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Abklrzungsverzeichnis

ACN Acetonitril
AHTN Tonalid
AM Universitatsklinikum Essen, Institut fur Hygiene und Arbeitsmedizin
AOI Adsorbierbares organisch gebundenes Jod
AOP Erweiterte Oxidationsverfahren (Advanced Oxidation Processes)
AP Arbeitspaket
ATS Amidotrizoesaure
AW Abwasser (hier: Klaranlagenablauf)
BPA Bisphenol A
BSBs Biologischer Sauerstoffbedarf in 5 Tagen
Co Ausgangskonzentration
CBz Carbamazepin
CHO-Zellen Chinese Hamster Ovary
Cl Chemische lonisation
CID collision-induced dissociation
CKW Chlorkohlenwasserstoffe
CO, Kohlenstoffdioxid
CSB Chemischer Sauerstoffbedarf
DA Dalton
DCFNC Diclofenac
DEHP Di-(2-Ethylhexyl) Phthalate
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsdure
DUE Universitat Duisburg-Essen
E°H Oxidationspotential
E Einwohnergleichwert
ECs mittlere effektive Konzentration
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EE2 17-a-Ethinylestradiol
EEQ 17-B-Estradiol Aquivalent
El Elektronenstol3ionisation
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EMEA European Medicines Agency

ENU N-ethyl-N-nitrosourea

ER Calux chemical activated luciferase gene expression

ERE Estrogen Responsive Element

ESI Elektronenspray-lonisierung

FKS Fetales Kéalberserum

GC Gaschromatografie

GOw Gesundheitlicher Orientierungswert

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HCI Salzséure

HCOOH Ameisensaure

HHCB Galaxolide

HPLC high performance liquid chromatography

ICso mittlere inhibitorische Konzentration

IDA Information Dependent Acquisition

IUTA Institut fir Energie- und Umwelttechnik e. V.

KMU Klein und mittlere Unternehmen

LC Fliissigchromatografie

LCs Letale Dosis

LDH Laktatdehydrogenase

LLE Flussig-Flussig-Extraktion (liquid-liquid-extraction)

L.M.P. Low melting point

LOEC lowest observed effect concentration

m/z Masse-Ladungs-Verhaltnis

MBR Membran-Bioreaktor

MeOH Methanol

MKULNV Ministerium fir Klimaschutz, Umwelt, Landwirtschaft, Natur- und
Verbraucherschutz

MMA 111 Monomethylarsen Il

MPF Microwell Platten Format

MRM Multiple Reaction Monitoring

MS Massenspektrometrie

MTBE Methyl-tert-butylether

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
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MW Molgewicht

n.a. Nicht auswertbar

n.g. Nicht getestet

n.n. Nicht nachgewiesen

NacCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

NEAA Non-essential amino acids

NMR Kernspinresonanz

O3 Ozon

OgewV Oberflachengewasserverordnung
‘OH Hydroxylradikal

OTM Olive Tail Moment

PA Projektbegleitender Ausschuss

PAK Pulveraktivkohle

PBS Phosphate Buffered Saline

PEC predicted environmental concentration
PNEC predicted no effect concentration
PTV programmable temperature vaporizer
RKM Roéntgenkontrastmittel

RT Retentionszeit

RW Reinstwasser

SDS Natriumdodecylsulfat

SIM Selected lon Mode

SMX Sulfamethoxazol

SPE Festphasenextraktion (solid phase extraction)
SRB Sulforhodamin B

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBEP Tris-(2-butoxyethyl)-phosphat

TCEP Tris-(2-chlorethyl)phosphat

TCPP Tris-(1-chloro-2-propyl)-phosphat
TiO, Titandioxid

TOC Gesamtgehalt an organischem Kohlenstoff (Total organic carbon)
TOF Time of flight

TPP Triphenylphosphat
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UBA Umweltbundesamt

UDE Universitat Duisburg-Essen

uv Ultraviolett

VIS Sichtbares Licht

WRRL Wasserrahmenrichtlinie

XTT 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-

2H-tetrazolium
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1 Zusammenfassung

Die Ziele des Vorhabens waren die chemische und toxikologische Validierung und
Bewertung  oxidativer = Abwasserbehandlungs-Verfahren  zur  Eliminierung  von
Mikroverunreinigungen aus Klaranlagenabldufen. Neben der Untersuchung von 16
ausgewahlten Spurenstoffen erfolgte zu zehn weiteren Arzneimittelwirkstoffen eine
projektbegleitende Literaturauswertung zur Bildung und Toxizitdt von Transformations-
produkten.

Der Schwerpunkt des Forschungsvorhabens lag auf der toxikologischen Untersuchung von
oxidativ behandelten realen Klaranlagenablaufen. So wurden im Rahmen des IGF-Projektes
zunachst neue toxikologische Testverfahren fur die sichere und robuste Anwendung in
Klaranlagen etabliert. Die zellbasierten Tests konnten nach Festphasenextraktion und HPLC-
Fraktionierung mit einer maximalen Methanol-Konzentration von 10 % ohne Stdrungen
durchgefuhrt werden. Bei der UV-Oxidation entstehende Peroxide mussten zur Vermeidung
von falsch positiven Ergebnissen mit Katalase zerstért werden. Mikrobielle Kontaminationen
werden durch Sterilfiltration der Realproben verhindert. Die Anwendung von MTT Test,
Alkaline Comet Assay und ER Calux zur Untersuchung der Cytotoxizitdt, Genotoxizitat und
Ostrogenitat von Klaranlagenablaufen ist somit sicher und robust moglich. Zur Bestimmung
der Mutagenitat mittels Ames MPFTM 98/100 Aqua waren keine Anpassungen notwendig.

In den Technikumsversuchen mit realen Abwéassern unterschiedlicher Klaranlagenablaufe
konnte die Arbeitshypothese bestétigt werden, dass die untersuchten AOP-Verfahrens-
varianten (Os;, UV und UV/H,0,) ohne die Bildung von toxikologisch relevanten
Transformationsprodukten zur Spurenstoffelimination eingesetzt werden kénnen. In der
Literatur beschriebene toxische Effekte beziehen sich in der Regel auf nicht umweltrelevante,
hohe Konzentrationen der untersuchten Substanzen.

Der Transfer der gewonnenen Erkenntnisse in die Praxis erfolgte Uber wissenschatftliche
Publikationen und Vortrage auf nationalen und internationalen Tagungen. Zuséatzlich werden
die Ergebnisse der Untersuchungen zusammen mit wirkstoffspezifischen Informationen zur
Bildung von Transformationsprodukten in der DAIOS-online Datenbank als auch Uber die
Internetseiten des IUTA der Offentlichkeit zugénglich gemacht.

Das Ziel, durch das Forschungsvorhaben die Leistungsfahigkeit der oxidativen Abwasser-
behandlung zu demonstrieren, um die weitere Entwicklung und den Einsatz dieser
Technologie zu fordern, wurde vollstandig erreicht.

Mit dem Nachweis der sicheren Anwendung oxidativer Verfahren in der Abwassertechnik ist
die Grundlage fir umfangreiche Investitionen in innovative Abwasserreinigungsverfahren
gelegt. Erste grofRtechnische Umsetzungen zur Ozonung finden derzeit an den Klaranlagen
Bad Sassendorf, Schwerte und Duisburg-Vierlinden statt.
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2 Wissenschaftlich-technische und wirtschaftliche

Problemstellung

2.1 Anlass des Forschungsantrags und Ausgangssituation

Durch so genannte erweiterte Oxidationsverfahren (advanced oxidation processes, AOP),
wie z. B. Ozonung oder UV-Oxidation mit und ohne Wasserstoffperoxid (H,O,) lassen sich
viele organische Mikroverunreinigungen aus Klaranlagenablaufen und anderen Abwéssern
entfernen [1-12]. Die Bewertung dieser oxidativen Verfahren kann anhand
substanzspezifischer Analytik, oder Uber Summenparameter, wie z. B. den biologischen
Sauerstoffbedarf in 5 Tagen (BSBs), den chemischen Sauerstoffbedarf (CSB) oder den
Gesamtgehalt an organischem Kohlenstoff (total organic carbon, TOC) vorgenommen
werden. Eine Bewertung anhand toxikologischer Parameter, oder die Kombination aus

chemischen und toxikologischen Analysen wurden bisher so gut wie nie durchgeftihrt.

Eine Betrachtung anhand substanzspezifischer Analytik ist bis heute nur anhand weniger
typischer Abwasserinhaltsstoffe geschehen. Es ist jedoch nur unzureichend bekannt und
erforscht, was mit diesen Substanzen bei der oxidativen Behandlung geschieht. Bei
bisherigen Untersuchungen wurden ausschlieZlich limitierte Mengen an Oxidationsmitteln
(z.B. 5 - 15 mg Ozon pro Kubikmeter Wasser [13, 14]) eingesetzt. Da aber nicht der
gesamte TOC abgebaut wird, ist davon auszugehen, dass Transformationsprodukte gebildet
werden. Uber die auf diese Weise entstehenden Oxidationsnebenprodukte ist derzeit wenig
bekannt. Dies gilt insbesondere fir die toxikologischen Eigenschaften der méglicherweise

stabilen Zwischenstufen.

Erhohte Konzentrationen der Ausgangssubstanzen und der gebildeten
Transformationsprodukte stehen moglicherweise im Widerspruch zu Grenzwerten und zu
Verordnungen, die den ,guten biologischen und chemischen Zustand des
Gewassers* gemal EU Wasserrahmenrichtlinie (WRRL [15]) vorschreiben. Auch die weitere
Nutzung als Trinkwasser oder Badegewasser macht eine zusatzliche Abwasserbehandlung

notwendig.

Nachfolgend werden beispielhaft fur einige im Rahmen dieses Projektes untersuchten
Substanzgruppen Verletzungen von dezidierten Verordnungen und Gesetzen mit

Grenzwerten aufgefihrt.
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Viele Stoffe, sowohl die 33 prioritaren Stoffe laut Anhang X der WRRL, als auch weitere noch
nicht abschlieRend bewertete Substanzen, kénnen im Ablauf von Klaranlagen nachgewiesen
werden [15, 16]. Substanzen bei denen ein PEC/PNEC (predicted environmental
concentration/predicted no effect concentration) Verhaltnis von 1 auftritt, oder bei denen
sogar Effekte in GrolRenordnungen auftreten, wie sie in Oberflachengewéassern nachweisbar
sind, wiurden Handlungsbedarf auslésen. Die Vielfalt der Substanzen, die hier eine Rolle
spielen, ist allerdings so hoch, dass bisher kein einheitliches Verfahren vorgeschlagen
werden konnte, welches in der Lage ware alle Substanzen abzubauen. Am nachsten

kommen diesem Anspruch sicherlich die erweiterten Oxidationsprozesse.

Moschusduftstoffe: Diese Substanzen werden durch die Verbraucher eingetragen, da sie in
einer Reihe Parfums, Shampoos, Waschmittel etc. enthalten sind. Derzeit stehen bei der
Diskussion die beiden polyzyklischen Moschusduftstoffe HHCB (Galaxolid) und AHTN
(Tonalid) im Vordergrund. Die nitroaromatischen Verbindungen (Moschus-Xylol und
Moschus-Keton) treten dabei in Deutschland deutlich zuriick, da der Einsatz der
Nitroaromaten der freiwilligen Selbstbeschrankung unterliegt und stark riicklaufig ist. Beide
Substanzen (HHCB und AHTN), insbesondere aber HHCB zeigen hormonelle (6strogene)
Aktivitat. Fir HHCB verdichten sich in den letzten Jahren Hinweise, dass einige Fischarten
Ausléseschwellen aufzeigen, die in Bereichen liegen, die auch in urbanen Gewassern
auftreten [17-19]. HHCB und AHTN werden in konventionellen Klaranlagen durch Sorption
an Schlamm eliminiert, wahrend die Transformation bei den realisierten Verweilzeiten eher
weniger bedeutend ist [20, 21]. Einmal ins Gewdasser gelangt, scheinen diese Verbindungen

sehr stabil zu sein und in den Gewassern nicht weiter abgebaut zu werden [22, 23].

Triclosan wird als Desinfektionsmittel in Haushalten insbesondere in Zahnpasta,
Mundwasser, in Funktionskleidung (Sport-Unterwdsche und Schuhen) und in der
Lebensmittelhygiene eingesetzt [24]. Es gelangt somit in grélReren Mengen in das Abwasser.
Die Eliminierung in Klaranlagen ist i. d. R. recht gut (85-95 %) [25-27]. Auf der anderen Seite
hat sich gezeigt, dass Phytoplankton sehr empfindlich auf diese Substanz reagiert. In
urbanen Gewassern hat sich entsprechend gezeigt, dass die Konzentrationen in der Nahe
der Wirkschwelle liegen [26, 28]. Bei Photooxidations-Versuchen im Labor wurde Uber das
Auftreten von Chlorphenolen, chlorierten Chinonen und -dioxinen berichtet [29, 30]. Zudem
wird bei der konventionellen Abwasserbehandlung mit aerober und anaerober Behandlung
mit Belebtschlamm eine weitere Substanz, Triclosan-Methyl, gebildet, welche in hohem
Mal3e bioakkumulierend ist [31, 32]. Dartber hinaus werden ebenfalls Oxidationsprozesse
von Triclosan mithilfe von Manganoxiden beobachtet [33]. In natirlichen Gewassern
scheinen dort, wo die Gewasser sehr stark belastet sind (z. B. wenn das Gewasser komplett
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aus dem Ablauf einer weniger gut funktionierenden Klaranlage stammt [34, 35]), oder aber
Verweilzeiten von mehreren Jahren im Gewasser relevant sind [36], Eliminierungsprozesse
stattzufinden. Die ,Normalsituation” in Deutschland zeigt aber, dass trotz Eliminierungsraten
von ca. 95% bei Triclosankonzentrationen von weniger als 100 ng/L keine weitere
Eliminierung stattfindet [26]. Dieser Konzentrationsbereich wird durchaus in urbanisierten

Gewassern gefunden.

Organophosphate werden als Weichmacher, Flammschutzmittel und als Hydraulikdle
eingesetzt. Die Eintrage in Klaranlagenzuldufe sind erheblich [21, 37]. Je nach Substanz und
Klaranlage schwanken die Eliminationsraten in Belebtschlamm-Klaranlagen zwischen 0 %
bis zu 80 %. Im Fall geringen Abbaus fuhrt dies zu gesundheitsrelevanten Konzentrationen
in verschiedenen Oberflachengewassern. Dementsprechend erfolgen Beanstandungen nach
Richtline 76/464/EWG [15] oder durch das Umweltbundesamt (UBA) [16].

Hormone werden derzeit in einer Reihe von Klaranlagenablaufen  und
Oberflachengewdssern  detektiert [38-42]. Sie stammen aus den normalen
Ausscheidungsprozessen von Menschen. Die Anwesenheit von 6strogenen Hormonen
wurde ebenso wie die Anwesenheit von hormonwirksamen synthetischen Substanzen
insbesondere in englischen Flussen in Zusammenhang mit den erheblichen
Verweiblichungsraten von ménnlichen Fischen gebracht [43-47]. Dies gilt trotz der niedrigen
Konzentrationen in Ablaufwasser und in Oberflachengewassern, die in der Regel zwischen 1
und 10 ng/L fur Ablaufwasser und um 1 ng/L fur Oberflachenwasser liegen. Hohere Werte in
der Literatur sind vermutlich eher auf unzureichende Analysemethoden denn tatséchlich auf
hoéhere Werte zuriickzufihren [23]. Diese niedrigen Konzentrationen sind dennoch ein
Problem, da die Ausléseschwelle fiir diese Effekte unter 1 ng/L liegt. Erste Untersuchungen
kamen zu dem Ergebnis, dass die 6strogene Wirkung der Hormone durch Oxidationen sehr
schnell verschwindet [48].

Pharmaka treten bis zu einigen pg/L im kommunalen Abwasser auf [37, 48-50]. Viele
Arzneimittel lassen sich in den derzeitigen kommunalen Klaranlagen fast tberhaupt nicht
eliminieren, da sie in der Regel sehr polar sind und von den Mikroorganismen in diesen
Konzentrationen auch kaum abgebaut werden konnen. Dies fuhrt zu erhdhten
Konzentrationen in den Oberflichengewassern [23, 48], wobei das Abwasser in den
Industrielandern ungefahr 1/ 10 verdinnt wird. Fir den Abbau dieser Substanzen in den
Oberflachengewéassern haben sich bisher wenige Hinweise gefunden [23, 48, 50]. Als
Hauptproblemsubstanzen haben sich in der Vergangenheit folgende Substanzen

herauskristallisiert: ~ Makrolid-Antibiotika  (Erithromycin,  Roxithromycin),  Sulfonamide
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(Sulfamethoxazol), Rheumamittel (Ibuprofen, Diclofenac), Antiepileptika (Carbamazepin),
Fluorchinolone (Ciprofloxacin) und die toxikologisch allerdings unbedenklichen

Réntgenkontrastmittel.

Wahrend die hierbei benannten Probleme bei anderen Substanzen durch Veranderungen in
den betreffenden Industriezweigen als prinzipiell 16sbar erscheinen, sind fur das Erreichen
des von der EMEA angedachten Schutzziels von 1 ng/L Pharmazeutika in
Oberflachengewdssern keine anderen als oxidative Verfahren in den kommunalen
Klaranlagen denkbar [51]. Die Gefahrenabschatzung von Arzneimittelwirkstoffen wird
erschwert durch die zahlreichen Metabolite, die im Kdrper selbst oder bei der biologischen
Abwasserbehandlung in Klaranlagen, entstehen. Dies verstarkt zusatzlich das Problem der
sogenannten ,Cocktaileffekte”: die Lebewesen in der Umwelt sind verschiedensten
Arzneimittelwirkstoffen und Chemikalien ausgesetzt deren Wirkungen sich addieren, sofern
sie denselben Wirkmechanismus aufweisen. In wie weit bei der oxidativen Behandlung
entstehende Transformationsprodukte hierzu auch einen Beitrag leisten, war zu Beginn

dieses Forschungsvorhabens unbekannt.

Hinzu kommt die Beobachtung, dass durch den hohen Verbrauch von Antibiotika in der
Human- und Veterindrmedizin und dem damit verbundenen Eintrag in die Umwelt vermehrt
Antibiotikaresistenzen auftreten. So wurden z. B. schon in Klarschlamm humanpathogene

multiresistente Stamme gefunden, die auch durch Abwasser weitergetragen wurden.

Verbindliche Grenzwerte in Oberflachen- und Grundwasser gibt es derzeit nur fir wenige
Arzneimittelwirkstoffe. Im Marz 2011 wurde eine neue Oberflachengewasserverordnung ver-
abschiedet, die erstmals bundeseinheitliche Anforderungen zum Schutz von Oberflachenge-
wassern festlegt [52]. Die Oberflachengewasserverordnung (OgewV) dient der
bundeseinheitlichen Umsetzung der EU-Richtlinie Gber Umweltqualitatsnormen im Bereich
der Wasserpolitik sowie der bisherigen Landerregelungen zur Umsetzung der Anhange I1, 11l
und V der Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) [53].

So beinhaltet die Oberflachengewésserverordnung beispielsweise Grenzwerte fir das An-
tiepileptikum Carbamazepin (0,5 pg/L) und das Antibiotikum Sulfamethoxazol (0,1 ug/L).
Auch Diclofenac wird in Deutschland als ubiquitdrer vorkommender, umweltrelevanter
Schadstoff betrachtet. Dennoch wurde in die Oberflaichengewasserverordnung Kkein
Grenzwert aufgenommen, da dieser Stoff derzeit als prioritarer Stoff auf EU-Ebene mit einem

Grenzwert von 0,01-0,1 ug/L diskutiert wird, was seine Relevanz als Schadstoff besonders
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hervorhebt. Es wird davon ausgegangen, dass bis Ende 2012 entsprechende Regelungen zu

diesen Stoffen erlassen werden.

Fur neu auftretende Spurenstoffe, zu denen auch Oxidationsnebenprodukten gezéhlt werden
missen, kann der vom Umweltbundesamt entwickelte GOW — Wert von 0,1 pg/L fir
»Schwach bis wenig genotoxische oder noch nicht bewertete Stoffe in Abwesenheit weiterer

experimenteller Daten® herangezogen werden [54, 55].
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2.2 Stand der Forschung und Technik
221 Einleitung

Bei der kommunalen Abwasserbehandlung sind Belebtschlammanlagen Stand der Technik.
Diese sind darauf ausgelegt, die organische Fracht im Wasser (BSBs bzw. TOC) zu
eliminieren. Hinzu gekommen sind in den letzten Jahrzehnten die Stickstoffeliminierung
(Nitrifikation/Denitrifikation) und im letzten Jahrzehnt die Phosphorfallung, so dass die

Elimination dieser Parameter derzeit als weitgehend gut geldst gilt [56, 57].

Nicht abschlieBend geldst ist hingegen die Entfernung von organischen
Mikroverunreinigungen aus dem Wasserkreislauf. Ein erheblicher Teil dieser Substanzen
wird in der kommunalen Abwasserbehandlung nicht vollstandig eliminiert und gelangt tUber
die Vorfluter in Oberflachengewasser. Hierdurch kann es zu Verletzungen der
Qualitatskriterien fir Oberflachengewéasser [53] sowie ggf. zu Problemen bei der
Trinkwasseraufarbeitung (aus Oberflichengewassern) kommen. Derzeit wird von
Wissenschaftlern und Behdrden intensiv diskutiert, mit welchen Mitteln diese Probleme

gel6st bzw. vermieden werden kénnen [58].

Im Rahmen der EU-Forschungsvorhaben POSEIDON, REMPHARMAWATER und P-THREE

wurden verschiedene Technologien zur Entfernung von Arzneistoffen in Klaranlagen und

Wasserwerken untersucht [59-62]. Dabei zeigte sich, dass Membranverfahren zur

Eliminierung von Mikroverunreinigungen in Klaranlagenablaufen kaum geeignet sind [60]. Mit
Membran-Bioreaktoren (MBR) kann die Abbauleistung fir einige Substanzen u. a. durch
Erhéhung des Schlammalters um 10 bis 20 % verbessert werden [48]. Biologisch schwer
abbaubare Substanzen kénnen allerdings mit der eingesetzten Mikro- und Ultrafiltration nicht
zuriickgehalten werden. Erst durch Nanofiltration oder Umkehrosmose ist es mdglich, diese
Spurenstoffe zuriickzuhalten. Am Beispiel von stark verschmutztem Oberflachenwasser zur
Trinkwasseraufbereitung in Krisengebieten konnten Heberer et al. zeigen, dass mit einer
mobilen Abwasseraufbereitungsanlage (Vorfiltration, Umkehrosmose, nachgeschaltete UV-
Desinfektion und Chlorierung) Membranverfahren als Bestandteil eines Anlagenkonzeptes
eingesetzt werden konnen [63, 64]. Unter Beriicksichtigung der Investitions- und
Betriebskosten sind Membranverfahren zur Eliminierung von Mikroverunreinigungen in

kommunalen Klaranlagen jedoch derzeit wirtschaftlich nicht einsetzbar.

An ausgewahlten Substanzen konnte gezeigt werden, dass die Behandlung des
Klaranlagenablaufs und des Trinkwassers durch Ozonisierung zu adaquaten Kosten mdoglich

ist [65]. MdOgliche Abbauwege wurden exemplarisch am Beispiel von Carbamazepin [66, 67]
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und Ethinylestradiol (EE2) [68] in deionisiertem Wasser untersucht. Die Bildung von
Oxidationsnebenprodukten und deren Toxizitdt wurde dabei nicht betrachtet. Huber et
al. [68] konnten am Beispiel von EE2 zeigen, dass durch die Ozonisierung die Ostrogenitét

abgebaut werden kann.

Die Oxidation mit Ozon oder UV-Licht bieten sich als kostengiinstige Option zur Eliminierung
von Schadstoffen an. Derzeit werden diese Verfahren ausschlief3lich bei der industriellen
Abwasserbehandlung zur Losung von Spezialproblemen [69-75] oder zur Desinfektion an
Orten eingesetzt, an denen gereinigtes Abwasser in Badegewasser eingeleitet wird, um

einen einwandfreien hygienischen Zustand der Badegewasser zu gewahrleisten [76-78].

Die Effektivitat dieser AOP-Verfahren wurde u. a. auch in eigenen Arbeiten demonstriert [79-
82]. Ein kritischer Diskussionspunkt, der den Einsatz solcher Anlagen zurzeit verhindert, ist
die Frage nach der Bildung von toxischen Oxidationsnebenprodukten oder der Freisetzung
von toxischen Verbindungen wie z. B. Kupfer [83] oder Bromat [84]. Insbesondere Grummt et
al. konnten in ersten Untersuchungen von aromatischen Aminen, Nitro- und Azo-
Verbindungen zeigen, dass nach der oxidativen Abwasserbehandlung mittels Ames-Test
toxische Nebenprodukte gebildet werden kénnen [85]. Eine weitergehende Charakterisierung
und Bewertung dieser unbekannten Oxidationsprodukte erfolgte allerdings nicht [86]. Kann
im Rahmen dieses FuE-Vohabens der Nachweis erbracht werden, dass AOP-Verfahren
ohne Bildung von toxischen Oxidations(heben)produkten eingesetzt werden kénnen, so ist
damit die Grundlage fur umfangreiche Investitionen in innovative

Abwasserbehandlungsverfahren gelegt.
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2.2.2 Erweiterte Oxidationsverfahren (Advanced Oxidation Processes — AOP)

Als erweiterte Oxidationsverfahren werden Prozesse bezeichnet, bei denen der oxidative
Abbau von Substanzen durch Hydroxylradikale erfolgt [87]. Die Oxidation sowohl mit Ozon
als auch mit UV-Licht mit und ohne Wasserstoffperoxid fhrt zu chemischen Umwandlungen.
Im Idealfall werden die organischen Substanzen zu Kohlendioxid und Wasser mineralisiert.
Aus wirtschaftlichen Griinden erfolgt bei der Wasseraufbereitung haufig nur eine

Teiloxidation, so dass andere, niedermolekulare Produkte beobachtet werden.

In bisherigen Forschungsprojekten zur Eliminierung von Mikroverunreinigungen wurden vor
allem oxidative Verfahren in Verbindung mit einer entsprechenden Vorbehandlung
untersucht. Uberwiegend werden dabei die sogenannten advanced oxidation processes
(AOP) [10, 13, 14, 50, 65, 69, 70, 72, 88, 89] eingesetzt. Wie in Abbildung 1 dargestellt,
erfolgt die Oxidation im Wesentlichen lber die entstehenden Hydroxylradikale, welche unter

den in der Abwasserbehandlung Ublicherweise eingesetzten Oxidationsmitteln das grofdte

Oxidationspotenzial (EX,(-OH) = 2,81 V) besitzen.

Photolyse von UV-Oxidation Photokatalyse
H,0, O, (H,0,/UV, O,/UV) (TiO,/UV)
vuv Uv-C UV-B UV-A
] | ]
I I | "
100 200 l 300 400 nm

0,+ H,0 —> H,0, + 0,
H0, —» 2-0H

R-X —» R-+ X
R-+0, —» RO,

Y
H,0 += H-+-OH
30, 20,

2 -OH = H,0,

Abbildung 1: Wellenlangenbereiche und zu Grunde liegende Photoreaktionen der AOP mit
Licht [74].
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Der eigentliche Abbaumechanismus besteht aus komplexen Folgereaktionen und ist stark
systemspezifisch. Im Detall sind diese Vorgange insbesondere fur
Multikomponentensysteme, wie sie reale Abwassermatrices Ublicherweise darstellen, bisher
kaum untersucht und nicht vollstdndig prognostizierbar. Nachteilig bei diesen Verfahren ist,
dass Hydroxylradikale naturgemald sehr reaktiv sind und unerwiinscht mit anderen
Bestandteilen der Wassermatrix, so genannten Scavengern, wie z.B. Carbonationen
reagieren. Durch diese Konkurrenzreaktionen kann die Effizienz der Abbauvorgange
erheblich verringert werden [4, 90, 91]. Eigene Untersuchungen in Toiletten- und
Industrieabwéassern haben allerdings gezeigt, dass dieses Problem durch einen etwas

hdheren Oxidationsmitteleinsatz sehr gut gelést werden kann [79, 80].

Die direkte Photolyse z. B. mit Vakuum-UV-Lampen spielt in der Wasseraufbereitung
aufgrund des zu hohen Energiebedarfs bisher ebenso keine Rolle wie photokatalytische
Prozesse mit TiO,, die eine zu geringe Quantenausbeute sowie Schwierigkeiten beim Design

eines effektiven und robusten Reaktors aufweisen.

Eine weitere AOP-Variante stellen Oxidationsprozesse mit Fenton’'s Reagenz dar. Die
Erzeugung von OH-Radikalen beruht hier auf der Reaktion von Eisen(ll)-lonen (Katalysator)
mit Wasserstoffperoxid. Dieses Verfahren wurde unter anderem bei der Behandlung von
Deponiesickerwassern, CKW-belasteten Abwassern, Kihlschmiermittelabwéssern und
gefarbten Abwassern der Textilindustrie eingesetzt. Wie bei TiO,-Systemen, ist die kompakte
Bauweise bei Fenton-Reaktionen nur schwierig zu realisieren. Neben einem mehrstufigen
Reaktionsaufbau muss entweder eine Katalysatorrickfihrung realisiert oder der anfallende
Eisen(ll)hydroxid-Schlamm aufwandig entsorgt werden. Zusammen mit der zusatzlich
notwendigen Einstellung niedriger pH-Werte [92] stellt dies fiur die kommunale

Abwasserbehandlung grol3e Nachteile dar.

Aus diesen Grinden sollen in dem hier beantragten Forschungsvorhaben nur AOP-
Verfahren betrachtet werden, die in den heutigen Klarprozess einfach zu integrieren sind und
den Anforderungen von Suty et al. [93] entsprechen, dass ein effektiver Schadstoffabbau bei
madglichst neutralen Bedingungen ohne zusétzliche Schlammproduktion erfolgen soll. Neben
den klassischen AOP-Verfahren (UV/H,0,, UV/O; sowie UV/H,0,/03) kann dieses Ziel auch
mit der Ozonisierung erreicht werden. Beim Einsatz hdherer Ozondosen ist neben der
Desinfektion der Abbau von organischen Mikroverunreinigungen mdaglich. Im Gegensatz zur
unspezifischen Reaktion der Hydroxylradikale bei AOP-Verfahren reagiert Ozon spezifisch

an Doppelbindungen und aromatischen Ringen der Targetmolekile. Dabei spielen
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insbesondere drei Reaktionsarten eine Rolle: Elektronentransferreaktionen, Ubertragung

eines Sauerstoffatoms sowie die Addition des Oz-Molekils an das Substrat [2, 94].

Aufgrund der bekannten Struktur lassen sich generelle Regeln dazu ableiten, an welcher
Stelle die Substanzen am wahrscheinlichsten oxidiert werden. Z. B. lassen sich aktivierte
Doppelbindungen sehr gut oxidieren und zunéchst wird i. d. R. eine Hydroxy-Funktion in das

Molekil eingefiihrt. AnschlieRend werden haufig an dieser Stelle die C-C Bindungen gedtffnet.
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2.2.3 Toxikologische Testsysteme zur Bewertung von AOP-Verfahren

In Verbindung mit den chemischen Analysen erlauben die Ergebnisse der toxikologischen
Tests nicht nur Aufschlisse Uber das Vorhandensein, strukturelle Veranderungen und die
Konzentration einer Substanz im Klaranlagenablauf, sondern sie erméglichen auch die
Einschatzung der Risiken fur das Okosystem und folglich auch den Menschen. Neben einer
Einschéatzung des generellen Risikos kann durch die toxikologische Analyse auch die Art der
Wirkung naher beschrieben werden. Obwohl es seit langem bekannt ist, dass Pharmazeutika,
Personal Care Produkte und andere Chemikalien mit ansteigenden Konzentrationen in
Klaranlagenablaufen und Oberflachengewadssern nachgewiesen werden, sind Informationen
Uber deren biologische Wirkungen insbesondere im Zusammenhang mit der Bildung von
Oxidationsnebenprodukten wahren der oxidativen Abwasserbehandlung nur unzureichend
vorhanden. In diesem Projekt wurden daher vier verschiedene Testsysteme gewahlt, um
unterschiedliche Endpunkte toxischer Effekte zu untersuchen. Im Folgenden sind die

eingesetzten toxikologischen Testsysteme erlautert:

2.2.31 Cytotoxizitat

Die generelle zellschadigende Wirkung wurde an Hand des MTT Tests oder des PAN | Tests
untersucht. Der MTT Test basiert auf der Umwandlung eines loslichen Tetrazoliumsalzes
(MTT=3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid), durch mitochondriale
Dehydrogenasen in ein unlésliches Formazan. Dieser Test erlaubt eine direkte Korrelation
zwischen der umgesetzten Menge des Farbstoffes und der Anzahl vitaler Zellen, da nur
diese in der Lage sind, Formazan zu bilden. Das Prinzip des PAN | Tests basiert auf der
gleichen Grundlage wie der MTT Test. Allerdings erlaubt der PAN | Test die gleichzeitige
Bestimmung von vier verschiedenen cytotoxischen Endpunkten an nur einer Zellkultur. Die
Methode umfasst den XTT Test, bei dem ebenso wie beim MTT Test, ein Tetrazoliumsalz, in
diesem Fall das 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-
tetrazolium hydroxide in ein unlgsliches Formazan umgewandelt wird. Ein weiterer Test ist
der Neutral Rot Test. Nur vitale Zellen sind in der Lage, Neutral Rot aufzunehmen und es in
ihren Lysosomen zu binden. D.h., die Menge an gebundenem Neutral Rot ist damit direkt
proportional zur Anzahl vitaler Zellen. Der dritte in dieser Multiparameter Methode
durchgefiihrte Test ist der SRB Test. Dieser Test erlaubt es, die Zellproliferation anhand des
Gesamtproteingehaltes nachzuweisen. Auch hier kann wieder eine direkte Korrelation

zwischen gebildeten Proteinen und Zellzahl durchgefihrt werden. Als weiterer Test wird hier
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noch der LDHe Test durchgefiihrt. Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein intrazellulares
Enzym, und gelangt nur durch eine beschéadigte Zellmembran in das Medium. Je mehr LDH

extrazellular nachgewiesen wird, desto groRRer ist die Membranschadigung.

2.2.3.2 Gentoxizitat

Ein weiterer toxikologischer Endpunkt, der in diesem Projekt untersucht wurde ist die
Gentoxizitat. Die Gentoxizitéat beschreibt allgemein reversible oder irreversible DNA Schéaden.
Der Alkaline Comet Assay wurde daher hier eingesetzt um ein moégliches DNA schadigendes
Potenzial nachzuweisen. Dieser Test wurde von Ostling und Johansson [95] entwickelt, um
Doppelstrangbriiche nachzuweisen, und spater von Singh et al. [96] weiterentwickelt, um
parallel auch Einzelstrangbriiche nachweisen zu kénnen. Das Prinzip basiert darauf, dass
Zellen nach der Exposition in ein Agarosegel eingebettet und lysiert werden und unter
alkalischen Bedingungen eine Elektrophorese durchgefuhrt wird. Durch das Starten eines
elektrischen Feldes wandert die negativ geladene DNA zum Pluspol. Liegt die DNA
unbeschadigt vor, wandert sie als Ganzes Richtung Pluspol. Ist sie allerdings geschadigt und
liegt in Bruchstlicken vor, wandern diese ihrer GroRe entsprechend unterschiedlich weit im
Gel, wodurch es zur Bildung des ,Comets* kommt. Je groBer die DNA Schéadigung, desto

groRer der Comet.

2.2.3.3 Mutagenitat

Liegt eine irreversible DNA Schadigung vor, kommt es zu Mutationen und somit zu
vererbbaren Schaden. Um ein mdgliches mutagenes Potenzial einer Substanz
nachzuweisen, wurde der Ames MPF 98/100 Aqua Test gewdahlt. Dieser Test wird an den
Salmonella typhimurium Stammen TA98 und TA100, die bereits Mutationen enthalten
durchgefihrt. Diese Stamme sind nicht in der Lage selbst Histidin zu synthetisieren. Wirkt die
zu testende Substanz mutagen, kommt es zu einer Riuckmutation, die Uber einen
Farbumschlag im Medium nachgewiesen werden kann, da die Bakterien wieder selbst

Histidin produzieren kénnen und so auch in Histidin freiem Medium wachsen.
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2.2.3.4 Ostrogenitat

Der ER Calux wurde durchgefiihrt, um eine mogliche Ostrogene Aktivitdt von Chemikalien
und Substanzen nachzuweisen. CALUX steht hierbei fir Chemical Activated Luciferase
gene eXpression. Ostrogene, wie Estradiol, haben einen Effekt auf die Schilddriisenfunktion,
die Reproduktivitat, das Nervensystem und das Herz-Kreislauf-System. Daher kdnnen

erhdhte Mengen an dstrogenahnlichen Hormonen die Gesundheit beeintrachtigen.

Die hier verwendeten T47D Zellen, eine humane Brustkrebszelllinie, sind genetisch so
veréndert, dass sie konzentrationsabhangig Licht emittieren. Dazu wurde ein Estrogen
Responsive Element (ERE) an ein Luciferase Gen gekoppelt. Bindet nun der chemische
Reporter an das ERE |6st dies die Expression der ERE assoziierten Gene, in diesem Fall der
Luciferase, aus. Zum Nachweis werden die Zellen zunachst fur 24 h gegen die Proben
exponiert. Danach werden die Zellen lysiert und Luciferin wird zugegeben. Wurde von den
Zellen Luciferase produziert, reagiert es nun mit dem zugegebenen Luciferin, wobei Energie
in Form von Licht abgegeben wird. Die Aktivitdt der Luciferase kann dann Uber eine
Lumineszenzmessung ermittelt werden und korreliert mit der Menge an Ostrogenaktiven

Substanzen in der Probe.
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3 Material und Methoden

3.1 Experimentelles

3.1.1 Chemikalien zur Durchfihrung der AOP Versuche

Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 1 angegeben.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien zur Durchfiihrung der AOP Versuche.

Produkt Firma
Aceton Merck (Darmstadt, Deutschland)
Acetonitril LGC Promochem, Wesel, Deutschland

Amidotrizoesaure

Atenolol

Bisphenol A
Butylmethylether
Carbamazepin
Ciprofloxacin

Diclofenac

Ethinylestradiol
HPLC-Wasser

Galaxolid (HHCB)

Irgarol 1051

Katalase (Aspergillus niger)
Methanol
Methyl-tert-butylether (MTBE)
Metoprolol

Ofloxacin

Sulfamethoxazol

Terbutryn

Toluol

Tonalid (AHTN)

Triclosan
Triphenylphosphat
Tris-(2-butoxyethyl)-phosphat

Tris-(1-chloro-2-propyl)-phosphat

Wasserstoffperoxid

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Deutschland)
J.T.Baker (Deventer, Niederlande)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Riedel-de Haen (Seelze, Deutschland)
J.T.Baker (Deventer, Niederlande)

Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Deutschland)
Hempel (Pinneberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Deutschland)
Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Akzo Nobel (Amersfoort, Niederlande)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
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3.1.2 Ozonierungsversuche im Labormalf3stab am IUTA

Stammldsungen (1 g/L) wurden in HPLC-Wasser, schwer ldsliche Subtanzen in 50 %

Acetonitril (LGC Promochem, Wesel, Deutschland) angesetzt.

Ozongas wurde mit Hilfe eines Ozomats COM AD-01 (Anseros, Tubingen, Deutschland) und
techn. Sauerstoff hergestellt. Das Gas wurde direkt durch gekunhltes, destilliertes Wasser
geleitet. Die Elimination des Restozons erfolgte Uber einen Platinkatalysator. Die
Konzentration des geldsten Ozons im Wasser wurde photometrisch bei 260 nm unter

Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes bestimmit.

Reinstwasser und Klaranlagenablauf wurden mit Einzelsubstanzen bzw. Substanzgemischen
in  Konzentrationsbereichen von 100 pg/L  bis 18 mg/L dotiert. Zudem wurde
Klaranlagenablauf ohne Aufdotierung untersucht. Zu den jeweiligen Lésungen wurde fir die
Ozonierung eine entsprechende Menge Ozonwasser gegeben. Nach Ablauf der Reaktion
uber Nacht bei Raumtemperatur wurden die Proben filtriert (Chromafil RC 0,45 um, Machery-
Nagel, Diuren, Deutschland) und in HPLC-MS-Vials Uuberfuhrt oder mittels

Festphasenextraktion weiter aufbereitet (siehe Kapitel 4.2.1).

3.1.3 Ozonierungsversuche im Labormaf3stab an der Universitat Duisburg-Essen

Alle separaten Losungen hatten Ausgangskonzentrationen von 0,1 bis 400 mg/L und wurden
in HPLC-Wasser bzw. Klaranlagenablauf gelost und anschlieend ozoniert. Es wurde
rickstandsfreies Methanol, Toluol, Aceton und Methyl-tert-butylether (MTBE) verwendet.
Proben mit unterschiedlichen Molverhaltnissen (zwischen 1:1 und 1:10) Substanz:O; wurden
durch das Mischen wvon O; und Substanzlésungen, in unterschiedlichen
Volumenverhdltnissen, hergestellt. Die Ozonierung wurde mit Hilfe eines Ozongenerators
(Enaly 1000BT-12, Enaly M&E Ltd, Shanghai, China) und techn. Sauerstoff bei 0,5 L/min
durchgefiihrt, was einer dauerhaften Ozoneinleitung von 2-5 mg/L entspricht. Uberpriift
wurde dies durch eine UV-VIS Spektralphotometrie (Shimadzu, Duisburg, Germany). Die
Probenentnahmen (je 20 mL) erfolgten in zeitabhangigen Intervallen tGber 120 min. Zur
Probenvorbereitung wurde nach Ablauf der Reaktion Uber Nacht bei Raumtemperatur eine
Festphasenextraktion durchgefiihrt (Kapitel 4.2.2).
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3.14 Ozonierungsversuche im Pilotmal3stab

Experimente im 200 L Maf3stab wurden in einer Pilotanlage (OCS H,0,-UV, Wedeco,
Herford, Deutschland) am IUTA durchgefuihrt, die mit einem Ozongenerator OCS-GSO 20
(Wedeco, Herford, Deutschland) und einer Ozonuberwachungseinheit (DH 5, BMT
Messtecknik, Berlin, Deutschland) ausgestattet ist. Die Versuchstemperatur wurde mittels
eines Kihlers (SK3334,600, Rattle, Herborn, Deutschland) konstant bei 20 °C gehalten. Der
Ozongenerator wurde so eingestellt, dass kontinuierlich 80 bis 90 g/m3 gasformiges Ozon mit
einem Luftvolumenstrom von 0,5 m3h in den Reaktor eingeleitet wurden. Die
Konzentrationsbereiche der Analyten wurden aus dem Labormalstab Ubernommen. Vor
Versuchsbeginn wurde die Anlage mit dem zu untersuchenden Wasser durchgespiilt. Die
Proben konnten vor dem Ozoneinlass zeitabhangig entnommen werden. Vor der Messung

mittels HPLC-MS wurden auch diese Proben filtriert.

3.15 UV- und UV/H,0,-Oxidation im LabormalRstab

Untersuchungen zum photooxidativen Abbau mit und ohne Zugabe von Wasserstoffperoxid
fanden an einer 1 L-Laboranlage statt, in die eine Heraeus TNN15/32 254 nm Hg
Niederdrucklampe (3 W Strahlungsfluss, Heraeus, Hanau, Deutschland) angebracht war. Um
gleichbleibende Versuchsbedingungen zu gewéhrleisten wurden alle Versuche bei 30 °C
mittels eines Lauda-Thermostats (Lauda-Kdnigshofen, Deutschland) und einer
Schlauchpumpe (Multifix constant M 838, Alfred Schwinherr KG, Schwabisch-Gmiind,

Deutschland) konstant gehalten. Der Anlagenaufbau ist in Abbildung 2 dargestellit.

Abbildung 2: Aufbau der Laboranlage.
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Standardldsungen in  Reinstwasser, dotierter und undotierter Klaranlagenablauf
(co =100 pg/L bis 18 mg/L) wurden vor Versuchsbeginn gleichmafig in der Anlage verteilt.
Die Probenahme erfolgte zeitabhangig an einem Auslasshahn hinter dem Reaktor. Bei
Versuchen mit Wasserstoffperoxid wurden nach der funfmindtigen Aufheizphase der Lampe
0,3 g/L H,O, zugegeben. Fir toxikologische Untersuchungen durften keine Restperoxide in
den Proben sein. Um dies zu gewahrleisten wurden diese Proben mit einigen Tropfen

Katalase versetzt. Nach Versuchsende wurden alle Proben filtriert.

3.1.6 UV/H,0,-Versuche mit TPP, TBEP und TCPP

Jede einzelne Organophosphatlésung wurde in 1 L HPLC-Wasser gelost und hatte eine
Ausgangskonzentration von 1 mg/L um anschlielend mit einem UV-Strahler und der Zugabe
von 1 mg H,O,/L fir 120 min bestrahlt zu werden. Es wurden je 100 mL Probe nach 0, 20,
40, 60 und 120 min entnommen und mit 100 pL Katalase versetzt um eine weitere Reaktion
des H,O, mit den Substanzen zu unterbinden. Die weiteren Schritte der Probenvorbereitung,
mittels SPE, fur das GC-MS-Screening sind identisch mit der, der Ozonierungsversuche

(s.0.).

3.1.7 UV- und UV/H,0,-Oxidation im PilotmaRstab

Die oben beschriebene Pilotanlage ist so ausgestattet, dass daran auch die UV und UV/H,0,
Versuche durchgefiihrt werden konnten. Zum einen standen ein Hg Niederdruckstrahler
(XLR 10, 33 W Strahlungsfluss, 180 und 254 nm, Wedeco, Herford, Deutschland) und zum
anderen ein Hg Mitteldruckstrahler (IBL, Heidelberg, Deutschland) zur Verfiigung. Der
Aufbau der Anlage ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Aufbau der Pilotanlage.

Die Versuche wurden analog zu den Ozonierungsversuchen durchgefiihrt. Die
Probenahmestelle befand sich vor dem UV-Strahler. Der Leistungsverlauf der Lampe konnte
Uber ein Kontrollfenster wahrend der Versuche nachvollzogen werden. Bei Versuchen mit
H,O, erfolgte die Zugabe von 0,3 g/L Wasserstoffperoxid nach zehnminutiger Aufheizphase
der Lampe Uber ein Ventil direkt in den Versuchsreaktor. Die Proben wurden mit Katalase

versetzt. Alle Proben wurden vor der Messung mittels HPLC-MS filtriert.

3.1.8 UV- und UV/H,0,-Oxidation in der Durchflussanlage

In der Durchflussanlage IBL uviblox® WTP 2x4 (IBL, Heidelberg, Deutschland) (Abbildung 4)
sind zwei 4 kW Mitteldruckstrahler (IBL, Heidelberg, Deutschland) in Reihe geschaltet. Vor
den Reaktoren besteht die Moglichkeit zur Dosierung von Wasserstoffperoxid Uber eine
Dosierpumpe. Nach den Reaktoren ist zudem eine pH- und eine Redox-Sonde integriert. Zur
Uberwachung der Temperatur sind im Verlauf der Anlage drei Messfiihler angeschlossen.

Uber einen UV-Monitor kénnen diese Messwerte abgelesen werden.
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Abbildung 4: Aufbau der Durchflussanlage.

Die Durchfuhrung von Batchversuchen erfolgte am IUTA. Das zu behandelnde Wasser
wurde aus einem 1 m3-IBC-Container entnommen, durch die Reaktoren geleitet und in

denselben Container entlassen. Proben wurden zeitabh&ngig vor den Strahlern entnommen.

Versuche im Durchflussbetrieb wurden vor Ort auf der Klaranlage Bottrop durchgefiihrt. Das
zu behandelnde Wasser konnte direkt aus der Klaranlage durch die Reaktoren der Lampen
geleitet werden. AnschlieRend wurde das behandelte Wasser in den Ablaufkanal der
Klaranlage gepumpt. Vor den Reaktoren konnte tber eine Dosierpumpe eine 35%-ige H,0,-
L6sung zugefiigt werden. Die Peroxiddosierung variierte bei Stichprobenversuchen zwischen
0,5 und 20 L/h. Wéahrend 24-h-Versuchen wurde konstant 1 L/h zudotiert. Sowohl die
Durchflussgeschwindigkeit als auch die Leistung der UV-Strahler variierten ebenfalls (3-
12 m3/h bzw. 1x0,8-2x4 kW).

3.2 Analysenmethoden

3.21 Probenvorbereitung Festphasenextraktion (SPE)

Zur Analyse werden sowohl Direktmessungen, als auch Messungen von aufkonzentrierten
Proben mittels Festphasenextraktion durchgefihrt. Die SPE der Proben nach Filtration Gber
Glasfaserfilter (PorengrofRe 1 um, Pall Life Sciences, Washington, NY, United States)

wurden automatisiert mit einem Gilson-System (Valvemate® |I,

Gilson International B.V.,
Limburg, Deutschland) durchgefihrt. Fir die Extraktion der jeweiligen Substanzen wurden

die Kartuschen Strata X (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland), Strata XL
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(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) und ENV+ (Biotage, Uppsala, Schweden)
verwendet. Die SPE-Methoden sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: SPE-Methoden des Gilson-Systems.

Methode Kartusche Konditionierung, = Waschen Elution
Equilibrierung
Pharmaka  Strata XL 5 mL Methanol, 5mL95% pH3 3 x3mL Methanol
(500 mg/6 mL) 5 mL pH 3 Wasser Wasser + 5%
Methanol
RKM ENV+ 5 mL 50% 3 x 3 mL Methanol
(500 mg/6 mL) Methanol + 50%
ACN
Bisphenol Strata XL 5 mL Methanol, 5 x5 mL tert.
A (500 mg/6 mL) 5 mL Wasser Butylmethylether
Organo- Strata X 6 mL Methanol, 10 mL Aceton, 10
phosphate (200 mg/6 mL) 6 mL Wasser mL MTBE
Triclosan Strata X 6 mL Methanol, 1 mL MTBE
(200 mg/6 mL) 6 mL Wasser
Galaxolid, Strata X 4 mL Methanol, 15 mL MTBE
Tonalide (200 mg/6 mL) 10 mL Wasser
Irgarol Strata X 6 mL Methanol, 6 mL Methanol
1051, (200 mg/6 mL) 6 mL Wasser
Terbutryn

Die Proben wurden vor der Festphasenextraktion mit Salzsaure (Riedel-de Haen, Seelze,
Deutschland) auf pH 3 eingestellt und mit internen Standards versetzt. Die Extrakte wurden
unter Stickstoff eingeengt. Die Pharmaka wurden in 1 mL Wasser:ACN (50:50) + 0.1%
Ameisensaure aufgenommen, die RKM in 4 mmol Ammoniumacetat, pH 4. Vor der HPLC-
MS Messung wurden die Proben Uber einen Spritzenfilter in Autosampler-Vials tberfuhrt.
Bisphenol A wurde nach Einengung unter Stickstoff in 1 mL Methanol aufgenommen, erneut
bis zur Trockene eingedampft und mit 100 pL Bis-(trimethylsilyl)-trifluoro-acetamid) +
1% Trimethylchlorsilan versetzt, durchmischt und 30 Minuten bei 70 °C derivatisiert. Die
Extrakte der Organophosphate sowie Galaxolid und Tonalid wurden fir mind. zwei Stunden
bei -20°C eingefroren um Wasserrlckstande zu vermeiden. Die Extrakte wurden in
Buchiglasern mit Hilfe einer Bichi-Syncore Einheit (Blichi, Flawil, Schweiz) auf ein Volumen
von 1 mL eingeengt (Organophosphate: 60 °C, 40 mbar, 180 rpm; Galaxolid und Tonalid:

50 °C, 60 mbar). Die eingeengten Extrakte der Galaxolid und Tonalid Methode wurden
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danach direkt in HPLC-Vials tberfuhrt. Fur die Organophosphate erfolgte im Anschluss ein
Losungsmittelwechsel auf Toluol. Hierzu wurde das eingeengte Extrakt zweimal mit 10 mL
Toluol versetzt und auf 1 mL eingeengt und in ein GC-Vial uUiberfuhrt. Die Extrakte der Irgarol
1051 und Terbutryn Methode wurden direkt nach der SPE ohne weitere
Aufbereitungsschritte in HPLC-Vials Gberflhrt.

3.2.2 Probenvorbereitung Flussig-Flissig-Extraktion (LLE)

Fur die Organophosphate sowie Irgarol 1051 und Terbutryn wurden neben der SPE auch
Flussig-Flissig-Extraktionen zur Probenvorbereitung durchgefuhrt. Dabei wurden den
jeweiligen entnommenen Proben 2 mL Toluol und 100 pL interner Standard zugegeben und
sie wurden auf einem Magnetruhrer fur 20 min bei 500 rpm gerthrt. Anschlie3end wurden
die Proben fir mind. zwei Stunden bei -20 °C eingefroren um Wasserriickstande in der
Toluolphase zu vermeiden. 1 mL der Toluluolphase wurde abpipettiert und in GC-Vials
dberfuhrt.
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3.2.3 HPLC-MS/MS

Die Quantifizierung der Analyten erfolgte an einem APl 3000 (CTC Analytics, Zwingen,
Schweiz) und an einer Q Trap 3200 (AB Sciex, Darmstadt, Deutschland) im Multiple
Reaction Monitoring (MRM) Modus. Fir jede Substanz wurden dabei zwei charakteristische
Massenubergdnge detektiert. Die Massenibergdnge der Substanzen sind in Tabelle 3

dargestellt.

Tabelle 3: Massenubergange der Analyten in HPLC-MS/MS.

Verbindung HPLC-MS Retentions Q1 Masse Q3 Quantifi- Q3 Verifi-
Messmethode -zeit[min] [Da] Zierung [Da] zierung [Da]
Carbamazepin API 3000 11,60 237 194 192
Pharmka (pos)
Metoprolol API 3000 7,40 268 116 77
Pharmaka
(pos)
Sulfamethoxazol ~ API 3000 8,70 254 156 92
Pharmaka
(pos)
Sulfamethoxazol Q Trap 3200 2,27 254 156 92
Diclofenac API 3000 7,93 294 250 214
Pharmaka
(neg)
Amidotrizoesaure APl 3000 RKM 2,93 615 361 233
(pos)
Ethinylestradiol Q Trap 3200 4,80 297 107 77
Ciprofloxacin Q Trap 3200 2,31 332 314 288
Ofloxacin Q Trap 3200 2,17 362 318 261
Irgarol 1501 API 3000 2,97 254 198 83
Pharmaka
(pos)
Terbutryn API 3000 2,71 242 186 68
Pharmaka
(pos)

An beiden Messsystemen wurde eine Synergi Polar RP 80 A HPLC Saule (150 x 2 mm,

4 um, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) zur chromatographischen Trennung der
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Pharmaka eingesetzt. Die RKM wurden tber eine Shimadzu Shim-pack XR-ODS (50 x 3 mm,
2,2 um, Shimadzu, Duisburg, Deutschland) gegeben. Eluenten waren zum einen
Wasser + 0.1% HCOOH und ACN + 0.1% HCOOH, des weiteren Wasser + 0.1% HCOOH
und MeOH +0.1% HCOOH sowie Wasser +4 mM Ammoniumacetat, pH 4 und
Acetonitril + 0.1 % HCOOH.

Am API 3000 wurde die Saule wahrend der Trennung auf 35 °C eingestellt. Pharmaka
wurden teils im positiven und teils im negativen Messmodus quantifiziert. Die Flussrate im
positiven Modus betrug 0,35 mL/min, als Gaseinstellungen wurden fur den Nebulizer 12 V,
fur das Curtain Gas 10V, fur die Temperatur der lonenquelle 450 °C und eine
lonisierungsspannung von 5000 V eingestellt. Im negativen Modus wurde eine Flussrate von
0,3 mL/min gewahlt. Die Gaseinstellungen und die Temperatur der lonenquelle entsprachen
dem positiven Modus, die lonisierungsspannung betrug -4500 V. RKM wurden positiv
gemessen. Die Gaseinstellungen wurden mit 12 V fiir den Nebulizer und 6 V fir das Curtain
Gas angegeben. Die Flussrate, die Temperatur der lonenquelle und die

lonisierungsspannung stimmen mit der positiven Messmethode der Pharmaka tberein.

An der Q Trap wurde die chromatographische Trennung bei 40 °C durchgefihrt. Durch
Elektrospray lonisierung (ESI) gelangten die Proben in das Massenspektrometer. Die MS
Parameter wurden folgendermal3en eingestellt: Curtain Gas 15V, Temperatur der
lonenquelle 550°C, Gas 1 40psi, Gas 2 80psi, lonisierungsspannung 5500V,
Declusteringpotential 50 V, Eintrittspotential 6V,  Zelleneintrittspotential 18 V,
Kollisionsenergie 27 eV, Zellenaustrittspotential 4 V. Die Flussrate betrug fir die

Fluorquinolone 0,3 mL/min, fur Sulfamethoxazol 0,4 mL/min.

Die Auswertung erfolgte mittels Analyst 1.5 (AB Sciex, Darmstadt, Deutschland) bei den
Direktmessungen uber eine externe Kalibration und bei aufgearbeiteten Proben uber eine
interne Kalibration. Die Regressionsanalyse ist linear mit inverser Gewichtung (1/x). Die
Nachweisgrenze war mit einem Signal-zu-Rausch Verhéltnis von 3:1 definiert, die

Bestimmungsgrenze mit einem Signal-zu-Rausch Verhaltnis von 10:1.

Zusatzlich zur Quantifizierung bekannter Spurenstoffe wurde eine analytische Methode
entwickelt, die ein Screening auf bislang unbekannte  Spurenstoffe und
Transformationsprodukte ermdglicht. Die chromatographische Trennung erfolgte Gber einen
linearen Gradienten. Die massenspektrometrische Detektion erfolgte Uber ein Information
Dependent Acquisition (IDA) Experiment. Dabei wurde ein Massenbereich von m/z = 50 bis

500 gescannt. Die lonenfalle war auf eine minimale Peakintensitat von 1000 eingestellt. Die

Sy
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Kollisionsenergie wurde konstant auf 10 V eingestellt. Die Massentoleranz betrug 250 mmu,
Isotopen wurden in einem Bereich von 4.9 Da ausgeschlossen. Die Gaseinstellungen
wurden aus der Quantifizierungsmethode dbernommen. Pro IDA Experiment wurden zwei
Massen, die in der Detektion die hochste Intensitat erreichten, wahrend der Messung
herausgefiltert, und weiter fragmentiert. Dies ermodglichte Ruckschlisse auf die
Molekulstruktur der unbekannten Substanzen. Neben der massenspektrometrischen

Detektion wurde auch das UV Signal bei 254 nm und 275 nm aufgenommen.

3.24 GC-MS

Zur GC-MS (Trace GC Ultra gekoppelt mit einem DSQ Massenspektrometer, Thermo-
Scientific, Dreieich, Deutschland) Analyse von Bisphenol A wurde eine Restek Rxi — 5Sil-MS
(30 m x 0,25 mm, 0,25 um, Restek, Bellefonte, PA, United States) verwendet. Als Tragergas
wurde Helium 5.0 (Air Liquide, Dusseldorf, Deutschland) eingesetzt, die Ofentemperatur
betrug 100 °C. Der Gaschromatograph wurde auf eine Heizrate von 40 °C/min bis 260 °C
und eine nachfolgende Heizrate von 5 °C/min bis 310 °C eingestellt. Die chromatographische
Trennung der Organophosphate sowie Triclosan, Galaxolid und Tonalid erfolgte mit einer
DB-5MS Saule (J&W Scientific, Folsom, USA, 15 m x 0,25 mm, Filmdicke: 0,25 um) bei einer
linear ansteigenden Temperatur von 70 °C bis 280 °C Uber eine Laufzeit von 30 Minuten.

Uber ein Programmed Temperature Vaporizer- (PTV)-Kaltaufgabesystem wurden die Proben
vollsténdig in das MS uberfuhrt. Das Injektionsvolumen war auf 1 pL eingestellt und als
Tragergas wurde Helium (5.0) mit einem Fluss von 1,3 mL min™ genutzt. Die Heizrate betrug
hierbei 14,5 °C/sec von 100 °C bis 320 °C. Die Temperatur der lonenquelle war fir
Bisphenol A auf 200 °C und fur die Organophosphate sowie Triclosan, Galaxolid und Tonalid
auf 230 °C eingestellt. Die massenspektrometrische Messung erfolgte mit einer Selected lon
Monitoring (SIM) Methode. Fir die Quantifizierung wurden die in Tabelle 4 dargestellten
Massenspuren verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels Xcalibur (Thermo-Scientific,
Dreieich, Deutschland) Uber eine lineare Regression. Die Nachweisgrenze war mit einem
Signal-zu-Rausch Verhaltnis von 3:1 definiert, die Bestimmungsgrenze mit einem Signal-zu-

Rausch Verhaltnis von 10:1.
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Tabelle 4: Massenuibergange der Analyten in GC-MS.

Verbindung 1. Masse [Da] 3. Masse [Da]
Bisphenol A 357 372
TCPP 277 279
TBEP 199 299
TPP 325 326
Triclosan 288 290
Galaxolid 243 258
Tonalid 243 258

Far  die Untersuchung  von Einzelsubstanzen oder  Stoffgemischen auf
Transformationsprodukte wurde im Quadrupol-Massenspektrometer ein Full-Scan-Modus

durchgefiuihrt. Dabei wurden Fragmente von m/z = 50 bis 400 detektiert.
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3.3 Toxizitats-Tests
3.3.1 Chemikalien und Zellen

Die verwendeten Chemikalien und Zellen zur Durchfihrung der toxikologischen

Untersuchungen sind in nachfolgender Tabelle 5 zu finden.

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Zellen der toxikologischen Untersuchungen.

Produkt Firma
CHO-9 Zellen ECACC; Salisbury, UK
T47D Zellen BioDetection Systems (BDS); Amsterdam, NL
Blutagarplatten Oxoid; Wesel, D
17@3-Ethinylestradiol BDS; Amsterdam, NL
2-Aminoanthracen Xenometrix; Allschwil, Ch
2-Nitrofluoren Xenometrix; Allschwil, Ch
4-Nitroquinolone-N-Oxid Xenometrix; Allschwil, Ch
Ames MPF Aqua 98/100 Test Kit (J10-210) Xenometrix; Allschwil, Ch
Ampicillin Xenometrix; Allschwil, Ch
Ampuwa (steriles Wasser) Fresenius Kabi; Bad Homburg, D
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich; Steinheim, D
DMEM F12 mit Phenolrot Gibco; Karlsruhe, D
DMEM F12 ohne Phenolrot Gibco; Karlsruhe, D
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich; Steinheim, D
N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) Sigma-Aldrich; Steinheim, D
Essigsaure AppliChem; Darmstadt, D
Fetales Kalberserum (FKS) Gibco; Karsruhe, D
Gentamycin c.c.pro; Oberdorla, D
GlowMix BDS; Amsterdam, NL
HAM's F12 c.c.pro; Oberdorla, D
Salzsaure (HCI) Merck; Darmstadt, D
L-Glutamin c.c.pro; Oberdorla, D
Low melting point (L.M.P.) Agarose Invitrogen; Paisley, UK
Lyselésung ER Calux BDS; Amsterdam, NL
MTT Sigma-Aldrich; Steinheim, D
MMAIII (Monomethylarsen lI) Argus Chemicals; Vernio, |
Natriumchlorid (NaCl) Merck; Darmstadt, D
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Produkt Firma

Natriumhydroxid (NaOH) Sigma-Aldrich; Steinheim, D
N-Laurylsarcosine Sodium Salt Sigma-Aldrich; Steinheim, D
Non-essential amino acids (NEAA) c.c.pro; Oberdorla, D

PAN | Cytotoxicity Kit (PAN | 96.1200) Xenometrix; Allschwil, Ch
Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco; Karlsruhe, D
Referenzwasser BDS; Amsterdam, NL
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich; Steinheim, D
S9 Mix Xenometrix; Allschwil, Ch
Stripped FKS BDS; Amsterdam, NL
SYBR-Green® Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Triton-X Merck; Darmstadt, D
Trizma Sigma-Aldrich; Steinheim, D
3.3.2 Ansetzen der Zellkultur

CHO-9 Zellen wurden in HAM’s F12 Medium mit 10 % FKS, 0,5 % Gentamycin und 0,5 % L-
Glutamin bei 37°C und 5 % CO, kultiviert.t Das Einsden der verschiedenen
Zellkonzentrationen fiir die einzelnen Versuche erfolgte, indem zunachst das Medium
entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und fir 10 Sekunden mit einer 0,05 % Trypsin-EDTA
Lésung behandelt wurden. Nach der Entfernung des Trypsins wurden die Zellen fur 2
Minuten bei 37 °C inkubiert bevor sie in Medium resuspendiert wurden, und die

entsprechende Zellzahl eingestellt wurde.

T47D Zellen wurden in DMEM F12 mit Phenolrot und 7,5 % FKS, 3 mL Gentamycin und
5mL Non-essential aminoacids ebenfalls bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Fir die
Versuchsdurchfihrung nach dem Einsden der 96-Well Platten wurde spezielles Assay-
Medium bestehend aus DMEM F12 ohne Phenolrot, 25 mL stripped FKS und 5 mL Non-
essential aminoacids eingesetzt. Fir die Exposition der 17R-Ethinylestradiol Standardreihe
wurde das Assay-Medium dann im Verhaltnis 1:10 mit sterilem Wasser gemischt (Assay
Medium-1). Die Exposition der Proben erfolgte nachdem das Assay-Medium im Verhaltnis
von 1:100 mit DMSO gemischt wurde (Assay Medium-Il), um die gleichen

Expositionsbedingungen fur die Standards und die Proben zu bekommen.
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3.3.3 Probenvorbereitung

Vor Versuchsbeginn wurden die Proben des Klaranlagenablaufes Uber einen Filter

sterilfiltriert (0,2 pum MiniSart Filter, Sartorius StedimBiotech).

3.34 Cytotoxizitat
3.34.1 MTT Test

50.000 CHO-9 Zellen wurden in 200 uL HAM'’s F12 je Well einer 96-Well Platte eingesat und
Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Fur die Exposition wurde am nachsten Tag das
alte Medium entfernt und durch 180 pL frisches Medium sowie 20 uL der Probe oder der
Positivkontrolle (50 pM MMAIII) ersetzt (je 3 Wells pro Probe) und die Zellen fur 24-h
exponiert. Nach der Exposition wurde das Medium entfernt, 100 pL frisches Medium sowie
10 pL Farbelosung (5 mg MTT Pulver in 1 mL PBS gelost und gefiltert) zugegeben und die
Zellen fur weitere 2 h inkubiert. Danach wurde das Medium erneut entfernt und 100 pL
Lyselosung (99,4 mL DMSO, 0,6 mL Essigsaure und 10 g SDS) pro Well zugegeben, die
Platte 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann 5 min bei 250 rpm geschiittelt. Die
Absorbanz wurde dann mit Hilfe eines Photometers (Tecan GENios) bei 595 nm und einer
Referenzwellenlédnge von 620 nm gemessen. Die dargestellten Werte zeigen den Mittelwert

einer 3 fach-Bestimmung sowie die Standardabweichung.
3.34.2 MultiTox Test (PAN I: LDHe — XTT — NR — SRB)

Der Test wurde laut Angaben des Herstellers (Xenometrix, Ch) durchgeflihrt. Zunachst
wurden die Zellen in 96-Well-Platten mit jeweils 20.000 CHO-9 Zellen/200 pL Medium pro
Well und uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Danach wurde das Medium
entnommen und 180 pL frisches Medium sowie 20 pL der Proben sowie die Positivkontrolle
(1 % Triton-X) zugegeben und die Platten fir 24 h inkubiert. Jede Probe wurde in drei Wells
getestet. Nach der Exposition wurde als erstes der LDHe Test vorbereitet. Dazu wurden
50 uL Uberstand in eine neue 96-Well Platte Uberfuhrt, und die LDHe LOsungen laut
Protokoll zugegeben. Die Absorptionsmessung erfolgte dann bei 340 nm, kinetisch alle 5 min
Uber einen Zeitraum von insgesamt 25 min. Fir die Durchfihrung des XTT Tests wurden die
XTT Loésungen in die Wells der Originalplatte gegeben und anschliel3end die Absorption bei
480 nm gemessen. Als nachstes folgte der Neutral Rot Test. Dazu wurden die
entsprechenden Ldsungen in die Wells pipettiert und die Absorption bei einer Wellenlange
von 540 nm bestimmt. Der letzte Test des Kits ist der Sulforhodamin B (SRB) Test. Hierfur
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wurden die Losungen in die Wells gegeben und anschlieend die Absorption bei 540 nm
gemessen. In den Diagrammen werden der Mittelwert vitaler Zellen, sowie die

Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten dargestellt.

3.34.3 Ergebnisdarstellung der Cytotoxizitatstests

Die Ergebnisse der Cytotoxizitatstests werden anhand der DIN EN 1SO 10993-5 eingestuft,
welche den Grad der Cytotoxizitat festlegt (Tabelle 6) [97].

Tabelle 6: Grad der Cytotoxizitat laut DIN EN ISO 10993-5.

Grad der Schadigung Vitalitat [%] Cytotoxizitat

0 81 —-100 % nicht cytotoxisch

1 71-80% schwach cytotoxisch
2 61—-70% malfiig cytotoxisch

3 0-60% stark cytotoxisch
3.3.44 Nachweis von Peroxiden

Cytotoxische Proben wurden zusétzlich noch auf das Vorhandensein von Peroxiden getestet,
um falsch-positive Ergebnisse durch Restperoxide auszuschlieRen. Der Gehalt an Peroxiden
wurde mit Quantofix® Peroxid-Teststdbchen nachgewiesen, die einen semiguantitativen
Nachweis erlauben.
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3.35 Gentoxizitat (Alkaline Comet Assay)

Die zur Durchfiihrung des Alkaline Comet Assay bendétigten Losungen sind in Tabelle 7
angegeben.

Tabelle 7: Benétigte Losungen zur Durchfihrung des Alkaline Comet Assay.

Ldsung Zusammensetzung

Tris-Losung (1 M) 157,6 g Trizma in 1 L Ampuwa geldst

NaOH Ldsung (2 M) 80 g NaOH in 1 L Ampuwa geldst

EDTA (0,5 M) 186,1 g EDTA in 1 L Ampuwa geldst und mit NaOH auf pH 8
eingestellt

Lyselosung | 10 mL Tris-LOosung (1 M), 146,1 g NaCl, 100 mL EDTA (1 M)

und 10 g N-Laurylsarcosine Sodium Salt in einen Messzylinder
geben und mit Ampuwa auf 1 L auffillen und auf 100 °C

erhitzen

Lyseldsung I 100 mL DMSO und 10 mL Triton-X mischen und lichtgeschiitzt
lagern

Neutralisationslésung 200 mL Tris-Losung (1 M) in einen Messzylinder geben und mit

Ampuwa auf ca. 500 mL auffiillen. Die Lésung mit NaOH auf pH
7,5 einstellen.

50X TAE Puffer 242 g Trizma, 57,1 mL Eisessig und 100 mL EDTA (0,5 M) mit
Ampuwa auf 1 L auffillen.

1X TAE Puffer 10 mL 50x TAE Puffer mit 490 mL Ampuwa mischen

L.M.P. Agarose (0,75 %) 0,75 g Low Melting Point Agarose in 100 mL PBS geldst

Elektrophoreseldsung 75 mL NaOH (2 M), 1 mL EDTA (0,5 M) und 0,79 g Trizma mit
Ampuwa auf ca. 500 mL auffillen und mit HCI auf pH 12,7
einstellen

SYBR-Green® LOsung 5 pL SYBR-Green® in 50 mL 1x TAE Puffer gelost

Der Alkaline Comet Assay wurde durchgefiihrt wie bereits in den 80er Jahren von Ostling
und Johansen [95] beschrieben und spéter von Singh et al. [96] modifiziert. Nach dem
Trypsinieren und Resuspendieren wurden die CHO-9 Zellen mit einer Zellzahl von 100.000
CHO-9/2 mL je Well einer 24-Well Platte (Greiner Bio One: Art. Nr.: 662160) eingesat und
Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Am nachsten Tag wurde dann die Exposition
der Zellen im Verhaltnis 1:10 der Probe ins Medium durchgefihrt. Das Medium wurde dazu
aus den Wells entfernt, und frisches Medium zugeben (1,8 mL/Well). Dann wurden 200 pL
Probe zugeben und die Platten dann fur weitere 24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Fur

die Negativkontrolle wurden 2 mL Medium und fir die Positivkontrolle wurden 1,98 mL
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UNIVERSITAT @ 0
4

- DUISBURG
vta e e SeBy "E' 31



_ ALLIANZ

INDUSTRIE IGF-FV Nr. 15862 N ,Oxidationsnebenprodukte”

FORSCHU

frisches Medium zugegeben. Zur Vorbereitung der Agarosegele wurde ein Chamber Slide (8
Chamber; BD Bioscience Europe; Erembodegem, Belgien) auf die hydrophile Seite des
Gelbond® Films (Lonza; Rockland, USA) geklebt. Jede Kammer wurde dann mit 50 pL
L.M.P. Agarose geflillt und zum Ausharten der Agarose uber Nacht bei 4 °C gelagert. 30 min
vor Ablauf der Expositionsdauer wurde in das Well der Positivkontrolle 20 pL ENU
(10 mg/mL) gegeben. Nach Ende der Exposition wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
danach fur 10 Sekunden mit Trypsin behandelt und fir 3 min bei 37 °C inkubiert. Danach
wurden die Zellen in 500 pL PBS resuspendiert und die Zellzahl auf 400.000 Zellen/mL
eingestellt. 20 pL Zellsuspension wurden dann mit 45 pL L.M.P. Agarose gemischt und in die
entsprechende Kammer auf dem Gelbond®-Film gegeben. Nach dem Aushéarten der
Agarose wurde die Kammer abgenommen, und die Filme tber Nacht in die auf 4 °C gekihlite
Lyseldsung (44,5 mL Lyselésung | und 5,5 mL Lyselosung Il) gelegt. Fir die Elektrophorese
wurde zunéchst die Elektrophoreselésung hergestellt und auf 4 °C gekdhlt. Die Filme wurden
dann in die mit gekihlter Elektrophoreseldsung geflillite Elektrophoresekammer gelegt und
fur 20 min inkubiert bevor die Stromstéarke fir 30 min auf 300 mA eingestellt wurde. Danach
wurden die Gele fir 30 min in Neutralisationsldsung tberfthrt und fur weitere 2 h in Ethanol
absolut inkubiert. Die Gele wurden dann in eine Box gelegt und Uber Nacht im Kihlschrank
getrocknet.

Zur Auswertung wurde je ein Film mit 1 mL SYBR®-Green Lésung fur 18 min gefarbt und
danach mit dem 40x Objektiv und der Comet Assay 4 Software (Perceptive Instruments, UK)
an einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet, wozu je Gel 50 Zellen ausgewertet wurden.
Die Statistik erfolgte mit Hilfe der GraphPad Prism Software. Alle Proben wurden 3-fach
getestet. Die Mittelwerte des Olive Tail Moment (OTM) sowie der Standardfehler sind in den
Diagrammen im Ergebnisteil dargestellt. Der Mann-Whitney Test wurde durchgefiihrt um die
Signifikanz der DNA Schadigung im Vergleich zur Negativkontrolle zu berechnen (Tabelle 8).

Tabelle 8: Statistische Angaben des Mann-Whitney Testes.

P value > 0.05 0.01-0.05 0.01-0.001 <0.001

P value summary * *x *rx

Signifikanz nicht signifikant  signifikant ~ sehr signifikant  extrem signifikant
| G s(a
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3.3.6 Mutagenitat (Ames MPF 98/100 Aqua Test)

Der Ames Test wurde im Microwell Platten Format an den Salmonella typhimurium Stammen
TA98 und TA100 durchgefiihrt. Dafur wurden zwei Erlenmeyerkolben mit jeweils 10 mL
Growth Medium und 10 puL Ampicillin gefullt und ein zusétzlicher Kolben nur mit 2 mL Growth
Medium als Negativkontrolle. Die Rohrchen mit den Bakterienkulturen wurden aufgetaut und
sofort nach dem Auftauen wurden 50 pL der Bakteriensuspension in die entsprechenden
Kolben geflllt und fir 16 h unter Schitteln im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde die optische Dichte bei 600 nm gemessen. Dafiir wurden je 900 uL
Growth Medium und 100 pL Bakteriensuspension in vier Kivetten gefillt und die optische
Dichte bestimmt. Danach wurde der Versuch nach der von Xenometrix bereitgestellten
Vorlage durchgeftihrt. Die Proben wurden dabei jeweils im 3-fach Ansatz in einer 24-Well
Platte mit und ohne S9 getestet. Fir die Exposition wurden die entsprechenden Substanzen

wie in Tabelle 9 dargestellt in die entsprechenden Wells pipettiert.

Tabelle 9: Pipettierschema der Exposition der Bakterienstamme.

TA 98 TA100

-S9 +S9 -S9 +S9
10x 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL
Expositionsmedium
Probe 185 L 185 pL 185 pL 185 pL
Wasser (steril) 15 L 15 L
Bakterien 25 pL 25 pL 25 L (1:2) 25 L (1:2)
S9 Mix 15 uL 15 uL

Nach 90 min Inkubation bei 37 °C wurden in jedes Well 2,8 mL Indikatormedium gegeben.
Aus jedem Well wurden dann 50 pL Uberstand in 48 Wells einer 384-Well Platte tberfiihrt
und die Platten fur weitere 2 Tage in einer verschlieRbaren Ttte bei 37 °C inkubiert. Danach
wurden die positiven Wells je Probe gez&hlt, und die Ergebnisse anhand einer von

Xenometrix bereitgestellten Excel Datei ausgewertet.
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3.3.7 Ostrogenitat (ER Calux)

Fur die Durchfuhrung des ER Calux wurden zunachst die Zellen in eine 96-Well-Platte (nur
NalgeNunc international, 167008) mit jeweils 10.000 T47D-Zellen/100 uL Assay Medium je
Well eingeséat und Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte
dann ein Mediumwechsel und die Zellen wurden fur weitere 24 h inkubiert. Fur die Exposition
der Zellen gegen die 17R-Ethinylestradiol Standardreihe wurden 1 pyL der entsprechende
Konzentration 17R-Ethinylestradiol mit 1 mL Assay-Medium-I gemischt. Zur Exposition
wurden dann je 100 pL dieser Lésungen in die entsprechenden Wells gegeben. Das gleiche
wurde mit DMSO und dem Referenzwasser durchgefiihrt. Danach wurde das alte Medium
abgenommen. In die Wells fur die Standardreihe, das DMSO und die Referenzprobe wurden
je 100 pL der zuvor angesetzten Ldsungen gegeben. Die Wells fiir die Proben wurden mit
90 pL Assay-Medium-Il und 10 pL Probe beflillt und die Platten fur weitere 24 h inkubiert. Fir
die Lumineszenzmessung wurde das Expositionsmedium entfernt und 100 pL frisches
Medium sowie 10 pL Lyselésung zugegeben und die Platte flr 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Direkt nach dieser Inkubationszeit wurden 30 pL des Uberstandes in eine weile
96-Well-Platte (Greiner Bio One; Art.-Nr.: 655075) uberfuhrt und 30 pL Glowmix zugegeben.
Sofort danach wurde die Lumineszenz gemessen. Die Auswertung der gemessenen Daten

erfolgte dann mittels einer von BioDetection-Systems bereitgestellten Microsoft Excel™ Datei.
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4 Ergebnisse
4.1 Auswahl und Priorisierung reprasentativer Markersubstanzen (AP 3.3.1)

Relevante Spurenstoffe aus den Bereichen der Arzneimittelwirkstoffe, Industriechemikalien
und Personal Care Produkte konnten in Zusammenarbeit mit dem projektbegleitenden
Ausschuss ausgewahlt werden. Tabelle 10 gibt einen Uberblick tber alle ausgewahlten
Substanzen, die Konzentrationsbereiche in Abwassern kommunaler Klaranlagen und einen

Uberblick tiber bereits vorhandene Literatur zum Thema Transformationsprodukte.

Tabelle 10: Zusammenfassung der Konzentrationsbereiche im Ablauf von kommunalen

Klaranlagen und Vorkommen der Substanzen in Oberflachengewéassern [33, 66-68, 98-171].

Substanz Konzentrationsbereiche Literatur Gber bereits
im Ablauf kommunaler bekannte Transformations-
Klaranlagen [ug/L] produkte

Amidotrizoesaure 0,1-15 [153, 170]

Bisphenol A (BPA) 0,1-0,3 [98-108]

Carbamazepin 0,1-7 [66, 67, 109-116]

Ciprofloxacin 0,1-5 [117-129]

Cyclophosphamid 0,005-0,1 [130-134]

Diclofenac 0,1-30 [135-145]

Galaxolid (HHCB) 01-1 [146]

Ibuprofen 0,1-25 [147, 148]

Metoprolol 0,2-3,8 [149-152]

Organophosphate (z. B. TCPP) 0,1-5 [134, 166]

Roéntgenkontrastmittel 0,5-15 [153-157]

Roxithromycin 0,1-1 [167]

Steroid Hormone 0,001 -0,1 [68, 98-105, 108, 168]

Sulfamethoxazol 0,1-2 [115, 160-165]

Terbutryn 0,1-0,35 [158]

Tonalid (AHTN) 0,1-0,2 [146]

Triclosan 0,1-05 [33, 159, 171]

Begleitende wissenschaftliche Untersuchungen zu Oxidationsprodukten (AP 3.3.2) sind tber
den gesamten Projektzeitraum durchgefihrt worden. Zu allen Substanzen ist eine

Literaturrecherche zu bereits postulierten Oxidationsnebenprodukten durchgefiihrt worden.
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Anhand ausgewahlter Substanzen sind Oxidationsversuche durchgefuhrt worden. Die aus
der Literatur bekannten Transformationsprodukte konnten zum Teil bestatigt werden, zum
Teil konnten aber auch Strukturvorschlage fir neu entdeckte Oxidationsnebenprodukte

gegeben werden.

4.2 Adaptierung der toxikologischen Methoden an die Matrix
Klaranlagenablauf (AP 3.3.4)

Da die hier angewandten toxikologischen Methoden zum Teil nicht fUr die Testung von
wassrigen Proben ausgelegt sind (MTT Test, ER Calux und Alkaline Comet Assay), mussten
diese zunéchst an die Wassermatrix angepasst werden. Der Ames MPF™ 98/100 Aqua
hingegen, ist fir die Untersuchung wassriger Proben entwickelt worden und musste daher

nicht angepasst werden.

Durch das Testen einer Verdinnungsreihe konnte ermittelt werden, dass eine
Wasserkonzentration von 10 % im Medium zu keinerlei negativen Einflissen der Zellen fihrt.

Eine Exposition der Proben im Verhaltnis von 1:10 ins Medium ist somit mdglich.

Tabelle 11: Effekte von 10 % Reinstwasser im Expositionsmedium.

MTT Test Alkaline Comet Assay
[Grad der Cytotoxizitat] [Signifikanz der DNA Schadigung]
Verdinnung H,0O CHO T47D
Neg. Kontrolle 0 0 nicht signifikant
1:10 0 0 nicht signifikant
Pos. Kontrolle 3 3 hoch signifikant

Einige der Proben wurden sowohl im Originalzustand als auch aufkonzentriert getestet. Da
nach einer Aufkonzentrierung die Proben im stark toxischen Methanol vorliegen, musste
auch hier untersucht werden, ab welcher Methanolkonzentration keine toxischen Effekte
mehr auftreten. Die Tests ergaben, dass eine Verdinnung der Probe von 1:10 in
Reinstwasser vor der Exposition ausreichend ist, um toxische Effekte zu vermeiden (Tabelle

12). Die Methanolkonzentration wéhrend der Exposition betragt dann 1 %.
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Tabelle 12: Toxizitat verschiedener Methanolkonzentrationen im MTT Test und Alkaline Comet

Assay.
MTT Test Alkaline Comet Assay
[Grad der Cytotoxizitét] [Signifikanz der DNA Schadigung]
¢ [Methanol] CHO T47D
Neg. Kontrolle 0 0 nicht signifikant
1% 0 0 nicht signifikant
10 % 3 3 hoch signifikant
Pos. Kontrolle 3 3 hoch Signifikant

Des Weiteren kann es durch die Zugabe von Klaranlagenablauf in Zellkulturmedien durch
enthaltene Mikroorganismen zu Kontaminationen kommen. Um dies zu vermeiden, wurde
ein Teil des Klaranlagenablaufes filtriert wahrend der andere Teil unbehandelt blieb. Beide

Teile wurden dann auf Blutagarplatten ausgestrichen, und fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.

Wie in Abbildung 5a zu erkennen ist, weisen die Proben des Klaranlagenablaufes eine starke
mikrobielle Belastung auf. Eine sterile Filtration der Proben vor der Exposition dagegen ist
ausreichend, um die Mikroorganismen aus dem Klaranlagenablauf zu entfernen, und eine

Kontamination der Zellkultur zu vermeiden (Abbildung 5b).

Abbildung 5: Blutagarplatten mit Bakterienkolonien. Nach Ausstrich einer unbehandelten
Klaranlagenablaufprobe (a) und eine Platte ohne Kolonien nach Ausstrich einer steril
gefilterten Klaranlagenablaufprobeprobe (b) nach 24 h Inkubation bei 37 °C.

Die Fraktionierung der Proben hat keinen Einfluss auf deren Toxizitat. Die erste Analyse von
UV-behandelten Proben allerdings zeigte, dass der Einsatz von H,0O, zu erhdhten toxischen
Effekten fiihrte. Die nach der Oxidation durchgefiihrte Zugabe von Katalase und die damit
verbundene Reduktion des H,0, zeigte keinerlei Effekte mehr (Abbildung 6). Daher kann
dieses System flr weitere Versuche eingesetzt werden.
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Alkaline Comet Assay
1.5

s B3 chne Katalse
mit Katalase

Olive Tail Moment

Abbildung 6: Gentoxizitatsuntersuchungen von UV-behandelten Proben. Statistische

Auswertung durch Mann Whitney Test: **signifikant; ***hoch signifikant.

4.3 Chemische und toxikologische Untersuchungen der einzelnen
Oxidationsversuche

Im folgenden Kapitel sind die wichtigsten Ergebnisse der Arbeitspakete 3.3.5 bis 3.3.8
zusammengefasst und substanzbezogen dargestellt. Eine Darstellung aller Detailergebnisse
ist im Rahmen des Abschlussberichtes zu umfangreich. Diese kdnnen den aus dem
Forschungsvorhaben entstandenen Publikationen (Kapitel 9) und der Datenbank (Kapitel

4.5) entnommen werden.

Arbeitspaket 3.3.5 umfasst ,Modellversuche zur Identifizierung von potentiell
problematischen Oxidationsnebenprodukten und priorisierten Markersubstanzen“. Dazu sind
Versuche mit Standards in Reinstwasser durchgefihrt worden. In Arbeitspaket 3.3.6
(Laborversuche mit realen Ablaufen kommunaler Klaranlagen im Batch-Betrieb) ist das
Reinstwasser durch die Matrix Klaranlagenablauf ersetzt worden. Die Versuche sind mit
realen und dotierten Klaranlagenabldufen durchgefiihrt worden. Die ,Technikumsversuche
an einer Klaranlage” (AP 3.3.7) sind auf der Klaranlage Bottrop durchgefiihrt worden. Dazu
ist vor Ort eine fur dieses Projekt angeschaffte Durchflussanlage zur UV-Oxidation installiert
worden. Die Ergebnisse sind substanzbezogen innerhalb des Kapitels 4.3 zu finden, die
Beschreibung der Installation und die Ergebnisse der Teilstrombehandlung im Durchfluss in
Kapitel 4.4.
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Die Ergebnisse von Arbeitspaket 3.3.8 (Untersuchungen zur Toxizitat von Einzelsubstanzen
und Substanzgemischen, sowie anfallender Extrakte der Ablaufproben) sind ebenfalls

substanzbezogen angegeben.

4.3.1 Amidotrizoesaure

43.1.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Der Abbau von Amidotrizoesaure mittels UV- und UV/H,O,-Oxidation wurde sowohl im

Labor- und PilotmafR3stab als auch im Batchbetrieb der Durchflussanlage untersucht.

In Abbildung 7 sind die Abbaukurven des RoOntgenkontrastmittels dargestellt. Im
Labormalstab konnte eine vollstandige Elimination aus Reinstwasser und dotiertem
Klaranlagenablauf (c, = 100 pg/L) erzielt werden. Der Substanzabbau wurde in einer
Reaktionszeit von 2-12 min erzielt. Die Abbaurate von Amidotrizoesdure aus mit einem
Substanzmix (jeweils ¢ = 0,1 mg/L Amidotrizoeséaure, Carbamazepin, Diclofenac, Metoprolol
und Sulfamethoxazol) versetzten Reinstwasser ist mit 0,7 min/L geringer als im mit einem
Substanzmix dotiertem Klaranlagenablauf (1,5 min/L). Die vollstidndige Elimination aus
Klaranlagenablaufen wurde ebenfalls mit der Durchflussanlage erreicht. Die
Substanzelimination im Batchbetrieb der Durchflussanlage erfolgte noch wahrend der
Anlaufzeit der beiden 4 kW-Strahler, sodass eine Berechnung der Abbaurate nicht mdglich
war. Im Unterauftrag durchgefuhrte Untersuchungen des AOI konnten aufgrund einer zu
schlechten Nachweisempfindlichkeit nicht ausgewertet werden. Aus diesem Grund kann

keine Aussage zur Zerstérung des Triiodbenzolgrundgeristes gegeben werden.
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Abbildung 7: Abbaukurven von Amidotrizoesdure aus dotiertem Reinstwasser,
Klaranlagenablauf und dotiertem Klaranlagenablauf mittels UV- und UV/H,O,-Oxidation im
Labor- und Pilotmaf3stab.

In den bei diesen Versuchen vorhandenen Ausgangskonzentrationen an Amidotrizoesaure
konnten keine Transformationsprodukte detektiert werden. Da allerdings in der Literatur
bereits einige Transformationsprodukte beschrieben wurden, erfolgten keine weiteren
chemischen Untersuchungen zu dieser Substanz [153]. Zudem wurde bereits gezeigt, dass
in oxidativer Behandlung von synthetischen Abwéassern der AOX reduziert werden konnte
[172].

4.3.1.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Die hier untersuchten Reinstwasserproben hatten eine Endkonzentration von 10 ug/L
Amidotrizoesaure bei der Exposition. Die Auswertung des MTT Tests zum Nachweis der
Cytotoxizitat ergab weder vor noch nach der UV Behandlung eine Verringerung der Vitalitat
der CHO Zellen. Auch sind keine Unterschiede bei den Proben mit und ohne H,O, zu
erkennen (Abbildung 8a). Demnach sind alle in den Diagrammen dargestellten Proben als
nicht cytotoxisch einzustufen. Die Ergebnisse des Comet Assay zeigen, dass nur bei der

10 min UV-oxidierten Probe mit H,O, eine starke DNA Schadigung vorliegt und eine
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Auswertung nicht mehr moglich war. Alle anderen Proben waren negativ (Abbildung 8b). Der
Test auf Peroxide fiel bei dieser Probe negativ aus, was auf die Bildung toxischer
Nebenprodukte hindeutet. Zwei Studien konnten bereits zeigen, dass Amidotrizoesaure in
Nierenzellen toxisch wirkt [173, 174]. Je nach Testsystem und Expositionsdauer l6sen
Konzentrationen zwischen 6,1 g/L (Verringerung der metabolischen Aktivitat) [174] und
9,25 g I/L im LDH Test [173] toxische Effekte aus.
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Abbildung 8: Cytotoxizitdt und Genotoxizitat von Amidotrizoesdure bei der UV-Oxidation.
a) Cytotoxische Effekte konnten weder vor noch nach der Behandlung nachgewiesen werden.
b) Die Proben ohne H,O,, sowie die Probe vor der Behandlung mit H,O, wiesen keine
gentoxischen Eigenschaften auf. Ein Nachweis der Gentoxizitét fir die mit H,O, und fir 10 min

behandelte Probe war auf Grund einer zu starken Schadigung nicht mehr méglich. n.a. = nicht

auswertbar.
4.3.2 Atenolol
4321 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Durch die durchgefuhrten Analysen konnten keine Transformationsprodukte ermittelt werden.
In der Literatur wurde fur die Elektro-Oxidation ein Abbauprodukt beschrieben [175]. Der
Abbau von Atenolol mittels Ozonierung konnte erfolgreich durchgefthrt werden. Auch im
groBtechnischen Malfstab konnte Atenolol an der Pilotanlage auf der Klaranlage

Regensdorf im Durchschnitt um 70 % eliminiert werden [176].

4.3.2.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Die Ergebnisse fur Atenolol zeigen, dass weder vor noch nach der Ozonierung mit 2 mg Os/L

cytotoxische (Abbildung 9a) Effekte auftreten da die Vitalitat bei allen Proben tber 81 % liegt.
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Die Ergebnisse des Alkaline Comet Assay weisen auch keine Erhdhung des Olive Tail
Moments, d. h. dem Grad der DNA Schadigung auf. Auch ist kein Unterschied zwischen den
Proben mit (0,2 mg/L) und ohne Atenolol zu erkennen (Abbildung 9b). Diese Ergebnisse
spiegeln die Ergebnisse anderer Studien, wie nachfolgend erlautert, wieder. Toxische Effekte
sind dort erst ab Konzentrationen von mehreren mg/L zu erkennen. Im C. dubia Test wurde
ein ECso Wert (mittlere effektive Konzentration) von 0,03 g/L ermittelt [177], hingegen ergab
der MTT Test an sechs verschiedenen Zelllinien (Hornhautepithelzellen und
Netzhautpigmentzellen) einen durchschnittlichen ICsq (mittlere inhibitorische Konzentration
eines Wirkstoffes) Wert von 6,1 g/L [178]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden,
dass eine chronische Aufnahme von 50 mg/d Atenolol keine gentoxischen Effekte zur Folge
hat [179].

a) Cytotoxizitit b) Gentoxizitst
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Abbildung 9: Cyto- und Genotoxizitatsergebnisse von ozonisierten Atenolol. a) Keine
Cytotoxizitat von 0,2 mg/L Atenolol in Reinstwasser vor und nach der Ozonbehandlung. b)

Keine erhdhte DNA Schadigung vor und nach der Ozonierung von Atenolol.

4.3.3 Bisphenol A

4331 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Durch die durchgefuhrten Analysen konnten keine Transformationsprodukte ermittelt werden.
Bei der Literaturrecherche konnten jedoch 48 mdgliche Transformationsprodukte identifiziert
werden [98-108]. Der Abbau von Bisphenol A mittels Ozonierung und UV-Oxidation konnte
erfolgreich durchgefiihrt werden.
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4.3.3.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Die in der Literatur beschriebene Toxizitat von Bisphenol A wurde meist in Bezug auf
endokrine Effekte untersucht. Die ECs, Werte variieren dabei zwischen 10 pg/L und 253 ug/L
je nach Testsystem und Expositionsdauer [180, 181]. Golub et al. flhrten eine
Literaturrecherche zur Toxizitat von Bisphenol A durch und folgerten, dass Bisphenol A
hauptsachlich die Lebensfahigkeit der Nachkommen, die geschlechtliche Ausdifferenzierung,
die immune Hypersensitivitdat sowie die geschlechtsspezifische Morphologie beeinflusst.
Demnach ist also in erster Linie das endokrine System betroffen [182]. In einer anderen
Studie konnte gezeigt werden, dass die Ozonierung eines Abwassers aus einer Gerberei zur
Bildung von Oxidationsnebenprodukten fiihrte, die das endokrine System beeintrachtigten
[183].

Bisphenol A wurde sowohl in Reinstwasser als auch in Klaranlagenablauf mit
Konzentrationen von 1,4 mg/L bei der Ozonierung und 0,1 mg/L bei der UV Oxidation
getestet. Die Behandlungsdauer betrug fir beide Methoden jeweils 60 min. Eine Ozonierung
mit 5 mg/L Ozon resultierte nicht in der Bildung cytotoxischer (Abbildung 10a) oder
gentoxischer (Abbildung 10b) Nebenprodukte. Auch sind keine Unterschiede zwischen dem
Test mit Klaranlagenablauf und mit Reinstwasser zu erkennen. Um die Einfliisse von zwei
erweiterten Oxidationsverfahren zu untersuchen, wurden die gleichen Proben noch mit UV
behandelt. Hier ist zu erkennen, wie auch schon bei der Ozonierung, dass weder vor noch
nach der UV Behandlung des Klaranlagenablaufes cytotoxische (Abbildung 10c) oder
gentoxische (Abbildung 10d) Nebenprodukte entstehen. Allerdings fihrte die UV Oxidation
des Reinstwassers mit 0,1 mg/L Bisphenol A zur Bildung stark cytotoxischer Nebenprodukte
(Abb. 7c), da der Peroxidnachweis auch hier negativ war. Der Nachweis cytotoxischer
Nebenprodukte nach der UV Oxidation des Reinstwassers kann auf die Wassermatrix
zurtickzufiihren sein. Die Ablaufe von Klaranlagen haben eine viel komplexere Matrix an z.B.
organischen Substanzen, als das Reinstwasser, dem nur Bisphenol A zugesetzt wurde.
Daher ist es mdglich, dass die UV Oxidation des Reinstwasser zur Bildung toxischer
Nebenprodukte fiihrte, da hier Bisphenol A direkt oxidiert werden konnte. In der Probe
Klaranlagenablaufes hingegen, kann es zu Konkurrenzreaktionen kommen, und somit zu

einer Bildung anderer Nebenprodukte, die nicht toxisch sind.

Sy
UNIVERSITAT .<?/.
1 DUISBURG
ivta ESSEN "E" 43



_ ALLIANZ

INDUSTRIE IGF-FV Nr. 15862 N ,Oxidationsnebenprodukte”
FORSCHUNG
a) Cytotoxizitst b) Gentoxizitit
1204 | _unbehandelt (o ] -
F F 1 c
100+ ' g
= 2
% 80 EE ohne Bisphenol A 7 2 e "
T 604 Bm 1,4 mg/L Bisphenol A '; i 2 |
5 2
g 401 O 14
@
204 2
5
0 2 04
(] 2
SEERSS S FEStStSes
*_004-00 +°(‘+°(\
S S&
c) . d
Cytotoxizitat ) Gentoxizitat
120+ __unbehandelt  UVIH,0, z M
100 £
= 80 Hl ohne Bisphenol A §
= Bl 0,1 mg/L Bisphenol A =
T 604 =
s 2
= 404 6
g e
20 £
@
o e

&(\\e‘@o@:\ R
4—"4—"

&

Abbildung 10: Toxizitat von Bisphenol A vor und nach der Ozonierung und UV Oxidation. a)
Der Nachweis auf ein cytotoxisches Potenzial fiel fiur alle vor und nach der Ozonierung
untersuchten Proben negativ aus. b) Auch konnte fiir keine dieser Proben eine Gentoxizitéat
nachgewiesen werden. c¢) AulBer fur die Reinstwasserprobe nach 60 min UV Behandlung
konnten fur keine weitere Probe cytotoxische Effekte nachgewiesen werden. d) Auf3er der
cytotoxischen Probe, die nicht auf gentoxische Effekte untersucht wurde, waren alle Proben im
Alkaline Comet Assay negativ.

Zusatzlich zu den Cytotoxizitats- und Gentoxizitatsuntersuchungen wurde der ER Calux mit
den UV behandelten Reinstwasserproben durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass vor der
Ozonierung eine dstrogene Aktivitat nachweisbar ist. Die oxidierten Proben hingegen zeigen
schon nach einer Behandlungsdauer von 10 min keine Ostrogenitiat mehr (Tabelle 13). Die
hier dargestellten Ergebnisse sind bereits in einer eingereichten Publikation
zusammengefasst [184].
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Tabelle 13: Ostrogenitat (pM ER Calux EEQ) von 0,1 mg/L Bisphenol A in Reinstwasser vor und
nach der Ozonierung. n.n. = keine Ostrogenitit nachgewiesen.

Dauer UV Oxidation ER Calux EEQ [pM]
0 min 2,7

10 min n.n.

60 min n.n.

43.4 Carbamazepin

4341 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Die Substanzelimination von Carbamazepin wurde in Reinstwasser, Klaranlagenablauf und

dotiertem Klaranlagenablauf (co = 100 pg/L) untersucht.

In Abbildung 11 sind Abbaukurven von Carbamazepin dargestellt. Durch eine geringe
Lampenleistung konnte im Labormaf3stab kein vollstandiger Abbau durch UV-Oxidation
erzielt werden. Die Eliminationsrate betrug je nach Matrix 20 - 97 %. In Reinstwasser ist die
Abbaurate wie erwartet am schnellsten (8,6 min/L). Durch eine héhere Matrixkonzentration
im Klaranlagenablauf bzw. im dotiertem Klaranlagenablauf konnte Carbamazepin erst nach

120 min/L bzw. 131 min/L eliminiert werden.

Die Zugabe von H,O, verbesserte die Elimination. Im dotiertem Klaranlagenablauf betrug die
Abbaurate der UV-Oxidation 97,6 min/L. Durch die zuséatzliche Hydroxylradikalquelle konnte

Carbamazepin in 10,6 min/L aus dotiertem Klaranlagenablauf entfernt werden.

Ein vollstandiger Abbau wurde in Reinstwasser und in Klaranlagenablauf mit einer

Behandlungsdauer von 20 - 50 min erzielt.

Durch eine héhere Lampenleistungen und eine héhere Konzentration an H,O, konnte eine
Elimination aus Klaranlagenablauf innerhalb von 10 min im Pilotmaf3stab und 30 min im
Batchbetrieb der Durchflussanlage erzielt werden. Die Abbaurate sank von 5,9 min/L im

LabormalRstab auf 0,02 min/L im Pilotmaf3stab und 0,005 min/L mit der Durchflussanlage.
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c/co [%]

0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]
—8— Reinstwasser + CBZ UV/0,3 g/L H202 —8— Reinstwasser + Substanzmix UV/0,3 g/L H202
—e— Klaranlagenablauf UV/0,3 g/L H202 Klaranlagenablauf + Substanzmix UV/0,3 g/L H202
Klaranlagenablauf + Substanzmix UV —e— Klaranlagenablauf UV/0,35 g/L H202 (Pilotanlage)

—— Klaranlagenablauf UV/0,35 g/L H202 (Durchflussanlage)

Abbildung 11: Abbaukurven von Carbamazepin in Reinstwasser, Klaranlagenablauf und
dotiertem Klaranlagenablauf mittels UV- und UV/H,O,-Oxidation im Labor- und Pilotmalstab

sowie mit der Durchflussanlage.

Die Elimination von Carbamazepin aus Reinstwasser (co = 0,05 mmol/L) durch Ozonung
wurde ebenfalls untersucht. In Abbildung 12 sind die Ergebnisse dieser Versuche dargestellit.
Mit steigender Ozonkonzentration steigt die Eliminationsrate aus Reinstwasser. Bereits mit
5 mg Os/L konnte 90 % der Ausgangskonzentration abgebaut werden. Ein vollstandiger
Substanzabbau konnte mit 10 mg Os/L erzielt werden. Durch eine niedrigere
Ausgangskonzentration im Substanzmix (¢, = 100 pg/L) konnte eine vollstandige Elimination
aus Reinstwasser bereits mit 1 mg/L Ozon erreicht werden. Die Abbauleistung wurde durch

einen hoheren Matrixanteil im Klaranlagenablauf verringert.
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Abbildung 12: Eliminationsraten von Carbamazepin aus dotiertem Reinstwasser (co = 0,05
mmol/L als Einzelsubstanz bzw. c, = 100 pg/L im Substanzmix), Klaranlagenablauf und
dotiertem Klaranlagenablauf (co = 0,05 mmol/L) mittels verschiedener Ozonkonzentrationen.

Transformationsprodukte, die bei einer UV/H,O,-Oxidation von Carbamazepin entstehen
koénnen, sind in der Literatur bereits beschrieben [67, 109]. Die Entstehung dieser oder neuer

Produkte konnte in den vorhandenen Ausgangskonzentrationen nicht untersucht werden.

4.3.4.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Carbamazepin in Reinstwasser (10 pg/L) wurde auf cytotoxische und gentoxische Effekte vor
(0 min) und nach der UV-Behandlung (10 min und 30 min) sowohl mit als auch ohne H,O,
untersucht. Da flr alle Proben die Anzahl lebender Zellen tber 85 % liegt keine Cytotoxizitét
vor (Abbildung 13a). Alle ohne H,O, behandelten Proben weisen keine Gentoxizitat auf. Das
gleiche gilt fur die unbehandelte Probe (0 min) mit H,O,. Bei den Zellen, die allerdings gegen
die fur 10 min und 30 min behandelten Proben exponiert wurden, war die DNA zu stark

geschadigt, so dass eine Auswertung nicht mehr moglich war (Abbildung 13b). Da der
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Nachweis auf das Vorhandensein von Peroxiden in den nicht auswertbaren Proben negativ
ausfiel, kdnnen die Effekte auf gebildete Nebenprodukte zurtickgefuihrt werden, welche nur in
Anwesenheit von H,O, gebildet werden.

a) Cytotoxizitit b) Gentoxizitit
1204
| ohneHO, . mitHO, | 157
100 ’ ) h -
= :
R 80 1
2 5 1.0
& 60 =
5 =
b 404 .QZJ 0.5 N ohne HgOg” mit H,0; i
20 o @ o
[ c
0- 0.0
0 8® S L& ¥ W WL S
&‘o &@ &‘ Qé‘ 04‘ Qé‘ K .S@ e@ 0‘.‘9 &@ s_@ o @@ oF oF '&@ o€
¢ *_o * RLRT
g b . - 'o
Qn 2 ‘@9 QD" “@‘

Abbildung 13: a) Keine Cytotoxizitat der Proben mit 10 pg/L Carbamazepin, weder vor noch
nach der UV-Oxidation mit und ohne H,0,. b) Die ohne H,O, behandelten Proben haben kein
gentoxisches Potenzial, wohingegen, die Proben mit H,O, nach 10 min und 30 min UV-

Behandlung gentoxisch wirken. n.a. = nicht auswertbar.

Cytotoxische Effekte von Carbamazepin sind in einigen Studien beschrieben worden. Der
ECs, liegt dabei sowohl in akuten Tests, sowie in Tests mit Daphnia magna bei ca. 13 mg/L
[185, 186]. Parolini et al. zeigen steigende cytotoxische Effekte mit steigenden
Konzentrationen von Carbamazepin (0,001 — 10 mg/L) in verschiedenen Zellarten [187] und
Triebskorn et al. ermittelten einen LOEC (lowest observed effect concentration) von 20 pg/L
in verschiedenen Organen [188].

435 Ciprofloxacin

4351 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Ozonierung, UV- und UV/H,O,-Oxidation wurden im Labormal3stab getestet, um die
Abbaueffizienz von Ciprofloxacin zu bewerten. Zum Einen wurde Klaranlagenablauf

untersucht, zum Anderen Reinstwasser sowie dotierter Klaranlagenablauf (co = 16,5 mg/L).

Fur die Ozonierung mit 10 mg/L wurde in allen Versuchen ein Substanzabbau von 80 £ 4 %
erreicht. Mittels UV- und UV/H,O,-Oxidation konnte im LabormafRstab sowohl fiir dotiertes
Reinstwasser als auch fur Klaranlagenablauf und dotierten Klaranlagenablauf ein

vollstdndiger Abbau bei einer Behandlungsdauer von 15-45 Minuten bei einer
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Lampenleistung von 15 W erreicht werden (Abbildung 14). Wenige zusatzliche
Wasserinhaltsstoffe und eine Zugabe von H,O, bewirkten einen beschleunigten Abbau des

Ciprofloxacins.

100

80

1\

-5 0 4 3 10 15 20 30 45 60
Zeit [min]

0/c0[%]

——HPLC Wasser )Y ——m=—HPLC Wasser UV/H202 Klaranlagenablauf Y == Klaranlagenablauf UY/H202

Abbildung 14: Laborversuche zum Abbau von Ciprofloxacin mittels UV und UV/H,O, aus
dotierten HPLC Wasser und Klaranlagenablauf, co = 16 pg/L.

Die Elimination der antibakteriellen Aktivitat gegenuber Pseudomonas fluorescens und
Bacillus coagulans ging bei allen Versuchen mit dem Substanzabbau einher. Dies zeigt,
dass keine groRen Mengen an stabilen, antibakteriell aktiven Transformationsprodukte im
Versuchsverlauf gebildet wurden.

Insgesamt konnten 22 Transformationsprodukte in den untersuchten AOPs gemessen
werden. Von diesen waren einige bereits bekannt [117, 118, 124-126, 189, 190]. Andere
Transformationsprodukte wurden im Rahmen dieser Studie erstmals nachgewiesen
([M] = 139, 235, 279, 337 und 377).

Fur die Ubertragung auf den PilotmaRstab ist davon auszugehen, dass eine hohere
Lampenleistung den Substanzabbau beschleunigt, wie dies auch fir das strukturell &hnliche
Antibakterium Ofloxacin gezeigt werden konnte (siehe Abschnitt 4.3.11).

Bei den Fluorchinolonen ist es aufgrund ihres strukturellen Aufbaus und vorhergehender
Studien maoglich, dass sie Uber ein hohes mutagenes und genotoxisches Potenzial verfiigen
kénnen [191].
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4.3.5.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Die Untersuchungen zur Toxizitat von Ciprofloxacin vor und nach der oxidativen Behandlung
sind von grof3em Interesse, da zuvor bereits toxische Effekte fir Ciprofloxacin nachgewiesen
werden konnten. Glrbay et al. konnten an HelLa Zellen eine durch Ciprofloxacin induzierte
Apoptose bei einer Konzentration von 100 mg/L und einer Exposition von 24 h nachweisen.
Cytotoxische Effekte konnten ab einer Konzentration von 20 mg/L detektiert werden [192].
Bakteriologische Tests ergaben eine einsetzende Gentoxizitat ab einer Konzentration von
0,2 pg/L [193]. Der V. fischeri Biolumineszenztest hingegen ergab einen ECs, Wert von
> 5,9 mg/L [194].

Die Toxizitat von Ciprofloxacin wurde hier in Reinstwasser und in Klaranlagenablauf sowie
jeweils vor und nach der Ozonierung und der UV Oxidation untersucht. Diese Ergebnisse
sind ebenfalls in einer Verdéffentlichung zusammengefasst und zur Publikation eingereicht
[184, 195].

Fur die Ozonierung wurden Proben mit 1,4 mg/L Ciprofloxacin eingesetzt und fir die UV
Oxidation Proben mit 1,7 mg/L Ciprofloxacin. Zur Bestimmung der Cytotoxizitat wurde hier
der PAN | MultiTox Test durchgefihrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass keine der Proben des Klaranlagenablaufes weder vor noch
nach der Behandlung cytotoxische Effekte auslost (Abbildung 15a und b). Auch sind keine
Unterschiede zwischen der Ozonierung (Abbildung 15a) sowie der UV Oxidation (Abbildung
15b) zu erkennen.
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Abbildung 15: Cytotoxizitat von Ciprofloxacin in Klaranlagenablauf. a) Keine cytotoxischen
Effekte von 1,4 mg/L Ciprofloxacin vor und nach der Ozonierung. b) Keine Cytotoxizitat von

1,7 mg/L Ciprofloxacin vor und nach der UV Oxidation.

Die gleichen Konzentrationen und Oxidationsmethoden wurden ebenfalls fur Reinstwasser
an Hand des MTT Tests untersucht. Auch hier sind bei keiner Probe, weder vor noch nach
der oxidativen Behandlung cytotoxische Effekte aufgetreten (Abbildung 16). Bei der mit UV
behandelten und Ciprofloxacin enthaltenden Probe verringert sich die Vitalitat zwar auf 69 %,

allerdings ist die Standardabweichung sehr hoch, so dass hier keine relevante Schadigung

vorliegt.
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Abbildung 16: Reinstwasser mit (co Ozonierung = 1,4 mg/L, ¢ UV/H,O, = 0,1 mg/L) und ohne

Ciprofloxacin. Keine cytotoxischen Effekte vor und nach der Ozonierung oder UV Oxidation.

Die Ergebnisse des Alkaline Comet Assay von ozonierten und UV oxidierten Proben mit
1,4 mg/L (O3) und 1,7 mg/L (UV) Ciprofloxacin weisen ebenfalls keine Beeintrachtigung der
CHO Zellen auf. Weder vor noch nach der Ozonierung (Abbildung 17a) oder der UV
Oxidation (Abbildung 17b) des Reinstwassers ist eine signifikante Erhéhung des Olive Tail

Moment zu erkennen. Im Vergleich dazu wurden zusatzlich auch Reinstwasserproben mit
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den gleichen Konzentrationen und Oxidationsmethoden untersucht. Auch hier sind bei keiner
der Proben DNA schéadigenden Eigenschaften detektiert worden.
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Abbildung 17: Gentoxizitat von Cirpofloxacin in Reinstwasser (RW) oder Klaranlagenablauf
(AW) vor und nach der Ozonierung (1,4 mg/L Ciprofloxacin) oder UV Oxidation (0,1 mg/L
Ciprofloxacin). a) Ozonierung in RW. b) UV/H,0O, Oxidation in RW. c) Ozonierung von AW. d)
UV/H,0, Oxidation von AW.

Auch war ebenfalls kein Unterschied zwischen Ozonierung (Abbildung 17c¢) und UV
Oxidation  (Abbildung 17d) zu erkennen. Demnach sind die identifizierten

Oxidationsnebenprodukte nicht toxisch.

Einige der oben gezeigten Proben wurden neben den beiden bereits beschriebenen Tests
auch noch mit dem Ames Test auf mutagene Wirkungen untersucht. Die Ergebnisse zeigen,
dass keine der Proben mutagene Effekte auslost (Tabelle 14), obwohl dies schon in der
Literatur beschrieben wurde. Ein Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse kann der
Einsatz verschiedener Testsysteme und Konzentrationen sein. Die in der Literatur getesteten
Konzentrationen liegen dabei meist um ein Vielfaches hoher als die hier eingesetzten
Konzentrationen. Hartmann et al. berichten, dass die untersuchten Krankenhausabwasser,
die Ciprofloxacin enthielten, in V79 Zellen zu Chromosomenabberationen fiihren. Allerdings

waren die gleichen Proben im Ames und im UmuC Test negativ (mit einem LEOC (Lowest
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Observed Effect Concentration) von 5,2 pg/L im UmuC Test) [196]. Studien anderer Gruppen
zu Fluorchinolonen im allgemeinen und speziell Ciprofloxacin zeigten allerdings auch, dass
diese Gruppe der Antibiotika keine mutagenen Wirkungen im Ames Test an den Salmonella
typhimurium Stdmmen TA98 und TA100 besitzen. Auch wurde bereits durch Prival et al.
gezeigt, dass Substanzen, die beim Einsatz des TA1535 S. typhimurium Stammes (UmuC)
eine mutagene Wirkung zeigen im Ames Test mit dem Stamm TA100 nicht unbedingt auch

mutagen sein missen [197].

Tabelle 14: Ergebnisse des Ames Tests mit 1,4 ug/L Ciprofloxacin in Reinstwasser vor und

nach der UV Oxidation. Dargestellt ist der Mittelwert der positiven Wells.

Bakterienstamm

TA98 -S9 TA98 +S9 TA100 -S9 TA100 +S9
Neg. Kontrolle 1 1 2,33 1,83
0 min 0 0 0 0
10 min 0 0 0 0
30 min 1,33 1 0 0,33
120 min 0,67 0,67 2,67 0,67
Pos. Kontrolle 29,33 48 29,67 18,67
4.3.6 Diclofenac
4.36.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Der Abbau von Diclofenac wurde sowohl in Reinstwasser als auch in Klaranlagenablauf und
dotiertem Klaranlagenablauf (c, = 100 pg/L) untersucht. In Abbildung 18 sind Abbaukurven
von Diclofenac dargestellt. Die Substanz erwies sich als leicht abbaubar und konnte sowohl
im Labor- und Pilotmal3stab als auch mit der Durchflussanlage vollstandig eliminiert werden.
Im Labormal3stab wurde Diclofenac mit UV- und UV/H,0O,-Oxidation innerhalb 2 - 7 min

abgebaut werden.

Durch héhere Lampenleistungen verkilrzte sich die Abbaurate aus Klaranlagenablauf mittels
UV/H,0,-Oxidation im PilotmaRRstab auf 0,03 min/L und in der Durchflussanlage auf
0,003 min/L.
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Abbildung 18: Abbaukurven von Diclofenac in dotiertem Reinstwasser, Klaranlagenablauf und
dotiertem Klaranlagenablauf mittels UV- und UV/H,O,-Oxidation im Labor- und PilotmaRstab

sowie mit der Durchflussanlage.

Transformationsprodukte konnten in den vorhandenen Ausgangskonzentrationen nicht
gefunden werden. Weiterfilhrende Untersuchungen zu Diclofenac wurden in der Literatur
und im Vorfeld dieses Forschungsvorhabens auch schon durch IUTA und die Arbeitsgruppe
T.C. Schmidt der UDE publiziert [144, 145, 151].

4.3.6.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Die auf Cytotoxizitat und Gentoxizitdt untersuchten Reinstwasserproben mit 10 pg/L
Diclofenac zeigten in beiden Testsystemen (MTT Test und Comet Assay) keine Effekte.
Weder konnte eine Verringerung der Vitalitdt (Abbildung 19a) noch eine signifikante
Erhéhung des Olive Tail Moment nachgewiesen werden (Abbildung 19b). Es konnte auch
kein Unterschied zwischen UV behandelten und nicht behandelten sowie den UV
behandelten Proben mit und ohne H,O, nachgewiesen werden. Die Behandlungsdauer mit
UV Bestrahlung betrug bei diesen hier dargestellten Proben 5 min, d. h. vom Zeitpunkt zu
dem die UV Lampe eingeschaltet wurde, bis zum Erreichen der maximalen Leistung. Uber

diesen Zeitpunkt hinaus wurden keine weiteren Proben toxikologisch untersucht.
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Abbildung 19: Cytotoxizitat (a) und Gentoxizitat (b) von 10 pg/L Diclofenac in Reinstwasser vor
und nach der UV Oxidation mit und ohne H,O,. In keinem der Tests konnten toxische Effekte

nachgewiesen werden.

Die in der Literatur beschriebenen Konzentrationen, bei denen toxische Effekte zu erkennen
sind abhangig von der eingesetzten Testmethode. ECs, Werte fur Daphnia magna,
Ceriodaphnia dubia und dem Mikrotox Test mit Vibrio fischeri liegen bei 224,3 ug/L,
22,7 pg/L und 11,5 pg/L [185, 186], zeigen demnach grof3e Unterschiede zwischen den
einzelnen Spezies. Triebskorn et al. und Hallare et al. konnten in ihren Tests LOEC von
1 pg/L [188, 198]. Rizzo et al. konnten zudem zeigen, dass die Toxizitdt wahrend der
Oxidation von Diclofenac mit TiO, und Photokatalyse variiert, was auf die Bildung von
Nebenprodukten zurtickgefuhrt wird [199].

4.3.7 Ethinylestradiol

4.3.7.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Ethinylestradiol konnte mittels UV-Oxidation innerhalb einer Stunde nicht vollstdndig aus
Reinstwasser eliminiert werden. Durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid (¢ = 0,33 g/L)
konnte eine vollstandige Elimination innerhalb von 30 Minuten erreicht werden (Abbildung
20). Die Ozonung mit verschiedenen Ozonkonzentrationen zeigte eine maximale Elimination
der Ursprungssubstanz von ca. 90 % bei einer Ozonkonzentration von 10 mg/L (Abbildung
21).
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Zeit [min]

Abbildung 20: Abbau von Ethinylestradiol (co = 0,05 mmol/L) aus Reinstwasser mittels UV-
Oxidation unter Zugabe von H,0, (c = 0,3 g/L).

0Ozonkonzentration [mg/L]

Eliminationsrate [%]

Abbildung 21: Eliminationsraten von Ethinylestradiol (co = 0,05 mmol/L) in Reinstwasser unter

Zugabe verschiedener Ozonkonzentrationen.

11 mdogliche Transformationsprodukte wurden bereits von Huber et. al. und Vieire et. al.
beschrieben [68, 168].
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4.3.7.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Auf Grund der bekannten Ostrogenitit von Ethinylestradiol (EE2) wurden hier der MTT Test
mit T47D Zellen sowie der ER Calux durchgefihrt. Der MTT Test ergab fur keine der
getesteten Proben cytotoxische Effekte. Somit kann ein falsch negatives Ergebnis des ER
Calux ausgeschlossen werden. Bei den UV behandelten Proben mit 15 mg/L EE2 konnte
gezeigt werden, dass EE2 eine 6strogene Wirkung aufweist, die jedoch mit zunehmender
Behandlungsdauer abnimmt. Die Ozonierung resultierte ebenfalls in einer Reduzierung der
Ostrogenen Aktivitat. Allerdings konnte bei beiden Oxidationsverfahren keine komplette
Elimination der Ostrogenitat erreicht werden, so dass eine langere Behandlungszeit oder

eine groRere Menge an Oxidantien bendtigt wird.

Tabelle 15: Ergebnisse der Cytotxizitats- und Ostrogenitatsmessung von 0,015 g/L

Ethinylestradiol in Reinstwasser vor und nach der Ozonierung oder UV Oxidation.

Probe Grad der Cytotoxizitat Ostrogenitat (ER Calux EEQ)
[pM/Well])

Neg. Kontrolle 0 -

Pos. Kontrolle 3 -

Kein UV 0 1,8

10 min UV 0 14

60 min UV 0 0,9

Kein Ozon 0 1,6

1 mg/L Ozon 0 1,6

5 mg/L Ozon 0 1,3

10 mg/L Ozon 0 1,1

Die hier dargestellten Ergebnisse bestatigen bereits andere publizierte Ergebnisse im
Hinblick auf eine Reduzierung der Ostrogenitat in Klaranlagenablaufen nach einer oxidativen
Behandlung [200]. Bisherige Studien konnten auRerdem keine mutagenen Effekte bis zu
einer Konzentration von 80 pg/L im Chromosomen Aberrations Test an humanen
Lymphozyten sowie an Knochenmarkszellen der Maus [201], oder im Ames Test bis zu einer
Konzentration von 10 mg/Platte nachweisen [202]. Siddique et al. hingegen konnten
gentoxische Effekte von Ethinylestradiol nach einer metabolischen Aktivierung durch S9
sowie der Zugabe von NADP ab einer Konzentration von 5 uM detektieren [203]. Weitere

Studien haben sich mit den endokrinen Effekten beschéftigt. Es konnte dabei gezeigt werden,
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dass ab einer Konzentration von 0,36 mg/L mit einem ECs, von 1,5 mg/L Ethinylestradiol die
Fortpflanzung beeintrachtigt wird [204] und eine 3-wbtchige Exposition von Medaka
gegeniuber 60 ng/L Ethinylestradiol zu einer Verringerung der Fruchtbarkeit fihren [205].
Salierno et al, konnten zusatzlich zeigen, dass 40 ng/L in Fischen zu Veradnderungen des

Verhaltens, des hormonellen Systems sowie bei den Geschlechtsmerkmalen flihren [206].

4.3.8 Galaxolid (HHCB)

4.3.8.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Bei den Ozonierungsexperimenten mit HHCB konnten stabile Oxidationsprodukte von HHCB
gefunden werden. In Abbildung 22 wird das Chromatogramm einer unbehandelten und einer
ozonierten HHCB Probe gezeigt. Das Chromatogramm der ozonierten HHCB Probe zeigt im
Bereich der Retentionszeit von 21 bis 24 Minuten Peaks von stabilen Oxidationsprodukten.
Das Hauptoxidationsprodukt bei der Retentionszeit 22,72 Minuten konnte durch den
Vergleich mit einem Standard und der Ubereinstimmung von Retentionszeit und
Massenspektrum eindeutig als HHCB-Lacton identifiziert werden (Strukturformeln siehe
Tabelle 16). HHCB-Lacton wurde bereits in der aquatischen Umwelt nachgewiesen.
Wahrend der Abwasserbehandlung wird HHCB-Lacton auch im Belebtschlamm durch

Biotransformationsprozesse aus HHCB gebildet [17, 20].
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Abbildung 22: Chromatogramme einer (A) unbehandelten und (B) ozonierten HHCB Probe.
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Tabelle 16: Strukturformeln von HHCB und dem Oxidationsnebenprodukt HHCB-Lacton.

Name Akronym Struktur

Galaxolide HHCB

o

HHCB-Lacton

Bei der photooxidativen Behandlung von HHCB mittels UV/H,0,
bildeten sich ebenfalls stabile Oxidationsprodukte. In Abbildung 23 sind die
Chromatogramme von HHCB vor und nach UV/H,0, Behandlung gegenubergestellt.

18.83
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Abbildung 23: Chromatogramme einer (A) unbehandelten und (B) mit UV/H,O, behandelten
HHCB Probe.

Zur eindeutige Identifizierung der unbekannten Oxidationsprodukte von HHCB missten
weiterfuhrende  strukturaufklarende Analysen, wie zum Beispiel hochauflésende
Massenspektrometrie oder NMR Spektrometrie, durchgefiihrt werden. Aus Zeitgriinden und
der im nachfolgenden Kapitel dargestellten Uberwiegend negativen toxikologischen

Ergebnisse wurde auf diese sehr aufwandigen Untersuchungen verzichtet.
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4.3.8.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Die Ergebnisse des Cytotoxizitatstests einer Konzentrationsreihe von HHCB und HHCB
Lacton ergaben keinen Verlust der Vitalitat, so dass alle Konzentrationen auf eine mégliche
DNA Schadigung untersucht werden konnte (Abbildung 24a). Der Alkaline Comet Assay fir
nicht cytotoxische Konzentrationen bis zu 50 pug/L wies keine signifikante Erhéhung des
Olive Tail Moment im Vergleich zur negativ Kontrolle auf (Abbildung 24b). Fir beide
Substanzen wurde zusatzlich noch der ER Calux durchgefiihrt, da eine dstrogene Aktivitat
von HHCB bereits in der Literatur beschrieben wurde. Allerdings lagen die ER Calux EEQ
Werte der hier getesteten Konzentrationen (0,01 — 50 pg/L) unter dem Wert der mitgefihrten
Negativkontrolle. Im Vergleich zu den aus der Literatur bekannten Konzentrationen, die
Ostrogene Effekte ausldsen, sind die hier eingesetzten Konzentrationen geringer. Die ersten
in der Literatur beschriebenen Effekte treten ab einer Konzentration von 2,58 mg/L auf [207].
Schreurs et al. konnten auch zeigen, dass HHCB je nach Zelltyp agonistisch oder

antagonistisch auf die Ostrogenrezeptoren wirkt [208].

a) Cytotoxizitét Gentoxizitat
1204 1.0q
100 E 0.8
2 K S 0.6
& mm HHCB =" m HHCB
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s .
=
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0- 0.0
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Abbildung 24: Keine cytotoxischen (a) und gentoxischen Effekte (b) von HHCB und HHCB
Lacton im MTT Test und Alkaline Comet Assay bis zu einer Konzentration von 50 ug/L.
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Abbildung 25: a) Stark cytotoxische Effekte der 60 min UV-behandelten Probe, keine Effekte
der unbehandelten und der fir 30 min behandelten Probe. b) Keine gentoxischen Effekte vor

der Behandlung und nach 30 min. n.g. = nicht getestet.

Des Weiteren sind Proben mit 0,1 mg/L in Reinstwasser vor und nach der UV Oxidation
(15 W) untersucht worden. Hier ist zu erkennen, dass weder die Matrixkontrolle, noch die
unbehandelte und die fir 30 min behandelte Probe cytotoxisch Effekte aufweisen, allerdings
ist eine Verringerung der Vitalitdét um 50 % bei der fir 60 min mit UV behandelten Probe zu
erkennen (Abbildung 25a). Diese Probe wird somit als stark cytotoxisch eingestuft, da der
Test auf Restperoxide negativ ausfiel, und die Effekte nicht daher kommen kdnnen, sondern
von gebildeten Nebenprodukten stammen. Der Alkaline Comet Assay wurde dann mit den
nicht cytotoxischen Proben durchgefiihrt (Matrixkontrolle, 0 min und 30 min), und auch hier
waren keine Effekte zu erkennen (Abbildung 25b), somit liegt kein gentoxisches Potenzial
vor. Api et al. beschrieben, dass HHCB in verschiedenen Tests zum Nachweis der
Gentoxizitat (S. typhimurium/E.coli plate incorporation assay, UDS test, in vivo mouse
micronucleus assay) keine Schadigung hervorruft [209]. Allerdings liegen die in diesen

Studien eingesetzten Konzentrationen weit tGber den im Wasser Ublicherweise detektieren

Mengen.
4.3.9 Irgarol 1051
4.3.9.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Die Elimination von Irgarol 1051 wurde sowohl fur die Verwendung von Ozon als

Oxidationsmittel als auch fir die UV-Oxidation mit und ohne Zugabe von Wasserstoffperoxid

untersucht.
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Versuche zur Elimination von Irgarol 1051 mit Ozon wurden im Labormaf3stab durchgefinhrt.
Bei Zugabe von unterschiedlichen Ozonkonzentrationen zu Irgarol 1051 in Reinstwasser
konnten verschiedene Oxidationsprodukte detektiert werden, jedoch war eine eindeutige
Identifizierung durch die mangelnde Massenauflosung der eingesetzten GC-MS und HPLC-
MS/MS Systeme nicht moglich. Es war jedoch mdéglich, anhand der gewonnenen Proben im
anschlielenden Schritt die gebildeten Oxidationsprodukte toxikologisch im Vergleich zu der

Ausgangssubstanz zu bewerten.

Im anschlieBenden Versuchen wurde Klaranlagenablauf mit Irgarol 1051 dotiert und die
Abbaukinetik bei der Elimination bestimmt (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Abbaukinetik von Irgarol 1051 (co=200ug/mL) in Klaranlagenablauf in
Abhangigkeit von der Ozonkonzentration.
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Im oxidierten Klaranlagenablauf war es jedoch nicht méglich, die zuvor in Versuchen mit
Reinstwasser detektierten Oxidationsprodukte wiederzufinden. Dies muss jedoch nicht zu
dem Schluss fuhren, dass diese nicht gebildet werden, sondern kann auch auf stérende

Matrixeinflisse bei Extraktion und Messung zuriickzufihren sein.

Versuche zur UV-Oxidation wurden im Labormal3stab in Reinstwasser durchgefiihrt. Dabei
wurde die Elimination von Irgarol 1051 sowohl mit als auch ohne Zugabe von
Wasserstoffperoxid untersucht. In Abbildung 27 ist der zeitliche Ablauf der Elimination

dargestellt.

3,0

—— UV-Oxidation

25
\ —3-- UV-Oxdation + Wasserstoffperoxid

2,0 \
1,5

¢ (Irgarol) [ng L]
o I—

05

0,0

40 50 60 70 80 90 100
Zeit [min]

Abbildung 27: Zeitlicher Ablauf der Oxidation von Irgarol 1051 bei der UV-Oxidation mit und

ohne Wasserstoffperoxidzugabe.

Neben den Abbauversuchen wurden ebenfalls Screening-Messungen durchgefihrt, um
eventuelle Oxidationsprodukte nachweisen zu konnen. Die bei diesen Messungen

detektierten Substanzen konnten jedoch nicht strukturell identifiziert werden.
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4.3.9.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Der Nachweis einer mdglichen Cytotoxizitat von Irgarol fiel im MTT Test negativ aus. Irgarol
in Reinstwasser mit einer Konzentration von 0,75 mg/L war weder vor noch nach der
Ozonierung cytotoxisch (Abbildung 28a). Es konnten zudem keine Unterschiede zwischen
den zwei getesteten Ozonkonzentrationen detektiert werden. Tests zur Gentoxizitat von
0,75 mg/L Irgarol ergaben weder vor noch nach der Ozonierung eine Erhéhung des DNA
schadigenden Potenzials. Auch konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Toxizitat beim Einsatz von 140 und 1000 pg Os/L beobachtet werden (Abbildung 28b).
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Abbildung 28: Keine cytotoxischen (a) und gentoxischen (b) Effekte von 0,75 mg/L Irgarol vor
und nach der Ozonierung mit 140 und 1000 pug Ozon je Liter.

Einige Studien haben sich bereits umfassend mit der Wirkung von Irgarol auf aquatische
Organismen beschéftigt. ECsy Werte variieren dabei, wie auch schon bei anderen
Substanzen je nach Spezies. Mohr et al. fihrten Mesokosmus Studien mit verschiedenen
Makrophyten durch. Nach einer einmaligen Gabe von Irgarol lag der ECs, zwischen 0,21 und
3,0 ug/L (Durchschnitt aller Spezies 1,38 ug/L) [210]. Eine weitere Studie ermittelte ECsq
Werte zwischen 11 pg/L und 50,8 mg/L auch hier in Abhangigkeit vom Organismus und der
Expositionsdauer. Die berechneten LOEC Werte liegen dann zwischen 5 pg/L und 10 mg/L
[211]. Okamura et al. fihrten Studien zur Toxizitat von Irgarol sowie dem Abbauprodukt M1
(2-methylthio-4-tert-butylamino-6-amino-s-triazine) an funf verschiedenen Organismen durch
(D. magna, D. duplex, T. platuyrus, A. salina). Der Vibrio fischeri Test ergab fir beiden
Substanzen ECs, Werte Uber 50 mg/L, wohingegen sich die Werte fir die beiden
Substanzen bei allen anderen Organismen teilweise stark unterschieden. Insgesamt liegen
die Werte fur Irgarol zwischen 5,7 und 40 mg/L und die fir M1 zwischen 11 und 40 mg/L
[212]. Zusétzlich haben Okamura et al. noch ECso Werte von 1,6 pg/L (S. capri), 11 pg/L (L.
gibba), 8,1 pg/L (L. minor) und >50 mg/L (L. sativa) beschrieben [213].
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4.3.10 Metoprolol

4.3.10.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Die Elimination von Metoprolol in verschiedenen Matrices wurde sowohl mittels Ozon, als
auch mittels UV/H,O, untersucht.

Ozonierung und UV-Oxidation von Metoprolol in Reinstwasser fiihrten zu der Bildung von
Transformationsprodukten. In Abbildung 29 ist das UV-Chromatogramm (A = 254 nm) einer

unbehandelten (griin) und einer mit Ozon behandelten (blau) Metoprololldsung abgebildet.
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Abbildung 29: UV-Chromatogramm einer unbehandelten (griin) und einer ozonierten (blau)

Metoprololldsung (co = 14 mg/L).

Die Bildung und der Abbau der Transformationsprodukte von Metoprolol konnte Uber den
Verlauf einer UV-Oxidation untersucht werden. In Abbildung 30 ist dieser zeitliche Verlauf

dargestellt. Die Ursprungssubstanz ist in Gelb dargestellt.

UNIVERSITAT ‘G\j}.
1 DUISBURG
ivta e e SeBy !.\.U 65



. ALLIANZ
Ar INDUSTRIE IGF-FV Nr. 15862 N ,Oxidationsnebenprodukte”

FORSCHUNG

200000000 5

[eps]

&000000000
100000000

6000000000

[cps]

0 £ 10 15 20 % 30
4000000000 4 Zeit[min]

—r—miz = 236 ——miz= 240 miz= 308
2000000000
0 .l:_:_ —
a 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]
——m/z = 236 ——miz = 240 —i—miz = 308 miz = 268 =iz =134

Abbildung 30: Zeitlicher Verlauf von Bildung und Abbau der Haupttransformationsprodukte bei

der UV/H,0O, Behandlung von Metoprolol, co=14 mg/L, HPLC Wasser, c(H,0,) =0.3g/L im
Labormafstab.

Anhand der Untersuchungen konnten bereits in der Literatur beschriebene
Transformationsprodukte [149-152] bestatigt und zum Teil (m/z 153) auch neue
Strukturvorschlage ermittelt werden. In Abbildung 31 ist ein mdglicher Abbauweg des

Metoprolols angegeben.
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Abbildung 31: Méglicher Abbauweg der UV-Oxidation von Metoprolol.

Die identifizierten Abbauprodukte konnten jedoch nicht in der Matrix Klaranlagenablauf

nachgewiesen werden.

4.3.10.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Die Ergebnisse des MTT Tests ergaben keine cytotoxischen Effekte weder des
Reinstwassers noch des Klaranlagenablaufes (Abbildung 32a und b). Es ist auch zu
erkennen, dass sowohl die Ozonierung von 1,4 mg/L Metoprolol (Abbildung 32a) noch die
UV Oxidation von 0,1 mg/L Metoprolol (Abbildung 32b) cytotoxische Effekte zur Folge haben.
Somit sind Metoprolol selbst sowie die Nebenprodukte in den getesteten Konzentrationen als
nicht cytotoxisch einzustufen. Auch diese Ergebnisse sind zur Verdffentlichung eingereicht
[184].
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Abbildung 32: Ergebnisse der Cytotoxizitats- und Genotoxizitdtsuntersuchungen fir
Metoprolol. a) Keine cytotoxischen Effekte der Proben mit und ohne Metoprolol vor und nach
der (a) Ozonierung (1,4 mg/L) und (b) UV Oxidation (0,1 mg/L). c) Keine Gentoxizitat vor und
nach der Ozonierung (c) oder UV/H,0, Oxidation (d).

Die Ergebnisse des Comet Assay spiegeln ein &hnliches Ergebnis wieder. Auch hier konnten
weder flr die ozonierten (Abbildung 32c) noch fir die UV oxidierten (Abbildung 32d) Proben
signifikant erhdhte Tail Moments im Vergleich zur Negativkontrolle nachgewiesen werden.
Fur Metoprolol sind allerdings toxische Effekte abhangig von der Konzentration und dem
Testorganismus berichtet worden. ECs, Werte von 63,9 mg/L [214] oder 200 mg/L [194]
sowie ein ECg, von 12 mg/L in Daphnia magna [215] und 31 mg/L in Danio rerio [216] sind
beschrieben worden. Cheong et al. haben zudem noch einen ICsq von 2,74 mg/L Metoprolol
an humanen Zelllinien beschrieben [178].
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4.3.11 Ofloxacin

4.3.11.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Die Abbaueffizienz von Ofloxacin wurde in Reinstwasser, Klaranlagenablauf und dotiertem
Klaranlagenablauf untersucht.

Im Labormaf3stab konnte gezeigt werden dass bei dem Verfahren der Ozonierung mit
10 mg/L bei hohen Konzentrationen (c, = 18 mg/L) in Reinst- und Abwasser ein Abbau von
tber 90 % erreicht werden kann. Parallel zum Abbau erfolgte eine vollstandige Elimination

der antibakteriellen Wirkung gegeniber Pseudomonas fluorescens und Bacillus coagulans.

Das Ergebnis eines nahezu vollstdndigen Abbaus konnte erfolgreich vom Labor- auf einen
200 L-PilotmalRstab tbertragen werden.

Die Behandlung von Ofloxacin in Reinstwasser mittels UV und UV/H,O, konnte ebenfalls
sowohl im Labor- als auch im Pilotmal3stab eine vollstandige Substanzelimination bewirken
(Abbildung 33).

RN
1N

40

c/c0[%]

20

-5 0 4 6 10 20 30 45 60

Zeit [min]

—a—HPLC Wasser )Y —s—HPLCWasser UY/H202 Klaranlagenablauf UV =——s—Klaranlagenablauf UV/H202

Abbildung 33: Laborversuche zum Abbau von Ofloxacin mittels UV und UV/H,O, aus dotierten
HPLC Wasser und Klaranlagenablauf, co = 18 pg/L.

Im PilotmaR3stab war die Abbaueffizienz aufgrund der hoheren Lampenleistung im Vergleich
zum Labormal3stab groRer, daher konnte die Behandlungsdauer von ca. 45 min/L auf

0,75 min/L bei einer Ausgangskonzentration von 18 mg/L Ofloxacin verringert werden.
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Die Behandlung von hoch dotiertem Klaranlagenablauf mit UV alleine war jedoch nicht
ausreichend, um Ofloxacin im Labormal3stab vollstandig aus der Lésung zu entfernen. Die
Abbaueffizienz lag bei etwa 80 % mit einer verbliebenen antibakteriellen Wirkung gegentber
Pseudomonas fluorescens und Bacillus coagulans. Dies ist damit zu begriinden, dass die
zusatzlichen Wasserinhaltsstoffe des Klaranlagenablaufs Hydroxylradikale aus der Lésung
abfangen und somit einen vollstdndigen Abbau verhindern. Diese Matrixeffekte kdnnen
Reaktionskinetik und Reaktionsordnung beeinflussen [115, 129]. Zudem ist es mdglich, dass

Transformationsprodukte gebildet werden, die noch antibakterielle Wirksamkeit besitzen.

Bei den untersuchten AOP-Verfahren konnten zu 14 Transformationsprodukte nachgewiesen
werden, von denen einige bereits fir Ofloxacin oder das Strukturisomer Levofloxacin
beschrieben sind [115, 118, 190]. Fir vier der analysierten Produkte konnten zu den
nominalen Massen von 116, 343, 377 und 393 Da mittels hochauflésender TOF-Messungen

eindeutige Summenformeln zugeordnet werden (Tabelle 17).

Tabelle 17: Summenformeln von Transformationsprodukten von Ofloxacin, deren Masse

mittels TOF-Messungen genau ermittelt werden konnte.

Nominale Masse [Da] Summenformel
116 CsHi13N0

343 CisH20N30,

377 Ci1gH2:FN3Os
393 CisH21FN3O¢

Zudem wurde der Verlauf der Transformationsprodukte Uber die Dauer der oxidativen
Behandlung untersucht (Abbildung 34). Dabei wurde deutlich, dass Einige direkt zu Beginn
der Behandlung entstehen, wie z.B. m/z = 378. Andere entstehen erst zeitlich nach hinten
versetzt wie m/z=117. Das deutet darauf hin, dass diese erst aus primaren

Transformationsprodukten gebildet werden.

Insgesamt ist die Stabilitdt der Transformationsprodukte begrenzt, sie werden zum gréf3ten
Teil kurz nach der Bildung wieder abgebaut. Nur das Produkt m/z = 117 kann nicht innerhalb

der Behandlungsdauer vollstandig abgebaut werden.
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Abbildung 34: Bildung und Abbau der Haupttransformationsprodukte bei der UV/H,O,
Behandlung von Ofloxacin, cq =18 mg/L, HPLC Wasser, c(H,0,) = 0.3 g/L, Labormal3stab.

Wie in Kapitel 4.3.5 bereits ausgefuhrt wurde fur Fluorchinolonen in friheren Studien ein

hohes mutagenes und genotoxisches Potenzial nachgewiesen [191] .

Anhand der gebildeten Transformationsprodukte konnte fiir Ofloxacin ein moglicher
Abbaumechanismus dargestellt werden [217].
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Abbildung 35: Moéglicher Abbauweg von Ofloxacin nach Behandlung mit AOP.

4.3.11.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Ofloxacin wurden in einer Konzentration von 0,018 g/L auf ein mdgliches cytotoxisches oder
gentoxisches Potenzial sowohl vor als auch nach der Ozonierung oder der UV Oxidation
getestet. Die Ozonierung filhrte weder zur Bildung cytotoxischer (Abbildung 36a) noch
gentoxischer (Abbildung 36b) Nebenprodukte. Auch Ofloxacin selbst zeigt bei der getesteten
Konzentration in keinem der Testsysteme toxische Effekte. Der MTT Test sowie der Alkaline
Comet Assay ergaben fur die UV-oxidierten Proben das gleiche Bild. Auch hier sind weder
vor noch nach der Behandlung cytotoxische (Abbildung 36¢) noch gentoxische (Abbildung

36d) Wirkungen zu erkennen.
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Abbildung 36: Cytotoxizitat und Genotoxizitdt von 0,018 g/L Ofloxacin bei Ozon- und UV-
Behandlung. Die Ozonierung ergab weder cytotoxische (a) noch gentoxische (b) Effekte. Keine
cytotoxischen (c) oder gentoxischen (d) Effekte vor oder nach der UV Oxidation.
Klaranlagenablauf mit 0,018 g/L Ofloxacin wurde ebenfalls sowohl vor als auch nach der
Ozonierung oder UV/H,O, Oxidation auf ein mdégliches toxikologisches Potenzial untersucht.
Die Ergebnisse zeigen, dass beide Oxidationsmethoden nicht zur Bildung toxischer
Oxidationsnebenprodukte fihren. Weder konnten cytotoxische Effekte (Abbildung 37a) noch
gentoxische Effekte (Abbildung 37b) nachgewiesen werden.
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Abbildung 37: Ofloxacin in dotiertem Klaranlagenablauf (co=0,018 g/L) vor und nach der
Ozonierung oder UV/H,O, Behandlung. a) Weder vor noch nach (60 min) der jeweiligen

oxidativen Behandlung liegt eine Cytotoxizitét (a) oder eine Gentoxizitét (b) vor.

Daten zur Toxizitat von Ofloxacin sind teilweise vorhanden. Trisciuoglio konnten die
Phototoxizitat von Ofloxacin nachweisen [218]. Gentoxische Effekte bis zu Konzentrationen
von 1 g/mL konnten nicht nachgewiesen werden [219], hingegen zeigten McQueen et al.,
dass 400 mg/L zu positiven Ergebnissen im UDS Test fiihren [220]. In weiteren Studien
zeigten verschiedene Tests an unterschiedlichen Zelllinien cytotoxische Eigenschaften von
Ofloxacinkonzentrationen die deutlich tUber der hier getesteten Konzentration liegen [221-
223].

4.3.12 Organophosphate

4.3.12.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Die GC-MS-Screening Ergebnisse im Full-Scan-Modus blieben ohne die Detektion von
stabilen Oxidationsprodukten. Es sind durch die Ozonbehandlung, wie auch bei der
Behandlung mit UV/H,0, keine Oxidationsprodukte der untersuchten Organophosphate

entstanden, die mit der gewéahlten Methode detektiert werden konnten.

In Abbildung 38 ist zu erkennen, dass das chlorierte Organophosphat TCPP Uber den
gesamten Zeitraum von 120 Minuten keine signifikante Veranderung der Konzentration
aufwies. TCPP besitzt keine funktionellen Gruppen, welche auf eine hohe Ozonreaktivitat
hinweisen und lies sich auch nicht durch eine Ozondosis von 5 mg/L abbauen. Pocostales et

al. zeigten allerdings, dass ein Abbau von TCPP moglich ist [224]. Die zu erwartenden
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Produkte (Mono- und Dialkylphosphate sowie Alkanole) sind allerdings nur schwer zu
detektieren [225].

Fur die nicht chlorierten Organophosphate TPP und TBEP ist ersichtlich, dass die
Verbindungen innerhalb der ersten 20 Minuten signifikant durch eine konstante
Ozondosierung von 5 mg/L abgebaut wurden, wobei der Abbau von TBEP schneller
vollzogen wurde als der von TPP. In beiden Fallen ist es nach 120 Minuten zu einem

kompletten Abbau der Substanzen gekommen.

10 1

0 20 40 60 80 100 120

Abbildung 38: Konzentrationsverlauf der Organophosphate TPP, TBEP und TCPP nach

kontinuierlicher Ozonierung von 5 mg Os/L Gber 120 Minuten [pg/mL].

In der Abbildung 39 ist der Konzentrationsverlauf von TPP durch die Behandlung mit
UV/H,0, zu sehen. Es wird deutlich, dass im Fall von TPP ein deutlich schnellerer Abbau zu
verzeichnen ist als im Vergleich zur Oxidation mit Ozon. Ein signifikanter Abbau findet in den

ersten zehn Minuten statt. Nach 40 Minuten ist die Substanz nicht mehr zu detektieren.
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Abbildung 39: Konzentrationsabnahme von TPP durch Behandlung mit UV/H,0.,.

Der Abbau des chlorierten Organophosphates TCPP mittels UV/H,O, erwies sich, wie auch
durch Ozonierung, als nicht effektiv. Die TCPP Konzentration zeigte keine signifikante
Abnahme (grafisch nicht dargestellt).

4.3.12.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

TPP: Der MTT Test fur TPP ergab keine Verringerung in der Anzahl lebender Zellen
(% Vitalitat), somit war keine der Proben cytotoxisch (Abbildung 40a). Hingegen zeigen die
Ergebnisse der Gentoxizitdtsuntersuchungen, dass 0,1 mg/L TPP in Reinstwasser bereits
eine signifikante DNA Schadigung hervorrufen (Zeitpunkt -5 min). Nachdem die UV Lampe
ihre volle Leistung erreicht hat (Bezeichnung ,,0 min*), sowie nach 60 min Bestrahlung sind
keine gentoxischen Effekte mehr nachweisbar. Allerdings kommt es nach einer
Behandlungsdauer von 120 min erneut zu minimalen DNA Schaden, was auf die Bildung

toxischer Nebenprodukte zurtickgefuhrt werden kann (Abbildung 40b).
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Abbildung 40: Cytotoxizitat (a) und Gentoxizitat (b) von TPP (co =0,1 mg/L) vor und nach der
UV/H,0, Behandlung und Ozonierung (c = Cytotoxizitat, d = Gentoxizitat).

Bei der Ozonbehandlung ergibt sich ein ahnliches Bild. Weder vor noch nach der Ozonierung
sind cytotoxische Effekte erkennbar (Abbildung 40c), wohingegen die Probe mit 0,1 mg/L
TPP vor der Ozonierung gentoxische Effekte aufweist, nach 60 min Behandlung allerdings
nicht mehr (Abbildung 40d). Diese Ergebnisse bestéatigen die Beobachtungen der UV/H,0,
Behandlung, dass TPP bei einer Konzentration von 0,1 mg/L bereits gentoxisch wirkt, diese

Effekte allerdings durch eine entsprechende Oxidation eliminiert werden kénnen.

TCEP: 0,1 mg/L TCEP in Reinstwasser wurden sowohl vor als auch nach der Ozonierung

sowie der UV/H,O, Behandlung auf mogliche cytotoxische und gentoxische Effekte
untersucht.

Die Ergebnisse der Cytotoxizitatsuntersuchung der ozonbehandelten Probe zeigen keinerlei
Effekte (Abbildung 41a) wohingegen die Probe nach 60 min UV/H,O, Behandlung als stark
cytotoxisch eingestuft wird (Abbildung 41b). Da die Probe mit 0,1 mg/L TCEP vor der UV
Behandlung nicht cytotoxisch ist, deuten die Ergebnisse auf die Bildung toxischer

Nebenprodukte hin. Der Test auf Gentoxizitat hingegen ergab, dass weder die Ozonierung
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(Abbildung 41c) noch die UV-Oxidation (Abbildung 41d) zu einer DNA Schadigung fihrt.

Auch hier ist die Probe vor der entsprechenden Oxidation nicht gentoxisch.
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Abbildung 41: Toxizitatsuntersuchungen von TCEP (co= 0,1 mg/L). a) Keine cytotoxischen

oder gentoxischen Effekte (b) vor und nach 60 min Ozonierung. c) Keine cytotoxischen Effekte

der unbehandelten Probe, aber stark cytotoxische Effekte nach 60 min UV-Oxidation. d)

Gentoxische Effekte konnten weder vor noch nach der UV-Oxidation nachgewiesen werden.

TCPP: 0,1 mg/L TCPP in Reinstwasser erzeugten weder vor noch nach der Ozonierung eine

Abnahme der Zellvitalitat. Vor der UV Oxidation waren auch keine cytotoxischen Effekte

erkennbar, wohingegen nach 60 min UV/H,O, Behandlung die Anzahl vitaler Zellen auf 63 %

sank (Abbildung 42a). Diese Abnahme resultiert nicht von verbleibenden Peroxiden, da der

Nachweis fir diese negativ ausfiel. Dieselben Proben, aufRer der zuvor als malfiig cytotoxisch

eingestuften, wurden ebenfalls auf mogliche gentoxische Eigenschaften untersucht. Auch

hier waren bei keiner Probe Effekte im Alkaline Comet Assay zu erkennen (Abbildung 42b).
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Abbildung 42: Cytotoxizitat (a) und Gentoxizitat (b) von TCPP (co=0,1 mg/L). a) 60 min UV
Oxidation fuhren zu maRig cytotoxischen Effekten. Ozonierte und nicht die nicht UV Oxidierte
Proben haben keine Effekte. b) Keine gentoxischen Effekte der getesteten Proben. n.g. = nicht

getestet, da cytotoxisch.

Untersuchungen zur Toxizitat der getesteten Organophosphate sind in der Literatur bisher
kaum beschrieben. Féllmann et al. berichten, dass TCEP und TCPP nur in sehr hohen
Konzentrationen (1 mM) zu cytotoxischen Effekten gegeniiber V79 Zellen fihren. Auch
konnten sie keine Gentoxizitat (bis zu Konzentrationen von 10 mM) im Comet Assay oder
Ostrogene Effekte weder im Ishikawacellassay noch im Recombination Yeast Assay
feststellen [226].

4.3.13 Sulfamethoxazol

4.3.13.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Auch durch die Oxidation von Sulfamethoxazol-Losungen wurden Transformationsprodukte
gebildet, was durch Abbildung 43 verdeutlicht wird. Dort ist ein UV-Chromatogramm einer
unbehandelten Sulfamethoxazol-Losung (griin) Gber das Chromatogramm der Behandlung
mit 5 mg Ozon pro Liter (blau) abgebildet. Die entstandenen Transformationsprodukte sind
deutlich erkennbar.
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| Sulfamethoxazol

Transformationsprodukte

Abbildung 43: UV-Chromatogramm einer ozonierten Sulfamethoxazol-Lésung (co = 1 mg/L) vor

(grin) und nach (blau) der Behandlung mit 5 mg Ozon pro Liter.

Anhand der in der Einheitsauflosung erhaltenen m/z - Verhaltnisse konnten Vorschlage tber
maogliche Strukturen der Transformationsprodukte erstellt werden und mit den aus der
Literatur bekannten Strukturen verglichen werden. Ein mdglicher Abbauweg fir

Sulfamethoxazol konnte erstellt werden und ist in Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 44: Méglicher Abbauweg der Oxidation von Sulfamethoxazol.

4.3.13.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Die Cytotoxizitat fur Reinstwasser mit 1,4 mg/L (Ozonierung) oder 1 mg/L (UV Oxidation)
Sulfamethoxazol ergaben weder vor und nach der Ozonierung (Abbildung 45a) noch vor und
nach der UV Oxidation (Abbildung 45b) cytotoxische Effekte. Fir alle vier hier eingesetzten
Tests verringerte sich die Anzahl lebender Zellen nicht unter 81 %. Die Ergebnisse der
gleichen Untersuchung mit Klaranlagenablauf bestatigen dies. Auch hier verringert sich die

Vitalitat nicht unter 81 %, so dass auch hier keine Cytotoxizitat vorliegt.

Die entsprechenden Proben der Ozonierung wurden mittels des MTT Tests auf ihre mégliche
Cytotoxizitat untersucht. Auch hier sind weder fir die Reinstwasser Proben (Abbildung 45c)
noch fir die Proben des Klaranlagenablaufes (Abbildung 45d) mit jeweils 1,4 mg/L
cytotoxische Effekte detektiert. Allerdings existieren Hinweise in Studien, die cytotoxische
Effekte beschreiben. Die ECs, Werte schwanken dabei je nach Methode und Organismus
zwischen pg/L und mg/L Konzentrationen [163, 185, 227-230].
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Abbildung 45: Cytotoxizitat von Sulfamethoxazol in Reinstwasser und Klaranlagenablauf. a)
Reinstwasser mit Sulfamethoxazol und UV Oxidation. b) Klaranlagenablauf mit
Sulfamethoxazol und Ozonierung. c) Ozoniertes Reinstwasser mit und ohne Sulfamethoxazol.

d) Ozonierter Klaranlagenablauf mit und ohne Sulfamethoxazol.

Neben dem Nachweis der Cytotoxizitdt wurden die Proben auch auf ihr gentoxisches
Potenzial untersucht. Die Ergebnisse flr oxidiertes Reinstwasser mit Sulfamethoxazol
ergaben keine Erhéhung der Gentoxizitat im Vergleich zur negativ Kontrolle (Abbildung 46a).
Die entsprechenden Proben mit Klaranlagenablauf ergaben ebenfalls kein gentoxisches
Potenzial (Abbildung 46b). Weder vor noch nach der Ozonierung oder UV-Oxidation [184,
195].

UNIVERSITAT @ ’ 0

ivta DU I SBU R G 'q}p' g2



W ALLIANZ
Ar INDUSTRIE IGF-FV Nr. 15862 N ,Oxidationsnebenprodukte”

FORSCHUNG

a) Gentoxizitit b) Gentoxizitit

0.6

(=4
-2
1

Hkek

o
'S
1

Olive Tail Moment
Olive Tail Moment

Abbildung 46: Untersuchung von gentoxischen Effekte nach der Ozonierung oder UV
Oxidation in a) Reinstwasser und b) Klaranlagenablauf.

4.3.14 Terbutryn

4.3.14.1 Ergebnisse der chemischen Untersuchungen

Die Elimination von Terbutryn wurde sowohl fir die Verwendung von Ozon als
Oxidationsmittel als auch fir die UV-Oxidation mit und ohne Zugabe von Wasserstoffperoxid
untersucht. Bei den zuné&chst durchgefuhrten Versuchen im Labormalistab in Reinstwasser
konnte die Bildung mehrerer Oxidationsnebenprodukte durch GC-MS-Untersuchungen

nachgewiesen werden (s. Abbildung 47).

Eine eindeutige Identifizierung der Oxidationsprodukte war zunachst nicht mdglich, jedoch
konnte das toxische Potential dieser Substanzen im Vergleich zur Ausgangssubstanz
Terbutryn ermittelt werden (siehe Kapitel 5.3.14.2).

UNIVERSITAT @ j 0

ivta DU I SBU R G 'q}p' 83



. ALLIANZ
Ar INDUSTRIE IGF-FV Nr. 15862 N ,Oxidationsnebenprodukte”

FORSCHUNG

2177
x50
80,000,000 | € {
T
60,000,000 - £ ‘ A
40,000,000 2 ‘
Q i
20,000,000 [t I
0 | ||\ |r‘~ ------ STy Y U S I TS L st niatad|
e e R R e e aa
Time (min)
21.77
5 x25
80,000,000 1 .
3 oxidation product
60,000,000 E ' P
i 5
40000000 - £ ‘ 2615 / B
20,000,000 = |‘ I
0% L e e
20 21 2 23 4 % % 27 28 29 T.w(.‘:}”“) kil 32 33 34 5 36 ar 38 k) 40
21.74
25,000,000 - x10
20,000,000 - g_ oxidation product
15000000 | 5 \ \ c
10,000,000 | % 26.18 27381 3288 3691 400
so00000 1 & N P A
E IS LN Biannis \
Ozu_'_r T 2 PR w2 %0 3 12 0 W p 36 I [ w0
Time (min)
21.79 27.80
2,500,000 c \ | — oxidation product
2,000,000 ; ‘ ‘
1,500,000 E |‘ D
1,000,000 s |
= | 32 88 3591 " 3626
500,000 Y S L W ST N N | S \,J\ e e st e _._Msi__ﬁi ’\«l-- AT e
e

Time: (min)

Abbildung 47: GC-MS TIC Chromatogramm von Terbutryn (2 pmol/L) - (A) nicht oxidiert und

oxidiert mit verschiedenen Ozon Konzentrationen (co =2 (B), 5 (C) und 10 umol/L(D)).

Zuséatzliche Messungen an einem HPLC-Orbitrap System bei der Fa. Thermo Fisher
Scientific GmbH ermdglichten jedoch die Bestimmung der Elementzusammensetzung einiger
Produkte (s. Tabelle 18).

Tabelle 18: Elementzusammensetzung von vier identifizierten Oxidationsnebenprodukten von

Terbutryn.

Elementzusammensetzung Detektierte Masse [amu] Massen Abweichung [Ammul]

[C10H20N580]+ 258,13837 0,063
[C1oH1sNsSO,Na]" 296,11517 0,003
[C10H20NsO]* 226,16672 0,483
[CoH1NsO]* 212,15074 0,153
(. e o a
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Zusatzlich durchgefiihrte MS2-Experimente ermoglichten es durch die spezifische

Fragmentierung im Falle eines Produktes die Struktur aufzuklaren (Abbildung 48).
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Abbildung 48: HPLC-Orbitrap Produkt lonen Scan eines Oxidationsproduktes von Terbutryn
(m/z 258.14; CID: 30 eV).

Dieses Fragmentierungsmuster lasst darauf schlieen, dass eine Addition von Sauerstoff an
der Ethylamino-Gruppe stattfindet. Eine Addition von Sauerstoff an die Schwefelbriicke, wie
fur die Oxidation von Terbutryn mit Natriumhypochlorit von Brix et al. beschrieben, kann
ausgeschlossen werden [158].

Im Folgenden wurde die Ozonoxidation von Terbutryn in dotiertem Klaranlagenablauf
untersucht. Es konnte eine Kinetik fir den Abbau von Ozon ermittelt werden (s. Abbildung
49).
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Abbildung 49: Abbaukinetik von Terbutryn (co = 200 pg/L) in Klaranlagenablauf in Abhéngigkeit

von der Ozonkonzentration.

Die in den Reinstwasserversuchen identifizierten Oxidationsprodukte konnten im dotierten
Klaranlagenablauf nach der Oxidation mit Ozon nicht wiedergefunden werden, wobei hier

Matrixeinflisse bei der Detektion das Hindernis waren.

Versuche zur UV-Oxidation wurden in Reinstwasser mit und ohne Zugabe von
Wasserstoffperoxid durchgefiihrt. Dabei konnte zunéchst der zeitliche Ablauf der Oxidation
bestimmt werden (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Zeitlicher Ablauf der Oxidation von Terbutryn bei der UV-Oxidation mit und ohne

Wasserstoffperoxid Zugabe.

Bei den anschlieBend durchgefuhrten HPLC-MS-Screenings konnten zehn maogliche
Oxidationsnebenprodukte detektiert werden. Basierend auf diesen Versuchen konnte eine

strukturelle Identifizierung jedoch nicht durchgefuhrt werden.

4.3.14.2 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen

Far die hier getesteten Proben (490 pg/L) ergab der MTT Test, dass weder die unbehandelte
Probe noch die ozonierten Proben cytotoxische Effekte besitzen (Abbildung 51a). Allerdings
zeigen die Ergebnisse des Alkaline Comet Assay, dass Terbutryn selbst schon sehr
signifikante DNA Schéden hervorruft, welche nach der Behandlung mit den niedrigen
Ozonkonzentrationen (36 — 195 pg/400 mL) eine erhéhte gentoxische Wirkung aufweisen.
Erst der Einsatz von 800 pg O3/400 mL fiihrte zu einer Reduktion der gentoxischen Effekte

(Abbildung 51b). Ahnliche Ergebnisse wurden bereits von Brix et al. publiziert. Sie konnten
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zeigen, dass die Behandlung einer wassrigen Terbutrynlésung mit Hypochlorit zur Bildung
von Desinfektionsnebenprodukten fihrt, die im Vibrio fischeri Lumineszenztest toxischer

waren, als die unbehandelte Ausgangslésung [158].
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Abbildung 51: Cytotoxizitat und Genotoxizitdt von ozonisiertem Terbutryn (co =490 pg/L). a)
Terbutryn vor der Behandlung, sowie nach der Ozonierung mit verschiedenen Konzentrationen
hat keine cytotoxischen Effekte. b) Gentoxizitat der unbehandelten, sowie der mit 36, 100 und
195 pg/400 mL O3z behandelten Probe. 800 pug/400 mL Ozon fiuhren zu keinen gentoxischen
Effekten.

In der Literatur sind bereits einige weitere Studien beschrieben, in denen die Toxizitdt von
Terbutryn untersucht wurde. Allerdings sind dort groRe Unterschiede zwischen den
Testsystemen sowie den eingesetzten Testorganismen oder Zellkulturen in Bezug auf die
Toxizitat zu erkennen. LCsy Werte schwanken zwischen 1,4 mg/L und 8 mg/L [194, 231-233],
wohingege