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Verzeichnis der Abkiirzungen und der Symbole \Y

Verzeichnis der Abkiirzungen und der Symbole

Abklrzung Erlauterung Einheit
AOP Advanced Oxidation Processes (Erweiterte Oxidations-
verfahren)
DIN Deutsches Institut fir Normung e.V.
CID Collisionally Induced Dissociation (Kollisions- induzierter
Dissoziation)
DOC Gelboster Organischer Kohlenstoff [mg/L]
El Elektronenstossionisierung
EN Europaische Norm
ESI Elektrosprayionisierung
GC Gaschromatographie
G-Wert Giftigkeitswert
LC Liquid chromatography (Flissigchromatographie)
MS Massenspektrometrie
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
m/z Masse-zu-Ladungsverhéltnis
n Nummerische Anzahl
NR Neutral Rot
pKs Negativer dekadischer Logarithmus der Saurekonstante
Q-Steuerung  Volumensteuerung
RP-HPLC Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie
ToF Time of flight mass spectrometer (Flugzeitmassen-
spektrometer)
SAK Spektraler Absorptions-Koeffizient m™
SF Sandfilter
S/IN Signal to noise ratio (Signal-zu-Rausch-Verhaltnis)
SPE Solid-Phase-Extraction (Festphasenextraktion)
SRB Sulforhodamin B
XTT 2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilid - Natriumsalz
Zspezifisch Quotient der eingesetzten Ozonkonzentration zu DOC-
Konzentration
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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Nutzung von Ozon als Oxidationsmittel fur die Elimination von anthropogenen
organischen Spurenstoffen in der Abwasserbehandlung ist ein neuer Ansatz, um den Eintrag
solcher Stoffe in Oberflachengewéasser zu vermindern und die Gewéassergite zu erhdhen.
Die Oxidation fuhrt bei 6konomisch sinnvollen Betriebsbedingungen einer Ozonungsstufe in
der Regel nicht zu einer vollstandigen Mineralisierung der organischen Stoffe, sondern zu
teiloxidierten Substanzen. Ob und in welchem Male solche Transformationsprodukte unter
bestimmten Betriebsbedingungen gebildet werden — und wenn ja, welche dieser Stoffe ein
Okotoxikologisches oder humantoxikologisches Potenzial besitzen —, wurde bisher nur wenig
untersucht. Fir die Bewertung der Ozonung in der groftechnischen Abwasserbehandlung
sind solche Kenntnisse jedoch unverzichtbar.

Im Rahmen dieses gemeinschaftlichen Forschungsvorhabens (Einzelauftrag Nr.10
.Metabolitenbildung bim Einsatz von Ozon*“, Laufzeit von Juli 2010 bis August 2011) wird
daher auf grof3technischen kommunalen Abwasserreinigungsanlagen, die eine
unterschiedliche Herkunft des Abwassers aufweisen, die Bildung und die 6kotoxikologische
Bewertung gebildeter Transformationsprodukte untersucht. Alle Untersuchungen werden im
Praxisbetrieb durchgefiihrt. Die Ozonungsstufe wird hierbei in den konventionellen Prozess
der kommunalen Abwasserbehandlung integriert. Weitergehende toxikologische
Untersuchungen umfassen ein breites Spektrum an In-vitro- und In-vivo-Tests mit direkten
und aufkonzentrierten Abwasserproben sowie in Durchflusssystemen. Fir die Analytik
kommen dabei wegen ihrer Selektivitdt und Sensitivitat vor allem gas- (GC) oder flissig-
chromatografische (LC) Trennverfahren in Kombination mit massenspektrometrischen
Detektionstechniken zur Erkennung, ldentifizierung, Strukturcharakterisierung und
semiguantitativen Bestimmung von Transformationsprodukten in toxikologisch auffallig
gewordenen Fraktionen zum Einsatz. Daneben wird auch die Bildung toxischer
Oxidationsnebenprodukte aus unproblematischen Vorlaufersubstanzen anhand der
Leitparameter Bromat und Nitrosamine untersucht. Eine schematische Ubersicht des
gesamten Projektaufbaus ist in der Abbildung 1-1 dargestellt und wird ausfuhrlicher im
Abschnitt 2 erlautert. Aus den genannten Untersuchungen sollen in einer zweiten
Projektphase geeignete Betriebsbedingungen fir die Ozonungsstufe abgeleitet werden.
Innerhalb des Projektes hat sich die Zusammenarbeit mit anderen Teilprojekten im Auftrag
des MKULNV bislang als sehr konstruktiv und gewinnbringend erwiesen. Hier konnten
Synergien bei der Bearbeitung und bei wichtigen Fragestellungen sowie der Interpretation
von Ergebnissen genutzt werden.
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Einleitung 2
Projektansatz: Toxizitatstorientierte Identifizierung von
relevanten Transformationsprodukten
Probenahme Klaranlage (Verbund EAG)
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Abbildung 1-1: Schematischer Projektaufbau
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Projektverlauf 3

2 Projektverlauf

2.1 Untersuchungen auf den kommunalen Klaranlagen

Die Ozonanlage auf der kommunalen Klaranlage Bad Sassendorf wurde dem gesamten
toxikologischen und massenspektrometrischen Untersuchungsspektrum unterzogen. Im
Vorfeld wurden die verwendeten Betriebszustande der Ozonanlage in Bad Sassendorf im
Rahmen des Einzelauftrags MKULNV-EA6 definiert und eingestellt. Daraus resultierende
Untersuchungen umfassten zwei unterschiedliche Ozondosierungen von 2 und 5 mg/L Ozon
im Abwasser bei jeweils einer mengenproportionalen Ozondosierung und bei einer
Dosierung uber den SAK-Wert. Diese Ozoneintragstrategien wurden in Bad Sassendorf
miteinander hinsichtlich ihrer Effektivitdt beim Spurenstoffabbau verglichen. Parallel dazu
wurden ab der 5 mg/L Ozon Einstellung die Untersuchungen in Durchflussaquarien tber
einen Zeitraum von sechs Wochen direkt auf der Anlage durchgefuhrt. Die
Betriebsparameter der Ozonung kénnen der Tabelle 2-1 entnommen werden.

Tabelle 2-1: Betriebszustdnde der Ozonanlage in Bad Sassendorf

Applizierte Zspezif

Probeentnahme- ; Abwasser- 2L ; Spezifiseh
Verwendete Einstellung Ozon-Dosis | [mgO s/mg
datum zulauf

[mg/L O ;5] DOC]
19. - 20. 10. 2010 | 2 mg Os/L Q-Regelung > 400 m*/h 1,89 0,34
02.-03.11. 2010 | 2 mg O4/L, SAK-Regelung < 400 m®h 2,42 0,38
17.-18.11. 2010 | 5 mg Os4/L, Q-Regelung <400 m*h 4,01 0,91
22.—23.11. 2010 | 5 mg O4/L, SAK-Regelung < 400 m®h 4,89 1,02
07.-08.02. 2011 | 2 mg O4/L, Q-Regelung < 400 m*h 1,78 0,35

Die Probenahme wurde als mengenproportionale 24h-Mischprobe von 8.00 — 8.00 Uhr des
nachfolgenden Tages durchgefihrt und umfasste jeweils ein Volumen von insgesamt 60 L.
Beprobt wurde der Zu- und Ablauf der Ozonanlage. Die Probenahme fir die
Durchflussaquarien wurde kontinuierlich am Zu- und Ablauf der Ozonanlage durchgefihrt.
Seit Ende Mai 2011 lauft der Probebetrieb der Ozonanlage auf der Klaranlagen Duisburg-
Vierlinden und seit Juli in Schwerte. Auf der Klaranlage Duisburg-Vierlinden wurde deshalb
im Juli 2011 mit den toxikologischen Untersuchungen begonnen, wahrend auf der Klaranlage
Schwerte vorerst die systematischen Laboruntersuchungen zur Ozonzehrung und
Hydroxylradikalbildung durchgefiihrt werden, um die Betriebsparameter zu untersuchen und
optimieren. Die Ergebnisse der momentan laufenden Untersuchungen (Juli bis Ende August)
bis zum Ablauf der ersten Phase werden vollstdandig in der zweiten Projektphase
ausgewertet.
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Projektverlauf 4

2.2 Anreicherung und Fraktionierung (Probenvorberei tung)

Eine Extraktion der Abwasser zur Anreicherung organischer Spurenstoffe wurde
durchgefuhrt, um die Empfindlichkeit einiger effektbasierter Untersuchungen aber auch des
massenspektrometrischen GC- und LC-MS-Screening sowie der spateren Substanz-
Charakterisierung zu steigern. Zusatzlich werden mit der Extraktion der organischen Stoffe
ggf. stdrende Substanzen (Phosphat, Nitrat, Ammonium) abgetrennt und somit Matrixeffekte
minimiert.

Die Fraktionierung der Extrakte wird bei positiven toxikologischen Befunden fiur die
Gesamtprobe durchgefihrt, um die entsprechende Substanz in einem iterativen Verfahren
zu isolieren und dann eindeutig charakterisieren zu kdnnen. Hierzu werden Ruickstellproben
der Rohextrakte zuerst mittels Umkehrphasen—Hochleistungs-Fliissigchromatographie
(RP-HPLC) nach ihrer Elutionsreihenfolge auf einer RP-Phase in 10 Fraktionen aufgeteilt
(fraktioniert). Diese Fraktionen wurden dann einzeln erneut toxikologisch untersucht und bei
weiterhin positiven toxikologischen Befunden wiederholt in 10 Sub-Fraktionen getrennt. Die
finalen Sub-Fraktionen werden, wie die vorgeschalteten toxikologisch positiv getesteten
Fraktionen, der massenspektrometrischen Charakterisierung zugeftihrt.

2.3 Bildungspotenzial bekannter Problemstoffe aus d er Ozonung

Bromat ist ein potenzielles Kanzerogen und wird bei der Ozonung bromidhaltiger Wéasser
gebildet [1]. Im ersten Schritt wird Bromid durch Ozon zu hypobromiger Saure (HOBr)
oxidiert. HOBr (pKs-Wert 8,8 - 9) dissoziiert bei abwassertblichen pH-Werten nur in
geringem Mafl3e zum Hypobromit-Anion, dass anschlie3end unter Beteiligung von Ozon und
OH-Radikalen Uber Bromit zu Bromat oxidiert werden kann [2]. Der Trinkwassergrenzwert
fur Bromat betragt 10 pug/L [3]. Bromide sind Salze der Bromwasserstoffsaure. Einige, wie
zum Beispiel Kaliumbromid und Magnesiumbromid, sind natirlichen Ursprungs. Andere
Bromide werden von der Industrie hergestellt und verwendet. So findet z. B. Lithiumbromid
Verwendung in Lithiumbatterien. Viele dieser Salze sind wasserl6slich und gelangen so in
den Wasserkreislauf.

Die Nitrosamine umfassen eine Stoffklasse mit dem charakteristischen Strukturelement
R>N-NO und kénnen in aliphatischer oder cyclischer Form vorkommen. Fir diese Stoffklasse
wurde eindeutig eine krebserzeugende Wirkung nachgewiesen [4]. Die relevanten Vertreter
sind in Abbildung 2-1 dargestellt und dienten bei den Untersuchungen der ozonierten
Klaranlagenabwasser als Leitsubstanzen. Der Eintrag von Nitrosaminen in die aquatische
Umwelt ist hauptsachlich anthropogen und stammt sowohl aus kommunalen als auch aus
industriellen Abwassern [5-6]. Die haufigsten in der aquatischen Umwelt gefundenen
Vertreter sind N-Nitrosodimethylamin (NDMA) und N-Nitrosomorpholin (NMOR) [5]. Die
Nitrosamine sind Uberwiegend polar und verfigen deshalb (ber eine geringe
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Projektverlauf 5

Sorptionsfahigkeit in Boden; dadurch kdnnen sie in den Grundwasserleiter gelangen und
werden beim Einsatz von adsorptiven Trinkwasseraufbereitungsprozessen nicht effektiv
entfernt. Hinzu kommt, dass bei Einsatz von Ozon in einer oxidativen Abwasserbehandlung
oder Trinkwasseraufbereitung, aber auch in der Trinkwasserdesinfektion, NDMA als
einfachster Vertreter dieser Stoffgruppe aus Vorlaufersubstanzen gebildet werden kann [5-7].
Vor diesem Hintergrund sind Bromat und die Nitrosamine besonders wichtige Stoffgruppen,
die innerhalb dieses Projektes untersucht werden.

H.C, CH,CH,._ H,C—\
_N—N=0 N—N=0 N—N=0O
H3C H3C H3C
N-Nitroso-dimethylamin N-Nitroso-diethylamin
N-Nitroso-ethylmethylamin
C3H7\N N=0 C4H9\N N_O
C3H7/ C4H9/
N-Nitroso-di-n-propylamin N-Nitroso-di-n-butylamin
oN o. O
! b \
() O Q
O
N-Nitroso-morpholin ~ N-Nitroso-pyrrolidin N-Nitroso-piperidin

Abbildung 2-1:  Strukturformeln von relevanten Nitrosaminen

2.4 Leitparameter zur Charakterisierung der Abwasse  rozonung

Beim Abbau des Ozons kann es zur Bildung von Hydroxylradikalen kommen [15-18], die
unselektiv und sehr schnell mit einer Vielzahl von antropogenen Verbindungen reagieren
kénnen. Prozesse, die auf Hydroxylradikalreaktionen beruhen, werden Advanced Oxidation
Processes (AOP) genannt [16]. Da der grofte Teil der Hydroxylradikale mit der
Abwassermatrix abreagiert, fihrt ein AOP &hnlich wie die Ozonung selbst kaum zu einer
vollstandigen Mineralisierung der Spurenstoffe, sondern primar zur Bildung von
Transformationsprodukten. Im Idealfall fihrt die Veranderung der Molekuilstruktur eines
Schadstoffes durch Ozon und/oder Hydroxylradikale zu einer Reduktion seiner negativen
Eigenschaft, wie Geruch oder Toxizitat [16, 17]. Beispielsweise wird die dstrogene Wirkung
eines Stoffes durch Ozon effektiv verringert [19]. Vor allem die Rolle des gelbsten
organischen Kohlenstoffs (DOC) hinsichtlich Zehrung des Ozons, Bildung und Abfang von

Arge ,Metabolitenbildung beim Einsatz von Ozon* 2011



Projektverlauf 6

OH-Radikalen ist kaum vorhersehbar. Daher sind einfache Laborversuche nutzliche
Instrumente zur schnellen Charakterisierung der Abwasserozonung hinsichtlich ihrer
Leistungsfahigkeit. Die gewonnenen Daten zur Ozonzehrung und Hydroxylradikalbildung
sind hilfreich, um die Betriebsparameter einer grof3technischen Abwasseranlage z. B.
hinsichtlich der Ozondosierung und hydraulischer Verweilzeit zu optimieren.

2.5 Massenspektrometrisches Screening, Strukturaufk l&arung und

semiquantitative Bestimmung von Transformationsprod ukten

Die massenspektrometrischen Screenings der Abwasserextrakte werden sowohl auf
unpolare GC-géngige Substanzen als auch auf polare LC-géngige Substanzen parallel zu
den toxikologischen Untersuchungen des Probenmaterials auf das Vorkommen bekannter
und unbekannter Transformationsprodukte hin analysiert. Bei dem Bestimmungsverfahren
der GC-MS-Analyse werden Substanzen gaschromatographisch getrennt und anschlieRend
werden die entsprechenden Molekile mittels Elektronenstossionisierung (EI) ionisiert und
fragmentiert und massenspektrometrisch detektiert. Die erhaltenen Massenspektren werden
mit Hilfe von Spektrenbibliotheken abgeglichen und interpretiert. Zudem werden
Transformationsprodukte bei diesem Screening gezielt gesucht, die aus Vorgangerprojekten
in Laborversuchen bereits bekannt sind.

Die polaren Komponenten werden fir das LC-MS-Screening mittels RP-HPLC
flussigkeitschromatographisch getrennt, massenspektrometrisch mit einem
Hybridmassenspektrometer (Q-TRAP) detektiert und charakterisiert. Hierbei wird das Masse-
zu-Ladungsverhéltnis (m/z) des Vorlauferions mittels der Elektrospray ionisierten (ESI)
Komponente bestimmt. Parallel wird das Vorlaufer-lon der Komponente mittels
stoRRinduzierter Dissoziation CID (Collisionally Induced Dissociation) fragmentiert und die
erzeugten Produkt-lonen dieser Substanz aufgenommen. Bei den Untersuchungen in AP 4
wird sowohl auf die im Rahmen des IGF-Forschungsvorhabens ,Oxidationsnebenprodukte®
entwickelten, kombinierten Mess-Methodiken, als auch fur die Auswertung auf die dort
erstellte Datenbank von Massenspektren fir viele Ausgangsstoffe und deren mdogliche
bekannte Transformationsprodukte zurtickgegriffen.

Die Inhaltsstoffe der durch Fraktionierung gewonnenen Proben mit positiven
Toxizitatsbefunden werden zur weitergehenden Strukturaufklarung mittels hochauflésender
Massen- und multipler Tandemmassenspektrometrie (LC-(HR)MS- und —(HR)MS"-Analysen
(n = 2)) in einem LTQ-Orbitrap-Hybridmassenspektrometer des ISA analog der bei [8-14]
beschriebenen Vorgehensweise untersucht. Hierzu werden zundchst aus den
Zielverbindungen unter Bedingungen der Hochauflosung Fragment-lonen erzeugt, was
mittels Hybrid-MS (LTQ-Orbitrap) geschieht. Die aufgenommenen massenspektrometrischen
Daten sowohl der zu identifizierenden Ausgangsverbindung als auch deren stufenweise
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mittels MS" (n = 2) erzeugten Fragment-lonen (MS?, MS®....) liegen mit exakter Masse vor.
Aus dem aufgenommenen Molekilion der Ausgangsverbindung und den ebenso mit exakter
Masse registrierten MS"-Produkt-lonen lassen sich Summenformeln mit unterschiedlicher
Wahrscheinlichkeit kalkulieren. Daraus wiederum lassen sich Ruckschlusse auf die
Elementzusammensetzung der Ausgangsverbindung und ihrer Fragmente ziehen, so dass
sich daraus letztendlich mit grol3er Wahrscheinlichkeit sowohl deren Summenformel als auch
ihre Struktur ermitteln lasst. Dem hier generell verfolgten Ansatz der ,Toxizitatsorientierten
Identifizierung® entsprechend soll sodann entsprechend die Aufklarung moglichst aller als
toxikologisch relevant erkannter Transformationsprodukte mittels hochauflésender
Massenspektrometrie erfolgen. Durch Kombination dieser verschiedenen konsekutiv
angewandten massenspektrometrischen Untersuchungsschritte verbessert sich die
Wahrscheinlichkeit der Strukturaufklarung und somit der Identifikation der Zielsubstanzen.
Fur diese Transformationsprodukte, falls toxikologisch auffallig, kbnnen am IWW anhand der
Molekilmasse und des Massenspektrums die entsprechenden Quantifizierungsmethoden fiir
die Direktmessung im Abwasser im unteren Spurenbereich erarbeitet werden. Sofern die
Stoffe nicht durch Synthese erzeugt und ihre strukturelle Ubereinstimmung mit den
Transformationsprodukten durch entsprechende Untersuchungen abgesichert wurden,
missen fur die semiquantitativen Bestimmungen der Transformationsprodukte
Surrogatstandards im Flussigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie
(LC-MS/MS) Modus verwendet werden. Falls diese Quantifizierungsansétze aufgrund von
fehlenden Standardsubstanzen nicht méglich sind, erfolgt eine qualitative Beurteilung von
Transformationsproduktbildung und/oder -abbau.

2.6 In-vitro-Untersuchungen

Die Untersuchungen haben zum Ziel, toxikologisch relevante Endpunkte im Hinblick auf eine
maogliche akute Exposition der beim Einsatz von Ozon gebildeten Transformationsprodukte
auf den Menschen zu untersuchen, zusammenzustellen und toxikologisch zu bewerten.
In-vitro-Methoden werden zum einen fir die Ermittlung der allgemeinen Toxizitét
(Zytotoxizitat) und der Ostrogenitat (ER Calux) der getesteten Abwasserproben, zum
anderen fir die Bestimmung genotoxischer Wirkungen auf der prokaryotischen (bakterieller
Mutagenitatstest) und eukaryotischen Ebene (Comet-Assay in Zellkultur mit humanen
Hepatozyten) verwendet.

Zum Zytotoxizitatsnachweis werden sowohl der MTT- als auch der MultiTox-Test verwendet.
Der MTT-Test basiert auf der Umwandlung von Tetrazoliumsalzen durch Oxidoreduktasen
innerhalb der Mitochondrien und der Peroxisomen in ein unldsliches blaues Produkt, das
photometrisch bestimmt und quantifiziert werden kann. Zellschadigende Substanzen kénnen
diese Reaktion hemmen. Dieser Test wird durchgefiihrt, bevor die Proben auf eine mdgliche
Ostrogenitat untersucht werden, um falsch negative Ergebnisse durch eine verringerte
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Vitalitat der Brustkrebszellen ausschlieBen zu koénnen. Der MultiTox-Test ist eine
Kombination aus vier verschiedenen Zytotoxizitatstests (LDH, XTT, NR und SRB) und liefert
somit ein breites Spektrum an Informationen tber eine eventuelle zellulare Schadigung. Es
kénnen Stérungen der Membranintegritdt (LDH), der mitochondrialen Aktivitat (XTT), der
Lysosomenaktivitat (NR) und der Proteinsynthese (SRB) nachgewiesen werden. Der
ER Calux dient dem Nachweis 0strogener Aktivitat von Substanzen im Wasser. Hierfur wird
eine Brustkrebszelllinie verwendet, die mit Luziferase-Genen so modifiziert ist, dass
lumineszierende Signale bei Auftreten von hormonwirksamen Substanzen photometrisch
detektiert werden konnen. Mit dem Ames-Test und Comet-Assay kdnnen die
Abwasserproben auf Genotoxizitat hin Gberprift werden. Der Ames-Test ist ein
standardisiertes ~ Versuchsverfahren zur  genotoxikologischen Bewertung  von
Abwasserproben nach DIN 38415-4 [20]. Aktuelle Studien belegen sowohl seine Eignung zur
Untersuchung ozonbehandelter Abwasserproben [21] als auch zur Bestimmung des
genotoxischen Potenzials von Desinfektionsnebenprodukten wie NDMA [22]. Der Comet-
Assay ist ein empfindliches Verfahren zum Nachweis von Einzel- und Doppelstrangbrichen
der DNA sowie alkali-labiler Stellen [25]. In einer aktuellen Studie wurde die Induktion von
DNA-Schaden im Comet-Assay durch Abwasserproben eines Krankenhauses bei
verschiedenen Abwasserbehandlungsmal3nahmen gezeigt [23].

2.7 In-vivo-Untersuchungen

Okotoxikologische Testverfahren sind in der Lage, Mischungstoxizititen integrierend zu
messen, da die Testsysteme auf alle im Gemisch vorliegenden Substanzen reagieren. Eine
Vorhersage der Mischungstoxizitat eines komplexen Abwassergemisches ist anhand von
analytischen Messungen von Leitsubstanzen meist nicht mdoglich. Die Erfassung der
Mischungstoxizitat ist fur die Risikobewertung jedoch entscheidend, da verschiedene
Untersuchungen gezeigt haben, dass die Effekte von Stoffgemischen oft tberraschend
ausfallen kdnnen und aufgrund von additiven oder synergistischen Wirkungen Toxizitaten
auftreten kdnnen, auch wenn die Konzentrationen der Einzelsubstanzen unterhalb der
Wirkschwelle liegen [27, 28]. Daher ist gerade bei komplexen Abwasserproben eine
Anwendung von biologischen Wirktests dringend notwendig. Hier kommen zum einen
etablierte Standardtestverfahren zum Einsatz, zum anderen werden in-situ-Testverfahren
angewendet, die den Vorteil haben, dass die Organismen dem unverédnderten Abwasser in
einem Durchflusssystem permanent ausgesetzt sind und alle darin enthaltenen Stoffe durch
das Testsystem integrierend erfasst werden kénnen. Die In-vivo-Tests innerhalb der ersten
Projektphase wurden mit Abwasserproben der Klaranlage Bad Sassendorf mittels der
folgenden Biotestverfahren untersucht: Algenwachstumshemmtest, Lemna-
Wachstumshemmtest, akuter Daphnientest, Daphnien-Reproduktionstest und Fischeitest.
Der Algentest wurde zusatzlich zum Standardtestverfahren nach DIN in einem weiteren
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N&hrmedium untersucht, um Wachstumsforderungen in Abwasserproben zu minimieren.
Dieses modifizierte, n&hrstoffreichere Medium hat sich in der ersten Projektphase bewahrt.
Aufgrund algentoxischer Effekte und verstéarkter Effekte nach Ozonung wurde ein
miniaturisiertes Testverfahren fir den Algentest zur Untersuchung von Proben in
Mikrotiterplatten etabliert.

In Durchflusssytemen wurden drei wirbellose Testorganismen eingesetzt. Es kamen
ausschlie3lich Testverfahren zum Einsatz, die schon in vorangehenden Versuchen im
Rahmen des EU-Projektes Neptune toxikologisch relevante Effekte infolge der Ozonung
angezeigt hatten. Die Organismen wurden dem unverdnderten Abwasser permanent
ausgesetzt, um alle darin enthaltenen Stoffe durch das Testsystem integrierend erfassen zu
kénnen. Dabei wurde Lumbriculus variegatus und Zebramuschel Dreissena polymorpha
eingesetzt, um die Toxizitdt nach der Ozonung im Vergleich zum Abwasser aus dem
Nachklarbecken (also dem Zulauf zur Ozonungsstufe) zu untersuchen wahrend der
Potamopyrgus antipodarum Reproduktionstest eingesetzt wurde, um eine mdogliche
Veranderung der 6strogenen Aktivitat zu erkennen [31].
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3  Ergebnisse der Untersuchungen

Bei den durchgefihrten Versuchen aus Teilprojekt 6 und 10 auf der Klaranlage Bad
Sassendorf mit einer Sollkonzentration von 2 mg Ozon pro Liter lag Zspe, zwischen 0,3 und
0,5mg Os/mg DOC. Bei diesen Einstellungen konnte keine erhdhte Bromatbildung
beobachtet werden. Die Erhdhung der Ozondosis auf einen Sollwert von 5 mg Ozon pro Liter
fuhrte in den kalten Monaten November und Dezember (2010) zwar zu einer Erh6hung der
Bromatkonzentration, jedoch lagen die Einzelwerte meist weiterhin unter dem fur
Trinkwasser vorgeschriebenem Grenzwert von 10 pg/L. Lediglich im Mai 2011 wurde dieser
Grenzwert bei einer Zugabe von 5 mg Os/L Uberschritten, was mit tblicherweise im Mai
erhohten Auf3entemperaturen und einem hohen Zg,, erklart werden kann. Eine Erhéhung
der Ozonkonzentration auf einen Sollwert von 7 mg Oj/L fuihrte zu einer deutlichen Zunahme
des Bromats (Mittelwert 30 pg/L). Eine zusammenfassende Darstellung der Bromatwerte in
Abhéangigkeit zur Sollkonzentration ist in Abbildung 3-1 finden.

30
25

20

Trinkwassergrenzwert

10
1 N

KW 42 (2010) KW 44 (4010' KW 45 (201C)| KW 46 [2010)[KW 47 (2010) KW 48 (2010) KW 49 (2010)
7 5 5 5 5 5
Sollkonzentration Ozon [mg/L]

Bromatkonzentration [pug/L]

KW 20(2011)

/

4

Abbildung 3-1: Zusammenfassende Darstellung der Bromat-Konzentrationen in
Abhangigkeit der Ozondosis der Klaranlage Bad Sassendorf.
Die Untersuchungen der Ozonzehrung und Hydroxylradikal-Exposition haben ergeben, dass
eine Ozondosierung von 2 mg/L zu einem unvollstandigen Abbau ozonrefraktarer Stoffe
fuhrt, wahrend bei einer Ozondosierung von 5 mg/L die ozonrefraktaren Stoffe mit einer
guten Reaktivitdt gegenuber Hydroxylradikalen in diesen Abwassern weitgehend abgebaut
werden konnen. Fur Stoffe mit einer geringeren Reaktivitéat, wie z. B. Atrazin oder MTBE,
sind hohere Ozondosierungen von 7 — 10 mg/L Ozon notwendig, um eine gute
Abbauleistung zu erreichen (Abbildung 3-2). Die Auswirkungen einer sinnvollen Erhéhung
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der Ozondosierung auf die Kinetik des Spurenstoffabbaus und der Ozonzehrung auf die
Leistungsfahigkeit des ozonbasierten Prozesses sollten im Rahmen von Laborversuchen
weitergehend abgeschéatzt werden.

120 -

100 1 u pCBA

B Atrazin

MTBE

80 -

B Bromoform

M Trichloracetat

Transformation [%]
o
&

40 -

20 -

1 2 5 7,5 10
Ozon [mg/L]

Abbildung 3-2:  Transformation von 4-Chlorbenzoeséaure bei verschiedenen

Ozondosierungen und daraus abgeleiteter Abbau anderer Schadstoffe.
Die ersten orientierenden massenspektrometrischen GC- und LC-MS-Screening zeigen die
Bildung von Transformationsprodukten an. Beim GC-MS-Screenig konnten mehrere nach
der Ozonung gebildete Transformationsprodukte detektiert und zwei davon durch den
Vergleich mit Referenzsubstanzen anhand von Retentionszeiten und spezifischen
Massenfragmenten identifiziert werden. Beim LC-MS-Screening werden unter pattern-
recognition Bedingungen der Totalionenstrom-Chromatogramme (TIC) des unbehandelten
(Zulauf) und Ozon-behandelten Probenmaterials (Ablauf der Ozonung) deutliche
Unterschiede hinsichtlich des Stoffspektrums neu detektierbarer Signale in den
massenspektrometrischen Chromatogrammen (TICs) erkannt (Abbildung 3-3). Dies gilt
einerseits sowohl zwischen Zu- und Ablauf der Ozonung sowie andererseits auch bei den
verwendeten zwei unterschiedlichen Ozonkonzentrationen. Bei allen Extrakten nach der
Ozonung fiel eine Substanz mit dem m/z-Verhéltnis von 200 in den Messungen auf.
Aufgrund von positiven toxikologischen Befunden in den Extrakten wurde diese Substanz
einer weitergehenden massenspektrometrischen Charakterisierung und Identifizierung
unterworfen. Ebenfalls wurde eine selektive und sensitive analytische LC-MS/MS-Methode
entwickelt, um die Bildung des Transformationsproduktes beim Einsatz von Ozon im
Abwasser direkt und ggf. den Abbau bei weitergehenden verfahrenstechnischen
Reinigungsstufen zu untersuchen.
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Abbildung 3-3:  Darstellung der im positiven (n=112) und negativen (n=296)
lonisierungsmodus ermittelten maoglichen Transformationsprodukte der
Ozonung des Ablaufs der Klaranlage Bad Sassendorf (vierte
Versuchseinstellung, 5 mg/L Ozon, volumengesteuert).
Die Charakterisierung des gebildeten Transformationsproduktes mit der lonenmasse
m/z 200 hat gezeigt, dass es sich um eine Mischung aus zwei unterschiedlichen
Komponenten handelt, die durch eine gezielt verbesserte chromatographische Trennung und
hoch aufgeléste Massen- und multiple Tandemmassenspektrometrie detektiert werden
konnten. Das aufgenommenen Chromatogramm (TIC) und die Massenspektren sind in
Abbildung 3-4 dargestellt. Anhand der vorgeschlagenen Summenformeln und dem
Fragmentierungs-verhalten konnten den beiden Transformationsprodukten Strukturformeln,
abgebildet in Tabelle 3-1 zugeordnet werden. Anhand dieser Untersuchungen konnte ein
sensitives analytisches Verfahren entwickelt werden. Aufgrund Geratespezifischer
unterschiede wahrend der lonisierung gelang dies jedoch nur fir eine der beiden
charakterisierten Komponenten. Diese sensitive analytische Methode kann bei Bedarf direkt
in Abwassern verwendet werden, um die Bildung von relevanten Transformationsprodukten
beim Einsatz von Ozon bzw. deren Abbau in weitergehenden standortspezifischen
Reinigungsstufen zu erfassen.
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Abbildung 3-4:

(a) ESI LC-MS TIC(+) des Extrakts mit toxikologisch positivem Respons,
(b,c) XICs der relevanten Massenspuren, (d,e) Molekilionen mit m/z 200
(m/z 200,12877 bzw. 200, 07445) unter den Signalen A bzw. B der XICs in

(b,c).
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Tabelle 3-1:  Strukturformel, Summenformel, IUPAC-Name und monoisotope Masse der
mittels Daten aus LC-MS"-Untersuchungen (n= 1,2,3) anhand ,exakter Masse*“
und zugehdrigem Fragmentierungsverhalten identifizierten Stoffe, die die

positive lonenmasse m/z 200 zeigten.

Summenformel
Nr. Strukturformel IUPAC-Name
Mmono
Y T H T T H T H [C1oHisNOS]"
l PN [t o
A HO/C\C/T\C/C§C/T\C/T\C/ (E)-10-amino-10-oxodec-5-enoic acid
[ n | | A | A | [200.12877]"
H H H H NH,
ﬁ H+ [CgH14NOZS]+
é <<:>>~CH2 ﬁ HN—CH,—CH, N-ethyl-1-phenylmethanesulfonamide
o [200.07445]"
ﬁ /CH3 H+ [CQHMNOQS]+
|I3I, @CHz—ﬁ—N\ N,N-dimethyl-1-phenylmethanesulfonamide
O CH, [200.07445]"
ﬁ H [CoH14NO,S]"
gl @CHz'ﬁ_CHz_CHZ_NHZ 2-(benzylsulfonyl)ethanamine
o [200.07445]"
+ [CoH14NO2S]"
o W
v Il N-ethyl-(X)-methylbenzenesulfonamide
B S—HN—CH,—CH,
Il X =1, 2 oder 3
o
[200.07445]"
[CoH14NO,ST*
[o] 3H
v Il / N,N, (X)-trimethylbenzenesulfonamide
S—N
B [ \ X =1,2 oder 3
o
[200.07445]"
ﬁ H+ [CQHMNOQS]+
\él @_ﬁ_CHZ_CHZ_NHZ 2-tosylethan-1-amine
H,C o [200.07445]"
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Die toxikologischen In-vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dass nur bei den Extrakten der
Zu- und Ablaufproben geringe zytotoxische Effekte (XTT, NR, SRB) nachgewiesen werden
konnten (siehe Abbildung 3-5). Im Gegensatz dazu wurden bei den nicht aufkonzentrierten
Proben keinerlei Effekte gefunden. Die Ergebnisse der Ostrogenitits-Untersuchungen
zeigen, dass durch den Einsatz von Ozon sowohl eine Verringerung, als auch eine Erhéhung
der 6strogenen Aktivitat erfolgen kann, unabhangig davon, ob die Behandlung volumen- oder
SAK-gesteuert ist. Ein Grund dafur kann die unterschiedliche Zusammensetzung des

Abwassers in Bezug auf die organischen

Inhaltsstoffe zu den unterschiedlichen
Probennahmezeitpunkten sein. Diese gegenséatzlichen Ergebnisse konnten noch nicht
endgultig geklart werden, die Untersuchung weiterer Proben auch unterschiedlicher Herkunft
wird daher dringend notwendig sein, um generalisierende Schlussfolgerungen ziehen zu
konnen. Dies gilt umso mehr, als die Ergebnisse verschiedener Tests, die dstrogene
Wirkung anzeigen konnten, bisher aber kein eindeutiges Bild ergeben.
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Abbildung 3-5:  Untersuchung der Zytotoxizitat: a) 2 mg/L Ozon volumengesteuert. b) 2

mg/L Ozon SAK-gesteuert. ¢) 5 mg/L Ozon volumengesteuert. d) 5 mg/L

Ozon SAK-gesteuert.
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Die Genotoxizitats-Untersuchungen mittels Ames-Test und Comet-Assay zeigten bei vier von
funf untersuchten Proben aus Bad Sassendorf weder im Zulauf noch im Ablauf der Ozonung
genotoxische Effekte innerhalb der Testsysteme. In einer Probe schien es einen schwachen
genotoxischen Effekt gegeben zu haben, da sich im Comet-Assay schwach erhdhte DNA-
Strangbruchraten im Extrakt des Zulaufs (p < 0,05) gezeigt hatten, sowohl gegentber der
konzentrierten Ablaufprobe als auch gegeniiber der Negativkontrolle, jedoch erst nach
24stundiger Inkubationszeit (Zusammengefasst in Tabelle 3-2). Es zeigte sich zusatzlich
auch im Ames-Test eine Erh6hung der Mutationsrate im Zulauf, allerdings ohne eindeutige
Dosis-Wirkungsbeziehung und ohne dass sich die Ergebnisse reproduzieren lieRen. Da
diese Effekte in der Ablaufprobe nicht mehr festgestellt wurden, schien durch die Ozonung
(2mg/L Ozon, SAK-gesteuert) bei dieser Probe eine erniedrigte Genotoxizitat aufgetreten zu
sein. Dieser Befund misste durch eine wiederholte Untersuchung (wiederholte
Probenahmen unter konstanten Bedingungen) verifiziert werden. Die Arbeiten um [24]
zeigen eine effektive Reduktion der Genotoxizitdt nach der Ozon-Behandlung von
Abwaéssern, wahrend [26] lediglich von einer um 10 % reduzierten Genotoxizitat nach der
Ozonung sprechen. Dagegen merken [21] an, dass Ergebnisse zur Toxizitdt und Mutagenitat
nach der Ozonbehandlung generell inkonsistent  seien. Unterschiedliche
Behandlungsmethoden und die Untersuchung von einzelnen Stichproben zu
unterschiedlichen jahreszeitlichen Bedingungen in dieser Arbeit lassen daher bisher keine
allgemeingultige genotoxikologische Bewertung der Ozonung als Abwasserbehandlung zu.

Tabelle 3-2: Probenahme 5 vom 08.02.2011 (Wiederholungsversuch).

Pobe T e Mitetwert R ontrole) _(zulauf v, Ablau
Z 1048044E 1 153 0,76 + 0,63 0,21 021
A 1048045E 1 153 0,62 +0,81 0,18
Z 1048044E 24 153 1,24 +1,60 0,001 0,003
A 1048045E 24 153 0,89 £1,06 0,67
Negativkontrolle 153 0,85+1,01
Positivkontrolle 102 23,12 +10,61

In-vivo-Untersuchungen mit  Stellvertreterarten der Priméarproduzenten (Grinalge,
Wasserlinse) zeigen, dass die untersuchten Abwasserproben der Klaranlage Bad
Sassendorf vor der Ozonung mafig toxisch fur diese Primarproduzenten waren. In der
Klaranlage Bad Sassendorf flhrte die Ozonung zu einer erhdéhten Algentoxizitat, dagegen
war das Wachstum der Wasserlinsen vor und nach Ozonung in etwa im gleichen Mal3e
gehemmt. Die Untersuchungen mit dem Wasserfloh Daphnia magna und den Fischeiern des
Zebrabarblings zeigten in Bad Sassendorf keine Beeintrachtigung der Invertebraten und der
Fische durch die nach der Ozonung gebildeten Transformationsprodukte an.
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Nachfolgend sind alle Giftigkeitswerte fur die bisher untersuchten Abwasserproben der
Klaranlage Bad Sassendorf in Tabelle 3-3 aufgefihrt.

Tabelle 3-3: Zusammenfassung der 6kotoxikologischen Untersuchungen mit Standard-

Testverfahren
Akuter | Algentest Algentest Lemna Lemna
Probenentnahme- Verwendete Probe- Proben- Fischei- | Daphnia- DIN- Altenburger- | Frond- Frond-
datum Einstellung stelle nummer test Test Medium medium zahl flache
2 mg O3/l
19. - 20.10.2010 g Zulauf 1044015 Gl Gl G4 G8 Gl G2
Q-Steuerung Ablauf 1044016| G1 G1 G8 G>8 G1 G2
2 mg O3/l
02. - 03.11.2010 g Zulauf 1044524 Gl Gl G4 (G1) G>8 G4 G4
SAK-Steuerung | Aplauf 1044537  G1 G1 G1 G>8 G1 G4
5 mg O3/l
17. - 18.11.2010 g Zulauf 1044531 Gl Gl Gl G>8 G2 G8
Q-Steuerung Ablauf 1044544 G1 G1 G1 G>8 G1 G4
5 mg O3/l
22 _23.11.2010 g Zulauf 1044533 Gl Gl Gl G>8 Gl G8
SAK-Steuerung |  Aplauf 1044546 G1 G1 G>8 G>8 G4 G8
2 mg O3/l
07. — 08.02.2011 g Zulauf 1048044 Gl Gl G4 G>8 G4 G4
Q-Steuerung Ablauf 1048045 G1 G1 G>8 G>8 G4 G8

Die 6kotoxikologischen Vor-Ort-Untersuchungen im Durchflusssystem an den Klaranlagen
Bad Sassendorf und Duisburg-Vierlinden lassen zum einen auf eine leicht erhdhte Toxizitat
unmittelbar nach der Ozonung schlie3en (Lumbriculus Toxizitatstest: verringerte Biomasse +
Reproduktion, siehe exemplarisch Abbildung 3-6). Zum anderen sind aber auch deutliche
Hinweise auf eine verringerte Ostrogenitat in-vivo feststellbar (Reproduktionstest mit der
Zwergdeckelschnecke siehe exemplarisch Abbildung 3-7). Der Lumbriculus-Test weist damit
auf die Bildung toxischer Oxidationsprodukte in Folge der Ozonung hin. Ahnliche Ergebnisse
wurden schon in vorangegangenen Untersuchungen an zwei verschiedenen Klaranlagen
erzielt [29, 30]. Allerdings lassen sich noch keine eindeutigen Ruckschlisse auf die
Okologische Relevanz dieser leicht erhéhten Toxizitdt ziehen, zumal eine verringerte
endokrine Aktivitat 6kologische Vorteile zur Folge haben kann.
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Abbildung 3-6:  Toxizitatstest mit Lumbriculus variegatus. Individuenzahl (A) und Biomasse
pro Replikat (B), Biomasse pro Individuum (C) nach 28 tagiger Exposition.
C, Kontrolle; NK, Abwasser aus dem Nachklarbecken; OZ, Abwasser nach
dem Ozonreaktor; MW, Mittelwert; SEM, Standardfehler; %, p<0,05 (t-
Test).
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Abbildung 3-7:  Reproduktionstest mit Potamopyrgus antipodarum. Schalenhéhe (A) und

Anzahl der Gesamt-Embryonen pro Schnecke (B) nach 28 tagiger
Exposition. C, Kontrolle; PC: Positivkontrolle mit 173-Ethinylestradiol; NK,
Abwasser aus dem Nachklarbecken; 0OZ, Abwasser nach dem
Ozonreaktor; MW, Mittelwert; SEM, Standardfehler; #, p<0,05 (t-Test).
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Die ersten Untersuchungen auf der kommunalen Klaranlage Duisburg-Vierlinden wurden

wahrend der Inbetriebnahme der Ozonung durchgefihrt und konnten eine bessere

Spurenstoffelimination (ermittelt innerhalb des Einzelauftrags Nr. 6) bei gleichen Ozondosen

feststellen sowie einen auffallig niedrigen Bromatwert (Bromatkonzentration < 0,1 pg/L) trotz

hohen Ozondosen (Zieldosis war 7 mg/L Ozon im Abwasser).

Die Folgenden beiden Tabellen 3-4 und 3-5 geben ein Uberblick tber die bisherigen

toxikologischen Ergebnisse des Abwassers der Klaranlage Bad Sassendorf vor (Zulauf) und

nach (Ablauf) der Ozonungsstufe.

Tabelle 3-4:  Zusammenfassung der In-vitro-Tests
In-vitro-Tests
Testsystem/- | Getestete Ergebnis | Ergebnis| Unterschied | Bemerkungen
organismus |toxische Zulauf |Ablauf |[Zu-und
Wirkung Ablauf
XTT, NR, Zytotoxizitat | Positiv | Positiv | Keiner
SRB (CHO) (nur (nur
Extrakte)| Extrakte)
LDHe Zytotoxizitat | Negativ | Negativ
(CHO)
MTT (T47D) | Zytotoxizitat | Negativ | Negativ
ER Callux [Ostrogenitat| Zum TeilZum Teil | Uneindeutig| Effekte in
(T47D) positiv | positiv Extrakten
geringer
Ames-Test [Genotoxizitaf Negativ | Negativ
(S
typhimurium)
Comet-AssayGenotoxizitdt1l von 5 [Negativ
(humane positiv in
Hepatozyten Extrakten
HepG2)
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Tabelle 3-5: Zusammengefassten In-vivo-Tests
In-vivo-Tests
Testsystem/- | Getestete Ergebnis | Ergebnis | Unterschied | Bemerkungen
organismus toxische Zulauf [Ablauf [Zu-und

Wirkung Ablauf
Grunalge Wachstums- | Positiv Positiv | Ablauf Modifiziertes
Desmodesmus | hemmung grol3ere Medium
subspicatus Effekte notwendig
Wasserlinse [Wachstums- |Positiv Positiv | Keiner Frondflache
Lemna Minor |hemmung empfindlicher

als Frondzahl

Wasserfloh Schwimm- Negativ | Negativ
Daphnia fahigkeit
Magna (akute

Toxizitat)
Wasserfloh Reproduktion,| Negativ | Negativ
Daphnia Ostrogenitat
Magna
Eier des Embryonalent| Negativ | Negativ
Zebrabarblings| wicklung
(Daniorerio)
Glanzwurm Allgemeine |Negativ | Positiv | Effekt nur |Uberlagerung
Lumbriculus Toxizitat im Vergleich|durch
variegatus Zu-/Ablauf | Medium/Nahr-

stoffangebot

Zwergdeckelsc| Ostrogenitat | Positiv Negativ
hnecke (Embryonen-
Potamopyrgus | zahl)
antipodarum
Zebramuschel | Allgemeine Negativ | Negativ
Dreissena Toxizitat
polymorpha
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4  Ausblick auf die zweite Projektphase

Im Hinblick auf die weitergehenden Untersuchungen der Fraktionierung mit dazugehdérigen
effektbasierten Untersuchungen konnen die finf untersuchten Betriebseinstellungen auf der
Klaranlage in Bad Sassendorf momentan noch nicht abschlieBend bewertet und auf alle
Abwaésser generalisiert angewendet werden. Hierzu mussten zunachst die Untersuchungen
der Fraktionierung beendet und die Klaranlagen in Schwerte und Vierlinden untersucht
werden, deren Einzugsgebiet und Abwasserzusammensetzung sich von Bad Sassendorf
unterscheiden. Aufgrund der in einigen Wirkungstests leicht erh6hten Toxizitat infolge der
Ozonung sollen ebenfalls die auf den drei kommunalen Klaranlagen weitergehenden
standortspezifischen verfahrenstechnischen Reinigungsstufen auf einen moglichen Abbau
der gebildeten Transformationsprodukte bzw. deren toxische Wirkung untersucht werden.
Die Kopplung mit dem Einzelauftrag Teilprojekt MKUNLV-EA6 wird die Mdglichkeit bieten, in
einer zweiten Projektphase auf den gewonnen Ergebnissen und Erfahrungen aufbauend
diese wichtigen Fragestellungen zu klaren. Dann sollte es mdglich sein, Gber die unmittelbar
untersuchten drei Klaranlagen hinaus auch generalisierende Aussagen zur Relevanz von
Transformationsprodukten aus der grof3technischen Ozonung von kommunalem Abwasser
treffen zu koénnen. Diese notwendigen weiterfihrenden Arbeiten sind fir eine Phase 2
geplant.
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