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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzungsverzeichnis

AOX
AQS
ARGE
ASW
BSB.
CEN
CKW
CSB
DEV
DIN
DMSO
DOC

EC,,

GL 30 min>

GL24h

GL DIN

GLP
ICP-MS
1SO
KA.
LAWA
1.C,,
OD.,,
PAK
PCB

Adsorbierbare Organische Halogenverbindungen
Analytische Qualtititssicherung
Arbeitsgemeinschaft

Artificial Sea Water (KREBS 1992 a)

Biologischer Sauerstoffbedarf in 5 Tagen

Comité Furopéen de Normalisation

Chlorierte Kohlenwasserstoffe

Chemischer Sauerstoftbedarf

Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung
Deutsches Institut fiir Normung
Dimethylsulfoxid

Dissolved Organic Carbon

Effektive Konzentration eines (Schad-)Stoffes, bei der Organismen im Biotest zu
20 % gehemmt werden

Effektive Konzentration eines (Schad-)Stoffes, bei der Organismen im Biotest zu
50 % gehemmt werden

Ethylendiamintetraessigsiure

Verdinnungsstufe einer Testreihe, bei der erstmalig eine Hemmwirkung von we-
niger als 20 % auf die Biomasseproduktion der Algen auftritt (Algentest)

Verdunnungsstufe einer Testreihe, bei der erstmalig eine Hemmwirkung von we-
niger als 5 % auf die Schwimmfihigkeit der Daphnien auftritt (Daphnientest)

Verdunnungsstufe einer Testreihe, bei der erstmalig alle Fische tiberleben (Fisch-
test)

Verdunnungsstufe einer Testreihe, bei der erstmalig eine Leuchthemmung von
weniger als 20 % nach 30 min (24 h) Kontaktzeit auftritt (LCK 486-Leucht-
bakterientest)

Verdinnungsstufe einer Testreihe, bei der erstmalig eine Leuchthemmung von
weniger als 20 % auftritt (DIN-Leuchtbakterientest)

Good Laboratory Practice

Induktiv gekoppeltes Plasma mit Massenspektrometer

International Organisation for Standardisation

Keine Angabe

Linderarbeitsgemeinschaft Wasser

Letale Konzentration eines Stoffes, bei der 50 % der Fische tberleben (Fischtest)
Optische Dichte bei 585 nm

Polyzyklische aromatische Kohlenstoffe

Polychlorierte Biphenyle
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PCDD Polychlorierte Dibenzodioxine

PCDF Polychlorierte Dibenzofurane

PE Polyethylen

RZB Relative Zentrifugalbeschleunigung

SIGU Staatliches Institut fir Gesundheit und Umwelt Saarbriicken
SSWC Salted-Sea-Water-Kulturmedium mit C-Quelle (NEALSON 1978)
TASI Technische Anleitung Siedlungsabfall

TCDD Tetrachlor-Dibenzodioxin

TEM Transmissionselektronenmikroskop

TOC Total Organic Carbon

Upm Umdrehungen pro Minute
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ZUSAMMENFASSUNG

1. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Oberflichenwasser- und Abwasserproben aus der Routine-
Gewisseriiberwachung des Saarlandes sowie Sedimentproben mit Biotests untersucht. Ziel war
es, anhand ausgewihlter Proben herauszufinden, welches Testsystem jeweils am empfindlichsten
reagiert und ob gegebenenfalls durch ein Sedimentscreening mit Biotests zusitzliche Infor-
mationen tber die Schadstoffbelastung saarlindischer FlieBgewisser zu erhalten sind.

Als Testsysteme dienten der Algentest nach DIN 38 412 Teil 33 (DEV 1991 a), der Daphnientest
nach DIN 38 412 Teil 30 (DEV 1989 a), der Kurzzeit-Leuchtbakterientest nach DIN 38 412 Teil
34 (DEV 1991b) und der Langzeit-Leuchtbakterientest LCK 486 (Dr. Lange GmbH, Diissel-
dorf). Die Ergebnisse von Abwasseruntersuchungen mit dem Fischtest nach DIN 38 412 Teil 31
(DEV 1989 b) wurden vom SIGU Saarbriicken bezogen.

Keine der Oberflichenwasserproben ibte einen hemmenden Einflul3 auf die Testorganismen
aus. Die Untersuchungen mit dem Algentest deuteten auf eine starke Nahrstoffbelastung hin, da
teilweise massive Wachstumsforderungen auftraten. Bei der Abwasseruntersuchung war der
Leuchtbakterientest mit einer Ausnahme das empfindlichste Testsystem. Bei den meisten Ab-
wasserproben zeigten mehrere Testsysteme deutliche Hemmwirkungen an.

Der neue Langzeit-Leuchtbakterientest erbrachte bei Referenzchemikalien und Abwasserproben
nach 30 Minuten meist gut mit dem DIN-Test tibereinstimmende Ergebnisse. Im 24 Stunden-
Versuch trat eine deutliche Steigerung der Empfindlichkeit im Vergleich zum Kurzzeittest auf.
Besonders empfindlich reagierte der Langzeit-Test bei der Untersuchung von Deponiesicker-
wasser und dem Ablauf einer kommunalen Kliranlage.

An 13 ausgewihlten Probestellen saarlindischer FlieBgewisser wurden Sedimente entnommen.
Diese Proben wurden sowohl mit Wasser nach der DEV § 4-Methode (SIEVERS 1996) als auch
unter Zugabe des organischen Losemittels Dimethylsulfoxid (1 % v/v, SCHEIBEL et al. 1991)
eluiert. Die Untersuchung der Eluate erfolgte mit dem Daphnientest, dem Algentest und den
beiden Leuchtbakterientests. Mittels chemischer Analytik wurden sie im Bezug auf ausgewihlte
Schadstoffgruppen untersucht. Die beiden Elutionsmethoden zeigten keine Unterschiede bei der
Anreicherung von Schadstoffen aus der Gruppe der polychlorierten Biphenyle, chlorierten
Kohlenwasserstoffe oder Pestizide in den Eluaten. Die Biotestorganismen wurden durch die
Eluate nur geringfiigig beeintrichtigt. Die Gewissersedimente waren allerdings teilweise stark or-
ganisch belastet. Da weder die Untersuchungen mit Biotests noch die Ergebnisse der chemischen
Analysen ein Gefihrdungspotential aufzeigten, konnten die Sedimente als unbedenklich einge-
stuft werden.

Das wegen seiner geringen akuten Toxizitit gegeniiber Leuchtbakterien haufig eingesetzte Elu-
tionsmittel Dimethylsulfoxid wurde durch die autochthonen Bakterienstimme der Sediment-
Eluate metabolisiert. Die daraus entstandenen Produkte Dimethylsulfid und Dimethyldisulfid
wirkten deutlich toxischer auf die Leuchtbakterien als das Ausgangsprodukt. DMSO war daher
fir die Untersuchung von Umweltproben mit Leuchtbakterientests nicht geeignet. Ein Einflul}
auf die Ergebnisse im Algen- oder Daphnientest konnte hingegen nicht festgestellt werden.



ZUSAMMENFASSUNG

Im Langzeit-Leuchtbakterientest LCK 486 ergaben sich bei der Untersuchung von Sediment-
Eluaten erhebliche Schwierigkeiten. Die gleichzeitige Interpretation beider Testsignale (Leuchten
und Wachstum/Tribung) fihrte zu widerspriichlichen Aussagen. So traten in manchen Ver-
suchen Leuchthemmung und Wachstumsférderung oder Wachstumshemmung und Leuchtfor-
derung gleichzeitig auf.

In Detailuntersuchungen zum Langzeit-Leuchtbakterientest konnten verschiedene Ursachen fir
diese widerspriichlichen Teilergebnisse aufgezeigt werden:

e Hemmung der Lumineszenz durch hohe Nihrstoffkonzentration im Testansatz

e Inaktivierung des Autoinduktors durch 2-wertige Kationen

e Einflul3 autochthoner Bakterienstimme auf das Wachstum der Leuchtbakterien und die op-
tische Dichte

e Hemmung des Leuchtens durch Sauerstoffverknappung innerhalb der Inkubationszeit

e Fehlbestimmung des Leuchtens durch Sedimentation der Leuchtbakterien im Verlauf der In-
kubationszeit

Die Untersuchungen zeigen, daf3 dieser neue Test fir ein Routinescreening von Sedimenten der-
zeit noch nicht geeignet ist.

Bei der Untersuchung von Direkteinleiterproben wurde die unterschiedliche Sensitivitit der
Testorganismen gegeniiber verschiedenen Schadstoffgemischen besonders deutlich. Es zeigte
sich weiterhin, dal eine zweckmalige Riskoabschitzung nur durch die Kombination einer mog-
lichst umfangreichen Biotestbatterie mit der chemischen Analytik moglich war.



EINLEITUNG

2. Einleitung

Biotests werden herangezogen, um die Wirkung biologisch schidlicher Stoffe oder Stoffgemi-
sche unter standardisierten Bedingungen auf Testorganismen zu prifen. Sie integrieren die
Effekte aller wirksamen Schadstoffe, auch derjenigen, die bei der chemischen Analytik nicht be-
rucksichtigt oder erfal3t werden (DECHEMA 1995).

Eine mogliche toxische Wirkung manifestiert sich in der Regel selektiv auf eine Gruppe von Oz-
ganismen, da diese spezielle Strukturen, Leistungen oder Organe besitzen, die durch einen Schad-
stoff beeintrichtigt werden kénnen (GUNKEL 1994). Es gibt vier Organismengruppen untet-
schiedlicher Entwicklungsstufen, welche als Standard-Testorganismen in Biotests dienen.
Bakterien befinden sich als Destruenten im Zentrum des C-Kreislaufes, Griinalgen fiihren als
Primidrproduzenten die Photosynthese durch. Daphnien stehen in aquatischen Nahrungsketten
als Konsumenten niederer Ordnung zwischen den Destruenten und Primirproduzenten einer-
seits und den Konsumenten héherer Ordnung andererseits (DEV 1982). Fische sind als Wirbel-
tiere hochgradig differenziert und besitzen Organe.

Physikochemische Untersuchungen kénnen die Toxizitit von Umweltproben nicht ausreichend
einschitzen, da Interaktionen zwischen den Probeninhaltsstoffen und der komplexen Matrix
auftreten kénnen (RUIZ et al. 1997). Biotests stellen somit eine Erginzung der chemischen Ana-
Iytik dar. Nach § 7a des Wasserhaushaltsgesetzes (WWW 1998 a) werden Direkteinleiterproben
mit Hilfe von Biotests auf Schadwirkungen gepruft. Diese Untersuchungen werden von staatli-
chen Behorden durchgefiihrt. RoutinemiBig wird die akute Toxizitdt von Direkteinleiterproben
und Oberflichenwissern durch Biotests mit Leuchtbakterien, Daphnien und Fischen bestimmt.
Die Erfassung der akuten Toxizitdt stellt die erste Stufe der Biotestuntersuchungen von Ab-
wissern, Stoffgemischen und Chemikalien dar. Untersuchungen zur chronischen Toxizitdt und
zum Verhalten unter 6kosystemalen Verhiltnissen werden dann notwendig, wenn sich Hinweise
auf akut toxische Wirkungen ergeben (GUNKEL 1994).

Im Laufe der letzten Jahre hat sich die Qualitit der Oberflichenwiasser und Abwisser aufgrund
weitergehender Abwasserreinigung stindig verbessert. In der Routineprifung werden jedoch
immer noch Biotest mit Daphnien, Leuchtbakterien und Fischen angewandt, wobei immer we-
niger Proben mit diesen Tests als toxisch eingestuft werden kénnen (Datenbank SIGU Saar-
briicken). Dies stellt einerseits eine positive Entwicklung dar, es ergibt sich jedoch andererseits
auch die Notwendigkeit der Verbesserung bestehender Testsysteme im Hinblick auf eine Steige-
rung der Empfindlichkeit und der Entwicklung neuer Biotests. Im Jahre 1995 wurde im Staat-
lichen Institut fiir Gesundheit und Umwelt in Saarbriicken ein neu entwickelter Test auf Muta-
genitit mit speziellen Mutanten von Leuchtbakterien, sogenannten Black-Mutanten, erprobt
(Z1EHL 1995). Hierbei wurde tber deren Rickmutation zu leuchtenden Bakterien eine Gentoxi-
zitit manifestiert. Dieser von der Firma Azur Environmental' (Carlsbad, CA) unter dem Namen
MUTATOX® vertricbene Biotest vereint offensichtliche Vorteile wie guter Korrelation mit dem
AMES-Test, geringer Materialaufwand und Messung eines definierten Parameters in sich. Es
stellte sich jedoch heraus, da3 der Test fur die routinemiflige Anwendung nicht geeignet war. Die
Testanleitung war schlecht verstindlich und die Vorbereitung des Tests war sehr zeitintensiv.
Neue Biotests miissen intensiv mit Realproben geprift werden, um zu standardisierten, repro-
duzierbaren und aussagekriftigen Ergebnissen zu gelangen. Unzulinglichkeiten und Stéreinflisse
auf das Testsystem lassen sich mit Chemikalientests kaum erkennen, zumal meist nur mit Ein-
Komponenten-Systemen gearbeitet wird. Bisher liegen Untersuchungen zu Kombinations-
wirkungen von Chemikalien auf das Biotestorganismen nur vereinzelt vor. NAGLER et al. (1997)
untersuchten Kombinationswirkungen von Metallen und Pestiziden auf das Wachstum von Prsex-
domonas fluorescens und Bacillus subtilis.
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