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Abstract

Das Ziel dieser Bachelorarbeit war die Erfassung und die Sicherstellung einer
Mindestsauerstoffkonzentration im Uberstandswasser des Fischei-Sedimentkontakttests
mit Fischeiern des Zebrabarblings (Danio rerio). Die Arbeit wurde im Rahmen einer

Untersuchung am Institut fir Hygiene und Umwelt (Hamburg) angefertigt.

Des Weiteren sollten mit Messungen im Uberstandswasser Informationen {ber die

Verteilung der Sauerstoffkonzentration gewonnen werden.

Diesbeziiglich wurden zwei verschiedene Mikrosonden-Messsysteme auf ihre
Labortauglichkeit flir den Routinebetrieb getestet. Durch die Steigerung der
Schuttelfrequenz eines Horizontalschittlers konnte weiterer Sauerstoff in die Probe
eingetragen werden. Mit dem optischen LDO-Messverfahren der Firma PreSens
(Regensburg, Deutschland) konnte schlieflich eine ausreichende Sauerstoffkonzentration

im Uberstandswasser nachgewiesen werden.

Versuche, die speziell die Auswirkungen der Schiittelfrequenzen auf die Fischeier
untersuchten, ergaben, dass mit dem Anstieg der Schiittelfrequenz auch die Haufigkeit

der letalen Effekte bei den Embryonen des Zebrabarblings stieg.



Abstract

The objective of this Bachelor thesis was to identify and secure the minimum
concentration of oxygen necessary in the supernatant water of a sediment contact test
using eggs of the zebra fish (Danio rerio). The thesis was written within the framework of

a study undertaken at the Institute of Hygiene and Environment (Hamburg).

Furthermore, measurements with microprobes in the supernatant water were supposed

to give information about the distribution of the oxygen concentration.

To this effect, two different microprobe measurement systems were tested with regard
to their suitability in the laboratory during routine operations. By increasing the shaking
frequency of a horizontal shaker, further oxygen could be added to the sample. Finally, by
using the optical LDO (Luminescent Dissolved Oxygen) measurement technique by the
company PreSens (Regensburg, Germany), a sufficient oxygen concentration was

identified.

Experiments which tested the effects of the shaking frequency on the fish eggs rendered
an increase in the frequency of lethal effects in the zebra fish embryos which

corresponded with the increase in the shaking frequency.
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Einleitung

Mit Beginn der Industrialisierung in Europa und Deutschland Mitte des 19. Jahr-
hunderts stieg die Bevolkerungszahl sprunghaft an (GESCHICHTSVEREIN-KOENGEN.DE 2012).
Im direkten Zusammenhang damit nahmen die anthropogenen Einfllisse auf die
Umwelt rasant zu. Waren es zu Anfang noch die groBe Anzahl an Kohledfen in den
Haushalten und die Einleitung von Fakalien in die Flisse, sind es nun eine Vielzahl von
umweltschadlichen Chemikalien, Schwermetallen (LICHTFUR & BRUMMER 1977) und
Medikamenten, die in die Umwelt gelangen. Die Industrialisierung und der Anstieg der
Bevolkerungsdichte an Flissen wie Rhein, Weser, Elbe, Donau und Main gefahrden

zunehmend die Gewisserqualitdt und alle damit verbundenen Okosysteme.

Im Laufe der Jahre wurde das Umweltbewusstsein immer gréRer. Richtlinien und
Gesetze zum Gewasserschutz wurden verabschiedet und Kommissionen sowie
Arbeitskreise gebildet. So wurde auch die Internationale Kommission zum Schutz der
Elbe (IKSE) 1990 gegriindet und hat sich die Verbesserung des Zustands der Elbe und
ihrer Hauptnebenflisse zur Aufgabe gemacht (IKSE 1991). Die Elbe gehoért mit ca. 1100
Kilometern zu den langsten Flissen Europas. Sie entspringt dem Riesengebirge in der
Tschechischen Republik und flieRt tGber Dresden, Magdeburg und Hamburg in die
Nordsee. Dabei gelangen viele Schadstoffe aus Industrie und Landwirtschaft ins
Gewasser und binden sich auch an Feinsedimente (CHAPMAN 1990). Die Europaische
Gemeinschaft (EG) erkannte 1996, dass Wasser keine (ibliche Handelsware sei,
,sondern ein ererbtes Gut, das geschiitzt, verteidigt und entsprechend behandelt
werden misse. Es sei erforderlich, eine integrierte Wasserpolitik in der Gemeinschaft
zu entwickeln." (Auszug aus den Erwdgungsgriinden (Prdambel 1) der Europdischen
Wasserrahmenrichtlinie 2000/60/EG). Mit der Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) haben
sich die Mitgliedsstaaten der EG verpflichtet, bis 2015 eine gute chemische und gute
okologische Oberflaichengewdsserqualitdt zu erreichen. Der gute chemische Zustand
bezieht sich dabei auf die Einhaltung der Grenzwerte der sogenannten prioritdren
Stoffe (EU Richtlinie 2008/105/EG). Der 6kologische Zustand beriicksichtigt die Flora

und Fauna der Gewasser.
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In der WRRL sind keine okotoxikologischen Testverfahren vorgesehen. Um eine
ganzheitliche Bewertung des 6kologischen Zustands zu erreichen, kénnten Zusatzlich
sowohl Wasser als auch Sedimente im Rahmen der Okotoxikologie auf ihr
Umweltgefdahrdungspotential untersucht werden. Dabei kommen verschiedene
Okotoxikologische Testverfahren und somit verschiedene Testorganismen zum Einsatz
(Fent 1998). In dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf die Bewertung von Hamburger
Flusssedimenten.

,Sedimente sind ein integraler Bestandteil des aquatischen Okosystems. Ihre
Bedeutung umfasst unter anderem ihre Funktion als Lebensraum, als Ort der
Ndhrstoffremineralisierung, als Laichgrundlage fiir Fische, und als Ort, in dem
Organismen Schutz und Futter suchen” (Zitat: HEISE et al. 2007)

Partikelgebundene Schadstoffe, Organische sowie anorganische, haben eine sehr viel
langere Aufenthaltszeit in Flusssystemen als geloste Schadstoffe (HEISE et al. 2007).
Hinzu kommt, dass organische Schadstoffe mit einer hohen Affinitdt zum Feststoff in
Sedimenten auch eine in der Regel hohe Affinitat zu biologischen Oberflachen und das
Potential auf Organismen einzuwirken haben (HEISE et al. 2007). Mit dem Fischei-
Sedimentkontakttest wird die Toxizitdt von Sedimenten auf die Entwicklung von
Embryonen des Zebrabarblings (Danio rerio) getestet. Dieser Sedimentkontakttest
wird bereits erfolgreich an einigen Institutionen (z.B. RWTH Aachen, Uni Heidelberg)
durchgefiihrt und soll am Hamburger Institut flir Hygiene und Umwelt etabliert

werden (RAASCH 2011).

Im Rahmen einer Masterarbeit (RAASCH 2011) sind zundchst grundlegende
Fragestellungen zum Versuchsaufbau, zeitlichem Ablauf und den Kontrollansatzen
festgelegt worden. Die  Ergebnisse  wurden  abschlieRend in  einer
Standardarbeitsanweisung (Standard Operating Procedure (SOP)) zusammengefasst.
Dariber hinaus wurden einige Hamburger Sedimente auf toxische Effekte gegeniber
Embryonen des Zebrabarblings (Danio rerio) getestet. RAASCH (2011) stellte fest, dass
diese Sedimente einen hohen Anteil organischer Substanz aufweisen, was zu einer
starken Sauerstoffzehrung und zu geringen Sauerstoffkonzentrationen im
Uberstandswasser fiihrte. Infolgedessen kam es zu einer Unterentwicklung der
Fischembryonen, so dass sich toxische Effekte des Sedimentes nicht von den Effekten,

die aufgrund mangelnder Sauerstoffversorgung entstanden abgrenzen lieRen (KUSTER &
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ALTENBURGER 2008, RAASCH 2011). Um diese Effekte genauer untersuchen zu kénnen,
muss wadhrend des Testzeitraumes regelmadRig der Sauerstoffgehalt im
Uberstandswasser gemessen werden. RaascH (2011) empfiehlt, die Messungen mit

Hilfe von Mikrosonden durchzufiihren.

Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit ist es, eine fiir den Fischei-
Sedimentkontakttest geeignete Mikro-Sauerstoffsonde auszuwahlen und mit dieser
die Sauerstoffentwicklung im Uberstandswasser zu erfassen. Anhand von
verschiedenen Kriterien sollen dann, auf dem Markt verfligbare Systeme gesucht,
miteinander verglichen und in der Praxis getestet werden. Darauf aufbauend werden
im zweiten Teil dieser Arbeit Versuche zum besseren Verstandnis der zeitlichen und
raumlichen Verteilung der Sauerstoffzehrung im Uberstandswasser durchgefiihrt.
AnschlieBend werden Versuche zur Optimierung des Sauerstoffgehalts durch
unterschiedliche Schittelfrequenzen im Fischei-Sedimentkontakttest durchgefiihrt.
Zusatzlich  wurden Versuche mit unterschiedlichen Bewegungsfrequenzen
durchgefiihrt um die Auswirkungen des Quarzsandes auf die Fischeier genauer zu
untersuchen. Hauptziel dieser Arbeit ist die Sicherstellung eines Sauerstoffgehalts von
mindestens 4 mg/l im Uberstandswasser (DIN 2009). AbschlieRend werden die aus den
Ergebnissen resultierenden Empfehlungen zur Optimierung der Versuchsbedingungen

des Fischei-Sedimentkontakttest in die Standardarbeitsanweisung ibernommen.
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I. Ubergreifende Grundlagen

I.1. Fischei-Sedimentkontakttest mit dem Zebrabarbling

(Danio rerio)

Fische spielen eine wichtige Rolle in der aquatischen Nahrungskette und haben ebenso
wichtige Regulationsfunktionen in aquatischen Okosystemen (BEUTH.DE 2013). Als
Testorganismus in der Okotoxikologie ist der Zebrabarbling Embryo (Danio rerio) nicht
mehr weg zudenken und kommt zur Bestimmung der akuten Toxizitdat von Abwasser
und Oberflachenwasser auf Fischeier zum Einsatz (DIN 2009). In veroffentlichter
Literatur vor dem Jahr 2009 wird der Fischeitest aus der DIN 38415-T6 zitiert. Diese
wurde 2009 von der DIN EN ISO 15088-6 (DIN 2009) abgelost.

Der Fischei-Sedimentkontakttest ist eine Weiterentwicklung des Fischeitests.
Wichtigster Unterschied ist, dass die Eier auf ein natives Sediment gegeben werden
und nicht in ein Testwasser (VoBAcH 2003). Denkbar und seit einiger Zeit Gegenstand
der Forschung sind neben dem direkten Kontakt der Fischeier mit nativen Sediment

auch Untersuchungen an Sedimentextrakten und -eluaten (HOLLERT 2001, KEITER 2007).

Im Folgenden wird die Durchfiihrung des Sediment-Kontakttests erlautert (vlg. HOLLERT

et al. 2004, GROTE et al. 2004, KeiTerR 2007, RAASCH 2011).

Zunachst wird 3 g gefriergetrocknetes Sediment in 20 ml Kristallisierschalen
eingewogen. Wie in der Okotoxikologie Ublich kénnen zusitzlich verschieden
Verdlnnungsstufen angesetzt werden. Verdinnungen des Sediments mit
Verdlinnungswasser, oder Quarzsand sind moglich. Die Zugabe des
Verdiinnungswassers (DIN 2009) bis zur vollstdndigen Sattigung des Sediments erfolgt
nach der Einwaage. Hiernach wird nochmals 2 ml Verdiinnungswasser hinzugegeben.
Fiir den Kontrollansatz werden acht Kristallisierschalen mit Quarzsand (3 g) und
Verdiinnungswasser (4 ml), sowie acht mit reinem Verdiinnungswasser (4 ml) gefullt.
Jeweils vier werden fir die Vorbereitung der Positiv-Kontrollen verwendet. Als
Schadstoff wird 3,4-Dichloranilin (3,4-DCA) mit einer von der DIN EN ISO 15088-6
vorgegebenen Konzentration (3,7 mg/l) verwendet. Die Konzentration der Positiv-
Kontrollen ergibt sich aus einer Zugabe wvon 185ul 3,4-DCA-LOsung

(Konzentration: 100 mg/I).
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Nach diesen Vorbereitungen werden die Eier aus den Laichbecken entnommen. Die
Befruchtungsrate sollte bei mindestens 50% liegen (DIN 2009). In jede
Kristallisierschale werden funf Eier Uberfiihrt. Bei der Sedimentprobe und dem
Verdinnungswasser werden die Eier in 1 ml, bei der Positiv-Kontrolle in 815 ul
Verdlinnungswasser Uberfiihrt. Die Eier missen behutsam behandelt werden und
sollten das 128-Zell-Stadium nicht uberschreiten.

Anschliefend werden die Kristallierschalen mit Parafilm verschlossen und fiir 48 h bei
26 °C in der Kihlinkubator,auf einen Horizontalschiittler mit einer Bewegungsfrequenz

von 90 UpM gestellt.

Zur Auswertung der Embryonen werden die fiinf Eier eines Ansatzes in ein Well einer
24 Well-Platte Uberfihrt (RAAscH 2011). Die Eier werden nach folgenden

toxikologischen Endpunkten unter einem Invers-Mikroskop beurteilt.
I.1.1. Toxikologische Endpunkte der DIN EN ISO 15088-6

In der DIN EN ISO 15088-6 (2009) werden folgende toxikologische Endpunkte
betrachtet.

e koagulierter Keim

e keine Schwanzablosung

e kein Herzschlag

In dieser Arbeit werden zusatzlich Herzédeme, die Blutzirkulation und Friithschlupf mit
einbezogen. Embryonen mit Herzodem (Abbildung 1.1, Bild b)) weisen keinen, oder nur
einen schwachen Herzschlag auf. Dieser reicht nicht aus um die Blutzirkulation im
gesamten Embryo aufrecht zu erhalten. Es kommt daher dem DIN Endpunkt ,kein
Herzschlag” gleich. Bis auf den Friihschlupf sind dies alles letale Endpunkte, die mit
dem Mikroskop nachgewiesen werden kénnen. Trifft keiner der angegebenen letalen
Endpunkte zu, wird der Embryo als normal entwickelt eingestuft. Es kann davon
ausgegangen werden, dass er sich aus eigener Kraft aus dem Ei befreien kann und
danach Uberlebensfahig ist. In der folgenden Abbildung I.1 ist eine Auswahl an

Endpunkten dargestellt.
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Abbildung 1.1 Fehlentwicklungen von Embryonen
RAAscH 2011, Seite 8

Legende: a): koaguliertes Ei; b): Herzédem; c): deformierter Embryo; d): keine

Schwanzablésung

In Bild a) ist ein koaguliertes Ei abgebildet. Koagulation, oder auch Denaturierung, ist
die Gerinnung bzw. Zerstérung von Eiweillen. Diese sind aufgrund ihrer weiRen
Farbung mit bloBem Auge zu erkennen und erscheint unter dem Mikroskop als dunkler
Fleck (RAAscH 2011). Ein Fischei gilt dann als koaguliert, wenn die biologische Funktion
nicht mehr gegeben ist. Die Struktur als Embryo ist nicht mehr zu erkennen (RAASCH

2011).

Bild b) zeigt ein Herzodem (Pfeil). Embryonen mit einem Herzédem haben keinen, oder
nur einen sehr schwachen Herzschlag. Oft reicht der schwache Herzschlag nicht aus,
um die Blutzirkulation im gesamten Embryo sicherzustellen (RAAscH 2011). Dies kommt

einem fehlenden Herzschlag gleich.

In Bild c) ist ein sehr deformierter Embryo zu sehen. Eine normale Form ist nicht mehr
zu erkennen. Der Embryo besitzt keinen Herzschlag. Kopf und Augen sind nur zum Teil

ausgebildet. Der Schwanz ist nicht vom Dottersack gel6st, oder korrekt ausgebildet.

Der in Bild d) dargestellte Embryo hat einen verdickten Schwanz, der zusétzlich nicht
korrekt vom Dottersackt gelost ist. Weiterhin ist keine Pigmentierung der Netzhaut zu

erkennen.
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I.2. Versuchstier Zebrabarbling (Danio rerio)
Der Zebrabarbling gilt als sehr lebendig und ist als Schwarmfisch unter Aquarianern ein
beliebter Anfanger-Fisch (AQUARIUM-GUIDE.DE 2013). Zebrabarblinge sind ein weit
verbreitetes Versuchstier (GRAW 2010), deren Eier unter anderen fir den Fischeitest

(DIN 2009), sowie den Fischei-Sedimentkontakttest zum Einsatz kommen.
1.2.1. Allgemeine Informationen

Der Zebrabarbling (Danio rerio) (Abbildung 1.2) wurde erstmals 1822 von Francis
Buchanan-Hamilton (t 15. Juni 1829) im Fluss Kosi der Ganges Region entdeckt,
beschrieben und in London, sowie Edinburgh verdéffentlich (HAMILTON 1822). Seit
George Streisinger (University of Oregon) in den 70er Jahren den Zebrafisch aufgrund
seiner guten Reproduzierbarkeit, einfachen Halterung und der sich auRerhalb des
Muttertiers entwickelnden transparenten Eier, als sehr geeignetes Labortier
entdeckte, entwickelte sich der Zebrabarbling schnell zur ,Laborratte” unter den
Fischen und wird weltweit eingesetzt. Die grolRten Einsatzbereiche von Danio rerio

liegen in der Genetik und der Entwicklungsbiologie (GRAW 2010).

Abbildung 1.2 Zebrabarbling (Danio rerio). Oben: Weibchen, Unten: Mdnnchen
KOELLE-Z00.DE (2013)
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In Tabelle 1.1 ist die Systematik des Zebrabarbling aufgelistet (VoBACH 2003).

Tabelle 1.1 Systematik des Zebrabarblings (Danio rerio)

Systematik des Zebrabarblings (Danio rerio)

Ordnung Karpfenartige (Cypriniformes)
Uberfamilie Karpfenfischahnliche (Cyprinodei)
Familie Karpfenfische (Cyprimidae)
Unterfamilie Barblinge (Danioninae)
Gattung Danio

Art Zebrabarbling

Wissenschaftlicher Name Danio rerio

Die Herkunft des Zebrabarblings ist der indische Subkontinent. Seine Verteilung
erstreckt sich Uber Teile von Indien, Bangladesch, Nepal, Myanmar und Pakistan

(SPENCE et al. 2006 & 2007, LAWRENCE 2007) (Abbildung I.3).

Abbildung 1.3 Die Herkunft des Zebrabarblings

ZIERFISCHVERZEICHNIS.DE (2012)
Legende: Pfeil: markiert den ersten Fundort im Fluss Kosi, nahe des Ganges von Hamilton

Beheimatet ist der Zebrabérbling in den Zuflissen des Ganges, wo er in langsam
flieRenden oder stehenden Gewassern, Flissen mit dichten Uferbewuchs und flachen
Teichen lebt (LAWRENCE 2007). Haufig wurde er auf Reisfeldern gefunden (LAWRENCE
2007). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Zebrafisch stehende, oder langsam

flieRende Gewadsser im leicht alkalischen Bereich (pH-Wert ca. 8,0) und einer relativen
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Sichttiefe von ca. 35 cm bevorzugt (SPENCE et al. 2006, McCLURE et al. 2006, LAWRENCE

2007).

Zebrabarblinge werden ca. 5 cm groB und sind eher langliche Fische. lhre Farbe reicht
von Olivgriin auf dem Riicken, bis hin zu einem silbrigen Bauch, wobei beide Seiten von
mehreren Blau-Silber Streifen geziert werden, die von den Kiemendeckeln bis zur
Schwanzflosse verlaufen (VoBAcH et al. 2003). In der Abbildung 1.4 sind die Mannchen
(rechts) von den etwas bauchlichen Weibchen (links) klar zu unterscheiden. Die
Mannchen sind schlanker und etwas kleiner. lhre Farbe ist kraftiger und auf dem

Riicken orangegold (STALLKNECHT 1994).

Abbildung 1.4 Geschlechtliche Unterschiede Danio rerio. Links: Weibchen, Rechts: Mannchen

FREEWEBS.COM (2012)
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1.2.2. Halterung

Zebrafische weisen eine hohe Toleranz gegeniber der Wassertemperatur auf
(Lawrence 2007). Laborversuche legten einen maximalen tolerierbaren Bereich von
6,7 - 41,7 °C fest (CORTEMEGLIA & BEITINGER 2005, SCHAEFER & RYAN 2006). Dies wurde von
SPENCE et al. (2006) in Feldversuchen bestatigt. Zebrafische wurden in ihrer natiirlichen
Umgebung in Temperaturbereichen von 16,5 - 33 °C gefunden. Der pH-Wert sollte mit
etwa 8,0 im leicht alkalischen Bereich liegen.

Um eine standardisierte Halterung zu gewahrleisten, werden die Fische in
temperierten Aquarien ohne Bodensubstrate oder Pflanzenbewuchs gehalten. Die
Raum- bzw. Wassertemperatur liegt bei 26°C+1°C (DIN 2001) und wird mit
Datenloggern Uberwacht. Gefiittert wird im taglichen Wechsel mit Trockenfutter der
Firma Tetra (Melle, Deutschland) oder mit Lebendfutter (Arthemien [Artemia LEACH
1819]). Die Jungtiere bekommen TetraMin Baby, ebenfalls von der Firma Tetra, und
werden in kleineren Aufzuchtbecken gehalten. Es ist darauf zu achten, dass die
Stressfaktoren im Labor fiir die Fische so niedrig wie moglich gehalten werden. Ein
wichtiger Punkt ist die Besatzdichte der Aquarien. Nach SPENCE & SMITH (2006) gelten
0,25 Fische/Liter als optimal. RAMSAY et al. (2006) sprechen von bis zu 40 Fischen/Liter.
Die GroRe der Fische ist dabei maRgebend. Die DIN gibt einen Richtwert von
1 Fisch/Liter an (DIN 2001). Als Halterungs- und Zuchtwasser wird Leitungswasser
verwendet, das zum Zweck der Qualitatssicherung Uber eine Aktivkohlepatrone und
einen Kupfer-lonen-Austauscher gelaufen ist (INSTITUT FUR HYGIENE UND UMWELT
QUALITATSMANAGEMENTHANDBUCH 2009). Einmal wochentlich wird ein Teilwasserwechsel
vorgenommen und die Aquarien mit Filterwatte gereinigt. Die Filter werden etwa alle
3 Monate gereinigt (RAAscH 2011). Zweimal wochentlich wird eine Kontrolle der
Sauerstoffkonzentration und des pH-Werts durchgefiihrt. Darliber hinaus werden
einmal in der Woche die Nitrit-, Nitrat- und Ammoniumgehalte mit Hilfe von
Merckoquant Teststreifen der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) gemessen und
monatlich mit der gleichen Methode die Wasserharte bestimmt. Jedes Aquarium hat

eine ldentifikationsnummer, Uber die alles dokumentiert wird.
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[.2.3. Zucht

Der Zebrabarbling wird beim Umweltbundesamt bezogen und kann im Labor weiter
gezlichtet werden. Es werden nur Jungtiere zur Zucht verwendet, die alter als sechs
Monate sind, sich in einem einwandfreien Gesundheits-Zustand befinden, d. h. nicht
medikament6s (vor)behandelt sind und &uBerlich keine erkennbaren Skelett-
deformationen oder andere Beeintrachtigungen zeigen (VOBACH et al. 2003). Mit einem
Alter von 24 Monaten werden sie aus der Zucht entfernt. In der Natur erfolgt die
Eiablage der Zebrabarblinge innerhalb der ersten Stunde nach Sonnenaufgang (VOBACH
et al. 2003). Um eine kontinuierliche Ei-Produktion zu gewahrleisten werden die
Zebrabarblinge ganzjahrig in einem festen Hell-Dunkel-Rhythmus von 14 : 10 Stunden
gehaltert. Weitere Verhaltnisse von 16:8, oder 12:12 Stunden sind moglich (DIN
2001). Adulte Zebrabarblinge sind starke Laichrauber, die die abgelegten Eier in der
Regel sofort fressen (MuULLINS et al. 1994, RAAsCH 2011). Mannchen und Weibchen
werden daher im Verhaltnis von 2:1 (DIN 38415-6) am Vorabend in Laichbecken
gesetzt (VOBACH et al. 2003)(Abbildung 1.5). Durch Maschen im Boden fallen die Eier
nach der Eiablage hindurch und sind somit auRer Reichweite. Als Anreiz und AuslGser
flr das Ablaichen sind neben dem Licht Pflanzen notwendig (VOBACH et al. 2003). Dies

wird durch Plastikpflanzen simuliert (RAAscH 2011)

Abbildung 1.5 Zebrabarbling im Laichbecken mit Pflanzenattrappe
RAAscH 2011
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1.2.4. Embryonale Entwicklung

Die Befruchtung der ca. 1 mm groRen Eier und die embryonale Entwicklung finden
aulerhalb des Muttertiers statt. Die embryonale Entwicklung ist in der Literatur
ausreichend dokumentiert, so dass eventuelle Fehlentwicklungen und Mutationen
leicht erkannt werden konnen (RAAscH 2011). Die Entwicklung dauert von der
Befruchtung des Eis bis zum Schlipfen der Larve ca. 72 Stunden. Sie ist in acht
Perioden mit insgesamt 34 Entwicklungsstadien eingeteilt (KIMMEL et al. 1995). Im
Folgenden werden die fiir den Fischei-Sedimentkontakttest relevanten Stadien der
ersten 48 Stunden aufgezeigt. Wenn nicht anders angegeben, entspricht der folgende
Text KIMMEL et al. (1995) S. 260-302. Alle Skizzen der Zellstadien sind ebenfalls KIMMEL
et al. (1995) entnommen. Vergleichend dazu sind Aufnahmen von einem

Lichtmikroskop aus RAAscH (2011) gegeniibergestellt.

Die Zeit, die seit der Befruchtung vergangen ist, wird in hours past fertilisation (hpf)

angegeben.

Zytogene Phase (0 bis % hpf)
Die erste Phase in der Entwicklung ist die zytogene Phase (Abbildung 1.6). Sie beginnt

mit der Eibefruchtung (1-Zell-Stadium) und endet mit der ersten Zellteilung

Abbildung 1.6 Entwicklung des Zebrabarblings in der Zytogenen Phase
KimMEL et al. 1995 und RAAscH 2011
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Zellteilungsphase (% bis 2 hpf)

In der Phase der Zellteilung (Abbildung 1.7) erfolgt alle 15 min eine weitere Teilung.
Zwei Stunden nach der Befruchtung ist das 64-Zell-Stadium erreicht. In der Abbildung
11.8 sind das 2-, 4-, 8- und 64-Zell-Stadium dargestellt.

Abbildung 1.7 Entwicklung des Zebrabarblings in der Zellteilungsphase
KiIMMEL et al. 1995 und RAAscH 2011
Legende: a): 2-Zell-Stadium (% hpf); b): 4-Zell-Stadium (1 hpf); c): 8-Zell-Stadium (1 % hpf);
d): 64-Zell-Stadium (2 hpf)
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Blastula Phase (2 % bis 5 hpf)

In der Blastula Phase lassen weitere Zellteilungen den Keimling auftirmen. Es kommt
zur Ausbildung des Dottersacks. Der Zellhaufen streckt sich in die Lange und bildet
nach ca. 4 hpf eine Sphare. Das obere Keimblatt umschliet nach und nach den
Dottersack. Diese Umhiillung des Dotters nennt man Epibolie. Nach 4,7 hpf ist das
Stadium der 30 %-Epibolie erreicht. In der Abbildung 1.8 ist zu sehen, wie der Keim im
512-Zellen-Stadium (s. Bild f)) sich aufgetliirmt hat und schlieRlich in Bild e) und h) Giber

eine elliptische Form in eine runde Form lbergeht (Sphare).
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Abbildung 1.8 Entwicklung des Zebrabarblings in der Blastula Phase
KimMMEL et al. 1995 und RAAscH 2011

Legende: e): 128-Zell-Stadium (2 % hpf); f): 512-Zell-Stadium (2 % hpf); g): ldnglich/elliptisch
(3,7 hpf); h): rund/Sphdre (4 hpf)

Gastrula Phase (5 % bis 10 hpf)

Die nachste Phase ist die Gastrula Phase. Sie endet nach zehn Stunden in dem Stadium
der 100 %-Epibolie. Wahrend der Gastrula Phase schreitet die Epibolie weiter voran.
Sechs Stunden nach der Befruchtung sind die Zellen von der verdickten Epiboliefront
weiter um den Keimling gewandert und haben das Embryonalschild ausgebildet. Nach
9 hpf verdicken sich Kopf und Schwanzteil und die Embryonalachse bildet sich aus dem

Embryonalschild.
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Segmentierungsphase (10 bis 24 hpf)

Waiahrend der 14 stiindigen Segmentierungs-Phase (Abbildung 1.9) bilden sich die
Somiten (Urwirbel) aus, nach deren Anzahl die einzelnen Stadien der Phase benannt
sind. Der Embryo verdoppelt seine Lange von ca. 0,9 mm auf 1,8 mm. Erste Anzeichen
von inneren Organen, wie Auge, Gehirn Neuronen und Ohr-Vesikel, sind zu erkennen.
Am Ende der Phase haben sich 26 Somiten ausgebildet und es kommt zu ersten
Bewegungen des Embryos. Der Schwanz ist bereits gut ausgebildet und fangt an sich

vom Dottersack zu l6sen (s. Bild i)).
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Abbildung 1.9 Entwicklung des Zebrabarblings in der Segmentierungsphase

KiMMEL et al. 1995 und RAAscH 2011
Legende: i): 3-Somiten-Stadium (11 hpf); j): 6-Somiten-Stadium (12 hpf); k): 10-Somiten-
Stadium (14 hpf); 1): 18-Somiten-Stadium (18 hpf)
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Pharyngula Phase (24 bis 48 hpf)

Wahrend der Pharyngula Phase wachst der Embryo weitere 65 % und erreicht eine
Lange von ca. 3,1 mm. Der Schwanz |6st sich vollstandig ab. Erste Pigmentierung der
Netzhaut und der Haut, bis hin zum Schwanz, sind zu sehen. 24 Stunden nach der
Befruchtung entstehen rote Blutkérperchen. Das Herz fangt bereits im Dottersack an
zu schlagen, bevor es in den Brustkorb umgelagert wird (RAAscH 2011). Weitere zwolf
Stunden spater zirkuliert das Blut bis in die Schwanzspitze. In Abbildung 1.10 ist die
erste Pigmentierung (Bild n)) und das Herz mit roten Blutkdrperchen zu erkennen

(Bild 0)).

Abbildung 1.10 Entwicklung des Zebrabarblings in der Pharyngula Phase
KiMMEL et al. 1995 und RAAscH 2011

Legende: m): 26-Somiten-Stadium (22 hpf); n): Prim-15-Stadium (30 hpf); 0): Long-pec-Stadium
(48hpf)
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Schlupfphase (70 bis 72 hpf)

Abbildung 1.11 Bild p) zeigt ein Embryo kurz vor dem Schlipfen (70 hpf). Die
Brustflossen und alle Lebenswichtigen Funktionen sind entwickelt. Der Embryo ist sehr
aktiv und versucht sich mit kraftigen Schwanzschlagen aus dem Ei zu befreien. Nach
dem Schlipfen liegen die jungen Larven einige Zeit erschopft am Boden und verzehren

innerhalb der nachsten Tage den Dottersack vollstandig.
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Abbildung 1.11 Entwicklung des Zebrabarblings in der Schlupfphase
KimMEL et al. 1995 und RAAscH 2011

Legende: oben: geschliipfter Embryo (72 hpf); p): 70 hpf; q): geschliipfter Embryo (72 hpf)
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1.2.5. Sauerstoffbedarf von Zebrabirbling Embryonen (Danio rerio)

Flr eine normale Embryonalentwicklung muss ein ausreichend hoher Gehalt gel6sten
Sauerstoff zur Verfligung stehen. Ist dieses nicht der Fall kommt es zu Unter-
entwicklungen oder letalen Schaden an den Embryonen (vgl. Abbildung I.1).
Vorangegangene Studien haben den Sauerstoffverbrauch von Embryonen untersucht.
In Tabelle 1.2 sind die Ergebnisse des Sauerstoffverbrauchs der ersten Tage nach der
Befruchtung (days past fertilisation, dpf) dreier Studien zusammengefasst. Dabei
entsprechen exemplarisch 0,1 uMol, 0,3 uMol und 0,5 uMol umgerechnet
0,007 mg 0,, 0,015mg 0, und 0,037 mg O, (PRESENS 2013). Die Ergebnisse sind

Tagesverbrauchswerte.

Tabelle 1.2 Sauerstoffverbrauch pro Tag von Zebrabarbling Embryonen in den ersten Tagen nach der
Befruchtung

Sauerstoffverbrauch von Zebrabarbling Embryonen

1 dpf 0,165 pMol
2 dpf 0,079 - 0,244 uMol
STRECKER et al. (2011)
3 dpf 0,021 -0,265 uMol
Summe liber 1-3 dpf 0,674 uMol
1 dpf 0,091 uMol
STRECKER et al. (2011)
2 dpf 0,120 pMol berechnet nach
3 dpf 0,216 pMol GRILLITSCH et al. (2005)
Summe liber 2-3 dpf 0,261 -0,462 umol BANG et al. (2004)

Ein Embryo bendtigt in den ersten drei Tagen bis zum Schlupf ca. 0,037 mg O, (STRECKER
et al. 2011, GRILLITSCH et al. 2005, BANG et al. 2004). Dies ist nicht gleich zusetzen mit
einer Sauerstoffkonzentration von 0,037 mg/l. Mit einem Uberstandswasservolumen
von 4 ml ergdbe sich Umgerechnet eine bendétigte Sauerstoffkonzentration von
9,25 mg/l. Embryonen des Zebrabarblings kommen mit durchaus weniger Sauerstoff
aus, kdnnen aber nicht effektiv auf hypoxische Umgebungen reagieren (BARRIONUEVO et
al. 2010). Das Wachstum und die Herzschlagrate werden beeintrachtigt (BARRIONUEVO et
al. 1999, YaqooB et al. 2010). YaqooB et al. (2010) publizierten, das sich die
Herzschlagrate innerhalb weniger Stunden wieder normalisiert, nachdem Embryonen

einem hypoxischen Milieu ausgesetzt wurden. Die Tabelle I.3 und Tabelle 1.4 zeigt eine
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Ubersicht zum Sauerstoffbedarf von Zebrabarblings Embryonen aus vorangegangenen

Studien.

Tabelle 1.3 Sauerstoffbedarf Zebrabarbling Embryos (Danio rerio)

Sauerstoffbedarf Zebrabarbling Embryos (Danio rerio)

Keine signifikanten Effekte 7,15-3,33 mg O,/I
P .. . STRECKER et al. (2011)
geringfiigige Verzégerungen; 3,0-2,0 mg O,/
normale Entwicklung
geringfligige Verzogerungen; 2,0 mg O,/I BRAUNBECK et al. (2005)

normale Entwicklung
normale Entwicklung

0,5 mg O,/I HOLLERT et al. (2004
(Details nicht bekannt) g 0,/ ( )

normale Entwicklung 4,3 mg 0,/I BARRIONUEVO et al. (2010)

Tabelle 1.4 Grenzwerte und Letalgrenzwerte der Zebrabarbling Embryos (Danio rerio)

Grenzwerte und Letalgrenzwerte der Zebrabarbling Embryos (Danio rerio)

LC 40 4,3 mg 0,/I BARRIONUEVO et al. (2010)
LC 100 0,88 mg O,/I STRECKER et al. (2011)
extreme Hypoxie 1,0 mg O,/I MARTINOVIC et al. (2009)
mind. Sauerstoffkonzentration 4,0 mg O,/I DIN 38415-T6 (2001)

1.2.6. Sauerstoffbedarf des Zebrabarblings (Danio rerio)

Zu den optimalen und den kritischen Sauerstoffbedingungen fiir adulte Zebrabarblinge
ist in der Literatur wenig zu finden. Artikel in Fachzeitschriften und Publikationen
thematisieren meist den Sauerstoffbedarf von Embryonen. HELFMAN et al. (1997) gibt
zu bedenken, dass kleine tropische Fische generell eine hohere Stoffwechselrate haben
und diesbeziiglich mehr Sauerstoff pro Gramm Fisch bendtigen als grolRere Arten. Dies
und andere Faktoren, wie die hohe Wassertemperatur, das Fiitterungsintervall und die
Besatzdichte, grenzen den optimalen Bereich der Sauerstoffkonzentration ein
(LAWRENCE 2007). LAWRENCE (2007) sieht daher eine Notwendigkeit von etwa
7,8 mg O,/ oder knapp darunter, um die Gesundheit der Fische nicht zu
beeintrachtigen. Einige Warmwasserarten tolerieren auch geringere Sauerstoff-

konzentrationen (POPMA & MASSER 1999). Es ware moglich, dass auch der Zebrafisch in

22



Versuchstier Zebrabarbling (Danio rerio)

diese Kategorie fallt (LAWRENCE 2007). BARRIONUEVO et al. (2010) beschrieb, dass juvenile
Zebrabarblinge (30 Tage alt) verschiedene Mechanismen zur Anpassung an aerobe und
anaerobe Umgebungen entwickeln konnen. Dies geschiehe aber nur, wenn sie unter
leicht hypoxischen Bedingungen (4,3 mg O,/l) aufwachsen (BARRIONUEVO et al. 2010).
Weiterhin wurde nachgewiesen, dass moderate hypoxische Bedingungen keinen
Einfluss auf das Wachstum der Tiere bis zu einem Alter von 60 Tagen haben
(BARRIONUEVO et al. 2010). Darliber hinaus wurde eine Verzogerung des Wachstums

festgestellt (BARRIONUEVO et al. 2010).
1.2.7. Sauerstoffbedarf einiger Fischarten der Elbe

Die Elbe gehort zu den grofSten Wasserkorpern in Hamburg und bietet verschiedenen
Fischarten einen Lebensraum, oder die Maoglichkeit der Wanderung zu ihren
Laichgebieten. Im Folgenden wird auf vier in der Elbe vorkommende Arten, im Bezug
auf deren Sauerstoffbedarf, exemplarisch eingegangen. Wo liegt das Optimum, wo
beginnt der untere kritische Bereich und wie grol} sind Toleranzgrenzen einzelner

Individuen (OTT0O & ZAHN 2008)?

1.2.7.1. Atlantischer Lachs (Salmo salar)
Der Atlantische Lachs wird zu den kaltstenothermen Arten zugeordnet. Die niedrigeren
Temperaturen flihren ohne anthropogene Beeinflussung generell zu einer hoéheren
Konzentration an gelostem Sauerstoff, daher sind Kaltwasserarten auch an hoéhere
Sauerstoffkonzentrationen angepasst (OTTO & ZAHN 2008). Wie alle Salmoniden haben
auch Lachse einen hohen Anspruch an die Sauerstoffkonzentration im Gewasser (OTTO

& ZAHN 2008) (Tabelle 1.5 und Tabelle 1.6).

Tabelle 1.5 Sauerstoffbedarf Atlantischer Lachs (Sa/mo salar)

Sauerstoffbedarf Atlantischer Lachs (Sa/mo salar)

Optimum (Adulte) 9 mg O,/I
ALABASTER & LLOYD (1980)
kritischer Bereich (Adulte) 5 mg O,/I
Optimum (Adulte) 7-9 mg O,/I
WOLTER et al. (2003)
kritischer Bereich (Adulte) 3,1-3,7 mg O,/I
Kritischer Bereich (Juvenile) 1,9 mg O,/I PRIVOLVNEV (1954)
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Tabelle 1.6 Toleranzen und letale Grenzwerte Atlantischer Lachs (Salmo salar)

Toleranzen und letale Grenzwerte Atlantischer Lachs (Salmo salar)

LC 10-24 2,4 mg 0,/I

TURNPENNY et al. (2004)
LC 50-24 2,12 mg O,/
LC 50 3,3 mg O,/I ALABASTER et al. (1979)

1.2.7.2. Finte (Alosa fallax)
Die Finte lebt im kiihleren Meerwasser, aber bevorzugt zum Laichen warmere
Gewadsser (OTT0 & ZAHN 2008). Die Larven sind anspruchsvoller bei der
Sauerstoffkonzentration als die juvenilen Finten (OTT0 & ZAHN 2008). In Tabelle 1.7 ist

der Sauerstoffbedarf der Finte (Alosa fallax) dargestellt.

Tabelle 1.7 Sauerstoffbedarf Finte (Alosa fallax)

Sauerstoffbedarf Finte (Alosa fallax)

Praferenz Junglarven

10,1-13,3 mg O,/I
(7,1-17,2 mm Lange) g0/

Praferenz Spatlarven

4,0-13,3 mg O,/I
(15,4-29,1 mm Linge) g 0:/ OTTO & ZAHN (2008)
Praferenz Juvenile 4,0-5,0 mg O,/I
Praferenz Adulte ahnlich Juvenile

1.2.7.3. Atlantischer Stor (Acipenser sturio)
Seit Anfang der 1990er fordert das Bundesamt fiir Naturschutz den Wiederaufbau von
Bestdanden des Atlantischen Stors in deutschen Fliissen und Meeresgebieten der Nord-
und Ostsee (IGB-BERLIN.DE 2013). Im Verbreitungsgebiet der Store liegen die
Wassertemperaturen meist bei 10-18 °C (FROESE & PAuULY 2008). Fir adulte Store gilt
allgemein, dass Sauerstoffkonzentrationen kleiner als 6 mg/l im Wachstum
einschriankend wirken (BoHL 1999, de GRooT 2002). In Tabelle 1.8 sind die Wachstums-
bedingungen juveniler Atlantischer Store (Acipenser sturio) aufgelistet. In Tabelle 1.9

sind die Letalgrenze des Sauerstoffbedarfs fir Stére allgemein zu entnehmen.
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Tabelle 1.8 Wachstumsbedingungen juveniler Atlantischer Stor (Acipenser sturio)

Wachstumsbedingungen juveniler Atlantischer Stor (Acipenser sturio)

Optimum (Wassertemp.) 16-20°C
0,-Saattigung 60 % (21 °C ca.-20 %
2 A d ) ° HOCHLEITNER (1996)
0,-Saattigung 48 % (21 °C
»-Sadttigung 48 % (21°C) 0%
(entspricht ca. 4,3 mg 0,/l)
Tabelle 1.9 Letalgrenze des Sauerstoffbedarfs fiir Store allgemein
Letalgrenze Store
Store allgemein 1,8 mg O,/I HOCHLEITNER (1996)
Atlantischer Stor
2,0-2,4 mg O,/I WOLTER et al. (2003)

(Acipenser sturio)

1.2.7.4. Europadischer Aal (Anguilla anguilla)

Der optimale und wachstumsférdernde Temperaturbereich fiir den Europdischen Aal

liegt bei 18-25 °C (WOLTER et al. 2003, SADLER 1979). Laut WALTER et al. (2003) gehoren

der Aal, sowie das Flussneunauge zu den Arten mit einer hoher Toleranzgrenze

gegeniber hypoxischen Verhaltnissen (OTT0 & ZAHN 2008). Der Sauerstoffbedarf wird in

Tabelle .10 dargestellt.

Tabelle 1.10 Sauerstoffbedarf Europdischer Aal (Anguilla anguilla)

Sauerstoffbedarf Europaischer Aal (Anguilla anguilla)

Optimum (Adulte) 2-4 mg O,/I

WOLTER et al. (2003)
kritischer Bereich (Adulte) 0,4-0,8 mg O,/I
Optimum (Adulte) 1,2-3 mg O,/I MOLLER & ScHOLZ (1991)
kritischer Bereich (Adulte) 2,9 mg O,/I SCHAPERCLAUS (1990)
mind. Sauerstoffkonzentration 4 mg/l COLAS (1988)
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Einleitung

I1. Sauerstoffmesssystem

IL.1. Einleitung
Sedimente, die einen hohen Anteil an organischem Material aufweisen, sind stark
sauerstoffzehrend. Der mikrobielle Abbau dieser Stoffe fiihrt zu einer Sauerstoff-
zehrung innerhalb der geringen Wasserphase (< 10 ml / 3 g Sediment) des Fischei-
Sedimentkontakttests. Durch eine Sauerstoffunterversorgung der Fischembryonen
kann aufgrund von einer verzogerten Embryonalentwicklung keine verbindlichen
Aussagen Uber die Toxizitdat eines Sedimentes getroffen werden. Ziel ist es,
Messsysteme auf dem Markt zu finden und ein geeignetes System auszuwahlen, mit
dem das Messen der Sauerstoffkonzentration in kleinen Volumina maoglich ist. Fiir den
zukinftigen Routinebetrieb sind Kriterien Handhabung & Laborroutine, Ansprechzeit
der Sonde, Messgenauigkeit, Messstabilitdt, sowie die Kosten von hoher Bedeutung.
Hierzu werden mehrere Versuche zur Eignung der Sonden durchgefiihrt. Es wird, ein
geeignetes Mikrosondensystem ausgewdhlt und dieses schlieBlich im Routinebetrieb

etabliert.
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I1.2. Theoretische Grundlagen fiir Sauerstoffmesssysteme
Nachfolgend werden zwei verschiedene Sauerstoffmesssysteme mit ihrem Aufbau,

sowie Vor- und Nachteile beschrieben.
[1.2.1. Clark-Sonde

11.2.1.1. Aufbau
Die vom amerikanischen Biochemiker Leland C. Clark 1954 entwickelte “Clark-
Elektrode” besteht aus wenigen Hauptbestandteilen (Abbildung II.1). Zwei Elektroden
stehen durch eine Elektrolytlosung (z.B. KCl) leitend in Verbindung. Verwendete
Materialien sind Platin, Gold, Silber und Blei. Fiir die Kathode kommen Platin oder Gold
zum Einsatz. Fir die Anode finden Silber oder Blei Verwendung. Kombinationen wie
Platin-Silber, Gold-Silber, oder Gold-Blei sind moglich (CLARK & WOLF et al. 1953). Bei
der Kombination von Platin-Silber liegt an der Kathode eine Polarisationsspannung von
-0,8 V gegen die Silber Anode an. Der von der Firma WTW (Weilheim, Deutschland)
verbaute CellOx 325 Sensor arbeitet mit einer Gold-Kathode und Blei-Anode. Diese
Kombination benétigt keine Polarisation. Zusatzlich besitzt der CellOx 325 ein

Temperaturmessfihler und eine Hilfselektrode (WTW CELLOX 325 OPERATING MANUAL).

Abbildung I1.1: Aufbau der WTW CellOx 325 Sauerstoffsonde
WTW CELLOX 325 OPERATING MANUAL
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Die Firma UniSense (Aarhus N, Ddnemark) verwendet fiir lhre Mikrosensoren
(Abbildung 11.2) eine Gold-Silber Kombination der Elektroden (UNISENSE O, MIKROSENSOR
2013). Kathode und Anode sind gegeneinander polarisiert. Es wurde aufgrund der
kompakten Bauweise auf einen Temperaturmessfiihler verzichtet. Dieser ist separat

erhaltlich.

Die Elektroden sind durch eine O,-permeable Teflon-Membran vom zu messenden
Medium getrennt. Sie schitzt vor AusflieBen des Elektrolyten und vor der

Verunreinigung der Elektroden.

Guard silver
cathode \

Platinum l

Schott 8533
glass

Sensing gold
cathode

Silicone rubber {
membrane

10 pm

Abbildung 11.2: Aufbau eines Mikrosensors
REVSBECH (1989)

I1.2.1.2. Messprinzip
Am haufigsten wird bei elektrochemischer Bestimmung der Sauerstoffkonzentration
das amperometrische Messverfahren angewandt (Severinghaus & Astrup 1986).
Gemessen wird der Strom, der bei der Reduktion des Sauerstoffs an der Kathode
entsteht. Sauerstoff dringt aufgrund seines Partialdruckes durch die O2-permeable
Teflon-Membran ins Messsystem ein und reagiert dort mit Wasser zu Hydroxidionen.
Die Kathode stellt die bendtigten Elektronen zur Verfligung (Formel 1). An der Anode
wird zum Beispiel Silber zu Silberionen oxidiert. Mit dem im Elektrolyten enthaltenen

Chlorid bildet sich das schwerl6sliche Silberchlorid (AgCl) und lagert sich an die Anode
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an (Formel 2). Um den Stromfluss des Messsystems nicht zu unterbrechen, muss das
AgCl regelmdllig von der Anode entfernt werden. Der Diffusionsstrom ist direkt
proportional zum im Wasser herrschenden Partialdruck vom Sauerstoff und gibt somit

die Konzentration des Sauerstoffs an.

0,+2H,0+4e-->40H-

Formel 1: Reduktion an der Kathode; Blohm, W. (2013): Hochschule Angewandter Wissenschaft, Deutschland

4Ag+4Cl-> 4 AgCl+4e-

Formel 2: Oxidation an der Anode; Spors, J. (2001)

I1.2.1.3. Vor-/Nachteile
Ein wesentlicher Vorteil der Clark-Sonde ist das empfindliche Messprinzip. Kleinste
Stréome und somit Sauerstoffkonzentrationen bis in den ppb-Bereich werden erfasst.
Das von der Firma UniSens verbaute Pico-Ammeter bietet einen weiteren Vorteil. Die
kleinen Strome werden sofort als elektrisches Messsignal ausgegeben und stehen so
dem Nutzer fur weitere Auswertungen zu Verfiigung (UNISENSE O, MIKROSENSOR 2013).
Hohe Empfindlichkeiten werden durch immer kleinere Bauteile und bessere
Materialien ermoglicht. Diese  haben den Nachteil, dass storende
Querempfindlichkeiten, verursacht von anderen durch die Membran dringenden
Gasen (N,, NHs, CO, und H,S), einen grofReren Fehler ausmachen und die Elektroden
schneller altern. Aus dem Grund muss die Sonde vor jedem Gebrauch kalibriert
werden. In der Laborroutine macht das einen nicht zu vernachladssigenden Zeitfaktor
aus. Wahrend der Messung wird Sauerstoff an der Kathode reduziert und schlieRlich
an der Anode ,verbraucht”. Die Messung wird beeinflusst und muss kontinuierlich mit
dem zu messenden Medium umspliilt werden. Anwendungstechnische Nachteile, wie
die hier erwahnten, kdonnen durch ein 3-Elektrodensystem weitgehend behoben
werden. Eine zusédtzliche Hilfselektrode verhindert die Anlagerung von AgCl an der
Anode. Die Sonde altert langsamer, ein Driften der Messwerte wird auf ein Minimum
reduziert und eine mogliche Selbstliiberwachung des Sensors gibt Auskunft Gber
Fehlfunktionen bei Elektrolytverlust. Zudem wird dadurch eine schnelle Ein-,Punkt”-

Kalibrierung ermoglicht.
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[1.2.2. LDO-Sonden

11.2.2.1. Aufbau
Alternativ zu der elektrochemischen Bestimmung der Sauerstoffkonzentration, nach
Clark, steht ein optisches Verfahren zur Verfligung. Hans Kautsky beschrieb 1939 als
einer der Ersten das Phdnomen der Lumineszenzausloschung durch Sauerstoff (KAUTSKY
1939). Im Laufe der Jahre wurden die ersten Sonden gebaut. Heute bestehen diese

lediglich aus drei Hauptkomponenten.

Ein Luminophor (Funktionsweise siehe Abbildung 11.5) aufgebracht auf einem Trager,
einer optischen Einheit mit verschiedenen LEDs und einer Fotodiode. Zusatzlich gehort
eine elektronische Auswerteeinheit dazu. Der Luminophor bildet die Kontaktflache

zwischen dem Sensorkoérper und dem zu messenden Medium.

Lumineszenz Dissolved Oxygen (LDO) Sensoren werden von verschiedenen Firmen
angeboten. Die grofRten Unterschiede ergeben sich bei der Konstruktion der Optik und
des Luminophors (Abbildung I1.3). Die Firma WTW (Weilheim, Deutschland) nennt
ihren Sensor FDO (Fluoreszenz Dissolved Oxygen). Die Intensitat der
Lumineszenzstrahlung ist bei geeigneter Wahl von Luminophor und Wellenlange des

anregenden Lichtes von der Sauerstoffkonzentration abhangig.
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Abbildung I1.3: Aufbau der WTW FDO 925 Sauerstoffsonde
WTW (2010)

Firmen wie Precision Sensing (Regensburg, Deutschland) haben sich auf den Bau von
Mikrosensoren spezialisiert. Die LEDs und die Auswerteeinheit sind raumlich vom
Luminophor getrennt und stehen durch eine ca. 2,5 Meter lange Lichtleitfaser in
Verbindung. Entwickelt um die Blutsauerstoffkonzentration zu messen, ist der Sensor
in einer Nadel (Needle-Sensor) untergebracht und hat einen Durchmesser von 140 um
(PRESENS MICROX TX3 INSTRUCTION MANUAL 2006) (Abbildung I1.4). Die Firma WTW hat den
Temperaturmessfihler mit im Sensor integriert. Fir den Mikrosensor Microx TX3 ist

dieser separat erhaltlich.
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Abbildung 11.4: Aufbau des PreSens Microx TX3 Needle-Sensors, Sensorgréfle: 140 um
PRESENS (2006)
I11.2.2.2. Messprinzip
Das Prinzip basiert auf der Photolumineszenz. Zur Messung sendet die Mess-LED ein
Lichtimpuls aus, der auf den Luminophor trifft. Diese eintreffende Energie ldsst
Elektronen des Luminophors auf ein héheres Energieniveau gelangen. Beim Verlassen
dieses Niveaus (innerhalb von wenigen ps) wird die frei werdende Energie als Licht,
von einer etwas groReren Wellenlange, wieder abgegeben (Abbildung 11.5.1). Das

Signal trifft auf eine Fotodiode und erzeugt dort das Ausgangssignal.

Vorhandene Sauerstoffmolekiile sind in der Lage die Energie der Elektronen des
hoéheren Energieniveaus aufzunehmen. Die Elektronen fallen ohne Lichtemission
zuriick auf das Grundniveau (Abbildung 11.5.2). Mit steigender Sauerstoffkonzentration
flihren Kollisionen im Luminophor dazu, dass die Elektronen das hohere Energieniveau
schneller wieder verlassen. Diese beiden Punkte machen das Quenching (Léschung)

aus (KAUTsky 1939).
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Abbildung I1.5: Prinzip der dynamischen Lumineszenzloschung durch molekularen Sauerstoff.
PRESENS (2006)

Legende: 1: Lumineszenz Prozess in Abwesenheit von Sauerstoff, 2: Deaktivierung des Lumineszenz

Indikatormolekiil durch Anwesenheit von Sauerstoff

I1.2.2.3. Vor- und Nachteile
Das Prinzip der Lumineszenzausloschung bietet gegeniiber dem klassischen
elektrochemischen  Verfahren der Clark-Sonden  mehrere  Vorteile. Die
kalibrierungsfreie Messung und auch der entfallende Membran- und Elektrolytwechsel
erleichtern das Arbeiten in einem Routinebetrieb. Desweiteren verbraucht das LDO-
Verfahren kein Sauerstoff. Eine kontinuierliche Anstromung des Sensors mit dem zu
messenden Medium ist nicht notig. Das fir den Luminophor verwendete Material ist
gegen viele Chemikalien bestandig und altert daher nur sehr langsam. Gase wie
Schwefelwasserstoff (H,S) beschdadigen den Luminophor nicht. Ein Quenching durch

Kohlenstoffdioxid (CO;) wird nicht hervorgerufen. (HACK OHNE JAHR)
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I.3. Material und Methoden

I1.3.1. Die Messsysteme

Zwei Firmen stellten ihre Systeme fir einen Vergleich zur Verfligung. Von der Firma
UniSense (Aarhus N, Danemark) wurde eine Clark Mikrosonde geliefert. Die Firma
PreSens (Regensburg, Deutschland) lieferte eine LDO Mikrosonde. Zuséatzlich kamen
eine Clark Sonde und eine FDO Sonde von der Firma WTW (Weilheim, Deutschland) fir

einen Vergleichstest zum Einsatz.

I1.3.1.1. UniSense
Das zum Messen der Sauerstoffkonzentration entwickelte Mikrosystem der Firma
UniSense basiert auf dem Prinzip der amperometrischen Messung mit der Clark-Sonde.
Geliefert wurden das UniSense Oxy-Meter, ein sauersensitiven Mikrosensor (Abbildung
11.6), ein Netzadapter, sowie ein USB Kabel zur Datenibertragung zwischen Messgerat
und Computer. Mit dem mitgelieferten Programm “Sensor Trace Basic” kann eine
Kalibrierung erfolgen, Messdaten gespeichert und graphisch dargestellt werden. Die
Clark-Sonde besteht aus Glas, welches an der Spitze zu einem Durchmesser von 400 -
600 um zusammen lauft. Die Sauerstoffpermeable Membran hat einen Durchmesser
von 5 um. Geflllt ist die Sonde mit einem Elektrolyten und den drei verschiedenen
Elektroden, die zur Sauerstoffmessung notwendig sind. Eine Temperaturkompensation

findet nicht statt.

Abbildung 11.6 UniSense OX-500 Sonde
UNISENSE.cOM (2012)
I1.3.1.2. PreSens
Die PreSens Sauerstoffmessung, mittels Mikrosensor, basiert auf der Messmethode
der Photolumineszenz. Zur Verfligung standen das Microx TX 3, ein sauerstoffsensitiver
Mikrosensor, ein Temperaturfihler, ein Netzadapter, sowie ein USB Kabel zur
Datenibertragung zwischen Computer und Messgerat. Der Mikrosensor besteht aus
einer 2,5 m langer Quarz-Glasfaser, die mit der Auswerteeinheit verbunden ist. Der

sich an der Spitze befindende Luminophor hat einen Durchmesser von 140 um. Dieser
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ist zum Schutz vor duBeren Einwirkungen in eine Nadel eingebaut. Zur Messung wird er
hervorgeschoben. Das Microx TX 3 liefert (iber eine USB-Schnittstelle die Daten zum
Computer wo diese im firmeneigenen Programm grafisch dargestellt und
weiterverarbeitet werden konnen. Weitere technische Daten zur Sauerstoff- und
Temperaturmessung kdnnen aus Tabelle II.7 und Tabelle 11.8 auf Seite 44 entnommen

werden.

I1.3.1.3. WTW Clark
Das zum Messen der Sauerstoffkonzentration entwickelte Messsystem der Firma WTW
basiert ebenfalls auf der amperometrischen Messung mit einer Clark-Sonde. In dem
robusten Gehduse des Oxi 330 findet die Messtechnik, ein Akku und der CellOx 325
Clark-Sensor zum Transport Platz. Der Sensor ist Uiber ein ca. 1,5 m langes Kabel mit
dem Messgerat verbunden. Dieses Gerat ist fiir den Labor- sowie Feldeinsatz geeignet.
Messdaten der Sauerstoff- und Temperaturmessung werden direkt am Messgerat

angezeigt. Auch die Kalibrierung wird mit Hilfe der Software am Gerat durchgefiihrt.

11.3.1.4. WTW FDO
Die WTW Multi 3430 Messeinheit besitzt drei Messkandle. Diese sind frei kombinierbar
fir gleiche oder verschiedene Parameter. Fir die Sauerstoff- und Temperaturmessung
kam der FDO 925 IDS zum Einsatz. Dieser Sensor beruht auf dem optischen
Messverfahren zur Sauerstoffmessung. Auch dieses Messgerdt besteht aus einem
robusten Gehduse fiir die Messtechnik und den Akku. Messwerte werden auf einem
Display angezeigt und auch die Kalibrierung wird am Gerat selbst vorgenommen. In
Tabelle 1.1 sind die Sensorspezifischen technischen Daten, Messbereich und

Abweichung aufgefiihrt.

Tabelle 1.1 Messbereich und Abweichung des FOD 925 IDS

Geloster Sauerstoff (optisch) FDO 925 IDS

Konzentration 0,00 - 20,00 mg/l £ 0,5 % v. Mw.
Sattigung 0,0-200,0% £0,5% v. Mw.
Partialdruck 0-400,0 hPa 0,5 % v. Mw.
Temperatur 0,0-50,0°C+0,2°C
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I1.3.2. Versuchsvoraussetzungen

Um die Messsysteme miteinander vergleichen zu kénnen, missen die Versuchs-
bedingungen standardisiert werden. Hierzu zahlt in erster Linie das Verdiinnungs-
wasser, dessen Temperatur und zusatzliche duBere Einflisse, die auf das Messsystem

einwirken.

I1.3.2.1. Verdiinnungswasser

Fir den Fischei-Sedimentkontakttest wurde ein Standard Wasser nach DIN EN ISO
7346-3 (DIN 1998) verwendet (Tabelle 11.2).

Tabelle 1.2 Zusammensetzung des Verdiinnungswassers nach DIN EN ISO 7346-3 (1998)

Verdiinnungswasser nach DIN EN ISO 7346-3

294,0 mg/| Calciumchlorid CaCl, x 2H,0

123,3 mg/I Magnesiumsulfat MgSO, x 7H,0
63,0 mg/I Natriumhydrogencarbonat NaHCO;
5,5 mg/I Kaliumchlorid KCl

Das Verdlinnungswasser wird mit deionisiertem Wasser hergestellt und ist vor der
Verwendung bis zur Sauerstoffsattigungskonzentration von ca. 8 mg/l bei 26 °C+1 °C

zu beluften.

I1.3.2.2. Temperatur

Die Temperatur beeinflusst maRgeblich die geldste Sauerstoffkonzentration im
Wasser. Bei einer Raumtemperatur von 20 °C stellt sich mit 9,08 mg/| Sauerstoff eine
weitaus hohere Konzentration ein, als bei der Messung wahrend des Fischei-
Sedimentkontakttest bei 26 °C mit 8,11 mg/Il. Fur die folgenden Versuche finden die
Messungen in einem klimatisierten Laborraum statt. Die Temperatur betrug hier
20°C+1°C. Eine Tabelle der Sauerstoffsattigung von Wasser bei Normdruck ist in

Anhang | angefligt.

11.3.2.3. AuRere Einfliisse

Zusatzlich galt es auf dullere Einfliisse zu achten. Direkte Sonneneinstrahlung, die die
Probentemperatur beeinflussen kénnte, war aufgrund der Laborausrichtung in Nord-

West Richtung nicht gegeben. Desweiteren wurden der Messzylinder und die
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Kristallisierschalen mit Parafilm abgeklebt, um eine Verdunstung von Verdinnungs-

wasser oder die Bildung von Algen zu vermeiden.
I1.3.3. Versuchsaufbau

Der jeweilige Versuchsaufbau wurde so gewahlt, dass die in Tabelle 1.3 aufgefiihrten
Kriterien der Messsysteme untersucht und miteinander verglichen werden konnten.

Hierbei wurden auch die Informationen der Hersteller, soweit verfiigbar hinzugezogen.

Tabelle 1.3 Zu vergleichende Kriterien der Messsysteme.

Kriterien der Messsysteme

Firma PreSens UniSense WTW WTW
Messsystem Microx 0, Oxi 330 Multi 3430
Sensor TX3 OX-500 CellOx 325 FDO 925 IDS
Handhabung &
) X X X X
Laborroutine
Ansprechzeit X (X) - -
Messgenauigkeit (X) (X) - -
Messstabilitat X X - -
Kosten X X - -

Legende: X = praktisch; (X) = theoretisch

Zum Einsatz kamen ein 1000 ml Becherglas und eine 20 ml Kristallisierschale
(Abbildung 11.7und Abbildung 11.8). Im Becherglas wurde die Sauerstoffkonzentration in
einer Tiefe von 10 cm gemessen. In der Kristallisierschale wird je nach Versuch in der
Diffusionszone, Ubergangszone, oder Zehrungszone (Abbildung I1ll.1 Seite 58)

gemessen.
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Abbildung 11.7 1000 ml Becherglas Abbildung 1.8 Versuchsaufbau 20 ml
WALDEHOE.AT (2013) Kristallisierschale

Die Sauerstoffsonden wurden mit Hilfe eines Stativs und einem Reagenzglashalter

gehalten (Abbildung 11.8)

Die Temperatursonde des PreSens Microx TX 3 steckt in einer, unten auf den richtigen
Durchmesser gekiirzten, finf ml Pipettenspitze. Der Temperatursensor konnte so
zielgenau herausgeschoben werden. Durch die Verstellmoglichkeiten am Stativ und an

den Sonden selbst, war es moglich punktgenaue Messungen durchzufiihren.

I1.3.3.1. Handhabung und Laborroutine
Um spater mit dem Messsystem gut arbeiten zu konnen sollten Kriterien wie
1. Handhabung, 2. Bedienung, 3. Pflege- und Reinigungsarbeiten, sowie
4. Dokumentation und Service gut sein. Hierbei ist es wichtig das sich die Sonde gut
handhaben l3sst, die Bedienung am Messgerat selbst und am Computer Programm
anwenderfreunlich gestaltet ist, die Kalibrierung und ein Sondenwechsel leicht
durchzufihren sind, sowie auch die Dokumentation im Handbuch U{bersichtlich
gestaltet und der Service der Firma gut ist.
Hierfir wurden alle vier vorhandenen Messsysteme (Tabelle 11.4) getestet und die
Handhabung der Sonden fiir spatere Versuche gelibt. Die Messsysteme sind in Kapitel
[1.3.1 auf Seite 34 beschrieben.
38



Material und Methoden

Tabelle 11.4 Auswahl der Messsysteme an denen die Handhabung und die Laborroutine untersucht
wurden.

Auswahl der Messsysteme

Firma Messsystem Messverfahren

WTW Oxi 330 CellOx 325 Clark

WTW Multi 3430 FDO 925 IDS FDO
PreSens Microx TX 3 LDO
UniSense OX 500 Clark

Fir die Handhabung wurde im Becherglas sowie in der Kristallisierschale gemessen
(Abbildung 1.7 und Abbildung I1.8). Die Bedienung konnte wadhrend der Messung zur
Handhabung getestet werden. Auch die Pflege- und Reinigungsarbeiten wurden fir die
genannte Messung erprobt. Vor der Messung wurden die Messsysteme kalibriert und
anschlieRend eine Reinigung durchgefiihrt. Angesprochene Arbeiten wurden mit den
Hilfestellungen und Beschreibungen aus den Handbiichern der Hersteller durch-
gefihrt. Eine gute Dokumentation gehort unteranderen zu einem guten Service.
Desweiteren bestand zu der Firma PreSens und UniSense Mail- und Telefonkontakt.

Zu allen vier genannten Kriterien wurden Mitarbeiter befragt, um deren Erfahrungen

mit dem Umgang der beiden WTW Messsysteme einzuschatzen.

I1.3.3.2. Ansprechzeit
Die Ansprechzeit (englisch: response time) ist die Zeit, die nach Beginn einer
sprunghaften Anderung der zu messenden GroRe, bis zum Erreichen des Endwertes
vergeht (SCHUBERT 2012). Hersteller geben im Allgemeinen die tg-Werte an. Sie
beschreiben die Ansprechzeit bis 90 % des Endwertes erreicht wurde. Diese sind in den
technischen Datenbldttern (PRESENS 2006, UNISENSE.cOM 2013) einsehbar. Um die
Herstellerangabe der Sonde TX 3 der Firma PreSens zu Uberprifen, wurde diese von
einer 100%igen Kalibrierlésung in eine 0% LOsung getaucht. Dies simulierte eine
sprunghafte Anderung der Sauerstoffkonzentration. Die Messung dauerte 30

Sekunden und wurde als Grafik (Abbildung 11.9) dargestellt.
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I1.3.3.3. Messgenauigkeit
Als Messgenauigkeit wird die Standardabweichung eines aus Messungen gewonnenen
Wertes vom wahren Wert der MessgroRe genannt (DIN 1995). Sie wird ebenfalls vom
Hersteller, unter den Sensor spezifischen technischen Daten, verdffentlicht und wird
dort Messunsicherheit genannt. Fiir diesen Versuch wurden lediglich die technischen

Daten der TX 3 und OX 500 verglichen und keine speziellen Versuche durchgefiihrt.

I1.3.3.4. Messstabilitdit
Die Messstabilitat ist gewdhrleistet, wenn der zu messende Wert Uber langere Zeit
innerhalb der angegebenen Messgenauigkeit liegt. Die Durchfiihrung von zwei
Versuchen fand in einer 20 ml Kristallisierschale statt. Um die Messwerte miteinander
vergleichen zu kénnen, wurde zundchst mit den Messsystemen von UniSense und
PreSens parallel gemessen. Im zweiten Versuch sollte untersucht werden welchen
Einfluss die Temperaturkompensation des PreSens Messsystems auf den
Messwertverlauf hat. In einem Wasserbad wurde die Temperatur, wahrend zwei
Stunden, von 19,8 °C auf 20,1 °C erhoht. Schon eine geringe Temperaturerhéhung lasst
den Sauerstoff aus der Probe ausgasen. Die maximal gel6ste Konzentration an
Sauerstoff nimmt ab (Tabelle II.5 und Anhang). Die automatische Messung fand

sekiindlich statt und wurde Uber eine Zeit von ca. 111 Minuten durchgefiihrt.

Tabelle 1.5 Temperaturabhangigkeit der maximalen Sauerstoffsattigung im Wasser, bei 1013 hPa.

Temperatur Sauerstoffkonzentration
19,8 °C 9,11 mg/I
19,9 °C 9,09 mg/I
20,0 °C 9,08 mg/I
20,1 °C 9,06 mg/I

I1.3.3.5. Kostenbilanz
Es werden alle Kosten aus dem Angebot der Firmen UniSense sowie PreSens
aufgefihrt. Desweiteren sind fir den jahrlichen Betrieb der Messsysteme Kosten zur

Erneuerung der Messsonden und flr den Verbrauch an Kalibrierl6sung aufzukommen
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I1.4. Ergebnisse und Auswertungen
I1.4.1. Handhabung und Laborroutine

Die Handhabung (1) der beiden WTW Sonden war einwandfrei. Die Bauform der FDO-
und Clark-Sonde ist groR genug um gut in der Hand zu liegen. Auch der Stativhalter
umfasste die Sonden sicher. Das Messen in der zu einem Flnftel gefillten 20 ml
Kristallisierschale war nicht moglich. Die Needle-Sensor (Nadel-Sensor) Bauform der
Microx TX 3 lieRB sich schlecht anfassen und benétigte zur sicheren Bedienung ein
Stativ. Die Sensorspitze lieB sich gut aus der Nadel hervorschieben und konnte so
prazise in unterschiedlichen Hohen des Probenwassers positioniert werden. Der
mitgelieferte Thermo-Sensor wurde entweder in das Becherglas gehangt, oder bei
Messungen in der Kristallisierschale aus der Pipettenspitze hervorgeschoben. Die
Firma UniSense hat eine, zum Vergleich der TX 3, groRere Bauform gewahlt und liegt
besser in der Hand. Mit der Benutzung eines Stativs konnte auch die Sensorspitze gut
im Probenwasser beweg werden. Die Prazision der TX 3 wurde nicht erreicht. Mit
beiden Mikro-Sonden war es moglich Messungen in der Kristallisierschale durch

zufihren.

Die Bedienung (2) der Beiden Messgerate (Oxi 330 und Multi 3430) der Firma WTW
war durch die am Gerat vorhandenen Tasten sehr einfach. Befehle wurden direkt
umgesetzt und am Display angezeigt. PreSens und UniSense lieferten firmeneigene
Programme mit denen die Messwerte angezeigt und eine Kalibrierung vorgenommen
werden kann. Die Gerate besitzen kein Display. Das Programm von der Firma PreSens
ist anwenderfreundlicher als das der Firma UniSense. Es konnten mehr Einstellungen

getroffen werden und die Anzeige der Messwerte war Ubersichtlicher.

Pflege- und Reinigungsarbeiten (3) sind stark von der Bauform des jeweiligen
Messsystems abhangig. Defekte Sensorspitzen der WTW Sonden lieRen sich einfach
auswechseln oder reinigen. Sie sind robuster als die Mikro-Sonden. Die Kalibrierung
der beiden Clark-Sonden (Oxi 330, WTW und OX 500, UniSense) muss vor jedem
Versuch, spatestens an jedem neuen Versuchstag durchgefiihrt werden. Hingegen die

FDO und LDO Sonden nicht kalibriert werden missen. Dies ist fur die Laborroutine eine
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grolle Zeitersparnis. Reinigungsarbeiten an der TX3 waren &dulerst vorsichtig

durchzufiihren, da der aus Glasfaser bestehende Sensor schnell bricht.

Die Dokumentation und der Service (4) waren bis auf das Handbuch der Firma
UniSense fir die OX 500 Messsonde sehr Ubersichtlich, enthielten verstindliche
Arbeitsanweisungen und Hilfestellungen. Auch die Internet Auftritte der anderen
Anbieter (WTW, PreSens) waren sehr informativ gestaltet. Technische Daten waren
meist schnell gefunden. Zu der Firma PreSens bestand ein kundenfreundlicher Mail-
und Telefonkontakt. Die Kundenbetreuung der Firma UniSense war ebenfalls gut.

Technische Daten der Messsonde konnten nicht gefunden werden.
I1.4.2. Ansprechzeit

Beide Geratehersteller geben an, dass die verwendeten Sonden in weniger als

15 Sekunden 90 % des Endwertes erreicht haben (Tabelle 11.6).

Tabelle 11.6 Ansprechzeiten (t90) der Messsysteme aus den technischen Datenblittern der Hersteller.

Ansprechzeit (tgo) der Messsysteme

PreSens Microx TX 3, 140 um <15s
UniSense OX 500, 500 pum <15s

Optional bietet UniSense fiir einen Aufpreis von 15 % eine Clark Sonde mit einer
Ansprechzeit von kleiner als drei Sekunden an. Die Firma PreSens stellt eine Sonde mit
sich noch weiter verjlingenden (tapered sensor tip) Sensoren (Durchmesser von ca.
50 um) her. Sie sollen bereits nach weniger als einer Sekunde den tgo-Wert erreicht
haben (PReSENs 2006). Die Messreihe in Abbildung 11.9 wurde mit dem optischen
Messsystem von der Firma PreSens durchgefiihrt. Zum Einsatz kam die Messsonde

TX 3.

42



Ergebnisse und Auswertungen

—— mgl (ppm) _—- tempersture |

20
L T BT s e e i T R e e TR Pt P TRt EE Ot e SRt ST TEE DERPRT RS
LR 12 Vel -1o 191 8 R | ERE REREES FERes SRet (EUPen (ERPes SPORS SERS! SYSEes [RSRes SECLLt [EPPO, DECOC, SURP FSPS: EESSES FRPREt ST e, SLOP FEReet
B e e e e e S R L = ' i : i
L O T EOT R DEEES FEETS FETOEs e T Fe e T RO Rt PPt Rt SRRt Pt TPt EEEPt EEPTES FECETS EEPEES SeR T ST Tte, SECERL PEere
L R i EERN B . T S e s T SRS PR fomdee e D R i

0 Hemeodboecattenosd TN S SO S, ﬂ
10 SNy ORISR | US| SON RUNS | NSNS O S o

| Sauerstoffkonzentration [mg/I] TN T

b ™

et

0 002 004 006 008 01 042 014 016 018 ©02 022 024 026 028 03 032 034 036 038 04 042 044 046 048 05

measurement time / min

Abbildung 11.9 Ansprechzeit (ty9) des optischen Messsystems PreSens Microx TX 3

In Abbildung 11.9 bei Sekunde 12 (das entspricht dezimal 0,2 Minuten auf der X-Achse)
fand die sprunghafte Anderung der Sauerstoffkonzentration statt. Der to;-Wert wurde
finf Sekunden spéater bei Sekunde 17 (= 0,283 Minuten) erreicht. Sie lag damit
unterhalb der vom Hersteller angegebenen 15 Sekunden. Die 100%-Anderung des
Sauerstoffmesswertes wurde nach ca. acht Sekunden, bei Sekunde 20

(= 0,333 Minuten) erreicht.
I1.4.3. Messgenauigkeit

In Tabelle 1.7 und Tabelle 1.8 sind die sensorspezifischen technischen Daten der
Sauerstoff- und Temperaturmessung, wie Messbereich, Auflosung und Genauigkeit,

aus dem Datenblatt der PreSens Microx TX 3 aufgefiihrt.
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Tabelle 1.7 Technische Daten der Sauerstoffmessung PreSens Microx TX 3

Sauerstoffmessung
0-250% Luftsattigung
Messbereich
0-22,5 mg/! (ppm)
0,
1£0.05% Luftsattigung
0,09 £ 0,005 me/! (ppm)
30£0.13% Luftsattigung
2,72 +0,01 mg/| (ppm)
Auflosung
100+ 0.44 % Luftsattigung
9,06 + 0,04 mg/l (ppm)
250+ 1.8 % Luftsattigung
22,65+ 0,17 me/! (ppm)
+ 1 % bei 100 % Luftsattigung
Genauigkeit
+0.15% bei 1% Luftsattigung

Tabelle 11.8 Technische Daten der Temperaturmessung PreSens Microx TX 3

Temperaturmessung
Messbereich 0-50°C
Auflésung +0.5°C
Genauigkeit +1°C

Von der Firma UniSense sind keine sensorspezifischen technischen Daten der
Sauerstoff- und Temperaturmessung fiir das Clark-Messsystem mit der Ox 500 Sonde

veroffentlicht.
[1.4.4. Messstabilitit

Die Messwerte des optischen Messsystems der Firma PreSens waren im ersten Drittel
des Versuchszeitraums, von 40 Minuten, stabil und zeigten ein zu 100 % gesattigtes
Verdinnungswasser an (Abbildung 11.10, durchgezogene Linie). Die gemessenen
Sauerstoffkonzentrationen wichen um ca. = 0,01 mg/| ab. Sie liegen damit innerhalb
der vom Hersteller angegebenen Toleranz von + 0,04 mg/l. Da es zu Storungen der

Sonden untereinander kam, wurde die Messung alleinig mit der UniSense Ox 500 fort
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gesetzt. Die Abbildung 11.10 zeigt einen nicht stabilen Verlauf der Messwerte an. Es
sind Sprungstellen, Plateaus und ein kontinuierlicher Anstieg der Sauerstoff-

konzentration zu erkennen (Tabelle 11.9).
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Abbildung 11.10 Uber zwei Stunden aufgezeichnete Messwerte der UniSense OX 500

Erlduterungen zur Abbildung 11.10:
Die durchgezogene Linie zeigt den Sollwert der Sauerstoffkonzentration des zu 100 %
gesattigten Verdliinnungswassers bei 19,2 °C an. Die beiden gestrichelten Linien bilden

den Bereich ab, in dem die PreSens Microx TX 3 Messwerte aufgezeichnet hat.

Die Messung begann um 15:25 Uhr und endete um 17:20 Uhr.
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Tabelle 11.9 Erlduterung des Messwertverlaufs zum Versuch der Messstabilitdat der UniSense Ox 500

Uhrzeit Ereignis

15:32 Sprung der Sauerstoffkonzentration von 9,34 mg/l auf 9,43 mg/I.

Ausgelost  durch  die  Berlihrung, zur  Ausrichtung
Temperaturmesssonde vom PreSens Messsystems.

15:43 Angleichen des Messwertes, durch Kalibrierung des 100 %

Kalibrierungswert mit der 100 % Sattigung, auf 9,22 mg/I.

15:46 Verlassen des Laborraumes. Messwertausschlag durch Offnen und

SchlieBen der Labortdr.

15:50 Eintreten in den Laborraum.

15:53 Wiederholtes Offnen und SchlieRen der Labortiir.

15:54 Setzen und Aufstehen vom Laborstuhl verursachen Schwankungen des
Messwertes.

15:55-16:21 Aufenthalt auRerhalb des Labors.

16:21 Ruckartiges Offnen der Labortiir, zur Kontrolle der Effekte von

eventuellen Druckschwankungen auf die Messung.

17:18 Offnen der Labortir.

Der stetige Anstieg der Sauerstoffkonzentration deutet auf einen Temperaturabfall von
wenigen zehntel Grad Celsius hin. Grund hierfiir ist die fehlende Temperatur-
kompensation. Die Sauerstoffkonzentration wird, félschlicher weise, groRer
dargestellt. Dieses ist auch im zweiten Test (Abbildung 11.11) am Kurvenverlauf der
UniSense Sonde zu sehen. Die Messung wurde automatisch mit sekiindlichem Zeittakt

aufgezeichnet. In Abbildung 11.11 werden 6652 Messwertpaare dargestellt.

Auf der y-Achse ist die Sauerstoffkonzentration in mg/l aufgetragen. Auf der
x-Achse die Zeit. Die beiden Trendlinien sind linearen Ursprungs und zeigen den

durchschnittlichen Kurvenverlauf tiber alle Messwerte an.
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Vergleich der Sauerstoffsonden
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Abbildung 11.11 zeitliche Drift der Sonden, bei langsamer Anderung der Temperatur

Der stetige Anstieg der Sauerstoffkonzentration deutet auf einen Temperaturabfall von
wenigen zehntel Grad Celsius hin. Grund  hierfir ist die fehlende
Temperaturkompensation. Die Sauerstoffkonzentration wird, falschlicher weise,
groBer dargestellt. Dieses ist auch im zweiten Test (Abbildung 11.11) am Kurvenverlauf
der UniSense Sonde zu sehen. Die Messung wurde automatisch mit sekiindlichem

Zeittakt aufgezeichnet. In Abbildung II.11 werden 6652 Messwertpaare dargestellt.

Auf der Y-Achse ist die Sauerstoffkonzentration in mg/| aufgetragen. Auf der X-Achse
die Zeit. Die beiden Trendlinien sind linearen Ursprungs und zeigen den

durchschnittlichen Kurvenverlauf tiber alle Messwerte an.

Die obere blaue Kurve ist die Sonde der Firma UniSense mit dem amperometrischen
Sauerstoffmesssystem. Die Messgenauigkeit ist sehr gut. Es gibt wenige Ausreiller und
die Messung weist nur eine schwache Streuung auf. Der Korrelationskoeffizient von
0,8646 deutet auf eine stabile Messung hin. Die untere rote Kurve ist die Sonde der
Firma PreSens mit dem optischen Sauerstoffmesssystem. An den Spriingen ist eine
Messwertkorrektur durch eine Temperaturkompensation zu erkennen. Die

Sauerstoffkonzentration wird bei Temperaturanderung nach unten korrigiert. Der
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Korrelationskoeffizient von 0.3988 weist auf eine relativ instabile Messung hin.
Betrachtet man die Abweichung der Sauerstoffkonzentration zur theoretisch maximal
moglichen Sauerstoffkonzentration am Ende des Versuches, liegt die Sonde der
Fa. PreSens mit 0.01 mg/| perfekt im erwarteten Bereich. Hingegen die Sonde der
Fa. UniSens zeigt mit 0,18 mg/I eine deutlich hhere Abweichung. Siehe Tabelle 11.10.

Tabelle 11.10 Abweichung zur theoretisch maximalen Sauerstoffkonzentration von nicht temperatur-
kompensierten und temperaturkompensierten Messsystemen

Einfluss der Temperatur auf die Sauerstoffkonzentration von

nicht temperaturkompensierten und temperaturkompensierten Messsystemen

Start Ende A Sauerstoffkonz.
A
Sauerstoffkonz. bei Sauerstoffkonz. zur theoretisch
Firma Sauerstoffkonz.
19,8 °C bei 20,1 °C maximalen
[mg/1]
[mg/1] [mg/I] (9,06 mg/l) [mg/I1]
PreSens 9,11 9,07 -0,04 +0,01
UniSense 9,11 9,24 +0,13 +0,18

I1.4.5. Kostenbilanz

Flir beide Systeme fallen unterschiedliche Anschaffungs- und Betriebskosten an. Um
diese vergleichen zu kénnen, wurde ein Angebot fiir einen zusatzlichen Thermo-Sensor
zur Temperaturkompensation bei UniSense eingeholt. Denn dieser wiirde in Zukunft
ebenfalls zum Einsatz kommen. Hierflr ist aber ein komplett anderes System

notwendig. Zur Vollstandigkeit wurde es in Tabelle I1.11 aufgelistet.

Tabelle 11.11 Anschaffungspreis des UniSense Messsystems

Anschaffungspreis des UniSense Messsystems

Bauteil Preis [€]
Mikrosensor Monometer 1 Channel + Temp. 4200
Oxygen Clark Mikrosensor RD 500 520
TP 2000 Thermo Sensor 231
Verpackung und Versand 111

Summe: 5062€
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Desweiteren kommen jdhrliche Kosten, wie die Erneuerung der Sauerstoffsonde mit

520 € und der Verbrauch an Kalibrierldsung fiir das UniSens-System hinzu.

Tabelle 11.12 Anschaffungspreis des PreSens Messsystems

Anschaffungspreis des PreSens Messsystems

Bauteil Preis [€]
Single Channel Transmitter
PT 1000 Temperatursensor 6533

Micro fiber optic oxygen sensor

Summe: 6533€

Jahrliche Kosten fallen mit 190 € beim Ersetzen der Mikrosonde von PreSens an.

Ein neues Angebot der Fa. PreSens enthielt zusatzlich einen PT1000-Temperatursensor
und das dazu gehorige 1-Channel Monometer (s.Tabelle 11.12). Die Kosten fir ein
Messsystem der Firma UniSense liegen mit 5062 € um 1471 € niedriger als das

Messsystem der Fa. PreSens.
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IL.5. Diskussion
Ziel dieses Abschnittes der Arbeit war es zwei Mikrosonden Messsysteme auf dem
Markt zu finden und diese auf die Labortauglichkeit im Routinebetrieb zu testen.
Hierflir kamen auch schon vorhandene Sonden fiir direkte Vergleiche zum Einsatz. Es
wurden Handhabung und Laborroutine, sowie die technischen Eigenschaften

verglichen und bewertet. AbschlieRend gab es eine Kostengegeniberstellung.

Erste Versuche wurden zur Handhabung und der Laborroutine durchgefiihrt und die
Ergebnisse in Gesprachen mit Mitarbeitern diskutiert. Es bestatigte sich, dass die
Handhabung mit den unteranderen fiir den Feldeinsatz konzipierten Messgeraten der
Firma WTW, aufgrund der groBen Bauweise sich am besten eignen. Jedoch fiir den
Sedimentkontakttest nicht zum Einsatz kommen koénnen, da das Volumen des
Uberstandwassers zu gering fiir eine Messung ist (RaascH 2011). Entgegengesetzt zu
den anderen Messsystemen sind die Mikrosonden der Firmen PreSens und UniSense
sehr empfindlich und bendtigen fiir einen sicheren Halt und den Umgang mit der
empfindlichen Sensorspitze ein Stativ. Die flir medizinische Zwecke entwickelte
PreSens LDO-Sonde ldsst sich aus der Nadelbauform hervorschieben und so im
Gegensatz zur UniSense Clark-Sonde prazisere Messungen am Fischei, oder tGber dem
Sediment durchfiihren. Beide Sonden koénnten mit einem feiner in der Hohe
justierbaren Stativ gleich gut zu positionieren sein.

Die robustere Bauform der Clark-Sonde lasst sich im Gegensatz zur feinen Sensorspitze
von PreSens (Glasfaser) besser pflegen und reinigen. Ein im Laborbetrieb groRRer

zeitlicher Verlust ist die Kalibrierung der Clark-Elektrode.

Die kleine Bauform der Mikrosonden lasst sehr schnelle Ansprechzeiten beider Sonden
zu. Die Entscheidung, den Versuch der Ansprechzeit mit der Microx TX3
durchzufiihren, beruhte zum einen auf der schnellen Einsatzmoglichkeit der Sonde
zum anderen aufgrund einer Gbersichtlicheren Darstellungsform des Messwertverlaufs
am Computer. Die tgo-Werte waren unter der vom Hersteller angegebenen Zeit.
Weitere technische Daten von PreSens wie Messbereich, Auflésung und Genauigkeit
konnten wahrend allen Versuchen beobachtet und getestet werden. Alle Messungen
fanden innerhalb des Messbereichs statt. Die Auflésung bei 9,06 mg/I

betragt £ 0,04 mg/l (vgl. Tabelle 11.7). Diese konnte bestatigt und im Versuch zur
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Messstabilitdt sogar noch unterschritten werden. Sie betrug dort +0,01 mg/l.
Informationen zu technischen Daten der UniSense Messsonde konnten nicht gefunden
werden. Eine Suche im Handbuch, auf der Internetseite und eine Anfrage per Mail
waren erfolglos. Vergleichend kann gesagt werden, dass die Dokumentationen (ber
die Sonde der Firma UniSense mangelhaft waren und sich somit keine Aussage Uber

die Qualitat der technischen Messeigenschaften machen lasst.

Die Firma UniSense lieferte keinen Temperatursensor fir die notwendige
Temperaturkompensation. Dieser kann gegen Aufpreis zusatzlich bestellt werden. In
Versuchen zur  Messstabilitdit konnte  gezeigt werden, dass kleinste
Temperaturanderungen Auswirkungen auf die Messwerte haben und der
Messwertverlauf (iber die Versuchszeit einer Drift unterliegt (Abbildung 11.11).
Druckschwankungen und Erschiitterungen haben ebenfalls Auswirkungen auf das
Messsystem (Abbildung 11.10). Wahrend der zwei stliindigen Versuchsdauer gab es
einige dokumentierte Ausschlage des Messsignals. Mutwillige Storungen, wie das
schnelle Offnen der Labortiir wiirden im Routinebetrieb so nicht vorkommen. In der
spateren vergleichsweise kurzen Messzeit von ca. drei Minuten spielt dieses kaum eine

Rolle. Ausschldage waren auch dort als solche zu erkennen.

Ein Kostenvergleich setzt voraus, dass beide Systeme Uber gleiche Komponenten und
Leistungsdaten verfliigen. Ein erneutes Angebot der Firma UniSense, das einen
Temperatursensor und eine dafiir geeignete Auswerteeinheit beinhaltet, wurde
eingeholt. Es lag ca. 1500 € unter dem der Firma PreSens. Vergleichend der jahrlichen
Betriebskosten mit der Annahme, dass die Mikrosonde von PreSens nur einmal im Jahr
ausgewechselt werden muss, oder kaputt bricht, betragt die jahrliche Differenz 330 €.
Somit waren die Kosten nach flinf Jahren gleich hoch und ab dem sechsten Jahr das
PreSens Messsystem im Unterhalt billiger. Aus Erfahrung lasst sich sagen, dass die
Glasfasermessspitze schnell bricht und bis zu dreimal im Jahr ersetzt werden muss.
Jahrliche Kosten von 570 € wiirden sich von denen der Firma UniSense nur gering

unterscheiden.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass trotz eines Preisvorteils von Seiten UniSense
mit ca. 1500€, der Vorteil der besseren Handhabung und der besseren
Messgenauigkeit der PreSens Microx TX 3 iberwiegte. Die schnelle Einsatzbereitschaft
der Messsonde und die Prazision beim herausschieben der Messsondenspitze an das
Fischei ist geeignet zur Kontrolle der Sauerstoffkonzentration im Fischei-
Sedimentkontakttest im Routinebetrieb. Der Umgang mit dem PC Programm ist

anwenderfreundlich und das Design ist ibersichtlich gestaltet.

Aufgrund der Untersuchungen zur Eignung der Sonden fiir den Fischei-
Sedimentkontakttest wurde die PreSens Sonde fiir alle weiteren Untersuchungen

ausgewahlt.
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III. Sauerstoffmessungen im Uberstandswasser

III.1. Einleitung
Fische spielen eine wichtige Rolle in der aquatischen Nahrungskette und haben ebenso
wichtige Regulationsfunktionen in aquatischen Okosystemen (BEUTH.DE 2013). Als
Testorganismus in der Okotoxikologie ist der Zebrabirbling (Danio rerio) nicht mehr
weg zudenken und kommt zur Bestimmung der akuten Toxizitdt von Abwasser auf
Fischeier zum Einsatz (DIN 2009). Der Fischei-Sedimentkontakttest ist eine
Weiterentwicklung des Fischeitests. Wichtigster Unterschied ist, dass die Eier auf ein

natives Sediment gegeben werden und nicht in ein Testwasser.

In Sedimenten mit einem hohen organischen Anteil (z.B. aus den Flissen Alster und
Elbe in Hamburg, Deutschland) laufen sauerstoffverbrauchenden bakterielle
Abbauprozesse ab (RAAscH 2011). Diese Sedimente gelten als Sauerstoffzehrend und
sind verantwortlich flir eine mangelnde Sauerstoffversorgung der Fischembryonen im
Fischei-Sedimentkontakttest. Es kommt zu Verzogerungen der Embryonalentwicklung.
Dies lasst keine eindeutige Aussagen mehr zu, ob auftretende letale Effekte durch

toxische Wirkungen oder durch Schadstoffe hervorgerufen worden.

Das Ziel dieses Abschnittes ist die Erfassung und die Sicherstellung einer
Mindestsauerstoffkonzentration im  Uberstandswasser des  Fischei-Sediment-
kontakttests von mindestens 4 mg/| (DIN 2009). Hierzu wurde bereits im vorherigen
Teil dieser Arbeit ein Messsystem fir zukiinftige Messungen ausgewahlt und
angeschafft. Darauf aufbauend werden nun Versuche zur zeitlichen und raumlichen
Verteilung der Sauerstoffkonzentration im Verdiinnungswasser, den Positiv-Kontrollen
und den Quarzsandkontrollen durchgefuhrt. Zusatzlich werden mit Sedimentproben
aus der Bille (Fischerhof) Fischei-Sedimentkontakttests, bei verschiedenen
Bewegungsfrequenzen eines Horizontalschittlers, durchgefiihrt. Raasch (2011) stellte
fest, dass durch die Erhohung der Bewegungsfrequenz die Mindestsauerstoff-
konzentration sichergestellt werden kann, gibt aber auch zu bedenken, dass durch die
starkere mechanische Belastung auf die Fischeier letale Effekte auftreten kdnnten.

Dies soll in einer weiteren Versuchsreihe mit Quarzsand untersucht werden.
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III.2. Material und Methoden
Bei der DIN EN ISO 15088-6 (DIN 2009) handelt es sich um ein Einheitsverfahren fiir die
Bestimmung der akut giftigen Wirkung von Abwasser auf die Entwicklung von
Fischembryonen (ber Verdinnungsstufen. Der Fischeitest wird ausschlieRlich in der
Wasserphase durchgefiihrt. In Anlehnung an die DIN gibt die SOP-Fischeitest Sediment
(INSTITUT FUR HYGIENE UND UMWELT QUALITATSMANAGEMENTHANDBUCH 2013) konkrete

Anweisungen flr die Durchfiihrung des Fischei-Sedimentkontakttests.

I11.2.1.Chemikalien und Gerate

e 3,4-Dichloranilin (3,4-DCA)

e HCIO,1n, Merck Art 1.09060.1000

e NaOH 0,1 n, Merck Art 1.09137.1000

e Technischer Puffer: pH 4,0; 7,0; 6,865

e Quarzsand F36 (Quarzwerke GmbH Frechen, Deutschland)

e pH-Meter WTW 320 mit Elektrode SenTix 41

e Sauerstoff-Messgerat WTW Oxi 330 mit Sauerstoffsensor CellOx 325
e Sauerstoff-Messgerat PreSens Microx TX 3 Needle Sensor

e Inversmikroskop

e Kaltlichtquelle

e Binokular

e Horizontalschuttler

e Kiihlinkobator

e WISA Aquarien-Luftpumpe

e 20 ml Kristallisierschalen

e Parafilm (fiir Kristallisierschalen) bzw. Abdeckklebefolie (fiir Zellkulturplatten)
e Pipette mit 500-2500 pl und Pipettenspitzen

e Einweg-Plastikpipette

e Messkolben und Messzylinder 1 ml, 10 ml, 100 ml

e Aktivkohlepatrone und Kupfer-lonen-Austauscher

e Verschiedene Glasware und Spatel

e Teststdabchen flir Ammonium, Nitrit, Nitrat und Wasserharte, Merckoquant®

e Labortagebuch
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Tabelle Ill.1 Inhaltsstoffe fiir das Verdiinnungswasser

Inhaltsstoffe Verdiinnungswasser

Inhaltsstoff Hersteller
294,0 mg/I CaCl2 x 2H20 Merck Art. 2382
123,3 mg/l MgS04 x 7H20 Merck Art. 5886
63,0 mg/l NaHCO3 Merck Art. 4936
5,5 mg/I KCl Merck Art. 6329

I11.2.1.1. Benotigte Wasser, Losungen und Kontrollproben
Verdiinnungswasser:
Das Verdiinnungswasser bildet die Basis fir alle Stammldsungen und Kontrollen, die im
Fischei-Sedimentkontakttest verwendet werden. Es werden die in Tabelle IIl.1
genannten Inhaltstoffe in deionisiertem Wasser eingewogen und mithilfe eines
Magnetriihrers gut vermischt. Bevor es zur Verwendung kommt muss es bis zur
100%igen Sauerstoffsattigung (8 mg O,/I) beltftet und auf 26°C+1°C temperiert

werden.

3,4-Dichloranilin (3,4-DCA) Stamml6sung:

Dichloranilin besteht aus einem Benzolring, an denen eine Aminogruppe (-NH2) und
zwei Chlor (-Cl) als Substituenten angefiigt sind (GESTIS STOFFDATENBANK. 2013). Es gilt
als giftig, umweltgefdahrdend und gesundheitsgefahrdend. Die Stammldsung kommt fir
die Positiv-Kontrollen im Fischei-Sedimentkontakttest zum Einsatz. 3,4-DCA liegt als
Salz vor und wird im Kihlschrank gelagert. Zum Herstellen der Stammldsung werden
0,05 g 3,4-DCA in 500 ml Verdlinnungswasser gelost und 24 Stunden geriihrt. Vor der
Verwendung wird die Stammldsung mit Salzsdure (HCl) und Natronlauge (NaOH) auf
einen pH-Wert von 7,0 eingestellt. Die Stammldosungen sind lichtgeschitzt im

Kihlschrank bis zu sechs Monate verwendbar.

Positiv- und Negativ-Kontrollen

Zur Kontrolle, ob der Fischei-Sedimentkontakttest gewertet werden darf, werden
jeweils acht Kristallisierschalen mit Quarzsand (3 g) und Verdinnungswasser (4 ml),
sowie acht mit reinem Verdinnungswasser (4 ml) gefillt. Jeweils vier werden fir die

Vorbereitung der Positiv-Kontrollen verwendet. Als Schadstoff wird 3,4-Dichloranilin
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(3,4-DCA) mit einer von der DIN EN ISO 15088-6 vorgegebenen Konzentration
(3,7 mg/l) verwendet. Die Konzentration der Positiv-Kontrollen ergibt sich aus einer

Zugabe von 185 pul 3,4-DCA-L6sung (Konzentration: 100 mg/I).

Uberfiihren der Fischeier

Die Fischeier mussen fir die Verwendung im Test in einem einwandfreien Zustand
sein. Vorab wird gepriift, ob mindestens 50 % der Eier befruchtet sind und sich in
einem Zellstadium zwischen vier und 128 Zellen befinden. Das friihe Zellstadium ist
wichtig, da dort die Empfindlichkeit der sich entwickelnden Embryonen gegeniber
toxisch wirkenden Substanzen am hdchsten ist. Die Eier werden mit einem Siebloffel in
eine 100 ml Kristallisierschale mit Verdiinnungswasser Uberflihrt. Von dort werden
jeweils flinf Eier mit einem Volumen von 1000 pl Verdiinnungswasser, in die Negativ-
Kontrollen und Negativ-Sediment-Kontrollen pipettiert. Die Eier fir die Positiv-

Kontrollen werden in einem Volumen von 815 ul Gberfiihrt.
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111.2.2.Ubersicht der durchgefiihrten Versuche

Tabelle 111.2 Ubersicht der durchgefiihrten Versuche

Nr. Versuchsbezeichnung
(1) Verdlinnungswasser, 20 °C
(2) Verdlinnungswasser, 26 °C

(3) Verdiinnungswasser, Temperaturanderung

(7) Negative-Sedimentkontrolle

(11) Positiv-Kontrolle

(12) Sediment Fischerhof, ohne Bewegung

(13) Sediment Fischerhof, 70 UpM

(14) Sediment Fischerhof, 90 UpM

(15) Sediment Fischerhof, 110 UpM

(a) Auswirkungen auf das Fischei, 50 UpM

(b) Auswirkungen auf das Fischei, 70 UpM

(c) Auswirkungen auf das Fischei, 90 UpM

(d) Auswirkungen auf das Fischei, 110 UpM
(e) Auswirkungen auf das Fischei, 130 UpM

(16) Fischei-Sedimentkontakttest (SOP), 90 UpM

Die Tabelle 111.2 gibt eine Ubersicht iber die durchgefiihrten Versuche. Die fehlenden
Versuchsnummern waren einst geplante, aber schlieRRlich nicht durchgefiihrte Versuche.
Dies ist damit begriindet, dass die Ergebnisse der vorherigen Versuche die Fragestellung

ausreichend beantwortete.
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I11.2.3.Einteilung der Kristallisierschale in Messzonen

Zum besseren Verstandnis der Sauerstoffverteilung wurde die 20 ml Kristallisierschale
in drei Zonen eingeteilt. In den folgenden Versuchen wurde jeweils in zwei

verschiedenen Hohen gemessen (Abbildung 111.1).

Abbildung Ill.1 Diffusions- und Zehrungszone im Fischei-Sedimentkontakttest
Verandert nach: MBM-LEHRMITTEL.DE (2013)
In Abbildung 111.1 ist ein Schema einer 20 ml Kristallisierschale dargestellt wie sie im
Fischei-Sedimentkontakttest zum Einsatz kommt. In der Diffusionszone (1) wird neuer
Sauerstoff liber die Wasseroberfliche aufgenommen. Uber dem Sediment beginnt die
Zehrungszone (3). In ihr wird der Sauerstoff aufgrund von Abbauprozesse im Sediment
verbraucht. Aus Messungen geht hervor, dass direkt Uber dem Sediment ein
anoxisches Milieu vorliegt. Die Sauerstoffkonzentration steigt kontinuierlich und

gleicht sich in der Ubergangszone (2) dem oberen Teil des Uberstandswasser an.
I11.2.4.Raumliche Verteilung der Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser

Mit den Versuchen zur Verteilung der Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser
soll untersucht werden, ob vom Verdiinnungswasser, den Positiv-Kontrollen, oder den
Quarzsandkontrollen eine Sauerstoffzehrung zu erwarten ist und wie sich diese im

Hohenprofil (Abbildung 111.1) der Kristallisierschale, auswirkt.
I11.2.4.1. Versuche mit Verdiinnungswasser

Basis Versuch
Als Basis Versuch, ohne Zuséatze von 3,4-DCA, Sedimenten und Fischeiern, wird zuerst
die Diffusion des Sauerstoffs im Verdinnungswasser (rdumliche Verteilung im

TestgefaB) sowie auf zehrende Eigenschaften untersucht. Gemessen wird im
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klimatisierten Labor bei einer Raumtemperatur von 20 °C + 1 °C. AnschlieBend werden
die Untersuchungen in einem zweiten Versuch bei 26 °C wiederholt, was der
Versuchstemperatur fiir den Sedimentkontakttest entspricht. Dazu wird das
Verdinnungswasser im auf 26 °C+ 1 °C klimatisierten Fischlabor gelagert, oder im

Brutschrank temperiert.

(1) Verdiinnungswasser, 20 °C

(2) Verdinnungswasser, 26 °C

Effekte der Temperaturanderung auf den Sauerstoffgehalt

Alle weiteren Versuche werden bei einer Temperatur von 26 °C durchgefiihrt. Die
Sauerstoffkonzentration ist stark temperaturabhangig. Die im Brutschrank lagernden
Proben kihlen sich nach dem Herausnehmen von 26 °C auf Raumtemperatur
(20°C+1°C) ab. Der Sauerstoffgehalt steigt (vgl. Anhang [). Dieser Versuch soll
Hinweise auf einen zeitlichen Rahmen, in dem eine zukinftige Probe gemessen
werden muss, geben. Die Sauerstoffkonzentration der Probe wird bis zum

Temperaturausgleich nach 90 min alle zwei Minuten erfasst.
(3) Verdiinnungswasser, Temperaturdanderung

Effekte von verschiedenen Schiittelfrequenzen auf den Sauerstoffgehalt

Sauerstoff wird per Diffusion Gber die Wasseroberflache eingetragen. Dieser Effekt
wird durch kontinuierliche Bewegungen auf einem Horizontalschittler verstarkt.
RAAscH (2011) stellte fest, dass sich bereits bei einer Frequenz von 90 Umdrehungen
pro Minute (UpM) die Sauerstoffsituation im Uberstandswasser deutlich verbessert. In
einer weiteren Versuchsreihe soll der Sauerstoffeintrag bei verschiedenen
Schiittelfrequenzen auf die Probe erfasst werden, ohne dass zusatzlich zehrendes

Sediment vorhanden ist.

In den Versuchen (1) und (2) wurde eine gleichmaRige und konstante
Sauerstoffverteilung innerhalb des Uberstandwassers {iber den Testzeitraum

nachgewiesen.
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I11.2.4.2. Versuche mit Quarzsand
Negative-Sedimentkontrolle
Eine weitere Komponente die untersucht werden muss ist der flir die Negativen-
Sedimentkontrollen verwendete Quarzsand der Firma Quarzwerke GmbH (Frechen,
Deutschland). Zusatzlich zu dem Verdiinnungswasser, kommt 3 +0,3 g Quarzsand
hinzu. Der Quarzsand hat wie das Verdinnungswasser wahrscheinlich keine
sauerstoffzehrenden Eigenschaften. Mit dem Versuch (7) wurde nachgewiesen, dass

keine Sauerstoffzehrung stattfindet.

(7) Negative-Sedimentkontrolle

I11.2.4.3. Positiv-Kontrolle
Der fir die Positiv-Kontrolle verwendete Schadstoff 3,4-DCA ist aufgrund seines
Benzolrings sehr stabil. Im folgenden Versuch soll erfasst werden, ob 3,4-DCA eine
sauerstoffzehrende Wirkung hat. Hierzu wird wie flr die Positiv-Kontrolle

Verdiinnungswasser mit einer Konzentration von 3,7 mg/| 3,4-DCA verwendet.
(11) Positiv-Kontrolle

I11.2.4.4. Sedimentkontakttest Fischerhof (Bille)
Den groRten Effekt auf die Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser hat das zu
beprobende Sediment. RocHA et al. (2011) berichten von einem sehr stark
sauerstoffzehrenden Sediment im Fluss Tieté (Sdo Paulo, Brasilien). Weiterhin ist
bekannt, dass Hamburger Sedimente aus Elbe, Alster und Bille einen hohen
organischen Anteil aufweisen (RAaascH 2011). Mit den folgenden Versuchen wird die
Zehrung von Sedimenten aus der Bille, und eine mogliche Kompensation durch
Diffusion Uber die Wasseroberfliche untersucht. Hierbei wird zuerst die
Sauerstoffverteilung, innerhalb des Uberstandwassers ohne Bewegung und in weiteren
Versuchen bei verschiedenen Schittelfrequenzen ermittelt. Wie in allen vorherigen
Versuchen wird in regelmaRigen Zeitabstianden die Sauerstoffkonzentration gemessen.
Um Effekte von eventuellen niedrigen Sauerstoffkonzentrationen auf Zebrabarbling
Embryonen zu untersuchen, wird parallel zu allen Versuchsansatzen (mit und ohne
Bewegung) ein Fischei-Sedimentkontakttest durchgeflhrt. Dazu gehdren ebenfalls

Positiv- und Negativ-Kontrollen.
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(12) Sediment Fischerhof, ohne Bewegung
(13) Sediment Fischerhof, 70 UpM

(14) Sediment Fischerhof, 90 UpM

(15) Sediment Fischerhof, 110 UpM

I11.2.5.Effekte an den Fischeiern bei verschiedenen Schiittelfrequenzen

Die durch den Horizontalschiittler ausgefiihrten Bewegungen erhéhen nicht nur den
Sauerstoffeintrag in das Uberstandswasser, sondern auch die mechanische Belastung
auf die Fischeier. Die Schwenkbewegungen lassen die Fischeier Giber das Sediment hin
und her bewegen. Es werden Versuche zu funf verschiedenen Schittelfrequenzen
durchgefiihrt und die zusatzliche mechanische Belastung auf die Fischeier untersucht.

Positiv- und Negativ-Kontrollen laufen mit.

a) Auswirkungen auf das Fischei, 50 UpM
b) Auswirkungen auf das Fischei, 70 UpM
c)  Auswirkungen auf das Fischei, 90 UpM
d)  Auswirkungen auf das Fischei, 110 UpM

e) Auswirkungen auf das Fischei, 130 UpM

II1.2.6.Fischei-Sedimentkontakttest nach Standard Operating Procedure (SOP)

Die in den vorherigen Versuchen gewonnenen Informationen zur Schittelfrequenz,
Messintervallen und die Sauerstoffverteilung innerhalb des Uberstandswassers
werden in die Standard Arbeitsanweisung (SOP) Ubernommen. Sie gibt
innerbetriebliche Umsetzungshilfen fir den Fischei-Sedimentkontakttest nach DIN
38415-T6. Der Versuch (16) soll exakt nach SOP verlaufen und gibt weitere Auskiinfte
darliiber, ob nach der Etablierung des Sedimentkontakttest der einwandfreie
Routinebetrieb maoglich ist. Die Probenverarbeitung soll moglich schnell durchgefiihrt
werden, damit das anfdngliche anoxische Milieu durch schwenken der Probe mit

Neuen Sauerstoff versorgt wird.

(16) Fischei-Sedimentkontakttest (SOP), 90 UpM
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II1.3. Ergebnisse und Auswertungen
II1.3.1.Rdumliche Verteilung der Sauerstoffkonzentration
II1.3.1.1. Versuche mit Verdiinnungswasser

Basis Versuche

(1) Verdiinnungswasser, 20 °C

Verdiinnungswasser, 20 °C
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9.20

9.00

8.80

8.60
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Zehrungszone
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Sauerstoffgehalt [mg/I]
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9:00 11:00 13:00 17:00 9:00 13:00 17:00 9:00

12.04.2012 13.04.2012 14.04.2012

Abbildung 111.2 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration und dessen Verteilung im

Verdiinnungswasser bei 20 °C

Die gepunktete Linie entspricht der 100 % Sauerstoffsattigung (8,97 mg/l) bei einer

gemessenen Durchschnittstemperatur von 20,6 °C.

Wie in Abbildung 1ll.2 zusehen, liegt am ersten Versuchstag (12.04.2012) die
gemessene Temperatur bei ca. 21°C. Die Proben wiesen somit eine
Sauerstoffsittigung von ca. 96 % auf. Uber Nacht kiihlten sie sich ab und es wurde am
zweiten Versuchstag eine Temperatur von 20°C gemessen. Die Sauerstoff-
konzentration stieg. Die Proben waren zu 100 % mit Sauerstoff gesattigt. Wahrend der
gesamten 48 Stunden war keine Sauerstoffzehrung zu erkennen. In der Diffusionszone,

sowie der Zehrungszone war der Sauerstoff gleich verteilt.
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(2) Verdiinnungswasser, 26 °C

Verdiinnungswasser, 26 °C
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Abbildung 1Il.3 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration und dessen Verteilung im

Verdiinnungswasser bei 26 °C

Die gepunktete Linie entspricht der 100 % Sauerstoffsattigung (8,48 mg/l) bei einer

gemessenen Durchschnittstemperatur von 23,5 °C.

In Abbildung 111.3 weist die durchschnittliche Sauerstoffkonzentration von etwa 8,28 mg/I
des Verdiinnungswassers (theoretische Probentemperatur von 24,8 °C bei einer
100%igen Sattigung) wahrend der gesamten 48 Stunden keine Auffalligkeiten zwischen
der Wasseroberflaiche (Diffusionsgrenze) und der in Bodenndhe (Zehrungszone)
gemessenen Konzentrationen auf. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
Abweichung der Durchschnittstemperatur zur theoretischen Probentemperatur durch
eine rasche Abkiihlung des Verdinnungswassers nach dem entnehmen aus dem
Brutschrank entstanden ist (s. Tabelle Il.3 Seite 65). In Versuch (3) wird dies genauer

untersucht. Eine Sauerstoffzehrung ist nicht zu erkennen.
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Sauerstoffkonzentration in Abhangigkeit der Temperatur

(3) Verdiinnungswasser, Temperaturdnderung

Sauerstoffgehalt in Abhéngigkeit der Temperatur
26 9.4
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Abbildung 111.4 Zeitlicher Verlauf des Sauerstoffgehalts in Abhangigkeit der Temperatur

Der erste Messwert wurde ca. 20 Sekunden nach dem Herausnehmen aus dem
Brutschrank mit eine Temperatur von 25°C gemessen. Die anfanglich groRe
Temperaturdifferenz zwischen Verdiinnungswasser und Labortemperatur liel die
Temperatur innerhalb der ersten finf Minuten stark fallen (s. Abbildung Ill.4). Die
maximal l6sbare Sauerstoffkonzentration steigt und weiterer Sauerstoff wird iber die
Wasseroberflache gelost. Der tatsachlich geloste Sauerstoff nadhert sich Gber den
gesamten Versuchszeitraum dem maximal I6sbaren Gehalt an. Nach ca. 24 Minuten
fiel die Temperatur auf einen Wert von 20 °C und passte sich von da an nur noch
langsam der im Labor herrschenden Temperatur an. Im Zeitraum zwischen 60 bis 90
Minuten nach Versuchsbeginn (hier nicht mehr dargestellt) sank die Temperatur um
weitere 0,4 °C auf einen Endwert von 18,6 °C und wies eine 100%ige Sattigung mit

einem Gehalt von 9,33 mg O,/| auf.

In Abbildung 1.5 ist die gemessene Sauerstoffsattigung in Abhdngigkeit der
Temperatur dargestellt. Der schnelle Temperaturabfall lasst die Sattigung nur langsam

steigen. Immer wieder fallt der Wert zuriick auf ca. 97,5 %. Wahrend der letzten 30
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Minuten steigt die Sattigung gleichmaRig von 99,0% auf 99,5% und erreicht
90 Minuten nach Versuchsbeginn eine 100%ige Sattigung bei 9,33 mg O,/I.

Sauerstoffsattigung in Abhangigkeit der Temperatur
26 - 100
25 VM 99
N A4 N

S
'g' 23 Temperatur - 97 gn
o
‘E 22 gemessene Sauerstoffsittigung  —- 96 i/
2 \ £
g 21 95 8
20 94 =
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\ (7,
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~
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0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 .. 90
Zeit [min]

Abbildung II1.5 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffsattigung in Abhangigkeit der Temperatur

Tabelle 1.3 Zeitraum zum Erfassen der Sauerstoffkonzentration im Fischei-Sedimentkontakttest

t T O: 0: Max
0:-Sattigung [%]
[min] [°cl [mg/1] [mg/1]
0 25,00 8,00 96,97 8,25 ]
2 24,00 8,33 99,05 8,41
4 23,50 8,38 98,70 8,49
6 22,70 8,41 97,56 8,62
8 22,30 8,48 97,47 8,70
10 21,80 8,64 98,63 8,76

12 21,40 8,68 98,30 8,83 \ /_

In Tabelle Ill.3 ist zu sehen, dass sich die Sauerstoffkonzentration umgekehrt

proportional gegenliber der Temperatur verhalt. Der Temperaturabfall ist in den
ersten zwei Minuten nach dem Herausnehmen aus dem Brutschrank mit einem Grad
Celsius am groliten. Bei spaterer Verarbeitung der Proben sind Temperatur- und
Sauerstoffabweichungen so grof}, dass sie nicht mehr dem urspriinglichen Wert zu

zuzuordnen sind. Der Pfeil soll einen Richtwert geben in welchem Zeitraum gemessen
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werden sollte. Nach bereits flinf Minuten sind Abweichungen von zwei Grad Celsius

und 0,4 mg O,/l gemessen worden
I11.3.1.2. Versuche mit Quarzsand

(7) Negative-Sedimentkontrolle

Negative-Sedimentkontrolle
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Abbildung II1.6 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration und dessen Verteilung in der Negativ-

Sedimentkontrolle

Die gepunktete Linie entspricht der 100 % Sauerstoffsattigung (8,30 mg/l) bei einer

gemessenen Durchschnittstemperatur von 24,7 °C.

Die Sauerstoffsattigung in der Negativ-Sedimentkontrolle (Abbildung 111.6) liegt Uber
den gesamten Versuchszeitraum (48 Std.) bei 99,4 % und weist wahrend dessen keine
nennenswerten Unterschiede in der Verteilung der gemessenen Konzentrationen auf.
Eine Sauerstoffzehrung durch den Quarzsand ist nicht zu erkennen. Ein zusatzlicher

Sauerstoffeintrag durch einen Horizontalschittler ist nicht nétig.
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I11.3.1.3. Positiv-Kontrolle

(11) Positiv-Kontrolle

Positiv-Kontrolle

9.00
8.80
- == Diffusionszone
X 860
o0 Zehrungszone
c
B B e
b= \,
‘R 8.20 -~ S — -
:‘l: — I ——
]
e
v 8.00
(]
S
& 780
7.60 T T T T T 1
9:00 13:00 17:00 9:00 13:00 17:00 9:00
08.05.2012 09.05.2012 10.05.2012

Abbildung lll.7 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration und dessen Verteilung in der Positiv-

Kontrolle

Die gepunktete Linie entspricht der 100 % Sauerstoffsattigung (8,33 mg/l) bei einer

gemessenen Durchschnittstemperatur von 24,5 °C.

Der erste Messwert in Abbildung 1ll.7 liegt mit einer Sauerstoffkonzentration von
8,58 mg/l um 0,4 mg/l hoher als die nachfolgenden Werte. Bei einer zu diesem
Zeitpunkt gemessenen Temperatur von 22,7 °C wiirde eine 100%ige Sattigung mit
einer Konzentration von 8,60 mg O,/| vorliegen. Dieser Ausreiler ist auf die in Versuch
(3) festgestellte Temperaturdnderung und Sauerstoffanderung zurickzufiihren.
Folgende Messungen liegen ohne diesen Wert im Durchschnitt bei 24,70 °C und
weisen damit eine Sauerstoffsattigung von 98,5 % auf. Es kann keine Zehrung durch
den Quarzsand festgestellt werden. Der Sauerstoff ist in der gesamten Positiv-

Kontrolle gleichmaRig verteilt.
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I11.3.1.4. Sedimentkontakttest Fischerhof (Bille)

(12) Sediment (Fischerhof), ohne Bewegung

Sediment (Fischerhof)
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Abbildung I11.8 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration und dessen Verteilung im

Uberstandswasser einer zehrenden Sedimentprobe (Fischerhof)

Die gepunktete Linie gibt die Mindest-Sauerstoffkonzentration von 4,0 mg/| an. Diese

sollte wahrend der gesamten Versuchsdauer von 48 Stunden erreicht werden.

Die hellgraue Messreihe in Abbildung 111.8 gibt den Verlauf der Sauerstoffkonzentration
der Zehrungszone direkt Gber dem Sediment wieder. Die Messwerte liegen zwischen
0,16 bis 0,78 mg O,/ und sind Uber dem Versuchszeitraum leicht steigend. Die
Sauerstoffkonzentration in der Zehrungszone ist weit unter den in der DIN 38415-T6
geforderten 4,0 mg/l. Die Fischembryonen sind einem anoxischem Milieu, bzw.
extremer Hypoxie ausgesetzt (MARTINOVIC et al. 2009). Eine normale Entwicklung kann
nicht mehr garantiert werden. STRECKER et al. (2011) setzten den LC 100 der
Zebrabarblings Embryonen auf 0,88 mg O,/ fest. Die dunkelgraue Messreihe stellt den
Verlauf in der Diffusionszone, direkt unter der Wasseroberflache, dar. Diese steigen in
den ersten vier Stunden leicht auf ca. 6,33 mg O/l an und fielen danach sogar leicht

unter den Anfangswert auf 5,16 mg O,/| ab.
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In den nachfolgenden Ergebnistabellen der Fischei-Sedimentkontaktteste bedeutet:

Mortalitat: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen
F: Frihschlupf

N: normal entwickelter Embryo

Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter
Embryonen (Stunden nach der Befruchtung)

K: koaguliertes Ei (letal)
S: keine Schwanzabl6sung (letal)

H: kein Herzschlag (letal)

In Tabelle 1ll.4 sind die Ergebnisse des Fischei-Sedimentkontakttests aufgefiihrt.

Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrollen sind als Anhang angefiigt.

Tabelle 111.4 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Sediment (Fischerhof), ohne Bewegung

Sediment (Fischerhof), ohne Bewegung
Nr. F N U*hpf K S H
3*24
1 - 4 1%12 1 - -
2*%24
2 - 5 1*12 - - -
n=25 2*8
1*12
Mortalitdt = 3 : > 4*8 : : :
4% 3*24
4 - 5 1*18 - - -
1*12
2*%24
> ) > 3*18 ] ) ]
Summe - 24 1 - -

Legende: s. Seite 69

Wie in Tabelle 1ll.4 zu erkennen ist, (iberlebten 24 von 25 Embryonen. Sie wiesen eine
extreme Unterentwicklung auf. Sechs von ihnen haben gerade erst das
Embryonalschild ausgebildet. Ihr Alter wird auf acht hpf geschatzt. Sie befinden sich
demnach noch in der Gastrula Phase. 17 Embryonen befanden sich in der
Segmentierungsphase. 10 von ihnen hatten ein Entwicklungstand von 24 hpf.
Generell war die Herzschlagrate bei allen Individuen stark verlangsamt. Die Mortalitat

betragt aufgrund eines koagulierten Fischeis 4 %.
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(13) Sediment (Fischerhof), 70 UpM

Sediment (Fischerhof), 70 UpM

8.00
7.00

R 600 ¥ ——

&

s 5.00

20

o

& 4.00

&

[

g 3.00

S . .

g 2.00 =¢=Diffusionszone

3 Zehrungszone
1.00
0.00 T T )
11:00 15:00 9:00 9:00
13.06.2012 14.06.2012 15.06.2012

Abbildung 1.9 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration und dessen Verteilung im

Uberstandswasser einer zehrenden Sedimentprobe (Fischerhof), 70 UpM

Die gepunktete Linie stellt die geforderte Mindest-Sauerstoffkonzentration von

4,0 mg/l dar.

Die Sauerstoffkonzentration steigt in den ersten vier Stunden (Abbildung I11.9) von
anfangs 1,29 mg/I auf schlieBlich 3,5 mg/l. Auf diesem Niveau bleibt die Sauerstoff-
konzentration. Der in der DIN geforderte Mindestwert von 4,0 mg/| Sauerstoff wird in
der Zehrungszone anndhernd erreicht, demnach ist ein normaler Verlauf der
embryonalen Entwicklung gegeben (STRECKER et al. 2011, BRAUNBECK et al. 2005). Die
Sauerstoffkonzentration der Diffusionszone liegt wahrend des Versuchszeitraums

konstant bei ca. 6,2 mg/I.

In Tabelle 11I.5 sind die Ergebnisse des Fischei-Sedimentkontakttests aufgefiihrt. Die
dazugehorigen Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrollen sind im Anhang

angefiigt.
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Tabelle 1.5 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Sediment (Fischerhof), 70 UpM

Sediment (Fischerhof), 70 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 5 - - - - -
2 2 3 - - - -
3 4 1 - - - -
n =50 4 3 2 - - - _
5 4 1 - - - -
Mortalitat= | 6 4 1 - - - -
0% 7 2 3 - - - -
8 - 5 - - - -
9 3 2 ; g - -
10 3 2 - - - -
Summe 30 20 - - -

Legende: s. Seite 69

Alle 50 Embryonen haben liberlebt und waren normal entwickelt. Als auffallig gilt, dass

insgesamt 30 Embryonen bereits nach 48 Stunden geschlipft sind.
(14) Sediment (Fischerhof), 90 UpM

Bei einer Schittelfrequenz von 90 UpM steigt die Sauerstoffkonzentration in der
Zehrungszone innerhalb der ersten drei Stunden von 1,59 mg/l auf 4,75 mg/| an
(Abbildung 111.10). Die Embryonen sind nur fiir eine kurze Zeit einer extremen Hypoxie
ausgesetzt. Uber die restliche Versuchsdauer steigt die Sauerstoffkonzentration
langsam auf 5,20 mg/l. Es wurde die Mindest-Sauerstoffkonzentration von 4,0 mg/I
Uberschritten und hierdurch eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Embryonen
sichergestellt. Dagegen féllt die Konzentration in der Diffusionszone kontinuierlich von

anfanglich 7,45 mg/| auf 6,50 mg/| ab.
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Sediment (Fischerhof), 90 UpM
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Abbildung 111.10 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration und dessen Verteilung im

Uberstandswasser einer zehrenden Sedimentprobe (Fischerhof), 90 UpM

Die gepunktete Linie stellt die geforderte Mindest-Sauerstoffkonzentration von

4,0 mg/l dar.

In Tabelle IlIl.6 sind die Ergebnisse des Fischei-Sedimentkontakttests zusammen

gefasst. Die Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrollen sind im Anhang angefligt.

Tabelle 111.6 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Sediment (Fischerhof), 90 UpM

Sediment (Fischerhof), 90 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 - 4 - 1 - -
2 1 4 - - - -
3 3 2 - - - -
n=>50 4 1 4 - - - -
5 - 5 - - - -
Mortalitdt=| 6 - 5 - - - -
8% 7 3 1 - 1 - -
8 1 4 - - - -
9 5 - - - - -
10 3 - - 2 - -
Summe 17 29 4 - -

Legende: s. Seite 69
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Insgesamt haben sich 29 Embryonen normal entwickelt. 17 sind bereits friiher als der
normalen 72 Stunden geschliipft. Vier Eier waren koaguliert, was einer Mortalitat von

8 % entspricht.

(15) Sediment (Fischerhof), 110 UpM

In der Abbildung II.11 ist deutlich zu erkennen, wie die Sauerstoffkonzentration in der
Zehrungszone sprunghaft ansteigt. Die Fischeier sind auch hier nur fiir eine kurze Zeit
einer extremen Hypoxie ausgesetzt. Die Sauerstoffkonzentration der Zehrungszone
steigt innerhalb der ersten dreieinhalb Stunden von 1,75 mg/|l auf eine Konzentration
von 5,90 mg/l an und bleibt wadhrend des restlichen Versuchszeitraums auf diesem
hohen Niveau. Die Ergebnisse der vorigen Versuche geben Hinweise darauf, dass die
Differenz der Sauerstoffkonzentration zwischen der Diffusionszone und der

Zehrungszone mit zunehmender Schiittelfrequenz sinkt. Sie betragt in diesem Versuch

etwa 1 mg/I.
Sediment (Fischerhof), 110 UpM
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Abbildung Ill.11 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration und dessen Verteilung im

Uberstandswasser einer zehrenden Sedimentprobe (Fischerhof), 110 UpM

Die gepunktete Linie stellt die geforderte Mindest-Sauerstoffkonzentration von

4,0 mg/l dar.
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Ergebnisse und Auswertungen

In Tabelle IIl.7 sind die Ergebnisse des Fischei-Sedimentkontakttests zusammen
gefasst. Die dazugehorigen Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrollen sind im

Anhang angefligt.

Tabelle 11l.7 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Sediment (Fischerhof), 110 UpM

Sediment (Fischerhof), 110 UpM
Nr. F N U*hpf K ) H
1 3 2 - - - -
2 1 3 - 1 - -
3 - 3 - 2 - -
n=>50 4 1 2 - 2 - -
5 2 3 - - - -
Mortalitdt=| 6 - 3 - 1 1 -
18 % 7 1 3 - 1 - -
8 - 5 - - - -
9 1 3 - - 1 -
10 - 5 - - -
Summe 9 32 7 2 -

Legende: s. Seite 69

Auffallig ist, dass die Mortalitdt mit 18 % gegeniiber dem vorherigen Versuche um
mehr als das doppelte gestiegen ist. Sieben Eier sind koaguliert, bei zwei fand keine
vollstandige Schwanzablosung statt. In diesem Versuch kam es bei neun Embryonen

zum Frihschlupf. 32 entwickelten sich normal.

I11.3.2.Effekte an den Fischeiern bei verschiedenen Bewegungsfrequenzen auf

Quarzsand
(a) Auswirkungen auf das Fischei, 50 UpM

In Tabelle 1ll.8 sind die Ergebnisse des Fischei-Sedimentkontakttests zusammen

gefasst. Die Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrollen sind im Anhang angefiigt.
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Tabelle 111.8 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Quarzsand, 50 UpM

Quarzsand, 50 UpM
Nr. F

U*hpf K s H

- 1 - -

n=>50

Mortalitat =
2%

OO NGO UV AR WN|E
1
viuununiunninniniunslnniug| 2
1
1
1
1

10 -
Summe - 49 1 - -

Legende: s. Seite 69

Es sind keine signifikanten Auswirkungen auf die Fischeier fest zustellen. Bei einem
koagulierten Ei entspricht das einer Mortalitdat von 2 %. 49 von 50 Embryonen haben

sich normal entwickelt.

(b) Auswirkungen auf das Fischei, 70 UpM

Bei einer Mortalitdt von 2 % ist ein Fischei koaguliert. 49 Embryonen (s. Tabelle 111.9)
haben sich normal entwickelt. Im Anhang die Ergebnisse der Positiv- und Negativ-

Kontrollen angefligt.

Tabelle 111.9 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Quarzsand, 70 UpM

Quarzsand, 70 UpM
Nr. F

U*hpf K s H

- 1 - -

n=>50

Mortalitat =
2%

O OINODUNIHRWIN| -
1
viununininniuv|djnjnnin | 2
1
1
1
1

10 -
Summe -

S
©
[
1
]

Legende: s. Seite 69
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Ergebnisse und Auswertungen

(c) Auswirkungen auf das Fischei, 90 UpM

In Tabelle 11.10 sind die Ergebnisse des Fischei-Sedimentkontakttests zusammen
gefasst. Die dazugehorigen Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrollen sind im

Anhang angefligt.

Alle 50 Embryonen haben sich normal entwickelt. Es wurden keine Embryonen mit

Frihschlupf, oder letalen Schaden festgestellt.

Tabelle 111.10 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Quarzsand, 90 UpM

Quarzsand, 90 UpM
Nr. F

U*hpf K s H

n=>50

Mortalitdt =
0%

O N OV A WIN| R
1
vuununniuuninniuuviumg| 2
1
'

1
1

10 -
Summe -

(9]
o
1
'

1

Legende: s. Seite 69

(d) Auswirkungen auf das Fischei, 110 UpM

Die Ergebnisse des Fischei-Sedimentkontakttests sind in Tabelle Ill.11 zusammen-

gefasst. Die Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrollen sind im Anhang angefiigt.

Auffillig bei einer Schittelfrequenz von 110 UpM ist die im Vergleich zu anderen
Versuchen relativ hohe Mortalitat. Sie ist mit 8 % in dieser Versuchsreihe am hdchsten.
Insgesamt sind vier Embryonen koaguliert. Die restlichen 46 Embryonen haben sich
normal entwickelt. Vergleichend zu Versuch (15), Sediment (Fischerhof) mit 110 UpM,

ist auch dort die Mortalitat mit 18 % am hochsten.
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Tabelle 111.11 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Quarzsand, 110 UpM

Quarzsand, 110 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 - 5 - - - -
2 - 4 - 1 - -
3 - 4 - 1 - -
n =50 4 - 5 - - - -
5 - 5 - - - -
Mortalitdt=| 6 - 5 - - - -
8% 7 - 4 - 1 - -
8 - 5 - - - -
9 - 5 - - - -
10 - 4 - 1 - -
Summe - 46 4 - -

Legende: s. Seite 69

(e) Auswirkungen auf das Fischei, 130 UpM

Die Ergebnisse des Fischei-Sedimentkontakttests sind in der Tabelle I1l.12 dargestellt.

Die Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrollen sind im Anhang angefiigt.

Alle 50 Embryonen haben sich normal entwickelt. Es wurden weder Frithschlupf noch
letale Schaden an den Eiern festgestellt. Auffallig ist, dass bei einer Schittelfrequenz

von 130 UpM eine Umverteilung des Quarzsands stattfindet (Abbildung 111.12).

Tabelle 111.12 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Quarzsand, 130 UpM

Quarzsand, 130 UpM
Nr. F

U*hpf K s H

n=>50

Mortalitdt =
0%

OCIRIN OO VA WIN| R
1
vuiununnuiunninnniuuniug| 2
1
'

1
1

10 -
Summe -

(93
o
1
'

1

Legende: s. Seite 69
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Abbildung 111.12 Umverteilung des Quarzsands nach 48 h bei einer Frequenz von 130 UpM

In Bezug auf Abbildung IIl.12 hat eine Umverteilung des Quarzsandes zur Mitte hin
stattgefunden. Am Rand der Kristallisierschale war nur noch wenig, bzw. kein
Quarzsand mehr vorhanden. Die Fischeier wurden von der Mitte heraus an den Rand
gelagert. Sie standen zu keiner Zeit in Kontakt mit dem Quarzsand. Folglich wurden
keine letalen Schiaden an ihnen festgestellt. Dieses Ergebnis dient als
Plausibilitatsbeweis fiir die Richtigkeit der Messwerte gegeniliber den Versuchen mit

geringeren Schittelfrequenzen.
II1.3.3.Fischei-Sedimentkontakttest nach (SOP)

(16) Fischei-Sedimentkontakttest (SOP), 90 UpM

Mit einer schnelleren Probenverarbeitung konnte nachgewiesen werden, dass der
Zeitraum in dem die Fischeier einem anoxischen Milieu ausgesetzt sind verkirzt
werden konnte. Die zum Versuchsbegin gemessene Sauerstoffkonzentration in der
Zehrungszone betragt 1,85 mg/l (Abbildung I11.13) und liegt damit um 0,26 mg/| héher
als die anfanglich gemessene Konzentration des Versuchs (14) Sediment (Fischerhof)
mit 90 UpM. Die Sauerstoffkonzentration der Zehrungszone steigt wahrend der ersten
zwei Stunden auf eine Konzentration von ca. 5 mg/l an und schwankt bis zum Ende des
Versuchszeitraums zwischen 4,31 und 5,57 mg/l. In der Diffusionszone fallt die

Sauerstoffkonzentration von 6,71 auf 6,31 mg/I nur gering.
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Fischei-Sedimentkontakttest (SOP), 90 UpM
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Abbildung 111.13 Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration und dessen Verteilung im

Uberstandswasser einer zehrenden Sedimentprobe (Fischerhof) nach SOP mit 90 UpM

Die gepunktete Linie stellt die geforderte Mindest-Sauerstoffkonzentration von
4,0 mg/l dar.

In diesem Versuch haben sich 20 Embryonen normal entwickelt (Tabelle 111.13). Bei 28
Embryonen wurde der Frihschlupf festgestellt. Bei zwei Embryonen fand keine
Schwanzabl6ésung statt. Dies entspricht einer Mortalitdt von 4 %. Im Anhang sind die
Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrollen des Fischei-Sedimentkontakttests

angeflgt.

Tabelle 111.13 Auswertung Fischei-Sedimentkontakttest: Fischei-Sedimentkontakttest (SOP), 90 UpM

Sediment (Fischerhof) SOP, 90 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 2 3 - = - -
2 4 1 - - - -
3 5 - = - - -
n=>50 4 3 2 - - - R
5 = 4 - - 1 -
Mortalitdt=| 6 3 2 - - - }
4% 7 3 1 - - 1 -
8 4 1 - - - -
9 2 3 - = - -
10 2 3 - - -
Summe 28 20 = 2 -

Legende: s. Seite 69
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II1.3.4.Gesamtiibersicht der Fischei-Sedimentkontakttest Ergebnisse

Tabelle 111.14 Ubersicht der Ergebnisse der durchgefiihrten Fischei-Sedimentkontaktteste

Ergebnisse und Auswertungen

Ergebnisiibersicht
Nr. Bezeichnung des Versuchs Mortalitat | F | N | K n
(12) Sediment Fischerhof 4% - | 24 25
(13) Sediment Fischerhof, 70 UpM 0% 30 | 20 | - 50
(14) Sediment Fischerhof, 90 UpM 8% 17 | 29 | 4 50
(15) Sediment Fischerhof, 110 UpM 18 % 9 | 327 50
(a) Auswirkungen auf das Fischei, 50 2% - |49 | 1 50
(b) Auswirkungen auf das Fischei, 70 2% - 149 |1 50
(c) Auswirkungen auf das Fischei, 90 0% - | 50| - 50
(d)  Auswirkungen auf das Fischei, 110 8% - |46 | 4 50
(e)  Auswirkungen auf das Fischei, 130 0% - |50 | - 50
(16) Fischei-Sedimentkontakttest 4% 28 | 20 | - 50
Legende:

Mortalitdt: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal

entwickelter Embryo, K: koaguliertes Ei

(letal), S: keine Schwanzabldsung (letal),

H: kein Herzschlag (letal), n: Anzahl der Fischeier
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I11.4. Diskussion
Das Ziel dieses Abschnittes war die Erfassung und die Sicherstellung einer
Mindestsauerstoffkonzentration im Uberstandswasser des Fischei-
Sedimentkontakttests von mindestens 4 mg/l (DIN 2009). RaascH (2011) stellte fest,
dass Hamburger Sedimente aus der Elbe und Alster sauerstoffzehrend sind und regte
an weitere Untersuchungen beziiglich der Sauerstoffverteilung im Uberstandswasser
des Fischei-Sedimentkontakttest mit Hamburger Sedimenten durchzufiihren. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde Sediment aus der Bille (Fischerhof) als Einzelprobe
genommen und fiir Versuche verwendet. Desweiteren sollte untersucht werden, ob
vom Verdinnungswasser, den Positiv-Kontrollen, oder dem Kontrollquarzsand eine

Sauerstoffzehrung ausgeht.

In ersten Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass das Verdiinnungswasser, die
Positiv-Kontrollen und der Quarzsand kein Sauerstoff verbrauchen. Abweichungen der
Sauerstoffkonzentration die gegeniber einer 100 %igen Sauerstoffsattigung auftreten
sind damit begriindet, dass diese auf der Grundlage einer Durchschnittstemperatur
berechnet wurde. Die wahre Temperatur zum Zeitpunkt einer Messung kann dem
entsprechend abweichend sein. Im Versuch (1) Verdiinnungswasser, 20 °C lag die
gemessene Temperatur z.B. am ersten Versuchstag hoher und am zweiten niedriger als
die durchschnittlich gemessene Probentemperatur. Weitere Abweichungen entstehen
nach dem entnehmen der Proben aus dem Brutschrank. Mit Versuch (3)
Verdiinnungswasser, Temperaturdnderung konnte nachgewiesen werden, dass sich die
Probentemperatur innerhalb der ersten zwei Minuten um 1°C senkt. Es ist zu
vermuten, dass die Sauerstoffkonzentration anfanglich noch auf dem Niveau der im
Brutschrank  herrschenden  hoheren  Temperatur  bleibt  (vgl.  Versuch
(2) Verdiinnungswasser, 26 °C), aber auf Grund der niedrigeren tatsachlich
gemessenen Temperatur die maximal 16sliche Sauerstoffkonzentration hoher liegt (vgl.

Anhang ).

Untersuchungen mit Sediment aus der Bille zeigten, dass auch dieses Hamburger
Sediment einen hohen Verbrauch an Sauerstoff aufweist. Die Sauerstoffkonzentration
fiel bereits zum Versuchsbegin weit unter die geforderte

Mindestsauerstoffkonzentration von 4 mg/l (DIN 2009). Die Fischembryonen sind
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einem anoxischem Milieu, bzw. extremer Hypoxie ausgesetzt (MARTINOVIC et al. 2009).
Begriindet ist dies damit, dass bei organischen Sedimenten einerseits verstarkt
bakterielle Abbauprozesse Sauerstoff bendétigen und andererseits auch oxydative
Reaktionen Sauerstoff verbrauchen. Die Probe wurde aus einem nur langsam
flieBenden Flussbereich entnommen in dem sich vor einem Stauwerk organisches
Material sammelte. Es kann diesbezliglich davon ausgegangen werden, dass die
Sedimentprobe aus der Bille sehr organisch gepragt war. Auch ein durch die
Fischembryonen hervorgerufener Sauerstoffverbrauch wahrend der Entwicklung
kommt additiv dazu. STRECKER et al. (2011), GRILLITSCH et al. (2005) und BANG et al. (2004)
geben den in den ersten drei Tagen bis zum Schlupf vom Embryo benétigten Sauerstoff
mit ca. 0,037 mg an.

Sauerstoffkonzentrationen im Bereich von 2-3 mg/l lassen keinen normalen Verlauf
der Embryonalentwicklung mehr zu (STRECKER et al. 2011, BRAUNBECK et al. 2005). PADILLA
& ROTH (2001) merken an, das die Embryonen aber durchaus in der Lage sind bis zu 24
Stunden unter vollstandig anoxischen Bedingungen ohne bleibende Schaden
Uberleben. Jedoch findet in derartigen Fallen keine Weiterentwicklung des Embryos
statt. Der Embryo verbleibt im Bereits erreichten Entwicklungsstadium und setzt seine
Entwicklung erst unter normoxischen Bedingungen fort (PADILLA & ROTH 2001). Die
Auswertung des Fischei-Sedimentkontakttests bestatigte dieses und ergab, dass 96 %
der  Fischembryonen extrem  Unterentwickelt waren. Die verzogerte
Embryonalentwicklung ldsst nur bedingt Aussagen zu, ob auftretende letale Effekte
toxischen Wirkungen durch Schadstoffe zuzuweisen sind, oder einer mangelnden

Sauerstoffversorgung der Embryonen.

Weitere abiotische Parameter, wie die elektrische Leitfahigkeit und der pH-Wert haben
ebenfalls Einfluss auf die Entwicklung der Fischembryonen. Beide wurden im Rahmen
dieser Arbeit nicht erfasst. So ist aber der pH-Wert eine wichtige GroRe, da die
Membraneigenschaften der Zellen, sowie Enzymaktivitdten abhangig sind (RAASCH
2011). Die DIN (2009) fiir den Fischeitest gibt keinen pH-Wert fir die Halterung vor.
Proben miissen jedoch vor Testbegin auf einen pH-Wert von 7,0 + 0,2 eingestellt
werden. Eine normale Entwicklung der Embryonen ist im Bereich von 4,5 - 9,0 zu
erwarten (SCHULTE 1997). RAAscH (2011) stellte durch die Verwendung eines

Horizontalschiittlers und durch die Erhohung der Bewegungsfrequenz keine
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Auswirkungen auf den pH-Wert fest. Die elektrische Leitfahigkeit des
Uberstandswassers stellt ein weiteres Problem dar, denn eine verdnderte Osmolaritit
hat letale Effekte auf die Entwicklung der Embryonen. Es kann unter anderen zu
Abschnirungen des Dottersacks kommen (LANGE et al. 1995). KEHRER (2008) gibt einen

Hoéchstwert fiir die Leitfahigkeit im Uberstandswassers mit 5000 pS/cm an.

In weiteren Versuchen wurde durch den Einsatz eines Horizontalschittlers, ab einer
Bewegungsfrequenz von 90 UpM (Versuch (14) Sediment (Fischerhof), 90 UpM), so viel
zusatzlicher Sauerstoff lGber die Wasseroberflache eingetragen, dass eine ausreichende
Sauerstoffversorgung der Embryonen sichergestellt werden konnte. Die Ergebnisse der
Fischei-Sedimentkontaktteste, die mit nativem Sediment durchgefiihrt wurden, wiesen
bei den Bewegungsfrequenzen 70 UpM, 90 UpM und 110 UpM einen Frihschlupf der
Embryonen auf. Eine Moglichkeit hierfir ware, dass auf Grund einer leicht erhéhten
Temperatur im Brutschrank sich die Embryonen schneller entwickeln als bei 26 °C.
Barrionuevo et al. (1999) und Jacob et al. (2002) stellten fest, dass es einerseits keine
signifikanten Unterschiede des Korpergewichts und der Korperldnge in den ersten vier
Entwicklungstagen beziglich unterschiedlicher Temperaturen gibt, andererseits sich
aber die Herzschlagrate und der Sauerstoffverbrauch mit steigender Temperatur
erhoht. Dies bietet aber keine Grundlage zur Annahme, dass die Embryonen befahigt
sind friher die Eihille zu durchbrechen. Desweiteren kam es in der Zucht zu Phasen in
denen die Zebrabdrblinge morgens schon sehr friih laichten und somit Eier héherer
Entwicklungsstadien fiir den Sedimentkontakttest zum Einsatz kamen. Generell dirfen
Fischeier nur bis zum 128-Zell Stadium eingesetzt werden (DIN 2009). Es ist daher eher
unwahrscheinlich, dass ein zeitlicher Entwicklungsvorsprung von max. 1% h (Zeit
zwischen dem 4-Zell Stadium und dem 128-Zell Stadium) ausreicht um die Embryonen
24 Stunden friher als normal schliipfen zu lassen. Im Rahmen dieser Arbeit konnten
diesbezlglich keine weiteren Versuche durchgefiihrt werden.

Aus den Ergebnissen der Fischei-Sedimentkontaktteste geht weiter hervor, dass die
Anzahl der zu friih geschlipften Embryonen mit steigender Bewegungsfrequenz zuriick
ging, die Mortalitdt hingegen stieg. Im Versuch (15) Sediment (Fischerhof), 110 UpM
ging die Anzahl der friher geschlipften Embryonen (n = 9) auf circa ein Drittel der
Anzahl des Versuchs (13) Sediment (Fischerhof), 70 UpM (n = 30) zurick. Die

Mortalitat stieg von 0 % auf 18 %. Die wahrend des Schiittelns auf die Fischeier
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einwirkende Reibung konnte deren Hiille schwachen, oder diese durch spitze Ecken am
Quarzsand beschddigen. Die geschwachte Fischeihiille kdnnte so mit weniger
Kraftaufwand in einem friheren Entwicklungsstadium durchbrochen werden. Auch
ware es denkbar, dass schnellere Bewegungsfrequenzen die Eihillen soweit
beschadigen das es zu letalen Effekten, wie der Koagulation des Eis kommt. Aussagen
Uber die Moglichkeit, dass sedimentgebundene Nahrstoffe die Entwicklung der
Embryonen begiinstigt, oder das durch das aneinander reiben des Sediments toxisch
wirkende Substanzen remobilisiert und in die Wasserphase gel6st werden, kdnnen
nicht getroffen werden. Laboruntersuchungen zu der Sedimentzusammensetzung
wurden im Rahmen dieser Bachelorarbeit nicht durchgefiihrt.

,Sedimente sind ein integraler Bestandteil des aquatischen Okosystems. Ihre
Bedeutung umfasst unter anderem ... als Ort der Ndhrstoffremineralisierung, als
Laichgrundlage fiir Fische ...“ (Zitat: HEIsE et al. 2007) ,Als suspendiertes Material
kommen sie mit verschiedensten Schadstoffquellen im Einzugsgebiet in Kontakt,
akkumulieren Schadstoffe und exponieren dadurch Organismen ...“ (Zitat: HEISE et al.

2007).

Es wurden Versuche mit unterschiedlichen Bewegungsfrequenzen durchgefihrt um
die Auswirkungen des Quarzsandes auf die Fischeier genauer zu untersuchen. Bei 110
UpM wurde die groRte Mortalitdt von 8 % festgestellt. Dies gilt nicht als Auffallig (DIN
2009). Auch durch die in vorherigen Versuchen durchgefiihrten Negativ-
Sedimentkontrollen konnte kein Zusammenhang der letalen Effekte durch eine

Erhohung der Bewegungsfrequenz nachweisen werden.

Da nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte, ob letale Effekte von mechanische
Einwirkungen des Quarzsandes, oder von im Sediment vorhandenen toxischen
Substanzen ausgehen, sollten in Zukunft weitere Versuche zu Sicherstellung der
Mindestsauerstoffkonzentration im Fischei-Sedimentkontakttest durchgefiihrt werden.
Eine Moglichkeit einen ausreichenden Sauerstoffeintrag zu gewahrleisten, wéare das
von GROTE et al. (2004) verwendete Bellftungssystem. Es wird kontinuierlich
Sauererstoff in die Proben eingetragen. RocHA et al. (2011) fiihren eine Vorinkubation
des Sediments durch. Hierbei wird das Sediment 72 Stunden vor Versuchsbegin mit

Verdinnungswasser Uberlagert. Die sauerstoffzehrenden Prozesse im Sediment
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kommen vor Test beginn zum erliegen (RocHA et al. 2011). Wie lange eine
Vorinkubation durchzufiihren ist hangt von den jeweiligen
Sedimentzusammensetzungen ab. Versuche mit Hamburger Sedimente waren in
Zukunft durchzufiihren um festzustellen, ob die Methodik der Vorinkubation zum
Erfolg fihrt. Hierzu sollten kontinuierliche Sauerstoffmessung (ber einen ldngeren
Zeitraum durchgefiihrt werden um den Zeitpunkt zu bestimmen, ab dem ein Sediment
seine Sauerstoffzehrende Eigenschaft verliert, oder nur noch wenig Sauerstoff
verbraucht. Bei beiden Methoden wirken keine mechanischen Krafte auf die Fischeier.
Nicht sicher ist, ob ein groBerer Versuchsmalistab zu einer gewlinschten Sicherstellung
der Mindestsauerstoffkonzentration beitrdgt. Hingegen ein groBeres Volumen des
Uberstandswassers mehr Sauerstoff |6sen kdnnte bzw. dem Sediment zu Verfiigung
stellen konnte. Dies schlielt aber nicht aus, dass sich direkt (iber dem Sediment ein
Milieu mit hypoxischen Bedingungen bildet. Desweiteren kénnten Sedimente mit der
Zugabe von Quarzsand oder Verdinnungswasser verdiinnt werden (HOLLERT 2004,
KEITER 2007). Es wadre moglich die Sauerstoffzehrung durch das richtige
Sediment/Quarzsand- Verhaltnis so zu verringern, dass die Sauerstoffkonzentration im
Uberstandswasser ausreicht um eine normale Entwicklung der Fischembryonen zu
gewehrleisten. Nachteil einer Verdiinnung ist, dass mit dem Einsatz kleinerer
Sedimentkonzentrationen auch die von ihnen ausgehenden toxischen Wirkungen
ebenfalls verringert werden und keine letalen Effekte an den Fischembryonen mehr

festgestellt werden.

Der erste Entwurf der Standardarbeitsanweisung (SOP) konnte wahrend dieser Arbeit
Uberarbeitet und erginzt werden. Dieser befindet sich im Anhang. Die Reinigung der
20 ml Kristallisierschalen wurde als neues Kapitel in die SOP aufgenommen. Um die
Kontamination durch Probenriickstande alterer Proben zu vermeiden muss eine
bestimmte Reihenfolge der Reinigung einzuhalten werden. Desweiteren gibt es noch
immer offene Fragen zum messen der abiotischen Parameter im Uberstandswasser.
Eine Mikrosauerstoffsonde zum messen des Sauerstoffgehalts konnte besorgt werden.
Weitere Versuche fiir das erfassen des pH-Werts und der elektrischen Leitfahigkeit
sollten in Zukunft angegangen werden. Ein groRBer Punkt bleibt jedoch weiterhin die
Sauerstoffversorgung der Fischembryonen wahrend des Sedimentkontakttests. Stellt

sich heraus, dass die Erhohung der Bewegungsfrequenz auf 90 UpM letale Schaden an
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den Fischeiern hervorruft, misste ein Bellftungssystem (GROTE 2004) installiert, oder
eine Vorinkubation des Sediments (RocHA et al. 2011) durchgefiihrt werden. Weiterhin
sollte, wie in der Toxikologie Ublich, die Durchfiihrung des Sedimentkontakttests mit
Verdinnungsstufen eingefiihrt werden. Ganzlich ungeklart blieb, ob die Lagerdauer

der gefriergetrockneten Sedimente Auswirkung auf die Toxizitdt der Sedimente hat.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit der Wahl fir die PreSens Microx TX 3
Sauerstoffmesssonde ein wichtiger Schritt zur Erfassung und Sicherstellung des
Sauerstoffgehalts im Fischei-Sedimentkontakttest vollzogen wurde. Trotz einiger
offenen Fragen, vor allem im Bereich der letalen Schaden an Fischeiern durch die
Erhdhung der Bewegungsfrequenz, konnten wichtige Informationen uber die

Sauerstoffverteilung im Uberstandswasser gewonnen werden.
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Zusammenfassung

In Sedimenten mit einem hohen organischen Anteil laufen vermehrt
sauerstoffverbrauchenden Bakterielle Abbauprozesse ab. Diese Sedimente gelten als
Sauerstoffzehrend und sind verantwortlich fiir eine mangelnde Sauerstoffversorgung
der Fischembryonen im Fischei-Sedimentkontakttest. Die hierdurch verzogerte
Embryonalentwicklung lasst nur bedingt Aussagen zu, ob auftretende letale Effekte
toxischen Wirkungen Schadstoffen zuzuweisen sind. Das Ziel dieser Bachelorarbeit war
die Erfassung und die Sicherstellung einer Mindestsauerstoffkonzentration im
Uberstandswasser des Fischei-Sedimentkontakttests. Diese Arbeit wurde am Institut

fiir Hygiene und Umwelt (Hamburg) angefertigt.

Zunachst wurden zwei Mikrosonden-Messsysteme auf dem Markt gesucht und auf die
Labortauglichkeit im Routinebetrieb getestet. Zur Auswahl standen eine Clark-
Messsonde von der Firma UniSense (Aarhus N, Ddnemark) und eine LDO-Messsonde

von der Firma PreSens (Regensburg, Deutschland).

Bei Versuchen zur Verteilung der Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser des
Fischei-Sedimentkontakttest kam es zu grollen Konzentrationsunterschieden zwischen
der Wasseroberflaiche und der Wasserphase direkt Gber dem Sediment, wo sich die
Fischeier befinden. Wahrend nachgewiesen werden konnte, dass vom
Verdlinnungswasser, den Positiv-Kontrollen und vom Quarzsand keine
Sauerstoffzehrung ausgeht, stellte sich bei Versuchen mit Sedimentproben aus der
Bille (Fischerhof) ein Konzentrationsunterschied von bis zu 6 mg O,/I ein. Durch die
Erhdhung der Schittelfrequenz eines Horizontalschiittlers konnte schlieflich
Sauerstoff eingetragen werden und eine ausreichende Sauerstoffkonzentration im

Uberstandswasser sichergestellt werden.

Versuche, die speziell die Auswirkungen der Schiittelfrequenzen auf die Fischeier
untersuchten, ergaben, dass mit dem Anstieg der Schiittelfrequenz auch die Haufigkeit

der letalen Effekte bei den Embryonen des Zebrabarblings anstieg.
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Anhang

MAXIMAL IM WASSER GELOSTE SAUERSTOFFKONZENTRATION IN ABHANGIGKEIT DER

TEMPERATUR BEI NORMDRUCK ...uveeieunersssnsssssnsssssssssnssssnnssssssssssnssssssassssssssssssssssasssnns I

ERGEBNISSE: VERSUCH (12) SEDIMENT (FISCHERHOF), OHNE BEWEGUNG .....ccevveeirieninennnens n
ERGEBNISSE: VERSUCH (13) SEDIMENT (FISCHERHOF), 70 UPM........ccceeevreeereeereeereeereeeneens v
ERGEBNISSE: VERSUCH (14) SEDIMENT (FISCHERHOF), 90 UPM......ccceeuverrrennccrrennnncreennnens Vv
ERGEBNISSE: VERSUCH (15) SEDIMENT (FISCHERHOF), 110 UPM......cccceeeceirrrrrrnennnnneennns VI
ERGEBNISSE: VERSUCH (A) QUARZSAND, 50 UPM .......ccceeeeeremreenreennneenneenneesseesseesseeenns Vil
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Anhang I.

Maximal im Wasser geloste Sauerstoffkonzentration in

Anhang

Abhangigkeit der Temperatur bei Normdruck

Anhang | Maximal im Wasser gel6ste Sauerstoffkonzentration [mg/l] in Abhangigkeit der Temperatur bei
Normdruck (1013 hPa)

°C 0 A 2 3 4 5 ,6 7 8 9
0 [ 1464 [ 1460 | 1455 | 14,51 | 14,47 | 14,43 | 14,39 | 14,35 | 14,31 | 14,27
1 14,23 | 14,19 | 14,15 | 14,10 | 14,06 | 14,03 | 13,99 | 13,95 | 13,91 | 13,87
2 | 1383 | 13,79 | 13,75 | 13,71 | 13,68 | 13,64 | 13,60 | 13,56 | 13,52 | 13,49
3 | 1345 | 1341 | 13,38 | 13,34 | 13,30 | 13,27 | 13,23 | 13,20 | 13,16 | 13,12
4 | 1309 | 13,05 | 13,02 | 12,98 | 12,95 | 12,92 | 12,88 | 12,85 | 12,81 | 12,78
5 | 1275 | 12,71 | 12,68 | 12,65 | 12,61 | 12,58 | 12,55 | 12,52 | 12,48 | 12,45
6 | 1242 | 12,39 | 12,36 | 12,32 | 12,29 | 12,26 | 12,23 | 12,20 | 12,17 | 12,14
7 | 1211 | 12,08 | 12,05 | 12,02 | 11,99 | 11,96 | 11,93 | 11,90 | 11,87 | 11,84
8 | 1181 | 11,78 | 11,75 | 11,72 | 11,69 | 11,67 | 11,64 | 11,61 | 11,58 | 11,55
9 | 1153 | 11,50 | 11,47 | 11,44 | 11,42 | 11,39 | 11,36 | 11,33 | 11,31 | 11,28
10 | 1125 | 1123 | 11,20 | 11,48 | 11,45 | 11,12 | 11,10 | 11,07 | 11,05 | 11,02
11 | 10,99 | 10,97 | 10,94 | 10,92 | 10,89 | 10,87 | 10,84 | 10,82 | 10,79 | 10,77
12 | 10,75 | 10,72 | 10,70 | 10,67 | 10,65 | 10,63 | 10,60 | 10,58 | 10,55 | 10,53
13 | 10,51 | 10,48 | 10,46 | 10,44 | 10,41 | 10,39 | 10,37 | 10,35 | 10,32 | 10,30
14 | 10,28 | 10,26 | 10,23 | 10,21 | 10,19 | 10,17 | 10,15 | 10,12 | 10,10 | 10,08
15 | 10,06 | 10,04 | 10,02 | 9,99 | 997 | 9,95 | 993 | 991 | 9,89 | 9,87
16 | 985 | 983 | 981 | 978 | 976 | 974 | 972 | 9,70 | 9,68 | 9,66
17 | 964 | 962 | 960 | 958 | 956 | 954 | 953 | 951 | 949 | 947
18 | 945 | 943 | 941 | 939 | 937 | 935 | 933 | 931 | 930 | 9,28
19 | 926 | 924 | 922 | 920 | 919 | 917 | 915 | 913 | 9,11 | 9,09
20 | 908 | 906 | 904 | 902 | 901 | 899 | 897 | 895 | 894 | 892
21 | 890 | 888 | 887 | 885 | 883 | 882 | 880 | 878 | 876 | 875
22 | 873 | 871 | 870 | 868 | 866 | 865 | 863 | 862 | 860 | 858
23 | 857 | 855 | 853 | 852 | 850 | 849 | 847 | 846 | 844 | 842
24 | 841 | 839 | 838 | 836 | 835 | 833 | 832 | 830 | 828 | 827
25 | 825 | 824 | 822 | 821 | 819 | 818 | 816 | 815 | 814 | 812
26 | 811 | 809 | 808 | 806 | 805 | 803 | 802 | 800 | 7,99 | 7,98
27 | 796 | 795 | 793 | 792 | 790 | 7,89 | 788 | 7,86 | 7,85 | 7,83
28 | 782 | 781 | 7,79 | 7,78 | 7,77 | 7,75 | 7,74 | 7,73 | 7,71 | 7,70
29 | 769 | 767 | 766 | 765 | 763 | 762 | 761 | 759 | 7,58 | 7,57
30 | 755 | 754 | 753 | 751 | 750 | 749 | 748 | 746 | 745 | 7,44
31 | 742 | 741 | 740 | 739 | 737 | 736 | 735 | 734 | 7,32 | 7,31
32 | 730 | 729 | 728 | 726 | 725 | 7,24 | 723 | 7,21 | 7,20 | 7,19
33 | 718 | 717 | 715 | 714 | 743 | 712 | 741 | 7,09 | 7,08 | 7,07
3 | 706 | 705 | 704 | 7,02 | 701 | 700 | 699 | 698 | 6,97 | 696
35 | 694 | 693 | 692 | 691 | 69 | 689 | 688 | 687 | 685 | 684
36 | 683 | 682 | 681 | 680 | 679 | 678 | 677 | 675 | 6,74 | 6,73
37 | 672 | 676 | 670 | 669 | 668 | 667 | 666 | 665 | 664 | 663
38 | 661 | 660 | 659 | 658 | 657 | 656 | 655 | 6,54 | 653 | 6,52
39 | 651 | 650 | 649 | 648 | 647 | 646 | 645 | 644 | 643 | 642
40 | 641 | 640 | 639 | 638 | 637 | 636 | 635 | 634 | 633 | 6,32




Anhang II.

Ergebnisse:

Anhang

Versuch (12) Sediment (Fischerhof), ohne Bewegung

Anhang Il Versuch (12) Positiv- und Negativkontrolle sowie Sediment (Fischerhof)

Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l), ohne Bewegung
Nr. F N U*hpf K S H
wassrige 1 = - - 3 - 2
Kontrolle
n=20 2 - - - 4 - 1
Mortalitat = 3 - - - 5 - -
100 % 4 - - - 5 - -
Quarzsand 1 > = - 4 - 1
Kontrolle 2 _ _ _ 4 _ 1
n=20
Mortalitat = 3 - - - 3 - 2
100 % 4 - - - 5 - -
Negativ-Kontrolle, ohne Bewegung
Nr. F N U*hpf K S H
wassrige 1 = 5 = - - -
Kontrolle
n=20 2 - > - - - -
Mortalitat = 3 - 5 - - - -
0% 4 - 5 - - . B
Quarzsand 1 > 5 = = - -
Kontrolle 2 _ 5 _ _ _ _
n=20
Mortalitit = 3 - 4 - 1 - -
5% 4 - 5 - - - R
Sediment (Fischerhof), ohne Bewegung
Nr. F N U*hpf S H
3*24
1 : 4 1*12 : :
2%24
2 - 5 1*12 - -
n=25 2*8
1*12
Mortalitat = 3 ) > 4*8 ) )
4% 3*24
4 - 5 1*18 - -
1*12
2*24
> ] > 3*18 ] -
Summe - 24 - -
Legende:

Mortalitéit: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen,

F: Friihschlupf, N: normal

entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter Embryonen

(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),

H: kein Herzschlag (letal)



Anhang

Anhang III. Ergebnisse:
Versuch (13) Sediment (Fischerhof), 70 UpM

Anhang il Versuch (13) Positiv- und Negativkontrolle sowie Sediment (Fischerhof), 70 UpM

Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l), 70 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wissrige 1 = = - 3 - 2
Kt:]nztrzo(l)le 2 _ _ _ 4 _ 1
Mortalitat = 3 - - - > - -
100 % 4 - - - 5 - -
Quarzsand 1 = = = 4 = 1
Kontrolle 2 _ _ _ 4 _ 1
Mo:tal?t?:it = 3 - - - 3 - 2
100 % 4 . - - 5 - -
Negativ-Kontrolle, 70 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wassrige 1 - 5 = - - -
Kt:]nztrzo(l)le 2 ] 5 _ ] _ _
Mortalitst = | 3 - > - - - -
0% 4 - 5 - - - -
Quarzsand 1 = 5 = = - -
Kontrolle 2 _ 5 _ _ _ _
Mo:tal?t?:it = 3 - 4 i 1 i i
5% 4 - 5 - - - -
Sediment (Fischerhof), 70 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 5 - - - - -
2 2 3 - - - -
3 4 1 - - - -
n=>50 4 3 2 - - - -
5 4 1 - - - -
Mortalitdt=| 6 4 1 - - - -
0% 7 2 3 - - - -
8 - 5 - - - -
9 3 2 - - - -
10 3 2 - - - -
Summe 30 20 - - -
Legende:

Mortalitdt: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal
entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter Embryonen
(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),

H: kein Herzschlag (letal)



Anhang

Anhang IV. Ergebnisse:
Versuch (14) Sediment (Fischerhof), 90 UpM

Anhang IV Versuch (14) Positiv- und Negativkontrolle sowie Sediment (Fischerhof), 90 UpM

Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l), 90 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wadssrige 1 = = = - - 5
K(:]nztr;(l)le 2 _ _ _ 2 _ 3
Mortalitdt = 3 - - - 2 - 3
100 % 4 - - - 2 - 3
Quarzsand 1 = = = 1 = 4
Kontrolle 2 _ _ _ 1 _ 4
Mor:talizt(;t = 3 - - - 1 - 4
100 % 4 - - - 1 - 4
Negativ-Kontrolle, 90 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wassrige 1 - 5 = - - -
Kt:]nztrzo(l)le 2 ] 4 _ 1 _ _
Mortalitst = | 3 - > - - - -
5% 4 - 5 - - - -
Quarzsand 1 = 4 > 1 = -
Kontrolle 2 _ 5 _ _ _ _
n=20
Mortalitat = 3 - 5 i - i i
5% 4 - 5 - - - -
Sediment (Fischerhof), 90 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 = 4 = 1 = =
2 1 4 - - - -
3 3 2 = = = =
n =50 4 1 4 - - - -
5 = 5 = = = =
Mortalitdt=| 6 - 5 - - - -
8% 7 3 1 = 1 = =
8 1 4 - - - -
9 5 = = = = =
10 3 - - 2 - -
Summe 17 29 4 - -
Legende:

Mortalitdt: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal
entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter Embryonen
(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),

H: kein Herzschlag (letal)



Anhang

AnhangV. Ergebnisse:
Versuch (15) Sediment (Fischerhof), 110 UpM

Anhang V Versuch (15) Positiv- und Negativkontrolle sowie Sediment (Fischerhof), 110 UpM

Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l), 110 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wissrige 1 = = - 2 - 3
Kontrolle
n=20 2 i - i 2 - 3
Mortalitadt = 3 - - - 2 - 3
100 % 4 - - - 5 - -
Quarzsand 1 = = - - - 5
Kontrolle 2 _ _ _ _ _ 5
n=20
Mortalitit = 3 - - - 2 = 3
100 % 4 - - - 1 - 4
Negativ-Kontrolle, 110 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wassrige 1 - 5 = = - -
Kontrolle
n=20 2 - > i - i -
Mortalitit= | 3 - 3 - 2 - -
10 % 4 - 5 - - . -
Quarzsand 1 S 5 = = - -
Kontrolle 2 _ 5 _ _ _ _
n=20
Mortalitit = 3 - > - - - -
5% 4 - 4 - 1 - -
Sediment (Fischerhof), 110 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 3 2 - - - -
2 1 3 - 1 - -
3 - 3 - 2 - -
n =50 4 1 2 - 2 - -
5 2 3 - - - -
Mortalitdt=| 6 - 3 - 1 1 -
18% 7 1 3 - 1 - -
8 - 5 - - - -
9 1 3 - - 1 -
10 - 5 - - - -
Summe 9 32 7 2 -
Legende:

Mortalitdt: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal
entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter Embryonen
(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),
H: kein Herzschlag (letal)

Vi



Anhang

Anhang VI. Ergebnisse: Versuch (a) Quarzsand, 50 UpM

Anhang VI Versuch (a) Positiv- und Negativkontrolle sowie Quarzsand, 50 UpM

Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l), 50 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
i 1 - 1 - - - 4
wissrige
Kontrolle 2 - 1 - 2 1 1
n=25 3 = - - 3 1 1
Mortalitat = 4 _ _ _ _ 1 4
92 %
5 = = = 4 = 1
Quarzsand 1 ~ ~ ~ 1 ~ 4
Kontrolle 2 - - - > - -
n=25 3 - 1 - 1 - 3
Mortalitat = 4 - 1 - - - 4
2% 5 - - - - - 5
Negativ-Kontrolle, 50 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
—_— 1 = 5 - - - -
wissrige
Kontrolle 2 - 5 - - - -
n=25 3 - 5 - - , ;
Mortalitat = 4 _ 4 _ 1 _ _
8%
5 = 4 = 1 = =
Quarzsand 1 . > . . . .
Kontrolle 2 - > - - - -
n=25 3 - 5 - - - -
Mortalitat = 4 _ 5 _ - - -
0% 5 - 3 - - - -
Quarzsand, 50 UpM
Nr. F N U*hpf K ) H
1 - 5 = = = =
2 - 5 - - - -
3 = 4 = 1 = =
n=50 4 - 5 - - - -
5 = 5 = = = =
Mortalitat=| 6 - 5 - - - -
2% 7 - 5 - o - -
8 - 5 - - - -
9 = 5 = = = =
10 - 5 - - - -
Summe - 49 1 - -
Legende:

Mortalitét: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal
entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter Embryonen
(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),

H: kein Herzschlag (letal)

\l



Anhang

Anhang VII. Ergebnisse: Versuch (b) Quarzsand, 70 UpM

Anhang VIl Versuch (b) Positiv- und Negativkontrolle sowie Quarzsand, 70 UpM

Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l), 70 UpM
Nr. F N | U*hpf K S H
wassrige 1 = = - 3 - 2
Kcr:n:trzo(l)le 2 _ _ _ 1 _ 4
Mortalitat = 3 - - - 1 1 3
100 % 4 - - - 1 1 3
Quarzsand 1 S = = 2 2 1
Kontrolle 2 _ _ _ 1 _ 4
Mor;tal?t(;t = 3 - - - 1 1 3
100 % 4 - - - 1 2 2
Negativ-Kontrolle, 70 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wassrige 1 = 5 = - - -
Kznztrzo(l)le 2 _ 4 _ 1 ~ _
Mortalitat= | 3 - &) - 1 - -
10% 4 - 5 - - - -
Quarzsand 1 = 4 > 1 - -
Kontrolle 2 _ 4 _ 1 _ _
n=20
Mortalitat = 3 - 5 - - - -
10 % 4 - 5 - - - -
Quarzsand, 70 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 - 5 - - - -
2 - 5 - - - -
3 - 5 - - - -
n =50 4 - 4 - 1 - R
5 - 5 - - - -
Mortalitdt=| 6 - 5 - - - -
2% 7 - 5 - - - -
8 - 5 - - - -
9 - 5 - - - -
10 - 5 - - - -
Summe - 49 1 - -
Legende:

Mortalitdt: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal
entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter Embryonen
(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),
H: kein Herzschlag (letal)

Vil



Anhang

Anhang VIII. Ergebnisse: Versuch (c) Quarzsand, 90 UpM

Anhang VIl Versuch (c) Positiv- und Negativkontrolle sowie Quarzsand, 90 UpM

Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l), 90 UpM
Nr. F N U*hpf K ) H
wassrige 1 = = - 2 2 1
Kontrolle
n=20 2 - - - 3 - 2
Mortalitat = 3 - - - 4 - 1
100 % 4 - - - 4 1 -
Quarzsand 1 = = = 3 1 1
Kontrolle 2 - _ - 3 1 1
n=20
Mortalitat = 3 - - - 3 1 1
100 % 4 - - - 3 1 1
Negativ-Kontrolle, 90 UpM
Nr. F N U*hpf K ) H
- 1 - 5 : - - :
wissrige
Kontrolle 2 - 4 - - - 1
n =20 3 - 5 - - - -
Mortalitat = 4 - 5 _ - _ _
4%
5 - 5 - - - -
Quarzsand 1 _ > ~ _ - _
Kontrolle 2 - > _ - - -
n =20 3 - 5 - - - -
Mortalitat = 4 _ 5 _ - - -
0% s - c - - - -
Quarzsand, 90 UpM
Nr. F N U*hpf K ) H
1 - 5 - - - -
2 - 5 - - - -
3 - 5 - - - -
n=50 | 4 : 5 : : : :
5 - 5 - - - -
Mortalitat=| 6 - 5 - - - -
0% 7 - 5 - - - -
8 - 5 - - - -
9 - 5 - - - -
10 - 5 - - - -
Summe - 50 - - -
Legende:

Mortalitét: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal
entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter Embryonen
(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),

H: kein Herzschlag (letal)



Anhang

Anhang IX. Ergebnisse: Versuch (d) Quarzsand, 110 UpM

Anhang IX Versuch (d) Positiv- und Negativkontrolle sowie Quarzsand, 110 UpM

Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l), 110 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wassrige 1 = = - _ - 5
Kcr:n:trzo(l)le 2 _ _ _ _ _ 5
Mortalitat = 3 - - - 1 2 2
95 % 4 - 1 - 1 2 1
Quarzsand 1 S = - - - 5
Kontrolle 2 _ _ _ _ _ 5
n=20
Mortalitat = 3 - - - - - >
100 % 4 - - - 1 - 4
Negativ-Kontrolle, 110 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wassrige 1 = 5 = - - -
Kt:]nztrzo(l)le 2 j 4 _ 1 ~ _
Mortalitat = 3 - 5 - - - -
5% 4 - 5 - - - -
Quarzsand 1 S 5 5 = - -
Kontrolle 2 _ 5 _ _ _ _
n=20
Mortalitat = 3 - 5 - - - -
5% 4 - 4 - 1 - -
Quarzsand, 110 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 - 5 - - - -
2 - 4 - 1 - -
3 - 4 - 1 - -
n=50 | 4 - 5 - - - -
5 - 5 - - - -
Mortalitdt=| 6 - 5 - - - -
8% 7 - 4 - 1 = =
8 - 5 - - - -
9 - 5 - - - -
10 - 4 - 1 - -
Summe - 46 4 o -
Legende:

Mortalitdt: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal
entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter Embryonen
(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),
H: kein Herzschlag (letal)



Anhang

Anhang X. Ergebnisse:
Versuch (e) Quarzsand, 130 UpM

Anhang X Versuch (e) Positiv- und Negativkontrolle sowie Quarzsand, 130 UpM

Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l), 130 UpM
Nr. F N U*hpf K ) H
wassrige 1 = = = 1 - 4
Kontrolle
n=20 2 . - : - 1 - 4
Mortalitit=" | 3 - 1 - - - 4
95 % 4 - - - - - 5
Quarzsand 1 - 1 _ 1 _ 3
Kontrolle 2 _ 1 _ 3 _ 1
n=20
Mortalitat = 3 - - - - - 5
90 % 4 - - - 1 - 4
Negativ-Kontrolle, 130 UpM
Nr. F N U*hpf K ) H
wadssrige 1 - 4 = 1 - -
Kontrolle
n=20 2 _ 5 - - - -
Mortalitit = 3 - 5 - o - -
5% 4 - 5 - - _ -
Quarzsand 1 = 5 = = - -
Kontrolle 2 _ 5 _ _ N i
n=20
Mortalitat = 3 - > - - - -
0% 4 - 5 - - - -
Quarzsand, 130 UpM
Nr. F N U*hpf K ) H
1 - 5 - = - -
2 - 5 - - - -
3 - 5 - . - -
n=>50 4 - 5 - - - -
5 - 5 - = - -
Mortalitdt=| 6 - 5 - - - -
0% 7 - 5 - - - -
8 - 5 - - - -
9 - 5 - . - -
10 - 5 - - - -
Summe - 50 - o -
Legende:

Mortalitdt: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal
entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter Embryonen
(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),

H: kein Herzschlag (letal)

Xl



Anhang

Anhang XI. Ergebnisse:
Versuch (16), Sediment (Fischerhof) SOP, 90 UpM

Anhang Xl Versuch (16) Positiv- und Negativkontrolle sowie Sediment (Fischerhof) SOP,

90 UpM
Positiv-Kontrolle 3,4-DCA (3,7 mg/l) SOP, 90 UpM
Nr. F N | U*hpf K s H
wissrige 1 = 1 - 3 - 1
Kontrolle
n=20 2 - 1 - 4 - -
Mortalitat = 3 - 3 - 2 - -
70 % 4 - 1 - 4 - -
Quarzsand 1 = 1 = 4 = -
Kontrolle 2 - 4 - 1 - -
n=20
Mortalitit = 3 - - - 4 - 1
75 % 4 - - - 5 - -
Negativ-Kontrolle SOP, 90 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
wassrige 1 1 4 = - - -
Kontrolle
n=20 2 - > - - - -
Mortalitat = 3 - 5 - - - -
0% 4 - 5 - - - -
Quarzsand 1 S 5 5 = - -
Kontrolle 2 _ 5 - - _ -
n=20
Mortalitit = 3 1 4 - - - -
0% 4 - 5 - - - -
Sediment (Fischerhof) SOP, 90 UpM
Nr. F N U*hpf K S H
1 2 3 - - - -
2 4 1 - - - -
3 5 - - - - -
n=50 4 3 2 - - - -
5 - 4 - - 1 -
Mortalitdt=| 6 3 2 - - - -
4% 7 3 1 - - 1 -
8 4 1 - - - -
9 2 3 - - - -
10 2 3 - - -
Summe 28 20 - 2 -
Legende:
Mortalitit: Sterberate in Prozent der Gesamtindividuen, F: Friihschlupf, N: normal

entwickelter Embryo, U*hpf: Anzahl und Entwicklungsstand unterentwickelter

Embryonen

(Stunden nach Befruchtung), K: koaguliertes Ei (letal), S: keine Schwanzablésung (letal),

H: kein Herzschlag (letal)

Xl
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2 Geltungsbereich, Messverfahren, Verantwortlichkeiten

Fische spielen als Konsumenten eine wichtige Rolle in aquatischen Nahrungsketten. Fir den
Fischei-Test dienen Eier des Zebrabarblings (Danio rerio). Der Zebrabarbling gehort
innerhalb der Klasse der Knochenfische (Osteichthyes) zur Familie der Karpfenfische
(Cyprinidae). Zebrabarblinge kdénnen leicht gezlichtet werden und produzieren das ganze
Jahr Uber Eier. Die Embryonalentwicklung ist in der Literatur gut beschrieben. Die
Entwicklung der Fischembryonen kann durch Wasser- und Sedimentinhaltsstoffe
beeintrachtigt werden.’

Der Fischei-Sedimentkontakttest wird in Anlehnung an die DIN EN ISO 15088 — T6 (DIN
38415-6, Stand: Juni 2009) durchgeflhrt. Die Testdauer betrdgt 48 Stunden bei einer
Temperatur von 26°C. Als toxikologische Endpunkte dient der Tod der Embryonen durch
Koagulation der Eier, die nicht erfolgte Schwanzablésung vom Dotter, der fehlender
Herzschlag, eine fehlende Blutzirkulation und ein Herzédem.

Darlber hinaus ist die ,Empfehlung fir die Haltung, den Transport und das
tierschutzgerechte Toten von Versuchsfischen® der Tierarztlichen Vereinigung e.V. (Stand:
Jan 2009) zu beachten.

Verantwortlich ist der biologische Laborbereich HU411. Er ist bei UnregelmaRigkeiten oder
Fragen zu den Proben oder zu diesem Verfahren einzuschalten.?

3 Chemikalien und Gerate

CaClz x 2 H20, p.a., z.B. Merck Art. 2382

MgS0a4 x 7 H20, p.a., z.B. Merck Art. 5886
KCl, p.a., z.B. Merck Art. 4936

NaHCOg3, p.a., z.B. Merck Art. 6329

3,4-Dichloranilin

Quarzsand (F36, Quarzwerke GmbH Frechen)

pH-Meter z.B. WTW 526 mit Elektrode z.B. Blue Line 23pH
Sauerstoff-Messgerat mit Thermometer PreSens Microx mit Sauerstoffsensor z.B. TX 3
El. Leitfahifkeits-Messgerat mit Sensor z.B. WTW inoLab Cond Level 2 *
HCI, 0,1 n, z.B. Merck Art 1.09060.1000

NaOH, 0,1 n, z.B. Merck Art 1.09137.1000

Inversmikroskop

Kaltlichtquelle

Horizontalschuttler

Kuhlinkubator

' Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
% Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
® Die hier aufgeflhrten (makierten) Sensoren sollten durch Mikrosonden ersetzte werden.
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20 ml Kristallisierschalen, oder TC Testplate mit 6 Wells z.B. Renner GmbH Nr. 38040
(Zellkulturplatten aus Polystyrol)

Binokular
Parafilm (fir Kristallisierschalen) bzw. Abdeckklebefolie (fir Zellkulturplatten)
24-Well-Zellkulturplatte (ohne Beschichtung) fiir die Auswertung

Glastrichter und Papier-Filter, z.B. Schleicher & Schuell, Du. 15 cm (Nr. 311 645) und 32 cm
(Nr. 3111653)

Pipette mit 500 —2500 pl und Pipettenspitzen

Einweg-Plastikpipette

Messkolben und Messzylinder 1ml, 10ml, 100ml

Salz fir Artemienzucht (normales handelstibliches Speisesalz oder Meersalz)
div. Aquarien mit Laichschalen, Kunstpflanzen, Futterautomaten und AulRenfilter
Edelstahlsieb

Aktivkohlepatrone und Kupfer-lonen-Austauscher

Teststabchen fiir Ammonium, Nitrit, Nitrat und Wasserharte zur Uberprifung der
Halterungsaquarien (siehe Kap. 9).

Labortagebuch




Institut fir Hygiene

FREIE UND HANSESTADT und Umwelt
HAMBURG Hamburger Landesinstitut fur
Behorde far Soziales, Lebensmittelsicherheit,
Familie, Gesundheit und Gesundheitsschutz und
Verbraucherschutz Umweltuntersuchungen

Qualitatsmanagementhandbuch HU4

SOP Fischei-Sedimentkontakttest

Seite 5 von 13 Version: 02 Giiltig ab:

4 Probenahme, Probenkonservierung, Probenlagerung
41 Gefriertrocknung*

Die Gefriertrocknung wird nach SOP HU412.012 durchgeftihrt.
Sedimente:

Uberstehendes Wasser wird abdekantiert. Die Restprobe muss vor der Trocknung tiber ein 2
mm Sieb gesiebt werden.

Schwebstoffproben:

Uberstehendes Wasser wird abdekantiert. Die Probe wird
durch Rihren homogenisiert.

Abhangig von der weiteren geplanten Bearbeitung der PROCESS TIME
Proben bzw. den zu bestimmenden Parametern werden
unterschiedliche GefalRe fur die Trocknung verwendet. In
jedem Fall werden die Gefalte mit der Tagebuchnummer der
jeweiligen Probe beschriftet.

Probe in die Edelstahlschale bis ca. 1 cm unter dem oberen
Rand einflllen, diese mit dem Sieb abdecken, um ein
Verspritzen oder Verwirbeln der Proben im Trocknungsraum
zu vermeiden (blauen Gummiring nicht vergessen).

Die Proben missen vor der Trocknung auf mindestens -35
°C heruntergekihlt werden (Tiefkuhlschrank), da die Proben
sonst in der Gefriertrocknungsanlage verspritzen.

Anlage: Amsco Finn Aqua, Lyovac GT2

_ TEMPERATURES
Einstellungen: SHELP Tz S AR
Die Pumpe wird immer mit Gasballast betrieben (Hebel an '
der Vorderseite auf ,Gasballast®).

Die Temperatur der Stellplatten soll immer auf -35 °C E
eingestellt sein (Uberpriifung: <Display Temp> driicken, bis PRESS TEMP

LED neben ,Shelf leuchtet, dann <Set Temp> driicken). Die
voreingestellte Temperatur wird blinkend angezeigt.

Vorbereitung der Gefriertrocknungsanlage:

Die Gefriertrocknungsanlage besitzt keinen Netzschalter,
bleibt also immer im Standbybetrieb. Der Netzschalter der
Pumpe bleibt immer eingeschaltet, die Pumpe wird Gber die
Anlagenregelung gesteuert.

Vor dem Einsetzen der Proben muss die Vakuumpumpe ca.
eine halbe Stunde warmlaufen und die Kuhlschlangen
missen vorgekuhlt werden:

* Quelle: SOP H22.012 -02 vom 15.02.2005
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Das Druckventil wird geschlossen, indem <Set Pressure> gedrickt (die ,Pressure“-Anzeige
blinkt) und mit den Pfeiltasten ,A“ gewahlt wird (liegt in der Liste unter dem niedrigsten
Druck). Dann wird noch einmal <Set Pressure> gedrickt, die Anzeige wird konstant. Nun
werden mit der Taste <Drying> die Pumpe und die Kaltemaschine eingeschaltet.

Die Stellflachen fir die Schalen werden bei Nichtgebrauch im Gefrierschrank gelagert und
erst in das Gerat eingesetzt, wenn die Proben getrocknet werden sollen.

Dichtigkeitstest:

Der Dichtigkeitstest ist sehr wichtig, da von ihm abhéngt, ob der Trocknungserfolg (iber den
Druck kontrolliert werden kann!

Vor dem Test ist zu prifen, ob noch Kondensat am Boden der Kiihlkammer vorhanden ist.
Dies muss Uber das Ablaufventil und/oder durch Auswischen entfernt werden.

Um die Dichtigkeit der Anlage zu prufen, setzt man die Abdeckhaube auf, schlief3t Ablauf-
und Belluftungsventil. Die Lochplatte zum Trennen von Kihlkammer und Trockenkammer
wird mit dem Magnetschieber gedffnet.

Dann stellt man mit <Set Pressure> den Druck auf 1x10™ mbar ein (Einheit beachten! Die
LED neben ,mbar“ muss leuchten).

Nach ca. einer halben Stunde sollte der Druck im Bereich 10 2 mbar liegen. Ist das nicht der
Fall, so sollte eine Fehlertiberpriifung vorgenommen werden (sonst: siehe SOP H22.012 -02
vom 15.02.2005).

Liegt der Druck im gewunschten Bereich, so schlie3t man mit dem Magnetschieber die
Lochplatte. Der Druck sollte in den nachsten fiunf Minuten nur unwesentlich ansteigen und
unter 10™ mbar bleiben (sonst: siehe SOP H22.012 -02 vom 15.02.2005).

Danach wird die Anlage beluftet und die Abdeckhaube abgenommen.

Gefriertrocknung:

Die tiefgefrorenen Proben und die Stellflachen werden aus dem Gefrierschrank genommen,
die Stellflichen werden in das Gestell eingesetzt und die Stecker fur die Heizung
angeschlossen. In eine der Stellflachen wird der Temperaturfihler zusammen mit etwas
Warmeleitpaste gesteckt.

Nun wird die Abdeckhaube aufgesetzt. Das Bellftungsventil und das Kondensatablaufventil
werden geschlossen. Dann wird mit <Set Pressure> (s.0.) der Druck auf 1x102 mbar
eingestellt. Das Druckventil 6ffnet sich horbar. In der Druckanzeige erscheint die Meldung
,PU%, bis ein Druck von weniger als 20 mbar erreicht wird. Dies muss innerhalb der nachsten
15 Minuten geschehen, anderenfalls gibt es ein Leck im System oder die Probe ist nicht
ausreichend eingefroren worden, so dass sie bereits wieder angetaut ist.

Beenden der Gefriertrocknung:

Zur Uberprifung des Trocknungserfolgs schlieRt man die Lochplatte zwischen Kiihl- und
Trockenkammer. Steigt der Druck innerhalb der nachsten finf Minuten nicht an, so ist die
Trocknung abgeschlossen. Anderenfalls muss weiter getrocknet werden.

Die Gefriertrocknungsanlage wird mit der Taste <Drying> ausgeschaltet. Dann wird bellftet.
Nach dem Abtauen der Kihlschlange wird das Kondensatwasser abgelassen.
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Die Proben werden entnommen und in eine geeignete Flasche gefillt (Flasche mit der
Tagebuchnummer beschriften).

4.2 Quarzsand testen

Jede neue Charge Quarzsand muss auf schadigende Wirkung getestet werden. Dazu wird
der neue Quarzsand als Probe getestet. Ist der Test unauffallig, kann der Quarzsand ohne
weitere Behandlung verwendet werden. Sollten Effekte auftreten muss der Quarzsand
gewaschen und noch einmal getestet werden.

Zum Waschen des Quarzsandes werden ungefdahr 50g Quarzsand in einen
Erlenmeyerkolben gegeben und mit ca. 200 ml bidestilliertem Wasser 2 min lang geschuttelt.
Anschlief3end erfolgen die vorsichtige Abdenkantierung des Wassers und die Wiederholung
des Waschvorgangs. Danach wird der Quarzsand abgefiltert, in eine Abdampfschale
uberfuhrt und das restliche Wasser Uber Nacht in einem Trockenschrank bei 110 °C
verdampft.

5 Ansetzen, Lagerung und Handhabung der Standardldsungen und Reagenzien °

Alle Losungen und Chemikalien deren Haltbarkeit begrenzt ist, sind auf dem Gebinde mit
dem Haltbarkeitsdatum zu versehen, sofern das glltige Haltbarkeitsdatum nicht vom
Hersteller aufgedruckt ist.

Zusammensetzung des Verdinnungswassers:
294,0 mg/l CaCl, x 2H,0

123,3 mg/l MgSO4 x 7H,O

63,0 mg/l NaHCO3;

5,5 mg/l KCI

Vor Verwendung bis zur Sauerstoffsattigung (entspricht etwa 8 mg/l O,) bellften (ca. 24
Stunden) und auf 26 +/- 1°C temperieren. Das Verdinnungswasser wird mit deionisiertem
Wasser hergestellt.

Herstellung der 3,4-Dichloranilin Stammlésung
0,05 g Dichloranilin in 500ml Verdiinnungswasser 24h rihren, pH-Wert auf 7,0 einstellen.
Die Stammldsungen sind lichtgeschutzt im Kuhlschrank bis zu sechs Monate verwendbar.

® Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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6 Halterung und Zucht ®
Die Zebrabarblinge kdnnen bezogen werden bei:

Umweltbungesamt
FG Il 3.4 "Uberwachungsverfahren Abwasser, Labor"
Dienstgebaude Marienfelde, Schichauweg 58, D - 12307 Berlin

Die Fische kénnen dann im Labor weiter gezlichtet werden. Fur die Eigewinnung werden nur
Fische verwendet, die zwischen sechs und 24 Monate alt sind. Als Halterungs- und
Zuchtwasser wird Leitungswasser verwendet, das Uber eine Aktivkohlepatrone und einen
Kupfer-lonen-Austauscher gelaufen ist. Die Fische werde zweimal am Tag mit Trockenfutter
mittels Futterautomat gefittert. Montags, Mittwoch und Freitag mit kleineren Mengen
selbstgezichteten Artemien, und ggf. gefrorenen oder lebenden Muckenlarven oder anderen
im Laborhandel erhaltlichen Organismen gefuttert. Die Junglarven bekommen kleinste
Mengen Staubfutter. Die Artemieneier werden im Kuhilschrank (Raum 334), gefrorene
Muckenlarven im Gefrierfach (Raum 334) gelagert.

Die Aquarien werden wochentlich gereinigt.

Die Aquarien (auch die Becken fir die Nachzucht) sind durchnummeriert. Es wird ein
detailliertes Bestandsbuch mit Angaben zum Zugang und Verbleib der Tiere gefihrt (bei
HU41133).

Die Wassertemperatur wird kontinuierlich in einem Aquarium mit einem Datalogger
aufgezeichnet. Der Nitrit-, Nitrat- und Ammoniumgehalt wird wéchentlich in allen Aquarien
bestimmt. pH-Wert und Sauerstoffgehalt werden zweimal wochentlich gemessen. Da die
Wasserharte nur geringen Schwankungen unterliegt, reicht hier eine monatliche Messung
aus. Die Dokumentation aller Messwerte erfolgt auf dem Formular SOP HU411.105-03_F01-
02(siehe auch Kapitel 9).

Am Nachmittag werden die Laichkasten mit den Pflanzenattrappen in die zwei separaten
Laichaquarien gesetzt. Das umsetzen der Fische geschieht aus einem Aquarium pro
Laichkasten im Verhaltnis von 2:1 (Mannchen : Weibchen) Erst hiernach wird gefittert. Die
Eiablage erfolgt in den ersten Stunden nach dem das Licht angeht.

Beim Teilwasserwechsel sollte die ausgetauschte Wassermenge nicht zu grof3 sein (ca. 1/3
des Beckenvolumen), um groRere Schwankungen speziell der Wassertemperatur zu
vermeiden. Ansonsten kann das Austauschwasser zuvor an Zimmertemperatur angeglichen
werden.

® Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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7 Proben- und Testvorbereitung

Probenvorbereitung:
Tag vor der Eiablage:

Die Kontrollproben werden am Nachmittag vor dem tatsachlichen Versuchsbeginn
vorbereitet. Daflir werden entweder 6-Well-Platten oder 20 ml Kristallisierschalen verwendet.
Dabei sind die Glasschalen zu bevorzugen, da an diesen die Adhasion und damit der Verlust
organischer Substanzen reduziert werden. Die Nachteile der Kristallisierschalen sind, dass
bei Proben mit mdglichen vorhandenen Schwermetallen diese Uberproportional an das Glas
sorbieren.

Es wird je 3 g Quarzsand in insgesamt acht Schalen eingewogen. Dabei werden vier der
acht Schalen fir die Quarznegativkontrollen und vier Schalen fur die Quarzpositivkontrollen
verwendet. FlUr die Genauigkeit der Einwaage hat sich ein Wert von 1% als sinnvoll
herausgestellt (3,00 + 0,03 g). In die Schalen werden dann jeweils 4 ml Verdinnungswasser
gegeben. Die Zugabe der 3,4-Dichloranilin-Lésung erfolgt fir die Positivkontrollen des
Quarzsands und der wassrigen Positivkontrollen erst am nachsten Tag. Die wassrigen
Kontrollen werden in vier Negativkontrollen und vier Positivkontrollen aufgeteilt. Dafur
werden je 4 ml Verdiinnungswasser in die acht Schalen gegeben.

Far die vier Sedimentproben kann bereits 3 g Sediment in Kristallisierschalen eingewogen
werden, mit Parafilm verschlossen und bis zum nachsten Tag im Kihischrank gelagert.
Anschlielend werden alle Kontroll-Schalen mit Parafilm verschlossen und Uber Nacht im
Klhlinkubator bei 26°C auf einem Horizontalschittler bei 90 rpm geschittelt, um eine
ausreichende Sauerstoffsattigung zu gewahrleisten.

Taqg der Eiablage (Versuchstaq):

Am Versuchstag mussen vor der Eiauswahl noch die Sedimentproben und Positivkontrollen
vorbereitet werden. Fur die vier Sedimentproben werden 4 ml Verdinnungswasser
zugegeben. Bei einer hoheren Wasseraufnahme des Sediments muss jedoch eine weitere
Zugabe des Verdinnungswassers stattfinden. Als Richtwert sollten nach vollstandiger
Sattigung des Sediments mit dem Verdinnungswasser noch 2 ml Verdlinnungswasser
zugegeben werden.

Die Positivkontrollen werden mit 185 pl 3,4-Dichloranilin-Lésung (100 mg/l) versetzt. Die
3,4-Dichloranilin-Konzentration betragt 3,7 mg/l. Dies entspricht dem LCz-Wert von
Fischeiern mit 3,4-Dichloranilin. Praktisch sollte die Mortalitat jedoch zwischen 20% und 90%
liegen. Bei den Quarzsandpositivkontrollen werden jedoch aufgrund der Bindung an die
Quarzpartikel niedrigere Werte beobachtet.

Eigewinnung und Testaufbau

Die Laichschalen werden am Nachmittag vor dem Versuch in die Aquarien gestellt und dann
am nachsten Morgen herausgenommen. Die Eier sind als kleine weilllich-hyaline Kligelchen
zu erkennen. Unter dem Bino wird gepruft, ob mindestens 50 % der Eier befruchtet sind.
Befruchtete Eier sind daran zu erkennen, dass im Ei erste Zellen ausgebildet sind (die erste
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Zellteilung erfolgt bei 26 °C etwa 15 min nach der Befruchtung).’ Es ist sicherzustellen, dass
sich die befruchteten Eier in einem Zellstadium zwischen 4 und 128 Zellen befinden.

Die Eier werden mit dem Siebloffel in eine 100 ml Kristallisierschale, die mit
Verdinnungswasser geflllt ist, Uberfihrt. Von dort werden jeweils finf Eier mit einer
5 ml-Eppendorfpipette und einem Volumen von 1ml in eines der Probenschalen
(Sedimentproben und Negativkontrollen) tGberfihrt. Bei den Positivkontrollen werden je flnf
Eier in 815 pl Uberfihrt. Die Schalen werden anschlieRend mit Parafilm verschlossen und
bleiben flr 48 h bei 26 °C Temperatur (+/- 1 °C) unter konstanten Bewegungen bei 90 rpm
im Kuhlinkubator.

Messung der abiotischen Parameter:

Es sind die el. Leitfahigkeit, der pH-Wert und der Sauerstoffgehalt nach 48 h in allen Kontroll-
und Sedimentproben zu messen.®

8 Messung, Auswertung, Ergebnisse, Dokumentation®

Nach 48 h werden die Embryonen unter Beleuchtung mir einer Kaltlichtquelle mit einer 5 ml
Pipette vom Sediment gesammelt. Dabei konnen die funf Eier gemeinsam (berfiihrt werden.
Die Eier werden anschlieBend zur Auswertung auf eine 24-Wellplatte tberfihrt. Mit dem
Inversmikroskop wird jedes Ei auf seinen Entwicklungsstand untersucht. Dieser wird auf dem
Testprotokoll protokoliert.

Somiten

Dottersack

Herz

Auge

Schwanz

Abbildung 8.1 Schematischer Aufbau eines Fischembryos Embryo nach 48 Stunden

" Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009

® Die abiotischen Parameter miissen in Zukunft mit Mikrosonden gemessen werden. Dazu sollten
verschiedene Versuche durchgefiihrt werden. Sauerstoffmessung mit der PreSens Microx TX 3

® Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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Abbildung 8.2 koaguliertes Ei (links), keine Schwanzablésung (rechts)

Auf dem Testprotokoll wird fiir jedes einzelne Ei der Zustand protokolliert. Hierfir werden
folgende Kirzel verwendet:

N = normal entwickelter Keim

K = koagulierter Keim (letal)

S = keine Schwanzabldsung (letal)

H = kein Herzschlag (letal)

Anschlieliend wird die Summe der toten Embryonen ermittelt.

Gultigkeitskriterien:

Der Test wird als gultig gewertet, wenn mindestens 90 % der Embryonen in der externen
Kontrollgruppe Uberleben und in der Positivkontrolle mit 3,7 mg/l 3,4-Dichloranilin ein Effekt
groRer als 10 % auftritt, also mindestens zwei tote Embryonen festgestellt werden.

Auswertung:
Verdiinnungsreihen mit Quarzsand oder Verdiinnungswasser "°

Dokumentation:

Die Angaben zur Probe und der Probenvorbereitung (pH-Wert, el. Leitfahigkeit und
Sauerstoffgehalt) sowie die Testdurchfiihrung werden auf dem Testprotokoll dokumentiert.
Fir jede untersuchte Probe wird ein Testprotokoll erstellt (siehe: SOP H411.105-02_F01-01).

' Wie bei Biotests Ublich sollten auch der Sedimentkontakttest in Zukunft mit Verdlnnungsreihen
durchgefiihrt werden. Hierzu sollten in Zukunft Versuchsreihen durchgefihrt werden.
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9 Qualititssicherungsmafnahmen™
Zu jedem Test ist eine interne und externe Kontrolle sowie eine festgelegte Konzentration mit
der Referenzsubstanz 3,4-Dichloranilin mitzufiihren.

Einmal jahrlich muss das Zuchtwasser Uberprift werden (Leitungswasser vor und nach
Aktivkohlepatrone und Cu-lonen-Austauscher), um eine erhdhte Belastung der Zuchtfische
speziell mit Metallen ausschlieRen zu kénnen.

Ferner wird ein Tagebuch gefiihrt, in dem Angaben zur Eiablage, Futterung und
Besonderheiten notiert werden.

Die wasserchemischen Uberpriifungen der Aquarien werden mit Merckoquant-Teststabchen
durchgefihrt (Lagerung im Kihlschrank Raum 334 bzw. in Raum 325). Es sollten folgende
Werte eingehalten werden:

Nitrat: empfohlen 20 mg/l, maximal 100 mg/l (Messung ein Mal pro Woche)
Nitrit: empfohlen 0,1 mg/l, maximal 1 mg/l (Messung ein Mal pro Woche)

Ammoniak in Abhangigkeit vom pH-Wert: der Ammoniak-Gehalt sollte 0,025 mg/l nicht
Ubersteigen, d.h. Ammonium darf mit den Teststabchen nicht nachweisbar sein (Messung
ein Mal pro Woche).

Sollten die empfohlenen Werte Uberschritten werden, ist umgehend ein Teilwasserwechsel
vorzunehmen.

Dartiber hinaus wird auch die Wasserhdrte monatlich, der pH-Wert und der
Sauerstoffgehalt zwei Mal pro Woche ermittelt. Die Wassertemperatur wird kontinuierlich
in einem Aquarium mit einem Datalogger aufgezeichnet.

Die erhobenen Werte werden im Protokoll SOP HU411.105-03_F01-02 dokumentiert.

10 Geratewartung, Wartungsintervalle '

Das verwendete pH-Meter muss vor jeder Verwendung kalibriert werden (s. SOP HU412.042
Bestimmung des pH-Wertes in Wasserproben). Jede Kalibration ist im Geratebuch fur das
pH-Meter zu dokumentieren.

Das Sauerstoffmessgerat muss einmalig nach der Montage einer neuen Messsonde
kalibriert werden. Mit ihr kann ansonsten kalibrierungsfrei gemessen werden.

11 Hinweise zur Fehlersuche™

Fehler: nur geringe oder keine Eiproduktion oder Mortalitat in der Zucht.
mdgliche Ursachen:

1. Futter unzureichend.

" Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
'2 Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
3 Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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2. Zuchtwasser belastet. Abhilfe: Zuchtwasser analysieren, ggf. lonen-Austauscher
erneuern.

3. Verunreinigung der Aquarien oder Krankheiten. Abhilfe: komplette Reinigung ggf. neue
Fische beschaffen.

12 Entsorgung von Proben, Reagenzien und Standards

Das Sediment und der Quarzsand aus der Negativkontrolle werden in das Weck-Glas ,Abfall
Sediment” und der Quarzsand der Positivkontrolle in das Weck-Glas ,Abfall Sediment DCA*
Uberflhrt.

13 Reinigung der Glaswaren (Kristallisierschalen)™

Nach dem Gebrauch der Kristallisierschalen toxische Wasser und Sedimente fachgerecht
Entsorgen und mit Aqua Dest nachsplilen.

Die Kristallisierschalen durchlaufen folgendes Spulprogramm:
1. Spulen mit Spulmittel

2. Séaurebad (3% HCL) uber Nacht

3. Spilen ohne Spulmittel (Aqua Dest)

4. Trockenschrank (60°C) 20-30min

14 Liste der Anderungen

Anderung Datum Namenszeichen
wiss. Betreuung

'* Quelle: DIN EN ISO 5667-16 / L1/ 6.3 Reinigung der Gerite / Seite 12



