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Patentanspruch: |

1. Verfahren zur Gewasserliberwachung und zur Schnellbestimmung von

Gewidsserverunreinigungen durch Schwermetalle, dadurch gekennze'chuet, daR die als

Indikatorpflanze verwendeten intakten Ganzpflanzen dem zu priifenden Gewésser entnommen

werden und anschlieBend eine Bestimmung photosynthetischer Primérprozesse sowie ein

Vergleich der Werte mit den im analogen Verfahren ermitteiten Kontrollwerten erfolgen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dedurch gekennzeichnet, daB primare Schwermetallwirkungen im
Bereich der Photosynthese durch Ermittiung der PS 1I/PS I-Relation rnittels ESR-Spektroskopie
erfalst werden.,

3. Verfahren nach Anspruch 1und 2, dadurch gekennzeichnet, daR als Indikatorpflanzen Vertreter aus
der Famrilie der Lemnaceen (Wasserlinsengewachse) verwendet werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daR? die in Nahrlésung vorkultivierten
Indikatorpflanzen in das zu priifende Gewdasser oder in entsprechende Wasserproben eingebracht
und nach der Exposition entnommen und analysiert werden.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR die Indikatorpflanzen am
Untersuchungsort eines stromenden Gewassers mittels eines verankerten Holzrahmens oder eines
geeigneten, vom Wasser durchflossenen Behdlters fixiert werden.

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daR die Indikatorpflanzen schon nach
16 min Exposition dem zu priifenden Gewésser oder entsprechenden Wasserproben entnommen
und analysiert werden,

Hierzu 3 Seiten Zeichnungen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewésseriiberwachung und zur Schnellbestimmung von Gewiésserverunreinigungen.
Erfindungsgeman werden intakte Ganzpflanzen, vorzugsweise Lemnaceen (Wasserlinsengewichse), in das zu priifende
Gewdsser oder in entsprechende Wasserproben ibertragen oder 8s werden die im Gewisser von vornherein vorhandenen, als
Indikatorpfianzen geeigneten Organismen untersucht. Die photosynthetische Effektivitit der Indikatorpflanzen (Verhiltnis von
Photosystem Hll/Photosystern I) wird ESR (Elektronenspinresonanz)-spektroskopisch bestimmt und mit den entsprechenden
Werten des Kontrolimaterials verglichen.

Anwendungsgebiet der Erfindung

im Rahmen des Umweltschutzes kommt der Uberwachung der Gewisser und der industriellen Abwiésser insbesondere
beziiglich ihres Schwermetallgehaltes groBe Bedeutung zu. Schwermetalle kénnen aufgrund ihrer Toxizitdt Lebewesen
schidigen* auBerdem konnen sie in Abwassern durch Vergiftung des Belebts~hlammes zum Ausfall der Klaranlagen fiihren.
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnostizierung und Bestimmung von Umweltschidden an Pflanzen sowie zur Ermittlung
von Gewidsserverunreinigungen durch Schwermetalle. Das Verfahren erlaubt die Schnellbastimmung des
Schidigungszustandes der Indikatorpflanzen im Sinne eines Biomonitoring sowie die Bestimmung des Ausmafes der
Gewidsserverunreinigung. Anwendungsgebiete dieses Verfahrens sind die Ermittlung von Schwermetall-bedingten Schaden an
Wasserpflanzen im Rahrnen von Umweltschutzuntersuchungen sowie die Erfassung entsprechender
Gewidsserverunreinigungen,

Charakteristik der bekannten technischen L3sungen

Zu; Gewadsseriiberwachuny sind Untersuchungsverfahren bekannt, die einzelne Wasserproben zu verschiedenen Zeiten
entnehmen und im Labor mittels chemischer cder elektrochemischer Methoden auswerten. Auch Verfahren mit kontinuierlich
arbeitenden Geréten zur Registrierung der Wassergiite durch Messurg der Spannung, der Leitfahigkeit und der Widerstinde
wurden bereits vorgeschlagen. Diese bekannten Verfahren und Geréte gestatten aber wegen der diskontinuierlichen
Probenahme keine exakte Feststellung der Wassergtite tiber einen langeren Zeitraum bzw. benétigen bei kontinuierlicher
Uberwachung einen groRen Geréteaufwand vor Ort bei hoher Stranfilligkeit und hohem Wartungsaufwand. Auflerdem
bleiben die natirlichen Lebensvorgénge im Wasser unberiicksichtigt.

Es ist bereits vorgeschlagen worden, zum Nachweis toxischer Substanzen in Gewissern intakte Organismen einzusetzen (z.B.
kleine Wassertiere, Bakterien, Algen u.a. Wasserpflanzen) und ihr Verhalten in Reaktion auf die Schadstoffe zu Giberpriifen.
Diese Verfahren sind ungenau und zeitaufwendig. Vorhandene Verfahren zur Bestimmung von Schadstoffen in Gewassern
durch Erfassung von Primérprozessen bei Organismen sind methodisch und apparativ sehr aufwendig und als kontinuierliche
arbeitende Routineverfahren ungeeignet.
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Der spezielle Nachweis von Schwermetallschiden berunt auf akkumulativen (Schwermetallanreicheruny) oder reaktiven
(Veranderung pflanzanspezifischer Parameter) Indikationsverfahren sowie auf visueller Mnrkmalse: fassung
(Wachstumsdepression, Ausbildung von Nekrosen u. a.). Diese Nachweismethoden sind weitgehend unspezifisch und erfordern
lange Untersuchungszeitrduine. AuBerdem werden nicht die primaren Schwe ‘metallwirkungen, sondern nur die im Ergebnis
der Langzeitwirkung auftretenden Sekundéreffekte erfafy.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, die Verfahren zur Ermittlung von Schwermetallschdden bei Pfianzen sowie die Verfahren
zur Ermittlung von Gewdsserverunreinigungen durch Schwermetalle unter Ausschlufl der dargelegten Méngel
weiterzuentwickeln,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu schaffen, das die Schnellarfassung von priméren
Schwermetallschiden bei Pflanzen gestattet und bei dem sichere und mitsinander vergleichbare MeRergebnisse erzielt werden.
Damitsoll ein Beitrag zum Aufbau standard:sierter Testverfahren fir das Biomonitoring von Umweltschéden geleistet werden.
Erfindungsgemaf wird die Aufgebe dadurch geldst, dad intakte Ganzpflanzen dem zu priifenden Gewésser entnommen undals
Indikator photosynthetisch bestin mt und rnit den im analcgen Verfahren ermittelten Kontrollwerten verglichen werden.

Die Indikatorpflanzen - vorzugsweise Lemnaceen - werden dem zu priifenden Gewésser entnommen oder in das zu priifende
Gewiisser (z.B. Einleitungsstelle von Abwasser in ein Gewisser) oder in entsprechende Wasserproben eingebracht und nach
15min Exposition wieder entnommen. Lemnacsen sind weltweit verbreitet, unter Freilandbedingungen oft massenhaft
verfiighar und unter axenischen Bedingungen gut kultivierbar (AUGSTEN, H., Biol. Rdsch. 22, 225-235 1984; LANDOLT, E.,
Veroff. Geobot. Inst. ETH, Stiftung Riibel, Zirich, 71. Heft, 1-566, 1986). Die Fixierung der Indikatorpflanzen am Untersuchungsort
eines stromenden Gewdssers kann mittels eines verankerten, vom Wasser allseitig durchflossenen Holzrahmens oder eines
geeigneten Behilters erfolgen, der vom Wasser durchflossen wird.

Bei Schwermetahoelastung des Gewa ssers ist die photosynthetische Effektivitat der Indikatorpflanzen (Verhditnis von
Photosystem Il/Photosystem | = PS Il/PS I) gegentiiber den Kontrollpflanzen veréndert, wobei die Stirke der Schéadigung in
Abhiangigkeit von Expositionszeit und Schwermetallkonzentratiu: mit einer signifikanten Anderung der PS II/PS I-Relation
korreliert. Diese verinderte Relation ist direkter Ausdruck eines Kurzzeiteffektes und damit einer primaren Schwermetallwirkung,
die auf einer Beeinilussung der Photolyse des Wassers im Photosystem Il beruht. Verschiedene Schwermetalle {Quecksilber,
Cadmium, Kupfer) zeigen vergleichbare Wirkungen. Die Erfassung des ™S II/PS |-Verhéltnisses erfolgt durch ESR-Spektroskopie,
die eine leicht und schnell durchfiihrbare, standardisierbare Bestimm.ung gewdhrleistet.

Das Verfahren wird wie folgt durchgefihrt: Das Schwermetall-belustete Pflanzen:naterial (100-150mg Frischsubstanz) wird bei
Licht {Bestrahlungsstérke 10-40W m™?) durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff fixiert. Die Elektronenmagnetresonanz-Spektren
werden bei Tieftemperaturen (flissiger Stickstoff} und einer Bestrahlungsintensitat von mindestens 306 W m~2 registriert
(Magnetfeldstirke des MeBgerétes 10mW; Modularitét 2 Gauf3). Das ESR-Spektrum der Pflanzenprobs zeigt 2 Signale (Fig.1).
Signal 1 (ESR1), registriert bei einem g-Faktor von 2,006, gibt die Effektivitét des PS f an, (A;), Signal 2 (ESR 2), registriert bei
einem g-Faktor von 2,015, widerspiegelt die Effektivitit des PS 11 (A;). Aus der Hohe der Amplituden Ay und A, errechnet sich der
Faktor k, der das Verhiltnis von PS II/PS | und damit den Anteil beider Photosysteme an der photosynthetischen Effektivitét
angibt:

PSH/PSI =k = m
A

ErfindungsgemaR bleibt das PS [I/PS |-Verhiiltnis bei den Kontrollpflanzen konstant, wanrend es nach Schwermetallbelastung
*der Pflanze vermindert wird.

Der Vorteil des dargelegten Verfahrens besteht in der Mdglichkeit, Gewasserverunreinigungen durch Schwermetalle und die
dadurch verursachten Pflanzenschidden durch Schnellbestimmung des PS 1I/PS |-Verhaltnisses mittels ESR-Spektroskopie
innerhalb kurzer Zeit zu erfassen. Weitere Vorteile sind, daB die Erfassung der Pflanzenschidden auf der Registrierung primérer
Schwermetallwirkungen beruht, daR die analysierten photasynthetischen Primérprozesse (Effektivitét der
Elektronentransportketten des PS | und PS 11} nicht an enzymatische Folgeprozesse gekoppeli sind, dafd die Untersuchungen an
Ganzpflanzen durchifihrbar sindd und daR auf eine Isolierung der Chloraplasten bzw. Thylakoidmembranen verzichtet werden
kann. Es ergibt sich die Méglichkeit, das Verfahran zur Untersuchung auch groBer Probemengen aus verschiedenen Gebieten,
2.B. in einem methodisch-diagnostischen Zeitraum, ohne groRen Zeitaufwand einzusetzen. Die Erfindung soll nachstehend an
einem Aus Gihrungsbeispiel néher erldutert werden.

Ausfiihrun-jsbeispiel

Pflanzen de:s Stammes SJ von Spirodela polyrhiza (L.) SCHLEIDEN (Lemnaceze) werden in bekannter Weise einer Stammbkultur
entnommen und unter Einsz.zvo 2 Fronds in 50 ml-Erlenmeyer-Enghalskolben mit 26 mI Nahrldsung tiberimpft. Die Nahrlésung
hat vorzugsweise folgende Zusammensetzung:
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KN, 8mmoll™!
CalNO;),-4HyD 1mmoll™!
KH,PO, 1,5mmoli™!
MgSO0,-7H,0) 1 mmoll™
MnCl,- 4 H,C 0,013mmol |
H3BO; 0,0013 mmoll™!
Na,Ma0O,-:H,0 0,005 mmol|~!
Fe""EDTA 0,025 mmol I~
Glukose 10gl™!

Die Population wird vorteilhafterweise bei 8,8 Wm2 Dauerlicht und 26 °C £ 2 °C 9 Tage vorkultiviert (AUGSTEN, H. und A,
GEBHARD, Wiss. Z. P&d. Hochschuls Potsdam, i. D.) und anschlieBend dem Schwermetalleinfluf ausgesetat.

Tabelle 1 und die Fig.2 und 3 belegen, da3 der Faktor k (PS ll/PS I) in Abhéngigkeit von der Einwirkungszeit und der
Schwermetallkonzentration vermindert wird. Erfind:'\ngsgemaR ist dieser Effekt in der ersten Stunde des
Schwermetalleinflusses am starksten ausgeprégt, so dafd bei Einsatz von Lemnaceen aus Stammkulturen eine Messung
innerhalb dieses Zeitraumes besondlers giinstig ist; bereits nach 15min Exposition ist die Abnahme des PS II/PS |-Verhéltnisses
sicher erfaibar.

Tabelle 1
Einfluls von Quecksilb2r, Cadmium und Kupfer (3- 108 mol1~') auf das PS II/PS I-Verhiltnis in Abhingigkeit von der Exposition;
Kontrolle (ohne Schwermetall): k (PS5 1I/PS 1) = 100.

Exposition Hg d Cu
{min)

15 c3,8 87,6 89,0
30 88,4 47,8 88,7
45 86.0 86,4 87,3
60 85,7 85,4 86,9
Legenden

Fig.1: ESR-Spektrum einer Pflanzen)probe.
H = Richtung des Magnetfeldss;
A, = Signal 1 (entspricht der Effektivitat des PS 1);
A; = Signal 2 (entspricht der Effektivitat des PS Il)
Fig.2: Einflu von Quecksilber (1,5 g1™') auf das PS II/PS I-Verhaltnis in Abhéngigkeit vor der Exposition.
Vs = PS1i/PS I-Verhiltnis der iKontrolipflanzen (ohne Quecksilber)
Ve = PS II/PS I-Verhaltnis der Quecksilber-behandelten Pflanzen
Fig.3: Einflu3 verschiedener Quecksilber-Konzentrationen auf das PS 1I/PS I-Verhiltnis nact 60 min Exposition.
V, = PSiI/PS |-Verhiltnis der Kontrollpflanzen (ohne Quecksilber)
Vo = PSHI/PS |-Verhaltnis der Quecksilber-behandelten Pflanzen
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