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Zusammenfassung 

In Zusammenarbeit mit den Abteilungen SWW (Siedlungswasserwirtschaft) und 
Verfahrenstechnik der Eawag wurde das Abwasser einer Wäscherei untersucht. Die 
Wäscherei gibt dem Waschmittel Nanosilber in Form von Silberchlorid zu, um sich die 
antimikrobiellen Eigenschaften von Silber zu Nutze zu machen. Die Abteilung SWW und 
Verfahrenstechnik ermitteln dabei u. a. die Austragungsmenge und das Verhalten von 
Nanosilber im Abwasser. Das Oekotoxzentrum untersuchte anhand von unterschiedlichen 
Biotests die Toxizität des komplexen Abwassers. Im kombinierten Algentest mit der 
einzelligen Grünalge Pseudokirchneriella subcapitata wurden die Inhibition der 
Photosynthese und des Wachstums untersucht. Der Leuchtbakterientest mit dem marinen 
Bakterium Vibrio fischeri zeigte durch eine Hemmung der Lichtemission eine allgemeine 
Toxizität an. Des Weiteren wurde ein in vivo Test mit dem Bachflohkrebs Gammarus 
fossarum durchgeführt, bei dem Auswirkungen des Abwassers auf Verhalten und Mortalität 
untersucht wurden.  

Die Rohabwasserproben wurden auf unterschiedliche Weise aufbereitet und getestet. Sie 
wurden grob filtriert, steril filtriert, ultrazentrifugiert, mit DL-Cystein versetzt und 
ultrazentrifugiert kombiniert mit DL-Cystein-Zugabe. Die Ultrazentrifugation diente der 
Entfernung der Nanopartikel und DL-Cystein wurde zugegeben, um freie Silberionen zu 
komplexieren. Die Kombination von Ultrazentrifugation und Zugabe von DL-Cystein wurde 
durchgeführt, um eine Referenzprobe des Abwassers ohne Silber, weder partikuläres noch 
ionisches, zu erhalten. Zudem wurde eine Testreihe mit Silbernitrat durchgeführt. 

Beim Test mit Silbernitrat (1.5 µM, 255 μg·L-1) in einer 1:2 Verdünnungsreihe zeigte 
G. fossarum bereits nach 3 h eine erhöhte Mortalität, nach 24 h waren in allen Ansätzen alle 
Tiere tot. Die dem Algentest angepassten Effekt-Konzentrationen des Silbernitrats zeigten 
beim Leuchtbakterientest keine Effekte. V. fischeri ist demnach, im Vergleich zu P. 
subcapitata und G. fossarum deutlich weniger sensitiv gegenüber freien Silberionen. 

Am sensitivsten reagierte G. fossarum mit einer signifikant verringerten Bewegungsaktivität 
auf die Exposition gegenüber dem Rohabwasser. Es konnten bis zur 1:100 Verdünnung 
Effekte auf das Verhalten der Bachflohkrebse detektiert werden, wohingegen beim 
Algentest nur bis zur 1:16 Verdünnung und beim Leuchtbakterientest bis zur 1:64 
Verdünnung Effekte auftraten. Die Ultrazentrifugation und/oder Zugabe von DL-Cystein 
verringerte die Toxizität des Abwassers bei allen Tests mehr oder weniger stark. Die 
hemmenden Effekte beim Algen- und Leuchtbakterientest verringerten sich durch 
Eliminierung von Silber signifikant um bis zu 10 %. Diese Abnahme der Toxizität durch das 
Entfernen des Silbers war beim Gammarus-Test viel deutlicher. Signifikante 
Verhaltensänderungen im Vergleich zur Kontrolle konnten bei den aufbereiteten Proben erst 
bei 1:20 verdünntem Abwasser detektiert werden, und nicht wie beim lediglich grob filtrierten 
Abwasser bereits ab 1:100 verdünntem Wäscherei-Abwasser. 

Vor allem der Algen- und der Leuchtbakterientest, aber auch der in vivo Test mit Gammarus 
fossarum zeigten, dass das Abwasser auch nach der vollständiger Entfernung des Silbers 
noch sehr toxisch ist. Die detektierten toxischen Effekte sind also nur z. T. auf das im 
Abwasser vorhandene Silber zurückzuführen. 
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1. Einleitung 

Silber und Nanosilber werden in vielen Produkten des täglichen Lebens als antimikrobieller 
Wirkstoff eingesetzt. Eine Grosswäscherei im Kanton Zürich reichert das Waschmittel mit 
AgCl2 an. Im Abwasser dieser Wäscherei sind Gesamt-Silbermengen von bis zu einigen 
hundert μg·L-1 nachweisbar. 

Das, dem Waschmittel zu antimikrobiellen Zwecken, beigemengte Silberchlorid ist 
schwerlöslich und liegt vorwiegend partikulär und in geringen Mengen gelöst, als freie 
Silberionen vor. Die Abteilung SWW (Siedlungswasserwirtschaft) erstellte eine Bilanzierung 
für Silber über den ganzen Waschvorgang bzw. die Waschstrassen. Bilanziert wurden dabei 
die Einsatzmengen, das Verhalten über einzelne Waschschritte und die 
Abflusskonzentration von Silber. Zudem wurde eine Wasserbilanz erstellt, die es 
ermöglichte, die Austragungsmengen zu errechnen und das Vorkommen von Silberpartikel 
im Abfluss zu bewerten. Die Probenahme erfolgte an ausgewählten Punkten entlang der 
Waschstrassen und am Auslauf der Wäscherei. Die gezogenen Proben wurden durch die 
Abteilung SWW und Verfahrenstechnik anhand chemischer und mikroskopischer 
Analysemethoden untersucht.  

Mit dem Rohabwasser am Auslauf der Wäscherei wurden zusätzlich ökotoxikologische 
Biotests durchgeführt. Das aus dem Neutralisator stammende Rohabwasser wurde zu zwei 
Unterschiedlichen Zeitpunkten, vor Einleitung in die Kanalisation beprobt. Unterschiedliche 
Aufbereitungen der Proben wurden mit in vitro und in vivo Verfahren getestet und 
ausgewertet. Die angewendeten Tests bestehen aus dem kombinierten Algentest, dem 
Leuchtbakterientest und einem Test mit Gammarus fossarum (Bachflohkrebs). Zusätzlich 
zum Wäscherei-Abwasser wurde eine Silbernitrat-Lösung mit vordefinierter AgNO3-
Konzentration getestet. Dies um den Effekt freier Silberionen auf die unterschiedlichen 
Testsysteme zu vergleichen und daraus resultierend die Sensitivität der einzelnen Tests 
gegenüber Silberionen zu ermitteln. 
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2. Material und Methoden 

Zur Durchführung der ökotoxikologischen Tests wurde, das aus dem Neutralisator 
stammende Rohabwasser der Wäscherei vor Einleitung in die Kanalisation zweimal 
beprobt. Die erste Probenahme erfolgte im November 2008 und eine zweite Probenahme 
im März 2009. Die Tests des ersten Durchlaufs mit den Proben, die im November 2008 
genommen wurden, dienten als Vorversuche, um sich ein Bild des ökotoxikologischen 
Potentials des Abwassers machen zu können. Die Proben der zweiten Probenahme 
wurden für die ökotoxikologischen Tests auf unterschiedliche Weise aufgearbeitet. 
Zusätzlich zu den Abwasser-Proben wurde eine Silbernitrat-Lösung mitgetestet. 

 

2.1 Probenaufbereitung und Herstellung der Silbernitrat-Lösung 

Das Rohabwasser, welches zweimal beprobt wurde, wies immer noch pH-Werte im stark 
basischen Bereich auf. Die Probenaufbereitung beinhaltete deshalb als erstes das 
Einstellen des pH auf einen Wert von ca. 7.0. Das Ansäuern der Proben wurde mit 
konzentrierter Salpetersäure durchgeführt. 

2.1.1 Aufbereitung der Proben aus der ersten Beprobung (November 2008) 
Das Abwasser aus der ersten Beprobung im November 2008 wurde anschliessend zu 
einem Teil mit Faltenfiltern (16 µm) grob filtriert und einem weiteren Teil steril filtriert 
(0.45 µm). Das Rohabwasser, das grob und steril filtrierte Abwasser wurden anschliessend 
mit dem Algentest und dem Leuchtbakterientest analysiert. Mit dem Gammarus-Test wurde 
lediglich das grob filtrierte Abwasser untersucht. 

2.1.2 Aufbereitung der Proben aus der zweiten Beprobung (März 2009) 
Die gesamte Probenmenge aus der zweiten Beprobung wurde nach dem Ansäuern grob 
filtriert (16 µm). Damit wurden allfällige Störungen der Tests durch Fasern, welche in den 
Rohabwasserproben noch vorhanden waren, vermieden. Danach wurde die Probe auf 
unterschiedliche Weise, wie folgt weiterverarbeitet:  

– steril filtrieren (0.45 µm) 

– Zugabe von DL-Cystein 

– Ultrazentrifugation 

– Ultrazentrifugation und anschliessend Zugabe von DL-Cystein 

 

Die Sterilfiltration wurde analog zur Probenaufbereitung vom November 2008 durchgeführt. 
Dafür waren nur wenige Milliliter nötig, da auch mit der steril filtrierten Probe aus der zweiten 
Probenahme nur Tests in Mikrotiterplatten durchgeführt wurden (Algen- und 
Leuchtbakterientest). 

DL-Cystein wurde der Probe zugegeben, um freie Silberionen zu komplexieren und so 
erneut das toxische Potential der Abwasser-Proben zu testen. Die DL-Cystein Konzentration 
wurde anhand der höchsten gemessenen Konzentration des Gesamtsilbers im Abwasser 
(ca. 0.767 mg·L-1, Januar 2009) berechnet. Die Konzentration wurde so gewählt, dass DL-
Cystein gegenüber dem Silber im Überschuss vorlag und betrug 860 mg·L-1 (7.1·10-6 M).  
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Zur Eliminierung des partikulär vorhandenen Silberchlorids wurde eine Ultrazentrifugation 
durchgeführt (Ultrafuge Kontron, Festwinkelrotor TFT 70.38). Es wurde bei 40 000 rpm 
während 1.25 h zentrifugiert.  

Die Kombination von Ultrazentrifugation und Zugabe von DL-Cystein wurde durchgeführt, um 
das gesamte Silber (partikulär und ionisch) aus dem Abwasser zu entfernen und so die 
Hintergrundtoxizität des Abwassers zu testen, d.h. ohne Silber. Diese Analyse diente als 
Referenzprobe. 

2.1.3 Herstellung der Silbernitrat-Lösung 
Um die toxische Wirkung von freien Silberionen aufzeigen zu können, wurde nebst dem 
Wäscherei-Abwasser eine Silbernitrat-Lösung mitgetestet. Es wurde für alle drei Tests 
(Gammarus-, Algen- und Leuchtbakterientest) der gleiche Konzentrations-Bereich gewählt. 
So konnten die unterschiedlichen Testsysteme in ihrer Sensitivität gegenüber Silberionen 
verglichen werden. Der Konzentrationsbereich von AgNO3 wurde anhand eines EC50-
Wertes der Alge Chlamydomonas reinhardtii gewählt (184 nM, 31.3 µg·L-1, Navarro et al. 
2008). Die Tests wurden daher mit einer Endkonzentration AgNO3 von 1.5 µM (255 µg·L-1) 
angesetzt, wovon jeweils eine 1:2 Verdünnungsreihe getestet wurde. 

 

2.2 Leuchtbakterientest 

Der Bakterien-Lumineszenzhemmtest wird mit den gramnegativen, marinen Bakterien 
Vibrio fischeri durchgeführt. Dieser Organismus ist ubiquitär in Ozeanen, 
Flussmündungsgebieten, Brackwasser und marinen Sedimenten verbreitet und weist ein 
natürliches Leuchten (Biolumineszenz) auf. Der Test wird zur Ermittlung einer generellen, 
nicht spezifischen Toxizität verwendet. Das Testprinzip basiert auf einer durch toxische 
Substanzen ausgelösten Störung des Energiemetabolismus, was sich in einer verminderten 
Lichtemission äussert. Die Erzeugung des Lichts resultiert aus dem Zerfall eines Produktes, 
welches aus der durch das Enzym Luziferase katalysierten Oxidation von Luziferin entsteht.  

Der Test wurde gemäss der SOP „Bacterial Bioluminescence Inhibition Test“ (Richter et al., 
2008) in 96-Well Mikrotiterplatten durchgeführt, mit einer Adaption für Umweltproben, die 
nicht mittels Festphasenextraktion aufkonzentriert wurden. Die Umweltprobe wurde 1:1 mit 
dem Testmedium versetzt. Dazu wurde doppelt konzentriertes Testmedium verwendet, 
womit eine Verdünnung des Mediums bzw. Erniedrigung der Salinität - und somit einer 
falsch positiven Hemmung der Lichtemission - verhindert wurde. Die verwendeten Bakterien 
sowie die Rekonstitutionslösung wurden von der Firma Dr. Lange bestellt. Von den 
unterschiedlich aufbereiteten Proben (vgl. 2.1 Probenaufbereitung und Herstellung der 
Silbernitrat-Lösung) wurden jeweils 3-8 Replikate getestet. Als Positiv-Kontrolle wurde 3.5-
Dichlorphenol (1.2 nM, 196 ng·L-1) verwendet und als Negativ-Kontrolle wurde 
Leitungswasser verwendet. Ausgehend von einer 1:4 Verdünnung, die sich durch den 
Testaufbau ergeben hatte, wurde eine 1:2 Verdünnungsreihe der Proben untersucht, um bei 
vorhandener Toxizität eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zu ermitteln. Die Messung der 
Lumineszenz der Bakterien erfolgte vor Zugabe der Probe und nach einer Inkubationsdauer 
von 30 min. 
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2.3 Kombinierter Algentest 

Für den kombinierten Algentest wird die einzellige Grünalge Pseudokirchneriella 
subcapitata eingesetzt. Dieser Test stellt eine Kombination des Nachweises der 
Photosynthese- und Wachstumshemmung dar. Die Wachstumshemmung steht für eine 
unspezifische Toxizität und wird anhand der Zelldichte über die Absorption bei 685 nm 
bestimmt. Die Hemmung der Photosynthese basiert auf der Inhibition des Photosystems II 
(PSII) und zeigt eine für Herbizide spezifische Toxizität an. Mit dem Maxi-Imaging-PAM 
(pulse amplitude modulation, IPAM) wird die photochemische Quantenausbeute (Y) 
gemessen, indem eine Reihe aufeinanderfolgender Lichtimpulse auf die Algen gegeben 
wird. Bei Inhibition des PSII durch herbizid wirkende Substanzen wird die Energie durch das 
Photosystem der Algenzellen nicht konvertiert, sondern in Form von Fluoreszenz emittiert 
und mit dem IPAM detektiert.  

Der Test wurde nach der SOP „Combined Algae Test“ (Quayle et al., 2008) in 96-Well 
Mikrotiterplatten durchgeführt, mit einer Adaption für Umweltproben, die nicht (gemäss 
SOP) mittels Festphasenextraktion aufkonzentriert wurden. Dazu wurde das für den Test 
verwendete Algenmedium so hergestellt, dass alle Komponenten in doppelter Konzentration 
vorliegen. Die gesammelten Wasserproben wurden 1:1 mit hergestelltem, zweifach 
konzentrierten Testmedium gemischt. Dies verhindert, dass sich beim Zusammenführen 
von der Probe und der Algenzellkultur das Algenmedium verdünnt, was sich auf das 
Zellwachstum negativ auswirken würde. Von den unterschiedlich aufbereiteten Proben (vgl. 
2.1 Probenaufbereitung und Herstellung der Silbernitrat-Lösung) wurden jeweils 2-3 
Replikate getestet. Als Positiv-Kontrolle wurde Diuron (6 µM, 1400 μg·L-1) verwendet und 
als Negativ-Kontrolle Leitungswasser. Ausgehend von einer 1:4 Verdünnung, die sich durch 
den Testaufbau ergeben hatte, wurde eine 1:2 Verdünnungsreihe der Proben untersucht, 
um bei vorhandener Toxizität eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zu ermitteln. Die Hemmung 
der Photosynthese wurde nach 2 und 24 h gemessen, das Wachstum der Algen wird nach 
0, 2.5, 18.5 und 24.5 h gemessen. 

 

2.4 Toxizitätstest mit Gammarus fossarum 

Bachflohkrebse, Gammariden, sind in Europa weit verbreitet und haben eine Schlüsselrolle 
in Fließgewässern im Bezug auf die Struktur und Funktion des Ökosystems. Sie zerkleinern 
und verwerten tote organische Substanz und machen diese so dem Nährstoffkreislauf 
wieder verfügbar, außerdem stellen sie wichtige Beuteorganismen für Fische dar (Karaman 
and Pinkster 1977, Welton 1979). Im Rahmen eines akuten Toxizitätstests wurde der 
Einfluss von Wäschereiabwasser in verschiedenen Verdünnungsstufen auf die 
Bewegungsaktivität, Ventilationsaktivität und Mortalität von G. fossarum untersucht. 

Adulte Exemplare von Gammarus fossarum (Grösse ca. 5-8 mm) wurden im Bäntal nahe 
Tüfels Chilen (Nussbaum, Schlatt, CH) gesammelt und im Labor in einer Mischung aus 
belüftetem Leitungs- und Bachwasser (50/50) gehältert. Blätter aus dem unverschmutzten 
Herkunftsbach dienten als Nahrung und Unterschlupfmöglichkeit. 

Die Exposition erfolgte in 600 ml Bechergläsern (Schott, Mainz, D) mit jeweils 200 ml 
Medium (Probe). Die Tiere wurden gegenüber den unterschiedlich aufbereiteten Proben 
und den verschiedenen Verdünnungsstufen (unverdünnt, 1:2, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:100, 
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1:1000) bei Raumtemperatur (ca. 18°C) exponiert. Anders als die Proben, wurde die 
AgNO3-Lösung in einer 1:2 Verdünnungsreihe (ausgehend von 1472 nM, 250 μg·L-1) 
getestet. Untersucht wurden das grob filtrierte Rohabwasser, das mit DL-Cystein behandelte 
und/oder ultrazentrifugierte Abwasser. DL-Cystein wurde verwendet um vorhandene 
Schwermetall-Ionen zu komplexieren, die Ultrazentrifugation wurde zur Elimination von 
Nanopartikeln durchgeführt. Die Kombination von Ultrazentrifugation und DL-Cystein diente 
zur Verhinderung der Rücklösung der Metalle. Pro Probe wurden zwei bis drei Replikate mit 
jeweils 5 Tieren getestet. Als Nahrung und Unterschlupfmöglichkeit wurden 3 Blattscheiben 
(Ø1.5 cm) zusätzlich in die Bechergläser gegeben. 

Nach 2 und 24 h wurden die Bewegungs- und Ventilationsaktivität der Tiere im Multispecies 
Freshwater Biomonitor® (MFB), einem Online-Biomonitor zur kontinuierlichen und 
quantitativen Aufzeichnung des Verhaltens von Organismen (Gerhardt et al. 1994), 
gemessen. Hierzu wurden die Tiere mittels abgeschnittenen Plastik-Pasteurpipetten von 
ihren Expositionsgefässen jeweils einzeln in eine Messkammer (Länge: 4 cm, 
Durchmesser: 2 cm, Netzmaschenweite im Deckel: 1 mm) gesetzt. Als Nahrung und 
Unterschlupfmöglichkeit wurde eine Blattscheibe (Ø1 cm) zusätzlich in die Kammer 
gegeben. Die Messkammern wurden horizontal in ein Aquarium mit unkontaminiertem 
Wasser gelegt und die Aktivität der Tiere anschliessend für 30-50 min gemessen. Nach der 
Messung wurden die Gammariden wieder in die jeweiligen Testgefässe zurückgesetzt. Die 
visuelle Bestimmung der Mortalität erfolgte nach 3 h und 24 h. 

 

2.5 Statistik 

Zur statistischen Auswertung der Daten wurden die Abwasser- und Silbernitrat-
Verdünnungen vergleichend zur Kontrolle, ebenso wie innerhalb der verschiedenen 
Behandlungen des Rohabwassers (grob filtriert, steril filtriert, ultrazentrifugiert, mit DL-Cystein 
versetzt und ultrazentrifugiert kombiniert mit DL-Cystein-Zugabe) auf Signifikanz getestet 
(Friedman Anova, Statistika 4.0, Statsoft, USA). Anschließend wurden die 
Verdünnungsstufen des Abwassers und der verschiedenen Behandlungen jeweils einzeln 
gegen die jeweilige Kontrolle, bzw. gegen die ultrazentrifugierte und mit DL-Cystein 
behandelte Probe getestet (Wilcoxon two group test, JMP 4.0, SAS Systems, USA). 
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3. Ergebnisse 

3.1 Leuchtbakterientest 

Der Leuchtbakterientest ermittelt anhand einer verminderten Lichtemission der marinen 
Bakterien Vibrio fischeri eine allgemeine, nicht spezifische Toxizität. In Abb. 1 ist die 
Hemmung der Biolumineszenz nach Exposition gegenüber dem Wäscherei-Abwasser der 
zweiten Probenahme dargestellt. Der Leuchtbakterientest mit dem Abwasser der ersten 
Probenahme hat die gleichen Effekte gezeigt und ist hier deshalb nicht abgebildet.  
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Abb. 1: Hemmung der Biolumineszenz bei Vibrio fischeri durch Wäscherei-Abwasser der zweiten 
Probenahme (n=8). Die erste Verdünnung beim Silbernitrat (0.25) entspricht einer Konzentration von 
1.5 µM AgNO3 (255 μg·L-1). 

 

In der kleinsten Verdünnungsstufe (1:4) konnten Hemmungen der Biolumineszenz von bis 
zu 66 % festgestellt werden. Diese Effekte zeigten sich bei der grob filtrierten und mit         
DL-Cystein versetzten Probe. Die unterschiedlichen Probenaufbereitungen bewirkten geringe 
Unterschiede im gemessenen Effekt. Ultrazentrifugation (55 %) und Sterilfiltration (57 %) 
erniedrigten die Hemmung der Lumineszenz um ca. 10 %.  

Innerhalb der Behandlungen trat bei nahezu allen Verdünnungen ein signifikanter 
Unterschied auf (p < 0.001). Die Hemmung im ultrazentrifugierten kombiniert mit DL-Cystein-
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Zugabe (Referenzprobe ohne Metalle) war im Vergleich zum grob filtrierten Ansatz (1:4 bis 
1:64-Verdünnung) bzw. zum mit Cystein versetzten Ansatz (1:4 bis 1:512- Verdünnung) 
signifikant verringert (p < 0.001 bzw p < 0.05). Sowohl das Rohabwasser als auch die 
verschiedenen Behandlungen unterschieden sich jedoch immer noch signifikant zur 
Kontrolle. 

Die Positivkontrolle mit 3.5-Dichlorphenol (1.2 nM, 196 ng·L-1) diente als interner Standard 
zur Qualitätskontrolle. Die mitgeführte Silbernitrat-Lösung zeigte in dem verwendeten 
Konzentrationsbereich keine hemmenden sondern bei den kleineren Verdünnungsstufen 
leicht stimulierenden Effekte an. Die ist möglicherweise eine Folge des erhöhten 
Stickstoffgehalts durch das Silbernitrat. Wie bereits im Kapitel 2 Material und Methoden 
beschrieben, wurde die Konzentration der Silbernitrat-Lösung entsprechend dem EC50-Wert 
für die Alge Chlamydomonas reinhardtii gewählt (184 nM, 31.3 μg·L-1, Navarro et al. 2008). 
Die im Test verwendeten marinen Bakterien sind demnach um ein Vielfaches weniger 
sensitiv als die Alge C. reinhardtii.  

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der Grossteil des toxischen Effekts auf 
die Bakterien nicht durch Silber, sondern durch andere, im Abwasser vorhandene, 
Schadstoffe dominiert wird.  

 

3.2 Inhibition von Photosynthese und Wachstum bei Algen 

Der kombinierte Algentest ermöglicht es, mit einem Test die Inhibition der Photosynthese 
nach 2 bzw. 24 h und die Wachstumsinhibition über 24 h zu ermitteln. Abb. 2 zeigt die 
Hemmung der Photosynthese nach 2 h Exposition gegenüber unterschiedlichen 
Verdünnungen des Wäscherei-Abwassers. Die Proben der ersten Probenahme (Abb. 2, A) 
zeigten bei der kleinsten Verdünnungsstufe (1:4) Hemmungen von bis zu 84 % 
(Rohabwasser) bzw. 72 % (grob filtriert, steril filtriert). Die grob filtrierten Proben der zweiten 
Probenahme (Abb. 2, B) zeigten bei der 1:4 Verdünnung lediglich Effekte von 19 %. Die 
enorme Abweichung in der Hemmung der Photosynthese zwischen den Proben aus den 
unterschiedlichen Probenahmen erklärt sich durch unterschiedliche Konzentrationen an 
herbizid wirkenden Substanzen im getesteten Abwasser. Dies kann ein Folge der 
Umstellung des Waschprozesses der Firma sein, die nach der ersten Probenahme im 
November erfolgte. Die veränderte Prozessführung der Wäscherei führte auch zu einer 
Veränderung des eingesetzten Waschmittels und Waschzusatzes. 

Signifikante Effekte innerhalb der Behandlungen traten von der 1:4 bis zur 1:32-Verdünnung 
auf (p < 0.05), mit einer signifikant verringerten Toxizität der ultrazentrifugierten kombiniert 
mit Cystein versetzten Probe (1:4-Verdünnung: 19 % Hemmung) im Vergleich zur Probe mit 
DL-Cystein (1:4 - 1:32-Verdünnung) (p < 0.05). Durch die Sterilfiltration (1:4-Verdünnung: 
6 % Hemmung) und die Ultrazentrifugation (1:4-Verdünnung: 11 % Hemmung) zeigte sich 
eine weitere Abnahme in der Toxizität der Proben. Jedoch zeigt die Referenzprobe des 
Abwassers (ultrazentrifugiert und DL-Cystein), dass die ermittelte Toxizität nur zu einem 
geringen Teil durch das Silber verursacht wird. Das grob filtrierte Abwasser, ebenso wie die 
verschiedenen Behandlungen, hat  sich in der 1:4 -Verdünnung immer noch signifikant zur 
Negativ-Kontrolle unterschieden. Die mit DL-Cystein versetzte Probe hemmte die 
Photosynthese um 32 %. Bei der Testdurchführung wurde eine Negativ-Kontrolle mit          

Oekotoxzentrum, Eawag/EPFL · Überlandstrasse 133   CH-8600 Dübendorf                                                                        
www.oekotoxzentrum.ch   

9



 

DL-Cystein mitgeführt, in welcher keine inhibierenden Effekte auftraten und deshalb die 
Resultate hier auch nicht aufgeführt sind. Weshalb aber die Photosynthese der Algen durch 
die mit DL-Cystein behandelte Probe stärker inhibiert wird als die grob filtrierte Probe, ist 
aufgrund der Komplexität der Probe nicht erklärbar.  

Silbernitrat (6 μM, 1019 μg·L-1) und Diuron (6 μM, 1400 μg·L-1) dienten beim kombinierten 
Algentest als interner Standard, um die Qualitätskontrolle zu garantieren. Mit der getesteten 
Silbernitrat-Lösung konnte zudem die Toxizität von freien Silberionen auf die Alge 
Pseudokirchneriella subcapitata aufgezeigt werden (Abb. 2, B). Ab einer Konzentration von 
92 nM (16 μg·L-1) war keine Hemmung mehr zu beobachten, diese Konzentration entspricht 
der „no observed effect concentration“ (NOEC).  
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Nov 08 

März 09 

Abb. 2: Kombinierter Algentest. Photosyntheseinhibition nach 2 h Exposition gegenüber dem 
Wäscherei-Abwasser bei Pseudokirchneriella subcapitata durch Wäscherei-Abwasser. A Erste 
Probenahme (n=1). B Zweite Probenahme (n=3). Die erste Verdünnung beim Silbernitrat (0.25) 
entspricht einer Konzentration von 1.5 µM AgNO3 (255 μg L-1). 
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Die Inhibition der Photosynthese durch die getesteten Proben nach 24 h ist hier nicht 
aufgeführt. Nach 24 h wird die Messung der Photosyntheseinhibition durch eine vorhandene 
Hemmung des Algenwachstums verfälscht. Die Wachstumshemmung stellt eine generelle, 
nicht spezifische Toxizität dar und ist in Abb. 3 dargestellt. Die Proben der ersten 
Probenahme zeigten Hemmeffekte im Wachstum zwischen 54 % (grob filtriert) und 100 % 
(steril filtriert). Genauso wie bei der Hemmung der Photosynthese, war auch die Hemmung 
des Wachstums der Proben aus der zweiten Probenahme geringer als bei den früher 
gezogenen Proben. Das Wachstum wies eine Hemmung zwischen 25 % (grob filtriert) und 
40 % (ultrazentrifugiert) auf. Innerhalb der verschiedenen Behandlungen konnte eine 
signifikante Verringerung der Toxizität nur vom mit Cystein behandelten Abwasser zum 
ultrazentrifugierten und mit Cystein behandelten Abwasser gemessen werden (1:8 und 
1:16-Verdünnung). Bei allen Behandlungen trat eine signifikante Wachstumshemmung im 
Vergleich zur Kontrolle in der 1:4 und 1:8-Verdünnung auf, im mit Cystein komplexierten 
Ansatz auch in der 1:16-Verdünnung (p < 0.05). 
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Abb. 3: Kombinierter Algentest. Wachstumsinhibition nach 24 h Inhibition bei Pseudokirchneriella 
subcapitata durch Wäscherei-Abwasser. A Erste Probenahme (n=1). B Zweite Probenahme (n=3). Die 
erste Verdünnungsstufe beim Silbernitrat (0.25) entspricht einer Konzentration von 1.5 µM AgNO3 
(255 μg L-1). 
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3.3 Verhaltensänderung und Mortalität bei Gammarus fossarum durch AgNO3 

Zur Beurteilung des Verhaltens von Gammarus fossarum wurden die Bewegungsaktivität 
und die Ventilationsaktivität untersucht. Die Lokomotion nahm bei zunehmendem Stress ab 
wohingegen die Ventilation zunahm. Abb. 4 zeigt die beiden Parameter nach 2 h Exposition 
gegenüber verschiedenen Silbernitrat (AgNO3)-Konzentrationen. Die Bewegungsaktivität 
war bei den Konzentrationen 46 (8 μg·L-1), 92 (16 μg·L-1) und 368 nM (62.5 μg·L-1) relativ zur 
Kontrolle signifikant erniedrigt. Der erhöhte Wert für die Lokomotion bei 184 nM (31.3 μg·L-1) 
ist nicht ist nicht signifikant. In diesem Ansatz waren alle bis auf ein Bachflohkrebs bereits 
vor Messbeginn tot.  
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Abb. 4: Bewegungsaktivität (A) und Ventilationsaktivität (B) (in % der Zeit) von Gammarus fossarum 
nach 2 h Exposition gegenüber verschiedenen Silbernitrat (AgNO3)-Konzentrationen, n = 1-6, 
signifikante Unterschiede zur Kontrolle: ** p<0.01. 184 nM AgNO3 entspricht 31.3 μg·L-1. 
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Einen Überblick über die aufgetretene Mortalität gibt Tab. 1. Es zeigte sich bereits nach 3 h 
bei allen Ansätzen eine, im Vergleich zur Kontrolle, erhöhte Mortalität. In den Ansätzen von 
1472 nM (250 μg·L-1) – 184 nM (31.3 μg·L-1) waren nach 3 h 100 % der Krebse tot. Nach 
24 h waren in allen Ansätzen 100 % der Tiere tot. Aus diesem Grund sind keine Ergebnisse 
des Verhaltens nach 24 h aufgeführt bzw. vorhanden. Die gewählte Konzentration für die 
AgNO3-Lösung wurde von dem EC50-Wert für die Alge Chlamydomonas reinhardtii (Navarro 
et al. 2008) hergeleitet. Die Mortalitäten zeigten, dass Gammariden viel empfindlicher 
gegenüber freien Silberionen reagieren als dies Algen tun.  

 

Tab. 1: Mortalität von Gammarus fossarum nach 3 
bzw. 24 h Exposition gegenüber Silbernitrat 
(AgNO3)-Lösung 

  3 h 24 h 

Konzentration 
[nM] MW Stabw MW Stabw 

Kontrolle 0 0 0 0 

46 30 14 100 0 

92 70 14 100 0 

184 100 0 100 0 

368 100 0 100 0 

736 100 0 100 0 

1472 100 0 100 0 

 

3.4 Verhaltensänderung und Mortalität bei Gammarus fossarum in der 
Abwasserprobe 

Der in vivo Test mit Bachflohkrebsen hat bei der Exposition gegenüber dem Abwasser der 
ersten und zweiten Probenahme jeweils die gleichen Effekte gezeigt. Deshalb sind hier 
lediglich die Ergebnisse der zweiten Beprobung aufgeführt. Abb. 5 zeigt die 
Bewegungsaktivität von G. fossarum nach 2 (A) bzw. 24 h (B) Exposition gegenüber den 
unterschiedlich Behandelten Abwasser-Proben. 

Nach 24-stündiger Exposition zeigten sich bis zur 1:100 Verdünnung deutliche Effekte in der 
Bewegungsaktivität. Im grob filtrierten Abwasser war bei der genannten Verdünnungsstufe 
eine Bewegungsaktivität von 41 % auszumachen, im Vergleich zur Kontrolle (58 %) eine 
Abnahme von 17 %. Im unverdünnten Abwasser betrug die Bewegungsaktivität bereits 
nach 2 h lediglich noch 9 % und nach 24 h waren keine Krebse mehr am leben. Die 
Behandlung des Abwassers durch DL-Cystein-Zugabe und/oder Ultrazentrifugation bewirkte 
eine deutliche Verringerung der Toxizität. Signifikante Unterschiede in der 
Bewegungsaktivität nach 24 h, verglichen mit der Kontrolle, waren beim mit Cystein 
behandelten Abwasser erst bei einer 1:40 Verdünnung auszumachen, und bei den Proben 
die ultrazentrifugiert und/oder zusätzlich mit DL-Cystein versetzt wurden, erst ab der 1:20 
Verdünnung (vgl. Abb. 5, B). Dahingegen zeigte, wie bereits erwähnt, die grob filtrierte 
Probe bei 1:100 die ersten Effekte im Verhalten der Gammariden.  
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Abb. 5: Bewegungsaktivität (in % der Zeit) von Gammarus fossarum nach 2 h (A) bzw. 24 h 
Exposition (B) gegenüber unterschiedlich behandeltem Abwasser einer Wäscherei in mehreren 
Verdünnungsstufen, n = 5-9. DL-Cystein wurde verwendet, um vorhandene Schwermetall-Ionen zu 
komplexieren, die Ultrazentrifugation wurde zur Elimination von Nanopartikeln durchgeführt. Die 
Kombination von Ultrazentrifugation und DL-Cystein diente zur Verhinderung der Rücklösung der 
Metalle. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle: *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05. – fehlender 
Datenpunkt. 
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In Abb. 6 ist die Ventilationsaktivität von G. fossarum der Expositionen gegenüber den 
unterschiedlich aufbereiteten Abwasser-Proben aufgeführt. Die deutlichsten Effekte auf die 
Ventilation der Krebse traten nach 2 h auf. Die Aktivität war vor allem bei den 1:10 und 1:2 
Verdünnungen signifikant erhöht. 
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Abb. 6: Ventilationsaktivität (in % der Zeit) von Gammarus fossarum nach 2 h (A) bzw. 24 h Exposition 
(B) gegenüber unterschiedlich behandeltem Abwasser einer Wäscherei in mehreren 
Verdünnungsstufen, n = 5-9. DL-Cystein wurde verwendet, um vorhandene Schwermetall-Ionen zu 
komplexieren, die Ultrazentrifugation wurde zur Elimination von Nanopartikeln durchgeführt. Die 
Kombination von Ultrazentrifugation und DL-Cystein diente zur Verhinderung der Rücklösung der 
Metalle. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle: ** p<0.01, * p<0.05. – fehlender Datenpunkt. 
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Tab. 2 gibt einen Überblick über die Mortalität der Tiere bei unterschiedlich behandeltem 
Wäscherei-Abwasser. Die höchste Mortalität wurde im grob filtrierten Abwasser detektiert, 
wobei nach 24-stündiger Exposition bereits bei der 1:100 Verdünnung eine erhöhte 
Mortalität zu beobachten war. Ebenso wie die Verhaltensänderung, zeigte auch die 
Mortalität eine deutliche Verbesserung in der Toxizität des Abwassers durch die 
Behandlung mit DL-Cystein und/oder Ultrazentrifugation. Nach 24 h trat in diesen Ansätzen 
erst ab der 1:20 Verdünnung eine erhöhte Mortalität auf. 

 

Tab. 2: Mortalität von Gammarus fossarum 3 und 24 h nach Exposition gegenüber grob filtriertem 
Abwasser, grob filtriertem Abwasser mit DL-Cystein, grob filtriertem und ultrazentrifugiertem 
Abwasser und grob filtriertem und ultrazentrifugiertem Abwasser mit DL-Cystein 

Abwasser grob filtriert 

 3 h 24 h 

Ansatz MW Stabw MW Stabw 

Kontrolle 0 0 7 12 

1:1000 0 0 0 0 

1:100 0 0 33 12 

1:80 0 0 40 20 

1:40 0 0 53 42 

1:20 0 0 33 23 

1:10 0 0 93 12 

1:2 33 12 100 0 

Roh 73 23 100 0  

Abwasser grob filtriert mit DL-Cystein 

 3h 24h 

Ansatz MW Stabw MW Stabw 

Kontrolle 0 0 13 12 

DL-Cystein-K 0 0 0 0 

1:1000 0 0 0 0 

1:100 0 0 0 0 

1:80 0 0 0 0 

1:40 0 0 0 0 

1:10 0 0 100 0 

1:2 0 0 100 0 

Roh 27 12 100 0  
Abwasser grob filtriert und 
ultrazentrifugiert 

 3 h 24 h 

Ansatz MW Stabw MW Stabw 

Kontrolle 0 0 0 0 

1:1000 0 0 0 0 

1:100 0 0 0 0 

1:80 0 0 0 0 

1:40 0 0 0 0 

1:20 0 0 13 12 

1:10 0 0 53 12 

1:2 33 11 100 0 

Roh 60 20 100 0  

Abwasser grob filtriert und ultrazentrifugiert 
mit DL-Cystein 

 3 h 24 h 

Ansatz MW Stabw MW Stabw 

Kontrolle 0 0 0 0 

1:1000 0 0 0 0 

1:100 0 0 0 0 

1:80 0 0 0 0 

1:40 0 0 0 0 

1:20 0 0 30 14 

1:10 0 0 30 42 

- - - - - 

- - - - -  
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4. Schlussfolgerungen 

Die genaue Zusammensetzung des untersuchten Wäscherei-Abwassers ist nicht bekannt. 
Nebst Silberchlorid enthält es weitere Substanzen, die sich auf die untersuchten 
Organismen toxisch auswirken können. Aus diesem Grund ist die Interpretation der 
Ergebnisse eher schwierig. Die Resultate des Leuchtbakterientests zeigen, dass das 
Abwasser stark bakterizide Substanzen enthält. In 1:4 verdünntem Abwasser wird bereits 
eine Hemmung von bis zu 66 % erreicht. Das Wäscherei-Abwasser könnte daher ein 
Problem für die Kläranlage darstellen, die Nitrifikation und Denitrifikation könnten gehemmt 
werden.  

Der kombinierte Algentest hat gezeigt, dass neben unspezifisch toxischen Substanzen, die 
Algenwachstum und die Lichtemission der Leuchtbakterien hemmen, auch herbizide 
Substanzen im Abwasser vorhanden sind. Diese bewirken die Inhibition des Photosystems 
II und somit die Hemmung der Photosynthese der Algenzellen. Zudem hat der Algentest 
gezeigt, dass die zu unterschiedlichen Zeitpunkten gezogenen Proben (November 08, März 
09) unterschiedliche Konzentrationen an herbizid wirkenden Substanzen enthalten. Dies 
war nicht der Fall für Bakterizide oder Substanzen, die sich auf das Verhalten und die 
Mortalität von Gammarus fossarum auswirken. Die erniedrigte Konzentration an Herbiziden 
kann durch die Umstellung des Waschprozesses nach der ersten Probenahme erklärt 
werden, was auch zu Umstellungen im Gebrauch von Waschmittel und 
Waschmittelzusätzen führte. 

Der in vivo Test mit den Bachflohkrebsen hat die starke Toxizität des Abwassers ebenfalls 
bestätigt. Es wurden bis zur 1:100 Verdünnung Verhaltensänderungen bei den Tieren 
beobachtet. Weder der Leuchtbakterientest noch der Algentest haben bei derart hoher 
Verdünnung des Abwassers noch Effekte gezeigt. Beim Algentest konnte bis zur 1:16 
Verdünnung ein Effekt detektiert werden und beim Lumineszenztest bis zur 1:64 
Verdünnung. Somit stellte der in vivo Test den sensitivsten Test dar. 

Die Behandlung des Abwassers durch Zugabe von DL-Cystein, Ultrazentrifugation oder einer 
Kombination von Ultrazentrifugation und DL-Cystein -Zugabe führten bei allen Tests zu einer 
mehr oder weniger ausgeprägten Verringerung der Toxizität des Abwassers. Der Algen- 
und Leuchtbakterientest zeigten lediglich eine Reduktion der Hemmeffekte von ca. 10%. 
Der Gammarus-Test zeigte dahingegen eine deutliche Verringerung des toxischen 
Potentials. Die Verdünnung, die bereits signifikante Effekte im Verhalten zeigte, verschob 
sich durch Vorbehandlung des Abwassers von der 1:100 zur 1:20 Verdünnung. Die 
Referenzprobe (ultrazentrifugiert und DL-Cystein) hat aber gezeigt, dass die Toxizität vor 
allem auf weitere, im Abwasser vorhandene Schadstoffe zurückzuführen ist. 

Die erhöhte Sensitivität der Gammariden hat sich auch durch die Versuche mit der 
Silbernitrat-Lösung gezeigt. Derselbe Konzentrationsbereich von Silbernitrat, der bei 1.5 µM 
(255 μg·L-1) beginnend 1:2 verdünnt wurde, zeigte bei den Bachflohkrebsen deutlich 
stärkere toxische Effekte als bei den Algen. Die Bakterien Vibrio fischeri wiesen in diesem 
Konzentrationsbereich überhaupt keine hemmenden Effekte auf und waren somit noch 
weniger sensitiv gegenüber Silberionen als die Algen. 
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5. Zusammenfassung des Begleitprojektes: Charakterisierung 
 und Bilanzierung von Silber im Abwasser der Wäscherei (Ab-
 teilungen Siedlungswasserwirtschaft und Verfahrenstechnik) 

Die Anwendung von Silber (partikulär und gelöst) zur Textilveredelung wurde in einer 
industriellen Wäscherei bilanziert und der Eintrag in das Abwasser erfasst. Der Silbereinsatz 
erfolgt in Form von Silberchlorid. Quantifiziert wurden die Einsatzmenge, das Vorkommen 
über einzelne Schritte im Waschvorgang und die Abflusskonzentrationen. Dabei kamen 
chemische und mikroskopische Methoden zur Analyse des Silbers zum Einsatz.  

Zuerst wurde eine umfassende Wasserbilanz über die einzelnen Prozessschritte der 
Wäscherei erarbeitet. Diese stellt die Grundlage für die Austragsmengen von Silber dar. 
Eine theoretische Abschätzung der im Ablauf der Wäscherei zu erwartenden Silbermengen 
wurde auf der Basis der Wasserbilanz erstellt und mittels gezielter Probenahmen und 
chemischer Silberanalytik verifiziert. Aussagen zur Belastung für das Abwasser und den 
Eintrag in Richtung Abwasserreinigungsanlage (ARA) wurden abgeleitet.  

Die Konzentration von Silber im Abwasser der Wäscherei liegt bei 500-800 μg·L-1 bei einem 
täglichen Abwasservolumen von ca. 150 m3·d-1. Dies entspricht einer Fracht von 75-120 g 
Silber, die werktags der ARA zugeleitet werden.  

Das Silber im Ablauf der Wäscherei liegt vor allem partikulär vor. Nach der Zentrifugation 
der Abwasserproben wurden Partikel von 20-50 nm Grösse beobachtet. Der Anteil an 
gelöstem Silber liegt zwischen 2 und 7 %.  

Vertiefte Untersuchungen des Waschprozesses sowie der Beständigkeit der Silberbelegung 
auf den Handtuchrollen während des Waschvorganges ergaben ein mögliches signifikantes 
Reduktionspotential bezüglich der aktuell eingesetzten Silbermenge. Eine erste 
Abschätzung unter Einbeziehung aller technischen Faktoren ergibt möglicherweise bis zu 
95% Reduktion der derzeit eingesetzten Silbermenge. Dies natürlich nur unter der 
Annahme, dass auch dann noch die antimikrobielle Wirkung der Handtuchrolle 
gewährleistet ist.  

Bezüglich der Diskussion um den genehmigungspflichtigen Grenzwert für industrielle 
Einleitungen in ARA’s von 5 mg/L Silber und um geeignete Einleitewerte in ARA’s für Silber 
wird angeregt, eine frachtenbezogene Einschätzung von Industrieeinleitungen 
vorzunehmen, die in direkter Relation zur Kapazität der ARA stehen sollte, an die ein 
spezifischer Betrieb angeschlossen ist. Als Variante wird zudem vorgeschlagen, einen 
immisionsbezogenen Grenzwert von 1.3 mg·(EGW•d)-1 Silber für das gesamte 
Einzugsgebiet einer ARA zu implementieren.  

Eine begleitende Studie des Ökotoxzentrums zeigte für das Wäschereiabwasser in in vivo-
Tests mit dem Testorganismus Gammarus fossarum noch bei einer Verdünnung des 
Abwassers von 1:100 ökotoxische Effekte. Details sind in einem separaten Bericht 
aufgeführt.  

Die erarbeiteten Kenntnisse dienen als Grundlage für ein Anschlussprojekt zum Verhalten 
von (Nano)Silber in einer ARA.  
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