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Uberblick

m Einfihrung zu Biotests

= Anwendung von Biotests zur
Beurteilung der Elimination von
Mikroverunreinigungen in ARA

= Anwendung von Biotests zur
Beurteilung der Wasserqualitat von
abwasserbelasteten
Oberflachengewéassern




Warum sind Biotests wichtig?

m Aussage uber toxische Wirkungen auf Umwelt-
organismen

m Erganzung von chemischer Analytik, da damit nur
begrenzte Aussage uber dkotoxikologische
Auswirkungen moglich

m Zur Untersuchung von Schadstoffmischungen wie
sie z.B. in Abwasser- und Oberflachengewéassern
vorliegen

m Zur 0kotoxikologischen Erfolgskontrolle



Arten von Biotests

In vitro-Biotests

www.toxikologie.
uni-wuerzburg.de

Sensitive Erfassung spezifischer
Effekte von Substanzklassen mit
ahnlichem Wirkmechanismus

Extrapolation auf mogliche
Konsequenzen fir Organismen
schwieriger

In vivo-Biotests

Integrieren Wirkung aller
Substanzen in Wasserprobe

Schlussfolgerungen tber
biologische/dkologische Effekte

Begrenzte Auskunft tiber
verantwortliche Substanzklassen
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Was ist ein Biotest und wie fuhrt man thn durch?

Biotest = ,Standardisierter* Ablauf eines biologischen Experiments
mit definierter Durchfihrung und Auswertung.

Test mit Wasserflohen (Daphnien)

YES (yeast estrogen screen)

17B-Estradiol Kontrolle Umweltproben Kont.

W soe.
s '@
Festphasenanreicherung r @

(SPE)




g
.

Welche Biotests eignen sich
zur Beurteilung der
Elimination von
Mikroverunreinigungen in
ARA?



Projekt «Strategie Micropoll» des BAFU:

Teilprojekt Technische Grundlagen

= Frage: Wie kdnnen Mikroverunreinigungen aus kommunalem Abwasser
entfernt werden?

= Ziel: Evaluation von Technologien zur Elimination von Mikroverunreinigungen

= Pilotstudien:

ARA Woieri in Regensdorf

Abegglen et al. 2009, Eawag



Fragestellungen in Bezug auf Biotests

m \Welche Biotests kbnnen eine Auskunft Uber die
Eliminationseffizienz der Abwasserreinigung geben?

m Wie effizient sind eine Ozonung-SF sowie eine PAK-UF-
Behandlung zur Elimination von Mikroverunreinigungen
und deren biologischen Wirkungen aus dem Abwasser?

m Entstehen bel der Ozonung unbekannte
Umwandlungsprodukte, die Wasserorganismen
schadigen?



Wie wurden die Biotests ausgewahl|t?

= Basierend auf folgenden Kriterien:

Gentgend empfindlich und robust zur Erfassung des Effektes
von Mikroverunreinigungen

Erfassung mehrerer toxischer Wirkmechanismen und
verschiedener Ernahrungsstufen

Untersuchung aufkonzentrierter Proben und von Wasserproben
ohne Aufkonzentrierung

= Unterstltzung durch ein Expertengremium

-=> Auswahl von 16 in vitro- und 9 in vivo-Biotests



Was wurde untersucht?
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Was haben in vitro-Biotests auf der ARA Vidy in Lausanne ergeben?

Ergebnisse fur Testsysteme basierend auf spez. zellularen Mechanismen

| abnehmende Effekte, ~ gleichbleibende Effekte,  zunehmende Effekte, var. variable Effekte

Biotest Stoffklasse / Wirkung Biologische Ozonung Ozonung + Pulveraktiv-
Reinigung Sandfiltration] kohle - UF
(3.+4. MK)
kégﬁlb%é%nm"&ih(ﬁ%Hormonelle Wirkung i l i l
ER-CALUX" (17B-Estradiol-Aquivalente) | l var. l
Andere hormonelle Wirkungen | | | |
~ | | |
t | | |
y v var. v
| | |
var. ' | |
| | | |




Was haben in vivo-Biotests mit Fischen gezeigt?

Fish Early Life Stage Toxicity Test (FELST, OECD 210)

Testorganismus: Regenbogenforelle (Oncorhynchus .
mykiss)

Prinzip: Beobachtung der Entwicklung von Fisch-Embryonen
und Larven tber 64 Tage im Durchfluss

Exposition von Embryonen Schlupf AufschW|mmen Lange Gewicht

Endpunkte:

0-----5----10-----15-----20-----25----30-----35---40-----45-----50-----55-----60-----65----64 Tage




Was haben in vivo-Biotests mit Fischen gezeigt?
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Biological treatment

Waste water from
primary clarifier
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Sandfilter
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Kontrolle Biologie

Ozonung  Sandfilter PS‘I*:('

Weil 2010 ECT Oekotoxikologie GmbH



Was haben in vivo-Biotests mit Fischen gezeigt?

| abnehmende Effekte, ~ gleichbleibende Effekte, + zunehmende Effekte

Testname und Untersuchte Parameter Biologische | Ozonung Ozonung + | Pulveraktiv-
Testorganismus Behandlung Sandfiltration | kohle - UF
Fish early life stage  Gesamtiiberlebensrate ' | |
toxicity Test mit )
Regenbogenforellen Uberleben von Embryonen / _ ~ |
(Oncorhynchus Uberleben von Larven und | | |
mykiss) Jungfischen
Schlupfrate / _ ~ |
Aufschwimmen der geschlipften | | |
Larven
Frischgewicht am Testende / | V |
Lange der Larven am Testende / _ _ |
Vitellogenin-Konzentration ' | |




Fazit aus bisherigen Studien zur Abwasserbeurteilung

m Biotests sind sinnvolle Erganzung zur Gesamtbeurteilung von
weitergehenden Abwasserreinigungsverfahren

m Einsatz fur Leistungsbeurteilung mdéglich, hierfiir:

m Effektspezifische in vitro-Biotests geeigneter als Mehrzahl verfligbarer
In vivo-Biotests

s Weitere Standardisierung geeigneter in vitro-Biotests notig

s Einzelne in vivo-Biotests gut geeignet u.a. fish early life stage toxicity
Test mit Regenbogenforellen

m Breites Spektrum von Mikroverunreinigungen zu mehr als 80% entfernt

m Nach Ozonung sollte immer Stufe mit biologischer Aktivitat, z.B. Sandfilter,
nachgeschaltet werden, um Risiko des Eintrags von toxischen und
biologisch abbaubaren Umwandlungsprodukten in die Wasserkorper zu
verringern.
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Wie konnen Biotests zur
Beurteilung von
abwasserbelasteten
Oberflachengewassern
eingesetzt werden?



Wie beurteilt man die Qualitat von Oberflachengewassern?

schlecht massig sehr gut



Das Modul-Stufen-Konzept

Ziel: Standardisierte Methoden zur Beurteilung der Gewasserqualitat
als Entscheidungshilfe fir Kantone

Module: Okomorphologie Biologie Chemie /
Okotoxikologie

Kleselalgen Wirbellose Fische

...@HG- -
000006
000000 !

Partner: eawag 05““““"“ fir umwelt  Kantonale Umweltamter

aquatic research BAFU
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Entwicklung eines belastbaren Konzeptes zur routinemassigen
Beurteilung der Wasserqualitat anhand von 6kotoxikologischen Biotests.

. B
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Welche Biotests eignen sich flur eine erste Beurteilung?

Kriterien fUr Biotests:

geeignet fur Umweltproben (Abwasser- und Oberflachengewéasserproben)
empfindlich

robust

moglichst weitgehend validiert und standardisiert

kostengunstig und einfach routinemassig anwendbar

anwendbar in kantonalen Gewasserschutz- und Privaten-Laboren

Fir die Grobbeurteilung wurden ausgewahlt:

m Hefezellostrogentest (Yeast Estrogen Screen, YES) zur Messung
dstrogen-aktiver Substanzen

m Kombinierter Algentest zur Messung von Photosystem II- (und
Wachstums-) hemmenden Stoffen (z.B. bestimmte Pestizide)



Hefezell-Ostrogentest (Yeast Estrogen Screen (YES)) (nach

Routledge und Sumpter 1996, ETC)

Testorganismus: Hefe (Saccharomyces cerevisiae)

Prinzip:

Tag 2
Tag 3

Genmodifizierte Hefe in gelbem Medium

17B-Ostradiol

EEQ:
17B-Ostradiol Aquivalente




Kombinierter Algentest (Quayle et al, 2008, Eawag)

m Testorganismus: einzellige Sisswasser-Grlinalge (z.B. Pseudokirchneriella

subcapitata)
m Prinzip:
Bestimmung von Auswirkungen auf

1) Photosyntheseaktivitat und/oder
2) Wachstum von Algen

m Dauer: 24 h

m Endpunkte: Photosynthese-,
Wachstumshemmung (%)

m Toxizitatsparameter: ECx, Diuron-
Aquivalenz-Konzentration (DEQ),
Toxizitats-Aquivalenz-Konzentration (TEQ)

Diuron

18 Diuron-Aquivalente (DEQ; ng/L)

TEQs fur Wachstumsrate (mg/L)




Wie ist das Vorgehen fur die Gewasserbeurteilung?

Grobbeurteilung von
abwasserbelasteten
Fliessgewassern

Wie hoch ist der Abwasseranteil
im Gewasser?

grosser 10% Prozent

\ 4

Wie hoch ist die Belastung des
Abwasser?

Beurteilung durch Biotest

$

Wie hoch ist die Belastung im
Gewasser?

Verdinnung

) 4

Okotoxikologische Bewertung
der Belastung




Wie ist das Vorgehen fur die Gewasserbeurteilung?

Wie hoch ist der Abwasseranteil

Grobbeurteilung von ) i}
Im Gewasser?

abwasserbelasteten

Fliessgewassern )
grosser 10% Prozent

$
Vorteile der Methode: Wie hoch ist die Belastung des
« Messung im Abwasser Abwasser?
aufgrund hoherer
Konzentrationen Beurteilung durch Biotest
zuverlassiger ¥
 Entnahme von Wie hoch ist die Belastung im
Sammelproben Uber Gewasser?
mehrere Tage einfach
organisierbar Verdiinnung
4
Nachteile:
) V_orbelas_tung lind Okotoxikologische Bewertung \ ‘
d!ffuse Eintrage werden der Belastung
nicht erfasst




Beurteilung der Wasserqualitat anhand der ausgewahlten Biotests

Risikobeurteilung
<1 Qualitatskriterium

. : _TEQ _ eingehalten
Risikoquotient (RQ) "EQS ~ >1 Qualitatskriterium
Uberschritten

mit:
TEQ = Toxizitatsaquivalenz-Konzentration
EQS = Umweltqualitatskriterium

Verwendete chronische Umweltqualitatskriterien ftr Beurteilung:
= Ostrogene Wirkung: EQS fur 17B-Estradiol =0.4 ng/L
= PSIll-hemmende Wirkung: EQS fir Diuron =20 ng/L



Einteilung in Gewasserguteklassen analog MSK

Vorschlag fur eine Einteilung in 5 Klassen

Einhaltung

Beurteilung Bedingung/Beschreibung Zielvorgabe

TIEtheh_r arlls 10 Mal kleiner
als chronisches
sehr gut Qualitatskriterium fur 17- RQ<0.1

Estradiol/Diuron )
Eingehalten

TEQ 1 bis 10 Mal kleiner als
gut chronisches Qualitatskriterium | 0.1 <RQ < 1
flr 17B-Estradiol/Diuron

TEQ Kleiner als das 2.5-fache
massig chronische Qualitatskriterium 1<RQ<25
fur 17B-Estradiol/Diuron

gEngIe]ichhoderr] grbss%r als
o as 2.5-fache chronische

unbefriedigend | o \5jitatskriterium far 175- 25=RQ <10
Estradiol/Diuron

Uberschritten

'gEQ %Iefichhoder:]r grdssr?r als
as 10-fache chronische

schlecht Qualitatskriterium fur 173- RQ 210
Estradiol/Diuron




Fallstudie: Ostrogene Aktivitat und Photosystem II-
hemmende Wirkung in Schweizer Klaranlagenablaufen
und Fliessgewassern (Projekt Ecolmpact)




| B Oberhalb ARA
B Unterhalb ARA

EEQ (ng/L)
o
T

Probenahmestelle

EEQ = Ostradiol-Aquivalenz-Konzentration

Unbefriedigend

Massig

Gut

Sehr gut



Algentest — Beurteilung im vorlaufigen 5-Klassen-System

2000

1500 FEEE Oberhalb ARA |

1000 o |
5004 M@ Unterhalb ARA | |

200 ...................................................................................................

150 .................. o famooesonmeeed beoarmmeenoed booooemsansed bamnoocooooed becemee I N

DEQ (ng/L)

Probenahmestelle

DEQ = Diuron-Aquivalenz-Konzentration

Schlecht

Unbefriedigend

Massig

Gut
Sehr gut
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= Mikroverunreinigungen haben negative
Auswirkungen auf Wasserlebewesen.

= Biotests sind geeignet um diese Auswirkungen und
deren Verringerung zu messen.

= Wirkungen auf Wasserlebewesen lassen sich mit
weitergehenden technischen Verfahren eliminieren.

4 )
-2 Verbesserter Schutz der

3 Gewasserokosysteme )




Weiltere Informationen zu Biotests

°ekzz%ﬁ::2£z¥;2 (}
OKOTOXIKOLOGISCHE
BIOTESTS

Grobbeurteilung der Wasserqualitat von abwasser-
belasteten Gewadssern anhand von Skotoxikologischen
Biotests

Studie im Auftrag des Bundesamtes fiir Umwelt (BAFU)

ANWENDUNG VON BIOTESTS ZUR EVALUATION DER WIR-
KUNG UND ELIMINATON VON MIKROVERUNREINIGUNGEN

Toxizitatstests auf der Basis vonZellkulturen oder Organismen eignen sich, um die Reinigungsleis-
tung einer Kldranlage in Bezug auf Mikroverunreinigungen zu iiberpriifen. Damit lassen sich im
Routineeinsatz nicht nur Einzelstoffe, sondern auch Gemlsche okotoxlkologlsch beurteilen, wie im
Rahmen des Projektes «Strategie Micropoll» des B amtes fiir U ] igt werden | te

Cornelia Kienle®, Oekotoxzentrum Eawag-EPFL

Robert Kase, Oekotox zentrum Eawag-EFFL

Michael Schérer, Bundesamt fiir Umwelt (BAFU), Abteilung Wasser, Sektion Gewdsserschutz
Inge Werner, Oekotoxzentrum Eawag-EPFL

Kienle C, Kase R, Scharer M, Werner |, 2015. Okotoxikologische
Biotests - Anwendung von Biotests zur Evaluation der Wirkung und
Elimination von Mikroverunreinigungen. Aqua & Gas 7/8:18-26.

Kienle C, Vermeirssen E, Kunz PY, Werner |, 2015.
Grobbeurteilung der Wasserqualitat von abwasserbelasteten
Gewassern anhand von dkotoxikologischen Biotests. Studie im
Auftrag des BAFU. Schweizerisches Zentrum flr angewandte
Okotoxikologie, Eawag-EPFL, Diibendorf.
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Vielen Dank an:

= das BAFU, die EU (FP7 Projekt Demeau) und das
Oekotoxzentrum fur die finanzielle Unterstutzung,

= die Begleitgruppe aus Vertretern des BAFU, der kantonalen
Fachstellen, privaten Labors und allen anderen Experten flr
die fachliche Begleitung,

= meine Kollegen vom Oekotoxzentrum, von der RWTH
Aachen, der EPFL und der Eawag, ebenso wie die Betreiber
der ARAs flr die experimentelle und fachliche Unterstitzung.

Kontakt: cornelia.kienle@oekotoxzentrum.ch
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