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1 Einleitung

1.1 Aquatische Toxizitatsversuche

Aquatische Toxizitatsversuche werden im Rahmen von Zulassungsverfahren fir
Pflanzenschutzmittel, Biozide, Human- und Veterinarpharmaka und
Industriechemikalien durchgefiihrt. Die Richtlinien zur Durchfihrung von aquatischen
Toxizitatsversuchen wurden von einer Reihe von nationalen und internationalen
Organisationen veréffentlicht. Die fir die EU relevanten Richtlinien stammen von der
European Economic Community (EEC) und der Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD). Fur den amerikanischen Markt gelten die
Richtlinien der Environmental Protection Agency (US-EPA). Urspriinglich wurden
diese Richtlinien fir die Verwendung von wasserléslichen und stabilen Substanzen
entwickelt. Jedoch fallen eine ganze Reihe von Substanzen, die registriert werden
mussen, nicht in diese Gruppe, da sie z.B. nur schwer wasserldslich sind. Durch
diese Eigenschaft wird die Applikation in/mit Wasser erschwert, und es stellt sich die
Frage, wie Testldsungen hergestellt werden kdnnen, welche die Testsubstanz zu
100 % enthalten (ECETOC, Monograph No. 26; 1996).

1.1.1 Die Verwendung organischer Lésemittel

In aquatischen Toxizitdtsversuchen werden aus diesem Grund organische Losemittel
fr die Applikation von schlecht wasserléslichen Substanzen verwendet. Losemittel,
die mit Wasser mischbar sind, fungieren in diesem Fall als Vehikel und sorgen dafr,
dass Substanzen quantitativ ins Testmedium Uberfihrt werden. Lésemittel sollten nur
zum Einsatz kommen, wenn es keine andere Mdoglichkeit gibt, eine Substanz zu
applizieren, da diese durchaus mit der Testsubstanz interagieren kdnnen. Die
,OECD Series No 23“ listet eine Reihe von Lésemitteln auf, die in Abhangigkeit von
den physikalisch-chemischen Eigenschaften der zu applizierenden Substanz gewahit
werden sollen. Zur Auswahl stehen Aceton, Ethanol, Methanol, tertiarer Butylakohol,
Acetonitril, Dimethylformamid (DMF) und Triethylenglykol. Diese L&semittel dirfen
bis zu einer Maximalkonzentration von einem Zehntel der NOEC (no observed effect
concentration) oder alternativ — beim Fehlen entsprechender Toxizitatsdaten — mit
einer Konzentration von maximal 100 mg/L bzw. 100 pl/L verwendet werden. Wird
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bei einem Toxizitatstest ein Lésemittel zur Applikation verwendet, so muss dieses in
einer Ldésemittelkontrolle parallel zur Kontrolle getestet werden und keine
signifikanten letalen und subletalen Effekte hervorrufen, d.h. es soll selbst nicht
toxisch auf den Testorganismus wirken (OECD Series No. 23; ANONYMUS 2000).
Viele akute Toxizitatsstudien wurden schon mit den Standardtestorganismen Fisch
und Daphnie und den empfohlenen Lésemitteln Aceton, Dimethylsulfoxid (DMSO),
Dimethylformamid (DMF), Triethylenglykol, Methanol und Ethanol durchgeflhrt
(ECETOC, Monograph No. 26; ANONYMUS 1996).

Mit der Revidierung des ,Technical Guidance Documents on Risk Assessment” 2003
wurde dem Sediment als umweltrelevantes Kompartiment mehr Beachtung
geschenkt. Viele Substanzen kénnen an das Sediment binden und dort Uber langere
Zeit verweilen, womit die Exposition flir Sedimentbewohner erhéht ist. Bislang
wurden Studien mit Chironomus riparius durchgefiihrt (OECD 218 und 219). Als
weiterer Sedimentbewohner wurde mit der OECD Richtlinie 225 Lumbriculus

variegatus als Testorgansimus eingefthrt.

1.1.2  Lumbriculus variegatus als Testorganismus

Oligochaeten spielen eine wichtige Rolle in aquatischen Sedimenten. Durch das
Aufwilhlen von Sedimenten und dadurch, dass sie flr andere Organismen als
Futterquelle dienen, haben sie groBen Einfluss auf die Bioverfligbarkeit von
Substanzen. Stellvertretend fiir die aquatischen Oligochaeten wird Lumbriculus

variegatus verwendet.
Systematisch eingeordnet gehért der Glanzwurm Lumbriculus variegatus zum

Stamm der Anneliden, Klasse der Clitellaten, Ordnung der Oligochaeta und zur
Familie der Lumbriculidae (C. Drewes, Lumbriculus variegatus: A Biology Profile).
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Abbildung 1: Kultur von Lumbriculus variegatus

L. variegatus ist im Labor sehr einfach zu kultivieren. Eine Besonderheit, die im
Labor beobachtet wurde, ist die Vermehrung durch Selbstfragmentierung
(Autonomie). Eine sexuelle Vermehrung wurde unter Laborbedingungen bisher nicht
beobachtet. Der Wurm kann sich dabei in mehrere Teile teilen, die wahrend einer
kurzen Regenerationsphase einen neuen Kopf, Schwanz oder sogar beides
ausbilden kénnen. In natlrlicher Umgebung dient die Selbstfragmentierung unter
anderem dem Selbstschutz. L. variegatus bewegt sich mit dem Kopf durch das
Sediment grabend vorwérts und erndhrt sich von Mikroorganismen oder
verwesendem Pflanzenmaterial. Das Hinterende ragt dabei zum Gasaustausch aus
dem Sediment heraus (Drewes, 2004). Durch den Kontakt mit Wasser, Porenwasser
und Sediment kann er Substanzen durch seine Oberflache, aber auch durch
Ingestition Uber die Nahrung aufnehmen und ist somit den wichtigen
Expositionswegen ausgesetzt (OECD Richtlinie 225; 2007). Aus den genannten
Grinden eignet sich L. variegatus sehr gut als Testorganismus flr chronische
Wasser-Sedimentversuche, aber auch flr akute Studien, da subletale Parameter wie
Lysis, Paralysierung, fehlende Hamolyphzirkulierung, Ver- oder Entfarbung und
Deformierung sehr gut beobachtet und dokumentiert werden kénnen.

Die OECD Richtlinie 225 ,Sediment-Water Lumbriculus Toxicity Test Using Spiked
Sediment“ wurde 2007 in Kraft gesetzt. Diese gibt vor, dass ein passendes
organisches Ldsemittel zur Applikation von schlecht wasserldslichen Substanzen

verwendet werden soll. Bislang liegen allerdings keine Daten zur Untersuchung der
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Toxizitat von Lésemitteln gegenlber L. variegatus vor. Fir die Routinetestung sind
diese jedoch hoch relevant.

In der vorliegenden Arbeit wurde die akute und chronische Toxizitat verschiedener
Lésemittel auf den benthischen Oligochaeten L. variegatus getestet. Hierzu wurden
im akuten Toxizitdtsversuch Aceton, DMF, DMSO, Ethanol, Methanol und
Ethylacetat getestet. Basierend auf den Ergebnissen der akuten Studien wurden
weiterflhrend drei der Lésemittel ausgewahlt und im chronischen Wasser-Sediment
System getestet. Folgende Lésemittel wurden verwendet: Aceton, DMF und DMSO.
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2 Material und Methoden

2.1 Testorganismus Lumbriculus variegatus

Die hier verwendeten Tiere stammen aus dem Institut fir Okologie, Evolution und
Diversitat der Goethe-Universitat Frankfurt am Main. Seit August 2009 werden diese
bei der Eurofins Agroscience Services GmbH kultiviert.

FOr die akuten Toxizitatstests wurden ausgewachsene, intakte Wirmer aus der
laboreigenen Zucht verwendet, die keine sichtbaren (helleren) Regenerationsteile

aufwiesen.

FUr die chronischen Toxizitatstests wurden adulte Wirmer der Population
synchronisiert. Durch die Synchronisation wurde der physiologische Zustand der
Tiere von unterschiedlichem Alter und GréBe in der Zucht angeglichen. Die adulten
Wiirmer wurden mit einem Skalpell in der Mitte durchtrennt, sodass gleich lange
Hinterenden entstanden. Diese Hinterenden wurden in einer mit Quarzsand und
Kulturwasser beflllten Kristallisierschale kultiviert. Aufgrund der
Regenerationsfahigkeit konnte nach ca. 10 Tagen beobachtet werden, dass sich die
Wiirmer mit Bildung eines neuen Kopfteils ins Sediment gruben. In diesem Stadium
wurden die Wirmer flr die Wasser-Sedimentstudien eingesetzt.

Die Haltung der Wiarmer im Labor erfolgte bei 16°C in Glasaquarien, die mit
gewaschenem Quarzsand und Kulturwasser beflillt waren. Hergestellt wurde das
Kulturwasser durch Zugabe von Tropic Marin® zu demineralisiertem Wasser. Hierbei
wurde eine Leitfahigkeit von 540 uS/cm eingestellt (ca. 1,4 g Tropic Marin pro 5 L
demineralisiertem Wasser). Einmal pro Woche wurde das Kulturwasser erneuert. Die
Futterung erfolgte 2 Mal pro Woche mit Tetra Min Baby® (0,6-0,8 mg /cm?2
Sedimentoberflache).
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2.2 Testsubstanzen

FOr die akuten Mortalitdtsstudien wurden die folgenden organischen Lésemittel
verwendet: Aceton, Dimethylformamid (DMF), Dimethylsulfoxid (DMSQO), Methanol,
Ethanol und Ethylacetat.

Die chronischen Toxizitatsstudien wurden mit drei der genannten L&semittel
durchgefihrt; Aceton, DMF und DMSO.

In der folgenden Tabelle sind die verschiedenen Ldsemittel und die relevanten

physikalisch-chemische Eigenschaften aufgeflihrt.

Tabelle 1:  Ubersicht verwendeter Lésungsmittel

Substanz CAS-Nr.* | Dichte Dampfdruck | Hersteller

(20°C, g/cm®)* | (20°C, hPa)*
Aceton 67-64-1 | 0,79 246 Merck (1.00012.2500)
Dimethylformamid | 68-12-2 | 0,95 3,77 Honeywell (10314797)
Dimethylsulfoxid | 67-68-5 | 1,10 2,5 AppliChem
Ethanol 64-17-5 10,79 58 VWR Prolabo
Ethylacetat 141-78-6 | 0,902 98 VWR Prolabo (83660.320)
Methanol 67-56-1 | 0,79 129 JT Baker (8402)

*Quelle: wikipedia.de, Stand November 2010
2.2.1 Aceton

Aceton ist eine farblose, niedrigviskose Flissigkeit, welche als aprotisches Lésemittel

Verwendung findet. Aceton dient u.a. als Ausgangsstoff flr viele Synthesen der

organischen Chemie, z.B. zur Herstellung von Acrylglas oder Plexiglas. Aceton ist in

jedem Verhaltnis mit Wasser und den meisten organischen Lésemitteln mischbar.

i
C

HsC~ “CHj
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2.2.2 Dimethylformamid (DMF)

DMF ist eine farblose bis gelbliche Flussigkeit. Es wird aus
Ameisensauremethylester und Dimethylamin hergestellt und ist somit ein Amid der
Ameisensaure. Es dient als Lésemittel fir eine Vielzahl von festen, flissigen oder
gasférmigen Stoffen, flir Polymere sowie fir Cellulose und deren Derivate. DMF ist
mischbar mit Wasser und vielen organischen Lésemitteln.

0]
I

2.2.3 Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMSO st eine farb- und geruchlose, hygroskopische Flissigkeit. Nach langerer
Lagerung weist es haufig einen fauligen Geruch (nach Dimethylsulfid) auf. Es ist in
jedem Verhaltnis mit Wasser mischbar, weiterhin mit vielen organischen Lésemitteln.
DMSO hat antiphlogistische und analgetische Eigenschaften und findet daher
therapeutische Verwendung als perkutanes Arzneimittel zur Behandlung lokaler
Schmerzzustande. Es dringt leicht in Haut und Zellmembranen ein und dient daher
u.a. zur Einschleusung der eigentlichen Wirkstoffe oder als Transportvermittler.
DMSO wird aus Dimethylsulfid in Anwesenheit von Sauerstoff hergestellt.

[

S

HBC/ \\‘CHa

2.2.4 Ethanol
Ethanol ist eine farblose, leicht entzindliche FlUssigkeit mit charakteristischem,
wirzigem Geruch, die im Allgemeinen nur als Alkohol bezeichnet wird. Bekannt ist

Ethanol vor allem als Trinkalkohol. Ethanol ist ein wichtiges organisches Lésemittel,

eine Grundchemikalie in der Industrie und ein Desinfektionsmittel. Eine der
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technischen Hauptverwendungen von Ethanol ist die Nutzung als Biokraftstoff.
Ethanol ist beliebig mit Wasser mischbar.

2.2.5 Ethylacetat

Ethylacetat, auch Essigsaureethylester genannt, ist eine farblose Fllssigkeit, die
charakteristisch nach ,Klebstoff riecht. Die Herstellung beruht auf der Veresterung
von Ethanol mit Essigsaure. Es wird u.a. zur Extraktion von Antibiotika und zur
Aromatisierung von Arzneimitteln verwendet. Es ist das am haufigsten eingesetzte
Toétungsmittel bei der Préparation von Insekten. Ethylacetat ist nur maBig mit Wasser

mischbar (ca. bis zu 86 g/L).

Hie” 07 CHy

2.2.6 Methanol

Bei Raumtemperatur ist Methanol eine klare, farblose, entzindliche und leicht
flichtige Flussigkeit mit alkoholischem Geruch. Methanol entsteht in geringen
Mengen bei Garungsvorgangen als Nebenprodukt neben Trinkalkohol. In der
chemischen Industrie werden aus Methanol Grundchemikalien wie Formaldehyd und
Essigsaure hergestellt. Methanol Iasst sich mit Wasser in jedem Verhaltnis mischen.

H
|

C.-
-~ "OH
T4
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2.3 Versuchsaufbau und Durchfiihrung

2.3.1  Akute Toxizitatstests

Die akuten Toxizitatstests wurden in 24-well-Platten durchgefihrt. Jedes der
organischen Lésungsmittel wurde im Vergleich zu einer Kontrolle mit den folgenden
Konzentrationen getestet: 0.01, 0.1, 1.0, 10.0 und 100.0 g/L. Bei der Berechnung der
Applikationsmenge wurde die Dichte der Substanzen bertcksichtigt. Im Folgenden
sind die Testkonditionen aufgeflhrt:

Dauer: 96 Stunden,

Applikation: einmalig bei Teststart (statisches System)

Temperatur: 20°C +/-2°C

Hell/Dunkelrhythmus: 16 h/8h

Lichtintensitat: ~ 1000 lux

Test-Medium: demineralisiertes Wasser bIS zu einer Leitfahigkeit von
~ 540 pS/cm mit Tropic Marin® versetzt

Replikate: vier pro Konzentration, ein adulter Wurm pro Replikat

Abbildung 2: Versuchsaufbau im akuten Toxizitatstest

Alle 24 Stunden wurden die Tiere unter dem Binokular begutachtet und deren
Zustand dokumentiert. Krampfe, Fragmentierung und Deformierung wurden als
subletale Effekte gewertet. Die Auflésung der Zellen (Lyse), Lahmung (Paralyse),
fehlende Hamolymphzirkulation und Entfarbung wurden als letale Effekte gewertet.
Als Okotoxikologischer Endpunkt wurde die Konzentration bestimmt bei, welcher 50
% der Testtiere letale Effekte zeigte (LCsp). Die Berechnung des LCs erfolgte mit
Spearman-Kaerber (ANELLIS & WERKOWSKI, 1968).
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2.3.2 Chronische Toxizitatstests im Wasser-Sedimentsystem

Die drei verwendeten organischen Lésungsmittel Aceton, DMF und DMSO wurden
mit einer Konzentration von 100 mg/L im Vergleich zur Kontrolle getestet. Bei der
Berechnung der Applikationsmenge wurde die Dichte der Substanzen beriicksichtigt.
Appliziert wurde in die Wasserphase. Im Folgenden sind die Testkonditionen

aufgefihrt:

Dauer: 28 Tage

Applikation: am Tag 0, 7, 14 und 21 in die Wasserphase, keine
Erneuerung des Testmediums

Temperatur: 20°C +/-2°C

Hell/Dunkelrhythmus: 16h/8h

Lichtintensitat: ~ 300 lux

Test-Medium: demineralisiertes Wasser wurde bis zu einer Leitfahigkeit von
~ 540 uS/cm mit Tropic Marin® versetzt; 150 mL pro GefaB

Sediment: 50 g kinstliches OECD-Substrat pro GefaB, bestehend aus:
75 % Quarzsand
20 % Kaolin
5 % WeiBtorf
0.2 % Kalk
0.5 % gemahlenes Brennnesselpulver als Futterquelle

Anzahl Replikate: 6 fur Kontrolle und 100 mg/L, mit jeweils 10

synchronisierten Wirmern pro Replikat

Das Sediment wurde einen Tag, bevor es in die Testglaser eingefillt wurde, mit
Wasser befeuchtet, bis dessen Wasserhaltekapazitat erreicht war. Nach Beflllen der
Testgldser wurden 150 mL Testmedium ohne Aufwirbelung vorsichtig auf die
Sedimentschicht gegeben. Am Tag danach wurde die Bellftung angeschlossen. Die
mit Sediment und Testmedium beflllten Glaser wurden bis zum Einsetzen der
Testorganismen 14 Tage unter Testkonditionen vorequilibriert. Am Tag des
Teststarts wurden die Wirmer in die GefaBe eingesetzt und das jeweilige
Lésungsmittel appliziert. 7, 14 und 21 Tage nach Teststart wurde erneut appliziert. In
jeweils einem Replikat wurden Temperatur, pH-Wert und Sauerstoffkonzentration
(%) bestimmt. Nach 28 Tagen wurden die Wirmer gezahlt. Dazu wurde das
Sediment portionsweise entnommen, in eine Schale Uberfihrt und mit Wasser aus
einer Spritzflasche versetzt. Die Wurmer wurden vorsichtig mit einer
Federstahlpinzette entnommen. Die lebenden Wirmer wurden in die folgenden
Kategorien eingeteilt:
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a) komplette Wirmer

b) komplette Wirmer mit regenerierten Anteilen

c) nicht komplette Wirmer (kirzlich fragmentiert)
Die Ermittlung von Signifikanzen bezlglich der kompletten Anzahl der Wirmer und
der Verteilung in den oben genannten Kategorien wurde mit dem Statistikprogramm

SAS ® Proprietary Software durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Akute Toxizitatstests

Vergleicht man die Wirkung der getesteten Lésemittel Aceton, DMF, DMSO, Ethanol
und Methanol miteinander, so wurde beobachtet, dass alle Wirmer bei der jeweils
héchsten getesteten Konzentration von 100 g/L nach spéatestens 24 Stunden tot
waren. Bei DMF war bereits bei 10 g/L eine Wirkung zu sehen. Bereits 24 Stunden
nach Teststart konnten nur noch schwache Lebenszeichen nach Berthrung
beobachtet werden. Nach 48 Stunden konnte die Bewegung nur noch im
Kopfbereich festgestellt werden. 72 Stunden nach Teststart lag die Mortalitat bei
25%. Bei allen Wuirmern waren Deformationen in Form von Blasen und
Verkrampfungen zu sehen. Diese Effekte wurden als letal gewertet. Somit liegt der
ermittelte LCso fir DMF bei 3.2 g/L, hingegen fir Aceton, DMSO, Ethanol und
Methanol bei 32 g/L.

Beim Herstellen der Ethylacetatkonzentration von 100 g/L konnte nach Zugabe des
Ethylacetats zum Wasser eine Blasenbildung beobachtet werden. Innerhalb kurzer
Zeit l6sten sich diese auf. Der charakteristische Geruch von Ethylacetat breitete sich
schnell aus und konnte 24 Stunden nach Teststart noch immer olfaktorisch
wahrgenommen werden. Fir Ethylacetat wurde 24 Stunden nach Teststart eine
Mortalitat von 100 % in allen Konzentrationen und der Kontrolle festgestellt. Dieses
Ergebnis wurde durch die Wiederholung des Versuchs bestatigt. Aufgrund dieser
Feststellung wurde Ethylacetat nicht weiter in die Analyse mit einbezogen.

Tabelle 2 zeigt die prozentuale Mortalitdte nach 96 Stunden.

Tabelle 2:  Ergebnisse des akuten Toxizitatstests nach 96 Stunden, Mortalitat in %

Konzentration Mortalitat [%] fur die Losemittel

[g/L] Aceton | DMF | DMSO | Methanol | Ethanol | Ethylacetat
Kontrolle 0 0 0 0 0 100
0,01 0 0 0 0 0 100

0,1 0 0 0 0 0 100

1,0 0 0 0 0 0 100
10,0 0 25 0 0 0 100
100,0 100 | 100 | 100 100 100 100
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3.2 Chronische Toxizitatstests im Wasser-Sedimentsystem

Die Losemittel Aceton, DMF und DMSO wurden im Wasser-Sedimentversuch

im Vergleich zu einer Kontrolle getestet.

Im ersten Durchgang des Versuchs wurden 2 L Becherglaser, beflllt mit 350 g
Sediment und 1 L Kulturwasser verwendet. Durch die groBe Sedimentmenge kam es
allerdings zu Problemen bei der Auszéahlung der Wirmer, da dies sehr lange dauerte
und am Ende nicht sichergestellt werden konnte, dass auch alle Wirmer gefunden
wurden. Daher wurde der Test wiederholt, diesmal im kleineren MaBstab.

Wahrend des Versuchs (sowohl im ersten als auch im zweiten Durchgang)
entwickelte sich in den Glasern, bei welchen DMSO zugesetzt wurde, ein auffalliger
charakteristischer Geruch. Weitere Auffalligkeiten konnten wéahrend der gesamten

Versuchsdauer bei keinem der getesteten Lésemittel beobachtet werden.

In keinem der Replikate wurden tote Wirmer gefunden. Die Validitatskriterien (= 18
Wiirmer bei Testende in der Kontrolle) der Richtlinie OECD 225 (2007) wurden
eingehalten. In Tabelle 3 und Abbildung 3 sind die Anzahl der gefundenen Wirmer
nach Testende dargestellt.

Tabelle 3:  Anzahl gefundener Wirmer im chronischen Toxizitatstest nach 28

Tagen
Replikat | Status | Kontrolle | Aceton | DMF | DMSO
lebend 33 30 11 3
1
tot - - - -
lebend 18 31 16 23
2
tot - - - -
lebend 32 28 17 28
3
tot - - - -
lebend 30 31 27 29
4
tot - - - -
lebend 28 30 13 21
5
tot - - - -
lebend 28 27 14 27
6
tot - - - -
TOTAL lebend 167 178 98 159
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Abbildung 3: Anzahl lebender Wirmer im chronischen Toxizitatsversuch

Weiterhin ist in Tabelle 4 und Abbildung 4 die Aufteilung der lebenden Wirmer in die
drei Kategorien ,adulte komplette Wirmer, komplette Wirmer mit regenerierten
Anteilen und nicht komplette Wirmer“ dargestellt. Replikat Nr. 4 bei DMF wurde nach
Dixon (a = 0.05; n = 6) als AusreiBBer deklariert.

Tabelle 4:  Anzahl gefundener Wirmer im chronischen Toxizitatstest pro Replikat

Replikat TOTAL %
Kontrolle 1 123456
komplette Wiirmer 1119135815 41 25
komplette Wirmer mit regenerierten Anteilen | 22 | 6 | 25|22 |19 | 22 116 69
nicht komplette Wirmer - |13 1413]-1- 10 6
TOTAL | 33 |18 3230|2727 167
Aceton
komplette Wirmer 7 |5]10])4 |65 37 21
komplette Wirmer mit regenerierten Anteilen | 21 |24 |14 [ 27 | 24 | 20 130 73
nicht komplette Wirmer 2 |25 -]-1]2 11 6
TOTAL| 30 | 3129 |31]30]27 178
DMF
komplette Wiirmer 9 | 2|34 ]|2]|3]| 2319 27
komplette Wirmer mit regenerierten Anteilen 1 (14112021 [ 11| 11| 70/49* 69*
nicht komplette Wirmer 1 -1212-]- 5/3* 4*

TOTAL| 11 |16 |17 |27*| 13 | 14| 98/T1*
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Replikat TOTAL %

DMSO 1 12|34 |5]6

komplette Wirmer 9 1211219101 33 21

komplette Wirmer mit regenerierten Anteilen | 22 | 20 | 16 | 20 | 20 | 25 123 77

nicht komplette Wirmer - 11-1-1111 3 2
TOTAL| 31 |23 12829 | 21|27 159

* AusreiBer nach Dixon (1953)
** Werte ohne Replikat Nr. 4

Lebende Wiirmer - Zuordnung zu Untergruppen

100%
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Kontrolle Aceton DMF DMSO

O nicht komplette Wurmer
m komplette Wiirmer mit regenerierten Anteilen

m komplette adulte Wirmer

Abbildung 4: Prozentuale Aufteilung der lebenden Wirmer in Kategorien
3.2.1 Statistische Auswertung

Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Shapiro-Wilks ermittelt, die
Varianzhomogenitat mittels F-Test. Im Fall von DMF und DMSO im Vergleich zur
Kontrolle waren die Daten normal verteilt und varianzhomogen, im Falle von Aceton
im Vergleich zur Kontrolle normal verteilt, aber nicht varianzhomogen. Zur Ermittlung
von Signifikanzen wurde bei Normalverteilung und Varianzhomogenitat der t-test
(pooled) gewahlt, bei fehlender Varianzhomogenitat der t-test (satterthwaite). Zur
Uberpriiffung, ob sich die Anzahl der Wiirmer in den einzelnen Kategorien der
einzelnen Lésemittel im Vergleich zur Kontrolle signifikant unterscheiden, wurde ein

x2-Test durchgeflhrt.
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Die Anzahl lebender Wirmer in der DMF-Variante unterscheidet sich signifikant im
Vergleich zur Kontrolle. Hier wurden deutlich weniger Wirmer gefunden (Tabelle 5).
Das Verhaltnis der Wirmer in den einzelnen Kategorien ist bei keinem der Lésemittel

signifikant unterschiedlich im Vergleich zur Kontrolle (Tabelle 6).

Tabelle 5:  p-Werte, Anzahl gefundener Wirmer der Lésemittel Aceton, DMF und
DMSO im Vergleich zur Kontrolle

Aceton DMF | DMSO
t- test satterthwaite t-test pooled
p-Werte, 0,7719 0,0003 | 0,3159
linksseitig

Tabelle 6: p-Werte, Zustand der Wirmer der Lésemittel Aceton, DMF und DMSO
im Vergleich zur Kontrolle

Aceton | DMF | DMSO
y2-Test
p-Werte 0,7049 | 0,9279 | 0,0980

Die physikalisch-chemischen Parameter wurden bei Teststart, nach jeder Applikation
und bei Testende ermittelt und sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst. Die
Bestimmung der Gesamtharte und des Ammoniumgehaltes erfolgte bei Teststart. Es
konnten keine Auffélligkeiten beobachtet werden. Die gemessenen Werte liegen alle
im erlaubten Bereich der OECD Richtlinie 225; 2007.

Tabelle 7:  Physikalisch-chemische Parameter (Min-Max-Werte)

Kontrolle Aceton DMF DMSO
pH-Wert 8,11-8,4718,10-8,49 | 7,80 —8,53 | 8,24 — 8,63
Sauerstoff (%) 80 - 98 78 - 93 75 -95 80 - 102
Temperatur (°C) 19,8-20,6 | 19,8 -20,6 | 19,8 —-20,6 | 19,7 — 20,6
Gesamtharte (Teststart) 16 13 14 13
Ammonium (mg/L, Teststart) 0,6 0 1,0 1,0
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4 Diskussion

4.1 Akute Toxizitatsversuche

Die Ergebnisse der Versuche zeigen, dass bei 100 mg/L bei keinem der Lésemittel
toxische Effekte innerhalb von 96 Stunden beobachtet werden konnten (Ausnahme
Ethylacetat, siehe 4.1.1). Erst bei einer Konzentration von 10 g/L wurden bei DMF
subletale Effekte festgestellt, bei 100 g/L lag die Mortalitdt bei 100 %. Bei den
anderen getesteten Lésemitteln wie Aceton, DMSO, Ethanol und Methanol trat erst
bei der héchsten getesteten Konzentration (100 g/L) eine Mortalitdt von 100 % auf.
Hieraus lasst sich schlieBen, dass alle verwendeten Lésemittel bis zu einer
Konzentration von 100 mg/L ohne Effekte verwendet werden kdnnen (siehe auch

4.1.1, Probleme mit Ethylacetat).

41.1 Probleme mit Ethylacetat

Bei dem akuten Test mit Ethylacetat waren alle Tiere, auch die in der Kontrolle, 24
Stunden nach Teststart tot. Um eine Kontamination der Kontrollen mit Ethylacetat
ausschlieBen zu kénnen wurde der Test wiederholt. Dies flhrte aber zu keinem
anderen Ergebnis. Ethylacetat zeichnet sich durch einen charakteristischen Geruch,
der sich sehr schnell ausbreitet, aus. Da auch in der Kontrolle alle Wirmer tot waren,
lag der Schluss nahe, dass Ethylacetat abdampft. Allerdings liegt der Dampfdruck
von Ethylacetat bei ca. 100 hPa, was etwa 1/10 des Normaldrucks entspricht. Somit
ist Abdampfen als Ursache eher unwahrscheinlich. Eine weitere Mdglichkeit ist die
Tatsache, dass Ethylacetat leicht entziindliche Dampf-Luft-Gemische bilden kann.
Dies geschieht bereits bei 20°C. Méglicherweise ist ein solches Gemisch entstanden,
welches sich dann in der 24-well-Platte ausgebreitet hat. Da das System durch einen
Deckel geschlossen war, konnte das Gemisch nicht entweichen, sich aber innerhalb
der Testeinheit ausbreiten. Dies koénnte die gleiche Wirkung in allen
Testkonzentrationen und der Kontrolle erklaren.
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In diesem akuten Toxizitatsversuch wurden allerdings Konzentrationen getestet, die
um den Faktor 1000 héher liegen als bei der Verwendung von Ldsemitteln zur
Applikation erlaubt ist. Es ist sehr gut mdglich, dass bei der Verwendung von max.
100 mg/L im Vergleich zur Kontrolle keine Mortalitaten aufgetreten waren.

Trotzdem wurde die Verwendung von Ethylacetat fir den chronischen Versuch nicht

weiter bertcksichtigt.

4.2 Chronische Toxizitatsversuche

4.2.1 Spiked water vs. Spiked Sediment

Bei den chronischen Toxizitatsversuchen wurde, anders als von der Richtlinie OECD
225 angegeben, das jeweilige Lésemittel in die Wasserphase appliziert (spiked
water) anstatt in das Sediment eingearbeitet (spiked sediment). Weiterhin wurde
zwar ein statischer Test durchgefiihrt, die Lésemittel aber Uber die Testdauer im
Abstand von einer Woche erneut zugegeben (Tag 0, 7, 14 und 21). Bei der Zugabe
von Lésemitteln zum Sediment wird dieses auf einen Anteil Quarzsand appliziert.
Das Lésemittel lasst man vollstandig abdampfen, bevor man den Quarzsand in das
restliche Sediment einmischt. Man geht davon aus, dass dadurch Effekte des
Lésemittels auf den Testorganismus verhindert werden. Ziel dieser Arbeit war es
hingegen eine Aussage Uber die Effekte von Ldsemitteln zu gewinnen und das
mogliche Risiko einer nicht vollstdndigen Abdampfung am Sediment zu erfassen.
Aus diesem Grund wurde das Ldsemittel in die Wasserphase appliziert und dies
auch wochentlich wiederholt, um eine Exposition Uber den gesamten

Versuchszeitraum zu erhalten.

4.2.2 Methodik zur Austreibung der Wirmer aus dem Sediment

Die Methodik, mit welcher das Sediment nach Wirmern durchsucht wurde, spielt in
Bezug auf das Versuchsergebnis eine groBe Rolle. Die Richtlinie gibt hier vor, eine
funktionierende Methode zu wahlen, d.h. eine Methode, die sicherstellt, dass auch
alle Warmer gefunden werden. Nicht gefundene Wirmer werden als tote Wirmer
gezahlt. Bei der ersten Durchfihrung des Versuchs konnte aufgrund der
verwendeten Sedimentmenge von 350 g nicht sichergestellt werden, dass auch alle
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Wiirmer gefunden wurden. Zudem war es sehr zeitaufwandig, diese Menge an
Sediment zu durchzusuchen. Die Verwendung eines Wasserbads und Austreibung
durch Warme flhrte nicht zum Erfolg. Auch der Einsatz eines Siebs ist nicht optimal,
da die Wirmer nur schwer ohne Verletzung daraus zu entfernen sind. Das Mittel der
Wahl ist die manuelle Suche in kleineren Sedimentportionen. Die Reduzierung der
Sedimentmenge auf 50 g im zweiten Durchgang hat entscheidend zum Erfolg
beigetragen. Portionsweise konnten kleinere Sedimentmengen dem Testgefal3
entnommen werden und vorsichtig mit einer Spritzflasche, welche mit Wasser befllt

war, aufgewirbelt werden.

4.2.3 Vergleich der Verwendung von DMF, DMSO und Aceton

Mit dem oben beschriebenen Ansatz (spiked water) wurde nur im Fall von DMF eine
Wirkung auf die Anzahl lebender/gefundener Wirmer am Testende ermittelt. Die
Testansatze wurden nur sparlich bellftet, um ein Ausstrippen der Ldsemittel zu
verhindern. DMF hat im Vergleich zu den anderen getesteten Losemitteln einen sehr
niedrigen Dampfdruck, er ist im Vergleich zu Aceton 60 Mal geringer. Der
Dampfdruck von DMSO ist allerdings genau so niedrig wie der von DMF, wobei hier
keine signifikante Wirkung ermittelt wurde. Es ist nicht gesagt, dass bei
richtlinienkonformer Durchfihrung des Tests und Applikation der Lésemittel ins
Sediment auch eine signifikante Wirkung ermittelt werden wirde. Nach der
Applikation sollten die L6semittel vollstandig aus dem System entweichen kénnen, so
dass sie tatsachlich nur als Hilfsvehikel fir die zu applizierenden Substanzen dienen.
Hierzu mUssten weitere Versuche mit spiked sediment durchgefihrt werden.

Bei der Verwendung von DMSO entwickelte sich wéahrend der kompletten
Versuchsdauer ein sehr charakteristischer Geruch. Was genau zur Entstehung des
Geruchs fahrte, ist bislang unklar. Die Anzahl der gefundenen Wirmer war zwar
vergleichbar mit der Kontrolle, dennoch ist dies im Vergleich zur Verwendung von
Aceton ein Nachteil. Es ist unklar, ob dieser Geruch eine Auswirkung auf andere
Testsysteme im selben Versuchsraum und das Personal hat.

Der Dampfdruck von Aceton ist im Vergleich zu DMF und DSMO um ein Vielfaches
héher, was den Vorteil hat, dass es relativ schnell aus dem System entweicht und
somit mit gréBerer Wahrscheinlichkeit und anders als DMF und DMSO gar nicht erst

ins Testsystem eingebracht wird.
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Aufgrund der Tatsache, dass DMF eine signifikante Wirkung zeigte und sich bei
Verwendung von DMSO ein charakteristischer Geruch bildete, erweist sich
schlieBlich Aceton als geeignet zur Applikation von schwer wasserldslichen
Testsubstanzen.
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