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In den letzten Jahren wurden verschiedene praxisorientierte Ansatze zur Beriicksichtigung von Mi-
schungstoxizitat in der Risikobewertung entwickelt. Die Bedeutung dieser neuen Ansdtze wie auch
ihre Anwendbarkeit fiir die Beurteilung der Gewasserqualitat werden hier anhand von Beispielen

aus der Praxis vorgestellt.

Marion Junghans; Petra Kunz; Inge Werner,

Schweizerisches Zentrum fiir angewandte Okotoxikologie Eawag-EPFL

RESUME

TOXICITE DES MELANGES - APPROCHES ACTUELLES ORIENTEES VERS LA
PRATIQUE POUR L’EVALUATION DES ECHANTILLONS D’EAU

Dans le cadre d’un atelier ayant pour objet «Les conséquences des
mélanges chimiques sur I’environnement et ’homme et leur évalua-
tion» mené en 2010, les participants des domaines scientifiques,
officiels et industriels ont demandé aux experts de développer des
recommandations applicables en pratique pour I’évaluation de la
toxicité des mélanges. Au cours des derniéres années, nombre de
ces recommandations ont été réalisées. Diverses organisations et
des scientifiques individuels ont développé plusieurs approches
généralistes permettant la prise en compte de la toxicité des mé-
langes selon différentes réglementations lors de I’évaluation des
risques. Des méthodes ont également été publiées taillées sur me-
sure sur les réglementations choisies. Seules quelques approches
seront présentées ici concernant I'intégration de la toxicité des
mélanges dans I’évaluation de la qualité des eaux de surface. A
cet usage, une approche généraliste est simplifiée et complétée
pour I’évaluation de la qualité de I’eau. Une partie essentielle de ce
complément réside dans la prise en compte des résultats d’essais
in vitro. Puis, un échantillon réel d’eaux usées permet d’illustrer
une telle évaluation de la toxicité des mélanges. Elle tendrait a
prouver que la prise en compte commune des analyses chimiques
et biologiques permettrait d’obtenir une meilleure évaluation des
risques concernant les mélanges.

AUSGANGSLAGE

Im November 2010 fiihrte das Schweizerische Zentrum fiir
angewandte Okotoxikologie Eawag-EPFL (Okotoxzentrum) in
Zusammenarbeit mit dem Schweizerischen Zentrum fiir ange-
wandte Humantoxikologie (SCAHT) einen Workshop zum The-
ma «Auswirkungen von Chemikalienmischungen auf Umwelt
und Mensch und ihre Beurteilungy durch [1]. Das Interesse war
gross, und die Veranstaltung sprach Fachleute aus Behorden,
Industrie und Forschung gleichermassen an. Viele Teilnehmer
beschiftigte die Frage, wie relevant eine Risikobewertung ist,
die alleine die Toxizitat von Einzelstoffen beurteilt. Experten aus
dem In- und Ausland berichteten tiber den Stand des Wissens
zu Mischungseffekten und deren (mogliche) Beriicksichtigung
in der Regulatorik. Wahrend des gesamten Workshops wurde
deutlich, dass fiir die Untersuchung und Beurteilung von Sub-
stanzmischungen bereits ein breites, wissenschaftlich fundier-
tes Wissen vorhanden ist, dessen Umsetzung sich in der Praxis
aber schwierig gestaltet. Eine umfassende, bediirfnisorientierte
Anleitung fiir Fachleute aus der Praxis existierte 2010 nicht.
Eine solche Anleitung forderte jedoch die tiberwiegende Mehr-
heit der Workshop-Teilnehmer. Es wurde als besonders wichtig
erachtet, praxistaugliche Losungsvorschlage und Hilfestellun-
gen fiir folgende Bereiche zu entwickeln [1]:

*Kontakt: Marion./unghans@oekotoxzentrum.ch
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- Richtlinien und Wegleitungen fiir die
Risikobewertung und Regulatorik

- Anwendung, Umsetzbarkeit und Validie-
rung von mischungsrelevanten Biotests

Der vorliegende Artikel soll anhand eini-
ger Projekte aufzeigen, welche Fortschrit-
te in den letzten Jahren gemacht wurden.
Dabei liegt der Fokus auf der Beurteilung
von Risiken fiir aquatische Okosysteme.
Zunachst werden aktuelle Ansatze zu den
oben genannten Bereichen vorgestellt
und anschliessend anhand eines realen
Fallbeispiels illustriert. Am Ende werden
Schlussfolgerungen gezogen und Emp-
fehlungen fiir weitere Verbesserungen
gegeben.

AKTUELLE ANSATZE

RICHTLINIEN UND

PRAXISTAUGLICHE WEGLEITUNGEN

Zur Vorhersage der Mischungstoxizitét
haben sich in den letzten Jahrzehnten
zwei Konzepte bewahrt: einerseits das
der Konzentrationsadditivitat (concentra-
tion addition, CA) fiir dhnlich wirkende
Substanzen und andererseits das der Un-
abhingigen Wirkung (independent action,
[A) fiir Mischungen aus Substanzen, die
uber unterschiedliche Wirkmechanis-
men denselben Effekt hervorrufen (z.B.
Tod oder Wachstumshemmung eines
Testorganismus) [1]. Die beste Vorher-
sagequalitat hatten die beiden Konzepte
jeweils fiir Mischungen ausschliesslich
ahnlich wirkender (CA) bzw. undhnlich
wirkender (IA) Substanzen (Studien in [2]
zitiert). In vielen realistischen Mischun-
gen sind jedoch sowohl dhnlich wirkende
Substanzen als auch undhnlich wirkende
Substanzen enthalten, sodass eine exakte
Vorhersage der Mischungstoxizitat meist
nicht moglich ist. Dariiber hinaus sind
fiir die tiberwiegende Anzahl der Umwelt-
chemikalien Informationen tiber deren
Wirkmechanismus liickenhaft oder gar
nicht vorhanden. Im Workshop wurde da-
her bemangelt, dass die damals zur Ver-
fligung stehenden Bewertungsmethoden
zur Beurteilung der Umwelttoxizitat von
in Gewasserproben nachgewiesenen che-
mischen Substanzen fiir die regulatori-
sche Anwendung zu komplex seien. Dies
mache deren routineméssige Anwendung
wegen des hohen Zeitaufwands und der
daraus resultierenden Kosten in vielen
Fallen unmoglich. Wissenschaftlich fun-
dierte und praxistaugliche Losungen
wurden gewiinscht.

Dieser Bedarf wurde international in
der Regulatorik und der regulatorischen
Forschung erkannt. In den vergangenen
Jahren wurden daher eine Reihe von
pragmatischen und gestuften Methoden
zur Beurteilung der Mischungstoxizitat
entwickelt, die (ganz oder zumindest in
den ersten Stufen) sich allein auf die Da-
ten stiitzen, die unter den jeweiligen Ge-
setzen und Verordnungen bereits fiir die
Einzelstoffe erhoben werden. Den Anfang
dieser pragmatischen Ansatze machte ein
Bericht der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) aus dem Jahr 2009 (Zitat in [3]).
Der Bericht ist das Ergebnis eines inter-
nationales Workshops, der im Rahmen
des internationalen Programms zur Che-
mikaliensicherheit (IPCS) der WHO ver-
anstaltet wurde. Zwei Jahre spéter wurde
von drei wissenschaftlichen Kommissio-
nen der EU ein Entscheidungsbaum zur
Beurteilung der Toxizitdt von chemischen
Mischungen verdoffentlicht (Zitat in [3]).
Zu dieser Zeit begann eine Expertengrup-
pe unter dem Europdischen Rat des Ver-
bandes der chemischen Industrie (Conseil
Européen des Fédérations de UIndustrie
Chimique, Cefic) ebenfalls mit der Ent-
wicklung eines Entscheidungsbaums.
Dieser im Jahr 2012 veroffentlichte Ent-
scheidungsbaum vereinigte schliesslich
die Ansatze der WHO/IPCS und der wis-
senschaftlichen Kommissionen der EU
[3] und zielt darauf ab, mit recht wenig
Aufwand jene Gewasserproben zu iden-
tifizieren, bei denen die Einzelstoffbe-
urteilung zu einer Unterschédtzung des
tatsdchlichen Risikos fiihren konnte. So
konnen die zur Verfiigung stehenden Res-
sourcen auf die detailliertere Analyse der
potenziell kritischen Proben fokussiert
werden. Alle drei Ansdtze sind sehr allge-
mein gehalten und gelten sowohl fiir die
Human- als auch fiir die Okotoxikologie.
Inzwischen sind zusétzlich auch Metho-
den vorgeschlagen worden, die auf spe-
zielle Regulationen zugeschnitten sind
(z.B. REACH [4] und die Zulassung von
Bioziden [5]).

Alle diese Ansatze und Methoden basie-
ren (zundchst) auf der Verwendung von
CA als Standardkonzept. Dies entspricht
dem Vorsorgeprinzip: Wenn die Wirk-
mechanismen der Substanzen entweder
nicht bekannt oder nicht komplett unahn-
lich sind, fiihrt CA in der Regel zu einer
Uberschitzung der Toxizitit, wihrend IA
die Toxizitdt meist unterschatzt [2]. Die
mogliche Uberschitzung der Toxizitdt ist
maximal, wenn alle Substanzen in Kon-
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zentrationen vorliegen, die dieselbe Ef-
fektstdrke auslosen (z.B. 50% Mortalitit)
[2]. Solche «equitoxischeny Mischungen
sind allerdings unrealistisch. Bei umwelt-
relevanten Mischungen dominiert meist
die Toxizitdt einiger weniger Substanzen,
sodass das Ausmass der moglichen Uber-
schatzung erheblich kleiner ist. So ergab
eine Literaturanalyse fiir 18 realistische
Mischungen in Oberflichengewdsserpro-
ben mit jeweils drei bis neun Komponen-
ten nur eine mittlere mogliche Uberschat-
zung um den Faktor 1,5 (Minimum 1,01;
Maximum 2,48) [2], wenn das CA-Modell
ohne Berlicksichtigung der Wirkmecha-
nismen angewendet wird. Dies lasst die
Verwendung von CA als generellen An-
satz in der Bewertung von Umweltproben
sinnvoll erscheinen.

Entscheidungsbaum zur Risikobewertung von
Mischungen in Oberflachengewdssern

Das Okotoxzentrum nahm 2012 an ei-
ner Studie teil, in welcher der Entschei-
dungsbaum der Cefic auf reale Fille
angewendet wurde [6]. Der Entschei-
dungsbaum ist recht komplex, da er
alle regulatorischen Felder beriicksich-
tigt. Daher wurde er in Figur 1 auf die
wesentlichen Stufen zur Beurteilung
der Okotoxizitit von Gew#sserproben
reduziert.

Fiir Gewasserproben, die in die Kate-
gorie I fallen, besteht bereits mit einer
Einzelstoffbewertung ein Risiko: Die Kon-
zentration mindestens einer Substanz
okotoxikologischen
Qualitatskriterium (QK, Konzentration,
bei der keine toxischen Effekte im Gewas-
ser erwartet werden, auch Environmental
Quality Standard oder EQS genannt). In
der EU, wo unter der Wasserrahmen-
richtlinie (Richtlinie 2000/60/EG) der
chemische Zustand der Gewésser nur mit
«guty oder «nicht gut» beurteilt wird (je
nachdem, ob die Qualitdtskriterien einge-
halten werden oder nicht), wiirde eine Ri-
sikobeurteilung fiir die Mischung daher
keine Anderung der Einstufung bewir-
ken. In der Schweiz (Tab. 1) wird jedoch
héaufig zwischen «sehr guty und «gut» auf
der einen Seite und «massigy, «unbefrie-
digend» und «schlechty auf der anderen
Seite unterschieden [7]. Daher kann die
Beurteilung der Mischung zu einer ande-
ren Klasseneinstufung fiihren. In jedem
Fall sollte man sich bei QK-Uberschrei-
tungen einzelner Substanzen zundchst
auf Risikoreduktionsmassnahmen dieser
Substanzen beschranken.

iiberschreitet ihre
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Kategorie |
(" Uberschreiten bereits einer | Ja ( Weitere h
oder mehrere Substanzen ihr Analysen/Massnahmen sollten
individuelles zundchst einmal auf diese
\_ Qualitatskriterium? ) \___ Einzelstoffe fokussieren. )
Nein
e . T— N ' -
Gibt es Hinweise auf Ja Gewasserprobe muss
Interaktionen (Synergis- gesondert beurteilt werden.
/Antagonismus) von zwei oder
\_mehr gemessenen Substanzen ) \_ y,
Nein
s o =
Haben die gemessenen | Ja Risikobewertung mit IA.
Substanzen alle strikt (wenn Datenlage nicht
unahnliche Wirkmechanismen? ausreichend Risikobewertung
L ) \ mit CA) P,
Nein oder unbekannt ‘
Kategorie Il
= 2 = (o —— PRI
Risiko geméass CA? Nein Keine Hinweise auf ein Risiko
S & Konzentr. Substanz, fiir Gewasserorganismen
; Re,= Z OK Substanz, " RQ_<1
. J/ < 4
RQp= 1
Ja .
Kategorie Ill A
Dominiert eine Substanz? ) Ja ( Weitere )
MCR = "% _ o Analysen/Massnahmen soliten
max(RQ,) zunéchst einmal auf diese
\_ y, \____ Substanz fokussieren )
Nein
s )
Genauere Analyse notwendig,
z.B. Risiko ftir einzelne K ie Il B
Organismengruppen (Algen, ategone
\_ Wasserflohe, Fische) y,

Fig. 1 Entscheidungsbaum zur Beurteilung der Mischungstoxizitét in Gewésserproben. Verein-
facht nach [3]. CA = Konzept der Konzentrationsadditivitdt, IA = Konzept der Unabhéngigen
Wirkung, QK = Qualitétskriterium, RQ = Risikoquotient (Quotient aus gemessener Konzen-
tration und QK), MCR = Maximum Cumulative Ratio (nach Price und Han 2011, zitiert und
erlgutert in [3])

Arborescence de décision pour I’évaluation de la toxicité d’'un mélange dans des échantillons
d’eau. Simplifié selon [3]. CA = concept de I'additivité des concentrations, IA = concept de
’effet indépendant, QK = critére de qualité, RQ = quotient de risque (quotient entre con-
centration mesurée et QK), MCR = Maximum Cumulative Ratio (selon Price et Han 2011,
cité et expliqué dans [3])

Einhaltung Qualitats-

Beurteilung Bedingung/Beschreibung kriterium (CQK)

Die Umweltkonzentration ist 100 mal
. o - RQ < 0,01
kleiner als das Qualitatskriterium
sehr gut
Die Umweltkonzentration ist 10 mal

kleiner als das Qualitatskriterium 0.01<RQ<0.T CQK eingehalten

Die Umweltkonzentration ist kleiner als

das Qualitatskriterium 0.1<RQ <1

gut

missi Die Umweltkonzentration ist kleiner als 1<RQ<?2
E das doppelte Qualitatskriterium N

befriedigend Die Umweltkonzentration ist kleiner als 2 <RQ <10 . .
unbetnedigen das zehnfache Qualitatskriterium N CQK iiberschritten

[nicht eingehalten)
Die Umweltkonzentration ist gleich oder
schlecht grosser als das zehnfache Qualitats- RQ =10
kriterium

Tab. 1 Wirkungsbasierte Beurteilung der chemischen Wasserqualitét fiir Mikroverunreinigungen aus kommu-
nalem Abwasser nach Gtz und Mitarbeitern [7].
RQ = Umweltkonzentration/chronisches Qualitétskriterium (CQK)

Evaluation basée sur I’effet de la qualité chimique de I'eau pour les micropolluants issus des déversements
communaux selon Gétz et collaborateurs [7].
RQ = concentration environnementale/critere de qualité chronique (CQK)
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Gewasserproben der Kategorie II stellen
gemass des Kenntnisstands, aufgrund
dessen sie beurteilt werden, kein Risiko
dar: Weder die einzelnen Risikoquotien-
ten RQ (RQ = Umweltkonzentration/QK)
noch die Summe aller Risikoquotienten
zeigen ein Risiko an. Eine weitere Beur-
teilung der Mischungstoxizitat ist hochs-
tens zur Unterscheidung der Giiteklassen
«sehr guty und «gut» notwendig.

In Kategorie III fallen alle Gewasserpro-
ben, fiir die alleine die Risikobeurteilung
der Mischung ein Risiko anzeigt. Dabei
wird weiter unterschieden, ob eine Sub-
stanz die Mischungstoxizitit dominiert
oder ob mehrere Substanzen &dhnlich
stark zur vorhergesagten Toxizitdt bei-
tragen. Im ersteren Fall (Kategorie III A)
konnte man weitere Analysen oder
Massnahmen im Rahmen eines Risiko-
managements auf diese eine Substanz
fokussieren. Kategorie III B ist schliess-
lich die Kategorie, fiir die eine genauere
Analyse der Mischungstoxizitdat sinnvoll
ist. So konnte in solch einem Fall z.B.
das Risiko fiir jede Organismengruppe
getrennt bestimmt werden (fiir QK sind
dies meist Algen, Krebstiere und Fische).
Ein Vorschlag dafiir wird weiter unten
vorgestellt.

Anwendung des Entscheidungsbaums

Bei der Anwendung des Entscheidungs-
baums auf 559 analysierte Kldaranlagen-
auslauf- und Gewasserproben aus sieben
Datensitzen fielen nur 6% der Proben in
die Kategorie III B [6]. Das heisst, dass
die Beurteilung der Mischungstoxizi-
tat fiir 94% der Proben in maximal fiinf
Schritten durchgefiihrt werden konnte,
und zwar ausschliesslich aufgrund der
gemessenen Konzentration und des be-
kannten QKs. Der Entscheidungsbaum
hat sich damit als ein pragmatischer An-
satz zur okotoxikologischen Beurteilung
von Gewdsserproben beziiglich ihrer Mi-
schungstoxizitit bewahrt. Genauso wie
fiir die Einzelstoffbeurteilung gilt auch
hier, dass nur das Risiko von den Subs-
tanzen beriicksichtigt werden kann, de-
ren Konzentrationen gemessen wurden
und fiir die es QK gibt. Fiir die sieben un-
tersuchten Datensatze [6] wurden nur fiir
83% der Analyten OK gefunden (95% Kon-
fidendenzintervall: 73% bis 94%). Dartiiber
hinaus waren diese OK nicht alle gleich
robust. So wurde z.B. fiir viele Abbaupro-
dukte dasselbe OK wie fiir die Ausgangs-
substanz angenommen, da fiir Abbaupro-
dukte in der Regel keine QK vorliegen. Es
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muss also davon ausgegangen werden,
dass mit der Risikobewertung basierend
auf chemischen Messdaten nicht das Risi-
ko aller in der Gewasserprobe tatsdchlich
enthaltenen Substanzen erfasst werden
kann. Daher ist es auch sinnvoll, ergan-
zende Biotests durchzufiihren.

Verfeinerung des Risikos:

besonders betroffene Organismengruppen
Zur Veranschaulichung, wie das Wissen
um besonders betroffene Organismen-
gruppen helfen kann, den RQ_  zu ver-
feinern, sind in Tabelle 2 chronische QK
(COK) fiir drei ausgewdhlte Substanzen
angegeben: Das Herbizid Terbutryn und
die Insektizide Pirimicarb und Diazinon.
Die COK wurden mit der Sicherheitsfak-
tormethode bestimmt. Bei dieser Metho-
de wird der tiefste in der Literatur gefun-
dene chronische Toxizitatswert (Tab. 2)
durch einen Sicherheitsfaktor geteilt.
Wenn fiir alle drei Organismengruppen
(Algen oder Wasserpflanzen, Krebstiere
und Fische) jeweils mindestens ein Wert
vorliegt, betragt dieser Faktor in der Re-
gel 10 (die Ableitung von QK wurde in
einer friiheren Ausgabe von Aqua & Gas
bereits beschrieben [8]). In Tabelle 2 sind
daher noch die jeweils tiefsten Toxizitats-
werte flir die drei Organismengruppen
angegeben.

Folgendes ldsst sich an dem Beispiel er-

kennen:

- Fiir eine Mischung, in der alle drei
Pflanzenschutzmittel in der Konzentra-
tion vorliegen, die 40% ihres jeweiligen
CQK (Tab. 2) entspricht, betragt der RQ
also fiir jede Substanz 0,4 (RQ, = COK *
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RQmix Algen

10

=0.400672
_ v 0.065ug/1x0.4 = 0.09 pg/l+0.4 = 0.015ug/1%0.4
* RQmix Krebstiere — Z 1300 pug/l it 0.9 pug/l i 0.15 pg/l
10 10 10
= 0.8002
R _ «0.065 pg/lx0.4 | 0.09 pg/lx0.4 | 0.015 pg/lx0.4
Qmix Fische — Z 150 pg/l 10000 pg/l 2.4 ug/l
10 10 10
\ = 0.0268 /

N
\

Gl. 1 Getrennte Berechnung der Risikoquotienten (RQ) fiir die drei Organismengruppen Algen,

Krebstiere und Fische. Die summierten Risikoquotienten sind jeweils von links nach rechts

fir Terbutryn, Pirimicarb und Diazinon (siehe Tab. 2)

Calcul séparé des quotients de risque (RQ) pour les trois groupes d’organismes algues, crustacés

et poissons. Les quotients de risques ajoutés sont respectivement de gauche a droite pour

le terbutryne, pirimicarbe et diazinone (cf. tab. 2)

0,4 /COK). Keine der drei Substanzen
uberschreitet als Einzelsubstanz ihr
QK, aber zusammen haben sie gemass
CA-Konzept einen RQ_ von 1,2 (RQ,
= )RQ), wobei aber keine Substanz
dominiert. Nach dem Entscheidungs-
baum (Fig. 1) handelt es sich daher um
eine Kategorie-III-B-Mischung.

- Wenn sich die RQ auf dieselbe Art oder
zumindest auf dieselbe Organismen-
gruppe beziehen, kann man davon
ausgehen, dass die Anwendung von CA
auch fiir Substanzen mit unterschied-
lichem Wirkmechanismus eine rea-
listische Bestimmung des Risikos der

Pirimicarb Diazinon

Mischung ermoglicht [2]. Ist dies nicht
der Fall (siehe Beispiel in 7ab. 2), muss
das tatsdchliche Risiko fiir das Gewas-
ser kleiner sein als vorhergesagt. Um
dieses zu beriicksichtigen, kann man
die Risikoquotienten fiir alle drei Or-
ganismengruppen getrennt berechnen
(GL 1).

Der RQ, , fir Krebstiere (0,8) bestimmt
folglich das Risiko fiir das Gewasser.
Mit dieser Verfeinerung des RQ,
konnte gezeigt werden, dass von der
fiktiven Beispielmischung tatsdchlich
kein Risiko fiir langerfristige Toxizitét
im Gewasser ausgeht, auch nicht unter
Berticksichtigung der Mischungstoxizi-
tat. Interessant ist, dass man zu dem-

Terbutryn

selben Ergebnis gekommen ware, hatte
man flir jede Organismengruppe nur

(Herbizid) (Insektizid) (Insektizid)

Organismengruppe | NOEC (pg/U | NOEC (pg/l) | NOEC (pg/U)
die RQ addiert, die auf der Toxizitat fiir
Algen/Wasserpflanzen | 0,65 | 50000 | 1000 oA _

_ die jeweilige Organismengruppe beru-
Krebstiere | 1300 | 0.9 | 0.15 hen, also fiir die Algen nur den RQ fiir
Fische | 150 | 10000 | 24 Terbutryn (RQ,, Algen = 0,4) und fiir
CQK (pg/U) (tiefster Wert/ 0.065 ‘ 0.09 ‘ 0.015 Krebstiere die RQ fiir Pirimicarb und

Sicherheitsfaktor 10] Diazinon (RQ, , Krebstiere = 0,8).

Tab. 2 Chronische Qualitétskriterien (CQK) fiir drei Pflanzenschutzmittel. NOEC: No Observed - In der Praxis sind meist nur die QK
selbst, nicht aber die tiefsten Toxizitats-
werte fiir die jeweiligen Organismen-
gruppen verfligbar. Eine verfeinerte
Analyse des RQ,__ist daher in den al-
lermeisten Fallen gar nicht moglich, je-
denfalls nicht ohne Zugriff auf die den
QK zugrundeliegenden Substanzdos-
siers. Um dennoch eine Verfeinerung
zu ermoglichen, wurde vorgeschlagen,

Effect Concentration, hochste Konzentration, bei der in einem chronischen Test kein
signifikanter Effekt beobachtet wurde. Bei den CQK handelt es sich um Vorschlédge des
Okotoxzentrums (http:/ /www.oekotoxzentrum.ch/expertenservice /qualitaetskriterien/
vorschlaege)

Criteres de qualité chroniques (CQK) pour trois produits phytosanitaires. NOEC: No Observed
Effect Concentration, concentration la plus élevée pour laquelle aucun effet significatif
n’a été observé dans un test chronique. Concernant les CQK, il s’agit de propositions de
Centre Ecotox (http://www.oekotoxzentrum.ch/expertenservice/qualitaetskriterien/
vorschlaege/index_FR)
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die QK mit den Organismengruppen zu
versehen, fiir die der jeweilige QK bei
einer verfeinerten Mischungsanalyse
beriicksichtigt werden soll [9]. Wenn
der tiefste NOEC fiir eine Organismen-
gruppe mehr als 10-mal hoher ist als
der ingsesamt tiefste NOEC im Daten-
satz, wird das QK fiir den RQ, dieser
Organismengruppe als vernachldssig-
bar angesehen und muss nicht addiert
werden. Wenn alle Organismengruppen
dhnlich empfindlich auf die Substanz
reagieren, wird das QK auch fiir alle Or-
ganismengruppen mit berlicksichtigt.
Gemass Vorsorgeprinzip gilt dies auch
fiir Organismengruppen, fiir die kein
Toxizitatswert vorliegt. Im Falle von QK,
die auf Spezies-Sensitivitats-Verteilun-
gen (SSD) beruhen [8], gilt dies fiir alle
Organismengruppen, die in der SSD
vertreten sind. Der hochste so berech-
nete Risikoquotient fiir die Mischung
wird RQ, . - genannt [9].

In Tabelle 3 wurde diese Methode auf re-
ale Gewdsserproben [9] angewendet. Bei
den drei Proben der Kategorien III A oder

RQ
Sume
Probe | Kategorie | aller RQ Algen |
o e |
2 | n | 21 | 1 |
3 | me | 19 | 03 |
c | v e |
s | 0 | a5 | o3 |
6 | ma | 3 | os |
7| o0 | e | s
8 | v | 29 | 20 |
s | v | ae | 25 |
0 | 0 | 89 | 26 |
no | | aes | 22 |
12 | 0 | ee | s |
13 | 1 | 33 | o8 |
w | me | 9 | 09 |

Tab. 3 Anwendung der RQ

EQS taxa

B (Proben 3, 6, 14) sowie bei der Probe
der Kategorie II (Probe 4) fiihrte diese
Verfeinerung des RQ, , iiber den RQ .
dazu, dass sich die Einstufung der Gewas-
serqualitét (7ab. 1) verbesserte.
Zusiatzlich sind die Risikoquotienten fiir
die Mischungstoxizitat angegeben, die
nach der Methode von Chevre et al. [10]
berechnet wurden. Diese Methode wurde
von einigen kantonalen Behorden in den
letzten Jahren zur Bestimmung der Ge-
wasserqualitat verwendet.

Fiir die 14 untersuchten Proben fiihrten
beide Methoden zur gleichen Klassie-
rung der Gewdsserqualitéit. Die RQ, .
sind aber in der Regel leicht hoher als die
RQ_ nach der Methode von Chévre et al.
Der Grund dafiir ist, dass bei Cheévre et al.
nur die RQ fiir Substanzen mit demselben
Wirkmechanismus addiert werden. Diese
Methode halt sich also strenger an das
CA-Konzept und liefert damit exaktere
Vorhersagen des Risikos fiir Substanz-
gruppen mit demselben Wirkmechanis-
mus. Der hier beschriebene Entschei-
dungsbaum und die Berechnung der
RO, ., integriert jedoch iiber alle Sub-

mix_Organismengruppe RQ_. nach
Chevre et
Krebstiere | Fische | RO, | al.2006
0 | oo
04 | oo | e | 7
o0 | oo
o | o: |
32 | oo |82 82
o | oo
32 | se | 56 | 54
67 | 48 | &7 | %0
25 | a0 | s0 |29
55 | 10 |88 | 54
13 | oz | 122 | 08
23 | o6 | & | 39
25 | o2 |[N2E|2s
oo | oo

-Methode auf reale Messdaten [9]. Zum Vergleich ist der von

einigen Kantonen zur Beurteilung der Gewédsserqualitdt berechnete RQ . nach Chevre et

al. [10] angegeben. Die Kategorien beziehen sich auf Fig. 1 und die farbliche Klassierung

wurde geméss Tab. 1 vorgenommen: blau = sehr gut, griin = gut, gelb = méssig, orange =

unbefriedigend.
RQ: Risikoquotient, RQ
Utilisation de la méthode RQ

EQS taxa

EQS taxa

= héchster RQ_ _ fir die einzelnen Organismengruppen
sur des données de mesure réelles [9]. En comparaison, le

RQ . calculé selon Chevre et al. [10] (comme utilisé par quelques cantons pour I'évaluation

de la qualité des eaux) est indiqué. Les catégories se rapportent a la fig. 1 et la classifica-

tion en couleurs a été réalisée selon le tab. 1: bleu = tres bon, vert = bon, jaune = moyen,

orange = médiocre.
RQ: quotient de risques, RQ

EQS taxa

=RQ_._maximal pour les différents groupes d’organismes

AQUA & GAS N°5 | 2013

stanzen, fiir die Messwerte und QK vor-
handen sind - die Kenntnis der Wirkme-
chanismen ist nicht mehr entscheidend.

MISCHUNGSRELEVANTE BIOTESTS: ANWEN-
DUNG, UMSETZBARKEIT, VALIDIERUNG

Zum Testen realer Mischungen, wie z.B.
Proben aus Oberflichengewdssern un-
terhalb von Kldranlagen, erwiesen sich
In-vitro-Biotests als sehr vielverspre-
chend. Diese zeigen die Test-(und damit
Endpunkt-) spezifische Gesamt-Toxizitat
der komplexen Mischung an, die in Toxi-
zitits-Aquivalenz-Konzentrationen (TEQ)
ausgedriickt werden kann. Im Gegensatz
zum chemisch-analytischen Ansatz be-
riicksichtigen Biotests sowohl Interak-
tionen zwischen den Einzelsubstanzen
(z.B. Synergismen und Antagonismen)
als auch die Toxizitat von analytisch nicht
erfassten Substanzen. Dies gilt auch fiir
Substanzen, die bereits unterhalb der
chemisch-analytischen Nachweisgrenze
Effekte in der Umwelt bewirken konnen,
wie z.B. natiirliche und synthetische
Ostrogene. Die vorgeschlagenen QK fiir
besonders aktive Stoffe, wie natiirliches
17B-Estradiol (E2) und synthetisches
17o-Ethinylestradiol (EE2), sind 0,4 ng/1
und 0,03 ng/l (www.oekotox-zentrum.ch/
expertenservice/qualitaetskriterien/vor-
schlaege). Solche Konzentrationen sind
derzeit auch mit aufwendiger chemischer
Spurenanalytik kaum oder gar nicht
nachweisbar [7].

Methoden zur Risikobewertung von
Substanzmischungen, die sich auf che-
misch-analytische Daten stiitzen, sind
deswegen fiir Umweltproben nur bedingt
aussagekraftig. In-vitro-Biotests bieten
die Moglichkeit, diese Bewertungsliicke
zu schliessen. In einem ergidnzenden In-
vitro-Test kann der Gesamteffekt einer
Probe als jene Konzentration einer Re-
ferenzsubstanz dargestellt werden, die
den gleichen Effekt haben wiirde wie die
Umweltprobe (z.B. [11]). Die Wirkung ei-
ner Mischung aus Substanzen mit dstro-
genem Rezeptorbindungspotenzial kann
so als E2-Aquivalenzkonzentration (EEQ)
ausgedriickt und anstelle der gemesse-
nen Umweltkonzentration der Einzelsub-
stanz (mean environmental concentration,
MEC) mit dem EQS fiir E2 verglichen wer-
den (GL 2), um den Risikoquotienten (RQ)
fiir die Mischung zu bestimmen [12].
Verschiedene In-vitro-Biotests zum Nach-
weis Ostrogen-aktiver Substanzen in
Umweltproben wurden international
schon vielfach vorgeschlagen (z.B. [13,
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14]), angewendet (z.B. [15, 16]) und un-
tereinander verglichen (z.B. [17-19]).
Allerdings steht eine Standardisierung
solcher Biotests durch die Internationa-
le Organisation fiir Normung (ISO) oder
entsprechende nationale Organisationen
(z.B. das Deutsche Institut fiir Normung,
DIN) noch immer aus. Im Rahmen des
DIN-Arbeitskreises «Hormonelle Wirkun-
gen/Xenohormoney (Federfiihrung: Bun-
desanstalt fiir Gewédsserkunde [BFG] in
Koblenz, Deutschland) beteiligt sich das
Okotoxzentrum an Ringversuchen und
der Ausarbeitung des Norm-Entwurfs.
Ziel des Arbeitskreises ist die Evaluati-
on verschiedener Biotests zur Routine-
iiberwachung hormoneller Wirkungen
in gereinigtem Abwasser. Die geeigneten
Biotests werden dann bei der ISO zur
Standardisierung vorgeschlagen. Stimmt
eine Mehrheit der nationalen Normungs-
institutionen dem Vorschlag zu und ver-
pflichtet sich eine ausreichende Anzahl
der Mitglieder zur aktiven Mitarbeit, so
wird der Vorschlag ins Arbeitsprogramm
der ISO aufgenommen und innerhalb von
vier Jahren die internationale Normie-
rung durchgefiihrt (siehe dazu auch [20]).
Fiir das Monitoring dstrogen-aktiver Sub-
stanzen in Kiisten- und Oberflichenge-
wassern im Rahmen der EU-Wasserrah-
menrichtlinie ist ein dhnliches Vorgehen
geplant [12].

Das Okotoxzentrum nimmt auch im
Rahmen des Projektes «Modul-Stufen-
Konzepty des BAFU aktiv an diesen Ak-
tivitaten teil und erarbeitet fiir das Modul
«Okotoxikologie» ein belastbares Konzept
zur routinemdssigen Beurteilung der
Wasserqualitdt anhand von Biotests, das
Probenahme, Probenaufbereitung, Bio-
tests und die Beurteilung der Effekte um-
fasst (www.oekotoxzentrum.ch/projekte/
MSK2/index).

ANWENDUNG AUF EIN
REALES BEISPIEL

Zur Veranschaulichung der oben be-
schriebenen Ansitze soll hier gezeigt
werden, wie diese in der Praxis ange-
wendet werden konnen. Dies geschieht
anhand einer Probe, die im Rahmen der
Studie Traitement des micropolluants
dans les eaux usées [21] untersucht wur-
de. Die Analysenergebnisse der Probe
sind im Bericht der Studie zum Kldran-
lagenausbau an der Klaranlage Vidy in
Lausanne zu finden. Es handelt sich um
eine Abwasserprobe, die bei der Probe-
nahme im Mirz 2010 am Auslauf der
biologischen Stufe genommen worden ist
(sortie lit fluidisée, letzte Reinigungsstufe
von zweistufigen Kldranlagen). Sie wurde
ausgewahlt, da sowohl relativ viele Subs-
tanzen analytisch nachgewiesen wurden
als auch Biotestergebnisse zur 0Ostroge-
nen Aktivitdt (ng EEQ/1) vorlagen. Von
56 nachgewiesenen Substanzen lagen
sieben in Konzentrationen unterhalb ih-
rer Quantifizierungsgrenze vor. Fiir drei
Substanzen lagen die ermittelten Kon-
zentrationen oberhalb des Messbereichs,
sodass ihre Messwerte nur indikativ sind.
Substanzen mit 6strogener Aktivitat wur-
den nicht mittels chemischer Analytik be-
stimmt, sondern alleine iiber den Biotest.
Fiir das Oberflaichengewédsser wird eine
Verdiinnung um den Faktor 10 angenom-
men. Dies ist eine Standardannahme in
vielen Beurteilungen [6]. Im Fall der Klar-
anlage Vidy ist das eine sehr konservati-
ve Annahme, da die Klaranlage direkt in
den Genfersee einleitet, wo die tatsachli-
che Verdiinnung erheblich hoher ist.

Fiir die Analyse wurden QK herangezo-
gen, die bereits von Price et al. verwendet
wurden [6]. Fiir 22 der 56 Substanzen la-
gen allerdings keine QK vor, sodass ledig-

<1

Risikoquotient (RQ) =

MEC oder EEQ |
EQS |

tolerierbares Risiko |
> 1 nicht tolerierbares Risiko )

Gl. 2 Berechnung des Risikoquotienten (RQ).

MEC = Gemessene Umweltkonzentration oder EEQ; QK= Qualitédtskriterium

Calcul du quotient de risques (RQ).

MEC= concentration environnementale mesurée ou EEQ; QK= critére de qualité
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lich 60% der gemessenen Substanzen fiir
die Risikoanalyse beriicksichtigt werden
konnten. Von den gemessenen Substan-
zen uiberschritt keine das jeweilige QK. In
Figur 2 sind die Substanzen mit den fiinf
hochsten RQ dargestellt. Das Verhdltnis
zwischen dem hochsten RQ und der Sum-
me aller RQ ist 1,9. Das heisst, die Probe
fallt gemass Entscheidungsbaum (Fig. 1)
in Kategorie III A, wobei Diclofenac das
fiir die Mischung bestimmte Risiko domi-
niert. Berechnet als Summe aller Einzel-
RQ wird die Wasserqualitat der Probe ge-
mass Tabelle 1 als «massigy eingestuft, da
der RQ, zwischen 1 und 2 liegt.

Neben den chemisch-analytischen Mes-
sungen wurde die Abwasserprobe mit
dem In-vitro-Biotest Yeast Estrogen Screen
(YES, [22]) untersucht. Die in diesem Test
gemessenen EEQ-Werte zeigen die Bin-
dung an den Ostrogenrezeptor und des-
sen Aktivierung an, hervorgerufen durch
eine Mischung ostrogenaktiver Substan-
zen. Es wurde eine EEQ-Konzentration
von 8,34 ng/l gemessen. Unter der An-
nahme einer Verdiinnung um den Faktor
10 ergibt sich eine EEQ-Konzentration
von 0,834 ng/l im Oberflachengewasser.
Dies bedeutet, dass der CQK,, von 0,4
ng/l um den Faktor 2,09 tberschritten
ist. Die Ostradioldquivalente stellen somit
bereits an sich ein Risiko dar. Dabei ist zu
beachten, dass die Ostradioliquivalente
mehrere Substanzen beinhalten konnen,
es sich dabei also nicht um eine Einzel-
substanz im eigentlichen Sinne handelt.
Wenn es fiir weitergehende Massnahmen
wichtig ist, zwischen den verschiedenen
Ostrogenwirksamen Substanzen zu un-
terscheiden, konnen in einem néachsten
Schritt mit einer Kombination von sensi-
tiven analytischen Methoden, Fraktionie-
rung und [n-vitro-Tests die verantwortli-
chen Substanzen ermittelt werden [23].
Fiir den vorliegenden Fall wird der EEQ
jedoch als Einzelsubstanz behandelt.
Wird der RQ der EEQ (2,09) aus dem In-
vitro-Biotest im Entscheidungsbaum mit-
berticksichtigt (Fig. 3), verdndert sich
die Klassierung von Kategorie III A zur
Kategorie 1. Die Wasserqualitit miisste
gemass Tabelle 1 als unbefriedigend ein-
gestuft werden.

Eine genauere Analyse bezogen auf die
empfindlichen taxonomischen Gruppen
ist nicht notwendig, da es sich um eine
Mischung der Kategorie I handelt. Aus
den Figuren 2 und 3 kann herausgelesen
werden, dass eine Reduktion von Diclofe-
nac und den Ostrogen wirkenden Subs-
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Fig. 2 Héchste, mittels chemischer Analytik bestimmte Risikoquotienten
(RQ) . Die Summe der dargestellten RQ macht > 96% der Summe
aller RQ aus. Die farbliche Klassierung wurde geméss Tab. 1
vorgenommen: blau = sehr gut, griin = gut, gelb = méssig

Quotients de risques les plus €levés déterminés par voie analytique
(RQ). La somme des RQ représentés est > 96% de la somme de
tous les RQ. La classification en couleurs a été réalisée selon le
tab. 1: bleu = trés bon, vert = bon, jaune = moyen

44 n=57

> RQ, =382
i=1

Kategorie |:

Ostradiol Aquivalente
34 dominieren das
Risiko der Mischung

Risikoquotient (RQ)

Fig. 3 Héchste, mittels chemischer und biologischer Analytik bestimmte
Risikogquotienten (RQ). Die Summe der dargestellten RQ macht
> 96% der Summe aller RQ aus. Die farbliche Klassierung wurde
gemdss Tab. 1 vorgenommen: blau = sehr gut, griin = gut, orange
= unbefriedigend

Quotients de risques les plus €levés déterminés par voie analytique
et biologique (RQ). La somme des RQ représentés est > 96%
de la somme de tous les RQ. La classification en couleurs a été
réalisée selon le tab. 1: bleu = trés bon, vert = bon, orange =
médiocre
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tanzen das Mischungstoxizitatsrisiko der Probe effektiv senken
wiirde. Durch eine zuséatzliche Ozonung konnte dies tatsdchlich
erreicht werden [21]: Der RQ fiir Diclofenac konnte von 0,92 auf
< 0,02 und der fiir EEQ von 2,09 auf 0,16 reduziert.

SCHLUSSFOLGERUNGEN UND EMPFEHLUNGEN

Anders als zum Zeitpunkt des Workshops gibt es jetzt prag-
matische und praxisorientiere Ansdtze zur Bestimmung der
Mischungstoxizitat fiir Gewdsserproben. Pragmatisch inso-
fern, weil sie auf wenigen Daten beruhen und daher nicht ex-
akt sein konnen, aber das Risiko der Mischungstoxizitat eher
(leicht) tiber- als unterschdtzen. Allerdings kann nur das Ri-
siko analytisch erfasster Substanzen beriicksichtigt werden.
Auch Substanzen, die erfasst werden, aber fiir die keine Oko-
toxizitatswerte vorliegen, konnen nicht in die Risikobewer-
tung einfliessen. Dies sind vor allem Arzneimittel und Trans-
formationsprodukte [24]. Hier besteht Handlungsbedarf. In
diesen Punkten ist die Methode lediglich eine Erweiterung
der auf Einzelsubstanz-Toxizitdt basierenden Beurteilung der
Gewasserqualitat. Die Ergdnzung des chemisch-analytischen
Ansatzes um einen biologischen Ansatz, wie sie hier fiir
EEQ gezeigt wurde, ist eine Moglichkeit, die Unsicherheit zu
verringern.

Neben den natiirlichen und synthetischen Ostrogenen gibt
es weitere Substanzgruppen, die so tiefe QK haben, dass sie
mit einer chemischen Analytik nur schwer erfasst werden
konnen. Dazu gehoren zum Beispiel die Pyrethroid-Insek-
tizide. Cypermethrin, ein Vertreter dieser Substanzgruppe,
der gerade in die Liste der prioritiren Substanzen unter der
EU-Wasserrahmenrichtlinie aufgenommen wurde, hat einen
CQOK von nur 80 pg/l. Dies ist eine Konzentration, die mit gan-
gigen Analysemethoden nicht quantifiziert werden kann. Leider
gibt es zur Zeit noch keinen In-vitro-Biotest, der diese Sensitivi-
tatsliicke schliessen konnte. Im Fall von Gewassern, fiir die der
Verdacht gehegt wird, dass solche Substanzen in 0kotoxikolo-
gisch wirksamen, aber nicht analytisch nachweisbaren Konzent-
rationen vorkommen, sollte daher auch die Anwendung von 6ko-
toxikologischen Tests mit ganzen Organismen erwogen werden,
z.B. mit den Arten, auf denen das jeweilige QK basiert. Im Fall
von Cypermethrin wére daher ein Test mit dem Bachflohkrebs
Gammarus pulex zu empfehlen.

Anhand des vorgangig beschriebenen Fallbeispiels wird deut-
lich, dass die klassische Einzelstoffbeurteilung bei gewissen
Gewdasserproben zu einer Unterschitzung des tatsdchlichen
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Risikos fiihrt. Mithilfe des Entschei-
dungsbaumes konnen solche Proben mit
relativ wenig Aufwand identifiziert und
anschliessend die besonders betroffe-
nen taxonomischen Gruppen bestimmt
werden. Risikominderungsmassnahmen
konnen schliesslich gezielt auf die Subs-
tanzen zugeschnitten werden, die haupt-
sdchlich fiir die Mischungstoxizitit der
Probe verantwortlich sind. So tragt der
Entscheidungsbaum dazu bei, die zur
Verfiigung stehenden Ressourcen mog-
lichst fokussiert einzusetzen.
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