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OKOTOXIKOLOGISCHE
BIOTESTS

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

Toxizitatstests auf der Basis von Zellkulturen oder Organismen eignen sich, um die Reinigungsleis-
tung einer Klaranlage in Bezug auf Mikroverunreinigungen zu iiberpriifen. Damit lassen sich im
Routineeinsatz nicht nur Einzelstoffe, sondern auch Gemische dkotoxikologisch beurteilen, wie im
Rahmen des Projektes «Strategie Micropoll» des Bundesamtes fiir Umwelt gezeigt werden konnte.
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RESUME

DES ESSAIS BIOLOGIQUES ECOTOXICOLOGIQUES VERIFIENT
L’ELIMINATION DE MICROPOLLUANTS

Les essais biologiques écotoxicologiques sont des méthodes analy-
tiques utilisant des cellules vivantes, des organismes ou des collecti-
vités pour mesurer leur réaction a des substances nocives. Ainsi, les
effets toxiques des substances individuelles ou encore des mélanges
entiers de substances peuvent étre évalués ensemble. Des essais
biologiques avec des organismes tels que des puces d’eau, des vers
luisants ou des poissons enregistrent I'effet de toutes les substances
dans un échantillon d’eau ou ces organismes réagissent de maniere
sensible. Avec un seul essai biologique spécifique, on peut tester
I'effet combiné de toutes les substances individuelles existantes
avec le méme mécanisme d’action. C’est particulierement avan-
tageux lorsque les substances sont difficiles a détecter chimique-
ment et analytiquement, comme p. ex. des substances cestrogenes
actives. Lutilisation d’essais biologiques peut étre un complément
utile a 'analyse de micropolluants classique pour mesurer par ex.
I’6limination de substances nocives dans les processus de traite-
ment des eaux usées existants ou de nouvelles méthodes. Ainsi, il
est possible de vérifier si les impacts associés sur les organismes
aquatiques peuvent aussi étre réduits en plus de la concentration
des micropolluants. Dans le cadre du projet «Stratégie MicroPol » de
I’Office fédéral de I'environnement (OFEV), de nombreux systémes
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AUSGANGSLAGE

Mikroverunreinigungen sind organische Spurenstoffe, die unter
anderem in Medikamenten, Pflanzenschutzmitteln, Bioziden,
Haushalts- und Korperpflegeprodukten vorkommen. Sie konnen
iiber das Abwasser in Oberflachengewésser gelangen, da wah-
rend der biologischen Abwasserbehandlung eine betrachtliche
Anzahl von Mikroverunreinigungen nicht oder nur unvollstan-
dig entfernt wird [1, 2]. Diese Stoffe lassen sich im gereinigten
Abwasser in Konzentrationen nachweisen, die zwar gering sind,
aber dennoch Effekte auf Gewédsserorganismen haben konnen.
Beispielsweise konnen Mikroverunreinigungen mit herbizider
Wirkung die Fotosynthese und das Wachstum von Algen oder
Wasserpflanzen beeintrachtigen. Auch eine Schadigung des
Nervensystems von Wassertieren durch Insektizide ist mog-
lich, ebenso wie eine Beeintrdachtigung der Fortpflanzung von
Fischen und anderen Wasserlebewesen durch hormonaktive
Stoffe [3]. Durch zusitzliche Reinigungsstufen in der Klaran-
lage kann ein breites Spektrum an Substanzen aus dem Ab-
wasser eliminiert werden. So lasst sich der Eintrag der meisten
Mikroverunreinigungen in die Gewasser deutlich reduzieren.
Von der Vielzahl verfiigbarer Abwasserreinigungsverfahren (s.
Uberblick in [3]) sind die derzeit geeignetsten Methoden eine
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Ozonung mit Nachschaltung einer Stufe mit biologischer Ak-
tivitdt (z.B. ein Sandfilter) zwecks Entfernung von biologisch
abbaubaren Umwandlungsprodukten oder eine Behandlung mit
Pulveraktivkohle (PAK) mit nachgeschaltetem Filter zur weitge-
henden Entfernung der PAK.

OKOTOXIKOLOGISCHE BIOTESTS

Neben einer chemisch-analytischen Bestimmung der Spuren-
stoffe kann die Leistungsfahigkeit von weitergehenden Abwas-
serreinigungsverfahren zur Elimination von Mikroverunreini-
gungen auch mit okotoxikologischen Biotests {iberpriift werden.
Darunter versteht man Analysemethoden, die lebende Zellen,
Organismen oder Gemeinschaften in definierter Art und Anzahl
einsetzen, um deren Reaktion auf eine Exposition mit Schadstof-
fen zu messen. Mit Biotests konnen Effekte auf verschiedenen
biologischen Organisationsebenen untersucht werden: von der
Molekiil- und Zellebene, iiber Gewebe und Organe bis hin zu
Individuen, Populationen und Lebensgemeinschaften. Im Ge-
gensatz zur chemischen Analytik, bei der die Konzentrationen
einzelner Stoffe ermittelt werden, konnen mit Biotests die Aus-
wirkungen von Stoffmischungen untersucht werden. Je nach
Empfindlichkeit des eingesetzten Testorganismus reagieren Bio-
tests dabei unterschiedlich gut auf verschiedene Stoffgemische.
Zur Untersuchung weitergehender Abwasserreinigungsverfah-
ren miissen sie daher okotoxikologische Belastungen durch
geringe Schadstoffkonzentrationen moglichst empfindlich und
robust anzeigen konnen. Hierfiir kann eine Aufkonzentrierung
der Proben, wie sie routineméssig fiir die chemische Analytik
eingesetzt wird, notwendig sein.

DREI KATEGORIEN

Je nach dem Ziel einer Untersuchung konnen die Biotests ent-
weder im Labor unter standardisierten Bedingungen (in vitro,
in vivo) oder im Feld (in situ) durchgefiihrt werden, wenn der
Fokus auf der okologischen Relevanz liegt [4]. Grundsitzlich
wird zwischen den folgenden drei Biotestkategorien unter-
schieden:

I/n vitro-Biotests

Diese verwenden Zellkulturen oder Einzeller und werden in
einer kontrollierten Umgebung durchgefiihrt. Sie eignen sich
besonders fiir den Nachweis von spezifischen zelluldaren Me-
chanismen und konnen die Wirkungen von Substanzklassen
mit gleichem Wirkmechanismus wie zum Beispiel Ostrogen-
wirksame oder fotosynthesehemmende Stoffe (u.a. bestimmte
Herbizide) in relativ kurzer Zeit (nach Stunden bis wenigen
Tagen) sehr empfindlich nachweisen. Um dies zu erreichen,
miissen sie oft mit einer Probenaufkonzentrierung kombiniert
werden. Allerdings konnen diese Tests nur begrenzt aufzeigen,
wie Substanzen auf ganze Organismen wirken. In Box 1 ist ein
Beispiel fiir einen solchen in vitro-Biotest dargestellt.

/n vivo-Biotests

Zur Erfassung von integrativen Effekten auf ganze Organismen
eignen sich in vivo-Biotests. Oft werden Testarten verschiede-
ner Erndhrungsebenen (Bakterien, Algen, hohere Wasserpflan-
zen, Wirbellose und Fische) gewahlt, um eine Nahrungskette
abzubilden/zu simulieren (Fig. 1). Bei diesen Tests untersucht
man schadliche Effekte auf Wachstum, Sterblichkeit oder

HEFEZELL-OSTROGENTEST (YES)

Zur Erfassung einer Belastung mit dstrogen-aktiven Stoffen im
Abwasser bietet sich der robuste Hefezell-Ostrogentest, kurz YES
flir Yeast Estrogen Screen, an. Mit Hilfe von genetisch verdnder-
ten Hefezellen wird eine Bindung an den menschlichen Ostrogen-
rezeptor Uber einen Farbumschlag von gelb nach rot gemessen.
Mit dem Test kann die Wirkung von Stoffen erfasst werden die
den Rezeptor aktivieren (6strogene Wirkung) oder hemmen (anti-
ostrogene Wirkung).

Dieser einfache Test ist kostengiinstig, frei verfligbar und wird
breit genutzt; eine Zertifizierung im Rahmen der Internationalen
Organisation fiir Standardisierung (ISO) wurde bereits in die Wege
geleitet. Umweltproben missen fiir den YES in der Regel aufkon-
zentriert werden. Fiir aufkonzentrierte Proben erreicht der YES
eine Nachweisgrenze von 0,09 ng/I EEQ und eine Bestimmungs-
grenze von rund 0,22ng/I EEQ. Damit kdnnen auch schwach
belastete Proben gemessen werden. Ab einer Konzentration von
0,4 ng/l EEQ kdnnen 6kotoxikologische Effekte auf Gewésseror-
ganismen nicht ausgeschlossen werden. Ohne Aufkonzentrierung
liegt die mittlere Nachweisgrenze im YES bei rund 9 ng/I EEQ. Die
Variabilitét des Tests liegt bei 10-30%.

17B-Estradiol Kontrolle Umweltproben Kont.

17B-Estradiol Aquivalente (ng/L)

Testplatte zur Messung der dstrogenen Aktivitét. In den ersten drei
Spalten findet sich eine Verdiinnungsreihe mit der Referenzsubstanz
17B-Estradiol. Die Spalten 4, 5 und 12 enthalten nur Kontrollmedium. In
den Spalten 6-11 wurden Extrakte von Umweltproben in einer Verdiin-
nungsreihe in je drei Wiederholungen untersucht. Je dunkler die Férbung,
desto hdher ist die dstrogene Aktivitédt. Eine gelbe Férbung bedeutet keine
Gstrogene Aktivitit. Effekte in den Umweltproben werden jeweils relativ
zur Referenzsubstanz 17[3-Estradiol quantifiziert und in 173-Estradiol-
Aquivalenten (EEQ) (ng/I) angegeben. Die EEQ ist definiert als jene Kon-
zentration der Referenzsubstanz 17[3-Estradiol, die den gleichen Effekt
hat wie die Umweltprobe

Fortpflanzung. Sie werden in der Regel mit nicht aufkonzen-
trierten Wasserproben durchgefiihrt. Die Tests erfassen die
Wirkung aller Substanzen in einer Wasserprobe, auf die die-
se Organismen empfindlich reagieren, konnen aber keine bzw.
nur begrenzt Auskunft iiber die fiir die schadigende Wirkung
verantwortliche(n) Stoffklasse(n) geben. Dies kann, u.a. in
in vivo-Biotests, nur mithilfe von weiteren Untersuchungen spe-
zifischer biochemischer Effekte, sogenannten Biomarkern, erfol-
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Fig. 1 Haufig verwendete aquatische Biotestorganismen auf verschiedenen Erndhrungsebenen

(nach [5])

Organismes d’essais biologiques aquatiques fréquemment utilisés a différents niveaux

de nutrition (d’apreés [5])

gen. Ein Beispiel hierfiir ist die Messung
der Konzentration von Vitellogenin (einem
Vorlaufer des Eidotterproteins) in jungen
Fischen, das einen Hinweis auf Belastun-
gen mit ostrogen-wirksamen Substanzen
gibt. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die
Empfindlichkeit und Dauer der Tests:
Wenn die Auswirkungen von Mikrover-
unreinigungen zeitnah erfasst werden
sollen, sind in vitro-Biotests mit aufkon-
zentrierten Proben hiufig empfindlicher
und schneller als in vivo-Biotests.

In situ-Biotests

Diese erfassen Effekte auf Organismen
direkt im Okosystem. Es existieren ver-
schiedenste in situ-Methoden. Meist wer-
den die Organismen in Kifigen im zu
untersuchenden Gewasser ausgebracht
oder in Bypéssen in Durchfluss-Aquarien
gegenuber Flusswasser ausgesetzt und
ihre Reaktion auf vorhandene abiotische
Umweltfaktoren gemessen. Dazu zdhlen,
neben z.B. Temperatur, pH-Wert, Ndhr-
stoffen und Sauerstoffgehalt, auch die Be-
lastung mit Umweltchemikalien. Die Dau-
er der Tests kann von einer Woche bis zu
mehreren Monaten variieren. Hierdurch
wird eine hohe oOkologische Relevanz
gewahrleistet. Allerdings ist die Inter-
pretation der Ergebnisse solcher Biotests
schwieriger als bei in vitro- und in vivo-
Biotests, da sie nicht unter kontrollierten
Laborbedingungen durchgefiihrt werden
und die gemessenen Effekte verschiedene
Ursachen haben konnen. Sie sind in der
Regel mit einem relativ hohen finanziel-

len und personellen Aufwand verbunden
und schwierig zu standardisieren [4].

BEURTEILUNG WEITERGEHENDER
ABWASSERREINIGUNGSVERFAHREN

PROJEKT «STRATEGIE MICROPOLL»

Im Rahmen des Projektes «Strategie Mi-
cropolly des Schweizerischen Bundesam-
tes fiir Umwelt (BAFU) wurde eine Stra-
tegie beziiglich Mikroverunreinigungen
aus kommunalen Abwasser erarbeitet.
Darin wurde u.a. im Rahmen von Pilot-
versuchen die Effizienz von Technologi-
en zur weitergehenden Behandlung von
biologisch gereinigtem Abwasser unter-
sucht. Dazu gehoren u.a. (i) Ozonung mit
nachgeschalteter Sandfiltration (Ozonung-
SF), und (ii) Pulveraktivkohlebehandlung
(PAK) mit nachgeschalteter Filtration (z.B.
einer Sand- oder Ultrafiltration (UF)) zur
Elimination von Mikroverunreinigungen
(im Besonderen polaren, persistenten und
bioaktiven Substanzen) aus kommunalem
Abwasser. Hierfiir wurden zwei grosstech-
nische Pilotstudien auf der Abwasserreini-
gungsanlage (ARA) Wiieri in Regensdorf
und der ARA Vidy in Lausanne durchge-
flihrt. Dies erfolgte in enger Kooperation
mit Experten aus Forschung und Praxis
und personeller und finanzieller Unter-
stlitzung der kantonalen Umweltschutz-
amter und der ARA-Betreiber.

FALLBEISPIEL ARA VIDY LAUSANNE
Im Folgenden wird ein Uberblick iber die
Methoden und Ergebnisse aus der Pilot-

studie auf der ARA Vidy gegeben, in der
beide Verfahren (Ozonung-SF und PAK-
UF) angewendet und verglichen wurden.
Verfahrenstechnische Informationen
zum Pilotversuch in Regensdorf mit Fo-
kus auf Ozonung finden sich in [6].

Auswahl von Biotests und Fragestellungen
Zur Untersuchung von okotoxikologi-
schen Effekten wurde ein sehr breiter

Ansatz gewdhlt. Dazu wurden verschie-

dene Biotests verglichen und geeignete

Methoden identifiziert, die:

(I) gentigend empfindlich und robust
zur Erfassung des Effektes von Mi-
kroverunreinigungen sind,

(II) mehrere toxische Wirkmechanis-
men sowie Effekte auf Organismen
verschiedener Erndhrungsstufen
(trophische Ebenen) wie z.B. Algen,
Wasserflohe und Fische erfassen, und

(IIT) mit denen neben aufkonzentrierten
Proben auch Wasserproben ohne
Aufkonzentrierung untersucht wer-
den konnen, um sogenannte «Blind
Spotsy, die durch den Verlust von
Stoffen bei der Probenaufbereitung
entstehen konnen, zu vermeiden.

Diese Auswahl wurde ab 2007 durch ein
Gremium von Experten aus Wissenschaft
und Praxis aus der Schweiz, Frankreich
und Deutschland begleitet und jeweils fiir
die beiden grosstechnischen Pilotstudien
diskutiert und angepasst. Das Oekotox-
zentrum koordinierte diese Arbeiten fiir
den Pilotversuch in Lausanne. Es wurden
die folgenden Fragen untersucht:

- Welche Biotests konnen eine Auskunft
iber die Eliminationseffizienz der Ab-
wasserreinigung geben?

- Wie effizient sind eine Ozonung-SF so-
wie eine PAK-UF-Behandlung zur Elimi-
nation von Mikroverunreinigungen und
deren biologischen Wirkungen aus dem
Abwasser? Entstehen bei der Ozonung
unbekannte Umwandlungsprodukte,
die Wasserorganismen schadigen?

Basierend auf den oben genannten Kri-
terien wurde ein Set von 16 in vitro- und
9 in vivo-Biotests ausgewahlt (7Tab. I). Bei
den in vitro-Biotests zur Erfassung von
hormonellen Wirkungen wurde neben
einer Aktivierung des jeweiligen Hor-
monrezeptors (z.B. eine Ostrogene Wir-
kung im Ostrogenrezeptor (ER)-Calux®)
auch dessen Hemmung (z.B. eine anti-
ostrogene Wirkung im Anti-ER-Calux®)
gemessen. Beim kombinierten Algentest



wurden spezifische Wirkungen auf die
Fotosynthese gemessen, daher ist dieser
als in vitro-Biotest aufgefiihrt. Im Gegen-
satz dazu wurden bei den in vivo-Biotests
mit Primarproduzenten nur Auswirkun-
gen auf das Wachstum untersucht.

PROBENAHME UND ANALYTIK

Zur Untersuchung der Leistungsfdhig-
keit der weitergehenden Abwasserreini-
gungsverfahren Ozonung-SF und PAK-UF
mittels chemischer Analytik und okoto-
xikologischer Biotests wurden mehrere
Messkampagnen (MK) auf der ARA Vidy
in Lausanne durchgefiihrt. Weitere De-
tails hierzu, wie z.B. Probenahmedaten
und spezifische Ozon- bzw. PAK-Dosie-
rungen, finden sich im Schlussbericht der

Testname
In vitro-Biotest

Hefezell-Ostrogentest (YES) -

9 verschiedene CALUX®-Tests -
(lanti-]ER, [anti-JAR, [anti-]GR,
[anti-]PR, TR)

[anti-JPPARg1-CALUX® -

H295R-Steriodgenese-Test -
Mikrokern-Test -
UmuC-Test -
Ames-Test -
Kombinierter Algentest

In vivo-Biotest

Wachstumstests

Ernahrungsebene

Primarproduzenten

Pilotstudie [7]. Figur 2 zeigt das Verfah-

rensschema der Pilotanlagen auf der ARA

Lausanne mit den beiden weitergehenden

Reinigungsstufen.

An folgenden Stellen der Pilotanlage wur-

den Abwasserproben genommen (Fig. 2):

- Klaranlagenzulauf (ZU)

- Ablauf nitrifizierendes Wirbelbett (WB)
(2. bis 4. Messkampagne)

- Ablauf Ozonung (OZ)

- Ablauf Sandfilter (SF) (3. und 4. Mess-
kampagne)

- Ablauf Pulveraktivkohlebehandlung,
gefolgt von Ultrafiltration (PAK-UF) (2.
bis 4. Messkampagne)

Wasserproben wurden zeitproportional
mithilfe automatischer Probenehmer ge-

Testorganismus

Backerhefe

Menschliche Zelllinien

Menschliche Zelllinie

Menschliche Zelllinie
Hamster-Zelllinie
Bakterien (Salmonellen)
Bakterien (Salmonellen)

Grinalgen

Lumineszenz-Hemmtest

Chronischer Fortpflanzungstest
mit Wasserfléhen

Glanzwurm-Fortpflanzungstest

Schnecken-Fortpflanzungstest

Frassaktivitats-Test mit Bach-
flohkrebsen

Fischeitest

Fish early life stage toxicity [FELST)-
Test

Primarproduzenten
Zersetzer

Primarkonsumenten

Verwerter

Verwerter

Zerkleinerer

Sekundarkonsumenten

Sekundarkonsumenten

Grinalgen, Wasserlinsen
Leuchtbakterien

Wasserfloh

Glanzwum

Neuseeldndische
Zwergdeckelschnecke

Bachflohkrebs

Zebrabarbling

Regenbogenforelle

Tab. 1 Uberblick iiber die in der Pilotstudie auf der ARA Vidy Lausanne angewendeten Biotests

Apercu des essais biologiques utilisés dans I'étude pilote a la STEP de Vidy Lausanne

nommen und die Tagesmischproben auf
klassische Wasserqualitdtsparameter
wie gelosten organischen Kohlenstoff,
biologischen und chemischen Sauerstoff-
bedarf, pH und anorganische Nédhrstoffe
untersucht.

Fir die chemische Analytik und die
Biotests wurden Tagesmischproben
uber eine Woche gesammelt, tiber Glas-
faserfilter filtriert und bei 4 °C aufbe-
wahrt. Diese Proben wurden fiir die
Biotests anschliessend proportional zu
2-, 3- oder 7-Tages-Mischproben vereint.
Details zur Auswahl und Analyse von
Mikroverunreinigungen finden sich in
[7]; Probenvorbereitung und -aufkon-
zentrierung fiir die Biotests sind in [5]
beschrieben.

Nachweisbare Effekte (Wirkung)

Aktivierung des Ostrogenrezeptors
[Ostrogenitat/normonelle Wirkung)

Aktivierung und Hemmung
verschiedener Hormonrezeptoren
(Ostrogen-, Androgen-, Glucocorti-
coid-, Progesteron- und Thyroid-
hormon-Rezeptoren, d.h. ER, AR,
GR, PR, TR) (hormonelle Wirkung])

Aktivierung des PPARg1-Rezeptors
(u.a. Wirkung auf den Fettstoff-
wechsel]

Wirkung auf die Bildung von
Steroidhormonen

Schadigung des Erbguts
(Gentoxizitat)

Schadigung des Erbguts
(Gentoxizitat)

Vererbbare Veranderung des
Erbguts (Mutagenitat]

Hemmung der Fotosynthese
(u.a. Wirkung bestimmter Herbizide)
und Hemmung des Wachstums

Hemmung des Wachstums
Hemmung der Biolumineszenz

Hemmung der Fortpflanzung,
verringertes Uberleben

Hemmung der Fortpflanzung,
Biomassereduktion

Hemmung der Fortpflanzung,
verringertes Uberleben, hormon-
aktive Wirkung

Verringerung der Frassaktivitat
und des Uberlebens

Erhohung der Sterblichkeit

Verringerung der Schlupfrate und
des Uberlebens, Fehlbildungen,
Verhaltensstérungen, Hemmung
des Wachstums, Bildung von Vitello-
genin (Biomarker fiir Ostrogenitat)
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Fig. 2 Verfahrensschema der Pilotanlage auf der ARA Lausanne mit Probenahmestellen (verdndert nach [7]). Die Verfahrensstufen nach dem

Ablauf der Vorklédrung wurden fiir die Pilotversuche erstellt (MK = Messkampagne)

Schéma du processus de ['usine pilote a la STEP de Lausanne avec points d’échantillonnage (adapté en fonction de [7]). Les étapes du processus

apres ’expiration du prétraitement ont été faites pour les essais pilotes (MK = campagne de mesures)

VERGLEICH DER BIOTESTERGEBNISSE

In vitro-Biotests

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die Er-
gebnisse der in vitro-Biotests. Dargestellt
sind jeweils nur die 10 Biotests, in denen
Effekte gemessen wurden. In 6 von 14
in vitro-Biotests wurde in keiner der Rei-
nigungsstufen entlang der ARA (ZU, WB,
0Z, SF, PAK-UF) eine Wirkung gemessen.
Dabei handelte es sich um Biotests, die
eine Hemmung verschiedener Hormonre-
zeptoren (gemessen in Anti-Calux®-Tests)
erfassen, nidmlich des Ostrogen(ER)-,
Androgen(AR)-, Glucocorticoid(GR)- und
Progesteron(PR)-Rezeptors, ebenso wie
des PPARg1-Rezeptors, der eine wichtige
Rolle im Fettstoffwechsel spielt. Auch be-
wirkte das Abwasser keine Aktivierung
des Schilddriisen(Thyroid)-Hormonrezep-
tors (TR).

Flinf in vitro-Tests zeigten, dass die biolo-
gische Reinigungsstufe (WB) die toxische
Wirkung des Abwassers gegeniiber dem
Zulauf (ZU) verringerte. Das biologisch
gereinigte Abwasser enthielt vor allem
noch fotosynthesehemmende Stoffe und
bestimmte Stoffe, die ahnlich wie Hor-
mone wirken (u.a. glucocorticoid- und
progesteronahnliche Wirkung). Sowohl
die darauffolgende Ozonung als auch

die PAK-Stufe verringerten die meisten
spezifischen Effekte weiter. Schadigun-
gen des Erbguts (Gentoxizitdat im Mikro-
kern- und im umuC-Test) oder vererbbare
Erbgutveranderungen (Mutagenitdt im
Ames-Test), die jeweils gezielt nach der
0Ozonung und nach Ozonung + Sandfiltra-
tion untersucht wurden, konnten nicht
nachgewiesen werden.

In vivo-Biotests

In vivo-Biotests wurden sowohl direkt
auf der Kldranlage im Durchfluss (Glanz-
wurm-Fortpflanzungstest und Fish early
life stage toxicity-Test mit Regenbogenfo-
rellen) als auch im Labor in stehenden
Systemen durchgefiihrt (Tests mit Griin-
algen, Wasserlinsen, Leuchtbakterien,
Wasserflohen, Bachflohkrebsen, Zwerg-
deckelschnecken und Zebrabarblingen).
Beim Fortpflanzungstest mit Glanzwiir-
mern zeigten die Versuchstiere nach der
Ozonung und nach PAK-UF-Behandlung
eine verminderte Biomasse. Ursache fiir
die Biomassereduktion im Abwasser nach
Ozonung konnten biologisch abbaubare
Umwandlungsprodukte sein, die negative
Auswirkungen auf das Wurmwachstum
haben und bei der Ozonung entstehen.
Der Sandfilter entfernte diese Stoffe aber
aus dem Abwasser. Die Biomassereduk-

tion im Abwasser nach PAK-UF-Behand-
lung konnte auf eine verringerte Verfiig-
barkeit von Ndahr- und Schwebstoffen in
diesem Abwasser zuriickzufiihren sein.
Beim Biotest mit Regenbogenforellen
nahm die Toxizitat durch die Ozonung +
Sandfiltration und durch die Behandlung
mit Pulveraktivkohle + Ultrafiltration
ab, was sich in einer geringeren Sterb-
lichkeit, einer hoheren Schlupfrate und
einem hoheren Gewicht der Fischemb-
ryonen im Vergleich zu den im biolo-
gisch gereinigten Abwasser gehaltenen
Fischen zeigte. Tabelle 3 gibt einen Uber-
blick tiber die Ergebnisse dieser beiden
Tests. Mit den in vivo-Biotests im Labor in
stehenden Systemen wurde eine geringe
Toxizitat von Rohabwasser gemessen, die
meist durch die biologische Behandlung
entfernt wurde. War eine schwache Rest-
toxizitat vorhanden, wurde diese durch
keine der weitergehenden Reinigungsstu-
fen zusatzlich verringert. Nach Ozonung
und Sandfiltration zeigte sich grundséatz-
lich kein Anstieg der Toxizitdt, der auf
die Bildung stabiler toxischer Umwand-
lungsprodukte hindeuten wiirde. Einzig
die Wasserflohe zeigten vereinzelt nach
Ozonung und Sandfiltration eine erhoh-
te Toxizitat an. Verantwortlich fiir diese
Effekte konnten u.a. Schwermetalle sein,



Biotest Stoffklasse/Wirkung Biologische Ozonung Ozonung + Pulveraktiv-
Behandlung Sandfiltration kohle - UF
(3. +4. MK)

Hefezell-Ostrogentest Ostrogene/Hormonelle Wirkung

ER-CALUX® [17B-Estradiol-Aquivalente)
Ostrogene/Hormonelle Wirkung
[17B-Estradiol-Aquivalente)
AR-CALUX® Androgene/Hormonelle Wirkung
[Dihydrotestosteron-Aquivalente
GR-CALUX® Glucocorticoide/Hormonelle Wirkung
[Dexamethason-Aquivalente)
PR-CALUX® Progesterone/Hormonelle Wirkung

(Org 2058-Aquivalente)

Peroxisom-Proliferator-aktivierte Stoffe/
u.a. Wirkung auf den Fettstoffwechsel
[Rosiglitazon-Aquivalente)

PPARg1-CALUX®

H295R-Steroidgenese-Test | Estradiol-Produktion/Hormonelle Wirkung

Testosteron-Produktion/Hormonelle Wirkung

Kombinierter Algentest Herbizide/Fotosynthesehemmende Wirkung

[Diuron-Aquivalente)

Alle Stoffe/Wachstumshemmende Wirkung
[Basistoxizitats-Aquivalente)

rot (1) = Zunahme der Toxizitat; griin () = abnehmende Toxizitat in der Mehrzahl der Messkampagnen (= 3); grau (~) = gleichbleibende Toxizitét;
grau (var.) = variierende Ergebni: trichene Felder = keine Zulauf-Proben (ZU) gemessen, daher keine Beurteilung méglich

hied, Mesck

zwischen ver pagnen; ausg

Tab. 2 Erfassung von spezifischen Effekten in Abwasser aus verschiedenen Reinigungsstufen mittels in vitro-Biotests. Dargestellt sind die 10 Bio-
tests, in denen Effekte gemessen wurden. Die spezifische Ozondosis betrug 0,5-1,1 mg O,/g DOC und die spezifische PAK-Dosis 10-20mg/|

Enregistrement des effets spécifiques dans les eaux usées dans des étapes de purification au moyen d’essais biologiques in vitro. Les 10 essais biologiques
ou les effets ont été mesurés sont représentés. La dose d’ozone spécifique était de 0,5-1,1mg O,/g DOC et le dosage de CAP de 10-20mg/|

Pulveraktiv-
kohle - UF

Testname und Untersuchte Parameter

Testorganismus

Biologische
Behandlung

0zonung Ozonung +

Sandfiltration

Glanzwurm-Fortpflanzungstest | Fortpflanzung
Biomasse

Fish early life stage toxicity- Gesamtiberlebensrate

Test mit Regenbogenforellen .
Uberleben von Embryonen

Uberleben von Larven und Jungfischen
Schlupfrate

Aufschwimmen der geschlipften Larven
Frischgewicht am Testende

Lange der Larven am Testende

Vitellogenin-Konzentration

rot (1) = Zunahme der Toxizitat; griin () = abnehmende Toxizitét in der Mehrzahl der Messkampagnen (= 3);
grau (~) = gleichbleibende Toxizitét; ichene Felder = keine Zulauf-Proben (ZU) gemessen, daher keine Beurteilung méglich
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Tab. 3 Ergebnisse der in vivo-Biotests mit Abwasser im Durchfluss: Verdnderung der Toxizitét iber die verschiedenen Behandlungsstufen.
Die spezifische Ozondosis betrug 0,8-1,1mg O,/g DOC und die spezifische PAK-Dosis 12-20 mg/!

Résultats des essais biologiques in vivo avec des eaux usées dans le débit: modification de la toxicité durant les différentes étapes de traite-
ment. La dose d’ozone spécifique était de 0,8-1,1mg 0,/g DOC et le dosage de CAP spécifique de 12-20mg/I

die durch die Ozonung verfiigharer ge-
macht wurden.

ELIMINATIONSEFFIZIENZ VERSCHIEDENER
BEHANDLUNGSSTUFEN

In der biologischen Behandlung wurde
nur ein Teil der spezifischen, mit in vitro-
Biotests gemessenen, Effekte im Mittel

zu 80% eliminiert. Fotosynthesehem-
mende und bestimmte hormonédhnliche
Stoffe (Fig. 3) wurden dagegen nicht oder
nur zu einem kleinen Teil entfernt. Hier
nahm die Wirkung sogar teilweise zu
(= negative Elimination). Durch die Kom-
bination von biologischer Behandlung mit
Ozonung + Sandfiltration oder Pulver-

aktivkohlebehandlung + Ultrafiltration
konnten nahezu alle spezifischen Effekte
sehr gut entfernt werden (zu 84 bis 100%).
Die chemische Analyse bestatigte dieses
Ergebnis. Eine Ausnahme stellten proges-
terondhnlich wirkende Stoffe dar (wie z.B.
Hydroxyprogesteron oder Levonorgest-
rel), die durch die Ozonung nicht entfernt



wurden. Allerdings waren hier die Kon-
zentrationen allgemein gering (0,11 bis
2,6ng/1), sodass, basierend auf dem der-
zeitigen Wissen, keine negativen Effekte
auf Wasserlebewesen zu erwarten sind.

Figur 3 zeigt die mittleren Eliminati-
onsleistungen der auswéahlten in vitro-
Biotests fiir die biologische Behandlung,

Griuinalgentest: Photosynthese-Hemmung
Griinalgentest: Wachstums-Hemmung
Hefezelldstrogentest: Ostrogene Wirkung
ER-CALUX: Ostrogene Wirkung

AR-CALUX: Androgene Wirkung
GR-CALUX: Glucocorticoid-ahnliche Wirl
PR-CALUX: Progesteron-ahnlich

PPARg1-CALUX

biologische Behandlung + Ozonung +
Sandfiltration (Eliminationseffizienz
der 4. Messkampagne, da hier die tech-
nischen Prozesse optimiert waren) und
biologische Behandlung + PAK-UF-Stufe
(Mittelwert + Standardabweichung von
2.-4. Messkampagne). Dargestellt sind
die Tests, bei denen Effekte gemessen

-20% 0%

40% 60% 80% 100%

Elimination biologische Behandlung

Grinalgentest: Photosynthese-Hemmung
Grinalgentest: Wachstums-Hemmung
Hefezellostrogentest: Ostrogene Wirkung
ER-CALUX: Ostrogene Wirkung

AR-CALUX: Androgene Wirkung
GR-CALUX: Glucocorticoid-ahnliche Wirkung
PR-CALUX: Progesteron-ahnliche Wirkung

PPARg1-CALUX

T
0%

20%

40% 60% 80% 100%

Elimination Biologische Behandlung + PAK-UF

Grinalgentest: Photosynthese-Hemmung
Grinalgentest: Wachstums-Hemmung
Hefezelléstrogentest: Ostrogene Wirkung
ER-CALUX: Ostrogene Wirkung
AR-CALUX: Androgene Wirkung
GR-CALUX: Glucocorticoid-ahnliche Wirkung
PR-CALUX: Progesteron-ahnliche Wirkun

PPARg1-CALUX

-20% 0% 20%

40% 60% 80% 100%

Elimination Biologische Behandlung
+ Ozonung + Sandfiltration

Fig. 3 Mittlere Eliminationseffizienz fiir spezifische Effekte der in-vitro-Biotests iiber die verschiedenen

Behandlungsstufen

Efficacité d’élimination moyenne pour les effets spécifiques de I’essai biologique in vitro des différentes

étapes de traitement

wurden. Die spezifische Ozondosis betrug
0,5-1,1mg 0,/g DOC und die spezifische
PAK-Dosis 10-20 mg/1.

DISKUSSION DER ERGEBNISSE

LEISTUNG VON BIOTESTS

Biotests geben eine Auskunft {iber die
Eliminationseffizienz der Abwasserreini-
gung in Bezug auf Mikroverunreinigun-
gen und konnen Unterschiede zwischen
den verschiedenen Behandlungsstufen
aufzeigen.

Insgesamt hat sich die Anwendung von
okotoxikologischen Biotests fiir die Leis-
tungsbeurteilung von weitergehenden
Abwasserreinigungsverfahren als rele-
vant und niitzlich erwiesen. Der Vergleich
der verwendeten Biotests in den verschie-
denen Studien zeigt, dass es keinen Ein-
zeltest gibt, der sich fiir die Gesamtbeur-
teilung der Toxizitdt einer Abwasserprobe
nutzen ldsst. Vielmehr muss stets eine
Gruppe von Biotests, die unterschiedliche
Wirkungen anzeigen, verwendet werden.
Fiir die Messung der Leistungsfahigkeit
weitergehender Abwasserreinigungsver-
fahren auf der ARA Vidy erwiesen sich
in vitro-Biotests, vor allem der kombinier-
te Algentest, der Hefezell-Ostrogentest
(oder der ER-Calux®und ggfs. weitere Re-
zeptorbindungstests) und der Ames-Test,
als geeigneter als die meisten in vivo-
Biotests. Es ist nun wichtig, die genann-
ten in vitro-Methoden weiter zu standar-
disieren, um eine gute Vergleichbarkeit
der Ergebnisse zu gewahrleisten. Bei den
in vivo-Biotests konnte die Verringerung
okotoxikologischer Effekte durch weiter-
gehende Abwasserreinigungsverfahren
mit dem Fish early life stage toxicity-Test
mit Regenbogenforellen sehr gut aufge-
zeigt werden, wahrend die Mehrzahl der
anderen in vivo-Biotests dafiir nicht ge-
niigend empfindlich war. Insgesamt sind
jedoch die Kosten dieses Biotests deut-
lich hoher als die der in vitro-Biotests.
Obwohl solche chronischen in vivo-Tests
sehr aussagekraftig sind, um Effekte
auf ganze Organismen zu beurteilen,
fehlt es an geeigneten Tests mit emp-
findlichen Organismen, die mit einem
vertretbaren Aufwand routineméssig
durchgefiihrt werden konnen. Die bei-
den folgenden Artikel in diesem Heft [8,
9] greifen diese Ergebnisse auf und ge-
ben weitere Beispiele fiir die Anwendung
von in vitro- und in vivo-Biotests zur
Beurteilung weitergehender Abwasser-
reinigungsmethoden.



ERGEBNISSE VERGLEICHBAR MIT AUSLANDISCHEN STUDIEN
Ozonung, gefolgt von Sandfiltration und PAK-Behandlung, mit
nachfolgender Filtration entfernen Mikroverunreinigungen und
ihre biologischen Wirkungen sehr effizient.

Die Eliminationseffizienz fiir die Mehrzahl der untersuchten
spezifischen Effekte war grosser als 80%. Es gab keinen Hinweis
auf die Bildung von stabilen toxischen Umwandlungsproduk-
ten in der Ozonungsstufe, d.h. solche Stoffe, die auch nach der
nachgeschalteten biologisch aktiven Sandfiltration vorhanden
waren.

Diese Ergebnisse sind gut vergleichbar mit denen d&hnlicher Stu-
dien im Ausland. Im Projekt KomOzon (Osterreich) [10] wurden
mit drei in vitro-Biotests (Ames-Test, Mikrokerntest, Comet-As-
say) keine durch die Ozonung hervorgerufenen gentoxischen
und mutagenen Wirkungen festgestellt. Hormonelle Wirkungen
(Ostrogenitit und Androgenitit) wurden durch die Behandlung
mit Ozon deutlich reduziert. Ausgewdhlte in vivo-Biotests (Griin-
algen-Wachstumshemmtest, Wasserfloh-Immobilisationstest,
Fischeitest) konnten aufgrund ihrer geringen Empfindlichkeit
die Auswirkungen der zusitzlichen Reinigungstufe auf die Ab-
wasserqualitdt nicht messen. In keiner der Behandlungen wur-
den Gewebeschddigungen in Leber und Gonaden bei ausgewach-
senen Fischen (Japanische Medaka, Oryzias latipes) beobachtet,
die tiber 21 Tage in den Abwéssern gehalten worden waren.
Das Projekt Echibioteb (Frankreich) [11] konnte zeigen, dass
sowohl Ozonung als auch granulierte Aktivkohle die Menge
an erbgutschadigenden, hormonaktiven und dioxinahnlichen
Stoffen deutlich reduzierten. Dies konnte mit in vitro-Biotests
(SOS-Chromotest zur Erfassung von Gentoxizitdt, Tests mit
Zellkulturen zur Erfassung von hormon- und dioxindhnlichen
Stoffen) nachgewiesen werden. Hier zeigten der Bakterien-Lu-
mineszenzhemmtest und der Griinalgen-Wachstumshemmtest
vereinzelt negative Effekte nach Ozonung an. Mit im Durchfluss
durchgefiihrten in vivo-Biotests mit Wasserflohen, Bachfloh-
krebsen, Miickenlarven (Chironomiden) und Fischen (Medaka)
wurde keine Toxizitat der mit Ozon oder granulierter Aktivkohle
behandelten Abwésser festgestellt.

Auch das Projekt SchussenAktivPlus (Deutschland) [12] konnte
zeigen, dass sich in vitro-Biotests fiir die Uberwachung der Ab-
wasserqualitat eignen. Ausserdem konnten die Ergebnisse der
in vitro-Biotests mit Effekten in ganzen Organismen (Fischen
und Wirbellose) bestétigt werden. Zum Beispiel korrelierten die
Ergebnisse des YES zum Nachweis von (anti-)dstrogenen Stoffen
gut mit den gemessenen Effekten bei Schnecken (Fortpflanzung)
und Fischen (Entwicklung der Geschlechtsorgane) [13].

FAZIT

Biotests sind eine sinnvolle Ergdanzung zur Gesamtbeurteilung
der weitergehenden Abwasserreinigungsverfahren. Sie konnen
grundsétzlich fiir eine Leistungsbeurteilung der Abwasserrei-
nigung eingesetzt werden, wobei sich hierfiir effektspezifische
in vitro-Biotests als geeigneter erwiesen haben als die Mehrzahl
verfiigbarer in vivo-Biotests. Um diese Biotests fiir die Praxis
besser anwendbar zu machen, wird derzeit eine Standardisie-
rung der geeignetsten in vitro-Biotests angestrebt.

Die Qualitdt des Abwassers wurde durch die weitergehenden
Abwasserreinigungsverfahren signifikant verbessert. Es konn-
te sowohl mit chemischer Analytik als auch mit in vitro-Biotests
gezeigt werden, dass Ozonung + Sandfiltration und Pulveraktiv-

AUSGEWAHLTE FACHBEGRIFFE

Biomarker

invitro

invivo

in situ
Gentoxizitat
Mutagenitat
androgene Wirkung

ostrogene Wirkung

trophische Ebene
Primarproduzenten

Primdrkonsumenten

Sekundarkonsumenten

Verwerter

lersetzer

Lerkleinerer
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molekulare, biochemische, zelluldre oder phy-
siologische Indikatoren fiir Schadstoffstress,
die sowohl in Organismen im Labor als auch
im Feld gemessen werden kénnen
ausserhalb des lebenden Organismus,

in Einzellern oder Zellkulturen

im lebenden Organismus

im Freiland/im Feld

Erbgutschadigung

vererbbare Erbgutverdnderung

Wirkung ahnlich dem ménnlichen Hormon
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Wirkung ahnlich dem weiblichen Hormon
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betreiben
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Organismen, die totes organisches Material
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kohle + Ultrafiltration die Konzentrationen und Wirkungen von
Mikroverunreinigungen im Abwasser verringern. Ein breites
Spektrum von Mikroverunreinigungen und damit verbunde-
nen Wirkungen wurden zu mehr als 80% entfernt. Zudem gab
es im Pilotprojekt auf der ARA Vidy Lausanne keinen Hinweis
auf eine Bildung von stabilen toxischen Umwandlungsprodukten
der Ozonung. Aufgrund der Ergebnisse anderer Studien, in denen
negative Effekte nach der Ozonung gemessen wurden, wird jedoch
empfohlen, nach einer Ozonung immer eine Stufe mit biologischer
Aktivitdt (z. B. einen Sandfilter) nachzuschalten. Hiermit kann das



Risiko des Eintrags von toxischen und bio-
logisch abbaubaren Umwandlungsproduk-
ten in die Wasserkorper verringert werden.
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> SUITE DU RESUME

d’essais biologiques ont été examinés pour vérifier leur aptitude a I’élimination des
micropolluants dans les usines de traitement des eaux usées. Des essais biologiques
a base de cellules (in vitro) et des essais biologiques organismiques (in vivo) ont été
inclus pour couvrir un large éventail d’effets écotoxicologiques sur les cellules et les
organismes de différents niveaux trophiques. Outre des échantillons d’eau concen-
trés, des échantillons d’eau sans concentration ont également été examinés pour
tenir compte de ce que I'on appelle les «Blind Spots» qui peuvent survenir en raison
de la perte de substances lors de la préparation de I’échantillon.

Lutilisation d’essais biologiques pour évaluer la performance des procédés de trai-
tement des eaux usées avancés, telles que I'ozonation ou le traitement par charbon
actif en poudre (CAP) s’est avérée pertinente et utile. L'étude pilote a la station
d’épuration des eaux usées (STEP) de Vidy, a Lausanne, entre autres, a démontré
que les essais biologiques in vitro qui montrent des effets spécifiques (p. ex., une
inhibition de la photosynthése ou une activité cestrogénique) étaient les plus appro-
priés. Toutefois, certains essais biologiques in vivo tels que le test de «fish early life
stage toxicity» (toxicité dans la premiere phase de vie des poissons) avec des truites
arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) ont également montré les avantages de I'ozonation
et du traitement CAP. Les risques possibles des produits de transformation biodé-
gradables qui surviennent pendant I'ozonation peuvent étre éliminés par une étape
de filtration finale avec une activité biologique (un filtre a sable, par exemple). Il a
pu étre démontré qu’une large gamme d’effets écotoxicologiques a été éliminée a
plus de 80% par I'’épuration des eaux usées continue. En outre, les deux méthodes
de traitement ont été tout aussi efficaces.

Ein Partner ...
drei starke Marken!

: 35 Systemtechnik AG

; Pumpen System Service
i Brunnmattstrasse 7

! 5236 Remigen

Tel. 056 297 88 20
Fax. 056 297 88 29
info@pumpen-3s.ch
www.pumpen-3s.ch






