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Abbautest-Biotest-Industrieabwasser — Screening (ABIScreen)

1 Ausgangslage

In der Schweiz fehlt es bisher an Erfahrungen bei der Untersuchung von industriellen Abwassern
mit Biotests. Die «Ubersichtsstudie zum Einsatz von Biotests fiir die Charakterisierung von In-
dustrieabwasser in der Schweiz» der FHNW im Auftrag des Bundesamts fir Umwelt (BAFU)
ergab, dass nur wenige Betriebe Biotests zur Untersuchung ihrer Abwasser einsetzen. Der Aus-
tausch mit einzelnen Betrieben zeigte, dass in der Praxis Interesse und Bedirfnis fir den Einsatz
von Biotests besteht. Fur den praktischen grossflachigeren Einsatz von Biotest ist es aber not-
wendig, eine anwendungsorientierte Vorgehensempfehlungen zur Verfligung zu haben.

Im Auftrag des BAFU entwickelte die FHNW die Methodik «Abbautest-Biotest-Industrieabwasser

Screening (ABIScreen)» zur Untersuchung von Industrieabwasser mit Biotests.

2 ABIScreen-Methodik

Die Methodik «Abbautest-Biotest-Industrieabwasser Screening (ABIScreen)» wurde auf Grund-
lage der gewonnenen Erkenntnisse aus der «Ubersichtsstudie zum Einsatz von Biotests fiir die
Charakterisierung von Industrieabwasser in der Schweiz» entwickelt. Die vorgeschlagene AB-
IScreen-Methodik enthalt Vorgehensempfehlungen und Interpretationshilfen zu folgenden Unter-

suchungsschritten fur eine 6kotoxikologische Charakterisierung von Industrieabwassern:

Abbautests zur Abschatzung des Gehalts persistenter Substanzen nach biologischem Abbau
Nitrifikationshemmtests zur Abschéatzung der ARA-Toxizitét

Erfassung und Anpassung von abiotischen Parametern zur Vermeidung von Matrixeffekten

P 0N PR

Biotests zur Abschatzung der Okotoxizitat

In ABIScreen wird die Abwasserprobe in einen Abbautest (1.) Gberfuhrt, nachdem die Probe
neutralisiert oder verdinnt wurde, um die abiotischen Faktoren wie pH, Leitfahigkeit und DOC
(Dissolved Organic Carbon) an die Anforderungen des Abbautests anzupassen. Nach der Durch-
fuhrung des Abbautests (z.B. Zahn-Wellens-Test ZWT oder Alternativer Inharenter Abbautest
AIA) wird der Anteil an persistenten Substanzen gemessen (refraktarer organischer Kohlenstoff

ROC), die in den Abwasserproben verbleiben und die prozentuale Abbaurate bestimmt.
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Unter Zugabe einer Stickstoff(N)- und/oder Kohlenstoff(C)quelle kann innerhalb des Abbautests
zusatzlich abgeschéatzt werden, ob die Probe fir die ARA-Biologie toxisch ist (2.). Werden die
zugegebenen Substrate im Nitrifikations- und im Respirationshemmtest nicht genligend abge-
baut, ist anzunehmen, dass nitrifikations- bzw. respirationshemmende Inhaltsstoffe in der Abwas-

serprobe enthalten sind, was Hinweise auf eine mogliche ARA-Toxizitat gibt.

Die abgebaute Abwasserprobe wird erneut auf inre chemisch-physikalische Parameter Uberpruft
und durch Verdinnung oder Neutralisierung an die ermittelten Toleranzbereiche der Biotestorga-
nismen angepasst, um Matrixeffekte in den Biotests zu vermindern (3.). Matrixeffekte kdnnen
durch Abweichungen von abiotischen Parametern in einer Probe entstehen, beispielsweise durch
erhohte Salzkonzentrationen oder tiefe bzw. hohe pH-Werte. Im Biotest kann ohne eine Adapta-
tion an die Toleranzbereiche nicht ausgeschlossen werden, dass gemessene Effekte durch die
abiotischen Parameter und nicht durch die enthaltenen Abwasserinhaltsstoffe verursacht wurden.

Im letzten Schritt wird eine Verdunnungsreihe der Abwasserprobe mittels einer Biotestbatterie
bestehend aus einem Leuchtbakterientest, einem Algentest und einem Daphnientest sowie nach
Mdglichkeit einem Mutagenitatstest (Ames-Test) untersucht und die Toxic Units (TU) ermittelt

4.).
Werden bei einer Abwasserprobe toxische Effekte ausgemacht (Stufe 1), kbnnen bei ABIScreen
in Stufe 2 weitere Untersuchungen von einzelnen Produktionslinien erfolgen (z.B. Biotests oder

chemische Analysen), um den Ursprung der Toxizitat zurtick an die Quelle zu verfolgen.

In Abbildung 1 ist das schrittweise Vorgehen bei ABIScreen dargestellt; dessen einzelne Be-

standteile werden in den folgenden Kapiteln im Detail behandelt.
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Abwasser aus einzelnen

Produktionslinien
3. Abictische Parameter an 4. Okotoxizitat
Toleranzbereiche Biotests
anpassen
= pH ﬁz Leuchtbakterientest
= Leitfahigksit
Persistenz
Vorbehandeltes Abwasser 1 '. [ ]
nach Sedimentation, L _ Daphnientest
Neutralisation, Ozonierung, » d
Aktivkohlefilterung efc.
Algentest
Abbautest
z B. Zahn-Wellens-Test
Anpassung von nach OECD 302 B / ~
+ pH (6.5-8) Stucki-Test / Ames-Test
= Leitfahigkeit (max. 20 mS/cm) Alternativer inharenter
= DOC Abbautest AlA o.a =it
durch Meutralisation /Verdinnung. ARA-Toxizitat
2 Zugabe einer

C- oder N-Quelle im Abbautest
(Respirationshemmtest nach
OECD 209 und/oder
Nitrifikationshemmtest nach
I1SO 9509)

Abbildung 1 Vorgehen nach ABIScreen. Die Untersuchungsschritte (1. - 4.) werden im Text erlautert und in den nachfolgenden Kapiteln detailliert beschrieben.

Seite 6/31



2.1 Abbautests zur Abschéatzung der Persistenz

Industrielle Abwasserproben variieren in ihrer Zusammensetzung von organischen und anorga-
nischen Stoffen erheblich und beinhalten sowohl biologisch gut abbaubare als auch persistente
Substanzen. Letztere werden in einer ARA nicht abgebaut. Der Fokus in ABIScreen liegt darauf,
zu identifizieren, ob das untersuchte Industrieabwasser persistente und toxische Substanzen be-
inhaltet. Fur die Abschéatzung der Persistenz und die anschliessende Durchfiihrung von Biotests
mussen die Abwasserproben in einem Abbautest vorgéngig abgebaut werden. Um die biologi-
sche Reinigung in der ARA zu simulieren, werden aktuell in ABIScreen zwei unterschiedliche
Abbautestmethoden eingesetzt: der standardisierte Zahn-Wellens-Test (ZWT nach OECD 302 B)
und der neu entwickelte «Alternative Inharente Abbautest (AlA)» (nach Schéfer und Thomann
2021). In beiden Testansatzen wird das Erreichen eines Plateaus der DOC-Abbaubarkeit (mind.
70% Abbau) angestrebt. Eine gute Abbaubarkeit liegt bei mindestens 85% Reinigungseffekt (ge-
mass Anhang 3.1 GSchV).

2.1.1 Zahn-Wellens-Test (ZWT)

Der Zahn-Wellens-Test (hach OECD 302 B / EN 1SO 9888-L25 1999-11) wurde urspringlich
entwickelt, um die Abbaubarkeit von Einzelsubstanzen zu untersuchen. In Ermangelung alterna-
tiver Testmethoden wird er seit Jahrzehnten auch haufig zur Bestimmung der biologischen Ab-
baubarkeit von unspezifischen Abwasserinhaltsstoffen durch aerobe Mikroorganismen einge-
setzt. Der Zahn-Wellens-Test (im Folgenden ZWT genannt) ist daher die haufigste verwendete
Methode, um zu priifen, ob der Gehalt an l8slichen organischen Substanzen in einer Probe (Dis-
solved Organic Carbon DOC) Uber einen definierten Zeitraum von 28 Tagen biologisch abgebaut
wird. Das zu untersuchende Abwasser wird einem vorzugsweise an das spezifisch zu untersu-
chende Betriebsabwasser adaptierten Belebtschlamm ausgesetzt und Uber die gesamte Test-
dauer beliftet. Die biologische Abbaubarkeit wird tber die Abnahme des DOC Uber die gesamte
Testdauer ermittelt. Proben mit hohen DOC-Gehalten und/oder hoher Leitfahigkeit mussen fur
den Zahn-Wellens-Tests entsprechend verdiinnt werden. Folgende Werte sind dabei einzuhalten
(nach OECD 302 B):

= DOC-Gehalt < 400 mg/l
= pH®6.5bispHS8

= Leitfahigkeit < 32 mS/cm
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2.1.2 Alternativer Inharenter Abbautest (AIA)

Aufgrund der langen Testdauer von 28 Tagen des Zahn-Wellens-Tests, wurde an der FHNW in
der Arbeitsgruppe Umwelt- und Wassertechnologie von Michael Thomann im Auftrag des BAFU
eine verkurzte Testmethodik zur Abschatzung der biologischen Abbaubarkeit entwickelt. Im Ver-
gleich zum klassischen Zahn-Wellens-Test wird den Abwasserproben im verkirzten Alternativen
Inharenten Abbautest (im Folgenden AIA genannt) eine gréssere Menge Belebtschlamm (3 g bis
5 g TS Belebtschlamm) zugegeben, die einerseits den Abbau der organischen Substanzen durch
die Belebtschlammbakterien beschleunigt und andererseits die Realitat auf der ARA besser wi-
derspiegelt. So kann eine biologische Abbaubarkeit von Uiber 70% bereits ab einer Testdauer von
7 bis 14 Tagen erreicht werden (bis zur Erreichung eines «Abbauplateaus» bzw. einer Sattigung
der Abbaukurve). Innerhalb des AIA werden aktuell die chemisch-physikalischen Parameter ana-
log zum ZWT angepasst, um die beiden Testmethoden miteinander vergleichen zu kénnen. Fol-

gende Werte sind dabei einzuhalten (nach Schafer und Thomann 2021):

= DOC-Gehalt <400 mg/l
= pH®6.5bispHS8
= Leitfahigkeit < 20 mS/cm

Die Methodik fiir den AlA ist zurzeit noch in Entwicklung. Eine detaillierte Projekt- und Metho-
denbeschreibung ist im Bericht von Schéafer und Thomann festgehalten (Schafer und Thomann
2021). Kunftige Weiterentwicklungen der Testmethodik sehen Abweichungen in den Parame-
tern vor (z.B. h6here DOC-Werte).

2.2 Nitrifikations- und Respirationshemmtests zur Abschéatzung der ARA-Toxizitat

2.2.1 Nitrifikationshemmtest nach ISO 9509:2006

Der Nitrifikationshemmtest mit Belebtschlamm nach ISO 9509:2006 untersucht die Auswirkung
von Substanzen oder Proben auf die nitrifizierenden Bakterien. Die Nitrifikanten im Be-
lebtschlamm sind aufgrund ihrer langen Generationszeit besonders anfallig auf toxische Substan-
zen. Der Nitrifikationshemmtest kann in Kombination mit dem Abbautest durchgefuhrt werden
(z.B. Zahn-Wellens- oder Stucki-Test, siehe Stucki 2000). Auch bei der Weiterentwicklung des
AlA ist es geplant, den Nitrifikationshemmtest unter Zugabe einer N-Quelle in den Abbautestan-
satz zu integrieren. Die zu Uberprifende Substanz oder Abwasserprobe wird dabei mit einem
Ammoniumsulfat-haltigem Na&hrmedium versetzt und wahrend 4 Stunden inkubiert. Anschlies-

send wird die Konzentration von Ammonium, Nitrat und Nitrit in der filtrierten Probe bestimmt. Um
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die Nitrifikationshemmung zu bestimmen, werden die Resultate mit den in einem Blindansatz er-
mittelten Konzentrationen von Ammonium Nitrat und Nitrit verglichen. Daraus ergibt sich die Hem-
mung in Prozent, welche sich als ECso-Wert (siehe 2.5) ausdriicken lasst (siehe auch Schafer
und Thomann 2021).

2.2.2 Respirationshemmtest nach OECD 209

Der Respirationshemmtest nach OECD 209 untersucht die Auswirkung einer Testsubstanz oder
eines Abwassers auf die Gesamtheit der Belebtschlamm-Mikroorganismen. Dabei wird Be-
lebtschlamm mit einem gut abbaubaren Medium (Kohlenstoffsubstrat) versetzt, um den Anteil
Sauerstoff zu untersuchen, der durch den Abbau verbraucht wird. Der Respirationshemmtest
kann unter Zugabe der Kohlenstoffquelle in den Abbautest integriert werden (z.B. nach Stucki,
siehe Stucki 2000). Auch bei der Weiterentwicklung des AlA ist es geplant, den Respirations-

hemmtest unter Zugabe einer C-Quelle in den Abbautestansatz zu integrieren.

2.3 Anpassung von abiotischen Parametern zur Vermeidung von Matrixeffekten in Bi-
otests

2.3.1 Matrixeffekte

Matrixeffekte konnen durch Abweichungen der Grundanforderungen eines Biotests entstehen,
z.B. wenn abiotische Parameter in einer Probe nicht im organismusspezifischen Toleranzbereich
der Testorganismen liegen. Beispielsweise konnen das Auftreten einer hohen Salzkonzentra-
tion/Leitfahigkeit oder starke Abweichungen des pH mdglicherweise die Ergebnisse der Biotests
beeinflussen, da sie selbst Effekte in den Testorganismen auslésen kbnnen. Wenn ein Abwasser
beispielsweise stark salzhaltig ist, kann im Biotest nicht unterschieden werden, ob gemessene
Toxizitatseffekte durch das Salz und/oder durch toxische Stoffe in der Probe ausgeltst wurden.
Deshalb wird in ABIScreen ein Ansatz vorgeschlagen, bei dem Abwasser so verdinnt werden,
damit die jeweiligen organismusspezifischen Toleranzbereiche bei der Durchfiihrung von Biotests
eingehalten werden. Dadurch kdnnen falsch-positive Ergebnisse vermieden werden, allerdings
wird es dadurch unvermeidlich, dass die Proben nur nach einer vorgenommenen Verdinnung

untersucht werden kénnen.
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Um Matrixeffekte in den Biotests auszuschliessen, werden vor der Testdurchfihrung die chemi-
schen und physikalischen Parameter der Abwasserproben bestimmt und mit Werten verglichen,
die in experimentellen Voruruntersuchungen zur Abschéatzung der Toleranzbereiche fiir die Or-
ganismen aus der Biotestbatterie von ABIScreen an der FHNW ermittelt wurden (siehe Anhang).
Folgende Parameter werden nach Durchfiihrung der Abbautests in den abgebauten Proben spe-

zifisch gemessen:

= DOC [mg/l]: In den durchgefuhrten Voruntersuchungen konnten Auswirkungen eines erhoh-
ten DOC-Gehalts auf die Biotestorganismen in ABIScreen ausgeschlossen werden. Auf-
grund der vorgenommenen Verdiinnungen im Abbautest zur Anpassung des DOC (=< 400
mg/l) und/oder dem erfolgten biologischen Abbau, sind zudem keine hohen DOC-Werte

mehr zu erwarten.

= pH: Der pH wird bei der Durchfiihrung des Abbautests eingestellt (pH 6.5 bis pH 8) und es
sind keine bedeutenden Abweichungen in den abgebauten Proben zu erwarten. In den
durchgefuhrten Voruntersuchungen konnte ausgeschlossen werden, dass bedeutende Ab-
weichungen des pH von gesetzlichen Anforderungen gemass GSchV (pH 6.5 bis pH 9) ei-
nen Einfluss auf Leuchtbakterien und Daphnien haben. Lediglich im Algentest konnten auf-
grund von Abweichungen des pH > 7.5 Effekte beobachtet werden, weshalb basischere
Proben fiir den Algentest auf pH 7.5 angepasst werden sollten.

= Leitfahigkeit [mS/cm]: Erhohte Leitfahigkeitswerte kbnnen einen hemmenden Effekt auf alle

Testorganismen ausiiben. Die berlicksichtigten maximalen akzeptable Leitfahigkeitswerte
(LF) far die einzelnen Testorganismen wurden in Voruntersuchungen an der FHNW anhand

des ECy experimentell bestimmt und wie folgt festgelegt:
- Leuchtbakterientest: max. LF. = 40 mS/cm

- Daphnientest: max. LFp = 6 mS/cm

- Algenwachstumshemmtest: max. LFA = 6 mS/cm

Eine Ubersicht der organismusspezifischen Toleranzbereiche fiir die Leitfahigkeit und den pH der
Testorganismen in ABIScreen ist in Tabelle 1 ersichtlich. Die tolerierten Bereiche fur weitere ex-

perimentell ermittelte Parameter (DOC; NO», NH4, SO>) sind im Anhang zusammengefasst.
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Tabelle 1 Ubersicht der Toleranzbereiche und der daraus abgeleiteten Grenzwerte fiir die Leitfahigkeit und pH fiir die
unterschiedlichen Testorganismen in ABIScreen.

TESTORGANIS- PARAMETER EC>< BEREICH EC>< GRENZWERTE
MUS (BASIS)
EC
N 50 7.17-7.89
6
Daphnia magna LEETIE NS EC,, 6.20 - 6.23
[mS/cm] (EC,p)
EClO 5.38-5.74
EC
Pseudokirchneriella Leitfahigkeit ECSO 8.50-10.47 6
subcapitata [mS/cm] 20 7:31-9.35 (EC,p)
EC,, 6.67 —8.75 20
EC
P 50 54.26 — 87.00
40
Aliivibrio fischeri R EC, 4019 - 76.17 (EC)
EC,, 33.87 -70.47 2y
ECs 4.88/11.11 650
Daphnia magna pH (tief / hoch) EC,, 4.94/11.05 (G.SchV)
EC,, 4,97 /11.03
EC
. . 50 3.89/9.38
6.5-75
Pseudokirehneriella  pH (iief / hoch) EC,, 3.87/7.68 (EC.)
P EC,, 4.01/6.84 20
ECs 4.06/10.84 65_9
Aliivibrio fischeri pH (tief / hoch) EC,, 41411074 Goa)
EC 4.23/10.69

10

2.3.2 Verdinnung der Abwasserproben

Die Grunderkenntnisse Uber Matrixeffekte (siehe 2.3.1) lassen sich auch fiir den Belebtschlamm
in den Abbautests Ubertragen. Fir die Durchfiihrung der beiden Abbautests miissen die Parame-
ter DOC, pH und Leitféahigkeit gemass ABIScreen ebenfalls angepasst werden, wenn diese von
folgenden Testanforderungen abweichen (nach OECD 302 B; Stucki 2000; Schéafer und Thomann
2021):

= DOC <400 mgl/l
= pH®6.5bispHS8
= Leitfahigkeit < 20 mS/cm

Die Verdunnungsschritte in ABIScreen, die fur die Durchfihrung des Abbautests erfolgen, werden

im Verdunnungsfaktor Y (VF Y) zusammengefasst.

Proben mit einer Leitfahigkeit oberhalb des organismusspezifischen Toleranzbereichs nach dem

Abbautest missen zusatzlich verdinnt werden, bevor sie mittels Biotests untersucht werden.
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Eine Verdunnung erfolgt entweder innerhalb der Testdurchfihrung geméass den Anforderungen
in der Testguideline (betrifft den Algen- und Leuchtbakterientest, siehe auch 3.1 fur weitere Er-
lauterungen) oder aber um die Toleranzbereiche der Testorganismen beziiglich Leitfahigkeit ein-
zuhalten (v.a. im Algen- und Daphnientest, siehe dazu 2.3.1). Die Verdunnungsschritte, die fur
die Durchfuhrung der Biotests erfolgen, werden im Verdinnungsfaktor X (VF X) zusammenge-

fasst.

Alle Verdiinnungsschritte (Verdinnungsfaktor VF XY), die zur Anpassung der Leitfahigkeit bzw.
zur Einhaltung des DOC-Gehaltes im Abbautest und/oder Biotest vorgenommen wurden, werden
schliesslich bei der Ermittlung der erhobenen Toxizitatswerte (Toxic Units TU; siehe 2.5) bertck-

sichtigt.

2.4 Biotests zur Abschétzung der Okotoxizitéat

Okotoxikologische Biotests werden verwendet, um Effekte von Substanzen und Stoffgemischen
bzw. das toxische Potential von Abwéassern abzuschétzen. In Biotests werden lebende Zellen,
Organismen oder Gemeinschaften eingesetzt, um deren Reaktion auf eine Exposition zu messen
(Fent 2013). Dazu werden Modellorganismen (wie z.B. einzellige Algen, Wasserflohe, Bakterien
usw.) der zu untersuchenden wassrigen Probe in unterschiedlichen Verdinnungsstufen ausge-
setzt. Zu definierten Zeitpunkten wird jeweils ein festgelegter Endpunkt (z.B. Wachstum, Lebens-
fahigkeit, Schwimmfahigkeit, Entwicklung etc.) bestimmt und fiir jede Verdinnungsstufe in eine
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (siehe 2.5) aufgetragen. Durch den Einsatz verschiedener
Biotests mit unterschiedlichen Testorganismen (Biotestbatterie), werden Auswirkungen auf ver-

schiedenen biologischen Ebenen und mit unterschiedlichen Wirkungsweisen bericksichtigt.

Die ABIScreen-Methodik setzt auf eine Biotestbatterie bestehend aus bewéhrten Testsystemen
zur Untersuchung von Abwasserproben (Algentest, Daphnientest, Leuchtbakterientest) fir die
Abschatzung der Gesamttoxizitat einer gereinigten Abwasserprobe. Die ausgewahlten Testsys-
teme wurden bereits in mehrere Studien zur Untersuchung von Abwasserproben erfolgreich ein-
gesetzt. Zur Abschatzung von mutagenen Effekten einer Abwasserprobe ist es kiinftig auch még-
lich, den Ames-Test in die Biotestbatterie von ABIScreen aufzunehmen. Die innerhalb ABIScreen
vorgeschlagene Biotestbatterie wurde in der Ubersichtsstudie als geeignet fiir die Untersuchung

von Industrieabwasserproben identifiziert (Klaus und Langer 2021).
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2.4.1 Biologische Testmethoden in ABIScreen

2.4.1.1 Algenwachstumshemmtest mit Pseudokirchneriella subcapitata (Algentest)

Der Algenwachstumshemmtest basiert auf der Guideline «Water quality — Algal growth inhibition
test on microplate with unicellular green fresh water algae — Draft Version». Aufgrund von Adap-
tionen in der Testdurchfihrung fur die Anwendung mit Abwasserproben, besteht die Testguide-
line aktuell noch als Entwurf (zzt. in Prifung fur Standardisierung). Der Algentest dient der Be-
stimmung der Wachstumshemmung der einzelligen Griinalge Pseudokirchneriella subcapitata
durch Abwasserproben. Dazu werden einzellige Algen im exponentiellen Wachstum Uber einen
definierten Zeitraum (72 Stunden) verschiedenen Konzentrationen der Abwasserprobe in 24-
Well-Mikroplatten ausgesetzt. Die Hemmung ergibt sich aus der Abnahme der Wachstumsrate
der Algen in der Probe verglichen mit der Wachstumsrate der Algen in der Negativkontrolle unter
gleichen Wachstumsbedingungen. Die Berechnung der Wachstumsrate erfolgt mittels der Be-
stimmung der Algen-Biomasse durch Messung der in vivo Chlorophyll-Fluoreszenz.

2.4.1.2 Akuter Toxizitatstest mit Daphnia magna straus (Daphnientest)

Der akute Toxizitatstest mit Wasserflohen wird gemass 1SO-Standard «Wasserbeschaffenheit —
Bestimmung der Hemmung der Beweglichkeit von Daphnia magna straus (Cladocera, Crustacea)
— Akuter Toxizitats-Test (EN_ISO_6341:2012)» durchgefihrt. Der akute Daphnientest beschreibt
das Testverfahren, um die akute Toxizitat von Chemikalien, Wassern und Abwaéassern auf den
grossen Wasserfloh D. magna zu bestimmen. Dabei wird die Schwimmunféhigkeit resp. die Im-
mobilisation von D. magna nach 24-stiindiger und 48-stiindiger Exposition in verschiedenen Pro-

benverdiinnungen der Probe ermittelt und mit einer Negativ-Kontrolle verglichen.

2.4.1.3 Microtox®-Assay mit Aliivibrio fischeri (Leuchtbakterientest)

Der Leuchtbakterientest bzw. das Microtox®-Assay wird gemass der «Standard Operational Pro-
cedure of Microtox-Assay with the Kit from EBPI» durchgefiihrt. Diese basiert auf der ISO Stan-
dard EN_ISO_11348-3:2008. Der Test beruht auf der Hemmung der natirlichen Biolumineszenz
des marinen Bakteriums A. fischeri durch toxische Substanzen und Stoffgemische. Dazu wird die
Biolumineszenz der Bakterien zu Beginn des Tests, d.h. unbehandelt, und nach 30-mindtiger

Inkubation mit der Abwasserprobe gemessen und miteinander verglichen.

2.4.1.4 Ames-Test auf der Mikroplatte mit Salmonella typhimurium
Der Ames-Test auf der Mikroplatte wird geméss OECD 471 durchgefiihrt. Im Ames-Test werden
meist modifizierte Stamme von Salmonella typhimurium zum Nachweis mutagener Verbindungen

verwendet. Durch Mutationen im Histidin-Operon sind die Bakterien nicht mehr in der Lage, die
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entsprechende Aminoséure zu produzieren. Diese Mutationen fihren zu Zellen, die nur wachsen
kénnen, wenn Histidin von extern zugefihrt wird. Das mutagene Potenzial einer Testprobe wird
ermittelt, indem man die Zellen verschiedenen Konzentrationen der Probe fur 48 bis 72 Stunden
aussetzt und danach mittels eines histidinfreien Mediums selektiert. In diesem Medium tberleben
und wachsen nur diejenigen Zellen, bei denen aufgrund eines mutagenen Reversionsereignisses
Mutationen innerhalb des Gens verursacht und damit wieder beféahigt wurden, Histidin zu produ-
zieren. Die Anzahl rickmutierter Kolonien wird anschliessend mit der Anzahl der spontanen Re-
vertantenkolonien einer Negativkontrolle verglichen. Es werden hierbei verschiedene Salmonella
Stamme eingesetzt (z.B. TA 100/98) und bedarfsweise mit einer Erganzung eines S9-Mix gemes-
sen. Durch den S9-Mix werden zusatzlich metabolisierende Sauger-Enzyme zugefiigt, wodurch

die Stoffe auch nach Bioaktivierung untersucht werden konnen.

2.5 Auswertung

Die Datenbearbeitung der einzelnen Tests erfolgt in Microsoft Excel. Die Auswertung der Rohda-
ten und die daraus ermittelten Toxic Units werden in der Statistik Software «GraphPad Prism
9.02» von GraphPad Software Inc durchgefuhrt. Die Ermittlung der Toxic Units (TU) orientiert sich
an folgendem Vorgehen:

=  Konzentrations-Wirkungs-Beziehung: Die in den Biotests ermittelten Effekte in den unter-

schiedlichen Verdiinnungen der Abwasserprobe werden in eine Konzentrations-Wirkungs-
kurve uberfuihrt. Konzentrations-Wirkungskurven beschreiben die Abhangigkeit toxikologi-
scher Wirkungen von der Konzentration einer Abwasserprobe. Dafiir werden in einem Dia-
gramm die Haufigkeit einer Wirkung (in Prozent) gegen den Logarithmus der Verdliinnung

der Abwasserprobe aufgetragen.

= Effektkonzentration ECx: Die Effektkonzentration ECx ist die Konzentration oder der Anteil

der Probe in Prozent, bei der innerhalb eines definierten Zeitraums bei X% der untersuchten
Organismen ein induzierbarer Effekt (= Endpunkt wie z.B. Letalitat, Immobilisation oder
Wachstumshemmung) auftritt. Haufig werden in der Okotoxikologie fiir die Angabe der Toxi-
zitat die Effektkonzentrationen ECso und EC40 angegeben. Bei akuten Tests kommt eher der
ECso (= Konzentration oder Verdinnungsstufe, bei der bei 50% der Organismen der defi-
nierte Effekt auftritt), bei chronischen Tests der EC1o oder ECy zu tragen. Je niedriger der
ECx-Wert ausfallt, d.h. je tiefer die gemessene Konzentration der Probe ist, bei der ein X%

Effekt auftritt, desto toxischer ist die zu untersuchende Probe einzuordnen.
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= Toxic Units (TU): Der ECso-Wert wird in der Literatur alternativ als Toxic Units (TU) angege-

ben. Toxic Units werden haufig als Einheit fiir die Toxizitat von Abwasserproben eingesetzt.

Bei ABIScreen werden daher die erhobenen ECso-Werte in TU umgerechnet. Die Toxic

Units werden mit der Formel berechnet: TU = % Je hoher der TU-Wert ist, desto toxi-

scher ist das Abwasser zu bewerten, da dieses noch in tiefen Konzentrationen Effekte in

den Biotests auslost.

2.6 Einordnung von erhobenen Toxic Units (TU)

Fur die Einordnung der in den Biotests erhobenen Toxic Units werden in der praktischen Anwen-
dung Schwellenwerte oder Richtwerte wichtig werden, die aufzeigen, ab wann eine Abwasser-
probe als problematisch eingestuft wird. Da Industrieabwasserproben zudem aufgrund von er-
hdhten Salzkonzentrationen haufig verdinnt werden missen, ist die vorgenommene «Salzkor-
rektur» (durch Probenverdinnung, reprasentiert durch den Verdinnungsfaktor VF XY, siehe

2.3.2) in der Interpretation der Toxizitatswerte zu beriicksichtigen.

2.6.1 Vorschlag Einordnung inkl. Salzkorrektur

Bei der Entwicklung von ABIScreen wurde exemplarisch ein Vorschlag fur die Einordnung der
Toxic Units und die Bertcksichtigung der Salzkorrektur erarbeitet (siehe Abbildung 2). Die in Ab-
bildung 2 vorgeschlagenen Schwellenwerte sind lediglich als Default zu verstehen und mussen
Zu gegebenem Zeitpunkt, unter Einbeziehung diverser Faktoren festgelegt werden (siehe auch
2.6.2). Der Vorschlag geméass Abbildung 2 sieht folgendes Vorgehen vor:

1. Die abgebaute Abwasserprobe aus dem Abbautest, um den Verdinnungsfaktor VF Y ver-
dunnt, wird vor der Durchfiihrung der einzelnen Biotests auf ihre Leitfahigkeit tberpraft.

a. Liegt die gemessene Leitfahigkeit im vorgegebenen organismusspezifischen Tole-
ranzbereich des jeweiligen Biotests, wird eine Konzentrations-Wirkungskurve ausge-
hend von der hochsten Konzentration der Abwasserprobe erstellt. Der Verdlinnungs-
faktor VF Y wird dabei in die Verdiinnungsreihe einberechnet (d.h. die hdchste Pro-
benkonzentration wird mit dem VF Y verrechnet und die Verdiinnungsreihe ausge-
hend von dieser angepassten Probenkonzentration erstellt).

b. Liegt die gemessene Leitfahigkeit iber dem organismusspezifischen Toleranzwert fiir
die Leitfahigkeit, wird die Abwasserprobe um den Verdinnungsfaktor VF X verdunnt,
bis sie im organismusspezifischen Bereich liegt. Die Verdiinnungsreihe in der Kon-
zentrations-Wirkungskurve wird anschliessend ausgehend von der hochsten Abwas-

serkonzentration basierend auf den Verdinnungsfaktor VF XY erstellt (d.h. die
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hdchste Probenkonzentration wird mit dem VF XY verrechnet und die Verdinnungs-

reihe ausgehend von dieser angepassten Probenkonzentration erstellt).

2. Durch Auftragen der gemessenen Effekte in den unterschiedlichen Verdinnungsstufen in

eine Konzentrations-Wirkungskurve wird der ECso-Wert bestimmt und mittels der Formel

TU = % in Toxic Units (TU) umgerechnet.

3. Wurden fiur die Proben weder im Abbautest noch in den Biotests Verdinnungen vorgenom-
men, wird folgende Einordnung fur unverdiinnte Proben vorgeschlagen:

a. Es wird kein Effekt (= ECso) im Biotest gemessen oder die erhobenen Toxic Units (TU)
liegen unter dem definierten Schwellenwert (im vorliegenden Beispiel: TU < 2). In die-
sem Fall wird das Abwasser als nicht problematisch eingestuft.

b. Es werden Effekte (= ECso) im Biotest gemessen und die erhobenen Toxic Units (TU)
liegen oberhalb des definierten Schwellenwerts (im vorliegenden Beispiel: TU > 2).
Das Abwasser wird als problematisch eingestuft, weshalb eine Einleitung in die ARA
Uberdacht und eine Ursachensuche in Erwagung gezogen werden sollte.

4. Wourden die Proben im Abbautest und/oder in den Biotests (aufgrund der vorgegebenen Test-
verdiinnungen und/oder zur Einhaltung der organismusspezifischen Toleranzbereiche) ver-
diunnt, ist folgende Einordnung fir verdiinnte Proben (um Verdinnungsfaktor VF XY) zu be-
ricksichtigen:

a. Es wird kein Effekt (= ECso) im Biotest gemessen. In diesem Fall wird das Abwasser
als nicht problematisch eingestuft (im vorliegenden Beispiel: auch wenn TU > 2).

b. Es werden Effekte (= ECso) im Biotest gemessen und die erhobenen Toxic Units liegen
oberhalb des Verdunnungsfaktors XY (TU = XY). Das Abwasser wird als problema-
tisch eingestuft, weshalb eine Einleitung Uberdacht und eine Ursachensuche in Erwa-

gung gezogen werden sollte.
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Abwasser aus
Abbautest
um Faktor Y
verdinnt

Leuchtbakterientest

Daphnientest

Algentest

Ames-Test

Leitfahigkeit in
Verdiinnungsstufe 1 messen

Verdunnungsreihen m

100 % =
% Abwasser aus
Abbautest
100 % Abwasser L
50 % Abwasser
25 % Abwasser

EFFEKT %
;

TU =100/

0%
12.5 % Abwasser
O usw
+—»
| nanans ] Leitfahigkeit liegt im
organismusspezifischen
1a. Bereich+
+«—>
asaas|

Leitfahigkeit liegt in Verdiinnungsstufe 1 nicht im
organismusspezifischen Bereich+:

Probe verdiinnen bis Leitfahigkeit im organismusspezifischen Bereich+

liegt und anschliessend Verdinnungsreihe ausgehend von dieser
Verdunnung (= X) herstellen

KONZENTRATION ABWASSER %

+Maximalwerte der geduldeten Leitfahigkeit (LF) far
Daphnien (D), Algen (A)und Leuchtbakterien (L)

LFp= 6 mS/cm

LF.=6 mS/cm

(Die Maximahverie basieren auf experimentell ermittelten

EC.y-Werten)

LF.= 40 mS/cm

#Die fiir eine Einleitung maximal zugelassenen TU berechnen sich aus dem
Verdannungsfaktor Y fir die Durchfilhrung des Abbautests und der

Verdunnungsstufe X zur Durchfuhrung des Biotests (inkl. der durchgefuhrten
Testverdinnungen gemass Guideline)

—

——

Effekt (=ECs,) messbar - problematisches Abwasser, deshalb Ursachensuche in Erwéagung ziehen
Effekt (=ECsp) messbar oder nicht = wenn TU < 2, kein problematisches Abwasser

Effekt (=ECs;) messbar < wenn TU 2 XY, problematisches Abwasser, deshalb Ursachensuche in
Erwagung ziehen

kein Effekt (=EC:;) messbar - Abwasser unproblematisch, auch wenn XY > 2

Abbildung 2 Beispielhaftes Vorgehen fur die Interpretation und Einordnung der in den Biotests erhobenen Toxic Units (TU) und die vorgenommenen Verdinnungen aufgrund der Salzkor-
rektur. Die einzelnen Schritte (1. - 4.) sind im Text beschrieben.
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2.6.2 Diskussion der Schwellenwerte

Im Austausch mit Industriebetrieben (z.B. innerhalb des Workshops von Science Industries zwi-
schen Industrie und Forschung vom 15. November 2021) bestatigte sich, dass eine Einordnung
der erhobenen Biotestergebnisse flir die Betriebe wichtig ist. Eine Einordnung erdffnet den Be-
triebsverantwortlichen die Moglichkeit, geeignete Massnahmen innerhalb des Betriebs aufgrund

von Toxizitatsindikatoren zu rechtfertigen und dadurch Handlungsoptionen umzusetzen.

Seitens der Industrie besteht grosstenteils die Erwartungshaltung, dass eine Festlegung von
Schwellenwerten oder spezifische Vorgaben zur Anwendung von Biotests von den Behdrden er-
folgt. Die Anforderung durch die Behorden stehen bei vielen Betrieben im Vordergrund. Einzelne
Betriebe ausserten, dass v.a. die Wasserqualitat des Gesamtabwassers nach der ARA bei der
Einleitung in den Vorfluter von Interesse sei. Es wurde angemerkt, dass freiwillige regelméssige
Untersuchungen mit Biotests von einzelnen Abwasserstréomen unrealistisch waren, sofern dies

nicht von den Behé6rden gefordert wiirde.

Betriebe, die bereits Erkenntnisse mit Biotest gesammelt haben, nutzen aktuell fur die Einordnung
eigene Erfahrungswerte. Hier wurde die Meinung geédussert, dass die Freiheiten bei den Betrie-
ben liegen sollten, die Untersuchungen nach ihren Bedurfnissen einzuordnen und anzuwenden.
Dazu missten jedoch gentigend eigene Daten im Betrieb vorliegen, um die Untersuchungen ein-

schatzen zu kénnen und geeignete Massnahmen umzusetzen.

Zur Festlegung von Schwellenwerten wurde seitens Betriebe vorgeschlagen, sich an der deut-
schen Abwasserverordnung zu orientieren. Gegen die Ubernahme der Grenzwerte aus der deut-
schen Abwasserverordnung spricht jedoch, dass diese den Stand der Technik aus den 70er Jah-
ren widerspiegeln, fur direkteinleitende Betriebe gelten und unterschiedliche Grenzwerte je nach
Branche aufweisen. Bestehende Vorgaben zum Einsatz von Biotests wie z.B. der Guide pour
I'Utilisation des Tests Ecotoxicologiques (Santiago 2002) oder die ehemalige Altlasten-Vollzugs-
hilfe zur Anwendung von 6kotoxikologischen Tests bei Sickerwasser von belasteten Standorten

(BUWAL 1999) kamen ebenfalls als Orientierungshilfe zur Sprache.
Fir eine definitive Festlegung der Schwellenwerte wird seitens FHNW vorgeschlagen, eine Ex-

pertengruppe mit Vertretern und Vertreterinnen aus Industrie, Behérden, Forschung und Dienst-

leistungslaboren zu grinden. Innerhalb dieser Expertengruppe sollte zu einem spateren Zeitpunkt
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beispielsweise auch diskutiert werden, wie unterschiedliche Volumina von anfallenden Abwas-
sern in den Schwellenwerten berlcksichtigt werden kdnnten (siehe 3.2). Hierzu wird es notwendig

sein, eine gute Datengrundlage aus verschiedenen Branchen zur Verfliigung zu haben.

3 Anwendung von ABIScreen in der Praxis

3.1 Anwendungsprufung der ABIScreen-Methodik an Industrieabwasserproben

Die ABIScreen-Methodik wurde bereits fir die Untersuchung von insgesamt 19 Industrieabwas-
serproben erfolgreich eingesetzt, um die Anwendung fiir die Praxis zu priifen und zu optimieren.
Die Abwasserproben stammten aus einem Sonderabfallentsorgungsbetrieb und aus 4 verschie-
denen chemisch-pharmazeutischen Unternehmen. Die Ergebnisse der Untersuchungen und de-
ren Einordnung wurden in den zwei separaten Kurzberichten «Stoffe im gereinigten Abwasser
der chemisch-physikalischen Sonderabfallverwertung» und «Okotoxikologische Charakterisie-
rung von abgebauten Abwassern aus der chemisch-pharmazeutischen Industrie» festgehalten.

3.2 Optimierungen bei ABIScreen

Der erste Vorschlag fur ein Untersuchungskonzept zum Einsatz von Biotests fir die Charakteri-
sierung von Industrieabwasser wurde innerhalb der «Ubersichtsstudie zum Einsatz von Biotest
fur die Charakterisierung von Industrieabwasser» entwickelt (siehe Klaus und Langer 2021). Ba-
sierend auf diesem Vorschlag wurde das Untersuchungskonzept fiir verschiedene Industrieab-
wasserproben geprift (siehe 3.1). Bei der Anwendung wurden einzelne Licken in der Methodik
identifiziert, die analysiert und in der Folge stetig angepasst wurden. Auf diese Weise wurde das
Untersuchungskonzept zu der hier vorgeschlagenen ABIScreen-Methodik weiterentwickelt. Fol-
gendes Verbesserungspotential wurde bei der Anwendung von ABIScreen identifiziert und flhrte
zu bereits durchgeftihrten Optimierungen und Empfehlungen (siehe 1. — 3.) Weitere Liicken sol-
len in weiterfilhrenden Untersuchungen analysiert und durch geeignete Ldsungsansatze ge-

schlossen werden (siehe 4. - 9.):

1. Anpassung Verdinnungsreihen zur Verbesserung der Aussagekraft

Bei der Anwendung der verschiedenen Testsysteme wurden zu Beginn der Untersuchungen Ver-
dunnungsreihen von 1:2 eingesetzt. Dabei werden die Abwasserproben jeweils um die Halfte bis
zur Erreichung der géngigen Anzahl Verdiinnungen je Testsystem verdinnt. Beim Daphnientest
werden Ublicherweise 5 Verdiinnungsstufen, beim Algentest und beim Leuchtbakterientest 8 Ver-

diinnungsstufen vorgeschlagen.
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Bei der Durchfiihrung des Daphnientests mit industriellen Abwasserproben wurde identifiziert,
dass eine zusatzliche Verdiinnung bei 75% Abwasserprobe zu deutlich aussagekraftigeren Kon-
zentrations-Wirkungskurven fihren kann und somit bei der Auswertung der Tests hilfreich ist. Bei
den einzelnen Testsystemen wird daher empfohlen die Verdinnungsreihen geméss Tabelle 2
vorzunehmen. Werden in den Biotests unklare Daten generiert, kbnnen die einzelnen Tests mit
angepassten Verdinnungsstufen wiederholt werden. Bei den vorgeschlagenen Verdinnungsrei-
hen handelt es sich um exemplarische Testverdiinnungen ohne Berlicksichtigung der vorgenom-

menen Verdinnungsfaktoren VF XY.

Tabelle 2 Vorgeschlagene Verdiinnungsreihen fur den Leuchtbakterien-, den Daphnien- und den Algentest mit Abwasserproben in
ABIScreen (exemplarische Verdinnungen der Abwasserproben ohne Bericksichtigung der Verdiinnungsfaktoren VF XY)

LEUCHTBAKTERIENTEST DAPHNIENTEST ALGENTEST

100% 100% 100%

50% 75% 50%

25% 50% 25%

12.5% 25% 12%

6.25% 12.5% 6.25%
3.125% 3.125%
1.5625% 1.5625%
0.78125% 0.7813%

2. Erhdhung der Schwellenwerte im Algentest

Im Algentest wurden teilweise sehr stark hemmende Effekte detektiert. Insbesondere Abwasser-
proben aus der Sonderabfallentsorgungsbranche generierten trotz vorhergehendem Abbautest
und vorgenommenen Verdinnungen aufgrund eines hohen Salzgehalts hohe Toxizitatswerte.
Auch stark verdiinnte Mischproben aus der ARA wiesen messbare hemmende Effekte im Algen-
test auf. Dass es sich beim Algentest um ein sehr sensitives Testsystem handelt, deckt sich auch

mit Erfahrungen aus anderen Untersuchungen (z.B. in der Screeningstudie von Otto et al. 2020).

Der Algentest bildet chronische Effekte ab (Wachstum von Algenzellen mit mehreren Generati-
onszeiten), daher empfiehlt es sich, den kiinftigen Schwellenwert fir den Algentest im Vergleich
zu den anderen akuten Biotests auf einem hdheren Niveau festzulegen. Der vorgeschlagene
Default-Schwellenwert fir den Algentest sollte in ABIScreen auf mindestens TU > 6 festgelegt
werden (im Vergleich zum vorgeschlagenen Default-Schwellenwert von TU > 2 in den anderen

Biotests).
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3. Beriicksichtigung der Testverdinnungen gemass Guideline

Bei der Auswertung und Einordnung der Tests in ABIScreen werden die vorgenommenen Ver-
dunnungen fir die Durchfihrung des Abbautests (um Verdinnungsfaktor VF Y) und die vorge-
nommenen Verdinnungen fur die Durchfihrung der Biotests (um Verdinnungsfaktor VF X) ein-

gerechnet (siehe 2.3.2).

Im Algen- und im Leuchtbakterientest werden gemass Guidelines zusatzliche Testverdinnungen
vorgenommen. Im Algentest wird demnach in der héchsten Konzentration nur 80% der (abge-
bauten und bereits verdiinnten) Abwasserprobe, im Leuchtbakterientest lediglich 45% der Ab-
wasserprobe eingesetzt und mit Medium aufgefillt. Die Testverdinnung mit dem jeweiligen Me-
dium ist wichtig, um die benétigten Salze und Nahrstoffe fur die Testorganismen zur Verfiigung
zu stellen. Die vorgenommenen Testverdinnungen sind in ABIScreen in den Verdinnungsfaktor
XY gemass Tabelle 3 nachtraglich einzurechnen, um in der Auswertung der Biotests bertcksich-

tigt zu werden.

Tabelle 3 Vorgehen fur das Einrechnen der vorgenommenen Testverdiinnungen gemass Guideline in den Verdinnungsfaktor XY

LEUCHTBAKTERIENTEST DAPHNIENTEST ALGENTEST
Verdin- Faktor auf- Verdiin- Faktor auf- Verdiin- Faktor auf- Verdin-
nungsfaktor grund Test- nungsfaktor grund Test- nungsfaktor grund Test- nungsfaktor
XY verdiinnung XY verdiinnung XY verdiinnung XY
(45%) (neu) (100%) (neu) (80%) (neu)
1 2.22 1 1.25
2 4.44 2 2.5
4 8.88 4 5
8 2.22 17.76 1 8 1.25 10
16 35.52 16 20

4. |dentifikation Messvarianz bei Algentest und Leuchtbakterientest (ongoing)

Die Effekte auf das Wachstum (Algentest) bzw. auf die Biolumineszenz (Leuchtbakterientest) der
Zellen werden Uber die Messung der Fluoreszenz/Lumineszenz erhoben. Die Messung erfolgt
Uiber einen handelstiblichen Platereader. Bei der Messung der Algen- und Leuchtbakterienplatten
wurden jedoch zum Teil Abweichungen innerhalb der unterschiedlichen Testreplikate und/oder
innerhalb von wiederholten Messungen ausgemacht. Eine hohe Messvarianz beeinflusst die Aus-

sagekraft der Testergebnisse und sollte wenn mdglich verhindert werden.
In weiterfihrenden Versuchen wird zurzeit an der FHNW untersucht, welche Faktoren (Einstel-
lungen Gerat, Plattenanordnung, etc.) die Messung beeinflussen und durch welche Methoden die

Messvarianz verringert werden kann.
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5. Identifikation Farbproblem bei Algentest und Leuchtbakterientest (ongoing)

Die Effekte auf das Wachstum (Algentest) bzw. auf die Biolumineszenz (Leuchtbakterientest) der
Zellen werden Uber die Messung der Fluoreszenz/Lumineszenz erhoben. Wenn die getesteten
Abwasserproben Farbungen aufweisen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese die Mes-

sung beeinflussen und dadurch zu verfalschten und unplausiblen Ergebnissen fuhren.

Das Problem ist hier, dass bei der Messung der Proben nicht unterschieden werden kann, ob die
gemessene Fluoreszenz/Lumineszenz von den Algen bzw. den Leuchtbakterien oder von der
Farbe in der Probe emittiert wird. Um auch bei gefarbten Proben aussagekraftige Daten im Al-
gentest zu erzeugen, wird gemass Guideline-Entwurf (siehe 2.4.1.1) vorgeschlagen, die Eigen-
fluoreszenz der Probe zum Startzeitpunkt zu messen und in die Auswertung der Daten miteinzu-

rechnen.

Bei der Testung gefarbter Abwasserproben mit ABIScreen hat sich jedoch gezeigt, dass die Mes-
sung der Eigenfluoreszenz zu Testbeginn gemass Guideline-Entwurf nicht ausreichend ist. Denn
Uber die Testdauer kann sich die Fluoreszenz/Lumineszenz der Probe verédndern, was wiederum
Einflisse auf die Messung bei Testende und somit auf die Testergebnisse hat. Der Aspekt der
Testdauer betrifft v.a. den Algentest, da die Inkubation der Algenzellen insgesamt tiber 72 h dau-

ert, wahrend die Leuchtbakterien nur wahrend 30 min inkubiert werden.

Um ein Bias bei der Testung von gefarbten Abwasserproben zu vermindern, schlagt ABIScreen
deshalb vor, bei gefarbten Abwasserproben eine separate Probenplatte ohne Algenzellen unter
Berticksichtigung derselben Probenverdiinnungsreihen zu erstellen und Uber die gesamte Test-
dauer unter denselben Testbedingungen mitlaufen zu lassen. Auf diese Weise kann die Eigen-
fluoreszenz der Probe zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten gemessen und fiir jedes Plat-

ten-Well einzeln von der Gesamtfluoreszenz rechnerisch abgezogen werden.
Die Plausibilitat und Praktikabilitdt des vorgeschlagenen Vorgehens sowie die Relevanz einer

separaten Probenfarbplatte werden zurzeit in weiterfiilhrenden Versuchen an der FHNW tieferge-

hend geprtft und optimiert.
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6. Reproduzierbarkeit von Biotestdaten (ongoinq)

Um dem ABIScreen Tool bzw. den darin vorgeschlagenen Biotests fiir die Praxis eine hohe Ver-
trauenswaurdigkeit auf den Weg zu geben, ist eine gute Reproduzierbarkeit der Messergebnisse
(Biotests) wichtig. Da es sich um biologische Testmethoden handelt, sind Abweichungen in den
erhobenen Daten zwar mdglich (z.B. aufgrund von Qualitatsunterschieden in den kultivierten Or-
ganismen), jedoch sollten dieselben Abwasserproben in unterschiedlichen Testwiederholungen
optimalerweise zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren. Reproduzierbare Ergebnisse sind auch

eine wichtige Voraussetzung fur die Festlegung von Schwellenwerten (siehe 2.6.2).

Fur einzelne Abwasserproben wurden an der FHWN bereits Testwiederholungen vorgenommen.
Fur diese Einzeltests liegen Daten vor, welche grdsstenteils vergleichbare Ergebnisse (2% in
60% der doppelt untersuchten Proben, bei 40% der doppelt untersuchten Proben war aufgrund
technischer Probleme kein Vergleich mdglich) produzierten. Weiterfilhrende Untersuchungen
sind jedoch notwendig, um einen breiten und verlasslichen Datensatz zu generieren. Ein mogli-

ches Testschema wird derzeit geplant und soll im Jahr 2022 an der FHNW durchgefiihrt werden.

Fur die Validierung der in ABIScreen vorgeschlagenen Biotests mit Abwasserproben ist zudem
ein Ringtest im Jahr 2022 mit mehreren Laboren geplant, um die Variabilitéat zwischen diversen
Labors zu evaluieren. Im Ringtest kdnnen Dienstleistungslabore (siehe 3.4) teilnehmen, die die
ganze Biotestbatterie (oder einzelne Biotests) bereits anbieten oder planen diese in ihren Leis-
tungskatalog aufzunehmen (z.B. Algentest auf Mikroplatte). Dies hat den Vorteil, dass Erfahrun-
gen mit dem ABIScreen Tool bereits friihzeitig in moéglichen Dienstleistungslaboren etabliert wird.
Die teilnehmenden Labore sind dann bereits in das Tool eingearbeitet, bevor dieses grossflachi-
ger eingesetzt wird. Fur die Reproduzierbarkeit des neuen AlA ist ein Ringtest im Friihling 2022
bereits geplant. Dieser konnte allenfalls mit Biotests begleitet werden und zur Reproduzierbarkeit

der einzelnen Testsysteme beitragen.

7. Ausweitung Untersuchungen auf weitere Industriebranchen (in Planung)

Bei der Anwendung von ABIScreen wurden zum aktuellen Zeitpunkt zwei Industriebranchen ver-
tieft untersucht (Sonderabfallentsorger- und Pharma/Chemiebranche). Fir die breite Anwendbar-
keit in der Praxis ist eine Ausweitung auf weitere Industriebranchen (u.a. Metall/Galvanik-, Bio-
tech-, Textiloranche) und der Einbezug weiterer Betriebe (z.B. unterschiedliche Entsorgerbe-

triebe) erforderlich.
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Auch fur die Festlegung der Schwellenwerte ist es wichtig, dass die ABIScreen-Methodik in un-
terschiedlichen Branchen eingehend gepruft wurde und gentigend Daten als Grundlage vorlie-
gen. Die Ausweitung der Untersuchungen auf weitere Branchen und unter Einbezug von ver-

schiedenen Betrieben ist zurzeit Gegenstand weiterer Planungen.

8. Festlequng der Schwellenwerte (in Planung)

Die Festlegung von Schwellenwerten in ABIScreen muss breit abgestlitzt sein. Diese steht noch

aus und sollte im Rahmen einer Expertengruppe diskutiert werden (siehe 2.6.2 fur Erlauterun-

gen).

9. Einberechnung Abwasservolumina bei Einordnung von Toxizitatswerten (in Planung)

Das Abwassermanagement in den unterschiedlichen Branchen sowie bei verschiedenen Betrie-
ben innerhalb einer Branche unterscheidet sich zum Teil erheblich. Dies fiihrt wiederum zu qua-
litativ und quantitativ anderen Betriebsabwéassern, die in die ARA eingeleitet werden. In manchen
Betrieben wird darauf Wert gelegt, ein méglichst geringes Volumen an Abwasser zu generieren
(z.B. durch Verdampfen, Membranfilter). In diesen Betrieben ist davon auszugehen, dass kleinere
Mengen Abwasser aus den Produktionsprozessen anfallen, diese aber vermutlich eine hdhere
Belastung aufweisen. Aufgrund der Vorgaben in der Gewasserschutzverordnung (GSchV) darf
eine Verdinnung dieser Abwasser nicht vorgenommen werden, um die Anforderungen an die

Einleitung einzuhalten («Verdinnungsverbot» gemass GSchV Anhang 3.2).

Aus diesem Grund ist es wichtig, dass ein gutes und effizientes Abwassermanagement nach
Stand der Technik in den Betrieben nicht negativ belegt wird, wenn dadurch kleinere aber starker
konzentrierte Abwasservolumina generiert werden, die wiederum starkere hemmende Effekte in
den Biotests auslosen kénnen. An dieser Stelle muss aber darauf hingewiesen werden, dass
hoch konzentrierte Abwasserproben aufgrund von héheren DOC- und Leitfahigkeitswerten in AB-
IScreen meist verdiinnt, weshalb die Beriicksichtigung der Volumina wiederum weniger relevant

sein konnte.

Derzeit wird evaluiert, ob es eine Losung darstellen kdnnte, die unterschiedlichen Volumina bei
den noch festzulegenden Schwellenwerten in ABIScreen einzurechnen. Die FHNW wird sich im
Jahr 2022 damit beschéftigen, welche Relevanz unterschiedliche Abwasservolumina auf die To-
xizitatserhebung ausiiben und ein geeignetes Vorgehen zur Einberechnung der Abwasservolu-

mina bei der Einordnung der Toxic Units vorschlagen.
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3.3 Toxizitatsvergleiche Abbautest

Zur Abschatzung der Abbaubarkeit ist in der Praxis der Zahn-Wellens-Test ZWT (nach OECD
302b; siehe 2.1.1) weit verbreitet. Dieser ist urspriinglich entwickelt worden, um das Abbaupo-
tential von Einzelsubstanzen zu testen und dauert 28 Tage. Der an der FHNW neu entwickelte
Alternative Inharente Abbautest AIA (siehe 2.1.2) fahrt jedoch einen anderen Ansatz und ver-

sucht, die Bedingungen auf der ARA innerhalb einer kiirzeren Testdauer realistischer abzubil-
den (siehe Schafer und Thomann 2021).

Bei der Anwendung von ABIScreen mit unterschiedlichen Abwasserproben eines Sonderab-
fallentsorgers bzw. von diversen chemisch-pharmazeutischen Betrieben konnte aufgezeigt wer-
den, dass die abgebauten Proben aus den beiden Abbautests zum Teil zu sehr unterschiedli-
chen Ergebnissen in den Biotests flhrten. Steigende Toxizitatswerte konnten dabei grundsatz-
lich nicht mit einem erhdhten Anteil organischer Rickstande (ROC) korreliert werden. Deshalb
ist davon auszugehen, dass spezifische Substanzen oder Substanzmischungen mehr als der
ROC-Gehalt fur die Unterschiede in der Toxizitat verantwortlich sind. Eine fehlende Korrelation
zwischen steigendem DOC und Toxizitat wurde auch in der ersten industriellen Biotest Scree-
ningstudie von Otto et al. beobachtet (Otto et al. 2020). Als Erklarungsansatz fiir die gemesse-
nen Toxizitatsunterschiede kdnnten sowohl Abweichungen in der Testdauer und der Be-

lebtschlammmenge zwischen den beiden Testansatzen herangezogen werden.

Die langere Testdauer Uber 28 Tage im ZWT ermoglicht verbesserte Adaptationsbedingungen
der Biologie des Belebtschlamms an die Abwasserinhaltsstoffe, was die Zersetzung von kom-
plexen Substanzzusammensetzungen beglnstigen kénnte. Im AIA dagegen wird durch die
grossere Belebtschlammmenge eine verbesserte Sorption von Stoffriickstanden an den
Schlamm erwartet, weshalb folglich weniger Stoffe in der Probe zurlickbleiben wirden. Theore-
tisch missen diese beiden Faktoren dazu fuhren, dass unterschiedliche Zusammensetzungen
von Stoffriickstanden in den abgebauten Abwasserproben zuriickbleiben. Die gemessenen Un-
terschiede in den Toxizitatsmessungen sind dann der Beweis dafir, dass die stoffliche Zusam-

mensetzung auch in der Realitat unterschiedlich ist.

Es ist sehr interessant zu sehen, dass je nach Branche (Sonderabfallentsorgung vs. che-
misch/pharmazeutische Industrie) entweder Proben nach dem ZWT oder dem AIA eine hohere

Toxizitat induzierten, weshalb keine abschliessende Praferenz ausgesprochen werden kann.

Seite 25/31



Letztendlich ist fur die Anwendung von ABIScreen relevant abzuschéatzen, welcher Abbautest
die Prozesse und Abbaueffizienz auf der ARA realistischer abbildet. Fir die kiinftige Implemen-
tierung in ABIScreen missen demnach vergleichende Untersuchungen vorliegen, die aufzei-
gen, welcher Abbautest realistischer an die Bedingungen auf der ARA kommt. An der FHNW
sind Versuche zum Vergleich der beiden Abbautestansatze mit den Abbauprozessen einer Pi-
lotklaranlage geplant, die mit Biotestuntersuchungen begleitet werden. Die Ergebnisse der ver-
gleichenden Untersuchungen stehen aktuell durch technische Probleme in der Versuchsklaran-
lage der FHNW noch aus. Erste Ergebnisse zu den vergleichenden Untersuchungen werden zu
Beginn des Jahres 2022 erwartet.

34 Dienstleistungslabors flr die Durchfihrung von ABIScreen-Untersuchungen

In der Schweiz (und Umgebung) fihren nur wenige Labors im Auftrag Biotests durch. Eine Aus-
wahl an Dienstleistungslabors, die bereits Abbautests (vornehmlich den ZWT) durchfiihren
und/oder die Biotestbatterie nach ABIScreen anwenden, findet sich in Tabelle 4. Der Algentest
mit Abwasser auf der Mikroplatte (siehe 2.4.1.1) ist in den meisten Laboren noch nicht etabliert.
Hintergrund ist hier, dass es sich bei der Testguideline erst um eine Draftversion handelt, die
von Auftragslabors meist erst etabliert wird, wenn die finale Version (vrs. im Fruhling 2022) ver-
offentlicht wird.
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Tabelle 4 Ubersicht von Dienstleistungslaboren in der Schweiz und Umgebung, die Abbautests und/oder Biotests gemass ABIScreen anbieten oder diese planen.

DIENSTLEISTUNGSLABOR STANDORT ANGEBOTENE TESTS KOSTEN (VRS.) KONTAKT
ARCADIS SCHWEIZ AG Schlieren, ZH Abbautests: Noch keine Anga- www.arcadis.com/
ZWT OECD 302B+C ben mdoglich, da de- Ansprechpersonen: Anja Liedtke
OECD 301A+B+D+E+F finitiver Aufwand (anja.liedtke@arcadis.com), Phi-
21d Abwassertest nicht feststeht lippe Matter (philippe.matter@arca-
Kurzzeittest gemass ISO 9888 dis.com)
AlA (Bereitschaft zur Etablierung
wurde angedeutet)
Biotests:
Daphnientest (ISO 6341)
Leuchtbakterientest (ISO 11348-3)
Algentest (auf Mikroplatte noch
nicht etabliert, aber bereit diesen
aufzunehmen)
HYDROTOX GMBH Freiburg, DE Abbautests: Noch keine Anga- info@hydrotox.de
Zahn-Wellens-Test (ISO 29888 / ben méglich, da de- www.hydrotox.de/
OECD 302 B) finitiver Aufwand
Weitere auf Anfrage nicht feststeht
Biotests:
Daphnientest (ISO 6341:2012)
Leuchtbakterientest (ISO 11348-2)
Algentest (mit D. subspicatus, auch
auf Mikroplatte)
SOLUVAL SANTIAGO Couvet, NE Biotests: Noch keine Anga- Ansprechperson: Serge Santiago
Daphnientest (ISO 6341) ben mdglich, da de- (ssantiago@bluewin.ch; Tel 032
Leuchtbakterientest (ISO 11348-3) finitiver Aufwand 863 43 60)
Algentest (auf Mikroplatte etabliert) nicht feststeht
XENOMETRIX Allschwil, BL Biotests: Ca. CHF 1200.- / www.xenometrix.ch
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4 Outlook

Die Anwendung des ABIScreen Tools bei Proben aus zwei Industriebranchen konnte erfolgreich
durchgefuhrt werden. Bei der Durchfiihrung wurden aber neue Herausforderungen und Notwen-
digkeiten identifiziert. Im weiteren Projektverlauf sind deshalb noch einzelne Optimierungen fur
die Anwendung der ABIScreen-Methodik geplant. Verbesserungspotential gibt es vor allem bei
der Durchfiihrung des Algentests sowie allenfalls des Leuchtbakterientest (aufgrund der starken

Messvarianz und der Farbproblematik) (3.2).

Fur alle drei Biotestsysteme ist es fur die Akzeptanz des ABIScreening Tools relevant, aufzuzei-
gen, wie gut die Ergebnisse der Test reproduzierbar sind. Die Reproduzierbarkeit der Biotestda-
ten wird voraussichtlich im Friihling 2022 durch wiederholende Untersuchungen von Proben an
der FHNW und wenn mdglich auch innerhalb eines Ringtests mit weiteren Dienstleistungslabors
(siehe 3.4) angegangen.

Ein weiterfihrendes Ziel ist es, die Untersuchungen auf weitere Branchen und Betriebe auszu-
weiten, welche gemass Situationsanalyse des VSA (Wunderlin und Gulde 2021) als relevant fiir
den Eintrag von Schadstoffen in die Gewasser identifiziert wurden. Nachdem weitere Daten ge-
neriert wurden, ist eine breit abgestitzte Festlegung von Schwellenwerten zu Einordnung der
Toxizitatswerte mit einer Beriicksichtigung der anfallenden Abwasservolumina méglich und sinn-
voll. Fur die Anwendungsmoglichkeiten von ABIScreen und insbesondere fir die Festlegung der
Schwellenwerte soll eine Expertengruppe gebildet werden, in deren Austausch letzte offene Fra-
gen identifiziert werden sollen. Der Austausch mit der Expertengruppe wird im Jahr 2022 ange-

zielt.

Abschliessend werden Ende 2022/Anfang 2023 zwei Aqua&Gas-Artikel iiber die Ubersichtsstu-
die und Uber die Anwendung von ABIScreen mit Ergebnissen der untersuchten Proben publiziert.
Diese Artikel werden gemeinsam mit einer Publikation Uber den neu-entwickelten Alternativen

Inharenten Abbautest AIA von Schafer und Thomann erscheinen.
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Anhang

TESTORGANISMUS

PARAMETER

EFFEKTKONZENTRATION
ECx

ECx

GRENZWERTE

DAPHNIA MAGNA

PSEUDOKIRCHNERIELLA
SUBCAPITATA

ALIIVIBRIO FISCHERI
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DOC [mg/l]

NHa [mg/l]

NO2 [mg/l]

SO4[mgll]

DOC [mg/l]

NHa [mg/l]

NO2 [mg/l]

SO4[mgll]

DOC [mg/l]

ECso
EC20
EC1o

ECso
EC20
ECio

ECso
EC2o
EC1o

ECso
EC20
ECio

ECso
EC20
ECio

ECso
EC20
ECio

ECso
EC20
ECio

ECso
EC20
ECio

ECso
EC20
ECio

2488
2472
2442

12.26
7.16
5.07

1482
1366
1302

400 mg/l (Zahn-Wellens-Test)

2 mg/l (GSchV)

0.3 mg/l (GSchV)

Deutsche AbwV (8 6) sieht 2 g/l als organismusspe-
zifische Wirkschwelle fir Gehalt an Sulfat+Chlorid
VOr.

400 mg/l (Zahn-Wellens-Test)

2 mg/l (GSchV)

0.3 mg/l (GSchV)

Deutsche AbwV (8 6) sieht 0.7 g/l als organis-
musspezifische Wirkschwelle fiir Gehalt an Sul-
fat+Chlorid vor.

400 mg/l (Zahn-Wellens-Test)
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NHa [mg/l]

NO> [mg/l]

SOa4[mg/l]

ECso
EC2o
ECio

ECso
EC20
ECio

ECso
EC2o
EC1o

218.8
128.5
94.17

2 mg/l (GSchV)

0.3 mg/l (GSchV)

Deutsche AbwV (8§ 6) sieht 15 g/l als organis-
musspezifische Wirkschwelle fir Gehalt an Sul-
fat+Chlorid vor.



