Originalarbeiten

Zinktoxizitit in Wissern

Originalarbeiten

Verdnderung der Zinktoxizitit in Wissern geringer und hoher
Wasserhdrte unter dem Einflufs eines synthetischen Huminstoffes

Thomas Meinelt, Georg Staaks, Angelika Stiiber

Institut fiir Gewisserdkologie und Binnenfischerei Berlin-Friedrichshagen, Miiggelseedamm 310, D-12587 Berlin

| Zusammenfassung

Im Ei-Brut-Test mit Zebrabarblingen wurde die Wechselwirkung
| Vvon Zink mit einem Huminstoff (HS) bei unterschiedlichen Wasser-
harten untersucht. In weichem ungepuffertem Wasser reduziert sich
die Toxizitat von Zink durch die Zugabe von 5 mg HS/l extrem.
Eine Nutzung von HS als Antidot bei Anwesenheit Fische gefarden-
der Zinkkonzentrationen in weichem Wasser ist somit moglich. In
hartem Wasser vermag der Huminstoff durch Wechselwirkung mit
den Hartebildnern seine entgiftende Wirkung und den protektiven
Effekt hoher Wasserhirten gegen Schwermetalle durch Bindung
hartebildender lonen (Ca?*, Mg**) an die Huminsauren zu verian-
dern. Die Toxizitit von Zink gegen Embryonon und Larven des Ze-
brabarblings wurde dabei erhoht.

Huminstoff; Zink; Ei-Brut-Test; Detoxifikation;
Wasserharte; Zebrabarbling

Schlagworter:

Abstract

Changes of Zinc Toxicity in Water of Different Hardness Influenced
by a Synthetic Humin Substance

In soft water Smg/l of a synthetic dissolved humic substance (HS)
| reduced the toxicity of zinc against zebrafish embryo and larvae.
The appliation of this HS as an antidot against fish hazardous zinc
concentrations particulary in soft water is possible. In hard water
the HS is able to change the detoxification effect of high water
hardness because of the interaction between the calcium and mag-
nesium ions and the HS. In this case the protective effect of high
water hardness against trace metals is reduced because of the adhe-
sion of hardness producing ions (Ca?*, Mg?*) with the HS.

Key words: Humic substance; zinc; embryo-larval-test; detoxifica-
tion; water hardness; zebrafish

1 Einfithrung

Zink ist ein Schwermetall, welches in geringen Konzentra-
tionen essentiell ist. Groflere Mengen dieses Metalls sind
fir aquatische Organismen toxisch. In Abwissern der In-
dustrie sowie des Bergbaus, die in die Umwelt gelangen,
kommt Zink haufig in potentiell toxischen, Schaden verur-
sachenden Konzentrationen vor (HOLCOMBE et al. 1979).
Uber die akute und die subchronische Toxizitit von Zink,
seine Wechselwirkung mit chemisch-physikalischen Was-
serparametern und anderen Schwermetallen liegen umfang-
reiche und zum Teil kontrir lautende Ergebnisse vor. HOL-
COMBE et al. (1979) weisen nach, dafl Zinkkonzentrationen
zwischen 2,6 und 534 pg/l in weichem Wasser keine signi-
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fikant nachteiligen Effekte auf Salvelinus fontinales aus-
iiben. Gegen Embryonen und Larven von S. fontinales re-
duzieren 1368 pg Zn/l das Uberleben bis zur 12. Woche
nach dem Schlupf, nicht jedoch das Wachstum allgemein.
EVERALL et al. (1989) fithren aus, dafd die Verringerung der
Zinktoxizitdt in hartem Wasser, verglichen mit der in wei-
chem Wasser, der erhohten externen Calciumkonzentration
zuzuschreiben ist. Ein sinkender pH-Wert erhoht nach An-
sicht dieser Autoren die Toxizitat von Zink. Gegenteiliges
finden BRADLEY und SPRAGUE (1985) sowie CUSIMANO et al.
(1986). Sie weisen nach, dafs steigende pH-Werte und sin-
kende Gesamthirtewerte die Zinktoxizitit erhéhen. So-
wohl die Wasserhirte als auch der pH-Wert in Interaktion
mit den Metallionen und den Verbindungen und Bindungs-
formen, in denen das Metall gegenwirtig vorliegt, verin-
dern die Aufnahmefihigkeit, Metabolisierbarkeit und Ex-
kretionsfahigkeit durch den Fisch. Dies ist auch ein Grund
dafiir, daff sich die Toxizitit vieler Metalle durch die zu-
nehmende Versauerung von Gewissern erhoht, Hohe Was-
serhirten bieten deshalb einen gewissen Schutz gegen eine
Schadmetalltoxizitit (SPEAR 1981; ALABASTER and LLOYD
1982; BRADLEY and SPRAGUE 1985). Nach CALAMARI et al.
(1980) scheint Calcium der Hauptmodifikator einer
Schwermetalltoxizitit zu sein. Der pH-Wert und die Was-
serhirte werden weiterhin dafiir verantwortlich gemacht,
in welcher Zeit und in welchen Verbindungen Zink aus-
fillt. Die Prazipitate sind fiir Fische mindergiftig (SPEAR
1981; BRADLEY and SPRAGUE 1985). CAMPBELL und STOKES
(1985) fithren aus, dafs der pH-Wert sowohl die Léslichkeit
als auch die Erscheinungsform von Metallen bestimmt.
Schwermetalle sind fiir aquatische Organismen am to-
xischsten, wenn sie in Ionenform vorliegen (HOWARTH and
SPRAGUE 1978).

Von Huminen, gelostem Detritus und anderen komplexen
organischen, aus Humifizierungsprozessen stammenden
Verbindungen (Humin- und Fulvosiuren) ist bekannt, daf3
sie durch ihre Fihigkeit, Metalle zu binden, in der Lage
sind, diese zu entgiften bzw. zur Entgiftung von Schadme-
tallen beizutragen. Bei Anwesenheit komplexierender Ver-
bindungen, insbesondere von Humin- und Fulvosiuren
(S1GG und STUMM 1991), werden metallorganische Kom-
plexe ausgebildet. Durch Austausch von Ionen und durch
Chelatisierung werden Komplexe erzeugt, in denen die Me-
talle nicht mehr als Kationen in Erscheinung treten (STEIN-
BERG und MELZER, 1992). Bekannt ist jedoch ebenfalls, dafl
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Humine in der Lage sind, ausgefillte und komplexierte
Metalle zu remobilisieren und in Losung zu halten.

Im Rahmen einer Mittelprisfung wurde 1991 ein syntheti-
scher Huminstoff (HS) auf seine subchronische Toxizitat
und Wechselwirkung mit der Zinktoxizitit unter Verwen-
dung zweier Testwisser unterschiedlicher chemisch-physi-
kalischer Zusammensetzung untersucht.

Die Aufgabenstellung lautete:

¢ Ermittlung der Toxizitit von HS gegen Fischeier und -lar-
ven;

e Priifung der Eignung von HS als Antidot gegen toxische
Zinkkonzentrationen;

o Ermittlung des Einflusses chemisch-physikalischer Was-
serparameter auf die Wirkungsweise von HS.

2 Material und Methodik

2.1 Vorversuche

In Vorversuchen erfolgte die Bestimmung der Toxizidt des
Huminates gegen Fische, Dazu wurde mit Hiife eines Ei-
Brut-Testes mit dem Zebrabirbling (Brachydanio rerio
HaMiLToN-BucHANAN) die NOEC von HS ermittelt. Die
Versuchsdurchfihrung verlief in Anlehnung an MEINELT
und STUBER (1991). Es wurden je 20 Eier des Zebrabirb-
lings in 50 m! Testmedium iiber 144 h mit 20 verschiede-
nen HS-Konzentrationen dekadischer Abstufung zuziiglich
einer Kontrollgruppe exponiert. Zur Sicherung eines aus-
reichenden Stichprobenumfanges erfolgte die Versuchs-
durchfithrung vierfach. Als Testkriterien kamen die Anzahl
lebender Embryonen und Larven sowie Abnormititen in
der Embryonalentwicklung in Betracht. Die Versuchsaus-
wertung erfolgte alle 24 h. Als Verdiinnungswasser wurde
Berliner Trinkwasser verwendet (chemisch-physikalische
Zusammensetzung siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Chemisch-physikalische Wasserparameter

Berliner Trinkwasser | rekonstituiertes Wasser
modifiziert nach I1ISO (1979)

0O, >5 mg/l > 5 mg/l

pH 7.3 6,75

T 26...27 °C 26 ...27 °C
Gesamthérte 17,3 °dH 3,5 °dH

308,8 mg CaCO4/l 62,5 mg CaCOy/l

NO5z~ 4,3 mg/ 0,2 mg/

NO,~ < 0,02 mg/l < 0,02 mg/l

NH,* < 0,1 mg/l < 0,05 mg/l

HS wurde tber Papierfilter filtriert, um die partikuldren Bestandteile
weitestgehend zu entfernen.

Zur Ermittlung der Zinktoxizitit gegen B. rerio wurden
analog zum o.g. Versuchsansatz je 5 Gruppen von Ze-
brabirblingseiern mit verschiedenen Zinkkonzentrationen
zuziiglich einer Kontrolle mit hartem Berliner Trinkwasser
und weichem rekonstituiertem Wasser exponiert.

2.2 Hauptversuche

Nach der in den Vorversuchen gewonnenen Kenntnis der
toxischen Konzentrationsstufen von Zink wurde in den fol-
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genden Tests die entgiftende Wirkung des Huminates un-
tersucht. Zur Priifung des Einflusses chemisch-physikali-
scher Wasserparameter kamen zwei Testwisser folgender
Charakteristik zum Einsatz:

3 Ergebnisse
3.1 Ermittlung der NOEC/LOEC

3.1.1 Toxizitat von HS

HS wirkt sich bis 900 mg/l nicht signifikant auf die Uber-
lebens- und Schlupfrate von Embryonen und Larven des
Zebrabirblings aus, dagegen werden ab 1 g HS/l die Uber-
lebensraten von Embryonen und Larven signifikant verrin-
gert (— Abb. I).zDie NOEC1 von HS ist auf 900 mg/! fest-
zusetzen (LOEC” 1000 mg/l).

In den exponierten Gruppen war eine erhohte Anzahl an
verpilzten toten Eiern feststellbar. Die Verpilzung (Sapro-
legnia ssp.) griff, wie auch in anderen Versuchen mit wei-
chem rekonstituiertem Wasser zu beobachten, z.T. auf le-
bende Eier iiber. In Bereichen von 50 bis 600 mg/l flockte
der Huminstoff aus, blieb jedoch in Konzentrationen von
tiber 600 mg/l in Losung. Der pH-Wert erhéhte sich in den
exponierten Gruppen von 7-7,5 auf 8-8,5.

Prozent Gberlebende Eier
&

NN 500 mg/l
104 - fva £ 900
MO 7 000 et

24 48 72 96 120 144
Expositionsdauer [h]

o

Prozent Gberlebende Larven
-y
=}

Expositionsdauer [h]
Abb. 1: Embryo-Brut-Test mit Brachydanio retio gegen verschiedene

HS-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle

! NOEC: No Observed Effect Concentration

LOEC: Lowest Observed Effect Concentration
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Abb. 2: Embryo-Brut-Test mit Brachydanio rerio gegen verschiedene
Zink-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle

3.1.2 Toxizitit von Zink

Zinksulfat war in Konzentrationen bis 20 mg Zn/l bei Ver-
wendung des harten Testwassers gegen Zebrabarblingseier
und -larven nicht signifikant toxisch (— Abb. 2). In hohe-
ren Zinkkonzentrationen waren am Boden der Versuchsge-
fifle Prizipitate feststellbar, welche sich aus den Hartebild-
nern und Zink zusammensetzen diirften. Da die verwende-
ten Konzentrationen die von uns ermittelte 96-h-LC50 von
18,18 mg Zn/l (15,62 ... 21,72 mg Zn/l) gegen adulte Ze-
brabirblinge iiberstieg, wurde von einer weiteren Er-
hohung der Zinkkonzentration Abstand genommen.

In weichem rekonstituiertem Wasser erwiesen sich Zink-
konzentrationen von <0,5 mg/l als signifikant toxisch ge-
gen Zebrabarblinge (— Abb. 3).

3.2 Antidotpriifung

Bei der gemeinsamen Exposition von 20 mg HS/I und ver-
schiedenen Zink-Konzentrationen, welche sich in Vorver-
suchen als nichttoxisch erwiesen, ist eine Steigerung der To-
xizitit ab 4 mg Zn/l signifikant (— Abb.4). Dies dufderte
sich durch eine geringere Schlupfrate sowie eine erhéhte
Sterblichkeit der Larven nach dem Schlupf. Zinkprizipi-
tate, wie in den Vorversuchen aufgetreten, sind unter HS-
Einfluf nicht zu beobachten.

Die Zugabe von verschiedenen HS-Konzentrationen zu den
in Vorversuchen als (wenn auch nicht signifikant) toxisch
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Abb. 3: Embryo-Brut-Test mit Brachydanio rerio gegen verschiedene
Zink-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle

bestimmten 2,5 mg Zn/l in rekonstituiertem weichem Was-
ser zeigt dagegen eine eindeutig entgiftende Wirkung des
Huminstoffes (— Abb. 5). Eine Zugabe von nur 5§ mg HS/l
erhohte die Uberlebensrate der Embryonen und Larven ge-
gen vor dem toxische 2,5 mg Zn/l in weichem Wasser sig-
nifikant. Eine weitere Erhohung der HS-Konzentrationen
fithrte zu keiner Verbesserung der Uberlebensraten bei den
Zebrabirblingen.

4 Diskussion

Der synthetische Huminstoff ist nichttoxisch und iibt keine
negativen Effekte auf Eier und Larven von Zebrabarblin-
gen bis zu einer Konzentration von 900 mg/l (NOEC) aus.
Der pH-Wert der Testlosung wird durch HS-Einfluf8 er-
hoht.

Zink ist in hartem Wasser bei neutralen pH-Werten in Kon-
zentrationen bis 20 mg/l nicht signifikant toxisch und fillt
z.T. mit den Hirtebildnern aus. Diese Ausfillungen wurden
von BRADLEY und SPRAGUE (1985) ebenfalls beobachtet.
Unter dem Einfluff des Huminstoffes werden Metallionen
der Hirtebildner an die Huminkompartimente gebunden,
wodurch einerseits das Bindungspotential der Huminkom-
partimente zu den Schadmetallen verringert und anderer-
seits die Mobilitdt dieser Metalle erhéht wird.

SIGG und STUMM (1991) verweisen darauf, dafl in vielen
Wissern die Konzentrationen von Ca%*- und Mg?*-Ionen
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Abb. 4: Embryo-Brut-Test mit Brachydanio rerio gegen verschiedene
Zink-Konzentrationen in Wechselwirkung mit 20 mg HS/

um viele Groflenordnungen hoher sind als diejenigen von
Spurenmetallen. Auf diesem Wege wird die Komplexbil-
dung Ligand/Spurenmetall durch den Uberschuff an Ca?*-
Tonen zuriickgedringt, obgleich eine hohere Affinitdt der
Liganden zu anderen Metallionen besteht. Dieser Effekt
tritt in weichem Wasser, in welchem nur geringe Ca*-Jo-
nenkonzentrationen vorliegen, nicht auf, In hartem Wasser
werden unter Anwesenheit von Liganden neben Schwerme-
tallionen auch Hirtebildner aus den Ausfillungen gelost
und an die funktionellen Gruppen der Humin- und Ful-
vosduren gebunden, so daff hohere Konzentrationen an
freien Zinkionen vorliegen. Dies erkldrt die gesteigerte To-
xizitit von Zink und das Fehlen der Prizipitate in hartem
Wasser unter HS-Einfluff, Die pH-Werterhohung konnte
zudem eine weitere Steigerung der Zinktoxizitit hervorru-
fen (BRADLEY und SPRAGUE 1985).

In weichem Wasser, in dem bereits 0,5 mg Zn/l hochtoxisch
auf Fische wirken, wird die Toxizitat durch die HS-Zugabe
verringert. Die Zinkionen werden, wie zu erwarten, durch
die geringermolekularen funktionellen Gruppen der Hu-
min- und Fulvosiduren komplexiert, verlieren bei der Reak-
tion mit der organischen Substanz ihren ionischen Charak-
ter und damit einen GrofSteil ihrer Toxizitit (RASHID 1971).
Ionen der Hirtebildner liegen in diesem weichen Wasser in
geringeren Konzentrationen vor, so daf§ sie nicht in der
Lage sind, die Bindungskapazitit der HS zu erschépfen.
Die stattfindende pH-Wertsteigerung erhoht die Toxizitat
der Zinkionen in weichem Wasser nicht. Die Huminstoffe
binden demzufolge die anwesenden Zinkionen.
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Abb. 5: Embryo-Brut-Test mit Brachydanio rerio gegen verschiedene
HS-Konzentrationen in Wechselwirkung mit 2,5 mg Zn/l
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