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Einfuihrung in die Okotoxikologie
anhand des Elodea-Biotests

Dieses Dokument bringt allen Interessierten |deen und Konzepte der
Okotoxikologie ndher, ohne dabei mit unnétigem Fachvokabular das Verstandnis
zu verbauen. Nach einer allgemeinen Einfihrung wird ausfthrlich bebildert ein
eleganter Versuch (Biotest) beschrieben, der ohne viel Aufwand selbsténdig zu
Hause oder in Gruppen in der Schule (8. bis 13. Klasse) durchgefiihrt werden
kann. Das Konzept ist erweiterbar, denkbar wére u.a. ein Biotest verschiedener
Substanzen im Rahmen einer Facharbeit oder Projektwoche. Die Basis der
naturwissenschaftlichen Erkenntnisgewinnung, der Versuch, 1&3t sichin
selbststandiger Arbeit schrittweise erschlief3en.

Der Versuch im Sommer 1994 wurde im Rahmen des limnol ogischen
GroRpraktikums der aquatischen Okologie, Universitat M iinchen durchgefiihrt.
Im Anhang befinden sich neben weiterflhrender Literatur auch Grafikvorlagen
fur Overheadprojektoren.

Dieses Dokument darf (und soll sogar) nicht-kommer ziell, ganz oder in Teilen
privat oder im Unterricht frel verwendet werden, solange der Autor (Florian
Burckhardt) mitgenannt wird. Alle Rechte bleiben nattrlich beim Autor.

Meine eMall lautet: florian@real-net.de
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|. Wasist Okotoxikologie ?

Die Ok otoxik ol ogie befaft sich mit den Auswirkungen chemischer Schadstoffe auf den

Einzel organismus, auf Populationen und auf das gesamte Okosystem. Sie dient der
Risikoermittlung von Umweltchemikalien. Damit sind Stoffe gemeint, die durch menschliche
Eingriffein die Natur gelangen und dort vorher nicht oder nicht in diesen Konzentrationen
vorhanden waren.

Zur Ermittlung des toxischen Potentials einer Umweltchemikalie werden standardisierte Biotests
durchgeftihrt, mit denen man die Wirkung des Stoffes auf ausgewahlte Organismen (z.B.
Bakterien, Alge, Wasserfloh, Fisch) testet. Eine Standardisierung der Testsist notwendig, um die
Ergebnisse der verschiedenen Umweltchemikalien miteinander vergleichen zu kdnnen. Wahrend
der Testphase muf3 daher fir konstante experimentelle Bedingungen gesorgt werden. Bei den
Versuchen geht es nicht um die molekularbiologische Aufschllisselung der Giftwirkung, sondern
um den Einflul? der Substanzen auf verschiedene kol ogische Parameter.

Gemessen werden in der Regel (Abb.1):
- autokologische Parameter (=bezogen auf das Individuum)
wie Fertilitét, Mortalitét, Generationszeit, Atmungsaktivitat
- demokologische Parameter (=bezogen auf die Population)
wie Individuenzahl, Altersaufbau, Vermehrungsrate
- synokologische Parameter (=bezogen auf die Biozonose)
wie relative Artenzahl, Dominanz, Sukzession, Energiefluld

Demékologie
Individuenzahd,
Populationsd wneimnik,
Vermehnmngsrate,
Altersaufban

Felitat, Artenzahl,

Atmungsaktvitat, Domuinans,

MMortalitas, Auksession,
Zeneratonszeit Atoff-lEnerg ieflul
Autékologie Synékologie

Abbildung 1: MeRparameter in der Okotoxikologie
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Ein Testor ganismus soll repréasentativ, leicht kultivierbar und leicht zu handhaben sein. Man
mul3 neben einem geei gneten Organismus auch geeignete M ef3par ameter wahlen. M échte man
bei spielsweise die Auswirkung eines Pestizides auf die Nahrungskette in einem eutrophen See
bestimmen, so wahlt man als Testorganismus am besten eine Alge stellvertretend fur die
Primérproduzenten und als Mef3parameter die Vermehrungsrate, denn sie gibt an, wieviel Nahrung
fUr die in der Nahrungskette nachfolgenden Konsumenten “produziert” werden kann.

Die Mef3ergebnisse eines bestimmten Versuches treffen meist nur fir einzelne Organismengruppen
zu. Ein Unkrautvertilgungsmittel wirkt z.B. auf einen Wasserfloh anders als auf eine
Wasserpflanze.

DieM ef3dauer richtet sich nach der Mef3grof3e. Fur autokol ogische Parameter reichen meist ein
paar Tage bis eine Woche aus, wahrend demokol ogische und syndkol ogische Parameter oft
mehrere Waochen bis Jahre beanspruchen.

Bel der praktischen Durchfiihrung eines Biotests setzt man die Testorganismen verschiedenen
Konzentrationsstufen der Umweltchemikalie aus und bestimmt die Mef3grof3e in Abhangigkeit
der Zeit. Dabel ist zu beachten, dal3 eine oder mehrere unbehandelte K ontr ollen mitgefihrt
werden, deren Mef3werte bei der Auswertung als Vergleich dienen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Biover fligbarkeit eines Stoffes. Damit ist seine Eigenschaft
gemeint, den Lebewesen tatsachlich zuganglich zu sein, sich also im Wasser zu [6sen oder im
Fettgewebe anreichern zu lassen. Problematisch ist dabel, dal3 die Bioverfligbarkeit von vielen
Aulenfaktoren wie Temperatur, pH, etc. abhangig ist. So kdnnen Schwermetalle beispielsweisein
einem See zunichst an Tonsedimenten absorbiert sein und dann durch eine pH-Anderung abrupt
freigesetzt werden.
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I1. Wie messe ich die Giftwirkung ?

Die Wirkung einer Umweltchemikalie [&3 sich aufgrund der nattrlichen Variabilitét der
Testorganismen und der Testbedingungen haufig nur sehr schwer und zudem ungenau bestimmen.
Die Frage: "Wievid Gift brauche ich mindestens, um alle (100%) Wasserfl6he zu téten?' 183 sich
nicht exakt beantworten.

Daher verwendet man a's typische toxikologische Kenngrofie den EC50 Wert (EC=effective
concentration). Er bezieht sich auf digenige Schadstoffkonzentration, deren Mef3wert halb so grof3
ist wie die der unbehandelten Kontrolle.

Der EC50 Wert wird graphisch bestimmt, indem die Mef3grélie gegen die Stoffkonzentration
aufgetragen wird.

Meistens liegen die Konzentrationsstufen jedoch mehrere Zehnerpotenzen auseinander. Eine lineare
X-Achse wie etwa auf eéinem normalen Lineal wirde zu einer Haufung der Mef3werte um den
Nullpunkt flhren, da zwischen den Achsenmal3en O und 0,1 oft mehr Mef3punkte liegen als
zwischen 0,1 und 1. Daher ist es algemein Ublich, anstelle der Konzentration den Logarithmus der
Konzentration aufzutragen. Dadurch werden kleine Mefintervalle gegentiber den grof3en gesprei zt.
AnschliefRend legt man eine Gerade so durch die Punkte, dal3 jeder Punkt einen moglichst geringen
Abstand von der Geraden hat. Bei der halben Wirkung gegentiber der Kontrolle (im Beispiel unten
bei ca. Y=5) wird ein Lot auf die X-Achse geféllt.
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Zur Veranschaulichung ein Beispiel:

Von folgender Mel3werttabelle ausgehend

Konzentration M eRwert
Kontrolle 10
0.0001 8
0.001 4
0.01 3
0.1 2
1 0

ergibt sich fir den Graphen der Dosis-Wirkungsabhangigkeit:

Dozis-Witkungsheziehung filr eine

theoretizche EC-50 Berechnng

izt gleich 1072=0,01

M g g S S S—
F] i
q :
r- :. .........................................
F] .
e 'S J S
o A
Kontrolle —% -3 - -1 o

Tog [Konzentration)

Abbildung 2: Dosis-Wirkungsbeziehung fir eine theoretische EC50 Berechnung mit logarithmischer X-Achse. Der
EC50-Wert kann durch ein Lot auf die X-Achse abgel esen werden. (=10%% =1,6 x 10°)
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I11. Der Elodea Okotox-Versuch

Im folgenden Versuch wird die toxische Wirkung von K upfer sulfat (CuSO4) auf Elodea
canadensis (kanadische Wasserpest) als Vertreterin der Wasserpflanzen getestet. Die
Stoffwechselleistung der Pflanze wird in Form des photosynthetisch produzierten Sauerstoffs bei
verschiedenen Kupfersulfatkonzentrationen gemessen.

Kupfersulfat ist ein blaues Schwermetallsalz und wird beispiel sweiseim Weinbau al's Fungizid und
Insektizid verwendet. Die toxische Wirkung geht vom Kupferion aus, welches as Schwermetallion
die Tertidrstruktur (réumliche Anordnung) vieler zelleigenen Enzyme zerstort.

[11.1 Versuchsaufbau und Zeitaufwand

Prinzipiell 1&% sich mit diesem Versuchsaufbau eine Viel zahl von wasserl8slichen Stoffen testen,
allerdings sollte man sich zumindest in der Schule auf solche beschranken, die fiir den Menschen
(relativ) ungiftig sind und sich auch leicht beschaffen lassen. Der Zeitaufwand betragt je nach
Umfang fir die theoretische V orbereitung etwa 20-40 Minuten, der Versuchsaufbau selbst kann je
nach Vorarbeit in 15-30 Minuten erfolgen. Einmal aufgebaut, beansprucht der Versuch wéhrend
seiner 4-5 tagigen Laufzeit taglich 5 Minuten, der Abbau geht ebenfalls schnell. Die Auswertung
falt je nach Umfang (Daten zusammenfassen, Graphen zeichnen, ausfiihrliches Protokoll)
zwischen 1 und 2 Stunden aus.

Unser T estor ganismus, die kanadische Wasserpest Elodea canadens's, gehort zu den
Froschbi3gewachsen (Hydrocharidaceae) und wurde erst Mitte des vorigen Jahrhunderts aus
Nordamerika bel uns eingeschleppt. Sie hat sich seitdem in unseren Fliissen und Seen stark
ausgebreitet. Je nach Gewasserart kann sie tber 50% der Bodenvegetation ausmachen. Die
zweihausige Pflanze kommt in Europa nur in der weiblichen Form vor und vermehrt sich durch
Ableger (vegetative Vermehrung).
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Abbildung 3: Bild von Elodea canadenss (kanadische Wasserpest): Unterwasserpflanze mit aufgerollten Bléttchen,
langer Sprof3 mit vielen kleinen Bléttchen in Dreiergruppen. Foto aus Dreyer: Der Teich, Kosmos Naturfihrer
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Elodea erflllt ale Voraussetzungen fur einen Modellorganismus:
Seist

- reprasentativ fur die Gewasserflora

- einfach zu kultivieren

- experimentel| leicht zu handhaben

- empfindlich gegentiber im Wasser gel 6sten Umweltgiften

AlsTestparameter fur die physiologische Leistung wird die Sauerstoffproduktion gewahit, die
sich mit Hilfe der unten beschriebenen Konstruktion elegant messen |&03t.

Material (siehe Abb. 4):
Wir verwenden 2 Kontrollen und 4 Verdiinnungsstufen, das macht 6 Ansétze. Bei Materialmangel
kann man auf eine Kontrolle und die 5x10° Stufe verzichten.

Bendtigt werden (fir 6 Ansétze):

- 6x 1 Liter filtriertes Seewasser (zum Filtrieren genuigt ein Kaffeefilter)

- 6x vier 5em lange Elodea-Stiicke (moglichst aus demselben Gewasser wie
dasfiltrierte Wasser)

- 6x ein 2 Liter Becherglas

- 6x ein kleiner, klarer Plastikbecher (z.B. einer wie fir Wurstsalat aus der
Metzgerel), an der Seite ca. 8 Schlitze ausschneiden

- 6x ein Reagenzglas, welches tber Fugenkitt (Silikon 0.&) mit einen Trichter
[uftdicht verbunden ist (s. Abbildung 3)

- 6x ein Stativ zum Befestigen der Reagenzgl aser

- ein Gummischlauch zum Absaugen der Luft aus den umgekehrten

- Reagenzglésern (Aquariumsbedarf, Baumarkt)

- 1ml und 10ml Glaspipetten

- ein wasserfester Folienstift zum Anbringen der Markierungen

- eine Waage (Briefwaage bis 10g, Mefdtoleranz 0,59)

- Verdinnungsstufen von Kupfersulfat (siehe Tabelle)

Esist wichtig, dal? alle verwendeten Behaltnisse klar sind, um das Licht durchzul assen.

Wir kdnnen von einer 100% Bioverfugbarkeit von Kupfer ausgehen, da sich CuSO4 gut in Wasser
|6st und Elodea wahrend des gesamten Versuchs im Wasser bleibt. Kupfersulfat besitzt eine
Molmasse von 159,5 [g/moal], liegt allerdings in der Gebrauchsform immer mit finf
Wassermolekilen assoziiert vor.

Daher mul3 man mit M(CuS0O4¢5H20)=249,5 [g/mol] rechnen (-> 250 [g/mal]).
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Wir stellen uns zunéchst eine 10° molare Stammldsung fur unsere Konzentrationsreihe her: 0,001m
CuS04 = 0,259 auf einen Liter destilliertes Wasser. Die folgenden VV olumenangaben fir die
Verduinnungsstufen werden erst nach Aufbau der Versuchsapparatur in die Becherglaser mit
filtriertem Seewasser hinzupippetiert. Die Anderung des Gesamtvolumen durch die Zugabe von
Stamml 6sung kann vernachlassigt werden.

Verdinnungsstufe

Volumen Stammlésung

0,0000005m CuSO4

0,5ml Stammldsung

0,000001m CuS0O4 (10-6):

1Iml Stamml6sung

0,000005m CuSO4 (5x10-6):

5ml Stammlésung

0,00001m CuSO4 (10-5):

10ml Stammlésung

Kontrolle:

keine Zugabe von Stammldsung

filrigttes
Seeywasselr

Elodea,
o lang

\Waae

Gummischlauch

atift

LS
1mil
Pipnetie

10l
Pipmetis

T 2 Liber Reagenzglas mit

Plastikbecher Becherglas Trichter, mit

mit Schlizen Silikan
abgedichbst

Abbildung 4: Zubehor zur Durchfiihrung des Elodea-Biotest
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Durchfihrung und Versuchsaufbau (siehe Abb. 5):

Elodea wird in 5cm lange Stiicke geschnitten, abgewogen und zu gleich vielen Teilenin die
Pastikbecher der Kontrolle und der zu testenden Konzentrationen verteilt. Die Plastikbecher
werden in die 2-Liter Becherglaser gestellt. Als Medium wird 1 Liter filtriertes Seewasser
hinzugegeben. Uber den Plastikgefalen wird die Trichter-Reagenzglas K ombination aufgesetzt und
mit einem Stativ fixiert. Die Luft in den Reagenzglasern wird durch einen Schlauch abgesaugt.
Anschlief’end wird die entsprechende M enge CuSO4-Stamml ésung hinzupippetiert. Die
Versuchsanordnung wird mit Hilfe von Stativen stabilisiert und anschlief3end bel moglichst
konstanter Temperatur und Beleuchtung (etwa Fensterbank im Klassenzimmer) funf Tage
stehengelassen. Wichtig ist, dal? alle Bechergléser denselben Bedingungen (Temperatur, Licht)
ausgesetzt sind.

Abbildung 5: Versuchsaufbau:
Seewasser in Becherglas eingief3en und abgemessene Elodea Stlicke in Plastikbecher legen.

Trichter mit Reagenzglas Uber Plastikbecher stiilpen und fixieren.
L uft Uber Reagenzglas absaugen, so dal?3 Reagenzglas vollstéandig mit Wasser gefillt ist.
der Verdinnungsrei he entsprechend die Stammldsung hinzupippetieren
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Laufender Versuch (siehe Abb. 6)

Der produzierte Sauerstoff steigt in Form von Gasbl&schen auf und wird mit Hilfe des Trichters
aufgefangen. Der Pegelstand wird 4-7 Tage lang taglich zur gleichen Uhr zeit auf dem
Reagenzglas markiert.

Mit viel Gasbildung ist vor allem in den Kontrollen und den niedrigen Konzentration zu rechnen
(weniger Gift -> weniger Hemmung). Man benutzt daher in diesen Gefal3en entweder grof3ere
Reagenzglaser, oder man saugt rechtzeitig die Luft ab und markiert mit einer anderen Farbe weliter.

——

Oz

[ETTITET TN

e
o o Sauerstoff

-—  Feagenzglas

Silikondichtung

Seewasser mit Testsubstanz

Glastrichter

| Becher mit
Offnungsschlitzen

Abbildung 6: Laufender Versuch: produzierte Luft steigt auf und verdrangt Wasser im Reagenzglas
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[11.2 Auswertung

Sauerstoffmessung:

Nach Beendigung des V ersuchs werden die kopfstehenden Reagenzglaser nach Markierung des
Pegel standes aus der Apparatur entnommen. Die produzierte Sauerstoffmenge fir jeden Tag
wird durch Pipettieren von Wasser bis zur Markierung des nachsten Tages bestimmt und in eine
Tabelle eingetragen. Dabei entspricht das hinzugetropfte Wasservolumen aus der Pipette der taglich
produzierten Sauerstoffmenge.

Beispid:

Versuchsdauer: Montag bis Freitag, d.h. Dienstag erfolgt die erste "Pegelmarkierung” und Freitag die letzte
Volumen(Montag) = Differenz zwischen Pegel stand(Dienstag) und Pegel stand(leeres Reagenzglas)
Volumen(Dienstag) = Differenz zwischen Pegel stand(Mittwoch) und Pegel stand(Dienstag)

Volumen(Mittwoch) = Differenz zwischen Pegelstand(Donnerstag) und Pegel stand(Mittwoch)

Volumen(Donnerstag) = Differenz zwischen Pegelstand(Freitag) und Pegel stand(Donnerstag)

Die Sauerstoffproduktion wird fur jede Konzentration in Abhangigkeit der Zeit aufgetragen, um
den zeitlichen Verlauf der Giftwirkung zu zeigen (Abb. 7).

Sauverstoffproduktion

104 B Koz 1
Bl Konz.2
Konz.3
B3 Konz 4

B kontrolle

ceit

Abbildung 7: Sauerstoffproduktion von Elodea in verschiedenen K onzentrationen und nach bestimmten Zeitpunkten

Der EC50 Wert wird aus den bis zum Versuchsende (Abb. 7: nach 96 Stunden) gebildeten
Gasmengen bestimmt. Dazu wird auf der y-Achse die Sauerstoffmenge und auf der x-Achse der
Logarithmus der Kupferkonzentration aufgetragen. Anschlief3end wird, wie weiter oben
beschrieben, bei der halben Sauerstoffmenge der Kontrolle das Lot auf die x-Achse geféllt. Nach
der Umwandlung der logarithmisierten Konzentration durch Potenzieren (10 hoch X-Wert") erhalt
man die Konzentration an Kupfersulfat, bei der die Sauerstoffproduktion von Elodea um 50%
reduziert wird. In unseren Laborversuchen erhielten wir fir den EC50 von Kupfersulfat einen Wert
von 2,4 x 10° [mol/l] CuSOA4. Dieser Mel3wert soll allerdings nur als Richtgrofie dienen, d.h. jede

Konzentration in der GroRenordnung 10 *° [mol/l] bewegt sich innerhalb der Toleranz.
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[11.3 Diskussion

Am Beispielgraphen (Abb. 7) falt zunachst auf, dal3 die Pflanzen der beiden hdchsten
Kupferkonzentrationen lediglich am ersten Tag eine kleine Menge Sauerstoff produzieren konnten,
bevor sie totalgehemmt wurden. Kupfer wirkt also aus Wasserpflanzen mit einer kleinen
Verzogerung.

Der EC50 Wert fur Elodea canadensislag bei unseren Labormessungen bei 0,0000024 [mol/I]
CuS0O4. Das entspricht 1 Gramm Kupfersulfat auf ca. 1700 Liter. Demzufolge lief3e sich die
gesamte V egetation eines 20m® Gartenteiches bereits durch 12g Kupfersulfat (Gewicht von 2
Zweimarkmtinzen) erheblich beeintréchtigen, von der Auswirkung auf andere \Wasserorganismen
einmal abgesehen. Beispielsweise hatte CuSO4 in unseren Laborversuchen bereits ab 0,000001
[mol/I] (1g auf 4000 |) eine absolut todliche Wirkung auf den Wasserfloh Daphnia pulex, welcher
ein typischer Vertreter von Zooplankton ist.

EC50-Werte durfen nicht isoliert betrachtet werden; eine Beintréchtigung von Wasserpflanzen
alleine wére ja auch evtl. noch zu verkraften. Erst durch vernetztes, 6kol ogisches Denken werden
die Folgen einer solchen Beeintréachtigung deutlich.

Betrachtet man eine einfache agquatische Nahrungskette (siehe Abb. 8) aus Wasserpflanzen und
Phytoplankton (Primérproduzenten), Zooplankton (Konsumenten 1. Ordnung) und planktivoren
Fischen (Konsumenten 2. Ordnung), dann hat eine 50% Stoffwechselhemmung der
Priméarproduzenten zur Folge, dal? alle hthere Trophieebenen ebenfalls nur noch halbsoviel Energie
zur Verflgung haben wie vorher. Gerade die vielen individuenarmen Popul ationen in oligotrophen
(seltene ndhstoffarme) Seen kdnnten dadurch unter ihr Existenzminimum gebracht werden und
absterben. Zudem werden die Gifte in der Nahrungskette angereichert und lagern dort a's

biol ogische Zeitbombe.

1 %% Energie planktvore Fische
10 %% Energie Zooplandton
::':':':':"*:':':.':':::::::::::::::::::::::::::w:af:sél'.pﬂ. El.l'I.EE':l'L._,:
1007 Enetgle o Phyplankion,

Abbildung 8: Energieflud in einem einfachen aguatischen Okosystem mit 90% Energieverlust zwischen den
Trophieebenen
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Overheadvorlagen:

Okotoxikologie

4 Okotoxikologie

Lefimtion: multidisziplindrer Ansatz zur Ristkeermittlung won Umereltchernikalien
- Aufzeigen von Belastimgsgrenzen eines Okosystems durch:
+ Einzeltests zur Ermittlung toxikelogischer Kenngréfen (z. B, EC30)
+ komplexe “Multizpeziestests™ in kinstlichen Okosvstermnen zur Ermmttlung
von Giftabban, Giftadaption oder Auswirkungen auf’ die Nahrungskette
- Bildung von Modellen zur Eisikoabschatzung

- Langzeitprognose und Bewertung von bereits geschadigten Okosystemen
(z.E. Deponien)

.r/._.

kN iy
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Mel3parameter

Fertlitat, Individvenzsahl,

Axtenzahl, Dominans,

IMortalitat, Populationsd wnamik, Sukszession, Stoff- vnd
Admnungsakivitat, Altersanfban, Energieflug
Zenerationszeit Vermehoumngsrate

Autdkologie Demékologie Synékologie

MeRparameter in der Ckotoxikologie
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EC50 Berechnung

Dozis-Witkung sheziehung fidr eine
theoretizche EC-50 Berechoung

Fonzentration MeFwert
Eontraolle 10
0,0001 g

I 0,001 4

a 0,01 =

': 0.1 2

- i 1]

5

E

e H

0 i -
Kontrolle % -3 -2 -1 a

Tog [Konzentration)

Dozsiz-Wirkungsbeziehung firr eine theoretische EC 30
Eerechrung mit logarithimischer X-Achse
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Mefdabelle

Eontrolle

ox 10-7

10-6

ox 10-6

10-5

hMeRdatentabelle fir produzierten Sauerstoff
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Versuchsvorbereitung und -aufbau

U
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Laufender Versuch

——

Qe

g .

o o-— Sayerstaff

-o— Eeagenzglas

—— Silikandichtung

Seewasser mit Testsubstanz

Glastrichter

| Becher mit
Offhungsschlitzen

sSchernatisierter Versuchsahlanf
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Autor: Florian Burckhardt, der jetzt ziemlich mide ist (23:25) und gleich beim Nick 'nen Kaffee
bestellt.
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