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BEURTEI U

Eine Beurteilung der Wasserqualitat mit Biotests kann besonders dann sinnvoll sein, wenn biolo-
gisch aktive Stoffe und Stoffgemische vorhanden sind, die mit chemischer Analytik nur unvollstan-
dig erfasst werden kénnen. Nun wurde im Rahmen des Modul-Stufen-Konzepts (MSK) ein Konzept
zur Grobbeurteilung von abwasserbelasteten Fliessgewdssern mit okotoxikologischen Biotests
entwickelt. Das Konzept stellt einen ersten Schritt zur integrativen Beurteilung der Wasser-

qualitat dar.

Cornelia Kienle;* Etienne Vermeirssen; Petra Kunz; Inge Werner

Schweizerisches Zentrum fiir angewandte Okotoxikologie Eawag-EPFL

RESUME

EVALUATION APPROXIMATIVE DE LA QUALITE DE L'EAU: BIOTESTS
ECOTOXICOLOGIQUES POUR EVALUER LA QUALITE DE L"EAU DES COURS
D’EAU POLLUES PAR LES EAUX USEES

Un concept sommaire de routine pour évaluer la dégradation de la
qualité de I'eau par les rejets d'eaux usées a |'aide de bioessais a
été développé dans le cadre du systéeme modulaire gradué MSK.
Il est composé d’instructions relatives a la collecte d’échantillons
d’eaux usées, au traitement des échantillons, a la réalisation des
biotests et a I’évaluation des effets mesurés. Les biotests sélec-
tionnés doivent étre sensibles, basés sur des effets, faciles a réa-
liser, peu colteux et facilement interprétables. Les biotests sélec-
tionnés permettent d’évaluer 2 groupes de substances pertinentes
sur le plan écotoxicologique: une pollution par des substances
inhibitrices de photosynthese (photosysteme Il) peut étre mesurée
a I'aide du test sur algues combiné, avec des algues vertes uni-
cellulaires (Raphidocelis subcapitata). Le PSIl joue un rdle central
dans la photosynthese des algues; s’il est inhibé, les algues ne
peuvent plus proliférer. Le test sur algues combiné est simple et
peu colteux et a fourni de solides résultats dans de nombreuses
études. Pour déterminer la contamination par des substances a
activité strogénique, on utilise le Yeast Estrogen Screen (YES),
un biotest avec des levures génétiquement modifiées (Saccha-
romyces cerevisae). Les valeurs de mesure des biotests peuvent
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BIOTESTS ERFASSEN AUCH EFFEKTE UNBEKANNTER
SCHADSTOFFE

Die retrospektive Beurteilung der Wasserqualitdat im Ge-
wissermonitoring basiert tiblicherweise auf der chemischen
Analyse ausgewdhlter Chemikalien und der Risikobeurtei-
lung (Einzelstoffe oder Mischungen) durch den Vergleich
mit Umweltqualitatskriterien [1, 2]. Diese Beurteilung kann
angewandt werden, wenn fiir diese Stoffe einerseits analy-
tische Umweltdaten und andererseits gentigend Effektdaten
zur Ableitung von Umweltqualitatskriterien (UQK; Englisch:
Environmental Quality Standards, EQS) verfiligbar sind. Ana-
lytische Methoden miissen dabei gentligend sensitiv sein, um
fiir die ausgewdhlten Stoffe Konzentrationen unter deren UQOK
(idealerweise 3-fach darunter) [1] detektieren zu konnen. Um
mogliche unbekannte Mischungseffekte und die Wirkung
nicht priorisierter bzw. nicht gemessener Stoffe zu erfassen,
sind jedoch Methoden notwendig, die Effekte gesamter Stoff-
mischungen messen kénnen. Okotoxikologische Biotests sind
solche integrativen Methoden, die Auskunft tiber spezifische
Wirkungen bzw. die Toxizitdt einer Wasserprobe auf Zellen
oder Lebewesen geben konnen [3]. Eine Relevanz fiir solche
wirkungsbasierten Bewertungsverfahren zeigt sich in der
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Schweizerischen Gewdsserschutzverordnung (GSchV, SR
814.201; Art. 1). Dort heisst es, «dass Stoffe, die die Gewdsser
verunreinigen und durch menschliche Tdtigkeit ins Wasser ge-
langen kénnen, keine nachteiligen Einwirkungen auf die Lebens-
gemeinschaften von Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen
und auf die Nutzung der Gewdsser haben diirfeny. Allerdings
konnen toxische Einzelstoffe mit 6kotoxikologischen Biotests
nicht identifiziert werden, da sie immer die Wirkung von Stoff-
mischungen erfassen. Bei spezifischen Wirkmechanismen
oder wenn Toxizitat nur bei bestimmten Arten gemessen wird,
lassen sich mit ihrer Hilfe aber die verursachenden Stoffgrup-
pen eingrenzen (z.B. auf bestimmte Herbizide, Insektizide,
Ostrogen-aktive Stoffe).

Biotests sind auch dann relevant, wenn Stoffe mit sehr tiefen
Qualitatskriterien mithilfe der chemischen Analytik nicht
oder nur mit hohem Aufwand {iberwacht werden konnen,
wie das zum Beispiel bei den steroidalen Ostrogenen der Fall
ist. Die drei steroidalen Ostrogene (Estron, 17f-Estradiol,
17a-Ethinylestradiol) stehen derzeit auf der sogenannten «Watch
List» prioritarer Stoffe der Europédischen Union (EU). Die UQK
fiir diese Stoffe konnen mit analytischen Methoden bisher nur
unzureichend tiberwacht werden, da die analytischen Nachweis-
grenzen meist tiber den UQK liegen (fiir Estron, 173-Estradiol
und 17a-Ethinylestradiol liegen sie derzeit bei 3,6, 0,4 und 0,037
Nanogramm pro Liter)'. Daher sind hier Methoden zur Beurtei-
lung von Wasserproben, die allein auf chemisch-analytischen
Daten beruhen, nur bedingt aussagekraftig, da sie zu Falsch-
Negativ-Ergebnissen fiihren konnen [4, 5].

Biotests miissen fiir ein Routine-Monitoring mdoglichst kosten-
glinstig und einfach anzuwenden sein und robuste, wiederhol-
bare und interpretierbare Ergebnisse liefern. Einen Uberblick
iiber verflighare Biotests zur Beurteilung der Wasserqualitat
mit einer Empfehlung fiir zum Monitoring geeignete Biotests
gibt Kienle et al. [6]. Es hat sich gezeigt, dass fiir eine Anwen-
dung in der Praxis in erster Linie gewisse in vitro-Testverfah-
ren, aber auch in vivo-Tests mit Einzelarten oder Lebensge-
meinschaften infrage kommen. In vitro-Biotests basieren auf
Zellkulturen oder einzelligen Organismen (z.B. Hefe, Bakteri-
en, Griinalgen) und dienen meist zur Erfassung spezifischer
Wirkungen. Je nach Wirkmechanismus gibt es einen oder
mehrere Biotests, die zur Anwendung kommen konnen. Es
gibt aber auch Wirkmechanismen, fiir die bisher noch keine
geeigneten Biotests zur Verfiigung stehen, vor allem in den
Bereichen Neurotoxizitdt (z.B. durch Pyrethroid-Insektizide)
und Immunotoxizitat. Dartiber hinaus ist eine Vielzahl wei-
terer Biotests verfiigbar, die Effekte auf Organismen oder Le-
bensgemeinschaften erfassen. Wihrend wenige Standardtests
in einigen Landern schon seit Jahrzehnten im Monitoring ein-
gesetzt werden, sind zahlreiche Tests noch nicht standardisiert
oder im Forschungsstadium und daher fiir einen Einsatz im
Vollzug derzeit noch nicht geeignet.

Die im Folgenden vorgestellte Methode zur Grobbeurteilung
der Wasserqualitdt abwasserbelasteter Fliessgewasser anhand
von Biotests wurde auf eine zukiinftige Verwendung im Voll-
zug durch kantonale Gewédsserschutzfachstellen, private Labo-
re und weitere Experten aus der Praxis des Gewésserschutzes
ausgerichtet. Sie baut vor allem auf Arbeiten im Rahmen des
Projektes Modul-Stufen-Konzept (MSK)? auf [7-9]. Dabei wurde
Wert auf eine einfache und kostengiinstige Durchfiihrung und
klare Interpretierbarkeit der Resultate gelegt. Ziel war es, ein

belastbares Konzept zur routinemassigen Beurteilung der Was-
serqualitat mit ausgewahlten okotoxikologischen Biotests zur
Verfiigung zu stellen. Dieses sollte dabei, ergdnzend zu anderen
Methoden, eine Beurteilung moglicher Einwirkungen anthropo-
gener Mikroverunreinigungen auf aquatische Lebensgemein-
schaften erlauben. Die Arbeiten erfolgten unter Federfiihrung
des BAFU am Oekotoxzentrum Eawag-EPFL und wurden durch
eine Arbeitsgruppe mit Experten aus privaten Labors, kanto-
nalen Gewdsserschutzfachstellen und der Forschung gesteuert
und begleitet.?

KONZEPT ZUR GROBBEURTEILUNG

Das Konzept zur Grobbeurteilung der Wasserqualitiat abwasser-
belasteter Fliessgewésser basiert auf einer Untersuchung des
gereinigten Abwassers mit anschliessender Extrapolation zum
Fliessgewdsser (Fig. 1).

Wie hoch ist der Abwasseranteil im
Gewasser?
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¥

Wie hoch ist die Belastung des
Abwassers mit 6strogen-aktiven und
Photosystem Il-hemmenden Stoffen?

Grobbeurteilung durch Biotest
¥

Wie hoch ist die Belastung im
Gewasser?
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$

Okotoxikologische Bewertung der
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Fig. 1 Elemente des Konzepts zur Beurteilung der Wasserqualitét von
abwasserbelasteten Oberflichengewéssern bez. dstrogen-
aktiven und Photosystem II-hemmenden Stoffen (Grafik: Eawag)

Eléments du concept pour évaluer la qualilté des eaux de surface
recevant des eaux usées concernant des substances a activité
cestrogénique et des substances inhibitrices du photosystéme Il

In einem ersten Schritt wird die Belastung des Gewassers mit
kommunalem Abwasser abgeschitzt. Ubersteigt der Abwasser-
anteil 10%, sollte eine Untersuchung des gereinigten Abwassers
mit Biotests erfolgen. Fiir die Probenahme und Probenaufberei-
tung sind verschiedene Punkte zu beachten.

" www.oekotoxzentrum.ch/expertenservice/qualitaetskriterien/
2 www.modul-stufen-konzept.ch
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Probenahme, -transport und -lagerung

Das Ziel der Probenahme ist, einen repra-
sentativen Teil des zu untersuchenden
Wasserkorpers - in diesem Fall des ge-
reinigten Abwassers - zu entnehmen und
die Probe anschliessend so zu konservie-
ren und zu lagern, dass die chemische Zu-
sammensetzung und die Eigenschaften
der Probe diejenigen des Wasserkorpers
widerspiegeln. Fiir Abwasserproben fin-
den sich dafiir detaillierte Anleitungen
in [2] und [10]. Bei der Probenahme im
gereinigten Abwasser sind Sammelpro-
ben zu empfehlen. Es konnen z.B. jene
24-h-Sammelproben verwendet werden,
die fiir Eigenkontrollen und behordli-
che Uberpriifungen der Abwasserreini-
gungsanlage (ARA) genommen werden.
Hierbei ist es sehr wichtig, Kontamina-
tionen der Proben zu vermeiden. Daher
miissen geeignete Probenahmebehalter
und -materialien verwendet werden, z. B.
Glas, aber auch andere Behilter (z.B. aus
Aluminium), falls gezeigt wird, dass die
beniitzten Materialien nicht zu positiven
Feldblindproben fiihren [11]. Direkt nach
der Probenahme sollten die Proben (auf
Eis) gekiihlt und ins Labor transportiert
werden [2, 12]. Nach Ankunft im Labor
sollten die Proben moglichst zeitnah wei-
terverarbeitet und getestet werden. Ist
das nicht moglich, konnen sie bis maxi-
mal 72h im Dunkeln bei 2-8 °C und fiir
bis zu zwei Monate bei minus 20 °C gela-
gert werden [13, 14].

Probenaufbereitung

Vor der Analyse im Biotest miissen die
Wasserproben filtriert werden, um evtl.
vorhandene Partikel zu entfernen. Auch
hier muss auf geeignete Materialien ge-
achtet werden wie z.B. Glasfaserfilter
und Hilfsmaterialien aus Teflon, Glas und
Edelstahl. Zudem sollten nur Materialien
und Losungsmittel verwendet werden,
die frei von hormonaktiven Stoffen wie
beispielsweise UV-Filtersubstanzen sind.
Fir die Messung mittels in vitro-Biotests
wird eine Festphasenextraktion empfoh-
len (Solid Phase Extraction, SPE) [15]. Dies
ist die heutzutage am haufigsten verwen-
dete Methode zur Anreicherung von or-
ganischen Stoffen aus Wasserproben. Die
Wahl des Sorptionsmaterials und der zur
Elution verwendeten Losungsmittel hat
einen Einfluss auf die Wiederfindungsra-
te. Wasserparameter, wie z.B. der Gehalt
an gelosten Huminsauren, der Tongehalt
und der Salzgehalt der Wasserprobe,
konnen ebenfalls die Wiederfindungsra-

te und auch die Reproduzierbarkeit der
Extraktion beeinflussen [16, 17].

ABWASSERRELEVANTE STOFFGRUPPEN UND
BIOTESTMETHODEN

Die hier prasentierte Auswahl okotoxi-
kologischer Biotests fokussiert auf die
Wirkung von zwei umweltrelevanten
Stoffgruppen: Stoffe, die das Photosys-
tem II (PSII) und damit das Wachstum
von Pflanzen und Griinalgen hemmen
(meist Herbizide), und dstrogen-aktive
Stoffe, welche u.a. die Fortpflanzung von
Fischen beeintrachtigen konnen.

PSII-hemmende Stoffe

Die Gruppe der PSII-hemmenden Stof-
fe wurde ausgewahlt, da sie eine in der
Schweiz sehr umweltrelevante Schad-
stoffgruppe darstellt, die spezifisch auf
Priméarproduzenten, also Griinalgen und
Pflanzen, wirkt. Primarproduzenten bil-
den in Oberflichengewidssern hdufig die
Basis der Nahrungskette und erfiillen
wichtige Funktionen wie z. B. die Produk-
tion von Sauerstoff. Sie dienen als Nah-
rungsquelle fiir hohere trophische Ebe-
nen, z.B. Wasserflohe und Fische. Eine
Beeintrachtigung des Griinalgen- oder
Pflanzenwachstums kann weitreichende
Folgen fiir das Okosystem haben.
PSII-hemmende Stoffe werden in Schwei-
zer Oberflaichengewidssern regelmassig
in umweltrelevanten Konzentrationen ge-

messen. Sie gelangen sowohl aus Punkt-
quellen als auch aus diffusen Quellen in
die Gewasser. Doppler et al. [18] detektier-
te in kleinen, durch landwirtschaftliche
Flachennutzung gepragten Bachen der
Schweiz 17 PSII-hemmende Pflanzen-
schutzmittel. Die wichtigsten waren Di-
uron, Linuron und Terbuthylazin. Wenn
die Risiken der Einzelsubstanzen als Mi-
schung betrachtet und zusammenaddiert
wurden, trat regelmassig ein hohes Risiko
fiir Pflanzen auf [19]. In der Liste der prio-
ritaren Stoffe der EU-Wasserrahmenricht-
linie befinden sich derzeit sechs PSII-hem-
mende Stoffe: Atrazin, Cybutryn, Diuron,
Isoproturon, Simazin und Terbutryn. Die-
se werden in konventionellen ARA nicht
effizient entfernt [20]. Zudem hemmen
auch Stoffe, die nicht primar als Herbi-
zide gelten, wie Triclosan, verschiedene
Pharmazeutika und Metalle, das PSII von
Griinalgen und hoheren Pflanzen [21-23].

Ostrogen-aktive Stoffe

Ostrogen-aktive Stoffe konnen nach-
weislich die Reproduktionsfihigkeit von
Fischen und teilweise auch Wasserwir-
bellosen beeintrachtigen, indem sie die
Produktion von Hormonen und damit
die Entwicklung der Geschlechtsorga-
ne in Mannchen und die Eientwicklung
in Weibchen verandern [24, 25]. Die-
se Stoffe, vor allem das synthetische
17a-Ethinylestradiol, die natiirlichen Os-

Test Kombinierter Algentest Yeast Estrogen Screen (YES)
Effekt/Endpunkt Hemmung der Photosynthese Aktivierung des menschlichen

und des Wachstums Ostrogenrezeptors
Anwendung ARA-Auslauf, ARA-Auslauf,

Allgemeine Informationen

belastete Oberfldchengewédsser

belastete Oberflachengewdsser

Testorganismus

Testprinzip

Effektparameter
Kultivierung und Testdauer

Lagerung der Organismen/
Zellen

Testformat

Vorkultur ab
Langzeitlagerung

Testdauer
(ab Exposition mit Probe)

einzellige Grinalgen

Auswirkungen von Umweltpro-
ben auf die Photosyntheseaktivi-
tat und das Wachstum der Algen

EC, BEQ

als Agarkulturen bei 2-8°C fir
6 Monate

96-Well-Platten

5 Tage

24 Stunden

genetisch veranderte Backerhefe

Nachweis der Aktivierung des
menschlichen Ostrogenrezep-
tors a durch 6strogen-aktive
Stoffe

EC, BEQ

Kryokultur bei -20°C fiur
maximal 4 Monate
bei -80°C fiir maximal 1 Jahr

96-Well-Platten

mind. 1 Tag
[vor jedem Testansatz)

72 Stunden

Tab. 1 Ubersicht iiber den kombinierten Algentest und den Yeast Estrogen Screen;

EC: Effektkonzentration; BEQ: Bioanalytische Aquivalenzkonzentration

Vue d’ensemble du test algues combiné et du Yeast Estrogen Screen;

EC: concentration efficace; BEQ: concentration en équivalents bioanalytiques



trogene 17B-Estradiol und Estron sowie
die Industriechemikalien Bisphenol A
und Nonylphenol wurden in der Schweiz
in umweltrelevanten Konzentrationen ge-
messen (z.B. [26]). Ausser den genannten
Stoffen gibt es eine Vielzahl an anderen
Substanzen, die 6strogen wirken, wie z. B.
bestimmte UV-Filtersubstanzen, Pharma-
zeutika, bromierte Flammschutzmittel
und gewisse Pestizide [27].

Fiir das Grobbeurteilungskonzept wurden
zwei Biotests ausgewdhlt: der kombinierte
Algentest und der Yeast Estrogen Screen
(YES). Beide erfiillten folgende Auswahl-
kriterien: Sie sind geeignet zur Analyse
von Umweltproben (Abwasser- und Ober-
flaichengewidsserproben), sensitiv, robust,
relativ weit validiert und/oder standardi-
siert, kostengiinstig, einfach routinemas-
sig anwendbar. Damit sind sie geeignet
fiir Gewédsserschutzlabore von Behorden
und private Labore. Tabelle 1 gibt einen
Uberblick iiber die Testsysteme. Eine de-
taillierte Methodenbeschreibung und wei-
tere Informationen zur Durchfiihrung der
Biotests finden sich in [11].

BIOTEST ZUM NACHWEIS VON PHOTO-
SYSTEM II-HEMMENDEN STOFFEN

Die Bestimmung der Wasserqualitat in
Bezug auf PSII-hemmende Stoffe kann
mithilfe des kombinierten Algentests
mit einzelligen Griinalgen (Raphidocelis
subcapitata, fritherer Name: Pseudokirch-
neriella subcapitata) erfolgen (Fig. 2).
Dieser Test kann sowohl mit nativen als
auch mithilfe einer Festphasenextrakti-
on angereicherten Proben durchgefiihrt
werden. Die Extraktion hat den Vorteil,
dass Nahrstoffe nicht mehr enthalten
sind und so deren Einfluss auf die Er-
gebnisse ausgeschlossen werden kann,
zudem ermdoglicht sie, Stoffe in gerin-
geren Konzentrationen zu detektieren
und so die Sensitivitdat zu erhohen. Das
Photosystem II spielt eine zentrale Rolle
in der Photosynthese der Algen; wird es
gehemmt, konnen die Algen nicht mehr
wachsen. Diese spezifische Wirkung von
Herbiziden und anderen Stoffen mit dem
entsprechenden Wirkmechanismus tritt
sehr schnell ein (nach wenigen Minuten).
Die Messung der PSII-Hemmung erfolgt
daher schon zwei Stunden nach Testbe-
ginn. Nach 24-48 Stunden konnen zudem
Auswirkungen auf das Wachstum (Erho-
hung der Zelldichte) gemessen werden.
Der kombinierte Algentest ist einfach
und kostengiinstig. Er hat in zahlreichen

Diuron Kontrolle

Umweltproben

Diuron-Aquivalente (ng/L)

Fig. 2 Kombinierter Algentest: Testplatte zur Messung der Hemmung des Photosystems .

In den ersten beiden Spalten findet sich eine 1:2-Verdiinnungsreihe mit der Referenz-

substanz Diuron. Die Spalte 3 enthélt nur Kontrollmedium. In den Spalten 4-12 wurden

Extrakte von Umweltproben in einer 1:2-Verdinnungsreihe in je 3 technischen Replikaten

untersucht. Je dunkler die Farbung, desto geringer ist die Quantenausbeute. Eine griine

Férbung bedeutet keine Hemmung der Photosynthese. Effekte in den Umweltproben wer-

den jeweils relativ zur Referenzsubstanz Diuron untersucht und in Diuron-Aquivalenten

(DEQ) (ng/1) angegeben.

Test algues combiné: Plaque pour mesurer I'inhibition du photosysteme II.

Les deux premieres colonnes comportent une série de dilutions 1:2 avec la substance de

référence diuron. La colonne 3 ne comporte que le médium témoin. Dans les colon-

nes 4-12, des extraits d’échantillons de I’environnement ont été examinés dans une

série de dilutions 1:2 dans respectivement 3 répliques techniques. Plus la couleur est

sombre, plus le rendement quantique est faible. Une coloration verte signifie I'absence

d’inhibition de la photosynthese. Les effets dans les échantillons de I'environnement sont

examinés en relation avec la substance de référence diuron et indiqués en DEQ (ng/l).

Studien robuste Ergebnisse geliefert und
wurde sowohl in der Schweiz (z.B. [28])
als auch in England (z. B. [29]), Australien
und in den Niederlanden (dhnliches Test-
system) (z.B. [30]) angewandt.

Zur Quantifizierung der Effekte werden
bioanalytische Aquivalenzkonzentrati-
onen (BEQ) berechnet. Die BEQ ist defi-
niert als jene Konzentration einer Refe-
renzsubstanz, die den gleichen Effekt hat
wie die Umweltprobe [31, 32]. Somit kann
die Wirksamkeit einer Mischung unbe-
kannter Stoffzusammensetzung als die
entsprechend aktive Konzentration der
Referenzsubstanz ausgedriickt werden.
Je hoher der BEQ-Wert, desto starker ist
der Effekt der untersuchten Probe. Fiir
den kombinierten Algentest werden die
ermittelten Effekte in Diuron-Aquivalenz-
konzentrationen (ng/1 DEQ) angegeben.

Validierung des kombinierten Algentests
Bei einer im Jahr 2014 durchgefiihrten
Validierung des Tests wurden Nach-

weis- und Bestimmungsgrenzen, die
Testvariabilitit und die Wiederfindung
anhand von Mischungen verschiedener
PSII-Hemmstoffe und Abwasserproben
ermittelt. Der kombinierte Algentest
kann mittels Anreicherung Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen (berechnet
als 3 bzw. 10 Mal Standardabweichung
der Losungsmittelkontrolle) im unteren
ng/1-Bereich (1-6ng/1 DEQ) erreichen.
In nativen Proben liegen diese Werte
bei rund 190 bzw. 650ng/1 DEQ. Die
ermittelten DEQ-Werte variierten wenig
(5 bis 11%) und die Wiederfindung in
Reinstwasser und Abwasserproben war
gut (75 bis 125%). Die Gesamtvariabilitat
der Messungen nach Festphasenextrak-
tion und Biotest lag bei 7 bis 17%.
Details zur Validierungsstudie finden
sich in [11].

Stand der Standardisierung
Der Test befindet sich derzeit in Vorberei-
tung fiir die [SO-Standardisierung.



BIOTEST ZUM NACHWEIS
OSTROGEN-AKTIVER STOFFE

Der Yeast Estrogen Screen (YES), auch
Hefezellostrogentest genannt, wird mit
genetisch verdnderter Backerhefe (Sac-
charomyces cerevisae) durchgefiihrt und
zeigt die 0strogene Aktivitat einer Probe
an [33] (Fig. 3). Er kann prinzipiell sowohl
mit nativen als auch mit angereicherten
Proben durchgefiihrt werden, wie beim
Algentest konnen tiefe Nachweisgren-
zen nur mit einer Anreicherung erreicht
werden. Der YES ist eine einfach durch-
zufiihrende Methode, die in der Schweiz
bereits seit mehr als 15 Jahren und auch
weltweit viel verwendet wird. Er zeichnet
sich durch niedrige Unterhalts- und Ver-
brauchskosten, Einfachheit der Einarbei-
tung und freie (nicht kommerzielle) Ver-
fligharkeit des Testorganismus aus. Der
Test wurde bereits in diversen Projekten
zum Nachweis 0strogener Aktivitaten in
Abwasser und Umweltproben angewandt,
sowohl national (z.B. [8, 34]) als auch in-

17B-Estradiol Kontrolle

ternational (z. B. [35]). Die Testergebnisse
zeigen generell eine gute Ubereinstim-
mung mit in vivo-Daten, d.h. mit Effek-
ten im lebenden Organismus, z. B. mit der
Erhohung der Vitellogeninkonzentration
im Blut von méannlichen Fischen oder
Jungfischen (z.B. [34, 36]).

Der YES wird in 96-Well-Mikrotiterplat-
ten nach der Methode von Routledge u.
Sumpter [33] durchgefiihrt. Er quantifi-
ziert die Aktivierung des Ostrogenrezep-
tors tiber eine Farbveranderung, die nach
72 Stunden gemessen wird. Zur Quantifi-
zierung der 0strogenen Aktivitit werden,
wie beim Algentest, bioanalytische Aqui-
valenzkonzentrationen berechnet. Diese
sind bezogen auf die Referenzsubstanz
17B-Estradiol, sogenannte 17(3-Estradiol-
Aquivalenzkonzentrationen (EEQ).

Validierung des YES

Auch fiir den YES wurden 2013 im Rahmen
einer Testvalidierung am Oekotoxzentrum
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, die

Umweltproben
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-Estradiol-Aquivalente (ng/L) |
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Fig. 3 Yeast Estrogen Screen (YES): Testplatte zur Messung der 0strogenen Aktivitét.

In den ersten drei Spalten findet sich eine 1:2-Verdiinnungsreihe mit der Referenz-

substanz 17[3-Estradiol. Die Spalten 4, 5 und 12 enthalten nur Kontrollmedium. In den

Spalten 6-11 wurden Extrakte von Umweltproben in einer 1:2-Verdiinnungsreihe in je 3

technischen Replikaten untersucht. Je dunkler die Farbung, desto héher ist die 6stro-

gene Aktivitat. Eine gelbe Fdrbung bedeutet keine 6strogene Aktivitét. Effekte in den

Umweltproben werden jeweils relativ zur Referenzsubstanz 17[3-Estradiol untersucht und
in 17B-Estradiol-Aquivalenten (EEQ) (ng/I) angegeben.
Yeast Estrogen Screen (YES): Plaque pour mesurer ['activité cestrogénique. Les trois premi-

éres colonnes comportent une série de dilutions 1:2 avec la substance de référence

17B-estradiol. Les colonnes 4, 5 et 12 ne comportent que le médium témoin. Dans les

colonnes 6-11, des extraits d’échantillons de I’environnement ont été examinés dans

une série de dilutions 1:2 dans 3 répliques techniques. Plus la couleur est sombre, plus

l'activité cestrogénique est élevée. Une coloration jaune signifie ['absence d’activité

cestrogénique. Les effets dans les échantillons de I’'environnement sont examinés en

relation avec la substance de référence 173-estradiol et indiqués en EEQ (ng/l).

Testvariabilitit und die Wiederfindung er-
mittelt. Der YES kann nach Anreicherung
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen von
0,09 bzw. 0,11 ng/1 EEQ erreichen. Ohne
Anreicherung lagen diese Werte bei 9 bzw.
11 ng/1 EEQ. Die ermittelten EEQ-Werte va-
riierten um 12 bis 31%, wobei die Variabili-
tat in Proben mit geringer Belastung (nahe
an der Bestimmungsgrenze des Tests) am
hochsten war. Die Wiederfindung von
17B-Estradiol in Reinstwasser und Ex-
trakten war mit Werten zwischen 80 und
108% gut, in schwach belasteten Proben
allerdings nur 40 bis 63%. Die Gesamt-
variabilitdt nach Festphasenextraktion
und Biotest war 17 bis 19%. Weitere Details
zur Validierungsstudie und ein Vergleich
mit anderen Testsystemen finden sich in
[11] und [37].

Stand der Standardisierung

Seit Anfang 2018 gibt es mehrere ISO-
standardisierte Testvarianten des YES:
den L-YES (basierend auf dem hier vor-
gestellten Testverfahren, ergdnzt mit
einem weiteren Behandlungsschritt zur
Erhohung der Empfindlichkeit und Ver-
kiirzung der Testdauer) und den A-YES
(mit dem Testorganismus Arxula adeni-
voris) [38, 39]. Eine weitere Richtlinie
beschreibt Tests basierend auf mensch-
lichen Zelllinien [40], die sehr sensitiv
sind. Einer davon, der ERa-CALUX®™ hat
sich in Validierungsstudien ebenfalls
als robust und zuverlassig erwiesen [37]
und kann alternativ zu den beiden YES-
Testvarianten eingesetzt werden. Hierbei
muss beachtet werden, dass fiir dessen
Durchfiithrung ein Zellkulturlabor beno-
tigt wird, was hohere Anforderungen an
die technische Ausriistung stellt [8].

BEURTEILUNG DER WASSER-
QUALITAT IM FLIESSGEWASSER

Uber den Abwasseranteil im Gew#sser,
d.h. das Verhiltnis von eingeleitetem Ab-
wasservolumen zum Abflussvolumen des
Fliessgewassers, konnen die im Abwasser
gemessenen DEQ- und EEQ-Werte auf die
Belastung im Fliessgewésser extrapoliert
werden. Hierfiir muss die Wasserbilanz
bekannt sein, d.h. der Tagesabfluss der
ARA und der des Fliessgewéssers miis-
sen erfasst werden. Alternativ kann die
Leitfahigkeit (LF) des Abwassers und des
Flusswassers (oberhalb des ARA-Ablaufs
und unterhalb im Bereich vollstandiger
Durchmischung von ARA-Abwasser und
Flusswasser) bestimmt werden und da-



Beurteilung Bedingung/ Einhaltung
Beschreibung Zielvorgabe
sehr gut BEQ ist mehr als 10 Mal kleiner als das chronische Eingehalten
Qualitatskriterium
gut BEQ st 1 bis 10 Mal kleiner als das chronische Qualitats-
kriterium
massig BEQ ist gleich oder grossser als das 1-fache und kleiner Uberschritten

unbefriedigend

schlecht

Qualitatskriterium

als das 2,5-fache chronische Qualitatskriterium

BEQ ist gleich oder grosser als das 2,5-fache und kleiner
als das 10-fache chronische Qualitatskriterium

BEQ ist gleich oder grosser als das 10-fache chronische

Tab. 2 Evaluation der Wasserqualitét fiir dstrogen-aktive und PSIl-hemmende Stoffe aus kom-

munalem Abwasser basierend auf fiinf Zustandsklassen (angepasst nach Gétz et al. [2]

und dem Modul «Chemisch-physikalische Erhebungen, Néhrstoffey [41] des Modulstufen-

konzepts). BEQ = bioanalytische Aquivalenzkonzentration)

Evaluation de la qualité de I’eau pour les substances & activité cestrogénique et les substances

inhibitrices du photosystéme Il des eaux usées communales sur la base de cinq catégo-

ries d’état (adaptée selon [2] et le module «Analyses physico-chimiques, nutrimentsy [41]

du systéme modulaire gradué). BEQ = concentration en équivalents bioanalytiques)

raus der Anteil an Abwasser berechnet
werden (Abwasseranteil = (LF

LFoberha]b) / (LFAbwasser_LF

unterhalb

oherhalh)'

EFFEKTBEURTEILUNG ANHAND VON
ZUSTANDSKLASSEN

Die Beurteilung der berechneten Gewas-
serkonzentrationen erfolgt, in Anleh-
nung an die Methoden des MSK, mithil-

fe eines Beurteilungssystems mit fiinf
Zustandsklassen [41]. Diese wurden im
vorliegenden Konzept gemadss dem Be-
urteilungsverfahren von Gotz et al. [2]
abgeleitet (Tab. 2). Fiir die Effektbeurtei-
lung werden die extrapolierten DEQ- und
EEQ-Werte mit dem chronischen UQK der
jeweiligen Referenzsubstanz verglichen.
Die Beurteilung einer Belastung mit PSII-

hemmenden Stoffen erfolgt anhand des
UQK fiir die Referenzsubstanz Diuron
(70ng/1). Fiir die Beurteilung der stro-
genen Belastung wird das UQK fiir die
Referenzsubstanz 17@-Estradiol (0,4 ng/1)
herangezogen. Im Fall einer Uberschrei-
tung kann eine Gefdhrdung von Wasser-
lebewesen nicht ausgeschlossen werden
[2]. Die Bewertung ermoglicht somit die
Identifizierung von Punktquellen, die
problematische Konzentrationen an ost-
rogen-aktiven und/oder PSII-hemmenden
Stoffen in ein Gewasser einleiten.

ANWENDUNG DES
GROBBEURTEILUNGSKONZEPTES

Die hier vorgestellte Methode wurde bei-
spielhaft im Rahmen des Projekts Ecolm-
pact angewendet [42]. Ziel dieses Projekts
war es, die Auswirkungen von Mikro-
verunreinigungen aus Klaranlagenab-
wasser auf Fliessgewdsserokosysteme zu
untersuchen. Im Jahr 2013 wurde dafiir
eine Messkampagne an zwolf Schweizer
ARA und angrenzenden Fliessgewassern
durchgefiihrt. Im ARA-Ablauf wurden
hier allerdings, anstelle der empfohle-
nen 24-h-Mischproben, Stichproben ge-
nommen. Die im Abwasser gemessenen

Il Unterhalb ARA berechnet f
[ Unterhalb ARA gemessen

DEQ (ng/L)

100

50 '
0 o -'”-Iﬂ-|| 0.0-

123 456 7 8 9 101112

| Il Unterhalb ARA berechnet
Unterhalb ARA gemessen

EEQ (ng/L)
o
?

Probenahmestelle

12 3 45 6

7 8 9 101112
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Fig. 4 Beurteilung der Belastung mit (A) Photosystem II-hemmenden und (B) éstrogen-aktiven Stoffen in den zwélf in Ecolmpact untersuchten

Fliessgewédssern anhand des Vorschlags fiir ein 5-stufiges Beurteilungskonzept.

ARA = Abwasserreinigungsanlage; DEQ = Diuron-Aquivalenzkonzentration; EEQ = 17B-Estradiol-Aquivalenzkonzentration

Schwarze Sé&ulen = aus Abwasserkonzentration extrapolierte Werte; graue Séulen = direkt im Fliessgewédsser gemessene Werte;

blau = sehr gute Wasserqualitét; griin = gute Wasserqualitét; gelb = médssige Wasserqualitédt; orange = unbefriedigende Wasserqualitét;

rot = schlechte Wasserqualitét

Fig. 4 Evaluation de la contamination par (A) des substances inhibitrices du photosystéme Il et (B) des substances a activité cestrogénique dans

les douze cours d’eau examinés dans Ecolmpact en se réferant a la proposition de concept d’évaluation a cinqg classes.

STEP = station d’épuration, DEQ = concentration en équivalents diuron, EEQ = concentration en équivalents 17B-estradiol

Colonnes noires = valeurs extrapolées de la concentration en eaux usées, colonnes gris = valeurs mesurées directement dans le cours

d’eau, bleu = eau de trés bonne qualité, vert = eau de bonne qualité, jaune = eau de qualité moyenne, orange = eau de qualité médiocre,

rouge = eau de mauvaise qualité



Konzentrationen wurden anschliessend
iber die Verdlinnung aufs Fliessgewasser
extrapoliert. Die Beurteilung der Belas-
tung mit PSII-hemmenden und 6strogen-
aktiven Stoffen im Fliessgewdsser erfolg-
te dann anhand des oben beschriebenen
5-stufigen Systems. Ergdanzend wurden
Stichproben im Fliessgewasser oberhalb
und unterhalb der ARA analysiert.

In Figur 4 sind die extrapolierten und
zum Vergleich auch die direkt im Fliess-
gewidsser gemessenen Werte und die ent-
sprechenden Gewasserzustandsklassen
fiir die Belastung mit PSII-hemmenden
(Fig. 44) und Ostrogen-aktiven Stoffen
(Fig. 4B) abgebildet. Fiir PSII-Hemmstof-
fe war durch Einleitung des Abwassers
in zehn Fliessgewdssern eine sehr gute
bzw. gute Wasserqualitat zu erwarten,
fir zwei Fliessgewdsser eine massige.
Fiir 0strogen-aktive Stoffe zeigte sich eine
leicht andere Situation, und die Tests deu-
teten auf keinen negativen Einfluss auf
die Wasserqualitat hin.

Die Messwerte im Fliessgewasser zeigten,
dass dort oft eine deutliche Vorbelastung
aus diffusen Quellen vorhanden ist, vor
allem beziiglich PSII-hemmender Stoffe.
Mit der Messung im Abwasser werden
im Mittel 40 bzw. 50% der im Gewasser
unterhalb der ARA vorhandenen PSII-
hemmenden bzw. dstrogen-aktiven Stoffe

DANK

Die Initiatoren des Projekts ebenso wie
die Autoren mochten den folgenden Perso-
nen fir ihre wertvollen Beitrdge und/oder
Kommentare danken: den Mitgliedern der
Begleitgruppe des Moduls Okotoxikologie
im Modulstufenkonzept Michael Schérer,
Yael Schindler (Vorsitz, BAFU Abteilung Was-
ser), Arielle Cordonier (Service cantonal de
I’écologie de I'eau, Kt. Genf), Andreas Hédner
(Arcadis), Barbara Kdnel (AWEL, Kt. Zirich),
Margie Koster (Amt fir Umwelt, Kt. Thur-
gau), Frank Lang (Interkantonales Labor, Kt.
Schaffhausen), Sergio Santiago (Soluval San-
tiago) und Kristin Schirmer (Eawag); sowie
Christian Michel, Nele Schuwirth, Heinz
Singer, Christian Stamm, Barbara Spycher
(Eawag) und Daniela Baumberger, Barbara
Ganser, Nadzeya Homazava, Beatrice Lduppi,
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erfasst. Beriicksichtigt man die Vorbelas-
tung im Gewdasser mit, so iiberschreiten
finf von zwolf Gewadssern das UQK fiir
diese Stoffklasse, im Vergleich zu nur zwei
Uberschreitungen bei Messung im Abwas-
ser und anschliessender Extrapolation aufs
Gewasser: Drei Gewdsser waren méassiger
Qualitét, ein Gewdsser wurde als unbefrie-
digend eingestuft und in einem Gewasser
war die Wasserqualitat bzgl. Photosystem-
[I-hemmender Stoffe schlecht. Hier war
der DEQ nach der Kldranlage um ein Viel-
faches hoher im Ablauf der zugehorigen
Klaranlage, sodass vermutlich zwischen
Klaranlagen-ablauf und Probenahmestel-
le im Fliessgewasser ein Herbizideintrag
stattfand. Fiir 0strogen-aktive Stoffe ergab
sich mit den Messungen direkt im Fliess-
gewisser keine Anderung der Beurteilung.

FAZIT UND AUSBLICK

Das hier vorgestellte Grobbeurteilungs-
konzept ist fiir die Beurteilung der Was-
serqualitdt in abwasserbelasteten Fliessge-
wassern konzipiert und stellt einen ersten
Schritt in Richtung integrative Beurtei-
lung der Wasserqualitat mit okotoxikolo-
gischen Biotests dar. Das bedeutet, dass auf
diese Weise Mischungseffekte, auch unbe-
kannter Mischungen, erfasst und beur-
teilt werden konnen. Dafiir stiitzt sich die
Methodik auf die Evaluierung der Effekte
im Abwasser; die Beurteilung der Wasser-
qualitdt im Fliessgewéasser erfolgt tiber die
Einbeziehung des Verdiinnungsquotienten
im Fliessgewdésser. Wie das Projekt Ecolm-
pact gezeigt hat, kann - zusatzlich zu einer
Belastung durch Abwasser - eine relevan-
te Belastung aus diffusen Quellen vorhan-
den sein. Dies ist fiir eine abschliessende
Einschédtzung der Belastungssituation im
Fliessgewdsser zu beachten; vor allem fiir
Photosystem-II-Hemmstoffe ist eine Mes-
sung direkt im Bach sehr relevant.

Die vorgeschlagenen Biotests sind als
Erganzung zur iiblichen Beurteilung der
Wasserqualitdit mittels UQK basierend
auf Einzelstoffen (s. [2]) oder auch zum
Screening von Abwasserproben gedacht.
Die Bewertung ermdoglicht die Identifizie-
rung von Punktquellen, die problemati-
sche Konzentrationen an strogen-aktiven
und/oder PSII-hemmenden Stoffen in ein
Gewasser einleiten. Dadurch lassen sich
auch Aussagen iiber mogliche negative
Effekte relevanter organischer Spuren-
stoffgruppen auf Wasserlebewesen im
Fliessgewisser machen. Uber- oder Unter-
schreitungen von Qualitadtskriterien durch

VERWENDETE ABKURZUNGEN

BEQ Bioanalytische Aquivalenz-
konzentration

EC Effektkonzentration

DEQ Diuron-Aquivalenz-
konzentration

EEQ Estradiol-Aquivalenz-
konzentration

EQS Environmental Quality
Standard

LF Leitfahigkeit

MSK Modul-Stufen-Konzept

uak Umweltqualitatskriterium

YES Yeast Estrogen Screen

Ostrogen-aktive und PSII-hemmende Stof-
fe, d.h. das okologische Risiko, basierend
auf Okotoxikologischen Effektdaten, kon-
nen so abgeschatzt und bewertet werden.
Bei der Anwendung des vorgestellten
Grobbeurteilungskonzeptes muss aller-
dings beachtet werden, dass mit den aus-
gewihlten Tests spezifische 6kotoxikolo-
gische Wirkungen auf suborganismischer
Ebene bestimmt werden. Riickschliisse
auf weiterreichende, populationsrelevante
Wirkungen wie die Fortpflanzung von Fi-
schen oder das Wachstum von Algen und
weiteren Primédrproduzenten (z.B. [19, 25,
43]) konnen damit nur bedingt getroffen
werden. Fiir die Weiterentwicklung die-
ses Grobbeurteilungskonzeptes werden
folgende Schritte empfohlen:

Standardisierung

Eine aktive Beteiligung der Schweiz an
den Arbeiten zur Teststandardisierung
und ISO-Zertifizierung ist fiir die Finali-
sierung des Grobbeurteilungskonzeptes
essenziell und wird durch das Oekoto-
xzentrum mit verschiedenen Partnern
derzeit aktiv unterstiitzt.

Erweiterung um andere Wirkmechanismen

Zukiinftig wire es erstrebenswert, suk-
zessive geeignete Tests fiir weitere Wirk-
mechanismen bzw. Stoffgruppen in ein
Beurteilungskonzept einzubeziehen.
Vom Oekotoxzentrum wurde hierfiir ein
Methodentiberblick mit Vorschlagen fiir
vielversprechende Biotests erarbeitet [6].

Erweiterung fir die Beurteilung von
diffusen Belastungen

Das vorgestellte Konzept ist derzeit nur
fiir die Anwendung auf kommunale Ab-
wasser konzipiert. Es werden damit, wie
oben erwahnt, nur die Anteile an Pho-



tosystem-II-hemmenden und 6strogen-
aktiven Stoffen erfasst, die direkt aus
dem Abwasser kommen. Eine mogliche
Vorbelastung im Fliessgewasser wird
nicht bertiicksichtigt. Um die Gesamt-
belastung im Gewasser zu bestimmen,
wére es wichtig, das Konzept in den
nachsten Jahren um die Beurteilung der
Fliessgewasserbelastung mit Mikrover-
unreinigungen aus diffusen Quellen zu
erweitern.
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étre évaluées en s’appuyant sur les méthodes du MSK, avec 5 catégories d’état.
La classification se fonde sur les propositions disponibles pour les critéres chro-
niques de qualité environnementale pour le groupe de substances concerné.
Pour le YES, il existe plusieurs variantes qui se trouvent actuellement en phase
finale de certification par I’Organisation internationale de normalisation (I1SO).
Au moment de I’élaboration du concept, une recommandation définitive de test
n’était pas encore possible. Pour le test algues combiné, une normalisation ISO
est en cours de préparation. La méthode présentée est congue pour I’évaluation
des cours d’eau pollués par des eaux usées et représente un premier pas vers
une évaluation écotoxicologique intégrative de la qualité de I'eau. Les biotests
proposés sont destinés a servir de complément a I’évaluation usuelle des subs-
tances isolées et permettent de recenser de maniere sommaire I’effet d’'une vaste
gamme de micropolluants organiques.
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