Kosten-effektieve toxiciteitscreening met behulp van microbiotesten

Bodem en grondwaterverontreiniging

door vast afval

Het milieubeleid omtrent bodemuverontreiniging steunt op Rwaliteils-
criteria opgesteld voor individuele chemische kontaminanten. Alhoewel
limietwaarden worden gekozen op basis van de giftigheid van de be-
trokken stoffen t.o.v. biota, steunt de feitelijRe beoordeling van geconta-
mineerde bodems exclusief op chemische analyses.

Dergelijke risicobenadering is onvolledig en zwak; het is immers onbe-
gonnen werk te pogen kwaliteitscriteria wit te werken voor de duizenden
verschillende kontaminanten die in de bodem kRunnen terechtkomen.
Het routinematig chemisch onderzoek van bodemuverontreiniging wordt
bijgevolg 'de facto’ beperkt tot het (Rleine) aantal individuele stoffen
waarvoor kwaliteitscriteria bestaan, wat een vertekend beeld geeft van
de mogelijke risico’s.

Ecotoxicologische evaluaties daarentegen geven een globaal beeld van
de totale impakt op biota, van alle kontaminanten samen, elk in hun
respectievelijke concentraties.

Dit artikel beschrijft de rationale van een biologische benadering van
bodem- en grondwaterverontreiniging door middel van toxiciteitstesten,
en bespreekt de voordelen en mogelijRheden van een nieuwe generatie
kosten-effektieve microbiotesten t.o.v. Ronventionele bioassays.
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De hoofddoelstelling van het Ne-
derlands milieubeleid is 'het instand-
houden of herstellen van het draag-
vermogen van het milieu ten behoe-
ve van een duurzame ontwikkeling’'.
Een ’effektgericht’ beleid moet der-
halve streven naar bescherming van
het milieu t.o.v. elke vorm van kon-
taminatie die negatieve gevolgen zou
kunnen opleveren voor de mens en/
of de biologische komponenten van
de ecosystemen.

In Nederland worden hiervoor,
voor individuele kontaminanten, op
basis van extrapolatiemodellen geba-

seerd op ecotoxicologische data,
maximale toelaatbare concentraties
vooropgesteld, evenals verwaarloos-
bare risiconiveau’s die arbitrair 1%
van het maximaal toelaatbare risico-
niveau’s (MTR) mogen bedragen.

In de vernieuwde en geintegreer-
de milieuwetgeving voor Vlaanderen
wordt eveneens gebruik gemaakt
van richt-, grens- en streefwaarden;
bij overschrijden van de richtwaar-
den wordt de exploitant verplicht
de gekontamineerde bodem te sane-
ren’.
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Aangezien voor bodemorganis-
men weinig toxiciteitsgegevens be-
schikbaar zijn, wordt voor het op-
stellen van kwaliteitscriteria (bij ge-
brek aan beter) beroep gedaan op
toxiciteitsgegevens afkomstig van
aquatische organismen. Hierbij wordt
uitgegaan van de drie volgende hypo-
thesen' :

* bodemorganismen en water-
organismen hebben ongeveer
dezelfde gevoeligheid t.o.v.
toxicanten

* de toxiciteit van chemicalién
in de bodem is hoofdzakelijk te
wijten aan de blootstelling
van de bodemorganismen aan
het poriénwater

* concentraties van de chemica-
lién in bodem, poriénwater en
organismen zijn in thermodyna-
misch evenwicht en kunnen
hierdoor m.b.v. evenwichtsparti-
tiecoéfficiénten berekend wor-
den.

Ofschoon het vastleggen van kwa-
liteitscriteria op de hierboven ver-
melde manier in theorie bescher-
ming garandeert van de bodembiota
t.o.v. individuele polluanten, blijkt
deze benadering in de praktijk heel
wat tekortkomingen te vertonen.

In de eerste plaats is het onbegon-
nen werk te pogen kwaliteitsobjec-
tieven op te stellen (op basis van
experimentele  ecotoxicologische
NOEC bepalingen) voor de duizen-
den individuele kontaminanten die
in theorie in de bodem kunnen te-
rechtkomen.

Het is evenmin (economisch) haal-
baar op een routinematige manier
chemische analyses uit te voeren op
alle potenti€le polluanten, zelfs in-
dien voor elke stof een kwaliteitscri-
terium zou voorhanden zijn.

Een risicobeoordeling van bo-
demverontreiniging louter op basis
van de hierboven vermelde chemi-
sche kwaliteitscriteria is een tame-
liik ’'manke’ benadering van het
probleem, aangezien zij beperkt is
tot deze chemicali€n waarvoor een
streefwaarde beschikbaar is. Zij
komt immers over als een struisvo-
gelpolitiek : "'wat men niet ziet’ (niet
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onderzoekt) is er niet (is niet aanwe-
zig)', en kan derhalve geen gevaar
opleveren...

Dergelijke risicobenadering houdt
daarenboven geen rekening met de
interactiemogelijkheden tussen kon-
taminanten (synergisme, antagonis-
me), noch met hun 'biobeschikbaar-
heid’, ttz. hun mogelijkheid om een
toxisch effekt uit te oefenen.

Ecologische evaluatie van de
potentiéle impakt van bodem-
verontreiniging

De beperkingen van een exclusie-
ve chemische benadering van de ge-
volgen van bodemkontaminatie voor
biotische gemeenschappen, hebben
de aandacht gevestigd op de nood-
zaak van een 'biologische’ (ecotoxi-
cologische) aanpak voor de 'globale’
risikobeoordeling van alle polluan-
ten samen.

Met toxiciteitstesten wordt im-
mers een kwantitatieve evaluatie ge-
maakt van de gecombineerde impakt
van alle toxikanten die biobeschik-
baar zijn.

Aangezien de toxische effekten
van chemische stoffen in de eerste
plaats ’soort’specifiek zijn (verschil-
lende soorten organismen hebben
een verschillende gevoeligheid t.o.v.
dezelfde chemische stof), moet voor
een ecologisch realistische inschat-
ting van de gevaren van bodemkon-
taminatie in principe een ’'batterij’
testen ingeschakeld worden. Deze
batterij moet vertegenwoordigers
omvatten van de verschillende trofi-
sche niveaus van de ecosystemen:
producenten (planten), verbruikers
(dieren) en afbrekers (bakterién en
schimmels).

Voor een ecotoxicologische eva-
luatie van een bodem of van vast af-
val worden in de eerste plaats "kon-
takt’testen ingeschakeld. Hierbij wor-
den de proeforganismen gedurende
een bepaalde periode aan de gekon-
tamineerde bodem of afval blootge-
steld, waarna de effekten op overle-
ving, groei of reproduktie worden
bepaald. Voorbeelden van dergelijke
testen zijn~de groeitest met planten
en de overlevingstest met aardwor-
men. Voor het bepalen van toxische
effekten op afbrekers wordt meestal
gebruik gemaakt van bodem-respira-
tie testen.

De bepaling van de giftigheid van
‘'mobiele’ bodemkontaminanten die
tevens door afvloeiing of doorsijpe-
ling het aquatisch milieu bedreigen,
gebeurt aan de hand van "aquatische’

toxiciteitstesten op eluaten of perco-
laten. Deze aquatische toetsen wor-
den thans hoofdzakelijk uitgevoerd
met ééncellige wieren, watervlooien
en vissen, volgens standaardmetho-
des voorgeschreven door nationale
en/of internationale organizaties zo-
als de Europese Unie (EU), de Orga-
nizatie voor Economische Samen-
werking en Ontwikkeling (OESO) of
de Internationale Organizatie voor
Standaardisatie (ISO). Het merendeel
van deze bioassays betreft akute tes-
ten die slechts de impakt van pol-
luanten detecteren na relatief korte
blootstellingsperiodes (enkele dagen).

Ofschoon dergelijke biologische
beoordeling, in vergelijking met een
zuiver chemische benadering a prio-
ri een veel realistischer aanpak is
voor de schatting van het gevaar van
bodemverontreiniging, wordt zij in
de praktijk tot op heden maar in zeer
beperkte mate toegepast.

Redenen zijn de hoge kosten en de
gespecialiseerde kennis inherent aan
het kweken van proeforganismen®.

Mikrobiotesten voor toxiciteits-
screening van verontreinigde
sites

Als gevolg van de biologische en
technische handicaps van ’'konven-
tionele’ toxiciteitstesten, evenals de
hoge kosten inherent aan het konti-
nu kweken van de proeforganismen,
wordt sinds enkele jaren intensief ge-
zocht naar alternatieven om op een
routinematige manier de toxiciteit
van afvalstoffen en/of van gekonta-
mineerde industri€le sites te detecte-
ren en kwantificeren.

In het Laboratorium voor Biolo-
gisch Onderzoek van Waterveront-
reiniging (LABRAP) aan de Universi-
teit van Gent in Belgi€é, worden in dit
verband nieuwe microbiotesten ont-
worpen, die in tegenstelling tot kon-
ventionele ecotoxicologische toet-
sen, onafhankelijk zijn van de konti-
nu kweek en/of onderhoud van
stocks levende proeforganismen’.

Het basisconcept van deze micro-
biotesten (Toxkits genoemd) is het
gebruik van ‘ruststadia’ van geselec-
teerde aquatische biota die (zoals
zaden van planten) voor lange tijd
kunnen gestockeerd worden en tot
ontluiking worden gebracht op het
ogenblik dat men de toxiciteitstest
wil uitvoeren.

In de loop van de laatste jaren wer-
den door LABRAP reeds enkele Tox-
kits ontwikkeld met schaal- en rader-
diertjes als proeforganismen, voor
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concentratie-effekt bepalingen op
zowel zuivere chemicali€én als op vas-
te en vloeibare afvalstoffen, gekonta-
mineerde bodems en waterbodems.
De (geminiaturizeerde) Toxkit tes-
ten waarvan reeds enkele gecom-
mercializeerd werden, zijn niet al-
leen zeer gebruiksvriendelijk en ver-
gen geen gespecializeerde appara-
tuur, maar de kosten van aankoop en
van uitvoering bedragen minder dan
één tiende van deze van ’konventio-
nale’ bioassays.

Toepassing van mikrobiotesten
voor biomonitoring van aqua-
tische en terrestrische ecosys-
temen

De bruikbaarheid van de eerste
Toxkittesten voor routinematige to-
xiciteitsscreening, werd geé€valueerd
op 350 monsters afkomstig van afval-
storten, peilputwaters, slib van wa-
terzuiveringsstations, waterbodems
en industri€le effluenten. Al dan niet
na uitloging of poriénwaterextractie
werden de monsters onderzocht op
hun akute toxiciteit m.b.v. een bak-
teri€éle test (de Microtox), een test
met raderdiertjes (Rotoxkit F test) en
een test met een schaaldiertje (Strep-
toxkit/ThamnotoxKkit F test). Tevens
werd op 25% van de monsters (ge-
zien de veel hogere kosten), bioas-
says uitgevoerd met watervlooien
(Daphnia magna). Tenslotte werd
van een tiental stalen vast afval de
toxiciteit op aardwormen bepaald,
met het oog op evaluatie van de pre-
dictieve waarde van de (snelle) aqua-
tische mikrobiotesten, t.o.v. van de
(14 dagen durende) konventionele
kontakt’ test met een bodemorga-
nisme.

Op alle 350 stalen werd uitgebreid
chemisch onderzoek verricht tenein-
de ’(chemische) oorzaak - (toxicolo-
gisch) gevolg’ relaties te leggen.

Toxiciteitsscreening van
afvalstorten en verontreinigde
industriéle sites

In het kader van voorvermelde
monitoringstudie werden voor de
evaluatie van de toxiciteit van ’vast’
afval 24 afvalstorten en industriéle
sites bemonsterd, verspreid over
Vlaanderen. In totaal werden 78 sta-
len vast afval en/of gekontamineerde
grond, evenals 84 peilputwaters on-
derzocht op hun akute giftigheid
voor biota.

De toxiciteit van de ’vaste’ mon-
sters werd bepaald op een eluaat,
verkregen door één volume monster



te mengen met 4 volumes (artifi-
cieel) regenwater, gedurende een
periode van 18 uren. \

De twee ’'konventionele’ toxici-
teitstesten (aardworm en watervlo)
werden uitgevoerd volgens de OESO
procedure terwijl voor de microbio-
testen de 'Standard Operational Pro-

Tabel 1: Korrelatie tussen de akute toxiciteit en de chemische samenstelling van eluaten
van vast afval en gekontamineerde bodems, en van peilputwaters in Vlaanderen (gegevens
uit een EEG-ACE studie uitgevoerd door het Laboratorium voor Biologisch Onderzoek van
Waterverontreiniging aan de Universiteit Gent in Belgig).

AANTAL STALEN

positieve geen

__korrelatie  korrelatie

cedure’ van deze bioassays gevolgd eluaten van  extreem toxisch 6 6 0

werd. LC50 en EC50 waarden wer- vaste afval zeer toxisch 2 2 0

den berekend, zijnde de verdunning

van het staal die 50% mortaliteit of peilputwaters  extreem toxisch 4 2 2
zeer toxisch 15 T 8

effekt veroorzaakt bij de proeforga-

nismen tijdens de betrokken bloot-
stellingsperiode (naargelang het type
toxiciteitstest van 30 minuten voor
de test op bakterién tot 14 dagen
voor de aardwormtest).

Bij de interpretatie van de resulta-
ten werden alle mediane toxiciteits-
waarden omgerekend naar 'toxische
eenheden (TU)’ zijnde de reciproke
waarde van de LC50 of EC50, uitge-
drukt in percent. Eén toxische een-
heid betekent dat 50% mortaliteit of
effekt optreedt in het niet verdunde
staal; 10 TU’s geeft weer dat de
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Figuur 1: Procentuéle indeling van eluaten van
vast afval en gekontamineerde bodems (A),

en van peilputwaters (B) in Vlaanderen, volgens
hun graad van akute toxiciteit (gegevens uit een
EEG-ACE studie vitgevoerd door het Laboratorium
voor Biologisch Onderzoek van Waterveront-
reiniging aan de Universiteit Gent in Belgié).

L(E)C50 bij een tienvoudige verdun-

ning van het monster ligt, enz...
Door het ontbreken van een schaal

voor de beoordeling van de akute

toxiciteit van de onderzochte mon-

sters werd de volgende logaritmi-

sche klassificatieschaal bedacht:

* niet toxisch wanneer geen

toxische effekten met geen

enkele van de uitgevoerde bio-

assays;

licht toxisch met ten minste

één toxiteitstoets een (licht)

acuut effekt (<50% in het on-

verdunde eluaat of grond-

water); Tu <1);

toxisch het aantal TU’s met

één of meerdere testsoorten lag

len 10;

zeer toxisch aantal TU's

tussen 10 en 100;

extreem toxisch akiuite toxi-

citeit hoger dan 100 TU’s bij één

of meerdere van de uitgevoerde

testen.

Omgerekend naar percolatie van
regenwater door een bodem of afval-
stort komt deze schaal overeen met
doorsijpeling van de volgende volu-
mes : 'toxisch’ betekent dat 50% van
de blootgestelde populatie proefor-
ganismen acuut (lethaal of suble-
thaal) geaffecteerd wordt door bloot-
stelling aan 4 liter (1 TU) tot 40 liter
(10 TU) regenwater dat percoleerde
door 1 dm® bodem of afval; 'zeer
toxisch’ impliceert 50% effekt bij
percolatie van minstens 40 liter tot
400 regenwater doorheen 1 dm’ en
‘extreem toxisch’ duidt aan dat 50%
van de proeforganismen sterven of
een acuut effekt vertonen bij bloot-
stelling aan een percolaat van min-
stens 400 liter regenwater doorheen
1 dm’.

Deze toxiciteitsschaal had alleen
als doel een arbitraire Kklassifikatie
mogelijk te maken van de onder-
zochte plaatsen, voor lokalisatie van
de sites waaraan het meest dringend
aandacht moet worden aan besteed.
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De ecotoxicologische bevindin-
gen voor de afvalstorten en de peil-
putwaters (Figuur 1) tonen aan dat
40-50% van het onderzochte afval of
peilputwaters zodanig verontreinigd
waren dat 50 % van de populatie
proeforganismen (van één of meer-
dere bioassays) afsterven of akute
effekten vertonen, na blootstelling
aan een eluaat (als simulatie van per-
colatie) of aan het grondwater onder
de betrokken afvalstorten.

Zowel voor de eluaten van vaste af-
val/bodem als voor de peilputwaters
blijkt dat de vastgestelde toxiciteit bij
enkele extreme gevallen zelfs meer
dan 1000 TU’s was, en op €én be-
paalde site zelfs de 10.000 TU’s over-
schreed ! De giftigheid van het peil-
putwater is daar dermate hoog dat bij
toevoegen van 0,1 ml ervan aan één
liter (niet verontreinigd) water, 50%
van de biota afsterven (of ernstig ge-
affecteerd worden) na een relatief
korte blootstelling.

Naast deze resultaten kwam tevens
een aantal andere interessante bevin-
dingen aan het licht zoals :

* geen enkele van de testspecies

bleek de 'meest gevoelige’ te zijn

in alle gevallen, dit bevestigt
eens te meer de noodzaak aan
een 'batterij’ van bioassays voor
een ecologisch realistische risico-
beoordeling;

de resultaten van de aquatische

toxiciteilstesten met eluaten ble-

ken op slechts twee uitzonderin-
gen na, tot dezelfde toxiciteits-
klasse te behoren als deze ver-
kregen met de aardwormentest
op de vaste bodem of afvalfrak-
tie;

* de batterij nieuwe miRkrobiotes-
ten is even gevoelig voor detectie
en Rwantificering van aRute
giftigheid van afval/bodem, als
de konventionele (maar aan-
merkelijk duurdere) bioassays
met waterviooien en/of aard-
wormen;
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* het vastleggen van ‘oorzaak-ge-
volg’ relaties tussen de graad
van chemische kontaminatie en
de toxiciteit van de onderzochte
monsters was slechts in een be-
perkt aantal gevallen mogelijk.

Tabel 1 vat de Korrelaties samen
voor de gevallen van 'extreme toxici-
teit’ en 'zeer hoge toxiciteit’. Voor
slechts de helft van de extreem of
zeer toxische peilputwaters kon de
mogelijk chemische oorzaak van de
akute effekten worden achterhaald.
In de eerste plaats is dit te wijten aan
de beperktheid van de chemische
analyses, maar ook aan de moeilijk-
heid om toxische effekten te kwanti-
ficeren uitgaande van een set chemi-
sche gegevens. Omgekeerd bleek dat
bepaalde monsters, volgens de vast-
gestelde graad van ’chemische kon-
taminatie’ in principe sterk giftig
hadden moeten zijn voor de aquati-
sche biota, maar met de uitgevoerde
toxiciteitstesten geen effekten ver-
toonden.

De voor de hand liggende verkla-
ring is dat de betrokken verontreini-
gingen niet 'biobeschikbaar’ waren
en derhalve geen toxische werking
uitoefenden.

Slotbeschouwing

Het ligt buiten de doelstelling van
dit artikel de resultaten van de uitge-
breide EEG-studie (waarvan het eind-
rapport ettelijke honderden bladzij-
den beslaat) in detail te bespreken.

De betrokken studie heeft noch-
tans aangetoond dat thans nieuwe
(biologische) technieken beschik-
baar zijn om een initi€le inschatting
te maken van de gevaren van bodem-
kontaminatie voor biota. De nieuwe
microbiotesten hebben daarbij het
voordeel dat zij aanmerkelijk goed-
koper en gebruiksvriendelijker zijn
dan ’konventionele’ bioassays.

Het moet echter duidelijk zijn
dat, om een ecologisch verantwoord
beeld te verkrijgen van de milieurisi-
co’s, de batterij mikrobiotesten die
thans beschikbaar is, moet aangevuld
worden met testsoorten van andere
belangrijke fylogenetische groepen.

Regulatie en normering van ver-
ontreiniging die tot op heden vooral
steunen op ‘limietwaarden’ voor in-
dividuele kontaminanten, moet in
het licht van de beperkingen en te-
kortkomingen van ’exclusief’ chemi-
sche analyses, zoals hierboven be-
wezen, dringend worden herzien,

en aangevuld met biologische crite-
ria.De toepassing op grote schaal van
een wetgeving op bodemverontrei-
niging, die eveneens toxicologi-
sche evaluatiecriteria inhoudt, wordt
thans economisch haalbaar door de
opkomst van een nieuwe generatie
kosten-effektieve mikrobiotesten.
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