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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Umweltchemikalien mit endokriner Wirkung

»Ein Hormon ist eine physiologisch aktive Substanz, die in speziellen Organen
produziert und mit dem Blut zu Zielorganen transportiert werden kann, wo sie ihre
spezifische Wirkung bei niedrigen Konzentrationen entfaltet. Das endokrine
System ist demnach ein biologisches Regulationssystem, é&hnlich dem
Nervensystem.” (JCIA 1997)

Seit Beginn der 90er Jahre werden Stérungen des Hormonsystems, verursacht durch
Umweltchemikalien mit endokriner Wirkung, von Wissenschaftlern und der interessierten
Offentlichkeit mit besonderer Aufmerksamkeit beobachtet. Es handelt sich um Substanzen,
die durch eine den Hormonen &hnliche Wirkung charakterisiert sind und die aus diesem
Grund die Bezeichnung ,endokrine Disruptoren® tragen.

Der Begriff der hormonellen Wirksamkeit beschrénkte sich zunéchst auf die Betrachtung von
in-vivo-Effekten:

,Eine endokrin oder hormonell wirksame Umweltchemikalie wird definiert als ein
von auf3en zugefiuhrter Stoff, der in Synthese, Ausscheidung, Transport, Bindung,
Wirkung oder Eliminierung von nattrlichen Hormonen in den Kdrper eingreift, die
fur die Aufrechterhaltung des hormonellen Gleichgewichtes, die Fortpflanzung,

die Entwicklung und/oder das Verhalten verantwortlich sind.” (EPA 1995)

Ebenfalls bezogen auf den Einzelorganismus, jedoch unter Berlicksichtigung der Wirkung
auf seine Nachkommen, werden endokrine Wirkungen gemall folgender Definition

verstanden:

+Ein endokrin (hormonell) wirksamer Stoff ist eine von aullen zugeflihrte
Substanz, die zu gesundheitsschadlichen Effekten in einem intakten Organismus
oder in seinen Nachkommen fihrt, aufgrund von Veradnderungen in den

endokrinen (hormonellen) Funktionen.” (Tattersfield et al. 1997)
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Die dkotoxikologische Relevanz dieser auch als ,Pseudohormone” bezeichneten Substanzen
erforderte allerdings eine erweiterte Betrachtung der Wirkungen auf der Ebene von

Populationen, wie sie durch folgende Definition gegeben ist:

»Ein Pseudohormon ist eine von aul3en zugeflihrte Substanz, die die endokrinen
(hormonellen) Funktionen veréandert und schadliche Effekte auf der Ebene des
Organismus, seiner Nachkommen und/oder (Unter)populationen von Organismen
verursacht.* (EPA 1997)

Die meisten bisher bekannten endokrinen Disruptoren sind dstrogener Natur, d.h. sie wirken
wie das weibliche Geschlechtshormon Estradiol. Beispiele solcher bekannter und
potenzieller Xeno6strogene sind in sehr verschiedenen Verbindungsklassen zu finden. Unter
anderem zéhlen zu ihnen Pestizide (z.B. Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT), Toxaphen,
Atrazin), Industriechemikalien (z.B. Alkylphenole, Bisphenol A, Polychlorierte Biphenyle
(PCBs), Nitrotoluol, Tributylzinn (TBT)), Schwermetalle (z.B. Blei, Cadmium) und nicht zu
vergessen synthetische Steroidhormone (z.B. Ethinylestradiol (EE), Diethylstilbestrol (DES))
(Greim 1998, Gist 1998). Sie alle haben eine direkte oder indirekte hormonelle Wirkung auf
Mensch und Tier und sind so in der Lage, das Hormongleichgewicht des Organismus zu
storen (Fent 1998, Oehlmann et al. 1996).

In verschiedenen Publikationen wird von Abnormalitdten bei Invertebraten, Fischen,
Amphibien, Reptilien, Vogeln und Saugern berichtet, die auf die hormonelle Wirkung von
Umweltchemikalien zurlickzufiihren sind. Die gleichzeitige Ausbildung von méannlichen und
weiblichen Reproduktionsorganen sowie die Anderung des Geschlechts und ein daraus
resultierender Rickgang der Populationen einer marinen Gastropodenart konnte in
verschiedenen Arbeiten auf den Einfluss von TBT zurtickgefiihrt werden (Bryan et al.1986,
Bettin et al. 1996, Gibbs et al. 1988, Matthiessen & Gibbs 1998). Einige Forschergruppen
stellten Anzeichen fir Feminisierung oder Maskulinisierung von Fischen fest, die Haushalts-
und Industrieabwassern ausgesetzt waren (Bortone et al. 1989; Purdom et al. 1994, Harries
et al. 1996 & 1997). Ebenfalls berichtet wurde von Stérungen der sexuellen Differenzierung
beim méannlichen Karpfen (Cyprinus carpio), dessen verschiedene Entwicklungsstadien dem
Alkylphenol 4-tert-Pentylphenol (TPP) ausgesetzt wurden (Gimeno et al. 1997). Ahnliche
Untersuchungen liegen fur die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) und die Rotfeder
(Rutilus rutilus) vor (Routledge et al 1998). Goldfische, die den mit dem Phyto6strogen
[3-Sitosterol kontaminierten Abwéassern einer Papierbleicherei in Kanada ausgesetzt waren,
zeigten ebenfalls Reproduktionsfehlfunktionen, die auf die endokrine Wirkung dieser

Substanzen hinweisen (MacLatchy et al. 1997).
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Weltweite Abnahmen der Amphibienpopulationen aufgrund von Xenodstrogenen wurden
bereits Anfang der 90er Jahre publiziert (Blaustein & Wake 1990, Wake 1991) und durch
diverse Studien belegt. So zeigte beispielsweise der afrikanische Krallenfrosch Xenopus
laevis sowohl nach Exposition gegentiber dem synthetischen Hormon DES, als auch nach
Behandlung mit Toxaphen und Dieldrin erhéhte Vitellogenin-Konzentrationen im Serum.
Intersexualitat bei der Frosch-Spezies Acris crepitans auf mit PCB und polychlorierten
Dibenzofuranen belasteten Untersuchungsflachen wurde von Reeder et al. (1998) publiziert.
Clark et al. (1998) fanden Veranderungen der Wollff’schen und Miller'schen Gange bei den
Larven von Tigersalamandern (Ambystoma tigrinum) unter dem Einfluss von
Dichlordiphenyldichlorethen (DDE) und dem Pestizid DDT. Letzteres fiihrte ebenfalls zu
einer Verweiblichung von Seemdwenembryos (Fry & Toone 1981) sowie der Ausbildung
abnormaler Reproduktionsorgane der Végel (Fent 1998). Sublethale Konzentrationen von
Dioxin und dioxin-verwandten Substanzen in den Eiern von Reihern, Kormoranen und Adlern
verursachten Fehlbildungen bei deren Embryonen (Henshel 1998), wodurch das Uberleben
der wildlebenden Populationen dieser Vogelarten in Kanada geféahrdet ist. Unter dem
Einfluss diverser hormonell wirksamer Substanzen wurden verschiedene Veranderungen der
Reproduktionssysteme wildlebender Reptilien und Séuger gefunden, darunter verkleinerte
Penisse bei Alligatoren in Florida (Guillette et al. 1994, Vonier et al. 1996) und
Kryptorchismus (Fehlen eines oder beider Hoden im Scrotalfach) beim Florida Panther (Earl
Gray et al. 1998). Ebenfalls dokumentiert wurden morphologische Abnormalitdten der
Reproduktionsorgane bei Nerzen und Ottern in Nordamerika, die signifikant mit den PCB-

Konzentrationen im Gewebe dieser Tiere korrelierten (Harding et al. 1999).

1.2 Nonylphenol

1.2.1 Vorkommen in der Umwelt

Zu den Umweltchemikalien, die dieselbe Wirkung zeigen, wie das weibliche
Geschlechtshormon 17f3-Estradiol, gehdren Abbauprodukte von Alkylphenolethoxylaten
(APEOQ), darunter auch die Chemikalie Nonylphenol (NP) (Soto et al. 1991). Als Nonylphenol
wird eine Stoffgruppe bezeichnet, die durch die Summenformel C;5H,,0 beschrieben wird,
jedoch unterschiedliche Strukturen annehmen kann (Abb. 2). Jahrlich werden weltweit etwa
3 Mio. t APEOs produziert, davon etwa 80.000 t in der EU. Diese nichtionischen
Detergenzien machen rund 5% des gesamten Tensidmarktes aus und kommen in
industriellen Wasch- und Reinigungsmitteln, Farben und Lacken, als Textilhilfsmittel, in der
Lederindustrie, in Agrochemikalien und anderen industriellen Bereichen zum Einsatz. Die
Produktion von Nonylphenol in der EU betrug im Jahr 1995 64.000 t (Fent 1998).
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Die Substanz wird zur Ethoxylat-Herstellung und als chemisches Zwischenprodukt fur Harze
und Additive verwendet, ist aber auch als toxischer Metabolit des unvollstdndigen
mikrobiellen APEO-Abbaus im Klarschlamm zu finden, von wo es wieder in die Umwelt
gelangt (Giger et al. 1987). Untersuchungen von Klarschlamm in der Schweiz ergaben NP-
Konzentrationen von 0,4 bis 2,5 g/kg vor 1985, in Klaranlagenauslaufen wurden 36 bis
202 pg/L gemessen (Giger et al. 1984). Nach dem Verbot in Waschmitteln in der Schweiz
gingen die Konzentrationen im Klarschlamm hier Ende der 90er Jahre auf 0,1 - 0,2 g/kg
zuriick. Seit Mitte der 90er Jahre rechnet man in Klaranlagenauslaufen in Deutschland und
der Schweiz mit NP-Konzentrationen von unter 1 — 15 pg/L (Fent 1995). Die Angaben Uber
die NP-Konzentrationen im Wasser variieren stark und reichen von Nanogramm bis
Milligramm pro Liter (Naylor et al. 1992). So ergaben beispielweise Messungen in
30 FlieRgewassern in den USA NP-Konzentrationen von bis zu 0,64 ug/L, der
Durchschnittswert betrug 0,21 pg/L. In 72 % der untersuchten Sedimente wurden zwischen
<2,9und 2.960 pg/kg Nonylphenol gefunden (durchschnittliche Konzentration: 162 pg/kg)
(Naylor 1995). Messungen im Unterlauf des Fraser Rivers (British Columbia, Kanada) ober-
und unterhalb eines Klaranlageneinleiters ergaben im triiben Wasser NP-Gehalte zwischen
18.400 und 27.500 pg/L. Nach Sedimentation der Schwebstoffe wurden lediglich
Konzentrationen von 0,066 — 1,3 pg/L gemessen (Sekela et al. 1999). In mit Abwassern aus
der Textilindustrie belasteten Fliissen in Grof3britannien traten Werte von 50 - 180 pg/L auf,
in Oberflachengewassern wurden maximal 53 pug/L gefunden (Harries et al. 1997). Das
Wasser im Hafenbecken von Boston (USA) wies Werte zwischen 5 und 45 pg/L auf
(Baldwin 1997) und Messungen im Fluss Glatt (Schweiz) ergaben Werte von 1 bis 10 ug/L
(Ahel et al. 1994a, b). Heute sind in Flussen Deutschlands und der Schweiz im Mittel unter
0,1 — 1 pg/L Nonylphenol zu finden (Fent 1995).

1.2.2  Effekte von Nonylphenol

Die endokrine Wirkung von Nonylphenol wurde fur Vertreter der Vertebraten, insbesondere
fur Fische, in zahlreichen Studien nachgewiesen. Jobling et al. (1996) und Harries et al.
(1997) setzten mannliche Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) dstrogenen
Verbindungen aus bzw. exponierten sie einem stark durch Alkylphenole belasteten Fluss und
stellten signifikant hohere Vitellogenin-Konzentrationen im Blut der Fische fest. Au3erdem
wiesen exponierte Fische eine reduzierte HodengréfRe auf. Wie von White et al. (1994)
gezeigt wurde, wird die Vitellogenin-Synthese von 6strogen wirksamen Substanzen
beeinflusst. Die LOEC-Werte liegen etwa bei 10 — 20 pg/L und damit um den Faktor 10 — 100
Uber den gegenwartigen in FlieBgewassern in Deutschland und der Schweiz auftretenden
NP-Konzentrationen (Fent 1998).
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Bei NP-Konzentrationen von 100 pg/L kam es beim Japanischen Medaka (Oryzias latipes)
im Laborexperiment zur gleichzeitigen Ausbildung mannlicher und weiblicher Gonaden
(Gray & Metcalfe 1997). Die 6strogene Wirkung von Nonylphenol sowie das vereinzelte
Auftreten von Intersex, Maskulinisierung und Feminisierung auf die Nachkommen von

exponierten Regenbogenforellen wurde von Schwaiger & Negele (2000) nachgewiesen.

Die Effekte von Nonylphenol auf Invertebraten werden bisher in der Literatur kontrovers
diskutiert. Fur verschiedene Vertreter der Gattung Daphnia wurden unterschiedliche
Toxizitatswerte publiziert (Abb. 1). Baldwin (1997) stellte fest, dass es bei Individuen von
Daphnia magna, die in ihren frilhen Entwicklungsstadien mit 4-Nonylphenol (100 pg/L)
belastet wurden, zu einer Beeintrachtigung der Reproduktion kam. Allerdings fiihrte nach vier
Tagen ein eventueller Gewohnungseffekt zu einer Angleichung der Reproduktion der
belasteten Gruppen an die Kontrollen. Eine weitere Studie mit Daphnia magna fiihrte bei NP-
Konzentrationen > 150 pg/L zu 100 % Mortalitdt nach 48 h. Bei 10 bis 100 pg/L wurden nach
30 Tagen verminderte Reproduktionsraten, geringe Uberlebensraten und Deformationen des
Bewegungsapparates beobachtet (Shurin & Dodson 1997). Die Angaben fir die Toxizitat bei
Daphnia magna schwanken stark. Comber (1993) gibt fir die akute Toxizitdt EC 50-Werte
von 300 pg/L (24 h) bzw. 190 ug/L (48 h) an. Fur die chronische Toxizitat wurde ein NOEC-
Wert von 24 ug/L (21 d) ermittelt. Kopf (1997) flhrte mehrere Biotests mit Vertretern
verschiedener trophischer Ebenen durch und fand EC 50-Werte zwischen 56 pg/L fur die
Grinalge Scenedesmus subspicatus (Wachstumshemmung) und 4.900 pug/L  flr
Leuchtbakterien (Abnahme der Biolumineszenz). Der EC 50-Wert (24 h) fir Daphnia magna
(Immobilisation) betrug 200 pg/L. Zwei unabhéngig voneinander durchgefihrte Daphnien-
21 d-Reproduktionstests ergaben signifikant niedrigere Reproduktionsraten im Vergleich zu
den Kontrollen bei NP-Konzentrationen von 10 bzw. 100 pg/L. Der NOEC-Wert lag hier bei
1 pg/L, der EC50-Wert bei 4,8 ug/L (Kopf 1997). Jaser (unveroffentlicht) fand fir
Copepoden-Nauplien einen EC 50 (24 h) von 382 pug/L (Schwimmhemmung). Fur
Ceriodaphnia reticulata ergab sich ein EC 50 (24 h) von 248,2 ug/L. Etwas empfindlicher war
Daphnia longispina (EC 50 (24 h): 122,2 pg/L). In 3-Generationen-Tests konnte fur
Ceriodaphnia reticulata bei NP-Konzentrationen bis 213 pg/L keine Wirkung auf die
Reproduktion, Dauer der Juvenilphase und Mortalitdt der Jungtiere gezeigt werden.
Radix et al. (eingereicht) stellten fur die Rotatorien-Spezies Brachionus calyciflorus bei
einem EC 50 (72 h) von 600 pg/L Veranderungen hinsichtlich des Verhéaltnisses amikitischer
und miktischer Weibchen fest, woraus eine Verénderung der Reproduktion resultierte. Ein
Hefe-Test zur Erfassung der Ostrogenitat von Nonylphenol fiihrte ab Testkonzentrationen

von 2.960 pg/L zu positiven Ergebnissen (Rehmann et al. 1999).
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Eine Zusammenfassung der aquatischen Toxizitdt auf Daphnia spp., der 6strogenen
Wirkungen und der Bioakkumulation von Nonylphenol gibt Servos (1999) (Tab. 1). Diese
Ergebnisse beruhen jedoch ausschlieRlich auf Laborexperimenten, deren Ubertragbarkeit

auf natirliche Okosysteme fragwiirdig ist.

NP-Konzentration [pg/L]

500
.
TS 'S
400
300 - *
200 ~ . * s
S ¢ . S
*
100 s . .
* *
ot .
NOEC NOEC EC 50 EC 50 EC 50 LC 50 LC 50 LC 50 LC 50
21d 48 h 24 h Repr. 48 h 7d 14 d 28d

Abb. 1: Toxizitdtswerte von Nonylphenol fir Daphnia sp.

Fur die Beurteilung des Gefahrenpotentials hinsichtlich der nachhaltigen Veranderung
naturlicher Biozonosen liegt bislang nur eine Studie vor, die Effekte auf verschiedene
Zooplanktonorganismen bei umweltrelevanten Konzentrationen nahelegt (O’Halloran et al.
1999). In einer umfangreichen Untersuchung mit Litoral-Enclosures wurde die Wirkung von
Nonylphenol auf Zooplankton, Makroinvertebraten und Fischlarven untersucht. Durch
wiederholte Applikationen wurden nominale NP-Konzentrationen von 3 bis 300 pg/L
angestrebt, tatsachlich erreicht wurden 5+ 4, 23+ 11, 76 £ 21 und 243 + 41 ug/L. Bei den
beiden niedrigen Konzentrationen konnte kein Effekt auf das Zooplankton festgestellt
werden. Bei den beiden hoéheren NP-Konzentrationen kam es zu signifikanten Abnahmen
der Abundanzen bei den Cladoceren und Copepoden. Einige Arten (Acroperus spp.,
Ceriodaphnia spp., Calanoida und Paracyclops spp.) und erwiesen sich als empfindlicher
und zeigten bereits bei 23 + 11 und 76 + 21 pg/L Effekte. Bei den Rotatorien reagierten die
meisten Arten nicht auf die Belastung mit Nonylphenol, lediglich wenige Taxa (z.B.
Trichocerca spp.) zeigten Abnahmen in der Abundanz. Die Artenvielfalt war in allen
Konzentrationen tber 21 pg/L geringer, im Vergleich zu den unbelasteten Enclosures. Zum
Schutz aller Zooplanktonarten wurde eine maximal akzeptable NP-Konzentration von etwa
10 pg/L empfohlen (O’'Halloran et al. 1999, Liber et al. 1999a, b, Schmude et al. 1999).
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Tab. 1: Toxizitatswerte und 6strogene Wirkung von Nonylphenol auf einige ausgewéhlte
Zooplanktonorganismen (nach Servos 1999)

Testorganismus Test NP [ug/L] Referenz
Daphnia magna LC 50 (48 h) 190
NOEC 7 Analytical BioChemisty
EC 50 (Reproduktion) 440 1984
Naylor 1995
NOEC 24
Daphnia magna EC 50 (24 h) 300
(Schwimmhemmung)
EC 50 (48 h) 190 Comber et al. 1993
(Schwimmhemmung)
LC 50 (7 d, 14 d) 120
LC 50 (28 d) 100
Daphnia magna EC 50 (24 h) 200
(Schwimmhemmung)
Kopf 1997
EC 50 (Reproduktion) 4.8
NOEC (Reproduktion) 1
Daphnia pulex LC 50 (48 h) 140 -190 Ernst et al. 1980
Daphnia longispina EC 50 (24 h) 122 Jaser (unveréffentlicht)
Daphnia sp. NOEC (21 d) 71 Baldwin et al. 1997
(Reproduktion)
EC 50 (48 h) 104
Brooke 1993
NOEC (21 d) 116
LC 50 (48 h) 140 Hils 1992
NOEC (21 d) 100
(Reproduktion)
LC 50 (48 h) 180 Bringmann & Kihn
1982
EC 50 (48 h) 440 Monsanto 1985
LC 50 (48 h) 470 Ankley et al. 1990
Ceriodaphnia dubia LC 50 (96 h) 276 Weeks et al. 1996
England 1995
Ceriodaphnia EC 50 (24 h) 248 Jaser (unveréffentlicht)
reticulata
Ceriodaphnia sp. LC 50 (7 d) 258
: Weeks et al. 1996
NOEC (Reproduktion) 89 England 1995
NOEC (Mortalitat) 202
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Der Vergleich der Anordnung der funktionellen Gruppen von Substanzen mit der
dreidimensionalen Struktur natirlicher Hormone stellt eine Mdoglichkeit dar, hormonelle
Wirkungen vorauszusagen bzw. zu modellieren. Optimale dstrogene Eigenschaften der
Alkylphenole bestehen bei der Anordnung einer Alkyl-Gruppe (mit 6 bis 8 C-Atomen) an der
para-Position eines Phenol-Ringes (Routledge & Sumpter 1997). Die Molekile einiger
Nonylphenol-lsomere weisen Ahnlichkeiten mit der Struktur des synthetischen Hormons
Ethinylestradiol und der des weiblichen Geschlechtshormons Estradiol auf, worauf die
Ostrogene Wirkung zuriickzufuhren ist (Abb. 2).

17o-Ethinylestradiol:

17B-Estradiol:
Nonylphenol:
p-(1,2-Diethyl-pentyl)phenol: p-Nonylphenol:
Qéj JITTTT
HO
p-(2-Ethyl-heptyl)phenol: o-Nonylphenol:

Abb. 2: Strukturformeln von 17a-Ethinylestradiol, 178-Estradiol und einigen Isomeren von
Nonylphenol
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Allerdings ist die dstrogene Aktivitat von Nonylphenol um 0,9 x 10 ~ geringer als die von
Estradiol, wie an in-vitro-Studien mit Fischhepatozyten gezeigt wurde (Pelissero et al. 1993,
Jobling & Sumpter 1993). Im Gegensatz zu Vertretern der Alkylphenole sind viele

synthetische Ostrogene jedoch mindestens so aktiv wie das weibliche Geschlechtshormon.

1.3 Ethinylestradiol

1.3.1  Vorkommen in der Umwelt

Das synthetische Ostrogen Ethinylestradiol (EE), ein Wirkstoff oraler Kontrazeptiva, wird
durch die Einfihrung eines Ethinylrests am Estradiolmolekiil modifiziert, weshalb es nach der
Aufnahme Uber den Darm von der Leber nicht metabolisiert werden kann. Diese
Veranderung des nattrlichen Ostrogens fiihrt zu einer sehr stabilen Substanz, die nahezu
vollstandig in konjugierter Form vom Korper ausgeschieden wird. Die durchschnittliche
Sekretionsrate pro Frau betragt zwischen 25 und 100 ug/Tag (Forth et al. 1992). Geht man
davon aus, dass in Deutschland etwa 4 Millionen Frauen die Antibabypille zur
Empfangnisverhitung einnehmen, ergibt sich bei einer Dosis von 30 bis 50 ug pro Pille etwa
eine jahrlich freigesetzte Menge von 40 bis 70 kg Ethinylestradiol. Die ausgeschiedenen
Konjugate werden in den Klaranlagen gespalten und die Ausgangssubstanz gelangt erneut
in den Wasserkreislauf. Durch die Persistenz und den kontinuierlichen Eintrag Uber orale
Kontrazeptiva kann also mit einer zunehmenden Belastung unserer Oberflachengewasser
durch Ethinylestradiol gerechnet werden (Oehlmann et al. 1996). Rurainski et al. (1977)
fanden in Trinkwasserquellen EE-Konzentrationen von bis zu 14,2 ng/L, es ist jedoch davon
auszugehen, dass die Werte heute weit hoher liegen. Die Angaben tiber EE-Konzentrationen
in Klaranlagenabldufen variieren zwischen 0,3 bis 0,5 ng/L (Kalbfus 1995) und im Mittel
17 ng/L (Maximalwert: 62 ng/L) (Stumpf et al. 1996). Messungen in Flie3gewassern ergaben
Werte von weniger als 0,2 ng/L (Kalbfus 1995) bis 1 bis 4 ng/L (Stumpf et al. 1996).

1.3.2  Effekte von Ethinylestradiol

Larsson et al. (1999) stellten stark erhdhte Vitellogenin-Konzentrationen im Blut mannlicher
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) fest, die in schwedischen Klaranlagen-
ausflissen mit hohen Gehalten an 6strogenen Substanzen exponiert wurden. Mit 4,5 ng/L
lagen die dort gemessenen EE-Konzentrationen um ein 45-faches Uber der fir Fische
festgestellten LOEC (Larsson et al. 1999). Untersuchungen zur Toxizitat von Ethinylestradiol

fuhrten zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen.
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Im Leuchtbakterientest wurde ein EC 50-Wert von 212 mg/L ermittelt (Kopf 1997). Bei weit
geringeren EE-Konzentrationen (2,20 ug/L) wurde im Hefe-Test ein Response festgestellt
(Rehmann et al. 1999). Mit einem EC 50-Wert von 5.700 ug/L deutet der Daphnien-
Kurzzeittest auf eine geringe toxische Wirksamkeit von Ethinylestradmol hin. Bei zwei
unabhangig voneinander durchgefiihrten Daphnien-21 d-Reproduktionstests ergaben sich
signifikant reduzierte Reproduktionsraten im Vergleich zu den Kontrollen bei EE-
Konzentrationen von 100 bzw. 1.000 pg/L. Der Scenedesmus-Zellvermehrungstest fuhrt zu
einem wesentlich niedrigeren EC 50-Wert von 840 pg/L (Kopf 1997). Fur Ceriodaphnia sp.
wurde ein EC 50 (24 h) (Schwimmhemmung) von 1.814 ug/L gefunden, Sida crystallina
erwies sich unempfindlicher und zeigte erst bei Konzentrationen Uber 2.300 pg/L
Bewegungsunfahigkeit Im 3-Generationentest mit Sida crystallina und Ceriodaphnia
reticulata wurde flr Sida crystallina ab 100 pg/L eine verkirzte Juvenilphase festgestellt. Bei
EE-Konzentrationen > 200 pg/L war bei Ceriodaphnia reticulata die Mortalitdt der Jungtiere
deutlich erhoht. Es konnten jedoch keine Effekte auf die Uberlebensrate der Adulten, die
Geburtenrate, die Gesamtanzahl der Jungen pro Weibchen sowie die Nettoreproduktionsrate
festgestellt werden (Jaser, unveroffentlicht). Die Reproduktion der Rotatorien-Spezies
Brachionus calyciflorus erwies sich als unempfindlich gegentiber Ethinylestradiol. Bei EE-
Konzentrationen bis 201 pug/L wurden keine konzentrationsabhéngigen Stdérungen der
Reproduktion festgestellt (Radix et al., eingereicht).

Zum gegenwartigen Zeitpunkt liegen nur wenige Labor- und noch keine Freilandversuche
vor, die eine Beurteilung der Wirkung von Ethinylestradiol auf aquatische Okosysteme

ermdglichen.

1.4 Okotoxikologische Testsysteme

Ein 6kosystemarer Ansatz zur Beurteilung des Gefahrenpotenzials von Umweltchemikalien
setzt voraus, dass neben direkten auch indirekte Effekte nicht nur im Hinblick auf einzelne
Organismen sondern auf ganze Bioztnosen erfasst und berticksichtigt werden (Steinberg et
al. 1993). Zur Risikoabschéatzung des endokrinen Potenzials von Chemikalien bedient sich
die oOkotoxikologische Forschung des Einsatzes biologischer Testverfahren mit Vertretern
verschiedener trophischer Ebenen. Dies erlaubt eine Einschatzung des Gefahrenpotenzials
von Stoffen, die Uber chemisch-physikalische Analysen hinausgeht. In diesen Biotests
werden einzelne Individuen (Single-Spezies-Tests), seltener ganze Populationen, unter
standardisierten Bedingungen den Testsubstanzen ausgesetzt. Dadurch ist eine

Abschétzung von Toxizitatspotenzialen fir einzelne Arten mdglich.
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Eine Erfassung der Schadigung des Okosystems kann jedoch nicht erfolgen, da komplexe
Wechselwirkungen in einfachen Testsystemen nicht vorliegen und die unterschiedlichen
Effekte der Chemikalie auf die verschiedenen Komponenten (direkt und indirekt) nicht

untersucht werden.

Wird die 6kotoxikologische Bewertung einer Substanz durch die Betrachtung ihrer Wirkung
im Okosystem und der Erfassung 6kosystemarer Zusammenhénge, statt durch Extrapolation
der Resultate aus Single-Spezies-Tests vorgenommen, so gelangt man zu wesentlich
aussagekréftigeren Ergebnissen. In Freilandsystemen mussen direkte und indirekte Effekte
immer im Hinblick auf chemische, physikalische und biotische Faktoren (z.B. Wasserqualitat,
Adsorptionsvorgdnge an Partikel und Sedimente, Photolyse, Hydrolyse, fluktuierende
Expositionsbedingungen, Okologie des Testsystems) betrachtet werden, die zu
Abweichungen von den im Laborversuch ermittelten Effekten fuhren (LaPoint & Fairchild
1994). Die einzelnen Komponenten eines Okosystems verhalten sich unter isolierten
Bedingungen anders als im Freiland. Der Einsatz von Modellbkosystemen ermdglicht keine
Extrapolation von einer Ebene biologischer Organisation zur nachsten (einzelne Art auf
Okosystem), sondern von einem komplexen kunstlichen auf ein komplexes natiirliches
System (Cairns 1988a, Cairns & Smith 1989). Eine Prognose Uber die Wirkung der
Chemikalie in der Umwelt ist jedoch nur in dem MaRRe mdglich, in dem in Testsystemen reale

Umweltbedingungen simuliert werden kénnen.

Grundsatzlich reichen o6kotoxikologische Untersuchungen von in-vitro-Tests Uber in-vivo-
Tests mit einzelnen Arten (Single-Spezies-Test) bis hin zu sehr komplexen Testsystemen, in
denen Vertreter mehrerer Trophiestufen gleichzeitig exponiert werden. Aquatische
Modellbékosysteme stellen moglichst naturgetreue Abbilder naturlicher Gewasser dar und
ermdglichen Chemikalientests mit Populationen, Gemeinschaften und Okosystemen
(LaPoint & Fairchild 1994). Die Gr6Re der im aquatischen Bereich eingesetzten Multi-
Spezies-Systeme reicht von GefaRen mit wenigen Millilitern Inhalt (z.B. Krebs 1983) uber
Enclosures mit 18.000 m® Volumen (Smyly 1976) bis hin zu natiirlichen Gewéssern
(Crossland et al. 1986). Die Bezeichnung Mesokosmos wird dabei fir Modell6kosysteme ab
einer GroRe von 15 m® gewdhlt, kleinere Testsysteme werden als Mikrokosmen bezeichnet
(Campbell et al. 1999). Dabei werden in beiden Systemgrdof3en hohe Level biologischer
Organisation und Komplexitat berticksichtigt, die im Vergleich zu Laborstudien wesentlich
groBere Naturndhe beinhalten (Cairns 1988b). Das Problem der Ubertragung von
Ergebnissen aus Laborversuchen auf die natirliche Umwelt war bereits Gegenstand
zahlreicher Vergleichsstudien (z.B. Giddings 1983, Neugebaur 1988, Draxl 1990,
Volm 1997).
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Je groer und komplexer die Systeme, d.h. je mehr Organismen aus verschiedenen
trophischen Ebenen sie enthalten, umso eher scheint ihre Vergleichbarkeit mit der
natiirlichen Umwelt gewahrleistet zu sein. Einen zusammenfassenden Uberblick ber

Modellbkosysteme und die an sie zu stellenden Anspriiche gibt beispielsweise Zieris (1986).

Auch wenn die Einrichtung von Testsystemen sich mehr oder weniger am Vorbild natirlicher
Gewasser orientiert, ist die Simulation der natirlichen Umwelt nicht ohne weiteres méglich,
da einige der Eigenschaften, die fir natirliche Okosysteme charakteristisch sind, nicht oder
nur sehr schwer zu simulieren bzw. zu reproduzieren sind. Dies betrifft beispielweise die
Dynamik eines wellenbewegten Wasserkorpers, Ab- und Zuwanderung von Organismen,

Ausbildung von Mikrohabitaten etc. (Sandmann, in Vorbereitung).

1.5 Beurteilung endokriner Effekte in aquatischen
Modell6kosystemen

Um die Wirkung einer Chemikalie auf eine Biozonose als endokrin bezeichnen zu kdnnen, ist
die Kenntnis der Endokrinologie und Biologie der beteiligten Organismen eine wichtige
Voraussetzung (Tattersfield et al 1997). Bisher konnten keine Hormonrezeptoren bei
Bakterien, Pilzen und Protozoen gefunden werden. Uber die neuronalen Mechanismen der
Synthese und Sekretion von Sexualsteroid-Hormonen bei Invertebraten ist noch wenig
bekannt (Stahlschmidt-Allner et al. 1997). Zwar wurden bislang in jeder Invertebraten-Klasse
androgene und 6strogene Hormone gefunden, ihre Rolle ist jedoch noch unklar (LeBlanc
1998). Baldwin & LeBlanc (1994a, b) konnten zeigen, dass Invertebraten in der Lage sind,
verschiedene Testosteron-Metaboliten zu generieren, die teilweise ahnliche Effekte wie bei
Vertebraten zeigen. Beispielsweise beeinflussen Androgene bei einigen Arten die
Ausbildung der sekundaren Geschlechtsmerkmale und bei Echinodermaten und
Gastropoden stimulieren Ostrogene das Wachstum der Oozyten (LeBlanc 1998).
Untersuchungen zur Wirkung synthetischer Ostrogene auf Daphnia magna zeigten keine
Auswirkungen auf die Geschlechtsdifferenzierung, fuhrten jedoch zu Stérungen der Hautung
(Zou & Fingerman 1997a). Dabei existieren Stoffe, die die Hautung hemmen (z.B.
Diethylphthalat, Endosulfan, DES), aber auch Substanzen, durch die Hautungsprozesse
gefordert werden (z.B. RH 5849) (Zou & Fingerman 1997b). Die Hautung bei Arthropoden
wird durch steroide Hautungshormone, sog. Ecdysteroide reguliert (Chang et al. 1993,
Lachaise et al. 1993). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten zwischen Steroidhormonen
und endokrinen Disruptoren sind entsprechende Wechselwirkungen mit den Rezeptoren
moglich. Invertebraten besitzen ein Hormonsystem, das durch hormonell wirksame

Substanzen in der Umwelt beeintrachtigt werden kann.
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Es weist jedoch einige Unterschiede zu dem der Wirbeltiere auf. So regeln die in
Arthropoden, Nematoden und Mollusken gefundenen Ecdysone Differenzierung, Wachstum,
Reproduktion und Hautung (Chang & O’Connor 1988, Charniaux-Cotton & Payen 1988).

Mit wenigen Ausnahmen, z.B. Brachionus calyciflorus (Snell & Carmona 1995) bzw.
Chironomus tentans (Benoit et al. 1997), werden die meisten chronischen Toxizitatstests
(Reproduktionstests) mit  verschiedenen Daphnienarten durchgefiihrt, die sich
parthenogenetisch fortpflanzen (OECD 1992). In diesen Tests ist die Mdéglichkeit erheblich
eingeschrankt, chemikalienbedingte Effekte auf die geschlechtliche Fortpflanzung
nachzuweisen. Zahlreiche Endpunkte eignen sich potenziell zur Detektion
(anti-)6strogener/androgener Effekte in Invertebraten, beispielsweise die Ausbildung von
Imposex und Verénderung des Steroidmetabolismus. Allerdings ist Uber die Spezifitat dieser
Endpunkte noch wenig bekannt, denn es konnte bislang nicht ausgeschlossen werden, dass
andere Umweltfaktoren, wie etwa Temperatur, Erndhrung etc., beispielsweise die Ausbildung
von Imposex hervorrufen. Es besteht jedoch eine sehr gute Korrelation zwischen den
Chemikalien, die im chronischen Daphnien-Test einen Effekt auf die Reproduktion zeigten
und denen, flur die ein Einfluss auf den Steroidmetabolismus bei Daphnien nachgewiesen
werden konnte (LeBlanc 1998). Bislang wurde geklart, dass Invertebraten auf hormonell
wirksame Substanzen in der Umwelt empfindlich reagieren. Aufgrund der Unsicherheiten
bezlglich der Bedeutung des endokrinen Systems der Wirbellosen, besteht jedoch noch
erheblicher Forschungsbedarf (Ankley et al. 1998, Tattersfield et al. 1997).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Untersuchung der Effekte endokrin wirksamer
Substanzen auf das Zooplankton aquatischer Modelldkosysteme. Als Modellchemikalien
wurde Nonylphenol (Industriechemikalie) und Ethinylestradiol (synthetisches Hormon)
eingesetzt. Als Modellbkosysteme dienten aquatische Mikrokosmen (230 L Volumen) mit
Sediment, Wasser und Planktonorganismen aus einem oligo-mesotrophen Litoralbereich des
Ammersees (Oberbayern). Es handelt sich um relativ komplexe Systeme, die in ihrer

Charakteristik zumindest ein hohes Potenzial an Naturndhe aufweisen.

Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

Effekte von Nonylphenol (Alkylphenol) auf die Populationsdynamik des Zooplanktons

Indirekte Effekte von Nonylphenol auf das Phytoplankton

Effekte von Ethinylestradiol (synthetisches Hormon) auf das Zooplankton

Eignung der Mikrokosmen als 6kologische Testsysteme



2 Material und Methoden

2.1 Testsubstanzen

2.1.1  Nonylphenol

4-Nonylphenol (tech.), Sigma-Aldrich
Mischung aus Ring- und Kettenisomeren
C15H24O

Molekulargewicht: 220,36 g/mol

2.1.2  Ethinylestradiol

17a-Ethinylestradiol, Sigma-Aldrich

Freiname fur 17a-Ethinylestra-1,3,5(10)-trien-3,173-diol
C0H240,

Molekulargewicht: 296,41 g/mol

2.2 Testsysteme - Mikrokosmen

Ein Schema der eingesetzten Mikrokosmen zeigt Abb. 3, ihre Anordnung in der Teichanlage
des Instituts fur Bodenokologie (GSF-Forschungszentrum, Neuherberg) ist in Abb. 4
dargestellt. Eine Ubersicht hinsichtlich der Bezeichnung der Mikrokosmen bei den einzelnen
Versuchen gibt Tab. 2.

0.6m w Wasserkorper 200 — 230 L

I Sediment: ca. 0,1 m

A
v

0,8m

Material: VA Blech, Wand: 2,5 mm, Boden: 3 mm. Alle Nahte verschweif3t.

Abb. 3: Schema eines Mikrokosmos
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Teichbecken aus Beton,
geflllt mit Wasser

Lange: 9m
Breite: 6 m
Tiefe: 1,20 m

Mikrokosmen 1 - 16 auf
Holz-Stegen in ca. 0,4 m Tiefe

DOC

16

(

000000

IOOO0O000

HoIz—Ste;e>§<;uminium—Stege

Abb. 4: Anordnung der Mikrokosmen in der Teichanlage des Instituts fiir Bodendkologie
(GSF-Forschungszentrum in Neuherberg)

Tab. 2: Bezeichnung der Mikrokosmen wahrend der Freilandversuche 1998 (NP) und 1999 (EE):

1 2 3 4

(€]

6 7 8 9 10 11 . 12 13 ; 14 15 | 16

N

o

K1 iNP1iNP2: K5 NP3 K6 NP4 K2 {NP5; K7 | K8 | K3 | K9 NP6 K4 | NP7

EE [EE8 EE7 EE6 K1 EE2 K2 EE4 K3 EE1 K4 EE3 EE5 K5

Sediment und Wasser fir die Mikrokosmen entstammten dem Uferbereich sidlich der
Gemeinde Schondorf im Nordwesten des Ammersees. Die in den 80er Jahren durchgefiihrte
Makrophytenkartierung wies diesen Abschnitt des Sees als oligo-mesotroph aus (Melzer et
al. 1988). Das Sediment in der flach einlaufenden Bucht besteht aus heller, lehmartiger
Seekreide. Seit 1976 ist der Ammersee Bestandteil eines 1971 nach der iranischen Stadt
Ramsar benannten interstaatlichen Abkommens, das die Rahmenbedingungen fir die
internationale Zusammenarbeit zum Schutz und der Erhaltung von Feuchtgebieten und derer

Lebensraume festlegt, derzeit unterzeichnet von 119 Staaten (http://www.ramsar.org).
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Die Wasser- und Sedimententnahme erfolgte mit Genehmigung der Gemeinde Schondorf
sowie des Wasserwirtschaftsamts Weilheim, in dessen Zustandigkeitsbereich der Ammersee
fallt. Da wahrend der Versuche in den Mikrokosmen die jahreszeitliche Sukzession der
Planktonbiozonose eines natirlichen Gewassers beobachtet werden sollte, musste die

Einrichtung der Mikrokosmen noch vor Beginn der Vegetationsperiode erfolgen.

2.2.1 Sediment

2211 Sedimententnahme

Gerate

Plastikwannen (Vol. 100 L)

PE Kanister mit weiter Offnung und Schraubdeckel (Vol. 25 L)
Sieb mit Maschenweite 63 pum

Plastikeimer (Vol. 10 L) mit Ausguss

Durchfihrung

Mit Hilfe von Schaufeln wurden die obersten Schichten Seesediment entnommen und in die
Wannen gefillt. Es wurden nur aerobe Bereiche (keine Schwarzfarbung, kein auffallender
Faulnisgeruch) abgetragen. Die insgesamt benotigte Sedimentmenge fur 16 Mikrokosmen
betrug etwa 800 L. Zuséatzlich wurden zwei 25-L-Kanister mit Seewasser (63 um) gefuillt.

2.2.1.2 Beflllung der Mikrokosmen mit Sediment

Gerate

Siebe mit Maschenweite 0,5 cm

Plastikwannen (Vol. 100 L)

Messbecher aus PP mit Henkel und Ausguss (Vol. 2 L)
Betonmischer

Plastikeimer (Vol. 10 L) mit Ausguss

16 kreisformige PE-Folienstiicke (Durchmesser ca. 90 cm).
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Durchfihrung

Das Sediment wurde mit den H&anden durch die Siebe in die Plastikwannen gedruckt. Das
gesiebte Sediment wurde in den Betonmischer gefillt und unter Zugabe einer geringen
Menge Seewasser im Betonmischer mindestens zwei Minuten gemischt. Der breiartige Inhalt
einer Fullung wurde mit den Messbechern gleichmafiig auf alle 16 Mikrokosmen verteilt und
der Vorgang solange wiederholt, bis die Fullhdhe in den Mikrokosmen etwa 10 cm betrug.
Das Sediment wurde anschlieRend mit den Folienkreisen abgedeckt, um ein Austrocknen zu

verhindern und das Aufwirbeln bei der Befillung mit Wasser zu minimieren.

2.2.2 Wasser

2221 Wasserentnahme

Gerate

PE Rundtank mit Flachboden und Ablasshahn (Vol. 1.000 L)
PE Kanister mit weiter Offnung und Schraubdeckel (Vol. 25 L)
Plastikeimer (Vol. 10 L) mit Ausguss

Sieb und Gaze mit Maschenweite 63 pum

Forderpumpe, Schlauch, Generator

Durchfihrung

Das Seewasser (insgesamt ca. 3.600 L) wurde aus dem Uferbereich abgepumpt und durch
die Gaze in den Wasserbehalter und die Kanister gefillt.

2.2.2.2 Befullung mit Wasser

Gerate

Plastikeimer mit Ausguss und Graduierung (Vol. 10 L)

Gaze mit Maschenweite 63 pm

Durchfihrung

Das gesamte Wasser wurde aus dem 1.000 L Wasserbehalter Gber 63 um-Gaze in Eimer
filtriert und 10-literweise auf die Mikrokosmen verteilt.
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2.2.3  Zooplankton

2.2.3.1 Entnahme des Zooplanktons

Gerate

Planktonnetz mit Maschenweite 63 um

Analysensieb mit Maschenweite 2 mm

flache weil3e Fotoschale

Federstahl-Pinzette

PE Kanister mit weiter Offnung und Schraubdeckel (Vol. 25 L)
Sieb mit Maschenweite 63 pum

Plastikeimer (Vol. 10 L) mit Ausguss

Durchfiihrung

Die PE Kanister wurden mit filtriertem Seewasser (63 um) gefillt. Im Litoral des Sees wurden
mehrere Planktonziige genommen und der Inhalt des Auffanggefales tber ein 2-mm-Sieb in
eine Fotoschale geschittet. Nach dem Aussortieren evtl. vorhandener Makroinvertebraten
wurden die Zooplanktonproben in die PE-Kanister mit dem Seewasser geflllt, bis eine
ausreichende Dichte an Zooplanktonorganismen in allen Kanistern erreicht war. Die Kanister

wurden kihl und Gber Nacht gelagert.

2.2.3.2 Zugabe des Zooplanktons

Gerate

PE Ballon mit Ablasshahn (Vol. 20 L)
Messbecher aus PP mit Henkel und Ausguss, hochtransparent (Vol. 1 L)

Durchfihrung

Ein Teil des mit Zooplankton angereicherten Wassers wurde aus den 25-L-Kanistern in den
Ballon geschittet. Der Deckel wurde verschlossen und die Probe grindlich durchmischt.
Durch den Ablasshahn wurde das Wasser aus dem Ballon in einen Messbecher gefillt und
literweise auf die Mikrokosmen verteilt. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis das
gesamte Zooplankton gleichmaf3ig auf alle Mikrokosmen verteilt war.
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Zum Schutz vor den im Teich lebenden Wasserfréschen und dem Eintrag groRerer Partikel
durch Wind wurden die Mikrokosmen mit 50 cm breiten Manschetten aus Maschendraht
umgeben (Maschenweite ca. 1 bis 1,5 cm). Um eine Kontamination der gering belasteten
Mikrokosmen und der Kontrollen durch Wassertropfen oder infolge von Verschleppung durch
Wasserinsekten zu verhindern, wurde jeder einzelne Mikrokosmos beim Versuch mit
Ethinylestradiol mit einem weil3en Kunstfasernetz (Maschenweite 1 mm, fixiert durch ein

Gummiband) abgedeckt.

2.2.4  Durchmischungen der Wassersaulen beim Versuch mit
Ethinylestradiol

Um zu verhindern, dass die Biozonosen der Mikrokosmen sich bereits wéahrend der
7-wdchigen Vorlaufphase sehr unterschiedlich entwickelten, und da witterungsbedingt die
Verdunstung in den Mikrokosmen sehr stark war, wurde zwischen der 1. und 2. sowie der 5.
und 6. Beprobung aus allen Mikrokosmen jeweils 50 Liter Wasser entnommen. Dieses wurde
in einen 1.000-Liter-Behalter gefillt, mit etwa 350 L destilliertem Wasser vermischt und
anschliel3end wieder gleichméRig auf alle Mikrokosmen verteilt.

2.3 Applikation der Testsubstanzen

2.3.1  Controlled-Release-Dosierung

In bisher veréffentlichten Studien wurde Nonylphenol direkt zugegeben, ungeachtet des
raschen Verschwindens aus dem Medium, das vermutlich auf photochemischen und
mikrobiellen Abbauprozessen beruht. Ahel et al. (1994c) dokumentierten durch
photochemischen  Abbau bedingte Halbwertszeiten von 10 bis 15h Dbei
Sonnenlichtintensitaten von etwa 1.000 kW/m?, und von 15 bis 20 h bei Lichtintensitaten von
0,7 kW/m?. In einer aktuellen Studie tiber den Verbleib von Nonylphenol in Litoral-Enclosures
(Heinis et al 1999), wurden Uber einen Zeitraum von 20 Tagen wiederholte Dosierungen
durchgefihrt. Die beobachteten Konzentrationsabnahmen von Nonylphenol betrugen im
Durchschnitt 61 % innerhalb von 39 h. Dies filhrte zu Konzentrationsschwankungen, die
nicht die tatsachliche Belastungssituation in der Umwelt widerspiegeln.

Im Rahmen der durchgefuhrten Versuche wurde eine Dosierungsmethode fur Nonylphenol in
Wasser entwickelt, bei der die Konzentrationen langsam anstiegen und Uber einen gewissen
Zeitraum konstant gehalten werden konnten (Plateauphase). Auf diese Weise konnte eine
Belastung naturgetreuer simuliert werden (Pfister et al., in Vorbereitung). Die Dosierung
erfolgte durch die Freisetzung der Testsubstanz aus semipermeablen Schlauchen in das
umgebende Wasser infolge von Diffusion aufgrund des Konzentrationsgefélles an der

Schlauchmembran.
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Nach demselben Prinzip wurde im zweiten Versuchsjahr Ethinylestradiol dosiert. Die
Schlauche befanden sich in perforierten Edelstahlbehaltern, um mechanische Beschadigung

zu verhindern.

2.3.1.1 Befullung der Schlauche

Gerate

Semipermeable LDPE-Schlauche (Breite 2,5 cm, durchschnittliche Membrandicke 54 pum mit
einer Rickhaltung von Molekilen mit M > 500 g/mol, Firma ORIGO Hb, Tavelsjo, Schweden)
Thermoschweil3gerat

Durchfihrung

Es wurden Schlauchstiicke der gewiinschten Lange hergestellt und an einem Ende
verschweil3t. Die Schlauchlange richtete sich nach der angestrebten Konzentration und der
GroRRe des zu belastenden Wasserkorpers. Die Beflllung mit der Testsubstanz erfolgte
mittels Pasteurpipetten. Nonylphenol wurde direkt eingeflillt, das kristalline Ethinylestradiol
wurde vorher in Triolein (~ 99 %, Sigma, Produktnr. T7140) dispergiert. Nach Entfernen von
Luftblasen wurde auch das andere Ende des Schlauches mit Hilfe des

Thermoschweil3gerates verschlossen.

2.3.1.2 Installation der Dosiereinrichtungen

Gerate

Behalter aus perforiertem Edelstahl

Stange zum Aufhangen der Dosiereinrichtungen

alternativ: pro Mikrokosmos zwei S-Haken

LDPE-Schlauche mit Testchemikalie befullt und verschweif3t

Durchfiihrung

Im Versuch mit Nonylphenol wurden die Edelstahlbehélter so in die Mikrokosmen gehangt,
dass sie sich in der Mitte des Wasserkdrpers befanden. Nachdem sich diese Anordnung als
stoérend bei der Beprobung erwies, wurden die Kéasten im Versuch mit Ethinylestradiol mit

Ketten und S-Haken am Rand der Mikrokosmen befestigt.
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2.3.2 Dosierung durch direkte Zugabe der Testsubstanz

In den Mikrokosmen EE6, EE7 und EE8 wurden EE-Konzentrationen angestrebt, die
aufgrund der limitierten Lange der LDPE-Schlauche nicht per Controlled Release dosiert
werden konnten. Diesen Mikrokosmen wurde mit einer Tauchpumpe 50 (fur EE8), 40 (fir
EE7) und 20 L (fir EE6) Wasser entnommen und durch 63 pM-Gaze filtriert. Im Labor wurde
das Wasser auf 5-L-Bechergléaser verteilt, mit kristallinem Ethinylestradiol (5 mg/L) versetzt
und mindestens 24 h unter dem Abzug gerihrt. Das Wasser wurde anschliel3end Uber einen
Cellulose-Faltenfilter filtriert, um noch nicht geldste Ethinylestradiol-Kristalle zu entfernen und
den Mikrokosmen wieder zugefiihrt. Um eine fur alle Mikrokosmen einheitliche Stérung der
Biozonosen zu erreichen, wurde in jedem Mikrokosmen das Wasser mit Hilfe einer
Tauchpumpe fir jeweils funf Minuten umgewalzt. Zusatzlich wurde destilliertes Wasser

eingefullt, um die Volumina aller Mikrokosmen einander anzugleichen.

(Arbeitsplane der Versuche mit Nonylphenol und Ethinylestradiol siehe Anhang).

2.3.3 Testkonzentrationen

Aufgrund der zur Verfiigung stehenden Ressourcen (Anzahl der Mikrokosmen, Arbeitskrafte,
Zeit) wurde ein regressiver Ansatz gewahlt. Das bedeutet, dass von jeder Testkonzentration

nur ein Replikat dosiert wurde.
2.3.3.1 Nonylphenol

Die Auswahl der Testkonzentrationen in den Mikrokosmen basierte auf den Ergebnissen von
Laborversuchen mit ausgewahlten Zooplanktonspezies sowie auf den maximalen in der
Umwelt gefundenen Konzentrationen (Harries et al. 1997). Wéahrend der Plateauphase
sollten zwischen 10 und 190 pg/L erreicht werden.

Tab. 3: Geplante mittlere Nonylphenol-Konzentrationen in den Mikrokosmen

NPL | NP2 NP3 | NP4 NP5 NP6 NP7

geplante 10 pg/L 40 ug/L 70 ug/L 100 pg/L 130 pg/L 160 pg/L 190 pg/L
Konzentration
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2.3.3.2 Ethinylestradiol

Die geplanten Testkonzentrationen von Ethinylestradiol richteten sich zum einen nach den in
der Umwelt gefundenen Konzentrationen, zum anderen sollten die aus der Literatur
bekannten Wirkkonzentrationen fir Zooplanktonorganismen erreicht werden. In einem
regressiven Ansatz sollte der Konzentrationsbereich zwischen 10 ng/L und 1 mg/L
abgedeckt werden.

Tab. 4: Geplante mittlere Ethinylestradiol-Konzentrationen in den Mikrokosmen

EEl = EE2  EE3 = EE4  EE5 = EE6 | EE7  EES

geplante ‘

JePaNt® 1500 ng/L 60 ng/L 30 ng/L 100 ng/L 10 ng/L | 50 g/

2.4 Bestimmung von Nonylphenol im Wasser

Alle Glasgerate wurden vor Verwendung mit Aceton gereinigt, mit Milliporewasser gespilt
und getrocknet.

241 Probenahme

Gerate

Vollpipetten aus Glas (Vol. 10 mL)
Erlenmeyerkolben (Vol. 200 mL)

Durchfiihrung

Es wurden zunachst die unbelasteten Mikrokosmen (Blindproben) und dann die dosierten
Mikrokosmen in aufsteigender Konzentration beprobt. Nach dem Umrihren des Wassers mit
Hilfe der Pipette wurden an vier verschiedenen Stellen des Mikrokosmos jeweils 10 mL
Wasser entnommen und in die Erlenmeyerkolben gefillt (gesamtes Probenvolumen aus

einem Mikrokosmos: 40 mL).
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2.4.2  Analytik

Die Analytik folgte der Standardarbeitsanweisung ,,Bestimmung von Nonylphenol in Wasser*
(Stand Marz 1999) des Instituts fiir Okologische Chemie (GSF-Forschungszentrum fiir
Umwelt und Gesundheit).

Prinzip der Methode

1. Extraktion
Probenvolumen: 20 — 40 mL

Zugabe von n-Nonylphenol (nNP, interner Standard)
Schuitteln mit 5 — 10 mL n-Hexan

Losungsmittelwechsel auf Acetonitril

2. Analyse

Bestimmung des Gesamtgehaltes an Nonylphenol mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion

Quantifizierung Uber das n-Nonylphenol (nNP)

24.2.1 Materialien

Ldsungen und Chemikalien

Destilliertes Wasser

n-Hexan z.Ra. Riedel de Haen (34484)
Acetonitril HPLC-Grade Riedel de Haen (34851)
NaCl p.a. Merck (1.06404.1000)

Interner Standard: lineares n-Nonylphenol Fa Ehrenstorfer (10 ng/uL)
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Glasgerate

50-pL-Glasspritze (Hamilton)
Mikroseparator (Abb. 5)
10-mL-Spitzkolben
Autosamplergewindevials
(Vol. 1,5 mL, Braunglas) mit Silikonsepten t J
und Schraubkappen ]

Abb. 5: Mikroseparator

2.4.2.2 Extraktion

Dem Probenwasser wurde 50 pL interner Standard (10 ng/uL nNP) und 5 mL n-Hexan
zugesetzt. Die Kolben wurden mit Glasstopfen verschlossen, 2 min kraftig geschuttelt und
bis zur Phasentrennung im Dunkeln stehen gelassen. Bei hohen Tensidgehalten wurde

kristallines NaCl zugeben, um die Phasentrennung zu erleichtern, ggf. wurde zentrifugiert.

2.4.2.3 Vorbereitung zur Messung

Auf den Erlenmeyerkolben wurde ein Mikroseparator aufgesetzt und mit Wasser aufgefulit.
Das aufsteigende n-Hexan wurde mit einer Pasteur-Pipette entfernt und in einen 10 bzw.
25 mL Spitzkolben gegeben. War die Phasentrennung nicht vollstandig, wurde nur die klare
Hexanphase verwendet. Der Extrakt wurde bei 270 mbar und 50 °C am Rotationsverdampfer
eingeengt und die letzten Tropfen im Stickstoffstrom abgeblasen. Der Rickstand wurde mit

2 x 1 mL Acetonitril aufgenommen und in ein Autosamplervial gegeben.

24.2.4 Bestimmung der gesamten tNP-Konzentration mittels HPLC

Die Analyse der Probenextrakte erfolgte mittels HPLC-System (Fa. Varian, Autosampler
9100, Pumpe 9010, Fluoreszenzdetektor 9070, ADC-Board 16, Software Varian-Star 4.0,
RP18-Saule, 250 x 3 mm, Fa. Bischoff Sherisorb ODS-Il, 5 pum, Vorsaule 4 x4 mm,
Saulenthermostate BFO 04 synl, Fa. W.O. electronics, Temperatur: 20°). Das

Injektionsvolumen betrug 50 pL.
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Als mobile Phase wurde ein Acetonitril/Wasser-Gemisch mit einem Gradienten von 70 % bis
100 % Acetonitril in 9 min. bei einem Fluss von 0,7 mL/min. verwendet. Die
Fluoreszenzdetektion  erfolgte bei A =230nm  Anregungs- und A =310 nm

Emissionswellenlange.
2.4.2.5 Quantitative Auswertung

Die Identifizierung der Nonylphenol-Peaks erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeiten
mit denen des Messstandards. Die quantitative Bestimmung erfolgte anhand der
Peakflachen von tNP und des internen Standards nNP mittels einer 9-Punkt-Kalibrierkurve
(Software Varian-Star 4.0).

2.5 Bestimmung von Ethinylestradiol in Wasser

251 Probenahme

Gerate

Schott-Flaschen (Vol. 1 L)
Wasserschopfer (Vol. 0,5 L)
Eimer aus Edelstahl mit Ausguss (Vol. 10 L)

Durchfihrung

Vor Gebrauch wurden die Gerate mit Methanol und Leitungswasser gespilt und getrocknet.
Als Blindwerte wurden zwei unbelastete Kontrollen beprobt, dann erfolgte die Probenahme
nacheinander in den Mikrokosmen mit aufsteigender Konzentration. Mit Hilfe des
Wasserschopfers wurde das Wasser vorsichtig umgerthrt, an drei verschiedenen Stellen
Wassersaulen entnommen in einem Edelstahleimer gemischt und lber einen Glastrichter in

die Schott-Flaschen geflllt. Die Aufbewahrung erfolgt dunkel bei 4 °C.

2.5.2  Analytik

Die angewandte Methode wurde im Institut fiir Okologische Chemie (GSF
Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit) entwickelt (SOP ,Bestimmung von

Ethinylestradiol in Wasser").
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Prinzip der Methode

In Oberflachengewassern findet man Ethinylestradiol sowohl in freier als auch in gebundener
Form. Durch Ansduern des Wassers auf pH 2 bis 3 wird das gebundene Ethinylestradiol
freigesetzt. Die angesauerte Wasserprobe wird mit 17R3-Estradiol als Internstandard versetzt
und Uber eine Bond Elut (Varian) Festphasenkartusche geleitet. Dieser Kartuschentyp ist
besonders fur die Anreicherung von Phenolen aus wassrigen Lésungen geeignet. Nach der
Anreicherung wird mit Ethylacetat eluiert und das Eluat vorsichtig bis fast zur Trockne
eingeengt. Der Rickstand wird in Dichlormethan aufgenommen und auf eine LiChrolut
Adsorbex NH, (Merck) Kartusche aufgetragen. Zunachst werden un- bis mittelpolare
Verunreinigungen mit Dichlormethan eluiert und verworfen. Die interessierenden Phenole
werden in einem zweiten Schritt mit Methanol eluiert. Die Methanol-Fraktion wird fast bis zur
Trockne eingedampft, in Acetonitril/Wasser (1:1) aufgenommen und mittels HPLC/UV-

Detektion bei A = 220 nm analysiert.

Materialien

n-Hexan, Dichlormethan, Ethylacetat, Methanol, Acetonitril.

1,0 N H,SO, (Millipore-Wasser mit Schwefelsaure angesauert bis pH 2,5)
Anreicherungskartuschen: Bond Elut, Bonded Phase PPL, Size 3CC/200 mg, Part Number
1210-5005, Fa. Varian

Clean-Up-Kartuschen: LiChrolut Adsorbex NH, (500 mg), Part Number 1.19697, Fa. Merck
Glasgerate

Konische, graduierte, 15-mL-Glasréhrchen

graduierte 1- und 5-mL-Pipetten

25-mL-, 50-mL- und 100-mL-Messkolben

2 mL dunkle Vials mit Deckel und Teflondichtung

10- und 100-uL-Mikroliterspritzen

Standardlésungen

Interne Standard Losung I: 17R-Estradiol 100 ng/uL in Acetonitril/Wasser (50/50, v/v)
Interne Standard Losung 1l: 17R3-Estradiol 10 ng/pL in Acetonitril/Wasser (50/50, v/v)
Standard I: 17o-Ethinylestradiol 100 ng/pL in Acetonitril/Wasser (50/50, v/v)

Standard 1l: 17o-Ethinylestradiol 10 ng/pL in Acetonitril/Wasser (50/50, v/v)

Mix I: 17o-Ethinylestradiol 1 ng/uL + 17R-Estradiol 1 ng/uL in Acetonitril/Wasser (50/50,
v/v)Alle Standardldsungen wurden im Kihlschrank aufbewahrt. Die Geféal3e waren zusatzlich

mit Parafilm verschlossen.
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Sonstiges

Saugstutzen fir Kartuschen, Scheidetrichter, Saugkolben, Wasserstrahlpumpe,
Stickstoffabblasapparatur, Einmal-Glaspipetten fir die Abblasapparatur.

Alle verwendeten LOsungsmittel (Acetonitril, Dichlormethan, Ethylacetat, Methanol und
n-Hexan) wiesen die Qualitdt ‘zur Ruckstandsanalyse’ bzw. HPLC-Grade auf. Zur
Herstellung der 1 N H,SO,4 wurde Millipore-Wasser mit konzentrierter Schwefelsdure bis pH
2,5 angesauert. Der 0,1 M Acetatpuffer pH 4,2 wurde aus einer 0,1 M Natriumacetat-Losung
hergestellt, die mit Essigsaure bis pH 4,2 titriert wurde.

Die Probenanreicherung erfolgte an Bond Elut Fertigkartuschen (Bonded Phase PPL, Size
3CC/200 mg, Part Nr. 1210-5005, Fa. Varian). Fir die Aufreinigung des Probenextraktes
wurden LiChrolut Adsorbex NH, Kartuschen (500 mg, Part Nr. 1.19697, Fa. Merck)
verwendet.

Fur die Quantifizierung wurde der Internstandard 17R-Estradiol (Sigma, p.a.) verwendet. Um
die stark unterschiedlich konzentrierten Proben mit entsprechenden Mengen von
Internstandard dotieren zu kdnnen, wurden zwei Internstandard-Losungen mit 10 und
100 ng/uL in Acetonitril/Wasser (50/50, v/v) hergestellt. Fir die Bestimmung des
Responsefaktors, der Wiederfindung und zur Kontrolle der Retentionszeiten wurden
Mischungen aus 17a-Ethinylestradiol und 17R-Estradiol mit jeweils 0,25, 0,5, 1 und 2 ng/uL
verwendet. Diese Kalibrierlosungen wurden vor und wahrend jeder Probensequenz
mehrfach vermessen und entsprechende Kalibriergeraden erstellt. Alle Standardlésungen
wurden im Kihlschrank aufbewahrt. Die GefalRe wurden zusatzlich mit Parafilm
verschlossen.

Fir die Extraktion wurden 1-L-Scheidetrichter verwendet, deren Auslassrohre dichtpassend
in die Offnungen der Anreicherungskartuschen gesteckt wurden. Die Auslassoffnungen der
Kartuschen wurden mit Saugflaschen und diese (ber Feinregulierventile mit einer
Vakuummembranpumpe verbunden. Das Trocknen, Konditionieren und Eluieren der
Festphasenkartuschen erfolgte in einem 12-Port-Vakuumsaugstand.

Zur Aufgabe der organischen Losungsmittel wurden graduierte 1- und 5-mL-Pipetten
verwendet. Die Eluate wurden in konischen, graduierten 15-mL-Glasréhrchen aufgefangen.
Die Dotierung des internen Standards erfolgte mit Hilfe von 10- und 100-pL-

Mikroliterspritzen.
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Das Abdampfen von Losungsmitteln erfolgte mit einer Stickstoffabblasapparatur. Um
Sekundarkontaminationen der Proben zu vermeiden, wurden dabei Einmal-Glaspipetten fir
das Einleiten des Stickstoffs verwendet. Die aufgereinigten Probenextrakte wurden bis zur
HPLC-Analyse in 1,2-mL-Braunglasvials mit Microinsert und Teflondeckel aufbewahrt.

Die HPLC-Bestimmung erfolgte an einer Anlage bestehend aus folgenden Komponenten:
Autosampler 1SS-200 und Pumpe Serie 200 (Perkin Elmer), einem Saulenthermostat Mistral
SPH99 (Spark Holland) und einem Photodiodenarray-Detektor 235 C (Perkin Elmer). Als
Trennséule wurde eine LichroSphere 100, RP-18, 5 pm, 4 x 250 mm (Merck) verwendet.

25.2.1 Anreicherung

Aktivierung der Anreicherungskartuschen

Die Bond Elut Kartuschen wurden mit 1 mL Ethylacetat (ohne zu saugen) und danach mit
1 mL schwefelsaurem Milliporewasser (pH 2,5; langsames Saugen) aktiviert.

Vorbereitung der Wasserprobe

Fur zu erwartende 17a-Ethinylestradiol-Konzentrationen unter 1.000 ng/L wurde jeweils 1L
Wasser aus der Probe eingesetzt, fur starker konzentrierte Probenldsungen wurde die
Wassermenge entsprechend reduziert. Wasserproben mit 17ca-Ethinylestradiol-
Konzentrationen tber 20.000 ng/L wurden nur mit internem Standard versetzt und direkt
vermessen.

Die Wasserprobe wurde durch Zusatz von 1 N H,SO,-L6sung auf einen pH-Wert zwischen
2,5 und 3,0 gebracht, anschlieBend wurde interner Standard zugegeben. Die zuzugebende
Menge betrug abhangig von der zu erwartenden EE-Konzentration 200 bis 2.000 ng
Estradiol. Die zugegebene Menge des internen Standards sollte ungefdhr der zu
erwartenden Konzentration von 17o-Ethinylestradiol in der Wasserprobe entsprechen. Das
Volumen der zugegebenen internen Standard-Losung Il sollte 20 pL pro L nicht
uberschreiten, da gréR3ere Volumina den Anreicherungsprozess wegen des Vorhandenseins

von Acetonitril in der internen Standard-LOsung beeintrachtigen.

Anreicherung

Die vorbereitete Wasserprobe wurde mit einer FlieRgeschwindigkeit von nicht mehr als
20 mL/Minute durch die Kartusche gesaugt. Am Ende wurde durch die Kartusche so lange
Luft gesaugt, bis die Farbe der Kartuschen-Fillung von dunkelbraun auf hellbraun umschlug.
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Extraktion der angereicherten Stoffe

Die angereicherten Stoffe wurden aus der Kartusche mit 1 mL Ethylacetat eluiert. Das Eluat
wurde in konischen 15-mL-Glasréhrchen aufgefangen. Das Ethylacetat wurde im
Stickstoffstrom bei 60 'C bis zur Trockene abgedampft.

2.5.2.2 Clean-up

Aktivierung der Kartuschen

Die Adsorbex NH, Kartuschen wurden mit 2 mL einer Dichlormethan/n-Hexan-Mischung
(20/80 v/v) aktiviert.

Aufbringen des Anreicherungs-Produktes

Der Ruckstand in den konischen Glasréhrchen wurde mit 1 mL Dichlormethan aufgenommen
(im Ultraschallbad 2 min. auflésen) und auf die Kartusche aufgebracht. Nach dem
Durchlaufen der Losung (ggf. leicht saugen), wurden die konischen ProbengeféaRe zwei Mal
mit erst 1 mL, dann 2 mL Dichlormethan gespult, und diese Losungen erneut auf die

Kartusche aufgetragen. Alle Dichlormethan-Fraktionen wurden verworfen.

2.5.2.3 Extraktion der Analyten

Die Extraktion erfolgte mit 2 mL Methanol. Der Extrakt wurde in sauberen konischen
Glasrohrchen aufgefangen, das Losungsmittel dann im Stickstoffstrom bis zur Trockene
eingedampft. Der Rickstand wurde in 150 pL Acetonitril/Wasser (50/50) aufgenommen und

zur HPLC-Bestimmung in ein Braunglasvials mit Microinsert tberfihrt.

2524 HPLC-Bestimmung

Gerate

Autosampler ISS-200, Perkin Elmer

Pumpe Serie 200, Perkin Elmer
Saulenthermostat Mistral SPH99, Spark Holland
Photodiodenarray-Detektor 235 C, Perkin Elmer
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Analysenparameter

Injektionsvolumen: 100 pL

Saule: LichroSphere 100, RP-18, 5 um, Merck

Saulentemperatur: 60°C

Laufmittel A: Acetonitril/Wasser 1 L (70/30 (v/v)) + 10 mL Pufferlésung Acetat, (0,1 M
essigsaure Natriumacetat-Losung, pH 4,2)

Laufmittel B: Acetonitril/Wasser: 1 L (30/70 (v/v)) + 10 mL Pufferlésung Acetat (wie oben)
Fluss: 1 mL/min

UV-Detektion: A = 220 nm

Die UV-Detektion des Analyten und des Internstandards erfolgte bei einer Wellenlange von
A =220 nm. Die Berechnung der 17ca-Ethinylestradiol-Konzentration erfolgte durch den
Vergleich des elektronisch registrierten Flachenintegrals mit der Signalflaiche des internen
Standards 17R-Estradiol. Der Ausbeuteverlust durch das Aufarbeitungsverfahren sowie
eventuelle Abdampfverluste wurden durch den vor der Aufarbeitung zugesetzten internen
Standard korrigiert. Die Bestimmung des Responsefaktors erfolgte mit Hilfe der

Kalibrierlésungen vor und wéahrend jeder Probenserie.

Cp = aEE.CIS.VIS_ R
sV
R = A Cee
A Cs
Cee Konzentration 17o-Ethinylestradiol (ng/L)
Cis Konzentration interner Standard 17R-Estradiol (ng/uL)
Age Flache 17a-Ethinylestradiol
ais Flache interner Standard 17R-Estradiol
Vis Volumen interner Standard 173-Estradiol (uL)
Vp Volumen der Wasserprobe (L)

Ry Responsefaktor 17o-Ethinylestradiol
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2525 Qualitatssicherung

Die Nachweisgrenze fur 17o-Ethinylestradiol lag bei der hier beschriebenen Methode unter
Zugrundelegung eines Signal/Rauschverhéaltnisses von < 3:1 durchschnittlich bei 5 ng/L. Die
absolute Nachweisgrenze  fur 17a-Ethinylestradiol lag beim  verwendeten
Detektionsverfahren bei etwa 3,5 ng.

Vor und wahrend jeder Probenserie wurden Kalibrierlosungen mit bekannten
Konzentrationen an 17R-Estradiol und 17a-Ethinylestradiol injiziert und eine Kalibriergerade
fur 17R3-Estradiol erstellt. Mit Hilfe dieser Daten konnte fiir jede Probe die Wiederfindungsrate
bezogen auf den dotierten internen Standard berechnet werden. Sie lag bei durchschnittlich
55 + 18% (n = 31).

Parallel zu jeder Probenserie wurden mindestens 2 Blindwerte (unbehandeltes Teichwasser)
mit aufgearbeitet. Die Blindwerte fur 17a-Ethinylestradiol lagen bei durchschnittlich 13,3 +
9,3 ng/L (n = 31).

2.6 Untersuchung der Gesamtostrogenitat in den Mikrokosmen

Parallel zu den HPLC-Messungen wurden beim Versuch mit Ethinylestradiol Wasserproben
aus den Mikrokosmen mittels ELRA (enzyme linked receptor assay) (Seifert et al. 1999) auf
ihre Gesamtdstrogenitat untersucht, um eventuell auftretende Metaboliten erfassen zu
kénnen, deren Nachweis mittels der HPLC-Analytik nicht mdglich ist. Hierdurch kann
einerseits die Bildung von Abbauprodukten mit 6strogener Wirkung erfasst werden, zum
anderen lassen sich auf diese Weise die Werte der HPLC-Analytik bestatigen. Die
untersuchten Wasserproben (Vol. 200 mL) wurden zeitgleich mit denen fur die Bestimmung
von Ethinylestradiol entnommen und in 200 mL-Braunglasflaschen geflillt. Die Aufbewahrung
bis zur Messung erfolgte im Kuhlschrank.
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2.7 Chemisch-physikalische Messungen

Temperatur [°C]: Quecksilberthermometer aus Glas
Sauerstoffsattigung [%]: Taschen-Sauerstoffmessgerat OXI 91 (WTW)
Leitfahigkeit [uS/cm]: Taschen-Konduktometer LF 90 (WTW)

pH: Taschen-pH-Meter PH 90 (WTW)

Nitrat: Nanocolor Rundkivettentest Nitrat 50 Macherey-Nagel (0,3 —
22 mg/L NOg3) nach: Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-,
Abwasser- und Schlammuntersuchung (DIN 38 405-D9-2)

Ammonium: Nanocolor Rundkivettentest Ammonium 3 Macherey-Nagel
(0,05 — 3,00 mg/L NH,"-N) nach: Deutsche Einheitsverfahren zur
Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung (DIN 38 406-

E5-1)
ortho-Phosphat Nanocolor Rundkiivettentest Phosphat 1 mit 50 mm Mikrokuvette
(45 pm filtriert): (0,010 - 0,800 mg/L P) nach: Deutsche Einheitsverfahren zur

Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung (DIN 38 405-
D11-1)

2.7.1  Physikalische Parameter

Vor der Messung wurden die Sonden fir die Sauerstoff- und pH-Messung kalibriert. Die
Temperaturmessung sowie die Bestimmung von Sauerstoffsattigung, pH und Leitfahigkeit
erfolgten in der Mitte der Mikrokosmen in etwa 10 cm Wassertiefe bis zur Konstanz der

Werte nach wenigen Sekunden.

2.7.2 Chemische Parameter

Die Messung mit Hilfe der Rundklvettentests erfolgte etwa 3 h nach der Probenahme im
Labor mit dem Spektralphotometer Nanocolor 300 D (Macherey-Nagel) entsprechend den
Angaben im beigefiigten Handbuch ,Analysen von Trink-, Oberflachen-, Grund-, Brauch- und
Abwasser mit dem Spektralphotometer Nanocolor 300 D* der Firma Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Diren. Die Probenahme wird nachfolgend beschrieben.
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2.8 Entnahme von Wasser und Planktonproben

Gerate

Wasserschopfer (Vol. 0,5 L)

Einwegspritzen (5 mL)

Einweg-Filterhalter mit Cellulose-Acetat-Filter (Porenweite: 45 um)
Eimer aus Edelstahl mit Ausguss (Vol. 10 L)

Gazefiltriereinrichtung Maschenweite 63 pm

Glastrichter

Spritzflasche mit Leitungswasser

Schraubdeckelbehélter aus PE fir die Wasserproben (Vol. ca. 20 mL)
Schraubbehélter aus Glas oder PE fiur Zooplankton (Vol. 50 mL)
Schraubbehélter aus Glas oder PE fir Phytoplankton (Vol. 100 mL)
4%ige wassrige Procainhydrochlorid-Lésung

Zuckerformol-L6ésung (20 g Zucker auf 500 mL Formaldehyd 37 %)

Durchfiihrung

Das Wasser des Mikrokosmos wurde mit Hilfe des Wasserschdpfers vorsichtig umgerihrt,
um eine gleichméRige Verteilung der Zooplanktonorganismen zu gewahrleisten. An
verschiedenen Stellen des Mikrokosmos wurden drei Wassersaulen (1,5 L) entnommen und
im Eimer vermischt. Fir die Bestimmung von Nitrat, Ammonium und Phosphat wurden
jeweils ca. 10 mL des Wassers mit Einwegspritzen aufgenommen und 45 pum filtriert. Die
Proben wurden bis zur Bestimmung am gleichen Tag gekuhlt aufbewahrt. Der restlichen
Wasserprobe wurden Teilproben (Vol. 100 mL) fur die Bestimmung des Phytoplanktons
entnommen, in 100-mL-ProbengeféalRe gefillt, mit Lugol'scher Losung versetzt, bis die Probe
cognacfarben war (ca. 12 Tropfen) und geschittelt. Die verbleibende Menge wurde durch
den Gazefilter (63 um) zurtick in den Mikrokosmos geschiittet. Die Filtriereinrichtung wurde
umgekehrt auf den Glastrichter gesetzt und das Zooplankton durch einen scharfen
Wasserstrahl (max. 30 mL) in ein 50-mL-Probengefal Uberfihrt. Zur Betaubung der
Organismen wurde 1 mL Procainhydrochlorid-Lésung zugegeben. Die Endfixierung im Labor

erfolgte mit 2 mL Zuckerformol-Lésung.

(Probenahmeplane fir die Versuche mit Nonylphenol und Ethinylestradiol siehe Anhang).
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2.9 Bestimmung der Zooplanktonproben

Gerate

Glastrichter

Petrischale aus Glas (& 10 cm) mit Millimeter-Raster am Boden
Spritzflasche mit Leitungswasser

Filtriereinrichtung mit Gaze (Maschenweite 63 um)

Spulmittel (verdinnt)

Formaldehyd (37 %) zur Fixierung

Prépariernadeln spitz

Durchlicht-Stereomikroskop mit max. 40-facher Vergréf3erung
Handzahler

Durchfihrung

Die Zooplanktonprobe wurde lber 63 um-Gaze filtriert. Das zurtickbleibende Zooplankton
wurde mit etwa 100 mL Leitungswasser gespillt und anschlieBend mit einem scharfen
Wasserstrahl restlos in die Petrischale Gberfuhrt. Mit einem Tropfen Spulmittel-Lésung wurde
die Oberflachenspannung des Wassers erniedrigt und an der Oberflaiche schwimmende
Organismen sanken ab.

Die Bestimmung und quantitative Erfassung samtlicher Individuen erfolgte unter dem
Mikroskop bei maximal 40-facher Vergré3erung. Als Hilfsmittel dienten Prépariernadel und
Handzahler. Im Anschluss wurde der Inhalt der Petrischale durch den Trichter in das
Probengefal? Gberfuhrt und mit 1 mL Formol-L6sung endfixiert.
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2.10 Bestimmung der Phytoplanktonproben

Gerate

Kombinierte Plattenkammern mit Sedimentationsrohren (Fa. Hydro-Bios, Nr. 435 025)
Inversmikroskop Fa. Leica (Typ Leica DM IRBE HC mit Bildanalysesoftware Q500/W-E und
Hardware)

Durchfiihrung

Nach kraftigem Schitteln der Phytoplanktonprobe wurden jeweils 50 mL in die
Sedimentationskammern gefillt und mindestens 48 h abgedeckt stehen gelassen. Nach dem
Absedimentieren wurde die Zahlkammer mit einer Glasplatte verschlossen. Das Auszahlen
und die Bestimmung erfolgten bei 200- bzw. 400-facher VergroRerung mittels eines
Umkehrmikroskops.

Die quantitative Auswertung erfolgte bei 200- bzw. 400-facher Vergréf3erung, um sowohl
kleinere als auch grol3ere Spezies hinreichend zu erfassen. Um ein erforderliches
Mindestmald an statistischer Sicherheit zu erzielen, sollten von den héaufigsten Arten
mindestens 100 Individuen erfasst werden (ATT 1998). Dies wurde erreicht, in dem bei jeder
VergroBerung zwei senkrecht zueinander stehende Diagonalen von 2,55cm Lange
vollsténdig ausgezahlt wurden. Die Breite der ausgezéhlten Bahnen betrug bei 200-facher
VergroBerung 337,5 um, bei 400-facher VergrofRerung 675 pm. Hieraus resultiert eine
ausgezahlte Flache von 8,606250 bzw. 17,212500 mm?. Die groRere ausgezéhlte Flache bei
der 200-fachen VergroRerung ermdglichte es, die Haufigkeit der groRen Algenarten, deren
relativer Biomasseanteil trotz ihres meist selteneren Auftretens teilweise vorherrschend watr,
mit besserer statistischer Sicherheit zu erfassen. Extrem haufige Arten wurden abweichend
von diesem Auswertungsverfahren in Fenstern auf den Diagonalen ausgezahlt, die den
gleichen Abstand zueinander hatten, statt in kompletten Bahnen. Bei Proben mit extrem
geringen Zellzahlen wurde ein Vielfaches der genannten Diagonalenzahl ausgewertet. Aus
den so erhaltenen Zellzahlen wurden die Gesamtzahl der Individuen in der Zéahlkammer und
daraus die Haufigkeit in den eingesetzten 50 mL berechnet (Zelldichte). Die Ermittelung der
relativen Biomasse fiir die einzelnen Algenklasse und die Gesamtbiomasse erfolgten nach
ATT (1998).
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2.11 Numerische Verfahren

2.11.1 Statistische KenngrofR3en
Die Berechnung von Mittelwert und Standardabweichung erfolgte nach Kreyszig (1979).

Mittelwert

MW Mittelwert
n Anzahl der Werte

X; Abundanz bzw. Messwert

Standardabweichung

1 n
STABW =  [—— Y (x, — MW)?
n_lj:J_ J

STABW  Standardabweichung
n Anzahl der Werte

Xj Abundanz bzw. Messwert

2.11.2 Relative Abundanz

Die relative Abundanz einer Art gibt an, mit welchem prozentualen Anteil eine Art an der

Gesamtindividuenzahl einer Probe beteiligt ist (Miller 1984).
r]i
D=—x100
N
D relative Abundanz [%]

n; Individuenzahl der Art i

N Gesamtindividuenzahl
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2.11.3 Populationsdynamik

Die Abundanz der Vertreter der verschiedenen Gruppen, Entwicklungsstadien, Gattungen
und Arten des Zooplanktons (im folgenden vereinfacht als ,Arten” bezeichnet) gibt Auskunft
Uber die Anzahl der verschiedenen Organismen sowie ihre Dichte in den Mikrokosmen. Es

erfolgte eine Umrechnung der pro Probe ausgezahlten Individuen auf das Volumen von 1 L.
2.11.4 Prozentuale Abweichung der Abundanzen vom Mittelwert der
Kontrollen

Die prozentuale Abweichung (%ABW,) der Abundanzen in den belasteten Mikrokosmen von
den Kontrollen gibt an, inwieweit sich die Populationsdynamik von NP1 bis NP7 bzw. EE1 bis
EE8 von der Abundanz in den Kontrollen unterscheidet (Lonzano et al. 1992).

F{)<

%ABW, = (7~ ~1)x100
R, Abundanz in den belasteten Mikrokosmen
K mittlere Abundanz in Kontrollen

X NP bzw. EE

Entsprechend wurde zur Beschreibung der prozentualen Abweichung der Abundanzen in
den einzelnen Kontrollen (K1 bis K9 bzw. K1 bis K5) (%ABW) von ihrem Mittelwert

verfahren.

R¢

0/0ABWK = (? — 1) x 100

Rk Abundanz in den Kontrollen
K mittlere Abundanz in Kontrollen
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Fur die Betrachtung der prozentualen Abweichungen der Abundanzen als Folge der
Durchmischungen der Wassersaulen in den Mikrokosmen in den Wochen 1 bis 6 beim
Versuch mit Ethinylestradiol wurden die Mittelwerte aller Mikrokosmen herangezogen (K1 bis
K5 und EE1 bis EEBS).

R
%ABW, , . = (% ~1) x100

Rk+ee Abundanz in den Mikrokosmen K1 bis K5 und EE1 bis EE8
K Mittelwert der Abundanzen in den Mikrokosmen K1 bis K5 und EE1 bis EE8

2.11.5 Artenzahl, Diversitat und Evenness

Die Artenzahl gibt dartber Auskunft, wie viele verschiedene Spezies, Gattungen,
Entwicklungsstadien und Gruppen des Zooplanktons in den Mikrokosmen vorhanden waren.
Ein haufiges MalR zur Charakterisierung einer Organismengesellschaft unter
Berlcksichtigung sowohl der Abundanzen, als auch der Artenzahl, ist der Shannon oder
Shannon-Weaver Diversitatsindex H'. Er betrachtet sowohl die Gesamtzahl aller
vorhandenen Arten wie auch den relativen Anteil der Individuen einer Art an der Gesamtzahl

aller Individuen (Townsend 1996).

S
n n
H=-) —In—
Iy
i i Art
H’ Diversitatsindex
n; Individuenzahl der Art i
N Gesamtindividuenzahl

Artenzahl
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Der Wert des Diversitatsindex hangt sowohl von der Anzahl der Arten, als auch von der
GleichmaRigkeit (Evenness) ab, mit der die Individuen unter den Arten verteilt sind. Die
Evenness ist definiert als das Verhaltnis der Diversitat (H') zum Logarithmus der Artenzahl
(s). Bei konstanter Artenzahl nimmt die Diversitat H' mit wachsender Evenness zu. In
Gesellschaften mit konstanter Evenness nimmt die Diversitat H' mit zunehmender Artenzahl
zu (Townsend 2000).

H7
“Ins

E Evenness
H’ Diversitatsindex
S Artenzahl

2.11.6 Stetigkeit

Die Stetigkeit einer Art ist definiert als die prozentuale Haufigkeit, mit der sie in den
verschiedenen Mikrokosmen wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes vorhanden
war (Muller 1984).

Anzahl der Mikrokosmen, in denen Taxon X reprasentiert war

Stetigkeit von Taxon X =
Anzahl der Mikrokosmen im Versuch
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2.12 Statistische Methoden

Um die Effekte einer in verschiedenen Konzentrationen applizierten Substanz auf die
zeitliche Entwicklung einer Biozdnose untersuchen zu kénnen, missen die zur Auswertung

herangezogenen statistischen Methoden folgende Anspriche erfillen:

e Zum einen muss die Abweichung der belasteten Mikrokosmen von den unbelasteten
Kontrollen beriicksichtigt werden, zum anderen der zeitliche Verlauf innerhalb der

einzelnen Systeme.

e AuBerdem ist als Endpunkt die Veranderung der Artenzusammensetzung der

gesamten Biozonose zu berticksichtigen.

Fur die Beschreibung der Effekte einer Chemikalie auf die Entwicklung von Populationen und
Organismengesellschaften in Mikrokosmen-Experimenten mit zeitlicher Komponente sind
spezielle multivariate statistische Verfahren entwickelt worden. Die Methoden der Principal-
Response-Curves (PRC) betrachtet globale Populations-dnderungen (ber die Zeit und
erlaubt damit die Interpretation zeitabhangiger Behandlungseffekte. Ein Permutationtest
(Monte Carlo) wurde zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz der Effekte eingesetzt.
Die Anwendung univariater Methoden dient der weiteren Differenzierung und Beschreibung
der Ergebnisse. Falls mittels multivariate Methoden ein signifikanter Effekt nachgewiesen
werden konnte, kdnnen univariate Analysen auf sensitive Taxa und die interessanten
Zeitpunkte beschrankt werden. Geeignete statistische Methoden sind vor allem die
Varianzanalyse und regressionsanalytische Verfahren. Auch eine univariate Analyse

zusammengefasster Merkmale ist sinnvoll.

2.12.1 Multivariate Verfahren

Zur Charakterisierung der Entwicklung einer Biozonose ist im allgemeinen die
Berucksichtigung aller vorhandenen Taxa (Deskriptoren) noétig. Ausgangspunkt der
statistischen Analyse ist daher eine Objekt x Deskriptor Matrix. Objekte sind dabei
beispielweise charakterisiert durch Zeit (NP: Woche 1 bis 16 bzw. EE: Woche 1 bis 15) und
Belastung in den Mikrokosmen (NP oder K, EE oder K), Deskriptoren durch Abundanz der
unterschiedlichen gefundenen Taxa. Die Abundanzen werden Ublicherweise
logarithmentransformiert. Zur Beschreibung der Daten kdnnen verschiedene deskriptive
Verfahren angewendet werden. Eine einfache Darstellung ist jedoch nur in zwei oder

eingeschrankt in drei Dimensionen méglich.
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In der Okologie ist es daher ublich, hochdimensionale Punktewolken auf eine Ebene zu
projizieren, wobei die beiden ersten Achsen von besonderem Interesse sind. Auf diese
Weise wird eine Dimensionsreduktion erreicht. Klassische  Verfahren  zur
Dimensionsreduktion wie die Hauptkomponentenanalyse (PCA), orientieren sich an der
Varianz als wichtigster GroRe zur Beschreibung der Datenstruktur. Als erste Achse wird
diejenige Linearkombination der urspriinglichen Variablen bestimmt, die die meiste Varianz
erklart. Sukzessive konnen weitere Komponenten extrahiert werden. Die Darstellung der
Objekte und der urspriinglichen Variablen beziglich der ersten beiden Komponenten kann
dann in Form eines Biplots geschehen. Wahrend die PCA von einer Datenmatrix ausgeht,
werden durch die Redundanzanalyse (RDA) gleichzeitig zwei Datenmatrizes ausgewertet.
Die zweite Datenmatrix hat dabei die Form Objekt x Umweltvariable. Umweltvariablen
konnen dabei z.B. chemische Parameter oder die Zugehdrigkeit zu unterschiedlichen
Belastungsgruppen beschreiben (z.B. NP1 bis NP7, EE1 bis EE8, K). Die RDA beschreibt
die durch die Umweltvariable erklarte Varianz. Zur Erklarung dieser reduzierten Varianz wird
dann eine PCA durchgefiihrt. Die RDA liefert Biplots, deren Interpretation gerade bei
zeitabhangigen Daten nicht einfach ist. Den Ansprichen der vorliegenden Daten wird die
Principal-Response-Curve (PRC) Methode nach Van den Brink & Ter Braak (1999) am
besten gerecht. Eine Realisierung liegt im Programm CANOCO Version 4.0 vor. Diese
Methode basiert auf einer RDA, stellt aber bei der Darstellung den zeitlichen Verlauf der
Unterschiede zwischen Kontrollen und belasteten Mikrokosmen in den Vordergrund.
AulRerdem koénnen Kovariablen beriicksichtigt werden, d.h. nicht interessierende globale
Unterschiede, wie etwa die Populationsdynamik der einzelnen Arten, werden
herausgerechnet. Die wesentlichen Ergebnisse der PRC-Methode sind zum einen die
Principal-Response-Curves (PRCs) fir eine oder mehrere Komponenten, zum anderen die
Species-Scores der einzelnen Komponenten beziglich der einzelnen Taxa. Die PRCs
zeigen den zeitlichen Verlauf der Unterschiede in den Biozonosen der Mikrokosmen
unterschiedlicher Chemikalienbelastungen (NP1 bis NP7, EE1 bis EES8) im Vergleich zu den
unbelasteten Kontrollen (K) bezlglich der einzelnen Komponenten. Die Species-Scores
reflektieren den Anteil der einzelnen Taxa an den Komponenten. Werden die cdt-Werte
(Canonische Koeffizienten, entsprechen den Funktionswerten der PRCs) mit dem Species-
Score einer Art multipliziert, so kann die resultierende Kurve als Schatzung der
multiplikativen Verénderung der Abundanz dieser Art in den Belastungsgruppen gegeniiber
der Kontrollgruppe interpretiert werden. Mittels eines Monte-Carlo-Permutationstests wurde
die Signifikanz dieser Unterschiede getestet, wobei eine geeignete Auswahl von Zeitfenstern
erfolgen musste, z.B. die Dosierungsphase. Abhéngigkeiten zwischen den einzelnen

Zeitpunkten werden dabei berlcksichtigt.
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Wegen fehlender Replikationen der einzelnen Konzentrationen konnten beim vorliegenden
Versuchsdesign einzelne Konzentrationen nicht mit der Kontrollgruppe verglichen werden.

Nur ein Vergleich aller dosierter Mikrokosmen mit den unbelasteten Kontrollen war méglich.

2.12.2 Univariate Verfahren

21221 Vergleich der belasteten Mikrokosmen mit den Kontrollen

Varianzanalytische Ansatze kénnen wegen fehlender Replikate beim vorliegenden Design
nur flr einen Vergleich der Kontrollen mit den belasteten Mikrokosmen - ohne
Bericksichtigung der Chemikalienkonzentration — durchgefiihrt werden. Zum Vergleich der
jeweils zwei Gruppen (K vs. NP bzw. K vs. EE) wurde der Kruskal-Wallis-Test angewandt.
Als nichtparamerischer Test ist er auch fir nicht-normalverteilte Grundgesamtheiten

geeignet.

21222 NOECCommunity

Falls der Permutationstest signifikant war, wurde die NOECcommuniy €rmittelt. Die Berechnung
erfolgte in Anlehnung an Liber et al. (1992). Nach der Korrelation der beobachteten Effekte
(hier dargestellt als cdt-Werte aus den Principal-Response-Curves) mit dem Logarithmus der
Chemikalienkonzentration wurden fir den Effektbereich oberhalb 1 (entspricht einer
NP-Konzentration von 10 pg/L) lineare Regressionen fir die einzelnen Wochen gerechnet.
Auf der Basis der cdt-Werte in der Vordosierungsphase konnten Mittelwerte und
Standardabweichung ermittelt und ein 95%-Konfidenzintervall konstruiert werden. Aus den
Schnittpunkten der Regressionsgeraden mit der oberen Grenze des 95%-Konfidenzintervalls

konnten NP-Konzentrationen errechnet werden, die als NOECcommuniy DeZEIChNEt werden.

2.12.2.3 Recovery

Als Recovery eines Systems wird die Erholung seiner Organismengesellschaften von dem
Stress durch die Applikation einer Chemikalie bezeichnet. Von erfolgreicher Recovery kann
dann ausgegangen werden, wenn die Abweichungen der belasteten Mikrokosmen von den
Kontrollen nach der Dosierung wieder im Bereich des 95%-Konfindenzintervalls des cdt-

Wertes der Vorapplikationsphase liegen.



3 Ergebnisse

3.1 Konzentrationsverlauf der Modellchemikalien in den
Mikrokosmen

Bei der Darstellung der Konzentrationsverlaufe der Modellchemikalien in den Mikrokosmen
wurde zwischen den einzelnen Messpunkten eine lineare Verbindungslinie gezogen. Dies
dient der Veranschaulichung der Konzentrationsverlaufe und stellt eine Annahme der in den

Mikrokosmen zwischen zwei Messungen herrschenden Konzentrationen dar.

3.1.1  Nonylphenol

Der Verlauf der NP-Konzentrationen im Wasser (Abb. 6) zeigt, dass die urspringlich
geplanten Konzentrationen nicht erreicht wurden. Stattdessen stellte sich tendenziell ein
Gleichgewicht ein, zwischen Freisetzung von Nonylphenol aus den Reservoirs und
Abbau-/Adsorptionsprozessen in den Mikrokosmen. Wahrend der ersten 8 bis 10 Tage nach
Beginn der Applikation nahm die NP-Konzentration im Wasser der Mikrokosmen zu.
Aufgrund der unterschiedlichen Schlauchgrof3en konnten abgestufte Konzentrationen in den
verschiedenen Mikrokosmen realisiert werden. Um eine weitere Konzentrationszunahme zu
erreichen, wurden jeweils weitere Schlauche identischer GroRRe hinzugefugt (2), woraufhin
ein erneuter Konzentrationsanstieg erfolgte. Bei allen Mikrokosmen nahmen die NP-
Konzentrationen drei Tage spéater ab, woraufhin 25 Tage nach Applikationsbeginn das erste
Schlauchset entfernt und durch ein drittes ersetzt wurde (3), um einen erneuten
Konzentrationsanstieg zu bewirken. In den folgenden zwei Wochen zeigten mit Ausnahme
des am hochsten dosierten Mikrokosmos alle Mikrokosmen einen malfigen
Konzentrationsanstieg. Die angestrebten maximalen Konzentrationen wurden jedoch nicht
erreicht. 38 bis 45 Tage nach Beginn der Exposition nahmen die NP-Konzentrationen in allen
Mikrokosmen ab. Nach der Entnahme der Dosierungsvorrichtungen in Woche 11 sanken die
NP-Konzentrationen im Wasser innerhalb von wenigen Tage unter die Nachweisgrenze

(Pfister et al., in Vorbereitung).
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pg/L Nonylphenol
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NP1 NP2 NP3 NP4 --- NP5 — —NP6 ——NP7
1 Beginn der Dosierung (Einbringen der Dosierungseinrichtungen mit dem
ersten Schlauchset)
2 Zweites Schlauchset hinzugeflugt
3 Erstes Schlauchset entfernt, drittes Schlauchset hinzugefiigt
4 Entfernung der Dosierungseinrichtungen

Abb. 6: Nonylphenol-Konzentrationen in den Mikrokosmen

3.1.2  Ethinylestradiol
3.1.2.1 Controlled-Release-Dosierung (EE1 bis EE5)

Die EE-Konzentrationen der mit Hilfe der LDPE-Schlauche dosierten Mikrokosmen EE1 bis
EE5 (Abb. 7) nahmen nach dem Einbringen der Dosierungseinrichtungen zunachst zu. Nach
zwei Wochen sanken die Werte in allen Mikrokosmen unter 100 ng/L und stiegen wahrend
der darauffolgenden zwei Wochen nur langsam wieder an. Die Konzentrationen in den
Mikrokosmen EEL1 bis EE3 erreichten nicht die angestrebte Hohe und es kam auch zu keiner
Abstufung in Abhangigkeit von den Schlauchlangen. Anders als beim Experiment mit
Nonylphenol fand keine gleichméRige Freisetzung der Chemikalien aus den Reservoirs statt.
Nach der 10. Versuchswoche wurde eine starke Konzentrationszunahme in den
Mikrokosmen mit Ausnahme von EE3 beobachtet. Nach dem Entfernen der
Dosierungseinrichtungen nach Woche 11 nahm die EE-Konzentration im Wasser in den
Modellokosystemen innerhalb weniger Tage ab und lag bereits eine Woche spéater im
Bereich der fur die Kontrollen gemessenen Werte.
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Abb. 7: Ethinylestradiol-Konzentrationen in den Mikrokosmen (Controlled Release)

Die mittels ELRA bestimmte Gesamtdstrogenitat in den Mikrokosmen (Abb. 8) bestatigt die

hohen EE-Konzentrationen fir EE4 und EE5 in Woche 7. Nach der Entnahme der Schlauche

wurden in allen Mikrokosmen erhdéhte Werte gemessen.
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Abb. 8: Gesamtdstrogenitat in den Mikrokosmen EE1 bis EE5 (ELRA)
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3.1.2.2 Dosierung durch Zugabe von EE-Stammlésung (EE6 bis EEB8)

Nach der Zugabe der Stammldsungen zu den Mikrokosmen EEG6 bis EE8 (Abb. 9) stiegen
die EE-Konzentrationen im Wasser auf 54, 302 und 536 pg/L. Finf Tage nach der Dosierung
waren nur noch 50 % der maximalen Konzentrationen nachzuweisen. Der Mikrokosmos EE8
wurde daraufhin nachdosiert (3), woraufhin eine maximale Konzentration von 479 pg/L am
6. Tag erreicht wurde. Die Abnahme der gemessenen EE-Konzentrationen auf mit den
Kontrollen vergleichbare Werte erfolgte etwa in Woche 11.

Die Werte fir die Gesamtdstrogenitat in EE6, EE7, EE8 waren zum Zeitpunkt der Dosierung
ebenfalls stark erhéht und nahmen analog zu den EE-Konzentrationen in den Mikrokosmen
ab (Abb. 10). Der zweite Anstieg der Konzentrationen nach der zweiten Dosierung von EE8
wurde bei der ELRA-Bestimmung nicht erfasst, da der Messwert fir die im Anschluss an die

Nachdosierung entnommene Probe nicht vorliegt.

500 Hg/L 1‘ 2‘ ? Ethinylestradiol
500 \
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100 ] AY
INn N ¥
0 T T T T T T 1 \T = —— = \\ - T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

— - EE6 — —-EE7Y —EES8
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Abb. 9: Ethinylestradiol-Konzentrationen in den Mikrokosmen (direkte Zugabe)
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3.2 Physikalisch-chemische Messungen

3.2.1 Sauerstoffséattigung und Temperatur

Der Sauerstoffgehalt eines Gewassers resultiert aus der Photosyntheseaktivitat der Algen
und Makrophyten und dem Eintrag von atmospharischem Sauerstoff sowie aus
sauerstoffverbrauchenden Vorgangen (Respirations- und Oxidationsprozesse) und
Sauerstoffverlusten an die Atmosphéare (Schwoerbel 1993). Die Sauerstoffséattigung dient als
Summenparameter fir die photosynthetische Aktivitat aller in den Mikrokosmen
vorhandenen Priméarproduzenten. Die Photosynthese von Phytoplankton und Makrophyten
ist auf Bereiche beschrénkt, die ausreichend gute Lichtverhaltnisse haben und damit auf die
héheren Wasserschichten und den Flachwasserbereich. Ab einer Tiefe, die weniger als 1 %
der Oberflachenstrahlung erhalt, Uberwiegen sauerstoffzehrende Prozesse durch
mikrobiellen Abbau absinkender organischer Materie und chemische Oxidation. In den
untersuchten Mikrokosmen ist aufgrund der geringen Wassertiefe keine raumliche Trennung

der sauerstoffzehrenden und sauerstoffbildenden Prozesse zu erwarten.

Die Wassertemperatur in den Mikrokosmen beeinflusst die physiologischen Vorgange in den
Organismen (Van't Hoff'sches Gesetz) und somit das Wachstum und die Entwicklung der
Organismen. Ab Temperaturen von 20 °C wurden beispielweise bei Daphnia pulex erhéhte
Metabolismusraten festgestellt (DeMott 1989) und bei einigen Planktonalgen kommt es zu
verklrzten Reproduktionszyklen (Reynolds 1989). Die Copepoden-Spezies Eucyclops
serrulatus bendtigt fur ihre Embryonalentwicklung bei 10 °C eine knappe Woche, bei 20 °C

hingegen nur drei Tage (Robertson 2000).
3.21.1 Nonylphenol

Wahrend der 5-wdchigen Vorapplikationsphase sanken die Werte fir die Sauerstoffsattigung
in den Modell6kosystemen von etwa 140 % zu Beginn des Versuchs auf etwa 90 % ab, um
anschliel3end auf Werte zwischen 130 und 150 % in den Wochen 7 bis 10 anzusteigen (Abb.
11). Dieser Anstieg ist bedingt durch die Photosyntheseaktivitat der sich entwickelnden
Algen und Makrophyten. Ab der 11. Versuchswoche kam es zu einem leichten Absinken der
Sauerstoffsattigungen. Mit wenigen Ausnahmen lagen die Sauerstoffgehalte bis zum Ende
des Versuchs Mitte September Uber 100 % relativer Sattigung. Die Sauerstoffgehalte der
belasteten Mikrokosmen wichen nicht signifikant (p > 0,02) von denen der unbelasteten

Mikrokosmen ab.
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Der Mittelwert der Wassertemperatur aller Mikrokosmen schwankte zwischen 16 und 28 °C.
Aufgrund der hohen Warmekapazitat des Wassers sind die Schwankungen weniger
ausgepragt, als die der Lufttemperaturen mit Werten zwischen 16 und 33 °C. Hohe
Lufttemperaturen und durch Sonnenschein bedingte hohe Lichtintensitaten fihrten zu
erhdhten Sauerstoffsattigungen infolge der Photosyntheseaktivitat der Priméarproduzenten in
den Wochen 8 bis 10 (Ende Juli, Anfang August), 12 (Mitte August) und 15 (Anfang
September) (Abb. 11). Im Litoral des Ammersees wurden im selben Zeitraum
Sauerstoffsattigungen von 110 % (Ende Mai), 125 % (Mitte Juli bis Anfang August) und
110 % (Ende August) gemessen (Severin et al. 1999). (Angaben zu Entwicklung des
Periphytons und Makrophytenbewuchs in den Mikrokosmen siehe Anhang).

3.2.1.2 Ethinylestradiol

Die Werte fur die Sauerstoffsattigung (Abb. 13) lagen in den ersten drei Versuchswochen
zwischen 90 und 110 % und stiegen infolge der Entwicklung des Phytoplanktons bis
Woche 4 auf Werte bis 130 % an. Durch die ab der 6. Woche deutlich zunehmende
Makrophytenvegetation wurden wahrend der Dosierungsphase 120 und 150 % relative
Sattigung erreicht. Erst in der 13. Versuchswoche wurden Sauerstoffsattigungen unter 140 %
gemessen. Der Rickgang der Sauerstoffsattigung ab Woche 13 war vermutlich auf die
Zunahme anaerober Abbauprozesse zurlickzufuhren, die speziell bei EE6 zu einer
auffallenden Wassertribung fuihrten. Die Werte lagen meist im Bereich der Kontrollen. Die
Mischung der Mikrokosmen wahrend der Vorapplikationsphase sowie die Dosierung mit
Ethinylestradiol hatten keinen Einfluss auf die Sauerstoffsattigung. Lediglich in den ersten
drei Versuchswochen waren die Sauerstoffsattigungen der belasteten Mikrokosmen
signifikant niedriger als die Kontrollen (p > 0,02). Die Wassertemperatur in den Mikrokosmen
schwankte zwischen 16 und 23 °C, die Lufttemperatur lag zwischen 13 und 29 °C. Wahrend
der hochsten Temperaturen in Woche 5 (Ende Juli) wurden die hdchsten
Sauerstoffsattigungen infolge hoher Photosyntheseaktivitdt der Algen und Makrophyten
erreicht. Nach dem Absinken von Luft- und Wassertemperaturen ab Woche 9 (Ende August)
wurden auch geringere Sauerstoffsattigungen gemessen. Die im Litoral des Ammersees zur
selben Zeit gemessenen Sauerstoffsattigungen schwankte zwischen 95 % und 138 % und
lag somit zwischen Ende Juli und Ende August (entsprach Woche 6 bis 10) etwa 27 %
niedriger als in den Mikrokosmen (Sigl, unvertffentlicht). (Angaben zum

Makrophytenbewuchs in den Mikrokosmen siehe Anhang).
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3.2.2 pH-Wert

Der pH-Wert ist definiert als der negative dekadische Logarithmus der H*-Konzentration und
hat als solches darauf Einfluss, in welchem Verhéaltnis freies Kohlendioxid,
Hydrogencarbonat und Carbonat vorliegen. Bei pH <4 herrscht der Anteil an freiem
Kohlendioxid vor, im alkalischen Bereich (ab pH 11) ist das Gleichgewicht auf der Seite des
Carbonats. Zwischen pH 7 und 10 liegt vor allem Hydrogencarbonat vor. Bei Gewassern mit
kalkhaltigen Sedimenten ist der pH des Wassers wegen der Puffereigenschaften des
Hydrogencarbonats keinen groRen Schwankungen unterworfen. Die unter dem Einfluss von
Sonnenlicht stattfindende Photosynthese der Primarproduzenten (Aufnahme von CO,,
dadurch Abnahme von H,COg) fiihrt zu einer Zunahme des pH. Bei der in der Nacht
Uberwiegenden Respiration (Abbau organischen Materials) wird CO, abgegeben und H,CO;
nimmt zu, wodurch es zu einer Erniedrigung des pH kommt (Sigg & Stumm 1994).

3.2.2.1 Nonylphenol

Die pH-Werte in den Mikrokosmen (Abb. 12) betrugen wahrend der Vorlaufphase zwischen
8,8 und 9,4. Ab der 7. Versuchswoche stiegen die Werte stetig an und erreichten zum Ende
der Dosierungsphase in Woche 10 Hochstwerte von bis zu 10,5. Der Abfall des pH-Wertes
nach Woche 10 sowohl in den Kontrollen als auch in den dosierten Mikrokosmen ist
eventuell auf einen witterungsbedingten Abfall der Photosyntheseaktivitat zuriickzuftihren.
Zeitgleich sank die Wassertemperatur von 25 auf 20 °C. Meistens lagen die gemessenen
Werte bei den belasteten Mikrokosmen im Bereich der Kontrollen (p > 0,02). Fur die
Mikrokosmen NP1 bis NP6 konnte kein Zusammenhang zwischen der Dosierung der
Chemikalie und dem Verlauf der pH-Werte festgestellt werden. Die pH-Werte in der hdchsten
NP-Konzentration (NP7) lagen in der Halfte der Dosierungsperiode (Woche 8 bis 10) und zu
Beginn der Nachdosierungsphase (Woche 11) mit durchschnittlich 0,4 unter den Werten der
anderen Mikrokosmen. Im Litoral des Ammersees lagen die pH-Werte im selben Zeitraum
zwischen 8,3 und 8,4 (Severin et al. 1999).
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3.2.2.2 Ethinylestradiol

Die Entwicklung der pH-Werte in den Mikrokosmen (Abb. 14) zeigte bezlglich des
Kurvenverlaufs Parallelen zum Versuch mit Nonylphenol. Die gemessenen Werte lagen im
selben Bereich wie im Vorjahr. Nach dem pH-Anstieg von 8,5 auf 9,5 nach etwa 5 Wochen,
lagen die Werte zwischen Woche 7 bis 10 etwa bei pH 9,4 bis 10,3. AnschlieRend nahmen
die pH-Werte leicht ab und lagen zwischen 8,8 und 9,7. Die pH-Werte der belasteten
Mikrokosmen wichen nicht signifikant von denen der Kontrollen ab (p > 0,02). Die
Entwicklung der pH-Werte wurde offenbar weder durch die Durchmischungen der
Wassersaulen, noch durch die Dosierung mit der Chemikalie beeinflusst. Die pH-Werte im
Litoral des Ammersees lagen im Durchschnitt um 0,8 unter den pH-Werten in den

Mikrokosmen. Die Werte schwankten zwischen 8,4 und 8,7 (Sigl, unveroffentlicht).
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3.2.3 Leitfahigkeit

Die Leitfahigkeit ist ein MalR fir die im Wasser geldsten lonen. In Gewassern mit
Kalksedimenten herrschen Kalziumionen vor, weswegen Uber die Leitfahigkeitswerte indirekt
eine Aussage Uber den Kalziumgehalt und die Wasserharte des Gewdassers getroffen
werden kann (Melzer 1976).

3.2.3.1 Nonylphenol

Die Leitfahigkeit in den Mikrokosmen (Abb. 12) betrug zu Beginn des Versuches 270 bis
330 uS/cm, ab der 5. Woche bis zum Ende der Dosierungsphase sanken diese unter
200 pS/cm, um bis zum Versuchsende relativ konstant zwischen 170 £ 5 uS/cm zu bleiben.
Die Leitfahigkeit der belasteten Mikrokosmen lagen mit Ausnahme von Woche 10 (signifikant
erhoht, p > 0,02) im durch die Kontrollen abgedeckten Bereich. Im Litoral des Ammersees
blieben die Leitfahigkeiten im selben Zeitraum relativ konstant zwischen 380 uS/cm im Mai
(entspricht Woche 1) und 360 uS/cm Anfang September (entspricht Woche 16) (Severin et
al. 1999).

3.2.3.2 Ethinylestradiol

In den ersten drei Versuchswochen kam es zu einem Anstieg der Leitfahigkeitsmesswerte
von 230 auf 250 uS/cm (Abb. 14). Ab Woche 3 bis zum Beginn der Dosierung in Woche 7
sanken die Werte auf 160 uS/cm ab und blieben bis Woche 15 in diesem Bereich. Von
Woche 8 bis 13 waren die Leitfahigkeitswerte der belasteten Mikrokosmen signifikant
niedriger als in den Kontrollen (p > 0,02). Die Leitfahigkeitswerte im Ammersee hingegen
blieben relativ konstant, mit Schwankungen zwischen 357 und 398 uS/cm. Im Durchschnitt
lagen die in den Mikrokosmen gemessenen Werte um etwa 161 uS/cm unter denen im

Ammersee (Sigl, unveroffentlicht).
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Abb. 11: Temperatur und Sauerstoffséattigung in den Mikrokosmen (Nonylphenol)
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Abb. 12: pH und Leitfahigkeit in den Mikrokosmen (Nonylphenol)
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Abb. 13: Temperatur und Sauerstoffsattigung in den Mikrokosmen (Ethinylestradiol)
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Abb. 14: pH und Leitfahigkeit in den Mikrokosmen (Ethinylestradiol)



Ergebnisse 70

3.2.4  Phosphat

Phosphor ist ein als essentieller Nahrstoff flr die Primarproduzenten eines Gewassers. In
natiirlichen Gewassern liegt er haufig nur in geringen Konzentrationen vor und ist daher fur
die Produktion meist der limitierender Faktor. Der natirliche Eintrag ins Gewasser erfolgt
durch Einschwemmung aus dem Einzugsgebiet, Verwitterung phosphathaltiger Gesteine
(Apatit), Niederschlage und die Zersetzung abgestorbener Tiere und Pflanzen. Die
Eutrophierung naturlicher Gewasser beruht in der Regel auf einer Zunahme von Phosphat
durch Eintrdge von hauslichen, industriellen und landwirtschaftlichen Abwassern, woraus

eine Zunahme der Priméarproduktion resultiert (Schwoerbel 1993).

3.24.1 Nonylphenol
0-PO,-P [ug/L] Dosierungsphase Nonylphenol
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Abb. 15: 0-PO4-Phosphat in den Mikrokosmen (Nonylphenol)

Die in den Mikrokosmen gemessenen Werte betrugen im Mittel 24 ug/L (Abb. 15). Die
auftretenden Schwankungen traten unabhangig von der Dosierung auf und bewegten sich im
Bereich der fir meso-eutrophe Seen ermittelten Werte (Vollenweider & Kerekes 1980). Die
belasteten Mikrokosmen zeigten zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede von den
Kontrollen (p > 0,02). Die Phosphatkonzentration der beiden am niedrigsten dosierten
Mikrokosmen (NP1 und NP2) lag jedoch am Ende des Versuchs (Woche 14 und 15) uber
denen der Kontrollen sowie der héher dosierten Mikrokosmen. Im oligotrophen Litoralbereich

des Ammersees wurden zwischen 2,5 und 5,0 ug/L gemessen (Severin et al. 1999).
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3.24.2 Ethinylestradiol

0-PO,4-P [ug/L] Dosierungsphase Ethinylestradiol
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Abb. 16: 0-POs-Phosphat in den Mikrokosmen (Ethinylestradiol)

Der Phosphatgehalt in den Mikrokosmen (Abb. 16) betrug im Mittel 26 pg/L und lag damit im
Bereich der fir meso-eutrophe Gewasser ermittelten Werte (Vollenweider & Kerekes 1980).
Die auftretenden Schwankungen traten unabhdngig von den Durchmischungen der
Wassersaulen zwischen Woche 1 und 2 bzw. Woche 5 und 6 auf. Auch ein Zusammenhang
mit der Dosierung konnte nicht festgestellt werden. Im Litoral des Ammersees wurden

deutlich geringere Phosphatgehalte (1 und 4 ug/L) gemessen (Sigl, unveroéffentlicht).

3.25 Stickstoff

Neben Kohlenstoff, Wasserstoff und Phosphor zahlt Stickstoff zu den wichtigsten
Bestandteilen aller Organismen und spielt fir deren Stoffwechsel eine bedeutende Rolle. Die
unterschiedlichen Formen, in denen das Element vorliegt, sind durch Mikroorganismen
ineinander Uberfuhrbar. In einem Gewasser liegt Stickstoff in geldster, molekularer Form, in
gelésten und partikularen Verbindungen und in den anorganischen Verbindungen Nitrit,

Nitrat und Ammonium vor.
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Letztere sind aufgrund ihrer Verflgbarkeit als Stickstofflieferanten fiir die photoautotrophe
Pflanze die wichtigsten anorganischen Stickstoffverbindungen (Lampert & Sommer 1993). In
einem Gewassers erfolgt eine Anreicherung von Ammonium durch bakterielle
durch die

sauerstoffreichen Freiwasser sind jedoch nur auf3erst geringe Ammoniumkonzentrationen

Ammonifikationsprozesse sowie Exkremente der Konsumenten. Im
feststellbar, was zum einen auf die Aufnahme durch griine Pflanzen und zum anderen darauf
zurickzufuhren ist, dass Ammonium bei der bakteriellen Nitrifikation in Nitrat umgewandelt
wird. In organisch unbelasteten Gewéassern ist Ammonium in der Regel nicht nachweisbar.
Der Nitratgehalt stellt ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung der Wasserqualitat eines
Gewassers dar und weist in erster Linie auf anthropogen bedingte N&hrstoffquellen hin.
Nitrat gelangt im wesentlichen Gber Niederschlage, Abwasser, Zuflisse, Grundwasser oder
durch Ausschwemmungen landwirtschaftlicher Flachen in die Gewésser. In eutrophen Seen
kann Nitrat im Epilimnion zum limitierenden Faktor fir die Primé&rproduktion werden

(Schwoerbel 1993).

3.25.1 Nonylphenol
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Abb. 17: NH4-N in den Mikrokosmen (Nonylphenol)
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NO3-N [mg/L] Dosierungsphase Nonylphenol
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Abb. 18: NOs-N in den Mikrokosmen (Nonylphenol)

Die Ammoniumkonzentrationen in den Mikrokosmen (Abb. 17) lagen zwischen der
Nachweisgrenze von 0,04 mg/L und maximal 0,09 mg/L. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den mit NP belasteten Mikrokosmen und den Kontrollen festgestellt
werden (p >0,02). Im Ammerseelitoral wurden im selben Zeitraum Konzentrationen im
Bereich von 0,025 mg/L gemessen (Severin et al. 1999).

Die Nitratgehalte in den Mikrokosmen lagen in der ersten Versuchswoche und wéahrend der
Dosierungsphase kurzzeitig oberhalb der Nachweisgrenze von 0,3 mg/L (Abb. 18). Es
wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den belasteten Mikrokosmen und den
Kontrollen festgestellt (p > 0,02). Im Litoral des Ammersees lagen die Nitratgehalte zwischen
0,8 und 0,9 mg/L (Severin et al. 1999).
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3.2.5.2

Ethinylestradiol

NH,-N [mg/L] Dosierungsphase Ethinylestradiol
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Abb. 19: NHs-N in den Mikrokosmen (Ethinylestradiol)
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Abb. 20:

Durchmischung der Wassersaulen am 25. Juni 1999

Durchmischung der Wasserséaulen am 23. Juli 1999
NOs-N in den Mikrokosmen (Ethinylestradiol)
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Die Ammoniumkonzentrationen in den Mikrokosmen (Abb. 19) lagen nur in den ersten vier
Wochen der Versuchsphase Uber der Nachweisgrenze von 0,004 mg/L. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede der belasteten Mikrokosmen von den Kontrollen festgestellt
werden (p > 0,02). Im Uferbereich des Ammersees Uberstiegen die
Ammoniumkonzentrationen die Nachweisgrenze nur selten (Sigl, unveréffentlicht).

Die Nitratkonzentrationen der Mikrokosmen (Abb. 20) schwankten zwischen 0,3 und
0,9 mg/L, die belasteten Mikrokosmen unterschieden sich nicht signifikant von den
Kontrollen (p > 0,02).

Im Litoral des Ammersees betrug die durchschnittliche Nitratkonzentration bis Anfang
September (entspricht Woche 12) 1,0 mg/L und erreichte erst ab Mitte September (ab
Woche 13) das Niveau der Mikrokosmen (Sigl, unvergffentlicht).



Ergebnisse 76

3.3 Zooplanktonpopulation beim Versuch mit Nonylphenol

3.3.1  Zooplanktonpopulation in den Kontrollen K1 bis K9
(NP-Versuch)

3.3.1.1 Artenzahl, Diversitat und Evenness (Zooplankton, K1 bis K9, NP-
Versuch)

Wahrend des  16-wochigen  Versuchszeitraumes  wurden 51  verschiedene
Zooplanktongruppen, Entwicklungsstadien, Gattungen und Arten unterschieden. Die
Artenzahl schwankte zwischen 8 und 14 zu Beginn des Versuches und nahm innerhalb von
drei Wochen auf 17 bis 23 zu. Lediglich K2 (Woche 3), K6 (Woche 15), K7 (Woche 5) und K8
(Woche 5) zeigten im Verlauf des Versuchs geringere Artenzahlen. Bei der letzten
Beprobung in Woche 16 wurden zwischen 14 und 18 Arten in allen Mikrokosmen gefunden
(Abb. 21). Die zunehmende Artenzahl im Verlauf der Zeit war vermutlich eine Folge der
Etablierung zahlreicher 6kologischer Nischen infolge der Entwicklung von Makrophyten und
Periphyton, die als Lebensraum fur eine grof3ere Anzahl von Arten dienen konnten. Analog
zu den steigenden Artenzahlen nahmen auch die Diversitdt und die Evenness in den
Mikrokosmen von Woche 1 bis 4 zu (Abb. 21). Ab Woche 7 kam es bei den meisten

Mikrokosmen (aul3er K3) zu einer Abnahme der Diversitat aufgrund der geringen Evenness.
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Abb. 21: Artenzahl, Diversitat und Evenness in den Kontrollen (Nonylphenol)
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3.3.1.2 Relative Abundanz (Zooplankton, K1 bis K9, NP-Versuch)

Der Anteil der Rotatorien an der Zooplanktonpopulation der Kontrollmikrokosmen (Abb. 22
bis Abb. 26) betrug zu Beginn des Versuchs Ende Mai Uber 90 % und nahm bis zum
Versuchsende auf 10 bis 20 % ab. Die Spezies Asplanchna spp. hatte nur in den Wochen 1
bis 3 einen grolleren Anteil an der Zooplanktonpopulation, der zwischen 30 % (K1, K4, K5)
und 80 % (K2) lag. Polyarthra spp. und Keratella spp. waren ebenfalls in den meisten
Mikrokosmen von Woche 1 bis 4 gehéauft vorhanden, traten jedoch ebenso wie
Synchaeta spp. und Lecane spp. auch wahrend des restlichen Beprobungszeitraumes in
unterschiedlichen Haufigkeiten auf.

Wahrend des gesamten Beprobungszeitraumes waren in den Kontrollmikrokosmen
Cladoceren mit Anteilen bis zu 60 % vorhanden (Abb. 22 bis Abb. 26). Der Anteil von
Chydorus sphaericus nahm ab Woche 5 zu, woraufhin der Anteil von Daphnia longispina um
etwa die Halfte abnahm. Unter der Sammelgruppe ,Cladocera (sonstige)* wurden v.a.
Juvenile, aber auch Arten, deren Anteil sehr gering war, zusammengefasst.

Der Anteil der Nauplien- und Copepodit-Stadien an der Zooplanktonpopulation in den
Mikrokosmen betrug in den ersten Versuchswochen zwischen 2 und 10 %, stieg jedoch
zwischen Woche 2 und 5, teilweise auch etwas spater bis auf ber 80 % an. Adulte Tiere
wurden zu einem geringen Prozentsatz und in einigen Mikrokosmen (K2, K4) erst gegen
Ende des Versuchs ab Ende August gefunden (Abb. 22 bis Abb. 26).

Unter ,Sonstige” wurden Zooplanktonorganismen zusammengefasst, die in den
Mikrokosmen vorhanden waren, jedoch nicht zu den Planktonorganismen zahlen. Hierzu
gehoren beispielsweise Vertreter der Muschelkrebse (Ostracoda), Makroinvertebraten
(Ephemeroptera, Hydra, Diptera) und Nematoden.
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Abb. 25: Zusammensetzung der Zooplanktongesellschaft in K7 und K8 (Nonylphenol)
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Abb. 26: Zusammensetzung der Zooplanktongesellschaft in K9 (Nonylphenol)

3.3.1.3 Populationsdynamik der Rotatoria, Cladocera und Copepoda
(K1 bis K9, NP-Versuch)

Die Gruppe der Rotatorien (Abb. 27) in den Kontrollmikrokosmen erreichte in den ersten
Versuchswochen maximale Individuendichten zwischen 500 und 1.300 Individuen/L. Bis
Woche 5 gingen die Populationen stark zurlick und blieben im weiteren Verlauf in den
meisten Mikrokosmen unterhalb von 200 Individuen/L. In K8 kam es zwischen Woche 6 und
Woche 10 zu einem auffalligen Anstieg der Individuendichte.

Die Cladocera (Abb. 27) erreichten bei den meisten Kontrollmikrokosmen Individuenzahlen
von weniger als 100 Individuen/L, wobei es in K6 zu auffalligen Schwankungen kam. In K8
wurden zu keinem Zeitpunkt mehr als 50 Individuen/L gefunden.

Die Individuendichten der Copepoden betrugen in den meisten Mikrokosmen zwischen
Woche 1 und 5 maximal 50 Individuen/L und stiegen im weiteren Verlauf auf 100 bis ca.
300 Individuen/L an. Ab Woche 14 nahm die Individuenzahl auf 60 bis 180 Individuen/L ab.
Auffallend waren die hohen Individuendichten in K8 in Woche 12 und 13 sowie bei K4
(Woche 9) (Abb. 27).
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Abb. 27: Populationsdynamik der Rotatoria, Cladocera und Copepoda in den Kontrollen
(Nonylphenol)
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3.3.14 Prozentuale Abweichung der Populationsdynamik der Rotatoria,
Cladocera und Copepoda vom Mittelwert der Kontrollen (%ABW()
(K1 bis K9, NP-Versuch)

Mit wenigen Ausnahmen schwankten die Individuendichten der Rotatorien (Abb. 28) um ca.
100 % nach oben und unten um den Mittelwert der Kontrollen. Die bereits bei den
Individuendichten auffallende Zunahme bei K8 (Woche 9 und 10) fihrte zu Abweichungen
von bis zu +450% vom Mittelwert. Bei den Cladoceren (Abb. 28) wichen die
Individuenzahlen der meisten Mikrokosmen ebenfalls um ca. 100 % nach oben und unten
vom Mittelwert der Kontrollen ab. Die hohen Individuendichten in K6 spiegeln sich in
Abweichungen zwischen + 150 und + 250 % wider. In K8 war die Abweichung in den
negativen Bereich zwischen Woche 5 und Woche 13 deutlich gréer als bei den Ubrigen
Mikrokosmen, was auf die niedrigen Individuendichten in diesem Mikrokosmos wahrend
dieses Zeitraums zuriickzufihren ist. Die Abweichungen bei den Copepoden (Abb. 28)
betrugen ab Woche 6 bis zum Versuchsende etwa + 100 % vom Mittelwert der Kontrollen. In
K7 wurden in Woche 2 ca. 3,5 mal mehr Individuen gefunden, in K4 in Woche 4 und 5 etwa

3 mal soviel im Vergleich zum Mittelwert der Kontrollen.



Ergebnisse

86

% ABW Rotatoria
500
A
400 - /’ ‘\
300 / \.
/ \
‘ ! -\
200 ‘ N :
/ \ \
100 -
O Vd ’\ 1\ ‘{\’ \\ T T
e =S — 1} 12-X13.14 15 /16
- ~ - id
-100 == ==
Woche
% ABW Cladocera
300
200 + D

% ABW Copepoda
400
\
300 Iy
A
I
I\
200 )
I
[
100 1 \ A RN N
0 *4\17 — =T .T:\*;Au Z:
N2 2N 5 67 8 13. 14" 35, 46
"', ~ \ ..
-100 1L a2

Woche

K1 K2 K3 K4 K5 ---K6 —=K7 — - K8 —K9‘
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3.3.1.5 Populationsdynamik ausgewahlter Zooplanktonarten (K1 bis K9,
NP-Versuch)

Keratella spp. (zusammengefasst wurden hier die Abundanzen von K. cochlearis und
K. quadrata) hatte ihr Maximum in Woche 2 (300 bis 600 Individuen/L) und erreichte ab
Woche 5 nur noch ca. 50 Individuen/L. Auffallend geringe Individuenzahlen wurden in K2
und K7 in Woche 2 gefunden. In K8 trat Keratella spp. in Woche 8 bis 11 in
Individuendichten zwischen 200 und 550 Individuen/L auf (Abb. 29).

Vertreter der Gattung Lecane wurden erst ab Woche 5 mit Individuendichten
> 20 Individuen/L gefunden (Abb. 29). Maximale Individuenzahlen von bis zu 170
Individuen/L (K8) wurden zwischen Woche 6 und 9 festgestellt. In Woche 10 und 11 waren
die Abundanzen von Lecane spp. in allen Mikrokosmen gering (< 10 Individuen/L), wéhrend
die Abundanzen in Woche 12 bis 13 (August) wieder anstiegen.

Die Rotatorien-Gattung Polyarthra hatte in einigen Kontrolimikrokosmen (K4, K6 bis K9) ihr
Maximum in Woche 1 bzw. 2 (Abb. 30) Es wurden zwischen 100 und 550 Individuen/L
gefunden. Im Versuchsverlauf wurde in einigen Mikrokosmen ein weiteres Maximum mit 50
bis 150 Individuen/L erreicht.

Vertreter der Gattung Synchaeta traten in allem Mikrokosmen mit schwankenden
Individuendichten auf (Abb. 30). Insgesamt lagen die Abundanzen etwa zwischen O und 35
Individuen/L, wobei es in einigen Mikrokosmen (K1, K6, K7) auch zu ho6heren
Individuendichten kam. In den meisten Mikrokosmen wurden Maxima in den Wochen 5 bis 8
(Juli) und in geringem Ausmalf3 ab Woche 12 erreicht.

Die Cladoceren-Spezies Daphnia longispina hatte ihr erstes Maximum in den meisten
Mikrokosmen in Woche 4 (Abb. 31) mit Individuendichten zwischen 20 und Uuber
80 Individuen/L. Ein zweites Maximum wurde in einigen Mikrokosmen (K7, K9) in Woche 8
bzw. 11 (K5), teilweise auch etwas friher gefunden.

Chydorus sphaericus wurde erst ab Woche 6 in Abundanzen > 10 Individuen/L in den
Mikrokosmen gefunden. Mit Ausnahme von K8 stiegen die Individuenzahlen deutlich tber
10 Individuen/L. Die maximalen Dichten betrugen zwischen 30 und 60 Individuen/L und
traten zwischen Woche 8 und 14 auf (Abb. 31).

Die grof3ten Individuenzahlen der verschiedenen Entwicklungsstadien der Copepoda wurden
in allen Mikrokosmen von den Nauplien erreicht. In den meisten Mikrokosmen wurden ab
Woche 7 Gber 100 Individuen/L gefunden. Im weiteren Verlauf lagen die Individuendichten
bis zum Versuchsende zwischen 100 und 400 Individuen/L. Die Copepodit-Stadien waren
bei der Mehrheit der Mikrokosmen mit Gber 20 Individuen/L ab Woche 12 vorhanden und
stiegen im weiteren Verlauf auf iber 30 bis 60 Individuen/L an.
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In K7 (Woche 2) und K4 (Woche 6) wurden auffallend hohe Copepoditzahlen festgestellt.
Adulte Exemplare von Eucyclops serrulatus wurden in allen Mikrokosmen nur in geringen
Individuendichten gefunden. Erst ab Woche 14 wurden in einigen Kontrollmikrokosmen (K2,

K4 bis K6) mehr als 20 Individuen/L gezahlt (Abb. 32).
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Abb. 29: Populationsdynamik von Keratella spp. und Lecane spp. (Kontrollen NP)
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Abb. 32: Populationsdynamik der Entwicklungsstadien von Eucyclops serrulatus (Kontrollen NP)

(Punkte auRerhalb der Skalierung sind als Symbole mit Angabe des Wertes eingezeichnet.)
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3.3.2  Zooplanktonpopulation in Nonylphenol-Mikrokosmen
NP1 bis NP7

3.3.2.1 Artenzahl, Diversitat und Evenness
(Zooplankton, NP1 bis NP7)

Die Existenz einer Art innerhalb eines Okosystems ist abhingig von ihren genetisch
bestimmten Eigenschaften (Potenzen) sowie von den Eigenschaften ihrer Umgebung
(Valenzen). Aus den Wechselwirkungen zwischen Potenzen und Valenzen ergeben sich
multidimensionale 6kologische Nischen deren Gesamtheit die Struktur eines Okosystems
definieret (Mdaller 1984). Wichtige deskriptive Parameter zur Charakterisierung von
Okosystemen sind die Artenzahl, die Diversitat H' sowie die Evenness (nach Shannon und
Weaver). Je mehr 6kologische Nischen in einem Okosystem vorhanden sind, desto héher ist
seine Diversitat.

Wahrend der gesamten Versuchszeit von 16 Wochen wurden 51 verschiedene
Entwicklungsstadien, Gattungen und Arten gefunden. Die Artenzahl in den unbelasteten
Mikrokosmen stieg innerhalb der ersten drei Versuchswochen von 10 auf fast 20 und betrug
ab Woche 4 bis zum Versuchsende zwischen 15 und 20. Der Anstieg ist auf die
zunehmende Komplexitat der Systeme durch die Ausbildung von Mikrohabitaten (z. B.
Makrophyten) sowie auf die Etablierung von Lebensgemeinschaften wie des Periphytons
und des Meiobenthos zurlickzuftihren (Abb. 33). In den belasteten Mikrokosmen waren die
Artenzahlen in der ersten Woche sowie wahrend der Dosierung von Woche 7 bis 9 und in
Woche 11 nach Dosierungsende signifikant niedriger als in den unbelasteten Kontrollen
(p < 0,05). Die Artenzahlen waren insbesondere in den hohen Konzentrationen (NP4 bis
NP7) erniedrigt.

Der Diversitatsindex H’ in den Kontrollen schwankte wéhrend des gesamten Versuches
zwischen 1,25 und 2,25. In den belasteten Mikrokosmen war die Diversitat gegenlber den
Kontrollen zu einem Zeitpunkt wahrend der Postapplikationsphase (Woche 15) signifikant
erhoht (p < 0,05). Dies war jedoch nur fir NP1 und NP5 bis NP7 der Fall, NP2 bis NP4
verhielten sich wie die Kontrollen. Die Evenness in den Kontrollen betrug zwischen 0,5 und
0,75. In den dosierten Mikrokosmen waren die Werte in Woche 7 signifikant niedriger als in
den Kontrollen (p < 0,05) (Abb. 33). Dies betraf die Mikrokosmen NP1 bis NP5, jedoch nicht
die hohen Konzentrationen NP6 und NP7.
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Abb. 33: Artenzahl, Diversitat und Evenness in den Mikrokosmen (Nonylphenol)
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3.3.2.2 Relative Abundanzen (Zooplankton, NP1 bis NP7)

Von den insgesamt 51 gefundenen Gruppen, Entwicklungsstadien, Gattungen und Arten des
Zooplanktons kamen 24 mit einer Stetigkeit von 100 % vor, d.h. sie wurden in allen
Mikrokosmen gefunden.

Der Anteil der Rotatorien an der Zooplanktongesellschaft in den mit NP dosierten
Mikrokosmen betrug in der Vorapplikationsphase etwa 90 % und nahm bis zum Beginn der
NP-Applikation auf 20 % ab. Der Anteil der Rotatorien von Woche 5 bis Woche 16 betrug bei
NP1bis NP3 zwischen 4 und ca. 50 %, bei NP4 bis NP7 lag er mit 25 bis 90 % weit daruber.
Asplanchna spp. war in Woche 1 bis 2 mit 30 bis Uber 90% (NP2) an der
Rotatorienpopulation beteiligt, zusatzlich wurden Polyarthra spp. und Keratella spp. mit bis
zu 50 % gefunden. Letztere dominierten ab Woche 3 gemeinsam mit Synchaeta spp. (ab
Woche 5) und Lecane spp. (ab Woche 4) die Rotatoriengesellschaft bis zum Versuchsende
(Abb. 34 bis 37).

Die Cladoceren nahmen wahrend der Vorapplikationsphase von ca. 5 % in der 1. Woche auf
bis zu etwa 50 % in Woche 5 zu (34 bis 37), wobei der Anteil von Daphnia longispina 50 %
betrug. Nach Beginn der Dosierung nahm der Anteil der Cladoceren stark ab (bis auf ca.
10 %), in der hochsten Konzentration NP7 verschwand die Cladocerenpopulation sogar
vollig. Dieser starke Ruckgang wurde bei NP1 bis NP5 nicht beobachtet, der Anteil der
Cladocera an der gesamten Zooplanktongesellschaft blieb hier bis zum Versuchsende relativ
konstant bei ca. 10 % bzw. stieg ab Woche 12 in NP1 und NP2 auf ca. 20 %. Eine Zunahme
der Cladoceren an der gesamten Zooplanktongesellschaft war ab Woche 13
(Postapplikationsphase) auch bei NP6 zu beobachten. Chydorus sphaericus nahm in allen
Mikrokosmen ab Woche 7 in dem MalRe zu, in dem der Anteil von Daphnia longispina
geringer wurde und war im weiteren Verlauf mit 5 bis 20 % relativer Abundanz vorhanden.
Die Beteiligung der Copepoden (Abb. 34 bis 37) an der Zooplanktongesellschaft betrug in
der Vorapplikationsphase bis zu 60 %. Es tUberwogen die Nauplien- und Copepodit-Stadien;
adulte Exemplare von Eucyclops serrulatus wurden zu geringen Anteilen, teilweise erst ab
Woche 13, haufiger gefunden (NP2, NP4). Wahrend der Dosierungsphase stieg der Anteil
der Nauplien und Copepodite in NP1 bis NP3 bis auf 90 % an. In NP4 bis NP7 nahm der
Anteil dieser Stadien auf 30% (NP4, NP5) bzw. 20% (NP6, NP7) ab. In der
Postapplikationsphase nahmen die Copepoden bei NP4 bis NP7 wieder auf 20 bis 50 % zu,
ab Woche 13 kam es zu erneuten leichten Abnahmen um ca. 5 bis 10 %. In NP1 bis NP3
blieben die Anteile der Copepoden ab Woche 9 etwa konstant bei ca. 50 bis 60 %, wobei die
Copepoditstadien auf Kosten der Nauplien leicht zunahmen. Lediglich bei NP1 und NP2 kam
es ab Woche 14 zu Abnahmen auf 0 bis 20 % (Nauplien) bzw. zum Verschwinden
(Copepoditstadien).
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3.3.2.3 Populationsdynamik der Rotatoria, Cladocera und Copepoda
(NP1 bis NP7)

Die Rotatorien waren mit Ausnahme von NP2 und NP4 in den ersten beiden
Versuchswochen sehr haufig, mit maximalen Individuendichten von 150 bis
1.300 Individuen/L (Abb. 38). Ab Woche 4 bis zum Versuchsende in Woche 16 lagen die
absoluten Abundanzen bei nur noch maximal 100 Individuen/L. Wahrend der zweiten Halfte
der Dosierungsphase und in der ersten Postapplikationswoche (Woche 7 bis 11) wurden in
den belasteten Mikrokosmen weniger Individuen gefunden, als in den unbelasteten
Kontrollen (Mittelwert + STABW).

Die Populationsdichte der Cladoceren (Abb. 38) schwankte zwischen maximal 125 und
0 Individuen/L. Auf ein Maximum wahrend der Vorapplikationsphase (Woche 2 bis 4) mit
Individuendichten zwischen 60 und 90 Individuen/L folgte ein Rickgang auf Abundanzen
zwischen 10 und 50 Individuen/L. Wahrend der Dosierung erfolgten in allen Mikrokosmen
(auBer NP1 und NP3) Abundanzabnahmen unterhalb des durch den Mittelwert der
Kontrollen £ STABW abgedeckten Bereichs. Von Woche 7 bis 9 war die Individuendichte in
allen Mikrokosmen mit Ausnahme von NP3 geringer, als in den unbelasteten Kontrollen
(Mittelwert + STABW). Mit Ausnahme der beiden am hochsten belasteten Mikrokosmen
(NP6, NP7) stiegen die Abundanzen bereits in der letzten Dosierungswoche wieder an und
erreichten in der ersten Postapplikationswoche Dichten, die mit denen der Kontrollen
vergleichbar waren. Bei NP5 wurden entsprechende Individuenzahlen in Woche 12, bei NP6
in Woche 13 erreicht. In NP7 lagen die Individuendichten auch wahrend der
Postapplikationsphase unterhalb der fir die unbelasteten Mikrokosmen ermittelten Werte (5
bis 20 Individuen/L in NP7, mindestens 35 Individuen/L in den Kontrollen).
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Die Individuendichten der Copepoden (Abb. 38) lagen wahrend der Vorapplikationsphase im
Bereich des Mittelwertes der Kontrollen (= STABW). Ab der Dosierung kam es bei NP1 und
NP3 in Woche 7 zu starken Anstiegen auf Individuenzahlen von ca. 250 und
320 Individuen/L. In NP6 und NP7 lagen die Abundanzen ab Beginn der Dosierung
(Woche 5) deutlich unterhalb der Kontrollen, bei NP4 und NP5 war dies ab Woche 6 der Fall.
Die Individuendichten betrugen weniger als 50 Individuen/L. Die Individuendichte in NP2 (ca.
80 Individuen/L) lag ebenfalls ab Woche 6 unterhalb des Bereiches der Kontrollen. Nach
Beendigung der Dosierungsphase erreichten die Abundanzen der Copepoden in NP2 und
NP4 nach einer Woche (in Woche 11) den Bereich der Kontrollen. In NP5 wurden
vergleichbare Dichten in Woche 12, in NP6 in Woche 13 beobachtet. Die Individuenzahlen in
NP7 waren bis zum Ende der Versuchsphase geringer als in den unbelasteten Mikrokosmen.
Ab Woche 14 waren die Copepoden-Dichten in allen ehemals dosierten Mikrokosmen mit

Ausnahme von NP3 geringer als in den Kontrollmikrokosmen.



Ergebnisse 101

Individuen/L Dosierungsphase Rotatoria

o

—_— < \4\/

e —_— =>
g T TS Tt e P e e e,
T T T T T T T T T T -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Woche
Individuen/L Dosierungsphase Cladocera
150
125 -
100
75 PR N/ |
. Y 7\
50 +——— 4 N T el
N . Ss/e \
AN SRR - 2R
25 _ l, / \\ T > P v / ~
. A \ ek _ M
8

9 10 11 12 13 14 15 16

Woche
Individuen/L Dosierungsphase Copepoda
350
300
250
200 ~ /\
150 . // \\7
100 ’,—'//" N
50 | o -adien SN L \5
Ve ey
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Woche
Kontrolle 1 - 9 NP 1 NP 2 NP 3
NP 4 ---NP5 —-NP6 —NP7
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3.3.24 Prozentuale Abweichung der Populationsdynamik der Rotatoria,
Cladocera und Copepoda vom Mittelwert der Kontrollen (Y%ABWyp)
(NP1 bis NP7)

Auffalligkeiten in den Populationsdynamik werden verdeutlicht durch die Betrachtung der
prozentualen Abweichung der belasteten Mikrokosmen vom Mittelwert der Kontrollen. Die
Abweichungen bei den Rotatorien vor und wéahrend der Applikation von Nonylphenol lagen
zwischen +50 und -100% (Abb. 39). In der Postapplikationsphase wurden bei NP2
(Woche 15), NP6 (Woche 12) und NP7 (Woche 14; 15) grol3e Abweichungen von > 150 bis
270 % beobachtet.

Bei den Cladoceren (Abb. 39) kam es in der Vorapplikationsphase bei NP3 und NP5 zu
Abweichungen von Uber 100% vom Mittelwert der Kontrollen. Wahrend der
Dosierungsphase betrugen die Abweichungen bei NP6 und NP7 Giber 50 bis 100 % aufgrund
deutlich geringerer Abundanzen. Die Abweichungen in den Mikrokosmen NP1 bis NP4
waren in den Wochen 7 und 8 ebenfalls ca. - 50 %, in NP5 sogar bis - 80 %, aufgrund
geringer Cladoceren-Dichten. Nach der Dosierung betrugen die Abweichungen der geringer
dosierten Mikrokosmen NP1 bis NP4 - 25 % bis +120 %, bei NP5 und NP6 - 90 % bis + 5 %
und NP7 - 100 % bis - 65 %.

Die Abweichungen der Individuenzahlen der Copepoden (Abb. 39) vom Mittelwert der
Kontrollen betrug in der Vorapplikationsphase zwischen —100 % und +100 % mit Ausnahme
von NP5 zu Beginn des Versuchs. Wahrend der Dosierung betrugen die Abweichungen der
Copepoden bei NP4 bis NP7 - 20 % bis - 100 %, ab Woche 7 bei NP2 ca. - 70 %, bei NP1
und NP3 lagen sie zwischen +50 bis + 100 %. Wahrend der Postapplikationsphase
(Woche 13) naherten sich die Individuendichten der belasteten Mikrokosmen den
Mittelwerten der Kontrollen mit Abweichungen zwischen + 30 % und - 80 %, wobei die
negativen Abweichungen der drei ehemals am hdchsten belasteten Mikrokosmen (NP5 bis
NP7) bis zum Versuchsende fortbestanden (- 100 % bis - 25 %).
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3.3.25 Populationsdynamik ausgewahlter Zooplanktonarten
(NP1 bis NP7)

Die Abundanzen der Vertreter der Rotatorien-Gattung Lecane spp. in den Mikrokosmen NP1
bis NP7 lagen von Ausnahmen abgesehen entweder im unteren Bereich und unterhalb der
Abundanzen in den Kontrolimikrokosmen. Die maximalen Individuenzahlen traten bei NP1
bis NP5 in Woche 6 in der Dosierungsphase auf. Dabei wurden Individuendichten zwischen
30 und 70 Individuen/L erreicht. Die Individuendichten in NP6 und NP7 waren zwar
vergleichbar mit den Dichten in den anderen dosierten Mikrokosmen bzw. in den Kontrollen,
traten jedoch erst gegen Ende der Dosierungsperiode in Woche 8 bzw. 10 auf. Ein zweites
kleineres Maximum wurde in einigen Kontrollmikrokosmen sowie in NP1, NP4 und NP5

wahrend der Postapplikationsphase erreicht (Abb. 40).

Maximale Individuenzahlen von Keratella spp. traten in Woche2 bzw. 3 der
Vorapplikationsphase in allen Mikrokosmen mit Ausnahme von NP2 auf (100 bis
700 Individuen/L). Ab Woche 8 wahrend der Dosierungsphase und wahrend der
Postapplikationsphase waren die Abundanzen in den Kontrollen im Mittel héher als in den
dosierten Mikrokosmen. Ab Woche 12 der Postapplikationsphase stiegen die Abundanzen in
NP7 bis auf maximal 140 Individuen/L in Woche 14 (Abb. 40).

Vertreter der Rotatorien-Gattung Polyarthra waren mit Ausnahme von NP2 und NP4 (100 bis
600 Individuen/L) am haufigsten wahrend der Vorapplikationsphase, und lagen damit im
Bereich der Kontrollen (x STABW). Ab Woche 4 lagen die Abundanzen in den meisten
Mikrokosmen unterhalb von 50 Individuen/L. Ab Woche 7 wahrend der Dosierungsphase
lagen die Abundanzen der dosierten Mikrokosmen im unteren Bereich der Kontrollen (Abb.
41).

Im Vergleich zum Mittelwert der Kontrollen (x STABW) waren die Individuenzahlen bei
Synchaeta spp. in NP2, NP4, NP6, NP7 wéhrend der Vorapplikationsphase (Woche 1 bis 4)
deutlich geringer. Von Woche 5 bis 7 wahrend der Dosierungsphase lagen die Abundanzen
in allen dosierten Mikrokosmen mit Ausnahme von NP1 mit 5 bis 25 Individuen/L deutlich
unter denen in den Kontrollen (Mittelwert 5 bis 25 Individuen/L). Ab Woche 8 stiegen die
Abundanzen in NP3 bis NP6 und lagen nachfolgend nachfolgend im Bereich der Kontrollen.
Ab Woche 8 In Woche 11 und 12 kam es in NP1 und NP6 zu Anstiegen auf 50 bzw.
100 Individuen/L. In dem ehemals am hdchsten belasteten Mikrokosmos (NP7) stiegen die
Abundanzen erst ab Woche 13 wahrend der Postapplikationsphase und lagen nachfolgend
im Bereich der Kotrollen. (Abb. 41).
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Die Populationen von Daphnia longispina erreichten ihr erstes Maximum (25 bis
40 Individuen/L) in allen Mikrokosmen wahrend der Vorapplikationsphase (Woche 2 und 3)
(Abb. 42). Wahrend der Dosierungsphase lagen die Abundanzen von Daphnia longispina
NP4 bis NP7 unterhalb der Abundanzen der Kontrollen (Mittelwert + STABW). In Woche 8
war dies auch fur NP1 bis NP3 der Fall. Die Individuendichten betrugen weniger als 10
Individuen/L. Wahrend der Nachapplikationsphase stiegen die Individuenzahlen in allen
Mikrokosmen auf das Niveau der Kontrollen an. In NP1, NP3 bis NP5 wurde ein zweites
Maximum oberhalb des Bereichs der Kontrollen erreicht, in NP6 lag das zweite Maximum im
Bereich der Kontrollen. In NP7 stiegen die Abundanzen erst spéter als in den Ubrigen
Mikrokosmen ab Woche 13 wieder leicht an.

Die Populationsdynamik von Chydorus sphaericus (Abb. 42) zeigte in allen Mikrokosmen mit
Ausnahme von NP6 und NP7 einen &hnlichen Verlauf wie in den Kontrollen (Mittelwert
+ STABW). Chydorus sphaericus trat erst ab Woche 8 mit Abundanzen > 10 Individuen/L auf
und erreichte ihr Maximum in allen Mikrokosmen mit Ausnahme von NP6 und NP7 nach der
Dosierung in Woche 11 bzw. 12. In den am héchsten dosierten Mikrokosmen NP6 und NP7
waren die Abundanzen wahrend der Dosierung sehr gering (< 5 Individuen/L). In NP6 war
das Maximum wahrend der Postapplikationsphase um 2 bis 3 Wochen verzégert, erst in
Woche 14 wurden Individuendichten von 50 Individuen/L erreicht. In NP7 wurden wéhrend

des gesamten Beprobungszeitraumes keine Abundanzen > 10 Individuen/L gefunden.

Die Populationsdichte der Nauplien war im Vergleich zu den Kontrollen (Mittelwert
+ STABW) in den Mikrokosmen NP2, NP4, NP5 ab Woche 6, in NP6 und NP7 ab Woche 5
deutlich geringer wahrend der ersten Halfte der Dosierung. Bei NP1 und NP3 lagen die
Individuendichten mit 220 bzw. 330 Individuen/L deutlich Uber den Kontrollen. Nach
Dosierungsende nahmen die Individuenzahlen in NP2, NP4 bis NP7 wieder zu und
erreichten in Woche 11 (NP4) bzw. Woche 12 (NP2, NP5) bzw. Woche 13 (NP6, NP7)
Maxima von > 100 bis 250 Individuen/L. Die Maxima in NP6 und NP7 lagen am unteren
Ende der in den Kontrollen wahrend der Postapplikationsphase erreichten Individuendichten
Die Abundanzen der Copepodit-Stadien lagen bis einschlieBlich Woche 6 in allen
Mikrokosmen im Bereich der Mittelwert der Kontrollen (= STABW). Populationsmaxima wie in
einigen Kontrolimikrokosmen in Woche 2 der Dosierungsphase wurden in den Mikrokosmen
NP1 bis NP7 nicht gefunden. Wahrend der Dosierungsphase und der ersten Woche der
Postapplikationsphase ab Woche 7 bis 11 wurden in NP4 bis NP7 weniger als
15 Individuen/L gefunden. Das Populationsmaximum (30 Individuen/L) trat erst gegen Ende
der Dosierungsphase in Woche 9 auf. Die Populationsmaxima in NP2 bis NP4 betrugen 55,
75 und 65 Individuen/L wéhrend der Postapplikationsphase in Woche 12 bis 14 und lagen
damit Gber den Dichten in den Kontrollen.
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Die Populationsmaxima von NP5 und NP6 wahrend der Postapplikationsphase betrugen
25 Individuen/L, in NP7 10 Individuen/L, und lagen damit deutlich unter den maximalen
Dichten der Kontrollen. Maximale Individuendichten wahrend der Postapplikationsphase in
NP1 erreichten 32 Individuen/L und damit nur wenig mehr als in NP5, mdglicherweise infolge
eines vorangegangenen Maximums in Woche 8 (siehe oben). Adulte Exemplare von
Eucyclops serrulatus traten ab Woche 12 mit maximalen Abundanzen von 85 Individuen/L

(NP4) und > 100 Individuen/L (NP2) auf, in den ubrigen Mikrokosmen wurden maximale

Dichten von < 25 Individuen/L gefunden.
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Abb. 40: Populationsdynamik von Lecane spp. und Keratella spp. (Nonylphenol)
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Abb. 41: Populationsdynamik von Polyarthra spp. und Synchaeta spp. (Nonylphenol)
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Abb. 42: Populationsdynamik von Daphnia longispina und Chydorus sphaericus (Nonylphenol)
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Abb. 43: Populationsdynamik der Entwicklungsstadien von Eucyclops serrulatus (Nonylphenol)



Ergebnisse 110

3.3.3  Principal-Response-Curves (Zooplankton, NP-Versuch)

Effekte von Nonylphenol auf die Zooplanktongemeinschaft wurden mittels der
Ordinationsmethode der Principal-Response-Curves (Van den Brink & Ter Braak 1999)
untersucht. Hierbei wurde die Populationsdynamik des Zooplanktons in den belasteten
Mikrokosmen mit der Populationsdynamik in den Kontrollen verglichen. Dabei wurden zwei
Ansatze verfolgt: zum einen wurde eine Principal-Response-Curve Uber die Summen der
drei Zooplanktongruppen Rotatoria, Cladocera und Copepoda erstellt. Der zweite Ansatz
bertcksichtigt die Abundanzen der jeweiligen Taxa, um Effekte auf einzelne Arten aufzeigen

zu kdénnen.

3.3.3.1 Principal-Response-Curves (alle Zooplanktonarten, NP-Versuch)

Die erste Komponente der Principal-Response-Curves mit allen in den Mikrokosmen
gefundenen Taxa (Abb. 44) erklart 18,1 % der Varianz. Auf der x-Achse (Mittelwerte der
Kontrollen als Gerade, cdt =0) sind die Zeitpunkte dargestellt, die Kurven NP1 bis NP7
zeigen, inwieweit die belasteten Mikrokosmen von den Kontrollen abwichen. Die
Mikrokosmen NP6 und NP7 und in geringem Ausmald NP5 unterschieden sich wéahrend und
auch noch nach der Dosierungsphase am starksten von den unbelasteten Kontrollen. Aus
den Species-Scores und dem cdt-Wert lassen sich die Abundanzunterschiede einzelner
Arten in den belasteten Mikrokosmen von den Kontrollen abschétzen. Je weiter der Species-
Score einer Art von O verschieden ist, desto besser eignet sich dieser zur Erklarung der
Varianz. Die Unterschiede in der Abundanz werden durch die Nauplien- und Copepodit-
Stadien die Copepoden am deutlichsten erklart, ebenso von den Cladoceren-Spezies
Daphnia longispina und Chydorus sphaericus. Bei den Rotatorien liegen die Species-Scores
fur einige Arten im negativen Bereich (Proales spp. und Trichocerca spp.), andere Vertreter
haben hohe Species-Scores im positiven Bereich (Synchaeta spp., Polyarthra spp., Keratella
cochlearis). Ein Permutationstest mit der ersten Komponente der PRC fir alle Arten wéhrend

der Dosierungsphase zeigte einen signifikanten Einfluss der Gruppeneinteilung.
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Abb. 44: Principal-Response-Curves und Species-Scores fur alle Arten des Zooplanktons
(Nonylphenol)

3.3.3.2 Principal-Response-Curves (Rotatoria-Cladocera-Copepoda,

NP-Versuch)

Die erste Komponente der Principal-Response-Curve fir die drei Zooplanktongruppen
Rotatoria, Cladocera und Copepoda (Abb. 45) erklart 57,7 % der Varianz. Die Kurven fur
NP6, NP7 und in geringerem Ausmald auch NP5 weichen ab Beginn der Dosierungsphase
am deutlichsten von den Kontrollen ab. Die Gruppe der Copepoden hat den hdchsten
Species-Score-Wert von 1,3373. lhre Abundanzen wichen demzufolge am starksten vom
Mittelwert der Kontrollen ab. Diese Tendenz wurde bereits bei der Betrachtung der
Einzelarten fir die verschiedenen Entwicklungsstadien der Copepoden festgestellt. Die
Gruppe der Cladoceren zeigt einen Species-Score-Wert von 1,0994. Bei der PRC fir die
einzelnen Arten lagen alle Werte fir die Species-Scores der zur Gruppe der Cladoceren
gehorenden Taxa ebenfalls im positiven Bereich. Die zusammengefassten Abundanzen sind

zur Erklarung der Varianz der NP-Mikrokosmen von den Kontrollen ebenfalls gut geeignet.
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Die Rotatorien tragen einen Species-Score von nahezu 0. Das bedeutet, dass die
Abundanzen in dieser Zooplanktongruppe nicht fir die Abweichungen der Mikrokosmen NP5
bis NP7 von den unbelasteten Kontrollen verantwortlich sind. Bei der Betrachtung der
einzelnen Arten reichten die Species-Scores der verschiedenen Vertreter der Rotatorien
Uber ein breites Spektrum vom positiven bis in den negativen Bereich. Durch die
Zusammenfassung der Abundanzen verliert die Gruppe der Rotatoria an Bedeutung fir die
Erklarung der Abweichungen und eventuelle chemikalienbedingte Effekte auf einzelne Arten
kénnen nicht erkannt werden. Um abschéatzen zu kdnnen, wann welche Arten in den
belasteten Mikrokosmen bezuglich ihrer Abundanzen von den Kontrollen abweichen, muss

die Populationsdynamik der einzelnen Arten betrachtet werden.

cdt Dosierungsphase 1’5 _
17 — Copepoda
0,5 1,25 -
N R — Cladocera
O \ d 2 -~y ) . .\71\’?‘1—1—\ 1 —
N P > N
05 -1t 10 12713 14K15\16
’ ] / . ~ =
1 . / e O 0,75 -
1,5 - /7\/ 05
-2
-2,5 - 0,25 -
- = Rotatoria
3 Woche 0 -

-~ NP1 NP2 — - NP3 — NP4 ---NP5 —-NP6 —NP7| 0 25 -

Abb. 45: Principal-Response-Curves und Species-Scores fur Rotatoria, Cladocera und Copepoda
(Nonylphenaol)

Unter Berlicksichtigung der durchgefiihrten Datentransfomation (Logarithmierung) fihrt das
Produkt des cdt-Wertes und des Species-Scores zu einer Anndherung des Quotienten der
Abweichung der Abundanzen in den NP-Mikrokosmen gegeniber den Kontrollen.

Demzufolge gilt:

SSxcdt RNP
K

e P~
SS Species-Scores
cdt Wert der PRC (canonischer Koeffizient)
Rnp Abundanz in der NP-Mikrokosmen

K mittlere Abundanz in den Kontrollen
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Ein Permutationstest mit der ersten Komponente der PRC flr die drei Zooplanktongruppen
(Rotatoria, Cladocera, Copepoda) wahrend der Belastungsphase ist signifikant (p = 0,0294).
Allerdings werden hier keinerlei Unterschiede in der NP-Konzentration bertcksichtigt. Die
cdt-Werte (Werte der PRCs) kénnen mit dem Logarithmus der NP-Konzentration in

Beziehung gesetzt werden (Abb. 46).
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o Woche 12 bis 16 x Woche 5 + Woche 6 bis 11

Abb. 46: Korrelation des cdt-Wertes der 1. Komponente mit dem Logarithmus der NP-
Konzentration

Fur Werte von Log NP-Konzentration < 1 ist kein Zusammenhang der cdt-Werte und dem
Logarithmus der NP-Konzentration festzustellen. Diese Werte sind im wesentlichen der
Postapplikationsphase (Woche 12 bis 18) zugeordnet. Die NP-Konzentration fir Woche 5
(erster Zeitpunkt nach Dosierungsbeginn) liegen sowohl im Bereich unterhalb von 10 ug/L,
als auch leicht dartiber. Die NP-Konzentrationen fur die Wochen 6 bis 11 liegen oberhalb von
10 pg/L (Log NP-Konzentration > 1). Fur NP1 wurden an einigen Zeitpunkten Werte kleiner
als 10 ug/L beobachtet, weswegen die fiir die Wochen 6 bis 11 getrennt durchgefiihrten
Regressionen ohne Beriicksichtigung von NP1 erfolgten. Die Regressionsgeraden fur die
Wochen 6 bis 11 verlaufen &hnlich und zeigen einen linearen Zusammenhang (Abb. 47). Die
Regressionsgleichungen und R?-Werte sind Tab. 5 zu entnehmen.



Ergebnisse 114

Aus den cdt-Werten fir die Vordosierungsphase wurde der Mittelwert sowie die
Standardabweichung bestimmt (MW: 0,087, STABW: 0,455). Auf der Basis dieser Daten
wurde ein 95%-Konfidenzintervall (Mittelwert des cdt: 0,087 + 0,177) konstruiert. Aus den
Schnittpunkten der Regressionsgeraden mit den Grenzen des 95%-Konfidenzintervalls und
dem Mittelwert des cdt-Wertes der Vordosierungsphase lassen sich NP-Konzentrationen mit
unterschiedlichen  Graden an Konservativitdt errechnen und  Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen formulieren. Dabei markiert der Schnittpunkt einer Regressionsgerade
mit dem oberen Rand des 95%-Konfidenzintervalls die konservativste NP-Konzentration,
oberhalb derer signifikante Unterschiede in den Abundanzen der Zooplanktonpopulationen
im Vergleich zu den Kontrollen zu erwarten sind (Abb. 47). Die Konzentrationen liegen hier
zwischen 19,1 pg/L (Woche 8) und 44,0 pg/L (Woche 11). Der Mittelwert von Woche 6 bis 11
betragt 30,1 pg/L. Die Festlegung eines NOECcommunin-Wertes kann sehr konservativ
erfolgen, in diesem Fall ist die kleinste NP-Konzentration auszuwdahlen. Eine liberalere
Methode stellt die Auswahl des Mittelwertes tber die gesamten betrachteten Zeitpunkte dar
(Liber et al. 1992). Fur Nonylphenol ware der konservative NOECcommuniy bei 19,1 pg/L
anzusetzen. Fur das Mittel aller betrachteten Zeitpunkte betragt der NOECcommuniy 30,1 MO/L.
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Abb. 47: Regressionsgeraden der Wochen 6 bis 11 fiir NP2 bis NP7
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Abb. 48: Schnittpunkte der Regressionsgeraden mit der oberen Grenze des 95%-
Konfidenzintervalls

Tab. 5: Regressionsgleichungen, R? und NP-Konzentrationen beim Schnittpunkt der linearen
Regressionen fir Woche 6 bis 11 (NP2 bis NP7) mit der oberen Grenze des 95%-Konfidenzintervalls

Regression R? NP-Konz. [ug/L]
Woche 6 y = 2,4331xlog[ NP] —3,4193 0,6458 32,6
Woche 7 y = 2,7849x log[ NP] — 3,7913 0,723 28,6
Woche 8 y = 2,0114 x log[ NP] — 2,3122 0,5583 19,1
Woche 9 y = 2,2163x log[ NP] — 2,8166 0,6299 24,5
Woche 10 y = 3,2313x log[ NP] —4,8954 0,5207 39,5
Woche 11 y = 2,3097 x log[ NP] — 3,5318 0,7685 44,0
Woche 6 - 11 y = 2,448 x log[ NP] - 3,357 0,585 30,1
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Auf der Basis eines mittleren linearen Zusammenhangs zwischen cdt-Wert und Log NP-
Konzentration (Regression mit den Werten von Woche 6 bis 11) lassen sich die

Abundanzabnahmen fur Cladoceren und Copepoden abschéatzen:

_ —(2,448x10g[ NP]—-3,357) % SS¢)agocera
ACIadocera =1-€ =

Aciadocera Abundanzabnahme der Cladocera [%]
[NP] NP-Konzentration [ug/L]
SScladocera Species-Score Cladocera (1,0994)

. —(2,448xlog[ NP]—-3,357) X SS-ypenoda
Abopepoda =1-e P

Acopepodaa Abundanzabnahme der Copepoda [%)]
[NP] NP-Konzentration [ug/L]
SScopepoda Species-Score Copepoda (1,3373)

Beispielhaft formulierte Dosiswirkungsbeziehungen sind Tab. 6 zu enthehmen.

Tab. 6: Geschéatzte prozentuale Abundanzabnahmen der Copepoden und Cladoceren bei der Applikation
von Nonylphenol

geschatzte Abundanzabnahmen [%]
NP-Konzentration [ug/L]

Copepoda Cladocera
50 66 59
75 81 74
100 87 82
150 93 89
200 95 92
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Zur Beurteilung von Recovery-Effekten im Anschluss an die Dosierungsphase wurden die
Korrelationen von cdt-Wert und logarithmierten NP-Konzentrationen fur die Mikrokosmen
NP1 bis NP7 wahrend der Postapplikationsphase betrachtet. Im Mikrokosmos mit der
hdchsten Belastung (NP7) wurde von Woche 12 bis 16 keine Anndherung der Werte in den
Bereich der Kontrollen (x 95%-Konfidenzintervall) beobachtet. Wahrend der sechswéchigen
Postapplikationsphase konnte keine Recovery der Zooplanktongesellschaft in diesem
Mikrokosmos festgestellt werden. Die Mikrokosmen NP1 und NP3 wichen im Gegensatz
dazu nach der Dosierung kaum von den Kontrollen ab. In diesen Mikrokosmen fand eine
vollstédndige Erholung des Zooplanktons von dem durch die Chemikalien verursachten Stress
statt (Abb. 49).
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Abb. 49: cdt-Werte und NP-Konzentrationen (logarithmiert) in der Postapplikationsphase
(Woche 12 bis 16)
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3.4 Phytoplanktonpopulation beim Versuch mit Nonylphenol

3.4.1.1 Artenzahl, Diversitat und Evenness (Phytoplankton, NP-Versuch)

Die Anzahl der Phytoplanktonarten in den Mikrokosmen betrug wahrend der
Vorapplikationsphase 22 bis 38. Wéahrend der Dosierungsphase wurden in den Mikrokosmen
NP2, NP4, NP5 und NP7 31 bis 48 Arten gefunden, im Vergleich zu 22 bis 40 Arten in K2
und K3. Wahrend der Nachapplikationsphase lagen die Artenzahlen bei 25 bis 41 (NP2,
NP4, NP5, NP7) bzw. 29 bis 40 (K2 und K3). Die Diversitat H' (Abb. 50) in den Mikrokosmen
schwankte wahrend der Vorapplikationsphase zwischen 0,1 und 2,7. Wahrend der
Dosierungsphase lag die Diversitdt H' zwischen 1,2 und 2,8 in den mit NP dosierten
Mikrokosmen und zwischen 1,2 und 2,4 in den Kontrollen. Wahrend der
Postapplikationsphase wurden in den Kontrollen Diversitaten zwischen 1,7 und 2,7 bzw. 1,3
bis 2,9 in den belasteten Mikrokosmen erreicht. Die Evenness entwickelte sich wahrend der

gesamten Versuchsdauer analog (Abb. 50).
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Abb. 50: Artenzahl, Diversitat und Evenness des P

hytoplanktons (Nonylphenol)
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3.4.1.2 Biovolumenanteile nach Klassen (Phytoplankton, NP-Versuch)

Kontrollen (K2, K3)

Die Chlorophyceae waren in Woche 1 bis 2 mit 5 bis 15 % am Gesamtbiovolumen des
Phytoplanktons beteiligt und erreichten in Woche 3 ihr Maximum mit > 90 %. Im weiteren
Versuchsverlauf war diese Algenklasse mit Anteile zwischen 5 und 30 % vorhanden. Die
Chrysophyceae hatten den gréf3ten Anteil am Biovolumen in Woche 1 (40 bis 60 %) und
wurden ab Woche 4 nicht mehr in K2 und K3 gefunden. Die Bacillariophyceae waren
wahrend des gesamten Beprobungszeitraumes mit Anteilen zwischen 5 und 25 % in den
Mikrokosmen vorhanden. Die Algenklasse der Conjugatophyceae (in erster Linie einzellige
Vertreter der Zieralgen) traten ab Woche 7 (K2) bzw. Woche 4 (K3) mit Anteilen > 20 % auf.
Ab Woche 9 (K3) bzw. Woche 10 (K2) betrug der Anteil dieser Algenklasse am
Phytoplanktonbiovolumen zwischen 30 und 80 %. Der Anteil der Dinophyceae nahm von
Woche 1 bis zum Versuchsende von ca. 15 % auf <5 % ab (Abb. 51).

Nonylphenol-Mikrokosmen (NP2, NP4, NP5, NP7)

Die Verteilung der Biovolumina auf die einzelnen Algenklassen &hnelt bei NP2 den
Verhaltnissen im unbelasteten Mikrokosmos K3. Ab Woche 5 dominierten bis zum
Versuchsende die Jochalgen (Conjugatophyceae, hauptsachlich einzellige Zieralgen) mit
Anteilen zwischen 40 und 80 %. Die Dinophyceae waren bis Woche 11 mit Anteilen bis zu
20 % vertreten. Die Chlorophyceae hatten ihr Maximum von bis zu 98 % wie in den
Kontrollen in der Vorapplikationsphase in Woche 3. Die Cryptophyceae hatten ihre héchsten
Anteile (bis 40 %) wahrend der Dosierungsphase.

In NP4 nahm der Anteil der Dinophyceae (hauptséchlich vertreten durch Dinoflagellaten) ab
Dosierungsbeginn bis Woche 9 von ca. 10 % auf ca. 60 % zu. Die Conjugatophyceae
hingegen hatten im selben Zeitraum nur Anteile von etwa 10 %. Die Klasse der
Cryptophyceae war in NP4 verstarkt vertreten (von Woche 5 bis 16 zwischen 10 und 30 %).
Wahrend in K2 und K3 und NP2 in der Postapplikationsphase die Conjugatophyceae
dominierten, war das Phytoplankton in NP4 durch wechselnde Anteile von Dinophyceen,

Cryptophyceen, Conjugatophyceen, Chlorophyceen und Bacillariophyceen charakterisiert.
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Das Phytoplanktonbiovolumen in NP5 zeigte bereits in der Vorapplikationsphase eine leicht
veranderte Zusammensetzung im Vergleich mit den Kontrollen, NP2 und NP4. Der Anteil der
Cryptophyceae war deutlich geringer wahrend der Vorapplikationsphase, die
Bacillariophyceae hingegen nahmen mit 15 bis 40 % einen weitaus gréReren Anteil wahrend
der Dosierungsphase ein. Die Cryptophyceae waren mit hbhis zu 20% am
Phytoplanktonbiovolumen beteiligt und zu einem geringen Anteil (bis 4 %) waren
Cyanophyceae vorhanden. Wéahrend der Dosierungsphase waren die Zusammensetzungen
der Algenbiovolumina vergleichbar mit NP4, mit dem Unterschied, dass die
Conjugatophyceae vermehrt vorhanden waren (60 % im Vergleich zu 50 % bei NP4),
wahrend die Cryptophyceae weniger haufig auftraten (5 bis 20 im Vergleich zu 15 bis 40 %
in  NP4). Die Phytoplanktonzusammensetzung in NP5 &hnelte wahrend der
Postapplikationsphase der Zusammensetzung in NP4, wobei die Dinophyceen in NP5 etwas
haufiger, die Cryptophyceen weniger haufig als in NP4 auftraten. Die Zusammensetzung der
Phytoplanktonbiovolumina in NP7 ahnelte wahrend der Vorapplikationsphase derjenigen von
NP5. Der Anteil der Conjugatophyceae und der Chlorophyceae war allerdings etwa doppelt
so grof3 (max. 15 9% bzw. 10 bis 20 %). Wahrend der Dosierungsphase nahmen die
Chlorophyceae von 20 auf 70% zu. Nach Dosierungsende nahm der Anteil der
Chlorophyceae auf ca. 3% ab, wahrend die Dinophyceae von 10 auf maximal 80 %
zunahmen. Die Xanthophyceae waren in K2 zwischen Woche 4 und 8 mit Anteilen bis tUber
20 % an der Phytoplanktonbiomasse beteiligt, in K3 dagegen nur mit bis zu max. 5 %. In den
Nonylphenol-Mikrokosmen trat diese Algenklassen wéhrend der gesamten Versuchsdauer

nur mit verschwindend geringen relativen Abundanzen auf (Abb. 52 und Abb. 53).
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Abb. 51: Zusammensetzung der Phytoplanktongesellschaft in K2 und K3 (Nonylphenol)
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Abb. 52: Zusammensetzung der Phytoplanktongesellschaft in NP2 und NP4 (Nonylphenol)
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3.4.1.3 Zelldichte und Biomasse (Phytoplankton, NP-Versuch)

Die Zelldichten in den Kontrollen K2 und K3 erreichten in Woche 3 ihren Maximalwert (ca.
34.000 bzw. 12.000 Zellen/mL). In den Mikrokosmen NP2 und NP4 wurden zur selben Zeit
28.000 (NP2) bzw. 61.000 (NP4) Zellen/mL erreicht, wahrend die hdchsten Zelldichten in
NP5 und NP7 mit 28.000 bzw. 25.000 Zellen/mL zu Versuchsbeginn auftraten. Vor Beginn
der Dosierung sanken die Zelldichten in allen Mikrokosmen unter 4.000 Zellen/mL. Wahrend
der Dosierung stiegen die Zelldichten in allen Mikrokosmen von 2.000 auf 7.000 bis
12.000 Zellen/mL. In den Kontrollen wurde ein zweites Maximum wahrend der
Postapplikationsphase in Woche 12 erreicht (ca. 10.000 bis 13.000 Zellen/mL), die
Zelldichten von NP4, NP5 und NP7 betrugen bereits zwischen Woche 10 und 11 zwischen
9.000 und 17.000 Zellen/mL. In NP2 wurden erst in Woche 16 Zelldichten uber
10.000 Zellen/mL festgestellt. Analog zum Verlauf der Zelldichten war die Entwicklung der
Phytoplanktonbiomasse in den Mikrokosmen. Die Maximalwerte betrugen in Woche 3
zwischen 10.000.000 und 50.000.000 pg/mL, in NP5 und NP7 wurden dagegen nur ca.
7.000.000 pg/mL zu Versuchsbeginn erreicht. Nach einem Riickgang der Biomassen kurz
vor Dosierungsbeginn stiegen die Biomassen aller Mikrokosmen wéhrend der Dosierung
(Ausnahme NP2) und erreichten wahrend der Postapplikationsphase Werte zwischen
2.000.000 und 10.000.000 pg/mL (Abb. 54).
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Abb. 54: Zelldichte und Phytoplanktonbiomasse in den Mikrokosmen (Nonylphenol)

(Punkte auBerhalb der Skalierung sind als Symbole mit Angabe des Wertes eingezeichnet.)
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3.4.14 Principal-Response-Curves (Phytoplankton, NP-Versuch)
cdt Dosierungsphase 2,5
2,5
Xantophyceae
2 2

Chlorophyceae

1,5

_____

05— ! 5 -~
,'/ \ }\ /\:/ . 1 Dinophyceae
0+ =

L/Z 3 4 5 6 \/ ‘B‘\x9 1)-—‘1’}/ 1213 14/ 15 16 Chrysophyceae

05 . 0,5 Euglenophyceae
/ \ J Cryptophyceae
-1 -
Cyanophyceae
Woche 0 Bacillariophyceae
-1,5 - Conjugatophyceae
| NP2 NP4 ---NP5 —NP7 |
-0,5

Abb. 55: Principal-Response-Curves und Species-Scores der Phytoplanktonklassen (Nonylphenol)

Die erste Komponente der Principal-Response-Curves mit den in den Mikrokosmen
gefundenen Algenklassen erklart 29,7 % der Varianz (Abb. 55). Wahrend der
Vorapplikationsphase wichen die mit Nonylphenol belasteten Mikrokosmen bereits sehr stark
von den Kontrollen ab. Mit Beginn der Dosierung in Woche 5 nahmen die Unterschiede
allerdings ab. Die geringsten Abweichungen beziglich der Phytoplanktonklassen zeigten die
Mikrokosmen zwischen Woche 7 und 8. Wahrend die Abweichungen der cdt-Werte fir die
dosierten Mikrokosmen wahrend der Vorapplikationsphase sowie in den ersten beiden
Woche der Dosierungsphase positiv waren, waren die cdt-Werte ab Woche 7 bzw. 8
wahrend der Dosierungsphase fur NP4, NP5 und NP7 negativ, um nach Ende der Dosierung
wieder anzusteigen. Die Abweichungen der cdt-Werte fir NP2 waren mit Ausnahme gegen
Ende der Dosierung sowie wahrend der ersten Postapplikationswoche positiv. Nach Ende
der Dosierung traten in Woche 10 (NP2, NP5), 11 (NP7) und 12 (NP4) sowie in Woche 14
und 15 die geringsten Abweichungen von den Kontrollen auf. Die héchsten Species-Scores
zeigten die Xanthophyceae, Chlorophyceae und Dinophyceae. Die Xanthophyceae waren in
K2 zwischen Woche 4 und 8 mit Anteilen bis Uber 20 % an der Phytoplanktonbiomasse

beteiligt.
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In den Nonylphenol-Mikrokosmen trat diese Algenklassen mit verschwindend geringen
relativen Abundanzen auf. Die Chlorophyceen und Dinophyceen waren wichtige Bestandteile
des Phytoplanktons und mit unterschiedlichen Anteilen sowohl vor, wahrend als auch nach

der Dosierung in den verschiedenen Mikrokosmen vertreten.

3.5 Zooplanktonpopulation beim Versuch mit Ethinylestradiol

3.5.1 Zooplanktonpopulation in den Kontrollen K1 bis K5
(EE-Versuch nach zweimaliger Durchmischung der
Wassersaulen)

3.5.1.1 Artenzahl, Diversitat und Evenness (Zooplankton, K1 bis K5,
EE-Versuch)

Die Artenzahlen in den Mikrokosmen K2 bis K5 lagen in Woche 6 zwischen 13 und 15,
lediglich in K1 wurden nur 8 Arten gefunden. Nachfolgend schwankten die Artenzahlen aller
Kontrollmikrokosmen zwischen 4 und 13, mit leicht abnehmender Tendenz. Am Ende des
Versuchs in Woche 15 wurden zwischen 7 und 11 Arten gefunden. Mit Ausnahme von K1
nahmen Diversitat und Evenness zwischen Woche 6 und 10 von 2,0 bis 2,5 (Diversitét) bzw.
0,7 bis 0,9 (Evenness) auf 1,1 bis 1,8 (Diversitat) bzw. 0,5 bis 0,8 (Evenness) ab und blieben
bei K2 bis K4 bis zum Versuchsende in diesem Bereich (Abb. 56). In K5 nahmen die Werte
ab Woche 10 wieder von 0,7 auf 1,4 (Diversitat) bzw. 0,3 auf 0,9 (Evenness) zu. In K1
schwankte die Diversitat zwischen 0,6 und 1,7 ohne eindeutige Tendenz, die Evenness lag

zwischen 0,4 und 1,0 mit hoéchsten Werten in Woche 8 und 11.
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Abb. 56: Artenzahl, Diversitat und Evenness in den Kontrollen (Ethinylestradiol)
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3.5.1.2 Relative Abundanz (Zooplankton, K1 bis K5, EE-Versuch)

Der Anteil der Rotatorien an der Zooplanktongesellschaft in den Mikrokosmen K1 bis K5
betrug zu Beginn des Untersuchungszeitraumes durchschnittlich 25 %. Davon abweichend
wurden in K1 nur Anteile von 5 % und in K5 jedoch bis zu von 60 % erreicht (Abb. 57 bis
Abb. 59).

Der Anteil der Cladoceren schwankte zwischen 5 % (K5, Woche 10) und 90 % (K1, Woche 1
und 2). Die wichtigsten Arten waren Daphnia longispina und Chydorus sphaericus, die
zusammen jeweils den gréfiten Anteil an der Cladocerenpopulation ausmachten. Auffallend
war der hohe Anteil von Sida crystallina in K4 bis Woche 10 (bis 30 %). Ceriodaphnia
reticulata trat ab Woche 13 in K1 und K4 mit relativen Abundanzen von ca. 30 % auf. In K2,
K3 und K5 spielte diese Art anteilmaRig eine untergeordnete Rolle (Abb. 57 bis Abb. 59).

Die Copepoden hatten relative Abundanzen von 0 % bis maximal 90 %, wobei die Nauplien-
und Copepodit-Stadien den weitaus grof3ten Anteil an der Copepodenpopulation hatten. Die
Nauplien dominierten in K2, K3 und K5 ab Woche 8 (Abb. 57 bis Abb. 59).

Unter ,Sonstige* wurden Ostracoda sowie die vereinzelt vorkommenden Exemplare von
Argulus spp. und Chaoborus spp. zusammengefasst. Der erhebliche Anteil dieser Gruppe in
K2 (Woche 10) ist auf die hohen Abundanzen der Ostracoda zuruckzufuhren, die
moglicherweise durch aufgewirbeltes Sediment in die Probe gelangten.

Die Zusammensetzung der Zooplanktongesellschaften der funf unbelasteten Mikrokosmen
war auffallend unterschiedlich. Es liel3en sich von Cladoceren dominierte Mikrokosmen (K1
und K4) von K2, K3 und K5 unterscheiden, die hauptsachlich von Copepoden besiedelt
wurden (Abb. 57 bis Abb. 59).
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Abb. 57: Zusammensetzung der Zooplanktongesellschaft in K1 und K2 (Ethinylestradiol)
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Abb. 58: Zusammensetzung der Zooplanktongesellschaft in K3 und K4 (Ethinylestradiol)
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Abb. 59: Zusammensetzung der Zooplanktongesellschaft in K5 (Ethinylestradiol)
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Populationsdynamik der Rotatoria, Cladocera und Copepoda
(K1 bis K5, EE-Versuch)

in Woche 6 (bis

Die Cladoceren traten von Woche 6 bis 15 mit Abundanzen zwischen 10 und
100 Individuen/L auf (Abb. 60). Ab Woche 12 stiegen die Abundanzen bei K1 und K5 auf

uber 150 Individuen/L.

Die Anzahl der Copepoden (Abb. 60) stieg ab Woche 7. Die hdchste Individuendichte wurde
in K5 (bis 300 Individuen/L) erreicht, die niedrigste in K4 mit nicht mehr als 50 Individuen/L.
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Abb. 60: Populationsdynamik der Rotatoria, Cladocera und Copepoda in den Kontrollen

(Ethinylestradiol)
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3.5.14 Prozentuale Abweichung der Populationsdynamik der Rotatoria,
Cladocera und Copepoda vom Mittelwert der Kontrollen (%ABW()
(K1 bis K5, EE-Versuch)

Die prozentualen Abweichungen der Abundanzen der Rotatoria in den Mikrokosmen K1 bis
K5 von ihrem Mittelwert betrugen meist zwischen - 100 und + 150 % (Abb. 61). GroRere
Abweichungen wurden in Woche 10 und 11 bei K2 und K5 beobachtet.

Die %ABW(-Werte der Cladoceren (Abb. 61) in K1 bis K5 vom Mittelwert der Kontrollen
betrugen zwischen - 80 und maximal +130 %. Die geringsten Abweichungen wurden bei K3

beobachtet, K4 zeigte zwischen Woche 7 und 9 die gréRten Varianzen.

Die Abundanzen der Copepoden in K1 bis K5 (Abb. 61) zeigten prozentuale Abweichungen
im Bereich von + 100 % mit Ausnahmen von K5 mit bis zu 170 % in Woche 10. Die

geringsten Abweichungen vom Mittelwert zeigten K3 und K4.
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3.5.15 Populationsdynamik ausgewahlter Zooplanktonarten
(K1 bis K5, EE-Versuch)

Chydorus sphaericus trat in den Mikrokosmen K1 bis K5 zwischen Woche 6 und 12 mit
Individuenzahlen zwischen O und 50 Individuen/L auf. In Woche 13 bzw. 14 wurden
maximale Abundanzen von 75 bis 125 Individuen/L in K1, K2 und K5 beobachtet. Die
geringsten Individuendichten dieser Art wurden in K3 gefunden, wo zu keinem Zeitpunkt
mehr als 25 Individuen/L gezahlt wurden (Abb. 62).

Die Abundanzen von Daphnia longispina betrugen zwischen 0 und 40 Individuen/L. In
Woche 6 wurden in K1 und K2 Individuendichten von 22 und 38 Individuen/L, in Woche 7 in
K3 bis K5 Dichten von 20, 22 und 38 Individuen/L gefunden. Individuendichten uber
25 Individuen/L traten auRerdem in Woche 10 (K1) bzw. 11 (K2) sowie in Woche 15 (K2, K3)
auf (Abb. 62). Etwas geringere Individuendichten wurden in K5 in Woche 15 beobachtet.

Die Cladoceren-Art Ceriodaphnia reticulata trat erst ab Woche 12 mit Individuenzahlen tber
10 Individuen/L in den Mikrokosmen auf. In K1 und K4 kam es ab Woche 13 zu maximalen
Abundanzen zwischen 40 und 120 Individuen/L. In den Ubrigen Mikrokosmen war
Ceriodaphnia reticulata mit maximal 19 Individuen/L vertreten (Abb. 62).

Die Nauplien-Stadien der Copepoden (Abb. 63) waren bis Woche 7 mit Individuenzahlen von
< 50 Individuen/L vertreten. Im folgenden stiegen die Abundanzen auf maximale Dichten von
280 Individuen/L in Woche 10 (K5), 180 Individuen/L in Woche 13 (K2) und 120 Individuen/L
in Woche 12 (K3). In K1 bzw. K4 wurden geringere maximale Dichten von 60 Individuen/L
(Woche 11) bzw. 40 Individuen/L (Woche 9) erreicht. Die Anzahl der Copepodite stieg
langsam zwischen Woche 6 und 10, ab Woche 11 wurden Individuendichten von > 20 bis
45 Individuen/L in K2 bis K5 erreicht. Hohe Individuendichten Gber 70 Individuen/L traten in
K1 in Woche 12 bis 14 auf. Adulte Exemplare von Eucyclops serrulatus traten mit sehr

geringen Abundanzen (maximal 4 Individuen/L) im Plankton der Kontrollmikrokosmen auf.



Ergebnisse 138

150 Individuen/L Chydorus sphaericus

125

100

75

50

25 4

50 Individuen/L Daphnia longispina

40 ~ ’

30 ~

20 ~

10

Individuen/L Ceriodaphnia reticulata
120

100 S

80 :

60 -

40 - 2 -

20 -

Woche

-k — -K2 —- K3 — - K4 —K5

Abb. 62: Populationsdynamik von Chydorus sphaericus, Daphnia longispina und Ceriodaphnia
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3.5.2  Zooplanktonpopulation in Ethinylestradiol-Mikrokosmen
EE1 bis EE8

3521 Artenzahl, Diversitidt und Evenness
(Zooplankton, EE1 bis EES8)

Im  Freilandversuch mit Ethinylestradiol konnten wahrend des 15-wdchigen
Untersuchungszeitraumes 34  verschiedene  Gruppen, Gattungen, Arten und
Entwicklungsstadien der Zooplanktonorganismen unterschieden werden. Wé&hrend der
Vorapplikationsphase traten die hdochsten Artenzahlen auf. Wahrend der Dosierungs- und
Postapplikationsphase war die Zahl der Arten geringer (6 bis 16 im Vergleich zu 7 bis 18
wahrend der Vorapplikationsphase). EE1 bis EE8 wiesen im Mittel in Woche 2 und 5 der
Vorapplikationsphase und in Woche 14 der Postapplikationsphase signifikant hoéhere
Artenzahlen als das Mittel der Kontrollen auf (p < 0,05). Die sind alles Wochen, in denen
noch keine bzw. keine Belastung mehr vorlag. Wahrend der Vorapplikationsphase war die
Diversitat in allen Mikrokosmen am hdchsten (1,2 bis 2,5) und nahm bei den meisten
Mikrokosmen einschlie3lich der Kontrollen gegen Ende der Vorapplikationsphase bzw. zu
Beginn der Dosierung ab (Mittel von 1,6). Die abnehmende Diversitat ist Folge der
abnehmenden Artenzahlen im Verlauf des Versuchs (Abb. 64). Das Mittel der Diversitat der
belasteten Mikrokosmen unterschied sich zu keinem Zeitpunkt signifikant vom Mittel der
Kontrollen. Die Evenness nahm lber den gesamten Versuchszeitraum nur geringfligig ab
und lag wahrend der Dosierung mit wenigen Ausnahmen in EE1, EE2 und EE7 lber dem

Bereich der Kontrollen.
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3.5.2.2 Relative Abundanz (Zooplankton, EE1 bis EES8)

Der Anteil der Rotatorien an der Zooplanktongesellschaft (Abb. 65 bis Abb. 68) betrug in der
Woche vor der Dosierungsbeginn (Woche 6) zwischen 10 und 40 %. Nachfolgend kam es in
allen Mikrokosmen zu Abnahmen in Woche 7 (Beginn der Dosierungsphase). Ab Woche 9
waren die Rotatorien in den meisten Mikrokosmen nur noch mit sehr geringen relativen
Abundanzen vorhanden. Lecane spp. dominierte die Rotatoriengemeinschaft in EE1, EE2,
EE4, EE5 und EE8 und war jedoch auch in EE3, EE6 und EE7 vertreten. Synchaeta spp. trat

in den meisten Mikrokosmen (aufRer EE3 und EE4) mit Anteilen bis maximal 15 % auf.

Die Cladoceren (Abb. 65 bis Abb. 68) zeigten in Woche 6 vor der Dosierung relative
Abundanzen zwischen 5 (EE2, EE4) und Uber 70 % (EE3). Nachfolgend schwankten die
Anteile der Cladoceren zwischen 20 und 30 % (EE1, EE2, EE6, EE7) bzw. zwischen 30 und
50 % (EE4, EE5, EEB). In EE3 betrugen die relativen Abundanzen zwischen 55 und 80 %.
Daphnia longispina und Chydorus sphaericus waren in EE1, EE2 und EE4 bis EE7 zu etwa
gleichen Anteilen vorhanden und machten ca. 80 % aller Cladoceren aus. In EE3 traten von
Woche 6 bis 10 hohe relative Abundanzen von Sida crystallina auf; ab Woche 10 gehoérten
uber 50 % aller Zooplanktonorganismen in EE3 der Spezies Ceriodaphnia reticulata an. In
EE8 war Ceriodaphnia reticulata von Woche 6 bis 15 mit ca. 20% an der

Zooplanktongesellschaft beteiligt.

Die Gruppe der Copepoden war in Woche 6 vor der Dosierung mit relativen Abundanzen
zwischen 10 und 30 % (EE1, EE3, EE6 bis EE8) bzw. mit 50 bis 60 % (EE2, EE4, EES5) an
der Zooplanktongesellschaft beteiligt. Nachfolgend stellten sie zwischen /5 und %5 der
Organismen des Zooplanktons. Dabei Uberwogen die Nauplien- und Copepodit-Stadien
(Verhéltnis ca. 4:1 bis 8:1). Der relative Anteil der Nauplien nahm in den Mikrokosmen von
im Mittel 55 % bis zum Ende der Dosierung in Woche 10 auf 20 % wéhrend der
Postapplikationsphase ab. Adulte Exemplare von Eucyclops serrulatus wurden zwischen
Woche 6 und 15 mit geringen relativen Abundanzen von maximal 2 % gefunden (Abb. 65 bis
Abb. 68).
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3.5.2.3 Populationsdynamik der Rotatoria, Cladocera und Copepoda
(EE1 bis EES8)

Vertreter der Rotatorien (Abb. 69) traten vor Dosierungsbeginn in Woche 6 mit Abundanzen
zwischen 5 und 45 Individuen/L in den Mikrokosmen auf. Die Individuendichten in allen
Mikrokosmen mit Ausnahme von EE1 nahmen in den folgenden zwei Wochen auf <5
Individuen/L ab. Zwischen Woche 8 und 11 lagen die Abundanzen der Rotatorien in den
dosierten Mikrokosmen mit Ausnahme von EE1 unterhalb des durch den Mittelwert der
Kontrollen (x STABW) abgedeckten Bereichs. Von Woche 9 bis 15 lagen die
Individuenzahlen unterhalb von 10 Individuen/L. Ein Maximum von 13 bis 17 Individuen/L in
Woche 13 wurde nur in den Kontrollen erreicht.

Die Individuendichten der Cladoceren (Abb. 69) betrugen zwischen Woche 6 und Woche 12
maximal 70 Individuen/L und lagen im Bereich der Kontrollen, lediglich bei EE2 wurden mehr
als 100 Individuen/L gefunden. Nach Ende der Dosierung stiegen die Abundanzen in den
Kontrollen, EE2 bis EE5 und EE8 und schwankten zwischen 40 und 200 Individuen/L. In
EE1, EE6 und EE7 blieben die Abundanzen etwas geringer bei 20 bis 60 Individuen/L.

Die Abundanzen der Copepoden (Abb. 69) in EE2 und EE5 bis EE7 stiegen von Woche 6
bis 9 von 0 bis 50 Individuen/L auf 180 bis 260 Individuen/L an. In den Mikrokosmen EE3
und EE4 blieben die Individuendichten zwischen Woche 8 und 15 unterhalb von
50 Individuen/L. Die Populationsdichte der Copepoden in EE8 lag wéahrend der Dosierung im
Bereich des Mittelwertes der Kontrollen (+ STABW). Die Dichten in EE2 und EE5 bis EE7
lagen wahrend der Dosierung zwischen Woche 7 und 9 Uber den Dichten der Kontrollen und
von Woche 12 bis 14 in der Postapplikationsphase darunter. In EE3 und EE4 wurden ab
Woche 7 sowohl wahrend als auch nach der Dosierung geringere Individuendichten erreicht,

als in den Kontrollen.
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Abb. 69: Populationsdynamik der Rotatoria, Cladocera und Copepoda in den Mikrokosmen

(Ethinylestradiol)
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3.5.24 Prozentuale Abweichung der Populationsdynamik der Rotatoria,
Cladocera und Copepoda vom Mittelwert der Kontrollen (%ABWEgE)
(EE1 bis EES8)

Die Abundanzen der Rotatoria in EE2 bis EE8 zeigten zwischen Woche 6 und 8 die gréfdten
prozentualen Abweichungen vom Mittelwert der Kontrollen (-100 bis +300 %). Ab Woche 9
lagen die Werte fir %ABWg: bei 0 bis —100 % mit Ausnahmen von + 95 % in EES8
(Woche 12), + 120 % in EE6 (Woche 14) und + 105 % in EE2 (Woche 15). Bei EE1 wurden
Abweichungen von tber + 100 % bis + 550 % und + 650 % (Woche 9) erreicht (Abb. 70).

Bei den Cladoceren (Abb. 70) kam es zu Abweichungen der Populationsdynamik vom
Mittelwert der Kontrollen zwischen - 100 und + 100 % mit Ausnahme von EE6 in Woche 7
und 8 mit etwa +200%. Die GroRe der Abweichungen wahrend Vorapplikations-,

Dosierungs- und Postapplikationsphase waren vergleichbar, mit Ausnahme von EES6.

Die Copepoden zeigten wahrend der Woche 6 vor der Dosierung Abweichungen vom
Mittelwert der Kontrollen bis zu lber + 500 %, in EE6 sogar von uber + 1000 %. Wahrend
der Dosierungsphase von Woche 7 bis 9 schwankten die Abweichungen zwischen - 70 %
und +440 % und nahmen mit Ausnahme von EE2 in Woche 10 und 11 und EES8 in
Woche 15 bis 10 und im weiteren Verlauf der Postapplikationsphase auf + 20 % bis - 90 %
zu (Abb. 70).
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Abb. 70: %ABW¢ee bei Rotatoria, Cladocera und Copepoda

(Punkte aulRerhalb der Skalierung sind als Symbole mit Angabe des Wertes eingezeichnet.)
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3.5.25 Populationsdynamik ausgewahlter Zooplanktonarten
(EE1 bis EES)

Ceriodaphnia reticulata trat zwischen Woche 6 und 15 in der Mehrzahl der Mikrokosmen
(EE1, EE2, EE5 bis EE7) mit Abundanzen < 10 Individuen/L auf. Damit lagen die
Individuendichten in diesen Mikrokosmen unterhalb des Mittelwertes der Kontrollen
(x STABW), deren Individuendichten ab Woche 13 bis > 50 Individuen/L anstiegen. In EE4
wurden wahrend der Postapplikationsphase Individuendichten im Bereich der Kontrollen
gefunden. Auffallend hohe Individuenzahlen traten in EE8 auf. Hier schwankten die
Abundanzen um ca. 25 Individuen/L von Woche 6 bis 10, in Woche 11 und 13 stiegen die
Dichten auf 60 bzw. 80 Individuen/L (Abb. 71).

Daphnia longispina war in EE8 mit maximal 10 Individuen/L vertreten und lag unterhalb des
durch den Mittelwert der Kontrollen (+ STABW) abgedeckten Bereichs (Abb. 71). Ungefahr
im Bereich der Kontrollen wahrend der Dosierung waren die Abundanzen von EE3 und EEA4,
EES lag leicht, EE1 (mit Einschrankungen), EE2, EE6 und EE7 lagen zeitweise wahrend der
Dosierung deutlich tber den Kontrollen. In EE2 traten nach der Dosierung in Woche 11 und
12 maximale Individuendichten von 45 bzw. 70 Individuen/L auf, bei EE1 gegen Ende der
Dosierung in Woche 11 40 Individuen/L. Mit Ausnahme von EE2 (oberhalb der Kontrollen),
EE3 und EES8 (unterhalb der Kontrollen) néherten sich die Dichten der anderen ehemals
dosierten Mikrokosmen wahrend der Postapplikationsphase den Dichten in den

Kontrollmikrokosmen.

Sida crystallina kam in den meisten Mikrokosmen mit Individuenzahlen von weniger als
5 Individuen/L vor (Abb. 72). Ein Maximum wurde bei EE3 in Woche 8 zu Beginn der
Dosierung (> 20 Individuen/L) bei EE8 in Woche 6 vor der Dosierung (> 15 Individuen/L)
gefunden. Sida crystallina war haufiger in den meisten Kontrollmikrokosmen ab Woche 6 vor

der Applikation und wahrend der Dosierung (maximal 20 Individuen/L).
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Chydorus sphaericus (Abb. 72) erreichte bei allen Mikrokosmen (auRer EE6) maximale
Individuendichten in der Postapplikationsphase zwischen Woche 13 und 15 mit 30 bis 90
Individuen/L. Mit Ausnahme von EE5 lagen die Individuenzahlen in den dosierten
Mikrokosmen meist unterhalb der Dichten in den Kontrollen. In EE6 traten maximale
Individuenzahlen von > 60 Individuen/L in Woche 8 und 9 wahrend der Dosierung auf. Die
Populationsdichte von Chydorus sphaericus lag wahrend der Dosierung mit Ausnahme von
EE4 und EE8 im Bereich des Mittelwertes der Kontrollen (+x STABW). Die Individuendichten
in EE4 und EE8 waren wahrend der Dosierung sehr niedrig (maximal 3 Individuen/L).

Die Populationsdichte der Nauplien-Stadien der Copepoden betrug wahrend der Dosierung
in Woche 9 fir EE5 bis EE7 170 bis 210 Individuen/L und lag oberhalb der Dichte in den
Kontrollen. Bei EE1 und EE2 lag das Maximum in Woche 10 und 11 bei ~100 bzw.
> 250 Individuen/L, letzteres weit oberhalb der Dichten in den Kontrollen. In EE3 und EE4
betrugen die Dichten ab Woche 6 vor der Dosierung bis zum Ende des Versuchs
< 50 Individuen/L, und lagen damit unterhalb des Bereichs der Kontrollen. Die Copepodit-
Stadien in den Mikrokosmen erreichten maximale Individuenzahlen von 60 Individuen/L. Die
Copepaodit-Dichten schwankten mit Ausnahme von EE6 und EE8 wahrend der Dosierung um
den Bereich der Dichten in den Kontrollen. Wéahrend der Postapplikationsphase waren die
Dichten in den ehemals dosierten Mikrokosmen mit Ausnahme von EE6 und EE8 meist
geringer als in den Kontrollen. Die Abundanzen von EE6 und EE8 lagen wahrend der
Dosierung in Woche 8 und 11 bei 10 bis 60 Individuen/L und damit deutlich Gber denen der
Kontrollen. Adulte Exemplare von Eucyclops serrulatus hatten Individuendichten von
maximal 6 Individuen/L, meist jedoch 2 bis 4 Individuen/L, in den Kontrollen traten sie

wahrend der Dosierung im Mittel in geringerer Dichte auf (Abb. 73).
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Abb. 71: Populationsdynamik von Ceriodaphnia reticulata und Daphnia longispina
(Ethinylestradiol)
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Abb. 72: Populationsdynamik von Sida crystallina und Chydorus sphaericus (Ethinylestradiol)
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Abb. 73: Populationsdynamik der Entwicklungsstadien von Eucyclops serrulatus (Ethinylestradiol)
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3.5.3  Principal-Response-Curves (Zooplankton, EE-Versuch)
3.5.3.1 Principal-Response-Curves (alle Zooplanktonarten, EE-Versuch)

Die Principal-Response-Curves der ersten Komponente fir alle Arten (erklarte Varianz
18,4 %) zeigt, dass nach der 2. Durchmischung der Wassersaulen (zwischen Woche 5
und 6) in der Vorapplikationsphase die Varianzen der ab Woche 7 belasteten Mikrokosmen
EE1 bis EE8 im Bereich der Kontrollen lagen (Abb. 74). Hohe Species-Scores tragen die
Rotatorien-Spezies Lecane monostyla sowie die Gattungen Synchaeta spp. und
Polyarthra spp. AuBBerdem haben die Nauplien-Stadien der Copepoden hohe Species-
Scores. Mit sehr niedrigen Species-Scores erklaren die Cladoceren Polyphemus pediculus,
Chydorus sphaericus und Daphnia longispina die Abweichungen der PRCs in den negativen
Bereich. Der Permutationstest ist nicht signifikant. Die cdt-Werte von EE1 lagen wahrend der
Dosierung und wahrend der Postapplikationsphase im negativen Bereich (im Mittel 0,2). Die
cdt-Werte von EE2 bis EE8 schwankten im selben Zeitraum um den Mittelwert der Kontrollen
und wichen im Allgemeinen nur wenig von den Kontrollen ab (- 0,3 bis + 0,2 von Woche 7
bis 15).
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Abb. 74: Principal-Response-Curves und Species-Scores fur alle Arten des Zooplanktons
(Ethinylestradiol)
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3.5.3.2 Principal-Response-Curves (Rotatoria-Cladocera-Copepoda,
EE-Versuch)

Die erste Komponente der PRC der drei Hauptgruppen des Zooplanktons (Rotatoria,
Cladocera und Copepoda) beim Mikrokosmenexperiment mit Ethinylestradiol (Abb. 75)
erklart 47,4 % der Varianz. Die Abweichung den der cdt-Werte fir EE1 bis EE8 sind wahrend
der Dosierungsphase und Postapplikationsphase relativ gering. Es fallt auch hier auf, dass
kein Zusammenhang mit der Applikation der Chemikalie besteht, da die Abweichungen den
Populationen der belasteten Mikrokosmen von den Kontrollen vor der Dosierung groRer ist
und danach. Der Permutationstest fur die Dosierungsphase (Woche 7 bis 11) war nicht
signifikant, weswegen eine Korrelation des cdt-Wertes mit der EE-Konzentration, anders als

beim Versuch mit Nonylphenol, nicht sinnvoll erscheint.
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Abb. 75: Principal-Response-Curves und Species-Scores fur Rotatoria, Cladocera und Copepoda
(Ethinylestradiol)
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3.5.4  Wirkung der Durchmischungen der Wassersaulen auf das
Zooplankton

3.54.1 Artenzahl, Diversitat und Evenness (EE-Versuch, Woche 1 bis 6)

Die Artenzahlen in den Mikrokosmen wahrend der Vorapplikationsphase schwankten
zwischen 8 und 19. Nach der ersten Durchmischung der Wassersaulen in der zweiten
Woche kam es in etwa der Halfte der Mikrokosmen zu leichten Zunahmen (auf 14 bis
17 Arten), die Artenzahlen der Ubrigen Mikrokosmen zeigten abnehmende Tendenz (7 bis
14 Arten). Nach der zweiten Durchmischung zu Beginn der Woche 6 wurden bei K1 und EE4
abnehmende Artenzahlen beobachtet (von 12 bzw. 17 auf 8 Arten), bei den (brigen
Mikrokosmen blieb die Artenzahl konstant zwischen 13 und 16 (Abb. 76). Trotz zweimaliger
Durchmischung der Wassersaulen konnten sich nicht alle Arten in den Mikrokosmen

etablieren.

Der Diversitatsindex H' lag vor der ersten Durchmischung der Wassersaulen bei der
Mehrzahl der Mikrokosmen zwischen 1,9 und 2,5. In EE2 und EE5 war die Diversitat in
Woche 1 mit 1,2 bzw. 1,6 niedriger. Nach der ersten Durchmischung der Wassersaulen
nahm sie in diesen Mikrokosmen zu und lag nachfolgend im Bereich der Ubrigen
Mikrokosmen. Die Diversitat in K5 lag nach der ersten Durchmischung mit 1,3 und 1,4 in
Woche 2 und 3 unter den Werten der anderen Mikrokosmen, infolge geringerer Evenness
aufgrund der Dominanz von Sida crystallina (siehe 0). Nach der zweiten Durchmischung der
Wassersaulen kam es bei den meisten Mikrokosmen zu geringfligigen Zunahmen der
Diversitat (von im Mittel 1,9 auf 2,1), lediglich bei K1 und EE4 nahm sie auf jeweils 1,4 ab.
Die Entwicklung der Evenness war in etwa analog zur Entwicklung der Diversitat mit Werten
zwischen 0,5 und 1,0 (Abb. 76).
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3.54.2 Relative Abundanz (Zooplankton, EE-Versuch, Woche 1 bis 6)

Die Mikrokosmen lassen sich bezlglich der Zusammensetzung ihrer
Zooplanktongesellschaften wéhrend der Vorapplikationsphase in zwei Gruppen unterteilen:
die von Cladoceren dominierten Mikrokosmen EE3, EE7 und EE8 sowie alle Ubrigen, in
denen die Rotatorien den gréf3ten Anteil der Zooplanktonpopulation stellten.

In EE3, EE7 und EES8 betrug der Anteil der Cladoceren zwischen 70 und 90 %. Nach der
ersten Durchmischung der Wassersaulen gingen die Abundanzen der Cladoceren in EE7
und EES leicht zuriick (um maximal 10 %), wahrend die Rotatoria zunahmen. Im Gegensatz
hierzu nahm der Anteil der Cladoceren in EE3 weiterhin leicht zu. Sida crystallina war in
EE3, EE7 und EE8 wéhrend der Vorapplikationsphase mit Anteilen zwischen 5 und 20 %
vertreten. Die wichtigsten Cladoceren-Spezies waren Daphnia longispina und Chydorus
sphaericus; die unter ,Cladocera (sonstige)" zusammengefassten Juvenilen und vereinzelt
vorkommenden Arten waren ebenfalls mit Anteilen zwischen 30 und 50 % vorhanden. Die
Copepoden waren in EE3, EE7 und EES8 lediglich mit geringen relativen Abundanzen (5 bis
maximal 20 %) vertreten, wobei die Nauplien-Stadien (berwogen. Die Rotatorien,
hauptsachlich vertreten durch Lecane spp., machten durchschnittlich maximal 30 % der
Zooplanktongesellschaft aus (Abb. 80, Abb. 82, Abb. 83).

In den Mikrokosmen K1 bis K5, EE1, EE2, EE4 bis EE6 betrug der Anteil der Rotatorien an
der Zooplanktongesellschaft zwischen 50 und 80 %. Synchaeta spp., und Lecane spp. waren
die dominierenden Gattungen, in EE5 trat auch Polyarthra spp. mit relativen Abundanzen bis
20 % auf. Bei den Cladoceren dominierte Daphnia longispina mit durchschnittlichen Anteilen
von 20 bis 40 % vor. Chydorus sphaericus war weniger haufig (0O bis 20 %) und Sida
crystallina trat lediglich nach der zweiten Durchmischung der Wassersaulen ab Woche 5 in
einigen Mikrokosmen (K1, K3 und K4) mit <7 % und in geringen Anteilen in K2, EE1, EE2
und EE5 (< 2 %) auf. Die Nauplien-Stadien der Copepoden traten in groBeren Haufigkeiten
in den Mikrokosmen mit Ausnahme von EE1 erst ab Woche 3 bis 5 auf. In K1, K2, K4 und
EES8 waren ihre relativen Haufigkeiten mit O bis 10 % vergleichsweise gering. In den Ubrigen
Mikrokosmen wurden Abundanzen bis 60 % erreicht. Copepodite und adulte Vertreter von
Eucyclops serrulatus waren wahrend der Vorapplikationsphase selten (< 20 % bzw. < 5 %)
(Abb. 77 bis Abb. 83).
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3.5.4.3 Populationsdynamik der Rotatoria, Cladocera und Copepoda
(EE-Versuch, Woche 1 bis 6)

Die Rotatoria waren in den Mikrokosmen wahrend der Vorapplikationsphase mit
Individuenzahlen zwischen 10 und 100 Individuen/L vertreten, wobei die Abundanzen von
Woche 1 bis 6 in den jeweiligen Mikrokosmen verhaltnismafig konstant blieben. Lediglich in
K5 wurde in Woche 3 ein Maximum von nahezu 250 Individuen/L erreicht. Eine Veranderung
der Individuendichten infolge der Durchmischungen der Wassersaulen war nicht zu
beobachten (Abb. 84).

Die Individuendichte der Cladoceren in den Mikrokosmen betrug in EE2 und EE4 bis EE6
von Woche 1 bis 4 zwischen 70 und 90 Individuen/L. Ab Woche 4 nahmen die Dichten auf
30 bis 50 Individuen/L ab. In den Mikrokosmen K1 bis K5 und EES3 lag die Individuenzahl von
Ausnahmen in Woche 3 und 4 bei K2 und K5 abgesehen, bei < 20 Individuen/L, mit geringen
Schwankungen. Kurz vor und nach der zweiten Durchmischung der Wassersaulen kam es
bei einigen Mikrokosmen (K1 bis K4) zu leichten Zunahmen. In EE1, EE7, EE8 schwankten
die Individuendichten zwischen 10 und 70 Individuen/L (Abb. 84). Die erste Durchmischung
der Wassersaulen konnte die unterschiedlichen Individuendichten in den Mikrokosmen
wahrend der Vorapplikationsphase (Woche 2 bis 4) nicht ausgleichen. Ab Woche 4 néherten
sich die Dichten einander an, zeigten jedoch auch nach der zweiten Durchmischung noch
relativ groBe Unterschiede mit Individuendichten von 5 bis 50 Individuen/L vor Beginn der

Dosierung in Woche 6.

Die Individuenzahlen der Copepoden lagen mit Ausnahme von EE1 zwischen Woche 1
und 3 unterhalb von 10 Individuen/L. Ab Woche 4 stiegen in der Mehrzahl der Mikrokosmen
(in EE1, EE2, EE4 bis EE7) die Individuenzahlen auf tber 20 Individuen/L an. In den
anderen Mikrokosmen stiegen die Dichten nur leicht an und blieben zwischen 2 und
12 Individuen/L bis zum Beginn der Dosierung in Woche 6. Die zweite Durchmischung der
Wassersdulen konnte die unterschiedlichen Individuendichten der Copepoden nicht
ausgleichen (Abb. 84).
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3.5.4.4 Prozentuale Abweichung der Populationsdynamik der Rotatoria,
Cladocera und Copepoda von ihren Mittelwerten (Y%0ABWk.gg)
(EE-Versuch, Woche 1 bis 6)

Die prozentuale Abweichung der Abundanzen der Rotatorien betrug fur die Mehrzahl der
Mikrokosmen zwischen - 100 und + 100 %. Lediglich bei K1 (Woche 1) und K5 (Woche 3)
lag die Abweichung bei + 200 % bzw. + 270 %, in EE5 lagen die Werte zwischen Woche 2
und 4 bei ca. + 125 %. In EE2 kam es nach der zweiten Durchmischung der Wassersaulen
zu Anstiegen von %ABWy.ee von + 100 % auf Gber + 150 %. (Abb. 85).

Bei den Cladoceren (Abb. 85) betrugen die Abweichungen in der Mehrzahl der Mikrokosmen
(auBer EE3, EE7 und EEB8) zwischen -100 und 0 %. Lediglich in K2 (Woche 3), K5
(Woche 4), EE1 (Woche 4) und EE2 (Woche 5) stiegen die Werte fir %ABW.ee auf + 80 %
(K2), +45 % (K5), + 105 % (EE1) und + 30 % (EE2). In den Mikrokosmen EE3 lagen die
Abweichungen vor der ersten Durchmischung in Woche 1 bei + 150 % und nahmen in
Woche 2 auf +415% zu, um nachfolgend bis vor der zweiten Durchmischung der
Wassersaulen in Woche 6 auf + 70 % abzunehmen. Die Abweichungen in EE7 und EE8
nahmen von Woche 1 bis Woche 6 von + 260 % bzw. + 220 % auf - 50 % bzw. + 2 % ab

(Anstieg auf + 250 % in Woche 5 vor der zweiten Durchmischung bei EE7).

Die Werte fur %ABW.ee bei den Copepoden betrugen in den meisten Mikrokosmen von
Woche 1 bis 6 zwischen - 100 und + 20 % (Abb. 85). Nach der ersten Durchmischung
nahmen die Abweichungen in K4 von + 120 % auf - 40 % ab. In EE1 nahm die Abweichung
von + 870 % in Woche 1 nach der ersten Durchmischung auf + 800 % (Woche 2) ab und lag
in Woche 3 nur +40 % lber den Mittelwerten. Mit Ausnahme von Woche 4 (+ 280 %)
schwankten die Abweichungen in EE1 nachfolgend nur geringfigig um die Mittelwerte. In
EE4 stiegen die Abweichungen in Woche 3 von - 100 % auf + 600 % an und sanken bis vor
der zweiten Durchmischung auf + 300 %. Die Abweichungen in EE5 stiegen in Woche 4 von
0 % auf + 250 % und sanken nach der zweiten Durchmischung auf + 100 % ab.
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3.545 Populationsdynamik ausgewahlter Zooplanktonarten
(EE-Versuch, Woche 1 bis 6)

Die Dichte von Synchaeta spp. von Woche 1 bis 6 lag bei den meisten Mikrokosmen
< 5 Individuen/L. Es kam jedoch zu kurzfristigen Anstiegen auf 15 bis 29 Individuen/L bei
EE2 und EE4 in Woche 2 nach der ersten Durchmischung der Wassersaulen, bei K2 bis K4
und EE5 in Woche 3 und bei EE1 in den Wochen 4 und 5. In K5 war ein Maximum von
165 Individuen/L in Woche 3. Die zweite Durchmischung der Wassersaulen hatte keinen

Einfluss auf die Individuendichten von Synchaeta spp. (Abb. 86).

Die Abundanzen von Polyarthra spp. (Abb. 86) waren bei der Mehrzahl der Mikrokosmen
< 3 Individuen/L. In EES5 stieg die Individuenzahl auf 18 bis 26 Individuen/L in Woche 2 bis 4.
Die Durchmischung der Wasserséaulen konnte diesen Anstieg der Populationsdichten nicht
verhindern. In den Mikrokosmen K2 und K5 stiegen die Individuendichten in Woche 3 auf 7
bis 13 Individuen/L.

Vertreter der Gattung Lecane traten zu Versuchsbeginn mit Individuendichten bis
10 Individuen/L auf. Nach der ersten Durchmischung der Wassersaulen blieben die
Abundanzen zunachst konstant bzw. stiegen nur wenig an. Unterschiedliche Dichten
konnten durch die Durchmischungen der Wassersaulen nicht ausgeglichen werden. In K1,
K3, EE1 und EE4 kam es in Woche 3 zu Anstiegen auf 30 bis 38 Individuen/L, bei K5 und
EES5 stiegen die Individuenzahlen in Woche 4 auf > 20 Individuen/L, in EE 2 in Woche 5 auf
ca. 60 Individuen/L an. Die Individuendichten der Ubrigen Mikrokosmen blieben unterhalb
von 20 Individuen/L. Nach der zweiten Durchmischung der Wassersaulen betrugen die

Abundanzen in allen Mikrokosmen zwischen 2 und 20 Individuen/L (Abb. 86).

Daphnia longispina (Abb. 87) kam zu Versuchsbeginn mit Abundanzen unterhalb von
5 Individuen/L in den Mikrokosmen vor. Nachfolgend stiegen die Dichten in EE3 und EES8 in
Woche 2 auf < 10 Individuen/L, die Abundanzen von K2 und EE7 lagen in Woche 3, bei EE2
in Woche 4 und 5 bei ~20 Individuen/L. Maximale Individuendichten von 35 bis
39 Individuen/L traten bei EE1 in Woche 4, bei EE7 in Woche 5 und bei K2 in Woche 6 auf.
Die Dichten von Daphnia longispina lagen in K1, K3 bis K4 und EE4 wahrend der ersten flnf
(K1) bzw. sechs Versuchswochen bei unter 10 Individuen/L. Die Mischungen hatten
offensichtlich keinen Einfluss auf die Entwicklung der Populationsdichten.
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Chydorus sphaericus (Abb. 87) wurde in den Mikrokosmen meist mit < 5 Individuen/L
gefunden. In Woche 1 und 2 kam es in EE3 zu Anstiegen der Dichten auf Uber
20 Individuen/L, die bis Woche 4 in etwa konstant blieben. Ab Woche 5 wurden in K1, K4
und EE3 Anstiege auf 7 bis 28 Individuen/L festgestellt. Die Durchmischungen der

Wassersaulen konnten abweichende Dichten nicht ausgleichen.

Sida crystallina (Abb. 88) trat in Woche 1 lediglich in EE7 und EE8 mit Individuendichten von
1 bis 2 Individuen/L auf, nachfolgend mit 2 bis 5 Individuen/L. Ab Woche 2 trat sie auch in
EE3 und EE5 mit < 5 Individuen/L auf. Bis Woche 6 wurden in allen Mikrokosmen vereinzelte
Individuen von Sida crystallina gefunden. In EE8 stiegen die Abundanzen nach der zweiten
Durchmischung der Wasserséaulen auf Uber 15 Individuen/L, in EE3 auf 9 Individuen/L.

Ceriodaphnia reticulata trat in sehr geringen Individuendichten (< 5 Individuen/L) und auch
nur in einem Teil der Mikrokosmen (K2, K5, EE3, EE4, EE6 und EES8) auf. Lediglich in EE8
traten erhohte Individuendichten von > 5 Individuen/L in Woche 5 und > 25 Individuen/L in
Woche 6 auf (Abb. 88).

Die Nauplien-Stadien der Copepoden traten in den Mikrokosmen erst ab Woche 4 mit
Individuenzahlen bis 10 Individuen/L auf, in EE4 und EE5 erreichten ihre Abundanzen in
Woche 5 maximal > 56 bzw. 39 Individuen/L. In EE2, EE5 und EEG6 traten Dichten zwischen
10 und 20 Individuen/L ab Woche 6 auf. Nach der zweiten Durchmischung der
Wassersaulen lagen die Individuendichten zwischen 0 und 25 Individuen/L. Die Copepodit-
Stadien wurden mit sehr geringen Abundanzen von maximal 4 Individuen/L gefunden. Nur in
EE2 kam es ab Woche 5 zu Anstiegen auf > 25 Individuen/L. Adulte Exemplare von
Eucyclops serrulatus wurden mit maximalen Individuendichten von 5 Individuen/L ab
Woche 4 in den Mikrokosmen gefunden und traten nach der zweiten Durchmischung der
Wassersaulen mit Dichten bis 5 Individuen/L auf (Abb. 89).
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Abb. 86: Populationsdynamik von Synchaeta spp., Polyarthra spp. und Lecane spp.
(Durchmischungen der Wassersaulen am 25. Juni und 23. Juli)

(Punkte auRerhalb der Skalierung sind als Symbole mit Angabe des Wertes eingezeichnet.)
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Abb. 87: Populationsdynamik von Daphnia longispina und Chydorus sphaericus
(Durchmischungen der Wassersaulen am 25. Juni und 23. Juli)
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Abb. 88: Populationsdynamik von Sida crystallina und Ceriodaphnia reticulata (Durchmischungen
der Wassersaulen am 25. Juni und 23. Juli)
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Abb. 89: Populationsdynamik der verschiedenen Entwicklungsstadien von Eucyclops serrulatus
(Durchmischungen der Wassersdulen am 25. Juni und 23. Juli)
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3.6 Gegenuberstellung des Zooplanktons in den Kontrollen
1998 und 1999

Von den 22 Rotatorien-Arten, die in den Mikrokosmen beim Versuch mit Nonylphenol 1998
(9 Kontrollen) vorkamen, wurden 14 im Folgejahr wieder gefunden (5 Kontrollen). Dabei
traten Keratella cochlearis, Lecane (lecane), Lecane monostyla, Polyarthra spp.,
Synchaeta spp., Trichocerca spp. und Trichotria spp. mit Stetigkeiten von 100 % auf. Die
1998 gefundenen Taxa Ascomorpha spp., Dicranophorus spp., Kellicottia longispina, Lecane
spp., Lecane luna, Notholca spp., Proales spp. und Testudinella spp. kamen im
Ethinylestradiol-Experiment 1999 nicht mehr vor. Colurella spp., Conochilus spp. und
Habrotrocha spp. traten 1999 auf, wurden jedoch im Vorjahr nicht gefunden (Tab. 7).

Bei den Cladoceren traten im Versuchsjahr 1998 14 Arten, im Folgejahr 9 Arten auf. Daphnia
longispina, Chydorus sphaericus und Ceriodaphnia reticulata erreichten in beiden Versuchen
Stetigkeiten von 100 %. Arten, die 1998 auftraten, 1999 aber fehlten, waren Acroperus
harpae, Disparalona rostrata, Eurycerus lamellatus und Leydigia spp.. 1999 wurde Bosmina
longirostris identifiziert, im Folgejahr traten andere Vertreter der Gattung Bosmina in einigen
Mikrokosmen auf, die jedoch nicht bis zur Art bestimmt wurden. Die 1998 als Alona costata
und Alona quadrangulis identifizierten Cladoceren wurden 1999 als Alona spp.

zusammengefasst (Tab. 8).

Bei den Copepoden trat in beiden Versuchsjahren Eucyclops serrulatus in allen
Mikrokosmen auf. Nauplien- und Copepodit-Stadien erreichten ebenfalls Stetigkeiten von
100 %. 1998 traten vereinzelt Exemplare von Canthocamptus staphylinus und Eudiaptomus
gracilis in einigen Mikrokosmen auf (Tab. 9).

1998 wurden vereinzelt Baetidae (Ephemeroptera), Nematoda sowie Hydra spp. (Hydrozoa,
Coelenterata) und Larven von Nematocera (Diptera, Insecta) gefunden. Diese traten 1999
nicht auf. Ostracoda wurden im Plankton aller Mikrokosmen in beiden Versuchsjahren
beobachtet, Chaoborus spp. und Argulus spp. (Crustacea) traten ebenfalls in beiden Jahren
auf, allerdings nur vereinzelt (Tab. 10).
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Tab. 7: Artenzahl und Stetigkeit der Rotatorien in den Kontrollmikrokosmen

Rotatoria Stetigkeit [%]
Nonylphenol 1998 Ethinylestradiol 1999
Ascomorpha spp. 100 0
Asplanchna spp. 100 60
Brachionus spp. 100 60
Cephalodella spp. 100 60
Colurella spp. 0 20
Conaochilus spp. 0 40
Dicranophorus spp. 89 0
Filinia spp. 56 20
Habrotrocha spp. 0 100
Kellicottia longispina 67 0
Keratella cochlearis 100 100
Keratella quadrata 100 80
Lecane (lecane) 100 100
Lecane monostyla 100 100
Lecane spp. 100 0
Lecane luna 11 0
Lepadella spp. 89 100
Monommata spp. 78 100
Notommata spp. 0 100
Notholca spp. 67 0
Polyarthra spp. 100 100
Proales spp. 100 0
Synchaeta spp. 100 100
Testudinella spp. 56 0
Trichocerca spp. 100 100
Trichotria spp. 100 100
Artenzahl Rotatoria 22 18
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Tab. 8: Artenzahl und Stetigkeit der Cladoceren in den Kontrolimikrokosmen

Cladocera Stetigkeit [%]
Nonylphenol 1998 Ethinylestradiol 1999

Acroperus harpae 78 0
Alona costata 100 0
Alona quadrangulis 33 0
Alona spp. 0 100
Bosmina spp. 0 60
Bosmina longirostris 100 0
Ceriodaphnia reticulata 100 100
Chydorus sphaericus 100 100
Daphnia longispina 100 100
Diaphanosoma brachyurum 100 60
Disparalona rostrata 22

Eurycerus lamellatus 22

Leydigia spp. 11

Scapholeberis mucronata 100 40
Sida crystallina 78 100
Cladocera (Juvenile) 100 100
Artenzahl Cladocera 14 9

Tab. 9: Artenzahl und Stetigkeit der Copepoden in den Kontrollmikrokosmen

Copepoda Stetigkeit [%0]
Nonylphenol 1998 Ethinylestradiol 1999
Canthocamptus staphylinus 11 0
Eucyclops serrulatus 100 100
Eudiaptomus gracilis 100 0
Copepodite 100 100
Nauplia 100 100
Artenzahl Copepoda 5 3
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Tab. 10: Artenzahl und Stetigkeit der sonstigen Zooplanktonorganismen in den Kontrolimikrokosmen

Sonstige Stetigkeit [%]
Nonylphenol 1998 Ethinylestradiol 1999

Baetidae 89 0
Chaoborus spp. 100 100

Argulus spp. 100 80

Hydra spp. 11

Nematocera 100

Nematoda 11

Ostracoda 100 100
Artenzahl Sonstige 7 3




4 Diskussion
4.1 Konzentrationsverlauf der Modellchemikalien

4.1.1  Nonylphenol

Durch die Dosierungsmethode Controlled-Release Uber semipermeable LDPE-Schlduche
und damit kontinuierliche Freisetzung von Nonylphenol aus den Reservoirs, konnten
Konzentrationsabfélle in den Mikrokosmen weitgehend ausgeglichen werden. Die
Konzentrationen blieben nach deutlichen Anstiegen wahrend der ersten 2 bis 2,5 Wochen
uber die nachfolgenden 4 Wochen etwa konstant (NP1) oder stiegen noch leicht an (NP2 bis
NP7). Die Abnahmen der Konzentrationen im Wasser sind mdglicherweise durch eine
Verhinderung der Freisetzung aus den LDPE-Schlduchen durch Aufwuchs und eine daraus
resultierende Blockierung der Poren verursacht. Verluste von Nonylphenol aus dem Wasser
kénnen weiter durch mikrobiellen (z.B. Ahel et al 1994b, d) bzw. photochemischen Abbau
(Ahel et al. 1994c) sowie die Akkumulation in anderen Komponenten (Sediment, Biomasse)
(z.B. Ahel et al 1994b) bedingt sein.

4.1.2  Ethinylestradiol

Anders als beim Experiment mit Nonylphenol konnte keine gleichmaRige Freisetzung von
Ethinylestradiol aus den Reservoirs mit abgestuften Konzentrationen erreicht werden, auch
wenn dies aufgrund der unterschiedlichen Lange der eingesetzten Schldauche zu erwarten
gewesen ware. Moglicherweise ist dies darauf zurlickzufiihren, dass hier eine nicht
homogene Dispersion von kristallinem Ethinylestradiol in Triolein eingesetzt wurde, wodurch

eine gleichmafige Freisetzung nicht gewéhrleistet war.

4.2 Funktionelle Parameter

Die Applikation der Modellchemikalien Nonylphenol und Ethinylestradiol hatte keinen
messbaren Einfluss auf die durch die Summenparameter représentierten Funktionen in den
Mikrokosmen. Die Nahrstoffverhaltnisse, Sauerstoffsattigung, Leitféahigkeit und pH-Wert in
den belasteten Mikrokosmen unterschieden sich nicht signifikant von den unbelasteten
Kontrollen. Indirekte Effekte auf das Zooplankton, wie sie durch die Wirkung von
Nonylphenol und Ethinylestradiol auf die Primarproduzenten und/oder Konsumenten

auftreten konnen, wurden ebenfalls nicht beobachtet.
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4.3 Zooplankton

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in erster Linie die Effekte der Modellchemikalien
auf die Organismen des Zooplanktons untersucht. Fir das Experiment mit Nonylphenol
liegen zum gegenwartigen Zeitpunkt zusatzlich Phytoplanktondaten auf Ebene der Klassen
vor. Zur vollstandigen Beschreibung der Planktonzénose in den Mikrokosmen ware
aufRerdem die Beriicksichtigung der Bakterienpopulation erforderlich. Heterotrophe Bakterien
in Gewassern tragen in der Regel mit 20 bis 30 % zur Produktion bei. lhre Abundanz in
Oberflachengewassern betragt etwa 10° Zellen/mL (Schmid-Araya & Schmid 2000).

Schéatzungen zufolge weist das Sedimentporenwasser eine um mindestens 10 mal héhere
Bakteriendichte auf, als das Freiwasser, wobei 90 % an Partikel gebunden sind (Schmid-
Araya & Schmid 2000). Bakterien dienen als Nahrung fur Ciliaten und Flagellaten, zu einem
geringen Anteil auch fur das Makrozooplankton. Das Grazing der Bakterienpopulation durch
Rotatorien und Copepoden ist jedoch meist gering (Hakenkamp & Morin 2000). Heterotrophe
Bakterien konnen stimulierende oder hemmende Wirkung auf das Wachstum des
Phytoplanktons haben, in Abhangigkeit davon ob sie als Quelle oder Senke anorganischer
Nahrstoffe im Gewasser dienen. Im Epilimnion lebende heterotrophe Bakterien nutzen
organische Substanzen als Kohlenstoffquelle (Gude 1989, Pedros-Ali6 1989).
Moglicherweise wurden in den dosierten Mikrokosmen auch Nonylphenol bzw.
Ethinylestradiol als C-Quellen genutzt (vgl. 4.1.1). In welchem Ausmald und von welchen
Mikroorganismen Nonylphenol bzw. Ethinylestradiol metabolisiert werden kénnen, wurde fiir
das Sediment der Mikrokosmen von Jontofsohn (in Vorbereitung) untersucht.

Ebenfalls in dieser Arbeit unberiicksichtigt blieb die Rolle der Parasiten auf die Organismen
des Phyto- bzw. Zooplanktons. Vor allem bei Wassertemperaturen Uber 20 °C und
ausreichender Verfligbarkeit von Né&hrstoffen tritt in Gewassern verstarkt artspezifischer
Parasitenbefall auf, der beispielsweise zu verstarkten Entwicklung von Konkurrenzarten
fuhren kann (Van Donk 1989).

Im einzelnen untersucht wurden auch nicht Planktonorganismen < 63 um, etwa die
Protozoen. Diese dienen in Gewassern als Nahrung fir grof3ere Zooplanktonorganismen
(DeMott 1989).

Aufgrund der durch diese Untersuchung erfassten Entwicklungsstadien, Arten, Gattungen
und Gruppen des Zooplanktons in den Mikrokosmen, ist es jedoch mdglich, verschiedene
mogliche Nahrungsnetze zu konstruieren, die die Planktongesellschaft in den unbelasteten

Mikrokosmen sowie unter dem Einfluss der Modellchemikalien beschreiben.
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431 Rotatoria

Der Stamm der Rotatoria umfasst etwa 2.000 Arten, von denen rund 150 in
Stillwasserhabitaten weltweit beschrieben sind. Von den zahlreichen planktonischen Arten
wird bis zu 30 % der gesamten SuRwasserplanktonbiomasse gestellt. Man unterscheidet drei
Klassen: die Seisonidae (2 Arten), die Bdelloidea (~ 360 Arten) und die Monogononta
(~ 1.800 Arten). In den Mikrokosmen wurden 24 Vertreter der Monogononta gefunden. Die
meisten Vertreter der Monogononta sind nicht gréRer als 1 mm, ihr unsegmentierter Korper
ist weitgehend transparent. Die Tiere haben eine direkte Entwicklung, relativ kurze
Lebenszyklen und vermehren sich parthenogenetisch. Nach dem Schlupf lassen sich drei
Lebensstadien unterscheiden: die prareproduktive Phase (in der das somatische Wachstum
stattfindet), die Reproduktionsphase (die meist den gré3ten Teil des Lebens einnimmt und in
der kontinuierlich Nachkommen produziert werden) und einer Postreproduktionsphase.
Letztere tritt h&ufig in Laborkulturen auf, ist in natirlichen Populationen jedoch selten. Es
existiert sexueller Dimorphismus, die Mannchen sind sehr viel kleiner. Die weiblichen Tiere
produzieren 15 bis 20 Eier, aus denen innerhalb weniger Stunden Jungtiere schlipfen. Das
Ausbilden von Dauereiern ist moglich und abhangig von den Umweltbedingungen. Die
Lebensdauer der Tiere betragt zwischen 7 und 10 Tagen. Rotatorien ernahren sich von
kleineren Beutetieren (Ciliaten, heterotrophe Nanoflagellaten, Algen, Bakterien, Pilze), ihre
Fortbewegung ist schwimmend oder treibend (Ricci & Balsamo 2000).

Das Nahrungsspektrum der Rotatorien umfasst Zellen <20 um; sehr groe und
kolonienbildende Algen, speziell Cyanophyceae werden verschmaht. Rotatorien spielen eine
Rolle als Grazer des Biofilms, also der an Detrituspartikeln gebundenen
Mikroorganismengesellschaften (Schmid-Araya & Schmid 2000). Vertreter der Gattung
Keratella sind Generalisten und konsumieren ein breites Nahrungsspektrum. Zu den
Spezialisten z&hlen die in den Mikrokosmen haufig aufgetretenen Gattungen Polyarthra und
Synchaeta, die sich von groReren Partikeln (maximale Grof3e: Cryptomonas, ca. 25 um)
ernghren.  Teilweise  werden  Picoplanktonalgen, kolonienbildende  Diatomeen,
Cyanophyceen, grofRe Dinoflagellaten und Griinalgen mit Gallerthiille gefressen. Zu den
beliebtesten Futteralgen zéahlen Vertreter der Gattung Chlamydomonas und Cryptomonas,
also einzellige Nanoplanktonalgen ohne Schutzhille (Sterner 1989). Die Selektion erfolgt
u.a. nach dem Geschmackssinn. Die Futterschwellenkonzentrationen (Mindestdichte an
Planktonalgen, die fiir den Fortbestand einer Art notwendig ist) der Rotatorien liegt zwischen
25 und 1.030 ug C/L. Je grof3er eine Art ist, desto mehr Eier kann sie produzieren und desto

rascher erfolgt das Wachstum ihrer Population (DeMott 1989).
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4.3.2 Cladocera

Die Gruppe der Cladoceren gehort zur Klasse der Branchiopoda, die acht Ordnungen
umfasst. Zu den Cladocera gehéren 4 Ordnungen, elf Familien und tGber 80 Gattungen. Die
genaue Anzahl von Arten ist unbekannt, wird aber mit 450 — 600 Arten angegeben, von
denen nur 2% auf marine Habitate beschrénkt sind. Die meisten Familien sind
typischerweise planktonisch und leben substratunabhéangig. In den Mikrokosmen traten
Vertreter der Sididae (Sida crystallina, Diaphanosoma brachyurum), Chydoridae (Acroperus
harpae, Alona sp., Leydigia sp., Chydorus sphaericus) und der Daphniidae (Daphnia
longispina, Ceriodaphnia sp., Scapholeberis mucronata), Bosminidae (Bosmina longirostris)
und der Polyphemidae (Polyphemus pediculus) auf. Die direkte Entwicklung erfolgt
artspezifisch abhangig von der Temperatur und der zur Verfigung stehenden Nahrung. Die
Lebensspanne betragt 2 bis 3 Monate, wobei kontinuierliches Wachstum durch Hautung zu
beobachten ist. Die Reproduktion erfolgt abhangig von den Umweltbedingungen obligat oder
fakultativ parthenogenetisch, teilweise auch gametogenetisch (zweigeschlechtlich). Oftmals
wechseln sich mono- und dizyklische Reproduktion ab. Abhangig von der KérpergroRe des
Tieres kann dieses unterschiedlich viele parthenogenetische Eier in der Brutkammer tragen,
die Anzahl der Dauereier hingegen ist meist auf ein oder zwei beschrankt. Die mannlichen
Tiere sind kleiner als die weiblichen, &hneln diesen jedoch sehr. Die Tiere sind
Nahrungsspezialisten und suchen spezielle Habitat auf. So sind Vertreter der Daphniidae,
wie etwa die in den Mikrokosmen haufige Daphnia longispina, reine Planktonorganismen und
ernahren sich von Algen. Chydorus sphaericus, ebenfalls regelmafig in den Mikrokosmen
auftretend, ist ein Weideganger, der sich vom Periphyton auf Wasserpflanzen oder
benthischen Algen ernahrt. Polyphemus pediculus ist rauberisch, Sida crystallina klammert
sich an Wasserpflanzen und ernéhrt sich von Epiphyton, wahrend Scapholeberis mucronata
an der Unterseite der Wasseroberflache schwimmt und die dort lebenden Organismen
abweidet (Dole-Olivier et al. 2000, DeMott 1989).

Die von Cladoceren, speziell von den nichtselektiven Vertretern der Daphniidae, bevorzugt
aufgenommenen Planktonalgen haben eine Grof3e von 3 bis 20 um und tragen keine
Fortsatze oder Schutzhullen. Picoplanktonalgen (<2 pm) werden von Cladoceren nicht
gefressen. Zu den beliebtesten Futteralgen gehdren Chlamydomonas spp. und
Scenedesmus spp. (Chlorophyceae), Cryptomonas spp. und Rhodomonas spp.
(Cryptophyceae), Chrysochromulina spp. (Chrysophyceae) und Cyclotella spp.
(Bacillariophyceae) (Sterner 1989).
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Dabei erfolgt die Selektion nicht nach dem Geschmack. Die groRen Vertreter der Sididae
und Daphniidae kénnen auch kleinere Partikel aufnehmen, wohingegen die kleinere Gattung
Chydorus sich nicht so effektiv von Bakterien erndhren kann. Dies hangt damit zusammen,
dass nicht die KorpergroRRe, sondern die Ausmale des Filtrierapparates fur die Selektivitat
mafigeblich ist. Die Futterschwellenkonzentrationen von Daphnia betrugen im Labor bei
10 bis 20 °C zwischen 50 und 60 pg C/L, in natirlichen Gewassern ist der Bedarf hoher.
Grollere Arten verhungern weniger leicht als kleine, da ihre gewichtsspezifische
Metabolismusrate geringer ist. Dabei ist die Uberlebensstrategie je nach Art unterschiedlich.
Bei geringeren Futterdichten kdnnen sich Daphnien noch fortpflanzen, wahrend Bosmina
unter denselben Bedingungen weniger Energie in die Reproduktion investiert. Generell
verhungern Jungtiere leichter als Adulte. Mit zunehmender KoérpergrofRe produzieren
Cladoceren geringfugig mehr Eier, so dass ihr Populationswachstum in Abhéngigkeit von der
Nahrungsverfuigbarkeit nur leicht erhoht ist. Eine Ausnahme stellen die Chydoriden dar, die
stets nur zwei Eier bilden (DeMott 1989).

4.3.3 Copepoda

Mit Uber 11.500 bekannten Arten stellen die Copepoda eine Unterklasse der Maxillopoda
dar. Gegenwartig umfasst sie zehn Ordnungen, von denen nur die Harpacticoida,
Cyclopoida, Calanoida und Gelyeloida im Freiwasser freilebende Vertreter stellen. In den
Mikrokosmen traten Vertreter der Calanoida (Eudiaptomus gracilis), der Harpacticoida
(Canthocamptus staphylinus) und als bei weitem haufigste Art der zu den Cyclopoida
gehorende Eucyclops serrulatus auf. Copepoden vermehren sich zweigeschlechtlich und
machen eine stufenweise Entwicklung durch. Die Nauplien-Stadien werden aus den
befruchteten Eiern entlassen und entwickeln sich Uber sechs Nauplien- und sechs
Copepodit-Stadien zum erwachsenen Tier, das sich selbst nicht mehr hautet. Die
Entwicklungsdauer ist abhangig von der Temperatur und der Nahrungssituation und dauert
bei 11,5 °C etwa 65 Tage. Die Lebensdauer von Eucyclops serrulatus umfasst 4 bis 6
Monate, andere Arten konnen bis zu mehrere Jahre alt werden. Uber die
Erndhrungsgewohnheiten der Copepoden in Stillgewassern ist noch wenig bekannt. Die
Nauplien-Stadien sind allesamt Filtrierer. Einige grof3e Cyclopoiden erndhren sich rauberisch
von Nauplien, Rotatorien, Oligochaeten, Chironomiden-Larven und anderen kleinen
Zooplanktonarten. Eucyclops serrulatus hingegen ist herbivor und weidet Periphyton ab bzw.
frisst Planktonalgen. Diese Art bevorzugt sandiges Substrat sowie hyperbenthische oder
epiphytische Habitate. Niedrige Sauerstoffséattigungen werden toleriert. Eucyclops serrulatus

bevorzugt eutrophe Gewasser (Dole-Olivier 2000).
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Zu den bevorzugten Habitaten dieser Art gehéren das Benthos und das Litoral von Fliel3-
und Stillgewassern. Eucyclops serrulatus erreicht eine durchschnittliche Lange von 1,10 mm.
Wahrend der bis zu 79-tagigen Lebensdauer der Weibchen werden im Durchschnitt 18,5
Eipakete mit je ca. 35 Eiern ausgebildet. Insgesamt produziert ein Weibchen ca. 650
Nachkommen, die Generationszeit betragt bei 20 °C im Durchschnitt 18,1 Tage (Robertson
2000). Ist ausreichend Nahrung vorhanden, werden die Tiere gro3er und kdnnen grofRere
Eipakete bilden, wodurch das Populationswachstum zunimmt. Bei der Auswahl der Nahrung
spielt der Geschmackssinn der Copepoden eine grof3e Rolle (DeMott 1989).

4.4 Phytoplankton (Nonylphenol)

Chlorophyceae

Vertreter der Chlorophyceae besitzen eine zweischichtige Zellwand aus Pektin und
Zellulose. Diese Algenklasse umfasst sowohl Flagellatentypen (z.B. Volvocales), als auch
unbewegliche, kokkale Organisationsstufen der Grunalgen (z.B. Chlorococcales). In
kleineren eutrophen Gewassern bilden sie die Hauptmenge des Phytoplanktons. Aufgrund
ihrer GroRe (5 bis 20 um) und ihrer kompakten Form gehdren sie zu den bevorzugten
Futteralgen des Zooplanktons. Teilweise leben sie einzeln, bilden jedoch zum Teil auch
hochorganisierte Kolonien (Huber-Pestalozzi 1974, Streble & Krauter 1978, Komarek & Fott
1983, Ettl 1988, Sterner 1989). In den Mikrokosmen (Nonylphenol-Versuch) waren die
Chlorophyceae wahrend des gesamten Beprobungszeitraums hauptséachlich mit

Chlorococcales und Volvocales mit Anteilen von 10 % bis zu 90 % vertreten.

Cyanophyceae

Die auch als Blaualgen oder Cyanobakterien bekannten Vertreter der Cyanophyceae
besitzen keinen echten Zellkern und sind zumeist im StiRwasser heimisch. Sie sind entweder
einzellig, manche bilden sehr grof3e, unbewegliche Kolonien, oder sie sind fadig und
teilweise durch Schwingen und Kriechen zur Fortbewegung féhig. Fast alle Arten tragen
Gallerthillen, die durch Verschleimung der Zellmembranen entstehen oder durch die Zellen
selbst ausgeschieden werden. Die Einzelzellen der Blaualgen sind meist sehr klein (< 5 bis
10 um) und stets unbegei3elt. Einige Blaualgen bilden Toxine, die andere Algen, v.a.

Grlnalgen in ihrem Wachstum hemmen.



Diskussion 188

Deswegen, sowie wegen ihrer geringen Grol3e und der Gallerthiille werden Cyanophyceae
nicht gerne von Zooplankton gefressen (Huber-Pestalozzi 1975a, Streble & Krauter 1978,
Sterner 1989). In den Mikrokosmen waren die Cyanophyceen mit sehr geringen Anteilen

(maximal 4 %) vorhanden.

Cryptophyceae

Cryptophyceen besitzen zwei unterschiedlich lange Flagellen und bewegen sich zitternd fort.
Ihre asymmetrische Form wird durch eine zweischichtige, zarte und feste Pellicula bedingt.
Aufgrund der fehlenden Umhillung und ihrer GrolRe (10 bis 25 um) gehéren die
Cryptophyceae zu den bevorzugten Futteralgen des Zooplanktons (Streble & Krauter, Huber-
Pestalozzi 1968, Sterner 1989). Beim Versuch mit Nonylphenol wurden Vertreter dieser
Algenklasse wahrend der gesamten Beprobungsphase mit maximalen relativen Abundanzen

von ca. 40 % gefunden.

Dinophyceae

Vertreter der Dinophyceae besitzen je eine Quer- und eine Langsfurche, in denen je eine
Geil3el liegt. Es existieren nackte Typen mit zarter Pellicula, jedoch werden von hdheren
Dinoflagellaten durch Zelluloseeinlagerungen in die Zellwande lederartige Hullen bis hin zu
regelrechten Panzern gebildet, die einen Schutz vor Grazing durch Zooplanktonorganismen
darstellen. Dinophyceae gehtren nicht zu den bevorzugten Futteralgen des
Crustaceenplanktons (20 bis 30 pum) (Streble & Krauter 1978, Sterner 1989, Popovsky 1990).
In den Mikrokosmen (Nonylphenol-Versuch) wurden die Dinophyceae mit relativen
Abundanzen bis zu 60 % gefunden.

Chrysophyceae

Aufgrund ihres goldbraunen Chloroplasten tragen Vertreter der Chrysophyceae den Namen
Goldalgen. Die meisten Arten sind sehr klein (<15 um). Haufig fehlt eine feste
zellulosehaltige Zellwand, die Zellen sind dann in ihrer Form veranderlich. Manche Arten
umgeben sich mit einem Gehause aus Zellulose und Pektin. Es existieren Flagellaten mit
zwei meist ungleich langen GeifReln, nackte, amobenahnliche Organismen sowie
unbewegliche Zellen mit Gallerthillen. Einige Arten gehoren zu den bevorzugten Futteralgen
der Cladoceren (Streble & Krauter 1978, Sterner 1989, Starmach 1985, Huber-Pestalozzi
1976). Die Chrysophyceen waren in den Mikrokosmen beim Versuch mit Nonylphenol
lediglich in den ersten Wochen mit relativen Abundanzen bis 50 % vorhanden.
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Bacillariophyceae

Diese auch als Diatomeen (Kieselalgen) bekannte Algenklasse tragt ihnren Namen aufgrund
der fur sie charakteristischen Zellwand aus Kieselséure. Silizium ist daher ein wichtiger
Nahrstoff und limitierender Faktor flr diese Gruppe in Gewdassern. Man unterscheidet runde
(Centrales) und langliche Formen (Pennales). Bacillariophyceae sind in der Regel einzellig
(5 bis 400 um), teilweise bilden sie Kolonien. Kieselalgen stellen die wichtigste Gruppe der
Aufwuchsalgen dar, es existieren jedoch auch viele planktischen Formen. Aufgrund ihrer
GroRe und Gestalt gehdren Diatomeen nicht zu den bevorzugten Futteralgen des
Zooplanktons. (Krammer 1996, Huber-Pestalozzi 1975b, Bay. LA f. Wasserwirtschaft 1987,
Streble & Krauter 1978, Sterner 1989). In den Mikrokosmen (Nonylphenol-Versuch) waren
Bacillariophyceae wahrend der gesamten Versuchsdauer nur mit geringen Anteilen (bis

maximal 25 % relative Abundanz) vorhanden.

Conjugatophyceae

Conjugatophyceae werden aufgrund ihrer speziellen sexuellen Fortpflanzung auch als
Jochalgen bezeichnet. Man unterscheidet fadige (Zygnemales) mit schraubenférmigen
Chloroplasten von einzelligen Formen (Zieralgen) mit bizzaren  Strukturen.
Conjugatophyceae gehdren aufgrund ihrer Gro3e (25 bis 100 um) und der sie umgebenden
Gallertschichten nicht zu den bevorzugten Futteralgen des Zooplanktons (Streble & Krauter
1978, Forster 1982, Kadlubowska 1984). Beim Mikrokosmen-Versuch mit Nonylphenol war
der Anteil der Conjugatophyceae an der gesamten Phytoplanktonbiomasse v.a. in der
zweiten Halfte der Beprobungsphase mit bis zu 90 % verhaltnismafig grof3, wobei der Anteil
der einzelligen Zieralgen uberwog.

Xanthophyceae

Vertreter der Xanthophyceae (oder Gelbgrinalgen) ahneln in Form und Farbe den
Grunalgen. Bei einigen Arten sind die Zellwande verkieselt, die beweglichen Stadien
besitzen zwei ungleich lange Geil3eln. Sie sind meist nicht groRer als 20 um (Huber-
Pestalozzi 1968, Streble & Knauer 1978). In den Mikrokosmen (Nonylphenol-Versuch) waren
Vertreter dieser Algenklasse in der Vorapplikationsphase mit relativen Abundanzen von
maximal 20 %, im weiteren Versuchsverlauf in geringen Anteilen (bis zu maximal 5 %) zu

finden.
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4.5 Planktontkologie

4.5.1 Kontrollen K1 bis K9 (NP-Versuch)

In natlrlichen Gewassern erfolgt aufgrund der Konkurrenz der verschiedenen Algentaxa um
die Nahrstoffe sowie durch die Ausbildung der Konsumentenpopulation eine jahreszeitliche
charakteristische Sukzession (Sommer 1989). In den Mikrokosmen wurde wéahrend der
Versuchsdauer von Ende Mai bis Anfang September ein Ausschnitt dieser Sukzession
erfasst. Zu Beginn des Versuchs Ende Mai bis Mitte Juni dominierten zunachst die
Chrysophyceen, dann die Chlorophyceen (bis Woche 3), im weiteren Verlauf erreichten die
Cryptophyceen, Dinophyceen und in K2 die Xanthophyceen héhere relative Anteile. Hohe
Zelldichten und Biomassen in den ersten Wochen deuten auf noch relativ geringen Grazing-
Druck durch das Zooplankton hin. Ab Woche 2 nahmen die Rotatorien zu, die aufgrund ihrer
kurzen Generationszeiten und der noch geringen Konkurrenz durch die Cladoceren hohe
Individuendichten erreichten. Die Population der langsamer wachsenden Daphnia longispina
stieg mit leichter Verzogerung ab Woche 3. Das exponentielle Wachstum der
Zooplanktonpopulation ab Woche 4 fuhrte zu einem Rickgang der Phytoplanktonzelldichten.
In den Mikrokosmen nahm der Anteil bevorzugter Futteralgen (Chlorophyceae,
Chrysophyceae) vermutlich infolge des Grazings durch Daphnia longispina ab und die als
Futteralgen weniger bevorzugten Dinophyceae traten mit etwas gréReren Anteilen auf. Die
Cladoceren-Dichten nahmen in Woche 4 bis 5 vermutlich aufgrund von Nahrungsknappheit
ab. Ab Woche 4 (K3) bzw. 5 nahmen die relativen Abundanzen der weniger bevorzugten
Conjugatophyceae deutlich zu; im weiteren Versuchsverlauf kam es zu einem moderaten
Anstieg der Zelldichten und Biomassen. Es ist davon auszugehen, dass wahrend der ersten
Wochen (Woche 1 bis 3) die Dichte des Phytoplanktons die Entwicklung der
Zooplanktonpopulation steuerte (bottom-up-Kontrolle), jedoch im weiteren Verlauf die
Zooplanktondichten und —zusammensetzung die Zusammensetzung und Abundanzen des
Phytoplanktons wesentlich beeinflusste (top-down-Kontrolle) (Abb. 90). Inwieweit die
Zooplankter in den Mikrokosmen fur die beobachtete Verschiebung der
Phytoplanktonzusammensetzung verantwortlich waren, wére durch spezifische Grazing-
Experimente zu klaren. Alternativ kdnnte die Sukzession durch abiotische Faktoren oder eine
Kombination abiotischer und biotischer Faktoren bedingt sein.
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Cladocera

Daphnia longispina Chydorus sphaericus Nauplia
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A A A

Periphyton Makrophyten
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Abb. 90: Wirkungsgeflige der Planktonorganismen in den Kontrollen (NP-Versuch)

4.5.2  Nonylphenol-Mikrokosmen (NP1 bis NP7)

Die Verhaltnisse in den Mikrokosmen wéahrend der Vorapplikationsphase &hnelten denen in
den Kontrollen (Abb. 91). Das sich entwickelnde Phytoplankton diente als Nahrung fur die
sich  entwickelnden Rotatorien- und Cladocerenpopulationen. Die zunehmende
Zooplanktondichte fihrte schlie3lich zu Abnahmen der Phytoplanktonzellzahl und -
biomasse. Wahrend der Dosierung kam es ab NP-Konzentrationen von 19 bis 44 ug/L
(NOEC-Werte Woche 6 bis 11) zu signifikanten Abnahmen der Cladoceren und Nauplien-
Stadien der Copepoden und damit zu geringerem Grazing des Phytoplanktons (top-down-
Steuerung). Beim in dieser Studie untersuchten Phytoplankton der Mikrokosmen NP4, NP5
und NP7 kam es zu Anderungen der relativen Abundanzen und unterschiedlichen
Strukturierung der Phytoplankton-biozénosen. Wéahrend der Anteil der Chlorophyceae bei
NP4 und NP5 in etwa konstant bei ca. 10 % blieb, nahmen die relativen Abundanzen der
Dinophyceae deutlich auf bis 60 % zu. Die Cryptophyceae waren nur wenig haufiger
vorhanden im Vergleich zu NP2 und den Kontrollen. Wahrend der Postapplikationsphase
nahm der Anteil der Dinophyceae in NP4 und NP5 ab und die Conjugatophyceae traten
haufiger auf. Der Anteil der Chlorophyceae blieb trotz der Erholung (Recovery) der
Cladoceren und mdglichem Grazing in etwa gleich. In NP7 nahm der relative Anteil der
Chlorophyceae vermutlich aufgrund des verringerten Grazings durch die Cladoceren

wahrend der Dosierungsphase deutlich zu.
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Nach Dosierungsende kam es in NP7 zu einer starken Zunahme der Dinophyceae, wahrend
die Chlorophyceae deutlich abnahmen. Dies ist moglicherweise auf die Zunahme der
Nauplien und das daraus resultierende Grazing zurtickzufiihren. Nonylphenol hatte neben
direkten Effekten durch die Verdnderungen der Phytoplanktonbiozdnose vermutlich auch
indirekte Effekte auf das Zooplankton. Inwieweit das Phytoplankton nur indirekt durch
Veranderungen in der Zooplanktonbiozonose beeinflusst, oder auch direkt durch die
Chemikalie geschadigt wurde, missen Toxizitatstests mit ausgewahlten Arten zeigen. Der
EC 50-Wert flr Scenedesmus subspicatus lag bei 56 pg/L (Kopf 1997) und lasst direkte
Effekte auf Phytoplanktonorganismen bei langfristiger Exposition méglich erscheinen.

Nonylphenol

Cladocera

Daphnia longispina Chydorus sphaericus Nauplia

=

|

Copepodit

. Rotatoria

Polyarthra spp.

=

|

Eucyclops serrulatus

Synchaeta spp.

Keratella spp.

Phytoplankton

A A A

Periphyton Makrophyten

Sediment

(in grau: Arten, die direkt bzw. indirekt von Nonylphenol beeintrachtigt wurden)

Abb. 91: Wirkungsgeflige der Planktonorganismen in mit Nonylphenol belasteten Mikrokosmen

Diversitat und Evenness der mit Nonylphenol belasteten Mikrokosmen zeigten im Gegensatz
zu O’Halloran et al. (1999) keine Abweichungen von den unbelasteten Kontrollen. Die
Artenzahlen waren in NP5 und NP7 niedriger im Vergleich zu den Kontrollen, wobei dies
mdglicherweise eher in den geringeren Artenzahlen der Vorapplikationsphase (ab Woche 3)

begrindet ist, als durch die Dosierung mit Nonylphenol.
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Wahrend der letzten beiden Wochen der Dosierung lagen die Abundanzen der Rotatorien
unterhalb denen in den Kontrollen, wobei vermutlich Lecane spp. und Synchaeta spp.
negativ durch Nonylphenol beeinflusst waren. Die Gattungen Trichocerca und Acroperus, fir
die O’Halloran et al. (1999) Abundanzabnahmen fanden, traten nur mit sehr geringen

Abundanzen auf, weswegen Aussagen flr diese Taxa hier nicht mdglich sind.

4.5.3  Ethinylestradiol-Mikrokosmen

45.3.1 Auswirkungen der Durchmischungen der Wassersaulen
(Woche 1 bis 6, Vorapplikationsphase)

Es konnten keine Angleichungen der Artenzahlen, Diversitdt und Evenness infolge der
Durchmischungen der Wassersaulen beobachtet werden. Auch bei den Individuendichten
der Rotatorien, Cladoceren und Copepoden war keine Angleichung mdoglich. Die
Durchmischung der Wassersadulen zur Angleichung der Planktonbiozénosen war
offensichtlich  nicht ausreichend. Abweichende Entwicklungen in verschiedenen
Mikrokosmen kdnnen vermutlich nur unter Austausch bzw. Mischung gro3er Wassermengen
ausgeglichen werden. Umso wichtiger ist daher die gleichmé&Rige Befillung der Mikrokosmen

zu Versuchsbeginn.
4.5.3.2 Effekte von Ethinylestradiol (Woche 6 bis 15)

Die Zusammensetzung der Zooplanktonpopulationen war in den verschiedenen
Mikrokosmen im Vergleich zum Nonylphenolversuch relativ uneinheitlich. Die Rotatorien
waren mit sehr geringen Abundanzen vertreten, in einigen Mikrokosmen uberwogen die
Copepoden-Nauplien, in anderen die Cladocera. Aufgrund der noch nicht vorliegenden
Phytoplanktonergebnisse lasst sich nur spekulativ ein Wirkungsgeflige Uber die Situation in
den Mikrokosmen beim Versuch mit Ethinylestradiol aufstellen (Abb. 92).

Weder die Betrachtung der Populationsdynamik auf Artenebene, noch fir die
Zooplanktongruppen (Rotatoria, Cladocera, Copepoda) zeigten eindeutige
konzentrationsabhdngige Veranderungen der Zooplanktonbiozonosen. Die Principal-
Response-Curves wahrend der Dosierungsphase zeigten ebenso wenig Effekte von
Ethinylestradiol auf das Zooplankton. Die Analyse mit CANOCO ergab keine Komponente,
die einen Effekt der Dosierung auf das Zooplankton erklaren konnte. Eine Interpretation der
Daten ist zudem durch die mangelhafte Expositionssituation wahrend der Dosierung

(vgl. 3.1.2 und 4.1.2) sowie fehlende Vergleichsstudien erschwert.
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Eine spezielle endokrine Wirkung von Nonylphenol auf die Zooplanktonorganismen, konnte
anhand der Ergebnisse des Versuchs mit Ethinylestradiol weder bestéatigt noch
ausgeschlossen werden. Dies sowie moégliche direkte toxische Effekte missen durch weitere

Untersuchungen geklart werden

Ethinylestradiol

J2l s s

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Cladocera Ceriodaphnia reticulata

Sida crystallina Chydorus sphaericus

Daphnia longispina

Polyarthra spp. Nauplia

| Rotatoria !

s

Synchaeta spp.

Copepodit

Eucyclops serrulatus

Phytoplankton
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Periphyton Makrophyten

Sediment

Abb. 92: Wirkungsgefuge in den Mikrokosmen beim Versuch mit Ethinylestradiol

4.6 Eignung der Mikrokosmen als 6kotoxikologische Testsysteme

Die vorliegende Arbeit sollte die endokrine Wirkung von Nonylphenol und Ethinylestradiol auf
eine Zooplanktongesellschaft unter Freilandbedingungen untersuchen. Zu diesem Zweck
wurden Testsysteme eingesetzt, wie sie in der Okotoxikologie zur Ermittlung des
Gefahrenpotenzials von Pestiziden auf Organismen in der aquatischen Umwelt verwendet
werden. Fir die Durchfihrung Okotoxikologischer Tests in Mikro- und Mesokosmen
existieren Empfehlungen hinsichtlich des Versuchsdesigns, der Applikation der Chemikalien,

der Probenahme sowie der Auswertung des erhobenen Datenmaterials.
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Aufgrund der speziellen Fragestellung, namlich der Erfassung der Hormonwirkung von
Xenobiotika bzw. eines synthetischen Hormons auf eine bestimmte Organismengruppe,
unterschied sich der angewandte Versuchsansatz in einigen Punkten von den von Experten
aus Industrie, Wissenschaft und Regulierungsbehérden erarbeiteten Vorgaben (Guidance
Documents). Diese Abweichungen von den HARAP und CLASSIC Guidance Documents

(Campbell et al. 1999, Heger et al. in Vorbereitung) sollen im folgenden dargestellt werden.

4.6.1 Versuchsdesign

Ein wichtiges Ziel 0Okotoxikologischer Tests st die Ermittlung von Dosis-
Wirkungsbeziehungen. Aus diesem Grund ist ein regressiver Ansatz anzustreben, in dem
mindestens drei, bevorzugt finf Konzentrationen getestet werden, mit mindestens zwei
Replikaten pro Konzentration. Der getestete Bereich muss nach Mdglichkeit im Rahmen zu
erwartender Effektkonzentrationen liegen. Diese Vorgabe berlcksichtigt zum einen das
+ANOVA"-Design, bei dem wenige Konzentrationen im Bereich der erwarteten
Umweltkonzentrationen mit mehreren Replikaten getestet werden (beflirwortet von Touart &
Slimak 1989), als auch den regressiven Ansatz, bei dem eine gro3e Bandbreite an
Testkonzentrationen zum Einsatz kommt und bei dem auf Replikate verzichtet wird. Sollte
ein Dosis-Wirkungs-Ansatz (zur Erhebung von ECyx-Werten) nicht durchflihrbar sein, so sind
LOEC- und NOEC-Werte auf Community-Level, also auf der Basis ganzer Populationen und
Gesellschaften zu erheben. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Regressionsansatz
gewahlt, bei dem mehrere Konzentrationen Uber einen gréReren Bereich ohne Replikate
getestet werden sollten. Graney et al. (1989) beflirworteten diesen Ansatz, da durch die
Erfassung von Effekten von einer sehr geringen Konzentration, in der fiir die Biozénose noch
keine Effekte zu erwarten sind, bis hin zu hohen Konzentrationen, die die
Lebensgemeinschaften in den Testsystemen komplett schadigen, ein Aufstellen von Dosis-
Wirkungsbeziehungen ermdglichen.

Eine direkte Applikation der Testchemikalie ist anderen Dosierungsmethoden (z.B.
kontinuierliche Zugabe) vorzuziehen, die zwar realistischer, deren Resultate aber aufgrund
der problematischen Reproduzierbarkeit schwieriger zu interpretieren und extrapolieren sind.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Regressionsansatz gewahlt, bei dem die Substanzen
per Controlled Release dosiert wurden, um Belastungssituationen zu simulieren, wie sie in
der natirlichen Umwelt vorkommen. Fir Nonylphenol und Ethinylestradiol ist dies
beispielsweise die Freisetzung aus Klaranlagenausflissen bzw. die Ricklésung aus

angereicherten Sedimenten.
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Der Einsatz von Replikaten ist bei dieser Art der Applikation problematisch, da trotz
identischer Oberflache des Reservoirs die Freisetzung unterschiedlich schnell erfolgt und
gleiche Konzentrationen fiir die Replikate nicht erreicht werden kénnen. Die Dosierung der
Testchemikalie sollte im Frihjahr erfolgen, bei hoher Diversitat und Individuendichten in den
Modellékosystemen. Dies entspricht einem ,worst case“-Szenario und mdogliche Effekte
konnen fir ein breiteres Artenspektrum und hinsichtlich der Sukzession wéhrend der
Vegetationsperiode untersucht werden. AulRerdem bleibt so ausreichend Zeit, die Erholung
der Biozbnose nach dem Rickgang der Konzentrationen noch wahrend derselben
Vegetationsperiode zu untersuchen. In der Studie mit Nonylphenol erfolgte die Dosierung
Mitte Juni, also bereits nach dem Frihjahrsmaximum der Rotatorien. Beim Versuch mit
Ethinylestradiol wurde erst Ende Juli dosiert, die Einrichtung der Mikrokosmen fand wahrend
der Anfangsphase eines Hochwasserereignisses am Ammersee statt. Hierdurch wurde den
Mikrokosmen eine verarmte Planktonbiozonose zugesetzt, deren Artenzahl und
Individuendichte im Vergleich zum Vorjahr stark reduziert war. Die getesteten
Konzentrationen lagen bei Nonylphenol in der GrdélRenordnung der in der Umwelt
gemessenen Werte. Bei Ethinylestradiol sollte der Bereich abgedeckt werden, fiir den in
Single-Spezies-Tests Effekte gefunden wurden. Dies wurde aufgrund der problematischen

Dosierung jedoch kaum erreicht.

4.6.2  Statistische Auswertung

Okotoxikologische Untersuchungen haben die Ermittlung 6kologisch akzeptabler
Konzentrationen von Xenobiotika in der Umwelt, sogenannte EAC (Ecologically Acceptable
Concentrations), zum Ziel. Die EAC ist definiert als die hodchste Konzentration der
betreffenden Umweltchemikalie, die zu keinen 6kologisch signifikanten Effekten fihrt. Als
geeigneter Endpunkt dient die NOECcommunity, durch die die Wirkung von Chemikalien auf
Organismengesellschaften umfassend beschrieben wird, auch wenn die NOEC-Werte fir
Einzelarten unter denen der NOECcommuniyy liegen.

Die EAC bericksichtigt sowohl das Ausmaf der Effekte, die Bedeutung der betroffenen
Arten im Okosystem sowie die Auswirkungen auf die Strukturen und Funktionen der
Biozonosen (Heger et al., in Vorbereitung). Zur Ermittlung von NOEC-Werten zur Detektion
von direkten und indirekten Wirkungen sowie zur Erfassung der Recovery von
Gesellschaften, eignen sich aus dem Bereich der multivariaten statistischen Analysen
Ordinationen, wie z.B. die Principal-Response-Curves (PRCs) nach Van den Brink & Ter
Braak (1999). Bei einem Versuchsdesign mit Replikaten lait sich die NOECcommuniy Mittels

des in CANOCO (Version 4.0) realisierten Permutationstests errechnen.
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In der vorliegenden Studie kamen jedoch keine Replikate zum Einsatz, weswegen die

NOECcommunity-Werte in Anlehnung an Liber et al. (1992) bestimmt wurden.

4.6.3 Recovery

Das Einbringen von Testsubstanzen stellt eine chemische Stérung des Okosystems dar, die
als solche relativ zur seiner Recovery betrachtet werden muss (LaPoint & Fairchild 1989).
Recovery, also die Erholung von Biozénosen nach Chemikalienbelastungen, kann sowohl
anhand ansteigender Populationswachstumsraten auf das Niveau unbelasteter Kontrollen,
als auch anhand der Wiederbesiedelung der durch die Chemikalie ausgeldschten
Organismen erkannt werden. Fir Zooplanktonpopulationen ist die Recovery eine Funktion
ihrer verhaltnismassig kurzen Generationszeit, der Anzahl der Expositionsereignisse und der
Persistenz des Schadstoffes in der Wassersaule (LaPoint & Fairchild 1989). Zur Erfassung
von Recovery-Effekten ist im Versuchsdesign eine ausreichend lange Postapplikationsphase
(2 bis 3 Generationszyklen, mindestens zwei aufeinanderfolgende Probenahmen)
einzuplanen. Alternativ kann der Einsatz von in-situ-Assays oder weiterfihrende Single-
Spezies-Tests fur Arten mit komplexeren Lebenszyklen (z.B. Copepoden) verfolgt werden. In
dieser Studie wurden die Mikrokosmen nach Dosierungsende im Experiment mit
Nonylphenol noch fiir weitere sechs Wochen, bei Ethinylestradiol noch fiir vier Wochen
untersucht. Im Nonylphenol-Versuch nahmen die Nauplien und Copepodite in NP4 bis NP6
wahrend der Postapplikationsphase auf Abundanzen vergleichbar mit den Kontrollen zu
(zwischen 1 bis 6 Wochen nach Applikationsende), in der hdchsten Dosierung NP7 trat eine
derartige Recovery bei den Nauplien und Copepoditen wéahrend der Postapplikationsphase
nicht ein. Die Population von Chydorus sphaericus in NP7 erholte sich ebenfalls nicht
wahrend der erfassten Postapplikationsphase. Mdglicherweise war die Beobachtungsdauer
in diesem Fall zu kurz. Die statistischen Betrachtungen bestéatigen diese Feststellung
(vgl. 3.3.3).

Die Identifikation der Organismen in den Testsystemen sollte nach Moéglichkeit auf Artniveau
erfolgen. Dies gilt speziell flir sehr sensitive Gruppen. Selten vorkommende Arten kénnen fr
die Auswertung entsprechend zusammengefasst werden. Die Bestimmung der Taxa in den
Mikrokosmen erfolgte so detailliert wie moglich. Teilweise konnten die Tiere auf Gattungs-
bzw. Artniveau bestimmt werden, teilweise wurden sie in Gruppen, Entwicklungsstufen und

Klassen zusammengefasst.
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Wie der Vergleich der PRCs fiir alle Arten (vgl. Abb. 44) und fur die drei GroRgruppen des
Zooplanktons (Rotatoria, Cladocera und Copepoda, vgl. Abb. 45) zeigt, geht durch die
Zusammenfassung der Taxa auf dem Niveau der Klasse, Unterordnung bzw. Ordnung
wichtige Information hinsichtlich der effektiven Wirkkonzentration verloren. Weiter kénnen
Effekte auf unterschiedlich sensitive Taxa innerhalb bestimmter taxonomischer GroRgruppen

bei mangelnder taxonomischer Aufldsung nicht erfasst werden.

4.6.4  Strukturelle und funktionelle Veranderungen

Strukturelle Endpunkte bedeuten Anderungen der Artenzusammensetzung bzw. der
Abundanzen der Individuen einer Biozoénose. Im Versuch mit Nonylphenol war das
beispielsweise die Abnahme der Nauplien- oder Cladoceren-H&aufigkeiten (vgl. 3.3.2.2) sowie
die Veranderung der Phytoplanktonbiozonose hinsichtlich der relativen Abundanzen der
Algenklassen (vgl. 3.4.1.2). Primarproduktion und Nahrstoffkreislaufe sind Funktionen
innerhalb  eines Okosystems, die auch bei erheblichen Veranderungen der
Biozonosenstruktur etwa durch Chemikalienwirkung aufrecht erhalten werden koénnen.
Anderungen der Funktionen innerhalb eines Okosystems signalisieren daher meist
gravierende Schadigungen der strukturellen Komponenten. Im Gegensatz zu strukturellen
Veranderungen konnten in den Experimenten keine Stérungen der Funktionen anhand der
entsprechenden Summenparameter (Sauerstoffsattigung, Nahrstoffkonzentrationen, pH,
Leitfahigkeit) als Folge der Belastung festgestellt werden. Dies bestatigt die auch in anderen
Studien (z.B. Peither et al. 1996) vertretene Auffassung, dass strukturelle Parameter sich
aufgrund ihrer héheren Sensitivitat besser zur Detektion schadlicher Effekte in Okosystemen

eignen als funktionelle Eigenschaften.

4.6.5 Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus Testsystemen auf die
naturliche Umwelt

In Okotoxikologischen Studien mit Modellokosystemen sind die betrachteten Taxa bzw.
Biozonosen verschiedener trophischer Ebenen reprasentativ fur die in der natirlichen
Umwelt vorkommenden Biozénosen. Man geht davon aus, dass Effekte von
Umweltchemikalien auf Storungen der Metabolismusfunktionen in den Testorganismen
beruhen. Daher sind die bei bestimmten Konzentrationen auftretenden Effekte auf
vergleichbare Populationen anderer Systeme (kinstliche, wie natirliche) Ubertragbar. Dies
wurde durch den Vergleich von Studien mit dhnlichen Komponenten bestatigt (Heger et al.,

in Vorbereitung).



Diskussion 199

Bei isolierten Testsystemen und der Applikation einer Substanz, sind die ECx- bzw. NOEC-
Werte jedoch aufgrund der ,worst case“-Exposition und des eingeschrankten
Erholungspotenzials konservativ. Die im Rahmen der Mikrokosmenstudie erhobenen NOEC-
Werte lassen sich also nicht ohne weiteres auf andere Systeme ubertragen, sondern haben

lediglich flr die Systeme uneingeschrankte Gultigkeit, fr die sie ermittelt wurden.

Die Ubertragbarkeit der in Modellsystemen gewonnenen Ergebnisse auf natirliche
Okosysteme und Biozonosen hangt von der Vergleichbarkeit der Testsysteme mit realen
Umweltbedingungen ab. Dies betrifft sowohl funktionelle als auch strukturelle Parameter.
Beispielsweise muss geprift werden, in wieweit die Bedeutung der durch die Chemikalie
betroffenen Organismengruppe, ihre Haufigkeit und ihre Stellung im Nahrungsnetz in den
Modellokosystemen vergleichbar ist mit der Situation in der natirlichen Umwelt. Weiter ist
das Testsystem hinsichtlich seiner physikalisch-chemischen Charakteristika denen der
natirlichen Umwelt gegenlberzustellen. Die in dieser Studie eingesetzten Mikrokosmen
wurden mit Sediment, Wasser und der natirlichen Planktonbiozonose aus dem Litoral des
Ammersees befullt, wodurch zunéchst die Biozénose eine gewisse Ahnlichkeit mit der des
Ursprungsgewassers aufwies. Aufgrund der Isoliertheit der Mikrokosmen ist diese
Vergleichbarkeit mit dem natiirlichen Okosystem jedoch eingeschrankt. Zum einen kann es
im Ammersee zu Abwanderungen bzw. Zuwanderungen von Arten kommen (z.B. durch
Zuflusse, Verbreitung durch Wasservigel etc.), zum anderen beeinflussen dort Vertreter
héherer Trophieebenen die natiirliche Sukzession (z.B. Makroinvertebraten, Fische etc.). Die
Anwesenheit dieser Trophiestufen mit Raubern spielt eine entscheidende Rolle fir die
Sukzession der Planktongesellschaft (Gliwicz & Pijanowska 1989). Weiter ist der Uferbereich
durch abweichende physikalische und chemische Bedingungen charakterisiert. In den
Mikrokosmen fehlt etwa die Dynamik des Wasserkorpers, dadurch bedingte Tribung der
Wassersdule sowie RuUcklésungsprozesse aus dem Sediment etc., wodurch sich die
Planktonpopulationen anders entwickeln kénnen (Reynolds 1989). Falls Recovery-Effekte in
einem Modell6kosystem nicht vollstdndig erfasst werden konnten, ist die Beantwortung
dieser Frage hinsichtlich natirlicher Okosysteme nicht moglich. Bevor diesbeziigliche
Aussagen getroffen werden kénnen, missen auf3erdem samtliche Faktoren bericksichtigt
werden, die die Erholung einer Population oder Biozonose mdoglicherweise beeinflussen
konnen. Die GroRe eines Modellokosystems im Vergleich zum natirlichen Okosystem spielt
bei der Ubertragbarkeit der Ergebnisse eine entscheidende Rolle. Ergebnisse aus sehr
kleinen Modellbkosystemen, in denen nicht alle trophischen Ebenen reprasentiert sein
kénnen, haben in der Regel eine geringere Aussagekraft als Modellbkosysteme mit vielen
Kubikmetern Grol3e (Giddings 1983).
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Weiter sind Modellokosysteme, die im natiirlichen Okosystem eingerichtet werden sehr
ahnlichen Umweltbedingungen ausgesetzt und daher haufig vergleichbarer als weit vom
natiirlichen Okosystem entfernte Testsysteme (Cairns 1988b). Die Vergleichbarkeit kleinerer
und mittlerer Modellokosysteme mit dem natiirlichen Okosystem des Ammersees wird

Gegenstand einer Vergleichsstudie sein (Sandmann, in Vorbereitung).

4.6.6 Referenzcharakter des Versuchs mit Ethinylestradiol

Um zu Uberprifen, ob die Effekte von Nonylphenol auf das Zooplankton auf die hormonelle
Wirkung der Substanz oder auf deren toxische Eigenschaften zuriickzufiihren sind, wurde
der Versuch mit Ethinylestradiol als Positivkontrolle wiederholt. Das Versuchsdesign wurde
bezuglich der Auswahl der Konzentrationen und der Art der Dosierung an die Fragestellung
angepasst, die fur zahlreiche andere Organismen bereits erwiesene ¢strogene Wirkung auch
fur Vertreter des Zooplanktons zu bestétigen. Die beim Experiment mit Ethinylestradiol
erarbeiteten Ergebnisse weisen zunachst nicht auf einen Effekt der Chemikalie auf die
Zooplanktonpopulation hin. Die Literaturdaten Uber die im Labor erfassten Effekte von
Ethinylestradiol auf Invertebraten (vgl. hierzu 1.3.2) deuten auf Wirkkonzentrationen im
Bereich zwischen 100 und 5.700 pg/L hin. In der vorliegenden Arbeit wurden maximale
EE-Konzentrationen bis ca. 550 ug/L erreicht, es wurden also Konzentrationen im Bereich
beobachteter Effekte getestet, wenn auch nicht Uber das gesamte in der Literatur ermittelte
Spektrum. Ein Grund hierfir lag in der geringen Wasserltslichkeit von Ethinylestradiol (bei
pH 8,4 bei maximal 4.100 pg/L (Jaser, unveroffentlicht)). Auf den Einsatz von
Ldsungsvermittlern (z.B. Ethanol) bei der direkten Zugabe der konzentrierten EE-L6sungen
wurde bewusst verzichtet, um eine Vergleichbarkeit mit dem Nonylphenol-Versuch zu

gewahrleisten.



5 Zusammenfassung

In Freilandexperimenten mit aquatischen Mikrokosmen (230L) wurden die Effekte
endokriner Disruptoren auf das Plankton aquatischer Modellokosysteme untersucht. Durch
die Befullung der Testsysteme mit Sediment, Wasser und der natirlichen Planktonbiozénose
aus einem oligo-mesotrophen Litoralbereich des Ammersees, wurden komplexe Systeme
geschaffen, die in ihrer Charakteristik zumindest ein hohes Potential an Naturndhe
aufwiesen. Aquatische Modellokosysteme dienen in der dkotoxikologischen Forschung der
Risikobewertung von Chemikalien. In der vorliegenden Arbeit stand die Detektion von
hormonellen Effekten auf die Zooplanktongesellschaft in Mikrokosmen im Vordergrund,
weswegen das Versuchsdesign von den fir die Erhebung von Toxizitatspotenzialen von
Pestiziden in Meso- und Mikrokosmenstudien vorliegenden Empfehlungen (Guidance
Documents) abwich.

Als Modellchemikalie fir ein Pseudohormon diente technisches Nonylphenol (NP)
ausgewahlt mit Testkonzentrationen im umweltrelevanten Bereich. Um eine
Belastungssituation naturgetreu zu simulieren, wurde eine spezielle Dosierungsmethode
(Controlled-Release) verwendet, bei der die Konzentrationen zu Versuchsbeginn langsam
anstiegen und Uber sieben Wochen auf diskreten Niveaus gehalten werden konnten. Nach
einer vierwdchigen Vorapplikationsphase wurden sieben Mikrokosmen mit NP-
Konzentrationen zwischen 10 und 120 pug/L (max. Konzentrationen) belastet. An die
sechswochige Dosierungsphase schloss sich eine Postapplikationsphase von sechs Wochen
an. Neun Mikrokosmen dienten als Kontrollen. Wahrend der Versuchsphase von Mai bis
September 1998 wurden wodchentlich physikalisch-chemische Parameter (Temperatur,
Sauerstoffsattigung, pH, Leitfahigkeit, Nahrstoffe) gemessen und Planktonproben
enthommen.

Um Effekte von Nonylphenol auf das Zooplankton auf die dstrogene Wirkung der Substanz
zuruickfuhren zu kdnnen, wurde im Folgejahr ein weiterer Versuch mit dem synthetischen
Ostrogen Ethinylestradiol (EE) durchgefiihrt (Juni bis September 1999). Wahrend der
sechswochigen Vorapplikationsphase wurde das Wasser in den Mikrokosmen zweimal
gemischt, um einem Auseinanderentwickeln der Biozénosen entgegenzuwirken. Dies war

jedoch mit der angewandten Methode nicht mdglich.
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Funf der insgesamt acht eingesetzten Testkonzentrationen erreichten Maximalwerte
zwischen 40 und 670 ng/L und wurden per Controlled-Release-Dosierung dosiert. Die drei
hdchsten Konzentrationen (maximale Konzentrationen 50 bis 550 pg/L) wurden durch die
direkte Applikation von konzentrierten EE-Stammldsungen erreicht. Die Dosierungsphase
betrug funf Wochen, die Postapplikationsphase vier Wochen. Finf Mikrokosmen blieben
unbelastet und dienten als Kontrollen.

Die funktionellen Parameter blieben durch die Chemikalien unbeeinflusst; die
Sauerstoffsattigung, der pH-Wert, die Leitfahigkeit sowie Ammonium, Nitrat und Phosphat
lagen in den belasteten Mikrokosmen im fiir die Kontrollen ermittelten Bereich.

Die Applikation von Nonylphenol ergab in den Mikrokosmen NP1 bis NP7 abgestufte diskrete
NP-Konzentrationen mit starken Anstiegen wahrend der ersten beiden Dosierungswochen,
geringeren  Anstiegen in den folgenden 3,5 Wochen sowie raschen
Konzentrationsriickgéangen innerhalb einer Woche nach dem Entfernen der
Dosierungsvorrichtungen.

Beim Experiment mit Ethinylestradiol erfolgte in den Mikrokosmen EE1 bis EE5 ein Anstieg
der EE-Konzentration in den ersten Tagen der Belastung, gefolgt von einem rascher Abfall
der Werte nach zwei Wochen. Eine erneute Konzentrationszunahme fand kurz vor dem
Entfernen der Reservoirs mit Ausnahme von EE3 nach 4 Wochen kurz vor dem Entfernen
der Reservoirs statt. Die EE-Konzentrationen sanken daraufhin innerhalb weniger Tage unter
die Nachweisgrenze. Bei den Mikrokosmen EE6 bis EE8 nahm die EE-Konzentration nach
der direkten Applikation der Substanz rasch und kontinuierlich ab und erreichte etwa zum
selben Zeitpunkt wie die niedriger dosierten Mikrokosmen die Nachweisgrenze.

Im Versuch mit Nonylphenol wurden Effekte auf die Zooplanktonbiozdnose bei gleichzeitiger
Berticksichtigung des Phytoplanktons untersucht. Vertreter aller Zooplanktongruppen wurden
von Nonylphenol beeintrachtigt. Veranderungen in der Zooplanktonbiozénose fiihrten ab
NP4 zu strukturellen Veranderungen der Phytoplanktonbiozénose. Direkte toxische Effekte
von Nonylphenol auf das Phytoplankton kdnnen nicht ausgeschlossen werden. Fir die
Sammelgruppe der Rotatorien wurde weder bei der Populationsdynamik noch bei den
Principal-Response-Curves, ein Effekt der Chemikalie festgestellt. Eine Betrachtung auf
Artenebene (Populationsdynamik und multivariate Analyse) deutete jedoch auf
Abundanzabnahmen bei Synchaeta spp. und Polyarthra spp. wahrend der Dosierungsphase
hin. Die Populationsdynamik und die Principal-Response-Curves fir die Gruppe der
Cladoceren und Copepoden zeigte, dass diese beiden Gruppen beziiglich ihrer Abundanzen

wahrend der Dosierungsphase am starksten von den Kontrollen abwichen.
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Dies wurde mit Hilfe der multivariaten Statistik auf Artebene fir die haufigsten
Cladcoerenarten Daphnia longispina und Chydorus sphaericus sowie fiir die Nauplien-
Stadien der Copepoden bestéatigt. Bei ihnen kam es unter dem Einfluss von Nonylphenol in
den Mikrokosmen NP4 bis NP7 zu konzentrationsabhéngigen Abundanzabnahmen.

Beim Phytoplankton deuteten weder die Zelldichten noch die Phytoplanktonbiomasse auf die
Wirkung von Nonylphenol hin. Bezuglich der Betrachtung der relativen Biomassen wurden im
Mikrokosmos mit der héchsten Testkonzentration Zunahmen bei den Chlorophyceae zu
Ungunsten der Dinophyceae festgestellt. Die Principal-Response-Curves ergaben fur das
Phytoplankton keine konzentrationsabhangigen Effekte von Nonylphenol.

Die Korrelation der cdt-Werte mit den logarithmierten NP-Konzentrationen fihrte zu
NOECcommuniy-Werten von 19,1 pg/L (konservativ) bzw. 30,1 pg/L (Mittelwert Woche 6 bis 11)
fur die untersuchten Systeme. Eine Recovery der Zooplanktongesellschaften wurde wahrend
der Beprobungsphase nur fur die Mikrokosmen NP1 bis NP6 erfasst. Bei der hdchsten
Belastung konnte selbst 6 Wochen nach dem Ende der Dosierung keine Erholung der
Zooplanktonpopulation festgestellt werden.

Beim Experiment mit Ethinylestradiol wurde kein Effekt des synthetischen Hormons auf die
Artenzahl, Diversitat und Evenness beim Zooplankton nachgewiesen. Beziiglich der
Populationsdynamik der Zooplanktongruppen (Rotatorien, Cladoceren und Copepoden) bzw.
auf Artebene wurden keine Effekte von Ethinylestradiol festgestellt. Die multivariate Analyse
erbrachte weder fiir die drei Zooplanktongruppen, noch fur die einzelnen Zooplanktonarten
Hinweise auf eine Chemikalienwirkung. Mdglicherweise lagen die Effektkonzentrationen
oberhalb der maximalen in den Mikrokosmen erreichten EE-Konzentrationen von 550 pg/L.
Die verwendeten Testsysteme eigneten sich zur Untersuchung von Xenobiotika auf
Planktonbiozonosen. Zur Interpretation der endokrinen Wirkung von Chemikalien auf
Vertreter des Zooplanktons sind weiterfihrende Untersuchungen des Hormonsystems auf
Artebene bzw. mit vereinfachten Okosystemausschnitten fiir die bessere Interpretation der
gefundenen Effekte wiunschenswert. Der Einsatz von Hormonen mit bereits bekannter
Wirkung in  Mikrokosmen-Tests sowie in-situ-Studien stellen weitere denkbare

Forschungsansatze dar.



6 Ausblick

Die Ildentifikation negativer Wirkungen von endokrinen Disruptoren in der Umwelt kann auf
unterschiedliche Art und Weise erfolgen. Zum einen besteht die Mdglichkeit, aufgrund der
Struktur eines Molekils auf seine biologische Aktivitéat zu schliel3en. Die hormonelle Wirkung
basiert auf der Anordnung der funktionellen Gruppen eines Molekils, wodurch die
Verbindung mit einem Hormonrezeptor moglich ist. Zur Modellierung dieser sogenannten
SARs (structure activity relationships) existieren zahlreiche Anséatze (z.B. Bradbury 1994,
Hahn 1995, Karcher & Devillers 1990). Eine weitere Mdglichkeit der Detektion hormonell
wirksamer Substanzen besteht im Einsatz von in-vitro-Assays. Sie basieren auf direkten oder
indirekten Wechselwirkungen von endokrinen Disruptoren mit Hormonrezeptoren, wodurch
es zur Expression entsprechender Gene und nachfolgend zu zellularen Effekten kommt.
Diese dienen als Nachweis hormoneller Aktivitat (Tattersfield et al. 1997). Aufgrund der
fehlenden Stoffwechselaktivitat bei in-vitro-Tests ist jedoch unklar, inwieweit sich durch diese
Tests Effekte im lebenden Organismus (in-vivo) vorhersagen lassen. Eine Verifikation der

Beobachtungen mittels in-vivo-Tests ist daher erganzend notwendig.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von Nonylphenol und Ethinylestradiol auf die
Zooplanktongemeinschaft aquatischer Modellékosysteme (Mikrokosmen) untersucht. Zur
Interpretation der Ergebnisse sind weiterfihrende Studien zur Endokrinologie der
Testorganismen, Einzelspeziestests mit ausgewahlten Arten (Zoo- und Phytoplankton) sowie
Versuche mit vereinfachten Bioztnosen (Rauber-Beute-Beziehungen zwischen Zoo- und
Phytoplankton) eine wichtige Voraussetzung. Die Modifikation der Testsysteme hinsichtlich
ihrer GroRe und die Installation im natirlichen Okosystem wéaren Moglichkeiten, die
Naturndhe der Systeme und damit die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf natirliche
Okosysteme zu verbessern. Die Versuchsdauer misste sowohl zu Beginn im Friihjahr, als
auch gegen Ende der Vegetationsperiode im Herbst verlangert werden, um die
Frahjahrsmaxima aller Gruppen bzw. mogliche Erholungseffekte besser zu erfassen.
Hinsichtlich der Endokrinologie besteht speziell bei Invertebraten noch groRRer
Forschungsbedarf. Zusatzliche Mikrokosmen-Experimente mit Substanzen, deren Wirkung
auf das endokrine System von Zooplanktonorganismen bereits erforscht ist, kbnnen der
Erfassung verschiedener Wirkarten auf Zooplanktonpopulationen unter Freilandbedingungen
dienen. So sind beispielweise erganzend zu Labortests Mikrokosmentests mit Androgenen
oder dem Hautungshormon Ecdyson denkbar, um die Eignung der Testsysteme fir die
Untersuchung von Effekten auf Zooplanktonpopulationen in vivo zu Uberpriifen. Gezielte
Ansatze zur Erforschung der hormonellen Wirkung auf ausgewahlte Spezies unter

Freilandbedingungen bieten beispielsweise in-situ-Studien in den Mikrokosmen.
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8 Anhang

Arbeitsplan 1998 - Nonylphenol

Datum Durchgefiihrte Arbeiten

4. Mai 1998 Sedimententnahme am Ammersee

5. Mai 1998 Beflllen der Mikrokosmen mit Sedmment

6. — 8. Mai Wasserentnahme am Ammersee und Beflllen der

Mikrokosmen

11. Mai Zooplanktonenthahme am Ammersee

12. Mai Zugabe des Zooplanktons in die Mikrokosmen
19. Mai Zooplanktonenthahme am Ammersee

20. Mai Zugabe des Zooplanktons in die Mikrokosmen
bis 24. Mai Ruhephase

25. Mai- 14. Juni Vorapplikationsphase

15. Juni — 30.Juli Dosierungsphase

31. Juli — 7. September Postapplikationsphase



Anhang 224
Probenahmeplan Nonylphenol

Woche Datum Parameter Woche Datum Parameter
w1 25.5.98 ZP, PP, WC, PM W9 20.07.98 ZP, PP, WC, PM
W2 01.06.98 | ZP, PP, WC, PM W10 27.07.98 ZP, PP, WC, PM
w3 08.06.98 | ZP, PP, WC, PM W11l 03.08.98 ZP, PP, WC, PM
w4 15.06.98 ZP, PP, WC, PM W12 10.08.98 ZP, PP, WC, PM
W5 22.06.98 | ZP, PP, WC, PM W13 17.08.98 ZP, PP, WC, PM
W6 29.06.98 | ZP, PP, WC, PM W14 24.08.98 ZP, PP, WC, PM
W7 06.07.99 | ZP, PP, WC, PM W15 31.08.99 ZP, PP, WC, PM
w8 13.07.98  ZP, PP, WC, PM W16 07.09.98 ZP, PP, WC, PM
ZP Zooplankton entnommen

PP Phytoplankton entnommen

WC  Wasserchemische Messungen

PM  Physikalische Messungen durchgefihrt
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Arbeitsplan 1999 - Ethinylestradiol

Datum Durchgefiihrte Arbeiten
17. Mai Sedimententnahme
18. Mai Beflllung der Mikrokosmen mit Sediment
18. — 21. Mai Wasserentnahme und Beflllung der Mikrokosmen
9. Juni Zooplanktonentnahme
10. Juni Zugabe des Zooplanktons in die Mikrokosmen
bis 21. Juni Ruhephase
22. Juni — 29. Juli Vorapplikationsphase
25. Juni 1. Durchmischung der Wassersaulen
23. Juli 2. Durchmischung der Wassersaulen
29. Juli — 6. September Dosierungsphase
29. Juli Applikation von Ethinylestradiol:
EE1 bis EE5: Controlled Release
EEG6 und EES: direkte Zugabe von EE-Stammlésungen
30. Juli EE7: direkte Zugabe von EE-Stammosung
2. August Nachdosierung von EE8 durch Zugabe einer EE-L6sung
6. September Entnahme der Dosiereinrichtungen aus EE1 bis EE5
7. - 28. September Postapplikationsphase
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Probenahmeplan Ethinylestradiol

Woche Datum Parameter Woche Datum Parameter
w1 22.06.99 | ZP, PP, WC, PM W9 10.08.99 ZP, PP, WC, PM
W2 29.06.99 | ZP, PP, WC, PM W10 17.08.99 ZP, PP, WC, PM
w3 06.07.99 | ZP, PP, WC, PM W11l 24.08.99 ZP, PP, WC, PM
w4 13.07.99 ZP, PP, WC, PM W12 31.08.99 ZP, PP, WC, PM
W5 20.07.99 | ZP, PP, WC, PM W13 07.09.99 ZP, PP, WC, PM
W6 27.07.99 |ZP, PP, WC, PM W14 14.09.99 ZP, PP, WC, PM
W7 06.07.99 | ZP, PP, WC, PM W15 21.09.99 ZP, PP, WC, PM
w8 02.08.99 | ZP, PP, WC, PM

ZP Zooplankton entnommen

PP Phytoplankton entnommen

WC  Wasserchemische Messungen

PM  Physikalische Messungen durchgefihrt



Anhang

227

Makrophytenbewuchs und Periphytonentwicklung in den Mikrokosmen am 09.10.98 (Teil 1)

Deckung
(gesamt)

Makrophytenbewuchs

Bemerkungen

Entwicklung
von
Periphyton

NP 1

60%

90% Characeen

10% Potamogeton pusillus

zentraler Bewuchs mit
einzelnen Auslaufern am
Rand

mafig

NP 2

75%

60% Characeen

30% Potamogeton pusillus
sehr vereinzelt
Potamogeton pectinatus

10% Zanichellia palustris

aufgelockerter Bewuchs

mafig

NP 3

80%

80% Chara aspera,
zahlreiche weibliche
Pflanzen

20% Potamogeton pusillus,
vereinzelt Potamogeton
pectinatus

aufgelockerter Bewuchs

manig

NP 4

65%

65% Chara aspera, viele
weibliche Pflanzen

5% Chara contraria
25% Potamogeton pusillus
5% Zanichellia palustris

zentral bewachsen mit
diffusen Auslaufern

keine

NP 5

75%

65% Chara aspera (viele
weibliche Pflanzen)

25% Potamogeton pusillus
10% Zanichellia palustris

aufgelockerter Bewuchs

keine

NP 6

65%

75% Chara aspera, viele
weibliche Pflanzen

15% Chara fragilis
10% Potamogeton pusillus

aufgelockerter Bewuchs

keine

NP 7

65%

70% Chara aspera
10% Chara fragilis
15% Potamogeton pusillus

5% Zanichellia palustris

zentraler Bewuchs mit
Auslaufern

keine
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Makrophytenbewuchs und Periphytonentwicklung in den Mikrokosmen am 09.10.98 (Teil 2)

Deckung | Makrophytenbewuchs Bemerkungen Entwicklung
(gesamt) von
Periphyton
K1 60%  95% Characeen diffuser Bewuchs stark

(gemischter Bestand von
Chara aspera mit Chara
contraria, vereinzelt auch
Chara fragilis)

5% Potamogeton pusillus

K2 80%  950% Chara aspera, viele kompakter, dichter maRig
weibliche Pflanzen Bewuchs

50% Potamogeton pusillus

K3 95%  35% Chara aspera dichter Bewuchs maRig
25% Potamogeton pusillus

40% Zanichellia palustris

K4 100%  25% Chara aspera dichter Bewuchs maRig
5% Chara fragilis

10% Potamogeton pusillus

60% Zanichellia palustris

K5 60% /0% Chara aspera in aufgelockerter Bewuchs = schwach
kleinen Polstern,

zahlreiche weibliche
Pflanzen

30% Potamogeton pusillus

K6 60%  50% Chara aspera zentral bewachsen mit keine
10% Potamogeton pusillus ~ €inzelnen Auslaufern

40% Zanichellia palustris

K7 100%  25% Chara aspera dichter Bewuchs keine

15% Potamogeton
palustris

60% Zanichellia palustris

K8 95%  40% Chara aspera, viele dichter Bewuchs maRig
weibliche Pflanzen

20% Potamogeton pusillus
40% Zanichellia palustris

K9 65%  65% Chara aspera aufgelockerter Bewuchs keine

35% Potamogeton pusillus
mit vereinzelt Potamogeton
pectinatus
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229

Makrophytenbewuchs der Mikrokosmen am 24.09.99

Deckung Anteile Deckung Anteile
(gesamt) (gesamt)

EE1l 80% | Potamogeton pusillus 80%| K1 100% | Potamogeton pusillus 65%

Chara delicatula 20% Chara delicatula 15%
Zanichellia palustris 20%

EE2 65% | Potamogeton pusillus 30%| K2 50% | Potamogeton pusillus 50%
Chara delicatula 70% Chara delicatula 50%

EE3 95%  Potamogeton pusillus 30%| K3 50%  Chara delicatula 100%
Chara delicatula 40%
Zanichellia palustris 30%

EE4 100% : Potamogeton pusillus 20%| K4 80%  Chara delicatula 30%
Zanichellia palustris 80% Potamogeton pusillus 70%

EES5 95% Potamogeton pusillus 10%| K5 70% Potamogeton pusillus 60%
Chara delicatula 20% Chara delicatula 40%
Zanichellia palustris 70%

EEG6 95% Potamogeton pusillus 50%
Chara delicatula 50%

EE7 50% | Chara delicatula 95%
Zanichellia palustris 5%

EES8 100% : Potamogeton pusillus 80%

Chara delicatula 20%
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