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Sum m ary
The effec t o f the anionic TEXAPON L 100, the nonionic LUTENSOL AO 10 and the 

cationic CTAB in sublethal concentra tions was teste t light and electron m icroscopical on 
the epiderm is o f larval lam preys. All three agents caused a d istu rbance o f  the surface m u
cous cells, b u t each on an o th er way (increased p roduction  o f  m ucous, d isturbance o f the 
tubuli). An intensified appearance o f  granular cells was found w hen using these three 
agents. The increase points to  their possible function  as ’’nachschubzellen”

Zusam m enfassung
Die W irkung des anionaktiven TEXAPON L 100, des n ichtionaktiven  LUTENSOL AO 

10 und des kationaktiven  CTAB in sublethalen  K onzentrationen  w urde an der Epiderm is 
von Neunaugenlarven licht- und elektronenm ikroskopisch  un tersuch t. Alle drei W irkstoffe

1) D iese A rbeit w urde durch den  F ond s zur Förderung der w issen sch aftlich en  Forschung unterstützt.
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erzielten eine, im einzelnen jedoch  unterschiedliche, S törung  der O berflächenschleim zel
len (verm ehrte Schleim produktion, Entleerung und Z erstörung des Tubulisaum es). Ein 
verstärktes A uftre ten  von G ranulazellen war bei allen drei W irkstoffen vorhanden. Diese 
Verm ehrung gibt einen Hinweis au f eine mögliche Erklärung ihrer F unk tion  als ” Nach- 
schubzellen”

Einleitung
Durch den zunehm enden  A nteil w aschaktiver Substanzen , auch Tenside oder Detergen- 

tien genannt, an der V erschm utzung unserer Gewässer, stellte sich die Frage nach einer 
Schadw irkung au f aquatische Organism en.

In den le tz ten  Jahren  sind zahlreiche A rbeiten  über die Schädlichkeit verschiedener 
W aschm ittel, W aschrohstoffe und oberflächenaktiver Substanzen durchgeführt w orden.
Die m eisten dieser A rbeiten  beschäftigen sich m it der unm itte lbaren  T ox izitä t der Sub
stanzen; nur ein geringer Teil davon bezieh t sich au f die Schädigung verschiedener Organe 
der Organism en. So w urde schon sehr früh eine Beschädigung des respiratorischen Epithels 
bei Fischen b eob ach te t, die parallel m it einer Schädigung der Epiderm is einhergeht.

Die U ntersuchungen betrafen  vor allem Süßwasserfische wie Forellen, K arpfen, E lrit
zen, G uppies, H echte, G oldorfen, G oldkarauschen, P lötzen und Stichlinge (MANN u. 
SCHMID, 1961; MANN, 1962; SCHMID u. MANN, 1962; HIRSCH, 1963; BORSTLAP, 
1964; SWISHER et al., 1964; TH A TCH ER, 1966; THATCHER u. SANTNER, 1967; 
LANG, 1967; FISCHER u. GLOXHUBER, 1968; M ARCHETTI, 1968), aber auch niede
re aquatische Lebewesen (MANN, 1955; JO N ES, 1964; PRAT u. G IRAUD , 1964; MAR
CHETTI, 1965; SWEDMARK, 1968; A R TH U R , 1970; KNAU F, 1973).

W esentlich geringer ist die Anzahl der A rbeiten  über m arine Organism en (EISLER ,
1965; SWEDMARK et al., 1971).

SCHMID und MANN (1962) stellten  fest, daß die W irkung anionaktiver Tenside auf 
Fische durch  die Schädigung des respiratorischen Epithels der Kiem en gekennzeichnet ist. 
Diese Schädigung wird von BOCK (1964 , 1966) hauptsächlich  au f die Erniedrigung der 
G renzflächenspannung des Wassers zurückgeführt, vor allem dann , w enn W erte von 
50 d yn /cm 2 und d arun ter erreich t w erden. Dabei ist es von geringer B edeutung, ob der 
W irkstoff ionogen oder n ichtionogen ist, was von R E IF F  (1975 ) bestätigt w urde.

Etwas abw eichend davon m achen FISCHER und GLOXHUBER (1968) für die W irkung 
nichtionogener Tenside n icht nur die Erniedrigung der G renzflächenspannung veran tw ort
lich, sondern auch noch andere, an Lokalanästhesie erinnernde M echanismen. Ü ber U nter
suchungen m it kationaktiven  Tensiden ist nur wenig L ite ra tu r vorhanden (MANN, 1957; 
M ARCHETTI, 1965; K NAU F, 1973), was au f eine geringe w asserw irtschaftliche Bedeu
tung dieser W irkstoffe zurückzuführen ist.

Es zeichnete sich im Schädigungsgrad bzw . im V erhältnis der zur Schädigung führenden, 
notw endigen K onzentrationen  eine Beziehung zw ischen dem  respiratorischen E pithel der 
Kiemen und der Epiderm is ab. Im Allgem einen ließ sich erkennen , daß bei Fischen m it 
einem  höheren  A nteil der Epiderm is an der R espiration  w esentlich schneller und bei nie
drigeren K onzentrationen  eine Schadw irkung der Tenside auf die Epiderm is e in tritt.

Aus diesem  G rund und wegen der Z elltypen, die die Epiderm is der Neunaugen au fbau
en, w urde eine U ntersuchung über die A usw irkung dreier verschiedener Tenside, des anion-
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Material und Methoden
Zur U ntersuchung gelangten 62 Larven von Bach- und F lußneunaugen, Lampetra pla

nen (L.) und Lampetra fluviatilis (L .). Die Tiere stam m en zum  einen Teil aus den Bächen 
der O ststeierm ark und zum  anderen aus dem  O berlauf der Mur in der Gegend von Murau 
(S teierm ark).

Die Versuche w urden hauptsäch lich  in runden Glasgefäßen m it einem  Fassungsverm ö
gen von 5 1 durchgeführt. Die Tiere w urden nach ADAM, SCHIRM ER und WALVIG (1962) 
m it PHENOXETOL betäub t.

Die durchschnittliche Länge der Tiere betrug  13 bis 15 cm. Für lichthistologische 
Schnitte (7 jum) w urden H autstücke in Bouin und N eutralform ol fixiert, in Isopropylalko
hol entw ässert und über M ethylbenzonat, Benzol und B enzol-Paraplast in Paraplast einge
b e tte t.

G eschnitten  w urde m it einem  M ino t-S erienschnittm ik ro tom  (R EIC H ER T, Wien).
G efärbt w urde m it Azan nach HEIDENHAIN (ADAM und CZIHAK, 1964).
Für Ultra- und Sem idünnschnitte w urden kleine H autstücke in 4 %igem cacodylatgepuf- 

fertem  G lutaraldehyd (pH 7 ,3) 2 S tunden  fixiert, über N acht m it N a-C acodylatpuffer aus
gewaschen und anschließend in 1 %igem cacodylatgepuffertem  OSO4  90  M inuten nachfi
x iert und in Puffer gewaschen. Nach der Entw ässerung über Ä thanol und Propylenoxyd 
wurde in E pon 812 eingebettet.

G eschnitten  w urde m it einem  U ltram ikrotom  OmU 3 (R EIC H ER T, Wien). Sem idünn
schnitte w urden m it Azur II und m it T oluid inblau  gefärbt; die U ltradünnschnitte w urden 
m it U ranylazetat und B leizitrat kon tra stie rt.

Die elektronenm ikroskopischen  Präparate w urden m it einem  Philips EM 300 E lek tro 
nenm ikroskop fotographiert.

Für die Versuche w urden folgende oberflächenaktive Substanzen ausgewählt:
TEXAPON L 100, anionaktiv , F irm a HENKEL
LUTENSOL AO 10, n ichtionogen , F irm a BASF
CTAB, kationaktiv , F irm a MERCK 

TEXAPON ist ein anionaktives Tensid aus der G ruppe der N atrium laurylsulfate (F e tta lk o 
holsulfate) m it einer K ettenlänge von 12 C -A tom en.

H 3C - (CH 2 ) i 0 - CH2 - O - S 0 3Na
Es findet vor allem  V erw endung für Fein- und Spezialw aschm ittel.

LUTENSOL ist ein Ä thox ilierungsproduk t gesättigter synthetischer A lkohole m it einer 
Kettenlänge von 13 bis 15 C -A tom en . Das AO 10 bedeu te t Ä thoxilierungsgrad 10, was 
gleichzusetzen ist m it einem  A nteil von 10 Mol Ä thylenoxid .

C (i3 * 1 5)H (26 - 3 0 ) + 1 • CH2 - 0 - ( C H 2 -C H 2-O )io  -H
LUTENSOL AO 10 findet V erw endung in W aschm itteln und in technischen Reinigern für 
Industrie und G ew erbe (techn . M erkblatt, BASF).

aktiven TEXAPON L 100, des nichtionogenen LUTENSOL AO 10 und des kationaktiven
CTAB angestellt.
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CTAB (C ety ltrim ethylam m onium brom id) ist ein A m m onium salz m it langkettigem  CH- 
Rest.

Ci6H33-N = (CH3)3+ Br-
Diese G ruppe findet vor allem in H aarscham poos und D esinfektionsm itteln  V erw endung.

Um ein vorzeitiges A bleben der Tiere infolge von K iem enschäden zu verm eiden, w ur
den in V orversuchen sublethale K onzentrationen  erm itte lt, bei denen sich nach längerer 
Versuchsdauer (eine W oche) eine beginnende Schädigung der Epiderm is abzeichnete.

Die e rm itte lten  K onzentrationen  waren für TEXAPON 0,5 und 1,0 ppm ; für LUTEN- 
SOL 1,0 und 2 ,0  ppm  und für CTAB 0,25 und 0,5 ppm .

Die V ersuchstiere befanden  sich eine Woche in der Lösung m it der en tsprechenden  
W irkstoffkonzentration  und anschließend zwei W ochen in reinem  Leitungswasser.

Ergebnisse
Nach einer V ersuchsdauer von drei W ochen zeigt sich im lichtm ikroskopischen Erschei

nungsbild der Epiderm is (A bb. 1) bei einer K onzentration  von 0,5 ppm  TEXAPON keine 
wesentliche V eränderung (A bb. 2). Lediglich eine etw as höhere Zahl an G ranulazellen ist 
zu beobach ten . Im Gegensatz dazu zeigt die Epiderm is eines Tieres aus den V orversuchen 
nach einer Einw irkung von 5 ppm  TEXAPON über 10 S tunden , daß die oberste Schleim 
zellenschicht (B echerzellen) stark  angegriffen w ird, sich auflöst und teilweise von den m itt
leren Schichten  ablöst (A bb. 3). Dieses Tier h a t als einziges die verhältnism äßig hohe K on
zen tra tion  an W irkstoff über diesen Z eitraum  überlebt, sodaß eine postm ortale V erände
rung ausgeschlossen werden kann.

Im  elektronenm ikroskopischen  Bild ist aber auch bei der niedrigen K onzentration  von
0,5 ppm  TEXAPON bereits eine deutliche Schädigung zu beobach ten  (A bb. 4). Die apika
len Tubuli der Becherzellen sind leer und eingefallen, die desm osom alen V erbindungen 
zwischen den Zellen schwach und die Zellm em branen teilweise in Auflösung (A bb. 4). Dies 
wird in der G egenüberstellung m it dem Bild einer Zelle aus der K ontrollserie deutlich .
Hier sind die Tubuli m it Schleimvesikel gefüllt und die Zellm em branen und -Verbindungen 
kräftig  ausgebildet (A bb. 5).

Bei K onzentrationen  von 1 ppm  und 2 ppm  LUTENSOL zeigt sich eine starke V erm eh
rung der G ranulazellen (A bb. 6 ), bei 2 ppm  tr itt  zusätzlich  eine verstärkte Reizung der Be
cherzellenschicht au f (A bb. 7). E lektronenm ikroskopisch  erw eckt die Becherzelle bei 2 ppm  
den Eindruck einer besonders starken Schädigung. Der T ubulisaum  verschw indet nahezu 
vollständig. Im  supranuklearen  Bereich befinden sich starke A nsam m lungen e lek tronen 
dichten  M aterials (A bb. 8 ). Auch die norm alerweise im apikalen Bereich der Zelle häufig 
anzutreffenden  Zellorganellen, wie granulären E ndoplasm atisches R etiku lum , G olgi-Appa- 
rat und M itochondrium , scheinen in der geschädigten Becherzelle nahezu vollkom m en ver
drängt zu sein (A bb. 8 ). Im  G egensatz dazu sind in den Becherzellen der norm alen, u nbe
handelten  Epiderm is nur geringfügige Einlagerungen und ein gu t ausgebildeter T ubuli
saum zu beobach ten  (A bb. 9).

Bei der K onzentration  von 0,25 ppm  CTAB zeigt sich im w esentlichen eine ähnliche 
Schädigung der Epiderm is wie bei TEXAPON, m it einer teilweisen Entleerung der Tubuli 
und einem  verstärkten  A uftre ten  von G ranulazellen. Erst bei 0,5 ppm  zeigt sich eine be
sondere V eränderung. Diese äußert sich bereits im lichtm ikroskopischen Bild in Form
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einer sehr starken Reizung der oberen  Schleim zellenschicht (A bb. 10). Das e lek tronen 
m ikroskopische Bild dieses S tadium s veranschaulicht deutlich , daß h ier die Schleim pro
d uk tion  n icht nur in den Becherzellen, sondern teilweise auch bis zu den m ittelep iderm a
len Schleim zellen äußerst stark  angeregt w orden ist (A bb. 11). Die m ittelepiderm ale 
Schleim zelle der Epiderm is von K o n tro llie re n  zeigt nur wenige schleim artige Vesikel, 
auch ’’Präm ucigenvesikel” genannt, und ein gut ausgebildetes granuläres Endoplasm ati
sches R etiku lum  (A bb. 12).

Diskussion
Aus den Ergebnissen geht hervor, daß die Epiderm is der Neunaugenlarven bereits gegen 

geringe K onzentrationen  von Tensiden em pfindlich ist und au f eine ganz bestim m te A rt 
und Weise reagiert.

Besonders deutlich  sind die U nterschiede der Einw irkung der einzelnen oberflächenak
tiven Substanzen im  Bereich der Becherzellen, der obersten  Schleim zellenschicht. Das 
anionaktive TEXAPON verursacht h ier eine deutliche E ntleerung und Auflösung des T u
bulisaum es. Eine vergleichbare K onzentration  des n ichtionogenen LUTENSOL bringt 
zwar ebenfalls eine Entleerung des Tubulisaum es, die Zerstörung des Saum es ist aber m it 
einer starken Einlagerung elek tronend ich ten  M aterials im Zellapex verbunden. Im Gegen
satz dazu verursacht das kationaktive CTAB nur eine besonders starke Schleim produktion  
in den oberen Schleim zellschichten.

Allen K onzentrationen  der verw endeten Tenside gemeinsam ist nur ein verstärktes A uf
tre ten  von G ranulazellen. Besonders deutlich  ist dies beim  n ichtionogenen LUTENSOL. Im  
Bereich der Becherzellen sind die V eränderungen unterschiedlich, sodaß w ir geneigt sind, 
n icht nur, wie die m eisten A uto ren , zwischen R eaktionen  au f ionogene oder n ichtionoge
ne Tenside zu unterscheiden, sondern im gleichen Maße zwischen anionaktiven und k a tio n 
aktiven.

Bereits SCHMID und MANN (1962 ) geben einen Hinweis au f eine mögliche Erklärung 
dieser Ergebnisse. Die m eisten späteren A uto ren  stim m en darin  überein. Die Verringerung 
der G renzflächenspannung in kolloidalen System en durch  synthetische N etzm itte l ergibt 
einen physikalischen E ffekt, der für die Schadw irkung verantw ortlich  gem acht w ird. Da 
nun aber auch bei gleicher bzw . ähnlicher G renzflächenspannungserniedrigung durch  die 
einzelnen W irkstoffe verschiedene Ergebnisse in der Schädigung der Epiderm is erreicht 
werden, müssen h ier auch noch andere Fak to ren  eine Rolle spielen. Es scheint w ahrschein
lich, daß h ier auch der unterschiedliche Chem ism us der Tenside zum  Tragen kom m t.

Weitere F ak to ren  sind die Fähigkeit von N etzm itte ln , L ipopro teine zu spalten, die eine 
wichtige Rolle im  A ufbau der Zellwand spielen. A ußerdem  regen sie die Bildung von N etz
m ittel-E iw eißkom plexen  an.

Anhand der Schädigungen kann  ein theoretischer R eaktionsab lauf erstellt werden.
Als erstes kom m en die oberflächenaktiven Substanzen m it der Epiderm isoberfläche in 

K ontak t. Die Becherzellen reagieren darauf m it verm ehrter Schleim absonderung.
Ist nun die K onzentration  der Tenside entsprechend hoch  oder w irken sie en tsprechend 

lange ein, so reicht diese Schutzm aßnahm e n icht aus. Die Tenside zerstören  die Schleim 
schicht, dringen in die nun  leeren Oberflächenschleim zellen ein und greifen die Zellwände 
an. Dem begegnet eine verm ehrte Schleim produktion, die für gereizte Zellen typisch  ist.
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Das starke A uftre ten  von lipoproteinhältigen G ranulazellen in der geschädigten E pider
mis läß t eine D eutung ihrer b isher n icht hinreichend geklärten F unk tion  als die eines ” Bau- 
sto fflieferanten” für die oberen R egionen plausibel erscheinen. U n terstü tz t wird diese A n
nahm e durch  die Tatsache, daß G ranulazellen in Neunaugenlarven nie die H autoberfläche 
erreichen und som it die L ipopro teingranula keinesfalls d irek t an die Epiderm isoberfläche 
abgeben können .

Eine w eitere B ekräftigung dieser Auffassung m üßte eine U ntersuchung über die R egene
ration  der durch Tensideinfluß en tstandenen  Schäden erbringen.

A bb. 1: H au p tze lltyp en  der E piderm is der N eunaugenlarve (K ontro lltier). S ch le im zellen  (S ), G ranu
lazellen  (G ), K o lb en zellen  (K ). Sem idü nnsch nitt, 1 ß m  (quer), E pon 8 1 2 , A zur 11. 6 4 0  1 

A bb. 2: E piderm is, m it 0 ,5  ppm  T E X A PO N  behan delt. S em idü nnsch nitt, 1 / im  (quer), E pon  8 1 2 ,
A zur II. 4 1 6  1

A bb. 3: E piderm is, m it 5 ppm  T E X A PO N  behandelt. D ie  R eihe der B ech erzellen  (B) löst sich te il
w eise von den m ittelep id erm alen  S ch leim zellen  (m S). S em idü nnsch nitt, 1 jUm (quer), E pon  
8 1 2 , A zur II. 3 2 0 :  1

A bb. 4: G eschädigte E piderm is (0 ,5  ppm  T E X A PO N ). T ubulisaum  der B ech erzellen  in A u flösun g.
Die Z ellw ände sind stark beschäd igt (P feile) und die d esm osom alen  V erbindungen (D ) zw i
schen den Zellen nur n och  schw ach . E pon 8 1 2 , U ranylazetat und B leizitrat. 4 6  2 0 0  1 

Abb. 5: T ubulisaum  der u n b eh an d elten  Epiderm is. G ut ausgeb ild ete  desm osom ale  V erbindungen (D )
und d eu tlich  sichtbare m äandrierende Z ellw ände (P feile) sind zu b eob a ch ten . D ie T ubuli 
sind m it Sch le im vesik el gefü llt (SV ). E p on  8 1 2 , U ranylazetat und B leizitrat. 4 0  6 5 6  1

59

©Naturwissenschaftlich-Medizinischen Vereinigung in Salzburg; download unter www.biologiezentrum.at



60

©Naturwissenschaftlich-Medizinischen Vereinigung in Salzburg; download unter www.biologiezentrum.at



A bb. 6: Epiderm is, m it 1 ppm  L U T E N SO L  behandelt. E ine auffallen de V erm ehrung der G ranulazel
len (G ) liegt vor. Sem id ü n n sch n itt, 1 / im  (quer), E pon  8 1 2 , A zur II. 5 1 2  1 

A bb. 7: Epiderm is, m it 2 ppm  L U T E N SO L  behan delt. Starke V erm ehrung der G ranulazellen, V erän
derung der B ech erzellen . S em idü nnsch nitt, 1 jum (quer), E pon  8 1 2 , A zur II. 368  1 

A bb. 8: Wirkung von 2 ppm  L U T E N SO L  auf die B echerzelle. Z ahlreiche e lek tron en d ich te  supra-
nukleare E inlagerungen sind zu  b eob a ch ten . E pon  8 1 2 , U ranylazetat und B leizitrat.
12 9 3 6 :  1

A bb. 9: B ech erzelle e in es K on tro lltieres. Der T ubulisaum  ist gut ausgeb ild et und m it Sch leim  gefüllt.
E pon 8 1 2 , U ranylazetat und B leizitrat. 12 9 3 6  1 

A bb. 10: R eizung der B ech erze llen sch ich t m it 0 ,5  ppm CTA B. G roße A nsam m lungen von Sch le im 
vesikel sind vorhanden. S em idü nnsch nitt, 1 / im  (quer), E pon 8 1 2 , A zur II. 6 7 2  : 1 

A bb. 11: Sch leim vesikelb ild un g im B ereich  der m ittelep id erm alen  S ch le im zellen sch ich t (m S) bei 
0,5 ppm  CTAB. E pon  8 1 2 , U ranylazetat und B leizitrat. 5 390  1 

A bb. 12: M ittelepiderm ale S ch le im ze lle  der N eun augenh aut bei K ontro lltieren . G ut en tw ick e lte  granu
läres E n d oplasm atisches R etik u lu m  (E R ), G olg i-A p parat (G o), M itochon drien  (M) und V or
läufer der S ch leim vesikel (Präm ucigenvesikel, P). E pon  8 1 2 , U ranylazetat und B leizitrat.
16 6 3 2 :  1
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