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KURZFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden in unterschiedlichen aquatischen biologischen Proben
Akkumulationsuntersuchungen ausgewihlter Elemente durchgefiihrt. Als Probenmaterial
dienten Biofilme und Zooplankton aus verschiedenen aquatischen Systemen (bergbaube-
einflusst und unbeeinflusst). Beide biologisch unterschiedlichen Habitate konnen einer-
seits extrem empfindlich auf erhohte Elementkonzentrationen reagieren. Andererseits
konnen sie sich durch verschiedenste Mechanismen und ,,Uberlebensstrategien“ an erhoh-
te Metallkonzentrationen adaptieren. In der aquatischen Nahrungskette sind sie ein wich-

tiges Bindeglied und zeigen den 6kologischen Zustand natiirlicher Gewisser an.

Fiir Biofilme und Zooplankton wurden im Rahmen dieser Arbeit deshalb Methoden ent-
wickelt und modifiziert, um bei Probenmaterialien im pg-Bereich effektive reproduzier-
bare Elementbestimmungen durchfithren zu konnen. Die Anwendung war fiir Biofilme
weniger kompliziert, da mit 500 pug ausreichend Probenmaterial zur Verfiigung stand.
Analytisch aufwendiger stellte sich die Anwendung fiir Zooplankton heraus. Hier lag der
Fokus in der Elementbestimmung auf Einzelindividuen, deren Absolutgewichte zwischen
10 und 50 pg lagen. Parallele Untersuchungen ausgewihlter Referenzmaterialien best-
tigten die Eignung dieser Methode. Mit dem Einsatz einer Kalt-Plasma-Veraschung zur

Reduzierung der organischen Matrix konnte die Methode weiter modifiziert werden.

Fiir die Elementakkumulation in Biofilmen wurde die Eignung natiirlicher und kiinstli-
cher Aufwuchstriger untersucht und verglichen. Daraus schlussfolgernd ergaben sich Un-
tersuchungen zur Elementakkumulation in Biofilmen zweier unterschiedlicher Oberfli-
chengewisser. Einerseits machte die Bewertung von Biofilmen innerhalb von
Longitudinalprofiluntersuchungen eines bergbaubeeinflussten FlieBgewissers (Tisza, Un-
garn) den Einfluss von Schadstoffeintrigen nach Havarie-Ereignissen sichtbar. Anderer-
seits ergaben Untersuchungen an natiirlichen Biofilmen eines Stollensystems zur Halden-
entwisserung (Mansfelder Land, Mitteldeutschland) zeitabhingige Sorptionseffekte

ausgewihlter Elemente.

Die angewendeten Methoden wurden unter optimalen Laborbedingungen und unter Ein-
haltung der Guten Laborpraxis (GLP) entwickelt. Als Analysentechnik standen zwei
TXRF-Gerite zur Verfiigung, die prinzipiell fiir Elementanalysen mit kleinsten Proben-

mengen bzw. Probenvolumina auskommen.
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Sowohl die stationére als auch die portable TXRF waren fiir alle Untersuchungen sehr gut
geeignet und erbrachten im Vergleich mit zertifizierten Referenzmaterialien akzeptable

Wiederfindungsraten.

Weiterhin galt es zu iiberpriifen, inwieweit die zur Verfiigung stehende Analysentechnik
auch mobil eingesetzt werden kann. Dafiir wurde die entwickelte ,,Wet“- Methode vor Ort
in Ungarn angewendet und der Elementgehalt in einzelnen Zooplanktonindividuen semi-
quantitativ bestimmt. Die eingesetzte portable TXRF vom Typ S2 PICOFOX™ erwies

sich fiir diese Fragestellung als sehr gut geeignet.

Abschlieend wurden die ermittelten Elementakkumulationen in ausgewdéhlten biologi-

schen Proben der Biofilme und im Zooplankton anhand der Grenzwerte der EU-WRRL

bewertet.



1 PROBLEMSTELLUNG

In unbeeinflussten, natiirlichen Flusseinzugsgebieten hat sich ein 6kologisches Gleichge-
wicht herausgebildet, das sich einerseits aus der Wasserspiegellage und Stromung ergibt
und andererseits dem Einfluss von Erosionen sowie Sedimentationen und Remobilisie-
rungen Rechnung trigt. Die aquatische Flora und Fauna hat sich dementsprechend ange-
passt und die damit verbundenen Bioakkumulationen und Biomagnifikationen von Sub-

stanzen und Elementen sind als natiirliche Phinomene zu betrachten.

Durch die bis heute anhaltende Urbanisierung und Industrialisierung sowie die Intensivie-
rung der Land- und Forstwirtschaft wurde und wird dieses natiirliche 6kologische Gleich-
gewicht vieler Oberflichengewisser nachhaltig beeinflusst. Neben dem zunehmendem
Eintrag von erodiertem Bodenmaterial aus land- und forstwirtschaftlichen Nutzfldchen
und dem Wegfall von natiirlichen Auen kommt es zum verstédrkten Eintrag von Nahrstof-
fen, organischen Kontaminanten und anorganischen Schadstoffen (wie Schwermetallen

und Arsen, beispielsweise aus dem Bergbau und urbanen Bereichen) in die Gewisser.

Héaufiger auftretende Extremhochwasserereignisse, Verdnderungen der Artendiversitit
und Abundanzen im Gewdsser sowie Nutzungseinschrinkungen, beispielsweise in der
Binnenfischerei durch extreme Schadstoffakkkumulationen, waren und sind sichtbare

Folgen dieser Verdanderungen.

Nicht zuletzt, um diesen negativen Storungen des 6kologischen Gleichgewichtes in euro-
péischen Oberflachengewissern Einhalt zu gebieten und wo notwendig und moglich ei-
nen guten okologischen Zustand wieder herzustellen, ist aus umweltpolitischer Sicht die
Europidische Wasserrahmenrichtlinie (EU-WRRL) Anfang 2000 in Kraft getreten. Neben
morphodynamischen Aspekten sowie der Festlegung von Zeigerarten und Abundanzen
fiir die biologische Gewissergiite ist der chemische Zustand, u. a. anhand der Liste der
prioritiren Substanzen im Wasserkorper und den Sedimenten (u. a. Cd, Hg, Ni und Pb) zu
charakterisieren. Durch die Einhaltung von festgelegten Grenzwerten ist der gute chemi-

sche Zustand zu gewihrleisten.

Die Untersuchungen zur chemischen Gewissergiite sind dabei auf die Wasser- und Sedi-
mentphase fokussiert. In Sondermessprogrammen sind ggf. auch chemisch-analytische
Untersuchungen an Fischen durchzufiihren. Dabei beruhen diese Messprogramme auf den
vielfiltig vorhanden wissenschaftlichen Untersuchungen zur Schadstoffakkumulation in

den Sedimenten und dem Belastungsgrad von Fischen.
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Weit weniger erforscht sind demgegeniiber ablaufende Prozesse und Funktionen der Ele-
mentan- bzw. -abreicherung in Biofilmen, Makrozoobenthos und Zooplankton. Dabei
sind beispielsweise Biofilme, die u. a. die Grenzflache Wasser-Sediment besiedeln, aktiv
an Sorptions- und ggf. Desoprtionsprozessen von Schadstoffen beteiligt. Zooplankton,
das durch Filtration als Nahrungsquelle vorrangig Phytoplankton nutzt, kann zusitzlich
wichtige Informationen iiber den Grad der Akkumulation von anorganischen Schadstoffen

in der Nahrungskette hoherer Trophiestufen liefern und den Transfer beschreiben.

Detaillierte wissenschaftliche Untersuchungen u. a. zum Verhalten von Elementen mit
Bezug zu niedrigen Trophiestufen im Oberflichengewasser sind deshalb notwendig, um
die Akkumulations-, Desorptions- und Biomagnifikationsprozesse beschreiben und cha-
rakterisieren zu konnen. Welche natiirlichen Prozesse signifikant sind und wie grof3 der
anthropogene Einfluss ist, kann so fiir die unteren Stufen der Nahrungskette ermittelt

werden.

Problematisch ist die Tatsache, dass viele Elementbestimmungen im Spurenbereich mit-
tels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) bzw. der Induktiv gekoppelten Plasma (ICP)
Methoden mit Massen- oder optischer Emissionsdetektion durchgefiihrt werden. Sie be-
notigen fiir qualitdtsgesicherte Analysenergebnisse Probenmengen im mg-Bereich. Bio-
filmuntersuchungen sind auf Grund der gewonnenen geringen Probengewichte deshalb
oftmals nur kumulativ moglich. Eine reproduzierbare quantitative Aussage zur Ele-
mentakkumulation in einzelnen Zooplanktonindividuen, insbesondere altersabhéngig, ist
mit den o. g. Methoden iiberhaupt nicht moglich. Hinzu kommt die oftmals arbeits- und

zeitaufwendige Probenvorbereitung.

Basierend auf diesem Kenntnisstand ergibt sich das Ziel der Arbeit, TXRF-Methoden zur
Elementbestimmung in Biofilmproben und einzelnen Zooplanktonindividuen zu entwi-
ckeln bzw. bestehende Methoden zu modifizieren, um eine zuverldssige und ,,einfache
Bestimmung der Elementgehalte in Proben im pg-Bereich zu ermoglichen. Ausgewihlte

Feldanwendungen sind dabei als Nachweis der Praxistauglichkeit anzusehen.

Im Rahmen der Arbeit wird deshalb auf methodische Untersuchungen zur definierten und
kontaminationsfreien Biofilmgewinnung auf unterschiedlichen Trigermaterialien einge-
gangen und die Entwicklung von Methoden zur Bestimmung der Elementakkumulation
im Zooplankton beschrieben, die die Moglichkeit der Nutzung von Einzelindividuen als

Probe bieten.
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Zur Charakterisierung der Elementverteilung als auch der Elementakkumulation in aqua-
tischen Biofilmen und in Zooplanktonorganismen werden TXRF-Untersuchungen von
Proben aus verschiedenen aquatischen Systemen (bergbaubeeinflusst und unbeeinflusst)
vorgestellt. Zusitzlich erfolgt eine Bewertung von Longitudinalprofiluntersuchungen ei-
nes bergbaubeeinflussten FlieBgewissers (Tisza, Ungarn) sowie von zeitabhidngigen Sorp-
tionseffekten (Mansfelder Land, Mitteldeutschland), um die Praxistauglichkeit nachzu-

weisen.

Fiir die Ermittlung der Elementakkumulation im Zooplankton wird die Entwicklung von
Methoden beschrieben, die die Elementbestimmung in Einzelindividuen ermdoglichen.
Zooplanktonproben ausgewihlter Gewisser bilden die Grundlage fiir die Abschitzung der
Einsatzmoglichkeiten der entwickelten Analyseverfahren, sowohl bei Feldversuchen, als

auch im Labor.

Wesentliche Ergebnisse der in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen basieren auf

den folgenden wissenschaftlichen Publikationen:

1. Mages, M., Woelfl, S., von Tiimpling jun., W. (2001) A method for trace element
determination of single Daphnia specimen using total reflection X-ray fluores-

cence spectrometry. Spectrochimica Acta Part B 56 (11) 2209-2217

2. Woelfl, S., Mages, M., Encina, F. (2003) Cold plasma ashing improves the trace
element detection of single Daphnia specimens by total reflection X-ray fluores-
cence spectrometry. Spectrochimica Acta Part B 58 (12) 2157-2168

3. Mages, M., Oviéri, M., von Timpling, W., Kropfl, K. (2004a) Biofilms as bio-
indicator for polluted waters? Total reflection X-ray fluorescence analysis of bio-
films of the Tisza River (Hungary). Analytical and Bioanalytical Chemistry, 378
(4) 1095-1101

4. Mages, M., Woelfl, S., ()véri, M., von Tiimpling jr., W., Encina, F. (2004b) The
use of a portable total reflection X-ray fluorescence spectrometer for trace element
determination in fresh water microcrustaceans (Daphnia). Spectrochimica Acta
Part B 59 (8) 1265-1272

5. Mages, M., von Tiimpling jun., W., van der Veen, A., Baborowski, M. (2006) El-
ement determination in natural biofilms of mine drainage water by total reflection

X-ray fluorescence spectrometry. Spectrochimica Acta Part B 61 (10-11) 1146-
1152.
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Elementbelastungen der Gewisser sind mit der menschlichen Besiedlung von Gebieten
eng verbunden. Im Elbeeinzugsgebiet beispielsweise konnte durch Sedimentkernuntersu-
chungen die Belastung bis ins Mittelalter zuriickverfolgt werden (KRUGER et al. 1999).
Untersuchungen des Dauereises der Arktis haben nachgewiesen, dass bereits zur Romer-
zeit extreme Bleibelastungen in der Atmosphidre vorhanden waren, die mit Sicherheit
auch die lokalen und regionalen Gewdisser der damaligen Zeit beeintrdchtigt haben

(MARQUARDT und SCHAFER 1997).

Da eine routinemifBige Spurenelementanalytik erst seit ca. 60 Jahren mittels AAS moglich
ist (WELZ und SPERLING 1996), existieren auch erst seit dieser Zeit Routineuntersu-
chungen im Einzugsgebietsmafstab mit Bezug zur Elementbelastung in den Gewissern.
Die Wasser- und Sedimentqualitit standen dabei zuerst im Fokus. Bei élteren Verfahren
war eine extreme Voranreicherung notwendig, die eine flusseinzugsgebietsbezogene Aus-
und Bewertung des Elementverhaltens im Gewisser einschlie8lich wesentlicher Trans-

formations- und Akkumulationsprozesse nicht moglich machten (JORDAN et al. 1941).

Im Folgenden wird deshalb einerseits auf die wissenschaftlichen Erkenntnisse der Dyna-
mik von Elementschadstoffen im Gewisser eingegangen und andererseits der Stand des
Wissens bezogen auf die zu betrachtenden Biofilme und das Zoobenthos beschrieben,
sowie die in der Arbeit angewandte Analysentechnik vorgestellt und auf die Notwendig-

keit der Qualitétssicherung hingewiesen.

2.1 Elementverhalten in aquatischen Systemen

Elemente und deren Verbindungen gehdren zu den natiirlichen Bestandteilen der Erdkrus-
te und sind in variierenden Konzentrationen bzw. Gehalten ubiquitir nachweisbar
(PRESS und SIEVER 1995). Erst mit dem Beginn der Férderung von Bodenschitzen und
den damit zahlreich verbundenen industriellen Prozessen wie Erzaufbereitung, Metallver-
hiittung, Metallbe- und -verarbeitung, Zementherstellung, Energiegewinnung und Che-
mieindustrie (Farbpigmente, Katalysatoren) gelangten sie als Schadstoffe iiber das Ab-
wasser bzw. gebunden in Aerosolen mit der Abluft in die aquatische Umwelt
(FELLENBERG 1990). Dabei ist in FlieB- und Standgewissern ein generell unterschied-
liches Verhalten zu verzeichnen. Wihrend es in den Sedimenten der Standgewisser zu
einer permanenten Akkumulation kommt und Umlagerungen oftmals auf das Standge-

wisser selbst begrenzt bleiben (ZERLING et al. 2001), ist die rdaumliche Verlagerung der
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elementbelasteten Sedimente im FlieBgewisser von groerer Bedeutung. In den Fluss-
sedimenten reichern sich Elemente an, werden bei groBerer Stromung wieder remobili-
siert, transportiert und sedimentieren fluss- bzw. stromabwiérts wieder. Letztendlich er-
folgt der Eintrag der Elementschadstoffe in die maritimen Bereiche.
Bindungsumlagerungen, die die Mobilitdt im Wasser stark erhohen, konnen dazu fiihren,
dass Eintrdge im Grundwasser nachweisbar werden (FELLENBERG 1990). Die Elemen-
tanreicherung in Sedimenten geogenen Ursprungs wurden beispielsweise von SCHRECK
et al. (2005) und SCHUBERT et al. (2003, 2005) ausfiihrlich in der Bergbauregion Mans-

felder Land untersucht und bewertet.

Zusitzlich kann der anthropogene Elementeintrag in die Oberflichengewisser zur Beein-
trachtigung der Lebensgrundlagen aquatischer Lebensgemeinschaften fiihren. Fiir das
Einzugsgebiet der Elbe konnte so nachgewiesen werden, dass beispielsweise die Fluss-
perlmuschel bis auf wenige Standorte ausgestorben ist. Gleiches gilt fiir eine Reihe von

Fischarten im Zeitraum bis 1990 (BLOHM et al. 1994, GAUMERT et al. 1994).

Eine ausfiihrliche Beschreibung des Elementverhaltens im FlieBgewésser sowie Erldute-
rungen zur Elementakkumulation in Biofilmen und im Zoobenthos erfolgen in den fol-

genden Unterkapiteln.

2.1.1 Elementvorkommen im FliefSgewdsser und deren Bewertung

Elementuntersuchungen im Wasserkorper, in aquatischen Organismen und im Sediment
bilden die Grundlage fiir die Ermittlung des chemischen Belastungszustandes eines Flief3-
gewissers. Sie sind die Informationsquelle iiber die Verteilung, Bindungsform, Bioakku-
mulation und Remobilisierung der verschiedenen Metalle und konnen nur als Gesamtheit

betrachtet werden (ABO-RADY 1983).

Neben den in Deutschland und Europa von der Bedeutung her abnehmenden industriellen
Punktquellen (UBA-Texte 2006) und Eintrigen aus der Landwirtschaft sind Siedlungs-
abwisser fiir die Elementbelastung deutscher Fliisse und Strome relevant. Einleitungen
aus kommunalen Kliranlagen und die Belastung durch diffuse Quellen stellen dabei
Hauptursachen dar. Die daraus resultierende Elementfracht liegt im Durchschnitt bei
75 % (BOHM et al. 2001). Als diffuse Emissionen dominieren die Eintrige aus urbanen
Fldchen.
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Hierbei sind vor allem die bei Regen iiber die Trenn- und Mischkanalisation eingeleiteten
Elementschadstoffe sowie der direkte Eintrag des Abriebs von Reifenmaterialien und von
Brems- und Stralenbeldgen zu nennen. Hinzu kommen Erosionen, die einen Beitrag von
31 % leisten (BOHM et al. 2001). Der Eintrag iiber das Grundwasser entspricht mit
ca. 20 % in etwa dem geogenen Eintrag. Nicht zu vernachldssigende Emissionsquelle
bilden die Drinagen, die bei Cd (17 %) und Zn (15 %) eine wichtige Rolle spielen
(BOHM et al. 2001).

Elemente, die atmosphirischen Ursprungs sind, bzw. aus diffusen und punktuellen Einlei-
tungen resultieren und in Oberflichengewisser gelangen, zeigen ein sehr stark differen-
ziertes Mobilititsverhalten (WESTRICH et al. 2000, FORSTNER und SALOMONS
2004). Danach werden Transport und Verbleib im FlieBgewidsser wesentlich durch deren
Verteilung in der geldsten, kolloidalen und partikuldren Phase bestimmt (BABOROWSKI
et al. 2003).

In Abhéngigkeit von der FlieBdynamik konnen Schadstoffbelastungen durch Verdiinnung
(Hochwasserereignisse) schnell verringert werden oder partikuldr gebundene Elemente
reichern sich im Sediment an (FORSTNER und MULLER 1974, BRUMMER et al. 1994,
KERN 1997, WESTRICH et al. 2000). Ist die Adsorptions- und Absorptionskapazitit der
Sedimente erreicht, kommt es zu einer Resuspension bzw. Mobilisierung und folgend zu
einem Anstieg der Metallionen in der Wasserphase (WESTRICH 1985, FELLENBERG
1990, KERN 1997, WESTRICH et al. 2000). Diese Vorginge werden wesentlich von
verschiedenen hydrodynamischen und chemisch-physikalischen Prozessen gesteuert
(LEGE et al. 1996). Der pH-Wert hat dabei auf die Loslichkeit und Bioverfiigbarkeit ei-
nen groBen Einfluss (FORSTNER und SALOMONS 2004). Wihrend hohere pH-Werte
die Schwermetallverfiigbarkeit vermindern, bewirkt eine Gewisserversauerung eine z. T.

erhebliche Metallmobilisierung (WESTRICH et al. 2000).

Um die durch Elementschadstoffe verursachte chemische Belastung von FlieBgewissern
ermitteln zu konnen, werden unter anderem Elementuntersuchungen im Schwebstoff bzw.
schwebstoffbiirtigen Sediment durchgefiihrt. (FORSTNER und MULLER 1974,
BABOROWSKI et al. 2004). Die Datenerhebung erfolgt vorrangig an grofleren und mitt-
leren Gewdssern, an denen eine Belastung zu erwarten ist, bzw. an kleineren Gewdssern,
die mit ihrer Belastung einen punktuellen Eintrag darstellen. Die deutschlandweit aner-

kannte Aus- und Bewertung erfolgt nach der bestehenden Giiteklassifikation fiir Flie3ge-
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wisser. Dabei werden, analog zur Bewertung der ,Biologischen Gewissergiite®
(Saprobienindex), fiir die chemische Klassifizierung 4 Haupt- und 3 Nebenklassen defi-

niert.

Die Giiteklassen werden mit fortschreitender Belastung von unbelastet bis dkologisch
zerstort bewertet (EU-WRRL 2000). Daraus schlussfolgernd werden fiir die Elemente
Blei, Cadmium, Nickel und Quecksilber derzeit im Rahmen der Uberarbeitungen zur
EG-Wasserrahmenrichtlinie EU-weit Umweltqualitdtsnormen fiir die Einstufung abgelei-

tet. Damit soll bis 2015 ein guter chemischer Zustand der Gewisser erreichbar werden.

Der Zustand der Gewdsser wird als ,,gut* eingeschitzt, wenn sowohl der 6kologische als

auch der chemische Zustand als ,,gut* bewertet werden (EU-WRRL 2000).

Die Maximalwerte fiir Schwermetalle in Sedimenten wurden fiir Cr mit 640 mg kg™, Cu
mit 160 mg kg™ und Zn mit 800 mg kg™ festgelegt. Generell kann fiir deutsche FlieBge-
wisser eingeschitzt werden, dass im Zeitraum 1999-2005 eine deutliche Abnahme der
Schadstoffbelastungen an allen LAWA-Messstellen zu verzeichnen war (UBA-Texte
2007). Einen entscheidenden Beitrag zu dieser Umweltentlastung haben vor allem Mal-
nahmen im Bereich der Industrie durch verschirfte gesetzliche Anforderungen geleistet.
Auch der seit 1990 eingetretene Riickgang industrieller Aktivitdten in den neuen Bundes-
landern und damit verbundene reduzierte Schadstoffbelastungen haben wesentlich beige-
tragen. Bereits 2000 spielten industrielle Direkteinleitungen nur noch eine untergeordnete

Rolle (UBA-Texte 2006).

2.1.2 Elementanreicherungen in biologischen Kompartimenten

Elemente werden von aquatischen Organismen, abhéingig von der Art und den Element-
spezifikationen, tiber Atmungsorgane, Korperoberflichen und mit der Nahrung aufge-
nommen. Wihrend die Aufnahme geloster Elemente vorrangig iiber die Kiemen (Fische)
oder die Korperoberfliche (Evertebraten) erfolgt, werden partikuldr gebundene Metalle
hauptsichlich iiber die Nahrung aufgenommen (CHAPMAN et al. 1996, LUOMA und
RAINBOW 2005).

In Abhéngigkeit von der Exposition bzw. der Belastungsdauer konnen Elementgehalte in
den Organismen unterschiedlich bewertet werden. Stetig ansteigende Gehalte, die keine
unmittelbare Sittigungsphase erreichen, weisen auf eine ,,Netto-Akkumulation* hin, wéh-

rend konstante Gehalte in der Aufnahmephase auf eine ,,Regulation® hindeuten. Netto-
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Akkumulatoren sind nicht in der Lage, die Ausscheidungsrate von Stoffen der Aufnahme-
rate anzupassen, wihrend Regulatoren konstante Elementgehalte im Korper innerhalb
eines groflen Bereichs externer Exposition aufrechterhalten konnen. Diese Fihigkeit der
Organismen hingt stark von ihrer Artenzugehorigkeit und den Stoffeigenschaften ab

(ZAUKE et al. 2001).

Damit wird deutlich, dass erst das Verstindnis der Akkumulationsstrategie eines Orga-
nismus die Bewertung gemessener Elementgehalte im Sinne einer unterschiedlichen
bioverfiigbaren Belastung der Umwelt erlaubt (RAINBOW et al. 1990, RAINBOW 1993,
ZAUKE et al. 1995). Die Bioverfiigbarkeit von Elementen ist wesentlich von deren Bin-
dungsform und den biologischen Eigenschaften der Organismen abhingig (ZAUKE et al.
1996, LUOMA und RAINBOW 2005). Unter der Bioakkumulation von Elementen wird
sowohl die extrazelluldre Adsorption, als auch die intrazelluldre absorbierte Stoffmenge
verstanden. Die intrazelluldre Aufnahme von Metallionen erfolgt metabolismusabhéngig
und teilweise verlangsamt (CHAPMAN et al. 1996). Die Fahigkeit dieser Metallanreiche-
rung wird durch den Anreicherungsfaktor (AF) bzw. Biokonzentrationsfaktor (BC) cha-
rakterisiert und bildet den Quotienten zwischen dem Metallgehalt im Organismus und der
Metallkonzentration in der Wasserphase (ABO-RADY 1983). Dabei zeigen die Organis-
men, abhédngig von der Elementspezifikation und physikalischen Basisparametern, unter-

schiedliche Anreicherungsfaktoren (ABO-RADY 1983, MEYLAN et al. 2003).

2.2 Biofilme

Bereits bei fossilen Funden konnte nachgewiesen werden, dass Biofilme vor mehr als
3 Milliarden Jahren existierten und somit eine der dltesten, noch heute bestehenden Le-
bensformen darstellen (CHARACKLIS und MARSHALL 1990). Eine erste groBe Entde-
ckung der Biologie in Biofilmen wurde 1683 von Antonie van Leeuwenhoek vorgestellt,
der mit einem selbstgebauten Mikroskop Bakterien im Zahnbelag entdeckte (MEIER
1998, FLEMMING und WINGENDER 2001). Doch erst die 1943 durchgefiihrten um-
fangreichen Untersuchungen von ZOBELL hinsichtlich der Adsorption von Néhrstoffen
auf Glasoberflachen und die damit verbundene Ansiedelung von Mikrokolonien fiihrte zu
weiterfithrenden systematischen Untersuchungen des sessilen Wachstums von Mikroor-

ganismen (ZOBELL 1943).
1964 untersuchten MITCHELL und MARSHALL in Bakterienreinkulturen die ersten

Stadien der Biofilmbildung. Dabei differenzierten sie erstmalig die reversible Adsorption
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von Bakterien an Oberflichen und die anschlieBende irreversible Bindung, die erste Phase

der Biofilmbildung (Abb. 2-1).

In den letzten 3 Jahrzehnten hat die Intensitéit auf dem Gebiet der Biofilmforschung zuge-
nommen. Nicht zuletzt durch die Vielfalt der Biofilme wurden die unterschiedlichsten

Variationen in differenzierten Habitaten untersucht.

Die Besiedelung von Grenzflidchen jeglicher Art ermdglicht den Biofilmen das ubiquitére
Auftreten, bevorzugt werden allerdings feste Oberflichen im feuchten Milieu
(COSTERTON 1999, FLEMMING und WINGENDER 2001). Biofilme sind an den
wichtigsten globalen Kreisldufen beteiligt, mobilisieren Mineralien und wirken durch ihre
Fahigkeit Kohlenstoff zu binden wesentlich dem Treibhauseffekt entgegen. Einen wesent-
lichen Beitrag liefern sie zur Abwasser- und Abluftreinigung. Hier sei hauptsichlich die
biologische Abwasserreinigung mittels Belebtschlamm (MANSER und SIEGRIST 2005)
und die Anwendung von Biofiltern (JOSS et al. 2005) genannt.

Neben diesen positiven Effekten existieren Bereiche, in denen Biofilme zu groBen Schi-
den fithren konnen. Technisch und wirtschaftlich bedeutsam sind Biofilmbeldge an prak-
tisch allen Materialien, an denen durch Biofouling und Biokorrosion hohe wirtschaftliche
Schiaden auftreten konnen (LEE und CHARACKLIS 1993, FLEMMING und
WINGENDER 2002, FANG et al. 2002, WANNER und BAUCHROWITZ 2005).

HALL-STOODLEY et al. bezeichneten 2004 Biofilme treffend als ,,Dynamisches System

mit den Eigenschaften eines facettenreichen Okosystems*.

2.2.1 Aufbau und Entwicklung der Biofilme

Biofilme entwickeln sich dort wo kleinste Mikroorganismen synergistische Gemeinschaf-
ten eingehen. Voraussetzung fiir diesen Zusammenhalt ist die Ausbildung einer polymeren
Matrix, der so genannten ,,Extrazelluliren polymeren Substanz* (EPS). Diese besteht
hauptsichlich aus hochmolekularen Polysacchariden, Proteinen sowie kleine Mengen von
Lipiden und Nukleinsiduren. Sie werden von den Organismen selbst gebildet und ausge-
schieden (FLEMMING und WINGENDER 2001, 2002). Der entsprechende Informati-
onsaustausch zur Bildung der EPS erfolgt von Zelle zu Zelle und wird als Quorum sen-
sing bezeichnet (WATERS und BASSLER 2005). Wie komplex und funktionell die EPS,
auch als EPS-Matrix bezeichnet, ist, zeigen wissenschaftliche Publikationen in der Bio-
filmforschung. FLEMMING et al. (2007) nennt die EPS ,,House of biofilm cells*. Er be-

wertet in seinem ,,Guest Commentary* den Stand der Forschung erst als den Beginn des
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Verstehens des Konstruktionsprinzip, der sehr differenzierten Funktionen und der Dyna-

mik innerhalb der EPS (FLEMMING et al. 2007).

Der Transportmechanismus zur Néhrstoffversorgung ist wesentlich von der Beschaffen-
heit und dem Diffusionsverhalten der EPS abhingig (FLEMMING und WINGENDER
2001; 2002). Wihrend sich im duBleren Bereich der EPS vorwiegend aerobe Bakterien
ansiedeln, finden Anaerober im sauerstoffarmen Biofilminneren ideale Adaptionsbedin-
gungen (De BEER et al. 1994, 1996). Diese differenzierten Anspriiche begiinstigen die
Entstehung von Mikrokonsortien (BISHOP 1997), die sich optimal an Umweltbedingun-
gen anpassen (FLEMMING und WINGENDER 2001).

Die in Abb. 2-1 gezeigte Biofilmentwicklung kann bereits innerhalb weniger Stunden

beginnen (CHARACKLIS und MARSHALL 1990).

Induktionsphase ! Akkumulationsphase !  Plateauphase
1 '

Abb. 2-1: Entwicklungsphasen von aquatischen Biofilmen (BOCH (2005), geén-
dert Mages)

Wihrend der Induktionsphase wird iiber das reversible Anheften von Bakterien (1) die
EPS gebildet und es kommt zum irreversiblen Anheften (2). Dabei ist entscheidend, wel-
ches Medium (fliissige Phase: abhéingig von Temperatur, pH-Wert, geloste anorganische
und organische Stoffkomponenten, hydrodynamische Parameter) und Substrat (feste Pha-
se: abhdngig von Chemismus, Oberflichenspannung und —ladung, Eignung fiir Besiede-
lung) den Mikroorganismen zur Verfiigung stehen.

In der Akkumulations- bzw. Wachstumsphase entwickelt sich der vorhandene Biofilm

stetig weiter und hinzukommende Mikroorganismen werden adsorbiert (3). Eine Schliis-

selrolle ibernehmen dabei folgende Faktoren: Nihrstoffkonzentration und deren Verfiig-
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barkeit, Diffusionsverhalten innerhalb des Biofilms, Temperatur und biologische Diversi-

tat. Es erfolgt ein intensiver Informationsaustausch - ,,Quorum sensing* (4).

Die Plateauphase stellt den 3. Abschnitt in der Biofilmentwicklung dar. Das fiir das
Wachstumsumfeld mogliche Dickenwachstum ist abgeschlossen und Zuwachs- und Ablo-
seprozesse verlaufen weitestgehend im Gleichgewicht. Das Abldsen von einzelnen oder
groferen Konglomeraten kann unterschiedlichen Faktoren unterliegen, wie Erosion, Ab-

weiden, Ablosung und Abrasion (5) (FLEMMING und WINGENDER 2001).

2.2.2 Vorkommen und Bedeutung aquatischer Biofilme

Im aquatischen Milieu leben nur ca. 1 % der Bakterien dispergiert im Wasser, wihrend
ca. 99 % aller Bakterien in Biofilmen auf natiirlichen und synthetischen Aufwiichsen oder
in frei schwimmenden Mikrokonsortien existieren (COSTERTON et al. 1987). In diesem
Milieu bilden sich Biofilme hauptsédchlich an den Grenzflichen zwischen Gas- und Fliis-
sigphasen (z.B. Wasseroberfldche), Fliissig- und Festphasen (Gewdissergrund) und Fliis-
sig- und Fliissigphasen (Ol in Wasser).

Wasseroberfldache

Mikroorganismen

Extrazellulare
[ polymere Substanzen

FlieBrichtung
—>

Abb. 2-2:  Modellvorstellung eines aquatischen Biofilms (MAGES et al. 2006)

In dem in Abbildung 2-2 dargestellten aquatischen Biofilm-Modell werden die mehr oder
weniger grof3e Kavernen sichtbar, iiber die die Biofilme mit Medium umspiilt und so mit

Nihrstoffen und Sauerstoff teilweise bis in die untersten Schichten versorgt werden.

In FlieBgewdssern kommen algendominierte autotrophe Biofilme auf der Flusssohle und

bakteriendominierte heterotrophe Biofilme hauptsidchlich in Liickensystemen der Sedi-
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mentationsschicht vor. Als Biomasseproduzenten bzw. Destruenten bilden sie in der Nah-

rungskette ein wichtiges Bindeglied (WANNER und BAUCHROWITZ 2005).

STOODLEY et al. untersuchten 1999 und 2000 den Einfluss der Fliessgeschwindigkeit
und der Bioverfiigbarkeit von Niahrstoffen auf die Biofilmstruktur und damit die Hydro-
dynamische Komplexitidt der Entwicklung aquatischer Biofilme. (STOODLEY et al.
1999, 2000).

Fiir die Abschidtzung des Gefidhrdungspotentials von erhohten Elementkonzentrationen
bzw. -gehalten fiir Gewisser werden u. a. okotoxikologische Testverfahren genutzt, wie
beispielsweise der Leuchtbakterientest oder die Ermittlung des Saprobienindex. Ein wei-
teres besonders geeignetes Modellsystem fiir die Schadstoffbelastung von Gewdissern
bieten naturliche Gewisserbiofilme. Durch ihre zentrale Rolle im Stoffhaushalt, den
Wechselwirkungen mit toxischen Substanzen und der Fihigkeit stationir iiber einen lén-
geren Zeitraum Schadstoffe zu akkumulieren sind sie fiir die Modellierung von Belas-
tungszustinden geeignet. Erste mathematische Modellversuche zur Beschreibung von
Stofftransport und -umsatz in Biofilmen wurden bereits 1976 von WILLIAMSON und
McCARTY (1976) und LA MOTTA (1976) entwickelt. Es folgten 1996 die Modellierung
der oligotrophen Biofilmbildung, der Bleiaufnahme in den Biofilmkomponenenten
(NELSON et al. 1996) und 2000 eine mikroskalige Modellierung der Bakterien- und Bio-
filmdynamik (DILLON und FAUCI 2000). Neben weiteren Modellen entwickelte die
EAWAG mit ihrem Simulationsprogramm ,,Aquasim‘ ein heute weltweit verwendetes
Computerprogramm fiir die Identifikation und Simulation aquatischer Biofilmsysteme

(REICHERT 1998, WANNER 2005).

2.2.3 Elementakkumulation in aquatischen Biofilmen

Aquatische Biofilme konnen extrem empfindlich auf erhohte Elementkonzentrationen
reagieren. Wihrend einige Metalle wie Kupfer und Zink in Abhingigkeit von der Kon-
zentration auch fiir Gewisserorganismen essentiell sind, wirken Blei und Cadmium be-

reits gering verfiigbar toxisch (BEHRA et al. 2005).

Vorrangig findet man in FlieBgewdssern Biofilme mit eher flacher Struktur, die in ihrer
EPS neben Bakterien, Algen, Plankton und Pilzen, Schwebstoffe und schwebstoffbiirtiges
Sediment einlagern. In diesen Kompartimenten sind bereits die partikuldr gebundenen
Elemente der Wasserphase eingebettet. Sie ermoglichen allerdings keine Aussage dariiber,

welche Metallgehalte aus der gelosten Phase vom Biofilm direkt akkumuliert werden.
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Laboruntersuchungen (KNAUER et al. 1997, CAMPBELL et al. 2002), von z. B. in Re-
aktoren geziichteten Biofilmen (ZIMMERMANN 1997, GOLL 2001, MAGES et al.
2004a, OVARI et al. 2004a) haben gezeigt, dass Biofilme, die in Fliessgewissern mit
einem relativ hohen Schwebstoffgehalt aufwuchsen, geloste Elemente sehr gut absorbie-

ren.

MEYLAN et al. untersuchten 2004 den Einfluss von Regenwasser auf die Metallakkumu-
lation in Biofilmen und konnten anhand ihrer Mikrokosmosstudien feststellen, dass die
Bioverfiigbarkeit, die das eigentliche Gefahrenpotential fiir Mikroorganismen darstellen,
durch die unterschiedlichsten Metallspezies bestimmt wird (MEYLAN et al. 2004,
KROPFL et al. 2006). Wie diese intrazellulir in den Biofilmen agieren, konnte MEYLAN
et al. (2003, 2004) am Beispiel fiir Cu und Zn nachweisen. Wihrend der intrazellulédre
Zn-Gehalt mit den freien Zinkionen im Wasser korreliert, kann das intrazellulidre Cu auch
aus verschiedenen schwach komplexierten Spezies aufgenommen werden. BEHRA et al.
stellten dagegen 2005 fest, dass die Elemente Cu und Pb leichter bioverfiigbar sind, wenn

sie in ionischer Form als Cu** oder Pb** vorliegen.

Als Schutzmechanismus vor extrem toxischen Elementen haben viele aquatische Biofil-
me einen selektiven Entgiftungsmechanismus entwickelt. Uber selbstgebildete intrazellu-
lare Molekiile, sogenannte Phytochelatine, wird akkumuliertes iiberschiissiges Metall
gebunden und ist nicht mehr bioverfiigbar. Diese Chelatbildung wird, in Abhingigkeit
von den Parametern Néhrstoffe, Licht und Temperatur, unter anderem durch erhohte Ele-
mentgehalte im Wasser ausgelost (LE FAUCHEUR et al. 2005). Auflerdem enthilt die
Zellwand von Mikroorganismen funktionelle Gruppen die Elemente binden konnen. Sie
fungieren damit als Barriere und konnen die Aufnahme toxischer Elemente kontrollieren.
Dieser Vorgang wird als Biosorption bezeichnet. Die Aufnahme erfolgt schnell und tem-
peraturunabhingig und ist, abhingig von den Milieubedingungen, reversibel
(VOLESKY 1990). Weiterhin entscheidend sind die Algendominanz innerhalb des Bio-
films und deren artenspezifische Elementtoleranz (LE FAUCHEUR et al. 2005).

MEYLAN et al. (2005) untersuchten unter anderem mit Kupfer und Zink belastetes Se-
diment im Kanton Ziirich. Sie konnten feststellen, dass durch Starkregen mobilisierte
Metalle sehr schnell in Biofilmen akkumuliert wurden. GOLL (2001) und OVARI et al.
(2004b) wiesen in Laborversuchen nach, dass aquatische Biofilme nach einer zeitlich
abhéngigen Sorption Metalle wieder freisetzen konnen. Fiir diese Versuche wurden in

speziellen Reaktoren Biofilme geziichtet, bekannte Elementgehalte zugesetzt und das
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Sorptionsverhalten zeitlich untersucht. Am Beispiel von Cu wurde die Abnahme der ge-
losten Fraktion in der Wasserphase gegeniiber der Anreicherung im Biofilm bereits nach
1 h Reaktionszeit sichtbar. Nach 2 h Anreicherung wurde, mit geringen Schwankungen,

die Plateauphase der Kupferkonzentration im Biofilm erreicht.

2.3 Zooplankton

Plankton umfasst die Gesamtheit der frei im Wasser schwebenden und sich selbst bewe-

genden Organismen (HENTSCHEL und WAGNER 2004).

Nachdem bereits 1846 die Planktonforschung von dem beriihmten Meeresbiologen Jo-
hannes Peter Miiller systematisiert wurde, fiihrte Victor Hensen 1889, kurz vor seiner

ersten wissenschaftlichen Expedition, den Begriff ,,Plankton‘ ein.

Wissenschaftlich haben UHLMANN und HORN 2001 unterschieden:
e Bakterioplankton (bakterielles Plankton): Kokken, Stibchen, Vibrionen

e Phytoplankton (pflanzliches Plankton): Kieselalgen, Griinalgen, Dinoflagellaten

usw.

e FEinzellige Kieselalgen, die den Hauptteil des Phytoplanktons ausmachen. Diese
Zellen sind von einer zweiteiligen Schale (Theka) aus Kieselsdure umgeben.
Verschiedenen Untersuchungen zufolge ist die groBte gebundene Menge an
Kohlendioxid nicht in den tropischen Wildern, sondern im pflanzlichen Plankton

der Weltmeere gebunden (OTT 1996).

e Zooplankton (tierisches Plankton): Copepoden, Krill, Pfeilwiirmer, Fischlarven,
Polychaetenlarven und einige ausgewachsene (adulte) Borstenwiirmer,
Kleinkrebse und Krebslarven, Seesterne, Manteltiere sowie ihre Larven,

Kammerlinge und andere Protozoen etc.

2.3.1 Vorkommen und Bedeutung von Zooplankton

Das Planktonaufkommen wird in Gewissern als ubiquitir bezeichnet. Alle planktischen
Organismen, die keine Photosynthese betreiben und deren Nahrungsquelle andere Orga-
nismen sind, werden zum Zooplankton gezihlt. Dabei wird zwischen herbivoren und car-
nivoren Zooplanktern unterschieden. Zum herbivoren Zooplankton zédhlen jene Arten, die
sich direkt vom Phytoplankton ernidhren. Zooplankter, die sich von anderem Zooplankton

erndhren, bezeichnet man als carnivor. Diese Fralbeziehungen sind in der Nahrungskette
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miteinander gekoppelt. Einige Organismen besitzen die Fihigkeit sowohl Partikel und
Organismen aufzunehmen und auch Photosynthese zu betreiben. Diese werden als
mixotroph bezeichnet. Wie grof} ihr Anteil im Nahrungsgefiige ist, hdngt von der Beschaf-

fenheit des Gewdissers ab (UHLMANN und HORN 2001).

In limnischen Okosystemen nehmen das Zooplankton und hierbei besonders die Klein-
krebse, eine Schliisselposition ein. Indem sie das Phytoplankton filtrieren, regulieren sie
den Pflanzenwuchs. Sie geben Auskunft iiber den 6kologischen Belastungszustand eines

Gewissers (SCHMINKE 2004).

Eine groBe Rolle spielt das Zooplankton, vorrangig Daphnia, bei der Trinkwassergewin-
nung. Hierbei nutzt man, wie in Abb. 2-3 dargestellt, das Prinzip der ,,Biomanipulation®.
Es wird ersichtlich, dass die Wasserqualitidt wesentlich vom Zooplanktonaufkommen ab-
héngt. So filtriert das Zooplankton Algen der Fraktion < 30 um, Schwebstoffe und Bakte-
rien sowie in diesen gebundene organische und anorganische Schadstoffe. Werden diese
Zooplankter durch eine zu grofle Population an Friedfischen gefressen, wird dieser Ablauf
gestort. Als Folge davon dominieren dann die fiir die Trinkwassergewinnung uner-
wiinschten kleinzelligen Planktonorganismen. Durch einen verstéirkten Einsatz von Raub-
fischen kann das notwendige okologische Gleichgewicht wieder hergestellt werden

(WAHNBACHTALSPERRENVERBAND 2010).

Raubfische . —
ety —rfg — -
g —w—fig
Wenige Viele
> <t 3> <ofiq Friedfische . _
W el <fn -
Viele Wenige
Zooplankton
'enig Viel
Kleine Formen Grofte Formen
e Phytoplankton
- el &
we Y o %,
P % . Viel Wenig
* So = ® e Kleine Formen Grofte Formen
niedrig Sichttiefe hach
ag schwankend Sauerstoff  ausgeglichen 4
Schlechte Wasserqualltat schwankend pH ausgeglichen Gute Wasserqua“tat
hoch Phosphor niedrig

Abb. 2-3: Bedeutung des Zooplanktons und der Biomanipulation zur Trinkwas-
seraufbereitung (WAHNBACHTALSPERRENVERBAND 2010)
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Dariiber hinaus stellt Zooplankton einen wichtigen Indikator fiir sich abzeichnende Kli-
maverdanderungen dar. Dabei wird die riickldufige Nahrungsverfiigbarkeit der sommerli-
chen Phytoplankton-Bliiten und winterlicher Eisalgen als Indiz fiir systematische Ande-
rungen der Planktonhiufigkeit- und Zusammensetzung angenommen (SCHRODER

2005).
2.3.2 Elementakkumulation im Zooplankton

In einer Vielzahl von Fachpublikationen wird auf die Elementakkumulation im Plankton
eingegangen. Dabei sind unterschiedlichste Forschungsansitze bedeutsam. Die wichtigs-
ten Elemente fithren aufgrund ihrer Persistenz in der Umwelt zu Elementanreicherungen
in den aquatischen Okosystemen und tendenziell zu einer Bioakkumulation, vorrangig im
Zooplankton (VEENA et al. 1997). Bereits in niedrigen Konzentrationsbereichen kénnen
die Elemente zu schidigenden bzw. toxischen Wirkungen auf die Entwicklung von aqua-
tischen Organismen in der Wasserphase fiihren. Dariiber hinaus entwickeln einige
Zooplanktonarten Elementtoleranzen und passen sich ihren Lebensbedingungen an
(MUYSSEN und JANSSEN 2002). WOELFL et al. (2004a) verglichen Zooplankton aus
einem unbelasteten chilenischen See mit dem eines kupferbelasteten Wasserreservoirs in
der chilenischen Andenregion. Dabei konnte teilweise eine 8-fach hohere Kupferkonzent-

ration im Zooplankton des belasteten Reservoirs festgestellt werden.

In Abhéngigkeit von der Artzugehorigkeit, den chemischen Eigenschaften der Elemente
und den Milieubedingungen kénnen die Aufnahme und die Ausscheidung von Elementen
wesentlich variieren (ZAUKE et al. 2001). Die dafiir entwickelten Akkumulationsstrate-
gien reichen von Netto-Akkumulatoren bis zu reinen Regulatoren. Wihrend Netto-
Akkumulatoren nicht in der Lage sind, die Ausscheidungsrate der Aufnahmerate anzupas-
sen, konnen Regulatoren einen konstanten Elementgehalt im Organismus gegen eine ex-

terne Exposition aufrechterhalten (ZAUKE et al. 2001).

2.4 Elementanalytik mit der , Total reflektierenden Rontgenfluoreszenz-

Analytik“ (TXRF)

Die Total reflektierende Rontgenfluoreszenz-Analytik (TXRF) ist eine energiedispersive,
zerstorungsfreie Analysenmethode, die in den letzten Jahrzehnten als eigenstindige Tech-
nik in der Mikro- und Spurenanalytik (KLOCKENKAMPER 1987, von BOHLEN 1988,
PRANGE et al. 1991, REUS et al. 1993, von BOHLEN 2007) sowie in der Halbleiter-
und Oberfldchenanalytik (von BOHLEN 2007) von zunehmender Bedeutung ist.
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Aufbauend auf dem Prinzip der herkémmlichen Rontgenfluoreszenzanalyse (RFA) entwi-
ckelten YONEDA und HORIUCHI 1971 einen apparativen Versuchsaufbau, bei dem zur
Reduzierung des Storuntergrundes die Rontgenstrahlung in einem niedrigen Winkel auf

die polierte Oberfliche eines planen Probentréigers fokussiert wurde.

Sowohl einfallender als auch ausfallender Strahl regen die Probe zur Reflektion an und
bildet die Grundlage fiir die Totalreflektion (YONEDA und HORIUCHI 1971). Wihrend
in der Anfangszeit der TXREF fiir einzelne Elemente Nachweisgrenzen im Nanogrammbe-
reich erreicht wurden, konnten Ende der siebziger Jahre die Detektionsgrenzen durch ent-
sprechende instrumentelle Verdnderungen teilweise auf 5 pg reduziert werden
(WOBRAUSCHEK und AIGINGER 1975). Weiterentwicklungen von KNOTH und
SCHWENKE fiihrten 1978 zum Bau des ersten Prototypen. 1981 folgte die erste kom-
merzielle Herstellung. 1990 wurden die TXRF-Geréte mit Drehanodenrdhren fiir die An-
regungsstrahlung und Multilayern zur Monochromatisierung der Primérstrahlung ausge-
riistet. Dies fithrte nochmals zur Verbesserung des Nachweisvermogens. Der heutige
Einsatz von Synchrotron-Strahlung (SR-TXRF) ermdglicht eine weitere Verbesserung der
Nachweisgrenzen der Methode im unteren fg-Bereich (RIEDER et al.1995). So konnten
STRELI et al. (2006) fiir Ni eine NWG von 8 fg detektieren. Derartig konfigurierte Anla-
gen konnten sich aufgrund der Geritegro3e und des finanziellen Aufwandes bisher nur

vereinzelt etablieren.

Seit 1995 wurden eine Vielzahl von Publikationen zu technischen Entwicklungen der
TXRF und ihren umfangreichen Applikationen in Spezialausgaben der Spectrochimica
Acta veroffentlicht (WOBRAUSCHEK 2007). Mit der Anwendung der TXRF ist es mog-
lich, ein breites Spektrum der Elemente des Periodensystems simultan qualitativ zu erfas-
sen und mit hoher Prézision bis in den pg-Bereich zu quantifizieren. Der geringe Bedarf
an Verbrauchsmaterialien bietet fiir die Elementbestimmung eine sehr gute Alternative zu
herkommlichen spektroskopischen Analysenmethoden, wie der AAS und der ICP-MS
(SANZ-MEDEL 1998, KAHLE et al. 2002). Hinzu kommt die hohe Einsatzflexibilitit,
vor allem zur Analyse biologischer Feststoffproben, die oft nur in geringer Einwaage (un-

terer ug-Bereich) zur Verfiigung stehen (PETTERSON 1998).
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2.4.1 Physikalisches Prinzip der TXRF und deren Anwendung
(1) Rontgenfluoreszenz

Grundlegendes physikalisches Prinzip des Elementnachweises im Probenmaterial mittels
TXRF bildet die Rontgenfluoreszenzanalyse und dabei die Nutzung primérer Rontgen-
strahlung. Rontgenstrahlung bedeutet hierbei die elektromagnetische Strahlung mit Pho-
tonenenergie im keV-Bereich. Entstehende Rontgenspektren bestehen aus iiberlagerten

diskreten Linien, die fiir die einzelnen Elemente jeder Probe charakteristisch sind.

Diese diskreten Linien, genannt Linienspektrum, werden erzeugt, wenn durch Rontgen-
strahlen Elektronen der Atome der inneren Schalen herausgeschleudert werden. Daraus
resultierend befinden sich die Atome in einem hoherenergetischen Zustand. Werden die
dabei entstehenden Liicken durch Elektronen der duBeren Schalen aufgefiillt, kann ein
Rontgenquant emittiert werden (Abb. 2-4). Das wiederum fiihrt zum Erscheinen von
Spektrallinien bzw. Peaks im Rontgenspektrum. In Abhidngigkeit des Ortes der Elektro-
neniibergidnge (K-, L- oder M-Schale) werden die entstehenden Spektrallinien als K-, L-
oder M-Linien bezeichnet. Zur weiteren Differenzierung wird mit a die stirkste Linie und
mit f, v, n und 1 die schwiécheren Linien bezeichnet. Zahlen als Indizes ermoglichen eine
weitere Unterscheidung. Die Energie E der einzelnen Spektrallinien ist von der Ord-

nungszahl Z abhédngig und wird nach dem Moseley’schen Gesetz wie folgt interpretiert:
E, = ki*(Z —O; )2 ey

E;: Energie der Spektrallinien
Z: Ordnungszahl

kiund g;; Konstanten

Die Werte der Konstanten k; und o¢; sind abhingig von den einzelnen Spektrallinien. Diese
Linien stehen elementspezifisch immer im gleichen Verhiltnis und ergeben ein Element-
spektrum. Bei einer simultanen Anregung der detektionsfihigen Elemente nehmen alle

Linien gleichermafen an Intensitit zu (KLOCKENKAMPER 1987).
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Abb. 2-4:  Atommodell: (1) Rontgenstrahlen beschieBen Elektronen der inneren
Schalen, (2) entstehende Liicken werden mit Elektronen duflerer Scha-
len aufgefiillt und (3) freiwerdende Energie wird in Form von element-
spezifischer Fluoreszenzstrahlung abgegeben und detektiert

(2) Totalreflektion

Totalreflektion ist die vollstindige Reflektion von Rontgenstrahlung beim Ubergang vom
optisch dichteren zum optisch diinneren Medium (Quarzglas, Plexiglas, Glaskohlenstoff
oder Saphir). Voraussetzung ist, dass die Oberflidche entsprechend poliert und eben ist und
der Messwinkel dementsprechend klein. Fiir Rontgenstrahlung ist jedes Medium optisch
diinner als Vakuum, da der Brechungsindex n kleiner als 1 ist. Die Abweichung zu 1 wird

als Dekrement & bezeichnet und wie folgt berechnet (KLOCKENKAMPER 1991):

S=4,12*%10"**Z,/A,)*p *E > ()

0:  Dekrement

Z:  Ordnungszahl des Elementes i

A;; relative Atommasse des Elementes i
p:  Dichte des Mediums [g cm3]

E:  Energie der Rontgenstrahlung [keV]

Die Eindringtiefe betrdgt nur wenige nm, so dass Streustrahlung weitestgehend minimiert
wird. Die Anregungsstrahlung wird fast vollstindig reflektiert und einfallender und re-
flektierender Rontgenstrahl regen die Probe mit einer sehr hohen Ausbeute zur charakte-

ristischen Fluoreszenzstrahlung an (Abb. 2-5).
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Diese wird iiber einen senkrecht zum ein- bzw. ausfallenden Strahl angeordneten energie-
dispersiven Halbleiterdetektor erfasst und letztendlich nach entsprechender Umwandlung

als energetisches Rontgenspektrum ausgewiesen.

Einfallende Reflektierender

Roéntgenstrahlung Fluoreszenzstrahlung Roéntgenstrahl

Probentriger = Reflektor

Abb. 2-5: Totalreflektion von Rontgenstrahlen fiir die Spektralanalyse

In der Abb. 2-6 ist der Aufbau und Strahlengang eines TXRF-Spektrometers schematisch
dargestellt. Bei den einzelnen Geritetypen variieren, je nach Anforderung, die Rontgen-
rohre, die optische Strahlenfiihrung, die Ausrichtung der Probentridger und der Detektor-
typ.

Als Voraussetzung fiir die Totalreflektion gilt die Préiparation als diinne Schicht, mit einer
Schichthshe von max. 10 um (KLOCKENKAMPER 1987). Die derzeit erreichbaren

Nachweisgrenzen liegen teilweise unterhalb von 10 pg bzw. 10'° Atomen cm™.

Detektor

Blende

] Strahlengang ___ Probe —

Multilayer

Probentriger = Reflektor
Rontgenrdhre

Abb. 2-6: Schematischer Aufbau eines TXRF-Spektrometers (Bruker Nano
GmbH, geédndert Mages)



22 2 THEORETISCHER TEIL

(3) Anwendungsgebiete sowie Vor- und Nachteile der TXRF

Die Publikationen der letzten 3 Jahrzehnte und entsprechende Literaturauswertungen, wie
beispielsweise von WOBRAUSCHEK 2007 und SZOBOSZLALI et al. 2009, beschreiben
den vielfiltigen Einsatz der TXRF. Prinzipiell konnen Elemente in fast allen Fliissigkei-
ten und Feststoffproben mit der TXRF bestimmt werden, vorausgesetzt die Priparation in
diinnen Schichten ist gewdhrleistet. Die Anwendung erfolgt vorrangig in den Bereichen
der Umweltchemie (Wasser-, Luft-, Boden- und Feststoffproben), der Biomedizin und

Forensik und in der Industrie zur Qualitéitskontrolle.
Die Vorteile der Methode sind wie folgt begriindet:

- Simultanbestimmung der meisten Elemente

- geringes Proben-, bzw. Priparationsvolumen (ug- und pL-Bereich)

- niedrige Kosten an Verbrauchsmaterialien (kein Trigergas)

- frei von Memory-Effekten

- qualitative und quantitative Auswertung bis in den Ultraspurenbereich
- einfache Quantifizierung iiber interne Standardisierung

- stiandige Kalibrierungen entfallen
Wie jede Analysenmethode weist auch die TXRF Nachteile auf. Diese sind:

- aufwendiges Reinigungsprozedere der Probentriger

- Voraussetzung fiir die Pridparation in diinnen Schichten ist eine geiibte Handha-
bung

- leichte Elemente sind nur mit sehr hoher Standardabweichung bzw. Wechsel der

Anregungsstrahlung oder Einsatz einer Vakuumkammer detektionsfahig

2.4.2 Quantifizierung

Die Quantifizierung fiir die TXRF-Analytik basiert auf der Linearitdt zwischen Fluores-
zenzintensitdt und der Konzentration des Analyten. Bei gleichzeitiger Verwendung eines
internen Standards bekannter Konzentration ergibt sich folgende Korrelation
(KLOCKENKAMPER 1987):

_Nx/Sx*

c,. = C. 3
) Nis / Sis " ( )
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cy:  Konzentration Analyt

N,: Nettointensitdt Analyt

Sy: relative Empfindlichkeit Analyt
cis: Konzentration interner Standard
N;s: Nettointensitit interner Standard

Sis:  relative Empfindlichkeit interner Standard

Bei kommerziell hergestellten TXRF-Spektrometern sind die notwendigen Kalibrierfakto-
ren bereits in der Software hinterlegt, die Berechnung der Dotierung des Elementes fiir

die interne Standardisierung vereinfacht sich dann wie folgt:

v, =Ssr oy, @)
Cis
Vp: Volumen der Probe
Vis: Volumen interner Standard (Dotiervolumen)
cisp:  Konzentration interner Standard in der Probe

cis: Konzentration interner Standard

Fiir die interne Standardisierung ist darauf zu achten, dass eine Uberlagerung mit anderen
Elementpeaks vermieden wird und der Peak des internen Standards eine relevante Hohe
im Verhéltnis zu den Analytenpeaks aufweist. Nur so ist eine reproduzierbare Entfaltung

der Spektren moglich (KLOCKENKAMPER 1987).

Fiir die Quantifizierung mit der TXRF sind folgende Hauptschritte der Probenpriparation

moglich:
1. nach der Zugabe eines internen Standards werden fliissige Proben (10 - 20 uL) di-
rekt auf den Probentrdger aufgebracht und eingetrocknet. Proben mit geringen

Elementgehalten konnen direkt auf den Probentragern aufkonzentriert werden
2. festes Probenmaterial wird aufgeschlossen und wie fliissiges Probenmaterial wei-
terbehandelt

3. Feste Mikroproben, wie Aerosole, Gefrierschnitte, Zooplankton usw. werden di-
rekt mit der Zugabe eines internen Standards auf dem Probentriger aufgeschlos-

sen (KLOCKENKAMPER 1987).
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Zur qualitativen Analyse bzw. fiir einen ,,Fingerprint* ist der Abrieb einer Probe voll-

kommen ausreichend.

2.4.3 Qualitdtssicherung (QS)

Die Qualitdtssicherung umfasst als Gesamtheit alle Titigkeiten des Qualitdtsmanage-
ments, der Qualitdtsplanung, der Qualitdtslenkung und der Qualititspriifungen. Im Quali-
tatsmanagement liegt dabei die Aufgabe der Gesamtfiihrung, die die Qualitétspolitik fest-
legt und zur Ausfithrung bringt. Die Qualititsplanung beinhaltet das Auswéhlen,
Klassifizieren und Gewichten der Qualitdtsmerkmale, sowie das Konkretisieren der Qua-
litdtsforderung hinsichtlich der Beriicksichtigung von Anspruchsniveau und Realisie-
rungsmoglichkeiten. Mit der Qualititslenkung werden die Werte der Qualitdtsmerkmale
iiberwacht. Als Qualitdtsmerkmal wird das die Qualitdt mitbestimmende Merkmal defi-

niert (FUNK et al. 1992).

Besonders im Spurenbereich sind, beginnend von der Probennahme iiber die Probenvor-
bereitung bis hin zur Messung, systematische und zuféllige Fehler zu unterscheiden, die
das Mess- bzw. Analysenergebnis wesentlich beeinflussen konnen. Analysenergebnisse

sind nur dann von wissenschaftlichem Nutzen, wenn sie ,,richtig* sind (FECHER 1997).

Die fiir diese Arbeit relevanten MaBBnahmen der analytischen Qualitétssicherung werden

im Folgenden beschrieben.

(1) Kontaminationsrisiken bei TXRF-Untersuchungen

Fiir das Arbeiten im Spurenbereich stellen die Umgebungsbedingungen, die verwendeten
Verbrauchsmaterialien und letztlich der Bearbeiter selbst mogliche Kontaminationsquel-
len dar. Bereits 1972 wies TOLG auf die Einhaltung definierter Qualitiitskriterien zur
Spurenanalytik hin. Neben dem ,,sub-boiling* von Séauren, der Verwendung von ,,sterilen
Werkbinken* und diverser Reinigungsapparaturen lag der Fokus stets in der Vermeidung
von Kontaminationen. FECHER (1997) resiimierte treffend, dass durch vereinfachte
Handhabung hochempfindlicher Analysengerite Anwendern suggeriert wird, dass mit
dem Gerit allein die Genauigkeit und Richtigkeit der Analysenergebnisse gewdhrleistet

ist.

Wie auch andere Messprinzipien ermoglicht die TXRF die direkte Uberpriifung auf Kon-
taminationen der fiir die weitere Probenbearbeitung verwendeten Reagenzien und Siduren

(PRANGE et al. 1991).
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Durch die oftmals geringen Probenmengen sollte zur Vermeidung von Kontaminationen
die Probenbearbeitung weitestgehend unter einer sterilen Arbeitsbank ,,clean bench* er-

folgen (TOLG 1972, KLOCKENKAMPER 1987).

Die in der Analytik iibliche und vom Arbeitsschutz verlangte Anwendung von Einweg-
Handschuhen ist in diesem Zusammenhang fiir die Spurenanalytik kritisch zu priifen.
Bedingt durch den Galvanisierungsprozess, bei dem Zinkoxid als Hilfsstoff eingesetzt
wird (OHNESORGE und WILHELM 1991), ist das Element Zn an allen Einweg-

Handschuhen nachweisbar und stellt ein Kontaminationsrisiko dar.

Neben der Verwendung besonders gereinigter Probenbehilter aus geeigneten Kunststoff-
materialien stehen auch diverse Hilfsmittel, wie Scheren, Messer und Skalpelle, aus Ke-
ramik zur Verfiigung (RUHNKE 1997, KLOCKENKAMPER 1987). Zur Vermeidung
von Elementkontaminationen im Probenvorbereitungsprozess sollte das gesamte

Equipment metallfrei sein.

(2) Blindwertmessungen

Als Blindproben werden Analysenproben bezeichnet, die frei von der zu bestimmenden
Komponente sind und wie eine reale Probe den gesamten Analysenablauf durchlaufen.
Das Analysenergebnis dieser Probe wird als Blindwert bezeichnet (FUNK et al. 1992).
GASPARON zeigte 1998 die Notwendigkeit der Blindwertmessungen iiber den gesamten

Probenverlauf im Feld als Indiz eventueller Kontaminationen.

Bei der Anwendung der TXRF ist zusitzlich noch zwischen den ,,Probenblindwerten
einerseits und den Messungen des leeren Probentrigers andererseits, die ebenfalls als

Blindwerte (,,Probentriagerblindwerte*) bezeichnet werden, zu unterscheiden.

Wihrend die ,,Probenblindwerte* alle Reagenzien beinhalten und das gesamte Probenbe-
arbeitungsprozedere ,.erleben®, stellen die ,,Probentriagerblindwerte” die Verunreinigun-

gen der Priparationstriger (Quarzglasprobentriger, Reflektor usw.) dar.

Die Reinheit der Probentridger ist Voraussetzung fiir das Arbeiten im Spurenbereich

(KLOCKENKAMPER 1987).
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(3) Routinemdflige Validierung der Nachweisgrenzen

Voraussetzung fiir eine reproduzierbare Quantifizierung ist die regelmiBige Uberpriifung
der Nachweisgrenzen (NWG). Diese wird fiir die TXRF vorzugsweise mit Einzelelement-
standards (ICP-Qualitit) durchgefiihrt.

Dazu wird eine definierte Menge eines geeigneten Elementstandards auf einen Probentri-
ger pripariert und gemessen.

Fiir die Mo-Anregung werden vorrangig 1 ng Ni und fiir die W-Anregung 1 ng Cd ver-

wendet.

Die Nachweisgrenze berechnet sich nach folgender Gleichung (KLOCKENKAMPER
1987):

3/Unt d
NWG — \/ n er(?run >k\/t(sec) #1000  (5)
Nettosignal 1000
Untergrund: Differenz der Ziahlraten von Brutto- und Nettosignal
Nettosignal: reale Zahlrate fiir den Einzelelementstandard
t: Messzeit in Sekunden

Die Bestimmung der Nachweisgrenze ermoglicht die Uberpriifung, ob das gesamte opti-
sche System optimal eingestellt ist. Geringste Abweichungen der Anregungsstrahlung,
zum Beispiel durch die Alterung der Rontgenrohre oder Veridnderungen des Strahlengan-
ges, konnen so nachgewiesen werden. Die regelmifBige Kontrolle sollte deshalb ein we-

sentlicher Bestandteil der Qualititssicherung sein (KLOCKENKAMPER 1987).

Ein wichtiger Aspekt der Qualititssicherung bei der Anwendung der TXRF ist die regel-
miBige Durchfithrung der Gain-Korrektur. Damit wird die, besonders nach langerer Be-
triebszeit auftretende, Drift der spektroskopischen Verstiarkung korrigiert. Kommerzielle
Gerite bieten diese Korrektur bereits in der Software integriert an (HANDBUCH Bruker
Nano GmbH 2008).
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3 EXPERIMENTELLER TEIL ZUR ELEMENTBESTIMMUNG
IN BIOLOGISCHEN PROBEN

Entsprechend der Motivation der Arbeit wurden eigene Methodenentwicklungen
und -adaptionen zur Elementbestimmung an biologischem Material sowie exemplarische
Feldeinsitze zu deren Bewertung realisiert. Zum einen wurde umfangreiches Biofilmma-
terial, teilweise natiirlich gewachsenen Ursprungs und parallel auf kiinstlichem Trigerma-
terial kultiviert, untersucht. Das unterschiedliche Akkumulations- bzw. Sorptionsverhal-
ten in bergbaubeeinflussten Regionen (Mansfelder Land in Deutschland und
Einzugsbereich der Tisza in Ungarn) wurde ndher betrachtet und bewertet. Andererseits
wurde methodisch untersucht, inwieweit die TXRF die Moglichkeit bietet, in einzelnen
Zooplankton-Individuen reproduzierbare und gewichtsabhingige Elementbestimmungen
durchzufiihren. Der Einsatz und die Eignung einer portablen TXRF bei Felduntersuchun-
gen versus stationdre TXRF stellten einen weiteren wesentlichen Aspekt zur effektiven
Elementbestimmung dar. Voraussetzung fiir das priparative Arbeiten war die Einhaltung
und Anwendung bestehender Qualititsrichtlinien, die Beriicksichtigung geritespezifi-

scher Eigenheiten und Einbindung jahrelanger eigener Erfahrungen.

3.1 TXRF-Analytik und Qualititssicherung (QS)

Fiir die quantitativen Elementbestimmungen, teilweise in Mikroproben, wurde die TXRF
genutzt. Der Einsatz zweier TXRF-Systeme, zum einen eines stationdren und andererseits
eines portablen Spektrometers, boten die Moglichkeit des unmittelbaren Vergleiches so-

wohl fiir die praktische Anwendung als auch mit Bezug zu Wiederfindungsraten.

Zur Bewertung der entwickelten Methoden wurden Qualitdtssicherungsmafinahmen, wie
in Kap. 2.4.3 beschrieben, genutzt. Diese Mainahmen sind Bestandteil der in der Prob-

lemstellung angefiihrten Publikationen.
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3.1.1 TXRF-Equipment
Fiir die Methodenentwicklungen und die folgenden Felduntersuchungen kamen folgende
in Abb. 3-1 dargestellten TXRF-Analysengerite zum Einsatz:
- stationdre Messungen im Labor:
TXRF 8030 C (Cameca (ehemals Atomika) Oberschleifheim, Deutschland)
- Feldmessungen:

S2 PICOFOX™ (vormals PicoTAX) (Bruker Nano GmbH, Berlin, Deutschland)

o
=3
0
k=1
@
[
[
>
-

Abb. 3-1: Stationdres TXRF-Spektrometer 8030 C (links) und portables Tischge-
rat S2 PICOFOX™ (rechts)

In Tabelle 3-1 sind die Spezifikationen der verwendeten TXRF-Spektrometer dargestellt.
Das Tischgerit PICOFOX™, mit Peltier-gekiihltem X-flash Detektor, luftgekiihlter
Rontgenrohre und relativ wartungsfreier Mechanik ausgestattet, ist vielfiltig einsetzbar.
Das stationdre GroBgerit 8030 C ermdglicht zwar einen hohen Probendurchsatz, ist aber
aufgrund der komplizierten pneumatisch gesteuerten Mechanik wesentlich storanfilliger.
Hinzu kommt die stindige Versorgung mit fliissigem Stickstoff fiir den Si(Li)-Detektor

und die Wartung der wassergekiihlten Rontgenrohre.
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Tab. 3-1:  Technische Spezifikationen der verwendeten TXRF-Spektrometer

TXRF 8030 C PICOFOX™
Rontgenrohre Mo/W- Anregung Mo-Anregung
50kV, 45 mA 50kV, 1 mA
Wasserkiihlung Luftkiihlung
Optik Multilayer Monochromator
Detektor Si(Li), 80 mm® Si Drift Detektor XFlash®

Kiihlung mit fliissigem Stickstoff | 30 mm?2, <150 eV (Mn Ka)
Peltier-Kiihler (PEC)

Auflosung 148 eV <150 eV
Autosampler 8 Kassetten 4 18 Probentrager 1 Kassette fiir 25 Probentriager
GroBe, Gewicht | Standgerit Tischgerét

450 x 590 x 300 mm, 37 kg
Gasverbrauch Synthetische Luft fiir pneumati- | kein Verbrauch

schen Antrieb der Mechanik

3.1.2 Qualitditssicherung (QS)

Entsprechend den Ausfithrungen in Kap. 2.4.3 wurden die folgenden Qualitétssiche-
rungsmafnahmen fiir die in den Kapiteln 3.2 und 3.3 aufgefiihrten Untersuchungen
durchgefiihrt. Sie sind teilweise Bestandteil folgender eigener Veroffentlichungen:

MAGES et al. 2006, MAGES et al. 2004b, MAGES et al. 2003.

(1) Blindwertmessungen

Als optisches Medium fiir die TXRF-Analysen wurden fiir alle Messungen Quarzglaspro-
bentriger verwendet. Fiir die Uberpriifung der Reinheit wurden die nach individuell an-
gepassten Arbeitsanweisungen gereinigten Probentriger mit der TXRF analysiert. Als
interner Standard wurde das in der Raumluft enthaltene und ebenfalls detektierte Argon
verwendet. Zur Quantifizierung wurde ein mit 1 ng Ni préaparierter Probentriager wieder-
holt mit der TXRF gemessen und der so erhaltene Messwert als Absolutgehalt ausgewie-
sen. Der Mittelwert bildet die interne Standardisierung fiir alle weiteren Blindwertmes-
sungen der Probentriger. Liegen die Absolutgehalte fiir Fe bei < 0,040 ng und fiir Ni, Cu,
Zn, Cr, Pb und As bei <0,010 ng, konnen die Probentriger als gereinigt und kontaminati-
onsfrei eingeschitzt werden. Die gereinigten Probentriger wurden fiir alle folgenden Pri-

parationen verwendet.
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(2) Wiederfindungsraten in biologischen Proben

Die gesamte Prozedur der Probenvorbereitung, einschlieBlich der Messungen, wurde mit
zertifiziertem Referenzmaterial CRM 414 fiir Plankton (BCR® 1993, QUEVAUVILLER
et al. 1993a) tiberpriift. Dazu wurden ca. 500 pug Referenzmaterial (n = 10) auf einer Ult-
ramikrowaage mittels Gewichtsdifferenz gewogen, nach dem in Abb. 3-9 angefiihrten
Aufschluss- und Priparationsschema bearbeitet und 1000 s mit der TXRF 8030 C gemes-

sen. Die Quantifizierung erfolgte, wie allgemein bevorzugt, iiber das Element Ga.

Der Aufschluss des zertifizierten Referenzmateriales ergab Wiederfindungsraten zwi-
schen 85,1 und 114 %, wie aus Tabelle 3-2 ersichtlich. Das Element Ni ausgenommen,
sind die relativen Standardabweichungen mit Bezug zu den zertifizierten Ergebnissen
kleiner als 10 %. In Relation zu den von QUEVAUVILLER et al. (1993a) angefiihrten
Homogenititen bei einer Einwaage von mehr als 500 mg, zeigen die mit der TXRF analy-
sierten Ergebnisse auch bei Einwaagen von ca. 500 ug Wiederfindungsraten, die in der

Routine derartig kleine Probenmengen zur Analyse zulassen.

Tab. 3-2: Zertifizierte Elementgehalte und analytische Ergebnisse mit den Wie-
derfindungsraten des Referenzmaterials CRM 414 (n=10)
(MAGES et al. 2006)

Element Elementgehalt  Standard- Elementgehalt  Standard- Wiederfin-

zertifiziert abweichung analysiert abweichung dungsrate
[ugg'] [ugg'] [ugg'] [ugg'] [%]

K' 7.550 170 6.750 400 89,4
Ca’ 65.000 2.000 63.500 2.690 97,7
Cr 23,8 1,2 23,0 3,4 96,6
Mn 299 12 269 8 90,0
Fe' 1.850 190 1.870 132 101

Ni 18,8 0,8 21,5 3,9 114

Cu 29,5 1,3 30,1 2,5 102

Zn 112 3 106 8,7 94,6
Sr! 261 25 222 7,5 85,1

'= Anhaltswerte, ? = informative Werte
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Das bestiitigen auch teilweise die Untersuchungen von DOMBOVARI et al. (2000). Da-
bei wurden fiir unterschiedlichstes zertifiziertes Referenzmaterial, mit Einwaagen von

1 bis 50 mg, vergleichbare Wiederfindungsraten ermittelt.

Homogenitidtsuntersuchungen in festem Referenzmaterial wurden 2008 von MOLLEY

und SIEBER mithilfe der p-XRF durchgefiihrt und klassifiziert.

(3) QS bei Feldeinsditzen

Nach dem Aufbau des gesamten Equipments im Feld (Abb. 3-2) und einer Aufwirmzeit
von 30 min war die Durchfiihrung von Stabilitétstests notwendig. Das ist besonders nach
dem Transport zwischen einzelnen Probenstellen wichtig und stellt gleichzeitig ein Quali-
taitsmal fiir die Stabilitdt des Strahlenganges dar. Ein bereits im Labor priparierter und
gemessener Probentriger (Standardlésung mit Sr, Pb und Ni) wurde wiederholt gemessen
und die Zihlraten der Elemente verglichen. Bei abweichenden Zihlraten der gemessenen
Elemente musste der optische Strahlengang entsprechend der Arbeitsvorschriften fiir das

PICOFOX™ korrigiert werden.

Abb. 3-2: Feldaufbau des portablen TXRF-Spektrometer mit entsprechendem
Equipment (MAGES et al. 2004b)

Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden folgende Vorsorgemafnahmen getroffen:

- Aufstellung Notstromaggregat in einer Entfernung von ca. 15 m auf der windab-

gewandten Seite
- Probenpriparation unter staubarmen Bedingungen (Abb. 3-3)

- Verwendung von Einwegartikeln, besonders fiir die Filtration von Wasserproben

(Abb. 3-4)
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Abb. 3-3:  Probenpriparation fiir die TXRF unter Feldbedingungen (MAGES et al.
2004b)

Abb. 3-4: Filtration unter Feldbedingungen

Zur Uberpriifung von Kontaminationen wurden Probentriger nach 8, 32 und 48 h Exposi-
tionszeit an der Luft mit der TXRF gemessen. Die Zihlraten sind in Abb. 3-5 dargestellt.
Bei gleichbleibendem Argon-Peak kam es iiber die gesamte Kontaminationszeit zu erheb-

lichen Anreicherungen fiir die Elemente Ca, Fe, Cu und Zn.



3.1 TXRF-Analytik und Qualitédtssicherung (QS) 33

Si
400 A

— Beginning

——8 hours

——32 hours
48 hours

Ziahlrate

200 A

‘ |
| 'W,-M“’- JA!{WJ
0 +—= M .
0 1

Energie [keV]

Abb. 3-5: Zihlraten gereinigter Probentriger bei unterschiedlichen Expositions-
zeiten (MAGES et al. 2003)

Zur Verifizierung dieser Aussagen wurden die Probentriager mit 5 ng Ga als Bezugsele-
ment dotiert. Auch bei diesen Messungen wurde die Anreicherung der Elemente K, Ca,
Fe Mn und Zn sichtbar; Absolutgehalte sind in Tab. 3-3 aufgefiihrt. Wahrend die Elemen-
te Ca, Ni, Cu Br, Rb und Sr vernachlissigt werden konnen, liegen fiir Zn mit

9,5 ug L' und Fe mit 559 pug L™ Anreicherungen vor.

Diese Werte bewegen sich bereits in den Konzentrationsbereichen von Oberfldchenwas-
ser. Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass ein wirklich kontaminationsfreies Ar-
beiten bei Feldeinsitzen schwierig zu realisieren ist. Das Ziel muss sein, bei Feldarbeiten
alle Arbeitsschritte genau zu iiberpriifen und, wie in den Abbildungen 3-3 und 3-4 darge-

stellt, Kontaminationen zu minimieren.

Als weitere Moglichkeit der Uberpriifung der Genauigkeit im Feldeinsatz wurde zertifi-
ziertes Referenzmaterial, in diesem Fall der Wasserstandard NIST 1643 d, analog zu den
Wasserproben analysiert. Die in Tabelle 3-3 dargestellten Ergebnisse ergeben mit Wie-
derfindungsraten (WFR) zwischen 90 % und 104 % keine signifikanten Unterschiede.
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Tab. 3-3:  Absolute Elementgehalte kontaminierter Probentriger und Wiederfin-
dungsraten des Referenzmaterials NIST 1643 d (n = 3)
(MAGES et al. 2006, ergénzt)
Absolutgehalt  Elementgehalt Elementgehalt ~ Wiederfindungs-
Element Probentréger zertifiziert gemessen rate
[ng] [ug L] [ug L] [%]
K 3,44 2.360 + 35 2.290 =70 97,1
Ca 3,03 31.000 = 500 30.000 £ 1.000 96,5
\Y% 35,1 £1,40 33,2+2,00 94,6
Cr 18,5+0,2 189+1,7 102
Mn 0,17 37,7+0,83 37,4+0,8 994
Fe 5,59 91,2+3,9 94,0 +2,2 103
Ni <0,03 58,1 £2,7 60,1 + 1,1 104
Cu <0,02 20,5+3,8 19,8 £0,7 96,4
Zn 0,100 72,5 £0,65 69,0 £2,8 95,3
As 56,0 £0,73 509+1,2 90,8
Ba 506 + 8,9 482 £ 10 95,2

3.2 Elementuntersuchungen in Biofilmen

Elementuntersuchungen in Biofilmen sind bis heute eine analytische Herausforderung,

nicht zuletzt dadurch bedingt, dass oftmals nur geringe Mengen an Probenmaterial zur

Verfligung stehen. Hinzu kommt, dass sich Biofilme auf unterschiedlichen Aufwuchstri-

gern nicht identisch entwickeln und Vergleiche der Bioakkumulation beispielsweise in-

nerhalb einer Zeitreihe deshalb schwierig realisierbar sind. Andererseits bietet die Aus-

und Bewertung von Elementakkumulationen in Biofilmen die Mdoglichkeit einen zeitinte-

grierten Uberblick iiber die chemische Gewiissergiite von 6 bis 8 Wochen vor der Proben-

nahme zu erhalten.
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3.2.1 Aufwuchstrdgertests fiir Elementakkumulationen in Biofilmen
(1) Motivation

Neben Steinen konnen Polycarbonattriger, Betonteile, Porzellanplatten usw. als natiirli-
che bzw. kiinstliche Aufwuchstriager dienen. Unterschiede bei der Biofilmbildung und
Elementakkumulation sind nicht ausgeschlossen, wie u. a. bei KROPFL et al. 2006 nach-
gewiesen, und wesentlich von den Milieubedingungen und der Bioverfiigbarkeit der Ele-

mente abhingig (MEYLAN et al. 2005).

Inhomogenititen der Elementverteilung auf ein und demselben Aufwuchstriger miissen

ebenfalls Beriicksichtigung finden (FRIESE et al. 1997).

Eigene Untersuchungen zur Beschreibung der Unterschiede wurden durchgefiihrt, um
moglichst optimale Probennahmen durchfiihren zu konnen und wurden in MAGES et al.

2004a und 2006 veroffentlicht.

(2)  Analytische Herangehensweise

Um die Varianz der Elementakkumulation in Biofilmen besser beurteilen zu konnen,
wurden sowohl auf Steinen natiirlich gewachsene (Abb. 3-6) als auch die auf unterschied-
lichen Tréagern in situ kultivierte Biofilme untersucht. Als Tragermaterial kam Polycarbo-
nat in unterschiedlicher Form zum Einsatz. Die in Abbildung 3-7 ersichtlichen Tréger
wurden bereits von EIDNER (2004) fiir Feldversuche erfolgreich eingesetzt und entspre-
chen den Aufwuchstrigern in Reaktoren geziichteter Biofilme (GOLL 2001, OVARI et
al. 2004b). Der Einsatz und die Entnahme dieser Aufwuchstriager aus der Haltevorrich-
tung erwiesen sich nach starkem Bewuchs als sehr problematisch. Daraus schlussfolgernd
wurden die in Abb. 3-8 dargestellten Polycarbonat-Tridger entwickelt, die sich in der Pra-
xis als besser geeignet herausstellten. Nach der Vorreinigung mit einem basischen Deter-
gent (RBS 50, Firma Roth, Deutschland), Reinigung mit 10 %iger Salpetersidure und spii-

len mit Reinstwasser wurden die Triger an geeigneten Stellen ausgebracht.
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Abb. 3-6: Unterwasseraufnahmen natiirlich gewachsener Biofilme im Schliissel-
stollen (Mansfelder Land) (MAGES et al. 2006)

2006)

Abb. 3-8: Biofilmwachstum auf runden Polycarbonat-Trigern, links vor dem Aus-
legen und rechts nach entsprechender Aufwuchszeit (MAGES et al.
2006)
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Abb. 3-9: Schema der Biofilmpréparation (MAGES et al. 2004a, geédndert)

Der Transport erfolgte ausschlielich in Kiihlboxen.

Abb. 3-10: Uberfithrung der Aufwuchstriiger fiir den Transport in Polycarbonat-

rohrchen

In Abbildung 3-9 sind die weiteren Bearbeitungsschritte der Biofilmprédparation darge-
stellt. Die Biofilme der Steine wurden direkt unter Wasser, unter Zuhilfenahme von ke-
ramischen Pinzetten und Skalpellen, in entsprechend groe Teflongefie tiberfiihrt. Die
Biofilme auf den langen Aufwuchstrigern wurden in 50 mL Polycarbonatréhrchen
(Sarstedt, Deutschland) transportiert (Abb. 3-10) und die Biofilme auf den runden Tri-
gern in Polypropylendosen. Um den Erhalt der Biofilmstruktur gewéhrleisten zu konnen,
wurden alle Proben in Umgebungswasser transportiert. Dieses Verfahren hat sich fiir alle
Probennahmen, bei denen ein unmittelbares Einfrieren in Fliissigstickstoff nicht gewéhr-

leistet werden kann bzw. die weitere Bearbeitung negativ beeinflussen wiirde, bewéhrt.
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Im Labor erfolgte die weitere Aufarbeitung des Probenmaterials. Zunédchst wurden alle
Proben mittels Stereomikroskop (Stemi 11, Zeiss, Deutschland) betrachtet und fiir die
Dokumentation Ausschnitte fotografiert. Gut sichtbare ,,Verunreinigungen®, wie einge-
bundene Holzteile, Pflanzenreste usw., die die Quantifizierung negativ beeinflussen konn-

ten, wurden mechanisch entfernt.

Die anhaftende Salzmatrix, die als Stormatrix die Messungen negativ beeinflusst, wurde

durch Spiilen mit Reinwasser reduziert.

Nach anschlieBendem Gefriertrocknen (Alpha 1, Christ, Deutschland) wurden die Biofil-
me von den Aufwuchstrigern mittels Keramikskalpell abgetragen und in Quarz-
Mikromoérsern homogenisiert. Jeweils ca. 500 ug Probenmaterial wurden auf einer Ult-
ramikrowaage (S 4, Sensitivitat 0,1 pg, Sartorius, Deutschland) gewogen und in ein
10 mL Quarzglasbecherglas iiberfiihrt. Zur Reduzierung der organischen Matrix wurde
der Kohlenstoffanteil in einem Sauerstoffplasma, entsprechend Kap. 3.3.2, 3 h bei einer

Leistung von 300 Watt oxidiert.

Zu dem veraschten Probenmaterial wurden 500 uL HNO; und 50 pL. H,O, (suprapur,
Merck, Deutschland) fiir den Aufschluss und 200 ng Sc fiir die interne Standardisierung
dotiert. Voruntersuchungen ergaben, dass in den Biofilmen eine erhohte Anreicherung von
Blei zu erwarten war, die wiederum zu Linieniiberlappungen mit Gallium fithren konnte.
Aus diesem Grund wurde fiir die interne Standardisierung das Element Scandium bevor-
zugt. Der anschliefende Aufschluss erfolgte in den o.g. abgedeckten Quarzglasbechern

1 h bei 120 °C auf einer Heizplatte.
Fiir eine optimale Priparation in diinnen Schichten (KLOCKENKAMPER 1987) und der

Reduzierung der Zihlrate wurden die Proben mit Reinstwasser verdiinnt. 10 uL der ho-
mogenisierten Losung wurden zentriert auf Quarzglastragern aufgetragen und auf einer
Heizplatte bei 80 °C getrocknet. Alle aufgeschlossenen Proben wurden dreifach prépariert

und 1000 s mit der TXRF 8030 C gemessen.

Fiir die Uberpriifung der Elementverteilung bzw. -akkumulationsmuster im Biofilm wur-
den runde Polycarbonattriager mit getrocknetem Aufwuchs in ein Epoxid-Harz (SpeciFix
Resin und SpeciFix-20, Firma Struers, Deutschland) eingebettet. Nach einem vertikalen
Schnitt wurden die Querschnitte mittels Schleifpapier geschliffen (320-, 500- und 1200er

Kornung).
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AnschlieBend wurden Teilbereiche der Oberfliche mittels pu-XRF abgescannt (Mik-
ro-Rontgenfluoreszenz-Analyse, M4 Tornado, Bruker Nano GmbH, Berlin, Deutschland).
Bei dieser Methode wird zur Auflosung im Mikrometerbereich der Rontgenstrahl optisch

auf wenige Mikrometer fokussiert.

Sowohl der Anregungs- als auch der Detektionsstrahl wird durch je eine Rontgenlinse
geleitet und so die Probe dreidimensional gescannt. Man erhilt ein sogenanntes ,,Map-
ping® der tiberlagerten Elemente, das zur Darstellung einzelner Elemente auch nachtrag-

lich bearbeitet werden kann (interne Angaben von Bruker Nano, Berlin).

Der Scan erfolgte mit einer Schrittweite von 12 pm und einer Gesamtzeit von 5 h. Fiir die
Anregungsstrahlung wurde eine Rh-Rohre (50 kV, 600 uA) verwendet. Der Rontgenfokus
auf der Probe betrug ca. 25 um. Die Messungen und die Computerbearbeitung der Ergeb-

nisse der u-XRF wurden durch die Firma Bruker Nano (Berlin) durchgefiihrt.

(3) Ergebnisse zur Elementakkumulation in Biofilmen differenzierter Auf-

wuchstrdger

Die Elementgehalte der analysierten Biofilme von unterschiedlichsten Aufwuchstriagern
sind in Tab. 3-4 dargestellt. Basierend auf diesen Ergebnissen kann eingeschitzt werden,
dass das differenzierte Aufwuchsmaterial, mit Ausnahme von Pb und Ni keinen wesentli-
chen Einfluss auf die Elementakkumulation hat. Das erhohte Akkumulationsverhalten von
Pb und Ni hauptsédchlich auf den neu entwickelten runden Aufwuchstriagern, korreliert mit
den im Kapitel 3.2.2.1 (Spezifische Sorptionseffekte in Biofilmen von Erzbergbaugebie-
ten, am Beispiel der Region des Mansfelder Landes) gefundenen Sorptionsergebnissen.
Da die Probennahmen nicht nach zeitlich gleicher Aufwuchsdauer erfolgten, kann ange-
nommen werden, dass die unterschiedlichen Auslegungszeiten die Akkumulation wesent-
lich beeinflusst haben. Das Alter der auf den Steinen gewachsenen Biofilme kann zeitlich

nicht zugeordnet werden.
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Tab. 3-4:  Elementgehalte in Biofilmen unterschiedlichen Trigermaterials [ug g'l]
(MAGES et al. 2006, gedndert)

Trigermaterial
Element Langer Tréger Runder Triger Natiirlicher Auf-
wuchs auf Steinen
n==6 n=4 n=12

Pb 50.900 - 115.000  359.000 - 449.000  90.300 - 377.000
Cu 3.180 - 7.000 2.290 - 7.910 3.630 - 13.900
Zn 4.690 - 8.560 5.510 - 10.600 4.690 - 16.100
Ni 60 - 99 229 - 326 82 - 250
Fe 32.000 - 63.400 18.600 - 71.000 34.000 - 104. 000
Ca 11.500 - 25.500  17.800 - 19.800 12.400 - 35.300

Die Varianzen innerhalb der aufgefiihrten Konzentrationsbereiche kénnen durch Inhomo-

genitidten im Probenmaterial begriindet sein. Es kann davon ausgegangen werden, dass:

a) die partikuldren Einschliisse, sichtbar in den getrockneten Biofilmproben in
Abb. 3-11, die Homogenitit des Probenmaterials und damit die Quantifizierung

negativ beeinflusst haben,

Partikeleinschliisse

ADD. 3-11: Getrockneter Biofilm mit sichtbaren Partikeleinschliissen (MAGES
et al. 2006)
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b) bedingt durch die stark vernetzte Struktur, wie in Abb. 3-12 ersichtlich, die ge-
trockneten Biofilme nicht gleichmifig homogenisiert waren und damit inho-

mogene Elementverteilungen vorlagen,

Abb. 3-12: Netzstruktur der getrockneten Biofilme (MAGES et al. 2006, gedndert)

c) die Elemente unterschiedlich eingebunden werden (Abb. 3-13).

Elemente tiberlappt
.. T

| g
AV » 5-:;,“

Abb. 3-13: Verteilungsmuster der mit der u-XRF detektierten Elemente in den ge-
trockneten Biofilmen (Aufnahmen: U. Waldschlédger, Bruker Nano Ber-
lin)

Die in Abb. 3-13 dargestellten Elementverteilungen bzw. —akkumulationsmuster weisen
fiir die einzelnen Elemente groe Unterschiede auf. Im Scan mit der u-XRF wird eindeu-

tig ersichtlich, dass die Elemente Al, K, Ca, Si und Mn kolloidal oder partikulédr an- oder
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eingelagert sind. Demgegeniiber sind die Elemente Pb, Fe, Cu S und Zn organisch einge-

bettet.

Nach den vorliegenden Ergebnissen kann angenommen werden, dass die in Tab. 3-4 dar-
gestellten Schwankungen der Elementgehalte innerhalb gleicher Trigermaterialien von
allen aufgefiihrten Faktoren abhingig ist. Folglich fiihren die partikuldren Einschliisse
und die vernetzte Probenmatrix zu groen Inhomogenititen innerhalb der Probe und be-

einflussen die Einwaage und somit die Quantifizierung wesentlich.
3.2.2 Felduntersuchungen zur Elementakkumulation in Biofilmen

In den folgenden Teilkapiteln wird beschrieben, wie die in 3.2.1 entwickelte Methode zur
Untersuchung der Elementakkumulation in Biofilmen und die daraus gewonnenen Er-
kenntnisse in Feldeinsdtzen angewendet wurden. Zum einen ergab sich die Moglichkeit
Untersuchungen zu Elementsorptionseffekten in Biofilmen bergbaubeeinflusster Minen-
wisser und ihrer unmittelbaren Vorflut des mitteldeutschen Mansfelder Landes durchzu-

fiihren (Kap. 3.2.2.1).

Beprobungen im Lingsprofil der Saale bzw. Elbe sind schwierig, da die Gewisser durch
verschiedene Bergbau- und Industriegebiete nachhaltig beeinflusst wurden und werden.
Die Biofilmbildung einerseits aber auch die Elementakkumulation andererseits wird des-
halb multifaktoriell beeinflusst. Anders war die Situation an der Tisza (Ungarn) nach den
Bergbauunfillen von Baia Mare und Baia Borsa im Jahre 2000. Dort ergab sich die Mog-
lichkeit einer groBskaligen Beprobung und Untersuchung von Biofilmen im Wasserkor-
per eines im Oberlauf durch Bergbau temporir extrem beeinflussten Gewdissers

(Kap. 3.2.2.2).

Die folgenden Arbeiten basieren auf den Veroffentlichungen MAGES et al. 2004a und
MAGES et al. 2006 und teilweise unveroffentlichten Ergebnissen.

3.2.2.1 Spezifische Sorptionseffekte in Biofilmen von Erzbergbaugebieten, am
Beispiel der Region des Mansfelder Landes

(1) Motivation

Aus der Auswertung der erhohten Anreicherung der Elemente Pb und Ni in den Biofilmen
kiinstlicher Aufwuchstriger (Kap. 3.2.1 Aufwuchstrédgertests fiir Elementakkumulationen
in Biofilmen) ergab sich die Frage, inwieweit das Akkumulationsverhalten von den unter-

schiedlichen Sorptionsbedingungen im Biofilm abhéngig ist. Mit den Biofilmen eines
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Entwisserungsstollens (Schliisselstollen) im stillgelegten Kupferbergbau des Mansfelder
Landes ergab sich exemplarisch fiir bergbaubeeinflusste Gewisser die Moglichkeit Bio-
filme diesbeziiglich zu analysieren. Da in diesem Milieu die Elemente vorrangig aus der
gelosten Phase akkumuliert werden, bieten sie fiir die folgenden Untersuchungen die bes-
ten Voraussetzungen. Weiterhin war bedingt durch die gleichbleibend saisonale Tempera-
tur des Stollenwassers mit keinem oder nur marginalem temperaturabhingigen Absterben
der Biofilme zu rechnen. Damit stellte dieses Beprobungsgebiet die besten Bedingungen

fiir Felduntersuchungen zur Elementakkumulation in Biofilmen dar.

Nach BABOROWSKI und BOZAU (2006) befinden sich in der Wasserphase des Stollen-
auslaufes die Elemente Zn und Ni ausschlieBlich und Cu mit > 90 % gelost. Eisen dage-
gen liegt fast vollstidndig partikuldr gebunden vor. Das Wasser des Schliisselstollens bietet
somit ein Uberangebot an Pb-, Zn-, Cu- und Ni-lonen, die fiir die Akkumulation leichter
verfiigbar sind (MEYLAN et al. 2003, BEHRA et al. 2005) und in den Biofilmen dement-
sprechend einfacher akkumuliert werden konnen. SCHRECK und FREYER (2008) geben
an, dass mehr als 90 % der aus dem Mansfelder Bergbauland ausgetragenen Metalle in
geloster Form vorliegen. Da der Austrag hauptséchlich iiber das schwebstoffarme Grund-
wasser erfolgt, ist nur ein Bruchteil der Metalle kolloidal gebunden und somit auch fiir

Biofilme verfiigbar.

(2) Untersuchungsgebiet

Das Mansfelder Land erstreckt sich iiber eine Fliche von ca. 760 km? und kann dem Mit-
teldeutschen Raum zugeordnet werden. Mit seiner Ausdehnung bis in den Ostharz wird
tiber diese Fliche ein wesentlicher Teil der ostlichen Wasserscheide des Harzes und Harz-
vorlandes entwissert. Letztendlich iiber den Wassereintrag in die Saale zdhlt das Mans-

felder Land somit zum Einzugsgebiet der Mittleren Elbe (SCHRECK et al. 2004).

Im Gebiet des Mansfelder Landes wurden in 800 Jahren insgesamt 2,6 Mt reines Kupfer
und 14.200 t reines Silber gefordert. (HARTWIG et al. 1999). Um 1970 wurde der Berg-

bau in der Mansfelder Region génzlich eingestellt.

Fiir die Entwisserung der gesamten Mansfelder Erzbergbauregion wurde von der Mitte
des 18. bis zum Ende des 19. Jhd. ein fiir damalige Verhiltnisse grofes Stollensystem mit
tiber 50 Schichten und Lichtlochern gebaut. Mit dem Durchschlag des Schliisselstollens
im Jahre 1879 wurde die gesamte Wasserhaltung der Mansfelder Mulde auf diesen Stol-

len (Lange ca. 32 km) ausgerichtet. Auch heute noch erhilt er mit der Abfiihrung von
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20 - 25 m3 min™ den bestehenden hydrologischen Zustand. Uber ein Mundloch tritt der
Schliisselstollen ca. 1,5 km vor Friedeburg an die Oberfldche, miindet nach 100 m in die
Schlenze und bildet gemeinsam den Zulauf zur Saale (VEREIN MANSFELDER BERG-
UND HUTTENLEUTE E.V. 2013).

(3) Probennahme und Probenvorbereitung

Die Stellen fiir die Probennahmen der unterschiedlichen Biofilmtypen, der Wasserpro-
benentnahmen sowie der Bestimmung der physikalisch-chemischen Parameter sind in
Abb. 3-14 dargestellt und in BABOROWSKI und BOZAU (2006) publiziert. Zur Be-
stimmung der limnologischen Begleitparameter wurden die Wasserproben ca. 20 cm un-
terhalb der Oberfldache mittels Probenschopfer entnommen und in Hilfsflaschen iiberfiihrt.
Fiir die Analyse der Basisparameter erfolgte die Abtrennung der suspendierten partikuld-
ren Stoffe (SPM) iiber Whatman GF/F Glasfaserfilter (Vakuumfiltration, 200 mbar).
In situ vor Ort erfolgte die Messung der physikalisch-chemischen Parameter, wie pH-
Wert, Sauerstoffgehalt, Wassertemperatur und Leitfihigkeit mittels Elektroden (WTW).
Fiir die Bestimmung der Niahrstoffgehalte (NO3-N und NH4-N) und der Anteile an gelos-
tem Kohlenstoff (DIC und DOC) wurden Teilproben iiber Spritzenvorsatzfilter (0,45 pm,
Millipore, Frankreich) filtriert (BABOROWSKI und BOZAU 2006). Die Analyse erfolg-
te nach den Richtlinien der Deutschen Einheitsverfahren DIN 38405-38406. Die Gehalte
von Na, K, Mg, Cl und SO, wurden ionenchromatographisch ermittelt (GAT Gamma
Analysentechnik, ICA 5000 Serie, Deutschland).

Fiir die Kohlenstoffbestimmung kam ein Analysengerit der Firma Dimatec, Deutschland
zum Einsatz. Die Analyse der Elementgehalte erfolgte aus dem Filtrat der Wasserproben.
Dafiir wurden die Gesamtproben mittels Einweg-Spritzenvorsatzfilter (Zelluloseacetat,
Porengrofle 0,2 um, Millipore, Frankreich) filtriert und das Filtrat mit HNO; (65 %ig,
suprapur Merck, Deutschland) stabilisiert.

Fiir die quantitative Analyse wurden 100 pg L' Gallium als Bezugselement zugesetzt,
jeweils 10 pL dieser Probensuspension auf Quarzglastriagern pripariert und mit der TXRF

8030 C gemessen.

Fiir die Biofilmversuche wurden die in Kap. 3.2.1, Abb. 3-8 angefiihrten runden Polycar-
bonattriger im Auslauf des Schliisselstollens ausgelegt. Als Referenz wurden in der
Schlenze, vor dem Zufluss des Schliisselstollens, ebenfalls Aufwuchstriger deponiert.

Bedingt durch den relativ hohen Schwebstofftransport in der Schlenze und einer daraus
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resultierenden starken Sedimentation und bei Starkregen hoher Transportdynamik, zeigte
sich das Deponieren der Halterungen als sehr schwierig. Aufgrund dessen mussten die
Biofilme sofort nach der Entnahme durch Spiilen mit Umgebungswasser von den Sedi-

mentationsschichten befreit werden.

Die Entnahme der Proben erfolgte in unterschiedlichen Zeitabstinden von einem Monat
bis zu einem % Jahr (Abb. 3-20). Die Préparation der Proben und die Messungen mit der
TXRF wurden analog den Ausfithrungen in Kap. 3.2.1, (2) Analytische Herangehenswei-
se durchgefiihrt.

Durch Voruntersuchungen war die hohe Salzmatrix in der Wasserphase, die den Unter-
grund der TXRF-Messungen stort, bekannt. Um diese besonders an der EPS anhaftende
Salzfracht zu eliminieren, wurden die Biofilme mit vorentsalztem Wasser gespiilt. Dabei
wurde davon ausgegangen, dass die sehr stark ausgeprigte EPS (Abb. 3-16) wihrend des
Spiilens als Schutzschicht gegen ein mogliches ,,Leaching* der absorbierten Elemente
dient (FLEMMING et al. 2007). Das Spiilen mit filtriertem Umgebungswasser, wie sonst
iiblich (FRIESE et al. 1997, WOELFL et al. 2004a), zeigte durch den hohen gelosten
Salzgehalt keinen Effekt.

aaaaaa

Schliisselstollen

X

O

Schlenze

Abb. 3-14: Einzugsgebiet Mansfelder Land mit den Probenstellen Schliisselstollen
und Schlenze (BABOROWSKI und BOZAU 2006, geédndert)

Im Ergebnis der Untersuchungen konnte fiir die Basisparameter nachgewiesen werden,

dass das Wasser des Schliisselstollens charakterisiert ist durch eine relativ konstante Leit-
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fahigkeit (45,8 mS cm'l), einen Sauerstoffgehalt von ca. 10 mg L'l, einem pH-Wert von
7,4 und ganzjahriger Wassertemperatur von ca. 12 °C (Tab. 3-5). Dies wirkt sich erheb-
lich auf die Wasserbeschaffenheit der Schlenze (Saale-Zufluss) aus. Bedingt durch die
hohe Salz- und Schwermetallfrachten ist sie als Punktquelle im Saaleeinzugsgebiet anzu-

sehen (BABOROWSKI und BOZAU 2006).

Die in Tabelle 3-5 aufgefiihrten Ergebnisse fiir die Nahrstoffkonzentrationen lassen den
Schluss zu, dass die Wasserphase des Schliisselstollens extrem néhrstoffarm ist. Dagegen
wurden in den Proben sehr hohe Konzentrationen von Ca, K, Na, Mg gemessen. Die mit
24,6 mg L' als iiberdurchschnittlich hoch anzusehende Trockenmasse ist mit den hohen
Chlorid- und Sulfatgehalten zu erkldren und stellt in diesem Zusammenhang keinen
Nachweis fiir einen hohen Schwebstoffanteil dar (Abb. 3-15).

Tab. 3-5: Limnologische Begleitparameter der Gewésser Schliisselstollen und

Schlenze (Mai — August, n = 5) (BABOROWSKI und BOZAU 2006,
MAGES et al. 2006)

Ausgang Schliisselstollen Schlenze
x S x Ry
NH,-N [mg L™ 0,20 0,02 0,46 0,49
NO,-N [mg L™ 0,01 0,01 0,32 0,18
NO;-N [mg L™ 4,87 0,09 8,57 0,44
SRP (TP) [mg L™ < 0,003 - 0,36 0,11
Na [mg L] 8.200 603 75 1,6
K [mg L] 43 2 16 1,1
Mg [mg L] 143 5 54 2
Cl[mgL™] 12.800 990 122 3
SO4mg L] 1.790 34 455 13
Ausgang Schliisselstollen Schlenze
pH 7,4 8,3
0, [mg L™ 10,4 8
Trockenmasse [mg L'l] 24.6 33,8
Wassertemperatur [°C] 11,8 15

Leitfihigkeit [mS cm™'] 45,8 1,7
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Demgegeniiber verhilt sich die Wasserphase der Schlenze oberhalb des Schliisselstollen-
zulaufes mit hoher Nihrstoffbelastung und dem vorliegenden Anionen- und Kationenge-

fiige kontrir (Tab. 3-5).

Abb. 3-15: Schwebstoffeintrag der Schlenze (BABOROWSKI und BOZAU 2006,
geidndert)

Die Ergebnisse der Elementkonzentrationen der analysierten Oberflichenwasserproben
von Schliisselstollen und Schlenze (zeitgleich zu den Biofilmen entnommen) sind im di-
rekten Vergleich in Tabelle 3-6 dargestellt. Bereits in der Wasserphase zeigen sich sehr
groBBe Unterschiede einiger Elemente. Obwohl der Schliisselstollen den ehemaligen Kup-
ferabbau entwéssert und die geogenen Gesteinsschichten erhohte Kupfergehalte aufwei-
sen (JANKOWSKI 1995), dominieren in der gelosten Wasserphase vorrangig Pb und Zn.
Die Gehalte von 713 pugL™ bzw. 18 mgL" fiihren zu Anreicherungsfaktoren von
1.400 fiir Pb und 625 fiir Zn. Erhohte Zinkbelastungen mit 126 bis zu 497 ug L' wurden
von den Staatlichen Amtern auch an unterschiedlichsten Grundwasserprobestellen des
Mansfeld-Sangerhduser Bergbaureviers gefunden und bestitigen die extremen Element-
konzentrationen im Filtrat der Wasserproben (GRUNDWASSERGUTEBERICHT
SACHSEN-ANHALT 2001).

Der Kupfergehalt im Schliisselstollen ist mit 326 ug L' gegeniiber den Werten der
Schlenze (31 pg L") um das ca. Zehnfache erhoht und vergleichbar mit dem Verhalten
von Nickel (233 ug L' Schliisselstollen und 29,6 ug L' Schlenze).
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Die Calciumkonzentration im Wasser des Schliisselstollens liegt mit 700 mg L"' im Be-
reich von Referenzwerten fiir das Mansfelder Land. An den Messstellen in Erdeborn
wurden teilweise Konzentrationen von iiber 2 g L' gemessen. Diese Konzentrationen
sind charakteristisch fiir calciumreiche Zech- und Buntsandsteinwisser sowie tertidre
Tiefenwisser. Die in den letzten Jahren insgesamt sinkendenden Calciumkonzentrationen
weisen an einigen Rohwasserstellen noch Belastungen zwischen 24 und 285 mg L™ auf

(GRUNDWASSERGUTEBERICHT SACHSEN-ANHALT 2001).
Wihrend die Elementkonzentrationen im Filtrat der Schliisselstollenwasserproben ein
Ranking von
Ca>Zn>Pb>Cu>Ni>Fe
aufweisen, zeichnet sich die Elementanreicherung normiert auf die Elementkonzentratio-
nen der Schlenze-Filtrate wie folgt ab (Tab. 3-6):
Pb > 7Zn > Cu > Ni > Fe > Ca.
Tab. 3-6: FElementgehalte in der gelosten Wasserphase am Austritt des Schliis-

selstollens im Vergleich zur Schlenze (Mai — August 2005, n =5,
[ng L], mit den entsprechenden Anreicherungsfaktoren (AF) (MAGES

et al. 2006)
Schliisselstollen Schlenze AF
Element Elementgehalte s Elementgehalte s Sczhliuss zgzz)ien

Pb 713 50 0,5 0,01 1.400
Zn 18.000 1.480 28,7 8,7 625
Cu 326 25 31,0 16,4 11
Ni 233 62 29,6 8 8
Fe 202 61 57,8 16,9 3,5
Ca 700.000 51.200 207.000 15.800 34

Vergleiche mit Literaturangaben von Elementkonzentrationen in der Region des Mans-
felder Landes lassen erhohte Elementkonzentrationen in der Wasserphase des Schliis-
selstollens erwarten (SCHRECK et al. 2004, JANKOWSKI 1995). Untersuchungen zum
Konzentrationsverhalten von Elementen aus dem Schliisselstollen iiber die Schlenze in
die Saale wurden von BABOROWSKI und BOZAU (2006) in Messkampagnen von Mai
bis August 2004 durchgefiihrt. Wesentliches Ergebnis dieser Untersuchungen ist die Tat-
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sache, dass bis zum Zufluss in die Saale keine signifikante Verdiinnung des abfiihrenden
Stollenwassers durch den Zusammenfluss mit der Schlenze stattfindet. Mit einem 20fach
hoheren Wassereintrag gegeniiber der Schlenze dominiert der Schliisselstollen die
Schwermetalleintrige. Die Konzentrationen der Elemente wie Pb, Zn, Cu, Ni und Fe vari-
ieren entsprechend der Wasserverhiltnisse punktuell iiber den gesamten Verlauf und in-
nerhalb der Messkampagnen, zeigen aber keinen signifikanten Trend (BABOROWSKI
und BOZAU 2006).

(4) Ergebnisse der Biofilmuntersuchungen

Fiir die Aus- und Bewertung der charakteristischen Eigenschaften der Biofilme wurden

die folgenden Schwerpunkte gesetzt, die im Folgenden im Detail diskutiert werden:

a) Struktur der untersuchten Biofilme im Vergleich

b) Elementakkumulationen in den Biofilmen des Schliisselstollens

a) Die auf natiirlichem Trigermaterial aufgewachsenen Biofilme im Bereich des
Schliisselstollens sind gekennzeichnet durch eine starke rostbraune Fiarbung (Abb. 3-16).
Ungewohnlich ist, dass schon die ,,frischen* Biofilme eine fiir FlieBgewisser untypisch
zdhe und schwammartige EPS aufwiesen (Abb. 3-17). Selbst im getrockneten Zustand
waren die Kavernen der Gaseinschliisse sichtbar (Abb. 3-18). Es kann deshalb angenom-

men werden, dass:

- aufgrund der hohen Elementverfiigbarkeit in der gelosten Wasserphase eine be-

sonders starke EPS als Barriere ausgebildet wurde
- die EPS einen Schutzmechanismus gegen die hohe Stromung aufbaut

- durch die saisonal gleichbleibende Temperatur die Milieubedingungen fiir ein

stiarkeres Dickenwachstum gegeben waren.

Demgegeniiber zeigen die Biofilme der Schlenze, die als Referenzbiofilme dienen, mit
ihrem begrenztem Hohenwachstum eine eher typische Struktur fiir aquatische Biofilme in

Oberflachengewdissern (Abb. 3-19).
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Abb. 3-17: Schwammartiger Frischbiofilm Abb. 3-18: Getrockneter Biofilm mit sicht-
mit sichtbarer EPS baren Kavernen

b

Abb. 3-19: Biofilm der Schlenze (MAGES et al. 2006)
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b) Mit den auf kiinstlichen Aufwuchstrigern gebildeten Biofilmen des Schliisselstol-
lens ergab sich die Moglichkeit, das Sorptionsverhalten einiger Elemente in aufwachsen-
den natiirlichen Biofilmen zu untersuchen. Es ist bekannt, dass die an fest/fliissigen
Grenzfldchen abspielenden Wechselwirkungen als Sorptionsprozesse bezeichnet werden
(CHARACKLIS und MARSHALL 1990). Sorptionsmittel und sorbierter Stoff kénnen
dabei eine chemische Bindung eingehen bzw. anderweitig angelagert werden. Als fiir die
Proben charakteristische Elemente wurden Zn, Cu, Pb und Ni betrachtet. In der Abb. 3-20
sind die Gehalte der Elemente in Abhéngigkeit zur Aufwuchszeitdauer dargestellt. Vier
Wochen nach dem Ausbringen der Triger wurden die ersten Proben analysiert. Signifi-
kante Unterschiede im Akkumulationsverhalten konnten bereits in dieser Wachstumspha-
se nachgewiesen werden. Im Vergleich mit der im Filtrat nachgewiesenen Elementkon-
zentration (von Zn iiber Pb und Cu bis zum Ni abnehmend) wird deutlich, dass die
Absorption nicht nur von der Elementkonzentration im Oberfldchenwasser abhingt, son-
dern wesentlich von der Verfiigbarkeit freier Sorptionsplitze (FLEMMING 1996). Wih-
rend Pb und Ni bereits zu Beginn relativ stark absorbiert wurden, erfolgte die Aufnahme
fiir Zn und Cu eher verhalten. MEYLAN et al. haben 2003 in ihren Untersuchungen zur
Elementakkumulation in Algenbiofilmen dagegen nachgewiesen, dass Algenbiofilme be-
reits nach kurzer Kontaminationszeit sehr schnell die Metalle Cu und Zn akkumulieren

und langsam wieder an das Medium abgeben.

Untersuchungen einer Beprobung nach weiteren 14 Tagen Wachstum lassen den Schluss
zu, dass die Elementakkumulation einer starken Dynamik unterliegt. Ein relativ schneller
Abfall der Pb- und Ni-Gehalte verlief zugunsten der Zn- und Cu-Akkumulation. Das Pla-
teau wurde fiir alle Sorptionen nach weiteren 14 Tagen Verweilzeit im Gewisser erreicht.
Anschlieende Probennahmen zeigten keine weiteren signifikanten Veridnderungen. Fiir
Pb wurde unabhiingig von der Depositions- bzw. Aufwuchszeit eine sehr hohe Akkumula-
tion im Biofilm nachgewiesen. Ausgehend von einer Pb-Konzentration von 713 ug L™ in
der Wasserphase (Tab. 3-6) und dem Vergleich mit den analysierten Bleigehalten im Bio-
film von 127 bis 531 mg g (Tab. 3-7), wird das temporire maximale Akkumulationspo-

tential mit Anreicherungsfaktoren bis zu 750.000 deutlich.
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Abb. 3-20: Sorptionseffekte ausgewdhlter Elemente in saisonalen Biofilmen des
Schliisselstollens

Im Vergleich dazu wurden in den Biofilmen der Schlenze-Probenstelle, die als Referenz-
standort diente, relativ geringe Elementgehalte nachgewiesen (Tab. 3-7). Bezogen auf die
Ergebnisse dieser Referenzbiofilme konnten fiir die Elementgehalte der Schliisselstollen-
Biofilme die in Tab. 3-7 aufgelisteten Anreicherungsfaktoren berechnet werden. Wihrend
sich die Anreicherung fiir Fe, Ni und Zn zwischen 4 und 20 bewegt, liegt sie fiir
Cu bei 156 und erhoht sich fiir Pb sogar auf den Faktor 2.360. Einzige Ausnahme bildet
der Ca-Gehalt in den Biofilmen der Schlenze. Mit einem mittleren Gehalt von 100 mg g™
korreliert das Ergebnis nicht mit dem Ca-Gehalt in der Wasserphase von 207 mg L™
(Tab. 3-6). Einerseits besteht die Moglichkeit, dass bedingt durch die geringe Verfiigbar-
keit an den gelosten Elementen Pb, Zn, Cu und Ni ein Grofteil der freien Sorptionsplitze
durch Ca belegt wird (FLEMMING 1996). Ein weiterer Aspekt konnte das erhohte Vor-
handensein von Diatomeen in der Schlenze sein, die durch partikulidre Einbindungen den
Ca-Gehalt beeinflussen wiirden. Inwieweit auch das Vorhandensein von Gipskristallen,
bezeichnet als ,,Mansfelder Gips®, den Ca-Gehalt im Biofilm beeinflusst, wurde nicht

niher untersucht (ARBEITSKREIS KLIMA UND NATURGEFAHREN 2010).
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Tab. 3-7: Ausgewihlte Elementgehalte in Abhéngigkeit von der Aufwuchszeit der
Biofilme im Schliisselstollen, im Vergleich zu den Elementgehalten der
Biofilme der Schlenze [ug g™'], mit den entsprechenden Anreicherungs-

faktoren (AF)

Proben- Schliisselstollen Schlenze AF
nahme ¢ 22005 2282005 592005 122006 732006 8.8.2005
Element

Pb 531.000 361.000  137.000 143.000  127.000 110 2.360
Cu 2320 7.600 8760  10.200  8.300 475 156
Zn 5530 10200 10400  13.400  11.000 500 20
Ni 326 229 109 12 102 24,9 7
Fe 20500  69.400 72300  67.300  58.400  13.300 4
Ca 18.100 18.800  21.200  19.400  22.600  105.000 0,2

Basierend auf den Elementgehalten der Schlenze-Biofilme und den Elementbereichen der
analysierten Biofilme im Schliisselstollen wurden die in Tabelle 3-7 angefiihrten Anrei-

cherungsfaktoren berechnet. Daraus resultiert ein Ranking der Anreicherung wie folgt:
Pb > Cu>Zn > Ni > Fe > Ca.

Bezugnehmend auf die Anreicherung von der Schlenze zum Schliisselstollen entspricht
dieses Ranking, ausgenommen bei Zn und Cu, den Angaben in der Wasserphase
(Tab. 3-6) und den Reaktorversuchen von JANG et al. 2001. Sie analysierten, allerdings
selektiv in der EPS, eine Akkumulationsfolge von Cu > Pb > Ni.

3.2.2.2 Grof3skalige Ldangsprofiluntersuchungen an der Tisza, Ungarn

(1) Problemstellung

Infolge starker Regenfille kam es im Januar und Mirz 2000 zum Dammbruch von Riick-
haltebecken jeweils einer Gold- und Bleimine im Nordosten Ruméniens. In deren Folge
wurde die Tisza im Januar 2000 mit 100.000 m’ Zyanid- und schwermetallhaltigem Ab-
wasser iber die Szamos belastet. Im Mirz 2000, nach einem erneuten Dammbruch in
Baia Borsa, wurden mit 150.000 m® Schlamm und Sediment Schwermetalle wie Cd, Pb,
Cu und Zn im oberen Einzugsgebiet der Tisza eingetragen (SOLDAN et al. 2001,
KRAFT et al. 2003).



54 3 EXPERIMENTELLER TEIL ZUR ELEMENTBESTIMMUNG IN BIOLOGISCHEN PROBEN

Der toxische Einfluss auf benthische Organismen wie Fische und Periphyton wurde 2000
von SALYT et al. nachgewiesen. Inwieweit durch die erhohten Metallgehalte sowohl in
der Wasserphase als auch im Sediment eine langzeitwirksame Bioakkumulation stattge-
funden hat, wurde im Folgenden in Biofilmen untersucht. Wihrend der Probenkampag-
nen in den Jahren 2000 und 2002 wurden umfangreiche Biofilmproben entnommen. Auf-
grund der unterschiedlichen Wasserstidnde (leichtes Hochwasser im Herbst 2002) konnte

das Probenmaterial nicht iiberall an den gleichen Stellen entnommen werden.

(2) Untersuchungsgebiet

Mit einer Gesamtfldache von ca. 157.000 km? und einer Gesamtldange von 966 km zéhlt die
Tisza mit ca, 5,6 % des Gesamtabflusses zu den groten Donauzufliissen. Das Einzugs-
gebiet der Tisza verteilt sich auf fiinf Linder (Ukraine, Ruménien, Slowakei, Ungarn und
Serbien). Wihrend der Oberlauf durch die Karpaten geprédgt wird, weisen die mittlere und
untere Tisza einen typischen Tieflandcharakter aus. Die in Ungarn gelegene ,,Mittlere
Tisza® mit den groten Zufliissen (Szamos, Bodrog, Zagyva, Harmas-Ko6ros und Maros)
sowie ein Teil der ,,Unteren Tisza* bis zur serbischen Grenze nehmen mit 28,6 % den
zweitgroBten Flachenanteil ein. Dabei liegen ca. 25 % in der grofen ungarischen Tiefebe-
ne. Die Nebenfliisse der Tisza unterscheiden sich in ihren hydrogeographischen Charakte-
ristiken, in Form, Lage, Grof3e und auch in der Bodenbeschaffenheit und Landbedeckung
wesentlich voneinander (TISZA RIVER PROJECT 2003). National als auch international
werden groBe Anstrengungen unternommen, das einzigartige Okosystem der Uferfeucht-
gebiete des Tisza-Einzugsgebietes, mit seiner teilweise endemischen Artenvielfalt von

Flora und Fauna, zu schiitzen und zu revitalisieren.

In der Abb. 3-21 ist der Verlauf der Tisza mit den entsprechenden Probenstellen darge-
stellt. Das Beprobungsgebiet liegt im norddstlichen Teil Ungarns. Die Probenstelle S 1
befindet sich an einem Altarm der Szamos, dessen Ergebnisse den Referenzzustand dar-
stellen und entsprechend verwendet wurden. An den Probenstellen S 2 und S 3 fiir die
Szamos sowie T 1 fiir die Tisza wurden jeweils Proben vor dem Zusammenfluss der Fliis-
se entnommen. Direkt in Tokaj (T 2) wurde die Tisza nach der Durchmischung beider
Fliisse beprobt. T 3 wurde in Tiszakeszi beprobt. Die folgenden Stellen T 4 und T 5 be-
finden sich am Tisza-Stausee. Wihrend T 4 unmittelbar am dufleren Becken liegt, befin-

det sich die Probenstelle T 5 oberhalb der Staumauer ca. 500 m von dieser entfernt.
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Abb.3-21: Probennahmestellen im Verlauf der Tisza, mit dem Zufluss der Szamos,
Probenahme 2002 (MAGES et al. 2004b, geidndert)

(3) Probennahme

Unter Beachtung der in Kap. 2.4.3 aufgefiihrten Kriterien zur Vermeidung bzw. Reduzie-
rung von Kontaminationen erfolgte die Entnahme der Biofilme an ausgesuchten Stellen
und differenzierten Trigermaterialien, wie Steine, Holzteile, Gummireifen oder Metall-
oberfldchen. Biofilme, die eine bereits sichtbare Sedimentationsschicht aufwiesen, wur-
den direkt mit filtriertem Umgebungswasser (Celluloseacetat, Porengrof3e 0,2 um, Sarto-
rius, Deutschland) gespiilt und grobe Verunreinigungen entfernt. Das Probenmaterial
wurde in PTFE-Behilter (7 mL, Savillex, USA) iiberfiihrt und fiir den Transport in fliissi-
gem Stickstoff gelagert.

(4) Methoden und Analytik

Die gefrorenen Proben wurden im Labor in einer Gefriertrocknungsanlage (Alpha 1,
Christ, Deutschland) getrocknet (-20 °C). Das gesamte Probenmaterial (teilweise
nur 500 ug) wurde in PTFE-Behiltern mit konischem Boden (Savillex, USA) mittels
Mikro-Pistill homogenisiert. 300 — 500 ug Probenmaterial wurden auf einer Ultra-
Mikrowaage (S4, Sartorius, Deutschland) gewogen und wiederum in PTFE-Behilter
(7 mL) tiberfiihrt (Differenzwédgung). Nach der Zugabe von 1,5 mL HNOj3 (65 %, supra-

pur, Merck, Deutschland) und 50 ng Ga (interner Standard) wurden die Gefille mit einem
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Spezialschliissel verschlossen. Der Aufschluss erfolgte mittels Mikrowelle (MARS 5,
Firma CEM, Deutschland), in Spezialbehiltern fiir Mikroproben. Bei einer Leistung von
300 W und einem Druck von 0,5 bar war eine Haltezeit von 10 min ausreichend. Zur
Qualitédtskontrolle wurde nach dem gleichen Prozedere zertifiziertes Referenzmaterial

(Plankton CRM 414, BCR®) aufgeschlossen.

Die Analysierung mit der TXRF erfolgte nach den Ausfithrungen in Kapitel 3.1.
(5) Ergebnisse der grofiskaligen Lingsprofiluntersuchungen

Die Analysenergebnisse der natiirlich gewachsenen Biofilme der Fliisse Szamos und Tis-
za sind in Tabelle 3-8 aufgelistet. Mit erhohten Elementakkumulationen deuten sie auf
eine erhebliche Belastung hin. Besonders deutlich wird die Schadstoffbelastung der Sza-
mos an den Probenstellen S 1 und S 3 im Vergleich zu S 2, einem unbelasteten Altarm der
Szamos. Dieser Altarm diente fiir alle Untersuchungen als Referenzstelle, da es hier zu
keinerlei Kontaminationen durch den Dammbruch kam. Die Unterschiede der Element-
gehalte zu den beiden folgenden Probenstellen liegen teilweise im Bereich von 2 Grof3en-
ordnungen (z.B. Zn mit einem Faktor von 145). Erhohte Elementgehalte im Vergleich zu

S 2 wurden auch fiir Cu (Faktor 25), As (Faktor 12) und Cr (Faktor 9) nachgewiesen.

Aufgrund ungiinstiger Probennahmbedingungen wurde der Biofilm an der Probenstelle
S 1 an einem Eisenboot entnommen. Damit verbunden sind erhdhte Cr, Fe und Zn Gehal-
te. Der erhohte Bleigehalt resultiert vermutlich aus Altanstrichen (Bleimennige als Korro-
sionsschutz). Fiir eine weitere Aus- und Bewertung ist diese Probe deshalb nicht geeignet
und ist ein Beweis fiir ein ungewolltes Kontaminationsrisiko. Die Ergebnisse werden
durch die signifikanten Unterschiede zu den Biofilmen vom Aufwuchstriger Stein (S 3)

bestitigt.

Die Variabilitidt von K, Ca und Sr ist charakteristisch fiir den geogenen Hintergrund an
den einzelnen Probenstellen und weist an S 1 und S 3 keine signifikanten Unterschiede

auf.

Die Abb. 3-22 zeigt den hohen Schwebstoffgehalt der Szamos wihrend des Zusammen-
flieBens beider Fliisse. Nach der Vermischung (T 2) wurden fiir die Elemente Mn, Cu, Zn
und As wesentlich geringere Elementakkumulation gefunden. Fiir Cr hingegen konnte
eine Erhohung festgestellt werden. Die Elemente Fe, Ni und Pb zeigten nur marginale

Verdnderungen. Diese unterschiedlichen Konstellationen der Akkumulation zeigten sich
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auch an den folgenden Probennahmestellen T 3 - T 5. Teilweise kam es immer wieder zu
den unterschiedlichsten An- bzw. Abreicherungen, die auf keine Synergie hinweisen. Geht
man bei den Biofilmen von heterogenen biologischen Gefiigen aus, sind diese Abwei-
chungen als natiirlich einzustufen. Abhingig von der Bioverfiigbarkeit der Elemente, den
freien Sorptionsplitzen, der heterogenen Verteilung von Mikrokolonien im Biofilm und
den saisonalen Milieubedingungen verlduft das Akkumulationsverhalten sehr differenziert

(CHARACKLIS und MARSHALL 1990).

Abb. 3-22: Zusammenfluss Szamos und Tisza, mit sichtbar hohem Schwebstoffein-
trag tiber die Szamos

Der hohe Zn-Gehalt an der Probenstelle T 2, mit 4.780 ug g'l, lasst sich einer bekannten
Kontaminationsquelle zuordnen. Das Abtragen des Biofilmes erfolgte von einer Gummi-
matte eines Ponton, die ein reiches Biofilmwachstum aufwies. Unter Beachtung aller Vo-
raussetzungen fiir die Vermeidung von Kontaminationen wihrend der Probengewinnung
konnte ein geringer Gummiabtrag nicht vermieden werden. Nach Literaturrecherchen
resultiert der hohe Zinkgehalt aus dem Vulkanisierungsprozess wihrend der Gummipro-
duktion, bei dem Zinkoxid als Hilfsstoff eingesetzt wird (OHNESORGE und
WILHELM 1991).



Tab. 3-8: Mittlere Elementgehalte (x) und Standardabweichungen (s) der grofiskaligen Langsprofiluntersuchungen an der Tisza,
Probennahme 2002, n = 3, s = Standardabweichung [pg g'] (MAGES et al. 2004a)
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Proben- Gyortelek Szamossalyi Olecsva Tiszaadony Tokaj Tiszakeszi Tiszavalk Kiskore

ort Altarm-Szamos Szamos Szamos Tisza Tisza Tisza Tisza-Stausee Tisza-Stausee

Code- 52 51 S3 T1 T2 T3 T 4 TS

Nr.
Substrat Holz Eisenboot Stein Stein Gummi Eisenboot Aluminium Stein
Element X s x s X 5 x s X 5 x 5 x s x s
K 17.400  1.000 5.450 110 8.910 4.130 13.000  2.400 11.000 200 13.600  4.000 19.600 500 15.000 800
Ca 87.400 300 28.400 600 31.900 3200 13200 1300  19.800 500 21.400 800 25.100 400 34200 6.700
Cr 10.4 1,1 96,7 6,5 34,7 103 73,6 6,1 56,0 12,6 72,5 9,3 <30 72,6 10,0
Mn 1.900 30 13.400 200 10.700 1.000 2,730 210 2.230 40 2.810 110 27.100 300 1.350 160
Fe 6.580 600 47.100 500 26.900 700 27.400 800 28.800 400 34300 700 10.700 100 31.500 1.100
Ni 19.3 0,8 64,7 1,5 75,1 47 64,1 2,0 36,9 4,7 472 0,8 14,4 2,7 40,4 3,5
Cu 8,21 1,05 209 0 228 17 83.3 8,6 63,0 2,2 82,4 0,5 19,7 4.3 53,7 3,7
Zn 38,5 1,9 5570 50 2.430 160 751 36 4780 80 535 18 88,7 2,9 213 15,0
As 7,94 1,07 96,1 1,8 99,0 1.9 246 1.3 31,8 3,7 30,8 0,4 42,1 1,7 21,1 1,9
Sr 266 1 150 4 191 156 171 78 89.4 2,9 106 30 90,2 2,1 166 38,0
Pb 12,5 1,3 217 6 72,6 103 57,0 7.4 46,9 5.3 65,6 1,6 8,3 3.4 29.3 4,0

) > ] H] H] > H > > > >
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Der saisonale Vergleich der Elementakkumulation zu unterschiedlichen Beprobungszeiten
wird in Tabelle 3-9 ersichtlich. Mit Ausnahme von Cu an den Stellen S 3, T 2 und As an
T 5, weisen alle Elemente eine deutliche Erhohung von 2000 zu 2002 auf. Als Ursache
kommt in Frage, dass 1) die Spurenelemente mit dem Sediment flussabwirts transportiert
worden sind, ii) in Abhéngigkeit von der Biofilmstruktur, den Transportmechanismen und
der Anhaftung der Biofilme (vertikal oder horizontal) unterschiedliche Akkumulationen,
z.B. differenzierte Sedimentation auf horizontalen Biofilmen, erfolgen (CHARACKLIS
und MARSHALL 1990) und iii) abhéngig von dem saisonalen Wachstum (2000 Sommer,
2002 Herbst) Austauschmechanismen stattfanden. Letztere Annahme wiirde die Desorpti-
on der Elemente K, Ca und Sr zugunsten der Elementanreicherung vermuten lassen. Auch
der unmittelbare Vergleich der Bioverfiigbarkeit der Elemente und den verfiigbaren Sorp-
tionsplédtzen konnte hier eine wesentliche Rolle spielen (FLEMMING 1996). Resiimie-
rend miissen bereits bei der Beprobung von Biofilmen alle signifikanten Umgebungsbe-
dingungen beachtet und dokumentiert werden damit fiir die Auswertung fundierte

Angaben zur Verfiigung stehen.
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Tab. 3-9:  Saisonaler Vergleich der Elementgehalte in Biofilmproben von Szamos und Tisza der Probenkampagnen 2000 und 2002 [ug g™']
(MAGES et al. 2004a)

Jahr  Probenort Proben- K Ca Cr Mn Fe Ni Cu 7n As Sr Pb
stelle

2000 16.100 42900 78,0 7.010 24.800 59,0 261 1.520 77.0 206 680
Olecsva S3

2002 8.910 31.900 34,7 10.700 26.900 75,1 228 2.430 99.0 191 72.6

2000 1.130 10300 103 4270  4.050 175 118 195 183 36,1 10,1
Tokaj T2

2002 11.000 19.800 56,0 2.230 28.800 36,9 63.0 4780 31.8 89.4 46,9

2000 28900 13.500 79,0 1.920 23.800 35,2 38.0 157 27.6 188  56.5
Tiszavalk T4

2002 13.600 21.400 72.5 2.810 34.300 472 82.4 535 30.8 106 65,6

2000 27300 35900 76,0 780 22.900 34,9 35.6 151 38.2 190 23,4
Kiskore T3

2002 15.000 34200 72.6 1.350 31.500 404 53.7 213 21.1 166 293

2 2 2 2 2
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3.3 Elementanreicherung in Zooplanktonproben

In der Nahrungskette aquatischer Systeme nimmt Zooplankton als Filtrierer von Phyto-
plankton und der damit verbundenen Aufnahme und Anreicherung von Elementen eine
wichtige Rolle ein. Bereits in niedrigen Konzentrationen konnen einzelne Elemente schi-
digende und toxische Auswirkungen auf aquatische Organismen haben. Im folgenden
Kapitel wurde untersucht, inwieweit die Elementbestimmung in einzelnen Individuen
moglich ist und modifiziert werden kann. Die Anwendung der portablen TXRF-Technik

ermoglichte die praktische Uberfiihrung der entwickelten Methoden bei Feldeinsitzen.

3.3.1 Methodenentwicklung zur Elementbestimmung in Einzelindividuen

(Krebstiere - Crustacea)
(1) Problemstellung

Fiir die Bewertung aquatischer 6kologischer Systeme spielt das Zooplankton als unteres
Bindeglied der Nahrungskette eine relevante Rolle. Standard ist nach wie vor der
»Daphnien-Test“, der als Biotest fiir 6kotoxikologische Bewertungen verwendet wird. Er
gibt Auskunft iiber die zeitlichen Uberlebensraten in Abhiingigkeit verschiedener Schad-
stoffkonzentrationen. Eine Elementanreicherung in einzelnen Individuen wird dabei auBBer
Betracht gelassen. Aber genau diese Aussagen sind fiir einzelne Ereignisse, wie Havarien,
bei denen eine ,,Task Force* direkt vor Ort notwendig ist, von besonderer Bedeutung. Die
Anwendung von Biotestverfahren und hier speziell der Daphnien-Test, setzen eine Ver-
suchszeit von 24 — 48 h bei 20 + 2 °C voraus (STREIT 1994). Dieser Zeitfaktor kann bei
Havarien im Umweltbereich zu hoch sein. Eine schnelle Analyse in Einzelindividuen,

teilweise direkt im Havariebereich, konnte als Alternative zur Anwendung kommen.

Hinzu kommt, dass Elementbestimmungen in Zooplanktonproben in wissenschaftlichen
Publikationen ausschlieflich in Sammelproben analysiert wurden. Dabei konnten keine
direkten Aussagen iiber das Akkumulationsverhalten einzelner Individuen einer Art ge-
troffen werden. So separierten CHEN et al. (2000) Zooplankton iiber aufwendige Filtrati-
onstechniken und schlossen anschliefend das Probenmaterial inkl. Filter auf. Dieser An-
satz, mit aufwendigen unterschiedlichsten Pridparationsschritten, birgt zusitzlich immer
wieder die Gefahr nicht erkannter Kontaminationen. Weitere Autoren verwendeten Ein-
waagen von 10 bis 200 mg, um fiir die Anwendung von AAS und ICP-OES ausreichend
Probenlosung zur Verfiigung zu haben. Teilweise konnten mit der AAS nur Einzelelemen-

tanalysen durchgefiihrt werden und die klassische Probenvorbereitung beinhaltete zusitz-
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liche Arbeitsschritte, wie aufwendige Aufschliisse in der Mikrowelle (CLASON und
ZAUKE 2000, KAHLE et al. 2003). Die nachfolgende Methodenentwicklung soll fiir die
Anwendung der TXRF eine bisher wenig beachtete Moglichkeit der Differenzierung zur
Elementbestimmung in Einzelindividuen, bzw. generell in biologischen Proben mit gerin-

gen Einwaagen, bieten.

(2) Methoden und Analytik
Fiir die Bestimmung von Elementgehalten in Einzelindividuen von Crustaceen (Daphnia
pulex) wurden zwei unterschiedliche Préaparationstechniken entwickelt (Abb. 3-23):

- ,,Dry“~Methode (,,Trocken“—Methode), geeignet fiir klassische Labormessungen
und

- ,,Wet‘“~Methode (,,Nass“—Methode), geeignet fiir Schnellbestimmungen im Feld

Probennahme
,, Wet “ Methode ) E‘\( ”D'y “ Methode )
Spiilen mit filtriertem Spiilen mit filtriertem

Oberfldchenwasser (0,2 pm) Oberﬂéichenvlvasser (0,2 pm)

Transport in fliissigem Stickstoff

Gefriertrocknung

Entfernung Spiilwasser I

Einwaage der einzelnen Daphnia (10-50 pg)

+ 5 ul 0,2 pm lakewater

+ HNO, |
& Trocknung auf der Heizplatte &

+ int. Standard Ga
Messungen mit der TXRF Messungen mit der TXRF

Abb.: 3-23: Priparationstechniken der ,,Wet*“ — und ,,Dry*“-Methoden (MAGES et al.
2001, gedndert)

Die Probenahme erfolgte mit einem metallfreien Netz fiir Zooplankton (Durchmes-
ser: 20 cm; Maschenweite: 200 um). Die Proben wurden bei 4 °C im Umgebungsmedium

gelagert und im Labor umgehend weiterverarbeitet. Wie in Abbildung 3-23 ersichtlich,

wurde das Probenmaterial von der anhaftenden Matrix durch Spiilen mit filtriertem Um-
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gebungswasser (0,2 um Spritzenvorsatzfilter, Celluloseacetat, Sartorius) ,,gereinigt”. Um
den Stressfaktor fiir das Zooplankton zu minimieren und ein Ausschwemmen akkumulier-
ter Elemente zu verhindern wurde dieser Arbeitsschritt schonend durchgefiihrt. Die Ver-
wendung von Reinstwasser hitte sofort zu osmotischen Druckverdnderungen innerhalb
der Crustaceen bzw. in den Zellen und somit zu einem Ausschwemmen der Elemente

gefiihrt (ATKINS und De PAULA 2005).

Das Probenmaterial wurde fiir die nachfolgenden Methodenentwicklungen wie folgt auf-

geteilt:
»»Dry“~Methode

Fiir die ,,Dry“—Methode wurde das Zooplankton bei -40 °C gefroren und gefriergetrock-
net (Christ, Alpha 1). Aus dem getrockneten Zooplankton wurden mit Hilfe eines Stereo-
mikroskops (Stemi 11, ZEISS) Daphnia pulex taxonomisch bestimmt, selektiert und mit

metallfreien Pinzetten von anhaftenden Verunreinigungen gesiubert.

Auf einer Ultramikrowaage S 4 (Empfindlichkeit 0,1 pg, Sartorius, Deutschland) wurde
das Trockengewicht bestimmt und nach der folgenden Formel iiber die relative Luft-

feuchtigkeit korrigiert (BERBEROVIC et al. 1989, BERBEROVIC 1990).

DW
DWo(ugind')=———> (6)
(g ) 1+ AH_*CF

DW,(ug ind’):  Trockengewicht pro Individuum, extrapoliert auf 0% Luftfeuchtigkeit

DW,: Trockengewicht
AH,: relative Luftfeuchtigkeit wihrend der Wigung
CF: empirischer Korrekturfaktor (0,00293 + 0,00013)

Die Luftfeuchtigkeit schwankte zwischen 33,1 % und 44,3 %.

Die Trockengewichte der Daphnien bewegten sich in einer GroBenordnung von 3 bis
40 ug. Die gewogenen Daphnien wurden auf Quarzglasprobentrigern zentriert aufgetra-
gen, mit 5 uL. Reinstwasser fixiert und luftgetrocknet. Nach der Zugabe von 5 uL HNO;
(suprapur, Merck, Deutschland) incl. 5 ng Gallium als internen Standard, erfolgte der
Aufschluss auf einer Heizplatte bei 80 °C. Die Messungen wurden mit der stationédren

TXRF 8030 C durchgefiihrt.
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,s Wet‘“~Methode

Fiir die Prédparation nach der “Wer’-Methode wurde das Zooplankton luftgetrocknet,

Daphnia pulex selektiert und wie oben beschrieben gesdubert.

Mittels Mikroskop (ZEISS Axioplan II) wurden bei einer 25-fachen Vergroferung unter
Verwendung eines Bild-Analyse-System (Kontron, ZEISS) die Korperldngen der einzel-
nen Daphnien vermessen. Das Trockengewicht wurde schlieflich iiber die zuvor be-
stimmte ,,Korperlingen — Trockengewichts — Relation* nach WOLFL (1995; n = 130)

ermittelt.

DW, (ugind’)=a *L" (7)

DW,(ug ind”): Trockengewicht pro Individuum, extrapoliert auf 0% Luftfeuchtigkeit
L: Korperlinge (mm)

a und b: Regressionskoeffizienten

Vergleichende Liangenmessungen des einzelnen Probenmaterials zeigten, dass die nassen
und luftgetrockneten Daphnien ein 3 % geringeres Langenmal als die gefriergetrockneten
Proben aufwiesen und iiber den Korrekturfaktor f entsprechend korrigiert werden muss-

ten.

Daraus resultierend wurde das endgiiltig korrigierte Trockengewicht wie folgt ermittelt

(8):

DWkorr (ug) = DWunkorr (ug) * f (®)

DWkorr: korrigiertes Trockengewicht [ug]
DWunkorr: unkorrigiertes Trockengewicht [ug]
f empirisch ermittelter Korrekturfaktor (1,0816).

Die weitere Probenpriparation erfolgte analog der ,,Dry*“-Methode.
(3) Qualitdtssicherung durch die Ermittlung der Wiederfindungsrate

Zur Validierung wurde sowohl das zertifiziertes Referenzmaterial als auch das verwende-
te Probenmaterial einbezogen. Die Verifizierung der Prédparation und Analysierung von
Zooplanktonproben als Einzel-Individuen erwies sich allerdings als sehr kompliziert,
wenn erst, wie bei QUEVAUVILLER et al. (1993a) angegeben, Mindesteinwaagen von

500 pg reproduzierbare Ergebnisse bringen.
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Wiihrend fiir die Analyse von Probenmaterialien mit gro3erer Einwaage, z.B. von Biofil-
men, der Aufschluss in separaten Gefdflen erfolgt und somit zertifiziertes Referenzmateri-
al dem gleichen Prozedere wie den Proben unterzogen werden kann (Kapitel 3.1.2), er-
folgte der Aufschluss des Zooplankton als Einzelindividuum direkt auf dem Probentréiger.
Die Uberpriifung der Richtigkeit der gesamten Priparationsschritte, einschlieBlich der
Mikroaufschliisse auf dem Triager und letztendlich die Reproduzierbarkeit der Messungen
mit zertifiziertem Material in Analogie zu den realen Proben bildeten die Grundlage fiir
die Methodenvalidierung.

Folgende Moglichkeiten der Kontrolle fiir die Praparation von Zooplankton kamen zur

Anwendung:

a) Aufstockungen von Einzelindividuen mit einem Element-Mix

(Standardaddition)

b) Direkte Prédparation und Aufschluss von zertifiziertem Referenzmaterial auf

Quarzglastragern und anschlieende Aufstockung mit einem Element-Mix
¢) Standardlose Quantifizierung iiber zertifizierten Zn-Gehalt

Der Ablauf der Priparation dieser Moglichkeiten erfolgte nach folgenden differenzierten

Schemen:
zua)  Aufstockungen von Einzelindividuen mit einem Element-Mix (Standardaddition)

Einzelindividuen von Daphnia (14,1 — 33,8 ug Trockengewicht, n = 10), nach der
»Dry“-Methode analysiert, wurden mit einem Standardmix der Elemente K, Ca, Cr, Mn,
Fe, Ni, Cu, Zn, Sr, Pb aufgestockt und nochmals mit der TXRF analysiert. Die Differenz

beider Messungen ergab die Wiederfindungsraten der aufgestockten Elemente.

Die Wiederfindungsrate (WFR) errechnet sich bei dieser Anwendung wie folgt:

Dy

WFR=—— 9)
D, *100
WFR: Wiederfindungsrate (5)
Ds: Differenz Elementgehalt Daphnia und Mix (4)
AEjs: Absolute Elementgehalte Mix (1)

Dyig: Elementgehalt pro Daphnia (3)
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In Tabelle 3-10 sind neben den absoluten Elementgehalten im Element-Mix (1) und be-
zogen auf den Element-Mix pro Daphnia (2), der gemessene Elementgehalt in den Ein-
zelindividuen Daphnia pulex (3) und in den aufgestockten Daphnia pulex abziiglich Ele-
ment-Mix (4) dargestellt. Die Wiederfindungsrate der einzelnen Elemente wurde ermittelt

und in Tab. 3-10 unter (5) aufgefiihrt.

Mit Ausnahme von Cu (120 %) und Ni (80 %) variieren die Wiederfindungsraten der ana-
lysierten Elemente zwischen 102 und 111 %. Die relativ groen Abweichungen von Cu
und Ni kénnen mit der Anndherung an die Bestimmungsgrenzen fiir diese Probenmatrix

begriindet werden.

Tab. 3-10: TXRF-Analyse von Einzelindividuen von Daphnia pulex (Laja See,
Chile, 14,1 - 33,8 ug Einwaage pro Einzelindividuum, n = 10), aufge-
stockt mit einem Element-Mix von K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Sr und
Pb (MAGES et al. 2001)

Element-Mix Daphnia pulex
(1) (2) 3) 4) )
Element Abs. Ele- Element-  Element- Differenz Ele- Wiederfin-
mentgehalt mix pro gehalt pro mentgehalt dungsrate
Mix Daphnia Daphnia Daphnia und Mix (WFR)

[ng] ugg'l wgg'l ugg'l [%]
K 26 1.470 9.200 9.580 104
Ca 108 6.090 45.600 46.700 102
Mn 2,6 145 63 70 111
Fe 9,7 546 429 444 104
Ni 0,25 14 7,7 6,1 80
Cu 0,22 13 8,5 10,2 120
Zn 0,22 159 120 130 108
Sr 2,4 134 126 133 105

Pb 0,28 16 6,7 7,3 109
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zub)  Direkte Priparation und Aufschluss von zertifiziertem Referenzmaterial und an-
schliefiende Aufstockung mit einem Element-Mix
Als geeignetes zertifiziertes Referenzmaterial wurde CRM 414 ausgewihlt. Dieses Refe-
renzmaterial besteht zu > 97 % aus Daphnia magna (BERBEROVIC 1990). Das Pro-
benmaterial wurde auf einer Ultramikrowaage (S4, Sartorius) im Bereich von
12,3 - 51,9 ng auf Wigepapier gewogen und moglichst zentriert auf Quarzglasprobentri-
ger iiberfiihrt. Das Wigen und Uberfiihren zeigte sich auf Grund der statischen Aufladung
des Materials als sehr aufwendig und fehlerbehaftet und musste mehrfach wiederholt

werden.

Die Gewichtsermittlung erfolgte durch Differenzwigung. Analog dem Mikroaufschluss
fiir einzelne Daphnia pulex wurde das auf den Triagern iiberfiihrte Referenzmaterial mit
10 uL HNO; (suprapur, Merck, Deutschland) und 5 ng Gallium als internen Standard,
direkt auf einer Heizplatte bei 100 °C aufgeschlossen. Nach dem Messen mit der TXRF

wurden die Trdger mit einem Element-Mix aufgestockt und wiederholt gemessen.

In Tabelle 3-11 sind die Ergebnisse der direkten Préaparation und des Aufschlusses von
zertifiziertem Referenzmaterial und anschlieender Aufstockung mit einem Element-Mix

mit den entsprechenden Wiederfindungsraten aufgelistet.

Geht man davon aus, dass nur ca. 5 % der von QUEVAUVILLER et al. (1993a) empfoh-
lenen Einwaage fiir eine signifikante Wiederfindung eingesetzt wurden, sind die Wieder-
findungsraten zwischen 86 und 119 %, mit Ausnahme von Cr mit 141 %, akzeptabel. Zu
beriicksichtigen ist auch der aufwendige Transfer auf den Probentriger. Wihrend das
Probenmaterial aus ,,nur” einem Individuum besteht, in diesem Fall einer einzelnen
Daphnia pulex, liegt das Referenzmaterial fein homogenisiert vor. Damit kann fiir das
Element Cr angenommen werden, dass aufgrund seiner Bindungsform innerhalb der Pro-
benmatrix stark ausgeprédgte Inhomogenititen vorliegen. Ein weiterer nicht zu vernachlés-
sigender subjektiver Fehler ist der gesamte Prozess der Einwaage, bei dem es trotz Ein-

haltung der Qualitétssicherung zu Materialverlust kommen kann.
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Tab. 3-11: TXRF-Analyse von zertifiziertem Referenzmaterial CRM 414 (Einwaa-
ge 12,3 - 51,9 pg), aufgestockt mit den Elementen K, Ca, Cr, Mn, Fe,
Ni, Cu, Zn und Sr (MAGES et al. 2001)

Zertifizierte Refe- mit Element-Mix
renzwerte Element-Mix aufgestocktes
CRM 414 Referenzmaterial

Mittelwert + Absoluter Elementgehalt Differenz Element- Wiederfin-

Ele- Standardabwei-  Element-  bezogen auf gehalt Ref.Mat. -  dungsrate
ment chung gehalt Einwaage Mix (WFR)
ngg'l [ng] wgg'l ngg'l (%]

K 7.550 =170 26 1.040 7.830 + 766 104
Ca 65.000 +200 108 4.300 65.400 £ 5.000 101
Cr 23,8 1,2 0,6 22 34 £10,5 141
Mn 299 +12 2,6 103 261 £ 29,1 87
Fe 1.850 + 190 9,7 386 1.930 + 401 104
Ni 18,8 £0,8 0,25 10 22 +4.,6 119
Cu 29,5 £1,3 0,22 9 31£64 106
Zn 112 £3 0,22 112 111 +16,4 99
Sr 261 £25 2,4 94 224 £23 86
zuc)  Standardlose Quantifizierung iiber zertifizierten Zn-Gehalt

Zur Uberpriifung, inwieweit ein bekannter Elementgehalt in der Probe fiir die Quantifizie-

rung geeignet ist, wurde zertifiziertes Referenzmaterial ohne Wiagung auf Quarzglaspro-

bentridgern positioniert, mit Salpetersdure aufgeschlossen und mit der TXRF gemessen.

Die Quantifizierung erfolgte iiber ein im Referenzmaterial zertifiziertes Bezugselement,

in diesem Fall Zn.
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Der Bezug auf Zn wurde nach folgenden Punkten entschieden:

- optimale Signalintensitét fiir den Quantifizierungsbereich (Signal — Untergrund —

Verhiltnis)

- fiir das zertifizierte Referenzmaterial CRM 414 reproduzierbare Wiederfindungs-
raten (Tab. 3-11), daher Annahme einer guten Zn-Homogenitét innerhalb der Pro-

ben
- Znist nur geringfiigig partikulir gebunden und somit leicht 16slich

Basierend auf den in Abbildung 3-24 dargestellten Ergebnissen kann von einem akzep-

tablen direkten Aufschluss auf dem Probentriger ausgegangen werden.

Diese Methode ist somit eine gute Alternative u. a. fiir Feldversuche, wenn keine geeigne-
te Ultramikrowaage zur Verfiigung steht. Sie bietet weiterhin die Moglichkeit das gesam-

te Priparationsprozedere qualitativ zu liberpriifen.

140

8030 C
'I' HPicoTAX

120

100 ]

=a) =]
=] =]
I I

=
<
I

Wiederfindung [%]

20 -

Mn Fe Ni Cu Zn As Rb Sr

Elemente

Abb. 3-24: Wiederfindungsraten ausgewihlter Elemente im zertifizierten Refe-
renzmaterial CRM 414 ohne Wigung, Quantifizierung mittels bekann-
tem Zn-Gehalt als internem Standard, Messungen mit den
TXREF-Spektrometern PICOFOX™ und 8030 C (MAGES et al. 2004b)
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(4) Ergebnisse der Methodenentwicklung zur Elementbestimmung in Einzelin-
dividuen (Zooplankton): ,,Dry“ — und ,,Wet‘“~Methode

Die beiden Préparationstechniken, die ,,trockene (Dry)“- und die ,,nasse (Wer)*“-Methode,

wurden entwickelt um in einzelnen Mikrocrustaceen, hier Daphnia pulex, Elementakku-

mulationen untersuchen zu kénnen. Wihrend fiir die klassischen Vorbereitungsmethoden

biologisches Probenmaterial mit einer Einwaage im mg-Bereich benotigt wird, wurden in

der vorliegenden Arbeit einzelne Exemplare im ug-Bereich prapariert und analysiert.

Die ,, Wet “-Methode ist vorrangig fiir Feldstudien geeignet, wenn keine Kiihlmoglichkei-
ten zur Verfiigung stehen bzw. Probenpunkte selektiert werden sollen. Voraussetzung ist
hierfiir, dass die ,,Korperlingen — Trockengewichts — Relation* bekannt ist (DUMONT
etal. 1975, BOTTRELL et al. 1976). Als wichtiger Aspekt bei der Bearbeitung von le-
bendem Zooplankton ist das Spiilen zu beachten. Durch den Einsatz von filtriertem See-
wasser werden der physiologische Stress und das daraus resultierende Auslaugen von

Elementen, wie P, K und S, weitestgehend minimiert (PETERS 1987).

Im Gegensatz dazu wurde die ,,Dry*“-Methode als quantitative Methode fiir den Spurenbe-
reich im Labormafstab entwickelt. Der Zeitfaktor sollte bei dieser Methode nicht unter-
schitzt werden. Im Vergleich zur ,,Wet““-Methode fallen zusitzliche Priparationsschritte

an, wie die Gefriertrocknung und das aufwendige und fehlerbehaftete Wigeprozedere.

Die Ergebnisse des erweiterten f-Tests sind in Tabelle 3-12 aufgefiihrt und zeigen, dass
auler fiir die Elemente S, Mn und Sr keine signifikanten Unterschiede auftreten. Es kann
angenommen werden, dass die Differenzen fiir diese Elemente aus den hoheren Element-
gehalten in der Wasserphase resultieren. Fiir Sr, das ubiquitir vorkommt, kann diese An-
nahme mit 19 pg L™ als relevant eingeschiitzt werden. Wihrend fiir die Priiparation nach
der ,,Dry*“-Methode Reinstwasser verwendet wurde, kam bei der ,,Wet“~-Methode 5 pL

filtriertes Seewasser zum Einsatz.
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Tab. 3-12: Vergleich der ,,Dry“- und ,,Wer“-Methode fiir die Elementbestimmung
in einzelnen Daphnia pulex-Individuen. Ergebnisse des "erweiterten t-
Test" (MAGES et al. 2001)

Element t Tos 25 To9,25 Differenz der Methoden
P 1,34 2,06 2,79 nicht signifikant
S 2,30 2,06 2,79 signifikant
K 0,91 2,06 2,79 nicht signifikant

Ca 1,77 2,06 2,79 nicht signifikant
Mn 3,03 2,06 2,79 signifikant

Fe 1,34 2,06 2,79 nicht signifikant
Cu 1,10 2,06 2,79 nicht signifikant
7/n 1,57 2,06 2,79 nicht signifikant
Br 0,27 2,06 2,79 nicht signifikant
Sr 2,38 2,06 2,79 signifikant

3.3.2 Methodenadaption zur Reduzierung der organischen Matrix mittels Kalt-

Plasma-Veraschung (CPA)
(1) Problemstellung

Bei der im Kapitel 3.3.1 beschriebene Methodenentwicklung zur Analyse von Elementen
in gefriergetrocknetem Zooplankton wurden Kohlenstoff-Gehalte von ca. 90 mg g™ nach-
gewiesen (BCR® 1993). Diese konnen bei der direkten Messung von Einzelindividuen
Streu- und Absorptionseffekte hervorrufen und damit zu schlechteren Nachweis- und Be-
stimmungsgrenzen bzw. zu einer groleren Varianz fiithren. Diese Effekte, hier Matrixef-
fekte genannt, galt es zu minimieren. Fiir die Eliminierung der Kohlenstoffmatrix kamen
nur die Methoden in Frage, die den Einsatz der bereits auf den Probentridger priparierten
Zooplanktonproben gewihrleisteten. Auch hierbei stand die Vermeidung bzw. Reduzie-

rung von Kontaminationen im Vordergrund.

Die vielfach angewandte mikrowelleninduzierte Aufschlussmethode wurde aufgrund der
geringen Probenmenge nicht in Erwidgung gezogen und ist nur fiir den Aufschluss von
Sammelproben geeignet. Als geeignete Methode bot sich die Veraschung in einem akti-

vierten Sauerstoffplasma (CPA) an. Dabei bestand die Moglichkeit, die Probe direkt auf
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dem Triagermaterial, das fiir die anschlieBende Elementbestimmung mit der TXRF ver-

wendet wird, zu veraschen.

Dazu entwickelten KAISER und TSCHOPEL unter der Federfiihrung von TOLG bereits
1971 eine Veraschungsapparatur, nach der das Prinzip der ,,kalten Verbrennung* mit akti-

viertem Sauerstoff (GLEIT 1965) als Aufschlussverfahren angepasst wurde
(MORSCHES und TOLG 1970).

Neben technischen Anwendungen (Halbleitertechnologie) wird die CPA hauptsichlich zur
Verbesserung der Bestimmungsgrenze von Spurenelementen in biologischen Materialien
und hier speziell fiir die TXRF eingesetzt. Bereits in den 80er Jahren wurde nachgewie-
sen, dass in biologischen Proben im kalten Sauerstoffplasma bei max. 180 °C Kohlenstoff
verascht wird (RAPTIS et al. 1983). Weiterfithrende Anwendungen mit den unterschied-
lichsten Applikationen fiir den biologischen Bereich und der Aerosol-Analytik folgten
(BETHEL et al. 1989, REUS 1991, WHITE und LAWRENCE 1995, JAKES und
MITCHELL 1996, DE STASIO et al. 1997, SCHMELING und KLOCKOW 1997,
THEISEN und NIESNER 1999, CARVALHO et al. 2001, WOELFL et al. 2003,
WAGNER und MAGES 2010).

Kohlenstoff nimmt im Zooplankton (Daphnia) mit ungefihr 50 % der Trockenmasse
(BERBEROVIC 1990, Zertifikat CRM 414, BCR®) einen wesentlichen Anteil der Mat-
rixstruktur ein. Diese hohe Matrix beeinflusst hauptsédchlich das Nachweisvermogen eini-
ger Spurenelemente, wie Chrom und Nickel. Daraus resultieren bei geringen ,,Signal-zu-
Untergrund- Verhiltnissen* erhohte Standardabweichungen, die eine exakte Quantifizie-
rung mit der TXRF negativ beeinflussen konnen. Erst mit der CPA-Technik ist die einfa-
che Oxidation der organischen Matrix, die Voraussetzung fiir spektroskopische Untersu-
chungen von Spurenelementen, gegeben (DE STASIO et al. 1997, THEISEN und
NIESNER 1999, WAGNER und MAGES 2010). Durch die Umgehung aufwendiger Auf-
schlusstechniken und Vermeidung unzéhliger Zwischenschritte werden auflerdem Konta-

minationen des Probenmaterials wesentlich minimiert.

In der Abbildung 3-25 sind bereits priparierte Zooplanktonproben, in diesem Fall
Daphnia pulex, dargestellt. Sie zeigen vor und nach der Veraschung erhebliche Unter-
schiede in der Struktur des Préparationsfleckes (z.B. Kraterbildung vor der Veraschung)

(WOELFL et al. 2003).
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Abb. 3-25: Préparierte Daphnia pulex-Einzelindividuen vor (links) und nach
(rechts) der Veraschung in einem CPA (WOELFL et al. 2003)

Ziel dieser Methodenentwicklung war es deshalb:
a) den Untergrund fiir die TXRF-Messungen zu reduzieren,

b) die Annahme zu bestitigen, dass das Signal-zu-Untergrund-Verhiltnis zunimmt

und
¢) Wiederfindungsraten und Elementverluste nach der Veraschung zu iiberpriifen
(2) Analytische Herangehensweise

Fiir die Durchfithrung der Versuche kam ein Kalt-Plasma-System der Firma PVA Te-
Pla AG vom Typ 100 zum Einsatz. Um die Eigenschaften des Plasmas erreichen zu kon-
nen, werden Hochfrequenzwellen in eine Vakuumkammer (0,5 bis 2 Millibar) geleitet.
Unter Einleitung eines Reaktionsgases zerschlagen die durch die Hochspannung be-
schleunigten freien Elektronen das Gas in Ionen (positive Ladung), Elektronen (negative
Ladung), Radikale sowie neutrale Teilchen, das Gas wird quasi ,,ionisiert". Als Folge
leuchtet in der Prozesskammer eine Plasmawolke (Abb. 3-26). Dabei reagieren die che-
mischen Radikale je nach Art des Gases mit der Oberfldche des Werkstiicks und bilden
fliichtige Verbindungen, die mit der Vakuumpumpe abgesaugt werden. Die Reaktion wird
wesentlich durch die Radikale und die ultraviolette Strahlung bestimmt, das Leuchten
wird durch das ,,Zuriickspringen" kurzfristig frei gewordener Elektronen auf den positiv

geladenen Kern der neutralen Teilchen ausgelost.

Kennzeichnend fiir dieses ,,Niederdruckplasma" ist, dass hier Reaktionen in einem Tem-
peraturbereich zwischen 60 und 180 °C ablaufen, die unter Atmosphirendruck erst bei

mehreren hundert Grad méglich wiren (Firmen-Geritespezifikation).
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Abb. 3-26: Probentriger in der Plasmawolke des CPA

Fiir die Entwicklung und Verifizierung dieser neuen Methode mussten alle Proben vor
und nach der Veraschung mit der TXRF gemessen werden. Die Priparation wurde wie

folgt durchgefiihrt:

- Im ersten Schritt wurden die Zooplankton-Proben analog der unter 3.3.1 beschrie-
benen ,, Dry“—Methode auf Quarzglastriagern préipariert und mit der TXRF gemes-

sen.

- AnschlieBend wurden die gleichen Proben im Sauerstoffplasma ausgesetzt und der

Kohlenstoff oxidiert.

Folgende Parameter wurden vorausgesetzt:

Sauerstoff - Reinheit 99,995 % und 1 mbar
Leistung - 300 Watt
Reaktionszeit — 2 h.

Alle Quarzglastriger wurden sowohl vor als auch nach der Veraschung mit der TXRF

gemessen und ausgewertet.
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(3)  Qualitdtskontrolle

a)  Kontaminationen durch die CPA

Fiir die Qualititskontrolle wurden 30 gereinigte Quarzglastriger vor und nach der Vera-
schung als Blindwerte behandelt, mit der TXRF gemessen und die Intensititen iiber das

Argon-Signal (Kap. 3.1.2) ausgewertet.

Anfinglich auftretende Kontaminationen konnten durch folgende geringfiigige Verinde-

rungen reduziert bzw. vernachléssigt werden:

fiir das nach dem Veraschen notwendige Konditionieren der Reaktionskammer mit
Raumluft hat sich das Vorschalten eines Spritzenvorsatzfilters (0,2 um Porengro-

Be) bewihrt

weiterhin konnte festgestellt werden, dass die Zufiihrung von Sauerstoff iiber zent-
rale legierte Metallleitungssysteme ebenfalls zu Cu- und Ni- Kontaminationen
fiihrt. Alternativ wurde eine stationdre Sauerstoff-Gasversorgung (10 L Flasche)

tiber PVC-Zuleitungen eingesetzt.

Die in Tabelle 3-13 aufgefiihrten Absolutgehalte zeigen nach der Veraschung keine signi-
fikanten Unterschiede und somit keine Kontaminationen durch den Veraschungsprozess

an.

Tab. 3-13: Absolute Elementgehalte vor und nach der Veraschung im Sauerstoff-
Plasma, n = 30 (WOELFL et al. 2003)

Element vor der Veraschung nach der Veraschung
[ng] [ng]
Cr <0,01 <0.,01
Mn <0,01 <001
Fe 0,03 0,03
Ni <0,01 <001
Cu <0,01 <001
Zn <0,01 <001
As <0,01 nicht nachweisbar
Rb <0,01 <001

Sr <0,01 <0,01
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b)  Qualitdtskontrolle mit Referenzmaterial

Zur Uberpriifung der Wiederfindungsrate dieser Methode wurde zertifiziertes Referenz-
material Plankton CRM 414 (BCR® 1993, QUEVAUVILLER et al. 1993b) verwendet.
Dazu wurden 10 - 30 ug Referenzmaterial nach den Angaben in Kap. 3.3.1 direkt auf
Quarzglastrager iiberfiihrt, mit 5 uL HNO; und 5 ng Ga (interner Standard) aufgeschlos-
sen und mit der TXRF analysiert.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-14 dargestellt und weisen nach der Auswertung mittels
t-Tests nach ZAR (1984) keine signifikanten Abweichungen auf. Die Wiederfindungsra-
ten fiir alle aufgefiihrten Elemente bewegen sich im Bereich von 78 bis 115 %. AuBer fiir
die Elemente Mn und Ni verbesserten sich die Wiederfindungsraten nach der Veraschung

signifikant.

Tab. 3-14: TXRF-Analyse von zertifiziertem Referenzmaterial CRM 414 (Spuren-
elemente im Plankton, > 97% Daphnia magna) vor und nach der Vera-
schung im Sauerstoff-Plasma (n=38), WFR = Wiederfindungsrate
(WOELFL et al. 2003, gedndert)

Referenzmaterial WFR vor ~ WFR nach t-Test  Differenz zwischen
CRM 414 CPA CPA (1) und (2)
Element 1) 2) tos 5= 2,31
lng gl [%] [%]

Ca 65.000 88 92 1,15 nicht signifikant
Cr 23,8 90 105 1,73 nicht signifikant
Mn 299 81 80 -0,24 nicht signifikant
Fe 1.850 88 94 0,83 nicht signifikant
Ni 18,8 115 115 0,02 nicht signifikant
Cu 29.5 89 93 0,77 nicht signifikant
Zn 112 93 95 0,31 nicht signifikant
As 6,82 94 96 0,37 nicht signifikant
Rb 11,6 78 81 0,61 nicht signifikant
Sr 261 79 80 0,04 nicht signifikant

Pb 3,97 83 89 0,34 nicht signifikant
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(4) Ergebnisse zur Reduzierung der organischen Matrix

Fiir die Elementuntersuchungen mittels TXRF ergeben sich nach der Kaltplasmavera-

schung folgende positive Effekte:

a) Reduzierung des Untergrundes nach der Veraschung

b) Verbesserung des Signal — Untergrund — Verhiltnis

c) Verbesserung der Wiederfindungsraten nach der Veraschung
zua) Ergebnisse zur Reduzierung des Untergrundes nach Veraschung

Uber die Software der TXRF 8030 C ist es moglich, die Zihlraten fiir Untergrund und
Elementsignal zu separieren, um somit den Einfluss der Kaltplasma-Veraschung tiberprii-

fen zu konnen.

Die Reduzierung des Untergrundes (Rp,) durch den CPA basiert auf folgender Berech-

nung:

Bb_Ba

R, . (%) =—""""
back( 0) Bb *100

(10)

By:  Untergrund vor Veraschung

B,:  Untergrund nach Veraschung

In Tabelle 3-15 sind die Ergebnisse ausgewdhlter Elemente dargestellt. Mittels #-Test
konnten signifikante Unterschiede des Untergrundes vor und nach der Veraschung nach-
gewiesen werden. Die daraus resultierende Reduzierung des Untergrundes Ry, bewegt
sich im Mittel fiir Zn bei 27 %, fiir Cr, Mn, Fe, Ni, Cu und As bei 31 — 39 % und 46 % fir
Rb und Sr.

Mit Ausnahme von As schwankt die Reduzierung des Untergrundes vor und nach der Ve-
raschung (Minimum und Maximum) fiir alle aufgefiihrten Elemente zwischen
5 und 70 %. Fiir As kann angenommen werden, dass einerseits der Veraschungsprozess zu
Probenverlust gefiihrt hat. Andererseits konnen die Schwankungen bedingt sein durch das
geringe Messsignal, das nur geringfiigig iiber der Nachweisgrenze liegt, wie in Abb. 3-27

ersichtlich.
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Tab. 3-15: Vergleich der Zihlrate Untergrund vor und nach der Veraschung (CPA)
von Daphnia pulex-Einzelindividuen aus dem Laja See (Chile). Ergeb-
nisse nach dem ¢-Test, Signifikanzlevel P < 0,05 (n = 28), Rpsex wurde

nach Formel (10) berechnet, (WOELFL et al. 2003, geidndert)

Untergrund
Varianz vor  Varianz nach R
back 1
Element CPA CPA P-Wert Differenz vor
[%] und nach CPA
(Zi#hlrate) (Zi#hlrate)
31 +11 C
Cr 730 —7.500 580 -1.420 0,000 signifikant
(6-55)
31+12 C
Mn 2.600 —7.500 2.000 — 4.880 5-52) 0,000 signifikant
Fe 3.750 — 10.400 2.600 — 6.900 36+£9 0,000 signifikant
' ' ' ' 20-55) &
) 34412 C
Ni 2.360-7.770 1.950 — 5.600 7-51) 0,000 signifikant
30+ 12 C
Cu 2.600 —7.900 2.000 — 4.600 16 - 56) 0,000 signifikant
27 £ 11 C
7n 4.300 - 12.900 3.000 - 10.000 6 - 45) 0,000 signifikant
As 3.700 — 12.700 3.600 — 8.200 33£16 0,000 signifikant
. . . . ((-10) -60) , g
Rb 3.900 - 13.100 2.300 —7.260 46+ 12 0,000 signifikant
. . . . (18 - 70) , g
Sr 7.910 - 24.100 4.600 — 12.000 46+ 11 0,000 signifikant
' ' ' ' 24-69) g

Die Spektren vor und nach der Veraschung sind in der Abbildung 3-27 iiberlagert darge-
stellt. Dabei wird ersichtlich, wie sich nach der Veraschung, bei gleichzeitiger Reduzie-
rung der Anregungsintensitit, die Zihlraten der Elemente erhohten. Besonders markant

fiir die Elemente K, Ca, Mn, Fe, Zn und Sr. Auffallend ist, dass Br (leichtfliichtiges Ele-

ment) nach der Veraschung fast vollstindig vom Untergrundrauschen iiberlagert wird.
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Abb. 3-27: TXRF-Spektrum einer einzelnen Daphnia pulex vor (durchgehende Li-
nie) und nach der Veraschung (gestrichelte Linie) (WOELFL et al.
2003)

Die Reduzierung des Untergrundes in Abhingigkeit vom Trockengewicht (DW) der Ein-
zelindividuen ist exemplarisch in der Abb. 3-28 dargestellt. Es zeigt sich, dass schwere
Individuen, die natiirlicherweise einen hoheren Kohlenstoffgehalt aufweisen auch einen
hoheren Matrixverlust und damit einen geringeren Untergrund erlangen. Der Anstieg
,untergrund — Trockengewicht* verringert sich nach der CPA, das bedeutet, dass die Re-

duzierung Ry, mit erhohtem Untergrund zunimmt (Abb. 3-29).

Wie bekannt beeinflusst Kohlenstoff den Untergrund eines TXRF-Spektrums wesentlich
und fiihrt zu stérenden Matrixeffekten (KLOCKENKAMPER 1987). Die Beseitigung dieser
Matrix durch den Veraschungsprozess fiihrt letztendlich dazu, dass das Untergrundsignal
der einzelnen Individuen mit zunehmendem Gewicht im Vergleich zu den Ergebnissen
ohne Veraschung deutlich verringert wird. Die Abnahme des Anstiegs wird in Abb. 3-28
deutlich sichtbar. Daraus schlussfolgernd nimmt R, mit erhohtem Gewicht der Indivi-

duen zu.
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Abb. 3-28: Untergrund vor und nach der Veraschung in Relation zur Trockenmasse
einzelner  Daphnia  pulex (n=28), weil=vor Veraschung,
schwarz = nach Veraschung (WOELFL et al. 2003)

zub)  Ergebnisse zur Verbesserung des Signal-Untergrund—Verhdiltnis

Die Abweichungen zwischen den ,,Signal-Untergrund—Verhiltnissen* vor und nach der
Kaltplasmaveraschung wurden nach ZAR mittels 7-Test gepriift (ZAR 1984). Dieser Test
basiert auf der Null-Hypothese, dass zwei Messreihen ein und der gleichen Grundgesamt-
heit angehoren. Fiir diese Auswertung wurde Statgraph™ und Systat fiir Windows™ ge-

nutzt.

Generell kann fiir alle Elemente, mit Ausnahme von Cr, eine Zunahme des Verhiltnisses
von Signal und Untergrund mit einem Faktor von 1,5 bis 2,5 und damit signifikante Un-

terschiede durch den Veraschungsprozess festgestellt werden (Tab. 3-16).
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Tab. 3-16: Vergleich ,,Signal-Untergrund—Verhiltnis* vor und nach der Vera-

schung von Daphnia pulex (Laja See, Chile). Ergebnisse nach dem ¢-
Test, Signifikanzniveau P < 0,05 (n = 28), in Klammern = Messbereich,
(WOELFL et al. 2003, gedndert)

Element Signal — zu — Untergrund Verhaltnis
Mittlere Varianz
und (Min-Max)
Verhiiltnis )
vor CPA nach CPA Differenz
(e) zu (d) P-Wert vor und
(d (e) _ nach CPA
() (f)
0,04 0,05 0,07 +0,06 1,7+1,7 :cht sieni-
or 0.112 mcl?t signi
(0-0,16) 0-0,19)  (0,13-6,7) fikant
v 12403 1,8 0,5 L5£03
, t
" 05-19)  (08-30)  (1-23) Henian
. 8,6+24  146+3,1 18£036
: t
© (3,0-12) (49-192)  (1,3-27) S
. 02+0,1  034+0,12 L6£05
, t
i 0,10-050) (0,14-0,55)  (0.8-2.6) HEnRn
. 0,2 +0,1 0,4 +0,1 25820
R t
" 0-0,3) 0,1-0,7)  (0,5-9,38) SR
, 24+04 3,5+0,8 14£020
n (16-32)  (18-50  (1-1y 000 sianifikan
. 1,5+0,6 2,1+0,6 L6£033
s t
s 0,5 - 3,4) (1,1-33)  (0,9-23) I
. 13402 22407 17£038
, t
08-17)  (10-36)  (09-2.5) Senian
< 4,8 +0,7 92+1,3 20£040 L
R t
! (3,6 - 6,8) 6,7-11,8)  (1,4-3,0) S
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In der Abb. 3-29 sind die Ergebnisse zusitzlich grafisch dargestellt. Alle Datenpunkte, die

oberhalb der Diagonalen liegen, weisen darauf hin, dass nach der CPA eine Zunahme des

»Signal-Untergrund-Verhiltnisses* vorliegt.

Die nicht systematische Streuung der Chromwerte ist der Nachweis, dass die erwartete

Verbesserung des ,,Signal-Untergrund—Verhéltnis* fiir das Element Cr nicht gegeben ist.

,»Signal — Untergrund — Verhiltnis* nach Veraschung
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Abb. 3-29: Verhiltnis Signal zu Untergrund vor und nach der Veraschung von ein-
zelnen Daphnia pulex-Individuen mit dem CPA, n = 28 (WOELFL et al.

2003)
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zu c) Ergebnisse zur Verbesserung der Wiederfindungsraten nach der Vera-

schung

In b) wurde ausschlieBlich das ,,Signal-Untergrund-Verhiltnis* betrachtet. Im Folgenden
werden die realen Elementgehalte der Daphnien vor und nach der Veraschung ausgewer-
tet (Tab. 3-17 und 3-18). Wihrend fiir die Reduzierung der Untergrundmatrix, wie in
Tab. 3-15 und Abb. 3-28 ersichtlich und die Verinderung des Signal-Untergrund-
Verhiltnisses, in Tab. 3-16 und Abb. 3-29 dargestellt, positive Effekte signifikant nach-
weisbar waren, kam es bei der Uberpriifung der Wiederfindungsraten nach der Vera-
schung zu groBeren Abweichungen. Nur fiir die Elemente Cu, Zn, Fe und Rb und teilwei-
se auch fiir Cr und Sr fiihrte er Veraschungsprozess zu einer besseren Wiederfindungsrate.
Im Durchschnitt nahm die Wiederfindungen um 1,5 - 13,6 % zu und lag fiir Rb am
hochsten. Das bestitigte die anfangs aufgestellte These der zu erwartenden Erhohung der
Elementgehalte in den Daphnia-Individuen durch den Veraschungsprozess nur teilweise.
Keine signifikanten Unterschiede konnten fiir Mn, As, Pb, Sr (November), Cr (Mirz) und
Pb (Mirz) festgestellt werden.

Tab. 3-17: Verhiltnisse der ermittelten Elementgehalte vor und nach der Vera-
schung von Daphnia pulex-Einzelindividuen (Laja See, Chile) im Mirz
und November 2001 (Einwaage 2,5 — 47,9 pg) [%] (WOELFL et al.

2003)
Daphnia Mirz 2001 Daphnia November 2001
Minimal- — Minimal- —
Maximalverhiltnis XES Maximalverhiltnis XES

Cr 51-133 91,3 + 26,1 62 - 142 101 £22.8
Mn 89-114 100 £5,2 89 - 114 100 £ 5,1
Fe 86 - 143 110+ 11,4 88 - 150 106 + 10,8
Ni 55-139 91,6 + 15,8 58 - 146 92,1 +15,6
Cu 77 - 150 107 £ 15,4 74 - 154 106 + 15,0
Zn 94 -122 106 + 5,4 93 -115 102 £33
As 61-176 101 +£25,3 47 - 150 105 + 21,5
Rb 63 -177 114 £ 21,5 83 -120 104 £ 6,5
Sr 94 -113 103 £ 3,7 94 -108 100+ 1,9

Pb 67 - 131 97,8 +25,1 49 -171 98,4 £35,3
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Tab. 3-18: Priifung auf signifikante Unterschiede der Ergebnisse von Daphnia pu-
lex-Einzelindividuen vor und nach der Veraschung mittels 7-Test, Signi-
fikanzniveau P < 0,05 (WOELFL et al. 2003)

Mirz 2001 (n = 69) November 2001 (n = 70)
P-Wert Differell\l/lzetz;zi)ij;tllen den P-Wert Differelil/lzetzliz)i;;}llen den
Cr 0,440 nicht signifikant 0,028 signifikant
Mn 0,570 nicht signifikant 0,345 nicht signifikant
Fe 0,000 signifikant 0,000 signifikant
Ni 0,001 signifikant 0,000 signifikant
Cu 0,004 signifikant 0,014 signifikant
7Zn 0,000 signifikant 0,000 signifikant
As 0,792 nicht signifikant 0,413 nicht signifikant
Rb 0,000 signifikant 0,000 signifikant
Sr 0,000 signifikant 0,519 nicht signifikant
Pb 0,842 nicht signifikant 0,796 nicht signifikant

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Veraschung im kalten Sauerstoffplasma
keinen nennenswerten Einfluss auf die Wiederfindungsrate von realen Proben hat.
Demgegeniiber verringerten sich Ni (91,6 — 92,1 %) und Cr mit 91,3 % nach CPA erheb-
lich. Der eigentliche Grund fiir diesen Elementverlust konnte nicht festgestellt werden.
Hypothetisch kann angenommen werden, (1) dass auch nach der CPA noch teilweise In-
homogenititen auftreten bzw. das Probenmaterial sehr differenziert zur Fluoreszenz ange-
regt wird oder, (2) bedingt durch das geringe Messsignal fiir Cr, Ni und Pb und der hohen
Matrix erhohte Elementgehalte vorgetduscht werden. Das zeigt wiederum, dass Messer-
gebnisse, die sich im Bereich der Bestimmungsgrenze bewegen sehr sorgfiltig betrachtet
werden sollten, wenn das Probenmaterial gleichzeitig eine hohe Matrix aufweist.

Der generelle Elementverlust ist erst in hoheren Temperaturbereichen nachvollziehbar
(HELSEN et al. 1999) und fiir die CPA nur fiir leicht fliichtige Elemente, im vorliegenden
Fall fiir Br, relevant. Auch ein Ionen-Sputtering (SCHMELING und KLOCKOW 1997),

das die Gehalte bestimmter Spurenelemente (Cu, Ni und Fe) erhoht, sollte nicht aufgetre-
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ten sein. Um das zu vermeiden besitzt der CPA eine getrennte Prozess- und Plasmakam-

mer.

3.3.3 Felduntersuchungen zur Elementakkumulation - Vergleich portable und
stationdre TXRF - Anwendungen am Beispiel einer Probennahme an der

Tisza, Ungarn

(1) Motivation

Um bereits bei ,,vor Ort“-Untersuchungen wesentliche Informationen iiber die Bioakku-
mulation u. a. von Schwermetallen und Arsen in Zooplankton zu erhalten, wurde wihrend
einer Messkampagne in Ungarn an der Tisza getestet, inwieweit ein portables TXRF-
Spektrometer schnelle Ergebnisse fiir ein Probenstellen-Screening liefert. Dabei kam die
in Kap. 3.3.1 vorgestellte ,,Wer“-Methode, mit der Bestimmung von Elementen in Ein-

zelindividuen von Daphnia pulex direkt im Feld zur Anwendung.

Mit der unter 3.1.1 beschriebenen portablen Analysentechnik (PICOFOX™) ist es bereits
wihrend der Felduntersuchungen moglich, erste Informationen iiber das Bindungsverhal-
ten der im Gewdsser vorhandenen Elemente zu erhalten. Daraus resultieren ggf. erste
Aussagen liber gravierende Belastungszustinde im Gewisser und geben wiederum erste
Erkenntnisse tiber bioverfiigbare Elemente fiir die Akkumulation z. B. in Biofilmen und

Zooplankton.
(2) Material und Methoden

Zum Vergleich wurden mit dem Probenmaterial sowohl Feld- als auch Laborversuche
durchgefiihrt. In der Abbildung 3-30 sind fiir die Elementbestimmung in Einzelindividuen
die einzelnen Priparationsschritte der Feld- und Laborversuche dargestellt. Ein Teil des
gewonnenen Zooplanktons wurde selektiert, luftgetrocknet und nach der Zugabe eines
internen Standards (Ga) und dem Aufschluss auf einer Heizplatte die detektionsfihigen

Elemente mit dem portablen TXRF-Spektrometer vor Ort analysiert.

Eine weitere Teilmenge wurde fiir die Priparation und Messung im Labor nach der

,Dry“-Methode iiberfiihrt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und transportiert.

Die nach der ,,Dry*“-Methode priparierten Proben wurden im Labor vergleichend mit bei-

den TXRF-Spektrometern analysiert.
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Abb. 3-30: Schema der Feld- und Laborpriparation von Zooplanktonproben

a)  Prdparation und Analytik im Feld

Uber ein metallfreies Planktonnetz (Blendenoffnung: 20 cm, Maschenweite: 100 um;
Hydrobios, Kiel, Deutschland) wurde an der Probenstelle T 5 (Kap. 3.2.2.2, Abb. 3-21)
Zooplankton entnommen. Das Probenmaterial wurde dreimal mit filtriertem Seewasser
(Einweg-Spritzenvorsatzfilter, Zelluloseacetat, Porengro3e 0,2 um, Millipore, Frankreich)
gewaschen und mittels Stereo-Mikroskop selektiert (Abb. 3-31). Entsprechend der
,»Wet“ - Methode (Kap. 3.3.1) wurde das Zooplankton (Daphnia spec.) direkt auf gerei-
nigten Quarzglasprobentrigern positioniert und mit 5 uLL HNOs;, der 1 mg L"' Ga als in-
terner Standard zugesetzt wurde, versetzt und auf einer Heizplatte bei ca. 100 °C aufge-
schlossen (Abb. 3-3). Die Elementbestimmung erfolgte direkt vor Ort mit dem portablen
TXRF-Spektrometer PICOFOX™ (Kap. 3.1 und Abb. 3-2).
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I

Abb. 3-32: Feldeinsatz des portablen TXRF-Spektrometers PICOFOX™ (Foto:
K. Rahn, UFZ)

b)  Prdparation und Analytik im Labor

Das bereits im Feld eingefrorene Zooplankton wurde im Labor entsprechend der
»Dry“-Methode (Kap. 3.3.1), dargestellt in der Abb. 3-23, weiter bearbeitet. Das heil3t,
nach Gefriertrocknung, anschlieender Selektierung und Wigung auf der Ultramikrowaa-
ge wurden die Einzelindividuen von Daphnia (Einzelgewicht zwischen 3 und 19 pg) auf
Quarzglasprobentrigern positioniert, mit internem Standard versetzt und mit Salpetersiu-

re aufgeschlossen.
Nach der im Kap. 3.3.2 angefiihrten modifizierten Applikation wurde der Kohlenstoff im

kalten Sauerstoffplasma oxidiert und die Proben vergleichend mit den TXRF-Spek-
trometern 8030 C (stationir) und PICOFOX™ (portabel) (Kap. 3.1.1) analysiert.
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(3) Ergebnisse der Felduntersuchungen und der Vergleichsmessungen portable

und stationdre TXRF im Labor

a) Ergebnisse der Felduntersuchungen

Auf der Basis der ,,Wet“-Methode zeigten die Feldanwendungen reproduzierbare Ergeb-
nisse. Wie bereits die Uberpriifung der Wiederfindungen mit zertifiziertem Referenzmate-
rial in Kap. 3.3.1 ergab, kann die Anwendung der Methode fiir eine semiquantitative Ele-
mentbestimmung im Feld in biologischen Proben als geeignet eingeschitzt werden. In der
Abb. 3-33 sind in einem Spektrum die Elemente einer einzeln priparierten und gemesse-
nen Daphnia dargestellt. Anhand der absoluten Menge des zugegebenen Elementstan-
dards Ga ist die semiquantitative Bestimmung im Einzelindividuum moglich und fiir die
Festlegung bzw. Selektierung von Probenstellen und einem ersten Screening iiber mogli-

che Schadstoffbelastungen durchaus ausreichend.
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1500 Ca

Fe

1000 - si
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Abb. 3-33: Spektrum der Elementmessung einer einzelnen Daphnia, pripariert
nach der ,,Wet “-Methode im Feld (WOELFL et al. 2003)



3.3 Elementanreicherung in Zooplanktonproben 89

In Tabelle 3-19 sind zu den absoluten Elementgehalten der einzelnen Daphnia die Blind-
werte der Triger und Elementkonzentrationen des Waschwassers aufgelistet. Anhand der
vorliegenden Elementkonstellationen konnen die Konzentrationen im Waschwasser ver-
nachléssigt werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass das Waschwasser als Um-
gebungsmedium mit dem Zooplankton im Gleichgewicht steht. Das Waschen in filtrier-
tem Umgebungswasser verhindert dabei die Verdnderung des osmotischen Druckes und

ein Ausschwemmen von Elementen.

Tab. 3-19: Ergebnisse der Felduntersuchungen fiir Tragerblindwerte, Elementkon-
zentrationen im Waschwasser und absoluten Elementgehalte in einzel-
nen Daphnia-Individuen

Blindwert Waschwasser Daphnia
Element  Triger im Feld (filtriertes Oberflichenwasser) Einzelindividuen
[ng] [ug L] [ng]
K 3,44 3.730 152
Ca 3,03 53.100 530
Cr < 0,07 <16 <0,33
Mn 0,17 9,1 2,15
Fe 5,59 6,04 23,4
Ni <0,03 2,36 <0,14
Cu <0,02 2,06 0,26
Zn 0,10 1,16 1,67
As <0,02 3,50 0,13
Sr 0,06 223 1,96
Pb 0,05 <L,5 0,23

b)  Ergebnisse der Vergleichsmessungen portable und stationdre TXRF

Zum Vergleich ob beide Messungen vergleichbare Ergebnisse liefern oder signifikante
Unterschiede existieren, wurde das statistische Verfahren des erweiterten #-Testes genutzt.
Fiir As, Cu, K, Mn, Ni und Sr wurden keine signifikanten Unterschiede ermittelt (Tabel-
le 3-20). Lediglich fiir Ca, Fe, Pb und Zn waren signifikante Unterschiede nachweisbar.
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Tab. 3-20: Statistische Bewertung der Vergleichbarkeit beider Methoden. f = Frei-
heitsgrad, t = t-Wert, £ 99, = t-Wert fiir ein Signifikanzniveau von 99 %

Element f t t 0.99:) Methodendifferenz
As 11 2,16 3,11 nicht signifikant
Ca 60 5,59 2,66 signifikant
Cu 7 2,66 3,5 nicht signifikant
Fe 60 6,78 2,66 signifikant

K 60 2,51 2,66 nicht signifikant
Mn 60 0,45 2,66 nicht signifikant
Ni 40 0,12 2,7 nicht signifikant
Pb 40 10,8 2,7 signifikant

Sr 60 0,78 2,66 nicht signifikant
7Zn 60 3,50 2,66 signifikant

Wie in Abb. 3-34 ersichtlich, wurden mit dem PICOFOX™ z. B. hohere Zn-Gehalte ana-
lysiert. Im Vergleich zur analytischen Messunsicherheit fiir biologische Proben kann eine

Methodendifferenz von 5 % fiir Zink allerdings als akzeptabel angesehen werden.

Fiir Pb bewegen sich die Ergebnisse beider Spektrometer im Bereich der Nachweisgrenze
und fiihrten zu hoheren Messunsicherheiten und letztlich zur Akzeptanz der signifikanten
Unterschiede. Fiir die Elemente Ca und Fe wird angenommen, dass die Ursache fehlender
Korrelation in Inhomogenititen innerhalb des Probenmateriales liegt. Es wird vermutet,
dass vorrangig an Partikel gebundenes Fe oral inkorporiert wurde und somit unterschied-

liche Schichtdicken zu differenten Fluoreszenzausbeuten fiihrte.
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Abb. 3-34: Signifikante Unterschiede der Zn-Ergebnisse fiir die Spektrometer
PICOFOX™ und 8030 C (WOELFL et al. 2003)

In Abbildung 3-35 sind exemplarisch fiir die Elemente Sr und Cu die nicht signifikanten

Unterschiede der beiden verwendeten Spektrometer grafisch dargestellt.
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Abb. 3-35: Nicht signifikante Unterschiede der Sr- und Cu-Ergebnisse fiir die

Spektrometer PICOFOX™ und 8030 C (WOELFL et al. 2003)
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4 INTERPRETATION UND DISKUSSION

Die im Kapitel 3 aufgefiihrten eigenen Untersuchungen fokussierten hauptséachlich auf
den Methodenentwicklungen zur Elementbestimmung in Biofilmen und in einzelnen
Zooplanktonindividuen. Die weiterfithrenden Arbeiten im Feld zeigten dabei mehrfach
die Notwendigkeit der Adaption an Freilandgegebenheiten und ergaben als Ergebnis gute
Korrelationen sowohl in der Wiederfindung mit zertifizierten Referenzmaterialien als

auch in Laborvergleichen.

4.1 Biofilme

4.1.1 Einschdtzung der Methodenentwicklung zur Elementakkumulation in Bio-

filmen unterschiedlicher Aufwuchstrdger

Um kiinftig Biofilme ggf. als Bioindikator zu nutzen, galt es zu vergleichen, inwieweit
zur Bestimmung der Elementakkumulation in Biofilmen bei Freilandeinsédtzen Probenma-
terial direkt von natiirlichen Aufwuchstrigern gewonnen werden kann und reproduzierba-

re Ergebnisse liefert.

Fiir den methodischen Ansatz wurde Biofilmmaterial von natiirlichen und ausgelegten
Aufwuchstrigern gewonnen. Dabei war bekannt, dass der Biofilm in Abhéngigkeit von
den Milieubedingungen auf dem Trigermaterial sehr inhomogene Kompartimente ausbil-
den kann (PETTERSON 1998, KROPFL et al. 2006, HOEFLER et al. 2006). Die Rele-
vanz der unterschiedlichen Milieubedingungen fiir ein optimales Biofilmwachstum wurde
2002 von WANNER fiir die Biofilmmodellierung ausgewiesen. Danach spiegeln Um-
wandlungs- und Transportprozesse die gesamte Komplexitit der Biofilme wieder. Zu den
Umwandlungsprozessen zihlen sowohl Substratverbrauch und -produktion, als auch das
Wachstum und der Abbau von Mikroorganismen (WANNER 2005). Die Transportprozes-
se beschreiben nach dem EAWAG-Modell (WANNER 2005) die Advektion und Diffusi-
on der Substrate aus der Wasserphase zur Biofilmoberfldche und von dort in die einzelnen
Kavernen (s. Abb. 2-2) und Zellzwischenrdaume, die Adsorption und Abschwemmung von
Mikroorganismen an der Biofilmoberfldche, die aktive und passive Verschiebung einzel-
ner Mikroorganismen oder ganzer Kolonien und schliellich die Volumenénderung durch
Wachstum und Absterben der Mikroorganismen in der Biofilmmatrix. Werden diese wich-
tigen, nach WANNER definierten Faktoren zur Bewertung der Elementgehalte in den

Biofilmen herangezogen, zeigen sich wesentliche Korrelationen.



94 4 INTERPRETATION UND DISKUSSION

Wird weiterhin noch beriicksichtigt, dass das Akkumulationsverhalten von freien Sorpti-
onsplidtzen abhingig ist (FLEMMING 1996), kann eingeschitzt werden, dass die verwen-
deten kiinstlichen Polycarbonattrager zum Aufwuchs aquatischer Biofilme keine relevan-

ten Unterschiede zu natiirlichen Trigermaterialien aufweisen.

Fiir die groen Messbereiche der Elementgehalte sind neben den Inhomogenitéten inner-
halb des Biofilms, bedingt durch groflere partikulidre Einschliisse (s. Abb. 3.11) und stark
vernetzter Struktur (s. Abb. 3.12), u. a. die stark variierenden Elementbindungen verant-
wortlich. Das konnte in der Arbeit durch Untersuchungen mit der u-XRF nachgewiesenen
werden, wo unterschiedliche Einlagerungen der Elemente als kolloidal an- oder eingela-
gert bzw. organisch eingebunden sichtbar wurden (s. Abb. 3.13). Als nicht zu vernachlis-
sigender Aspekt kann auch die von FRIESE et al. (1997) angefiihrte bakterienabhédngige
Elementakkumulation angesehen werden. Fiir die in einzelnen Biofilmabschnitten erhh-
ten Mangangehalte wurden manganoxidierende Bakterien angenommen (FRIESE et al.

1997).

4.1.2 Bewertung der Ergebnisse der Felduntersuchungen zur Elementakkumu-

lation in Biofilmen
4.1.2.1 Spezifische Sorptionseffekte in Biofilmen des Mansfelder Landes

a)  Struktur der untersuchten Biofilme des Schliisselstollens

Nach COSTERTON et al. (1987) schwankt die Biofilmdicke in normalen Fliessgewissern
zwischen 50 und 150 um und ist im Wesentlichen abhingig von der Bioverfiigbarkeit der
Nihrstoffe. Biofilme, die in einem aquatischen System mit erhohter Néhrstoffbereitstel-
lung aufwachsen, weisen meist ein geringeres Dickenwachstum auf. Das konnte auch in
der Arbeit fiir die untersuchten Biofilme der Schlenze (s. Abb. 3-19) nachgewiesen wer-
den. Demgegeniiber kontrar verhilt sich das Wachstum und letztendlich die Struktur von
Biofilmen extrem oligotropher Gewisser (COSTERTON et al. 1987, FLEMMING 1996).
Die im Schliisselstollen des Mansfelder Landes selbst untersuchten Biofilme bestétigen
diese Aussage. Mit einer Wasserfracht von 20 — 25 m3 min™ wirken starke Scherkrifte auf
die Biofilme wund beeinflussen das Wachstum positiv. (CHRISTENSEN und
CHARACKLIS 1990). In diesem extrem ndhrstoffarmen Gewésser (s. Tab. 3-5) entwi-
ckelten sich, bei saisonal gleichbleibender Temperatur, die Biofilme mit einer Wachs-

tumshohe von bis zu 15 mm (s. Abb. 3-16, 3-17).
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b)  Sorptionseffekte in den untersuchten Biofilmen

Die fiir dieses Wachstum notwendigen Nihrstoffe zur Biofilmbildung wurden vorrangig
aus den im Oberflaichengewisser verfiigbaren gelosten Elementen aufgenommen. Im
Wasser des Schliisselstollens wurden z. B. fiir Pb 713 pug L™ und fiir Zn 18 mg L™ analy-
siert (s. Tab. 3-6). Die bei diesen Konzentrationen bereits toxisch wirkenden Elemente
miissten nach COLLINS und STOTZKY (1989) zu Hemmungen des Zellwachstums und
morphologischen Verdnderungen der Zellen fithren und als Enzym-Inhibitoren die Photo-
synthese  verringern bzw. hemmen. Aufwendige Untersuchungen, die von
LE FAUCHEUR und SIGG (2005) an der EAWAG durchgefiihrt wurden, widersprechen
der Aussage teilweise. Sie fanden, dass die Mikroorganismen als Uberlebensstrategie
Glutathion und damit Phytochelatine bilden und somit gegeniiber Metallen resistent sind.
Weiterhin gehen sie davon aus, dass die Bildung der Phytochelatine wesentlich von der
Artenzusammensetzung im Biofilm abhiingig ist. Ahnliche Aussagen traf GADD bereits
1993. Als Phytochelatine werden intrazelluldre Polypeptide bezeichnet, deren Bildung
wesentlich von den Metallgehalten der Umgebung abhingig ist.

Fiir die Biofilme des Schliisselstollens konnten die Ergebnisse nach LE FAUCHEUR und
SIGG (2005) relevant sein und das enorme Wachstum unter den teilweise widrigen Mili-
eubedingungen begriinden. Nach WANNER und BAUCHROWITZ (2005) wéren fiir das
Biofilmwachstum im Schliisselstollen ,,chemoautotrophe Bakterien* verantwortlich, die
fiir ihre Generierung anorganische Stoffe verwenden. Diese Bakterien gelten als
.Schwermetalltolerant®, wenn trotz einer hohen Toxizitit ein starkes Wachstum verzeich-

net werden kann (JAECKEL 2002).

Es kann angenommen werden, dass diese Aussagen auch fiir die Biofilme des Schliis-
selstollens zutreffen. Damit wiirde die augenscheinlich sichtbar starke Ausbildung der
EPS (s. Abb. 3-16, 3-17) als Schutzmechanismus dienen und fiir die Mikroorganismen als
eine Art ,Nahrstoffdepot zur Verfiigung stehen (COSTERTON et al. 1987). Auch
MEYLAN et al. (2005) konnten feststellen, dass die Aufnahme von Metallen wesentlich
von der EPS abhingig ist und je nachdem, wie schnell diese ,,Schranke* iiberwunden
wird, der Austausch der freien Sorptionsplitze erfolgt. Die hohen Akkumulationsraten fiir
Blei korrelieren nicht mit der Zinkakkumulation. Wihrend im Oberflichenwasser nur
0,7 mg L™ Blei gelost sind, wurden zu Beginn der Akkumulation im Biofilm bereits

531 mg g aufgenommen. Zink dagegen wurde nur ,,schwach* induziert.
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Eine Zinkkonzentration in der geldsten Wasserphase von 18 mg L' fiihrte im Biofilm
lediglich zu einer Anreicherung von 5,5 mg g (s. Tab. 3-6, 3-7). Der Grund fiir diese

stark variierenden Akkumulationen konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Inwieweit fiir die im Biofilm des Schliisselstollens stattfindenden Interaktionen der hohe
Chloridgehalt von ca. 13 mg L' relevant ist (s. Tab. 3-5), konnte mit den durchgefiihrten
Untersuchungen nicht eindeutig nachgewiesen werden. ZANKER et al. (2000, 2002) fan-
den z. B. in stillgelegten Grubenwéssern Blei an Kolloiden gebunden. Dass die kolloidale
Bindung am Chlorid erfolgte, kann allerdings nur vermutet werden. Ein Indiz fiir diese
Vermutung ist die Aussage von HORNBURG und BRUMMER (1993), die bei hohen

Salzgehalten eine schwere Mobilisierbarkeit von Blei beschreiben.

In Abhéngigkeit von der Biodiversitidt im Biofilm werden die Elemente letztlich, wie in
Kap. 3.2.2.1 erldutert, in der Plateauphase an- bzw. abgereichert. Die in der Abb. 3-20
dargestellten Sorptionseffekte der Elemente Zn, Cu, Pb und Ni lassen vermuten, dass ab-
hingig von den mikrobiellen Spezies und der Lebenszeit nach dem Absterben und Ver-
fliissigen der Bakterien die Elemente wieder freigesetzt werden. Anhand der Ergebnisse
der u-XRF kann weiterhin geschlussfolgert werden, dass nur organisch gebundene Ele-
mente den Sorptionsmechanismen unterliegen. Denn sowohl Blei als auch Zink und Kup-

fer liegen homogen verteilt vor (s. Abb. 3-13).

4.1.2.2 Grofsskalige Ldngsprofiluntersuchungen an der Tisza, Ungarn

Die unter 3.2.1 durchgefiihrten Untersuchungen zur Elementakkumulation natiirlich ge-
wachsener Biofilme wurden in Ungarn am Beispiel der Tisza praktisch angewendet. Wih-
rend der Probennahmen in 2000 und 2002 wurden an differenzierten Stellen Biofilme
entnommen und im Labor am UFZ in Magdeburg analysiert. Es konnte festgestellt wer-
den, dass die Biofilme eines Altarmes als Referenzobjekt ideal geeignet sind. Im Ver-
gleich zum weiteren Verlauf von Szamos und Tisza sind sie nicht oder nur marginal in das
Uberschwemmungsgebiet eingebunden. Sowohl Flora als auch Fauna unterliegen somit
einem eigenen Akkumulationsregime. Das bestitigen auch die in 3.3.3 durchgefiihrten

Feldversuche zur Elementanreicherung in Zooplanktonproben.

Wie bereits von BABOROWSKI et al. (2002) untersucht, erfolgt der hohe Elementeintrag
iber die Szamos in die Tisza hauptsidchlich aus dem gelosten Anteil der Elementkonzent-
ration im Oberflichenwasser und den partikulidren Stoffeintrigen. Diese variieren, in Ab-

hingigkeit von der Flussdynamik, mehr oder weniger stark (LEWANDOWSKI
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etal. 1995, BABOROWSKI et al. 2002). Vergleichende Untersuchungen zur Sedi-
mentdynamik wurden 2007 von van der VEEN et al. veroffentlicht. Sie bestitigen das
Bindungsverhalten ausgewihlter Elemente im Flussverlauf der Tisza, beginnend vom
intensiven Eintrag iiber die Szamos bis zur beruhigenden Sedimentation im Tisza-
Stausee. Umfangreiche Ergebnisse zur Freisetzung von Metallen im Einzugsgebiet der
Tisza und die daraus folgende Okologische Beeintrachtigung der Umwelt wurden von
MACKLIN et al. (2003) veroffentlicht. Dabei wurde das gesamte Auengebiet von Tisza

und Szamos untersucht und ausgewertet.

4.2 Zooplankton

Der Forschungsansatz zur Elementakkumulation in Zooplanktonproben wurde in einzelne
Schwerpunkte untergliedert. Vordergriindig stand die Fragestellung, inwieweit die An-
wendung der TXRF dafiir geeignet ist, in einzelnen Individuen differenzierte und teilwei-
se gewichtsabhiingige Elementakkumulationen zu untersuchen. Dafiir wurden zwei Me-
thoden (,,Dry“- und ,,Wet“-Methode) entwickelt, die in Abhéngigkeit von der
Probenpriparation fiir Freilandversuche und klassische Laboruntersuchungen validiert

wurden.

In Auswertung dieser Ergebnisse wurde getestet, ob durch die Veraschung in einem Sau-
erstoffplasma die organische Matrix in den Proben reduziert und damit die Reproduzier-
barkeit der Messergebnisse verbessert werden kann. Zum Einsatz kam ein kommerzieller

Kalt-Plasma- Verascher.

Wiihrend einer Messkampagne an der Tisza in Ungarn konnte die o. g. ,,Wer“-Methode
unter realen Probennahmebedingungen angewendet werden. Als Analysentechnik wurde
die unter 3.1.1 beschriebene portable TXRF S2 PICOFOX™ eingesetzt. Das Probenmate-
rial wurde anschlieend im Labor mit der stationdren TXRF 8030 C analysiert und die

Ergebnisse versus portable TXRF ausgewertet.

4.2.1 Einschdtzung der entwickelten und adaptierten Methoden zur Element-

bestimmung in Einzelindividuen
4.2.1.1 ,Dry“ und ,Wet“-Methoden

Einwaagen von Zooplankton-Sammelproben im mg-Bereich lassen einerseits Aussagen
iber die Aufnahme von Elementen in Zooplankton zu, andererseits aber keine Differen-
zierung der Akkumulation in Einzelindividuen. Die von KAHLE et al. (2002) durchge-

fiihrten Mikroaufschliisse zeigten zwar gute Wiederfindungsraten der Referenzmateria-
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lien, verwendeten mit 10 mg Probenmaterial allerdings nur eine ,.,klassische* Mischprobe.
Die Bestimmung von Elementen, wie Cd, Cu, Pb, Co und Ni, wurde dafiir mittels GF-

AAS durchgefiihrt.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass demgegeniiber beide entwickelten Methoden
fiir die Bestimmung von Elementgehalten in Einzelindividuen geeignet sind. Die ,,Wer*-
Methode bietet vor allem erste Informationen iiber Kontaminationen und ist somit spezi-
ell fiir die Selektierung unbekannter Probenstellen geeignet. Als erstes Indiz bietet sie
semi-quantitative Informationen iiber z. B. Schadstoffbelastungen nach Umwelthavarien.
Voraussetzung ist hierfiir, dass die ,,Korperlingen—Trockengewichts—Relation* bekannt
(DUMONT et al. 1975, BOTTRELL et al. 1976, WOELFL 1995) und damit die indirekte
Bestimmung der Trockenmasse gewdhrleistet ist (BIRD und PRAIRIE 1985).

Im Gegensatz dazu wurde die ,,Dry‘“-Methode als quantitative Methode fiir den Spurenbe-
reich entwickelt und unter Beachtung der labortechnischen Voraussetzungen qualitativ
tiberpriift und validiert. Der Zeitfaktor spielt bei dieser Methode eine wesentliche Rolle.
Im Vergleich zur ,,Wer“-Methode fallen zusitzliche Schritte, wie die Gefriertrocknung und

das subjektiv beeinflusste Wigeprozedere an.

Nach wie vor gibt es in der Literatur nur wenige Aussagen iiber gewichtsbezogene Ak-
kumulationsstrategien und -mechanismen in Zooplankton und nach den Ergebnissen von
ZAUKE et al. (2001) besteht hierbei erheblicher Forschungsbedarf. Die Differenzierung
innerhalb einzelner Arten, die Akkumulationen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
und toxikologische Veridnderungen einzelner Individuen koénnten mit der TXRF-An-
wendung wesentlich informativer ausgewertet werden. So wurden von WOELFL et al.
(2004a) mit Hilfe der ,,Dry“-Methode vergleichende Untersuchungen an Zooplankton-
proben durchgefiihrt. Zum einen wurde Zooplankton kupferbelasteter Wasserreservoirs
einer chilenischen Bergbauregion untersucht und mit Zooplankton unbelasteter Seen ver-
glichen. Wie erwartet konnte die hochste Signifikanz im Kupfer festgestellt werden. Die
belasteten Zooplanktonarten wiesen gegeniiber den unbelasteten Individuen eine 8-fach
hohere Elementkonzentration auf (WOELFL et al. 2004a). Es ist bekannt, dass neben den
Milieubedingungen auch Spezies-spezifische Eigenschaften eine wesentliche Rolle bei
der Elementakkumulation spielen und die Bewertung der daher sehr variablen Bioakku-
mulationen in biologischen Proben erschweren. Aus diesem Grund wurden u. a. von
LUOMA und RAINBOW (2005) und ZAUKE et al. (2001) Bewertungsmodelle entwi-

ckelt, die aber immer von einer homogenen Biomasse jeder Art ausgehen.
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Fiir die Bewertung innerhalb einer Art bietet die Anwendung der entwickelten ,,Dry*-

Methode wesentlich effizientere Ergebnisse.

Die Reproduzierbarkeit der entwickelten Methoden wurde von MOLLOY und SIEBER
(2008) untersucht. Sie konnten mit Hilfe der u-XRF feststellen, dass Einwaagen von Re-
ferenzmaterialien, in Abhingigkeit vom Element, bereits ab 11 pug durchaus vergleichbare
Ergebnisse bringen. Eine weitere Applikation wurde in MAGES et al. 2008 vorgestellt.
Darin wurden Akkumulationsversuche in Embryonen des Zebrabirblings durchgefiihrt.
Diese Einwaagen lagen noch unter denen von Daphnia und zeigten vergleichbare Ergeb-

nisse.

4.2.1.2 Eignung der CPA-Methode zur Reduzierung der organischen Matrix

Der Einsatz der Kaltplasmaveraschung reduziert fiir die Analysierung von Elementen in
biologischen Proben die organische Matrix signifikant, wie auch bei JAKES und
MITCHELL (1996), DE STASIO et al. (1997) und CARVALHO et al. (2001) beschrie-
ben. Die Wiederfindungsraten mit zertifiziertem Referenzmaterial bestétigen die Annah-
me teilweise. Besonders bei der Verwendung von biologischen Mikroproben vereinfacht
diese Methode den gesamten analytischen Prozess der Probenpréparation und minimiert

Kontaminationen erheblich.

Dieser schonenden Aufschlusstechnik sollte, insbesondere fiir die TXRF-Analytik, vor
den klassischen Techniken der Vorrang gegeben werden. Hier sei als wesentlicher Vorteil
die schonende Oxidation im Sauerstoffplasma bei Temperaturen unter 180 °C genannt.
Hinzu kommt, dass das zu veraschende Material, unter Einhaltung der im Kap. 3.3.2 ge-
nannten Arbeitsbedingungen, direkt im Prédparationsgefdl bzw. auf dem Probentréiger ve-

rascht werden kann.

4.2.2 Bewertung der Ergebnisse der Felduntersuchungen am Beispiel einer

Probennahme an der Tisza, Ungarn

Wihrend einer Messkampagne in Ungarn an der Tisza wurde die portable TXRF S2
PICOFOX™ hauptsichlich fiir die direkte Analyse von Zooplanktonproben eingesetzt.
Unter Beriicksichtigung der in 2.4.3 und 3.3.3 vorgegebenen Qualitétskriterien wurde vor
Ort die ,,Wer“-Methode angewendet. Es zeigte sich, dass diese ,,vereinfachte Methode
durchaus fiir Felduntersuchungen geeignet ist, um semiquantitativ die Elementakkumula-
tion im Zooplankton vor Ort nachweisem zu koénnen. Die Uberpriifung mit zertifizierten

Referenzmaterialien ergab akzeptable Wiederfindungsraten.
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Die semiquantitative Elementbestimmung ist im Feld durchaus auch fiir andere biologi-
sche Proben geeignet. In Abhédngigkeit von den zu erwartenden Ergebnissen kann bei ei-
nem ersten Screening als Bezugselement ein bekannter Elementgehalt dienen. Wie bereits
2003 von FREIMANN methodisch entwickelt und mehrfach angewendet, ist die Bestim-

mung von Schwermetallen in marinen Sedimenten ohne Aufschluss gut geeignet.

Zur Uberpriifung der Eignung der ,,Dry“-Methode fiir Feldeinsitze wurden alle priparier-
ten Zooplanktonproben mit der portablen und der stationdren TXRF analysiert und die
Ergebnisse verglichen. Dabei korrelieren die Ergebnisse innerhalb der zugelassenen Tole-
ranzgrenzen fiir biologische Proben. Der Einsatz der portablen TXRF erweist sich fiir alle

angegeben Einsitze als geeignet.

4.3 Gewasserrelevante Bewertung der Elementakkumulation in biologischen

Proben

Die Beurteilung der Qualitdt von Oberflichengewissern kann auf der Grundlage natur-
raumlicher oder wirkungsbezogener Bewertungsverfahren erfolgen. Dabei orientiert sich
der naturrdumliche Ansatz an den anthropogenen Verdnderungen gegeniiber den geogenen
Hintergrundinformationen der Stoffkonzentrationen (SCHNEIDER et al. 2003). Die wir-
kungsbezogene Bewertung fundiert dagegen auf der Einbeziehung unterschiedlichster
Kriterien, wie z.B. die Trinkwasserverordnung, den Richtlinien fiir Fischgewisser, Ge-
wissergiiteklassifikationen fiir Schutzgiiter usw., die konkrete Qualitédtsstandards gewéhr-
leisten (SCHNEIDER et al. 2003). In der EU-Wasserrahmenrichtlinie sind sowohl fiir
Oberflachenwasser als auch fiir Schwebstoffe und Sedimente Grenzwerte festgelegt bzw.

werden empfohlen (Tabelle 4-1).

Um den Belastungszustand von FlieBgewissern beurteilen zu kdnnen, wurden vorrangig
die Ergebnisse der Elementgehalte in den Schwebstoffen und der Wasserphase sowie die
Elementanreicherungen im Sediment herangezogen. Dabei bildet nach wie vor die Ge-
samtkonzentration der Elemente das Kriterium. Tatsdchlich hidngt die Bioverfiigbarkeit
der Elemente, die das eigentliche Gefahrenpotential fiir Mikroorganismen darstellen, von
den vorliegenden Metallspezies in der gelosten Wasserphase ab (MEYLAN et al.
2003, 2004).
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Eine wesentliche Grundlage fiir die Bewertung von Okosystemen bilden Organismen in
Oberflachenwissern, die die Elemente teilweise als Filtrierer (Zooplankton) direkt bzw.
kumulativ iiber Zellbarrieren (Biofilm) aufnehmen. Unabhingig von der Trophieebene

fiihrt die Elementaufnahme in Organismen mit Sedimentkontakt zu héheren Akkumulati

onsraten als bei denen die sich in der Wasserphase frei bewegen (PROSI und

MULLER 1987).

Aufgrund der hohen Mobilitdt von Zooplankton sollte die Bewertung der Elementanrei-
cherung ausschlieBlich mit den Grenzwerten von Schwebstoffen verglichen werden. Im
Biofilm hingegen konnen kausale Zusammenhédnge sowohl zu den Grenzwerten der
Schwebstoffe als auch zum Sediment bestehen. Das ist einerseits vom Milieu in der Was-
serphase und weiterhin von der Positionierung der Auswuchstriager abhingig. Das konnte
in der vorliegenden Arbeit am Beispiel der Biofilme in der Schlenze und im Schliissels-
tollen (Kap. 3.2.2.1) festgestellt werden. Bedingt durch den sehr hohen Schwebstoffgehalt
in der Schlenze lagerte sich die Sedimentationsschicht hauptsidchlich auf den vertikalen

Biofilmen ab.

4.3.1 Vergleich der Elementgehalte in untersuchten Biofilmen mit Grenzwerten

fiir Schwebstoffe/Sedimente der EU-WRRL

Am Beispiel der groB3skaligen Langsprofiluntersuchungen an der Tisza in Ungarn wird im
Folgenden versucht, die Elementakkumulation in biologischen Proben hinsichtlich der
Grenzwerte der EU-WRRL (EU-Wasserrahmenrichtlinie) zu bewerten. Fiir die Datener-
hebung wurden die Ergebnisse des Kapitels 3.2.2 (Tab. 3-8 und 3-9) und Daten aus
OVARI et al. (2004a) und WOELFL et al. (2004c) verwendet. In Tabelle 4-1 wurden die
Elementgehalte des Oberflachenwassers und der Biofilme ausgewdhlter Probenstellen der
Tisza den empfohlenen Grenzwerten der EU-WRRL gegeniibergestellt. Als Information
werden fiir das Oberflichenwasser auch die geogenen Hintergrundwerte (SCHNEIDER et
al. 2003) angegeben.

Der Vergleich der Elementkonzentrationen des Oberflichenwassers zu den Grenzwerten
ist eindeutig und zeigt wie erwartet an, dass in der Szamos Grenzwerte um den Faktor 5
fiir Cu und 10 fiir Zn iiberschritten werden. Gleichzeitig ist eine Erhohung der Cu-Gehalte
in Tokaj und am Stausee der Tisza ersichtlich. Cu ist fischtoxisch und fiihrt bereits bei
niedrigen Konzentrationen (=~ 1 pg L) zu Schidigungen von z. B. Phytoplankton. Fiir As

gibt es in der Wasserphase keine Abweichungen vom Grenzwert.
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Abweichend ist allerdings das Verhiltnis vom As im Oberflichenwasser zur Anreicherung
im Biofilm an den Probenstellen S 2 und S 3. Am Probenort S 2, einem unbelasteten Alt-
arm der Szamos, der als Referenzstelle genutzt wurde, ist der As-Gehalt mit 7,12 pug Lt
doppelt so hoch wie der maximale geogene Hintergrund (0,3 — 3,5 ug L) und weist im
Biofilm ,,nur* eine Anreicherung mit einem Faktor von 1.120 auf. An S 3 wiederum, der
stark kontaminierten Szamos, ist der As-Gehalt mit 4,46 pug L' nur halb so hoch wie an S
2, fiihrt aber im Biofilm zu einer Anreicherung von 99,0 pg g, also mit einem Faktor von
22.200. Diese Werte zeigen eindeutig, dass die Anreicherung im Biofilm nur aus der star-
ken Schwebstofffracht (s. Abb. 3-22) resultieren kann. Daraus resultieren ebenso die
Elementanreicherungen im Biofilm fiir die Elemente Cu und Zn. Wiirden auch hier die
empfohlenen Grenzwerte der EU-WRRL zugrunde gelegt, wire an S 3, vor dem Zufluss
der Tisza, der Cu-Gehalt um das 3-fache erhdht. Der Grenzwert fiir Zn mit 400 pg g’
wiirde um 2.000 pg g™ iiberschritten. Der an der Probenstelle T 2 angegebene Zn-Gehalt
im Biofilm resultiert aus einer Kontaminationsquelle wihrend der Probennahme (Kap.

3.2.2.2).
In Tabelle 4-2 wurden die Grenzwerte fiir Schwebstoffe/Sedimente der EU-WRRL mit

den saisonalen Anreicherungen in den Biofilmen der Probennahmen in 2000 und 2002
verglichen. Hier zeigen sich eindeutig die Folgen der Sedimentation und damit eine An-
reicherung in 2002 fiir die meisten Elemente. Der hohe Zinkgehalt in Tokaj (T 2) resul-

tiert, wie bereits im Kap. 3.2.2.2 beschrieben, aus belastetem Probennahmesubstrat.

Fiir die saisonalen Abweichungen kann nicht abgeschitzt werden, ob bei der Probennah-
me nur ,,frisches* Material entnommen oder auch abgestorbene iiberlagerte Biofilme ge-
sammelt wurden. Als Fazit konnte anhand der Ergebnisse abgeleitet werden, dass Ele-
mentgehalte in Biofilmen, die die empfohlenen Grenzwerte fiir Sedimente/Schwebstoffe
signifikant liberschreiten, auch auf erhohte Belastungen der Sedimente schliefen lassen.
Insofern konnte die portable TXRF fiir ein erstes Screening nach Havarien eingesetzt
werden. Inwieweit dafiir die Analyse kleiner Biofilmfragmente oder ein kurzzeitiger
Aufwuchs auf TXRF-Trédgern eine geeignete Alternative darstellen, konnte in weiterfiih-

renden Arbeiten getestet werden.
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Tab. 4-2:  Vergleich der Grenzwerte der EU-WRRL fiir Schwebstoff/Sediment und
der saisonalen Elementanreicherungen in Biofilmen von Tisza und
Szamos der Probenkampagnen 2000 und 2002 [ug g”'] (MAGES et al.

2004a)
Jahr Probenort Proben Cr Ni Cu Zn As Pb
-stelle
Grenz- 320 120 80 400 40 100
werte
2000 78,0 59,0 261 1.520 77,0 68,0
Olcsva S3
2002 34,7 75,1 228 2430 99,0 72,6
2000 10,3 17,5 118 195 18,3 10,1
Tokaj T2
2002 56,0 36,9 63,0 4,780 31,8 46,9
2000 79,0 352 38,0 157 27,6 56,5
Tiszavalk T4
2002 72,5 472 82,4 535 30,8 65,6
2000 76,0 349 35,6 151 38,2 234
Kiskore TS5
2002 72,6 404 53,7 213 21,1 29,3

4.3.2 Vergleich der Elementgehalte in Makrozoobenthos- und Zooplanktonpro-
ben in Anlehnung an die Grenzwerte fiir Schwebstoffe/Sedimente der EU-
WRRL

Die Referenz- und Grenzwerte der EU-WRRL bilden die Grundlage fiir den Vergleich der
Elementakkumulation in Makrozoobenthos- und Zooplanktonproben. Zur Anwendung
kamen Makrozoobenthosproben nach dem Zusammenfluss Szamos und Tisza (WOELFL
et al. 2004b, 2006b) und Zooplanktonproben aus einem Wasserreservoir in Chile, dem
Rapel, der aus dem Einzugsgebiet der Cu-Minenregion gespeist wird (WOELFL et al.
2004a).

Das Benthos, gesammelt in der Sedimentschicht, weist keine Uberschreitung der Grenz-
werte auf (Tab. 4-3). Hier kann angenommen werden, dass die Anreicherungen im Sedi-
ment nur in der obersten reaktiven Schicht vorliegen und iiber das Benthos keine direkte

Aufnahme erfolgt.
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Bezogen auf die Toxizitét fiir aquatische Lebensgemeinschaften ist ein Kupfergehalt von
40 pg g allerdings bereits als grenzwertig anzusehen. Der Zinkgehalt mit 194 ug g

liegt iiber dem Referenzwert mit 140 pg g und zeigt bereits eine Anreicherung.

Die Ergebnisse der Zooplanktonproben konnen als starke Cu-Belastung eingeschitzt
werden. Auch hier ist von einer erhohten Toxizitdt auszugehen. Die Werte liegen mit 62,7
und 67,4 ug g zwar unter dem empfohlenen Grenzwert von 80 ug g, aber da es sich
hierbei um ein wichtiges Bindeglied der Nahrungskette handelt, kann der Grenzwert als
nicht relevant angenommen werden. Die von DITTMAR 2011 angefiihrte Elementfolge

fiir die Toxizitit in der Reihenfolge:
Cu>Cr>Zn>Pb>Ni fiir Zooplankton und
Cu>Pb>Zn>Ni fiir Phytoplankton

korrelieren in keiner Weise mit den Grenzwerten nach der EU-WRRL. Diese geben, wie

in Tab. 4-3 dargestellt, ein Ranking von
Zn>Cr>Ni>Pb> Cu > As Vor.

Unter Beriicksichtigung der Toxizitdt ist, wie am Beispiel Cu deutlich sichtbar, die
Einstufung der Grenzwerte der Elemente fiir die verschiedensten Planktonarten bisher
nicht moglich. Die Trennung der Grenzwerte fiir Schwebstoffe von Sedimenten, unter
Beriicksichtigung der Toxizitdt fiir biologische Proben, wire fiir die Bewertung von

Zooplankton- und Makrozoobenthosproben eher relevant.

Weiterhin werden fiir die Bewertung der Gewdssergiite ausschlieBlich Fische und
wirbellose Tiere verwendet. Dabei zeigen die langen Akkumulationszeiten von Elementen
und die sehr aufwendige Préparation, einschlieflich der Analytik, nur langfristige und
dauerhafte Elementanreicherungen an. Kurzfristige Aussagen iiber die Akkumulation von
Schadstoffen in Zooplanktonproben, wie mit den in Kap. 3.3 entwickelten Methoden
moglich, wiren eine weitere Alternative fiir z. B. die Abschitzung von Gefahrdungen fiir

aquatische Okosysteme nach Havarieereignissen.
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Tab. 4-3:  Referenz- und Grenzwerte der EU-WRRL fiir Schwebstoft/Sediment und Elementgehalte in
Makrozoobenthosproben aus der Tisza, Ungarn (WOELFL et al. 2004b, 2006b) sowie Zooplankton aus
einem kupferbelasteten Bergbausee und einem Referenzsee in Chile [pg g1 (WOELFL et al. 2004a)

Grenzwerte nach EU- Analysierte Elementgehalte ausgewihlter Zooplankton- und
WRRL Makrozoobenthosproben
Schwebstofl’Sediment
Benthos Zooplankton Zooplankton
Referenzwerte  Crenzwerte Tisza, Ungarn Stausee Rapel, Chile Laja See, Chile
Cu-belastet unbelastet
Chironomiis Ceriodaphnia Bosmina Daphnia pulex
dubia chilensis
Cr 80 320 - - - -
Ni 60 120 32,6 16,8 10,3 7,99
Cu 40 80 40,0 62,7 67,4 8,09
7n 140 400 194 102 115 90,3
As - 40 3,9 7,9 6.35 4.4
Pb 30 100 15,7 - - -
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In der vorliegenden Arbeit wurden in unterschiedlichen aquatischen Biota Akkumulati-
onsuntersuchungen ausgewihlter Elemente durchgefiihrt. Als Untersuchungsgegenstand
wurde Probenmaterial aus aquatischen Biofilmen und Zooplankton aus verschiedenen
aquatischen Systemen (bergbaubeeinflusst und unbeeinflusst) gewonnen. Beide biolo-
gisch unterschiedlichen Probenmaterialien konnen einerseits extrem empfindlich auf er-
hohte Elementkonzentrationen reagieren. Andererseits ist eine Adaption durch ver-
schiedenste Mechanismen und ,,Uberlebensstrategien“ an erhohte Metallkonzentrationen
moglich. In der aquatischen Nahrungskette sind sie ein wichtiges Bindeglied und kénnen

den okologischen Zustand natiirlicher Gewisser anzeigen.

Fiir Biofilme und Zooplankton wurden unter optimalen Laborbedingungen und unter Be-
riicksichtigung der analytischen Qualititssicherung Methoden entwickelt und weiter mo-
difiziert, um in Probenmaterialien im pg-Bereich reproduzierbare Elementbestimmungen
zu ermoglichen. Die Anwendungen zeigten sich fiir Biofilme weniger kompliziert, da mit
500 pug ausreichend Probenmaterial zur Verfiigung stand. Analytisch aufwendiger stellte
sich die Anwendung fiir die Zooplanktonanalytik dar. Hier lag der Fokus in der Element-
bestimmung in Einzelindividuen, deren absolute Einzelgewichte zwischen 5 und 10 ug

lagen.

Ein wesentlicher Bestandteil der durchgefiihrten Versuche war die Einbindung der analy-
tischen Qualititssicherung. Dabei wurden sowohl in den Laborversuchen als auch in den
Feldeinsitzen zertifizierte Referenzmaterialien dem gleichen Analysenprozedere wie die
realen Proben unterzogen und die Wiederfindungsraten bestimmt. Das Referenzmaterial
CRM 414, mit > 97 % Daphnia magna, wurde aufgrund der biologischen Vergleichbar-
keit fiir Biofilme und Zooplankton als geeignet befunden. Die Einwaagen des Referenz-
materials fiir die Biofilmvergleiche lagen bei ca. 500 ug. Dabei wurden fiir die Elemente

Cr, Mn, Fe, Ni, Cu und Zn Wiederfindungsraten zwischen 90 und 114 % gefunden.

Fiir die Anwendungen der Vergleiche mit dem Zooplankton schwankten die Einwaagen
des Referenzmaterials zwischen 10 und 60 pg. Diese Einwaagen liegen bei ca. 5 % der
von QUEVAUVILLER et al. (1993a) empfohlenen Angaben fiir signifikante Wiederfin-
dungsraten. Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass auch mit geringeren
Einwaagen akzeptable Wiederfindungen erzielt werden konnen. So konnten fiir die Ele-

mente Mn, Fe, Ni, Cu und Zn Wiederfindungsraten zwischen 87 und 119 % ermittelt
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werden. Es wird angenommen, dass die abweichende Wiederfindung von 141 % fiir das
Element Cr aus Inhomogenititen des Referenzmaterials resultiert, bzw. sich hierbei die

geringe Einwaage nachteilig auswirkt.

Als Analysentechnik kamen fiir die Untersuchungen der Biofilm- und Zooplanktonproben
zwei TXRF-Gerite zum Einsatz. Die stationdre TXRF 8030 C, die fiir die Kiihlung der
Detektionseinheit fliissigen Stickstoff bendtigt, und die standortunabhingige portable
TXRF PICOFOX™, deren Detektor mittels Peltier-Modul gekiihlt wird. Sie bendtigt im
Feldeinsatz lediglich ein Notstromaggregat. Sowohl die stationédre als auch die portable
TXRF zeigten sich fiir alle Untersuchungen als sehr gut geeignet und erbrachten im Ver-

gleich mit zertifizierten Referenzmaterialien reproduzierbare Wiederfindungsraten.

Wie in der vorliegenden Arbeit dargestellt, bietet die Anwendung der TXRF die Moglich-
keit der Detektion vieler fiir die aquatische Umwelt relevanter Elemente im Spurenbe-
reich. Auf mogliche Kontaminationen, speziell im Feld, wie Windrichtung, Staubbelas-
tung und Kontaminationen durch die Probennahmen, wurde in der Arbeit eingegangen.
Die stiandigen Kontrollen der Blindwerte bestitigten die Notwendigkeit des moglichst
kontaminationsfreien Arbeitens. So konnten auf Leertrigern nach einer Expositionszeit
von 48 h Elementanreicherungen fiir Zn von 9,5 ug L und fiir Fe von 559 ug L' detek-

tiert werden.

Fiir die Elementuntersuchung in Biofilmen wurde die Eignung natiirlicher und kiinstlicher
Aufwuchstriager getestet und verglichen. Dazu wurden natiirlich aufgewachsene Biofilme
und Biofilme von definiertem Triagermaterial, in diesem Fall Polycarbonat, gewonnen und
mit selbst entwickelten Priparationen vorbereitet, um die Elementbestimmung mit der
TXRF 8030 C zu ermdglichen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde in den Feldversuchen
festgestellt, dass das Aufwuchssubstrat keine Relevanz fiir das Biofilmwachstum hat. Le-
diglich bei den kiinstlichen Aufwuchstriagern kam es zu erhohten Akkumulationsraten von
Pb und Ni. Da das Umgebungsmilieu durch gleichbleibende Temperatur keinem saisona-
len Einfluss unterliegt, lag die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um sorptionsbedingte
Austauschmechanismen handeln konnte. Daraus schlussfolgernd wurden in Biofilmen
eines Stollensystems zur Haldenentwisserung (Mansfelder Land, Mitteldeutschland) zeit-
abhéngige Sorptionseffekte ausgewihlter Elemente untersucht. Mit einem differenzierten

Entnahmeregime konnten signifikante Austauschmechanismen nachgewiesen werden.
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Nach einer Depositionszeit von 4 Wochen konnte festgestellt werden, dass Pb mit
531 mg g und Ni mit 326 pg g™ relativ stark absorbiert wurden, wihrend die Aufnahme
von Zn mit 5.530 ug g und Cu mit 2.320 ug g eher verhalten verlief.

Abbildung 3-20 zeigt grafisch den Sorptionsverlauf der Elemente Pb, Ni, Zn und Cu.
Nach 14 Tagen konnte eine relativ schnelle Desorption von Pb und Ni und ein wesentli-
cher Anstieg der Elementgehalte von Zn und Cu festgestellt werden. 8 Wochen nach Aus-
legen der Tridger wurde fiir die verglichenen Elemente ein Plateauzustand erreicht. Somit
kann geschlussfolgert werden, dass ein relativ schneller Abfall der Pb- und Ni-Gehalte

zugunsten der Anreicherung der Elemente Zn und Cu verlief.

Welche Dimension die Anreicherung der einzelnen Elemente in Abhingigkeit von der
Aufwuchszeit der Biofilme umfasst, zeigt Tabelle 3-7. Hier variieren Elementgehalte von
109 pg g fiir Ni bis 531.000 ug g fiir Pb. Diese Werte korrelieren nicht mit den gelds-
ten Elementgehalten der Wasserphase. Wihrend die Elementkonzentrationen im Wasser

des Schliisselstollens folgendes Ranking aufweisen
Zn > Pb > Cu > Ni,

erfolgten die Akkumulationen im Biofilm nach dem Muster
Pb > Cu > Zn > Ni.

Am Beispiel von Longitudinaluntersuchungen eines bergbaubeeinflussten FlieBgewissers
(Tisza, Ungarn) wurde der Einfluss von Schadstoffeintrigen nach Havarie-Ereignissen
auf die Elementanreicherung in Biofilmen untersucht und bewertet. Ausgehend von Pro-
ben eines unbelasteten Altarms der Szamos als Referenzstelle wurden sowohl die Biofil-
me der kontaminierten Szamos als auch der Tisza vor und nach dem Zusammenfluss bei-
der Fliisse untersucht. In den Biofilmen der Szamos zeigten sich im Vergleich zu den
Referenzbiofilmen Anreicherungen von teilweise 2 GroBenordnungen. Zn wurde z. B. mit
einem Faktor von 145 angereichert, Cu mit 25, As mit 12 und Cr mit 9. Nach der Einmi-
schung in die Tisza und in deren Langsprofil variieren die Elementgehalte in den Biofil-
men teilweise stark. Das kann einerseits vom Probennahmeort und dessen unmittelbaren
urbanen Einleitungen iiber Nebenfliisse beeinflusst werden und andererseits auf Inhomo-

genititen des Biofilms hinweisen.

Als Filtrierer von Plankton spielt Zooplankton mit der moglichen Anreicherung von Ele-

menten in der Nahrungskette aquatischer Systeme eine wichtige Rolle.



110 5 ZUSAMMENFASSUNG

Bisherige Aussagen bezogen sich ausschlieflich auf die Biogesamtmasse von Zooplank-

ton und gaben keine Auskunft iiber die Akkumulation in Einzelindividuen.

Erst mit den entwickelten ,,Dry“-und ,,Wer“-Methoden ergaben sich Aussagen iiber ge-
wichtsadaptierte Akkumulationen in Einzelindividuen. Der Vergleich beider Methoden
zeigte fiir die Elemente P, K, Ca, Fe, Cu und Zn keine signifikanten Unterschiede. Mit
dem Einsatz einer Kalt-Plasma-Veraschung konnte auflerdem durch die Reduzierung der
organischen Matrix das Signal-Untergrund-Verhiltnis reduziert werden und ermoglichte

eine verbesserte quantitative Detektion der Elemente.

Weiterhin konnte wihrend Feldversuchen an der Tisza in Ungarn getestet werden, inwie-
weit die ,,Wet“-Methode bei Havarien als ,, Task-Force* geeignet ist und sehr schnell Aus-
sagen iiber Belastungen in Biota zuldsst. Die Anwendung zeigte, dass die Methode fiir
eine semi-quantitative Elementbestimmung im Feld geeignet ist. Die eingesetzte portable
TXRF vom Typ S2 PICOFOX™ erwies sich sowohl von der Handlichkeit als auch von
der Robustheit als ideales Spektrometer zur Analyse von Elementen sowohl in Wasser-
proben als auch in unterschiedlichen biologischen Proben. Dabei waren Aussagen iiber

die partikuldren Bindungen von Elementen bereits vor Ort moglich.

Es stand die Frage, inwieweit fiir die Bewertung des Belastungszustandes die Ergebnisse
der Biofilm- und Zooplanktonproben in Anlehnung an die EU-WRRL verglichen werden
konnen. Fiir die Bewertung mittels Zooplankton wire aufgrund der Mobilitét eine Paralle-
litdt mit dem Schwebstoff wahrscheinlicher. Dagegen besteht fiir das Kompartiment Bio-
filme, die im horizontalen Aufwuchs einer stindigen Sedimentation unterliegen, eher ein
Bezug zum Sediment. Leider sind aus den bestehenden Klassifizierungen mit den unter-
schiedlichsten Grenzwerten von ARGE und LAWA keine eindeutigen Differenzierungen
fiir Schwebstoffe und Sedimente ersichtlich. Da biologische Proben (und in dieser Arbeit
speziell Biofilme) einer sehr hohen Heterogenitit unterliegen und das Wachstum wesent-
lich von den Milieubedingungen und den Interaktionen innerhalb der Mikrodiversitit ab-
hingt, ist eine klassifizierte Bewertung von Okosystemen aus heutiger Sicht eher fraglich
und mit den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit z. Z. nicht realisierbar. Hier besteht
Handlungsbedarf in der Definition fiir die unterschiedlichen Klassifizierungen von
Schwebstoffen und Sedimenten und daraus schlussfolgernd der Bezug zu aquatischen

Lebensgemeinschaften.
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