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1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in die Thematik

Sedimente spielen fiir die Qualitat eines Gewdssers eine grofRe Rolle, denn sie stellen eine
Senke fiir Schadstoffe dar, die mit dem Wasser transportiert werden. Sie sind zugleich auch
eine Schadstoffquelle und kénnen als solche das aquatische Okosystem gefidhrden (Ahlf, et
al., 2002). Gleichzeitig sind sie ein wichtiger Lebensraum fiir Kleintierorganismen, die fir
grolRere Lebewesen in Gewdssern eine wichtige Nahrungsgrundlage darstellen (EG-WRRL-
Tideelbe-C, 2004).

Seit den 70er Jahren wurde davon ausgegangen, dass die Gefahr flir Gewadsser, die von mit
Schadstoffen belasteten Sedimenten ausgeht, grofStenteils anhand von chemischen Analysen
zu erfassen ist. Jedoch hat man Mitte der 90er Jahre erkannt, dass fiir eine umfassende
Bewertung eines Sediments auch die Okotoxikologie eine wichtige Rolle spielt (Calmano,
1996). Okotoxikologische Bewertungen und ein Aufzeigen des 6kologischen
Gefahrdungspotenzials (Ahlf, et al., 2002) werden durch die Anwendung von Biotests
ermoglicht. Biotests zeigen die biologische Wirkung eines Sediments auf Testorganismen an
und bewerten die vom Sediment ausgehenden schadlichen Wirkungen damit unabhangig
von der Anzahl und der Konzentration der vorhandenen Schadstoffe. Mit der chemischen
Analytik ist es nicht moglich, alle in einer Sedimentprobe enthaltenen Stoffe zu erfassen, da
in der Umwelt eine zu groRe Vielfalt an Stoffen vorherrscht (Li, 1997). Kombinatorische
Wirkungen von Schadstoffen kdnnen liber die chemische Analytik in der Regel ebenso wenig
erkannt werden wie geringe oder chemisch nicht nachweisbare Konzentrationen von
Substanzen, die dennoch eine toxikologische Wirkung auf Organismen ausiben kdnnen.
Andersherum konnten jedoch auch mit der chemischen Analytik gemessene hohe
Konzentrationen an Schadstoffen in den Biotests kaum eine Wirkung zeigen, wenn die
Bioverfligbarkeit dieser Stoffe in dem Sediment gering ist. Mit den Biotests werden also die
Wirkung aller Stoffe und deren Kombinationswirkung erfasst, die fiir den jeweiligen
Organismus eines Tests in dem Sediment bioverfligbar sind. Die Bioverfligbarkeit wird unter
anderem durch stoffspezifische Parameter beeinflusst (Neumann-Hensel, et al., 2003).

Die Wahrscheinlichkeit, Toxizitaten von Sedimenten richtig zu erkennen, wird grolRer, je
mehr Biotests in einer Biotestbatterie verwendet werden und je unterschiedlicher die
Sensitivitaiten der Testorganismen gegeniliber Schadstoffen sind. Mit den verschiedenen
Biotests und den verschiedenen Organismen werden unterschiedliche Expositionspfade
abgedeckt (Arbeitsgruppe-Okotoxikologie-TU-Hamburg-Harburg, 2004). Ein Expositionspfad
kann zum Beispiel der Weg von geldsten Schadstoffen in Wasser Uber die Korperoberflache
in einen Organismus sein. Ein weiteres Beispiel ist der Weg von partikuldar gebundenen
Schadstoffen Uber den Verdauungstrakt des Organismus (Ahlf, Datum unbekannt). Die
Exposition wird auch Uber die unterschiedlichen Organismen und ihre Lebensweisen
bestimmt, die Schadstoffe auf unterschiedliche Arten aufnehmen (Ahlf, Datum unbekannt;
LiB, 1997). Nur die Kombination aus mehreren Biotests ldsst eine aussagekraftige Bewertung
von Umweltproben in Bezug auf ihre Toxizitdt zu. In dieser Arbeit wurden
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Oberflachensedimentproben aus der Tideelbe von den drei Probenahmeorten
Mihlenberger Loch und Heuckenlock in Hamburg und Neufelder Watt in der Elbemindung
genommen, um die Toxizitaten der Sedimente dieser Orte zu ermitteln. Die in dieser Arbeit
verwendete Biotestkombination mit dem Algenwachstumshemmtest mit Pseudokirchneriella
subcapitata, dem Leuchtbakterientest mit Vibrio fischeri und dem Bakterienkontakttest mit
Arthrobacter globiformis wurde von der Arbeitsgruppe Okotoxikologie der Technischen
Universitat Hamburg Harburg (TUHH) an vielen Sedimentproben eingesetzt (z.B. in (Hsu, et
al., 2007)), wobei teilweise zusatzlich der Nematodentest mit Caenorhabditis elegans
durchgefiihrt wurde.

Einen Algentest in eine Biotestbatterie zu integrieren, wurde erstmals von Giesy und Hoke
1990 vorgeschlagen ((Giesy, 1990) zitiert in (Hsu, et al., 2007)). Der
Algenwachstumshemmtest ~ mit  Pseudokirchneriella  subcapitata und  der
Leuchtbakterientest mit Vibrio fischeri wurden als Bestandteile einer Biotestbatterie von
W. Ahlf 1995 vorgestellt und von H. Gratzer und W. Ahlf 1998 in einer Biotestbatterie
validiert (Ahlf, et al., 1998).

Der Leuchtbakterientest mit Vibrio fischeri nach DIN EN ISO 11348-2 hat eine gute
Reproduzierbarkeit (Ahlf, et al, 2005) und wird u.a. als Bestandteil von
Biotestkombinationen in verschiedenen Regulatorien vorgeschlagen, wie zum Beispiel in der
Handlungsanweisung Baggergut Binnen (HABAB) und der Handlungsanweisung Baggergut
Kiste (HABAK), in denen in Kombination mit weiteren Biotests eine schnelle Beurteilung der
Toxizitat von Baggergut ermoglicht werden soll (Manz, et al.).

Mit dem SiRwasser-Bakterienkontakttest mit A. globiformis kann im Gegensatz zu den Eluat-
Tests die Wirkung von partikelgebundenen Schadstoffen gemessen werden. Es handelt sich
dabei um Schadstoffe, die nur schwer mit Wasser herausgewaschen und geldst werden
konnen (Hsu, et al., 2007; Feiler, et al., 2009). Neben den partikelgebundenen Schadstoffen
wird aber auch die Wirkung gel6ster Schadstoffe erfasst (Feiler, et al., 2009). Der
Bakterienkontakttest mit A. globiformis ist aus dem Feststoffkontakttest mit Bacillus ceraeus
hervorgegangen, der in “Microbial Bioassays to Assess the Toxicity of Solid-Associated
Contaminants” von K. Ronnpagel beschrieben ist (RoGnnpagel, et al., 1995) und liegt seit 2002
als Norm DIN 38412-48:2002 vor. Der Bakterienkontakttest mit A. globiformis nach
DIN 38412-48 wird seit Jahren regelmaRig fir die Hamburg Port Authority (HPA) bei der
Bundesanstalt fiir Gewasserkunde zur Bewertung von Baggergut des Hamburger Hafens
angewendet (Feiler, et al., 2009).

Im gesamten Gebiet des Elbestromes erfolgt der Schadstoffeintrag grofStenteils aus dem
oberstromigen Gebiet, in dem insbesondere historisch kontaminierte Sedimente eine
wichtige sekundadre Schadstoffquelle sind. Bei erhéhtem Hochwasserabfluss kann es zur
Erosion der schadstoffbelasteten Sedimente und deren Transport entlang der Elbe bis ins
Astuar kommen. Die kontaminierten Sedimente vom Oberstrom der Elbe kommen
wahrscheinlich hauptsachlich aus der Tschechischen Republik und den Nebenfllissen Mulde
und Saale. Die Hamburg Port Authority (HPA) geht davon aus, dass die organischen
Schadstoffe wie PCB (Polychlorierte Biphenyle), HCB (Hexachlorbenzol) und DDX



hauptsachlich aus der Tschechischen Republik stammen (Heise, et al., 2005b; Heise, et al.,
2007).

Die drei Probenahmeorte liegen in dem Gebiet der Tideelbe, die mit einer Lange von
181,8 km vom Wehr in Geesthacht bis zur Miindung in die Nordsee an die Seegrenze bei
Cuxhaven-Kugelbake reicht (EG-WRRL-Tideelbe, 2004). Im Einzugsgebiet der Tideelbe leben
3,77 Mio. Einwohner (2001). Zwischen der Schwinge und der Nordsee bei Cuxhaven liegt das
Ubergangsgewasser mit steigendem Salzgehalt zur marinen Kiiste hin, in dem der mesotidale
Tidenhub 2-4 m betragt. In Bereichen mit wenig Strémung, die vermehrt ab dem
Muihlenberger Loch in Richtung Nordsee zu finden sind (EG-WRRL-Tideelbe-C, 2004), gibt es
hohe Sedimentablagerungen und der Anteil an Wattflichen betragt 48 % (EG-WRRL-
Tideelbe, 2004). Im Ubergangsgewisser wurden starke Schwankungen der abiotischen
Faktoren und damit auch eine sehr hohe Variabilitdit in der Haufigkeit und der
Zusammensetzung der Gewadsserfauna und -flora festgestellt. Die zwei bedeutendsten von 6
Klaranlagen, die direkt in die Tideelbe einleiten, sind Ko&hlbrandhoft/Dradenau im
Hamburger Hafen (2,1 Mio. EW) und Hetlingen (0,86 Mio. EW). In die Gewasser des
Koordinierungsraumes Tideelbe wurden im Jahr 2001 insgesamt circa 13.300 t CSB,
3.750 t Nges und 190 t Pges eingeleitet. Aullerdem gibt es an der Tideelbe viele industrielle
Direkteinleiter, besonders aus dem Bereich der chemischen Industrie in den
Wirtschaftsrdumen Brunsbittel, Hamburg und Stade. Von der Industrie werden zum Beispiel
Cadmium, Quecksilber, Nickel, 1,2-Dichlorethan und Blei mit signifikanten Mengen
eingeleitet. Neben den Punktquellen gibt es auch viele diffuse Quellen wie die
landwirtschaflich genutzten Flachen, durch die Nahrstoffe und Pflanzenschutzmittel Gber das
Grundwasser oder durch direkte Abschwemmungen in die Elbe eingetragen werden. Aus
den Stadten werden bei Niederschlagen Nahr- und Schadstoffe in die Gewasser eingetragen.
Eine weitere diffuse Quelle stellt die Riicklésung von Schadstoffen aus dem Sediment durch
zum Beispiel Baggerarbeiten dar. AuRerdem spielen fir die Belastung der Tideelbe
Schadstoffe aus dem Hafenbereich, die Auswirkungen von Altlasten und Werften als diffuse
TBT-Quellen (Tributylzinnhydrid) eine Rolle (EG-WRRL-Tideelbe, 2004).

Durch die Eintragung von Nordseewasser und -sediment in die Elbemiindung findet dort,
und auch weit in die Tideelbe hinein, eine Vermischung und damit Verdiinnung der Toxizitat
von Wasser und von Sedimenten statt. Die Verdinnung der Toxizitdit durch marine
Sedimente erfolgt ab Seemannshoéft zunehmend in Richtung Nordsee (Heise, et al., 2007).
Eine wichtige Bedeutung fir die Schadstoffverteilung in Gewassern haben die feinen
Sedimente. Sedimente mit einem hohen Anteil an kleinen KorngréRen (< 60 um) kénnen
aufgrund ihrer groBen spezifischen Oberfliche und des hohen Anteils an organischem
Material der kleinen Tonpartikel vermehrt Schadstoffe aufnehmen (Sonnen, 1993; Liechti,
et al., 1995). Feine Sedimente werden generell vor allem bei laminaren Stromungen weiter
getragen als grofere Partikel, wegen der hdheren Sinkgeschwindigkeit von groReren
Partikeln gegeniliber den kleinen. Bei turbulenten Stromungen werden besonders die feinen
Partikel vorrangig in Schwebe versetzt und dort gehalten, wodurch ein Transport von
Sedimenten stattfinden kann. Eine hohere Sedimentation findet in Bereichen mit groRem
Tidenhub und bei Zirkulationsstromungen statt (Malcherek).



Fiir den Schutz der Wattflachen an den drei Probenahmeorten ist es wichtig, dass sie unter
besonderer Beobachtung hinsichtlich der Sediment- und Wasserqualitdt stehen. In dem
Probenahmeort Neufelder Watt an der Elbemindung befindet sich ein grolies
Vogelschutzgebiet und die Naturschutzgebiete Heuckenlock sowie Mihlenberger Loch sind
seltene tidebeeinflusste SiRwasserwatten. Das Naturschutzgebiet Mihlenberger Loch, das
in Richtung der Nordsee nahe hinter dem Hamburger Hafen liegt, ist ein wichtiger
Lebensraum, u. a. fir Fische, wie die am haufigsten vorkommenden Arten Stint,
Dreistachliger Stichling, Kaulbarsch und Flunder (EG-WRRL-Tideelbe-C, 2004).

1.2 Zielsetzung und Rahmen der Arbeit

Die Bachelorarbeit ,Klassifizierung der Toxizitaten von Oberflachensedimenten in der
Tideelbe mittels einer okotoxikologischen Testkombination” beinhaltet unter anderem die
Probenahme von Oberflachensedimenten im Watt der Tideelbe sowie die Durchfiihrung von
drei verschiedenen dkotoxikologischen Tests an diesen Proben. Die Proben werden an den
Orten Miuhlenberger Loch und Heuckenlock in Hamburg und im Neufelder Watt in der
Tideelbemiindung genommen, wobei an jedem Ort zwei Stationen beprobt werden. Die
Ergebnisse der Biotests, die als prozentuale Hemmwirkungen vorliegen, werden
ausgewertet, graphisch dargestellt und statistisch analysiert. Die Biotestkombination dieser
Arbeit besteht aus dem Algenwachstumshemmtest mit Pseudokirchneriella subcapitata,
dem miniaturisierten Leuchtbakterientest mit Vibrio fischeri und dem SiuBwasser-
Bakterienkontakttest mit Arthrobacter globiformis. Auf die Ergebnisse, die mit diesen drei
Biotests ermittelt wurden, wird eine Clusteranalyse angewandt, um die Proben in Gruppen
mit dhnlichen Toxizitdten einzuordnen. AnschlieBend wird anhand der Gruppen aus der
Clusteranalyse ein Klassifizierungssystem erarbeitet, um fiir jede Probe eine Gesamtaussage
der 6kotoxikologischen Risiken, die von der jeweiligen Sedimentprobe ausgehen konnten,
machen zu kénnen. Nach dem Klassifizierungssystem wird die Klassifizierung der Toxizitaten
der 22 Sedimentproben dieser Arbeit in Sediment-Toxizitatsklassen vorgenommen und eine
Toxizitatskarte der Probenahmestationen erstellt. Eine Klassifizierung von Toxizitaten mit der
Zusammenfassung der Ergebnisse aus mehreren Biotests erleichtert den Vergleich von
Standorten, Ereignissen oder verschiedenen Probenahme-Zeitpunkten. In dieser Arbeit
werden Hintergrundtoxizitdten in einer Zeit nahe dem Zeitpunkt von Niedrigwasser
gemessen. Toxizitdten unter Nicht-Hochwasserbedingungen zu ermitteln ist wichtig, um
vergleichen zu konnen, in welchem MaB sich die Toxizitdt von frisch sedimentiertem
Material mit einem Hochwasserereignis andert. Die Untersuchung von Toxizitdten bei
Hochwasserereignissen ist jedoch nicht Bestandteil dieser Arbeit. Die Klassifikation von
Sedimenten aus Gewadssern anhand von Toxizitatsdaten aus Biotests wurden schon in
mehreren Arbeiten durchgefiihrt oder diskutiert (Ahlf, et al., 2002; Ahlf, et al., 2005; LiB,
1997).

Ein Ziel dieser Arbeit ist anhand der Ergebnisse aufzuzeigen, ob und wie sich die Toxizitaten
an den einzelnen Probenahmeorten und -stationen in den verschiedenen Biotests
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unterscheiden und zu diskutieren, von welchen Faktoren diese Unterschiede verursacht sein
konnten. Ein weiteres Ziel ist zu ermitteln, wie stark die jeweils 3 - 4 Toxizitdten von einem
Standort zeitgleich genommener Proben variieren und diese Ergebnisse zu diskutieren.
AuBerdem werden in einer Methodendiskussion unter Anderem einige mogliche Faktoren,
die Einfluss auf die Ergebnisse der Biotests haben konnen aufgezeigt.

Die Bachelorarbeit findet im Rahmen des Forschungsprojektes KLIMZUG NORD (Klimawandel
in Regionen zukunftsfihig gestalten) in der Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW Hamburg
unter der Leitung von Frau Prof. Dr. S. Heise statt. Das Projekt, das innovative Ansatze zur
Anpassung an den Klimawandel in der Metropolregion Hamburg entwickelt, wird durch das
Bundesministerium flir Bildung und Forschung (BMBF) gefordert. Die Arbeitsgruppe der
HAW Hamburg arbeitet fiir das Teilprojekt von KLIMZUG NORD ,Okologische Folgen
morphodynamischer Veranderungen im Elbedstuar” und untersucht die Auswirkungen des
Klimawandels, die sich in Form von erhéhten Temperaturen, Salinitaten und Haufungen von
Hochwasserereignissen bemerkbar machen. Die Auswirkungen dieser Einflisse auf die
Mobilitat und Bioverfligbarkeit von Schadstoffen in Sedimenten werden erforscht.



2 Untersuchungsgebiete, Probenahme und Probenbehandlung

2.1 Untersuchungsgebiete und Probenahme

Insgesamt wurden 22 Oberflaichensedimentproben von den Probenahmeorten
Muhlenberger Loch am 24.3.2011, Heuckenlock am 29.3.2011 und Neufelder Watt am
9.5.2011 genommen. Die Probenahmeorte Mihlenberger Loch und Heuckenlock liegen in
Hamburg und das Neufelder Watt liegt in der Elbemiindung zur Nordsee.

Schleswig-
Holstein

Neufeld
O

-

Tideelbe

.

|
Mlhlenbergeriloch op
S

Niedersachsen Heukenlo

Abbildung 1 Tideelbe und Stadt Hamburg mit den drei Probenahmeorten Miihlenberger
Loch, Heuckenlock und Neufelder Watt (Hintergrundbild: Google Earth, modifiziert von Hsu,
Pei-Chi)

Aus dem Mihlenberger Loch und von Heuckenlock wurden je vier Proben von jeweils Ober-
und Unterstrom und im Neufelder Watt wurden jeweils drei Proben am Wegpunkt 20 und
am Wegpunkt 24 genommen. Die Koordinaten der sechs Probenahmestationen stehen in
Tabelle 1. Im Miuihlenberger Loch und in Heuckenlock wurden die jeweils vier Proben von
einer Station in ungefdhr zwei Meter Abstand an den Ecken eines Rechtecks mit einem
Spatel aus dem oberen Zentimeter des Sediments in 50-ml-R6hrchen genommen. Im
Neufelder Watt wurden die drei Proben von einer Station jeweils in zwei Meter Abstand
zueinander an den Ecken eines Dreiecks genommen.



Tabelle 1 Koordinaten der sechs Probenahmestationen

Probenahmestation Koordinaten

Mdihlenberger Loch Oberstrom | 53.530978° | 9.806671°
Mdihlenberger Loch Unterstrom | 53.531156° | 9.805664°
Heuckenlock Oberstrom 53.473797° | 10.040174°
Heuckenlock Unterstrom 53.474451° | 10.037298°
Neufelder Watt WP 20 53.886583° | 8.998517°
Neufelder Watt WP 24 53.869533° | 8.974867°

Die Bucht ,Mihlenberger Loch” liegt in FlieBrichtung der Elbe hinter dem Hamburger Hafen
an dem Hamburger Stadtteil Cranz. Direkt am Miihlenberger Loch liegt das Obstanbaugebiet
,Altes Land”, aus dem als diffuse Quelle Nahrstoffe und Pflanzenschutzmittel wahrscheinlich
in die Elbe eingetragen werden (diffuse Quellen siehe (EG-WRRL-Tideelbe, 2004)). Die
Probenahmestation , Oberstrom” des Mihlenberger Lochs liegt nahe an einem Deichsiel,
durch den das angrenzende Land be- und entwdassert wird und die Probenahmestation
,Unterstrom” liegt ca. 80 m weiter stromabwarts.

In dem Priel namens ,Heuckenlock”, der von der Siderelbe abzweigt, befinden sich zwei
Probenahmestationen, wobei die Probenahmestation ,Unterstrom” naher an der Siiderelbe
liegt (Entfernung ca. 100 m) und die Station , Oberstrom” liegt ca. 150 m weiter oberhalb in
dem Nebenfluss. Bei Flut lauft die Siiderelbe in den Priel auf und bei Ebbe fallen Teile des
Priels trocken.

An dem Probenahmeort Neufelder Watt an der Elbemiindung liegt die Probenahmestation
,Wegpunkt 24“ weiter vom Festland weg als die Probenahmestation , Wegpunkt 20“
(Koordinaten siehe Tabelle 1). Die Station , Wegpunkt 24“ liegt etwas nordlich von der Mitte
der Breite der Elbe und die Station ,Wegpunkt 20“ liegt noch weiter nordlich nahe dem
Festland.

2.2 Probenbehandlung und -daten

So bald wie mdglich nach den Probenahmen wurden der pH-Wert und der Redox-Wert der
Proben im Labor gemessen (Ergebnisse in Dateien der Trockengewichte in der Anlage auf
CD). AuBerdem wurde von jeder Probe das Trockengewicht in % bestimmt (siehe 3.3.2 und
Dateien der Trockengewichte in der Anlage auf CD). Die Daten zu den Probenahmen sind in
Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2 Daten zu den Probenahmen im Miihlenberger Loch, in Heuckenlock und dem Neufelder Watt

Miihlenberger Loch Heuckenlock Neufelder Watt
Ober- Unter- Ober- Unter- WP20 WP24
strom strom strom strom
Probenahmedatum 24.3.2011 29.3.2011 9.5.2011
Anzahl Proben 4 | 4 4 | 4 3 3
Niedrigwasser ca. 14:00 Uhr ca. 8:00 Uhr ca. 14:00 Uhr
Uhrzeit 12:15 | 1245 8:15 | 745 13:50 12:20
Wetterverhaltnisse sonnig sonnig sonnig sonnig
Windrichtung West West Sud-West | Sitid-West
Windstarke (Bft) - - ca.34 ca. 2-3
Temperatur (Luft) - -1°Chbis 8°C 24,5 °C 22 °C
Temperatur - - - - 21,9 °C 17,5 °C
(Sediment)
Sediment- sehr sehr schlammig | schlammig sehr schlammig
beschaffenheit schlammig | schlammig trocken
Bemerkung auffallig - - - - Algen an
viele Algen Stelle 1
pH-Wert @ 7,7 (nach 2,5 h) @ 7,3 (nach 2,5 h) @ 7,5 (nach 4,5 h)
Redox-Wert @ -218 mV (nach 4,5 h) @ 63 mV (nach 2,5 h) @ 113 mV (nach 4,5 h)
Trockengewicht 18 26 63 45 67 55
in %

Den Proben wurden sowohl externe Proben-Bezeichnungen als auch interne Labor-
Nummern zugeordnet. Eine externe Proben-Bezeichnung ,x-y-z“ stellt gleichzeitig die
Beschreibung der Probenahmestelle dar und setzt sich aus dem Probenahmeort an 1. Stelle

(x), der Spezifizierung des Standorts an 2. Stelle (y) und der Nummer der Probe an diesem

Standort an 3. Stelle (z) zusammen (x: ML = Muhlenberger Loch, HL = Heuckenlock, NF
Neufelder Watt; y: Os = Unterstrom, WP20 = Wegpunkt 20; WP24
Wegpunkt 24; z: 1,2,3,4 = Nummer der Probe des Standortes). In den Auswertungen der

Oberstrom, Us =

Biotests (Anlage auf CD) ist zusatzlich das Probenahme-Datum in die Proben-Standort-
Bezeichnung eingefligt. Die internen Nummern gehen fortlaufend von H26-11 bis H47-11,
wobei das H und die 11 immer gleich bleiben.

Die Proben wurden nach der Probenahme in den 50-ml R6hrchen aus inertem Material bei
ca. 8 °C bis zur Testdurchfiihrung gelagert. In der Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW
Hamburg werden die Proben wahrend der Lagerungszeit vor den Tests nicht eingefroren
oder gefriergetrocknet, sondern lediglich gekiihlt. Ublicherweise sollen die Proben an der
HAW Hamburg spatestens nach vier Wochen mit den Tests gemessen worden sein. Die
Proben dieser Arbeit wurden mit dem Algenwachstumshemmtest nach 5 - 21 Tagen, mit
dem Leuchtbakterientest nach 2 - 13 Tagen und mit dem SiRwasser-Kontakttest nach 4 - 22
Tagen gemessen.
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3 Material und Methoden der 6kotoxikologischen Tests
3.1 Algenwachstumshemmtest

3.1.1 Testorganismus Pseudokirchneriella subcapitata

Fir den Algenwachstumshemmtest wird als Testorganismus die einzellige SiiRwasser-
Grinalge Pseudokirchneriella subcapitata eingesetzt, welche friher Selenastrum
capricornutum genannt wurde. P. subcapitata ist ein Stellvertreterorganismus fiir die
Trophieebene der Produzenten (Ahlf, et al., 1998). Die Algen mit der Stammnummer SAG
61.81 wurden aus dem Department ,Experimentelle Phykologie und Sammlung von
Algenkulturen” der Universitat Gottingen (EPSAG) bezogen. Aus diesen werden die Algen-
Stammkulturen im 6kotoxikologischen Labor der Fakultat Life Sciences der HAW Hamburg in
einem 100 ml-Erlenmeyerkolben in 50 ml KL-Medium (Kuhl-Lorenzen-Medium, Herstellung
sieche Anhang 10.3) selbst hergestellt (Abbildung 2). Jeden Monat werden 500 pl der
Stammbkultur vom vorherigen Monat neu in 50 ml KL-Medium an geimpft. Fir den Test
werden ca. drei Monate alte dichtgewachsene Algen-Stammbkulturen verwendet.

Abbildung 2 Algen-Stammkultur in KL-Medium mit Pseudokirchneriella subcapitata (Foto: M. Kottwitz)

3.1.2 Testdurchfiihrung

Der Algenwachstumshemmtest mit dem Testorganismus Pseudokirchneriella subcapitata
wird in Anlehnung an DIN EN ISO 8692:2004 angewandt, um die Toxizitdt von in Wasser
I6slichen Stoffen festzustellen. Durch die Anwesenheit von Schadstoffen in der Wasserphase
kann die Griinalge Pseudokirchneriella subcapitata in ihrem Wachstum gehemmt werden.
Der Endpunkt des Algenwachstumshemmtests ist also die prozentuale Hemmung nach 72
Stunden Inkubation bzw. die prozentuale Hemmung der Wachstumsrate und wird auf der
Grundlage der Fluoreszenzmessung bestimmt. Uber die bei der Photosynthese entstehende
Fluoreszenz kann indirekt auf die Chlorophyll-Konzentration und somit die Menge der Algen
geschlossen werden. Die Fluoreszenz der Testansdtze aus Algen und Eluaten aus belasteten
Oberflachensedimenten wird im Vergleich zu einer unter Kulturbedingungen gewachsenen
Kontrolle an drei aufeinander folgenden Tagen gemessen. Anders als in DIN EN ISO
8692:2004 wird der Test miniaturisiert in flachen, transparenten 24-Well-Mikrotiterplatten
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von costar® durchgefiihrt. Auf der 24-Well-Mikrotiterplatte sind 24 runde Vertiefungen
(Wells) in sechs Spalten und vier Reihen angeordnet.

Fir den Test wird eine Algenvorkultur aus der Algen-Stammkultur und einem 1-fach-
Ndahrmedium (Herstellung siehe Anhang 10.3) hergestellt. Diese wird 3 bis 4 Tage bei 20 °C
auf dem Magnetrihrer unter Dauerbeleuchtung mit einer Beleuchtungsstarke zwischen
6000 Ix und 10.000 Ix inkubiert. Aus dem Eluat einer Probe werden durch Verdiinnung mit
Reinstwasser und 10-fach-Ndahrmedium (Herstellung siehe Anhang 10.3) folgende flnf
Verdiinnungsstufen mit drei Parallelen 24-Well-Mikrotiterplatte (Belegungungsschema siehe
Abbildung 3) hergestellt: G1 (Eluat = 80 Vol%), G2 (50 Vol%), G4 (25 Vol%), G8 (12,5 Vol%)
und G16 (6,25 Vol%). Zu den Eluat-Verdiinnungen und einer Kontrolle aus Reinstwasser mit
drei Parallelen wird die mit 1-fach-Medium verdiinnte Algenvorkultur gegeben. Fiir die
Kontrolle und fiir jede Verdinnungsstufe wird ein zugehoriger Blindwert mit 1-fach-Medium
statt Algen (Abbildung 3) hergestellt.

Kontrolle G1 G2 G4 G8 G16
Algen 2>
Algen >
Algen -
1-fach-Med.> BW BW BW BW BW BW

Abbildung 3 Belegungsschema der 24-Well-Mikrotiterplatten, Probenplatte und DCP-Kontrollplatte (BW = Blindwert)

Neben den Proben-Platten werden eine Kontrollplatte mit Reinstwasser statt Proben-Eluat
und eine Positiv-Kontrollplatte mit 3,5-Dichlorphenol (DCP) statt Proben-Eluat belegt.

Kurz vor der ersten Fluoreszenz-Messung zum Zeitpunkt tO wird die Algenvorkultur zunachst
mit 1-fach-Nahrmedium bis zu einer Fluoreszenz von 12400 + 200 und dann nochmals 1:5
verdliinnt, um eine exponentiell wachsende Algenpopulation fiir die Testansatze zu
erreichen. Alle Ansatze werden zwischen den Messungen bei 20°C auf dem Schuttler bei ca.
250 rpm und Dauerbeleuchtung inkubiert. Vor jeder Messung werden die Ansdtze mit einer
Pipette homogenisiert.

Gultigkeitskriterien fiir den Algenwachstumshemmtest (DIN EN ISO 8692:2004):

e die pH-Abweichung der Kontrolle mit Algen zwischen Testbeginn (t0) und Testende (t3)
darf nicht gréBer als 1,5 sein

e der Variationskoeffizient VarK der Kontrollen muss kleiner 5 % sein

e die mittlere Wachstumsrate WR der Kontrolle muss groBer 1,4 pro Tag sein

Der Variationskoeffizient VarK in % (Berechnung siehe Anhang 10.2) wird jeweils fir die
Parallelwerte der Kontrollen, Proben-Verdiinnungen und Positiv-Kontrollen berechnet.

Die Wachstumsraten der Kontrollen, der Verdinnungen der Proben und der Positiv-
Kontrollen werden nach Gleichung 1 als Faktor berechnet. Die Wachstumsrate (WR)
beschreibt die durchschnittliche relative Zunahme der Algenzellen aufgrund von
Vermehrung pro Tag. Die Wachstumsrate entspricht der Steigung der Regressionsgeraden,
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die aus dem natirlichen Logarithmus der Fluoreszenz-Werte der Kontrollen und der Zeit in
Tagen von t1 bis t3 erstellt wird.

3

Z(lx_tMW)(lan_lnFMW)
pre — x=t1

3

Z (tx —lyw )2

x=t1
Gleichung 1 Wachstumsrate WR

Mit:

WR  Wachstumsrate als Faktor

1y Zeit in Bezug auf t0 bei der Messung x (t1, t2 oder t3) in Tagen

Fy Fluoreszenz nach Abzug des Blindwerts bei der Messung x (t1, t2 oder t3) in relativen
Fluoreszenzeinheiten

tuw  Mittelwert der Zeit Uber t1 bis t3 in Tagen

Fmw  Mittelwert der Fluoreszenz-Werte nach Abzug der Blindwerte von t1 bis t3 in
relativen Fluoreszenzeinheiten

Die prozentuale Wachstumshemmung der Verdiinnungen des Proben-Eluats und der Positiv-
Kontrollen gegentiber der Kontrolle wird nach

Gleichung 2 berechnet. Eine ausfluhrlichere Beschreibung zur Berechnung der
Wachstumsrate steht im Anhang unter 10.2.

: W robe
H,, (in %)=100 —leoo

K

Gleichung 2 Hemmung des Algenwachstums berechnet aus den Wachstumsraten in %

Mit:

Hwer Hemmung des Algenwachstums berechnet aus den Wachstumsraten in %

WRprobe Wachstumsrate der Verdinnungen des Proben-Eluats oder der Positiv-
Kontrollen als Faktor pro Tag

WRg Wachstumsrate der Kontrollen als Faktor pro Tag

Die Wachstumshemmung der Algen in % kann auch direkt aus den Fluoreszenz-Werten nach
Abzug des Blindwerts berechnet werden Gleichung 3.

H . (in %) =100 — Freane 109

K

Gleichung 3 Hemmung des Algenwachstums berechnet aus der Fluoreszenz in %

Mit:
He Hemmung des Algenwachstums berechnet aus der Fluoreszenz in %
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Ferobe Fluoreszenz der Verdiinnungen des Proben-Eluats oder der Positiv-Kontrollen
nach Abzug des Blindwerts in relativen Fluoreszenzeinheiten

Fy Fluoreszenz der Kontrollen nach Abzug des Blindwerts in relativen
Fluoreszenzeinheiten

Die Berechnungen werden in der Excel-Vorlage fir den Algenwachstumshemmtest der
Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW Hamburg durchgefiihrt. In dieser Datei werden auch
die prozentualen Hemmungen sowohl der Fluoreszenzen als auch der Wachstumsraten der
Proben-Verdinnungsstufen als Sdulendiagramme dargestellt (siehe Anlage auf CD). Die
statistische Auswertung und die Darstellung der Ergebnisse wurden mit den Programmen
Microsoft Office Excel 2007, GraphPad Prism 5.04 und Statistica 6.0 durchgefiihrt.

3.2 Miniaturisierter Leuchtbakterientest

3.2.1 Testorganismus Vibrio fischeri

Der Testorganismus Vibrio fischeri (Abbildung 4) ist ein marines, halophiles, gramnegatives,
fakultativ anaerobes Bakterium und tragt die Synonymnamen Aliivibrio fischeri und
Photobacterium fischeri. V. fischeri hat polare Flagellen zur Fortbewegung und ist aullerdem
biolumineszent, weshalb es ein blau-griines Licht einer Wellenlange von 490 nm erzeugt. Das
Bakterium V. fischeri ist ein Stellvertreterorganismus fiir die Trophieebene der Destruenten
(Ahlf, et al., 1998). Die Leuchtbakterien fir den Test werden bei der HACH Lange GmbH (Art:
30189) fliissiggetrocknet bezogen und kurz vor dem Test rekonstituiert. Die Biolumineszenz
entsteht durch die Oxidation von Luciferin zu Oxyluciferin, welche durch das Enzym
Luciferase katalysiert wird.

Abbildung 4 Leuchtbakterium Vibrio fischeri (Manz, et al.)

3.2.2 Testdurchfiihrung

Der miniaturisierte Leuchtbakterientest mit Vibrio fischeri wird in Anlehnung an die DIN EN
ISO 11348-2:2009-05 durchgefiihrt. Die Testmethode beruht auf dem Prinzip der
Intensitatsabnahme der Biolumineszenz bei Leuchtbakterien nach 30 min Dauer, verursacht
durch die Storung des Stoffwechsels durch Zugabe von Schadstoffen bzw. belasteten
Sedimentproben. Der Stoffwechsel von V. fischeri funktioniert hingegen gut, wenn das

15



Bakterium eine Uber die Zeit gleichmaRige Intensitdt an Biolumineszenz abstrahlt. Die
Schwachung der Biolumineszenz durch eine Sedimentprobe gibt Hinweise auf Schadstoffe,
die metabolische Prozesse von Organismen negativ beeinflussen kdnnen (Ahlf, Datum
unbekannt).

Anders als in DIN EN ISO 11348-2:2009-05 wird der Test miniaturisiert in flachen,
transparenten und weillen 96-Well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Auf der 96-Well-
Mikrotiterplatte sind 96 runde Vertiefungen (Wells) in 12 Spalten und 8 Reihen angeordnet.
Fir den Test werden fiinf Verdlnnungsstufen (Tabelle 3) aus Eluaten von
Oberflachensedimenten und kinstlichem Meerwasser (Artificial Seawater = ASW) mit
jeweils zwei Parallelen in einer 96-Well-Mikrotiterplatte hergestellt. Zunachst wird die
Intensitat der Ausgangsbiolumineszenz der rekonstituierten Leuchtbakterien mit einem
Luminometer, das in einen Multimodereader integriert ist, gemessen. Direkt danach werden
die Verdliinnungen zu den Leuchtbakterien gegeben und nach einer Kontaktzeit von exakt 30
min wird erneut die Intensitat der Biolumineszenz gemessen. Aus der Abnahme der
Leuchtintensitat kann unter Berlcksichtigung der Leuchtintensitatsabnahme der
Kontrollansatze die prozentuale Hemmwirkung der Verdiinnungsstufen der Eluate berechnet
werden.

Tabelle 3 Anteil des Eluats in % in den Verdiinnungsstufen des Leuchtbakterientests

Verdiinnungen | % Eluat
(G-Stufen)

G1 90,9
G2 56,8
G3 37,9
G4 28,4
G16 18,9

Den Test durchlaufen auBerdem Negativ-Kontrollansdtze mit Artificial Seawater und eine
Positiv-Kontrolle G1 (90,9 % DCP im Testansatz) mit einer 3,5-Dichlorphenol-Stammldsung
(10 mg/100 ml) sowie die Verdiinnungsstufe G2 (56,8 % DCP im Testansatz) als
Positivkontrolle. Positivkontrollen werden durchgefiihrt, um Verdanderungen in der
Sensitivitat des Testorganismus zu erfassen.

Die Salinitdt der Eluate muss vor dem Test mit Natriumchlorid (NaCl) auf einen Wert
zwischen 2 und 2,2 % und der pH-Wert mit verdiinnter Salzsaure (HCI) und/oder verdiinnter
Natronlauge (NaOH) auf einen Wert zwischen 6,8 bis 7,2 eingestellt werden. Ein pH-Wert
auBerhalb dieses Bereiches bzw. eine zu hohe oder zu niedrige Salinitat kann moéglicherweise
eine toxische Wirkung auf die Leuchtbakterien haben. Die genannten Bereiche wurden im
Vergleich zur Norm DIN EN ISO 11348-2:2009-05 ein wenig modifiziert.

In dieser Arbeit wird der Test nach den folgenden vier Glltigkeitskriterien bewertet, die in
ahnlicher Weise auch in der DIN EN ISO 11348 erwahnt werden:

e Ausgangsleuchten: > 500
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e Korrekturfaktor fizg (Mittelwert der fi3o-Werte der ASW-Kontrollen): 0,6 - 1,3
e Hemmwirkung von 3,5 Dichlorphenol der Verdiinnungsstufe G2(DCP): 20 - 80%
e Abweichung der Negativ-Kontrollen vom Mittelwert: <3 %

Der Korrekturfaktor fyzg wird mit Gleichung 4 berechnet:

1
fk3o :%

0

Gleichung 4 Korrekturfaktor fi3, (DIN EN 1SO 11348-2:2009-05)

Mit:

fia0 Korrekturfaktor fiir die Kontaktzeit von 30 min

lo Leuchtintensitat der Leuchtbakteriensuspension unmittelbar vor Zugabe der ASW-
Kontrollen in relativen Leuchteinheiten

lk30 Leuchtintensitdt der ASW-Bakteriensuspension nach Ablauf der Kontaktzeit von
30 min in relativen Leuchteinheiten

Der fio-Wert ist ein Mal} flr die Leuchtintensitatsveranderung wahrend des 30-mindiitigen
Kontakts der ASW-Kontrollen mit den Leuchtbakterien. Die Leuchtintensitat der Bakterien in
den ASW-Kontrollen nimmt auch ohne den Einfluss von Schadstoffen im Laufe der Zeit ab.
Deshalb muss diese Abnahme auch bei den Testansatzen durch den Korrekturfaktor fisg
berilcksichtigt werden.

Von der ASW-Kontrolle werden vier Doppelbestimmungen mit Berechnung des fi3-Wertes
gemacht und aus jeweils einer Doppelbestimmung wird ein fi3o-Mittelwert berechnet. Von
dem Mittelwert wird die Abweichung zu den Einzelwerten in Prozent berechnet. Die
Abweichung der Kontrollen vom Mittelwert einer Doppelbestimmung muss kleiner 3 % sein
(s.o0. in Gultigkeitskriterien). Es wird aus den vier f3o-Mittelwerten der ASW-Kontrollen ein
fiso-Mittelwert gebildet. Mit dem fizo-Mittelwert der ASW-Kontrollen wird die
Leuchtintensitat lp der Verdinnungen und der DCP-Kontrollen korrigiert, sodass sich der
korrigierte Wert |3g ergibt (Gleichung 5).

1030 :Io kaso

Gleichung 5 Leuchtintensitat |3, der Leuchtbakterien (DIN EN ISO 11348-2:2009-05)

Mit:

le30 der korrigierte Wert fiir Iy von Verdiinnungen und DCP-Kontrollen unmittelbar vor
Zugabe derselbigen in relativen Leuchteinheiten

lo Leuchtintensitat der Leuchtbakteriensuspension unmittelbar vor Zugabe von
Verdinnungen und DCP-Kontrollen in relativen Leuchteinheiten

fi30 Mittelwert der fi30-Werte der ASW-Kontrollen

Die Hemmwirkung in % eines Testansatzes wird nach Gleichung 6 berechnet.
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Hy = [(](:30 _]30)/](:0]X100

Gleichung 6 Hemmwirkung Hs, (DIN EN 1SO 11348-2:2009-05)

Mit:

Hsg Hemmwirkung des Testansatzes nach Ablauf der Kontaktzeit von 30 min in %

le30 siehe Gleichung 5

l3o Leuchtintensitat des Testansatzes nach Ablauf der Kontaktzeit von 30 min in relativen
Leuchteinheiten

Aus je einer Doppelbestimmung der Hemmung der Verdiinnungsstufen und der Kontrollen
wird der Mittelwert berechnet und die Abweichungen der Einzelmessungen vom Mittelwert
in Prozent gebildet.

Die Berechnungen werden in der Excel-Vorlage fiir den Leuchtbakterientest der
okotoxikologischen Arbeitsgruppe der HAW Hamburg durchgefiihrt. In dieser Datei werden
auch die prozentualen Hemmungen der Biolumineszenz-Intensitat als Saulendiagramme
dargestellt (siehe Anlage auf CD). Die statistische Auswertung und die grafische Darstellung
der Ergebnisse wurden mit den Programmen Microsoft Office Excel 2007, GraphPad Prism
5.04 und Statistica 6.0 durchgefiihrt.

3.3 SiiBwasser-Bakterienkontakttest

3.3.1 Testorganismus Arthrobacter globiformis

Als Testorganismus im StBwasser-Bakterienkontakttest wird Arthrobacter globiformis (DSM,
Stammnummer 20124 DSMZ) eingesetzt. Im Okotoxikologischen Labor der Fakultdt Life
Sciences der HAW Hamburg werden aus A. globiformis von der DSMZ GmbH Stammkulturen
fir die Verwendung im Test selbst hergestellt und tiefgefroren in Eppendorf-
Reaktionsgefalien bei-70 °C gelagert.

Die Gattung Arthrobacter gehort zu den bekannten und nach neuen 16 S rRNA-Analysen zu
den haufigeren Bodenbakterien(Janssen, 2006). Die optimale Temperatur fir die Inkubation
von A. globiformis betragt 30 °C (Ahlf, et al., 1998).

Abbildung 5 Arthrobacter globiformis IFO 12137 (Tamura, et al.)
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Die Gestalt von A. globiformis verandert sich wahrend des Wachstumszyklus (Pleomorphie).
In der logarithmischen Phase liegen die Bakterien als verzweigte Stabchen (0,5 um - 0,8 pum x
1-4 um) und am Ende der Wachstumsphase als Kokken mit einem Kugeldurchmesser von
0,6 um-0,8 um vor. Eine weitere Eigenschaft der Bakterien ist, dass sie in der
exponentiellen Phase grampositiv und in der stationaren Phase gramvariabel sind ((Ahlf, et
al., 1998) und DIN 38412-48:2002-09).

3.3.2 Testdurchfiihrung

Der SURwasser-Bakterienkontakttest nach ,DIN 38412-48:2002-09 Arthrobacter globiformis
flir kontaminierte Feststoffe” ermittelt die Hemmwirkung eines belasteten Sediments auf
die Dehydrogenaseaktivitat des Bakteriums Arthrobacter globiformis. Anders als in der Norm
DIN 38412-48:2002-09 wird der Test miniaturisiert in flachen, transparenten 96-Well-
Mikrotiterplatten von costar® durchgefiihrt. Die Sedimentprobe wird mit dem blauen
Farbstoff Resazurin in Kontakt gebracht und nach 45 min wird mittels eines Fluorometers
bestimmt, wie viel des rosafarbenen Stoffs Resorufin die Dehydrogenasen aus Resazurin
erzeugt haben. Die Farbstoffe Resazurin und Resorufin wurden bei der Sigma-Aldrich Chemie
GmbH bezogen. Eine weitere Modifikation im Vergleich zur Norm ist die fluorometrische
Messung von Resorufin (Zunahme der Fluoreszenz) anstelle der photometrischen Messung
von Resazurin (Extinktionsabnahme).

Dehydrogenasen sind Enzyme, die Resazurin in Zellen zu Resorufin reduzieren (Abbildung 6,
(Harbeck, 2003; Feiler, et al., 2009)) und dabei NADH zu NAD (Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid) oxidieren. Zwei Wasserstoff-lonen (H*) und zwei Elektronen werden von NADH
abgespalten und bilden mit dem Sauerstoffatom von Resazurin Wasser (H,0). In einem
zweiten Reaktionsschritt wird Resorufin reversibel zu Dihydroresorufin reduziert (Abbildung
6). Allerdings tritt diese 2. Reduktion nicht auf, wenn Resazurin ausreichend bioverfiigbar ist,
wovon bei diesem Versuch ausgegangen wird (Feiler, et al., 2009). Wenn durch Absterben
der Bakterienzellen oder verminderter Stoffwechselaktivitit der Zellen wenig NADH
vorhanden ist, wird auch weniger Resorufin gebildet.

0 H
4 I
” L BOI
~ ~
— -
Resazurin Resorufin Dihydroresorufin

(blau) (rosa) (farblos)

Abbildung 6 Umwandlung von Resazurin in Resorufin durch die Dehydrogenase und Redoxreaktion des Resorufins
(Harbeck, 2003; Feiler, et al., 2009)

Die homogenisierten Sedimentproben werden mit Reinstwasser 1:1 verdiinnt und zwei Tage
im Uberkopfschiittler durchmischt. Die Proben werden danach 10 min in einem Wasserbad
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bei 80 °C pasteurisiert. Nach Abkihlung der Proben auf Raumtemperatur werden der pH-
Wert und das Redox-Potential gemessen. Das Redox-Potential muss positiv sein, weil die
Testorganismen aerobe Bedingungen bendtigen und der Redoxindikator Resazurin mit
reduktiven Substanzen reagiert (Feiler, et al., 2009). Der pH-Wert muss zwischen 6 und 9
liegen, da es sonst wahrend des Tests einen Farbumschlag geben kann, der nicht durch die
Dehydrogenaseaktivitat erzeugt wurde (DIN 38412-48:2002-09). Aus der vorverdiinnten
Sedimentprobe (Verdinnungsstufe GO) und einer Verdlnnungssuspension werden die
Verdinnungsstufen G2, G4 und G8 bzw. nach der alten internen Vorschrift der
Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW Hamburg die Stufen G1, G2 und G4 hergestellt
(prozentualer Anteil der Sedimentprobe siehe Tabelle 4). Als Verdiinnungssuspension wird
fiir jede Probe eine spezifische Suspension aus Reinstwasser und dem Kontrollfeststoff
Quarzmehl (Quarzmehl-SMH, MILLISIL W 4, Quarzwerke) verwendet, sodass sich in allen
Verdiinnungen die gleiche Feststoffmenge befindet. Hierdurch wird eine Vergleichbarkeit
der Dehydrogenaseaktivitat der Testorganismen in den Testansadtzen hergestellt.

Tabelle 4 Prozentualer Anteil der vorverdiinnten Sedimentprobe an der Verdiinnungsstufe

Verdiinnungsstufe | % Sediment
GO 100

G1 50

G2 25

G4 12,5

G8 6,25

Es wird aulRerdem eine Negativ-Kontrolle (K) aus Quarzmehl und Reinstwasser hergestellt
und fur die Sensitivitatsprifung der Bakterien die Positiv-Kontrolle ,,BAC GO“ (10 mg/l) aus
Reinstwasser, Quarzmehl und Benzalkoniumchlorid (Alkylbenzyldimethylammoniumchlorid,
CoH13CINR). Aus der Positiv-Kontrolle ,BAC GO0“ werden die zwei Verdinnungsstufen
,BAC G1“ (5 mg/l) und ,,BAC G2“ (2,5 mg/l) hergestellt.

Fiir die Herstellung der Bakteriensuspension mit der optischen Dichte von 0,3 wird zunachst
eine Vorkultur aus einer A. globiformis-Stammkultur und 1/3-DSM-Medium (Herstellung
siehe Anhang 10.3) hergestellt und 14 bis 16 Stunden bei 30 °C und 160 rpm inkubiert. Die
Vorkultur wird dann neu in 1/3-DSM-Medium geimpft, sodass eine optische Dichte von 0,05
entsteht. Diese Suspension soll bei 30 °C und 240 rpm ca. vier Stunden auf eine optische
Dichte von 0,3 heranwachsen.

Die Sedimentprobe (G0), die Proben-Verdinnungen (G2, G4 und G8) und die Kontrollen (K,
BAC GO, BAC G1, BAC G2) werden mit der Bakteriensuspension in einer 96-Well-
Mikrotiterplatte in Kontakt gebracht. Von jeder Probe, jeder Verdiinnungsstufe und jeder
Kontrolle werden drei Parallelen und ein Blindansatz mit 1/3-DSM-Medium statt Bakterien
hergestellt. Wird die Hemmung fluorometrisch bestimmt, miissen aullerdem
Kalibrierungsplatten mit Proben, Verdliinnungen, Kontrollen und 1/3-DSM-Medium befllt
werden (Belegungsschema siehe Anhang 10.6).
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Die Kalibrierung wird bendtigt, da jedes Sediment aufgrund seiner individuellen
Eigenschaften, wie z.B. die KorngroBenverteilung und dem organischen Anteil, Resorufin in
unterschiedlicher Weise bindet, was auch den Quenching-Effekt durch Resazurin beeinflusst.
Daher wird bei gleicher Resazurin-/Resorufinkonzentration eine unterschiedliche
Resorufinkonzentration entstehen und auch mit dem Fluorometer gemessen werden,
weshalb eine Kontrolle fiir jedes Sediment und jede Verdiinnungsstufe notwendig ist (Heise,
et al.,, 2005a; Ahlf, 2007; Feiler, et al., 2009). Mit der Kalibrierung werden also mogliche
Storungen des geochemischen Einflusses der Proben-Matrix verhindert (Feiler, et al., 2009).

Nach einer Inkubationszeit der Proben- und Kalibrierungsplatten von 2 Stunden bei 30°C und
anschlieRender Zugabe des blauen Farbstoffs Resazurin zu allen Ansatzen der Probenplatten,
wird die vom Resorufin emittierte Fluoreszenz in allen Wells zum Zeitpunkt t0 gemessen.
Nach 15 min (t15), 30 min (t30) und 45 min (t45) wird erneut die Fluoreszenz der
Probenplatten gemessen. Die Testansdtze werden bei der Messung mit einer Wellenlange
von 530 nm bestrahlt. Die Molekiile des Resorufins werden dadurch angeregt und fallen
unter Emission von Fluoreszenz einer Wellenlange von 590 nm in den Grundzustand zurick.

Zu jedem Well der Kalibierungsplatten werden nach der Inkubationszeit verschiedene
Verhaltnisse aus Resorufin und Resazurin (Tabelle 5) gegeben.

Tabelle 5 Volumen in pl an Resazurin und Resorufin und Anteil Resorufin in % fiir die Kalibrierung

Resazurin Resorufin Anteil an Resorufin in % am
in pl in pl Gesamtvolumen der Farblésungen
80 0 0
60 20 25
40 40 50
20 60 75

Aus den unterschiedlichen Konzentrationen von Resorufin und der gemessenen Fluoreszenz
kann fir jede Probe, Verdiinnung und Kontrolle eine Kalibriergerade (Beispiele siehe
Abbildung 7) erstellt werden. Die Berechnung der Steigung und des Achsenabschnitts der
Kalibriergeraden mit Hilfe der linearen Regression dient der Bestimmung des prozentualen
Anteils des erzeugten Resorufins aus Resazurin der Proben und Negativ-Kontrollen.
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Kalibriergeraden
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Abbildung 7 Kalibrierpunkte (Fluoreszenz tiber Resorufin in %) der Kontrolle und der Probe HL-29.3.-Os-1 (G0) mit
linearen Regressionsgeraden

Jeder gemessene Fluoreszenz-Wert Fprope der Proben, der Verdinnungen und der Kontrollen
wird nach Subtraktion des jeweiligen Blindwerts Fgw durch die Steigung der Kalibrierkurve Sy
geteilt, um die Menge an zugehodrigem gebildeten Resorufin in % zu berechnen (Gleichung
7).

-b F

BW

S

FPrabe — b — FProbe —

S

BW

Re sorufin in % =

K K

Gleichung 7 Prozentualer Anteil des Resorufins

Mit:

Fprobe Fluoreszenz der Probe, der Verdinnung oder der Positiv-Kontrolle in relativen
Fluoreszenzeinheiten

Few  Fluoreszenz des Blindwerts in relativen Fluoreszenzeinheiten

b Achsenabschnitt der Kalibriergeraden

Sk Steigung der Kalibriergeraden

Aus dem gebildeten Resorufin in % liber die Zeit von 0 bis 45 Minuten wird eine Steigung
berechnet. Die Berechnung der Hemmwirkung in % der Dehydrogenaseaktivitat bezieht sich
auf die Steigung des gebildeten Resorufins in % der Kontrolle (Gleichung 8).

Hin% =100 — ( SProbe/Positiv —Kontrolle _ lOOJ

Kontrolle

Gleichung 8 Hemmung H in % der Dehydrogenaseaktivitat (DIN 38412-48:2002-09)

Mit:

H Hemmung der Dehydrogenaseaktivitat der Proben, Verdliinnungen und
Negativ-Kontrollen in Prozent

Sprobe/Positiv-Kontrolle Steigung des gebildeten Resorufins der Proben bzw. Positiv-Kontrollen

Uber die Zeit von 0 bis 45 min
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Skontrolle Steigung des gebildeten Resorufins der Kontrollen Gber die Zeit von 0
bis 45 min

Die Berechnungen werden in der Excel-Vorlage fir den StiRRwasser-Bakterienkontakttest der
okotoxikologischen Arbeitsgruppe der HAW Hamburg durchgefiihrt. In dieser Datei werden
auch die prozentualen Hemmungen der Dehydrogenaseaktivitdt als Saulendiagramme
dargestellt (siehe Anlage auf CD). Die statistische Auswertung und die grafische Darstellung
der Ergebnisse wurden mit den Programmen Microsoft Office Excel 2007, GraphPad Prism
5.04 und Statistica 6.0 durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse der 6kotoxikologischen Tests

4.1 Vergleich der statistischen Verteilung der Sedimenttoxizititen gemessen mit
verschiedenen Biotests

Mit dem Algenwachstumshemmtest, dem Leuchtbakterientest und dem SiRwasser-
Bakterienkontakttest wurden die Toxizitdten von jeweils insgesamt 22 Oberflachen-
Sedimentproben aus dem Mihlenberger Loch (Probenahme: 24.3.2011), aus Heuckenlock
(Probenahme: 29.3.2011) und aus dem Neufelder Watt (Probenahme: 9.5.2011) gemessen.
Die Ergebnisse der 6kotoxikologischen Tests aller Proben mit allen Verdiinnungsstufen sind
in der Anlage auf CD zu finden. Die statistischen Verteilungen der Toxizitdten als Hemmung
in % der geringsten Proben-Verdiinnungen des Algenwachstumshemmtests (AT), des
Leuchtbakterientests (LBT) und des SiiRwasser-Bakterienkontakttests (SKT) sind in Abbildung
9 als Box-Whiskers Plots und in Abbildung 10 als Streudiagramm (Punkt-Wolken) mit Median
und Spannweite dargestellt. Fir den Algenwachstumshemmtest werden sowohl die
prozentuale Hemmung der Wachstumsrate (WR), die aus der Messung der Fluoreszenz (iber
drei Tage ermittelt wurde, als auch die prozentuale Hemmung, die aus der Fluoreszenz-
Messung nach drei Tagen (T3) berechnet wurde, dargestellt. Negative Werte der Hemmung
werden als Stimulationen bezeichnet.

Bei einem Box-Whiskers Plot (Beispiel in Abbildung 8) zeigt der Kasten (engl.: box) an, in
welchem Bereich die mittleren 50 % der Ergebnisse eines Biotests (Datensatz x) liegen,
wobei die obere Grenze 75 Perzentil und die untere Grenze 25 Perzentil entspricht. Die
Lange des Kastens heilt ,Interquartilsabstand” (engl.: interquartile range = IQR). Ein
Perzentil-Wert gibt an, dass 25 % bzw. 75 % aller Werte unterhalb dieses Wertes liegt. Ober-
und unterhalb des Medians, der durch den waagerechten Strich innerhalb des Kastens
dargestellt wird, liegen jeweils 50 % der Messwerte eines Tests. Die von dem Kasten
ausgehenden Linien werden ,Whiskers” (Schnurrbarthaare) genannt und reichen vom
Minimum bis zum Maximum der Werte.

Box-Whiskers Plot - Beispiel

8-
—1— oberer "Whisker" (Max.)
6 .
c 75 Perzentil
g | g
§ 4+ é Median
x
21 2 25 Perzentil
—I— unterer "Whisker" (Min.)
0 T

Datensatz x

Abbildung 8 Box-Whiskers Plot — Beispiel
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Tabelle 6 Ergebnisse der Berechnungen zu Abbildung 9 und Abbildung 10; AT WR (G1) = 1. Verdiinnungsstufe G1 des
Algenwachstumshemmtests (WR=  Wachstumsrate), AT Flu (G1) = 1. Verdiinnungsstufe G1 des
Algenwachstumshemmtests (Flu = Fluoreszenz nach 3 Tagen (T3)), LBT (G1) = 1. Verdiinnungsstufe G1 des
Leuchtbakterientests, SKT (GO0) = 1. Verdiinnungsstufe GO des SiiBwasser-Kontakttests

AT WR (G1) | ATFlu (G1) | LBT(G1) SKT (GO)
Hemmung | Hemmung | Hemmung | Hemmung
in% in% in% in%

Anzahl der Werte 22 22 22 22
Median 3 -6 18 55
Minimum -124 -88 6 16
Maximum 73 92 67 82
Spannweite 197 180 61 66
25 % Perzentil -15 -53 11 47
75 % Perzentil 19 43 22 67
Interquartilsabstand (IQR) 34 96 11 19

Verteilung der Toxizitaten als Box-Whiskers Plots
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Okotoxikologische Tests (1. Verdiinnungsstufe)

Abbildung 9 Verteilung der Ergebnisse als Box-Whiskers Plots; Ergebnisse der dkotoxikologischen Tests als Hemmungen
in % der 1. Verdiinnungsstufe der insgesamt 22 Oberflachen-Sedimentproben aus dem Miihlenberger Loch (Probenahme:
24.3.2011), aus Heuckenlock (Probenahme: 29.3.2011) und aus dem Neufelder Watt (Probenahme: 9.5.2011); AT WR
(G1) = 1. Verdiinnungsstufe G1 des Algenwachstumshemmtests (WR = Wachstumsrate), AT Flu (G1) = 1.
Verdiinnungsstufe G1 des Algenwachstumshemmtests (Flu = Fluoreszenz nach 3 Tagen (T3)), LBT (G1) = 1.

Verdiinnungsstufe G1 des Leuchtbakterientests, SKT (G0O) = 1. Verdiinnungsstufe GO des SiiBwasser-Kontakttests; n =
Anzahl der Proben
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Verteilung der Toxizitdten als Streudiagramm
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Okotoxikologische Tests (1. Verdiinnungsstufe)

Abbildung 10 Verteilung der Ergebnisse als Streudiagramm (Punkt-Wolke); Ergebnisse der 6kotoxikologischen Tests als
Hemmungen in % der 1. Verdiinnungsstufe der insgesamt 22 Oberflichen-Sedimentproben aus dem Miihlenberger Loch
(Probenahme: 24.3.2011), aus Heuckenlock (Probenahme: 29.3.2011) und aus dem Neufelder Watt (Probenahme:
9.5.2011); AT WR (G1) = 1. Verdiinnungsstufe G1 des Algenwachstumshemmtests (WR = Wachstumsrate), AT Flu (G1) = 1.
Verdiinnungsstufe G1 des Algenwachstumshemmtests (Flu = Fluoreszenz nach 3 Tagen (T3)), LBT (G1) = 1.
Verdiinnungsstufe G1 des Leuchtbakterientests, SKT (G0O) = 1. Verdiinnungsstufe GO des SiiBwasser-Kontakttests; n =
Anzahl der Proben

Ein Vergleich der Medianwerte der verschiedenen Biotests (Abbildung 9, Abbildung 10 und
Tabelle 6) zeigt, dass der Median der Ergebnisse des SiiRwasser-Kontakttests (SKT) mit 55 %
Hemmung am groften ist, danach folgt der Median des Leuchtbakterientests (LBT) mit 18 %
Hemmung und die kleinsten Mediane hat der Algenwachstumshemmtest (AT) mit 3 %
Hemmung der Wachstumsrate (WR) und -6 % Stimulation der Fluoreszenz nach 3 Tagen
(Flu).
Anhand der Box-Whiskers Plots in Abbildung 9 und Tabelle 6 ist zu erkennen, dass die
Interquartilsabstande (IQR) des Algenwachstumshemmtests der Fluoreszenz nach 3 Tagen
mit 96 % Hemmung (-53 % bis 43 %) und der Wachstumsrate mit 34 % Hemmung (-15 % bis
19 %) am grofRten sind im Vergleich zu den anderen Biotests. Beim StiBwasser-Kontakttest ist
der Bereich von 25 bis 75 Perzentil mit 19 % (47 % bis 67 %) am zweitgroSten und beim
Leuchtbakterientest streuen die Werte mit 11 % IQR am geringsten (11 % bis 22 %). Bei den
Hemmungen der Fluoreszenzen nach 3 Tagen des Algentests ist der Interquartilsabstand viel
groRer (96 %) als bei den Hemmungen der Wachstumsraten des Algentests (34 %).
Beim Algentest sind auch die Spannweiten mit 197 % (WR) und 180 % (Flu) am groften,
beim SuBwasser-Kontakttest mit 66 % ist die Spannweite am zweitgroRten und beim
Leuchtbakterientest mit 61 % am geringsten. Die groRe Spannweite des Algentests der
Wachstumsrate wird jedoch zum grofRen Teil durch den Minimum-Wert -124 % bestimmt,
der in weitem Abstand zu den Gbrigen Werten liegt.
Die mittleren 50 % der Werte des Leuchtbakterientests liegen im Vergleich zu den anderen
Biotests sehr nahe am Median, trotzdem ist die Spannweite der LBT-Daten ca. 6-mal so hoch
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wie der Interquartilsabstand. Dies ist hauptsachlich auf die zwei hochsten Toxizitdten
zurlickzufiihren, die in deutlichem Abstand zu den anderen Werten liegen (Abbildung 10).

4.2 \Vergleich der Ergebnisse der drei Probenahmeorte mittels der Toxizitdten der
verschiedenen Biotests

In dem Streudiagramm in Abbildung 11 ist flr jeden Biotest der Vergleich der Toxizitdten an
den drei Probenahmeorten Mihlenberger Loch (ML), Heuckenlock (HL) und Neufelder Watt
(NF) angegeben als prozentuale Hemmungen in der geringsten Verdiinnungsstufe zu sehen.
Dieser Vergleich ist dargestellt fir die Hemmung der Wachstumsrate (AT, WR) sowie der
Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen (AT, Flu) im Algenwachstumshemmtest, die
Hemmung im Leuchtbakterientest (LBT) und im StiBwasser-Bakterienkontakttest (SKT).

Die jeweils sechs bis acht Werte eines Probenahmeortes sind hier zusammengefasst, d.h. fir
das Mihlenberger Loch sowie fir Heuckenlock schlieRt dies jeweils die Werte von
Oberstrom und von Unterstrom ein und fiir das Neufelder Watt die Werte von WP20 und
von WP24 (WP = Wegpunkt). In dem Diagramm sind auRerdem die Spannweiten der Daten
und deren Mittelwerte abgebildet (Werte siehe Tabelle 7).

Tabelle 7 Berechnungen zu Abbildung 11 Vergleich der Toxizitdten der Probenahmeorte; Berechnungen aus den
Ergebnissen der 6kotoxikologischen Tests als Hemmungen in % (H%) der jeweils 6 bis 8 Oberflichen-Sedimentproben pro
Probenahmeort (Mihlenberger Loch (ML), Heuckenlock (HL), Neufelder Watt (NF)); AT = Algenwachstumshemmtest, LBT
= Leuchtbakterientest, SKT = StiBwasser-Bakterienkontakttest

AT (WR) G1 H% AT (Flu) G1 H% LBT G1 H% SKT GO H%
Probenahmeort ML | HL | NF ML | HL | NF ML | HL | NF ML | HL | NF
Anzahl der Werte 8 8 6 8 8 6 8 8 6 8 8 6
Minimum 124 2| -17 -88| -33| -15 6 11| 11 51| 16| 56
Maximum -12 34| 73 -5| 81| 92 34| 22| 67 82| 53| 71
Spannweite 112 31| 90 83| 114| 108 28| 12| 56 31| 37| 15
Mittelwert -35|1 19| 21 -56| 29| 35 16| 17| 33 63| 39| 66
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Vergleich der Toxizitdten der Probenahmeorte
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Probenahmeorte - Biotests - 1. Verdiinnung

Abbildung 11 Vergleich der Toxizititen der Probenahmeorte; Darstellung des Mittelwerts und der Spannweite
(Maximum — Minimum); Ergebnisse der 6kotoxikologischen Tests als Hemmungen in % der jeweils 6 bis 8 Oberflachen-
Sedimentproben pro Probenahmeort (Mihlenberger Loch (ML), Heuckenlock (HL), Neufelder Watt (NF)); AT =
Algenwachstumshemmtest, LBT = Leuchtbakterientest, SKT = SiiBwasser-Bakterienkontakttest

Algenwachstumshemmtest:

Der Algenwachstumshemmtest (AT) zeigt in den aus der Wachstumsrate (WR) und aus der
Fluoreszenz nach 3 Tagen (Flu) berechneten Ergebnissen sowohl Hemmung als auch
Stimulation (Abbildung 11). Der Mittelwert der Hemmungen bzw. Stimulationen der
Wachstumsrate (WR) ist beim Muhlenberger Loch mit -35 % Stimulation am geringsten und
in Heuckenlock (19 %) und im Neufelder Watt (21 %) liegen die Mittelwerte deutlich héher,
wobei die Abweichung zwischen den beiden nur 2% betragt. Der Mittelwert der
Hemmungen bzw. Stimulationen der Fluoreszenz nach 3 Tagen (Flu) ist beim Mihlenberger
Loch mit -56 % Stimulation am geringsten, danach folgt Heuckenlock mit 29 % Hemmung
und im Neufelder Watt ist der Mittelwert am hoéchsten mit 35 % Hemmung. Auffallig sind in
Abbildung 11 die groBen Spannweiten der AT-Daten aus dem Mihlenberger Loch (WR:
112 %, Flu: 83 %) und aus dem Neufelder Watt (WR: 90 %, Flu: 108 %) und bei der Messung
der Fluoreszenz nach 3 Tagen auch die Spannweite fiir Heuckenlock mit 114 %. Beim
Neufelder Watt liegen die Werte der zwei Proben NF-WP20-2 und NF-WP20-3 (WR: 60 %
und 73 %, Flu: beide 92 %) deutlich hoher als die Ubrigen Werte. Die Probe ML-Os- 1 zeigt
beim Miuhlenberger Loch die hochste Stimulation der Wachstumsrate (-124 %) und die
niedrigste Stimulation der Fluoreszenz nach 3 Tagen (-5%), wodurch jeweils hohe
Spannweiten erreicht werden.

Zusammenfassung der Mittelwert-Beziehungen fiir AT (WR, Flu): (NF > HL) > ML
28



Leuchtbakterientest:

Im Leuchtbakterientest zeigen sich in der geringsten Verdliinnung G1 ausschliefSlich
Hemmungen. Der Mittelwert der Ergebnisse des Leuchtbakterientests (Abbildung 11) hat die
gleiche Rangfolge der Probenahmeorte wie beim Algentest. Hier weichen jedoch die
Mittelwerte des Miuhlenberger Lochs (16 %) und Heuckenlock (17 %) kaum (A1 %)
voneinander ab (Tabelle 7). Der Mittelwert der Hemmungen im Neufelder Watt ist mit 33 %
ungefahr doppelt so hoch wie die Mittelwerte des Mihlenberger Lochs und von
Heuckenlock. Im Neufelder Watt ist jedoch auch die Spannweite der Werte hoher, wobei
lediglich zwei Hemmungen der Proben NF-WP20-2 und NF-WP20-3 (60 % und 67 %) des
Neufelder Watts deutlich (iber den Gbrigen Werten des Neufelder Watts liegen und auch
Uber denen des Miihlenberger Lochs und aus Heuckenlock. Das Miihlenberger Loch hat beim
Leuchtbakterientest beurteilt nach den Mittelwerten die geringsten Hemmungen (ML-
Mittelwert = 16 %), jedoch zeigt sich am Mihlenberger Loch Oberstrom auch der
dritthéchste Wert aller Hemmungen bei der Probe ML-Os-1 mit 34 %.

Zusammenfassung der Mittelwert-Beziehungen fiir LBT:
NF > (HL > ML)

SiiBwasser-Bakterienkontakttest:

Im SiiBwasser-Kontakttest zeigen sich in der geringsten Verdiinnung GO ausschlief3lich
Hemmungen. In Abbildung 11 ist zu sehen, dass der Mittelwert der Hemmungen des
SuBwasser-Kontakttests im Neufelder Watt mit 66 % am grof3ten ist, am zweithdchsten im
Mdihlenberger Loch mit 63 % und am geringsten in Heuckenlock mit 39 % (Tabelle 7). Beim
SiRwasser-Kontakttest ist die Spannweite der Daten aus dem Neufelder Watt mit 15 %
Hemmung kleiner als beim Algenwachstumshemmtest (WR: 90 %, Flu: 108 %) und dem
Leuchtbakterientest (56 %). Die Spannweite der SKT-Daten im Neufelder Watt ist auch
kleiner als bei den Probenahmeorten Miihlenberger Loch (31 %) und Heuckenlock (37 %) im
StRwasser-Kontakttest. Die hochste Hemmung mit dem SiURwasser-Kontakttest wurde im
Mihlenberger Loch Oberstrom (ML-Os-1) mit 82 % gemessen.

Zusammenfassung der Mittelwert-Beziehungen fiir SKT:
(NF > ML) >HL

Zusammenfassung der Spannweiten-Beziehungen der Biotests fiir die drei Orte:

Miuihlenberger Loch: AT (WR) > AT (Flu) > SKT > LBT
Heuckenlock: AT (Flu) > (SKT ~ AT (WR)) > LBT
Neufelder Watt: AT (Flu) > AT (WR) > LBT > SKT
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Der Leuchtbakterientest hat beim Miihlenberger Loch und bei Heuckenlock die geringsten
Spannweiten und auch beim Neufelder Watt steht der LBT an dritter Stelle. Der
StRkontakttest hat auch geringe Spannweiten und steht damit auBer beim Neufelder Watt
zwischen dem AT und LBT. Der Algenwachstumshemmtest hat in mindestens einem
Endpunkt die héchste Spannweite aller Biotests.

4.3 Betrachtung des Verlaufs der Toxizitdten iliber die Verdiinnungsstufen bei den
verschiedenen Biotests mittels von Clusteranalysen

4.3.1 Beschreibung der Clusteranalyse und der K-means-Analyse

Um Ahnlichkeiten der Verldufe der Verdiinnungsreihen der 22 Proben zu erkennen, wurden
fir die Ergebnisse innerhalb jedes Biotests eine Clusteranalyse und eine K-means-Analyse
mit dem Programm Statistica (Version 6.0) extern von S. Heise durchgefiihrt. Dabei wurden
die Proben in Gruppen (Cluster) nach dhnlichen Verlaufen der Verdiinnungsreihen eingeteilt.
In der Clusteranalyse wurde zundchst ein Baumdiagramm erstellt, wobei das Complete
Linkage-Verfahren mit euklidischen Distanzen, d.h. Verschmelzungsniveaus, gewahlt wurde.
Das Baumdiagramm fir den Endpunkt ,Hemmung der Wachstumsrate” im
Algenwachstumshemmtest ist in Abbildung 12 beispielhaft dargestellt. In dem
Baumdiagramm ist durch den Verbund von Linien zu sehen, welche Proben nach dieser
Analyse in Beziehung zueinander stehen, das heildt in diesem Fall dhnliche Verlaufe der
Verdinnungsreihen aufweisen. Die Anzahl der Cluster wird aus dem Baumdiagramm nach
Plausibilitdt und anhand der GroRe der euklidischen Distanzen abgeschatzt. Die Linkage
Distanz zwischen den Schritten der Verschmelzung sollte nicht zu groR sein, da sie etwas
Uber den Grad der Ahnlichkeiten der Proben der gewihlten Cluster aussagt. Allerdings
erlaubt ein Baumdiagramm nur einen ersten optischen Eindruck der Ahnlichkeiten zwischen
den Proben. In einer K-means-Analyse werden die Proben einer vorgegebenen Anzahl an
Clustern zugeordnet, wobei als Anzahl die aus den Baumdiagrammen abgeschatzte Anzahl
als Orientierungswert genommen wird. Diese Art der Analyse bestimmt die Mittelwerte der
Eigenschaften, die ein jeweiliges Cluster charakterisieren. Die Eigenschaften sind in diesem
Fall die Mittelwerte der Hemmungen in den jeweiligen Verdinnungsstufen. Bei der K-
means-Analyse wurden fir die Clusterbildung maximal 10 Iterationen durchgefiihrt und die
Option der Maximierung der Zwischen-Cluster-Distanzen gewahlt.
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Abbildung 12 Beispiel eines Baumdiagramms fiir 22 Fille als Complete Linkage mit euklidischen Distanzen erstellt aus
den Ergebnissen des Algenwachstumshemmtests (prozentuale Hemmung der Wachstumsrate) der 22 Proben aus dem
Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und dem Neufelder Watt (interne Nummern)

4.3.2 Verlauf der Toxizitdaten der Verdiinnungsstufen des Algenwachstumshemmtests

Die Ergebnisse des Algenwachstumshemmtests der insgesamt 22 Proben aus dem
Mdihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt wurden in
Saulendiagrammen als Toxizitditen der Eluate aus Oberflaichenproben mit ihren
Verdinnungsstufen G1 bis G16 angegeben als prozentuale Hemmung der Wachstumsrate
sowie der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen (T3) dargestellt (siehe Anlage auf CD).

Fir die Ergebnisse der Endpunkte ,Hemmung der Wachstumsrate” und ,Hemmung der
Fluoreszenz nach 3 Tagen” im Algenwachstumshemmtest der Verdinnungsreihen (G1, G2,
G4, G8 und G16) der 22 Proben wurde eine Clusteranalyse durchgefiihrt (Beschreibung der
Clusteranalyse siehe 4.3.1). Bei dem Endpunkt ,Hemmung der Wachstumsrate” im
Algenwachstumshemmtest wurden aus dem Baumdiagramm (siehe 4.3.1) bei einer
euklidischen Distanz von ca. 53 fiir die Verdiinnungsreihen der Proben 5 Cluster gewahlt
(sieche Nummern in Abbildung 12 in 4.3.1). In Tabelle 8 sind die mit der K-means-Analyse
berechneten Mittelwerte der prozentualen Hemmung bzw. Stimulation der Wachstumsrate
der Verdinnungen fir die 5 Cluster wiedergegeben und in Abbildung 13 graphisch
dargestellt. Die Zuordnung der Proben zu den jeweiligen Clustern sind in Tabelle 9
zusammen mit den jeweiligen Hemmungen bzw. Stimulationen aufgeflihrt. Um die
unterschiedlichen Verlaufe in den Verdinnungsreihen zu verdeutlichen, sind diese in
Abbildung 14 exemplarisch dargestellt.
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Tabelle 8 Mittelwerte der Cluster des Algenwachstumshemmtests (Hemmung in % (H%) der Wachstumsrate) der
Verdiinnungsstufen G1, G2, G4, G8 und G16 nach der K-means-Analyse; Clusteranalyse fiir 22 Proben aus dem
Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt

Cluster 1 | Cluster 2 | Cluster 3 | Cluster 4 | Cluster 5
AT-WR H% G1 -124 34 -21 13 67
AT-WR H% G2 -48 -22 -17 4 47
AT-WR H% G4 -39 -51 -16 2 43
AT-WR H% G8 -34 -69 -18 -8 10
AT-WR H% G16 -33 -45 -20 -9 6

Tabelle 9 Ergebnisse des Algenwachstumshemmtests (Hemmung in % (H%) der Wachstumsrate) der Verdiinnungsstufen
G1, G2, G4, G8 und G16 geordnet nach Clustern aus der K-means-Analyse; Clusteranalyse fiir 22 Proben aus dem
Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt (erstellt mit Statistica 6.0)

Interne Standort- ATWR | ATWR | ATWR | ATWR | ATWR
Nr. Beschreibung| G1H% | G2H% | GAH% | G8H% | G16 H%
Cluster 1 |H26-11 | ML-Os-1 -124 -48 -39 -34 -33
Cluster 2 | H36-11 |HL-Os-3 34 -22 -51 -69 -45
H27-11 | ML-Os-2 -12 -8 -17 -19 -13
H28-11 | ML-Os-3 -44 -17 -14 -11 -23
H29-11 | ML-Os-4 -28 -33 -31 -32 -20
Cluster 3 H30-11 | ML-Us-1 -13 -11 -10 -11 -21
H31-11 | ML-Us-2 -32 -22 -22 -29 -25
H32-11 | ML-Us-3 -12 -12 -16 -16 -19
H33-11 | ML-Us-4 -14 -20 -13 -18 -21
H46-11 | NF-WP24-2 -17 -16 -9 -7 -19
H34-11 |HL-Os-1 9 -7 -10 -9 -20
H35-11 |HL-Os-2 2 -7 -3 -6 -3
H37-11 |HL-Os-4 30 16 0 -2 -5
H38-11 |HL-Us-1 16 6 0 -24 -9
Cluster 4 H39-11 |HL-Us-2 34 16 10 -5 -9
H40-11 | HL-Us-3 16 9 -2 -4 -10
H41-11 |HL-Us-4 11 -2 -6 -18 -20
H42-11 | NF-WP20-1 4 -5 12 -11 -13
H45-11 | NF-WP24-1 7 19 17 12 9
H47-11 | NF-WP24-3 -4 -6 1 -11 -5
Cluster 5 H43-11 | NF-WP20-2 73 44 37 7 4
H44-11 | NF-WP20-3 60 51 50 13 9

Das Cluster 1 zeichnet sich durch eine sehr hohe Stimulation des Mittelwerts der Stufe G1
(-124 %) und ein Sinken der Stimulationen mit den Mittelwerten der Proben-
Verdinnungsstufen aus (Abbildung 13).

Bei den Proben des Clusters 2 zeigt auch nur der Mittelwert der Stufe G1 mit 34 % (Tabelle
8) eine relativ hohe Hemmung, wahrend alle anderen Stufen mit Stimulation reagieren. Bei
den Mittelwerten steigt die Stimulation Uber die Verdinnungen G2, G4 und G8, aber die
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Stimulation der héchsten Verdinnung G16 sinkt wieder im Vergleich zu G8. Der Mittelwert
der Verdiinnungsstufe G8 reagiert im Vergleich zu den anderen Proben-Verdiinnungen
mit -69 % mit der groRRten Stimulation der Wachstumsrate.

Die Verdiinnungen der Proben im Cluster 3 reagieren ausschliefllich mit Stimulation. Die
Punkte-Linie der Mittelwerte der Stimulationen der Verdiinnungen verlauft nahezu flach bei
Werten zwischen -21 % und -16 %.

Bei den Proben in Cluster 4 sinken die Mittelwerte der Hemmungen der Verdiinnungen lber
G1, G2 und G4, wahrend die Mittelwerte der zwei hochsten Verdinnungen von G8 nach G16
Stimulationen zeigen (Abbildung 13). Die Mittelwerte der Verdiinnungen G8 und G16 des
Clusters 4 haben mit -8 % und -9 % geringere Stimulationen als bei den Mittelwerten der
Cluster 1, 2 und 3 auftreten.

Bei den Proben aus Cluster 5 (Abbildung 13) reagieren die Verdiinnungen ausschlief3lich mit
Hemmung, die mit zunehmender Verdinnung der Proben absinkt. Beim Cluster 5 sinkt der
Mittelwert der Hemmungen der Verdiinnungen von G4 nach G8 am starksten, wahrend G8
und G16 nahezu gleich sind. Auch bei den Clustern 1, 3 und 4 ist zu erkennen, dass sich der
Mittelwert von G8 zu G16 nur noch wenig verandert.

Zu dem Cluster 1 gehort allein die Probe ML-Os-1 aus dem Mihlenberger Loch von
Oberstrom. Der Wert der Stufe G1 dieser Probe stellt die hochste Stimulation der
Verdinnungsstufen aller Proben dar. Der Cluster 2 wird auch nur durch eine Probe (HL-Os-3)
aus Heuckenlock gebildet. Die Gruppe 3 (Cluster 3) besteht aus der Probe NF-WP-24-2 und
allen Proben aus dem Mihlenberger Loch mit Ausnahme der Probe ML-Os-1. Zu Cluster 4
gehoren drei Proben aus dem Neufelder Watt (NF-WP20-1, NF-WP24-1 und NF-WP24-3) und
alle Proben aus Heuckenlock mit Ausnahme der Probe HL-Os-3. Den Cluster 5 (Abbildung 13)
bilden die beiden Proben NF-W20-2 und NF-WP20-3 aus dem Neufelder Watt. Die Probe
NF-WP20-2 hat mit 73 % der Stufe G1 die hochste Hemmung und die Probe NF-WP20-3 hat
mit 60 % der Stufe G1 die zweithochste Hemmung aller Verdinnungen der 22 Proben
(Tabelle 9).
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Abbildung 13 Diagramm der Mittelwerte der Verdiinnungsstufen (G1, G2, G4, G8, G16) des Algenwachstumshemmtests
(Hemmung in % (H%) der Wachstumsrate (WR)) fiir jeden Cluster berechnet nach der K-means-Analyse; Clusteranalyse
fiir 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt
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Abbildung 14 Ergebnisse des Algenwachstumshemmtests als Hemmung der Wachstumsrate in % der Verdiinnungsstufen
G1, G2, G4, G8 und G16; Darstellung von fiinf Proben exemplarisch fiir die 5 Cluster aus der K-means-Analyse

Um zu ermitteln, ob und wie stark die Verdiinnungsstufen des Algenwachstumshemmtests
(WR) G1, G2, G4, G8 und G16 der einzelnen Proben miteinander korrelieren, d.h. in
Beziehung stehen, wurde eine Korrelationsmatrix (Tabelle 10) mit Microsoft Office Excel
2007 erstellt. In die Berechnungen wurden die Ergebnisse der 22 Proben aus dem
Mdihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt einbezogen. Anhand der
Korrelationskoeffizienten zweier Verdinnungsstufen ist zu sehen, dass Vviele
Verdinnungsstufen mit Werten nahe 1,0 sehr stark miteinander korrelieren. Es handelt sich
dabei um die Konzentrationen der Verdiinnungsstufen, die einander am nachsten sind, z.B.
G2 und G4 (starkste Korrelation mit 0,91). GrofRe Verdiinnungsschritte fliihren zu niedrigeren
Korrelationskoeffizienten wie die Beziehungen G1 zu G4 (0,65), G1 zu G8 (0,37) und G1 zu
G16 (0,55) zeigen. Zusatzlich wurden mit GraphPad Prism 5.04 die P-Werte der
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Korrelationskoeffizienten berechnet und festgestellt, dass nur der P-Wert (Erklarung P-Wert

siehe 4.4) der Beziehung G1 zu G8 grofRer 0,05 ist, das bedeutet, hier ist die Korrelation nicht
signifikant.

Tabelle 10 Korrelationsmatrix der Verdiinnungsstufen G1, G2, G4, G8 und G16 des Algenwachstumshemmtests (AT, WR)

der Toxizitdten als Hemmung in % der 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder
Watt

AT(WR)| G1 G2 G4 G8 G16
G1 1,00
G2 0,84 1,00
G4 0,65 0,91 1,00
G8 0,37 0,71 0,86 1,00
G16 0,55 0,83 0,89 0,87 1,00

Bei dem Endpunkt ,Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen” im Algenwachstumshemmtest
wurden fiir die Verdlinnungsreihen der Proben bei einer euklidischen Distanz von ca. 125
vier Cluster gewahlt (Baumdiagramm nicht dargestellt). In Tabelle 11 sind die mit der K-
means-Analyse berechneten Mittelwerte der prozentualen Hemmung bzw. Stimulation der
Fluoreszenz nach 3 Tagen der Verdinnungen fir die vier Cluster wiedergegeben und in
Abbildung 15 graphisch dargestellt. Die Zuordnung der Proben zu den jeweiligen Clustern
sind in Tabelle 12 zusammen mit den jeweiligen Hemmungen bzw. Stimulationen aufgefiihrt.
Um die unterschiedlichen Verldufe in den Verdiinnungsreihen zu verdeutlichen, sind diese in
Abbildung 16 exemplarisch dargestellt.

Tabelle 11 Mittelwerte der Cluster des Algenwachstumshemmtests (Hemmung in % der Fluoreszenz nach 3 Tagen)

berechnet nach der K-means-Analyse; Clusteranalyse fiir 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und
aus dem Neufelder Watt (erstellt mit Statistica 6.0)

Cluster 1 | Cluster 2 | Cluster 3 | Cluster 4
AT-Flu H% G1 -43 53 92 -5
AT-Flu H% G2 -66 22 88 -17
AT-Flu H% G4 -84 -5 78 -21
AT-Flu H% G8 -74 -43 36 -18
AT-Flu H% G16 -49 2 16 8
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Tabelle 12 Ergebnisse des Algenwachstumshemmtests (Hemmung in % (H%) der Fluoreszenz nach 3 Tagen) der
Verdiinnungsstufen G1, G2, G4, G8 und G16 geordnet nach Clustern aus der K-means-Analyse; Clusteranalyse fiir 22
Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt (erstellt mit Statistica 6.0)

Interne Standort- ATFlu | ATFlu | ATFlu | ATFlu | ATFlu
Nr. beschreibung | G1H% | G2H% | GAH% | G8 H% | G16 H%
H26-11 | ML-Os-1 -5 -97 -128 -67 -60
H27-11 | ML-Os-2 -35 -56 -91 -74 -32
H28-11 |ML-Os-3 -88 -73 -96 -94 -57
H29-11 | ML-Os-4 -63 -88 -104 -97 -7
Cluster 1 H30-11 |ML-Us-1 -56 -43 -58 -54 -60
H31-11 | ML-Us-2 -52 -69 -60 -51 -46
H32-11 |ML-Us-3 -73 -78 -85 -59 -30
H33-11 |ML-Us-4 -76 -89 -90 -54 -55
H34-11 |HL-Os-1 24 -29 -78 -75 -64
H41-11 | HL-Us-4 -7 -34 -53 -110 -78
H36-11 |HL-Os-3 81 37 -11 -22 25
H37-11 |HL-Os-4 66 22 -21 -25 -18
Cluster 2 | H38-11 |HL-Us-1 46 29 6 -50 -9
H39-11 |HL-Us-2 42 1 -20 -95 35
H42-11 | NF-WP20-1 32 21 21 -25 -21
Cluster 3 H43-11 | NF-WP20-2 92 85 72 31 32
H44-11 | NF-WP20-3 92 91 85 42 0
H35-11 | HL-Os-2 -33 -55 -44 -33 5
H40-11 | HL-Us-3 14 1 -32 -30 13
Cluster 4 | H45-11 | NF-WP24-1 18 0 -15 0 29
H46-11 | NF-WP24-2 -9 -8 -9 4 10
H47-11 | NF-WP24-3 -15 -23 -3 -31 -16

Bei allen Proben aus Cluster 1 reagieren alle Verdiinnungsstufen mit Stimulation bis auf die
Verdinnungsstufe G1 der Probe HL-Os-1 mit 24 % Hemmung. Bei dem Cluster 1 ist der
Mittelwert der Stimulation der Verdinnungsstufe G1 am geringsten (-43 %), steigt dann
Uber G2 nach G4 (-84 %) an und sinkt Gber G8 zu G16 (-49 %) wieder (Abbildung 15).

Beim Cluster 2 tritt bei den Verdinnungen der Proben sowohl Stimulation als auch
Hemmung auf, wobei mindestens die Stufen G1 und G2 Hemmung zeigen und G8
Stimulation. Der héchste Mittelwert einer Verdiinnung dieses Clusters liegt bei G1 mit 53 %
Hemmung. Der Mittelwert der Stufe G2 liegt mit 22 % Hemmung niedriger und die Stufen G4
und G8 (-43 %) zeigen eine steigende Stimulation, wahrend G16 wieder mit sehr leichter
Hemmung reagiert.

Die Proben des 3. Clusters reagieren in allen Verdiinnungsstufen mit Hemmung, die mit der
Verdiinnung der Proben absinkt. Der Mittelwert der Verdliinnungsstufe G1 liegt mit 92 % am
hochsten und der Mittelwert der starksten Verdinnung G16 mit 16 % am niedrigsten
(Tabelle 11). Dieses Cluster zeigt im Vergleich zu den anderen Clustern die hochsten
Mittelwerte der Hemmungen der Verdiinnungen. Die Mittelwerte sinken Gber die Stufen G1,

36



G2 und G4 nur wenig ab (A 14 %) im Vergleich zu dem Abfall von G4 zu G8 (A 42 %) und G8
zu G16 (A 20 %).

Der Mittelwert der Verdinnungen der Proben aus Cluster 4 steigt von G1 mit -5%
Stimulation bis G4 (-21 %) an, um dann Uber G8 wieder zu fallen und in G16 eine leichte
Hemmung von 8 % zu zeigen.

Die 8 Proben aus dem Miihlenberger Loch und zwei Proben aus Heuckenlock (HL-Os-1 und
HL-Us-4) bilden den Cluster 1. Der Cluster 2 beinhaltet vier Proben aus Heuckenlock (HL-Os-
3, HL-Os-4, HL-Us-1, HL-Us-2) und die Probe NF-WP20-1 aus dem Neufelder Watt. Die
Proben NF-WP20-2 und NF-WP20-3 machen den 3. Cluster aus. Zu dem Cluster 4 gehéren
die drei Proben aus dem Neufelder Watt am Wegpunkt 24 sowie die Proben HL-Os-2 und HL-
Us-3 aus Heuckenlock (Tabelle 12).

Mittelw erte fir jeden Cluster
200 ‘ :

Hemmung in %

150
100 ¢

50 |

-100 ¢

-150 | 1
—-8— Cluster 1

! | ! | ! —#- Cluster 2
AGI Flu H% G1 AGI-Flu H% G4 AGI-Flu H% G16 —®— Cluster 3
AGI-Flu H% G2 AGI-Flu H% G8 —&— Cluster 4

Variablen

-200

Abbildung 15 Diagramm der Mittelwerte der Verdiinnungsstufen (G1, G2, G4, G8, G16) des Algenwachstumshemmtests
(Hemmung in % (H%) der Fluoreszenz am T3 (Flu)) fiir jeden Cluster berechnet nach der K-means-Analyse; AGI = AT;
Clusteranalyse fiir 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt
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Abbildung 16 Ergebnisse des Algenwachstumshemmtests als Hemmung in % (Fluoreszenz nach 3 Tagen (T3)) der
Verdiinnungsstufen G1, G2, G4, G8 und G16; Darstellung von fiinf Proben exemplarisch fiir die 4 Cluster nach der K-
means-Analyse

Wie fir den Endpunkt ,,Hemmung der Wachstumsrate® wurde auch fiur die ,Hemmung der
Fluoreszenz nach 3 Tagen” eine Korrelationsmatrix (Tabelle 13) erstellt. Auch hier zeigten
sich die starksten Korrelationen bei den nahe beieinander liegenden Konzentrationen, wie
z.B. bei G2 und G4 (0,94). Eine Ausnahme ist dabei die Beziehung G8 zu G16 mit einem
Koeffizienten von 0,57. Die niedrigsten Korrelationskoeffizienten zeigen auflerdem die
Beziehungen G1 zu G8 (0,58), G1 zu G16 (0,56), G2 zu G16 (0,62) und G4 zu G16 (0,62).

Tabelle 13 Korrelationsmatrix der Verdiinnungsstufen G1, G2, G4, G8 und G16 des Algenwachstumshemmtests (AT, Flu)
der Toxizitdten als Hemmung in % der 22 Proben aus dem Mihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder
Watt

AT (Flu) G1 G2 G4 G8 G16
G1 1,00
G2 0,91 1,00
G4 0,78 0,94 1,00
G8 0,58 0,72 0,79 1,00
G16 0,56 0,62 0,62 0,57 1,00

AuBerdem wurde der Korrelationskoeffizient der Toxizitaten der Wachstumsrate und der
Fluoreszenz nach 3 Tagen jeweils der Verdiinnungsstufe G1 der 22 Proben im
Algenwachstumshemmtest berechnet. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,67 und der P-
Wert betragt 0,0007, d.h. er liegt unter 0,001 und die Korrelation ist damit als hdchst
signifikant zu betrachten. Es liegt also eine starke Beziehung zwischen den beiden
ermittelten Endpunkten des Algentests vor.
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4.3.3 Verlauf der Toxizitdten der Verdiinnungsstufen des Leuchtbakterientests

Die Ergebnisse des Leuchtbakterientests der insgesamt 22 Proben aus dem Miuihlenberger
Loch, Heuckenlock und dem Neufelder Watt wurden in Sdulendiagrammen als Toxizitaten
der Eluate aus Oberflaichenproben mit ihren Verdinnungsstufen G1, G2, G3, G4 und G6
angegeben als prozentuale Hemmung der Lumineszenz-Emission dargestellt (siehe Anlage
als CD).

Fir die Ergebnisse des Leuchtbakterientests der Verdiinnungsreihen (G1, G2, G3, G4 und G6)
der 22 Proben wurde eine Clusteranalyse durchgefiihrt (Beschreibung der Clusteranalyse
siehe 4.3.1). Bei einer euklidischen Distanz von ca. 18 wurden fir die Verdliinnungsreihen der
Proben vier Cluster gewahlt (Baumdiagramm nicht dargestellt). In Tabelle 14 sind die mit der
K-means-Analyse berechneten Mittelwerte der prozentualen Hemmung der Verdiinnungen
fiir die vier Cluster wiedergegeben und in Abbildung 17 graphisch dargestellt. Die Zuordnung
der Proben zu den jeweiligen Clustern sind Tabelle 15 zusammen mit den jeweiligen
Hemmungen bzw. Stimulationen aufgefiihrt. Um die unterschiedlichen Verldaufe in den
Verdiinnungsreihen zu verdeutlichen, sind diese in Abbildung 18 exemplarisch dargestellt.

Tabelle 14 Mittelwerte in Hemmung in % (H%) der Cluster des Leuchtbakterientests der Verdiinnungsstufen G1, G2, G3,
G4 und G6 berechnet nach der K-means-Analyse (erstellt mit Statistica 6.0)

Cluster 1 | Cluster 2 | Cluster 3 | Cluster 4
LBT -G1 H% 34 20 11 64
LBT -G2 H% 21 11 6 46
LBT -G3 H% 14 1 35
LBT -G4 H% 10 1 27
LBT -G6 H% 9 1 1 21
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Tabelle 15 Ergebnisse des Leuchtbakterientests in Hemmung in % (H%) der Verdiinnungsstufen G1, G2, G3, G4 und G6
geordnet nach Clustern aus der K-means-Analyse; Clusteranalyse fiir 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus
Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt (erstellt mit Statistica 6.0)

Interne | Standort- LBT-G1 | LBT-G2 | LBT-G3 | LBT-G4 | LBT-G6
Nr. Beschreibung H% H% H% H% H%
Cluster 1 |H26-11 | ML-0OS-1 34 21 14 10 9
H27-11 | ML-0S-2 19 12 -1 -2 -5
H29-11 | ML-0S-4 22 11 6 3 2
H34-11 |HL-0S-1 16 7 4 4 4
H35-11 |HL-0S-2 16 10 5 3 2
H36-11 |HL-0S-3 22 10 4 2 3
Cluster 2 |H37-11 |HL-0S-4 21 9 5 1 1
H39-11 |HL-US-2 19 16 0 -1 -2
H41-11 |HL-US-4 19 11 8 4 3
H42-11 | NF-WP20-1 23 11 7 5
H45-11 | NF-WP24-1 17 8 3 2
H46-11 | NF-WP24-2 20 14 3 2
H28-11 | ML-0S-3 6 1 -3 -4 -3
H30-11 | ML-US-1 11 6 -2 -2 -2
H31-11 | ML-US-2 11 7 3 1 0
Cluster 3 H32-11 | ML-US-3 11 5 5 1
H33-11 | ML-US-4 11 6 -1 -2 0
H38-11 |HL-US-1 11 7 1 5
H40-11 | HL-US-3 13 6 3 1
H47-11 | NF-WP24-3 11 7 5 5
H43-11 | NF-WP20-2 67 49 36 28 20
Cluster 4
H44-11 | NF-WP20-3 60 42 33 27 22

Die Proben-Gruppe 4 (Cluster 4) hat die hochsten Mittelwerte der Toxizitdten der
Verdiinnungen, Cluster 1 die zweitgroRten, Cluster 2 die drittgroBten und Cluster 3 zeigt die
geringsten (Tabelle 14). Bei allen Clustern sinkt der Mittelwert der Hemmungen mit der
Verdiinnung der Probe, nur bei Cluster 3 bleibt der Mittelwert der héchsten Verdliinnungen
G3, G4 und G6 mit ca. 1% Hemmung auf gleichem Niveau. Bei allen Clustern ist der
Unterschied der Mittelwerte bei den geringsten Verdinnungen von G1 zu G2 und von G2 zu
G3 am grofliten und bei den hochsten Verdinnungen wird die Punkte-Linie flacher. Die
Mittelwerte des Clusters 4 haben die groRte Differenz zwischen G1 und G6 (43 %), die des
Clusters 1 haben die zweitgrofRte mit 25 %, die des Clusters 2 die drittgrofSte mit 18 % und
die des Clusters 3 ist mit 10 % am kleinsten. Man kann also sagen, je hoher die Mittelwerte
der Toxizitaten der Verdinnungen eines Clusters sind, desto groRer ist die Differenz
zwischen G1 und G6.

Zu Cluster 1 gehort allein die Probe ML-Os-1 (Abbildung 18) und der Cluster 4 wird durch die
beiden Proben NF-WP20-2 (Abbildung 18) und NF-WP20-3 gebildet. Alle vier Proben von
Heuckenlock-Oberstrom gehodren u.a. dem Cluster 2 an und alle vier Proben vom
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Mdihlenberger Loch-Unterstrom gehoren u.a. dem Cluster 3 an (Proben geordnet nach
Clustern siehe Tabelle 15.

Mittelwerte fur jeden Cluster
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Abbildung 17 Diagramm der Mittelwerte der Verdiinnungsstufen (G1, G2, G3, G4, G6) des Leuchtbakterientests (LBT) als
Hemmung in % fiir jeden Cluster berechnet nach der K-means-Analyse; Clusteranalyse fiir 22 Proben aus dem
Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt
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Abbildung 18 Ergebnisse des Leuchtbakterientests als Hemmung in % der Verdiinnungsstufen G1, G2, G3, G4 und G6;
Darstellung der Verdiinnungsreihen von vier Proben exemplarisch fiir die 4 Cluster aus der K-means-Analyse

In Abbildung 18 zeigen alle vier Proben das gleiche Muster des Verlaufs der Verdiinnungen,
das heil’t die Hemmung sinkt mit der Verdiinnung der Probe. In Abbildung 19 ist anhand der
Proben ML-Os-2 und HL-Us-1 zu sehen, dass die Verldaufe der Verdiinnungen auch anders als
in Abbildung 18 verlaufen kénnen. Bei der Probe HL-Us-1 steigt die Hemmung der geringsten
Konzentration G6 wieder etwas an im Vergleich zu den héheren Konzentrationen G4 (A 3 %)
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und G3 (A 4 %). Bei der Probe ML-Os-2 zeigen nur G1 und G2 Hemmung und G3, G4 und G6
reagieren mit Stimulation.

Leuchtbakterientest mit Vibrio fischeri
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Abbildung 19 Ergebnisse des Leuchtbakterientests mit Vibrio fischeri angegeben als prozentuale Hemmung der
Lumineszenz mit StiBwasser Eluat; Vergleich der Verdiinnungsreihen (G1, G2, G3, G4 und G6) von zwei Proben

In Abbildung 20 werden die unterschiedlichen Verhaltnisse der Verdinnungsstufe G1 zu G2
bei zwei Proben aus Heuckenlock des Clusters 2 miteinander verglichen. Bei der Probe HL-
Os-3 betragt die Hemmung von G2 nur 44 % von G1 und bei der Probe HL-Us-2 betragt die
Hemmung von G2 84 % von G1. Bei der Einteilung der Cluster spielt dieser Unterschied
jedoch keine Rolle, da die beiden Proben dem gleichen Cluster angehoren.
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Abbildung 20 Ergebnisse des Leuchtbakterientests mit Vibrio fischeri angegeben als prozentuale Hemmung der
Lumineszenz mit StiBwasser Eluat; Vergleich der 2 Verdiinnungsstufen G1 und G2 bei zwei Proben aus Heuckenlock

In den Ergebnissen der Biotests (Tabelle 15) fallt auf, dass es bei den Proben aus dem
Mihlenberger Loch mehrere Proben mit Stimulation gibt, bei Heuckenlock gibt es nur eine
Probe mit Stimulation und im Neufelder Watt gibt es keine Probe mit Stimulation.

Die geringste Konzentration der Stufe G6 der Probe ML-Os-1 hat eine Hemmung von 9 %, die
fast so grol} ist wie die Hemmung der hdchsten Konzentration G1 der Proben aus dem
Mihlenberger Loch - Unterstrom.
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Um zu ermitteln, ob und wie stark die Verdiinnungsstufen des Leuchtbakterientests G1, G2,
G3, G4 und G6 der einzelnen Proben miteinander korrelieren, d.h. in Beziehung stehen,
wurde eine Korrelationsmatrix (Tabelle 16) mit Microsoft Office Excel 2007 erstellt. In die
Berechnungen wurden die Ergebnisse der 22 Proben aus dem Mihlenberger Loch, aus
Heuckenlock und aus dem  Neufelder Watt einbezogen. Anhand der
Korrelationskoeffizienten, die nahe bei 1,0 liegen, kann zwischen allen Verdiinnungsstufen
eine starke Korrelation festgestellt werden. Daher wird es als ausreichend angesehen in den
weiteren Betrachtungen der Ergebnisse nur die Verdliinnungsstufe G1 zu verwenden.

Tabelle 16 Korrelationsmatrix der Verdiinnungsstufen G1, G2, G3, G4 und G6 des Leuchtbakterientests (LBT) der
Toxizitaten als Hemmung in % der 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt

LBT Gl G2 G3 G4 G6
G1 1,00

G2 0,98 1,00

G3 0,96 0,94 1,00

G4 0,94 0,93 0,99 1,00

G6 0,89 0,87 0,96 0,98 1,00

4.3.4 Verlauf der Toxizitdten der  Verdiinnungsstufen des SiiBwasser-
Bakterienkontakttests

Die Ergebnisse des Sifwasser-Bakterienkontakttests der insgesamt 22 Proben aus dem
Miuhlenberger Loch, Heuckenlock und dem Neufelder Watt sind in Sdaulendiagrammen als
Toxizitaten der Oberflachensediment-Proben mit ihren Verdliinnungsstufen angegeben als
prozentuale Hemmung der Dehydrogenaseaktivitat dargestellt (siehe Anlage auf CD). Die
Proben des Mihlenberger Lochs wurden nach der alten Arbeitsvorschrift mit den
Verdiinnungsstufen GO, G1, G2 und G4 gemessen und die Proben aus Heuckenlock und aus
dem Neufelder Watt wurden nach der neuen Arbeitsvorschrift mit den Verdiinnungsstufen
GO, G2, G4 und G8 gemessen. Die alte und die neue Arbeitsvorschrift unterscheiden sich nur
durch die Verdiinnungsstufen. Um eine Vergleichbarkeit zwischen allen Proben herzustellen,
werden im Folgenden nur die Verdiinnungsstufen GO, G2 und G4 verwendet.

Fir die Ergebnisse des SuBwasser-Bakterienkontakttests der Verdinnungsreihen (GO, G2
und G4) der 22 Proben wurde eine Clusteranalyse durchgefiihrt (Beschreibung der
Clusteranalyse siehe 4.3.1). Bei einer euklidischen Distanz von ca.37 wurden flr die
Verdinnungsreihen der Proben drei Cluster gewahlt (Baumdiagramm nicht dargestellt). In
Tabelle 17 sind die mit der K-means-Analyse berechneten Mittelwerte der prozentualen
Hemmung der Verdiinnungen fir die drei Cluster wiedergegeben und in Abbildung 21
graphisch dargestellt. Die Zuordnung der Proben zu den jeweiligen Clustern sind in Tabelle
18 zusammen mit den jeweiligen Hemmungen bzw. Stimulationen aufgefiihrt. Um die
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unterschiedlichen Verlaufe in den Verdinnungsreihen zu verdeutlichen, sind diese in

Abbildung 22 exemplarisch dargestellt.

Tabelle 17 Mittelwerte in Hemmung in % (H%) der Cluster des SiiBwasser-Bakterienkontakttests der Verdiinnungsstufen

GO, G2, und G4 berechnet nach der K-means-Analyse (erstellt mit Statistica 6.0)

Cluster1 | Cluster2 | Cluster3
SKT H% GO 70 29 53
SKT H% G2 65 25 51
SKT H% G4 54 29 38
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Tabelle 18 Ergebnisse des SiiBwasser-Bakterienkontakttests (SKT) als Hemmung in % (H%) der Verdiinnungsstufen G0, G2
und G4 geordnet nach Clustern aus der K-means-Analyse; Clusteranalyse fiir 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus
Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt (erstellt mit Statistica 6.0)

Interne Standort- SKT H% SKT H% SKT H%
Nr. Beschreibung GO G2 G4
H26-11 | ML-0S-1 82 69 50
H28-11 | ML-0S-3 65 61 47
H29-11 | ML-0S-4 70 64 51
Cluster 1 H42-11 | NF-WP20-1 66 61 53
H43-11 | NF-WP20-2 71 68 63
H44-11 | NF-WP20-3 68 71 56
H46-11 | NF-WP24-2 70 61 52
H47-11 | NF-WP24-3 65 64 57
H34-11 |HL-0S-1 24 28 21
Cluster 2 H37-11 |HL-0S-4 34 12 20
H38-11 |HL-US-1 16 34 37
H40-11 |HL-US-3 43 28 38
H27-11 | ML-0S-2 65 65 29
H30-11 | ML-US-1 57 55 28
H31-11 | ML-US-2 55 56 43
H32-11 | ML-US-3 54 52 43
H33-11 | ML-US-4 51 55 45
Cluster 3
H35-11 |HL-0S-2 49 37 27
H36-11 |HL-0S-3 53 34 38
H39-11 |HL-US-2 40 55 42
H41-11 |HL-US-4 49 47 39
H45-11 | NF-WP24-1 56 55 48

In allen Clustern des Siilwasser-Bakterienkontakttests reagieren alle Verdiinnungsstufen mit
Hemmung. Der Cluster 1 zeigt die hochsten Mittelwerte der Toxizitdten der
Verdiinnungsstufen, Cluster 3 die zweitgrofSten und Cluster 2 zeigt mit gréRerem Abstand
die geringsten. Bei den Clustern 1 und 3 sinkt der Mittelwert der Hemmungen mit der
Verdinnung der Probe. Die Mittelwerte der Stufen GO und G2 im Cluster 3 sind nahezu
gleich bei etwas tber 50 % und beim nachsten Konzentrationsschritt von G2 zu G4 sinkt der
Mittelwert starker ab (A 13 %). Bei Cluster 2 liegt der Mittelwert der Verdlinnungsstufe G2
mit 25 % Hemmung niedriger als bei GO und G4, die beide bei einem Mittelwert von 29 %
Hemmung liegen.

Auffallig ist, dass das Cluster 2 ausschlieBlich von vier Proben aus Heuckenlock gebildet wird,
wobei zwei Proben von Oberstrom stammen und zwei Proben von Unterstrom. Aullerdem
wurden dem Cluster 1 u. a. alle Proben aus dem Neufelder Watt bis auf die Probe NF-WP24-
1 zugeordnet (Tabelle 18).
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Abbildung 21 Diagramm der Mittelwerte als Hemmung in % (H%) der Verdiinnungsstufen (GO, G2, G4) des SiiBwasser-
Bakterienkontakttests (SKT) fiir jeden Cluster berechnet nach der K-means-Analyse; Clusteranalyse fiir 22 Proben aus
dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt

Fir jeden der 3 Cluster ist in Abbildung 22 die Verdiinnungsreihe mit GO, G2 und G4 einer
Probe exemplarisch dargestellt. Bei den Proben ML-Os-1 (Cluster 1) und ML-Us-3 (Cluster 3)
in Abbildung 22 sinken die Hemmungen mit der Verdlinnung der Probe. Die Probe HL-Us-3
(Cluster 2) ist jedoch ein Beispiel dafiir, dass dieses Muster nicht bei allen Proben auftritt,
denn bei dieser Probe ist G2 kleiner als GO und G4. Die Proben aus dem Neufelder Watt
haben mit Ausnahme der Probe NF-WP20-3 (Cluster 1) einen absinkenden Verlauf der
Hemmungen liber GO, G2 und G4 (Tabelle 18). Auch die Proben aus dem Miihlenberger Loch
haben mit Ausnahme der Proben ML-Us-2 und ML-Us-4 (beide Cluster 3) einen absinkenden
Verlauf der Hemmungen tGber GO, G2 und G4 (Tabelle 18). Bei den Proben aus Heuckenlock
zeigen nur die zwei Proben HL-Os-2 und HL-Us-4 (beide Cluster 3) einen absinkenden Verlauf
und alle anderen Verdiinnungsreihen sind unregelmaRig (Tabelle 18).

SiiBwasser-Kontakttest mit Arthrobacter globiformis
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Abbildung 22 Ergebnisse des SiiBwasser-Bakterienkontakttests angegeben als prozentuale Hemmung der
Dehydrogenaseaktivitit; Darstellung der Verdiinnungsreihe von drei Proben exemplarisch fiir die 3 Cluster aus der K-
means-Analyse
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Um zu ermitteln, ob und wie stark die Verdiinnungsstufen des SiBwasser-
Bakterienkontakttests (SKT) GO, G2 und G4 der einzelnen Proben miteinander korrelieren,
d.h. in Beziehung stehen, wurde eine Korrelationsmatrix (Tabelle 19) mit Microsoft Office
Excel 2007 erstellt. In die Berechnungen wurden die Ergebnisse der 22 Proben aus dem
Miuhlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt einbezogen. Die
Verdiinnungsstufen GO und G2 zeigen mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,82 eine
starke Korrelation, wahrend die Korrelationskoeffizienten GO zu G4 (0,66) und G2 zu G4
(0,76) etwas geringer sind.

Tabelle 19 Korrelationsmatrix der Verdiinnungsstufen GO, G2 und G4 des SiiBwasser-Bakterienkontakttests (SKT) der
Toxizitaten als Hemmung in % der 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt

SKT GO G2 G4
GO 1,00

G2 0,82 1,00

G4 0,66 0,76 1,00

4.4 Variation der Toxizitdit an den Probenahmestationen mit Betrachtung der
verschiedenen Biotests

4.4.1 Variation der Toxizitdit an den Probenahmestationen - Mittelwert und
Standardabweichung

In Kapitel 4.2 wurden bereits die drei Probenahmeorte Miihlenberger Loch, Heuckenlock
und Neufelder Watt anhand von Spannweiten und Mittelwerten, berechnet aus allen
Werten eines Orts, unter Betrachtung der verschiedenen Biotests miteinander verglichen,
um einen ersten Eindruck des Unterschieds der Wertebereiche der Orte zu vermitteln. In
diesem Kapitelabschnitt werden dagegen die einzelnen Probenahmestationen Ober- und
Unterstrom vom Mihlenberger Loch, Ober- und Unterstrom von Heuckenlock und
Wegpunkt 20 und 24 vom Neufelder Watt anhand von Mittelwert und Standardabweichung
miteinander verglichen. Mittels der Standardabweichung wird die Variation der Toxizitaten
der drei bis vier Sedimentproben von einer Probenahmestation betrachtet. Die
Berechnungen wurden fir jede Station aus der Hemmung der Wachstumsrate (AT, WR)
sowie der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen (AT, Flu) im Algenwachstumshemmtest,
der Hemmung im Leuchtbakterientest und im StBwasser-Bakterienkontakttest durchgefiihrt
(Tabelle 20, Tabelle 21, Tabelle 22 und Tabelle 23).
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Tabelle 20 Variation der Toxizitit der Wachstumsrate des Algenwachstumshemmtests (AT) an den
Probenahmestationen, Mittelwert und Standardabweichung in % Hemmung
ML-Os ML-Us HL-Os HL-Us NF-WP20 | NF-WP24
AT (WR) | AT(WR) | AT(WR) | AT(WR) | AT(WR) | AT(WR)
H% G1 H% G1 H% G1 H% G1 H% G1 H% G1
Anzahl der Werte 4 4 4 4 3 3
Mittelwert -52 -18 19 19 46 -4
Standardabweichung 50 9 15 10 37 12

Tabelle 21 Variation der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen (Toxizitdt) des Algenwachstumshemmtests (AT) an den
Probenahmestationen, Mittelwert und Standardabweichung in % Hemmung

ML-Os ML-Us HL-Os HL-Us NF-WP20 | NF-WP24
AT (Flu) AT (Flu) AT (Flu) AT (Flu) AT (Flu) AT (Flu)
H% G1 H% G1 H% G1 H% G1 H% G1 H% G1
Anzahl der Werte 4 4 4 4 3 3
Mittelwert -47 -64 35 24 72 -2
Standardabweichung 36 12 51 25 35 18

Tabelle 22 Variation der Toxizitdt des Leuchtbakterientests (LBT) an den Probenahmestationen, Mittelwert und
Standardabweichung in % Hemmung

ML-Os LBT | ML-Us LBT | HL-Os LBT | HL-Us LBT | NF-WP20 | NF-WP24

H% G1 H% G1 H% G1 H% G1 LBT H% G1 | LBT H% G1
Anzahl der Werte 4 4 4 4 3 3
Mittelwert 20 11 19 15 50 16
Standardabweichung 11 0,3 3 4 24 5

Tabelle 23 Variation der Toxizitdt des SiiBwasser-Bakterienkontakttests (SKT) an den Probenahmestationen, Mittelwert
und Standardabweichung in % Hemmung

ML-Os SKT | ML-Us SKT | HL-Os SKT | HL-Us SKT | NF-WP20 | NF-WP24

H% GO H% GO H% GO H% GO | SKT H% GO | SKT H% GO
Anzahl der Werte 4 4 4 4 3 3
Mittelwert 71 54 40 37 68 64
Standardabweichung 8 2 14 14 3 8

Bei einem Vergleich der Mittelwerte der Proben von einer Station fallt auf, dass beim
Leuchtbakterientest (Tabelle 22) und beim SuBwasser-Kontakttest (Tabelle 23) der
Mittelwert von Mihlenberger Loch-Oberstrom sowie von Heuckenlock-Oberstrom groRer ist
als der Mittelwert jeweils von Unterstrom. Besonders hoch ist dieser Unterschied der
Mittelwerte von ML-Os zu ML-Us im SitfBwasser-Kontakttest mit 17 % Hemmung. Bei der
Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen im Algentest ist der Mittelwert von HL-Os auch
grofRer als HL-Us (A11 %) und der Mittelwert der Stimulation ist bei ML-Os geringer als bei
ML-Us (A17 %). Bei der Wachstumsrate im Algentest ist der Mittelwert von HL-Os gleich dem
von HL-Us. Bei den Proben aus dem Neufelder Watt fallt auf, dass der Mittelwert der Station

48



NF-WP20 bei allen Tests jeweils groRer ist als bei der Station NF-WP24. Dieser Unterschied
ist auBer beim SuBwasser-Kontakttest sehr hoch (bis zu A74 %). Beim Algentest liegt der
Mittelwert der Station NF-WP24 sogar unter den Mittelwerten der beiden Stationen in
Heuckenlock und beim LBT liegt der Mittelwert der Station NF-WP24 im Bereich der
Stationen in Heuckenlock. Die Mittelwerte der Stationen ML-Os und ML-Us zeigen im
Algentest Stimulation. Bei der Station ML-Os liegt im SiiRwasser-Kontakttest der hochste
Mittelwert mit 71 % der Stationen, die Mittelwerte der Stationen NF-WP20 (68 %) und NF-
WP24 (64 %) sind am zweitgroRten und die Mittelwerte der Stationen in Heuckenlock sind
am geringsten (HL-Os:40 %, HL-Us: 37 %). Der Mittelwert der Station ML-Us ist mit 54 %
groler als die Mittelwerte in Heuckenlock, aber kleiner als die Mittelwerte im Neufelder
Watt.

Vergleicht man die Standardabweichungen der verschiedenen Probenahmestationen und
verschiedenen Biotests miteinander, so stellt man fest, dass die geringsten
Standardabweichungen der Leuchtbakterientest (ML-Us: 0,3 %, HL-Os: 3 %, HL-Us: 4 %, NF-
WP24: 5%) in Tabelle 22 und der SiRwasser-Kontakttest (ML-Us: 2 %, NF-WP20: 3 %) in
Tabelle 23 aufweisen. Solche geringen Standardabweichungen sind beim Algentest bei
keiner Station zu finden, hier zeigen sich sogar bei der Wachstumsrate bei den Stationen ML-
Os (50 %) und NF-WP20 (37 %) und bei der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen bei den
Stationen ML-Os (36%), HL-Os (51%) wund NF-WP20 (35%) die groRten
Standardabweichungen aller Stationen. Auch im Leuchtbakterientest haben ML-Os mit 11 %
und NF-WP20 mit 24 % die groflten Standardabweichungen. Im SuBwasser-Kontakttest
haben die Stationen in Heuckenlock mit 14 % die groBten Standardabweichungen. Die grofl3e
Standardabweichung der Probenahmestation NF-WP20 des Neufelder Watts im Algentest ist
damit zu erklaren, dass die zwei Werte 60 % und 73 % der Proben NF-WP20-2 und NF-WP20-
3 deutlich hoher als der dritte Wert 4 % der Probe NF-WP20-1 liegen (Tabelle 9 in 4.3.2).
Auch beim Leuchtbakterientest sind bei der Station NF-WP20 die zwei Hemmungen 60 %
und 67 % (NF-WP20-2 und NF-WP20-3) deutlich groRer als der dritte Wert 23 % der Probe
NF-WP20-1 (Tabelle 15 in 4.3.3). Bei allen drei Tests ist die Standardabweichung der Werte
vom Mihlenberger Loch-Oberstrom hoher als die der Werte vom Mihlenberger Loch-
Unterstrom. Beim Algentest ist auch bei Heuckenlock-Oberstrom die Standardabweichung
grofRer als bei Heuckenlock-Unterstrom (A 5,3 %). Beim Leuchtbakterientest und beim
Algentest ist die Standardabweichung der Station NF-WP20 des Neufelder Watts grofer als
die der Station NF-WP24 (AT: A 25 %, LBT: A 19 %). Beim Mihlenberger Loch Oberstrom liegt
im Leuchtbakterientest der dritthdchste Wert aller Hemmungen bei der Probe ML-Os-1 mit
34 % nach den beiden Proben aus dem Neufelder Watt.
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4.4.2 Variation der Toxizitit an den Probenahmestationen - zweifaktorielle

Varianzanalyse (Two-way-Anova)

Mit der Software GraphPad Prism 5.04 wurde die Varianzanalyse ,Two-way-Anova“
durchgefiihrt, um signifikante Unterschiede der Mittelwerte unter Einbeziehung der
Varianzen der normalisierten Toxizitaten der einzelnen Probenahmestationen, von denen
Sedimentproben mit drei verschiedenen Biotests gemessen wurden, festzustellen. Bei der
zweifaktoriellen Varianzanalyse ,Two-way-Anova“ (Anova = analysis of variance) wird ein
Vergleich der Mittelwerte zwischen mehreren Gruppen vorgenommen, die von zwei
Eigenschaften beeinflusst werden. Fiir die Analyse wird die Varianz der Mittelwerte zwischen
den Gruppen mit den Varianzen der Werte innerhalb der einzelnen Gruppen in Beziehung
gesetzt. Eine Gruppe besteht in diesem Fall aus den Toxizitdten der drei bis vier Proben von
einer Probenahmestation. Die erste Eigenschaft, durch die die Gruppe beeinflusst wird, ist
die Probenahmestation und die zweite Eigenschaft ist das Biotestsystem, das entweder der
Algenwachstumshemmtest (G1 der Wachstumsrate (WR) oder der Fluoreszenz nach 3 Tagen
(Flu)), der Leuchtbakterientest (G1) oder der StiRwasser-Kontakttest mit den Verdiinnungen
GO, G2 oder G4 sein kann. Es gibt also 2 Varianten an Kombinationen der Biotestergebnisse,

auf welche die Two-way-Anova angewendet wurde (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24 Biotestergebnis-Kombinationen, fiir welche die Two-way-Anova angewendet wurde; AT Flu H% G1 =
Hemmung in % der Fluoreszenz nach 3 Tagen der Verdiinnungsstufe G1 im Algenwachstumshemmtest; AT WR H% G1 =
Hemmung in % der Wachstumsrate der Verdiinnungsstufe G1 im Algenwachstumshemmtest; LBT H% G1 = Hemmung in
% der Verdiinnungsstufe G1 im Leuchtbakterientest; SKT H% GO, G2 bzw. G4 = Hemmung in % der Verdiinnungsstufen
GO0, G2 bzw. G4 im SiiBwasser-Bakterienkontakttest

Kombination 1

Kombination 2

AT Flu H% G1

AT WR H% G1

LBT H% G1 LBT H% G1
SKT H% GO SKT H% GO
SKT H% G2 SKT H% G2
SKT H% G4 SKT H% G4

Wie hoch die statistische Signifikanz ist, wird nach dem P-Wert (Signifikanzniveau oder
Uberschreitungswahrscheinlichkeit) entschieden. Je kleiner der P-Wert ist, desto groRer ist
die Wahrscheinlichkeit, dass tatsachlich Unterschiede der Gruppen bestehen, das heilt, dass
die Nullhypothese nicht zutrifft. Die Nullhypothese besagt, dass keine Unterschiede
zwischen den Gruppen bestehen. Ab einem P-Wert groRer 0,05 spricht man davon, dass die
Unterschiede zwischen den Gruppen statistisch signifikant sind, d.h. die Wahrscheinlichkeit
sehr gering ist, dass sie nicht durch Zufall zustande gekommen sind. Es gibt also immer eine
bestimmte Irrtumswahrscheinlichkeit fir das Ergebnis ,signifikant” sowie auch ein
bestimmtes Risiko, dass das Ergebnis , nicht signifikant” falsch ist. Die weiteren Bedeutungen

des P-Werts sind in Tabelle 25 aufgefiihrt.
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Tabelle 25 Bedeutung des P-Werts (Precht, et al., 1993); k.A. = keine Angabe

Abk. der
P-Wert Bedeutung Bedeutung |

> 0,05 nicht signifikant | ns
< 0,05 signifikant *
< 0,01 hoch signifikant | **

hdéchst
< 0,001 signifikant o

k.A. in Precht et
< 0,0001 al. 1993 e

Das Programm GraphPad Prism 5.04 zeigt auBerdem eine Signifikanz mit 4 Sternchen (****)
mit einem P-Wert <0,0001 an, die in der Literatur nicht erklart wird. Deshalb werden 4
Sternchen in dieser Arbeit als ,,mehr als hochst signifikant” definiert.

Voraussetzung flir die Durchfiihrung einer Varianzanalyse ist eine Normalverteilung der
Grundgesamtheit der Werte. Mit GraphPad Prism 5.04 wurde mit dem ,D'Agostino &
Pearson omnibus normality test” ermittelt, dass die Toxizitdtswerte dieser Arbeit der
Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen im Algenwachstumshemmtest und des Siilwasser-
Bakterienkontakttests normalverteilt sind. Far die Wachstumsrate im
Algenwachstumshemmtest liegt nur eine Normalverteilung bei Weglassen eines Wertes vor
und das bedeutet, dass eine Annahrung an die Normalverteilung besteht. Da die Werte des
Leuchtbakterientests dieser Arbeit nicht normalverteilt sind, wurde eine groRere
Grundgesamtheit getestet. Hierflir wurden die Biotest-Daten der TU-Hamburg-Harburg und
der HAW Hamburg hinzugenommen, jedoch wurde auch in dieser Grundgesamtheit keine
Normalverteilung festgestellt. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die Abweichungen von
der Normalverteilung gering sind, denn es wurde ermittelt, dass die Mittelwerte von
zufalligen Untergruppen der Grundgesamtheit des Leuchtbakterientests normalverteilt sind.
Der zentrale Grenzwertsatz (central limit theorem) der Statistik besagt, dass die Two-way-
Anova bei einer groBen Anzahl Werten stabil gegeniber Abweichungen von der
Normalverteilung ist und dabei eine Anzahl von 10 Proben meist ausreicht, d.h. mit 22
Proben pro Test sollte die Anova stabil sein. Flir nicht normalverteilte Daten werden in der
Literatur nicht-parametrische Tests empfohlen, jedoch gibt es bei diesen Tests eine
geringere Gute, falls Zweifel bestehen, dass die Normalverteilung doch vorliegt (Precht, et
al., 1993). In dieser Arbeit wurde wegen der genannten Griinde auf einen nicht-
parametrischen Test verzichtet. Um zu verhindern, dass ein Test, der eine hdohere
Reaktionsbreite und damit auch hohere Werte besitzt, einen starkeren Einfluss in den
Anova-Berechnungen erhalt als ein Test, bei dem bereits kleine Unterschiede in den Werten
groRBe Bedeutung haben, wurden die 22 Daten jeweils eines Biotests mit GraphPad Prism
5.04 normalisiert. Dabei wurde der niedrigste Wert eines Datensatzes auf 0 % und der
hochste Wert auf 100 % gesetzt. Die Gbrigen Werte dazwischen wurden den Prozentzahlen
zwischen 0 % und 100 % entsprechend zugeordnet.

Die folgenden Fragen kdnnen mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse wie folgt beantwortet
werden (,,K1“ = Biotestergebnis-Kombination 1 mit Endpunkt ,,Hemmung der Fluoreszenz
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nach 3 Tagen“;, ,K2“ = Biotestergebnis-Kombination 2 mit Endpunkt ,Hemmung der
Wachstumsrate” in Tabelle 24):

e Hat die Wahl der Probenahmestation einen Einfluss auf das Ergebnis?
o Aussage des P-Werts (K1 und K2): Ja, mehr als hochst signifikant (****)
o 28,7 % (K1 mit Flu) /27,7 % (K2 mit WR) der Griinde fur die Unterschiede in den
Ergebnissen der Gruppen gehen auf die Probenahmestationen zurick.
e Hat die Wahl des Biotests einen Einfluss auf das Ergebnis?
o Aussage des P-Werts (K1 und K2): Ja, mehr als hochst signifikant (****)
o 22,5% (K1 mit Flu)/27,3 % (K2 mit WR) der Griinde fir die Unterschiede in den
Ergebnissen der Gruppen gehen auf die Biotests zurick.
e Stehen die beiden Einflisse ,,Probenahmestation” und ,Biotest” in Wechselwirkung
(Interaktion) zueinander?
o Aussage des P-Werts (K1 und K2): Ja, mehr als hochst signifikant (****)
o 27,9 % (K1 mit Flu)/24 % (K2 mit WR) der Grunde fiir die Unterschiede in den
Ergebnissen der Gruppen gehen auf die Interaktionen der beiden Einflisse
zuriick.

Die signifikanten Interaktionen (Wechselwirkungen) zwischen den zwei Eigenschaften
,Biotest” und ,Probenahmestation” bedeuten, dass sich die beiden Eigenschaften nicht
immer gleich zueinander verhalten. Die Trends in den Biotests sind also unterschiedlich bei
den einzelnen Probenahmestationen. Anhand der oben angegebenen Aussagen der P-Werte
kann jedoch nicht interpretiert werden, wie die Unterschiede von , Biotests” untereinander
und von ,,Probenahmestationen” untereinander genau aussehen. Daher wurden zusatzlich
Bonferroni Post-Hoc-Tests angewendet. Mit den Post-Tests wird der Mittelwert von jeder
Probenahmestation mit jedem Mittelwert der tGbrigen Probenahmestationen verglichen und
die Signifikanzen der Unterschiede berechnet. In Tabelle 26 und Tabelle 27 werden als
Ergebnisse der Post-Tests jeweils zwei Probenahmestationen gegenibergestellt und es ist
aufgefiihrt, ob und in welchen Biotests sich die beiden Probenahmestationen signifikant, d.h.
deutlich erkennbar, unterscheiden und mit welcher Hohe der Signifikanz. Mit den Post-Tests
kann folgende Frage beantwortet werden:

e Bei welchen Biotests gibt es signifikante Unterschiede zwischen welchen
Probenahmestationen?
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Tabelle 26 Ergebnisse der Two-way-Anova nach Biotestergebnisse-Kombination 1 (Tabelle 24) mit der Messung der
Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen (Flu) des Algenwachstumshemmtests (AT G1); LBT G1 = 1. Verdiinnungsstufe G1
im Leuchtbakterientest, SKT GO, G2 bzw. G4 = Verdiinnungsstufe GO, G2 bzw. G4 im SiiBwasser-Bakterienkontakttest; ML
= Miihlenberger Loch, HL = Heuckenlock, NF = Neufelder Watt; Os = Oberstrom; Us = Unterstrom; WP20 bzw. 24 =
Wegpunkt 20 bzw. 24

ML-Os ML-Us HL-Os HL-Us NF-WP20 NF-WP24

ML-Os -

ML-Us ns -

AT, FluG1 **| AT, Flu
HL-Os SKT GO ** G1*** -
SKT G2 ****| SKTG2™*

SKT GO **
HL-Us « |AT,FuG1™ ns -
SKT G2
ATFlu AT, Flu LBTG1™** | LBTG1 ***

NF-WP20 | G1**** G1™™™*  IskTG2****| sSKTGo* -
LBTG1* [LBTG1 ™ |skTGa ****| skTG2*

SKT G2 **
NF-WP24 ns ns ns LBTG1 ** -

SKT G4 ***

In Tabelle 26 ist zu sehen, dass sich die Station ML-Os nicht signifikant von der Station ML-Us
und von der Station NF-WP24 unterscheidet. Sie unterscheidet sich aber von HL-Os (GO **,
G2 ****) und von HL-Us (GO **, G2 *) im SiiBwasser-Kontakttest und von HL-Os in der
Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen im Algentest (G1 **) und von NF-WP20 in der
Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen im Algentest (G1 ****) und im Leuchtbakterientest
(G1 *).

Die Station NF-WP20 unterscheidet sich signifikant (unterschiedlicher Stdrke) im
Leuchtbakterientest (G1) von allen anderen Stationen. Die Signifikanz des Unterschieds ist
am hochsten im Vergleich mit dem ML-Us (G1 ****), Die Station NF-WP20 unterscheidet
sich auRerdem von den Stationen HL-Os (G2 ****, G4 ****) und HL-Us (GO *, G2 *) im
SiRwasser-Bakterienkontakttest und von den Stationen ML-Os (G1 ****) und ML-Us
(G1 ****) in der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen im Algentest.

Die Station NF-WP24 unterscheidet sich von der Station HL-Os im Sifwasser-
Bakterienkontakttest in den Verdinnungen G2 (**) und G4 (***) und von der Station NF-
WP20 im Leuchtbakterientest (G1 **).

Die Station ML-Us unterscheidet sich zusatzlich zu den genannten Unterschieden auRerdem
von der Station HL-Os im SiiRwasser-Bakterienkontakttest (G2 **) und in der Hemmung der
Fluoreszenz nach 3 Tagen im Algentest (G1 ***) und von der Station HL-Us in der Hemmung
der Fluoreszenz nach 3 Tagen nur im Algentest (G1 **).
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Tabelle 27 Ergebnisse der Two-way-Anova nach Biotestergebnisse-Kombination 2 (Tabelle 24) mit der Hemmung der
Wachstumsrate des Algenwachstumshemmtests (AT G1); LBT G1 = 1. Verdiinnungsstufe G1 im Leuchtbakterientest, SKT
GO, G2 bzw. G4 = Verdiinnungsstufe GO, G2 bzw. G4 im SiiBwasser-Bakterienkontakttest; ML=Miihlenberger Loch, HL =

Heuckenlock, NF = Neufelder Watt; Os = Oberstrom; Us = Unterstrom; WP20 bzw. 24 = Wegpunkt 20 bzw. 24

ML-Os ML-Us HL-Os HL-Us NF-WP20 | NF-WP24
ML-Os -
ML-Us ns -
SKT GO **
HL-Os |SKT G2 ****| SKTG2** -
SKT G4 *
*%k%
HL-Us S;ITG(EQ . ns ns -
LBTG1 ™ | LBTG1 ***
AT,WR G1 **|LBT G1 ****
NF-WP20 - . | SKTGO™ | SKTGO™* -
LBT G1 SKT G4 . .
SKT G2 SKT G2
SKT G2 ***
NF-WP24 ns ns KT G4 ns LBTG1™** -

In der Kombination 2 mit der Wachstumsrate des Algentests (Tabelle 27) statt der Hemmung

der Fluoreszenz nach 3 Tagen (Tabelle 26, Kombination 1) hat die Two-way-Anova etwas

andere Ergebnisse ermittelt als mit der Kombination 1. Hier findet sich ein Unterschied im
Algentest lediglich zwischen der Station ML-Os und NF-WP24 (G1 **). AuBerdem ist in
Tabelle 27 kein Unterschied in der Verdliinnung G4 des SKT zwischen HL-Os und NF-WP20
festgestellt worden. Daflr wurde aber ein Unterschied zwischen ML-Os und HL-Os in der
Verdinnung G4 (*) im SKT festgestellt sowie ein Unterschied zwischen HL-Os und NF-WP20
in der Verdiinnung GO (*) im SKT. Es sind auBerdem leichte Unterschiede in der Hohe der
Signifikanz der Unterschiede im SiRwasser-Kontakttest vorhanden, die aber in dieser

Betrachtung vernachldssigt werden kénnen.
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5 Diskussion der Ergebnisse

5.1 Vergleich der statistischen Verteilung der Sedimenttoxizitaiten gemessen mit
verschiedenen Biotests

In Box-Whiskers Plots sind in 4.1 die statistischen Verteilungen der Sedimenttoxizitaten, die
mit verschiedenen Biotests in der geringsten Verdlnnungsstufe gemessen wurden,
dargestellt. Anhand der Box-Whiskers Plots ist zu erkennen, dass die Bereiche, in denen die
mittleren 50 % der Werte liegen, d.h. der Interquartilsabstand (IQR), sowie die Spannweite
und die Mediane der Daten aufgrund der unterschiedlichen Sensitivititen der
Testorganismen gegenliber dem belasteten Sediment von Test zu Test variieren. Im
Algenwachstumshemmtest reagieren einige Proben mit Hemmung und einige mit
Stimulation, d.h. es ergeben sich auch negative Hemmungswerte. Die Bereiche der
Ergebnisse liegen bei unterschiedlichen Hemmungen bzw. Stimulationen, weil die
Testorganismen spezifisch auf die Schadstoffe in den Sedimenten bzw. Eluaten reagieren
und weil die Endpunkte der Tests verschieden sind (Ahlf, et al., 2005). Die Endpunkte sind in
diesem Fall beim Algenwachstumshemmtest die ,Hemmung der Wachstumsrate” und die
,Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen” von Pseudokirchneriella subcapitata. Beim
Leuchtbakterientest ist der Endpunkt die Hemmung der Leuchtintensitat von Vibrio fischeri
und beim SiiBwasser-Bakterienkontakttest die Hemmung der Dehydrogenase-Aktivitat von
Arthrobacter globiformis.

Zusammenfassung:

Es konnte anhand der unterschiedlichen Hemmungsbereiche der Biotests gezeigt werden,
dass die Organismen der drei Biotests verschieden sensitiv auf die Sediment-Proben
reagieren. Es handelt sich also um eine Biotest-Kombination, bei der sich die Biotests in
ihren Aussagen erganzen kdnnen.

5.2 Vergleich der Mittelwerte und Spannweiten der Ergebnisse der drei
Probenahmeorte mittels der Toxizitdten der verschiedenen Biotests

In dem Kapitel 4.2 werden die Ergebnisse der drei Probenahmeorte Miihlenberger Loch,
Heuckenlock und Neufelder Watt anhand der geringsten Verdliinnung der verschiedenen
Biotests miteinander verglichen. Beim SiRwasser-Bakterienkontakttest ist der Mittelwert
der Hemmung der geringsten Verdiinnung im Muhlenberger Loch mit 63 % Hemmung fast so
hoch wie im Neufelder Watt mit 66 % und der Mittelwert der Hemmung in Heuckenlock ist
mit 39 % deutlich geringer. Im Leuchtbakterientest ist der Mittelwert der Hemmung der
geringsten Verdiinnungsstufe im Neufelder Watt mit 33 % Hemmung ungefahr doppelt so
hoch wie die Mittelwerte vom Mihlenberger Loch und von Heuckenlock. Im
Algenwachstumshemmtest ist der Mittelwert der Hemmung der Wachstumsrate (WR) sowie
der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen (Flu) in Heuckenlock mit 19 % (WR) und 29 %
(Flu) Hemmung fast so hoch wie im Neufelder Watt mit 21 % (WR) und 35 % (Flu), wahrend
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der Mittelwert des Mihlenberger Lochs mit -35 % (WR) und -56 % (Flu) Stimulation zeigt
(Griinde fiir Stimulation siehe Kapitel 7). Im Folgenden ist zusammenfassend aufgefiihrt, wie
die Probenahmeorte anhand der Mittelwerte miteinander in Beziehung stehen (> bedeutet
groRer, aber nur um wenige Prozent):

Algenwachstumshemmtest: (NF > HL) > ML
Leuchtbakterientest: NF > (HL > ML)
SiRwasser-Bakterienkontakttest: (NF > ML) > HL

Anhand der Tatsache, dass eine zunehmende Verdlinnung der Toxizitat der Sedimente durch
marine Sedimente ab Seemannsho6ft in Richtung Nordsee stattfindet (Heise, et al., 2007),
konnte man an der Elbemiindung im Neufelder Watt eine geringere Toxizitdat gegenliber den
Probenahmeorten in Hamburg erwarten. Anhand dieses Kapitels und auch anhand der
Ergebnisse der Klassifizierung (Kapitel 6) ldasst sich dieser Sachverhalt jedoch nicht
bestatigen. Der Mittelwert der Toxizitaten aus dem Neufelder Watt ist sogar bei allen
Biotests grofler als an den anderen Orten und im Streudiagramm (Abbildung 11 in 4.2) fur
den Vergleich der Probenahmeorte erkennt man, dass beim Neufelder Watt sowohl im
Leuchtbakterientest als auch im Algenwachstumshemmtest jeweils zwei Werte aus dem
Neufelder Watt (NF-WP20-2 und NF-WP20-3) deutlich gréBer sind als die anderen. Das
Ergebnis der erhdhten Toxizitat im Neufelder Watt an der Station WP20 ist auch in der
Klassifizierung sichtbar (siehe Kapitel 6).

Die Probe ML-Os-1 zeigt beim Mihlenberger Loch die hoéchste Stimulation der
Wachstumsrate (-124 %) und die niedrigste Stimulation der Fluoreszenz nach 3 Tagen (-5 %).
Von allen Tests zeigt nur der Algenwachstumshemmtest Stimulation bei vielen Proben in der
geringsten Verdinnung, wobei im Mihlenberger Loch ausschlieRlich Stimulationen des
Wachstums der Algen auftreten. Eine Stimulation der Algen kdnnte bedeuten, dass sich in
den Proben des Mihlenberger Lochs vermehrt Nahrstoffe befinden. Diese Nahrstoffe
konnten aus dem Obstanbaugebiet ,Altes Land” stammen, das eine diffuse Quelle fir
Nahrstoffe ist (diffuse Quellen siehe (EG-WRRL-Tideelbe, 2004)). In der Clusteranalyse
hatten die Proben des Mihlenberger Lochs jedoch mittlere bis hohe Toxizitatsstufen im
SuBwasser-Bakterienkontakttest und eine Probe hatte im Leuchtbakterientest die mittlere
Toxizitatsstufe, weshalb einige Proben des Mihlenberger Lochs mit mittlerer bis hoher
Sediment-Toxizitat in der Klassifizierung (Kapitel 6) eingestuft worden sind. Die Sedimente
konnten zusatzlich zum Beispiel durch die Schadstoffe aus dem Hamburger Hafen, der als
Sedimentationsbecken ein groBer Schadstoffsammler ist (Heise, et al., 2005b) oder durch die
Einleitungen der chemischen Industrie belastet sein (EG-WRRL-Tideelbe, 2004).

Bei einem Vergleich der Spannweiten der Biotests war ersichtlich, dass der
Leuchtbakterientest auBer beim Neufelder Watt (Spannweite im SKT am geringsten) die
geringsten Spannweiten hat und der Algenwachstumshemmtest hat mit mindestens einem
Endpunkt die hochste Spannweite aller Biotests. Hohe Variationen in den Ergebnissen des
Algenwachstumshemmtests wurden auch in der Arbeit von Claus et al. ,Effektorientierte

Untersuchungen zur Algentoxizitdt fraktionierter Porenwdsser und Eluate aus
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Elbesedimenten” fir die Toxizitdten von Sedimentproben von jeweils einem Standort
festgestellt (Claus, et al., 2009).

Zusammenfassung:

Die groRten Spannweiten der drei Biotests zeigt der Algenwachstumshemmtest und zwar
vorrangig im Endpunkt ,Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen”, auBerdem zeigt der Test
als einziger in der geringsten Verdlinnung bei fast der Halfte der Proben Stimulation.

Es lasst sich anhand dieses Kapitels keine Rangfolge der Orte fir die Toxizitaten festlegen, da
die Rangfolge der Hohe der Mittelwerte der Toxizitaten der einzelnen Orte von Test zu Test
verschieden ist und die Unterschiede teilweise hoch und teilweise nur gering sind. Allerdings
ist zu erkennen, dass der Mittelwert der Toxizitdten aus dem Neufelder Watt bei allen
Biotests groRer ist als bei den anderen Orten. Das Ergebnis der erhohten Toxizitdt im
Neufelder Watt ist auch in der Klassifizierung erzielt worden (siehe Kapitel 6).

5.3 Betrachtung des Verlaufs der Toxizitaten liber die Verdiinnungsstufen bei den
verschiedenen Biotests mittels von Clusteranalysen

Beim Leuchtbakterientest wurden die Proben nach steigenden Hemmungen in die vier
Gruppen eingeteilt (siehe Abbildung 18 in 4.3.3). Dass die Korrelationskoeffizienten der
Verdiinnungen im Leuchtbakterientest nahe 1 liegen, bedeutet, dass sie stark miteinander
korrelieren und sich die Verlaufe der Verdiinnungsreihen der 22 Proben adhnlich verhalten.
Nahezu Uberall sinkt die Hemmung mit der Verdliinnung der Probe, d.h. die Toxizitatswirkung
wird entsprechend der Konzentration an Sediment-Eluat im Testansatz weniger. Es reicht
bei diesem Test demnach aus, fir mathematische Analysen und Klassifizierungen der
Toxizitaten die erste Verdinnung zu betrachten. In die Klassifizierung dieser Arbeit sind
trotzdem alle Verdiinnungsstufen eingegangen, da die Klassifizierung anhand der
Clusteranalysen durchgefiihrt wurde und dies gleichermalRen fiir alle Biotests. Der Artikel
“Sediment Toxicity Assessment - Rationale for effect classes” von W. Ahlf und S. Heise
beschreibt eine Einteilung von Toxizitatsdaten des Leuchtbakterientests, d.h. die Reaktionen
des Testorganismus als Hemmung in %, in drei Toxizitatskategorien (Ahlf, et al., 2005). Diese
wurden mit , keine oder wenig Reaktion” (< 25 %), ,mittelmaRige Reaktion” (25 -50 %) und
»starke Reaktion” (> 50 %) bezeichnet. In der Clusteranalyse des Leuchtbakterientests dieser
Arbeit sind dhnliche Toxizitatskategorien ermittelt worden. Man kénnte die Cluster 2 und 3
der Kategorie ,keine oder wenig Reaktion” (G1 < 25 %) zuordnen, wobei der Cluster 3 eher
keiner Reaktion (G1 =11 %) und der Cluster 2 wenig Reaktion (G1 =20 %) entspricht. Den
Cluster 1 konnte man in die ,mittlere Reaktion” einordnen (G1=25-50%), denn der
Mittelwert der Verdiinnung G1 betragt 34 %. Der Mittelwert von Cluster 4 mit 64 % (G1)
konnte der Kategorie ,,hohe Reaktion” zugeordnet werden. In der Arbeit von W. Ahlf und S.
Heise wurde auBerdem die GréRe der Uberlappungen der verschiedenen Kategorien mit
10 %, d.h. £ 5 %, festgelegt (Ahlf, et al., 2005). Man kdnnte also eine Unsicherheit von £ 5 %
fir jeden Toxizitatswert des Leuchtbakterientests angeben. Zu den anderen Tests konnen
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keine Vergleiche gezogen werden, da sie in der Methodendurchfiihrung nicht mit der Arbeit
von W. Ahlf und S. Heise zu vergleichen sind.

Beim SuRwasser-Bakterienkontakttest wurden die Proben auch nach steigenden
Hemmungen in die drei Gruppen eingeteilt (siehe Abbildung 22 in 4.3.4), allerdings zeigt sich
hier eine nicht so starke Korrelation zwischen den Verdiinnungsstufen. Das bedeutet, die
Verlaufe der Verdiinnungsreihen der 22 Proben verhalten sich nicht so ahnlich innerhalb des
Tests wie die Verlaufe innerhalb des Leuchtbakterientests. Die geringste Korrelation liegt
zwischen den Verdiinnungen GO und G4 mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,66 vor.
Das heiRt, hier kann (iberlegt werden, ob in einem Klassifizierungssystem die Verdliinnung G4
zusatzlich zu der Verdiinnung GO verwendet wird, denn G4 verhalt sich Gber die Proben
etwas anders als GO. In dieser Arbeit sind jedoch wegen der Grundlage der Clusteranalyse,
die auf der Einteilung der Proben nach den Mustern der Verdiinnungssreihen beruht,
ohnehin alle Verdiinnungsstufen einer Probe in die Klassifizierung eingegangen.

Beim Algenwachstumshemmtest wurden die Proben zwar auch nach steigenden
Hemmungen in die Gruppen eingeteilt (siehe Abbildung 14 und Abbildung 16 in 4.3.2),
allerdings spielten dabei noch andere Bewertungen der Muster der Verdiinnungsreihen eine
Rolle. Bei der Wachstumsrate (WR) im Algenwachstumshemmtest zeigen nicht alle Proben
das Muster der absinkenden Hemmung mit der Verdiinnung wie die Proben aus Cluster 5
(AT, WR), wie es bei einer zunehmenden Verdiinnung der Inhaltsstoffe erwartet werden
konnte. Der Cluster 1 (AT, WR) zeigt sehr hohe Stimulationen, die mit der Verdiinnung der
Probe absinken. Eine Stimulation des Wachstums der Algen bedeutet, dass die Algen in den
Eluaten starker gewachsen sind als in den Kontrollen. Auf die moglichen Grinde fir
Stimulation des Algenwachstums wird in Kapitel 7 weiter eingegangen. Die Verdinnungen
der Proben im Cluster 3 (AT, WR) reagieren auch nur mit Stimulation, aber hier ist die
Stimulation niedriger und es zeigt sich kaum eine Verdnderung Uber die Stufen.
Moglicherweise sind die Inhaltstoffe, die in Cluster 1 (AT, WR) eventuell fir die hohen
Stimulationen verantwortlich sind, bei Cluster 3 (AT, WR) weniger vorhanden und es besteht
ein nicht so grolRer Zusammenhang der Hohe der Stimulation von der Starke der
Verdiinnung. Bei den Proben des Clusters 2 (AT, WR) zeigt nur der Mittelwert der Stufe G1
Hemmung, wahrend alle anderen Stufen mit zunachst sogar steigender Stimulation mit
jedem Verdinnungsschritt reagieren. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Nahrstoffe,
die eventuell in dem Eluat vorhanden sind, bei starkeren Verdiinnungen besser fir die Algen
verfligbar sind oder ab der zweiten Verdlinnung der Einfluss der Nahrstoffe dem Einfluss der
Schadstoffe (iberwiegt. Bei den Proben in Cluster 4 (AT, WR) sinken die Mittelwerte der
Hemmungen der Verdiinnungen (ber G1, G2 und G4, wahrend die Mittelwerte der zwei
hochsten Verdiinnungen von G8 nach G16 geringe Stimulationen zeigen. Der Cluster 4 (AT,
WR) verhdlt sich demzufolge ahnlich wie Cluster2 (AT, WR), héalt aber die
Hemmungsreaktionen Uber mehrere geringere Verdinnungen. Da auch nur geringe
Stimulationen auftreten, kann auf einen erhdhten Anteil an Schadstoffen geschlossen
werden. Moglicherweise fiihren unterschiedliche Zusammensetzungen von Nahr- und
Schadstoffen in den Proben zu den unterschiedlichen Mustern der Verdinnungsstufen, die

die Cluster bestimmen. Die Korrelationskoeffizienten im Algenwachstumshemmtest (WR)
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sind bei den nahe beieinander liegenden Konzentrationen hoher als zum Beispiel G1 zu G4,
G1 zu G8 und G1 zu G16. Laut des P-Wertes (> 0,5) sind die Verdiinnungen G1 zu G8 nicht
signifikant miteinander korreliert, das heit G8 verhalt sich Gber die Proben stark anders als
G1. Bei einer Erarbeitung eines Klassifizierungssystems kann deshalb Uberlegt werden, ob
die Verdiinnung G8 zusatzlich zu der Verdiinnung G1 verwendet wird. In dieser Arbeit wurde
fir die Klassifizierung aber nur die Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen (Flu) im
Algenwachstumshemmtest verwendet.

Bei der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen (Flu) im Algenwachstumshemmtest haben
auch die nahe beieinander liegenden Konzentrationen starkere Korrelationen. Hier haben
aber die Verdinnungen G8 und G16 die schwachsten Korrelationen und auch G8 zu G1 und
G16 zu allen anderen Stufen haben schwachere Korrelationen. Bei der Erarbeitung eines
Klassifizierungssystems ware es eventuell sinnvoll, die Verdiinnungen G8 und G16 zusatzlich
zu der Verdinnung G1 zu verwenden, da sich G16 Uber die Proben anders als die anderen
Stufen und sich G8 anders als G1 verhélt. In dieser Arbeit sind aber, wie schon erwahnt,
ohnehin alle Verdiinnungsstufen von einer Probe in die Klassifizierung eingegangen. Bei der
Hemmung der Fluoreszenz nach drei Tagen (Flu) wurden nur vier Proben-Gruppen ermittelt
(Abbildung 16 in 4.3.2), da dies eine plausiblere Einteilung der Proben darstellte als bei fiinf
Gruppen. Der Cluster 1 (Flu) entspricht in etwa dem Muster von Cluster 3 (WR), jedoch
zeigen sich hier héhere Stimulationen. Cluster 2 (Flu) und 4 (Flu) sind vergleichbar mit den
Clustern 2 (WR) und 4 (WR). Bei der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen gibt es aber
groRere Schwankungen in den Verdinnungsstufen. Der Cluster 3 (Flu) ist sogar sehr ahnlich
wie der Cluster 5 (WR), nur dass der Cluster 3 (Flu) hdhere Hemmungen zeigt. Ein Muster der
Verdiinnungen wie in Cluster 1 (WR) taucht bei der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen
nicht auf.

Zusammenfassung:

Die Clusteranalyse mit anschlieBender K-means-Analyse machte deutlich, dass es bei den
Proben unterschiedliche Verldaufe der Toxizitaten der Verdiinnungsstufen gibt und diese sich
in Gruppen einteilen lassen. Die Korrelationskoeffizienten im Algenwachstumshemmtest
waren bei den nahe beieinander liegenden Konzentrationen hoher als bei groReren
Verdiinnungsschritten. Bei dem Endpunkt ,,Hemmung der Wachstumsrate” waren G1 zu G8
nicht signifikant miteinander korreliert und bei dem Endpunkt ,Hemmung der Fluoreszenz
nach 3 Tagen” fallen besonders G8 und G16 mit schwachen Korrelationen zu anderen
Verdiinnungen auf. Beim SiiBwasser-Bakterienkontakttest zeigte sich unter Einbeziehung der
Verdiinnungen GO, G2 und G4 die geringste Korrelation zwischen den Verdiinnungsstufen GO
und G4. Die Verdinnungsstufen des Leuchtbakterientests korrelierten sehr stark
miteinander, weshalb die erste Verdiinnungsstufe allein aussagekraftig fir die
Testergebnisse einer Probe ist. Die mit der Clusteranalyse und der K-means-Analyse
bestimmten Cluster des Leuchtbakterientests konnten mit Toxizitatsstufen benannt werden,
die den Toxizitdtsklassen einer Studie von S. Heise und W. Ahlf sehr dhnlich sind (Ahlf, et al.,
2005).
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5.4 Variation der Toxizitat an den Probenahmestationen mit Betrachtung der
verschiedenen Biotests — Mittelwerte und Standardabweichungen — Two-way-
Anova

In 4.4.2 wurde die zweifaktorielle Varianzanalyse ,Two-way-Anova® durchgefiihrt, um
signifikante Unterschiede der Mittelwerte unter Einbeziehung der Varianzen der
normalisierten Toxizitdten der einzelnen Probenahmestationen, von denen Sedimentproben
mit drei verschiedenen Biotests gemessen wurden, festzustellen. In die Analyse gingen die
jeweils drei bis vier Proben einer Station ein. Fir die Two-way-Anova wurden
,Probenahmestation” und ,,Biotest” als mogliche Faktoren, die Einfluss auf die Ergebnisse
der Stationen haben konnten, benannt. Der Biotest kann entweder die Hemmung der
Wachstumsrate (WR) oder die Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen (Flu) im
Algenwachstumshemmtest (G1), der Leuchtbakterientest (G1) oder der SiRwasser-
Kontakttest mit den Verdliinnungen GO, G2 oder G4 sein. In dem Kapitel 4.4.1 wurden
auBerdem der Mittelwert und die Standardabweichung der drei bis vier Toxizitdten einer
Probenahmestation berechnet. Mit der Two-way-Anova wurde herausgefunden, dass
sowohl der Faktor,Probenahmestation” als auch der Faktor ,Biotest” hdochst signifikante
Einflisse auf das Ergebnis haben. AulRerdem wurde festgestellt, dass es signifikante
Interaktionen (Wechselwirkungen) zwischen den zwei Eigenschaften ,Biotest” und
,Probenahmestation” gibt. Das heil3t, die Trends in den Biotests sind unterschiedlich bei den
einzelnen Probenahmestationen. Es kann auBerdem der Schluss gezogen werden, dass sich
einige Probenahmestationen signifikant in den Biotests voneinander unterscheiden. In
Tabelle 26 in 4.4.2 sind die Ergebnisse der Bonferroni Post-Tests der , Two-way-Anova“
zusammengefasst. Es ist zusehen, dass sich die Station ML-Os in dieser Analyse, die viele
Werte und Einfliisse mit einbezieht, nicht signifikant von der Station ML-Us unterscheidet. Es
fallt aber auf, dass der Mittelwert der prozentualen Hemmungen der geringsten Verdiinnung
beim Leuchtbakterientest (G1) und beim SiRwasser-Bakterienkontakttest (GO) an
Muihlenberger Loch , Oberstrom” groRer ist als an Mihlenberger Loch ,Unterstrom” (LBT:
A9 %, SKT: A 17 %). In der Clusteranalyse des Leuchtbakterientests in 0 wird die Probe ML-
Os-1 allein in das Cluster 1, das in dem Klassifizierungsverfahren mit ,mittlere
Toxizitatsstufe” benannt wurde (Kapitel 6), eingeordnet und auch beim SiiRwasser-
Kontakttest befindet sich diese Probe in dem Cluster 1 der hohen Toxizitatsstufe. Der Wert
der geringsten Verdiinnung GO dieser Probe im SiiBwasser-Kontakttest ist der hochste Wert,
der mit diesem Test gemessen wurde. In der Klassifizierung in Kapitel 6 wurde die Station
Mduhlenberger Loch ,,Oberstrom” mit zweimal ,mittlere Sediment-Toxizitat“ und einmal
,hohe Sediment-Toxizitdat” hoher toxisch eingestuft als die Station Mihlenberger Loch
,Unterstrom”, bei der alle Proben eine ,geringe Sediment-Toxizitat” haben. Geringe
Toxizitaten im Mihlenberger Loch kdonnten durch die Verdiinnung der Tideelbe-Sedimente
mit marinen Sedimenten zustande kommen, die von der Elbemindung bis Seemannshoft
stattfindet (Heise, et al., 2007). Die hohere Toxizitdt an der Station ML-Os kdnnte damit
begriindet sein, dass es eventuell zu einem erhohten Eintrag an Schadstoffen durch das
Deichsiel bzw. das Obstanbaugebiet ,Altes Land“ kommt. An ,Oberstrom” findet
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moglicherweise auch eine erhohte Sedimentation und damit ein erhdhter Eintrag von
neuem Material aufgrund von mehr Bewegungen des Wassers, wie z.B.
Zirkulationsstromungen (Malcherek), durch die Nahe zum Deichsiel statt. Im
Algenwachstumshemmtest zeigt die Probe ML-Os-1 allerdings in der geringsten Verdinnung
G1 bei dem Endpunkt ,,Hemmung der Wachstumsrate” die hochste Stimulation aller Proben
und auch bei dem Endpunkt ,,Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen” im Algentest zeigt sie
Stimulation. Die Stimulation kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass sich in dem Eluat vermehrt
Nahrstoffe befinden (Stimulation siehe Kapitel 7), die Uber das abflieRende Wasser der
Oberflachen des Alten Landes eingetragen wurden. Es konnte der Schluss gezogen werden,
dass die Stoffe in der Probe ML-Os-1, auf welche die Organismen Vibrio fischeri und
Arthrobacter globiformis im LBT und SKT reagieren, die Algen nicht am Wachstum gehemmt
haben, weil Pseudokirchneriella subcapitata eventuell nicht fir diese Stoffe sensitiv ist.
Einige der Substanzen gegeniiber denen die Testorganismen sensitiv sind, werden in dem
Unterkapitel 5.5 genannt. Hohe Toxizitaten im Muhlenberger Loch kdnnten aber auch durch
eingetragene Schadstoffe aus dem Hamburger Hafen, aus Einleitungen der Industrie oder
aus historisch kontaminierten Sedimenten, die vom Oberstrom der Elbe angespiilt werden,
begriindet sein (Heise, et al., 2005b; Heise, et al., 2007; EG-WRRL-Tideelbe, 2004).

Das Eluat der Probe ML-Os-1 war im Test gelb-braunlich gefarbt und dieses kdnnte zu einer
Uberschatzung der Toxizitdt im Leuchtbakterientest fiihren (Bedeutung der Farbung des
Eluats siehe Kapitel 7). Da diese Probe allerdings im SiiBwasser-Bakterienkontakttest eine
sehr hohe Hemmung zeigt, kann angenommen werden, dass die Toxizitdit im
Leuchtbakterientest tatsachlich hoch ist und der mogliche Einfluss der Farbung keine grof3e
Rolle spielt.

Die Station ML-Os unterscheidet sich signifikant von der Station HL-Os (GO **, G2 ****) und
von der Station HL-Us (GO **, G2 *) im SiRwasser-Kontakttest. Die Unterschiede im
SuBwasser-Kontakttest zwischen ML-Os und den Stationen in Heuckenlock sind auch bei der
Berechnung der Mittelwerte der Verdiinnung GO feststellbar. ML-Os hat den hochsten
Mittelwert der Verdiinnung GO von allen Stationen mit 71 % Hemmung, wahrend an HL-Os
und HL-Us die Mittelwerte nur bei 40 % und 37 % liegen. Bei der Clusteranalyse liegen vier
Proben aus Heuckenlock in dem Cluster 2 der geringen Toxizitatsstufe (siehe Klassifizierung
in Kapitel 6) und keine Probe aus Heuckenlock liegt in dem Cluster 1 der hohen
Toxizitatsstufe, wahrend vom Miihlenberger Loch immerhin drei Proben in dem Cluster 1
liegen. Die Unterschiede im SKT zwischen ML-Os und Heuckenlock kdnnten dadurch
zustande kommen, dass es im Bereich des Mihlenberger Lochs mehr Schadstoffeintrage
durch zum Beispiel den Hamburger Hafen, der stromabwarts hinter Heuckenlock liegt, oder
das Alte Land gibt und dass es sich liberwiegend um partikelgebundene Schadstoffe handelt.
Die Station ML-Os unterscheidet sich auch in der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen im
Algentest (G1 **) signifikant von der Station ,Oberstrom” in Heuckenlock. Dieser
Unterschied entsteht dadurch, dass bei den Proben aus dem Miuihlenberger Loch
Stimulationen auftreten und bei den Proben aus Heuckenlock ,Oberstrom” Hemmung. Auch
die Station ML-Us unterscheidet sich aus diesem Grund signifikant von den Stationen HL-Os

(G1 ***) und HL-Us (G1 **) im Algentest (Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen).
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Die Station Heuckenlock , Oberstrom” unterscheidet sich in den Ergebnissen der Two-way-
Anova nicht signifikant von der Station Heuckenlock ,Unterstrom”. Im
Algenwachstumshemmtest ist der Mittelwert der geringsten Verdinnung der Station HL-Os
in beiden Endpunkten hoher als bei der Station HL-Us. Im Leuchtbakterientest und im
SuBwasser-Kontakttest ist der Mittelwert bei beiden Stationen in etwa gleich. Die erhdhte
Toxizitat der Sedimente im Algentest konnte damit begriindet sein, dass moglicherweise bei
Flut feine Sedimente in Richtung der Station ,Oberstrom” getragen werden, wahrend die
groBeren KorngroRen am Anfang des Priels sedimentieren (Malcherek) und an den kleineren
Partikeln haften eventuell mehr Schadstoffe (Sonnen, 1993; Liechti, et al., 1995). In der
Klassifizierung, in die alle Verdinnungsstufen eingingen, werden die Sedimente der beiden
Stationen in die gleichen Sediment-Toxizitatsklassen eingestuft (siehe Kapitel 6). Eine Probe
hat die Klasse ,geringe Sediment-Toxizitdt”, eine Probe wurde in ,keine oder geringe
Toxizitat/Stimulation” eingestuft und zwei Proben sind in der Klasse ,mittlere
Sedimenttoxizitat”. Dies deutet darauf hin, dass die Stationen HL-Os und HL-Us eventuell
nicht durch verschiedene Schadstoffquellen beeinflusst werden. Nur die Unterschiede im
Algentest in der geringsten Verdlinnung deuten auf Unterschiede der
Schadstoffzusammensetzungen in den Proben von HL-Os und HL-Us hin (s.0.). Da der
Algenwachstumshemmtest besonders sensitiv auf Schwermetalle wie Kupfer (Ahlf, et al.,
1986), Chrom (Giloni-Lima, et al., 2010) und Zink (Neumann-Hensel, 1998), auf PAKs und auf
Ammoniumionen (Claus, et al., 2009) reagiert, sind moglicherweise diese Stoffe an
,Oberstrom” vermehrt vorhanden.

Die Station NF-WP20 unterscheidet sich signifikant im Leuchtbakterientest (G1) von allen
anderen Stationen. Der Mittelwert der Verdinnung G1 ist bei dieser Station mit 50 %
Hemmung im LBT mit Abstand am hochsten von allen Stationen (siehe 4.4.1). In der
Clusteranalyse wurden die beiden Proben NF-WP20-2 und NF-WP20-3 im LBT in den Cluster
4 der hohen Toxizitatsstufe (siehe Klassifizierung in Kapitel 6) eingeordnet, die Probe NF-
WP20-1 jedoch nur in den Cluster 1 der geringen Toxizitatsstufe. Bei Betrachtung des
Streudiagramms (Abbildung 11 in 4.2) fur den Vergleich der Probenahmeorte erkennt man,
dass beim Neufelder Watt sowohl im Leuchtbakterientest als auch im
Algenwachstumshemmtest jeweils die Werte der Stationen NF-WP20-2 und NF-WP20-3
deutlich hoher sind als die anderen. Bei den Proben 2 und 3 der Station NF-WP20 wurde
festgestellt, dass die Eluate der Proben gelblich gefarbt sind und dieses kdnnte zu einer
Uberschatzung der Toxizitat filhren (Bedeutung der Farbung des Eluats siehe Kapitel 7). Die
Toxizitat konnte hier auch erhoht sein, weil an der Station WP20 die hochsten
Trockengewichte der Sedimente ermittelt wurden (Bedeutung des Trockengewichts siehe
Kapitel 7). Da allerdings diese beiden Proben von Station NF-WP20 auch im Algentest
(Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen) und im StBwasser-Kontakttest in den Cluster mit
der hochsten Toxizitatsstufe eingeordnet wurden, konnte man davon ausgehen, dass die
Proben tatsachlich auch im LBT eine erhohte Toxizitat haben.

Die Station NF-WP20 unterscheidet sich von den Stationen HL-Os (G2 **** G4 ****) und
HL-Us (GO *, G2 *) im SuRwasser-Bakterienkontakttest. Die Stationen unterscheiden sich

zum Beispiel dadurch, dass bei NF-WP20 der Mittelwert der Verdinnung GO mit 68 %
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Hemmung hoher ist als die Mittelwerte von HL-Os (40 %) und HL-Us (37 %). Zudem sind die
drei Proben der Station NF-WP20 in der Clusteranalyse mit ,hoher Toxizitat” (siehe
Klassifizierung in Kapitel 6) im SKT eingestuft worden und die Proben aus Heuckenlock nur in
Stufen von ,gering” bis , mittel”. Die Proben aus Heuckenlock wurden dementsprechend
auch nur bis hochstens der Sediment-Toxizitatsklasse ,mittel” eingestuft und die Proben aus
dem Neufelder Watt der Station WP20 bis zu der Klasse ,,sehr hoch” (siehe auch Kapitel 6).
Bei den anderen Stationen, mit denen NF-WP20 verglichen wurde, sind die Eluattests fir
den signifikanten Unterschied ausschlaggebend. Bei den Stationen HL-Os und HL-Us kommt
jedoch noch der Gesamtsedimenttest SKT mit mehreren Verdliinnungen dazu und es gibt
keine signifikanten Unterschiede im Algentest. Dies kdnnte darauf schliellen lassen, dass im
Neufelder Watt besonders die von Partikeln nicht wasserloslichen Schadstoffe eine Rolle
spielen im Gegensatz zu Heuckenlock. Die erh6hte Toxizitat konnte auch durch die hohen
Trockengewichte an NF-WP20 zustande kommen, ware aber dennoch ein natirliches Abbild
der Situation vor Ort (siehe Kapitel 7).

Es gibt aulerdem signifikante Unterschiede der Station NF-WP20 und den Stationen ML-Os
(G1 ****) und ML-Us (G1 ****) in der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen im Algentest.
Auch hier ist der Mittelwert der Verdinnung G1 mit 72 % bei NF-WP20 wesentlich héher als
bei den Stationen des Mihlenberger Lochs (4.4.1) und es wurden zwei Proben von NF-WP20
in der Clusteranalyse in die hohe Toxizitdtsstufe eingeordnet. Die Proben des Mihlenberger
Lochs gehdren aber im Algentest alle zum Cluster 1 ,Stimulation”. Der Unterschied zwischen
NF-WP20 und dem Mihlenberger Loch ist im Gegensatz zu dem Vergleich mit Heuckenlock
nur durch Eluattests hervorgerufen, die hauptsachlich die Wirkungen von wasserl6slichen
Schadstoffen erfassen.

Die Station NF-WP20 unterscheidet sich von der Station NF-WP24 nur im
Leuchtbakterientest (G1 **). Der Mittelwert der Verdiinnung G1 mit 16 % ist bei NF-WP24
Hemmung geringer als bei NF-WP20 mit 50 %. Hier sind die Toxizitatswirkungen der nicht
von Partikeln wasserloslichen Schadstoffe anscheinend dhnlich wie bei NF-WP20, wahrend
die Wirkung der wasserloslichen Stoffe zumindest im Eluat des LBT unterschiedlich ist. Da
V. fischeri sensitiv gegeniliber elementarem Schwefel ist (Ricking, et al., 2002; Svenson, et
al., 1998), konnte an der Station NF-WP20 diese Substanz vermehrt auftreten (siehe auch
Kapitel 5.5). Auch der Mittelwert der Verdiinnung G1 der Hemmung der Fluoreszenz nach 3
Tagen im Algentest ist bei der Station NF-WP24 mit -2 % Stimulation wesentlich geringer als
bei der Station NF-WP20 mit 72 % Hemmung.

Bei dem Vergleich der Standardabweichungen der verschiedenen Probenahmestationen und
verschiedenen Biotests wurde in 4.4.1 festgestellt, dass die geringsten
Standardabweichungen der Leuchtbakterientest (ML-Us, HL-Os, HL-Us, NF-WP24) und der
SuBwasser-Kontakttest (ML-Us, NF-WP20) aufweisen. Solche geringen
Standardabweichungen sind beim Algentest bei keiner Station zu finden, hier zeigen sich
sogar bei der Hemmung der Wachstumsrate bei den Stationen ML-Os und NF-WP20 und bei
der Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen bei den Stationen ML-Os, HL-Os und NF-WP20
die groBten Standardabweichungen aller Stationen. Eine hohe Variation der Toxizitdten im

Algenwachstumshemmtest am Standort wurde auch in der Arbeit ,Effektorientierte
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Untersuchungen zur Algentoxizitdt fraktionierter Porenwdsser und Eluate aus
Elbesedimenten” von Claus et al. festgestellt (Claus, et al., 2009). In der Arbeit wurden bei
Leopoldhafen in Dessau in einem Bereich der Elbe von 200 m Lange an drei Stellen jeweils
vier Proben im Abstand von 2mgenommen und diese mit Eluaten im
Algenwachstumshemmtest untersucht. Es ergaben sich hohe Schwankungsbreiten sowohl in
den Toxizitdten der drei Stellen als auch in den Toxizitditen der Proben einer Stelle
untereinander. Ein Zusammenhang mit sedimentologischen Eigenschaften konnte in der
Arbeit nicht bewiesen werden.

Eine hohe Variation der Toxizitditen der Proben eines Standortes lasst moglicherweise auf
eine grofle Inhomogenitdt des Sediments schlieRen. Eine hohe Homogenitdt kann
moglicherweise eher bei Sedimenten mit geringem Trockengewicht, d.h. hohem
Wasseranteil, auftreten, da dort eine bessere Vermischung des Sediments stattfinden kann
(siehe Kapitel 7). Vergleichsweise trockenere Sedimente gibt es bei den Stationen
»Wegpunkt 20“ im Neufelder Watt und der Station ,Oberstrom” in Heuckenlock. Die
Standardabweichungen der Toxizitditen der Station ,Wegpunkt 20“ im AT und im LBT
gehoren zu den hoheren Standardabweichungen, jedoch nicht im SKT. Die
Standardabweichungen der Station HL-Os gehort im AT (Fluoreszenz nach 3 Tagen) und SKT
zu den hochsten, aber im AT (Wachstumsrate) und LBT nicht (siehe 4.4.1). Die Stationen ML-
Os und NF-WP20 zeigen im Leuchtbakterientest und im Algenwachstumshemmtest relativ
hohe Standardabweichungen, das heilSt Schwankungen am Standort. Die Station NF-WP20
hat den grofSten Mittelwert der prozentualen Trockengewichte der 6 Stationen mit 67 %,
was ein Grund sein kdnnte flr die hohe Varianz an dieser Station.

Sedimente mit einem hohen Anteil an feinen KorngréBen sind moglicherweise ebenfalls
homogener als Sedimente mit einem hohen Anteil an groBen KorngrofRen. Von der
Bundesanstalt fiir Gewdasserkunde (BfG) wurden die KorngréBen der 6 Stationen im Juli 2010
fiir die HAW Hamburg bestimmt. Eine Station, die der Station NF-WP20 nahe liegt, hat einen
geringen Anteil an feinen Sedimenten mit 28,3 % im Vergleich zu den anderen Stationen und
es zeigt sich eine Abnahme des Feinkornanteils in Richtung des Festlandes. Man kann also
davon ausgehen, dass an der Station WP20 ein noch geringerer Feinkornanteil vorhanden
ist. Ein hoherer Anteil an groBen Korngrofen konnten also hier der Grund fiir die hohe
Varianz der Toxizitaten der Proben im LBT und AT sein. Die Station NF-WP24 hat eine
geringere Varianz der Toxizitdten im AT und LBT, die eventuell u. a. durch den hdéheren
Anteil an feinkdrnigem Material und das geringere Trockengewicht gegeniiber NF-WP20
begriindet sein konnte. Die Station ML-Os hat zwar eine relativ grolRe Variation der
Toxizitaten, allerdings auch das geringste Trockengewicht mit 18 %. Dafiir hat sie aber
zusammen mit der Station ML-Us den hochsten Anteil an KorngroRBen kleiner 60 um von
allen Stationen mit ca. 93,3 %.

Bei allen drei Tests ist die Standardabweichung der Werte vom Mihlenberger Loch-
,Oberstrom” hoher als die der Werte vom Mihlenberger Loch , Unterstrom®. Eventuell ist
das Sediment an ,Oberstrom” weniger homogen als an ,Unterstrom”, da die Station
,0berstrom” nadher an dem Deichsiel liegt und dort moglicherweise eine erhohte
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Sedimentation und damit ein erhdhter Eintrag von neuem Material aufgrund von mehr
Bewegungen des Wassers, wie z.B. Zirkulationsstromungen (Malcherek), stattfindet.

Zusammenfassung:

Aus den Ergebnissen der zweifaktoriellen Varianzanalyse kann der Schluss gezogen werden,
dass sich einige Probenahmestationen in den Biotests signifikant voneinander
unterscheiden. Die Station, die im Neufelder Watt naher am Festland liegt, unterschied sich
sogar von jeder anderen Station signifikant in verschiedenen Biotests. Insgesamt zeigten die
Ergebnisse des Algenwachstumshemmtests anhand der Standardabweichungen der
Toxizitditen von  einer  Probenahmestation die  hochsten  Variationen. Im
Algenwachstumshemmtest war die Standardabweichung der Toxizitdten besonders groR bei
den Stationen ML-Os, NF-WP20 und HL-Os und im Leuchtbakterientest an den Stationen ML-
Os und NF-WP20. Im SiRwasser-Bakterienkontakttest ist die Variation der Toxizitaten etwas
erhoht an den Stationen in Heuckenlock. Im Miuhlenberger Loch ergaben sich sehr
unterschiedlich hohe Toxizitaten der Sedimente und auch unterschiedliche Kombinationen
an Toxizitatsstufen der einzelnen Biotests, was in der Klassifizierung sichtbar ist.
Stressfaktoren im Muhlenberger Loch konnten eingetragene Schadstoffe aus dem
Hamburger Hafen, aus Einleitungen der Industrie oder aus historisch kontaminierten
Sedimenten, die vom Oberstrom der Elbe angespiilt werden, sein. Die Variation der
Toxizitaten an Mihlenberger Loch ,Oberstrom” ist besonders hoch. Hohere Toxizitaten bzw.
Stimulationen im Algentest an der Station Mihlenberger Loch , Oberstrom”, die direkt an
einem Deichsiel liegt, konnten damit begriindet sein, dass es eventuell zu einem erhdhten
Eintrag an Schadstoffen durch das Obstanbaugebiet ,Altes Land“ kommt. Eventuell spielt
auch ein erhohter Eintrag von neuem Material aufgrund von mehr Bewegungen des Wassers
eine Rolle. AuBerdem wurden als Griinde fiir hohe Variationen der Toxizitdten an einem
Standort, d.h. der Inhomogenitdt der Sedimente, ein geringer Anteil an feinen KorngréRen
sowie ein hohes Trockengewicht der Sedimente diskutiert.

5.5 Sensitivitdaten der Testorganismen gegeniiber Substanzen

Um einen Hinweis auf die in den Sedimentproben moglicherweise vorhandenen Substanzen
zu bekommen, ist es wichtig die Substanzen zu kennen, gegenliber denen die
Testorganismen sensitiv sind. Eine erhohte Toxizitdt in einem Test kann jedoch keine
Aussage darliber treffen, um welche Substanzen es sich handelt oder ob
Kombinationseffekte der Inhaltsstoffe des Sediments fir die hohen Hemmungen der
Organismen verantwortlich sind.

Algenwachstumshemmtest mit Pseudokirchneriella subcapitata:

Pseudokirchneriella subcapitata ist sensitiv gegenliber Schwermetallen wie zum Beispiel
Kupfer (Ahlf, et al., 1986), Chrom (Giloni-Lima, et al., 2010) und Zink (Neumann-Hensel,
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1998). Die Toxizitdt im Algenwachstumshemmtest wird auferdem durch Polyzyklische
Aromatische  Kohlenwasserstoffe ~ (PAK)  wie  zum Beispiel die  Herbizide
(Unkrautbekampfungsmittel), ein paar Heterozyklen sowie Ammoniumionen hervorgerufen
(Claus, et al., 2009).

Leuchtbakterientest mit V. fischeri:

V. fischeri ist sensitiv gegenliber elementarem Schwefel im Festphasen-Biotest (Ricking, et
al., 2002) und im Biotest mit einem Methanol-Extrakt (Svenson, et al., 1998). V. fischeri ist
wenig sensitiv gegenilber PAKs, einigen Pestiziden und PCBs (Ricking, et al., 2002).
Gegenliber Schwermetallen sind die Leuchtbakterien wenig sensitiv. In der Arbeit von
Neumann-Hensel von 1998 wurde auch festgestellt, dass die Leuchtintensitat von V. fischeri
keine Hemmung gegeniiber Zink zeigt (Neumann-Hensel, 1998).

SiRBwasser-Bakterienkontakttest mit Arthrobacter globiformis:

In der Arbeit von H. Neumann-Hensel und S. Pudenz von 2003 wurde festgestellt, dass A.
globiformis in dem Test nach DIN 38412-48:2002-09 ,Arthrobacter globiformis fir
kontaminierte Feststoffe” besonders sensitiv auf Zink mit Hemmungen nahe 100 % reagiert
(Neumann-Hensel, et al., 2003). In einer anderen Arbeit wurde auch festgestellt, dass die
Dehydrogenaseaktivitdt von A. globiformis durch Zink gehemmt wird (Neumann-Hensel,
1998). AuBerdem reagierte A. globiformis in den Tests der Arbeit mit teilweise hohen
Hemmungen auf n-Paraffin (> 100 % Hemmung), das Antibiotikum Tetracyclin (ca. 25 %),
Benzalkoniumchlorid (BAC; > 150%) und APEO (45 %). Die Abkirzung APEO bedeutet
Alkylphenolpolyethylenglycolether auf Basis von i-Octylphenol.
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6 Klassifizierung der Toxizitaten der Oberflaichensedimente aus der Tideelbe

6.1 Verfahren der Klassifizierung

Die Klassifizierung wurde anhand der Ergebnisse der Clusteranalyse und der K-means-
Analyse in Kapitel 4.3 vorgenommen. In die Klassifizierung gehen alle Verdiinnungsstufen
der ,Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen” im Algenwachstumshemmtest, des
Leuchtbakterientests und des SlURwasser-Bakterienkontakttests ein. Die Hemmung der
Wachstumsrate im Algenwachstumshemmtest wird hier nicht bericksichtigt, da zum einen
eine gute Korrelation (0,67) zwischen der Hemmung der Wachstumsrate und der Hemmung
der Fluoreszenz nach 3 Tagen vorliegt (4.3.2) und zum anderen in der Arbeitsgruppe
Okotoxikologie der HAW Hamburg bisher hauptsichlich die Hemmung der Fluoreszenz nach
3 Tagen gemessen und fir Auswertungen verwendet wurde. Hierdurch lasst sich bei Bedarf
eine bessere Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe herstellen. Bei der
Clusteranalyse wurden die 22 Proben anhand der Ergebnisse innerhalb eines Biotests in
Cluster, d.h. Gruppen mit dhnlichem Muster des Verlaufs der Verdiinnungen, eingeteilt.
Jeder Biotest hat dabei eine spezifische Anzahl an Cluster, die auch unterschiedliche Verlaufe
der Mittelwerte aus der K-means-Analyse haben (Abbildung 23).
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Abbildung 23 Diagramme der Mittelwerte der Verdiinnungsstufen der Tests LBT, AT (Flu) und SKT
als Hemmung in % fiir jeden Cluster berechnet nach der K-means-Analyse; Clusteranalyse fiir 22
Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt

Im ersten Schritt der Klassifizierung wurden die vorliegenden Cluster der einzelnen Biotests
nach Toxizitdtsstufen benannt (Tabelle 28). Dabei wurden die funf Toxizitdtsstufen
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,Stimulation”, ,keine oder sehr geringe Toxizitat”, ,geringe Toxizitat”, , mittlere Toxizitat”
und ,hohe Toxizitat” fir die Cluster festgelegt. Diese Stufen sind allgemein definiert und
wurden jeder Cluster-Kombination entsprechend der Verlaufe der Mittelwerte der K-means-
Analyse zugeordnet. Dabei muss bei einem Biotest nicht jede Stufe mit einem Cluster belegt
sein. Zum Beispiel gibt es die Stufe ,Stimulation” nur beim Algenwachstumshemmtest und
dafiir gibt es im Algenwachstumshemmtest kein Cluster das mit ,,geringer Toxizitat” benannt
wurde.

Tabelle 28 Toxizitdtsstufen der Cluster fiir den Leuchtbakterientest (LBT), der ,,Hemmung der Fluoreszenz nach 3 Tagen*
im Algenwachstumshemmtest (AT, Flu) und den SiiBwasser-Bakterienkontakttest

. LBT AT SKT
Toxizitatsstufen der Cluster (Flu)
Cluster Nr.

Stimulation - 1 -
keine oder sehr geringe Toxizitat 3 4 -
geringe Toxizitat 2 - 2
mittlere Toxizitat 1 2 3
hohe Toxizitat 4 3 1

Im zweiten Schritt wird fiir jede Probe in Tabelle 30 aufgelistet, welchem Cluster sie in
welchem der drei Biotests angehort. Entsprechend der Tabelle 28 wurden die Cluster-
Nummern eingefarbt, um die Toxizitatsstufen der Cluster deutlich zu machen.

Daraus folgt der dritte Schritt der Klassifizierung, bei dem die verschiedenen Kombinationen
der Toxizitatsstufen der Cluster der drei Biotests in Tabelle 28 fiir die Proben in finf Klassen
eingeteilt wurden. Diese Klassen werden ,Sediment-Toxizitdtsklassen” genannt und sind
nach den Regeln in Tabelle 29 definiert. Vereinfacht kann man sagen, dass die Sediment-
Toxizitat hoher eingestuft wird, je hoher die Toxizitdtsstufen der Cluster sind und je mehr
hohere Stufen jeweils vorkommen. Sedimente in Stufe IV haben zum Beispiel nur héchstens
eine Toxizitatsstufe , hohe Toxizitdt”“ des Clusters und Sedimente der Stufe V haben in allen
drei Biotests die Toxizitatsstufe ,,hohe Toxizitdt” des Clusters.

Tabelle 29 Sediment-Toxizitdtsklassen | bis V mit Beschreibung der Regel fiir jede Klasse; in den Regeln wird sich auf die
Toxizitatsstufen der Cluster aus Tabelle 28 bezogen; Tox. = Toxizitat

. I Farbe . . e
Sediment-Toxizitatsklassen /Nr Beschreibung der Sediment-Toxizitatsklassen
Keine oder sehr geringe jeder Test kann die Stufe "Stimulation" oder "keine oder
Sediment-Toxizitit / Stimulation sehr geringe Toxizitat" oder "geringe Toxizitat" aufweisen

. . N kein Test "hohe Toxizitat" und hochstens einer "mittlere
Geringe Sediment-Toxizitat e

Toxizitat
. . N hochstens ein Test "hohe Tox." und keiner "mittlere Tox."

Mittlere Sediment-Toxizitat ODER mindestens zwei "mittlere Tox."
Hohe Sediment-Toxizitat mindestens ein Test "hohe Tox." und einer "mittlere Tox."
Sehr hohe Sediment-Toxizitat alle Tests "hohe Toxizitat"
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Tabelle 30 Einfarbung nach Toxizitdtsstufen (Tox. Stufe) der Cluster nach Tabelle 28 fiir die Biotests Leuchtbakterientest

(LBT), Algenwachstumshemmtest

Watt; Einordnung jeder Probe in eine Sediment-Toxizitdtsklasse nach den Regeln aus Tabelle 29

(AT, Hemmung der Fluoreszenz
Bakterienkontakttest (SKT) fiir die 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus Heuckenlock und aus dem Neufelder

Interne
Nr.

Standort-
beschreibung

AT
LBT KT
(Flu) S
Cluster Nr. /

Tox. Stufe (Farbe)

Sediment-
Toxizitats-
klasse

H26-11 | ML-Os-1 1 1 1
H27-11 | ML-Os-2 2 1 3
H28-11 | ML-Os-3 3 1 1
H29-11 | ML-Os-4 2 1 1
H30-11 | ML-Us-1 3 1 3
H31-11 | ML-Us-2 3 1 3
H32-11 | ML-Us-3 3 1 3
H33-11 |ML-Us-4 3 1 3
H34-11 |HL-Os-1 2 1 2
H35-11 |HL-Os-2 2 4 3
H36-11 |HL-Os-3 2 2 3
H37-11 |HL-Os-4 2 2 2
H38-11 |HL-Us-1 3 2 2
H39-11 | HL-Us-2 2 2 3
H40-11 | HL-Us-3 3 4 2
H41-11 |HL-Us-4 2 1 3
H42-11 | NF-WP20-1 2 2 1
H43-11 | NF-WP20-2 4 3 1
H44-11 | NF-WP20-3 4 3 1
H45-11 | NF-WP24-1 2 4 3
H46-11 | NF-WP24-2 2 4 1
H47-11 | NF-WP24-3 3 4 1 1]

6.2 Klassifizierungskarte der

Klassen

nach 3 Tagen

(Flu))

und SiBwasser-

Probenahmestationen mit Sedimenttoxizitats-

Zur besseren Ubersicht wurden in Tabelle 31 die 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch, aus

Heuckenlock und aus dem Neufelder Watt nach Sediment-Toxizitatsklassen aufgelistet.

In Abbildung 24 ist eine Klassifizierungskarte der Probenahmestationen Mihlenberger Loch

Ober- und Unterstrom, Heuckenlock Ober- und Unterstrom und den Wegpunkten 20 und 24

im Neufelder Watt zu sehen. Fir die drei bis vier Proben von jeder Station sind die

ermittelten Sediment-Toxizitatsklassen dargestellt.
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Tabelle 31 Zuordnung der 22 Proben aus dem Miihlenberger Loch (ML), aus Heuckenlock (HL) und aus dem Neufelder
Watt (NF); Os = Oberstrom; Us = Unterstrom; WP20 bzw. 24 = Wegpunkt 20 bzw. 24; 1,2,3,4 = Nummer der Probe von
der jeweiligen Station; Sediment-Toxizitdtsklassen | bis V nach den Regeln aus Tabelle 29

Sediment-Toxizitatsklassen

HL-Os-1  |ML-Os-2  |ML-Os-3  |ML-Os-1 | NF-WP20-2
HL-Us-3  |ML-Us-1  |ML-Os-4 | NF-WP20-1 | NF-WP20-3
ML-Us-2 | HL-Os-3
ML-Us-3 | HL-Us-2
ML-Us-4 | NF-WP24-2
HL-Os-2 | NF-WP24-3
HL-Os-4
HL-Us-1
HL-Us-4
NF-WP24-1

Nordsee

Schleswig-
Holstein

Tideelbe

\ Hamburg <
@

!
5 O 00, @

eine oder sehr geringe
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Abbildung 24 Klassifizierungskarte der Probenahmestationen Miihlenberger Loch (Ober- und Unterstrom), Heuckenlock
(Ober- und Unterstrom) und Neufelder Watt (WP20 und WP24) mit den Sedimenttoxizitdtsklassen 1 bis V
(Hintergrundbild: Google Earth, modifiziert von Hsu, Pei-Chi)

Die Klassifizierung der Ergebnisse zeigt, dass die Station Miihlenberger Loch Unterstrom in
allen vier Proben mit ,,Geringe Sediment-Toxizitat” eingestuft wird. Bei diesen Sedimenten
ist nicht mit einer Gefahr fur die Qualitat der Elbe zu rechnen. Die Stationen in Heuckenlock
werden beide jeweils mit einer Probe in ,Sehr geringe Sediment-Toxizitat /Stimulation®, mit
zwei Proben in ,Geringe Sediment-Toxizitat” und mit einer Probe in ,Mittlere Sediment-
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Toxizitat” klassifiziert. Die Station am Wegpunkt 24 im Neufelder Watt zeigt mit zwei Proben
»Mittlere Sediment-Toxizitat“ und in einer Probe , Geringe Sediment-Toxizitdat”. Die Station
Mduhlenberger Loch Oberstrom zeigt mit einer Probe ,Hohe Sediment-Toxizitdat” und zwei
Proben ,Mittlere Sediment-Toxizitat“ eine noch weiter erhéhte Gefdahrdung an, die von den
Sedimenten ausgehen kann. Die groRte mogliche Gefahr fiir das Okosystem geht von den
Sedimenten am Wegpunkt 20 im Neufelder Watt aus, bei der die Sediment-Toxizitaten mit
einmal ,,Hoch” und zweimal ,Sehr hoch“ héher als bei den anderen Stationen liegen.
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7 Diskussion der Methoden

Algenwachstumshemmtest mit Pseudokirchneriella subcapitata:

Im Algenwachstumshemmtest reagiert P. subcapitata haufig mit Stimulation. Auch in den
Ergebnissen der Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW Hamburg gibt es viele
Testergebnisse mit Stimulation des Algenwachstums. Stimulation tritt dann als Messergebnis
auf, wenn die Algen in den Eluaten schneller gewachsen sind als in den Kontrollen. Einige der
moglichen Griinde fiir die Stimulation bei Algen sind im Folgenden genannt:

e Die Eluate sind nahrstoffreicher als die Kontrollen, sodass die Algen in der Kontrolle
langsamer wachsen.

e Die Stimulation deutet auf Industrieabfadlle hin: In einer Studie, in der sieben
verschiedene Algenarten in Biotests mit Industrieabfdllen aus Textilfabriken in
Kontakt gebracht wurden, wurde herausgefunden, dass Industrieabfdlle sowohl
Hemmung als auch Stimulation des Wachstums bei Algen hervorrufen kann.
Teilweise wurde auch Stimulation bei geringen Konzentrationen, aber Hemmung bei
hohen Konzentrationen festgestellt (Walsh, et al., 1980).

e Hormesis, das heillt Forderung des Wachstums der Algen aufgrund von
Stressreaktionen (Ahlf, et al., 2005)

Die Hormesis besagt, dass geringe Dosen von Schadstoffen eine positive Wirkung auf einen
Organismus, in diesem Fall die Foérderung des Algenwachstums, haben koénnen. Die
mitochondriale Hormesis (Mitohormesis) wird von M. Ristow und K. Zarse 2010 zwar nicht
fir Algen, aber andere Organismen beschrieben (Ristow, et al., 2010). Bei der Mitohormesis
werden durch eine geringe Dosis an Schadstoffen, die einen Stressfaktor darstellt, die
Mitochondrien aktiviert und dadurch vermehrt freie Radikale freigesetzt, die wiederum zur
Aktivierung der zelleigenen Abwehr gegen Radikale flihren. Die wenigen freien Radikale
funktionieren sozusagen als Impfstoff gegen den oxidativen Stress, der durch die Schadstoffe
verursacht wurde und die Organismen konnen gut leben und sich vermehren. Ob es beim
Algenwachstumshemmtest zu einer Mitohormesis kommt, ist unklar.

Beim Algenwachstumshemmtest zeigt ein Wert aus dem Miuhlenberger Loch Oberstrom
(Probe ML-0Os-1) in der geringsten Verdiinnung G1 mit -123,8 % die héchste Stimulation aller
Werte. In der Auswertung der Rohdaten der Messung nach 24 h musste ein Fluoreszenz-
Wert von drei Parallelen geléscht werden, weil er nach Abzug des Blindwerts negativ war
(-51 relative Fluoreszenzeinheiten) und so keine Berechnung der Wachstumsrate moglich
gewesen ware. Flr diesen Wert liegt also ein Unsicherheitsfaktor vor, der das Vertrauen in
diesen Wert etwas herabsetzt.

In den meisten Ergebnissen des Algenwachstumshemmtests wurden die Glltigkeitskriterien
der Wachstumsrate der Kontrolle (WR > 1,4) und des Variationskoeffizienten der Kontrolle
(VarK <5 %) nicht erfillt. Der Variationskoeffizient der Kontrollen ist nur bei drei von 22
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Proben <5% und die Wachstumsrate ist bei nur sechs Proben >1,4. Der
Algenwachstumshemmtest weist also Unsicherheiten fir die Ergebnisse auf. Auch in den
Ergebnissen der Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW Hamburg werden die
Gultigkeitskriterien oft Uberschritten und es zeigen sich groBe Schwankungen in den
Testergebnissen.

Leuchtbakterientest mit Vibrio fischeri:

Im Leuchtbakterientest werden die Eluate vor dem Test mit Natriumchlorid aufgesalzen,
damit das Leuchtbakterium Vibrio fischeri die optimalen Lebensbedingungen vorfindet. Die
Bioverfiigbarkeit von Schadstoffen im Sediment kann jedoch durch die Anderung der
Salinitat beeinflusst werden (Chapman, et al., 2001).

SiBwasser-Bakterienkontakttest mit Arthrobacter globiformis:

Eine mogliche Storung auf das Ergebnis der fluorometrischen Messung von Resorufin kdnnte
die Tatsache sein, dass Resorufin in einem zweiten Reduktionsschritt zu dem farblosen
Dihydroresorufin reduziert wird (siehe 3.3.2). Allerdings tritt diese 2. Reduktion nicht auf,
wenn Resazurin ausreichend bioverfiigbar ist, wovon bei diesem Versuch ausgegangen
wurde (Feiler, et al., 2009). Nach Christian Harbeck findet eine Umwandlung zu
Dihydroresorufin erst statt, wenn das Redox-Potential der Testansatze den Wert -51 mV
unterschreitet (Harbeck, 2003; Feiler, et al., 2009). Da vor dem Test nach der
DIN 38412-48:2002-09 sichergestellt wird, dass der Redox-Wert der vorverdiinnten Proben
einen positiven Wert hat, ist nicht davon auszugehen, dass am Ende des Tests der Redox-
Wert unter einen Wert von -51 mV sinkt. Jedoch wird in dem Bericht SeKT , Definition von
Referenzbedingungen, Kontrollsedimenten und Toxizitdtsschwellen fir limnische
Sedimentkontakttests” vorgeschlagen, am Ende des Tests den Redox-Wert zu kontrollieren
(Feiler, et al., 2009).

Ein weiterer Storfaktor konnen reduktive Substanzen in der Probe sein, wenn die Probe vor
dem Versuch nicht vollstandig oxidiert wurde (Feiler, et al., 2009; Ahlf, et al., 1998). In
diesem Fall wiirden die reduktiven Substanzen zu der Resorufin-Erzeugung beitragen und
dies wiirde ein falsch-positives Ergebnis verursachen. Die Toxizitdt, d.h. die Hemmung der
Dehydrogenaseaktivitat, wiirde dabei unterschdtzt werden. In dieser Arbeit wurden
hauptsachlich oxidierte Sedimente untersucht, da die Proben aus dem oberen ersten
Zentimeter genommen wurden. Jedoch kdnnen teilweise auch nur die ersten Millimeter
einer Bodenschicht oxisch sein und darunter finden sich anoxische Bedingungen (Ahlf,
Datum unbekannt). Die Proben aus dem Mihlenberger Loch hatten nach der Probenahme
einen Redox-Wert von im Mittel -218 mV (siehe Tabelle 2 in 2.2). Die Proben aus
Heuckenlock (@63 mV) und dem Neufelder Watt (@113 mV) hatten alle einen positiven
Redox-Wert. Vor dem SiRwasser-Kontakttest wurde jedoch durch 48-stiindiges
Uberkopfschiitteln und 1-stiindigem Beliiften dafiir gesorgt, dass alle vorverdiinnten Proben

einen positiven Redox-Wert haben. Die Proben NF-WP20-2 und NF-WP20-3 mussten
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allerdings trotz der genannten Vorbehandlung erst ein paar mal per Hand beliiftet und
geschittelt werden, um einen positiven Redox-Wert zu erlangen.

Der Abschlussbericht SeKT der Bundesanstalt fiir Gewasserkunde (Feiler, et al., 2009) sowie
Heise und Ahlf (Heise, et al., 2005a; Ahlf, 2007) schlagen eine Korrekturmethode fiir den
StRwasser-Bakterienkontakttest vor, um die Resorufin-Zunahme bei unbekannten Proben
mit verschiedenen Resazurin-/Resorufin-Konzentrationsverhaltnissen in Ansatzen ohne
Bakterien zu kalibrieren. Eine Kalibriermethode wurde in dieser Arbeit eingesetzt (siehe
3.3.2). Studien haben belegt, dass natirliche Sedimente unterschiedliche Resorufin-
Konzentrationskurven erzeugen, was moglicherweise durch verschiedene
Adsorptionspotentiale oder Quenching Effekte verursacht wird (Heise, et al., 2005a). Das
Quenching ist eine Fluoreszenzléschung, bei der die Energie der fluoreszierenden Molekiile
durch den ZusammenstoR mit anderen im Sediment befindlichen Molekillen ohne
Aussendung von Strahlung an die anderen Molekiile in Form von Warme abgegeben wird.
Quenching beschreibt auch andere Effekte, die dazu fiihren, dass die fluoreszierenden
Molekiile ohne Aussendung von Strahlung in den Grundzustand zurilickfallen oder daran
gehindert werden in den angeregten Zustand zu gelangen.

Ein weiterer Storfaktor des SiRwasser-Bakterienkontakttests kann die mikrobielle
Eigenaktivitat der Sedimente sein (Ahlf, et al., 1998). Die Proben werden zwar bei 80°C im
Wasserbad pasteurisiert, damit die Dehydrogenaseaktivitdt der Sedimente unterdriickt wird,
jedoch besteht immer das Risiko, dass noch Eigenaktivitat bleibt. In diesem Fall wiirden die
Organismen des Sediments mit zur Resorufin-Produktion beitragen und im Ergebnis die
Toxizitat unterschatzen. Dieser mogliche Storfaktor wird jedoch durch die Kalibrierung
berucksichtigt.

Farbung des Eluats im Leuchtbakterientest und im Algenwachstumshemmtest:

Eine Farbung des Eluats kann beim Leuchtbakterientest eine Verfalschung des Ergebnisses,
d.h. Uberschitzung der Toxizitdt, hervorrufen. Denn die Farbe des Eluats kann das Licht vom
Luminometer teilweise absorbieren, wenn die Wellenlange der Farbe im Bereich der
Wellenldnge der jeweiligen Gerdte-Strahlung liegt. Beim Leuchtbakterientest sind dies
insbesondere rote bis braune Farbungen. Deshalb wird nach DIN EN I1SO 11348-2:2009-05 im
Leuchtbakterientest falls notig eine Farbkorrektur durchgefihrt, fir die an der HAW
Hamburg in dieser Arbeit die notigen Materialien fehlten. Die Eluate der Proben NF-WP20-2
und NF-WP20-3 waren gelblich gefarbt und das Eluat der Probe ML-Os-1 war gelb-braunlich
gefarbt. Die Ergebnisse dieser drei Proben konnten also durch die Farbungen der Eluate
ungenau sein. Da die Probe ML-Os-1 allerdings im SliBwasser-Bakterienkontakttest eine sehr
hohe Hemmung zeigt, kann angenommen werden, dass die Toxizitdt im Leuchtbakterientest
tatsachlich hoch ist und der mogliche Einfluss der Farbung keine grofRe Rolle spielt. Die
Proben NF-WP20-2 und NF-WP20-3 wurden im Algentest (Hemmung der Fluoreszenz nach 3
Tagen) und im SuBwasser-Kontakttest in den Cluster mit der hdchsten Toxizitatsstufe
eingeordnet und man kdnnte auch hier davon ausgehen, dass die Proben tatsachlich auch im

Leuchtbakterientest eine erhdhte Toxizitdit haben. Nach der Durchfihrung des
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Leuchtbakterientests wurden die Eluate als Blindwerte aus dem Neufelder Watt mit dem
Luminometer gemessen. Es konnten allerdings keine auffalligen Werte festgestellt werden.
Auch beim Algenwachstumshemmtest wurden Sediment-Eluate eingesetzt. Nach DIN EN ISO
8692:2004 wird allerdings keine Farbkorrektur vorgeschlagen, denn der Einfluss der Farbung
wird beim Algenwachstumshemmtest durch die Verwendung von Blindwerten ohne Algen
bericksichtigt.

Toleranz der Testorganismen gegeniiber Salinitatsschwankungen:

Die Organismen sollten eine Toleranz gegeniber dstuarinen abiotischen Umweltfaktoren
wie zum Beispiel Schwankungen der Salinitdt besitzen (Arbeitsgruppe-Okotoxikologie-TU-
Hamburg-Harburg, 2004). Der Organismus Pseudokirchneriella subcapitata ist zwar eine
SiRwasser-Alge, trotzdem wird sie in dieser Arbeit im Algenwachstumshemmtest eingesetzt,
da sie einen Bereich bis 1,5 % Salinitit (Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW Hamburg)
toleriert und der Salzgehalt durch die Verwendung von Eluaten, d.h. wassrigen Losungen,
der Sedimente, von denen auch Verdiinnungsstufen gemessen werden, herabgesetzt wird.
Betroffen ware moglicherweise auch nur der Probenahmeort Neufelder Watt, der im
Mindungsbereich der Elbe liegt. Der Testorganismus V. fischeri des Leuchtbakterientests ist
ein marines Bakterium, das jedoch nur in einem begrenzten Bereich der Salinitdt Gberleben
kann, weshalb die Eluate gegebenenfalls aufgesalzen werden mussen.

Bioverfiigbarkeit und Storfaktoren wie Lagerung und Vorbehandlung der Proben:

Die Bioverfiigbarkeit der Schadstoffe im Sediment kann durch die Lagerung und
Vorbehandlung der Proben verdndert werden. Die Steigerung oder Verminderung der
okotoxikologischen Wirkung kann z.B. durch das 24- bis 48-stiindige Schitteln,
Homogenisieren oder das Pasteurisieren der Proben hervorgerufen sein. Auch ein
veranderter pH-Wert beeinflusst die Bioverfiigbarkeit von Schadstoffen (Ahlf, et al., 1998).

Die Lagerung bei kalten Temperaturen bei etwas Gber 0 °C verhindert Alterungsprozesse der
Sedimente. Jedoch kann dies die Toxizitat der Sedimente mit der Zeit zunehmend verandern
(Ahlf, et al.,, 1998). Fir metallhaltige Sedimentproben wird eine Lagerungszeit von zwei
Tagen bis zu ,weniger als zwei Wochen” empfohlen (Burton, 1991). In der Arbeitsgruppe
Okotoxikologie der HAW Hamburg sollen blicherweise die Proben spatestens nach vier
Wochen mit den Biotests gemessen worden sein. Sie werden wahrend der Lagerungszeit
nicht eingefroren oder gefriergetrocknet, sondern lediglich bei ca. 8 °C gekiihlt. Die Proben
dieser Arbeit wurden mit dem Algentest nach 5 - 21 Tagen, mit dem Leuchtbakterientest
nach 2 - 13 Tagen und mit dem SiURwasser-Kontakttest nach 4 - 22 Tagen gemessen. In der
Norm DIN EN ISO 5667-3 , Anleitung zur Konservierung und Handhabung von Wasserproben”
ist beschrieben, nach welcher maximalen Lagerungszeit Chemikalien analysiert werden
sollten. Fiir viele Schadstoffe reicht eine Untersuchung nach einem Monat aus, aber viele
besonders flichtige Substanzen sollten unmittelbar (Chloramin, Chlordioxid) oder nach

wenigen Tagen (CO,, Nitrat, Sulfide, ionische Tenside, Anionen) untersucht werden. Die
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Wirkung dieser Substanzen konnte moglicherweise in den Biotests teilweise nicht erfasst
worden sein. Jedoch reicht es fir die Uberwiegende Zahl der in der Norm genannten
Substanzen aus, diese nach einem Monat zu untersuchen wie zum Beispiel Schwermetalle,
Bromverbindungen und Bor. In der Norm EN ISO 5667-16:1998 , Anleitung zur Probenahme
und Durchfiihrung biologischer Testverfahren” wird flir Abwasserproben in Abhadngigkeit von
der Empfindlichkeit der Proben eine maximale Lagerungszeit von mehreren Wochen bis zwei
Monaten angegeben. Die Lagerungsdauer kann also einen Einfluss auf die Bestimmung der
Toxizitat haben.

Einfluss der wassrigen Testphase ,,Eluat”:

Fir den Algenwachstumshemmtest und den Leuchtbakterientest werden die Eluate der
Sedimentproben verwendet, d.h. es werden nur die Schadstoffe erfasst, die sich mit Wasser
aus dem Sediment losen lassen. Hiermit wird zum Beispiel die Situation von
Resuspensionsprozessen bei Entnahme oder bei Verklappen von Baggergut in der Elbe
nachgeahmt (Ahlf, et al., 1998; LiR, 1997). Mit Eluaten lasst sich die Gesamttoxizitdat des
Sediments also nur in Teilen bestimmen, da die mit Wasser nicht |6slichen Stoffe im
Sediment verbleiben (Ronnpagel, et al., 1995; LiR, 1997).

Weitergehende Bewertung mit der ,Sediment-Triade:

In dieser Arbeit wurde die Sediment-Qualitat ausschlieSlich durch Biotests bewertet. Eine
umfassendere Bewertung von Sedimenten kann mit der sogenannten , Sediment-Qualitats-
Triade” erreicht werden. Hierfiir waren jedoch weitere Untersuchungen notwendig, die in
dieser Arbeit aufgrund des hohen Arbeits- und Kostenaufwandes nicht durchgefiihrt
wurden. Die Sediment-Triade besteht aus folgenden drei Bewertungen (Chapman, 1996):

e Sedimentchemie: Bestimmung der Konzentrationen von Schadstoffen im Sediment mit
chemischen Analyseverfahren

e Okotoxikologie: Toxizitdtsbestimmungen mittels Sediment-Biotests

e Okologie: Ermittlung der Verdnderungen der vor Ort angesiedelten Sediment-
Lebensgemeinschaft (benthische Infauna)

Die Ergebnisse der Sediment-Triade kénnen nicht schematisch interpretiert werden. Einige
Aussagen konnen jedoch getroffen werden, wenn man die Ergebnisse der drei Messungen
zu Ja-Nein-Antworten vereinfacht (Chapman, 1996). So kdnnte man beispielsweise bei Ja-
Antworten der Okotoxikologie und der Okologie, aber einer Nein-Antwort der
Sedimentchemie zu der Aussage kommen, dass moglicherweise ungemessene toxische
Stoffe die Sedimentqualitat verschlechtern. Findet sich die einzige Ja-Antwort in den
Biotests, dann liegt eine mogliche Qualitatsminderung der Sedimente durch ungemessene
Schadstoffe oder Bedingungen vor.
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Einfluss des Trockengewichtes der Proben auf die Bestimmung der Toxizitat:

Die Hohe des Trockengewichts kénnte einen Einfluss auf das Ergebnis der Toxizitdt haben,
denn je wassriger ein Sediment ist, desto verdiinnter sind eventuell die Schadstoffe. Proben
mit hoheren Trockengewichten kdnnten bei der Annahme, dass die meisten Schadstoffe an
das Sediment gebunden sind, eine héhere Toxizitdt haben, da der Anteil an Sediment in der
Probe erhoht ist. Dies muss allerdings nicht zwangslaufig der Fall sein, denn die Schadstoffe
konnten auch vermehrt im Wasser gelost sein. Das Mihlenberger Loch hat die geringsten
Sedimentanteile in den Proben (Oberstrom: 18 % TG, Unterstrom: 26 % TG), danach folgen
die Proben aus Heuckenlock Unterstrom (45 % TG), aus dem Neufelder Watt am WP24 (55 %
TG), aus Heuckenlock Oberstrom mit 63 % TG und am grofSten ist das Trockengewicht der
Proben aus dem Neufelder Watt am WP20 mit 67 %.

Eine Diskussion (iber den Einfluss von Trockengewichten kann gefiihrt werden, jedoch muss
gesagt sein, dass bei Toxizitatstests die natirliche Situation vor Ort erfasst werden soll, wie
sie auch fiir die Organismen des Sediments vorliegt. Deshalb ist es in der Okotoxikologie
auch zulassig Sedimente mit verschiedenen Trockengewichten miteinander zu vergleichen.
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8 Zusammenfassung

In dieser Bachelorarbeit wurde untersucht, ob und wie sich Sediment-Toxizitaten, die als
prozentuale Hemmwirkungen auf Testorganismen im Vergleich zu einer Kontrolle vorliegen,
an einzelnen Probenahmeorten und -stationen in verschiedenen Okotoxikologischen Tests
unterscheiden und von welchen Faktoren diese Unterschiede verursacht sein koénnten.
AuBerdem wurde die Variation der Toxizitdt von mehreren zeitgleich genommener Proben
einer Station ermittelt und diskutiert. Dafir wurden die Toxizitaten von
Oberflachensedimentproben aus der Tideelbe an den drei Probenahmeorten Mihlenberger
Loch und Heuckenlock in Hamburg und Neufelder Watt an der Elbemiindung mit drei
Biotests bestimmt. Die Biotestkombination setzte sich aus dem Algenwachstumshemmtest
mit Pseudokirchneriella subcapitata, dem miniaturisierten Leuchtbakterientest mit Vibrio
fischeri und dem SiRwasser-Bakterienkontakttest mit Arthrobacter globiformis zusammen,
die unterschiedliche Sensitivititen gegeniliber Schadstoffen zeigen und sich in ihren
Aussagen erganzen. Mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse wurde ermittelt, dass sich einige
Probenahmestationen in bestimmten Biotests signifikant voneinander unterscheiden. Die
Station, die im Neufelder Watt ndher am Festland liegt, unterschied sich sogar von jeder
anderen Station signifikant in  verschiedenen Biotests. Die Ergebnisse des
Algenwachstumshemmtests zeigten die hochsten Standardabweichungen der Toxizitaten
von einer Probenahmestation, wobei Pseudokirchneriella subcapitata am haufigsten von
allen Testorganismen mit Stimulation auf die Sedimente reagierte. Stimulation trat
besonders haufig bei den Proben des Mihlenberger Lochs auf, was ein Hinweis auf vermehrt
auftretende Nahrstoffe sein kann, die aus dem Obstanbaugebiet ,Altes Land” stammen
konnten. Im Mihlenberger Loch war die Variation der Toxizitdten der Sedimente sehr hoch,
was durch die vielen unterschiedlichen Stressfaktoren wie Schadstoffe aus dem ,Alten
Land“, aus dem Hamburger Hafen, aus Einleitungen der Industrie oder aus historisch
kontaminierten Sedimenten vom Oberstrom der Elbe begriindet sein kann. Dabei ist die
Station im Mihlenberger Loch, die nahe einem Deichsiel liegt, eventuell besonders durch die
Schadstoffe aus dem ,Alten Land” beeinflusst. Die Ergebnisse einer Biotestkombination
inklusive der Verdinnungsstufen sind komplex und es fallt somit schwer aus diesen eine
bewertende Aussage zu treffen. Deshalb wurde eine Klassifizierung entwickelt, die die
gesamten Informationen berlicksichtigt und in Toxizitatsklassen integriert. Die Grundlage fir
die Klassifizierung der Elbesedimente bildete eine Clusteranalyse, mit der die Ergebnisse von
jeder Probe innerhalb eines Biotests in Gruppen mit dhnlichen Toxizitdaten eingeordnet
wurden. Jede Gruppe innerhalb der Ergebnisse eines Biotests konnte einer bestimmten
Toxizitatsstufe zugeordnet werden. Aus der Kombination der Toxizitatsstufen der drei
Biotests, fiir die Regeln beschrieben wurden, lieRen sich Sediment-Toxizitatsklassen ableiten.
Die Klassifizierung als integrierte Darstellung der Ergebnisse ergab, dass die Sediment-
Toxizitaten an der Station nahe dem Deichsiel im Muhlenberger Loch mit zweimal ,mittel”
und einmal ,,hoch” und an der Station im Neufelder Watt, die naher dem Festland liegt, mit
einmal ,,hoch” und zweimal ,sehr hoch” im Vergleich zu den anderen Stationen die groRte

Wirkung auf die Testorganismen hatten.
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10 Anhang

10.1 Hinweise zu der Anlage auf CD

Auf der Anlage auf CD befindet sich die Bachelorarbeit in digitalisierter Form sowie die
Auswertungen der Rohdaten der Biotests mit graphischen Darstellungen, die Daten der
Trockengewicht-Berechnung, die Redox- und pH-Werte der Proben in Microsoft Office Excel
2007-Dateien.

10.2 Berechnung des Variationskoeffizienten und der Wachstumsrate fiir die
Auswertung der Ergebnisse des Algenwachstumshemmtests mit
Pseudokirchneriella subcapitata

Berechnung des Variationskoeffizienten:

Vor Verwendung der Fluoreszenz-Werte fiir Berechnungen wird der zugehdrige Blindwert
einer Kontrolle bzw. Verdiinnungsstufe von dieser subtrahiert. Der Variationskoeffizient
VarK in % der Kontrollen berechnet sich aus dem Mittelwert der Fluoreszenzen Fyw der drei
Parallelwerte der Kontrollen einer Platte und der Standardabweichung Fsigaw dieser drei
Werte nach Gleichung 9.

Vark (in %) = Fuiarw | Frw

Gleichung 9 Berechnung des Variationskoeffizienten VarK in %

Der Variationskoeffizient, auch relative Standardabweichung genannt, wird auBerdem wie in
Gleichung 9 fiir die Verdliinnungsstufen der Proben und der Positiv-Kontrollen berechnet.

Berechnung der Wachstumsrate:

Die Wachstumsrate wird fiir jeden der drei Parallelwerte der Kontrolle einer Platte zuerst
einzeln berechnet und dann als Mittelwert fir das Giltigkeitskriterium gebildet. Die
Wachstumsrate (WR) beschreibt die durchschnittliche relative Zunahme der Algenzellen
aufgrund von Vermehrung pro Tag und wird als Faktor angeben. Die Wachstumsrate der
Kontrollen (Gleichung 10) entspricht der Steigung der Regressionsgeraden, die aus dem
natirlichen Logarithmus der Fluoreszenz-Werte der Kontrollen und der Zeit in Tagen von t1
bis t3 erstellt wurde. Hierfur wird auch das BestimmtheitsmaR R® berechnet, aus dem
erkannt werden kann, wie nahe die Messwerte an der Geraden liegen, d.h. wie gut die
lineare Regression ist. Ist die halb-logarithmische Kurve linear, so handelt es sich um ein
exponentielles Wachstum der Algenpopulation. Wenn die Kurve jedoch abflacht, dann hat
die Population die stationdare Wachstumsphase erreicht (Quelle: DIN EN ISO 8692:2004).
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Gleichung 10 Wachstumsrate WR

Mit:

WR  Wachstumsrate (entspricht der Steigung) als Faktor

1y Zeit in Bezug auf t0 bei der Messung x (t1, t2 oder t3) in Tagen
Fy Fluoreszenz bei der Messung x (t1, t2 oder t3)

tww  Mittelwert der Zeit Gber t1 bis t3 in Tagen

Fuww  Mittelwert der Fluoreszenz-Werte von t1 bis t3

Die Wachstumsraten der Verdinnungen aller Proben, Kontrollen und Positiv-Kontrollen
werden wie in Gleichung 10 berechnet. Nur bei der Kontrollplatte werden fiir den Mittelwert
alle Fluoreszenz-Werte fir die Berechnung der Steigung herangezogen. Fir jede
Verdinnungsstufe und jede Kontrolle wird eine Wachstumskurve erstellt, in der die Werte
des natiirlichen Logarithmus der Fluoreszenz lber die Zeit dargestellt sind. Zusatzlich zum
Mittelwert werden die Standardabweichung und der Variationskoeffizient der
Wachstumsraten berechnet.

Fir die Berechnung der Wachstumsrate kann alternativ zuerst der Mittelwert der
Fluoreszenz-Werte der jeweiligen drei Parallelansdtze gebildet und dann daraus der
naturliche Logarithmus berechnet werden. Mit diesen Werten und der Zeit in Tagen wird
dann die Steigung, das heiRt die Wachstumsrate der jeweiligen Verdinnung bzw. Kontrolle
berechnet.

Sollte das BestimmtheitsmaR aus der Berechnung, die mit den Werten der t0-Messung
durchgefihrt wurde, groBer sein als bei der Berechnung ohne die t0-Werte, dann werden
die t0-Werte fir die Berechnung der Wachstumsraten mit einbezogen und hieraus die
Hemmung berechnet.

10.3 Herstellung der Nahrmedien fiir die Durchfiihrung der Biotests

DIN-Stammldésungen fiir die Herstellung der Medien fiir Pseudokirchneriella subcapitata

1) Makro-Nahrstoffe

g/500 ml
NH4Cl 0,75
MgCl, * 6H,0 0,6
CaCl, * 2H,0 0,9
MgS0O, * 7H,0 0,75
KH,PO,4 0,08
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2) Fe-EDTA

g/250 ml
FeCl; * 6H,0 0,016
Na,EDTA * 2H,0 0,025

3) Spurenelemente

g/500 ml
H5BO3 0,0925
MnCl, * 4H,0 0,2075
ZnCl, 0,0015
CoCl, * 6 Hzgr 500 pl
CuCl, * 2 H,

Na;MoO, * 2 H,0 0,0035
—> Extralosung:

CoCl, * 6 H,0 0,75 g/500 ml
CuCl; * 2 H,0 0,005 g/500 mi
4) NaHCO; 25 g/500 ml steril filtrieren, 0,2 um Membran

- alle Lésungen autoklavieren

KL-Stammlésungen fiir Pseudokirchneriella subcapitata (KL = Kuhl-Lorenzen)

Makroelemente Stammldsungen (1-5):

g/L
1) KH,PO, 90
2) KNO; 100

3) NazHPO4 *2 Hzo 28
4) CaCl, * 2 H,0 2,5
5) MgS04 * 7 H,0 25

Mikroelemente Stammlésungen (6):

mg/L
CuSO4 * 5 H,0 3
H3BO3 61
Triplex llI 9300
FeSO4 * 7 H,0 6900
MnSQO,4 * 7 H,0 169
ZnSOq, 287
(NH4)6Mo07024 * 2 H,0 12
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- alle Lésungen autoklavieren

KL-Medium fiir Pseudokirchneriella subcapitata (KL = Kuhl-Lorenzen)

500 ml Messzylinder

5 ml von Stammldsung 1-5 | unter der Clean Bench!

0,5 ml von Stammlésung 6 }

(1 M NaOH)

pH 6,8 einstellen, auffiillen bis 500 ml mit Reinstwasser, in 100 ml Kolben (10 Stick) fullen,
autoklavieren

ASW (Artificial Sea Water) fiir Vibrio fischeri
g/L

KCI 10 mmol/L 0,7455

CaCl, * 2 H,0 10mmol/L 1,4702

MgCl, * 6H,0 50 mmol/L 10,165

NaCl 250 mmol/L 14,61

pH 7,2 0,2 (mit 0,1 M NaOH), autoklavieren

DSM-Medium fiir Arthrobacter globiformis

g/L
Pepton aus Casein, tryptisch verdaut 10
Hefeextrakt 5
D(+)-Glukose
NacCl 5

pH 7,2 — 7,4 einstellen, in 100 ml Kolben (10 Stiick) aufteilen, autoklavieren

1/3 DSM-Medium fiir Arthrobacter globiformis

g/L
Pepton aus Casein, tryptisch verdaut 3,33
Hefeextrakt 1,67
D(+)-Glukose 1,67
NaCl 1,67

pH-Wert 7,2 10,2 einstellen, in 100 ml Kolben (10 Stiick) aufteilen, autoklavieren

MOPS-Puffer fiir die Farblésungen im SiiBwasser-Bakterienkontakttest

MOPS Pufferan > 99 % 41,86 g
(C7H15NO4S)
VE-Wasser 200 ml

pH-Wert auf 8,2 einstellen (10M NaOH)

steril filtrieren und je 40 ml in Falcon-R6hrchen aliquotieren, bei -20 °C einfrieren
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10.4 Materialien und Testdurchfilhrung des Algenwachstumshemmtests mit
Pseudokirchneriella subcapitata (anwendungsbezogen)

Liste der Materialien (neben dem iiblichen Laborbedarf):

e Pseudokirchneriella subcapitata (Stammnummer SAG 61.81), Stammkultur in KL-Medium

e KL-Medium (Herstellung siehe Anhang 10.3)

e Algenstammldsungen (Herstellung 10.3)

e Reinstwasser mit einer Leitfahigkeit von ca. 0,055 uS/cm aus der Reinstwasseranlage
Arium® pro UV von Sartorius Stedim Biotech GmbH

e 3,5-Dichlorphenol-Stammldsung (10mg/100ml)

e Multimodereader fiir Mikrotiterplatten ,infinite F200 TECAN“ zur Messung der
Fluoreszenz

e Computer mit der Software “Microsoft Office Excel 2007” und “Tecan i-control 1.5”

e Zentrifuge ,Heraeus Multifuge 1 S-R“ mit Programm fiir 10.000 xg von Thermo Scientific

e Klimaschrank (BINDER) fir Algen bei 20 °C und einer Beleuchtungsstarke zwischen
6000 Ix und 10.000 Ix

e Schiuttler fiir 24-Well-Mikrotiterplatten

e pH/mV-Messgerat (Seven Easy, METTLER TOLEDO) mit Kalibrierlésungen (pH 4, pH 7 und
pH 9), pH-Sonde (InLab®Expert Pro) und Redox-Sonde (InLab®Redox)

e Uberkopfschiittler (Heidolph, Reax 2)

e (Clean-Bench (MSC Advantage, EN 12469:200, Class IlI) von Thermo Scientific

e Waage ,Precisa”, Ablesbarkeit bis 0,01 g

e Einkanal-Kolbenhubpipetten mit Pipettenspitzen von Thermo Scientific

e Stepper-Pipetten

e Magnetrihrer

e Autoklav

e flache, transparente 24-Well-Mikrotiterplatten von costar® (corning Incorporated)

e 50 ml-Zentrifugenréhrchen (Tubes)

e Abgeschnittene Spritzen zum Abfiillen von 5 ml Sediment

Vorbereitung des Tests:

Das 1-fach-Nahrmedium (100 ml) fiir die Algenvorkultur wird drei bis vier Tage vor dem Test
aus folgenden Substanzen (Zusammensetzung der Algenstammldsungen siehe 10.3)
hergestellt:

e 98,2 ml steriles Reinstwasser

e 1 mlAlgenstammldsung 1 fiir DIN Medium

e 0,1 ml Algenstamml&sung 2 fiir DIN Medium
e 0,1 ml Algenstammlésung 3 fiir DIN Medium
e 0,6 ml Algenstamml6sung 4 fiir DIN Medium
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Danach wird das 1-fach-Medium Uber Nacht offen unter der Clean Bench
(Reinraumwerkbank) stehen gelassen, um die Losung ins Gleichgewicht zu bringen.
Alternativ kann 30 min sterile Luft durch das 1-fach-Medium geblasen werden.

Am nachsten Tag wird der pH-Wert des 1-fach-Mediums mit verdiinnter Salzsdure (HCI)
und/oder verdiinnter Natronlauge (NaOH) auf 8,1 + 0,2 eingestellt.

Unter der Clean Bench wird zur Herstellung einer exponentiell wachsenden Algenvorkultur
1 ml einer ungefahr 3 Monate alten Algen-Stammkultur in das 1-fach-Medium gegeben. Die
Vorkultur wird in einem Klimaschrank bei 20°C auf dem Magnetriihrer unter
Dauerbeleuchtung inkubiert.

Einen Tag vor dem Test werden aus den Sedimenten die Eluate vorbereitet. Daflir werden
5 ml Sediment mit 20 ml Reinstwasser in einem Zentrifugenrohrchen versetzt und dunkel im
Uberkopfschiittler 24 Stunden durchmischt.

Es wird aulRerdem das 10-fach-Nahrmedium (100 ml) aus den folgenden Substanzen
hergestellt und tGber Nacht offen unter der Clean Bench stehen gelassen:

e 82 ml steriles Reinstwasser (autoklaviert)

e 10 ml Algenstammldsung 1 fiir DIN Medium
e 1 mlAlgenstammldsung 2 fiir DIN Medium
e 1 mlAlgenstammldsung 3 fiir DIN Medium
e 6 ml Algenstammldsung 4 fiir DIN Medium

Testdurchfiihrung:

Die am Vortag vorbereiteten Sediment-Reinstwasser-Gemische werden 20 min lang bei
10.000 g zentrifugiert, danach werden die Eluate mit einer Pipette enthnommen und in ein
50 ml-Tube gegeben. Der pH-Wert der Eluate wird gemessen.

Es muss aulRerdem der pH-Wert des 10-fach-Mediums mit verdinnter Salzsdure (HCI)
und/oder verdinnter Natronlauge (NaOH) auf 8,1 + 0,2 eingestellt werden.

Die Positivkontrolle wird aus 3,5-Dichlorphenol (DCP G1) der Konzentration 10 mg/ 100ml
und Reinstwasser im Verhaltnis 1:10 hergestellt.

Aus dem am Vortag hergestellten 10-fach-Medium wird durch eine 1:10 Verdliinnung mit
Reinstwasser ein 1-fach-Medium hergestellt.

Es kdnnen nun die 24-Well-Mikrotiterplatten mit Reinstwasser, Eluaten, Positiv-Kontrollen
und 10-fach-Medium mit Stepper-Pipetten belegt werden (Abbildung 25, Abbildung 26 und
Abbildung 27). Auf der flachen 24-Well-Mikrotiterplatte aus transparentem Kunststoff sind
24 runde Vertiefungen (Wells) in 6 Spalten und 4 Reihen angeordnet. Es gibt eine
Kontrollplatte, eine DCP-Platte und fir jede zu untersuchende Probe eine weitere Platte. In
Abbildung 26 sind die Volumenangaben in ul aufgefiihrt, die sich jeweils auf alle Wells einer
Spalte der Abbildung 25 beziehen. Allerdings beziehen sich die Angaben fiir die Algen jeweils
nur auf die obersten drei Zellen einer Spalte und die Angaben fir das 1-fach-Medium nur auf
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die letzte Zelle (Blindwert) einer Spalte. Die Volumenangaben in ul in Abbildung 27 gelten fiir
jede Spalte der Kontrollplatte.

Kontrolle Gl G2 G4 G8 G16
Algen 2>
Algen 2>
Algen 2>
1-fach-Med.~> BW BW BW BW BW BW

Abbildung 25 Belegungsschema der 24-Well-Mikrotiterplatten; Probenplatte und DCP-Kontrollplatte; BW = Blindwert,

Med. = Medium, G1, G2, G4, G8, G16 = Verdiinnungsstufen

Kontrolle G1 G2 G4 GS8 Gl6
Reinstwasser 1600 / 600 1100 1350 1475
Eluat bzw. DCP / 1600 1000 500 250 125
10-fach- 200 200 200 200 200 200
Medium
Algen (nurerste | 200 200 200 200 200
3 Zeilen)
BW: 1-fach-
Medium statt 200 200 200 200 200 200
Algen (nur
letzte Zeile)

Abbildung 26 Volumenangaben in pl fiir die Pipettierung der Probenplatten und DCP-Kontrollplatte; BW = Blindwert,
G1, G2, G4, G8, G16 = Verdiinnungsstufen

Reinstwasser 1600
Eluat bzw. DCP /
10x-Medium 200
Algen (nur erste

3 Zeilen) 200
BW: 1-fach-

Medium statt 200
Algen (nur

letzte Zeile)

Abbildung 27 Volumenangaben in pl fir die Pipettierung der Kontrollplatte (BW = Blindwert)

Nach der Pipettierung von Reinstwasser, Eluaten, DCP-Kontrollen und 10-fach-Medium wird
die Ausgangsfluoreszenz der Algenvorkultur mit dem Multimodereader in einer 24-Well-
Mikrotiterplatte gemessen. Es wird danach eine 1:10 Algen-Verdiinnung aus Algen und 1-
fach-Medium hergestellt und von dieser wird ebenso die Fluoreszenz gemessen.

Je nach Ergebnis werden entweder 1-fach-Medium oder Algen-Vorkultur zu der 1:10 Algen-
Verdiinnung pipettiert und diese wieder gemessen bis die Fluoreszenz 12400 + 200
entspricht. Die Menge der Zugaben muss aus Erfahrungswerten abgeschatzt werden.
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Die Algen-Vorverdinnung wird dann mit 1-fach-Medium 1:5 verdinnt. Die 1:5-Algen-
Verdinnung und das 1-fach-Medium kénnen nun in die 24-Well-Mikrotiterplatten pipettiert
werden (siehe Abbildung 25 und Abbildung 26).

Die Platten werden nacheinander mit dem Multimodereader (Einstellungen siehe Tabelle
32) gemessen und die Fluoreszenz-Ergebnisse zur der Zeit t0 werden durch das Programm
Tecan i-control in eine Excel-Datei geschrieben. Die Platten mit Deckel werden danach mit
Parafilm umschlossen und in den Klimaschrank bei 20 °C und Dauerbeleuchtung auf den
Schittler bei ca. 250 rpm gestellt.

Die Kontrolle mit Algen wird nochmals in einem Well einer 24-Well-Platte hergestellt und
der pH-Wert wird mit einem Indikatorstreifen visuell bestimmt.

Nach einem Tag (t1), nach 2 Tagen (t2) und nach 3 Tagen (t3) wird jeweils zur gleichen
Uhrzeit nochmals die Fluoreszenz der Ansatze aller Platten wie bei der tO-Messung
gemessen. Vor jeder Messung muss der Inhalt jedes Wells, in dem sich Algen befinden, mit
einer Pipette homogenisiert werden. Nach der t3-Messung wird nochmals der pH-Wert in
der Kontrolle mit Algen bestimmt.

Die in einer Excel-Datei gespeicherten Ergebnisse werden nach dem Test in die Excel-Vorlage
der Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW Hamburg fiir den Algenwachstumshemmtest
kopiert. Dort werden die Fluoreszenz-Werte zu Hemmung in Prozent umgerechnet und alle
weiteren Angaben zu den Proben und der Durchflihrung des Tests eingetragen.

Tabelle 32 Einstellungen im Skript ,, AT — Tecan i-control” fiir den Multimodereader

Plattendefinition [COS24ft] - Corning Flat Transparent

Schitteln Dauer: 30s
Amplitude: 1 mm
Frequenz: 173,9 U/min
Modus: Linear

Warten Dauer:1s

Fluoreszenz-Intensitdat | Exzitations-Wellenlange: 465 nm
Emission-Wellenlange: 680 nm
Anzahl der Blitze: 50
Messmodus: oben

Verstarkung: 58 (manuell)
Integrationszeit: 40 us
Verzégerungszeit: O s
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10.5 Materialien und Testdurchfiihrung des Leuchtbakterientests mit Vibrio fischeri
(anwendungsbezogen)

Liste der Materialien (neben dem iiblichen Laborbedarf):

o flUssiggetrocknete Leuchtbakterien Vibrio fischeri von der HACH Lange GmbH (Art:
30189)

e gefrorene Rekonstitutionslésung (HACH Lange GmbH) in einem 1 ml-Eppi (Eppendorf-
Reaktionsgefall)

e Reinstwasser mit einer Leitfahigkeit von ca. 0,055 uS/cm aus der Reinstwasseranlage
Arium® pro UV von Sartorius Stedim Biotech GmbH

e Artificial Seawater (ASW) (Herstellung siehe 10.3)

e Natriumchlorid (NaCl)

e 3,5-Dichlorphenol-Stammlésung (10mg/100ml), C¢H4OCl,

e Multimodereader fir Mikrotiterplatten ,infinite F200 TECAN“ zur Messung der
Lumineszenz

e Computer mit der Software “Microsoft Office Excel 2007” und “Tecan i-control 1.5”

o Gefrierschrank zur Lagerung der konservierten Leuchtbakterien und der
Rekonstitutionslosung

e Kihlschrank fiir Temperierung der Materialien und Testansatze bei 15 °C

e Zentrifuge ,Heraeus Multifuge 1 S-R“ mit Programm fiir 10.000 xg von Thermo Scientific

e pH/mV-Messgerat (Seven Easy, METTLER TOLEDO) mit Kalibrierlésungen (pH 4, pH 7 und
pH 9), pH-Sonde (InLab®Expert Pro) und Redox-Sonde (InLab®Redox)

e Refraktometer zur Bestimmung der Salinitat in %

e Uberkopfschiittler (Heidolph, Reax 2)

e Waage ,Precisa”, Ablesbarkeit bis 0,01 g

e (Clean-Bench (MSC Advantage, EN 12469:200, Class Il) von Thermo Scientific

e Einkanal- und Mehrkanal-Kolbenhubpipetten mit Pipettenspitzen von Thermo Scientific

e Stoppuhr

e Autoklav

o flache 96-Well-Mikrotiterplatten von costar® (Corning Incorporated) in weily und grau
mit Deckel

e Zentrifugenréhrchen (50ml und 15 ml)

e Reservoir (Behalter der Breite der Mehrkanalpipette) fiir die Bakterien

Testdurchfiihrung:

Ein oder zwei Tage vor dem Test werden die Eluate aus den Oberflaichensedimenten
vorbereitet. Die Sedimente werden daflr mit einem Spatel homogenisiert und dann werden
5 ml Sediment mit 20 ml Reinstwasser in einem 50 ml-Zentrifugenrohrchen 24 h tber Kopf
geschuttelt.

90



Am Testtag wird zur Fertigstellung der Eluate die Wasserphase von der Sediment-
Reinstwasser-Suspension durch Zentrifugation (20 min, 10.000 x g, Programm 1) getrennt.
Von den Eluaten werden jeweils 5ml entnommen und in 15 ml Tubes uUberfihrt.
AnschlieBend wird der Salzgehalt mit dem Refraktometer gemessen und falls notig mit
Natriumchlorid (NaCl) bis zu einer Salinitat zwischen 2 % und 2,2 % aufgesalzen. Danach wird
der pH-Wert gemessen und mit NaOH und/oder HCl auf 6,8 - 7,2 eingestellt. In einem
Kihlschrank werden zur Vorkihlung bei 15°C eine weille und eine graue 96-Well-
Mikrotiterplatte mit Deckel, ein Reservoir und ca. 50 ml ASW (Artificial Sea-Water)
hineingestellt. Auf der Mikrotiterplatte sind die 96 Wells (runde Vertiefungen) in 12 Spalten
und 8 Reihen angeordnet.

Es wird eine Positivkontrolle aus einer 3,5-Dichlorphenol-Stammldsung (10 mg/ 100ml)
hergestellt, indem diese 1:10 mit ASW verdiinnt wird.

Zur weiteren Vorbereitung des Tests wird die Bakteriensuspension hergestellt. Zunachst
werden die flissiggetrockneten Leuchtbakterien rekonstituiert, wobei 500 ul einer
Rekonstitutionslosung schnell auf die Bakterien pipettiert und nach Mischung der
Suspension 5 min bei 15 °C inkubiert werden. Danach werden 4,5 ml ASW zu den Bakterien
pipettiert und dieses Gemisch wird mindestens 10 min bei 15 °C inkubiert.

Als nachstes sind die Verdiinnungen nach folgendem Pipettierschema (Abbildung 28) in
einer transparenten 96-Well Mikrotiterplatte herzustellen. Zunachst wird das ASW
pipettiert, danach die Proben-Eluate und Verdinnungen und zuletzt das DCP. Wenn weniger
als maximal 8 Proben pro Platte gemessen werden, wird in die Gbrigen Wells 300 ul ASW
pipettiert.

Abbildung 28 Belegungsschema der 24-Well-Mikrotiterplatte fiir den Leuchtbakterientest

Verdiinnungsstufen:

GO =300 pul ASW (graue Markierung)
G1 =300 ul Probe

G2 =188 ul Probe + 112 ul ASW

G3 =125 ul Probe + 175 ul ASW

G4 =94 pl Probe + 206 pl ASW

G6 =63 ul Probe + 237 ul ASW
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DCP (rote Markierung):
G1 =300 ul DCP
G2 =188 pl DCP + 112 ul ASW

Fir die Durchfihrung des Tests werden die Leuchtbakterien in das vorgekiihlte Reservoir
geflllt. Mit einer Mehrkanalpipette werden 50 pl in jedes Well der weillen vorgekihlten
Mikrotiterplatte gegeben. Die Mikrotiterplatte wird 15 min bei 15 °C inkubiert und es wird
danach die Ausgangsbiolumineszenz zum Zeitpunkt t0 mit dem Multimodereader gemessen
(Einstellungen Multimodereader siehe Tabelle 33). Sofort nach der Ausgangsmessung
werden mit einer Mehrkanalpipette 200 pl die Verdliinnungen aus allen Wells der
transparenten Mikrotiterplatte in die Wells der weillen Mikrotiterplatte mit den Bakterien
gegeben. Die transparente Mikrotiterplatte wird 30 min ab Beginn der Pipettierung bei 15 °C
inkubiert. Danach wird mit dem Multimodereader die Lumineszenz zum Zeitpunkt t30
gemessen.

Die in einer Excel-Datei gespeicherten Ergebnisse werden nach dem Test in die Excel-Vorlage
fir den Leuchtbakterientest der Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW Hamburg kopiert.
Dort werden die Lumineszenz-Werte zu Hemmung in Prozent umgerechnet und alle
weiteren Angaben zu den Proben und der Durchfiihrung des Tests.

Tabelle 33 Einstellungen im Skript , LB-Test — Tecan i-control” fiir den Multimodereader

Plattendefinition [COS96fw] - Corning 96 Flat White

Schitteln Dauer: 15s
Amplitude: 1 mm
Frequenz: 87,6 U/min
Modus: Orbital

Lumineszenz Integrationszeit: 1000 ms
Ruhezeit: 1 ms
keine Abschwachung
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10.6 Materialien und Testdurchfiihrung des SiiBwasser-Bakterienkontakttests mit
Arthrobacter globiformis (anwendungsbezogen)

Liste der Materialien (neben dem liblichen Laborbedarf):

e Arthrobacter globiformis, tiefgefroren in 1 ml-Eppi (Eppendorf-Reaktionsgefal) bei -70 °C

e Reinstwasser mit einer Leitfahigkeit von ca. 0,055 uS/cm aus der Reinstwasseranlage
Arium® pro UV von Sartorius Stedim Biotech GmbH

e Benzalkoniumchlorid (BAC), Summenformel: Cy5H46NCI, Stammldsung (100mg/1)

e 1/3-DSM-Medium (Herstellung siehe 10.3)

e Quarzmehl-SMH, MILLISIL W 4, Quarzwerke

e Resorufin sodium salt (C1,HgNNaOs) von Sigma-Aldrich Chemie GmbH

e Resazurin (Redoxindikator, C12HgNNaQ4) von Sigma-Aldrich Chemie GmbH

e MOPS-Puffer (Herstellung siehe 10.3)

e Multimodereader fiir Mikrotiterplatten ,infinite F200 TECAN“ fir die Messung der
Fluoreszenz

e Computer mit der Software “Microsoft Office Excel 2007” und “Tecan i-control 1.5”

e Brutschrank bei 30 °C mit Schittler (Edmund Bihler GmbH, TH15 TiMix) fur 96-Well-
Mikrotiterplatten

e Brutschrank bei 30 °C mit Schiittler fiir Bakterien-Vorkultur (BINDER)

e pH- und Redox-Potential-Messgerat (Seven Easy Mettler Toledo) mit Sonden und
Kalibrierlésungen (pH 4, pH 7 und pH 9)

e Photometer mit Einmalkivetten

e Magnetriihrer

e Uberkopfschiittler (Heidolph, Reax 2)

e Trockenschrank (Heraeus instruments) fir 110°C

e Elektrisches Wasserbad fiir 80 °C von Memmert

e C(Clean-Bench (MSC Advantage, EN 12469:200, Class Il) von Thermo Scientific

e Vortex (Heidolph, Reax, top)

e Waage ,Precisa”, Ablesbarkeit bis 0,01 g

e Waage ,sartorius”, MC1 Analytic AC 2010 P fiir Spurenanalytik

e Einkanal- und Mehrkanal-Kolbenhubpipetten mit Pipettenspitzen von Thermo Scientific

e transparente, flache 96-Well-Mikrotiterplatten von costar® (corning Incorporated)

e Zentrifugenréhrchen (50 ml und 15 ml)

e Einmalréhrchen ohne Deckel, mit rundem Boden

e gasdurchlassige Abdeck-Folie fuir Mikrotiterplatten

e Reservoirs (Behélter der Breite der Mehrkanalpipetten)

e Stoppuhr
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Vorbereitung vor dem Tag der Testdurchfiihrung:

Zwei Tage vor dem Versuchstag werden 10 g der Probe, die mit einem Spatel homogenisiert
wurde, und 10 ml Reinstwasser in ein Zentrifugenrohrchen gegeben und dieses im
Uberkopfschiittler 2 Tage durchmischt. Zwischendurch muss das Réhrchen eine Stunde
unter dem Abzug offen stehen. Es missen die Trockengewichte der Proben in Prozent
ermittelt werden. Diese werden bendtigt, um den  Feststoffanteil der
Quarzmehlsuspensionen, die als Verdinnung verwendet werden, an die jeweilige Probe

anzupassen.
Herstellung der Quarzmehlkontrolle: 5 g Quarzmehl plus 15 ml Reinstwasser
Herstellung der Probenverdiinnung: Berechnung der Anteile mit Bericksichtigung der

Trockengewichte der Proben:
Quarzmehling: TGin %/ 10
Reinstwasser in ml = (10-(TGin%/10)) ml
+10 ml

Herstellung der Positiv-Kontrolle - BAC GO: 5 g Quarzmehl + 14 ml Reinstwasser + 1 ml BAC
Stammldosung (100mg/l);
(BAC erst am Versuchstag zugeben)

Ein Tag vor dem Test wird nachmittags 1 ml einer Arthrobacter globiformis-Stammkultur
(Stock) in 50 ml 1/3-DSM-Medium geimpft. Diese wird bei 30 °C 14 bis 16 Stunden auf dem
Schittler bei 160 rpm inkubiert.

Vorbereitung am Tag der Testdurchfiihrung:

Nach 14 bis 16 Stunden werden die Bakterien neu in 50ml 1/3-DSM-Medium geimpft, sodass
mit dem Photometer eine optische Dichte (0.D.) von 0,05 gemessen wird. Flir den Blindwert
wird eine Kuvette mit 1/3-DSM-Medium gefullt und fir die Messung der O.D. der Bakterien
wird eine Kivette mit Bakteriensuspension gefillt und gemessen. Die neue Kultur wird so
lange bei 30°C und 240 rpm inkubiert, bis sie eine optische Dichte von 0,3 hat.
Um die Verdinnungen BAC G1 (5 mg/l)und BAC G2 (2,5 mg/I) aus der Positiv-Kontrolle BAC
GO (10 mg/l) herzustellen, werden 3 ml Quarzmehlkontrolle in BACG1 und 1,5ml
Quarzmehlkontrolle in BAC G2 gegeben. Dann werden 3 ml von BAC GO in BAC G1 gegeben
und von dem homogenisierten BAC G1 werden 1,5 ml in BAC G2 gegeben.
Die Proben miussen vor der Verwendung im Test pasteurisiert werden, indem die
Zentrifugenrdhrchen fir 10 Minuten in einem 80 °C heiBen Wasserbad aufgeheizt werden.
Danach werden sie in einem kalten Wasserbad auf Raumtemperatur abgekiihlt. Dann
werden der pH-Wert und das Redox-Potential der Proben gemessen. Das Redox-Potential
muss positiv sein, ansonsten muss die Probe solange belliftet geschiittelt werden, bis sich
ein positives Redox-Potential einstellt. Der pH-Wert muss zwischen 6 und 9 liegen
(DIN 38412-48:2002-09).
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Herstellung der Probenverdiinnungen:

Es werden flr jede Probe vier Verdiinnungsstufen hergestellt, von denen drei im Test
verwendet werden. Die Konzentration wird mit jeder Verdinnungsstufe halbiert. Die
Verdiinnungen werden mit der Quarzmehlsuspension fir die jeweilige Probe hergestellt
(s.0.).

Folgende Verdinnungen werden nach der neuen Arbeitsvorschrift der Arbeitsgruppe
Okotoxikologie der HAW Hamburg verwendet:

GO = Originalprobe (1:1 mit Reinstwasser versetzt)

G1 = 1. Verdiinnungsstufe (nur zur Verdlinnung, keine Verwendung im Test)
G2 = 2. Verdiinnungsstufe

G4 = 3. Verdiinnungsstufe

G8 = 4. Verdlinnungsstufe

Nach der alten Arbeitsvorschrift werden die Originalprobe GO und die Verdinnungsstufen
G1, G2 und G4 verwendet.

Testdurchfiihrung:

In jedes Well einer transparenten 96-Well-Mikrotiterplatte werden nun nach dem
Pipettierschema (Abbildung 29) 120 um der vorverdiinnten Proben, der Verdiinnungen und
der Kontrollen pipettiert, wobei diese zur Homogenisierung vor jeder Pipettierung mit einem
Vortex geschiittelt werden. Ebenso werden auBerdem Kalibrierungsplatten nach den
Pipettierschemata nach Abbildung 30 und Abbildung 31 befillt. Die Platten werden mit einer
gasdurchlassigen Folie abgeklebt.

Wenn die Bakterienkultur auf eine optische Dichte von 0,3 gewachsen ist, werden 40 pl
davon in jedes orange markierte Well und 40 ul vom 1/3-DSM-Medium in die grau
markierten Wells pipettiert (siehe Abbildung 29, Abbildung 30 und Abbildung 31).

Die Platten werden dann 2 Stunden bei 30 °C und 400 rpm inkubiert.

Nach der Inkubation werden in die Platten die Resazurin- und Resorufin-Farblésungen
pipettiert (siehe Abbildung 29, Abbildung 30 und Abbildung 31). Die Losungen haben eine
Konzentration von 45 mg/l und sind mit 1 ml MOPS-Puffer (Herstellung siehe 10.3) auf
100 ml versetzt.

Es wird nun alle 15 Minuten (iber eine Dauer von 45 Minuten die Fluoreszenz eines jeden
Wells der Probenplatte mit dem Multimodereader gemessen. Bei Beginn der Pipettierung
der Farbldsungen starten die ersten 15 Minuten und die erste Messung bei der Zeit t0 wird
sofort nach der Pipettierung durchgefiihrt. Die nachsten Messungen, zwischen denen die
Probenplatte wieder inkubiert wird, erfolgen nach 15 Minuten (t15), nach 30 Minuten (t30)
und nach 45 Minuten (t45). Die Fluoreszenz-Werte der Kalibrierungsplatten werden nach der
t45-Messung gemessen.
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Tabelle 34 Einstellungen im Skript SKT — Tecan i-control fiir den Multimodereader fiir Mikrotiterplatten

Plattendefinition

[COS96ft] - Corning Flat Transparent

Temperieren 30°C

Schitteln Dauer: 50s
Amplitude: Imm
Frequenz: 87,6 U/min
Modus: Orbital

Warten Dauer: 30 s

Fluoreszenz-Intensitat

Exzitations-Wellenldange: 530 nm
Emission-Wellenlange:590 nm
Anzahl der Blitze: 25
Messmodus: oben

Verstarkung: 33 (manuell)
Integrationszeit: 20 us

Alle Ergebnisse werden in einer Excel-Datei gespeichert und nach dem Test in die Excel-

Vorlage der Arbeitsgruppe Okotoxikologie der HAW Hamburg fiir den SiRwasser-

Bakterienkontakttest kopiert. Dort werden die Fluoreszenz-Werte zu Hemmung in Prozent

umgerechnet und alle weiteren Angaben zu den Proben und der Durchfiihrung des Tests

eingetragen.

Resa- | KJ BAC BAC BAC Pr. 1 Pr. 1{Pr.1 Pr.1
zurin GOy | Gly G2 | GOJ | G2l | G4l | G8l
DSM—- : 80ul BW BW BW BW BW BW BW BW BW BW BW BW
Bkt - 1 80ul
Bkt > i 80ul
Bkt > | 80ul
Bkt > | 80ul
Bkt - | 80ul
Bkt - : 80ul
DSM-> | 80yl BW BW BW BW BW BW BW BW BW BW BW BW
GO | G217 | G41 | G881 GO | G217 | GAT | G8T
Pr.3 Pr.3 Pr.3 Pr.3 Pr.5 Pr.5 Pr.5 Pr.5

Abbildung 29 Pipettierschema, 96-Well-Mikrotiterplatte — Proben (K = Kontrolle, Pr. = Probe, BW = Blindwert, Bkt =
Bakterien, DSM = 1/3-DSM-Medium)

Probe 1,

Resa : Reso = 80u

| :0ul | Resa:Reso=60ul:20ul | Resa : Reso = 40ul: 40ul

Resa : Reso =20ul: 60ul

GO0 >

G2 >

G4 >

G8 >

GO >

G2 >

G4 >

G8 >

Abbildung 30 Pipettierschema, 96-Well-Mikrotiterplatte — Kalibrierungsplatte 1 (Resa = Resazurin, Reso = Resorufin)
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Probe 34, :
' Resa: Reso= 60pl:20ul ' Resa:Reso= 40pl: 40ul ' Resa:Reso=20ul:60ul

Resa: Reso= 80ul:0pl

Kontrolle/ Positiv-Kontrolle "

Abbildung 31 Pipettierschema, 96-Well-Mikrotiterplatte — Kalibrierungsplatte 2 (K = Kontrolle, Resa = Resazurin, Reso = '
Resorufin)
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