
Vom Labor ins Freiland Beitragsserie 

lysen die fiir den zu un te r suchenden  S tandor t  vor l iegenden  
o p e r a t i o n e l l  v e r f i i g b a r e n  D a t e n  (z.B. B o d e n p a r a m e t e r ,  
Wetterdaten)  zu erg/inzen [13]. 
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Zusammenfassung 
Huminstoffe, im Freiwasser im wesentlichen Fulvos~iuren, k6nnen 
auf Organismen einen f6rdernden oder auch einen hemmenden Ein- 
fluff ausiiben. Dies wurde an bakterienhaltigen Algenkulturen, 
ebenso wie an Nematoden-Kulturen nachgewiesen. Die ffir derar- 
tige Effekte verantwortlichen Strukturelemente der Hnminstoffe 
sind noch nicht bekannt. 
Fulvos~iuren k6nnen ferner als Mediatoren fi~r eine verst/irkte Bio- 
konzentration und - fiir aquatische Okosysteme noch bedeutsamer 
- fiir die Zunahme yon toxischen Wirkungen auftreten. Dies gilt 
nicht nut fiir den 6kologisch unbedeutenden Fall von akut-toxi- 
schen Wirkungen, sondern insbesondere auch fiir subletale Lang- 
zeitwirkungen. 

Schlagw6rter: Huminstoffe, Wirkung auf Algen und Nematoden; 
Fulvos~uren, Wechselwirkungen mit Pestiziden; Wachstumsf6rde- 
rung, Algen; Biokonzentration; Biokonzentration yon Xenobiotika, 
Erh6hung durch Fulvosfiuren; toxische Wirkung von Xenobiotika, 
Verstfirkung dutch Fulvos~iuren; Daphnia magna; Caenorhabditis 
elegans; Scenedesmus subspicatus 

Abstract 
Change of Bioconcentration and Effect of Pesticides in the Presence 
of Humic Substances 

Humic substances, in aqueous bodies primarily fulvic acids, may 
demonstrate an inhibitory as well as an actwating influence on or- 
ganisms. We present evidence with bacteria-containing algal cultu- 
res and with cultures of the nematode Caenorbabditis elegans. 
Structural elements of the fulvic acids which may be responsible for 
such effects are not yet known. 

Furthermore, the presence of fulvic acids may lead to increases in 
bioconcentration of xenobiotics. Increase in the toxicity of xeno- 
biotics in the presence of humic substances have also been descri- 
bed. We present studies applying lethal as well as sublethal toxicity 
endpoints. 

Keywords: Humic substances, effect on algae and nematodes; fulvic 
acids, interaction with pesticides; increase in growth, algae; bio- 
concentration; bioconcentration of xenobiotics, increase by fulvic 
acids; toxic effects of xenobiotics, increase by fulvic acids; Dapbnia 
magna; Caenorbabditis elegans; Scenedesraus subspicatus 
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1 Einleitung 

In aquatischen Systemen tibersteigt die Konzentration von 
totem organischem Material die der lebenden Materie um 
rund den Faktor 10 [1]. Der gr6f~te Teil der toten organi- 
schen Substanzen wird von Huminstoffen, Fulvo- und Hu- 
mins~iuren sowie Huminen gestellc In auf6illigem Gegen- 
satz zu dieser quantitativen Rolle steht das Wissen tiber die 
6kologische und 6kotoxikologische Bedeutung dieser che- 
misch schwer charakterisierbaren Substanzen. Aquatische 
Huminstoffe gelten landl/iufig als rekatzitrant (=widerspen- 
stig), und das im doppelten Wortsinne: widerspenstig hin- 
sichtlich eines mikrobiellen Abbaus und widerspenstig hin- 
sichtlich der wissenschaftlichen Aufkl~irung iiber die che- 
mische Natur und die 6kologische Rolle dieser Stoffe. Ver- 
gleichsweise h~iufig wurden und werden Huminstoffe im 
Prozef~ der Wasseraufbereitung, insbesondere der 
Chlorung, studiert, da sie als Vorl/iufer ftir mutagene Sub- 
stanzen gelten (vgl. z.B. I2]). 

Im folgenden werden einige neue Ergebnisse zu folgenden 
Bereichen vorgestellt, ohne den Anspruch auf Vollst/indig- 
keit zu erheben.1 

1. Direkte Wirkung von Huminstoffen auf Algen und Ne- 
matoden. Unter direkter Wirkung sind hier Effekte 
ohne PSM zu verstehen. 

2. Ver~inderung der Biokonzentration von PSM in Anwe- 
senheit von Huminstoffen, 

3. Ver/inderung toxischer Eigenschaften yon PSM in An- 
wesenheit yon Huminstoffen. 

2 Wirkung  v o n  H u m i n s t o f f e n  

Aquatische Huminstoffe - vorherrschend sind Fulvos~iuren 
- k6nnen eine auff/illige unmittelbare Wirkung entfalten. In 
bakterienhaltigen Tests mit der coccalen Grtinalge Scene- 
desmus subspicatus wurde ihr Wachstum in Anwesenheit 
von Fulvosiiuren aus dem Wasserwerk Fuhrberg bei Han- 
nover getestet. Erwartet wurde, daft steigende Fulvos~iure- 
Konzentrationen dutch Lichtabschw/ichung einen deutlich 
verminderten Zuwachs an Algenbiomasse bewirken wtir- 
den. In der bakterienhaltigen Algenkuhur trat in einem 
Doppelansatz aber genau das Gegenteil ein: Das Algen- 
wachstum wurde auff/illig gef6rdert (-+ Abb. 1). 

Es wird vermutet, dal~ die verwendeten Fulvos/iuren von 
Bakterien verwertet werden konnten und daft m6glicher- 
weise die Bakterien durch Exkrete ihrerseits das Algen- 
wachstum f6rderten. 

Eine Wirkung von Fulvosiiuren ist jedoch nicht nur auf Mi- 
kroorganismen beschr/inkt. So untersuchten HOESS et al. 
[4] Wirkungen von Fulvos/iuren aus unterschiedlichen 
Quellen auf Caenorhabditis elegans (Nematoda) in Fliissig- 
kulturen [5]. Als Toxizit/itsendpunkt diente die Zahl der 

n Teile der vorgestelhen Ergebnisse wurde durch DFG-Stipendien an C. St. im 
Rahmen des Schwerpunktprogrammes .ROSIG" (Refrakt~ire organische Sfiu- 
ren in Gewiissern) erm6glicht. Hierfiir sei der DFG herzlich gedankt. 
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Abb. 1: Zunahme des Algenbiomasse yon Scenedesmus subspicatus in 
Abh/ingigkeit yon der Konzentration an Fulvos/iuren aus dem 
Wasserwerk Fuhrberg in einer bakterienhaltigen Kultur (aus 
[31) 

Nachkommen pro Wurm. Den signifikanten Ergebnissen 
zufolge traten alle drei denkbaren M6glichkeiten auf: 

�9 keine Ver/inderung in der Nachkommenzahl, wie bei der 
Fulvos~iure aus Furhberg (-~ Abb. 2a), 

�9 F6rderung der Reproduktion bei den Nematoden, wie 
bei der Fulvos/iure eines Waldboden-Sickerwassers aus 
der Region Bayreuth (-+ Abb. 2b) und 

�9 Hemmung der Reproduktion, wie bei der Fulvos~iure aus 
dem Hohlohsee, einem Hochmoorsee im Nordschwarz- 
wald (--~ Abb. 2c). 

Uber die Ursachen ftir diese Phfinomene, welche Struktur- 
elemente beispielsweise dafiir verantwortlich sein k6nnten, 
herrscht bislang noch keine Klarheit. Often ist auch, ob es 
tiberhaupt Huminstoffe sind oder ,,nur" wirksame Sub- 
stanzen, die bei der Isolation mit den Huminstoffen ange- 
reichert werden. 
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Abb. 2a: Fulvosiiuren aus dem Wasserwerk Fuhrberg 
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Abb. 2b: Fulvosfiuren eines Bodensickerwasser aus 
der Region Bayreuth 
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Abb. 2c: Fulvos~iuren aus dem Hohlohsee ,  einer 
Hochmoorschlenke im Nordschwarzwald 

Abb. 2a-c: Ver~inderung der Nachkommenzah l  von Caenorhabditis 
elegans in Abhfingigkeit v o n d e r  Herkunft  der Fulvosfiure 
und deren Konzentration 

3 Ver~inderung der Biokonzentration von PSM in 
Anwesenheit von Huminstoffen 

Die Assoziate zwischen Huminstoffen und Pflanzenschutz- 
mittel vergr6t~ern die apparente Molekiilgr6f~e, wodurch 
die Biokonzentration 2 verringert werden k6nnte, da die 
Membrandurchg~ingigkeit herabgesetzt ist. Dieser Effekt ist 
hfiufig beobachtet worden [6-12]. 

Gelegentlich treten allerdings auch Verstfirkungen der Bio- 
konzentration und Bioakkumulation in Gegenwart von 
Huminstoffen auf. Der erste Fall wurde fiir den PAK Me- 
thylcholanthracen von LEVERSEE [13] berichtet, wobei ver- 

2 Biokonzentration ist die Aufnahme von Xenobiotika durch Membranen oder 
Epithelien. Bioakkumulation ist Biokonzentration sowie zuztiglich die Auf- 
nahme yon Xenobiotika iiber die Nahrung. 

schiedene Versuche, diese Ergebnisse zu reproduzieren, 
fehlschlugen [7]. Zwischenzeitlich wurden verschiedene 
Chemikalien und Huminstoffe unterschiedlicher Herkunft 
auf diese Phfinomene hin getestet. Interessanterweise traten 
Erh6hungen der Biokonzentration auch mit Fulvosfiuren 
mit relativ kleinem apparenten Molekulargewicht (wie der 
Fulvosfiure aus Fuhrberg) und bei PSM mit vergleichsweise 
geringer Lipophilie, bzw. guter Wasserl6slichkeit, auf. 

Bei dem Triazin Terbutylazin erh6hte sich die Biokonzen- 
tration gegeni~ber dem Zebrab~irbling in Anwesenheit von 
Fulvos~iuren aus Fuhrberg um 20 % [14]. 

Als Mechanismen fiir die Erh6hung von Biokonzentratio- 
nen kommen Ver~nderungen von Membrandurchlfissigkei- 
ten infrage. Hierbei ist es denkbar, daf~ die Membran- 
durchl~issigkeit sowohl allein durch die Huminstoffe als 
auch durch das Huminstoff-Xenobiotikum-Assoziat ver- 
gr6f~ert wird. Letzteres vermutet WERSHAW [15, 16], der ein 
Mizelien-Modell fiir Huminstoffe vorschl~igt, das entfernt 
an Biomembranen erinnert. Huminstoffe wirken somit ent- 
weder indirekt als Vermittler oder direkt als Carrier bei der 
erh6hten Biokonzentration in limnischen Tieren. Auch fiir 
die hier beschriebenen Effekte steht eine endgfiltige und 
iiberzeugende Erklfirung noch aus. Denn das WERSHAW- 
Modell greift erst bei h6heren Huminstoffkonzentrationen, 
Effekte traten - wie geschildert - allerdings h~ufig schon im 
niederen Konzentrationsbereich auf. 

4 Ver~inderung toxischer Eigenschaften von PSM 
in Anwesenhei t  von Huminstoffen 

Nach dem Chemikalien- sowie dem Pflanzenschutzmittel- 
gesetz ist die Biokonzentration/-akkumulation bereits eine 
Wirkung und Erh6hungen dieser Gr6t~e werden negativ be- 
wertet. Als deutlich alarmierender mi~ssen dann m6gliche 
Verst~irkungen der toxischen Wirkung von Xenobiotika 
gelten. Die ersten, die fiber eine Erh6hung toxischer Wir- 
kungen berichteten, waren STEWART [17], KUKKONEN und 
OIKARI [9], OIKARI et al. [18] sowie STEINBERG et al. [19]. 

Beispielsweise wurde die akute Toxizit~it von 2,4-Dichlor- 
phenol von 2,8 auf 2 mg/1 signifikant herabgesetzt, wenn 
Fluka-Huminstoffe (5 mg/1) im System vorhanden waren. 
Interessanterweise trat dieser Effekt auf, wenn Chemikalie 
und Huminstoffe vor dem eigentlichen Test 60 Stunden zu- 
sammenwirken konnten. Bei zwei Stunden Wirkzeit vor 
dem Test trat dieser Effekt (noch) nicht auf (--~ Abb. 3). 
Vergleichbare Effekte lfingerer Kontaktzeiten wurden auch 
von anderen Autoren beobachtet [z.B. 6, 9]. Als Wirkme- 
chanismen werden diskutiert: 

�9 Erh6hung der Biokonzentration/akkumulation, i~ber die 
oben bereits berichtet wurde, sowie 

�9 umweltchemische Verfinderungen des Ausgangsxenobio- 
tikums dutch die Huminstoffe. Bekannt ist in diesem Zu- 
sammenhang, daf~ Huminstoffe als sogenannte Photo- 
sensitizer wirken k6nnen, d.h. sie bewirken eine indirekte 
Photooxidation des Xenobiotikums, wobei die Tochter- 
xenobiotika ein deutlich h6heres toxisches Potential als 
die Ausgangsstoffe zu haben scheinen [19-22]. 
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Verfinderung der akuten Toxizitfit von 2,4- Dichlorphenol ge- 
geniiber Daphnia magna durch die Anwesenheit yon Fluka- 
Hnminstoffen (FL-HS)(aus [19]) 

Allerdings mug es noch weitere Wirkmechanismen geben, 
da bei 2,4-DCP keine Erh6hung der Biokonzentrat ion ge- 
funden wurde und die Vortestphase im Dunklen ablief, also 
keine indirekte Photolyse vor dem eigentlichen Test m6g- 
lich war. 

Die genannten akut- toxischen Tests arbeiteten mit Schad- 
stoffkonzentrat ionen,  die gliicklicherweise nicht gew~isser- 
relevant waren. Dies liegt mit Sicherheit an den gewfihlten, 
wenig sensit iven Toxiz i t / i t sendpunkten.  Bei der  Anwen-  
dung von 6kologisch sinnvolleren,  komplexen Toxizitfit- 
s endpunk ten ,  wie dem quant i t a t iven  Verhahen  yon Fi- 
schen, lassen sich inzwischen regelm~if~ig Effekte auch in 
gew~isserrelevanten Xenob io t ikakonzen t r a t i onen  messen 
[20-23].  Hfiufig verst~irken aquatische Huminstoffe die Ef- 
fekte der Chemikalien. Bei Terbutylazin wurde dieser Ef- 
fekt inzwischen in Anwesenhe i t  von Humins to f fen  yon 
zwei verschiedenen Herkiinften (Fluka und Fuhrberg) be- 
obachtet .  Die Fluka-Huminstoffe  verst~rkten die Irri tat ion 
im Schwimmverhal ten des Zebrab/ i rbl ings  (Danio rerio) 
[21], wfihrend TBA in Anwesenhei t  der Fuhrberger  Ful- 
vosfiure auf einzelne Verhal tenskomponenten unterschied- 
lich wirkte: Die Bevorzugung von dunklen Habi ta ten  ver- 
st~.rkte sich (--~ Abb. 4), die Motilit~it nahm dagegen ab. 
Ffir die Bevorzugung von dunklen Habi ta ten konnte eine 

Abb. 4. Ranking der Befunde aus der quantitativen Verhaltensmes- 
sung, hier: Bevorzugung dunkler Habitate, mit der Hasse-Dia- 
gramm-Technik. Die dunklen Kreise stellen die Tests dar, in de- 
nen 2 mg/l Fuhrberg-Fulvosfiuren-DOC zugesetzt wurde. Von 
unten nach oben nimmt die lntensit/~t der Reaktion der Fische 
zu. Der verst~rkende Effekt dutch die Fulw>sfiure wird deut- 
lich. Kreise, die nicht verbunden sind, stellen Experimente dar, 
in denen eine Reaktion der Fische zeitlich unterschiedlich aus- 
rid. (aus [22]) 

Mit  dem Ranking in Abb. 4 haben wir ein Verfahren vor- 
gestelh, mit dem verschiedene umweltchemische und 6ko- 
tox ikologische  Ergebnisse getrennt  und in Kombina t ion  
mi te inander  vergleichend bewerte t  werden k6nnen (vgl. 
u.a. [25]). Auf dieses Verfahren ~ i r d  an anderer  Stelle noch 
etwas ausfiihrlicher eingegangen [25]. 

Wenn auch noch sehr viele Zusammenh/ inge hinsichtlich 
der Wirkungen aquatischer Huminstoffe often, bzw. unbe- 
kannt  sind, so dar f  man eines nicht: Sie in ihrer 6kologi-  
schen Rolle und ihrer indirekten toxikologischen Bedeu- 
tung auf~er acht lassen. 

5 

(11 

12l 
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Note Added in Proof 

Die Effekte der Huminstoffe auf die Entwicklung von Caenorabditis 
elegans k6nnen mechanistisch bislang nicht erkl/irt werden. Denkbar 
w/ire, daft bestimmte Phytohormone mit der Isolation der Humin- 
stoffe angereichert werden. Line 6strogene Wirkung, wie sie mit dem 
Test der transgenen Hefe erfaflt werden kann, kann ausgeschlossen 
werden [27]. Das gleiche gilt fiir pH-Wert- oder Salzeffekte, die sich 
aus dem Test selbst ergeben k6nnen [28]. 
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