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Mikrotoxikologie

Mikrofluidik — groBes Potenzial
in kleinen Tropfen
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The technique of micro segmented
flow is well applicable for the inves-
tigation of soil microorganisms. It -
supplies highly resolved dose/ 5
response functions for whole
microbial communities as well as
for single strains. In addition, it can
be used in the search for microbial
strains with special tolerance
features, for example for enhanced
concentrations of cobalt and
nickel. Such strains have been
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der Mikrofluidsegmenttechnik zur Untersu- o
chung von Bodenmikroorganismen. Von Alt- +

bergbauarealen gewonnene Bodenproben mit
Mikroorganismen werden suspendiert und die-
se Suspension von groben Partikeln abgetrennt.

Optische Mehrkanalmessung zur
Beurteilung des konzentrations-
abhangigen Wachstums
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Aus der Supension wird eine Serie von Mikro- £

fluidsegmenten erzeugt, wobei durch Mischung ¢ § '

von effektorfreiem und effektorhaltigem Dosi - ; g
osis-Wirkungs-Funktion der — )

0,

Medium eine fein abgestufte Konzentrationsrei-
he entsteht. Diese Serie von kleinsten Kulturvo-
lumina wird einige Tage bis Wochen inkubiert
und anschlieBend mit Mikrodurchflussfluorime-
trie und -Photometrie die konzentrationsabhan-
gige Antwort der Gemeinschaft auf den Effektor
gemessen. AnschlieBend werden Einzelkulturen
aus einzelnen Tropfen oder Tropfengruppen,
also unterschiedlichen Konzentrationsberei-
chen isoliert, genetisch typisiert und die Dosis-
Wirkungs-Funktionen der Einzelkulturen
bestimmt.

Mikroorganismen-Gemeinschaft

Gewinnung und Charakterisierung )
von Isolaten
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B Die Mikroorganismen des Bodens stellen
eine Grundlage unserer Okosysteme dar [1].
Die Lebensgemeinschaften der Bakterien und
Pilze im Boden sind physiologisch eng mit
den Pflanzen und Tieren verbunden, stark
von den lokalen Bedingungen abhdngig und
hoch divers [2]. Sie beeinflussen den lokalen
Wasserhaushalt und sorgen fiir die Verfiig-
barkeit von Nahrstoffen, biologisches Re-
cycling und Robustheit gegeniiber dem Wech-
sel duBerer Bedingungen und Storungen.
Metagenomstudien der vergangenen Jahre
zeigten, dass die Mikrobiome von Pflanzen
und Tieren sich standig mit den Bodenmi-
krobiomen austauschen. Auf diesem Wege
kann auch ein intensiver Gentransfer statt-
finden [3]. Die Zusammensetzung der mikro-
biellen Lebensgemeinschaft unterscheidet
sich von Standort zu Standort [4], und auch
innerhalb eines Standortes kommen meist
viele verschiedene Organismen vor [5]. Schat-
zungen gehen davon aus, dass bisher nur
rund ein Prozent der Arten identifiziert wur-
de und selbst bekannte Arten in zahlreiche
Unterarten und Stdimme mit unterschied-
lichen Stoffwechselmerkmalen und 6kologi-
schen Funktionen zerfallen [6]. Das lasst ein
groBes Potenzial von Syntheseleistungen —
z. B. von unbekannten biologischen Wirk-
stoffen — erwarten, das bisher noch nicht bio-
technisch genutzt wird.

Genetische Informationsflut -
okologische Informationsliicke
Inzwischen liegen eine Vielzahl von Genom-
sequenzen von zahlreichen Mikroorganis-
men und Metagenomdaten von sehr unter-
schiedlichen Standorten vor. Von zahlreichen
Bakterien gibt es zudem 16S-rRNA-Daten, die
eine taxonomische Einordnung unterstiitzen.
Diesen wertvollen genetischen Informatio-
nen steht eine empfindliche Wissensliicke
beim Verstindnis der okologischen Zu-
sammenhédnge gegeniiber [7]. Das betrifft
zum einen die Wechselbeziehungen der Orga-
nismen untereinander und zum anderen
deren Verhalten gegeniiber chemischen Ein-
flussfaktoren, wie biogenen Schadstoffen und
toxischen anorganischen Bodenbestandtei-
len. Wegen der enormen Vielzahl von Wir-
kungen und Wechselbeziehungen sind die-
se Informationen iiber konventionelle Ver-
fahren oft nur fragmentarisch vorhanden und
miihsam zu beschaffen. Deshalb werden neue
Verfahren bendtigt, die detaillierte Informa-
tionen zu den Wechselbeziehungen der Orga-
nismen und Dosis-Wirkungs-Zusammen-
hédngen liefern.
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A Abb. 2: Mikrofluidisch ermittelte hochaufgeldste Dosis-Wirkungs-Zusammenhange von zwei
Isolaten gegeniiber Nickelionen aus einem historischen Kupferbergbaugebiet (Hettstedt, Kupfer-
berg). Charakterisierung anhand der optischen Transmission bei 470 nm (schwarz: A, C) und der
Autofluoreszenz bei einer 405-nm-Anregung (rot: B, D) nach elf bzw. zehn Tagen Inkubation.

A, B, Stamm der Gattung Streptomyces; C, D, Rhodococcus erythropolis (weitere Details siehe

Text).

Hochaufgeloste Dosis-Wirkungs-
Funktionen per Mikrofluidsegment-
technik

Die Einfiihrung miniaturisierter Verfahren
erlaubt es, okologische und toxikologische
Daten effektiver zu ermitteln. Tropfenbasierte
Methoden werden vor allem eingesetzt, um
die Wirkung von Antibiotika zu erfassen
[8, 9], finden aber auch fiir die Ermittlung
der Wirkung von Nanopartikeln und Schwer-
metallionen [10] sowie fiir das Screening
nach speziellen Syntheseleistungen Anwen-

dung [11]. Fiir Schwermetall-belastete Boden
in Industriegebieten und Bergbauarealen ist
die Beurteilung der Schwermetalltoleranz
einzelner Staimme und Lebensgemein-
schaften von zentraler 6kologischer Bedeu-
tung. Zudem haben schwermetalltolerante
Mikroorganismen spezielle Transport- und
Speichermechanismen als Schutzstrategien
entwickelt, die vielleicht in Zukunft in neu-
en biotechnischen Verfahren - etwa im
Metallrecycling — angewendet werden konn-
ten [12].
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dabei sehr materialsparend. So konnen aus
einem Milliliter rund 2.000 Submikroliter-
tropfen erzeugt werden. Fiir eine Ein-Prozent-
Abstufung mit Tropfen im unteren Nano-
literniveau geniigt eine Gesamtmenge von
weniger als einem Mikroliter. Diese Tropfen
konnen fiir eine Inkubation unter Erhaltung
ihrer Anordnung und damit auch der jewei-
ligen Konzentrationsinformation iber Wochen
gespeichert werden. Das konzentrationsab-
héngige Wachstum wird anhand der Ande-
rung der optischen Dichte oder der Autofluo-
reszenz bewertet. Mehrkanal-Mikrodurch-
flusssensoren erlauben eine rasche Beurtei-
lung der Bildung von Chromophoren [14].
Durch diese Verfahren wurde beispielsweise
eine Stimulation der Fluorophorenbildung
durch Schwermetalle im subletalen Bereich in
situ nachgewiesen. Die Vorgehensweise beim
Einsatz der Mikrofluidsegmenttechnik zur
Untersuchung von Bodenmikroorganismen
zeigt Abbildung 1. Durch die Verteilung des
Bodenmaterials auf eine Vielzahl von Trop-
fen (Mikrofluidsegmente) entsteht eine repra-
sentative Serie von separaten Volumina, die
jeweils eine zufillige Auswahl von Organis-
men - eine stochastisch reduzierte Gemein-
schaft — enthélt. Aus der Gesamtheit dieser
Fluidkompartimente ergibt sich ein Antwort-
bild, z. B. gegeniiber abgestuften Konzentra-
tionen von Schwermetallionen. Durch eine

<« Abb. 3: Mikrofluidisch ermittelte hochaufge-
|6ste Dosis-Wirkungs-Zusammenhange von zwei
Isolaten der gleichen Spezies (Rhodococcus
erythropolis) von zwei verschiedenen Standor-
ten: A, B, Kupfermetallurgie-Altindustrie-Stand-
ort, Eisleben-Oberhiitte, C-F, archdologisch
geborgenes Bodenmaterial aus einer Metallge-
genstande enthaltenden mittelalterlichen Sied-
lungsgrube, Altenburg (Thiiringen). Charakteri-
sierung anhand der gleichzeitigen Messung der
Démpfung der Transmission (A, C, E) und der
Autofluoreszenz bei einer 470-nm-Anregung

(B, D, F).
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mikrofluidische Folgekultivierung oder eine
Ubertragung  einzelner Tropfen oder
Tropfengruppen in Mikrotiterplatten und
Agarplatten konnen je nach angewendetem
Effektor und ausgewahltem Konzentrations-
bereich unterschiedliche schwermetalltole-
rante Mikroorganismen isoliert werden.

Im Gegensatz zu Dosis-Wirkungs-Funktio-
nen mit starkerer Streuung oder allmahlichen
Ubergingen, wie sie bei der Untersuchung
der Mikroorganismengemeinschaften haufig
beobachtet werden, sind die entsprechenden
Antwortfunktionen der Isolate in der Regel
durch charakteristische Verldaufe mit schir-
feren Ubergidngen gekennzeichnet. Abbil-
dung 2 zeigt zwei Beispiele von moderat
nickeltoleranten Stammen, die aus Boden-
proben eines Altbergbaugebietes isoliert wur-
den und fiir die anhand der fein abgestuften
Nickelkonzentrationen kritische Werte von
etwa 1,2 bzw. 2,5 mM ermittelt wurden. Stam-
me der gleichen Art, die von verschiedenen
Standorten stammen, weisen oft deutliche
Unterschiede in den hochaufgelosten Ant-
wortkurven auf, was auf unterschiedliche
Schwermetalltoleranzen und unterschiedli-
che metabolische Fahigkeit hinweist. So zeigt
ein Rhodococcus erythropolis-Stamm aus einer
Bodenprobe von Eisleben-Oberhiitte eine
Déampfung des Wachstums bereits bei 0,2 mM
Kobalt (Co) und eine vollstandige Unterdrii-
ckung des Wachstums bei etwa 0,9 mM Kobalt
(Abb. 3A, B). Demgegeniiber wichst ein aus
einer Schwermetall-belasteten archaologi-
schen Bodenprobe von Altenburg isolierter
Rhodococcus erythropolis-Stamm bei bis zu
15 mM Kobalt (Abb. 3C, D). Das gleiche Iso-
lat weist auch eine besonders charakteristi-
sche Dosis-Wirkungs-Funktion gegeniiber
Nickelionen auf (Abb. 3E, F). So folgt einem
reduzierten Wachstum im Konzentrationsbe-
reich zwischen 0,25 und 1,5 mM ein deutli-
ches Wachstum zwischen 1,7 und 2,4 mM,
was auf die Stimulation spezieller Stoffwech-
selaktivitdten durch die Nickelionen in die-
sem Bereich hindeutet.

Miniaturisierung - neue Perspektiven
fiir Toxikologie und Okologie

Die vorgestellten Beispiele zeigen, wie die
Mikrofluidsegmenttechnik zur Untersuchung
von Bodenmikroorganismen, zur Isolation
neuer Stamme mit speziellen Toleranzmerk-
malen und zur Bewertung des Verhaltens von
Mikroorganismengemeinschaften des Bodens
gegentiber toxischen Komponenten insgesamt
beitragen kann. Sie stellt eine leistungsfahi-
ge Strategie dar, um hochaufgeloste Dosis-
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Wirkungs-Funktionen zu ermitteln und in
groBem Umfang Daten zur Reaktion von
Mikroorganismen auf ein breites Spektrum
von Schadstoffen und anderen Umweltkom-
ponenten zu gewinnen. Die mikrofluidische
Technik ist dabei nicht nur fiir die Beurtei-
lung einer bestimmten Bodensituation inter-
essant. Sie birgt zugleich ein groBes Poten-
zial zur Aufklarung 6kologischer Zusammen-
héange sowie fiir die Isolierung, Charakteri-
sierung und Nutzung neuer Stamme von
Bodenmikroorganismen mit speziellen Tole-
ranzmerkmalen und metabolischen Akti-
vitdten, die in Zukunft biotechnologisch nutz-
bar gemacht werden konnen.
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