblumenwurzel (Vinsebeck, 1999): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion.
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 50 ng/mL),
Zn (1 Einheit 50 ng/mL);
Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR.

Cadmium-bindende Substanzen mit einer Molmasse von 10 kD sowie héher-
molekulare Cadmium-, Nickel- und Zink-bindende Komponenten (> 30 kD)
kénnen auch in den Sonnenblumenwurzeln aus der Anzucht in Hydrokultur
nachgewiesen werden (Abbildung A22).

6.11 Rapswurzelextrakte

Tab. 26: Durchschnittliche Schwermetallverteilung auf die Fraktionen von
Rapswurzelextrakten

Fraktion Cadmium Kupfer Nickel Zink Eisen
[%6]

Uberstand 40 50 10 35 5

Rickstand ‘ 60 50 90 65 90

Mit dem verwendeten Puffersystem lassen sich lediglich 10 % des Nickels
aus Rapswurzeln extrahieren. Im Vergleich zu Sonnenblumenwurzeln
(Tabelle 25) ist Nickel aus Rapswurzeln zu einem deutlich geringeren Anteil
extrahierbar, weil es vermutlich Uberwiegend an unlésliche Zellstrukturen
(Zellwand, Zellmembran) gebunden ist. Der daraus resultierende geringere
Anteil an mobilem Nickel kénnte ein Grund fur die niedrigen Nickelgehalte in
den oberirdischen Pflanzenteilen von Raps sein (Tabelle 10, 11). Dagegen
ist die Extrahierbarkeit von Cadmium, Kupfer und Zink in Sonnenblumen-
und Rapswurzeln ahnlich hoch.
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Abb. 51: Rapswurzeln (Detmold-Mosebeck, 2000):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 100 ng/mL),
Zn (1 Einheit 250 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 30.

Tab. 27: Rapswurzeln: GFC-Fraktionierbereiche an Superdex S200:
prozentuale Verteilung der Schwermetalle (s. Abb. 51)

Fraktionierbereich / Molmasse [kD]
> 600 90 40 <10
[%]
Cadmium 20 30 4 4
Kupfer 15 5 10 30

Die aus Rapswurzeln extrahierten Cadmium-Bindungsformen eluieren Uber
einen weiten Molmassenbereich (> 600-30 kD) mit Maxima bei 90 kD und im
Ausschlussvolumen der Séaule (> 600 kD). Kupfer-bindende Substanzen
werden im hochmolekularen Bereich (> 600 kD), bei 40 kD sowie im
niedermolekularen Bereich bei 3,2 kD (Abbildung A31) nachgewiesen.
Nickel und Zink sind bevorzugt niedermolekular (< 0,1 kD) gebunden.

Zwischenbetrachtung

Die Elutionsprofile fir die Schwermetall-bindenden Substanzen aus
Sonnenblumen- und Rapswurzeln unterscheiden sich deutlich. Wéahrend in
Sonnenblumenwurzeln Cadmium und Kupfer Uberwiegend an nieder-
molekulare Substanzen (< 15 kD) gebunden sind, treten in Rapswurzeln
Cadmium ausschlief3lich und Kupfer zu weiten Teilen héhermolekular (> 40
kD) auf. Nickel und Zink sind in Sonnenblumen- und Rapswurzeln bevorzugt
niedermolekular gebunden. Die Molmassen der Nickel- und Zinkspezies in
Sonnenblumenwurzeln liegen bei 2-10 kD. Dagegen sind die
niedermolekularen  Zink- und Nickel-bindenden Komponenten aus
Rapswurzeln ausschliel3lich im Totalvolumen (< 0,1 kD) nachzuweisen.
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6.12 Sonnenblumenwurzeln: Extraktion unter reduzierenden
Bedingungen

Im Vergleich zur Extraktion ohne Reduktionsmittel (40 %) ist Cadmium unter
reduzierenden Bedingungen zu etwa 75 % aus Sonnenblumenwurzeln
extrahierbar (Dnp). Die Extrahierbarkeit von Nickel, Kupfer und Zink wird von
Mercaptoethanol nicht beeinflusst.
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Abb. 52: Sonnenblumenwurzeln (Vinsebeck, 1999): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 50 ng/mL),
Zn (1 Einheit 100 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 36.

Unter reduzierenden Bedingungen sind Cadmium, Kupfer, Nickel und Zink
Uberwiegend niedermolekular gebunden (Abbildung 52). Etwa 30 % des
Cadmiums eluieren bei 2,3 kD. Im Ausschlussvolumen (> 7 kD) ist unter
diesen Bedingungen weniger Cadmium nachweisbar als bei der Extraktion
ohne Mercaptoethanol (Abbildung 50). Es ist zu vermuten, dass die
Cadmium-haltigen Substanzen bei 2,3 kD Untereinheiten der zuvor bei 10 kD
fraktionierenden  Cadmium-haltigen  Substanzen sind. Nickel wird
Uberwiegend im Totalvolumen (< 0,1 kD) sowie bei 1 kD eluiert.

Der Hauptanteil des Kupfers eluiert bei 0,2 kD. Zudem werden
Kupferspezies mit der Molmasse von 12 kD nachgewiesen. Auffallig ist der
markante Zinkpeak bei 0,8 kD, welcher bei der Extraktion ohne
Mercaptoethanol nicht zu beobachten ist (Abbildung 50).
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Abb. 53: Sonnenblumenwurzeln (Vinsebeck 1999): Vergleich der Zink-Elu-
tionsprofile der wassrigen Fraktion unter nicht-reduzierenden und
reduzierenden Bedingungen. Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 46.

Die Zink-bindenden Substanzen bei 3,2 und 1,2 kD werden unter
reduzierenden Bedingungen nicht mehr beobachtet. Mdglicherweise handelt
es sich dabei um Aggregate der Substanzen bei 0,8 kD. In der Literatur sind
Zink-Phytate beschrieben [147-150]. Es ist daher wahrscheinlich, das
Phytate  (Myoinositol-Hexaphosphat; Molmasse 660 g/mol) in
Sonnenblumenwurzeln an der Komplexierung von Zink beteiligt sind.
Dagegen ist eine Bindung von Zink an Phytochelatine nicht zu vermuten, wie
Untersuchungen von WALDNER ET AL. flr verschiedene Gemusesorten zeigen
[327].

6.13 Rapswurzeln: Extraktion unter reduzierenden
Bedingungen

Der Zusatz von Mercaptoethanol erhéht die Cadmium-Extrahierbarkeit von
40 % auf 70 %. Es ist daher zu vermuten, dass auch in den Rapswurzeln die
hochmolekularen Cadmium-Bindungsformen Aggregate von Untereinheiten
mit sehr viel geringerer Molmasse darstellen. Die Extrahierbarkeit von
Kupfer, Nickel und Zink wird durch Mercaptoethanol nicht beeinflusst.
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Abb. 54: Rapswurzeln (Detmold-Mosebeck, 2000): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 20 ng/mL),
Zn (1 Einheit 125 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 36.

Tab. 28: Rapswurzeln: GFC-Fraktionierbereiche an Superdex S200:
prozentuale Verteilung der Schwermetalle (s. Abb. 54)

Fraktionierbereich / Molmasse [kD]
> 600 430 - 70 35 12 <10
[%]
Cadmium 10 30 2 40 10
Kupfer 10 20 10 25 30
Nickel 2 20 5 10 55
Zink 5 15 2 15 55

Zink eluiert Uberwiegend im Totalvolumen (< 10 kD) und bei 12 kD. An
Superdex Peptide fraktionieren unter reduzierenden Bedingungen zuvor nicht
beobachtete Zink-bindende Komponenten bei 0,5 kD (Abbildung A26). Der
Hauptanteil des Zinks eluiert zusammen mit Nickel bei 0,2 kD. Kupfer ist zu
25 % an Komponenten mit der Molmasse von 12 kD gebunden. Der
Uberwiegende Anteil des Kupfers eluiert bei 0,6 kD (Abbildung AZ26).
Abbildung 54 zeigt, dass Cadmium unter reduzierenden Bedingungen zum
grofdten Teil an Substanzen mit einer Molmasse von 12 kD gebunden ist.
Weiterhin werden Cadmium-haltige Komponenten im Bereich von 1,5-0,5 kD
nachgewiesen. Abbildung 55 veranschaulicht die Veradnderungen des
Cadmium-Elutionsprofiles durch die Zugabe von Mercaptoethanol.
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55: Rapswurzeln (Detmold-Mosebeck, 2000): Vergleich der Cadmium-
Elutionsprofile der wassrigen Fraktion unter nicht-reduzierenden
und reduzierenden Bedingungen;

Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 37.

chenbetrachtung

Fur Sonnenblumen- und Rapswurzeln aus der landwirtschaftlichen Praxis

und

der Anzucht in Hydrokultur lassen sich auf Grund der bisherigen

Untersuchungsergebnisse folgende Gemeinsamkeiten und Unterschiede

formulieren:

Gemeinsamkeiten

» Cadmium (40 %) und Zink (40 %) sind aus Sonnenblumen- und
Rapswurzeln zu &hnlichen Anteilen extrahierbar.

» Durch die Zugabe des milden Reduktionsmittels Mercaptoethanol wird
die Extrahierbarkeit von Cadmium aus Sonnenblumen- und
Rapswurzeln von 40 % auf 70 % erhoht.

» Mercaptoethanol beeinflusst die Extrahierbarkeit von Kupfer, Nickel
und Zink weder bei Sonnenblumen- noch bei Rapswurzeln.

Unterschiede

» Nickel ist aus Sonnenblumenwurzeln zu 65 % extrahierbar, wahrend
aus Rapswurzeln lediglich 20 % zu extrahieren sind. Der hohere Anteil
an mobilem Nickel in den Wurzeln von Sonnenblumen sollte fur die
hoheren Nickelgehalte in den vegetativen Pflanzenteilen der
Sonnenblumen im Vergleich zu Rapspflanzen verantwortlich sein.

» Cadmium und Kupfer sind in Sonnenblumenwurzeln auch an nieder-

molekulare Komponenten gebunden (15-7 kD). Dagegen ist Cadmium
in Rapswurzeln ausschlie3lich und Kupfer zu einem hohen Anteil
(40 %) in Fraktionen mittel- bis hochmolekularer Komponenten (< 600
- 40 kD) enthalten. Diese werden durch Mercaptoethanol in Unter-
einheiten mit einer Molmasse von 12 kD gespalten.
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» Nickel und Zink sind in Rapswurzeln ausschlief3lich niedermolekular
(< 0,1 kD) gebunden. Dagegen werden aus Sonnenblumenwurzeln
auch Nickel- und Zinkspezies mit Molmassen von 7-10 kD extrahiert.
Diese Zink-Bindungsformen werden unter dem Einfluss von Mercapto-
ethanol in Untereinheiten von 0,8 kD gespalten.

7 Isolierung von Cadmium-bindenden Substanzen aus
Sonnenblumen und Raps

In Kapitel 1.7 ist beschrieben, dass die Cadmium-Bindungsformen in
Sonnenblumen und Raps bisher wenig bekannt sind. Einzig in den Blattern
wurden bisher Cadmium-Phytochelatine nachgewiesen [182, 210, 236].
Daher werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit Cadmium-bindende
Komponenten aus Sonnenblumenkernen und Rapssamen sowie aus den
Wurzeln von Sonnenblumen- und Rapspflanzen isoliert und struktur-
analytisch untersucht.
Fir die Isolierung der Cadmium-Bindungsformen aus den Wurzeln werden
Pflanzen verwendet, die unter definierten Bedingungen in Cadmium-dotierter
Nahrldsung angezogen wurden (vgl. Kap. 3). Es ist notwendig auf die unter
Hydrokulturbedingungen angezichteten Pflanzen als Modellpflanzen
auszuweichen, weil die Cadmium-bindenden Substanzen in den aus der
landwirtschaftlichen Praxis stammenden Pflanzen in zu geringer
Konzentration vorliegen (vgl. Abbildung 49 und 51).
Die Isolierung der Cadmium-Bindungsformen aus Pflanzenkompartimenten
folgt immer dem gleichen Schema und soll exemplarisch am Beispiel von
Sonnenblumenwurzeln (Abbildung 56) beschrieben werden (vgl. 1.8).

> 600 kD 30 - 24 kD

2,5+

1,5 4

0,5

Cadmiumgehalt [rel. Einheiten]
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K,y - Wert

Abb. 56: Sonnenblumenwurzeln (Anzucht in Hydrokultur, 1 umol/L Cd):

Cadmium-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 5 ng/mL); Extraktionsbedingungen vgl. Abbildung 30.

Zunachst werden die Cadmium-haltigen Substanzen aus dem Molmassen-
bereich von 20 - 35 kD gelchromatographisch von Begleitsubstanzen
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getrennt (Abbildung 58, gekennzeichneter Bereich) und nachfolgend mit der
lonenaustauscherchromatographie (IAC) weiter gereinigt (Abbildung 59). Die
Chromatographie an Bio-Scale Q5 ergab, dass die aus Sonnenblumen- und
Rapswurzeln isolierten Cadmium-bindenden Komponenten zunachst
vollstdndig retardiert werden (Abbildung 57, A34) und anschlielend mit
einem NaCl-Gradienten eluiert werden.

Volumenanteil Elutionsmittel B
[usniayuiz “[aJ] 1jeyabiuswa|3

2 18 34 50 66 82 98 114 130 146

Elutionsvolumen [mL]

Abb. 57: Elutionsprofil der Cadmium-bindenden Substanzen aus Sonnen-
blumenwurzeln (Molmasse 25kD)
SBK: Cd (1 Einheit 7 ng/mL);
Laufmittel A: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Laufmittel B: 1 mol/L NaCL in Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L).

Sonnenblumenwurzeln

Sowohl fur die unter nicht-reduzierenden (Abbildung 56) als auch unter redu-
zierenden Bedingungen (Abbildung A23) durch GFC isolierten Cadmium-
Bindungsformen lassen sich bei der IAC zwei Hauptfraktionen unterscheiden:

Nicht-reduzierende Bedingungen (Abbildung 57):

Substanz A: 10 % des Cadmiums; 0,10-0,15 mol/L NacCl.
Substanz B: 60 % des Cadmiums; 0,38-0,45 mol/L NacCl.

Reduzierende Bedingungen (Abbildung A33):

Substanz A: 50 % des Cadmiums; 0,10-0,15 mol/L NacCl.
Substanz B: 20 % des Cadmiums; 0,38-0,45 mol/L NaCl.

Die Fraktionen der Cadmium-haltigen Substanzen A und B der IAC werden
gepoolt und anschlieRend an Sephadex G25 entsalzen.

Die Cadmium-haltigen Fraktionen im Ausschlussvolumen der Entsalzungs-
saule (> 4kD) werden vereinigt und gefriergetrocknet. Es werden unter
reduzierenden Bedingungen 4,6 mg der Substanz A und 1,5 mg der
Substanz B erhalten.
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Rapswurzeln

Ebenso wie zuvor fur Sonnenblumenwurzeln beschrieben, wurden auch aus
Rapswurzeln Cadmium-haltige Komponenten im Molmassenbereich von 25-
35 kD isoliert (Abbildung A27 und A28). Bei der nachfolgenden IAC werden
fur die unter nicht-reduzierenden Bedingungen isolierten Komponenten drei
Cadmium-haltige Fraktionierbereiche nachgewiesen (Abbildung A34):

Substanz I: 2 % des Cadmiums; 0,15 mol/L NaCl,

Substanz II: 40 % des Cadmiums; 0,45 mol/L NacCl,
Substanz lll: 25 % des Cadmiums; 0,78 mol/L NaCl.

Unter reduzierenden Bedingungen (Abbildung A34) werden demgegentber
zwei Cadmium-haltige Fraktionierbereiche beobachtet:

Substanz la: 40 % des Cadmiums; 0,15 mol/L NacCl,
Substanz lla: 40 % des Cadmiums; 0,45 mol/L NacCl.

Bei der Isolierung ohne Zusatz von Mercaptoethanol wurden 1,2 mg der
Substanz | und 6,9 mg der Substanz Il erhalten. Substanz Il konnte nicht
isoliert werden, weil mdglicherweise Cadmium wahrend des Umpufferns
abgespalten wurde.

Die Isolierung der Cadmium-Bindungsformen unter reduzierenden
Bedingungen ergab 4,5 mg der Substanz la und 1,5 mg der Substanz lla.

Sonnenblumenkerne und Rapssamen
Fur Sonnenblumenkerne und Rapssamen wurden die Cadmium-Bindungs-
formen des Molmassenbereiches von 20-25 kD ausgewahlt (Abbildung 37
und 39), die unter reduzierenden Bedingungen die bevorzugte Bindungsform
fur Cadmium sind und mdglicherweise Untereinheiten von hochmolekularen
Speicherproteinen wie Helianthinin und Cruciferin darstellen (vgl. 6.1, 6.2).
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Abb. 58: Entsalzung der durch IAC gereinigten Cadmium-Bindungsformen
aus Sonnenblumenkernen und Rapssamen
Cd (1 Einheit 1 ng/mL);
Leitfahigkeit (1 Einheit 0,1 pS); Absorption 280 nm (1 Einheit 0,1 mV).
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Wie Abbildung 58 zeigt, eluieren die aus den Sonnenblumenkernen und
Rapssamen isolierten und mit IAC gereinigten Cadmium-bindenden
Komponenten nicht im Ausschlussvolumen (> 4 kD) der Entsalzungssaule,
obwohl dieses auf Grund der Molmasse von 20-25 kD zu erwarten ware.
Demnach haben sich wahrend der Aufkonzentrierung (IAC, Abbildung A31)
oder der Entsalzung an Sephadex G25 die aus Sonnenblumenkernen und
Rapssamen isolierten Cadmium-bindenden Komponenten chemisch
verandert. Der Verlauf der UV-Absorption bei 280 nm zeigt, dass die
Cadmium-Bindungsformen noch nicht von samtlichen Begleitstoffen getrennt
werden (Abbildung 58). Es ist daher méglich, dass Cd**-lonen aus den
ursprunglichen (nativen) Bindungsformen herausgelost werden und mit
anderen Komplexbildnern reagieren.

Fur die Isolierung der Cadmium-bindenden Komponenten aus
Sonnenblumenkernen und Rapssamen ist somit eine andere Strategie
erforderlich. Denkbar ist z.B. der Einsatz von Ultrafiltration kombiniert mit der
praparativen Isoelektrischen Fokussierung (IEF). Bei dieser Methode wirden
die Cadmium-Bindungsformen nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es allerdings nicht mehr mdglich,
diese Methoden anzuwenden.

Im Folgenden wurden die aus Sonnenblumen- und Rapswurzeln unter nicht-
reduzierenden und reduzierenden Bedingungen isolierten Cadmium-haltigen
Substanzen durch Fluoreszenz-HPLC, Aminosaureanalyse und ESI-MS
strukturanalytisch untersucht.

8 Strukturanalytische Untersuchungen der aus Sonnen-
blumen- und Rapswurzeln isolierten Cadmium-
bindenden Substanzen

8.1 Fluoreszenz-HPLC

Wie in Kapitel 1.9 beschrieben, wird mit der Fluoreszenz-HPLC geprift, ob
die aus den Wurzeln isolierten Cadmium-haltigen Substanzen Thiolgruppen
enthalten. Der Nachweis von Thiolgruppen ware ein Hinweis auf
cysteinreiche Proteine [289-293].

Jeweils ein Teil der aus Raps- und Sonnenblumenwurzeln isolierten und
lyophilisierten Cadmium-bindenden Komponenten wird mit Monobrombiman
derivatisiert (vgl. 11.5). Monobrombiman reagiert mit Thiolgruppen unter
Bildung von fluoreszierenden Thioethern, die mit der Fluoreszenz-HPLC
quantifiziert werden.

Abbildung 59 a zeigt fir die aus Rapswurzeln isolierte Substanz lla das
erhaltene Chromatogramm, das mit den anderen Chromatogrammen der aus
Sonnenblumen- und Rapswurzeln isolierten Cadmium-Bindungsformen
nahezu Ubereinstimmt (Dnp). Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 59 b das
Chromatogramm des reinen Derivatisierungsreagenz.

Da Monobrombiman selbst eine fluoreszierende Substanz ist, wird es aus
dem Derivatisierungsgemisch durch die Reaktion mit Thiolagarose entfernt
(vgl. 11.5), damit keine storenden HPLC-Signale auftreten. Allerdings fuhrt
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die Hydrolyse von Monobrombiman doch =zur Bildung weiterer
fluoreszierender Verbindungen [290], deren Signale in Abbildung 59 b zu
erkennen sind.
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Abb. 59 a/b: Chromatogramme der Fluoreszenz-HPLC fiur die aus Raps-
wurzeln isolierte Substanz lla (a) sowie fir Monobrombiman (b)
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Laufmittel A: 10 % (v/v) Methanol, 0,25 % (v/v) Essigséaure, pH 3,9
Laufmittel B: 90 % (v/v) Methanol, 0,25 % (v/v) Essigsaure, pH 3,9
Detektion: Anregungswellenldnge Ao 268 nm

Emissionswellenlange  Aem: 479 nm

Beim Vergleich von Abbildung 59 a mit 59 b fallt auf, dass die im Chromato-
gramm der Substanz Il zu erkennenden Peaks ausschlie3lich Hydrolyse-
produkten von Monobrombiman zuzuordnen sind. Signale von Thiol-
Gruppen-haltigen Substanzen, wie z.B. Cystein, sind nicht zu erkennen.
Demnach enthalten die aus Sonnenblumen und Rapswurzeln isolierten
Cadmium-haltigen Substanzen keine nachweisbaren Thiolgruppen.

8.2 Aminosaureanalyse der aus Sonnenblumen- und
Rapswurzeln isolierten Cadmium-Bindungsformen

Die lyophilisierten Cadmium-bindenden Substanzen aus Sonnenblumen- und
Rapswurzeln werden zunachst, um das Cystein zu Cystinsaure zu oxidieren,
mit Pﬁrameisensaure oxidiert [328] und auf ihre Aminosauregehalte ana-
lysiert™ Tabellen 29 -31 zeigen die Ergebnisse der Aminoséureanalyse (vgl.
11.13).

! Herrn Dr. W. Sailmeier von der Deutschen Forschungsanstalt fir Lebensmittelchemie in
Miinchen-Garching ist fir die Durchfiihrung der Aminosaureanalysen zu danken.
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Tab 29: Aminoséureanalyse der aus Sonnenblumenwurzeln unter reduzie-
renden Bedingungen isolierten Cadmium-bindende Substanzen

(Abb. 57)
Aminosaure Substanz A Substanz B
[nmol] [mol %] [nmol] [mol %]

Ser 0,658 23 0,284 20
His 0,604 21 - -
Gly 0,565 20 0,301 21
Ala 0,272 10 0,223 16
Asp 0,207 7 0,112

Glu 0,143 5 0,111

Val 0,131 5 - -
Cys 0,117 4 0,212 15
Thr 0,112 4 0,045 3
Lys 0,107 4 0,058 4
Leu 0,086 3 0,059 4
lle 0,069 2 0,046 3

Tab 30: Aminoséureanalyse der aus Rapswurzeln unter nicht-reduzierenden

Bedingungen isolierten Cadmium-bindenden Substanzen (Abb. A33)

Aminoséaure Substanz | Substanz Il
[nmol] [mol %] [nmol] [mol %]

Ser 0,198 20 0,286 22
His 0,179 18 - -
Gly 0,197 20 0,252 20
Ala 0,137 14 0,161 13
Asp 0,052 5 0,090 7
Glu 0,005 1 0,059

Val 0,018 2 0,067 5
Cys 0,08 8 0,222 20
Thr 0,018 2 0,036 3
Lys 0,077 8 0,055 4
Leu - - 0,018 2
ILe 0,019 2 0,024 2
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Tab 31: Aminoséureanalyse der aus Rapswurzeln unter reduzierenden
Bedingungen isolierten Cadmium-bindenden Substanzen (Abb. A34)

Aminosaure Substanz la Substanz lla
[nmol] [mol %] [nmol] [mol %]
Ser 0,510 24 0,307 25
His 0,345 16 - -
Gly 0,378 18 0,290 24
Ala 0,233 11 0,123 10
Asp 0,146 7 0,086 7
Glu 0,122 6 - -
Val 0,07 3 - -
Cys 0,096 5 0,167 14
Thr 0,077 4 0,077 6
Phe 0,026 1 0,064 5
Lys - - 0,036 3
Leu 0,059 3 0,240 2
ILe 0,051 3 0,045 4

Die Aminosaureanalysen (Tabelle 29-31) ergeben als Hauptkomponenten
die Aminosauren Serin, Alanin und Glycin. Auffallig ist, dass die Aminosaure-
analyse fir die aus Sonnenblumen isolierte Substanz A (Tabelle 29) die
gleiche Zusammensetzung ergibt wie fir die aus Rapswurzeln isolierte
Substanz | (Tabelle 30) und Substanz la (Tabelle 31). Diese Cadmium-
haltigen Substanzen sind reich an Histidin, enthalten nur sehr wenig Cystein.

Die aus Sonnenblumenwurzeln isolierte Substanz B und die aus Raps-
wurzeln isolierte Substanz Il besitzen die gleiche Aminosaurezusammenset-
zung. Neben den Hauptbestandteilen Serin, Glycin und Alanin enthalten
diese Cadmium-Bindungsformen Cystein, aber kein Histidin.

Die Ergebnisse der Aminosaureanalysen (Tabelle 29-31) in Verbindung mit
der Fluoreszenz-HPLC fuhren zu der Schlussfolgerung, dass die aus
Sonnenblumen- und  Rapswurzeln isolierten  Cadmium-bindenden
Substanzen keine Phytochelatine sind. Denn Phytochelatine bestehen
hauptsachlich aus den drei Aminosauren Glutamin, Cystein, Glycin im
Verhdltnis 3:3:1 [44, 143, 167, vgl. 1.6.4]. Diese stochiometrischen
Verhéltnisse entsprechen nicht den Analysenergebnissen.

Moglicherweise handelt es sich bei den isolierten Substanzen um
~Stressproteine” [13], welche fur zahlreiche Pflanzen beschrieben sind und
Schwermetalle Uber S-freie Donorgruppen koordinieren kénnen. Es wurde
gezeigt, dass die DNA von Zellen, die Cadmiumstress ausgesetzt sind,
MRNA-Transkripte produzieren, welche die Bildung von Stressproteinen
regulieren [13]. In Wurzeln der Gartenbohne Phaseolus vulgaris wurden
Stressproteine mit Molmassen von 42 kD [329] sowie 52 und 19 kD [330]
nachgewiesen. In Zellsuspensionskulturen des grof3blitigen Stechapfels
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Datura innoxia induzierte Cadmium die Bildung von Stressproteinen mit
Molmassen von 70-20 kD [331]. LEVINSON ET AL. berichten zudem, dass
durch Hitzestress induzierte Proteine bei der Gelfiltration zusammen mit
Proteinen eluieren, die durch Cadmium-, Kupfer-, Quecksilber- bzw.
Zinkstress induziert werden [332]. Die genaue Struktur und die Funktionen
insbesondere der kleineren Stressproteine sind bisher noch nicht aufgeklart
[13]. Die Bestimmung der Aminosauresequenz fur das Stressprotein hsp70
aus dem Apfelbaum Malus domestica ergab eine Aminoséurekette von
mehreren hundert Aminosauren [333].

In diesem Zusammenhang kénnte auch ein Cadmium-bindendes Protein mit
der Molmasse von 12 kD von Bedeutung sein, welches aus dem Pilz
Agaricus macrosporus isoliert wurde [334].

Tab. 32: Aminosaurezusammensetzung einer Cadmium-bindenden Substanz
aus dem Pilz Agaricus macrosporus [334]

Aminosaure [mol %]
Glutaminsaure 20,3
Asparaginsaure 15,0
Glycin 16,5
Alanin 8,2
Serin 7,8
Prolin 7,1
Lysin 4,6
Threonin 4,3
Phosphoserin 4,2
Valin 3,6
Leucin 2,5
Arginin 1,9
Histidin 1,7
Isoleucin 1,6
Phenylalanin 1,0

Dieses Cadmium-haltige Protein enthalt, ahnlich wie die aus Sonnenblumen-
und Rapswurzeln isolierten Substanzen A und |, ebenfalls kein Cystein und
als Hauptbestandteile Glutaminsaure, Asparaginsaure, Glycin, Serin und
Alanin (Tabelle 32). Eine @hnliche Aminosaurezusammensetzung ist auch fur
zwei Kupfer-bindende Proteine aus dem Riesenstraul3gras Agrostis gigantea
beschrieben [335].

8.3 ESI-MS (lon-Trap, LCQ)

Fur die Untersuchungen mit der ESI-MS stand nur von der aus Rapswurzeln
unter nicht-reduzierenden Bedingungen isolierten Substanz Il ausreichend
Probenmaterial zur Verfigung. Abbildung 60 zeigt das Massenspektrum
dieser Substanz.

Bei den im Folgenden prasentierten Messungen mit der ESI-MS handelt es
sich um Vorversuche, die eine weitere Optimierung der Messbedingungen
erfordern. Die gewdahlten Bedingungen orientieren sich an Untersuchungen




90 Schwermetall-bindende Substanzen in Sonnenblumen und Raps

von YEN ET AL, die mit einem LCQ Ilon Trap-Massenspektrometer
(ThermoFinnigan) Phytochelatine nachgewiesen haben [298].

Die massenspektrometrischen Messungen wurden im positiv-Modus
durchgefuhrt.
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Abb. 60: ESI-MS-Spektrum der aus Rapswurzeln unter nicht-reduzierenden

Bedingungen isolierten Cadmium-bindenden Substanz II (LCQ
Advantage, ThermoFinnigan)

Probenaufgabe: 50 pL/min

Temperatur Transferkapillare: 250 °C

Spannung ESI-Nadel 5 kV

Sheath-Gas Stickstoff, 25

Kapillarspannung: 35V

Tube lens: 5V

m/z-Bereich: 250-2000

Das registrierte Massenspektrum (Abbildung 60) zeigt keinerlei Ahnlichkeiten
mit den fir Phytochelatine publizierten Spektren. Daher kann es sich bei der
aus Rapswurzeln isolierten Cadmium-haltigen Substanz Il nicht um ein
Phytochelatin handeln.

Die Massenspektren der Phytochelatine werden unter Electrospray-
Bedingungen von protonierten Molekiil-Massenpeaks [M+H]" und wenigen
Fragment-lonen dominiert [174], deren zu erwartende m/z-Verhaltnisse
(Tabelle 33) mit den aus Abbildung 60 abzulesenden Masse-Ladungs-
Verhaltnissen nicht tGibereinstimmen.

Bei Molekilen mit einer molaren Masse < 1000 g/mol werden in der Regel
einfach positiv bzw. negativ geladene Quasimolekilionen beobachtet. Diese
entstehen durch Protonierung [M+H]" oder Kationenanlagerung [M+Kat]* mit
Kat = Na, K bei positiver lonendetektion. Im Fall von negativer Polaritat
werden intensive lonen des Typs [M-H] gebildet.

Tabelle 33 gibt einige der fur Phytochelatine zu erwartenden Masse-
Ladungsverhéltnisse fiur PC, und PC3 wieder [188, 297, 298].
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Tab. 33: Aufstellung der fiir PC, und PC; zu erwartenden Massenpeaks bei
der ESI-MS [188, 336]
Die nachfolgend aufgefiihrten Massenpeaks wurden an einem LCQ-Geréat
(Thermo Finnigan) mit PC, und PC; Standardsubstanzen ermittelt.

m/z Phytochelatin Identifikation

538 PC, [MH]" intramolekular oxidiertes PC,
539 PC, [M+1H] intramolekular oxidiertes PC,
540 PC, [MH]"

541 PC, [M+1H]"

542 PC, [M+2H]"

562 PC, [M+Na]" Bildung von [M+Na] statt [M+H]
578 PC, [M+K]" Bildung von [M+Na] statt [M+H]
772 PC; [M+H]"

794 PC; [M+Na]" Bildung von [M+Na] statt [M+H]
810 PC; [M+K]" Bildung von [M+Na] statt [M+H]

Es ist zu vermuten, dass Substanz Il bei der ESI-MS mehrfach geladene
Fragmentionen bildet. Diese Vermutung wird auch von StolRexperimenten
(MSMS) mit Helium fur lonen mit dem m/z-Verhéaltnis von 552,1 bestatigt.
Abbildung 61 zeigt das entsprechende Massenspektrum.
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Abb. 61: Spektrum bei der ESI-MSMS der aus Rapswurzeln isolierten
Substanz Il (LCQ Advantage, ThermoFinnigan)

Probenaufgabe: 50 pL/min
Temperatur Transferkapillare: 250 °C
Spannung ESI-Nadel 5 kV
Sheath-Gas Stickstoff, 25
Kapillarspannung: 35V

Tube lens: 5V
normierte Kollisionsenergie: 20 %
StolRgas Helium

Bei einer Kollisionsenergie von 40 % ist das Signal bei m/z = 552 nicht mehr
nachweisbar.
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Fur das lon (Precursor) mit dem Masse-Ladungsverhaltnis 552,1 ist eine
Fragmentierung in Produktionen mit m/z = 278,1 festzustellen (Abbildung
61), wobei ab einer normierten Kollisionsenergie von 40 % ausschlief3lich die
Fragmentionen vorliegen. Diese Beobachtung ist als ein Hinweis auf eine
Dimerisierung der Cadmium-bindenden Substanz Il zu interpretieren und
kénnte durch die Annahme einer Vierfach-lonisierung der Precursor- und
Produkt-lonen erklart werden:

Precursor-lon:
lonen-Peak [M+H+H+H+H]*:  m/z = 552,1

Masse des Molekdils: 2192,4 g/mol
Produkt-lon

Produkt-lonen [M+H+H+H+H]*": m/z = 278,1

Molekilmasse des Produktes: 1096,2 g/mol

Die aus Rapswurzeln isolierte Cadmium-bindende Substanz wurde auch bei
héherer Temperatur (300 °C) und einer Kapillarspannung von 13 V mit der
ESI-MS untersucht (Abbildung A35). Hierbei tUberwiegt im Massenspektrum
ein Masse-Ladungsverhaltnis von 353,3. Auch dieses ist als Hinweis zu
interpretieren, dass die Cadmium-Bindungsform (Substanz II) aus
Rapswurzeln mehrfach geladene Molekl-lonen bildet.
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9 Fazit

Das Ziel dieser Arbeit ist, die Ursachen fir die unterschiedlichen Cadmium-
und Nickelgehalte in Sonnenblumenkernen und Rapssamen aufzuklaren.
Hierzu wurden bei Sonnenblumen und Raps vergleichende Untersuchungen
bezuglich Transport, Verteilung und Bindungsformen von Cadmium und
Nickel sowie Kupfer und Zink durchgefuhrt.

Cadmium

Die Untersuchungen zur Cadmiumverteilung in Sonnenblumen- und
Rapspflanzen zeigen, dass die niedrigen Cadmiumgehalte in den
Rapssamen auf eine physiologische Barriere zurickzufiihren sind.

Der Cadmiumgehalt ist in den Grundorganen (Wurzel, Stangel, Blatter,
Schoten) von Raps annahernd gleich hoch, in den Rapssamen dagegen um
den Faktor sechs niedriger (Tabelle 11). Rapssamen sind in den
Rapsschoten in eine Plazenta eingebettet. Es wird daher vorgeschlagen,
dass die Plazenta eine physiologische Barriere fir Cadmium darstellt.
Demgegenuber ist fur Sonnenblumen ein abnehmender Gradient fur die
Cadmiumverteilung von der Wurzel bis zur Frucht zu beobachten (Tabelle 7).

Die Anteile an ldslichen, extrahierbaren Cadmium-Bindungsformen in den
verschiedenen vegetativen Pflanzenteilen von Sonnenblumen und Raps sind
ahnlich (Abbildung 62). Die Loslichkeit dieser Bindungsformen ist daher kein
wesentlicher Faktor fur die unterschiedliche Schwermetallverteilung in
Sonnenblumen und Raps.

E Sonnenblumen BRaps

Extrahierbarkeit [%)]

Wurzeln
Stangel

Blatter

Abb. 62: Vergleich der Extrahierbarkeit von Cadmium aus den vegetativen
Pflanzenteilen von Raps und Sonnenblumen
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Im Folgenden werden Ergebnisse der Bindungsform-Analysen, unter
Bertcksichtigung der gelchromatographisch getroffenen Zuordnungen von
Molmassen aufgefiihrt, die bei den untersuchten Olpflanzen Gemeinsam-
keiten und Ahnlichkeiten fiir Cadmium charakterisieren.

v In den Sonnenblumenkernen und Rapssamen ist Cadmium
maoglicherweise - &hnlich wie in Sojabohnen [325, 326] - an
Speicherproteine, wie Globuline, gebunden. Ferner zeigte sich, dass
die Anteile wasserloslicher Cadmium-Bindungsformen (40-60 %) in
Sonnenblumenkernen mit steigendem Reifegrad und langerer Lagerzeit
geringer werden, da offenbar niedermolekulare Cadmium-bindende
Komponenten zu héhermolekularen (> 600 kD) aggregieren. Aus Raps-
samen lasst sich Cadmium nur zu einem vergleichsweise geringen
Anteil (25 %) extrahieren.

v"In Sonnenblumen- und Rapsblattern sind die Cadmium-bindenden
Substanzen lber einen weiten Molmassenbereich (50 - 600 kD) verteilt.
Der Einsatz von Mercaptoethanol fuhrt zur reduktiven Spaltung
(Disulfidbriicken) dieser hochmolekularen Stoffe zu niedermolekularen
Untereinheiten, die vermutlich Phytochelatine darstellen.

v' Aus Rapsblattern wurden neben den hochmolekularen auch
niedermolekulare Cadmium-Bindungsformen (< 0,1 kD) extrahiert,
welche wohl die leichte Extrahierbarkeit des Cadmiums aus
Rapsblattern (65 %) ermdglichen. Zum Vergleich: Bei Sonnenblumen-
blattern, die Uberwiegend hochmolekulare Cadmium-Bindungsformen
enthalten, wurde nur ein Extraktionsgrad von 20 % erreicht.

v Die Elutionsprofile fir Schwermetall-bindende Substanzen aus
Sonnenblumen- und Rapswurzeln unterscheiden sich deutlich.
Wahrend in  Sonnenblumenwurzeln Cadmium Uberwiegend an
niedermolekulare Substanzen (< 30 kD) gebunden ist, wird in Raps-
wurzeln Cadmium ausschlie3lich héhermolekular (> 40 kD) gebunden.

v' Aus Sonnenblumen- und Rapswurzeln, die bei der Anzucht in
Hydrokultur Cadmiumstress ausgesetzt waren, konnten Cadmium-
haltige Komponenten isoliert werden, die jeweils reich an Serin, Glycin
und Alanin sind. Mit der IAC konnten zwei Cadmium-haltige
Komponenten anhand ihrer Ladung unterschieden werden. Die
schwacher negativ geladenen Cadmim-Bindungsformen (Substanz A
bzw. Substanz 1) enthalten gré3ere Mengen an Histidin, wahrend in den
starker negativ geladenen Cadmium-Bindungsformen (Substanz B bzw.
Substanz 1l) kein Histidin nachweisbar ist. Mit der ESI-MS konnte
gezeigt werden, dass es sich bei diesen Substanzen nicht um
Phytochelatine handelt.

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass die unterschiedlichen
Cadmium-Bindungsformen die in Sonnenblumen- und Rapspflanzen
gebildet werden, nicht fur die beobachteten Unterschiede im Cadmiumgehalt
von Sonnenblumenkernen und Rapssamen verantwortlich sind.
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Nickel

Fur Nickel ist zu dagegen festzustellen, dass die Bindungsformen einen
entscheidenden Einfluss auf die Nickel-Verteilung in Sonnenblumen und
Rapspflanzen aufweisen.

Nickel ist aus den Wurzeln und dem Stangel von Sonnenblumen zu einem
hohen Anteil zu extrahieren. Der hohe Extraktionsgrad des Nickels aus
Sonnenblumenwurzeln (65 %) kann als Indiz gewertet werden, dass Nickel in
Sonnenblumen in gréRerem MalRe von der Wurzel in den Spross und damit
auch in die Sonnenblumenkerne verlagert werden kann (Abbildung 63).

Anders dagegen in Rapswurzeln und —stangeln, aus denen Nickel fast nicht
zu extrahieren ist (Abbildung 63).
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Abb. 63: Vergleich der Extrahierbarkeit von Nickel aus den vegetativen
Pflanzenteilen von Raps und Sonnenblumen

Dieses ist als Hinweis zu interpretieren, dass Nickel in Rapswurzeln
Uberwiegend an unlésliche Zellbestandteile gebunden und daher in den
Wurzeln und im Stangel nur zu einem geringen Anteil mobil ist (vgl. 1.6.1).
Ein solches Verhalten ist bisher ausschlieBlich fur Nickel-Hyper-
akkumulatoren wie das Taschelkraut Thlaspi goesingense beschrieben [122,
123].

Diese Beobachtung konnte auch erklaren, warum der Nickel-Gehalt in den
Wurzeln von Rapspflanzen mit 4 mg/kgTS um den Faktor 5-10 hoher ist als
in den Blattern (0,69 mg/kgTS) bzw. den Samen (~ 0,4 mg/kgTsS).

Die Untersuchungen der loslichen Nickel-Bindungsformen zeigen, dass
sowohl in den vegetativen und generativen Pflanzenteilen von Sonnen-
blumen als auch Raps Nickel bevorzugt an niedermolekulare Substanzen
(~ 0,1 kD) gebunden ist. Bei diesen Bindungsformen kdnnten z.B. nicht-
peptidische Chelatbildner wie Citrat, Malat oder Histidin beteiligt sein.
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AbschlieBend ist festzustellen, dass Rapspflanzen offenbar Uber eine
physiologische Barriere fur Cadmium verfigen, die anscheinend in der
Plazenta, welche die heranreifenden Samen versorgt, lokalisiert ist.

Anders ist die Situation beim Nickel, das sich aus den Wurzeln und dem
Stangel von Rapspflanzen nur spurenweise extrahieren lasst, da es
Uberwiegend an unldsliche Zellbestandteile gebunden und somit nur gering
mobil ist.

Im Unterschied dazu belegt der hohe Extraktionsgrad des Nickels (65 %) aus
Wurzeln der Sonnenblumen, dass mehr Nickel fur den Weitertransport aus
der Wurzel in den Spross bis zu den Samen verflgbar ist als in Raps.
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10 Zusammenfassung

Sonnenblumen- und Rapssaaten, die eine groRe Bedeutung fur die
menschliche Erndhrung (Speisedle) und als Futtermittelzusatzstoffe
(proteinhaltige  Pressrickstande) in der Tiermast haben, enthalten
toxikologisch relevante Schwermetalle. Olsaaten stellen daher eine
Eintragsquelle fur Schwermetalle in die Nahrungskette dar. Untersuchungen
an der BAGKF Detmold hatten ergeben, dass trotz der physiologischen
Ahnlichkeit beider Saaten der Cadmium-Gehalt von Sonnenblumenkernen (~
0,5 mg/kg TS) zehnmal und der Nickel-Gehalt (~ 5 mg/kg TS) finfmal héher
ist als in Rapssamen. Derartig auffallige Unterschiede traten bei Kupfer,
Eisen und Zink nicht auf. Mit welchen Schutzmechanismen gelingt es den
Rapspflanzen, die Schwermetallkonzentrationen niedriger zu halten?

Aus dieser Fragestellung resultierte die zentrale Zielsetzung dieser Arbeit,
die einen Beitrag zur Aufklarung der Ursachen fur die unterschiedlichen
Schwermetallgehalte von Raps- und Sonnenblumensaaten leistet. Dazu
wurden umfangreiche analytische Untersuchungen zur Verteilung und zum
Transport der Schwermetalle Cadmium, Nickel, Kupfer, Eisen, Zink sowie
ihrer Bindungsformen in Sonnenblumen- und Rapspflanzen durchgefihrt.
Neben Olpflanzen aus landwirtschaftlicher Praxis wurden unter kontrollierten
Bedingungen (Klimakammern) Pflanzen in Hydrokultur mit und ohne
Schwermetalldotierung angezogen und analysiert.

Die Verteilung der Schwermetalle in den Pflanzen wurde durch Analyse
der Schwermetalltotalgehalte der Grundorgane Wurzel, Stangel, Blatt und
Frucht bestimmt. Analysen von Zellorganellen (Chloroplasten, Mitochondrien,
Peroxisomen) auf Schwermetallpools ergaben erste Hinweise zur
intrazellularen Verteilung auf diese Zellkompartimente. Ergebnisse zum
Ferntransport von Schwermetallen wurden durch Analysen von Xylemsaft
erhalten.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Cadmium-, Nickel-, Kupfer-, Eisen- und
Zinkgehalte der verschiedenen Pflanzenteile von Rapspflanzen allgemein
niedriger sind als von Sonnenblumenpflanzen. Cadmium ist auf die
vegetativen Pflanzenteile von Raps annahernd gleich verteilt, im Rapssamen
aber mit 0,04 mg/kg TS um den Faktor sechs niedriger enthalten. Allerdings
wurde beim Raps ein Konzentrationssprung zwischen Schote und Samen
festgestellt, bei Sonnenblumen dagegen ein abnehmender Gradient der
Cadmiumgehalte von der Wurzel tber den Pflanzenkoérper bis zur Frucht und
den Samen.

Rapspflanzen verfigen offenbar tber eine physiologische Barriere fir
Cadmium, die wohl in der Plazenta, welche die heranreifenden Samen
versorgt, lokalisiert ist. Die Zinkaufnahme stieg sowohl bei Sonnenblumen als
auch beim Raps drastisch in Cadmium-dotierten Nahrlésungen an, ein Effekt,
der nicht auf eine Minderung des Pflanzenwachstums durch Cadmiumstress
zurUckzufihren ist. Vielmehr stiegen auch die Metallgehalte des Xylemsaftes
der Olpflanzen an, was eine verstarkte Metallaufnahme nahe legt.
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Zur Untersuchung, ob in der Pflanzenzelle neben der Vakuole noch andere
Zellorganellen Cadmium und Nickel enthalten, wurden mit einer vormals fur
andere Pflanzengewebe erprobten Dichtegradienten-Zentrifugationsmethode
(Percoll) Chloroplasten als Plastiden, Mitochondrien und Peroxisomen aus
angekeimten Samen isoliert und getrennt. Die Ausbeute an intakten
Chloroplasten war gering; Plastiden aus ungekeimten Samen wurden nicht
isoliert.

Bei Raps wurden gute Ausbeuten (Peroxisomen, Mitochondrien) an intakten
Organellen erzielt. Was die intrazellulare Verteilung anbetrifft, wurden in
gereinigten Sonnenblumen- und Rapsplastiden weder Cadmium noch Nickel
nachgewiesen, wohl aber Kupfer (Plastocyanin enthélt Kupfer). In den
Peroxisomenfraktionen wurden dagegen Nickel, Cadmium und Zink
(Superoxiddismutase) gefunden. Der sehr deutliche Einfluss von EDTA auf
die Verteilung der Schwermetalle im Gradienten legt nahe, dass die
Peroxisomenfraktionen heterogen waren oder noch andere Organellen
(Proteinkorper, Endoplasmatisches Retikulum) enthielten. Wegen der
methodenbedingten niedrigen  Organellenausbeute waren in  den
orientierenden  Untersuchungen Analysen der Bindungsformen von
Cadmium, Nickel und andere Schwermetalle nicht méglich.

Schwermetall-Bindungsformen aus den vegetativen und generativen
Pflanzenteilen von Sonnenblumen und Raps konnten mit Methoden der
Speziierungsanalytik nachgewiesen sowie isoliert und charakterisiert werden.
Um zu gewahrleisten, dass der native Zustand der |6slichen Schwermetall-
Bindungsformen so weit wie moglich erhalten blieb, wurden zunachst
Verfahren der Probenaufbereitung, wie Homogenisierung, Extraktion mit Tris-
HCI-Puffer unter nicht-reduzierenden und reduzierenden Bedingungen
(Mercaptoethanol-Zusatz) und der gelchromatographischen Auftrennung von
Homogenat-Aliquoten in  Kombination mit atomspektro-metrischen
Bestimmungsmethoden, optimiert.

Ausfuhrliche Bilanzierungsstudien belegen, dass die Anteile an l8slichen,
extrahierbaren Cadmium-Spezies in den verschiedenen vegetativen
Pflanzenteilen von Sonnenblumen und Raps ahnlich sind. Daraus wird
geschlossen, dass die Loslichkeit dieser Bindungsformen kein wesentlicher
Faktor fur die unterschiedliche Schwermetallverteilung in Sonnenblumen und
Raps ist.

Anders verhélt sich Nickel, das aus Wurzeln und Stangeln von Rapspflanzen
nur in Spuren extrahiert werden konnte. Offensichtlich ist Nickel in Raps-
wurzeln weitgehend wasserunldslich und somit wahrscheinlich auch in vivo
nicht fir den Ferntransport verfugbar. Aus Sonnenblumenwurzeln wurden
65% des Nickels extrahiert. Daraus wird abgeleitet, dass bei Sonnenblumen
mehr Nickel fur den Weitertransport aus der Wurzel in den Spross bis zu den
Samen verflgbar ist als in Raps.
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Die Identifizierung dieser unterschiedlich verteilten und effizienten
~Schwermetall-Barrieren® wird als ein wesentlicher Beitrag zur Aufklarung der
Mechanismen gewertet, die fur die unterschiedlichen Schwermetall-
Konzentrationen in Raps- und Sonnenblumenpflanzen verantwortlich sind.

Im Folgenden werden weitere Ergebnisse der Bindungsform-Analysen, unter
Berucksichtigung gelchromatographisch getroffener Zuordnungen von
Molmassen aufgefiihrt, die bei den untersuchten Olpflanzen Gemeinsam-
keiten und Ahnlichkeiten charakterisieren.

In allen Grundorganen der Sonnenblumen- und Rapspflanzen wurden
unterschiedliche Schwermetall-bindende, nieder- und hohermolekulare
Komponenten im Molmassenbereich von 10 - 600 kD nachgewiesen.

Es zeigte sich, dass die Anteile wasserloslicher Cadmiumspezies (40-60 %)
in Sonnenblumenkernen mit steigendem Reifegrad und langerer Lagerzeit
geringer werden, da offenbar niedermolekulare Cadmium-bindende
Komponenten zu hoéhermolekularen (> 600 kD) aggregieren. Aus Raps-
samen lasst sich Cadmium nur zu einem vergleichsweise geringen Anteil
(25 %) extrahieren. Noch geringere Extraktionsgrade sind fir Nickel sowohl
bei Sonnenblumenkernen als auch bei Rapssamen ermittelt worden.

Der Totalgehalt an Kupfer ist in Sonnenblumenkernen und Rapssamen zwar
ahnlich, aber die Extrahierbarkeit sehr unterschiedlich. Unabhangig vom
verwendeten Redoxmilieu bei der Extraktion (mit und ohne Mercaptoethanol-
Zusatz) sind aus Sonnenblumenkernen 60-70 %, aus Rapssamen dagegen
lediglich 25 % des Kupfers |8slich. Diese Bindungsformen des Kupfers sind
in Sonnenblumenkernen hauptsachlich niedermolekulare (<2,5 kD) und in
Rapssamen dagegen hohermolekulare Pflanzeninhaltsstoffe (25 - 200 kD).
Vergleichbare Verhaltnisse wurden beim Zink beobachtet, das aus beiden
Olsaaten nur mit geringen Extraktionsgraden abtrennbar ist (~15 %): In
Sonnenblumenkernen Uberwiegen niedermolekulare l6sliche Zink-Bindungs-
formen (< 0,1 kD), in Rapssamen Molmassenbereiche von 25 - 200 kD.

In Sonnenblumen- und Rapsblattern sind die Cadmium-bindenden
Substanzen uber einen weiten Molmassenbereich (100 - 600 kD) verteilt. Der
Einsatz von Mercaptoethanol fuhrt offenbar zur reduktiven Spaltung
(Disulfidbriicken) dieser hochmolekularen Stoffe zu niedermolekularen
Untereinheiten.

Aus Rapsblattern wurden neben den hochmolekularen auch
niedermolekulare Cadmium-Bindungsformen (< 0,1 kD) extrahiert, die wohl
die leichte Extrahierbarkeit des Cadmiums aus Rapsblattern (65 %)
ermoglichen. Zum Vergleich: Bei Sonnenblumenblattern, die Gberwiegend
hochmolekulare Cadmium-Bindungsformen enthalten, wurde nur ein Extrak-
tionsgrad von 20 % erreicht.

Nickel und Zink sind in Sonnenblumenblattern zu 50 % an Substanzen mit
Molmassen von 20 - 600 kD gebunden. Aul3erdem lassen sich nieder-
molekulare Nickel- und Zink-Bindungsformen aus Sonnenblumenblattern
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herauslosen. Dagegen sind hohermolekulare Nickel- und Zink-bindende
Komponenten in Rapsblattern nicht nachweisbar.

Im Molmassenbereich von 26-28 kD wurden aus Sonnenblumen- und
Rapsblattern Kupfer-bindende Substanzen extrahiert, die gegenuber
Mercaptoethanol stabil sind.

Die Elutionsprofile fur Schwermetall-bindende Komponenten aus Sonnen-
blumen- und Rapswurzeln unterscheiden sich deutlich. Wahrend in
Sonnenblumenwurzeln Cadmium und Kupfer tberwiegend an niedermoleku-
lare Substanzen (< 15 kD) gebunden sind, wird in Rapswurzeln Cadmium
ausschlie3lich und Kupfer zu weiten Teilen hohermolekular (> 40 kD)
gebunden. Nickel und Zink treten in Sonnenblumen- und Rapswurzeln
bevorzugt niedermolekular auf. Die Molmassen der Nickel- und Zink-
Bindungsformen in Sonnenblumenwurzeln liegen bei 2-10 kD. Dagegen sind
die niedermolekularen Zink- und Nickel-bindenden Komponenten aus
Rapswurzeln ausschliel3lich im Totalvolumen (< 0,1 kD) nachzuweisen.

Aus den Wurzelextrakten von in Hydrokultur angeziichteten Sonnenblumen-
und Rapspflanzen konnten Cadmium-haltige Substanzen (~ 25 kD) isoliert
und mit ESI-MS, Fluoreszenz-HPLC und Aminosaureanalyse analysiert
werden. Danach handelt es sich bei diesen Cadmium-Bindungsformen nicht
um Phytochelatine (cysteinreiche Peptide), sondern offenbar um andere
Proteine (Stressproteine ?), die das Schwermetall Giber S-freie Donorgruppen
koordinieren kénnen.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten und angewandten Trenn- und
Nachweisverfahren und deren Ergebnisse schaffen eine Grundlage fur
weiterfihrende analytische und pflanzenphysiologische Forschungsarbeiten
(Zellmembranen, Organellen) und Strukturuntersuchungen an isolierten
Schwermetall-Bindungsformen unter Anwendung von z.B. ESI-MSMS,
EXAFS und Réntgenstrukturanalyse.
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11 Experimenteller Teil
11.1  Anzucht von Sonnenblumen- und Rapspflanzen unter
Hydrokulturbedingungen

Geréate

Wachstumskammer: Fa Conviron, London, Modell E 15 (bis 10. 99)
Fa Votsch, Typ 1514/S (ab 05.00)

KunststoffgefalRe, Volumen 2,5 |

Kunststoffsiebe

Aquariumpumpe

Verwendete Reagenzien

Tween-80-L6sung (0,1 %): 0,5 g /500 mL Tween 80 (Fa Merck, Darmstadt,
Nr. 822187)

Natriumhypochloritidsung (0,5 g / 100 mL): 1,5 mL konz. Natriumhypochlorit-
l6sung (Riedel-de Haen, Nr. 13440) mit Wasser auf 100 mL aufftllen.
Wasserstoffperoxidlésung (0,75 g/ 100 mL): 1,9 mL Wasserstoffperoxid-

l6sung (35 %; Merck Nr. 108600) mit Wasser auf 100 mL aufftllen.
Cadmium-Stammliésung (100 pmol/mL): 5,13 g Cadmiumsulfat-hydrat p.a.

(Merck Nr. 102026) in Wasser l6sen und auf 100 mL auffullen. Die

verwendeten Cd-Losungen wurden aus dieser Stammldsung angesetzt.

Nahrlésung

Die Nahrlosung in Anlehnung an Hoagland [307] wurde aus drei
Stammldsungen gebildet. Losung | und Il stellten die Mengenelemente und
Losung 1l enthielt die Spurenelemente. Die Zugabe von Nickel zur
Spurenelementlésung war nicht notwendig, da auf Grund von Chemikalien-
verunreinigungen ausreichend Nickel vorhanden war.

Stammlésung I

 MgSO, - 7 H,O (Merck Nr. 105886) 49,296 g/ 2 | Wasser
» KNOj3 (Merck Nr. 5063) 103,132g/21 *

e NH4H,PO,4 (Merck Nr. 1126) 46,012g/21 “
Stammlésung Il

o Ca(NOs3); - 4 H,0O (Merck-Nr. 102120) 188,921 g/ 2 | Wasser
Stammlésung lll (Spurenelementldsung):

* FeCl;3 -6 H,O 0,5406 g/ 2 | Wasser
« H3BOs 0,5713g/21 *“

* MnCl, 0,2290g/21 “

e ZnSO,4 -7 H,O 0,0500g/21 “

¢ CuSO4-5H,0 0,0160g/21 “

* Na,MoOy, - 2 H,0O 0,0498g/21 “

¢ Na,SiO4 0,0138g/ 21 “

* CoCl, 0,0026 g/ 21 “

e KAI(SOJ); - 12 H,0 0,0095g/21 *
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Zum Herstellen der Nahrlésung wurden jeweils 50 ml der Stammldsungen in
einen Erlenmeyerkolben pipettiert und auf das Volumen von funf Litern
aufgefullt. Eisen wurde der Nahrldsung als Fe (lll) zugesetzt. In der
Stammlosung Il (pH 6,5) lag Eisen daher als amorphes Eisen (lIl)-Hydroxid
in Form einer rotbraunen gallertartigen Masse vor. Der pH-Wert der
Nahrlésung lag bei etwa 5,3. Eisen durfte in der Nahrlésung daher bevorzugt
in Form von mehrkernigen Isoployoxo-Komplexes vorliegen [12]. Unter dem
Einfluss der Wurzelsauren kann sich dieses allerdings andern.

In Vorversuchen wurde herausgefunden, dass es sinnvoll ist, die N&hrldsung
jeden zweiten Tag zu wechseln und mit einer Aquariumpumpe zu beliften.
Zur Verminderung von Algenwachstum bzw. Aufheizung der Nahrldsung in
den Kunststoffbehéltern Gber die Umgebungstemperatur (Strahlungswarme)
wurden die Behalter mit Aluminiumfolie ummantelt. Dieses hatte zur Folge,
dass nur wenig Licht in den Wurzelbereich gelangte und somit die
naturlichen Bedingungen (kein Licht unter der Erde) besser simuliert wurden.
Eine noch effektivere Verringerung des Algenwachstums gelingt, wenn auch
der Boden der Siebe mit Aluminiumfolie ausgelegt wird.

Seit Mai 2000 steht im Institut fir Biochemie und Analytik von Getreide und
Kartoffeln der BAGKF in Detmold eine neue Wachstumskammer der Fa
Votsch Typ VB 1514/S zur Verfigung. Tabelle 34 fasst die Anzucht-
bedingungen fir diese Wachstumskammer zusammen:

Tab. 34: Parameter zur Steuerung der Wachstumskammer

Programmschritt Uhrzeit  Temperatur rel. Feuchte Beleuchtung
[°C] [%] [%]
1 0:01 22 60 42
2 0:31 20 65 0
3 6:00 22 60 42
4 6:31 25 55 99

Arbeitsweise

Die im Folgenden beschriebene Vorgehensweise bei der Keimung und
Anzucht von Pflanzenproben gilt sowohl fir die Anzucht von Sonnenblumen
als auch von Raps. Die erhaltenen Pflanzen wurden zur Bestimmung der
Elementgehalte in den Pflanzengrundorganen, zur Gewinnung von Xylemsaft
sowie zur Analyse der Schwermetallbindungsformen verwendet.

Um die Reproduzierbarkeit der Anzuchtversuche zu kontrollieren, wurden
alle Versuche mehrfach und jeweils in zwei Sieben parallel durchgefuhrt.

1. Oberflachenentkeimung

Um einem Pilzbefall bei der Keimung vorzubeugen, wurde eine Oberflachen-
entkeimung der Sonnenblumenkerne bzw. Rapssamen durchgefuhrt. Hierzu
wurden eine Tween-80-Losung, eine Natriumhypochlorit-Lésung und eine
Wasserstoffperoxid-Lésung verwendet.

1. Zunachst wurden die Olsaaten mit Wasser gewaschen und vorgequollen.
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2. AnschlieRend wurden sie 5 min in einer 0,1 %-igen Tween-80-LOsung
geschuttelt und nachfolgend grindlich mit Wasser gewaschen.

3. Danach wurden die Olsaaten zwei Minuten mit einer 0,5 %-igen NaOCI-
Losung geschittelt. Nachfolgend wurde so lange mit Wasser gewaschen,
bis kein Hypochloritgeruch mehr zu bemerken war.

4. Zuletzt wurde eine Minute in einer 0,75 %-igen Wasserstoffperoxid-
Losung geschuttelt. Nach nochmaligem grindlichen Waschen mit Wasser
war die Oberflachenentkeimung der Olsaaten abgeschlossen.

2. Keimung (1. - 4. Tag)

1. Die Olsaaten wurden nun auf nassem Papier ausgebreitet und in ein Sieb
gelegt, welches in einen Kunststofftrog gestellt wurde. Dieser Behalter war
bis zum Boden des Siebes mit Wasser gefiillt.

2. Das Sieb wurde anschlielend mit feuchtem Papier abgedeckt und mit
einem Deckel verschlossen. Der abgedeckte Behalter wurde fur 48
Stunden zur Vorkeimung in der Wachstumskammer bei 90 %
Luftfeuchtigkeit und 25°C abgestellt.

3. Die angekeimten  Sonnenblumenkerne/Rapssamen  wurden  auf
verschiedene Siebe verteilt (5 Stuck/ 15 Stuck pro Sieb) und die
Kunststoffbehélter jeweils bis zum Boden des Siebes mit Wasser gefllt.

4. Die Siebe wurden mit feuchtem Haushaltspapier abgedeckt und, um ein
Austrocknen der Keimlinge zu verhindern, wurde noch ein Kunststoff-
deckel aufgesetzt.

5. Die Keimung erfolgte nun weitere 2 Tage lang im Dunkeln, wobei taglich
kontrolliert wurde, ob das Papier, welches zum Abdecken der Siebe
diente, noch feucht war. Die Keimung wurde in der Wachstumskammer
bei 90 % Luftfeuchtigkeit und 25°C durchgefiihrt. Schlecht wachsende
Keimlinge wurden entfernt und ersetzt.

4. Anzucht (5. —10. Tag)

Nach Abschluss der Keimung, wurde das Wasser in den Kunststoffbehaltern
durch undotierte Hoagland-N&hrlésung ersetzt.

Wahrend der gesamten Anzucht wurde die Entwicklung der Biomasse durch
Wiegen und die Bestimmung des Entwicklungsstadiums [311] kontrolliert
(Tabelle 36). Um einen moglichen Einfluss durch UngleichmaRigkeiten in der
Wachstumskammer (Lichtintensitatsgradient, Temperaturgradient, Zugluft)
zu minimieren wurden die Positionen der Siebe taglich nach einem festen
Schema gewechselt.

5. Dotierung der Nahrlésungen (11. - 25. Tag)

Die Dotierung mit Cadmium erfolgte durch Zugabe eines definierten
Volumens an Schwermetall-Losung. Als Ausgangslosung fur die Dotierung
der Nahrlosung mit Cadmium (Zugabevolumen Cd) diente eine Cadmium-
sulfatlosung mit einem Cadmiumgehalt von 2 mmol/L.
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Tab. 35: Cadmiumdotierung bei den Anzuchtversuchen (Volumen der
Nahrlésung 1,7 L)

Zugabevolumen Cadmium-Lsg Cadmiumkonzentration in der N&hrlsg

[ml] [umol/L]
0 0
0,085 1
0,170 2
0,850 10
1,700 20

6. Ernte (25. Tag)

1. Die Wurzeln wurden mit Papier vorsichtig abgetrocknet.
2. Die Pflanzenorgane Wurzel, Stangel und Blatt wurden getrennt und zur
Bestimmung der Biomasse jeweils gewogen.

. Ausmessen der Wurzellange, Stangellange und der BlattgroRRe.

4. Waschen der Wurzeln in einem Sieb mit destilliertem Wasser um eine
Beeinflussung der folgenden Arbeiten und Messungen durch evtl.
anhaftende Reste der Nahrlésung zu vermeiden.

5. Die jeweiligen Pflanzengrundorgane wurden im Mdorser mit flissigem

Stickstoff tibergossen und homogenisiert.

Die homogenisierten Grundorgane wurden in einem geschlossenen

Gefald im Gefrierschrank bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

w

o

Tab. 36: Codierung der Entwicklungsstadien von dikotylen Pflanzen [311]

Mais, Raps, Faba-Bohne, Sonnenblume und Erbse

Faba-Bohne

Code Mais Raps Sonnenblume Erbse

Makrostadium 1: Blattentwicklung (HauptsproB)'

10 1. Laubblatt aus der Keimblatter voll ent- 2 schuppenférmige Keimblatter voll ent- 2 schuppenférmige Nieder-

Koleoptile ausgetreten

faltet

Niederblatter sichtbar

faltet blatter sichtbar

1. Laubblatt entfaltet

1. Laubblatt entfaltet

1. Laubblatt entfaltet

1. Laubblatt mit Stipeln
(oder 1. Ranke entfaltet)

12 2. Laubblatt entfaltet 2. Laubblatt entfaltet 2. Laubblatt entfaltet 2 Laubblatter 2. Laubblatt mit Stipeln +
(1. Blattpaar) entfaltet Ranke (oder 2. Ranke)
entfaltet
13 3. Laubblatt entfaltet 3. Laubblatt entfaltet 3. Laubblatt entfaltet 3. Laubblatt mit Stipeln +
komplexe Ranke entfaltet
14 4. Laubblatt entfaltet 4. Laubblatt entfaltet 4. Laubblatt entfaltet 4 Laubblatter
(2. Blattpaar) entfaltet
15 5. Laubblatt entfaltet 5. Laubblatt entfaltet 5. Laubblatt entfaltet 5 Laubblatter entfaltet
fortlaufend bis . . . fortlaufend bis . . . fortlaufend bis . . . fortlaufend bis . . . fortlaufend bis . . .
19 9 und mehr Laubblatter 9 und mehr Laubblatter 9 und mehr Laubblatter 9 und mehr Laubblatter 9 und mehr Laubblatter

entfaltet

entfaltet (Internodien
noch nicht gestreckt)

entfaltet

entfaltet

entfaltet

' Bei deutlich sichtbarem Langenwachstum (Internodien gestreckt) ist auf die Codes des Makrostadiums 3 uberzugehen
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11.2 Herstellung der Pflanzenextrakte

Gerate

Ultra-Turrax , Typ 18/10, 20000 U/min, mit 2 K-Schaft aus Titan (Janke &
Kunkel, Staufen)

Kunststoff — Zentrifugengléaser, 50 ml (Beckmann, Miinchen)

Kuhlzentrifuge “Avanti ™ Centrifuge ~ J-25 mit Rotor JA-25.50 (Beckmann,
Munchen)

Analysenwaage MC 210 P (Sartorius, Gottingen)

Retsch — Muhle, Sieb mit Maschenweite 2,0 mm

Verwendete Reagenzien

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan. (Tris) p.a. (Roth Nr. 4855.2)

Salzsaure 1 mol/L : Salzsaure 32% p.a. (Merck Nr. 100319)
Die eingesetzte Salzsdure wurde durch zweimalige Oberflachen-
verdampfungs—Destillation in einer entsprechenden Apparatur (Modell
Acidest, Fa Heraeus, Hanau) gereinigt. Die verd. Salzsaure wurde in
bidestilliertem Wasser angesetzt.

Mercaptoethanol (Merck Nr. 1.15433)

Extraktionslésungen

Tris-HCI-Puffer 0,05 mol/L, pH 8,0
Die LOosung von 24,228 g Tris in 3,5 L bidestilliertem Wasser wurde mit etwa
120 mL Salzséaure (1,0 mol/L) auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und auf

4 L aufgefullt. Die Pufferldosung wurde vor Gebrauch im Wasserstrahlvakuum
(Witt'scher Saugtopf) entgast.

Tris-HCI-Puffer 0,05 mol/L, pH 8,0; 10mmol/L Mercaptoethanol

1 L der entgasten Extraktionsldsung wurde unmittelbar vor der Extraktion mit
1,72 mL Mercaptoethanol (10 mmol) versetzt.

Durchfiihrung

Die Olsaaten wurden zunachst mit einer Titanmihle zu einem feinen Mehl
vermahlen. Bei den Ubrigen Proben (Blatter, Wurzeln, Pflanzenstiele usw.)
konnte auf einen Einsatz der Mihle verzichtet werden.

Die zu homogenisierenden Substanzen wurden anschlielend in einem
Becherglas eingewogen und mit 15 ml je 5 g Probensubstanz an
vorgekihltem (4°C) und entgastem Tris-HCI-Puffer (0,05 mol/L; pH 8,0)
versetzt. Mit einem Ultra-Turrax wurde die jeweilige Probe nachfolgend unter
Eiskthlung funf Minuten homogenisiert. Die Qualitat des Zellaufschlusses
wurde in einigen Fallen mit einem Mikroskop uberprft.
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Das Homogenat wurde 60 Minuten mit 20000 U/min (42000 g) bei 4°C
zentrifugiert. Die Uberstehende wassrige Losung (vgl. Abbildung 20) wurde
entweder abdekantiert oder bei Vorhandensein einer Fettschicht (reife
Olsaaten) mit einer Kunststoffspritze entnommen. Die wassrige Fraktion
wurde direkt fur die Gelchromatographie eingesetzt. In einem Aliquot der
wassrigen Fraktion wurde der Gehalt an Cadmium, Kupfer, Eisen, Nickel und
Zink bestimmt. Die Fettschicht wurde vom Rickstand getrennt und in
Aliquoten vom Riuckstand und der Fettschicht wurde nach vorheriger
Homogenisierung der Schwermetallgehalt bestimmit.

11.3 Gelfiltrationschromatographie (GFC)

Die Gelfiltration ist eine Ausschlusschromatographie, d.h. die gréf3ten
Molekile, welche nicht in die Poren des Saulenmaterials diffundieren
kénnen, eluieren im Ausschlussvolumen der Saule (Vo). Diesen Molekilen
steht ausschliefRlich das Volumen zwischen den einzelnen Koérnern der
stationéaren Phase zur Verfligung. Kleinere Molekdile diffundieren in die Poren
des Gels und eluieren im Trennbereich der Saule nach abnehmender
Molekulgrol3e (Ve). Weil in den Poren des Gels die mobile Phase stagniert,
bewegen sich die Molekile darin nur durch Diffusion vorwarts und werden
somit gegenuber den GroRReren retardiert. Die kleinsten Probenmolekile, die
vom linearen Trennbereich der Saule nicht mehr erfasst werden, eluieren im
Totalvolumen (V;) der Séaule.

Vo, Ve und V; sind saulenspezifische Werte. Deshalb wurde ein vom Saulen-
volumen unabhangiger Faktor der Ky-Wert definiert. Dieser gewahrleistet,
dass die Untersuchungen mit der GFC bei gleichem Saulenmaterial unab-
hangig von Saulenvolumen und Packungsdichte des verwendeten Gels sind.
Wird eine Saule mit Stoffen bekannter Molekularmassen kalibriert, so ist der
Ka-Wert fir eine Molekilmasse unabhangig vom S&ulenvolumen immer
gleich. Der K,-Wert ist definiert als:

V, -V, mit: Vo = Ausschlussvolumen
Ka = VY e = Elutionsvolumen
t o V; = Totalvolumen

Das Eluat der GFC wird nach dem Saulenausgang durch einen UV-Detektor
und eine Leitfahigkeitsmesszelle geleitet. Die Messung der UV-Absorption
bei 280 nm ermd@glicht die Registrierung von aromatischen Aminosauren und
Proteinen.

Gerate

Niederdruck-Chromatographiesystem bestehend aus Schlauchpumpe, UV-
Detektor (280 nm), Schreiber, Fraktionssammler und Steuereinheit
(Modell Econo, Fa Bio-Rad, Miinchen).

Niederdruck-Chromatographiesystem: Schlauchpumpe (Fa Serva,
Heidelberg), UV-Detektor (Fa LKB Uvicord, Grafelfing; heute Fa
Pharmazia, Modell Detector Unit Type 8303 A), Verstarker (LKB,
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Ultraviolet Absorptiometer Control Unit Typ 8301 A), Schreiber und
Fraktionssammler (LKB, Modell 7000 Ultrarac Fraction Collector).
Mitteldruck-Chromatographiesystem (Modell Bio-Logic, Bio-Rad, Munchen):
UV-Detektor, Leitfahigkeitsdetektor, Fraktionssammler (Modell 2128) und
Steuereinheit.
Chromatographieschrank
Polyethylen-Schlauche (@ 1mm)
Chromatographiesaule Superdex ™ 200 HR (Pharmazia)
Chromatographiesaule Superdex S75 (selbst gepackt, prep. grade;
Pharmazia Nr. 17-1044)
Chromatographiesaule Superdex Peptide HR (Pharmazia)
Chromatographiesaule Sephadex G25 (fine, Pharmazia Nr. 17-0032)
Chromatographiesaule Sephadex G50 (superfine, Pharmazia Nr. 17-0041)
Chromatographiesaule Sephadex G100 (fine, Pharmazia Nr. 17-0060)

Verwendete Reagenzien

Tris-HCI-Pufferldsung (0,05 mol/L; pH 8,0; A2.2)
Natriumazid reinst. (Merck Nr. 6688)
Titriplex Il p.a. (Merck Nr. 8418)
Reinigungslésungen:
* 100 mg/L Natriumazid in 1000 mL bidest. Wasser zur Vermeidung von
Bakterien.

5,6 mg/L Titriplex Il in 1000 mL bidest. Wasser, um vom Saulenmaterial
gebundene Schwermetallionen zu entfernen.

Abb. 64: Verwendetes Mitteldrucksystem (FPLC der Fa. Bio-Rad) fir die GFC

Verwendete Saulen

Fir die Trennungen mit der GFC wurden fertige Trennsaulen der Fa
Pharmazia mit einem Gesamttrennbereich von 0,1-600 kD verwendet. Die
Packung der Saulen ist ein poroses Material (Polyglucosen). Der
Trennbereich der ausgewdahlten Saulen erwies sich fir die Untersuchungen
als ausreichend. Nur fur Sonnenblumenkerne wurden Substanzen in der
Extraktionslosung nachgewiesen, die Molekularmassen von > 600 kD
aufwiesen (vgl. Tabelle 37).
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Tab. 37: Trennbereich der Gele fur die GFC mit Saulenparametern
(1) linearer Trennbereich

Saulenmaterial Trennbereich® Saulenparameter
[kD] Lange [cm] O [cm]

Mischungen aus Dextrangel und Agarose

(1) Superdex S 200 10 - 600 90 1,6
(2) SuperdexS75prepgrade 4 - 70 60 1.6
(3) Superdex Peptide HR 0,1 - 7 30 1,0

Dextrangele, vernetzt mit Epichlorhydrin

(4) Sephadex G 25 1 - 5 30 1,6
(5) Sephadex G 50 15 - 30 100 5
(6) Sephadex G100 4 - 150 100 5

Die Saulen eins bis vier wurden am Mitteldruck-Chromatographiesystem
betrieben. Die Saulen funf und sechs an einem Niederdruck-
Chromatographiesystem.

Niederdruck-Chromatographiesystem

Die an diesem System verwendeten Saulen wurden selbst angefertigt. Es
handelt sich um 100 cm lange Saulen aus Plexiglas mit einem
Innendurchmesser von 5 cm.

Etwa 150 g trockenes Sephadex G100 bzw. 250 g trockenes Sephadex G50
wurden in 3 L Tris-HCI-Puffer aufgeschlammt. Die Suspensionen wurden
zum Quellen des Gels fur 24 h (G50) bzw. 72 h (G100) stehen gelassen.
Anschlie3end wurden die Suspensionen im Wasserstrahlvakuum mit einem
Witt'schen Saugtopf so lange entgast, bis keine Gasblasen mehr aufstiegen.
Danach wurde die Suspension im Kuhlraum auf 4°C abgekunhlt.

Die 100 cm langen Chromatographiesaulen wurden mit einem weiteren Rohr
um etwa die Halfte verlangert und die vorbereitete Suspension auf einmal an
einem Glasstab entlang in die Saule gegossen. Danach lie3 man die Saule
bei einem Fluss von ca. 1 ml/min absitzen. Wenn das Gelbett Uber einen
Zeitraum von etwa 6 Stunden nicht weiter absank, wurde das Verlangerungs-
rohr mit dem Uberstehenden Gel abgenommen und die Saule verschlossen.

Alle GFC-Trennungen mit dem Niederdruck-Chromatographiesystem wurden
in einem Kuhlraum bei 4°C mit Tris-HCI-Puffer (0,05 mol/L; pH 8,0) als
Elutionsmittel durchgefuhrt. Die Schlauchpumpe wurde hinter die Saule
geschaltet und saugte permanent etwa 30 mL/h des Elutionsmittels auf die
Saule. Mit einem UV-Detektor wurde kontinuierlich die Absorption des
Eluates bei 280 nm gemessen und mit einem Zweikanalschreiber
aufgezeichnet. Der Fraktionssammler fing das Eluat in Fraktionen von 15 mL
auf, in denen ,offline* der Cadmium-, Kupfer-, Nickel- und Zinkgehalt
bestimmt wurde.
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Mitteldruck-Chromatographiesystem

Alle GFC-Trennungen mit dem Mitteldruck-Chromatographiesystem erfolgten
unter Kihlung bei 4 - 6 °C in einem Chromatographieschrank. Als Elutions-
mittel diente Tris-HCI-Puffer (0,05 mol/L; pH 8,0). Die Saulen wurden mit
einem Volumenstrom von 1mL/min gegen die Schwerkraft betrieben. Das
aufgegebene Probenvolumen betrug bei Superdex S75 und Superdex S200
jeweils 1,5 mL und fur Superdex Peptide HR 1,0 mL.

Ein UV-Detektor mit Durchflusskiivette mafd die Absorption bei 280 nm und
ein nachgeschalteter Leitfahigkeits-Detektor die zugehdrige Leitfahigkeit des
Eluats. Diese Werte wurden durch eine angeschlossene Rechnereinheit
kontinuierlich aufgenommen. Der Fraktionssammler fing das Eluat in
Fraktionen zu je 1,0 mL auf. In den Fraktionen wurde der Cadmium-, Kupfer-,
Nickel- und Zinkgehalt ohne Nassaufschluss mit AAS oder DCP analysiert.

Die Reinigungslésungen wurden sowohl am Nieder- als auch am
Mitteldrucksystem regelmal3ig auf die S&ulen aufgegeben, um eine
Verunreinigung der Saulen zu vermeiden.

11.3.1 Bestimmung des Ausschlussvolumens

Verwendete Reagenzien

Dextranblau (Roth Nr. 5958.1)

Durchfithrung

Zwei Spatelspitzen Dextranblau wurden in 20 mL bidestilliertem Wasser
geldst. Von dieser Loésung wurden 10 mL auf die 100 cm langen S&ulen des
Niederdruck-Chromatographiesystems bzw. 1,5 mL auf die Saulen des
Mitteldruck-Systems gegeben. Der Volumenstrom betrug fur das
Niederdrucksystem 0,5 mL/min und am Mitteldrucksystem 1 mL/min. Bei der
Elution sollte der Farbstoff als schmale Bande Uber die Saule laufen. Das
Ausschlussvolumen (Vo) entspricht dem Elutionsvolumen des Absorptions-
maximum bei 280 nm.

11.3.2 Bestimmung des Totalvolumens
Gerate

Spektralphotometer: Unicam UV-VIS4

Verwendete Reagenzien

Natriumchlorid-Lésung (5 g/100 mL): Natriumchlorid (p.a., Merck Nr. 106404)
Kaliumdihydrogenphosphat-Ldsung (2 g/100 mL) Kaliumdihydrogenphosphat
(p.a.; Merck Nr. 4873, Darmstadt) in Tris-HCI-Pufferlésung.
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Verdinnte Salpetersaure: 100 mL konz. Salpeterséaure (65 %; p.a.; Merck Nr.
456) mit 200 mL Wasser verdunnt.

Ammoniumvanadat-Losung: 0,2 g Ammoniummetavanadat (p.a.; Riedel Nr.
31153) in 70 mL heiBem Wasser losen, abkihlen, 2 mL konz.
Salpetersaure (65 %; p.a.; Merck Nr. 456) zugeben und mit Wasser auf
100 mL auffullen.

Ammoniumheptamolybdat-Losung: 5 g Ammoniumheptamolybdat-tetrahydrat
(p.a.; Merck Nr. 1182) in 70 mL heiRem Wasser lo6sen, abkihlen und auf
100 mL auffullen.

Reagenzlésung: Unmittelbar vor der Verwendung werden 20 mL
Ammoniumvanadat-Losung, 20 mL verdinnte Salpetersdure und 20 mL
Ammoniummolybdatlésung vermischt.

Durchfithrung

Es wurden 10 mL Kaliumhydrogenphosphatlosung auf die Saulen der
Niederdruck-Gelchromatographie aufgetragen und mit 30 mL/h Tris-HCI-
Puffer eluiert. Von jeder Fraktion (15 mL) wurden 0,5 mL mit 0,5 mL
verdunnter Salpetersdure, 0,75 mL Reagenzlosung und 5 mL Wasser
versetzt. Die Mischung wurde eine Stunde stehen gelassen und die entstan-
dene Gelbfarbung im Photometer bei 430 nm bestimmt. Das Totalvolumen
(Vy) der Saule ist das Eluatvolumen im Maximum der Absorption.

Beim Arbeiten mit den Superdex-Saulen am Mitteldrucksystem (Bio-Logic-
System) wurde stattdessen eine Natriumchloridlosung (5 ¢g/100 mL) zur
Bestimmung des Totalvolumens verwendet. Es wurde kontinuierlich die
Leitfahigkeit im Eluat gemessen. Das Totalvolumen entspricht dem Volumen
des Eluates im Maximum der Leitfahigkeit. Die Bestimmung des Ausschluss-
und Totalvolumens wurde am Mitteldrucksystem in einer Messung
durchgefuhrt.

11.3.3 Kalibration der Saulen

Verwendete Reagenzien

Eichkit fur Gelfiltration, niedermolekular (LMW), aus Rinderserum-Albumin,
Ovalbumin, Chymotrypsinogen A und Ribonuclease A (Pharmazia Nr.
17-0442)

Eichkit fur Gelfiltration, hochmolekular (HMW), Ferritin, Katalase, Aldolase
(Pharmazia Nr. 17-0441)

Myoglobin (Serva Nr. 29895)

Cytochrom c (Sigma Nr. C 3381)

Bacitracin (Serva Nr. 14420)

Glutathion (Serva Nr. 23150)

Durchfithrung

Es wurden je 20 mg von zwei Proteinen mit groRer Molmassendifferenz in
Tris-HCI-Puffer geltst. Auf die 100 cm langen Séaulen des Niederdruck-
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Systems wurden je 5 mL, auf die Saulen des Mitteldrucksystems je 1 mL
dieser Losungen aufgegeben und die Proteine unter den zuvor beschrie-
benen Bedingungen eluiert (Tabelle 38, 39).

Tab. 38: Kalibration der am Mitteldrucksystem verwendeten Saulen

molare log M Superdex S200 Superdex S75  Superdex
Kalibriersubstanz  Masse Peptide HR
[g/mol] Velml] Ko Ve[mL] Ko Velml] Ka
Vo 463 O 42,5 0 8,7 0
Ferritin 440.000 5,64 54,7 0,12
Aldolase 158.000 5,20 70,0 0,33
Albumin 67.000 4,83 76,8 0,42 486 0,12
Ovalbumin 43.000 4,63 80,6 047 51,2 0,17
Chymotrypsinogen 25.000 4,40 100,8 0,75 68,9 0,52
Ribonuclease 13.700 4,14 104,1 0,80 70,9 0,56
Cytochrom ¢ 12.600 4,10
Bacitracin 1.450 3,16 12,0 0,30
Glutathion (ox.) 613 2,79 14,2 0,50
Glutathion (red.) 308 2,49 15,5 0,618
Vi 1186 1 93,5 1 19,7 1

Tab. 39: Kalibration der am Niederdrucksystem verwendeten Saulen

molare log M Sephadex Sephadex G50
Kalibriersubstanz Masse G100

[9/mol] Ve[mL] Ka  Ve[ml] Kay
Vo 650 0 630 O
Albumin 67.000 4,83 948 0,24
Ovalbumin 43.000 4,63 1063 0,34 660 0,03
Chymotrypsinogen 25.000 4,40 1333 0,56 815 0,17
Myoglobin 17.200 4,24 917 0,268
Ribonuclease 13.700 4,14 1513 0,70
Cytochrom ¢ 12.600 4,10 1513 0,70 1004 0,35
Bacitracin 1.450 3,16 1626 0,931
Vi 1880 1 1700 1
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log M

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Kav-Wert

Abb. 65: Kalibrationsgeraden und Kalibrierfunktionen fir:

Superdex Peptide HR  (y=-2,0788x + 3,796), R? = 0,9924
Sephadex G50 (y=-1,6306x + 4,6766), R? = 0,9941
Superdex S75 (y=-1,4612x + 4,9459), R®=0,9684
Sephadex G100 (y=-1,4775x + 5,1696), R’ = 0,9849
Superdex S200 (y=-2,0852x + 5,8862), R? = 0,9906

11.4 lonenaustauscherchromatographie (IAC)
Gerate

Mitteldruck-Chromatographiesystem (Modell Biologic, Bio-Rad, Minchen) mit
UV-Detektor, Leitfahigkeitsdetektor, Fraktionssammler (Modell 2128) und
Steuereinheit

lonenaustauschersaule  Bio-Scale Q5 Column, (Bio-Rad Nr. 751-0005)

Verwendete Reagenzien

Tris-HCI-Pufferlésung (0,05 mol/L; pH 8,0)
NaCl-L6sung (1 mol/L)
2-Mercaptoethanol (Merck Nr. 112006)

Durchfiihrung

Die lonenaustauschchromatographie mit starken Anionenaustauschern wird
vielfach zur Isolierung cadmiumbindender Substanzen aus den vegetativen
und generativen Pflanzenteilen von Sonnenblumen- und Rapspflanzen
verwendet. Beispiele sind die IAC an QAE-Sephadex A-25 zur Isolierung von
Phytochelatinen aus Maiswurzeln [286, 288] und die Isolierung von
Phytochelatinen aus Zellextrakten von Rauvolfia serpentina [188].
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Fur die eigenen Arbeiten wurde eine vorgepackte Mono-Q5-Saule (5 mL
Saulenvolumen; Biorad, Hercules, CA, USA) verwendet, welche an dem
Mitteldruck-Chromatographiesystem  (Bio-Logic-System, Fa  Bio-Rad)
betrieben wurde. Die IAC-Trennungen wurden in einem Chromatographie-
schrank bei 4 - 6°C durchgefiihrt. Etwa 50 mL Probenldsung (gepoolte
Fraktionen der GFC) wurden mit einer Flussrate von 1 mL/min auf die
Austauschersaule aufgegeben. Anschlielend wurde der in Tabelle 40
dargestellte Tris-HCI/NaCl-Gradient gestartet. Das Eluat wurde durch einen
UV- (280 nm) und einen Leitfahigkeitsdetektor geleitet und in Fraktionen von
2 mL gesammelt. In den Fraktionen wurden die Cadmium- und Kupfergehalte
,Offline* bestimmt. Die erhaltenen cadmiumhaltigen Fraktionen wurden
gepoolt, an Sephadex G 25 entsalzen, gefriergetrocknet und die getrocknete
Substanz zur Aminosaureanalyse vorbereitet.

Tab. 40: Programm fur den Tris-HCI / NaCl-Gradienten bei der IAC

Programmschritt Elutionsvolumen Tris-HCI- 1 mol/L NaCl in NaCl-
Pufferlésung Tris-HCI-Puffer  Konzentration

[mL] [%0] [%0] [mol/L]

1 isokratisch 0- 20 100 0 0

2 Gradient 20- 40 100 - 85 0- 15 0 -0,5

3 isokratisch 40- 50 85 15 0,15

4 Gradient 50- 80 85-45 15- 55 0,15- 0,55

5 isokratisch 80- 90 45 55 0,55

6 Gradient 90 - 110 45- 0 55-100 0,55-1,0

7 isokratisch 110 - 120 0 100 1,0

11.5 Fluoreszenz-HPLC

Gerate:

Entgaser Degasys-DG-1310 (Fa Gynkotek)

Pumpe P 580 A LPG, HPLC-Pumpe (Fa Gynkotek)

Autosampler GINA 50 (Fa Gynkotek)

Saulenofen T-6300 Column Thermostat (Merck)

Vorsaule LiChrospher RP 18, 40-50 um, 40 x 4,6 mm (Yenmez)
Saule LiChropsher RP 18, 10 um, 250 x 4 mm

Detektor HPLC Fluoreszenz-Detektor RF-2000 (Fa Dionex)
Auswertung Gynkosoft Chromatographie-Datensystem, PCD Version

5.50, Gynkotek HPLC, Peakflachenmethode

Verwendete Reagenzien

Acetonitril (gradient grade, 99,8 %, Merck Nr. 100003)

Ammoniumdihydrogencarbonat (p.a., Merck Nr. 101131): 200 mg NH4sHCO3
werden in 250 mL bidestilliertem Wasser gelost (10 mmol/L) und mit
1 mol/L Salzsaure auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt.
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Dithiothreitol (fir biochemische Zwecke, > 99 %, Merck Nr. 111474)

Epichlorhydrin (Fluka Chemie)

Essigsaure (100 %, Fa Roth)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Titriplex Il (p.a. Merck Nr. 108418):

In 100 mL Wasser werden 0,0372 g EDTA (1,0 mmol/L) gel6st

Kaliumdihydrogenphosphat (p.a., Merck Nr. 101960)

Methanol (fir HPLC)

Monobrombiman (Fluka Chemie): 25 mg Monobrombiman wurden in 20 mL
Acetonitril gelost (4,38 mmol/L) und unter Lichtausschluss bei 4°C im
Kihlschrank gelagert. Zur Derivatisierung wurde auf 1 mmol/L verdinnt.

di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (p.a., Riedel de Haen)

Zur Herstellung eines Phosphatpuffers pH 6,3 werden 2,62 g di-
Natriumhydrogen-phosphat und 7,07 g Kaliumhydrogenphosphat in 1000
mL Wasser gelost.

Natriumhydroxidplatzchen (p.a., Merck Nr. 106462)

Natriumthiosulfat (wasserfrei, Fluka Chemie): 3,224 g Natriumthiosulfat
wurden in 10 mL Wasser fur eine 2 mmol/L Lésung angesetzt.

Sepharose 4B (Pharmazia Biotech)

Elutionsbedingungen

Mobile Phase:
Laufmittel A: 10 % (v/v) Methanol, 0,25 % (v/v) Essigsaure, pH 3,9
Laufmittel B: 90 % (v/v) Methanol, 0,25 % (v/v) Essigsaure, pH 3,9
Flussrate 1 mL/min
Injektionsvolumen: 100 pL
Detektion: Anregungswellenlange Aex: 268 nm
Emissionswellenlange  Aem: 479 nm

Fluoreszenz-HPLC:

Bei dieser Methode wird die thiolhaltige Schwermetall-bindende Substanz
zundchst mit Monobrombiman derivatisiert. Monobrombiman ist ein sehr
spezifisches SH-Reagenz und bildet mBBr-SH-Addukte, die stark
fluoreszieren und in Verbindung mit einer HPLC-Trennung bei
Fluoreszenzdetektion zu niedrigen Nachweisgrenzen fihren. Im Vergleich
zur Methode mit Nachsaulenderivatisierung ist die Nachweisgrenze bei der
Fluoreszenz-HPLC mit 0,3 pmol um den Faktor 1000 niedriger [290].

Die Trennung der Monobrombimanderivate erfolgte auf einer LiChrospher
RP18 10 pm-Saule (250 x 4 mm; Merck, Darmstadt) mit einer Flussrate von
1 mL/min nach der Methode von NEwWTON [291-293] unter Berucksichtigung
der von HACIOSMANOGLU [296] vorgenommenen Modifikationen fur
Gradienten und Saulendimension. Um eine Kontamination der S&ule zu
vermeiden, wurde eine Vorséaule (LiChrospher RP18, 30-40 um, 40 x 4,6
mm) vorgeschaltet. Die Trennung erfolgte unter Verwendung des folgenden
Gradienten:
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Tab. 41: Gradientenverlauf bei der Trennung von Monobrombimanderivaten

mit der HPLC
Zeit Laufmittel A Laufmittel B
[min] [%(vIV)] [%(vIV)]
0 98 2
10 92 8
20 60 40
25 60 40
30 10 90
32 0 100
35 0 100
36 98 2
45 98 2

11.5.1 Synthese von Thiolagarose

Die Thiolagarose wurde nach der von KNEER [199, 289] beschriebenen
Methode hergestellt. 12 g Sepharose 4B wurden in 6 mL 1 mol/L Natron-
lauge suspendiert. Zur Epoxyaktivierung wurden 6 mL Epichlorhydrin
zugesetzt. Die Reaktionslosung wurde 2 Stunden bei 60°C im thermo-
statierten Wasserbad geschuttelt. Das aktivierte Gelmaterial wurde mit
Phosphat-Puffer pH 6,3 gewaschen und in 12 mL dieses Puffers aufge-
nommen. AnschlieBend wurden 10 mL einer 2 mol/L Natriumthiosulfatlésung
zugegeben und uber Nacht auf einem Rundschittler (100 U/min, RT)
inkubiert. Die erhaltene Thiolagarose wurde mit bidestilliertem Wasser
gewaschen und im Kuhlschrank bei 4°C gelagert. Vor Gebrauch wurde die
Thiolagarose durch Suspendieren in einer Losung von Dithiothreitol (1 h, RT,
vier Spatelspitzen DTT auf 6 mL bidestilliertes Wasser) frisch reduziert.

11.5.2 Derivatisierung von Thiolen mit Monobrombiman

0 0 0 0
\ N / N /
CHs | CH; + RSH =———= CHjs | CHs + HBr
\ N7/ \ N7/
BrCH, Hs RSCH CHs

Abb. 66: Reaktionsschema fur die Derivatisierung von Thiolen mit
Monobrombiman

Die Derivatisierung erfolgte in Anlehnung an die Methode von KNEER [199,
289]. Der Derivatisierungsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

20 pL NH4sHCO3; (10 mmol/L)

20 pL EDTA (1 mmol/L)

20 uL Monobrombiman (1 mmol/L)

10 pL wassrige Losung der thiolhaltigen Substanz

Mit bidestilliertem Wasser wird auf ein Volumen von 250 pL aufgefulit.
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Dieser Ansatz wurde 30 Minuten bei 40°C in einem thermostatierten
Rundschittler (100 U/min) unter Lichtausschluss inkubiert. Um
Uberschussiges Derivatisierungsreagenz abzufangen, wurden anschliel3end
ca. 0,5 g frisch reduzierte Thiolagarose in das Derivatisierungsgemisch
gegeben und das Gemisch 20 Minuten bei Raumtemperatur auf einem
Vortex-Mixer geschittelt. Das Gel wurde mit einer Eppendorf-Zentrifuge (10
min, 10000 g, RT) abzentrifugiert und der klare Uberstand nach geeigneter
Verdinnung (in der Regel 1:10) mithilfe der Fluoreszenz-HPLC analysiert.

11.6  Mikrowellengestutzter Druckaufschluss
Gerate:

 Detmold:
Mikrowellenofen, MLS 1200 mega
Programmsteuerungseinheit, mega 240
Absaugeinheit, milestone EM-45
12 Autoklaven mit 30 Teflonaufschlussgefalien
Rotoreinheit, HPR 1000/6
Temperatur- und Drucksensoreinheit

e Paderborn:
Mikrowellenofen, mls ethos 1600
Rotoreinheit, HPR 1000/10
10 Autoklaven mit 10 Quarz- und 20
TeflonaufschlussgefalRen
Temperatur- und Drucksensoreinheit
Computersteuerung, Softwareversion 3.03

Verwendete Reagenzien

Salpetersaure 65 % reinst. (Merck Nr. 100443), welche vor der Verwendung
durch dreimalige Oberflachenverdampfungsdestillation  (Apparatur
Acidest, Fa Heraeus, Hanau) gereinigt wurde.

Wasserstoffperoxid (35 %) reinst. (Merck Nr. 108600)

Durchfithrung

Fir die Bestimmung der Cadmium-, Kupfer-, Eisen-, Nickel- und Zinkgehalte
in den vegetativen und generativen Pflanzenteilen, den Zentrifugations-
ruckstdnden und den bei der Zentrifugation anfallenden Fettfraktionen
wurden die Proben zunéchst mit einem Hochtemperatur-Druck-Aufschluss in
einer Mikrowelle aufgeschlossen. Als Aufschlussmittel diente eine Mischung
aus konzentrierter Salpetersaure und Wasserstoffperoxid.

Es wurden jeweils 1,0 g der Probe eingewogen und je nach Ho6he des
organischen Anteiles mit 2-4 mL Salpetersaure und 1 mL Wasserstoff-
peroxid versetzt. Nach einem vorgewahlten Programm wurde die Loésung im
Autoklaven auf ca. 180°C erhitzt. Die klare Aufschlusslésung wurde mit
bidestilliertem Wasser auf ein Volumen von 25 mL aufgefullt und die Losung
zur Messung der Schwermetallgehalte mit der AAS bzw. DCP verwendet.
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11.6.1 System mls 1200 mega

Bei diesem System konnen bis zu 6 Aufschlisse gleichzeitig angefertigt
werden. Die Aufheizung geschieht mittels einer gepulsten Mikrowellen-
strahlung von bis zu 1200 Watt. Das Temperatur-Zeit-Programm fir den
Aufschluss von Sonnenblumen- und Rapsproben wurde selbst entwickelt.

Tab. 42: Programmparameter fiir den Aufschluss von Olpflanzenproben mit
dem Mikrowellensystem mls 1200 mega

Programmschritt Leistung [W] Zeit [min]
250

0
250
450
400

0

oUhWN R
NG aN P

Die bei den Olsaaten anfallenden Fettfraktionen wurden nach einem
gesonderten Programm aufgeschlossen.

Tab. 43: Programmparameter fir den Aufschluss von Fettfraktionen mit dem
Mikrowellensystem mls 1200 mega

Programmschritt Leistung [W] Zeit [min]
250
0
250
0
250
0

O~ WNE
GQQOONEFEDNEF

11.6.2 System ethos 1600

Dieses System erlaubt die gleichzeitige Durchfihrung von bis zu 10
Aufschlissen. Das Gerat verfugt Uber eine Temperatur- und Drucksensor-
einheit in den Autoklaven sowie einen zusatzlichen Infrarotsensor zur
Kontrolle der Manteltemperatur der Autoklaven. Des Weiteren ist das ,ethos
1600“ computergesteuert mit einer kontinuierlichen Messwerterfassung fur
Druck und Temperatur ausgestattet.

Tab. 44: Programmparameter fur den Aufschluss von Olpflanzenproben mit
dem Mikrowellensystem ethos 1600

Programmschritt | Leistung [W] | Temperatur [°C] | Zeit [min]
1 1000 110 3
2 0 110 4
3 1000 160 5
4 1000 175 5
5 0 25 10

Die angegeben Leistungsparameter sind Maximalwerte, die nur Gber kurze
Zeitrdume erreicht werden. Die aktuellen Leistungswerte liegen zumeist
deutlich niedriger (Abbildung 68). Zudem sind die Temperaturwerte nicht als
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feste Werte zu verstehen, sondern sie werden zum Ende der angegebenen
Zeitrdume erreicht (linearer Anstieg). Sollte zu einem Zeitpunkt des
Aufschlussvorganges einer der vorgegebenen Parameter Uberschritten
werden, reduziert das System automatisch die Leistung der Magnetrons.
Abbildung 68 zeigt die vorgegebenen Temperaturparameter fur den
Aufschluss von Olsaaten. Zudem werden die Leistungsabgabe (Power) der
Magnetrons, der Temperaturverlauf in der Probe (Temp. 1) sowie die
Manteltemperatur der Aufschlussgefal3e (Temp. 2) grafisch dargestellt.
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200 800
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L 700
_ H | | e 650
& 150 ' ’ 600
/ 550
L 500

: WA

450
100 400
350
300
250
50 | A | | | 200
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Temperature
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0 0
00:00:00 00:05:00 00:10:00 00:15:00 00:20:00 00:25:00
Time [hh:mm:ss]

| T1 Set Values — Pow er — Temp. 1 — Temp. 2 l

Abb. 67: Temperatur-Leistungs-Verlauf beim Aufschluss von Olsaaten

11.7 Atomspektrometrische Verfahren

Tab. 45: Verwendete Messtechniken sowie zur Verfigung stehende Gerate

Schwermetall Messtechnik Gerat

Fe, Zn Flammen AAS Perkin EImer Analyst 100

Cd, Cu, Ni Graphitrohrofen-AAS Eg::::: E:m:: é'IA‘I\'AA‘ASASgggo

Cu DCP ARL FISONS DCP SPECTRASPAN 7

Eisen und Zink wurden mit der Flammen-AAS quantitativ bestimmt. Die
Flammentechnik ist unempfindlich gegenlber unspezifischen Untergrund-
absorptionen, sodass auf eine Deuteriumuntergrundkompensation verzichtet
werden kann. Die Nachweisgrenzen der Flammen-AAS waren fur die
Bestimmung von Eisen und Zink in den Aufschlusslésungen und in den
Fraktionen der Gelchromatographie ausreichend.

Mit der Graphitrohrofen-AAS wurden Cadmium, Kupfer und Nickel bestimmit.
Diese Schwermetalle kdnnen im Vergleich zur Flammen-AAS etwa um den
Faktor 1000 empfindlicher gemessen werden. Die zur Verfigung stehenden
Gerate bieten die Mdglichkeit der Zeeman-Untergrundkompensation. Diese
ist der Kompensationstechnik mit Deuteriumlampe deutlich Uberlegen [270],
sodass Cadmium, Kupfer und Nickel ohne Nassaufschluss in den Fraktionen
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der Gelfiltration bestimmt wurden. Zur Absicherung der Methoden wurde ein
zertifiziertes Referenzmaterial der FAO mit der Bezeichnung FAO Standard
Nr. 68; ARC/CL (Weizenmehl) verwendet. Die erhaltenen Messwerte lagen
immer innerhalb der im Zertifikat angegebenen Vertrauensintervalle. Fur die
bei der GFC in den Fraktionen auftretenden Matrices existieren keine
Referenzmaterialien. Diese Messungen wurden daher Uber Wiederfindungs-
raten abgesichert.

Tabelle 46 zeigt die Nachweisgrenzen fur die Bestimmung von Cadmium,
Kupfer, Nickel, Eisen und Zink. Die Bestimmung der Nachweisgrenzen
erfolgte nach dem 3-Sigma (blind)-Konzept (DIN-32645, 1994):

Tab. 46: Nachweisgrenzen der Atomabsorptionsspektroskopie und lineare
Messbereiche
a: Nachweisgrenze fur die Bestimmung in saurer Lésung
b: Nachweisgrenze bei der Bestimmung in Tris-HCI-Puffer

Schwermetall linearer Messbereich Nachweisgrenze Nachweisgrenze

[ng/mL] [ng/mL]? [ng/mL]®
Cadmium 0,5- 2,0 0,1 0,1
Kupfer 10,0 - 100,0 0,5 0,5
Nickel 30,0- 80 5,0 10
Eisen 200 -6000 0,1 0,1
Zink 100 -1000 10 10

Geréate

« Graphitrohrofen-AAS: Zeemann AAS 3030 (Perkin Elmer, Uberlingen)
- Elektrothermaler Graphitrohrofen HGA 600
Probenautomat AS-60
Powersupply fur EDL-Lampen
Cd-EDL
Ni HKL (Nr. NO06-1207), betrieben mit 25 mA
Pyro-Graphitrohr fir L'vov-Plattform (PE Nr.
109322) und L vov-Plattform aus
Pyrokohlenstoff (PE Nr. 109324)
+ Graphitrohrofen-AAS: SIMAA 6000 (Perkin-Elmer, Uberlingen)
- Elektrothermaler Graphitrohrofen HGA 700
Probenautomat AS 72 fiir 40 oder 80 Proben
Furnace Cooling System
Dell Dimension XPS 400 Rechnereinheit
AAWinLab Software-Version 2.51
Cd-EDL (PE Nr. 10281)
Cu, Fe, Ni Multielement-HKL
THGA Graphitrohr (PE Nr. BO508884)
*  Flammen-AAS: Aanalyst 100 (Perkin Elmer, Uberlingen)
Multielement HKL fir Ca, Mg und Zn
Dell Optiplex GXa Rechnereinheit
AAWinLab Software Version 2.6
* ARL Fisons DCP SPECTRASPAN 7
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Verwendete Reagenzien

Cadmium-Stammlésung: 1,000 g/L; Titrisol (Merck Nr. 109989)

Kupfer-Stammlésung: 1,000 g/L, Titrisol (Merck Nr. 109987)

Eisen-Stammlésung: 1,000 g/L, Titrisol (Merck Nr. 102616)

Nickel-Stammldsung: 1,000 g/L, Titrisol (Merck Nr. 107289)

Zink-Stammlésung: 1,000 g/L, Titrisol (Merck Nr. 109929)

Matrixmodifikator: 3 mL Palladiummodifier (Merck Nr. 7289) und 2 mL
Magnesiummodifier (Merck Nr. 5813) mit bidest.
Wasser auf 20 mL auffillen.

Gase: Acetylen, Luft, Stickstoff, Argon

Salpetersaure (65 %): (Merck Nr. 100443), Verwendung nach dreimaliger
Oberflachenverdampfungsdestillation.

Referenzmaterial: FAO Standard Nr. 68; ARC/CL Wheat flour

Fur die Messung der Schwermetallgehalte in den Aufschlusslésungen
wurden die Kalibrationslésungen in 2 % (v/v) Salpetersdure angesetzt. Fur
die Bestimmung der Schwermetallgehalte in den Fraktionen der FPLC
wurden die Kalibrationslésungen in Tris-HCL-Puffer (0,05 mol/L; pH 8,0)
angesetzt.

11.7.1 Bestimmung von Cadmium

Gerat: Perkin Elmer ZAAS 3030
Perkin Elmer SIMAA 6000

Wellenléange: 228,8 nm

Spalt: 0,7 nm

Probenvolumen (ZAAS 3030/ SIMAA 6000): 20 pL /10 L
Modifiervolumen (ZAAS 3030/ SIMAA 6000): 20 pL/5 pL

Messzeit: 3s
Kalibration: linear, 0,5/1,0/1,5/2,0 ng/mL
Signalauswertung: Peakflache

Tab. 47: THGA-Temperaturprogramm Perkin ElImer Z 3030 zur Bestimmung
von Cadmium

Schritt Temperatur  Aufheizzeit  Haltezeit Interner Gasfluss
[°C] [s] [s] [mL/min]
1 150 5 30 300
2 450 5 20 300
3 1600 0 3 300
4 2800 1 2 0
5 20 1 20 300
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Tab. 48: THGA-Temperaturprogramm Perkin Elmer SIMAA 6000 zur
Bestimmung von Cadmium
Schritt Temperatur  Aufheizzeit  Haltezeit Interner Gasfluss
[°C] [s] [s] [mL/min]
1 110 5 20 250
2 150 15 20 250
3 500 10 20 250
4 1600 0 3 0
5 2450 1 3 250
6 20 1 15 250
11.7.2 Bestimmung von Kupfer
Gerat: Perkin Elmer SIMAA 6000
Wellenlange: 324,8 nm
Spalt: 0,7 nm
Probenvolumen: 10 pl
Modifiervolumen: 5ul
Messzeit: 5s
Kalibration: linear, 10/25/50/100 ng/mL

Signalauswertung:

Peakflache

Das im Folgenden fur Kupfer beschriebene Messprogramm wurde auch fir
die Multielementbestimmung von Cadmium und Kupfer verwendet.

Tab. 49: THGA-Temperaturprogramm SIMAA 6000 zur

Bestimmung von

Kupfer bzw. zur Multielementbestimmung von Cadmium und Kupfer

Schritt Temperatur  Aufheizzeit  Haltezeit Interner Gasfluss
[°C] [s] [s] [mL/min]

1 110 1 20 250

2 130 15 20 250

3 600 10 60 250

4 2050 0 5 0

5 2450 1 3 250

6 20 1 15 250
11.7.3 Bestimmung von Nickel
Gerat: Perkin Elmer Z 3030
Wellenlange : 232,0 nm
Spalt: 0,2 nm
Probenvolumen: 20 pl
Messzeit: 4s
Kalibration: linear, 30/50/80 ng/mL
Signalauswertung: Peakflache
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Tab. 50: THGA-Temperaturprogramm Perkin Elmer Z 3030 zur Bestimmung
von Nickel
Schritt Temperatur  Aufheizzeit  Haltezeit Interner Gasfluss
[°C] [s] [s] [mL/min]
1 150 5 30 300
2 400 10 5 300
3 1400 15 20 300
4 2500 0 5 0
5 2600 1 2 300
6 30 1 20 300
11.7.4 Bestimmung von Eisen
Gerat: Perkin Elmer Aanalyst 100
Wellenlange: 248,6 nm
Spalt: 0,2 nm
Messzeit: 5s
Kalibration: linear,

Signalauswertung:
Gasstrom:

11.7.5 Bestimmung von Zink
Gerat:

Wellenlange :

Spalt:

Messzeit:

Kalibration:

Signalauswertung:

0,2/0,5/1/2/3/4/6 ng/mL
Peakflache

Acetylen 2,5 L/min

Luft 4 L/min

Aanalyst 100

213,9 nm

0,7 nm

5s

linear,
0,1/0,2/0,4/0,6/0,8/1,0 ng/L
Peakflache

Gasstrom: Acetylen: 2,5 I/min
Luft: 4,0 I/min
11.7.6 Bestimmung von Kupfer mit der DCP
Gerat: ARL Fisons DCP SPECTRASPAN 7
Wellenlange: 324,75 nm
Messzeit: 10s
Kalibration: 0,1-2,5 ug/L
Signalauswertung: Flache
Gasstrom: Argon

Tab. 51: Nachweisgrenze der DCP und linearer Messbereich fir Kupfer
a: Nachweisgrenze fur die Bestimmung in saurer Lésung
b: Nachweisgrenze bei der Bestimmung in Tris-HCI-Puffer

Schwermetall ‘ linearer Messbereich Nachweisgrenze Nachweisgrenze
[Hg/mL] [pg/mL]* [ug/mL]°
Kupfer (DCP) 0,02-10 0,002 0,002
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11.8 Electrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS/ESI-MSMS)

Die ESI-MS ist eine der modernsten Analysetechniken fur die Element-
speziesanalytik [270, 297, 298, 335 342-344]. Zur Detektion von Proteinen
und Peptiden dient ein Quadrupol-Massenspektrometer. Die lonisation der
Proben erfolgt im Elektrospay-Verfahren (Abbildung 76). Die Nachweis-
grenze fiir die Analyse von Peptiden und Proteinen liegt bei 10™ mol [292].

Abmosphirendnuck
Abb. 68: Schematischer Aufbau einer Elektrospray-lonisationsquelle

Zudem ist es moglich, mit der ESI-MS im so genannten MSMS-Modus zu
messen. Hierbei werden in einer StoRkammer (lonenfalle) die entstandenen
Molekilionen mit Helium oder Argon beschossen, wodurch charakteristische
Zerfallsprodukte entstehen. Dieser Prozess wird als ,collision-induced
dissociation" (CID) bezeichnet. Die CID ermdglicht im MSMS-Modus u. a. die
Bestimmung der Aminoséuresequenz von Peptiden wie Phytochelatinen
[297].

Die lonenfalle (,lon Trap®“) besteht im Wesentlichen aus einer Ringelektrode
und zwei Endkappenelektroden mit zentrischen Offnungen. Die Ring-
elektrode kann als in sich gebogener, an den Enden verbundener
Quadrupolstab verstanden werden [345, 346]. Soll ein groél3erer
Massenbereich gescannt werden, ist es am ginstigsten an der Ringelektrode
ausschlie8lich mit einer Wechselspannung zu arbeiten, wodurch ein
dreidimensionales, rotationssymmetrisches Quadrupolfeld entsteht. lonen
der ausgewdahlten Masse/Ladungs-Verhaltnisse werden in diesem Feld auf
stabilen  Umlaufbahnen  fokussiert. Wenn die  Amplitude der
Wechselspannung erhoht wird, werden die Umlaufbahnen der lonen in
Reihenfolge steigender m/z-Quotienten instabil und die lonen werden in
Richtung Detektor aus der Falle ausgeworfen. Die lonenfalle arbeitet
diskontinuierlich; es wird ein bestimmter Zyklus von Fullung und
Massenanalyse durchlaufen. Wichtig ist, eine optimale Fullung der Falle
sicherzustellen. Sind zu viele lonen in der Falle, stdren sie sich gegenseitig
und die Auflosung wird verschlechtert; sind dagegen zu wenig lonen
eingefangen worden, ist die Empfindlichkeit schlecht. Die Massenanalyse
lauft in folgenden Schritten ab [347]:
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Fur MS:

I. Einfangen der lonen durch Anlegen einer Wechselspannung an
die Ringelektrode und Einstrom von Helium als Dampfungsgas.
Il. Sequenzielle Massenanalyse und Detektion.

Fur MS/MS:

[ll. Auswahl der gewiinschten lonen:

a) Erhohung der

Amplitude der Wechselspannung.

=>kleinere Massen werden instabil,
b) zusatzliche Waveform-Spannung
=>groRere Massen werden instabil,
c) Stabilisierung der gewiinschten Masse.
IV. Anlegen einer zusétzlichen Gleichspannung

=>Beschleunigung der

lonen und Fragmentierung

durch Kollision mit den Helium-Atomen.

Gerat

ThermoFinnigan LCQ Advantage

Messbedingungen

1. MS-Betrieb:

Probenaufgabe:

Temperatur Transferkapillare:

Spannung ESI-Nadel
Sheath-Gas
Kapillarspannung:
Tube lens:

2. MSMS-Betrieb:
Kollisionsgas:
Kollisionsenergie (normiert):

11.9

Geréate

Spektralphotometer (Unicam UV-VIS 4)

Quarzkivetten, Schichtdicke 1 cm

Verwendete Reagenzien

5 pL/min
250 °C
5 kV
Stickstoff, 25 scale
13V
5V

Helium
10-40 %

Bestimmung von Thiol-Gruppen nach Ellmann [348]

di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (reinst, Merck Nr. 6576)
Natriumdihydrogenphosphat-monohydrat (p.a., Merck Nr. 6346)
Phosphat-Pufferldsung nach Sérensen (0,1 mol/L; pH 8,0):

236,75 mL di-Natriumhydrogenphosphatlésung (0,2 mol/L) und 13,25 mL

Natriumdihydrogenphosphat-Lésung (0,2 mol/L)

im Messkolben mit

destilliertem Wasser auf 500 mL auffillen.
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DTNB-Reagenz: 39,6 mg 5,5 -Dithiobis (2-nitrobenzoesaure) (reinst,
Ellmann’s Reagenz, Serva Nr. 20735) in einem Gemisch aus 5 mL
Phosphatpuffer nach Sérensen und 5 mL Methanol I6sen.

Kalibrationslosungen: 100 mg L-Cysteiniumchlorid-Monohydrat  (fur
biochemische Zwecke, Merck Nr. 2839) in destilliertem Wasser losen
und auf 100 mL auffullen. Die Stammlésung wurde mit destilliertem
Wasser auf 5/10/30/50 mg/L verdinnt.

Durchfiihrung

Zu 0,5 mL einer Fraktion der GFC oder der Kalibrationsldsung wurden
nacheinander 2,4 mL Phosphatpufferlosung und 0,1 mL DTNB-Reagenz
pipettiert. Es wurde kurz vermischt und sofort in einer Quarzklvette im
Spektralphotometer bei 412 nm gegen Luft die Extinktion gemessen. Als
Blindwert dienten 0,5 mL destilliertes Wasser.

11.10 Proteinbestimmung nach Bradford [349, 350]

Der verwendete Farbstoff Coomassie Brillantblue G-250 oder Servablau-G
liegt in saurer Losung in einer blauen und einer orangen Form vor. Proteine
binden bevorzugt die blaue Form, wobei ein Komplex entsteht, dessen
Extinktionskoeffizient um vieles groR3er ist als der des freien Farbstoffes.

Losung 1: 70 mg Coomassie Brillantblue G-250 (Servablau-G) wurden in 50
mL 96 %-igen Ethanol geldst.
Losung 2: 100 mL 86 %-ige Phosphorsaure mit 600 mL Wasser verdinnen.

Farbreagenz: Lésung 1) und 2) wurden gemischt und mit Wasser auf 1 L
aufgefullt, gut gemischt und wenn nétig filtriert. Eine Eichkurve wurde
anschlieend im Bereich von 0-15 pg Protein (Rinderserumalbumin) erstellt.
50 ul Probelésung wurden mit 1 mL Farbreagenz versetzt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Als Blindwert wurden 50 pl des Puffers der Probe
mit 1 mL Farbreagenz versetzt und anschlieRend die Extinktion bei 595 nm
bestimmt.

11.11 Gewinnung von Wurzeldruck-Exudat (Xylemsaft)

Die hierbei verwendeten Pflanzen werden in Hydrokultur in der Wachstums-
kammer angezogen. Die Gewinnung des Xylemsaftes wurde wahrend der
Lichtperiode durchgefuhrt. Mit einem Messer wurde der Stangel der Pflanzen
ca. 3 cm oberhalb der Wurzeln durchgeschnitten, wobei keine Blatter mehr
auf dem Ubrigen Teil des Stangels verblieben. Um Kontaminationen durch
beschadigte Zellen zu vermindern, wurde der erste Tropfen verworfen. Der
durch den Wourzeldruck herauskommende Saft in Eppendorfgefal3en
gesammelt und bei -80°C bis zur Analyse gelagert. Es wurde das in den
ersten 45 min nach dem Abschnitt austretende Exudat gesammelt [351-353].
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11.12 Isolierung von Organellen aus Kotyledonen von
Sonnenblumen- und Rapskeimlingen
11.12.1 Chloroplasten [321]

Gerate

Kihlzentrifuge “Avanti Centrifuge ~ J-25; Rotor JA-25.50 (Beckmann,
Munchen)

Zentrifugenréhrchen

Schlauchpumpe

Spektralphotometer (Unicam UV-VIS4)

Verwendete Reagenzien

Di-Kaliumhydrogenphosphat

Kaliumdihydrogenphosphat (p.a., Merck, Darmstadt):

Phosphatpuffer (20 mmol/L; pH 7,4) 2,72 g Kaliumdihydrogenphosphat und
4,56 g Di-Kaliumhydrogenphosphat wurden in 1000 mL Wasser gelost.

Mannit (fir die Mikrobiologie; Merck Nr. 105982)

Magnesiumchlorid (p.a.; Merck Nr. 105833)

Rinderserumalbumin (Fraktion V; fir Molekularbiologie; Merck Nr. 112003)

Dithiothreitol (fir biochemische Zwecke, > 99 %, Merck Nr. 111474)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Titriplex Ill (p.a. Merck Nr. 108418)

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-ethansulfonséure) (HEPES)

Natriumhydroxidpléatzchen (p.a., Merck Nr. 106462)

Zerkleinerungsmedium: 6,0126 g Mannitol (330 mmol), 0,1017 g
Magnesiumchlorid (5 mmol), 0,1 g Rinderserumalbumin (0,1 %), 0,0155
g Dithiothreitol (1 mmol) und 0,0293 g EDTA (1 mmol) wurden in 100 mL
Phosphatpuffer (20 mmol, pH 7,4) gel6st.

Waschmedium: 6,0126 g Mannitol (330 mmol) und 0,0293 g EDTA (1 mmol)
wurden in 100 mL Phosphatpuffer geldst.

Sorbitol (Merck Nr. 103583)

80 %-ige Percollldsung: 3,0058 g Sorbitol (330 mmol/L) und 0,119 g HEPES
(20 mmol/L) wurden in 40 mL Percoll gelost und mit destilliertem Wasser
auf 50 mL aufgefullt. Der pH-Wert wurde mit 1 mol/L Natronlauge auf pH
7,8 eingestellt.

40 %-ige Percolllésung: 3,0058 g Sorbitol (330 mmol/L) und 0,119 g HEPES
(20 mmol/L) wurden in 20 mL Percoll geldst und mit destilliertem Wasser
auf 50 mL aufgefullt. Der pH-Wert von 7,8 wurde mit 1 mol/L Natronlauge
eingestellt.

Durchfiihrung

Etwa 10 g grine Kotyledonen von Sonnenblumen- bzw. Rapskeimlingen
(Anzucht vgl. 9.1) wurden geerntet und in 20 mL eisgekihltem Homogenisa-
tionsmedium konserviert. AnschlieBend wurden die Kotyledonen vorsichtig
im Zerkleinerungsmedium unter Eiskiihlung fur ca. zwei Minuten gemorsert
(glasierter Porzellanmorser). Das Homogenat wurde durch eine Lage
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Miracloth (Calbiochem) und vier Lagen Verbandmull (NOBA Verbandmittel)
gepresst und danach 20 Minuten in einer Kihlzentrifuge (4°C) bei 1500 g
zentrifugiert. Der Bodensatz der Zentrifugation mit den Chloroplasten wurde
in 2 mL Waschmedium aufgenommen. Diese Suspension wurde auf einen
Percollgradienten aufgetragen, welcher aus 6 mL einer 80 %-igen und 12 mL
einer 40 %-igen Percollldsung aufgebaut ist. Der Gradient wurde zentrifugiert
(4°C, 1600 g), mit schwacher Beschleunigung und schwacher Bremse. Nach
der Zentrifugation konnte oberhalb der 80 %-igen Percolllésung eine grine
Schicht mit intakten Chloroplasten beobachtet werden. Der Gradient wird mit
einer Schlauchpumpe von unten nach oben in Fraktionen von ca. 1 mL
aufgenommen. In den Fraktionen wird der Chlorophyligehalt gemessen.
Dazu werden 100 pL der Fraktion und 800 uL 80 % Ethanol (v/v) gemischt
und 15 Minuten bei Raumtemperatur verschlossen inkubiert. Darauf folgt fur
10 Minuten eine Zentrifugation bei 3000 U/min. Die Absorption des
Uberstandes wird bei 652 nm gegen einen Blindwert aus 80 %-igem Ethanol
bestimmt. Die Konzentration an intakten Chloroplasten berechnet sich nach:

c(ChIoropIasten)[mg/mL]:MD/F
34,2

mit VF: Verdinnungsfaktor

11.12.2 Mitochondrien und Peroxisomen

Zur lIsolierung von Mitochondrien und Peroxisomen wurden verschiedene
Aufarbeitungsmedien ausgetestet. Insbesondere der Ubliche Zusatz von
EDTA zum Aufarbeitungsmedium ist als problematisch fur die Schwermetall-
verteilung anzusehen. Daher wurde bei einigen Untersuchungen auf den
Einsatz von EDTA verzichtet (vgl. Kapitel 5.1), um Vergleichsdaten zu
erhalten.

Geréate

Kuhlzentrifuge “Avanti ™ Centrifuge ~ J-25 mit Rotor JA-25.50 (Beckmann,
Munchen)

Schlauchpumpe

Spektralphotometer (Unicam UV-VIS4)

Quarzmikroklvetten 1 mL

Gradientenmischer

Verwendete Chemikalien

Mannit (fur Mikrobiologie; Merck Nr. 105982)

Saccharose (fur Mikrobiologie; Merck Nr. 107651)

Tricin (N-[(Trishydroxymethyl)-methyl]-glycin) (Merck Nr. 108602)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Titriplex Ill (p.a. Merck Nr. 108418)
Rinderserumalbumin (Fraktion V; fur biochem. Zwecke; Merck Nr. 112018)
2-Mercaptoethanol (fiir Molekularbiologie; Merck Nr. 112006)
Natriumhydroxidplatzchen (p.a., Merck Nr. 106462)
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Natriumdithionit (technisch; Merck Nr. 106505)

Triton x-100

Wasserstoffperoxid (35 %) (Riedel Nr. 18304)

Cytochrom c (Sigma C 3381)

(N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-ethansulfonsaure) (HEPES) (p.a., Roth
Nr. 9105.4)

Di-Kaliumhydrogenphosphat (p.a., Merck Nr. 105099)

Kaliumdihydrogenphosphat (reinst., Merck Nr. 104801)

Phosphatpuffer (10 mmol/L; pH 7,4): 1,36 g Kaliumdihydrogenphosphat und
2,28 g Di-Kaliumhydrogenphosphat wurden in 2000 mL Wasser gelost.

Aufarbeitungsmedium 1:
5,466 g Mannit (0,3 mol/L), 1,7917 g Tricin (0,1 mol/L) und 0,1 ¢
Rinderserumalbumin (0,1 %) wurden in 100 mL Wasser gelost. Bei den
Untersuchungen mit EDTA wurden 0,293 g EDTA (1 mmol/L)
hinzugefugt. Der pH-Wert der Losung wurde mit 1 mol/L Natronlauge auf
pH 7,5 eingestellt. Direkt vor der Verwendung wurden 11,7 pL/10mL
Mercaptoethanol (0,014 mmol/L) zugeflugt.

Percoll-Saccharose-Gradient 1 (Tricin, pH 7,5):

10,269 g Saccharose (0,3 mol/L), 0,1792 g Tricin (10 mmol) und gege-
benenfalls 0,0292 g EDTA (1 mmol) wurden in 100 mL 100 %-igem
Percoll (fur die 100 %-ige Percollldsung) oder in 50 mL Percoll + 50 mL
Wasser gelost (fur die 50 %-ige Percollldsung) bzw. in 15 mL Percoll +
85 mL Wasser (fur die 15 %-ige Percollldsung) aufgeldst.

Aufarbeitungsmedium 2:
5,466 g Mannit (0,3 mol/L), 0,5958 g HEPES (0,025 mol/L) und 0,1 g
Rinderserumalbumin (0,1 %) wurden in 100 mL Wasser geldst. Bei den
Untersuchungen mit EDTA wurden 0,293 g EDTA (1 mmol/L)
hinzugeflugt. Der pH-Wert der Losung wurde mit 1 N Natronlauge auf pH
7,5 eingestellt. Direkt vor der Verwendung des Aufarbeitungsmediums
wurden 10 puL/10mL 2-Mercaptoethanol zugefiigt.
Percoll-Saccharose-Gradient 2 (HEPES, pH 7,5):
10,269 g Saccharose (0,3 mol/L) und 0,1192 g HEPES (5 mmol) wurden
analog zu Percoll-Gradienten Lésung 1 entweder in 100 mL Percoll,
50 mL Percoll + 50 mL Wasser oder in 15 mL Percoll + 85 mL Wasser
gelost.

Durchfithrung

Die Vorgehensweise zur Isolierung von intakten Mitochondrien und
Peroxisomen aus Kotyledonen von Sonnenblumen und Raps war fur beide
Aufarbeitungsmedien identisch.

Zur Vorbereitung des kontinuierlichen Percollgradienten wurden in einem
Zentrifugenrdhrchen 5 mL von 100 %-igem Percoll vorgelegt. In einem
Gradientenmischer wurden in Kammer eins 13 mL einer 15 %-igen bzw. in
Kammer zwei 13 mL einer 50 %-igen Percoll-Saccharose-Ldsung gegeben.
Unter stdndigem Rihren mischte sich ein kontinuierlicher Gradient von
50-15 % der eingesetzten Percolllésung.
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Bei der Erstellung des kontinuierlichen Gradienten war darauf zu achten,
dass Turbulenzen im Gradienten vermieden wurden durch:

« Vorsichtiges Offnen der Verschlussschraube am Gradientenmischer,

» Kontakt des Auslaufstutzens mit der Gefal3wand des Zentrifugenglases,

» geringe AusflieRgeschwindigkeit,

» vorsichtigen Transport der fertigen Gradienten,

« Verwendung von vorgekihlten Reagenzien um einen Temperatur-
gradienten zu vermeiden.

Etwa 10 g der funf Tage alten nicht-grinen Kotyledonen (Anzucht vgl. 9.1;
Lichtausschluss) wurden mit 20 mL vorgekihltem Aufarbeitungsmedium
unter Eiskiihlung gemorsert. Die zermérserten Keimlingsblatter wurden sanft
durch drei Lagen Miracloth (Calbiochem) und eine Lage Verbandmull (NOBA
Verbandmittel) gepresst. Das Filtrat wurde anschlie3end fir zehn Minuten
bei 2500 g zentrifugiert. Der Uberstand der Zentrifugation wurde fir 20
Minuten bei 11000 g zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde in 2 mL des
jeweiligen Aufarbeitungsmediums aufgenommen und die entstehende
Suspension auf den Percollgradienten aufgetragen.

Kammer 1 Kammer 2
mit Ruhrer

15 % Percoll- 50 % Percoll-
Lésung Losung

v
A

/9’

\

15%

Percoll-
gradient

50 %

100 % Percoll-
Losung (5 mL)

Abb. 69: Schematischer Aufbau einer Percollgradientenmischeinheit

Der Percollgradient wurde 30 Minuten bei 20000 U/min (44000 g) zentrifu-
giert. Nach der Zentrifugation waren drei verschiedene Zonen
unterscheidbar. Direkt oberhalb des 100 %-igen Percoll war haufig eine
weildlich-tribe Zone zu erkennen, welche intakte Peroxisomen enthielt.
Zudem zeigte sich im mittleren Teil des Gradienten eine Schicht, die intakten
Mitochondrien zuzuordnen war. Oberhalb des eigentlichen Gradienten war
eine Zone mit beschadigten Peroxisomen, Mitochondrien, Chloroplasten und
sonstigen  Zellbestandteilen (Abbildung 23). Der Gradient wurde
anschlieBend mit einer Schlauchpumpe von unten nach oben abgesaugt und
in Fraktionen von etwa 1 mL unterteilt. In den Fraktionen wurden die intakten
Peroxisomen und Mitochondrien anhand organellenspezifischer ,Leitenzyme*
bestimmt.
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Bestimmung der Leitenzyme

Die Enzymtests wurden photometrisch bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Zur Messung wurden Quarz- oder Kunststoffklivetten mit einer Schichtdicke
von einem Zentimeter verwendet. Die Messungen erfolgten direkt aus den
Gradientenfraktionen ohne weitere Probenvorbereitung.

. Peroxisomen

Das zur Identifizierung von Peroxisomen verwendete Leitenzym ist Katalase.
Katalase ist konstitutiv in Peroxisomen vorhanden und dient dazu, dass
durch peroxisomale Oxidasen gebildete Wasserstoffperoxid in Sauerstoff und
Wasser zu zersetzen. Diese von AEeBI [354] beschriebene Reaktion wurde
zusammen mit den von MULLER [264] beschriebenen Modifikationen
eingesetzt, um Peroxisomen nachzuweisen. Die Messung der Enzymaktivitat
erfolgte mit einem Spektralphotometer bei 230 nm. Die Messdauer betrug 30
Sekunden. Die Katalaseaktivitat errechnete sich aus der Differenz der
Extinktion zu Beginn der Messung und nach 30 Sekunden.

Messpuffer:
Phosphatpuffer (10 mmol/L, pH 7,0) mit 116 pL Wasserstoffperoxid
(35 %, 11,8 mmol/L)
Testansatz:
Referenzkivette: 1020 pL Phosphatpuffer (10 mmol/L; pH 7,0)
Messkuvette: 1000 pL Messpuffer
20 pL Probenldsung

. Mitochondrien

Das zur Bestimmung von intakten Mitochondrien genutzte Enzym ist die
Cytochrom c-Oxidase (Ferrocytochrom c-Sauerstoff Oxidoreduktase). In der
Atmungskette fungiert eine Serie von Cytochromen als Ubertrager von
Elektronen von Ubichinon auf den Sauerstoff, wobei die letzten Glieder der
Serie (Cytochrom a und a3) Bestandteile eines Enzymkomplexes sind, der
als Cytochrom-Oxidase bezeichnet wird [21, 22]. Die Bestimmung der
Enzymaktivitat erfolgt nach Schnarrenberger [355] bei 550 nm im Spektral-
photometer. Die Cytochrom c-Oxidaseaktivitdt berechnet sich aus der
Differenz der Extinktion vor Messbeginn und nach einer Messdauer von 30
Sekunden.

Messpuffer:
Phosphatpuffer (10 mmol/L, pH 7,0)
Testansatz:
Referenzkivette: 1040 pL Messpuffer
100 pL Cytochrom c (red.) (0,8 mmol)
Testklvette: 1000 pL Messpuffer
20 pL Triton x-100 (red., 1 %)
100 pL Cytochrom c (red.) (0,8 mmol)
20 pL Probensubstanz
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Reduktion des Cytochrom c

1-2 mL Cytochrom c-L6sung (0,8 mmol) wurden in einer Kunststoff-Makro-
messkivette gegeben und mit einer Spatelspitze Natriumdithionit reduziert
(hellroter Farbumschlag). AnschlieRend wurde so viel Cytochrom c-L6sung
zugegeben, bis diese dunklen Tropfen gerade nicht mehr hellrot wurden (Th.
Betsche, personl. Mitteilung). Der Reduktionszustand der Cytochrom c-
Losung wurde durch Messung der Extinktion bei 550 nm gegen
Phosphatpuffer gepruift.

Die Extinktion der reduzierten Cytochrom c-Lésung lag bei etwa 1,8.

11.13 Vorbereitung der isolierten Substanzen zur Amino-
saureanalyse [328, 356]

Geréate und Reagenzien

Gefriertrocknungsanlage,

ReaktionsgefalRe mit Deckel, 2,5 mL, (Fa Eppendorf)
Ameisenséaure p. a. (98 — 100 %) (Merck Nr. K14306564)
Wasserstoffperoxid-Lésung (35 %) (Riedel Nr. 18304)
Methanol p. a. (Merck Nr. 6009)

Durchfiihrung

950 pL Ameisensdure wurden in einem Reaktionsgefal mit 50 pL
Wasserstoffperoxid-Lésung gemischt und 2 h bei Raumtemperatur sowie
anschlieRend in einem Eisbad weitere 30 Minuten, stehen gelassen.

In einem zweiten Reaktionsgefald wurden 1 mg der isolierten Substanz mit
250 pL Ameisensaure und 50 pL Methanol vermischt und ebenfalls 30
Minuten in einem Eisbad stehen gelassen. Zu diesem Gemisch wurden 0,5
mL der im ersten Reaktionsgefald entstandenen Perameisensaure
zugegeben und 2,5 Stunden in einem Eisbad stehen gelassen. Anschliel3end
wurde die Reaktionslosung mit eiskaltem Wasser auf ca. 15 mL aufgefillt
und die Ldsung in der Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert, bis nur noch ein
trockener weifl3er Rickstand vorlag.
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A 1l:  Weitere Elutionsprofile der GFC
A 1.1 Sonnenblumenkerne
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Abb. Al. Sonnenblumenkerne (Sorte  Petra“; 1997). Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 3 ng/mL), , Ni (1 Einheit 150 ng/mL)
Zn (1 Einheit 750 ng/mL)
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR.
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Abb. A2: Sonnenblumenkerne (Sorte Petra 1998): Schwermetall-Elutions-

profil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL),

Zn (1 Einheit 250 ng/mL),
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex S200.

, Ni (1 Einheit 150 ng/mL)
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Abb. A3: Sonnenblumenkerne (Unterfranken; 1998): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 100 ng/mL)
Zn (1 Einheit 300 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR.
> 600 kD 20 kD <10 kD
2,5 ~

Elementgehalt [rel. Einheiten]

0,15

0,25 0,35 0,45 0,55

Ka - Wert

0,65 0,75 0,85 0,95 1,05

Sonnenblumenkerne (duRere SBK; Vinsebeck; 1999):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 40 ng/mL),
Zn (1 Einheit 200 ng/mL);

Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex S200.
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Abb. A5: Sonnenblumenkerne (duRere SBK; Vinsebeck; 1999):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 40 ng/mL),
Zn (1 Einheit 500 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR.
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Abb. A6: Sonnenblumenkerne (innere SBK; Vinsebeck; 1999):

Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 25 ng/mL),
Zn (1 Einheit 250 ng/mL);

Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex S200.
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Abb. A7: Sonnenblumenkerne (geschalt):
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Schwermetall-Elutionsprofil der

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), Cu (1 Einheit 200 ng/mL), Ni (1 Einheit 150 ng/mL),
Zn (1 Einheit 200 ng/mL), Absorption 280 nm (1 Einheit 50 mV);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);

Sephadex G100.
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Abb. A8: Sonnenblumenkerne (geschalt):
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wassrigen Fraktion

Schwermetall-Elutionsprofil der

Cd (1 Einheit 4 ng/mL), Cu (1 Einheit 200 ng/mL), Ni (1 Einheit 150 ng/mL),
Zn (1 Einheit 250 ng/mL) Absorption 280 nm (1 Einheit 50 mV),
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);

Sephadex G50.
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Sonnenblumenkerne (Sorte ,Petra®; 1996): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 40 ng/mL),

Zn (1 Einheit 100 ng/mL),

freies SH (1 Einheit normiert auf 300 mg/L Cysteiniumchlorid)
Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L, 10 mmol/L ME);
Superdex S200.
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Abb. A10: Sonnenblumenkerne (Sorte ,Petra“: 1996): Schwermetall-Elutions-

profil der wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen

Cd (1 Einheit 3 ng/mL), , Ni (1 Einheit 75 ng/mL),

Zn (1 Einheit 300 ng/mL);

Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L, 10 mmol/L ME);
Superdex Peptide HR.
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Abb. All: Sonnenblumenkerne (Unterfranken, 1998): Schwermetall-Elutions-

profil der wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 50 ng/mL),

Zn (1 Einheit 150 ng/mL);

Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L, 10 mmol/L ME);
Superdex S200.
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Abb. A12: Rapssamen _ (BEE; 1996): Schwermetall-Elutionsprofil  der

wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 150 ng/mL),
Zn (1 Einheit 500 ng/mL);

Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR.
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Abb. A13: Rapssamen (Mischmuster, 1996): Schwermetall-Elutionsprofil
der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), Ni (1 Einheit 40 ng/mL), Zn (1 Einheit 200 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Sephadex G100.
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. Al4: Rapssamen (Mischmuster; 1996): Schwermetall-Elutionsprofil der

wassrigen Fraktion

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 150 ng/mL),
Zn (1 Einheit 500 ng/mL);

Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Sephadex G50.
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Abb. A15: Rapssamen (BEE 1996): Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen

Fraktion unter reduzierenden Bedingungen

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 100 ng/mL),

Zn (1 Einheit 250 ng/mL);

Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L, 10 mmol/L ME);
Superdex Peptide HR.
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Abb. Al16: Sonnenblumenblatter (Blatter Nr. 1-6: Vinsebeck, 1999):

Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion

Cd (1 Einheit 3 ng/mL), , Ni (1 Einheit 25 ng/mL),
Zn (1 Einheit 150 ng/mL);

Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR.
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Abb. A17: Sonnenblumenblatter (Blatter 19-26; Vinsebeck, 1999):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 15 ng/mL),
Zn (1 Einheit 125 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex S200.
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Abb. A18: Rapsblatter (Detmold-Mosebeck, 2000):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 40 ng/mL),
Zn (1 Einheit 200 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR.
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Abb. A19: Rapsblatter (Detmold-Mosebeck, 2000): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 25 ng/mL),
Zn (1 Einheit 250 ng/mL)
Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L; 10 mmol/L ME)
Superdex Peptide HR.
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Abb. A20: Sonnenblumenwurzeln (Unterfranken, 1998):

Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion

Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 20 ng/mL),
Zn (1 Einheit 80 ng/mL);

Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex S200.
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Abb A21: Sonnenblumenwurzeln (Unterfranken, 1998):

Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion

Cd (1 Einheit 1 ng/mL),
Zn (1 Einheit 75 ng/mL);

, Ni (1 Einheit 40 ng/mL),

Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);

Superdex S75.
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Abb. A22: Sonnenblumenwurzeln (Anzucht in Hydrokultur):

Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion

Cd (1 Einheit 1 ng/mL),
Zn (1 Einheit 125 ng/mL);

, Ni (1 Einheit 75 ng/mL),

Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);

Sephadex G100.
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Abb. A23: Sonnenblumenwurzeln (Anzucht in Hydrokultur; 1umol/L, Cd):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion unter reduzie-
renden Bedingungen
Cd (1 Einheit 40 ng/mL), , Ni (1 Einheit 25 ng/mL),

Zn (1 Einheit 100 ng/mL);
Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L; 10 mmol/L ME);
Superdex Peptide HR.
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Abb. A24: Rapswurzeln (Detmold-Mosebeck, 2000): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 50 ng/mL),
Zn (1 Einheit 300 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR.
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Abb. A25: Rapswurzeln (Detmold-Mosebeck, 1998): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 25 ng/mL),
Zn (1 Einheit 125 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Sephadex G50.
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Abb. A26: Rapswurzeln (Detmold-Mosebeck, 2000): Schwermetall-Elutions-
profil der wassrigen Fraktion unter reduzierenden Bedingungen
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 25 ng/mL),
Zn (1 Einheit 350 ng/mL);
Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L; 10 mmol/L ME)
Superdex S200.
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Abb. A27: Rapswurzeln (Anzucht in Hydrokultur:1 umol/L Cd-Dotierung):

Elementgehalt [rel. Einheiten]

Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion

Cd (1 Einheit 80 ng/mL), Cu (1 Einheit 25 ng/mL), Zn (1 Einheit 125 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex S200
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Abb. A28: Rapswurzeln (Anzucht in Hydrokultur, 1umol/L Cd):

Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion unter reduzie-
renden Bedingungen

Cd (1 Einheit 60 ng/mL), , Ni (1 Einheit 10 ng/mL),

Zn (1 Einheit 75 ng/mL);

Extraktions-/Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L; 10 mmol/L ME);
Superdex Peptide HR.
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A 1.7 Sonnenblumen- und Rapsstangel
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Abb. A29: Sonnenblumenstangel (Unterfranken, 1998):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 1 ng/mL), , Ni (1 Einheit 15 ng/mL),
Zn (1 Einheit 75 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR.
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Abb. A30: Rapsstangel (Detmold-Mosebeck, 1998):
Schwermetall-Elutionsprofil der wassrigen Fraktion
Cd (1 Einheit 60 ng/mL), Ni (1 Einheit 10 ng/mL);
Extraktions- und Elutionspuffer: Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Superdex Peptide HR:
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A 1.8Elutionsprofile der IAC
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Abb. A31: Elutionsprofil der Cadmium-bindenden Substanz aus
Sonnenblumenkernen (Molmasse 25kD) bei der IAC
SBK: Cd (1 Einheit 5 ng/mL)
Laufmittel A: Tris-HCI-Puffer
Laufmittel B: Tris-HCI-Puffer + 1 mol/L NaCL
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Abb. A32: Elutionsprofil der Cadmium-bindenden Substanz aus Rapssamen
(Molmasse 25kD) bei der IAC
SBK: Cd (1 Einheit 1 ng/mL)
Laufmittel A: Tris-HCI-Puffer
Laufmittel B: Tris-HCI-Puffer + 1 mol/L NaCL
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Abb. A33: Elutionsprofil der Cadmium-bindenden Substanz aus Sonnen-
blumenwurzeln (Molmasse 25kD) unter reduzierenden Bedin-
gungen bei der IAC
SBK: Cd (1 Einheit 20 ng/mL);

Laufmittel A:  Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L; 10 mmol/L ME);
Laufmittel B: 1 mol/L NaCL in Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L; 10 mmol/L ME).
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Abb. A34: Elutionsprofil der Cadmium-bindenden Substanz aus Rapswurzeln

(Molmasse 25kD) bei der IAC

SBK: Cd (1 Einheit 35 ng/mL);

Laufmittel A:  Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L);
Laufmittel B: 1 mol/L NaCL in Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L).
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Abb. A35:
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Elutionsprofil der Cadmium-bindenden Substanz aus Rapswurzeln
(Molmasse 25kD) unter reduzierenden Bedingungen bei der IAC
SBK: Cd (1 Einheit 75 ng/mL);

Laufmittel A:  Tris-HCI-Puffer (pH 8,0; 0,05 mol/L; 10 mmol/L ME);

Laufmittel B: 1 mol/L NaCL in Tris-HCI (pH 8,0; 0,05 mol/L; 10 mmol/L ME).

A 3 Spektren der ESI-MS und der ESI-MSMS
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Abb. A36:
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Spektrum bei der ESI-MS der aus Rapswurzeln isolierten
Cadmiumspezies (Substanz Il)

Probenaufgabe: 5 pL/min
Temperatur Transferkapillare: 300 °C

Spannung ESI-Nadel 5 kV

Sheath-Gas Stickstoff, 25 scale
Kapillarspannung: 13V

Tube lens: 5V



