Toetsingskader voor bioassays
in het waterkwaliteitsbeheer

ALICE STRAETMANS, ROYAL HASKONING

HANNIE Maas, RIZA

ERIK VAN DE PLASSCHE, RoYAL HASKONING

Dick VETHAAK, RIKZ

mogelik is.

De maatlatt! is door RIZA en RIKZ geza-
menlijk ontwikkeld op basis van de uitkom-
sten uit de discussies, die de afgelopen jaren
vooral in wetenschappelijke kring over het
onderwerp zijn gevoerd. De besluiten van een
drietal workshops hebben ten grondslag gele-
gen aan het hier gepresenteerde voorstel. Aan
de workshops werd deelgenomen door cen
groot aantal instanties, zoals de Commissic
Integraal Waterbeheer, STOWA, RIVM, Alterra,
TNO en de ministeries van Milieu, Waterstaat
en Natuurbeheer. Het project werd getrokken
door een kerngroep vanuit RIKZ en RIZA. De
uitvoering lag in handen van Royal Hasko-
ning.

Het kader

In Nederland wordt een tweesporenbeleid
gevolgd om tot een verbetering van de kwali-
teit van watersystemen te komen. Dit beleid
kent enerzijds de preventieve aanpak, waarbij
de aanpak van bronnen als effluenten en bag-
gerspecie centraal staat [het emissiespoor),
anderzijds de curatieve aanpak, waarin het
gaat om de kwaliteitsbewaking van opper-
vlaktewater, grondwater en sediment [het
immissicspoor). In beide sporen worden de
laatste jaren, naast de chemische stofanalyses,
bioassays ingezet om meer zicht te krijgen op
de werkelijke biologische effecten.

De maatlat voor bioassays heeft betrekking
op de inzet ervan in het immissiespoor: de eco-
toxicologische beoordeling van de kwaliteit
van zoet en zout oppervlakeewater en zoete en
zoute waterbodem. Effecten in bioassays in het
emissiespoor en in landbodem kunnen met de
voorgestelde maatlat niet worden beoordeeld,
al zal hetzelfde principe wellicht wel toepas-
baar blijken. Het ligt voor de hand dat in de
tockomst de kwaliteitsbeoordeling met behulp
van bioassays voor de verschillende milieu-
compartimenten op elkaar zal moeten worden
afgestemd, maar zover is het nog nict.

De aanleiding

De kwaliteitsbeoordeling van water,
bodem en lucht in Nederland is overwegend
gericht op een stofgerichte aanpak. Dat wil
zeggen dat de mate van verontreiniging vooral
aan de hand van individuele stoffen wordt
beoordeeld. Hierbij worden slechts 100 2 200
bekende chemische stoffen gemeten, terwijl
duizenden stoffen voorkomen in het milieu.
Veel van deze stoffen zijn steeds moeilijker
chemisch te detecteren. En al zou dat wel
mogelijk zijn, dan nog is het ondoenlijk om
voor al deze stoffen normen af te leiden van-
wege het ontbreken van ecotoxicologische
gegevens. Daar komt nog bij dat de aan- of
afwezigheid van stoffen en de gehalten waarin

die stoffen in het milieu voorkomen op zich-
zelf niets zeggen over het gecombineerd effect
van die stoffen op het ecosysteen.

Ook in het beleid, zoals in de Vierde Nota
Waterhuishouding?, wordr opgemerke dat de
traditionele chemische beoordeling van de
waterkwaliteit te kort schiet. In de ‘Tussen-
doclennotitic’ van de regerings wordt gesteld
dat uiterlijk in 20086, in aanvulling op de
bestaande stofnormen, een effectgerichte
beoordeling van de waterkwaliteit in de nor-
mering opgenomen dient te zijn. Hiertoe ont-
wikkelen RIZA en RIKZ een chemisch-bio-
logisch instrumentarium (CBI), dat zich richt
op de inzet van bioassays naast het klassicke
meetinscrumentarium. Ook in het emissie-
spoor worden bioassays toegepast om de bio-
logische effecten van lozingen en daarmee de
milieubezwaarlijkheid, vast te stellen. De
methodiek voor deze totaal-effluentbeoorde-
ling (TEB) zal eveneens in 2006 in de prakeijk
geimplementeerd worden.

Bioassays kunnen de effecten van stoffen
die niet gemeten worden maar wel in het
milicu aanwezig zijn, van onbckende stoffen
en omzettingsproducten of van combinaties
van stoffen wél zichtbaar maken. Daarmee
hebben bicassays een belangrijke toegevoegde
waarde ten opzichte van het enkel meten van
gehalten van afzonderlijke stoffen. Maar, als
van de waterkwaliteitsbeheerder na 2006 ver-
langd wordt dat hij een ruimer gebruik van
bioassays gaat maken bij de kwaliceitsbeoorde-
ling, dan meet wel duidelijk zijn wac de
gevonden biologische effecten zeggen in ter-
men van een goede of slechte waterkwaliteit.
Hoe ver is de actuele waterkwaliteit nog ver-
wijderd van een ‘goede toestand’ en welke
inspanningsverplichting wordt dus van de
waterkwaliteitsbeheerder gevraagd? Doelstel-
ling van het gezamenlijke RIZA/RIKZ-traject
was om in cerste instantie op wetenschappe-
lijke gronden een maatlac te ontwikkelen,
waarmee dic gevonden effecten in bioassays
beoordeeld kunnen worden. Na dit weten-
schappelijke traject moet de maatlat in beleid
en beheer een plaats gaan krijgen.

Bioassays

Wat zijn bioassays? In een bioassay
worden organismen of delen van organismen
(weefsels of cellen) op gestandaardiseerde wijze
blootgesteld aan milieumonsters, zodat biolo-
gische effecten van giftige verontreinigende
stoffen zichtbaar gemaake kunnen worden., De
voor de test gebruikte organismen kunnen
afkomstig zijn uit laboratoriumkweek of uit
het veld en de test kan zowel in het laboratori-
um als in cen veldsituatie worden uitgevoerd.
Beoordeeld worden effecten als groel, repro-
ductie, activiteit en sterfte.
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Gewoonlijk worden twee typen assays
onderscheiden: invivo en in vitro assays. In vivo
bioassays zijn testen waarbij het intacte orga-
nisme aan het milieumonster wordt blootge-
steld. Daarbij wordt onderscheid gemaake in
acute testen en chronische testen. In acute tes-
ten vindt een kortdurende blootstelling aan
relatief hoge concentraties van verontreini-
gende stoffen plaats. Met chronische testen
wordt meer de werkelijke situatie benaderd:
cen langduriger blootstelling aan lagere con-
centraties. Chronische testen zijn over het
algemeen gevoeliger, maar ook duurder en
uitvoering ervan is complexer dan bij de acute
testen. Bij invitro bioassays worden geprepa-
reerde cellen of subcellulaire fracties gebruike,
die geisoleerd zijn uit organismen of afkom-
stig van gemodificeerde bacterién. Deze testen
zijn kortdurend (van enkele minuten tot
dagen), snel uitvoerbaar en kleinschalig.

De invivo bioassay is over het algemeen
een breedspectrum assay, wat wil zeggen dat
de test reageert op een scala van stoffen en
daarmee op een scala van typen toxiciteit. In
vitro assays zijn meestal werkingsspecifick, wat
aangeeft dat er een reactie is op slechs één
type toxiciteit. In het maatlat-project is zowel
voor invivo bioassays als voor in vitro bicassays
een voorstel ontwikkeld: beide typen assays
lijken voor wat betreft de toepassing in het
waterkwaliteitsbeheer veelbelovend. Een
maatlat kan een stimulans betekenen voor een
verdere ontwikkeling van de inzet van de
assay.

Huidiog

De eisen die gesteld worden aan bioassays
voordat ze opgenomen kunnen worden in een
biologisch meetinstrumentarium betreffen
bijvoorbeeld aspecten als relevantie voor ver-
taling van de effecten naar ecosystemen en
voor het afdekken van bepaalde toxische
mechanismen, representativiteit voor organis-
men en hun plaats in het betreffende eco-
systeem, betrouwbaarheid en reproduceer-
baarheid. Sommige testen zijn al voldoende
ontwikkeld om aan alle of een groot deel van
de gestelde eisen tegemoert te komen, andere
testen moeten nog verder ontwikkeld worden.

In zowel de zoete als de zoute rijkswateren
vormen verschillende typen bioassays al lange-
re tijd een vast onderdeel in het instrumenta-
rium voor monitoring en kwaliteitsbeheer. In
de regionale wateren is dat op dit moment nog
slechts beperkt het geval. Testen met diverse
organismen worden uitgevoerd met het ‘as is’
monster (dit is het oorspronkelijke monster) of
met bewerkte monsters (concentraten en/of
verdunningen). Zowel chronische als acute
effecten worden gemetens.
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Bij de kwaliteitsbeoordeling van water-
bodems en bij de monitoring van ingrepen
(saneringen) wordt op dit moment ook al
gebruik gemaakt van bioassays. Verschillende
testen zijn hiervoor nog in ontwikkeling.
Testen kunnen uitgevoerd worden met porie-
water en met ‘whole sediment’. Ook hier

chronische testen
VE (Verwaarloosbaar Effect):

kunnen chronische en acute effecten gemeten
worden¢.

Invitre bioassays worden nog niet in regu-
liere programma’s toegepast. Alleen in de rijks-
wateren is inmiddels praktische ervaring opge-
daan met testen die reageren op stoffen met

indrie chronische testen effect =0, Cf* = 10

MTE (Maximaal Toelaatbaar Effect): in drie chronische testen effect =0, Cf= 1

EE (Ernstig Effect):

in één chronische test effect > EC,,, Cf = 1 of in twee chro-

nische testen NOEC < effect < EC,,, Cf =1

acute testen
VE (Verwaarloosbaar Effect):

in drie acute testen effect = 0, Cf = 100

MTE (Maximaal Toelaatbaar Effect): in drie acute testen effect=o, Cf = 10

EE (Ernstig Effect):

in één acute test effect = EC,, Cf = 10 of in twee acute tes-

ten EC,, < effect < EC,,, Cf=10

Cf = de concencratiefactor waarmee het monster geconcentreerd wordr ten opzichte van het ‘as is” monster (deze factor kan gezien

N

worden als de ‘assessment factor’)

J
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Deze methode werke als volgt:

¢ Acuteen chronische bioassays kunnen gebruike worden;
*  Resultaten van acute testen worden uitgedrukt als de factor waarmee het oorspronkelijke
monster geconcentreerd moet worden voor het bereiken van so procent effect in de bio-

assay. Deze resultaten worden vervolgens omgerckend naar een chronische waarde door
toepassing van een acuut-chronische ratio (ACR) van 10%;
*  Metde chronische waarden wordt een gevoeligheidsverdeling geschat volgens een log-

logistische verdelinge (zie grafiek);

*  Bepaald wordt in welke mate de PAF, (voor het MTE) en PAF,, (voor het EE) overschreden
worden bij het ongeconcentreerde, onverdunde ofwel het ‘as is’ monster;

*  Voor het VE wordt de Cf, behorend bij het MTE (PAF), afgelezen en gedeeld door tien. Dit
geeft de concentratiefactor aan waarbij het VE optreedt. Vervolgens wordt dit resultaat ver-
geleken met de resultaten van het onbehandelde monster om te bepalen of dit aan het

MTE of het VE voldoet.
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een hormeonverstorende werking en op stof-
fen met een dioxineachtige toxiciteie?). In
Nederland bestaat op dit moment, in het emis-
siespoor, é¢n beleidstocpassing van in vitre bio-
assays: het gebruik van de DR-CALUX (een test
die specifiek reageert op dioxines en dioxine-
achtige stoffen als PCB's) in het becordelings-
systeem voor de verspreiding van zoute bag-
gerspecic op zee, de chemie-toxiciteit-toets®)
(CTT).

Bioassays spelen in toenemende mate een
rol in het internationale waterkwaliteitsbe-
heer, met name in het ‘Coordinated Integrated
Monitoring Program’ (CEMP) van OSPAR en op
verschillende EU-niveaus. Zo worden in
Nederland de mogelijkheden verkend om een
effectgerichte beoordeling in te passen in de
Kaderrichtelijn Water en vindt voor water-
bodems uitwerking plaats in een Europees
sediment netwerk (EU-SEDNET).

In het immissiespoor worde de kwaliteit
van het watersysteem getoetst aan de algeme-
ne milicukwaliteitsnormen voor individuele
stoffen: het MTR (Maximaal Toelaatbaar
Risiconiveau), het VR (Verwaarloosbaar Risico-
niveau) en het ER (Ernstig Risiconiveau). Het
MTR 15 de korte termijn-doelstelling van het
algemene milieukwaliteitsbeleid; het VR moet
op de [angere termijn bereikt worden. Het ER
lige ten grondslag aan de interventiewaarde.
Dicis de waarde die aangeeft vanaf welke con-
centratie van een stof een ernstig risico bestaat.
Het ER- en MTR-niveau zijn op risico’s geba-
seerd; het VR-niveau wordt gedefinieerd als
1/100 van het MTR. Dezelfde systematick en
afleiding van de risiconiveau’s liggen ten
grondslag aan de afleiding van de maatlat voor
invivo bioassays voor water en waterbodem.
Vaor invitra bioassays is ook geprobeerd om
aansluiting byj dit algemene concept te vinden,
maar dat blyjke wat ingewikkelder.

Eén en ander wordt hieronder verder toe-
geliche.

Uitgangspunt is de veronderstelling dac
het ecosysteem beschermd wordt door
bescherming van ‘triggersoerten’ uit mini-
maal drie taxonomische groepen. Dit wil zeg-
gen dat cen ‘streepje op de maatlat’ pas gezet
kan worden als met het milicumonster mini-
maal drie bioassays zijn uitgevoerd. Bij twee
bioassays kan geen uitspraak over de kwaliteit
van water of waterbodem gedaan worden; bij
drie bioassays wordt een voorlopige inschat-
ting van de effecten gemaakt en vanaf vier bio-
assays wordt cen uitspraak gedaan over de
‘potenticel aangetaste fractic’ (de PAF) van het
aantal soorten in het betreffende ecosysteem.

De maatlat ziet er als volgt uit:

»  Alleen een MTE- en een EE-niveau wordt afgeleid en geen VE-niveau. Voor het VE heeft dit te

maken met de praktische bezwaren die kleven aan het concentreren van sediment;

Voor het vaststellen van het MTE dienen drie chronische testen beschikbaar te zijn, waarvan

tenminste twee ‘whole-sediment’ testen;

o Het MTE is net als bij oppervlaktewater gelijk aan: in drie chronische testen effect = 0. Als in
tenminste één van de drie chronische testen een negatief effect wordt gemeten, dan is sprake

van overschrijding van het MTE;

*  Het EE-niveau wordt bereikt wanneer in één chronische test (‘as is’ monster) een effect
gemeten wordt > EC, of in twee chronische testen een effect dat zich bevindt tussen NOEC

en EC,,.

De nieuwe maatlat staat samengevat in
het kader. Het centrale punt op de voorgestel-
de maatlac is het Maximaal Toelaatbaar Effect-
niveau (MTE). Dit niveau wordt gedefinicerd
als het ‘geen effect-niveau’ van drie chronische
in vive bioassays met het ‘as is’ monster. Dit
betekent dat als in minimaal drie chronische
in vivo bioassays met testorganismen uit ver-
schillende taxonomische groepen, géén effec-
ten gemeten worden, de kwaliteit van het
milieumonster op het MTE-niveau ligt. Het
VE-niveau (Verwaarloosbaar Effectniveau)
bevindt zich, anders dan het VR-niveau voor
individuele stoffen, op 1/10 van dit MTE-
niveau. De factor 1/10 (en niet 1/100) komt
voort uit de overweging dat in bioassays com-

Afb. 1:

binatietoxiciteit reeds in het effect tot uit-
drukking kemt, waardoor in de afleiding van
het VE hier niet apart rekening mee hoeft e
worden gehouden. De factor 10 van MTE naar
VE zit in de concentratiestap die worde toege-
past ap het ‘as is’ monster: als in drie chroni-
sche bioassays, tien maal geconcentreerd ten
opzichte van het oorspronkelijke monster,
geen effecten kunnen worden waargenomen,
dan kan de kwaliteit van het miliecumonster
op VE-niveau worden gewaardeerd. Het EE-
niveau (Ernstig Effectniveau) wordt beretke als
het ‘as is’ monster in ¢én of meer bioassays cen
ernstig effect laat zien (dit wil zeggen: in ¢¢n
bioassay vertoont de helft van de testorganis-
men een effect of in twee bioassays wordt een

Samenvatting van de maatlatten voor in vivo bioassays voor opperviakeewater en sedimenten in vitro bio-

assays. ACR = acuut-chronische ratio, PAF = potentially affected fraction.
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effect gemeten bij minder dan de helft van de
testorganismer).

Als in plaats van chronische, acute bioassays
worden gebruikt, dan is sprake van het MTE
indien in drie acute in vivo bioassays, in een tien
maal geconcentreerd monster, geen effect geme-
ten wordt. Op dit moment is dit een algemeen
geaccepteerde generieke factor?). Het VE-niveau
bevindt zich daar een factor 10 vandaan, dic wil
zeggen datin een 100 maal geconcentreerd
monster geen effecten worden geconstateerd.
Het EE-niveau is vergelijkbaar met het EE-
niveau bij chronische testen, maar dan toege-
past op een tien maal geconcentreerd monster.

Als resultaten uit meer dan drie testen
beschikbaar zijn, acuut en/of chronisch, dan is
een meer verfijnde kwaliteitsbeoordeling
mogelijk met behulp van de zogenaamde PAF-
benadering. Het MTE-niveau wordt dan gede-
finicerd als het niveau waarbij vijf procent van
de soorten potentieel is aangetast (PAF, dit is
gelijk aan het 95 procent beschermingsni-
veau). Bij het EE-niveau is de helft van de soor-
ten potenticel aangetast (PAF,, ). Het VE is 1/10
van de concentratiefactor behorende bij het
MTE (PAF;). Vergelijking van de resultaten van
het onbehandelde monster met de concentra-
ticfactor voor MTE en VE bepaalt of het opper-
vlaktewater voldoet aan het MTE of het VE.
Voor deze maatlat met de PAF-benadering
kunnen zowel chronische als acute assays
gebruikt worden, maar de resultaten van alle
testen worden uiteindelijk naar een chroni-
sche assay omgerekend.

In vive bioassays met waterbodem

Ook voor waterbodems wordt het MTE-
niveau gelegd bij het ‘geen-effect-niveau’ van
drie chronische in vive bioassays met ‘as is’
monster, waarvan minimaal twee met ‘whole
sediment’. Voor sediment zijn eigenlijk alleen
chronische testen beschikbaar, zodat geen
MTE-niveau wordt gedefinicerd voor acute
testen. Het VE-niveau kan ook niet bepaald
worden: aan het concentreren van sediment
kleven te veel praktische bezwaren. Het EE-
niveau wordt bereikt wanneer in één chroni-
sche test een effect van meer dan EC, gemeten
wordt of in twee chronische testen een effect
van minder dan so procent.

In vitro bioassays

Naast een maatlat voor in vivo bioassays is
ook een aantal mogelijke benaderingen voor
de afleiding van cen maatlat voor m vitro bioas-
says onderzocht. Voor één assay in het bijzon-
der (DR-CALUX) werden indicatief twee maat-
latconcepten verder onderzocht. De meest
kansrijke benadering op de korte termijn,
tevens de meest pragmatische, lijkt de maatlat
‘van schoon naar verontreinigd’, waarbij op
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basis van bestaande metingen met invitro bio-
assays locaties in Nederlands oppervlaktewater
of waterbodem worden verdeeld in ‘schone’ en
‘verontreinigde’ locaties. Het VE kan dan
gelegd worden bij dfe grens die (gemiddeld) in
de ‘schone’ locaties gevonden wordt. Deze
benadering is alleen uitvoerbaar indien een
aanzienlijke dataset van meetgegevens aanwe-
zig 1s, bij voorkeur in combinatie met chemi-
sche stofgegevens. In de toekomst zal moeten
blijken of het mogelijk is om in vitro assays, dic
ieder zo'n heel verschillend karakter hebben,
op één maatlat te schalen.

Afbeelding 1 geeft een schematisch over-
zicht van de manier waarop de maatlat voor in
vivo en in vitro bloassays wordt toegepast.

| m);masin; van de maatlat:
de toekomst

Het rapport ‘Normstelling voor bioassays;
uitwerking voor oppervlaktewater en waterbo-
dem’"! verschijnt tegelijkertijd met dit artikel.
Na de wetenschappelijke afstemming zullen
zowel het beleid als de waterbeheerder zich
over het voorstel moeten buigen. Het rapport
is bij de stuurgroep INS ingebracht om dit ver-
volgtrajectin gang te zetten.

Alvorens de invoering van de effectgerichte
beoordeling mogelijk wordt, moet er nog veel
gebeuren om de methodiek en de set van bio-
assays geschikt te maken voor routinematig
gebruik. De nadruk ligt daarbij op een uitbrei-
ding van het aantal bioassays, op de uitwer-
king in protocollen en op ecologische calibra-
tic. Ook zal moeten blijken welke toegevoegde
waarde bioassays werkelijk hebben ten opzich-
te van chemische monitoring, op welke loca-
tics en hoe vaak gemeten moet worden en wel-
ke maatregelen bij normoverschrijding
genomen mocten worden om de effecten te
verlagen. Door zogenaamd TIE-onderzoek
{Toxiciteit, Identificatie en Evaluatie) zouden
verantwoordelijke stoffen of scofscromen kun-
nen worden opgespoord. En in internationaal
kader zal een concrete invulling gegeven moe-
ten worden aan de aansluiting van de effectge-
richte beoordeling bij de Kaderrichelijn Water,
die consequenties heeft voor de Nederlandse
wetgeving op dit gebied. €
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