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Abstract
Experimentell bestimmte Bioakkumulationsfaktoren sind ein

wichtiges Element der Bewertung stofflicher Risiken. Basis fiir
die Durchfiihrung von Bioakkumulationsstudien an Fischen ist
die momentan in Revision befindliche Richtlinie OECD 305
(Flow-through fish test). Fischmetabolismusstudien liefern die
Basis fir Ruckstandsdefinitionen und zur Bestimmung des
Anreicherungspotentials von Pflanzenschutzmitteln und deren
Metaboliten in Aquakulturprodukten. Im Vergleich zu anderen
Nutztierarten, wie Wiederkauer, Gefliigel und Schweine, gibt
es jedoch fur Fische bislang keine Leitlinie zur Durchfiihrung
entsprechender Studien. Die Studienkonzepte zur Durch-
fihrung von Bioakkumulations- und Metabolismusstudien an
Fischen werden beschrieben und ein Einblick in den aktuellen
Stand der Richtlinienentwicklung gegeben.

1. Revision der Richtlinie OECD 305

1.1 Biokonzentrationsstudien

Bioakkumulation beschreibt die Anreicherung von Chemi-
kalien im Organismus. Dabei wird die Aufnahme von
Substanzen Uber die Nahrung (Biomagnifikation) von der
direkten Anreicherung aus der abiotischen Umwelt (Bio-
konzentration) unterschieden. Experimentell bestimmte Bio-
akkumulationsfaktoren sind ein wichtiges Element der
Risikobewertung chemischer Substanzen. Basis fur die
Durchfiihrung von Biokonzentrationsstudien an Fischen ist die
Richtlinie  OECD 305 (Flow-through fish test). Seit der
Konsolidierung dieser Richtlinie im Jahr 1996 wurden
zahlreiche Substanzen getestet und dabei umfangreiche
Erfahrungen durch die Priflabore und Regulationsbehérden
gesammelt. Die gewonnenen Erkenntnisse flieBen nun in die
Revision der Richtlinie ein.

Insbesondere der hohe Verbrauch an Versuchstieren bei
der Chemikalienbewertung hat den Ruf nach vereinfachten
Testmethoden verstarkt. Ein auf der Arbeit von Springer et al.
2008 basierendes minimierendes Testdesign wird in die
Richtlinie aufgenommen und kann in Zukunft, falls bestimmte
Kriterien erflllt sind, als Alternative zur klassischen Bio-
konzentrationsstudie eingesetzt werden. Dabei sind weniger
Probennahmezeitpunkte und die Option des Einsatzes nur
einer einzelnen Testkonzentration vorgesehen. Die Berech-
nung der Biokonzentrationsfaktoren (BCF) erfolgt auf Basis
eines kinetischen Einkompartiment-Modells. Aufgrund der
relativ geringen Prazision der erzielten Ergebnisse sollte das
minimierte Testdesign insbesondere zur Uberpriifung QSAR
basierter BCF-Werte dienen, die deutlich Uber oder unter den
regulatorischen Triggerwerten liegen.
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1.2 Biomagnifikationsstudien

Insbesondere fir Chemikalien hoher Lipophilitat (log P >5)
stellt die Durchflihrung von Biokonzentrationsstudien haufig
ein Problem dar. Die schlechte Wasserloslichkeit lipophiler
Substanzen beeintrachtigt die Einstellung stabiler Testkon-
zentrationen und kann unter bestimmten Bedingungen zu
unprazisen Messungen der Testsubstanz im Medium fiihren.
Zudem reichern sich Chemikalien in der Umwelt mit
steigender Lipophilitat verstarkt Gber die Nahrungskette an, so
dass den Biomagnifikationsprozessen eine héhere Beachtung
geschenkt werden misste. Fir Chemikalien mit schlechter
Wasserl@slichkeit wird daher zukinftig ein alternatives Test-
design zur Durchfiihrung von Bioakkumulationsstudien auf
Basis von Futterungsexperimenten zur Wahl stehen. Ziel
dieser Studien ist die Bestimmung eines Biomagnifikations-
faktors (BMF). Zukunftig werden somit zwei unterschiedliche
Bioakkumulationsfaktoren in die Stoffbewertung eingehen. Im
Rahmen des Revisionsprozesses der Richtlinie OECD 305
wird momentan geprift, ob aus den Aufnahme- und
Ausscheidungsdaten eine Umrechnung in BCF-Werte méglich
ist, oder ob zukiinftig eigene Triggerwerte zur Bewertung des
Biomagnifikationsprozesses erforderlich werden.

1.3 Lipidnormalisierung von Bioakkumulationsfaktoren
Da eine klare Beziehung zwischen dem Bioakkumulations-
potential organischer Substanzen und dem Grad der
Lipophilitat besteht, hat der Fettgehalt der Versuchstiere
einen entscheidenden Einfluss auf die Konzentration
akkumulierter Substanzen. Die Fettgehalte der Versuchtiere
sollten daher in Zukunft stets zusammen mit den ermittelten
BCF-Werten angegeben werden. Die Nutzung geeigneter
Extraktionsverfahren zur Fettbestimmung ist dabei essentiell
(Schlechtriem et al. 2009). Die Méglichkeit der Normalisierung
auf einen durchschnittlichen Lipidgehalt (z.B. 5%)
gewahrleistet die Vergleichbarkeit von BCF-Werten aus unter-
schiedlichen Studien. Fur die Berechnung von Biomagnifika-
tionsfaktoren werden die Fettgehalte im Fischfutter und im
Fischgewebe sowie das Fischwachstum bericksichtigt.

1.4 Ringtest
Die im Auftrag der OECD von den nationalen
Umweltbehérden aus Deutschland (Umweltbundesamt),

England (Environment Agency) und der Niederlande (RIVM)
koordinierte und durch ein internationales Expertenteam
unterstitzte Revision der Richtlinie wird im Laufe des
kommenden Jahres zum Abschluss kommen. Die Durch-
fiihrung von Biomagnifikationsstudien gemaf der revidierten
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Richtlinie wird momentan in einem internationalen Ringtest
validiert. Neben den Testlabors fiir Fischstudien des
Fraunhofer IME, Schmallenberg und der BASF, Ludwigs-
hafen, nehmen weitere Labors aus den USA, Kanada, Japan,
England, Frankreich, Norwegen und der Schweiz an der
Studie teil.

Die revidierte Richtlinie OECD 305 wird es ermdglichen,
die stoffspezifischen Expositionspfade der Testsubstanzen
bei der Durchfiihrung von Bioakkumulationsstudien starker zu
berlcksichtigen. Die Komplexitdt von Biokonzentrations-
studien kann durch die Nutzung eines minimierten
Testdesigns reduziert werden, soweit ein definierter
Kriterienkatalog erfiillt ist. Neben der Reduktion von Kosten
kann somit insbesondere ein geringerer Verbrauch an
Versuchtieren erzielt werden.

2. Fischmetabolismusstudien

Fische (einschlieRlich Krusten- und Weichtiere) aus
Aquakulturen hatten 2006 einen Anteil von 47% am gesamten
Fischverzehr der Menschheit (FAO, 2009). Auf Grund des
steigenden Anteils pflanzlicher Rohstoffe in kommerziellen
Fischfuttermitteln, richtet sich das Interesse zunehmend auch
auf die Bestimmung mdglicher Rickstandsgehalte von
Pflanzenschutzmitteln (PSM) in Fisch aus Aquakultur. Im
Rahmen der Zulassung von PSM werden Metabolismus- und
Fitterungsstudien an landwirtschaftlichen Nutztieren erforder-
lich, wenn ein Risiko der Aufnahme von Rickstédnden in
tierischen Produkte nach Verfitterung belasteten Futters
besteht (Anhénge Il und Ill der Richtlinie 91/414/EWG). Die
Europaische Kommission wird im Herbst 2011 im Rahmen
der Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 entsprechende
Datenaufforderungen flir Fische verdffentlichen, die nach
einer Ubergangsfrist von zwei Jahren wirksam werden. Basis
fir die Durchfihrung von Fitterungsstudien sind Meta-
bolismusexperimente. Im Vergleich zu anderen Nutztierarten,
wie Wiederkauer, Gefliigel und Schweine, gibt es jedoch fiir
Fische bislang keine Leitlinie  zur  Durchfiuihrung
entsprechender Studien. Ein Leitfaden fur die Durchfiihrung
von Metabolismusstudien an Fischen wird momentan unter
Leitung des Bundesamtes flir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) entwickelt.

2.1 Ziel von Metabolismusstudien

Ziel von Metabolismusstudien ist es, die Anreicherung von
PSM héherer Lipophilitéat (log P >3) in tierischen Produkten
durch die Aufnahme kontaminierten Futters abzuschéatzen
und Metabolitenmuster zu identifizieren. Von Interesse sind
dabei ausschlieRlich PSM, die zur Anwendung in potentiellen
Futterpflanzen zugelassen sind. Metabolismusstudien werden
mit radioaktiv markierten PSM durchgefiihrt, um die Detektion
und Identifikation von Metaboliten zu ermdglichen. Auf Basis
der erzielten Ergebnisse wird Uber die Notwendigkeit einer
weiterfihrenden Futterungsstudie zur Bestimmung von Ruck-
standshdchstgehalten entschieden. Fitterungsstudien sind
nur dann erforderlich, wenn signifikante Riickstandsmengen
an PSM in der Futtertrockenmasse auftreten und im Rahmen
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von Metabolismusstudien Ruckstdnde uber 0.01 mg/kg in
verzehrbaren tierischen Produkten erwartet werden kdnnen.

2.2 Fischmetabolismusstudie: Eine methodische Heraus-
forderung

Metabolismus- und Futterungsstudien sollten mit Fischarten
durchgeflihrt werden, die zum menschlichen Verzehr geeignet
sind und in Aquakulturanlagen kultiviert werden (z.B. Regen-
bogenforelle und Karpfen). Das Képergewicht der Versuchs-
tiere sollte der Ublichen MarktgroRe entsprechen, um die
Verfligbarkeit ausreichender Probemengen fir die Meta-
bolitenbestimmung zu gewahrleisten. Im Vergleich zu
Bioakkumulationsstudien, bei der die Anreicherung von
Substanzen im Gesamtk&rper untersucht wird, steht bei Meta-
bolismusstudien ausschliellich die Akkumulation von PSM-
Rickstanden im tierischen Produkt (Muskelgewebe) im
Mittelpunkt des Interesses. Die Untersuchung von Leber-
gewebe kann zusatzlich wichtige Informationen zur Identifi-
kation von Metabolitenmustern liefern.

Die Durchfuhrung von Metabolismusstudien an Fischen
stellt eine methodische Herausforderung dar. Fir eine Studie
werden 5-10 Versuchstiere bendétigt. Die verhaltnismafig
groBen Tiere missen in Tankeinheiten ausreichender GroRe
moglichst unter Durchflussbedingungen gehalten werden, um
die Akkumulation geldster Testsubstanz und ausgeschiedener
Metabolite im Wasser wahrend der Metabolismusstudien zu
vermeiden. Metabolismusstudien werden mit Versuchsfutter-
mitteln durchgefiihrt, die mit radioaktiv markiertem PSM
angereichert sind. Wahrend der Studien entstehen grol3e
Mengen radioaktiv kontaminierten Wassers, das durch eine
leistungsstarke Filtertechnologie behandelt werden muss. Die
Lange einer Metabolismusstudie hangt insbesondere von der
erzielten Gewebskonzentration und der damit verbundenen
Méglichkeit einer Metabolitenbestimmung ab. Nach Uber-
prifung der Art und Hohe der PSM-Rickstande im tierischen
Produkt ist gegebenenfalls eine weitere Futterungsstudie
erforderlich. Fltterungsstudien werden in der Regel mit nicht
radioaktiv markiertem Testmaterial und an einer grof3eren
Gruppe von Tieren durchgefiihrt, um notwendige Daten zur
Bestimmung von Rickstandshdchstgehalten in Lebensmitteln
tierischer Herkunft ableiten zu kénnen.

Fraunhofer IME ist momentan intensiv mit der Durchfiihrung
von Pilotstudien zur Uberpriifung der technische Umsetz-
barkeit von Metabolismusexperimenten mit Fischen befasst.
Die Ergebnisse werden einen wichtigen Beitrag zur Ent-
wicklung der Leitlinie fir Fischmetabolismusstudien leisten.

Die neue Leitlinie stellt zusammen mit der noch zu

erarbeitenden Leitlinie zu Futterungsstudien an Fischen ein
wichtigen Beitrag zum Schutz der Verbraucher dar.
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