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Zusammenfassung

Um ein schnelles und aussagefahiges Screening der bakte-
riellen Toxizitdt von Transformationsprodukten (TP) zu er-
maoglichen, wurde erstmalig ein mehrstufiger Ansatz entwickelt
und fur 45 Pestizid-TP angewendet. In Stufe | wurden Literatur-
daten ausgewertet und Stoffeigenschaften mit Hilfe computer-
basierter Methoden vorhergesagt. Im Falle von 6kotoxikolo-
gischen Hinweisen erfolgte in Stufe Il die experimentelle
Untersuchung einer in Photolyseexperimenten erzeugten
Mischung aus Pestizid und TP im Leuchtbakterientest. In Stufe
Il wurden die Tests mit Einzelsubstanzen wiederholt, wenn
sich Hinweise durch die Mischungsexperimente ergaben und
ein analytischer Standard vorhanden war. Mittels des Ansatzes
konnten 96 % der TP initial bewertet werden. 62 % wurden als
sehr wahrscheinlich oder wahrscheinlich 6kotoxisch eingestuft.
Der mehrstufige Ansatz kann als Wegweiser fiir die Bewertung
der Okotoxizitat genutzt werden, um der Vielzahl an Sub-
stanzen inklusive TP gerecht zu werden und der stofflichen
Belastung von Gewassern vorzubeugen.

Einleitung

Transformationsprodukte von chemischen Stoffen, die durch
abiotische oder biotische Abbauprozesse z.B. in der Umwelt
gebildet werden, sind schon lange bekannt (Burrows et al.,
2002; Fenner et al., 2013) und werden in zunehmendem Malf3e
nachgewiesen und ihre Struktur aufgeklart (Wang et al., 2020).
Ihre Bewertung steht aber meist noch aus, da u.a. haufig keine
Standardsubstanzen fir Testzwecke zur Verfugung stehen.
Die Fortschritte der Non-Target-Analyse (Bader et al., 2017;
Wang et al. 2020) wird die Licke zwischen Nachweis/
Identifizierung und ihrer Bewertung (,Assessment Gap®) zu-
nehmend vergréRern. Die Berilicksichtigung der TP erhéht
dementsprechend auch die Anzahl der Substanzen, die im
Rahmen 06kotoxikologischer Risikobewertungen fur eine
umfassendere und tragfahigere Risikoabschatzung beriick-
sichtig werden mussen. Nichtsdestotrotz werden TP oftmals
selbst in prospektiven Bewertungsvorschlagen vernachlassigt
(Schéfer et al., 2019) bzw. ist es lediglich erforderlich die be-
kannten und relevanten Metabolite zu bewerten (Européische
Union, 2009).

Die (6ko-)toxikologischen Eigenschaften der TP kdnnen stark
von der Ausgangssubstanz abweichen. So kénnen TP in
manchen Fallen sogar toxischer als ihre Ausgangssubstanz
sein (Belfroid et al., 1998; Bustos et al., 2019; Sinclair and
Boxall, 2009). Vor dem Hintergrund der zunehmenden Anzahl
an Substanzen und den zugehdrigen bekannten und unbe-
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kannten TP (Kimmerer et al. 2019) stellt sich die Frage, wie
zukiinftig mit der 6kotoxikologischen Bewertung umgegangen
werden kann. Sowohl experimentelle als auch computer-
basierte Methoden stofRen dabei an ihre Grenzen: Beispiels-
weise ist die Durchfiihrung von Experimenten aufgrund fehlen-
der analytischer Standards oder des zeitlichen Aufwands
begrenzt. Die Bewertung auf Basis computerbasierter Metho-
den ist hingegen durch die Anzahl der Test- und Trainings-
substanzen und den begrenzten Anwendungsbereich der
Modelle limitiert. Die Nutzung beider Ansétze in Kombination
ist demensprechend ein sinnvoller und vielversprechender
Ansatz (Menz et al., 2017, Westphal et al., 2020).

In unserer Studie wurde daher dieses kombinatorische Vor-
gehen weiterentwickelt und in einem mehrstufigen Verfahren
angewendet (Hensen et al., 2020; Abbildung 1). Somit konnte
der zeitliche und finanzielle Aufwand minimiert werden. Zu
diesem Zweck wurden innerhalb der ersten Stufe Literatur-
daten beziglich der Okotoxizitat zu den jeweiligen TP ausge-
wertet. Fur bekannte TP-Strukturen mit noch unbekannten
Eigenschaften wurden quantitative Strukturaktivitéatskorre-
lationsmethoden (QSAR/QSPR) angewendet, um TP zu selek-
tieren, die méglicherweise 6kotoxisch sind. In der zweiten Stufe
wurden fir Mischungen aus eigens durchgefuhrten Photo-
lyseexperimenten, welche Ausgangssubstanzen und TP ent-
halten, Bakterientoxizitatstests durchgefuhrt, um weitere Hin-
weise auf mogliche dkotoxikologische Wirkungen zu erhalten.
Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde fur einzelne
auffallige TP, fur die ein analytischer Standard zur Verfigung
stand, der Bakterientoxizitatstest wiederholt. Analog kénnen
andere Tests und Endpunkte wie z.B. Algentoxizitat gewahlt
werden, der zeitliche Aufwand dafir ist aber grofRer.

Fur die Untersuchung wurden die TP der sechs Pestizide Bos-
calid, Penconazol, Terbutryn, Diuron, Octhilinon (OIT) und
Mecoprop als Modelsubstanzen ausgewahlt. Diese Ausgangs-
substanzen stellen ein breites Spektrum an Substanzklassen
innerhalb der Pestizide dar und weisen verschiedene
Anwendungsgebiete (Pflanzenschutzmittel und Biozide) auf.
Dariiber hinaus besitzen diese Substanzen verschiedene
Wirkungsweisen und Toxizitatslevel (Bollmann et al. 2017;
Mottier et al., 2014; Rodriguez-Cabo et al., 2018; Strachan et
al., 2001), welche sich unter Umstanden, z.B. bei genligend
ahnlicher Struktur durch Stoffgruppen- und Analogiekonzepte
auch auf ihre TP Ubertragen lassen.
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Methoden

Um die Eingabedaten fir das Stufenverfahren zu generieren,
d.h. den Ausgangssubstanzen bekannte TP zuzuordnen, wur-
den einerseits Literaturdaten ausgewertet als auch eigene
experimentell erzeugte Photolysemischungen und resul-
tierender TP analysiert. Der Abbauprozess der Photolyse
wurde gewahlt, da er ein im Vergleich zu Bioabbau oder
Hydrolyse schnelles Verfahren darstellt, aber aufgrund des
gewahlten sonnenahnlichen Lampenspektrums dennoch TP
liefert, die unter Umweltbedingungen gebildet werden kénnen.
Oftmals werden &hnliche TP gebildet und im Fall der Photolyse
eine deutlich grof3ere Anzahl.

Transformationsprodukte

Stufe |
Literaturdaten/QSAR

Stufe Il
Experimente mit Mischungen

Stufe Il
Experimente mit Einzelsubstanzen

\ /

Abb.1: Ubersicht tiber das methodische Vorgehen

Die schematische Vorgehensweise ist in Abbildung 1 dar-
gestellt. Im Zuge der Literaturrecherche wurden sowohl Priméar-
literatur als auch Zulassungsberichte von Pestiziden herange-
zogen. Es wurden lediglich TP ausgewahlt, die durch Umwelt-
prozesse entstehen, wie beispielsweise durch Photolyse oder
Bioabbau. Fir die experimentelle Untersuchung der ent-
stehenden TP wurden die Ausgangssubstanzen in Wasser
geldst und Uber einen Zeitraum von acht Stunden mit einer
Xenonlampe mit sonnendhnlichem Spektrum bestrahlt. Die in
den Photolysemischungen enthaltenen TP wurden soweit
maoglich mittels hochauflosender Massenspektrometrie (LTQ
Orbitrap; Thermo Scientific, Dreieich, Germany) identifiziert
und aufgeklart. Durch Non-Target-Analytik lassen sich ggf.
weitere TP identifizieren.

Die identifizierten TP wurden in der ersten Stufe des mehr-
stufigen Ansatzes mittels QSAR analysiert. Hierfir wurde das
Modell TOX_EB des kommerziellen CASE Ultra Software
Pakets (v. 1.7.0.5, MultiCASE Inc. Beachwood, OH, USA) an-
gewendet, um die akute Toxizitat gegenliber Leuchtbakterien
zu berechnen. Dieses QSAR-Softwareprogramm hat gegen-
Uiber anderen den Vorteil, dass es dem Nutzer eine Aussage
daruber gibt, ob die geprufte Struktur innerhalb der Anwen-
dungsdomane liegt. Die Ergebnisse werden zudem den hohen
Qualitatsanforderungen der Organisation fiir wirtschaftliche
Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) gerecht und von
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der Europdischen Chemikalienagentur (ECHA) anerkannt.
Weiterhin kann der Nutzer durch die Eingabe neuer Daten die
Modelle erweitern und verbessern. Auf diese Weise konnten
die TP anhand ihrer bakteriellen Okotoxizitat klassifiziert und
entweder als ,positiv‘ (6kotoxisch) oder ,negativ* (nicht 6ko-
toxisch) oder ,aufBerhalb der Anwendungsdoméne* eingestuft
werden.

In der zweiten Stufe wurden die sechs Ausgangssubstanzen
einzeln photolysiert. Die dabei entstehenden Photolyse-
mischungen wurden in einem modifizierten Leuchtbakterien-
test (LBT) getestet. Anhand der Leuchthemmung wurden drei
Endpunkte ermittelt: akute Toxizitat (30 Minuten), chronische
Toxizitdt (24 Stunden) und Wachstumshemmung (14
Stunden). War die Leuchthemmung fir mindestens einen End-
punkt groRer 20 % wurde ein TP als ,positiv‘ eingestuft. Alle
anderen Ergebnisse wurden als ,negativ‘ eingestuft. Auf
gleiche Weise wurde die bakterielle Okotoxizitat der Einzel-
substanzen im LBT in der dritten Stufe getestet.

Ergebnisse

Auf Basis der untersuchten Literatur und der vorangestellten
Photolyseexperimente konnten insgesamt 45 TP als Eingabe-
daten fur die Durchfiihrung des mehrstufigen Ansatzes gene-
riert werden (Tabelle 1). Diese Zahl zeigt noch einmal deutlich,
wie stark der Untersuchungsaufwand durch die Berlck-
sichtigung von TP im Vergleich zu der alleinigen Untersuchung
der Ausgangssubstanzen erhdht wird. Die Benennung der TP
erfolgte anhand ihres Masse-zu-Ladungsverhaltnisses (m/z).

Im Detail wurden sieben TP von Boscalid, zehn TP von
Penconazol, funf TP von Diuron, zwolf TP von Terbutryn,
sieben TP von OIT und vier TP von Mecoprop identifiziert, die
alle bereits durch vorherige Studien bekannt waren, d.h. in den
vorangeschalteten Photolyse-Experimenten wurde kein bisher
unbekanntes TP identifiziert. Die Literaturrecherche ergab
ebenfalls, dass etwa ein Drittel der TP in unterschiedlichen
Umweltkompartimenten nachgewiesen wurden, was die
Relevanz der Untersuchung unterstreicht. Weiterhin konnte
durch die Recherche belegt werden, dass die Okotoxizitat von
60 % der ausgewahlten TP bisher nicht bekannt war.

Durch die Durchfiihrung des hier entwickelten mehrstufigen
Ansatzes konnte die Bakterientoxizitat von insgesamt 96 % der
TP initial bewertet werden (Tabelle 1). 62 % der TP sind sehr
wahrscheinlich oder wahrscheinlich 6kotoxisch, von denen
viele bis dato nicht im Pestizid-Zulassungsverfahren bertck-
sichtigt werden. Die restlichen TP wurden entweder als sehr
wahrscheinlich oder wahrscheinlich nicht 6kotoxisch einge-
stuft.
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Tabelle 1: Ergebnisse der Analyse der bakteriellen Okotoxizitat anhand des mehrstufigen Ansatzes.

Stufe | Stufe I Stufe lll
TP LBT LBT w
LIT QSAR PM MIX STD SINGLE

Boscalid-TP-157 - - + -

Boscalid-TP-158 -- - + -

Boscalid-TP-307(a) + X NA - +
Boscalid-TP-307(b) + X NA - +
Boscalid-TP-309 + - - +
Boscalid-TP-325(a) + X NA - +
Boscalid-TP-325(b) + X NA - +
Penconazol-TP-70 + [1]** AD - + - --
Penconazol-TP-130 AD - - 0
Penconazol-TP-184 AD X + - +
Penconazol-TP-248(a) | + [2]* (+) X + - +
Penconazol-TP-248(b) | + [2]* ) X + - +
Penconazol-TP-264(a) (+) X + - +
Penconazol-TP-264(b) + X + - +
Penconazol-TP-266(a) (+) X + - +
Penconazol-TP-266(b) + X + - +
Penconazol-TP-286 + [1]** + - - +
Diuron-TP-162 +[3] + - + ++
Diuron-TP-205 +[3] + - + ++
Diuron-TP-215(a) - [3] +) X + - +
Diuron-TP-215(b) - [3] + X + - +
Diuron-TP-219 + [3] + X + + ++
Terbutryn-TP-140 - [4] - - - -
Terbutryn-TP-156 - - - -

Terbutryn-TP-168 - [4] AD X + - -

Terbutryn-TP-184 AD X + - +
Terbutryn-TP-186 AD X + - +
Terbutryn-TP-196 - [4] AD X + - -

Terbutryn-TP-210 AD X + - +
Terbutryn-TP-212 AD X + + - -
Terbutryn-TP-214 AD X + + +
Terbutryn-TP-226 - [5] AD X + + - --
Terbutryn-TP-256 AD X + - +
Terbutryn-TP-258 AD X + - +
OIT-TP-130 - X + - -

OIT-TP-158 AD - - 0
OIT-TP-172 - [4] - - - -

OIT-TP-184 +[4] - - - +
OIT-TP-202 - - - -

OIT-TP-214 +[4] +) X + - ++
OIT-TP-216 - - - -

Mecoprop-TP-107 - [6] - - - --
Mecoprop-TP-141 + [7]* + X + + + ++
Mecoprop-TP-195 + X + - +
Mecoprop-TP-213 + X + - +

Stufe I: Literaturdaten und berechnete Daten durch das CASE Ultra-Model ,TOX_EB* (MultiCASE Inc.). Stufe Il: TP, die in der
Photolysemischung identifiziert wurden (PM) und LBT der Mischung (LBT MIX). Stufe Ill: TP, fir die ein analytischer Standard
zur Verfuigung stand (STD) und LBT der Einzelsubstanzen (LBT SINGLE). Ergebnisse werden dargestellt als + (positiver Befund),
- (negativer Befund), (+) (uneindeutiger pos. Befund) und AD (aufRerhalb d. Anwendungsdoméane) bzw. nicht analysierbar (NA).
Wabhrscheinlichkeitseinstufung (W) anhand der Anzahl der Stufen in sehr wahrscheinlich (++) oder (+) wahrscheinlich 6kotoxisch
bzw. sehr wahrscheinlich (--) oder wahrscheinlich (-) nicht 6kotoxisch oder konnte nicht ermittelt werden (0).

Referenzen: [1]: EFSA, 2008; [2] Rodriguez-Cabo et al., 2018; [3]: Tixier et al., 2001; [4]: Bollmann et al., 2017; [5]: Villa et al.,
2012; [6]: Jenning et al., 2001; [7]: Mottier et al., 2014.

* Testorganismus: Daphnia magna (QSAR); +° positiver Befund nur fur akute Toxizitat;

** Testorganismus: Wasserorganismen; +~ positiver Befund nur fur chronische Toxizitat
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Insgesamt konnten 42 % der TP durch mehr als eine Stufe be-
wertet werden, was eine hohe Wahrscheinlichkeit fur die
Toxizitatseinstufung ergab. Fir 53 % der TP konnte nur eine
geringere Wahrscheinlichkeit ermittelt werden, da sie lediglich
durch die erste oder die zweite Stufe bewertet werden konnten.
Das Wissen uber die 6kotoxikologischen Risiken konnten ins-
gesamt deutlich gesteigert werden, da lediglich 4 % der TP
durch keine der hier angewandten Methoden bewertet werden
konnten.

Die Grenzen der einzelnen Methoden im Rahmen des mehr-
stufigen Ansatzes wurden z.B. dadurch deutlich, dass 31 % der
TP im Rahmen der computerbasierten Methoden nicht in die
Anwendungsdoméne des eingesetzten Modells fielen. Dies
verdeutlicht, dass die Vorhersageergebnisse stark von einer
ausreichenden Menge an Test- und Trainingssubstanzen in
den Modellen abhéngig sind, aber auch von der Verwendung
von Software, die ein solches Ergebnis mit anzeigt. Aufgrund
fehlender Literaturdaten und Vorhersagen konnte knapp ein
Drittel der Substanzen in der ersten Stufe nicht bewertet
werden. Andererseits wurden in den photolytischen Mischun-
gen nur 60 % der aus der Literatur bekannten TP wiedergefun-
den. Folglich konnten fur 40 % der TP keine Mischungstoxizi-
tatstests in der zweiten Stufe durchgefiihrt werden.

Die kombinatorische Anwendung von experimentellen und
computerbasierten Methoden ist aufgrund der oben genannten
jeweiligen Limitierungen sehr vorteilhaft. So konnte beispiels-
weise einerseits die Okotoxizitat der TP der sehr schlecht
wasserldslichen Substanz Boscalid im Rahmen der computer-
basierten Methoden bewertet werden, welche im Rahmen der
hier durchgefuhrten Tests aufgrund der geringen Wasserlts-
lichkeit nicht untersucht werden konnte. Im Falle der Terbutryn-
TP konnten andererseits die computerbasierten Methoden
nicht greifen, da die Struktur der TP nicht in den Anwendungs-
bereich des Modells fallt. Die TP konnten aber durch die
Experimente in der zweiten Stufe bewertet werden.

Der mehrstufige Ansatz ist vor allem fiir Substanzen, deren
Okotoxizitat als nicht wahrscheinlich eingestuft wurde, vorteil-
haft. Sollte die bakterielle Okotoxizitat sowohl in der ersten als
auch in der zweiten Stufe als negativ eingestuft worden sein,
ist eine weitere Bewertung nicht notwendig, was den zeitlichen
und finanziellen Aufwand im Vergleich zur Analyse jedes
einzelnen TP stark minimiert. Erst wenn eine Substanz auf den
vorherigen Stufen nicht bewertet werden konnte oder sich die
Hinweise darauf verdichten, dass ein TP 6kotoxisch ist, sind
Einzelokotoxizitatstests erforderlich.

Schlussfolgerungen

Der hier entwickelte Ansatz kann als einleitendes Screening-
und Priorisierungsverfahren betrachtet werden, welches als
Wegweiser fiir die Durchfiihrung eingehenderer Tests genutzt
werden kann. Die kombinatorische Anwendung von Literatur-
daten, computerbasierten und experimentellen Methoden im
Rahmen des mehrstufigen Ansatzes zeigte sich als hilfreicher
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Startpunkt, um der Bewertung der steigenden Anzahl an
Chemikalien und insbesondere ihren TP gerecht zu werden.

Im Anschluss an das Screening kdnnten Synthesen von
analytischen Standards und darauf aufbauend Einzeltests fir
TP vorgenommen werden, deren Okotoxizitéat als wahrschein-
lich eingestuft wurde oder deren Okotoxizitat auf den ersten
beiden Stufen nicht ermittelt werden konnte. Weiterhin kénnen
weitere fiir die Bewertung relevante Endpunkte hinzugezogen
werden.

Auch wenn computerbasierte Methoden zwar generell bei der
Zulassung von Chemikalien durch den Rechtsrahmen der EU
empfohlen werden (ECHA, 2016), so gibt es bis dato keine
Empfehlung fur die Anwendung von QSAR-Methoden bei der
Bewertung von Pestiziden (EFSA, 2010). Dennoch sollte die
Zulassung von Pestiziden stets dem aktuellen wissenschaft-
lichen und technischen Wissensstand angepasst werden, um
proaktive Risikobewertungsmethoden im Rahmen gesetzlicher
Regulierungen zu implementieren. Dadurch kann dem Vor-
kommen und den Effekten von TP im Wasserkreislauf nach-
haltig vorgebeugt werden.
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