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De natuurin Kinderen -

s
Achteruitgang natuur door
slechte kwaliteit watersysteem

04 MAART 2025 | SIMONE PRINSEN
g b door de slechte kwaliteit van het watersysteem. Dat blijkt uit
Verdroging, vervuiling, en verzuring Bedreigen kwetsbare planten en dieren, met

Is chemische waterkwaliteit zo belangrijk?

aar de toestand van het water in elf natuurgebieden.

De
‘onderzoek van Natuurmonu

ernstige schade als gevolg.
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NOS Nieuws « Maandag 11 december 2023, 15:11 ﬁj DrkaaCtoren NOS Nieuws + Maandag 18 maart 2024, 10:12 (1
Onderzoek: een op de vijf zoetwatervissen met Drinkwaterbedrijven tegen nieuw kabinet: help
. v bestrijdingsmiddelengepruik verminderen o
uitsterven bedreigd met aanpak watervervuiling
. nutriéntenoverschot terugdringen
Rusm 20 procent van de zoetwatervissen wordt met uitsterven bedreigd Dat stikstofuitstoot verminderen Waterschappen en drinkwaterbednjven doen een dningend beroep aan een
om de watervervuiling in Nederland aan te pakke
biijkt ut de meuwe Rode Lyst van bedreigde dersoortan die de IUCN ; ;
: i . h’ 5 o R 2 @ @ ‘ PY wat:r::eschakbaarheld organisaties worstelen met de hoeveelheid schadelijke stoffen in het water en
(Internationale Unie voor het Behoud van de Natuur) heeft gepresenteerd in : o verbeteren = aon WolleIk veibiod ki ap a¢ . ,
O O schnjven ze in een gezamenlijk pamflet
- De dnnkwaterbednjven noemen het een groot probleem dat er steeds meer
® d°te| raakt uit zicht p ® :ptkoers °f“td:e' t:‘:ta’len schadelijke stoffen in het water zitten. Het gaat volgens voorzitter Pieter Litjens
o fainn’s‘??rlvbmr.\’g NS, B CORDOgICEDRBERORas van Vewin, de vereniging van drinkwaterbedrjven, om onder meer nitraat uit de

Dubai
g 15 een belangrik gevaar, naast andere bedreigngen ais

en overbevissing Op de hist met bedreigde dieren staan nu

000 Soten, waarvan e¢ 44 000 met uisterven worden bedregd




Is chemische waterkwaliteit zo belangrijk?

NOS Nieuws « Woenadag 15 mei 2024, 1447 i8]

RIVM: waterkwaliteit én verbetermaatregelen
onvoldoende

Op veel pleiken in Nederland 1S de walerkwallell niét goed genoeg. Er gebeurt
Dovendien te weinig om oe kwaltefl van het waler te verdeleren Daardoor stast
de keasen van drnkwaler onders druk. conciudeert het REVM in een rapport

o

;"ﬂ? s

Die conclusie s opvaliend, omadal al jaren Dekend i dat het niel goed gaat met
de kea¥iell van het water. Onder andere vernvuiling 9oor 0 agransche secior is
KOmen nog steeds ie veel mesisiofen en resien van

bestningsmisoeien in het

FONIwater en rvierwaler lerecht

ANP / Hollandse Hoogte / Clemens Rikken

>

NOS Nieuws + Maandag 9 september 2024, 02:27 «

Aangepast maandag 9 septe. J

Waterbedrifven: onbekend welke gifstoffen
industriein as worden geloosd

NOS Nieuws + Dinsdag 3 september 2024, 04:34

Waterbedrijven roepen Duitsland dg
lozingen in Rijn aan te pakken




Is chemische waterkwaliteit zo belangrijk?

/Doelstoffenanalyses \ / * Complexe mengsels! \

« Interacties van stoffen mogelijk

« Vaste lijsten stoffen
. ie| ?
. Concentraties Hoe meet je iets onbekends?

»  Vergelijking met normen

Beperkte blik... Nieuwe technieken!
- Bioassays

« Combinaties van complementaire

/

technieken:

« Effect-Directed Analysis

. S




Is chemische waterkwaliteit zo belangrijk?
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Bioassay



Bioassays

« biologische testsystemen
- om het effect van een stof (of mengsel) te bepalen
 Inclusief onbekende stoffen en mengselinteracties

Op levende dieren of planten (in vivo):
 online monitoring bij innames
* B.v.vissen, watervlooien, algen

Op levende cellen of weefsels (in vitro):
* in het laboratorium: humane cellen, bacterién
« voor algemene en specifieke effecten

>

Het sf :C«\ Waterlaboratorium




Bioassays bij HWL
Algemene
toxiciteit

Hormoonverstoring

 ER-CALUX & anti-ER
« AR-CALUX & anti-AR
« GR-CALUX
 PR-CALUX & anti-PR
» Schildklierhormoon

transport
Genotoxiciteit
« P53-CALUX
« Ames test TA9S,
YG7108
L Omzetting * Luminescente Ames
Oxidatieve lichaamsvreemde test
stress respons stoffen o Alle +/- S9
« Nrf2-CALUX « PAH-CALUX
« PXR-CALUX

Selectie van de gevoeligste eindpunten voor de
(chronische) gezondheid van de mens/milieu



Bioassays bij HWL

Sleutelfactor enr
L] . .
Toxiciteit WATERKWALITEIT
Drinkwater Opperviaktewater Afvalwater
Basis
ERa Cytotox ERa | Cytotox ERa Cytotox
CAl CALU CALU CALUX CALU! CALUX
PAH PAH : PAH _
CAL I Microtmr‘l CALU: | Microtox* CALU I' Microtox*
Nricooy | Ames Nrf2 Algen Nrf2 ~ Algen
j _CALUX | test CALUX inhibitie* CALUX inhibitie*
Extra inQ/beves\Q °
: PXR 1| Anti-AR PXR Anti-AR || paphnia PXR Anti-AR || paphnia
g CALUX j] CALUX CALUX CALUX immobili CALUX CALU: immobili
ie* satie*
PPARy e PPARy GR
CALUX CALUX CALUX

Hormoon receptor-gemedieerde effecten, adaptieve stress respons , xenobiotisch metabolisme, apicale effecten.

* in vivo

- = = = geen Effect Signaal Waarde (ESW) beschikbaar

Umwelt

Bundesamt

'Bx.Box

Rijkswaterstaat

Beoordeling vergaande zuivering RWZI-effluent




Extractie
watermonsters

Celkweek

Het

Voorbeeld: CALUX bioassays

BDS

BiSDetection Systems




Cellen blootstellen aan

extracten

Lichtanalyse

_\\

Het sf £ Waterlaboratorium

Voorbeeld: CALUX bioassays

BDS

BiSDetection Systems




Voorbeeld: CALUX bioassays BDS

BiSDetection Systems

Pollutant Addition o
® ® Luciferine ignt

® 0
Translation
Luciferase ‘_‘ A

\Ta Ve VeV

e.g. ERa-CALUX®:
hormoonverstoring

Blootstelling aan waterextract

Receptor-activering door
specifieke groepen stoffen

Lichtproductie

Transcription

Het Waterlaboratorium




Cellen blootstellen aan

extracten

Lichtanalyse

I

et sf £ Waterlaboratorium

BDS)

Voorbeeld: CALUX bioassays S BB aton Systems

Light induction

a5

20

15

10

Water sample
(concentrated extract)

5

0

0,001

0,01 0,1 EQI 1a

Conc. 17B-estradiol (ng/L)

1aa

Activiteit uitgedrukt in equivalenten van de
referentiestof

Informatie over de aanwezigheid en activiteit, niet
over de chemische identiteit van de actieve stoffen




Voorbeeld: Microtox bioassay (Allivibrio fischeri)
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Water(extract)

Bacterien toevoegen
Allivibrio fischeri

S
=g

Luminescentie
geremd? *

A

« Meet natuurlijke bioluminescentie
- Blootstelling aan stoffen remt bioluminescentie
- Algemene acute toxiciteit (apicaal)

Info over aanwezigheid, niet over de chemische identiteit van de actieve stoffen




Bioassaytoepassi
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Toepassingen bioassays

«  Monitoring waterkwaliteit
« B.v. bronnen voor drinkwater (13x/))
Drinkwater (4x/j)

. Trends in de tiid Estrogenic activity

SW 1 - =SW3  emea- SW5 e SW 7

Activity (pg ref. compound-eq./L water)

1 51322293745 2 9 1725334149 6 1422303846 1 9 1725334249 5 1321293745 1 9 1725334149 5 1321

2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

Het (€ Waterlaboratorium Zijn deze activiteiten hoog of laag? Vormen ze een risico?




Toepassingen bioassays

* Monitoring waterkwaliteit
« B.v. bronnen voor drinkwater
* Trends in de tijd

ESW: Effect-signaalwaarde (Engels: EBT)
» Concentratie < ESW => geen risico verwacht
« Concentratie > ESW => risico niet uit te sluiten => Verder onderzoek aanbevolen

» Aparte ESWs voor:
 Ecologie => oppervlaktewater, RWZI-effluent
* Humane gezondheid => drinkwater

Het Waterlaboratorium



Toepassingen bioassays

* Monitoring waterkwaliteit
« B.v. bronnen voor drinkwater (13x/))
Drinkwater (4x/j)

. Trends in de tiid Estrogenic activity

SW 1 - =SW3  emea- SW5 e SW 7

. ESWecologie

Activity (pg ref. compound-eq./L water)

1 51322293745 2 9 1725334149 6 1422303846 1 9 1725334249 5 1321293745 1 9 1725334149 5 1321

2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

Het (€ Waterlaboratorium Zijn deze activiteiten hoog of laag? Vormen ze een risico?




Toepassingen bioassays

Data science Loadlngs
« Correleren van bioassay- en andere WQ- 1.0 .
meetgegevens :
« Patronen ontdekken (groen = Rijn, blauw = Maas) .
< Bronnen van verontreinigingen achterhalen .
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Welke stoffen veroorzaken de

effecten?




Effect-directed Analysis: Identificatie van actieve stoffen

|

N

Effect-directed Analysis (EDA):

» Methode voor de identificatie van biologisch
actieve stoffen

« Combinatie van bioassays en chemische
technieken:

* Bioassay
» Chromatografische fractionering stoffen

K « Chemische identificatie in actieve fracties /

Het Waterlaboratorium
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Effect-directed analysis

and biological data

v

Identification

confirmation
with analytical
standard

Separation with LC

I

extraction

Injection of sample

water sample

bioassay test of
non-fractionated extract .
bioassay chromatogram

Het sf :9\ Waterlaboratorium
Houtman et al.,, Env. Tox. & Pharm., 2020




Effect-directed Analysis: Identificatie van actieve stoffen

Correlation chemical
and biological data

Crromatogrem
Chemua Aralyss

| 1 Reconsty ted Bosesay
| ) Cheomatogram
1 | \
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water sample extraction Injection of sample Separation with LC  Identification
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Estrogenic activity Y
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bioassay chromatogram

Houtman et al.,, Env. Tox. & Pharm., 2020




Effect-directed analysis

Copfelation chemical
d biological data

N
l l'
water samp|e extraction Injection of sample Separation with LC  Identification @~  #&<& \
" 2
100
20 ER3
80 10.2 Estrone
E-E . 10.5 17a-& B-Estradiol
8 §'§ 70 ER 2 / 10.4-10.8 17a-Ethynylestradiol
=238 60 8.0 Estriol
328 s0
, 32, \
bioassay test of £g5 40
non-fractionated extract | £3® 30
T 20
10
. o . I\ M, J
h -
Het (€ € Waterlaboratorium 0 2 4 6 8 10
Retention time (min)




anti-androgene activiteit

(kg Flt-eq/L)

EDA anti-androgene activiteit in de anti-AR-CALUX

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Correlation chemical

______sample

Anti-androgene activiteit
(totaal ongefractioneerd extract)

L |

nov-19 0

mei-19 0
dec-19

jun-19

jul-19
nov-20

aug-19 A
sep-19
dec-20

feb-19 A
okt-19

mrt-19
apr-19
jan-20
feb-20
apr-20
mei-20
jun-20
jul-20
aug-20
sep-20
jan-21

mrt-20
okt-20
feb-21

Anti-androgene stoffen gevonden
Veel pesticiden
Opvallend: azole-fungiciden!

confirmation
with analytical
standard




Toxic Units (TU)
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Effect Directed Analysis met Microtox
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Adaptive
stress respons

EDA voor >10 bioassays

Algemene toxiciteit

1: azoxystrobin SW-5
200~ 2: PFHpPA
3: PFHxS

g
1
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o
L

Bioassay response
(% of max, DMSO)
8
L

4: PFOS
5: Telmisartan
6: Propiconazole

o
-
=
-

i

10 15
Retention time (RT, min)

o
E
-
o

150=
120 -
Cytotox
z 100
fse
3! -
5FE
10
20
o
[ 2 a 6 8 10 12 14 16

Retention time (min)

=_Inotoxiciteit

Bioassaychromatogram
Oxidatieve stress inductie in de Nrf2-CALUX

160 —RWZl-influent

—RWzl-effluent

door curcumine)

Activiteit in de NRF2-CALUX bioassay
(% wvan de maximale lichtinductie

0 2 a 6 8 10 12 14 16
Retentietijd (min)

« P53-CALUX

Omzetting
lichaamsvreemde
stoffen

Houtman et al., H20-online, 2024

Pasitive Control

Activity in CALUX bioassay
(% of max. light induction by
reference compound)
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Bioassays:
Nieuwe milieutechnieken geven ons inzicht in onbekende stoffen

Panel assays voor gevoeligste eindpunten

Effect Directed Analysis:
|dentiteit actieve stoffen nodig voor Risk Assessment
EDA achterhaalt deze
EDA-platform aan steeds meer bioassays gekoppeld

Veroorzakende stofqu steeds beter bekend
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