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1 Einleitung

Die Technikfolgenabschatzung gewinnt in unserer Gesellschaft zunehmend an Bedeutung
und sie hilft dabei, die Januskdpfigkeit unserer modernen Errungenschaften zu erkennen.
Beispielhaft sei auf das Buch von Hans Jonas ,Das Prinzip Verantwortung“ (1979) verwie-
sen, das sich mit der Ethik einer technologisierten Gesellschaft beschéftigt ['. Eine we-
sentliche These seines Werkes ist, dass die technischen Méglichkeiten unserer Zeit auch
ein angepasstes ethisches Handeln erfordern. Wo der Mensch in der Vergangenheit nur
flr seinen Nahbereich verantwortlich war, kann unser heutiges Handeln groBe Auswirkun-
gen auf die gesamte Menschheit jetzt und in Zukunft nehmen.

Auch beim Umgang mit Pflanzenschutzmitteln (PSM) wird diese Zwiespaltigkeit deutlich.
Einerseits sind Pflanzenschutzmittel fir eine ausreichende weltweite Nahrungsmittelpro-
duktion unverzichtbar, andererseits sind bei ihrer Anwendung grundsatzlich auch poten-
ziell negative Auswirkungen auf Mensch und Umwelt in Betracht zu ziehen. Deshalb sind
die potenziell negativen Auswirkungen auf Mensch und Umwelt durch die im Zulassungs-
verfahren implementierte Risikobewertung umfangreich adressiert. Durch die Pflanzen-
schutzregulierung ist vorgegeben, dass jeweils nach dem neuestem Stand von Wissen-
schaft und Technik bewertet werden muss.

Auch im Bereich der Wasserwirtschaft und Wasserversorgung sind Rickstande von PSM-
Wirkstoffen und Metaboliten schon seit vielen Jahren von Bedeutung, da anthropogene
organische Spurenstoffe in Roh- und Trinkwassern unerwiinscht sind. Ausgangspunkt fur
das durchgeflihrte Forschungsvorhaben war die Erkenntnis, dass aus einem bislang un-
bekannten PSM-Metaboliten N,N-Dimethylsulfamid (DMS) des Wirkstoffes Tolylfluanid bei
der oxidativen Wasseraufbereitung mittels Ozon das bekannte Kanzerogen NDMA (N-
Nitrosodimethylamin, auch: N,N-Dimethylnitrosamin) gebildet werden kann. Wé&hrend es
sich beim DMS nach derzeitiger Bewertung des Umweltbundesamtes (UBA) um einen
nicht relevanten PSM-Metaboliten im Sinne des entsprechenden Sanco Guidance
Document SANCO/221/2000 handelt, wurde vom UBA fir NDMA im Trinkwasser ein ge-
sundheitlicher Orientierungswert (GOW) von 0,01 pg/L abgeleitet, der nicht tberschritten
werden soll. Erste orientierende Untersuchungen in Oberflachen-, Grund- und Trinkwas-
sern ergaben, dass DMS in zum Teil hohen Konzentrationen auftreten kann. Bei Wasser-
werken, die ihr Rohwasser mit Ozon behandeln, wurden zum Teil erhéhte NDMA-
Konzentrationen > 0,01 pg/L festgestellt. Konsequenterweise waren die Wasserversor-
gungsunternehmen (WVU) gefordert, durch kurzfristige MaBnahmen die NDMA-
Konzentrationen im Trinkwasser unter den GOW von 0,01 pg/L zu senken.

Die Fa. Bayer CropSience AG nahm Tolylfluanid unmittelbar nach Bekanntwerden der
Problematik im Herbst 2006 freiwillig vom Markt. Im Februar 2007 wurde durch das Bun-
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desamt flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) das Ruhen der beste-
henden Zulassungen Tolylfluanid-enthaltender Pflanzenschutzmittel angeordnet (fur Frei-
landanwendungen). GemaR der Richtlinie 2010/20/EG waren in der gesamten EU zum
30.11.2010 alle noch bestehenden Zulassungen durch die Mitgliedstaaten zu widerrufen;
dies betraf dementsprechend in Deutschland nur noch Anwendungen im Gewéachshaus.

Die grundlegende Thematik der Transformationsprodukte ist aber keineswegs auf Abbau-
produkte von Pflanzenschutzmitteln beschrénkt, welche lediglich einen kleinen, jedoch gut
charakterisierten Teil der anthropogen in Rohwéasser eingetragenen organischen Stoffe
darstellen. Wahrend viele, schon lange bekannten Desinfektionsnebenprodukte auf Trans-
formationsreaktionen natirlicher organischer und anorganischer Matrixbestandteile zu-
rickzufthren sind, wurde am Beispiel Tolylfluanid/DMS/NDMA deutlich, dass auch anth-
ropogen eingetragene Spurenstoffe zu einer Bildung unerwlnschter und potenziell be-
denklicher Transformationsprodukte fihren kénnen.

Es liegt im Interesse aller Beteiligten, mittelfristig eine raschere Erkennung und strukturba-
sierte Risikovorhersage derartiger Reaktionen anthropogener Substanzen vornehmen zu
kénnen, um Ansatze zur Entwicklung von Vermeidungsstrategien zu erarbeiten. Die ent-
sprechenden Grundlagen und Teststrategien galt es, in einem Forschungsvorbaben zu
schaffen.

Ziele

Das Vorhaben sollte in Zusammenhang mit der mdglichen Bildung von toxikologisch kriti-
schen Transformationsprodukten bei der oxidativen Wasseraufbereitung die bislang feh-
lenden Kenntnisse erarbeiten und sie zu praktikabel anwendbaren Teststrategien umset-
zen. Die fir eine erste konkrete Anwendung der Teststrategie vorgesehenen Metaboliten
von Pflanzenschutzmitteln waren dabei lediglich ein Fallbeispiel fir die Gruppe der anth-
ropogen in die aquatische Umwelt eingetragenen Verbindungen.

Im Rahmen der Arbeiten sollte eine Teststrategie entwickelt werden, die es ermdglicht,
chemische Verbindungen bzw. Strukturelemente zu identifizieren, die wahrend der oxidati-
ven Trinkwasseraufbereitung als Ausgangspunkt fir die Entstehung relevanter Konzentra-
tionen gesundheitlich bedenklicher Transformationsprodukte in Frage kommen kénnen.

Das Testsystem sollte dabei méglichst realitdtsnah die zuvor katasterartig zu erfassenden
Bedingungen in Wasserwerken sowie den eventuellen Einfluss der natirlichen Rohwas-
serbeschaffenheit berlicksichtigen. Ziel war es hierbei, reprasentative und standardisierte
Testbedingungen zu finden, welche ein praktikables Vorgehen mit einem vertretbaren Zeit-
und finanziellen Aufwand ermdglichen.



Die Forschungsarbeiten umfassten folgende Arbeitsschritte:

—  Katasterartige Erfassung der bei der groBtechnischen Wasseraufbereitung mit Ozon
gegebenen Situation hinsichtlich wichtiger EinflussgréBen (insbesondere angewand-
te Aufbereitungstechniken und zugehérige Rohwasserparameter)

—  Entwicklung einer Teststrategie unter Berlcksichtigung der Kopplung geeigneter und
standardisierbarer Labormodell-Testsysteme zur Nachstellung der oxidativen Was-
seraufbereitung mit Ozon sowie der Erkennung toxikologisch bedenklicher Transfor-
mationsprodukte

—  Testung ausgewahlter Verbindungen mit der entwickelten Teststrategie.

Anhand der erarbeiteten Ergebnisse sollte eine Uberpriifung der bestehenden Bewer-
tungsregelungen fur grundwassergéangige PSM-Metabolite im Rahmen des Zulassungs-
verfahrens ermdéglicht werden, da bislang eventuell gebildete Transformationsprodukte bei
der oxidativen Trinkwasseraufbereitung nicht explizit betrachtet werden. Sofern Hand-
lungsbedarf notwendig erscheint, sollte auf der Basis der Untersuchungsergebnisse inner-
halb des Projektes die Basis fur ein abgestuftes Bewertungs- und Testverfahren erarbeitet
werden.

Die im Forschungsvorhaben erhaltenen Erkenntnisse sollten insgesamt auch einen Bei-
trag far die Erweiterung von Risiko-Nutzen-Analysen im Themenkomplex ,Oxidative Was-
seraufbereitung” liefern. Dabei sind vor allem das Prozessverstédndnis und die Optimierung
der Wechselbeziehungen zwischen dem Auftreten von (un)vermeidbaren Kontaminanten
des Rohwassers und der Art der oxidativen Wasseraufbereitung mit Ozon zu betrachten.

Organisation und Durchfiihrung

Das Forschungsvorhaben wurde maBgeblich vom Industrieverband Agrar (IVA) sowie von
der Arbeitsgemeinschaft Rhein-Wasserwerke (ARW) und vom Deutschen Verein des Gas-
und Wasserfaches (DVGW) unterstitzt. Um die maBgeblichen Akteure und Institutionen
frihzeitig, bereits bei der Durchfiihrung des Forschungsvorhabens, einzubinden, wurde
einvernehmlich beschlossen, eine Projektbegleitgruppe zu installieren, die beratende und
entscheidende Funktionen wahrnahm. Folgende Institutionen und Vertreter waren Mitglied
in der Projektbegleitgruppe des Forschungsvorhabens, die von Prof. Dr. H.H. Dieter (Um-
weltbundesamt) geleitet wurde:



Industrievertreter

Dr. Friedrich Dechet — Industrieverband Agrar (IVA), Frankfurt
Dr. Sonja Fliege - Bayer CropSience AG, Monheim

Dr. Jan Hassink - BASF SE, Limburgerhof

Dr. Stephanie Melchig-Kollmuss, BASF SE, Limburgerhof

Dr. Herbert Resseler - Syngenta Agro GmbH, Maintal

Dr. Beat Lang — Syngenta CP, Basel

Vertreter der Wasserwirtschaft

Dr. Matthias Schmitt - Arbeitsgemeinschaft Rheinwasserwerke (ARW), KéIn

Dr. Carsten K. Schmidt, Dr. Meike Kramer — RheinEnergie AG, Kéln

Dr. Oliver Happel, Prof. Dr. Heinz-Jurgen Brauch — DVGW-Technologiezentrum Wasser
(TZW), Karlsruhe

Deutscher Verein des Gas- und Wasserfaches (DVGW), Bonn

Behérdenvertreter

Prof. Dr. Hermann H. Dieter — Umweltbundesamt UBA (Berlin)

Dr. Christina Pickl, Anne Osterwald, Inga Bonath — Umweltbundesamt UBA (Dessau-
RoBlau)

Dr. Tamara Grummt — Umweltbundesamt UBA (Bad Elster)

Dr. Burkhard Schellschmidt - Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR), Berlin

Ralf Fischer - Bundesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL), Braun-

schweig

Die Projektbegleitgruppe traf sich zu zwei Sitzungen pro Jahr, um die erarbeiteten Ergeb-

nisse zu diskutieren und die weitere Vorgehensweise festzulegen.

Das Forschungsvorhaben wurde im Zeitraum vom 01. Oktober 2008 bis zum
30. September 2011 durchgefihrt. Allen Kolleginnen und Kollegen der Projektbegleit-

gruppe sei fur ihre konstruktive und engagierte Mitarbeit herzlich gedankt.



2 Aufgabenstellung und Gesamtkonzept

In dem Projekt sollte die Ozonung bei der Trinkwasseraufbereitung im Hinblick auf die Bil-
dung oxidativer Transformationsprodukte am Fallbeispiel der PSM-Metaboliten untersucht
werden. Unter Bertcksichtigung der relevanten Randbedingungen sollten eine Arbeitsvor-
schrift und Handlungsanweisung (zur potenziellen Einbindung in das Zulassungsverfah-
ren) erstellt werden, wobei das primare Interesse bei der gentoxikologischen Bewertung
der ozonten Proben liegt.

Zur Einfihrung wird eine Gesamtlbersicht der Kopplung aus Ozonung und toxikologischer
Untersuchung vorgestellt (Abbildung 1). Im Testverfahren sollte das urspringlich einge-
setzte PSM untersucht werden, sofern mit einer Kontamination im Rohwasser bei Wasser-
versorgern zu rechnen ist (Fall A). Weiterhin kénnen aus dem PSM Uber einen Bioabbau
auch Metaboliten generiert werden, wobei es sich dann um eine Mischung mehrerer Ver-
bindungen handeln wird (Fall B). Die zu untersuchende Testsubstanz kann auch ein PSM-
Metabolit sein, der als analysenreine Verbindung bereits vorliegt (Fall C).

Randbedingung: Wassertyp . Analytik
z.B. pH-Wert, TOC-Gehalt, Carbonat z.B. LC/MS
oder GC/MS
Optionale
Randbedingung: Ozonung .1 Produkte || . I
z.B. Ozonexposition, OH-Radikalbildung z.B. NDMA A:’:‘;Q_::hng
Toxikologie
Randbedingung: Testverbindung 2l
2.B. PSM-Metabolite DMS Sueglet
(A) ﬁ (B) ﬁ (€) Testsubstanz:
Bio- Metabolit
Abbau A) Ausgangs-PSM
ﬁ B) Mischung aus Bio-Abbau
Ausgangsstoff (PSM) . .
2.B. Tolylfluanid C) PSM-Metabolit als Reinsubstanz

Abbildung 1 Gesamtkonzept mit wesentlichen Randbedingungen zur experimentellen Durch-
fihrung

Zur Beschreibung der Ozonung kénnen drei wichtige Randbedingungen herangezogen
werden: Die chemische Struktur der Verbindungen mit ihren stoffspezifischen funktionellen
Gruppen bestimmt wesentlich das Reaktionsverhalten wahrend der Ozonung. Daneben
nehmen die Ozondosis und Reaktionszeit Einfluss auf die Umsatzrate der Verbindungen.
Zuletzt ist noch die verwendete Wassermatrix zu bertcksichtigen, die in komplexer Weise

auf die Reaktionswege Einfluss nehmen kann (Ozonreaktion vs. Radikalreaktion). Nach
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der Ozonung liegt eine Reaktionslésung vor, in der eine Vielzahl an Transformationspro-
dukten enthalten sein kann. Nach einer optionalen Anreicherung soll das hier entworfene
Verfahren eine toxikologische Aussage fir die Gesamtprobe erméglichen. Parallel dazu
werden mit der Einzelstoffanalytik die Restgehalte der eingesetzten Testverbindungen
(z.B. PSM-Metabolit) quantifiziert.

Die Strukturaufklarung der gebildeten Transformationsprodukte war aus folgenden Grin-
den nicht das priméare Ziel dieses Forschungsvorhabens:

—  Eine umfassende Strukturaufklarung mit ausgeglichener Stoffbilanz bedeutet einen
enormen personellen, instrumentellen und zeitlichen Aufwand.

—  Die identifizierten Transformationsprodukte sind nur fiir die ausgewdahlte Testsub-
stanz spezifisch.

—  Fur eine toxikologische Bewertung der Transformationsprodukte ist zuvor die Syn-
these der Verbindungen notwendig.

Als alternativer Ansatz wird aus Praktikabilitdtsgriinden die toxikologische Bewertung der
Gesamtmischung aller gebildeten Transformationsprodukte einer Testverbindung préafe-
riert. Damit diese Vorgehensweise belastbare Resultate liefern kann, missen folgende
Punkte beachtet werden:

—  Die ozonte Probe wird als Blackbox-Mischung angesehen, bei der standardmaBig
nur die Restgehalte der eingesetzten Verbindung analytisch quantifiziert werden.

—  Die im Laborversuch gebildeten Transformationsprodukte missen unter realen Ozo-
nungsbedingungen den wahrend der Trinkwasseraufbereitung gebildeten Transfor-
mationsprodukten entsprechen (Produktspektrum und relative Zusammensetzung).

—  Diskriminierende Arbeitsschritte, die zu einer Veranderung oder einem Verlust von
Transformationsprodukten fihren kénnen, sollen nach Mdglichkeit vermieden wer-
den. Der Einsatz von Chemikalien oder Anreicherungstechniken ist kritisch zu hinter-
fragen und Uber geeignete Experimente zu prifen.

—  Das Vernichten des Rest-Ozons muss so durchgeflihrt werden, dass der Reaktions-
ansatz mit der anschlieBenden toxikologischen Untersuchung kompatibel ist.

—  Die eingesetzten Stoffmengen muissen sich an den experimentellen Randbedingun-
gen und Limitierungen der Ozonung und den Effektschwellen der toxikologischen
Testsysteme orientieren.

Tritt bei einer Testmischung ein positiver toxikologischer Befund auf, sind weitergehende
analytische Untersuchungen durchzufihren.

In Abbildung 2 wird ein Uberblick iiber die Konzentrationsbereiche gegeben, die in diesem
Projekt von Bedeutung sind. Die vorgenommene Einteilung beruht dabei auf empirischen
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Daten und Einschatzungen, sodass kein Anspruch auf Allgemeingultigkeit besteht. So sind
z.B. auch spezifische toxikologische Nachweise von Verbindungen im pg/L-Bereich még-
lich, obwohl in der Graphik vornehmlich Gehalte im mg/L-Bereich angegeben werden.

Tox-Tests

N

Ozonungsexperimente

Analytik

Umweltvorkommen

_l_l'l'l'l'l'l|'|_l_l'l'l'l'l'l'l'_l_l'l'l'l'l'l'l'|lllllllll
1n 10n  100n 1u 10p  100p 1m 10m 100m 1

Konzentration / g/L

Abbildung 2 Ubersicht liber die im Projekt relevanten Konzentrationsbereiche. (Legende:
schwarz = Bereich Ublicher Konzentrationen, rot = Grenzbereich, grin = komfor-
tabler Bereich, bei dem eine Verdinnung notwendig sein kann).






3 Wesentliche Erkenntnisse aus der Literaturstudie

Um einen Uberblick Giber den Einsatz von Ozon in der Trinkwasseraufbereitung, die Reak-
tionsprodukte organischer Verbindungen mit Ozon und anwendbare (gen)toxikologische
Verfahren zu erhalten, wurde zunéachst eine Literaturstudie durchgefiihrt. Die wesentlichen
Erkenntnisse sind hier Ubersichtshalber zusammengefasst.

3.1 Ozonanwendung in der Trinkwasseraufbereitung
Trinkwasserversorgung in Deutschland

Mit etwa 6380 Wasserversorgungsunternehmen (WVU) ist die Wasserversorgung
Deutschlands im Vergleich zu anderen Landern kleinteilig strukturiert, wobei etwa die Half-
te der Wasserversorgungsunternehmen auf die Bundeslander Bayern und Baden-
Wirttemberg entfallen. Aus einer Datenerhebung im Jahr 2005 (BDEW Wasserstatistik
2005 in ATT 2008)®! geht hervor, dass bei rund 70 % der WVU die Wassergewinnung un-
ter jeweils 0,5 Mio m® pro Jahr liegt, was insgesamt rund 7 % des in Deutschland aufberei-
teten Trinkwassers entspricht. Der GroBteil (50 %) der in in Deutschland insgesamt aufbe-
reiteten Wassermenge wird hingegen von lediglich 1,5 % der Wasserversorgungsunter-
nehmen, die jeweils mehr als 10 Mio m® pro Jahr férdern, bereitgestellt. Hinsichtlich der
Gesellschaftsform lagen 58 % der WVU in 6ffentlich-rechtlicher-Hand und 42 % in privat-
rechtlicher Hand, dabei wird von den privatrechtlichen Unternehmen nahezu 2/3 des Was-
seraufkommens zur Verfligung gestellt.

Die Wassergewinnung in Deutschland erfolgt laut Daten des Statistischen Bundesamtes
aus dem Jahr 2004 °! hauptsachlich aus Grundwasser (66 %). Weiterhin werden 8 %
Quellwasser sowie direkt oder indirekt 26 % Oberflachenwasser (12 % See bzw. Talsper-
renwasser, 8 % angereichertes Grundwasser, 5 % Uferfiltrat, 1 % Flusswasser) genutzt.

Anforderungen an die Trinkwasseraufbereitung in Deutschland

Die Umsetzung der EG-Trinkwasserrichtlinie (98/83/EG) vom 3. November 1998 ! erfolgte
in Deutschland mit der Novellierung der Verordnung tber die Qualitat von Wasser fiir den
menschlichen Gebrauch (Trinkwasserverordnung) ' im Jahr 2001. Darin ist festgehalten,
dass Rohwasser nach den ,allgemein anerkannten Regeln der Technik® aufbereitet wer-
den soll. Sofern mit mikrobiologischen Belastungen im Rohwasser gerechnet werden
muss, wird in der TrinkwV § 5 (4) ein Aufbereitungsgebot ausgesprochen, was z.B. durch
Anwendung von Desinfektionsverfahren erfolgen kann. Eine generelle Forderung zur Des-
infektion des Trinkwassers besteht in Deutschland im Gegensatz zu anderen Landern
nicht. Weiterhin sei hier auch das Minimierungsgebot (TrinkwV § 6 (3)) genannt, wonach
chemische Stoffe, die das Trinkwasser verunreinigen oder dessen Beschaffenheit nachtei-
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lig beeinflussen kénnen, so niedrig gehalten werden sollen, wie dies nach den allgemein
anerkannten Regeln der Technik mit vertretbarem Aufwand und unter Bericksichtigung
der Umstande des Einzelfalls méglich ist. Die fir die Aufbereitung und Desinfektion zulas-
sigen Stoffe werden in § 11 TrinkwV geregelt, wobei die Stoffliste als Anhang zu diesem
Paragraphen vom Umweltbundesamt geflihrt wird.

Aus technischer Sicht kommt fur eine ordnungsgeméaBe Wassergewinnung, -aufbereitung,
-speicherung und -verteilung der Anwendung der allgemein anerkannten Regeln der
Technik bei Planung, Bau, Betrieb und Instandhaltung eine groBe Bedeutung zu. Diese
Regeln werden fiir die Gas- und Wasserversorgung vom Deutschen Verein des Gas- und
Wasserfaches e.V. (DVGW) veréffentlicht und fortlaufend an den aktuellen Kenntnisstand
angepasst. Das aktuelle Regelwerk des DVGW umfasst ca. 140 wasserspezifische und 42
gas/wasserspezifische Regeln. Im Hinblick auf die Ozonung sind hier das Merkblatt W 225
(Ozon in der Wasseraufbereitung), Arbeitsblatt W 290 (Trinkwasserdesinfektion — Einsatz
und Anforderungskriterien), Merkblatt W 296 (Vermindern oder Vermeiden der Trihalo-
genmethanbildung bei der Wasseraufbereitung und Trinkwasserverteilung) sowie das
Merkblatt W 625 (Anlagen zur Erzeugung und Dosierung von Ozon) zu nennen ©.

Die Anwendung der Aufbereitungsverfahren muss auch unter verschiedenen wirtschaftli-
chen Aspekten betrachtet werden. Oft liegen die Kosten bei den typischen Verfahren unter
0,50 €/m®, zum Teil auch unter 0,20 €/m>. Prinzipiell kann auch aus einer schlechten Roh-
wasserbeschaffenheit Gber die Anwendung von geeigneten Verfahrensstufen einwandfrei-
es Trinkwasser gewonnen werden, jedoch steigen die Kosten UbermaBig an und das
~endprodukt® entspricht nicht mehr dem Leitbild eines natdrlich reinen Trinkwassers. Infol-
ge dessen kann der Schutz des Trinkwassers vor Krankheitserregern wie Bakterien, Viren
und Parasiten sowie chemischen Gefahrstoffen nicht allein durch die Aufbereitungstechnik
erfolgen, sondern bedarf einer Kombination von MaBnahmen, die alle das Wasser beein-
flussenden Gesichtspunkte beriicksichtigen. Ein solches System wird als ,Multi-Barrieren-
System* bezeichnet. Es umfasst neben dem Schutz des Einzugsgebiets mit einer vorsor-
genden Wasserbewirtschaftung als erster Barriere die Trinkwassergewinnung, -auf-
bereitung und -speicherung, -transport und -verteilung nach den anerkannten Regeln der
Technik als zweite und die Hausinstallation als dritte Barriere !,

Trinkwasseraufbereitungsverfahren und Verfahrenskombinationen

Etwa 40 % der in Deutschland genutzten Rohwéasser kénnen ohne weitere Behandlung als
Trinkwasser verteilt werden . Die (ibrigen Rohwasser bediirfen einer Aufbereitung aus
unterschiedlichen Griinden (Einstellung des Kalk-Kohlensaure-Gleichgewichts, Eisen- und
Manganbelastung, Tribstoffbelastungen, huminstoffreiche Wésser, Verunreinigung mit
anthropogenen Spurenstoffen, mikrobiologisch belastete Wésser). Als Aufbereitungsver-
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fahren kommen beispielsweise die Verfahren der Beliftung, Filtration, Flockung, Lang-
samsandfiltration, Uferfiltration, Aktivkohlefiltration und Membranfiltration zum Einsatz.
Weiterhin sind die Verfahren der Desinfektion und Oxidation zu nennen, die in diesem Pro-
jekt naher untersucht werden sollten. Als physikalisches Desinfektionsverfahren wird bei
der Trinkwasserversorgung die Bestrahlung mit UV-Licht angewandt. Als chemische Ver-
fahren sind vornehmlich die Ozonung, Chlorung und Chlordioxidbehandlung zu nennen.
Speziell bei der Desinfektion, d.h. der Behandlung aus Grinden der mikrobiologisch-
hygienischen Sicherheit, ist zwischen den Verfahren mit Depotwirkung (Chlorung, Chlordi-
oxidbehandlung) und ohne (UV-Bestrahlung und Ozonung) zu unterscheiden.

In der Praxis sind verschiedene Kombinationen der aufgefiihrten Aufbereitungsverfahren
im Einsatz, wobei deren Auswahl, Reihenfolge und Betriebsparameter vor allem von der
Beschaffenheit des Rohwassers abhangen. Beziglich der Anwendung von Ozon liegt es
laut den DVGW-Arbeitsblattern W 225 und W 290 nahe, dass nach der Ozonungsstufe ein
weiterer Behandlungsschritt folgen sollte, der unter Ausnutzung der Eigenschaften der
Folgeprodukte eine Verminderung bzw. Elimination der Oxidationsprodukte erreicht.

Zum Einsatz von Ozon als Oxidations- und/oder Desinfektionsmittel

Oxidationsverfahren kommen in der Wasseraufbereitung nicht nur zur Desinfektion, son-
dern auch zur Umsetzung oder Entfernung von organischen und anorganischen Stoffen
zum Einsatz. Zur Oxidation anorganischer oder organischer Verbindungen sind im Anhang
zu § 11 der TrinkwV Ozon, Kaliumpermanganat, Wasserstoffperoxid, Natriumperoxodisul-
fat, Kaliummonopersulfat und Sauerstoff zugelassen (Stand 12/2008). Fir Desinfektions-
verfahren sind Ozon, Calcium- und Natriumhypochlorit, Chlor und Chlordioxid zul&ssig. Als
Desinfektions- und Oxidationsmittel darf in der Trinkwasseraufbereitung folglich lediglich
das Ozon eingesetzt werden. Werden aus Ozon verstarkt OH-Radikale durch den Zusatz
von Wasserstoffperoxid gebildet (advanced oxidation process - AOP), kann dies aufgrund
der geénderten Oxidationseigenschaften zur Spurenstoffentfernung genutzt werden. Diese
Verfahrenskombination ist jedoch in Deutschland nicht weit verbreitet. Eine Kombination
von Ozon und UV-Bestrahlung als erweitertes Oxidationsverfahren ist in Deutschland nicht
zugelassen, da laut Lebensmittelbestrahlungsverordnung ! eine UV-Bestrahlung nur zur
Desinfektion eingesetzt werden darf.
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Die Einsatzbereiche und Aufbereitungsziele von Ozon sind unterschiedlich und umfassen:

—  Beseitigung von Geruch und Geschmack durch die Oxidation organischer Molekile

—  Oxidation von polaren Spurenstoffen, die sich nicht oder nur unzureichend mit Aktiv-
kohlefiltern entfernen lassen

—  Erhéhung der biologischen Abbaubarkeit organischer Moleklle durch Oxidation und
Entfernung in nachgeschalteten Filtern

—  Ozon kann auch bei Flockungsprozessen zur Bildung von Fallungsprodukten, Mikro-
flocken und zur Reduzierung der Flockungsmitteldosis beitragen

—  Bei anorganischen Verbindungen kann die Oxidationswirkung genutzt werden, sofern
der Einsatz von Sauerstoff bzw. Kaliumpermanganat nur begrenzt wirkt

—  Ozon eignet sich sehr gut zur Desinfektion bzw. Abtétung von Mikroorganismen, wie
Viren, Giardien und Cryptosporidien

Gesetzlich zulassig ist eine Ozondosis von maximal 10 mg/L, wobei nach dem Abschluss
der Aufbereitung der Restozongehalt im Wasser nicht mehr als 0,05 mg/L betragen darf.
Bei der Ozonanwendung ist nach TrinwV 2001 weiterhin auf die Bildung folgender Neben-
produkte zu achten:

- Bromat durch Transformation von Bromid (Grenzwert von 10 ug/L)

—  Trihalogenmethane dirfen am Zapfhahn des Verbrauches maximal in einer Konzent-
ration von 0,05 mg/L vorliegen

Erganzend hierzu sei auf die Bildung von N-Nitrosodimethylamin (NDMA) aus dem PSM-

Metaboliten N,N-Dimethylsulfamid (DMS) hingewiesen, was ein weiteres Beispiel fur die

Bildung unerwilinschter Oxidationsnebenprodukte ist (Gesundheitlicher Orientierungswert

(GOW) von NDMA = 0,01 pg/L).

Damit Ozon ausreichend als Desinfektionsmittel wirken kann, missen gewisse Randbe-
dingungen (z.B. Trubstoffgehalt) beachtet werden. Fir eine sichere Desinfektion wird eine
Ozonkonzentration von mindestens 0,4 mg/L Uber eine Kontaktzeit von 4 min vorgeschla-
gen 1. Um jedoch die méglicherweise nicht idealen Strémungsverhaltnisse und unter-
schiedliche Ozonkonzentrationen in den Reaktionskompartimenten beriicksichtigen zu
kénnen, missen die Reaktionsfihrung und Kontakizeit im Einzelfall an das jeweils vorlie-
gende System angepasst werden. Ergédnzend dazu wird auch das ct-Konzept angewandt,
welches eine Aussage zur Ozonexposition (Integral aus Konzentration Uber die Zeit) zu-
lasst. Es ist aber zu beachten, dass die Ergebnisse aus den Laborversuchen noch auf den
Anwendungsfall (Randbedingungen beim zu behandelnden Wasser) abgestimmt werden
muissen.
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Ergebnisse einer Umfrage zur Anwendung von Ozon in der deutschen Trinkwasser-
aufbereitung

Vom DVGW wurde 2008 eine Umfrage zum Regelwerk Wasser durchgefihrt, bei dem
1520 Wasserversorgungsunternehmen angeschrieben wurden. Die Beteiligung der Um-
frage lag bei 72 %, so dass die Ergebnisse der Umfrage als reprasentativ angesehen wer-
den dirfen. Es wurde darin u. a. auch abgefragt, ob ein oxidativer Aufbereitungsprozess
im WVU angewandt wird. Von 92 WVU wurden entsprechende Angaben gemacht, wobei
sich wegen der Art der Abfrage nicht klaren lasst, ob bei der jeweiligen Anwendung Ozon,
Wasserstoffperoxid oder Kaliumpermanganat eingesetzt werden.

Um ein genaueres Bild der Ozonanwendung in der Praxis der 92 WVU zu erhalten, wurde
vom TZW ein erganzender Fragebogen zu folgenden Schwerpunkten ausgearbeitet:

—  Ubersicht zur jahrlich ozonten Wassermenge in Deutschland
—  Herkunft des ozonten Rohwassers

—  Grande fir den Einsatz von Ozon als Aufbereitungsstufe

—  Platzierung der Ozonung in der etablierten Aufbereitungskette
—  Konkrete Angaben zur Ozonung (Dosis, Kontaktzeit, ...)

—  Beschaffenheit des Rohwassers (allgem. Wasserparameter)

Da die Angaben der 92 WVU mit oxidativer Aufbereitungsstufe in der DVGW-Umfrage von
2008 anonymisiert publiziert wurden, Gbernahm der DVGW im Jahr 2009 die Versendung
unseres Fragebogens an die WVU. Insgesamt haben 36 WVU und damit knapp 40 % der
angeschriebenen Unternehmen den Fragebogen beantwortet, wobei 10 WVU angaben,
kein Ozon zu nutzen. Von den restlichen 26 WVU mit Ozoneinsatz wurden Angaben zu
insgesamt 33 Wasserwerken gemacht.

Zusétzlich zu dieser Umfrage konnten Daten weiterer 11 Wasserwerke mit Ozonstufe be-
ricksichtigt werden. Die Auswahl basierte dabei auf einer im Jahr 1999 von der IAWR
durchgefihrten Umfrage zur Wasserférderung und Wasseraufbereitung im Rheineinzugs-
gebiet. Diese Datensatze wurden aufgenommen und auf ihre Aktualitat hin Gberprift. Wei-
tere 14 WVU, die nicht in den oben erwahnten Umfragen erfasst wurden, konnten aus
TZW-internen Quellen mit aufgenommen werden. In Summe konnten Daten =zu
58 Wasserwerken ausgewertet werden, wobei die Datensatze anonymisiert wieder-
gegeben werden.

Ausgewahlte Daten sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden. In Tabelle 1 wird der
Einsatz der Ozonung in Bezug zur Wassermenge pro Wasserwerk angegeben.
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Tabelle 1 Anzahl der Wasserwerke (WW) mit Ozonung in Bezug zur aufbereiteten Was-
sermenge

Wassermenge

/ Mio m*/Jahr <01 0,1-05 05-1 1-5 5-10 >10

Anzahl WW 2 8 8 18 9 13

Dabei gliedert sich die Herkunft der ozonten Wésser auf unterschiedliche Rohwasser auf
(s. Tabelle 2).

Tabelle 2 Haufigkeit der Rohwasser-Typen, die zur Ozonung verwendet werden (OW =

Oberflachenwasser, QW = Quellwasser, UF = Uferfiltrat, GW = Grundwasser)

OW + GW +

k.a. GW +

o | ow aw  uF W+ gy YR+ gwy UP+r oquy UPH

Qw GW UF k.a. ow k.a.

GW GW
Anzahl 24 14 6 3 3 3 2 1 1 1

Auch die Grinde fur den Ozoneinsatz (Mehrfachnennungen waren méglich) unterschieden
sich je nach Anwendungsfall. Die in der Umfrage erhobenen Informationen werden hier
zusammenfassend mit den seitens der Wasserversorger angegebenen Aufbereitungs-

zielen angeflhrt:

—  Desinfektion 31x
—  Effizienzsteigerung 18x
—  Verminderung organischer Verbindungen 16x
—  Verminderung anorganischer Verbindungen 10x
—  Entfernung von Geschmack 10x
—  Entfernung von Geruch 9x

—  Verminderung der Farbung 9x

Ein wesentliches Anliegen der durchgefilhrten Umfrage war es, zu einer Ubersicht der
Aufbereitungskombinationen in den Wasserwerken zu gelangen und dabei insbesondere
die Anordnung der Ozonung im Gesamtprozess zu berlcksichtigen. Die befragten WVU
wurden gebeten, die Reihenfolge der Aufbereitungsverfahren (Filtration, Flockung, Ozo-
nung, Aktivkohle, Desinfektion, usw) aufzulisten. Hierbei wurden vielfaltige Verfahrens-
kombinationen gefunden, von denen beispielhaft der Rohwassertyp Oberflichenwasser in
Abbildung 3 und Abbildung 4 gezeigt wird.
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Reihenfolge der Aufbereitungsverfahren in Wasserwerken mit Oberflachenwas-
ser, die eine Ozonung als Aufbereitungsstufe enthalten (15 Kombinationen)

Abbildung 3
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Abbildung 4 Reihenfolge der Aufbereitungsverfahren in Wasserwerken mit Oberflachenwas-
ser, die eine Ozonung als Aufbereitungsstufe enthalten (5 Kombinationen)

In der Gesamtauswertung wurden fiir die unterschiedlichen Wassertypen folgende Verfah-
renskombinationen gefunden:

—  Quellwasser 12 Kombinationen
—  Oberflachenwasser 20 Kombinationen
—  Grundwasser 3 Kombinationen
- Uferfiltrat 6 Kombinationen

- Diverse Rohwassermischungen 11 Kombinationen

Anhand des gezeigten Schemas fur Oberflachenwasser und der weiteren aufgeflhrten
Kombinationen fir andere Wassertypen wird deutlich, dass die jeweilige Aufbereitungs-
strategie stark vom verwendeten Rohwassertyp (d.h. seinen physikochemischen, chemi-
schen und mikrobiologischen Parametern), sowie den 6rtlichen Gegebenheiten abhangt.
Uberdeutlich wird dies, wenn zudem die Anzahl der Verfahrenskombinationen in Relation
zur Datenbasis von knapp 60 Wasserwerken gesetzt wird: Es gibt kaum ein Wasserwerk,
das in der Kategorie Rohwassertyp und Aufbereitungsstrecke mit einem anderen Uberein-
stimmt. Die Verfahrenslbersicht liefert somit wichtige Grundlagen fir das in diesem Pro-
jekt entworfende Laborverfahren zur praxisnahen Nachstellung der Ozonung als Aufberei-
tungsstufe.

Im Folgenden werden die Anwendungsdaten zur Ozonung zusammenfassend wieder-
gegeben:

—  Die Ozondosis bei 30 Wasserwerken liegt in einem Bereich von 0,1 mg/L bis 7 mg/L.
In den meisten Fallen werden Dosen von < 1 mg/L dem Wasser zugesetzt. Ein Was-
serwerk verwendet mit 7 mg/L vergleichsweise hohe Ozondosen.

—  Die Restgehalte betragen nach dem Ozoneintrag max. 1,5 mg/L. Sofern die Rest-
gehalte von Ozon > 0,05 mg/L liegen, wird mit nachgeschalteten Filterstufen das
Restozon bis unter die gesetzlich zuldassige Grenze von 0,05 mg/L gebracht.
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—  Die Kontaktzeiten variieren aufgrund baulicher Gegebenheiten und schwankender
Durchsatzmengen. Bei 14 Wasserwerken liegt die maximale Kontakizeit zwischen
10 min und 30 min. Kontaktzeiten unter 10 min werden von 5 Wasserwerken, Zeiten
im Bereich von 30min bis 60 min von 3 Wasserwerken angegeben. Bei
5 Wasserwerken wurden Zeiten von mehr als einer Stunde angegeben, wobei hier
die Verweildauer der nachgeschalteten Filterstufe zur Ozonung hinzugerechnet wur-
de.

3.2  Ozon- und Ozonungsreaktionen
Ozonerzeugung, Stoffeigenschaften und Reaktionen mit Wasser(inhaltsstoffen)

Ozon ist seit der Mitte des 19. Jahrhunderts bekannt und wird heutzutage groBtechnisch
aus Sauerstoff mittels stiller elektrischer Entladung hergestellt, wobei die Produktion vor
Ort stattfinden muss, da es thermodynamisch nicht stabil ist und wieder spontan in einer
Ruckreaktion zu Sauerstoff zerféllt. In jingster Zeit werden neben der Herstellung Uber die
stille elektrische Entladung in der Gasphase auch elektrochemische Prozesse in der Was-
serphase auf ihre groBtechnische Eignung hin untersucht. Neben der technischen Herstel-
lung wird Ozon auch in der Umwelt durch Einwirkung von UV-Licht in den oberen Luft-
schichten gebildet (Ozonschicht).

Ozon ist ein starkes Oxidationsmittel, das mit vielen organischen und anorganischen Was-
serinhaltsstoffen reagiert. Als stark endotherme und daher thermodynamisch instabile (ki-
netisch metastabile) Verbindung hat Ozon eine groBe Tendenz, unter Bildung von Sauer-
stoff und Energieabgabe (-285,6 kd/mol) zu zerfallen. Der Ozonzerfall 1auft ohne die An-
wesenheit von Katalysatoren bei Raumtemperatur nur langsam ab. Sind Katalysatoren wie
Manganoxid, Bleioxid oder Aktivkohle zugegen, beschleunigt sich die Zersetzungsrate.
Auch eine Temperaturerhdhung fihrt zu einer gesteigerten Zerfallsrate. Wahrend die
Halbwertszeit des Ozonzerfalls in Luft bei z.B. —25 °C bei 8 Tagen liegt, reduziert sich die-
se bei 20 °C auf 3 Tage und bei 120 °C auf 1,5 Stunden. Liegt die Temperatur oberhalb
von 250 °C, reduziert sich die Halbwertszeit auf wenige Sekunden !,

In Wasser kénnen neben dem Autozerfall weitere Reaktionen eintreten. Ein wichtiges Re-
aktionsprodukt des Ozonzerfalls ist das OH-Radikal, auf dessen Bildungsweg und seine
konkurrierende Stellung als weiteres Oxidationsmittel ndher eingegangen werden muss.
OH-Radikale sind bei einer Ozonung im wassrigen Medium Ublicherweise immer vorhan-
den. Der pH-Wert des Wassers nimmt Einfluss auf die Stabilitdt des Ozons in Wasser, da
Uber Hydroxidionen der Ozonzerfall iniziiert wird. In den folgenden Gleichungen werden
Reaktionswege des Ozons mit Hydroxidionen wiedergegeben (Gleichungen 1 bis 4).
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Abbildung5  Reaktionswege von Ozon in Wasser im alkalischen Bereich "%l
Auch in wassriger Phase ist die Stabilitdt des Ozons temperaturabhangig. Bei 15 °C wird
eine Halbwertszeit von 30 min, bei 25 °C eine von 15 min angegeben "%,

Neben dem pH-Wert und der Temperatur wird der Ozonzerfall auch durch den Gehalt an
Carbonationen beeinflusst. Dabei reagiert das Carbonation nicht direkt mit Ozon, sondern
hat als Radikalfanger Uber seine Reaktion mit OH-Radikalen einen indirekten Einfluss auf
die Halbwertszeit des Ozonzerfalls. Durch Zugabe von Natriumcarbonatlésung kann der
Ozonzerfall entsprechend verzdgert werden ', Da im neutralen pH-Bereich Hydrogen-
carbonat das dominierende lon ist, wird die Reaktion hauptséchlich mit diesem stattfinden
(s. Gleichungen 5 und 6). Dies ist wichtig, da neben dem entstehenden Carbonat-Radikal
,nur’ Wasser gebildet wird. Liegt der pH-Wert jedoch héher, so kann bei dieser Reaktion
wieder ein Hydroxidion gebildet werden, das mit Ozon reagiert.

(5) 'OH+CO; — OH +CO;  k=39-10° L
; mol - s

(6) ‘OH+HCO;, — H,0+CO;  k=85-10° L
mol - s

Der DOC-Gehalt kann die Ozonstabilitat auf zwei Arten beeinflussen. Zum einen kann der
DOC durch direkte Reaktion die Ozonkonzentration verringern, zum anderen kann DOC
aber auch mit OH-Radikalen reagieren und diese vermindern.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Ozon- und OH-Radikalexposition in
Wassern in komplexer Weise von den Parametern Temperatur, pH-Wert, Hydrogencarbo-
nat- und DOC-Gehalt abhangen. Zusatzlich dazu missen noch weitere Wasserinhaltsstof-
fe berlicksichtigt werden, die eventuell nur im Spurenbereich vorhanden sind, jedoch fir
die Bildung von Transformationsprodukten eine Schlisselrolle einnehmen kénnen (z.B.
Bromid bei der Bromat- und NDMA-Bildung).
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Erganzend zu der im ersten Teil der Literaturstudie getroffenen Aussage, dass die An-
wendung von Ozon in der Wasseraufbereitung in vielfaltigen Kombinationen ver-
fahrenstechnischer Art erfolgt, muss zusatzlich die zentrale Bedeutung des Einflusses ver-
schiedener physikalisch-chemischer Parameter berlcksichtigt werden.

Reaktionen mit funktionellen Gruppen

Ziel der Literaturbersicht war es, mdglichst allgemeine Reaktionsmuster bestimmter
Strukturelemente und funktioneller Gruppen herauszuarbeiten, um damit mdgliche Oxida-
tionsprodukte von noch nicht untersuchten Verbindungen vorhersagen zu kénnen. Diese
Strukturfragmente kénnen dann als Grundlage zur toxikologischen Risikoabschatzung
herangezogen werden. In diesem Zusammenhang wurde in der Projektbegleitgruppe der
Begriff pratoxophore Gruppe eingefihrt, unter der ein Strukturelement einer Verbindung zu
verstehen ist, das nach Reaktion mit Ozon oder OH-Radikalen zu einer erhéhten
(Gen)Toxizitat fuhrt.

In einem Review von von Gunten werden fundamentale Reaktionen flir die Umsetzung
anorganischer und organischer Verbindungen mit Ozon beschrieben, die nach einem ers-
ten Reaktionsschritt in reaktiven Zwischenstufen enden kénnen '>'", In Abbildung 6 wird
ein allgemeiner Uberblick der Reaktion eines Substrates S mit Ozon gegeben.

s'0"+ 0, (*0y)

A

S+03 — » S'000° B— s7+05
¢ S'0* + 0y
D

HS+03 —  » HS'O0OO0 ————>  SOOOH

/O\
E o O
e e AT

Abbildung 6 Allgemeine Reaktionsmechanismen von Ozon mit elektronenreichem Substrat S
(nach '),
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Folgende Reaktionspfade sind in Abbildung 6 zu differenzieren:

A) Ein Sauerstoffatom-Transfer kann zu anionischen, ungeladenen oder kationi-
schen Spezies fuhren. Dabei wird auch Singulett- oder Triplettsauerstoff gebildet.

B) Bei einer Elektronentransfer-Reaktion bilden sich ein Radikal-Kation und ein
Ozonradikal-Anion.

C) Aus der gleichen reaktiven Zwischenstufe kénnen sich auch ein Oxylradikal und
ein Peroxidradikal-Anion bilden.

D) Diese Reaktion kann als Ozoneinfihrung bezeichnet werden

E) Uber eine Cycloaddition an eine Doppelbindung wird ein Prim&rozonid gebildet,
das Ausgangspunkt weiterer Reaktionen ist (Criegee-Mechanismus).

Bei der Reaktion von Ozon mit organischen Verbindungen ist der elektrophile Angriff an
eine Doppelbindung bedeutsam. Diese Reaktion mit anschlieBender C-C-Spaltung wird
als Ozonolyse bezeichnet. Der von Criegee untersuchte Mechanismus bildet zunachst
nach der elektrophilen Ozonaddition Uber ein intermediér gebildetes Carboniumion den 5-
Ring 1,2,3-Trioxolan (s. Abbildung 7, Nr. 2). Dieses Primé&rozonid konnte bei Ozonungen
in organischen Lésungsmitteln isoliert werden, ist jedoch in Wasser nicht stabil und rea-
giert unter C-C-Spaltung weiter.

o 0 o)

N N+ N

0, O 0 |O CI) O

(2t b — | L — ], L
1 2 3 4

Abbildung 7 Angriff des Ozons an eine Doppelbindung mit anschlieBender C-C-Spaltung

Das Ozonid reagiert in wassriger Losung zu Aldehyden, Ketonen, Carbonsduren und Per-
oxiden weiter. In Abbildung 8 sind einige Reaktionswege flr die Verbindungen 3 und 4
dargestellt. Es kdnnen Gber Folgereaktionen mit anderen Reaktionspartnern oder Umlage-
rungen verschiedene thermodynamisch stabile Endprodukte entstehen (5 bis 9), wobei es
sich oft um Carbonylverbindungen handelt, deren Sauerstoffatome an den Kohlenstoff-
atomen der vormals angegriffenen Doppelbindung lokalisiert sind.
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Abbildung 8 Angriff des Ozons an eine Doppelbindung und anschlieBende C-C-Spaltung

Exemplarisch fir die Bildung des Folgeprodukts 7 soll die Reaktion des Carbonyloxids 3
mit Wasser beschrieben werden. Hier bildet sich neben einer Carbonylverbindung auch
Wasserstoffperoxid, das ebenfalls als Oxidationsmittel wirkt (s. Abbildung 9).
0 /OH
0 H, O 0 9

[, OH
O )< /[K + K0,

Abbildung 9 Bildung von Wasserstoffperoxid aus der Reaktion des Carbonyloxids 3 mit Was-
ser

Informationen zu Reaktionsprodukten organischer Verbindungen mit Ozon und OH-
Radikalen

Bei der Literaturauswertung wurden die Informationen zur Reaktivitat einzelner funktionel-
ler Gruppen von organischen Verbindungen zusammengefasst. Fir eine detallierte Vor-
stellung der Ergebnisse wird auf die Literaturstudie verwiesen. Die Informationsgehalte der
Publikationen lassen sich aber grob wie folgt gliedern:

—  Zunachst sind Publikationen zu nennen, die nur auf die Umsetzung der Ausgangs-
verbindung (z.B. ein bestimmter anthropogener Spurenstoff) eingehen, ohne sich mit
den Transformationsprodukten zu beschaftigen.
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—  Werden in Publikationen auch Transformationsprodukte diskutiert, sind hier erheblich
mehr Informationen fir die Literaturiibersicht zu gewinnen. Dabei tritt haufig auf,
dass nur einzelne Transformationsprodukte analytisch erfasst werden und der Reak-
tionsweg oftmals hypothetisch bleibt, d.h. angenommene Zwischenverbindungen
analytisch nicht Uberprift wurden. Ein weiteres Merkmal solcher Publikationen ist,
dass oftmals die Bilanzierung der Stoffumsetzung nicht quantitativ ist und somit die
Frage nach weiteren Transformationsprodukten offen bleibt.

— Auf der héchsten Informationsstufe sind Publikationen angesiedelt, die Wert auf eine
Bilanzierung aller Transformationsprodukte legen. Zusatzlich dazu sind auch analyti-
sche Daten zu Zwischenprodukten enthalten, die sehr wichtig zur Aufklarung und
Bestatigung des angenommenen Reaktionsweges sind.

Die meisten aktuellen Publikationen sind auf der zweiten Informationsstufe angesiedelt
und nur wenige sind so umfassend, dass in Bezug auf Strukturaufklarung und Bilanzierung
kaum noch Winsche offen bleiben. Hieran wird klar, dass trotz modernster analytischer
Techniken auch heutzutage noch erhebliche Schwierigkeiten in der Aufklarung der Trans-
formationsprodukte bestehen bleiben.

Fazit zur Reaktion von Ozon mit organischen Spurenstoffen

Obwohl Ozon und OH-Radikale zu den starksten Oxidationsmitteln gehéren und mit sehr
vielen organischen Verbindungen reagieren, findet gewdhnlich keine vollstdndige Oxidati-
on statt, bei der am Ende nur noch Kohlenstoffdioxid, Wasser und anorganische lonen
vorliegen. Grund hierfir sind u. a. die begrenzte Exposition der Oxidationsmittel (Ozon und
OH-Radikale) und eine Persistenz oder verlangsamte Reaktionskinetik der Transfor-
mationsprodukte gegen einen erneuten Angriff. Sofern in der Literatur Reaktionswege des
Abbaus aufgezeigt werden, folgen sie im Allgemeinen dem in Abbildung 10 gezeigten
Schema.

Edukt
N

Primarprodukte

A Sekundarprodukte

A [ carbonsiuren

' CO, + Wasser

Abbildung 10  Vereinfachung des in der Literatur Ublicherweise anzutreffenden Schemas der
Reaktion einer Verbindung mit Ozon/OH-Radikalen
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Die dabei entstehenden Carbonylverbindungen, Aldehyde sowie vor allem Mono- und Di-
carbonsduren scheinen — zumindest unter wasserwerksnahen Bedingungen — ausrei-
chend stabil gegen einen weiteren oxidativen Agriff zu sein und stellen somit thermody-
namisch stabile Produkte der Ozonung dar. Daneben besteht auch die Méglichkeit der
Bildung von Kohlensaure bzw. Kohlenstoffdioxid, in denen das C-Atom die Oxidationsstufe
(+1V) besitzt. Dieses wird dann nicht mehr zum organischen Kohlenstoff (DOC) gerechnet.
Das Ausmaf der CO.-Bildung liegt aber fir die Mehrzahl der Verbindungen im unteren
Prozentbereich 1'%,

Neben Bromat muss insbesonde NDMA als Transformationsprodukt der Ozonung beach-
tet werden. Es konnte experimentell gezeigt werden, dass sich der PSM-Metabolit DMS
unter Beteiligung von Bromid zu NDMA umsetzt ", Aus den Untersuchungen darf ange-
nommen werden, dass in einem ersten Reaktionsschritt mit Ozon die Reaktion von Bromid
zu Hypobromit stattfindet. Das Hypobromit greift anschlieBend die NH.-Gruppe des DMS-
Molekils an und bildet ein Bromamin. Die Autoren stellen einen hypothetischen Reakti-
onsmechanismus vor, der den weiteren Reaktionsweg beschreibt und schlieBlich zu
NDMA und Nitrat als thermodynamisch stabile Transformationsprodukte flhrt.

Im Hinblick auf die Frage nach pratoxophoren Gruppen kann im Umfeld der NDMA-
Problematik ein Strukturelement definiert werden, das zu molaren Bildungsraten im mittle-
ren Prozentbereich fiihrt (s. Abbildung 11) ["°,

O @) CH

Hon 7/ Ozonung N
N—S—N - N—N

rest” O\ in Trinkwasser “oH,
pratoxophore Gruppe NDMA

Abbildung 11 Strukturelement Me,(SO,)NH-R als pratoxophore Gruppe, die bei der Ozonung in
Trinkwasser in deutlichen Ausbeuten NDMA bildet.

In gewissem MaBe lassen sich auch der Ozonangriff an Doppelbindungen nach dem Crie-
gee-Mechanismus und die daraus entstehenden Transformationsprodukte (Carbonsauren
und Aldehyde) vorhersagen. Es ensteht hier aber — im Unterschied zum NDMA — nicht ein
definiertes Transformationsprodukt, sondern eine neue funktionelle Gruppe an einem Mo-
lekulbruchstiick nach der C-C-Bindungsspaltung, das abhangig vom Vorlaufermolekil ist.

Aus der Molekulstruktur und ihren funktionellen Gruppen kénnen zwar einige Reaktions-
wege und Produkte postuliert werden, jedoch sind die Reaktionswege oft kompliziert und
universelle Aussagen kaum mdéglich. Urs&chlich liegt dies an den zwei sehr starken Oxida-
tionsmitteln (Ozon und OH-Radikale), die zu oft unspezifischen und unselektiven Reaktio-
nen mit organischen Verbindungen fihren kénnen, und an der strukturellen Vielfaltigkeit
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der anthropogenen Spurenstoffe. Zudem muss beachtet werden, dass primare Transfor-
mationsprodukte mit weiterem Ozon zu Folgeproduktien reagieren kénnen und letztlich
eine komplexe Mischung an Transformationsprodukten vorliegen kann. Die in der Trink-
wasseraufbereitung eingesetzten Ozondosen bewirken meist nur eine unwesentliche Ab-
nahme der DOC-Konzentrationen, da bei diesen Bedingungen meist nur ein Sauerstoff-
einbau in das Molekdl erfolgt (z.B. Hydroxylierung von Aromaten oder Aufspalten von
Doppelbindungen). Eine Mineralisierung der Ausgangsverbindungen, d.h. die Oxidation
bis zum Kohlenstoffdioxid und Wasser, spielt unter den Bedingungen der Trinkwasserozo-
nung eine untergeordnete Rolle.
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4 Gentoxikologische Gefahrdungsabschatzung der
Ozonung

Die Notwendigkeit der Regulation von méglichen Gefahrdungspotenzialen nach Ozonung
(hier: fr Transformationsprodukte von anthropogenen Spurenstoffen bei der oxidativen
Trinkwasseraufbereitung) ergibt sich unmittelbar aus der Trinkwasserverordnung. Sie for-
dert ein Wasser fur den menschlichen Gebrauch, das durch seinen Genuss oder Ge-
brauch eine Schadigung der menschlichen Gesundheit nicht besorgen lasst. Darin kommt
ein Qualitdtsanspruch zum Ausdruck, der nicht allein auf die Abwehr bekannter und wis-
senschaftlich quantifizierbarer Gefahrdungspotenziale abstellt, sondern zugleich die Vor-
sorge gegen solche Gefahrdungspotenziale einfordert.

Der Parameter Gentoxizitat gilt auf Grund seiner humanrelevanten biologischen Konse-
quenzen (Krebs, Erbkrankheiten, Verdnderung des Epigenoms als Vermittler zwischen
Umwelt und Genom) als prioritdrer Bewertungsparameter. Die Empfehlung des Umwelt-
bundesamtes nach Anhérung der Trinkwasserkommission beim Umweltbundesamt ,Be-
wertung der Anwesenheit teil- oder nicht bewertbarer Stoffe im Trinkwasser aus gesund-
heitlicher Sicht* nimmt darauf Bezug ",

Auf diesen regulativ festgeschriebenen Konzepten basieren die methodischen Entwicklun-
gen, die zur Uberbriickung von Kenntnisliicken im allgemeinen und im Projekt speziell im
Bereich der Bildung von Transformationsprodukten bei der Trinkwasseraufbereitung mit
Ozon verwendet werden sollen.

Die zu erarbeitende Teststrategie muss die wissenschaftliche Basis schaffen, um mdgliche
Gefahrdungspotenziale nach Ozonung zu erfassen und zu bewerten. Zum Verstandnis der
Vorgehensweise bei der Zusammenstellung der Testverfahren und deren praxisbezogener
Anwendung ist es zwingend erforderlich, die methodischen Rahmenbedingungen und die
wissenschaftlichen Méglichkeiten zu kennen.

Pragmatisch fir die experimentelle Umsetzung ergibt sich daraus, dass zunachst primare
Schlisselmechanismen identifiziert werden muissen, d.h. zum Beispiel eine Unter-
scheidung zwischen gentoxischen und nicht gentoxischen Mechanismen.

Untersuchungen zur Identifizierung von gentoxischem Gefahrdungspotenzial fur Umwelt-
schadstoffe (z. B. Arzneimittel und deren Metabolite) zeigen, dass zunachst auf Grund der
Stoffeigenschaften vorrangig verschiedene nicht gentoxische Mechanismen mit jeweils
eigenen Dosis-Wirkung-Beziehungen induziert werden.

Mit Hinblick auf den zu bewertenden adversen Effekt ist somit davon auszugehen, dass

multiple Wirkmechanismen wiederum die Manifestation von verschiedenen Toxizita-

ten/Schadensbildern bewirken. Damit wird deutlich, dass die Identifikation des(r) primaren
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Schlisselmechanismus(en) von entscheidender Bedeutung fiir den Prozess der Risiko-
bewertung ist. An diesem biologisch determinierten Ausgangspunkt hat sich die Entwick-
lung der Teststrategien auszurichten.

Diese sind im ersten Schritt nicht darauf ausgerichtet, umfassende quantitative Risikoab-
schatzungen (Ableitung von Wirkschwellen) vorzunehmen, sondern Kenntnisse zu Wirk-
mechanismen im Sinne einer Ja-/Nein-Entscheidung zu generieren. Die Teststrategie soll-
te daher als bestmdgliche Option zum Nachweis unerwiinschter Wirkungen entwickelt
werden, um im Sinne der Vorsorge handlungsféahig zu sein. Die flexible Vorgehensweise
ist vor dem Hintergrund der relativ hohen Unsicherheit in Bezug zu den zu erwartenden
Stoffmustern von groBer Bedeutung fir die Identifizierung des primaren Schlisselmecha-
nismus. Die wissenschaftliche Abklarung von positiven Befunden kann nicht durch starre
Teststrategien erfolgen, sondern erfordert flexible Lésungsansatze.

Derzeit werden im Umweltbereich Gber den Einsatz von Biotests folgende Zielstellungen
verfolgt:

— die toxikologische Charakterisierung von chemisch analysierten Einzelsubstanzen

— die Biotest-basierte Identifikation von bisher chemisch-analytisch nicht erfassten
Substanzen und

— die Biotest-basierte Prozessiberwachung.

Ein wesentliches Kriterium fir die Ausrichtung der Teststrategie sind die zu bewertenden
Expositionsszenarien (z.B. Konzentrationsbereich, Einzelsubstanz oder Gemisch). In Be-
zug zu den bewertungsrelevanten Parametern und den Reaktionsabfolgen wahrend der
Ozonung (reaktive Sauerstoffspezies) werden im Projekt Teststrategien flir die biologi-
schen Endpunkte Gentoxizitat und Zytotoxizitdt unter Einbeziehung oxidativer Schaden
eingesetzt.

In der Synopse aller Testverfahren lassen sich Effekte frihzeitig im Sinne des Vorsorge-
prinzips in den Wirkkaskaden der Schadenssetzung erfassen. Die aufgezeigten Gefahr-
dungspotenziale missen fir die realistische Gefahrdungsabschatzung mit den Daten zur
Exposition in Verbindung gesetzt werden und erlauben in der Folge eine Priorisierung far
die weitere Risikoabschatzung. Aus dieser Uberlegung ergibt sich eine mégliche Verfah-
rensweise zur Erfassung von Gefahrdungspotenzialen (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12  Verfahrensweise zur Erfassung von Gefahrdungspotenzialen

Generell ist anzustreben, dass flr den Nachweis von Gefédhrdungspotenzialen (Screening)
zunachst ein vereinfachter Verfahrensansatz eingesetzt werden kann. Konkret heif3t das,
durch Testkombinationen eine mdglichst verldssliche und schnelle Aussage hinsichtlich
des Wirkmechanismus (Gentoxizitat Ja/Nein) zu erhalten.

Bei Nachweis von positiven Befunden gilt es, flr die verursachende Substanz eine quanti-
tative Risikoabschatzung vorzunehmen. Die zu erwartenden Konzentrationen an Trans-
formationsprodukten liegen mit hoher Wahrscheinlichkeit im Niedrig-Dosis-Bereich. Bei
der Bewertung steht also nicht das toxikologische Risiko zur Diskussion (Hoch-Dosis-
Mechanismen), sondern vielmehr die toxikologische Sicherheit im Vordergrund. Daflr soll-
te bei Negativ-Befunden eine Aufkonzentration der Proben vorgenommen werden, um
falsch-negative Ergebnisse auszuschlieBen.
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Mit dem Wissen Uber die Stoffeigenschaften der zu erwartenden Substanzen und die neu-
en methodischen Entwicklungen zum Nachweis gentoxischer Wirkungen und damit asso-
Ziierter Prakursorereignisse ist eine Diskussion Uber die Einbeziehung dieser Ereignisse
notwendig.

Abbildung 13 zeigt Reaktionsfolgen, die Uber die Zeit zum Schadensbild Mutation fihren
kénnen. Die Mutation gilt als zentrales Ereignis im Prozess der Kanzerogenese. Ziel aller
Gentoxizitatsprifungen ist es, diese nachzuweisen. Die Wahrscheinlichkeit des Schadens-
eintritts erhdht sich bei anhaltender und/oder komplexer Exposition.

Schadstoff
Oxidative Schaden — Tumorpromotoren
1l 1l
DNA-Reparatur |:,é;> Prakanzerogene
J:L Lasionen
Intakte DNA Jl
Mutation

0

Kanzerogenitat

Abbildung 13  Hierarchische Reaktionsfolge am Beispiel der Gentoxizitat/Kanzerogenitat

Daher sollte die Teststrategie zur Erfassung gentoxischer Effekte so ausgerichtet werden,
dass die sogenannten Prakursorereignisse mit erfasst werden kénnen. Entsprechend der
zu erwartenden Stoffmuster nach Ozonung (reaktive Sauerstoffspezies) wird als Préakur-
sorereignis die ROS-Induktion als mégliches Testverfahren geprift. Als Basistests der
Gentoxizitatsprifung kommen der Ames-Test und der Mikrokerntest zum Einsatz.
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5 Das Transformationsprodukt N,N-Dimethylnitrosamin
(NDMA)

Ausgangspunkt der Untersuchungen war die Bildung von N-Nitrosodimethylamin (NDMA,
auch: N,N-Dimethylnitrosamin) als Transformationsprodukt von N,N-Dimethylsulfamid
(DMS) bei der Ozonung in Wasserwerken. Die Anwendung und der mikrobielle Abbau des
Fungizids Tolylfluanid minden in der Bildung des nicht-relevanten Metaboliten DMS. DMS
wurde in deutschen Grund- und Oberflachengewassern mit typischen Konzentration im
Bereich zwischen 100 ng/L bis 1000 ng/L bzw. 50 ng/l bis 90 ng/L detektiert. Bei der Ozo-
nung werden 30 % bis 50 % der DMS-Molekiile in NDMA transformiert. Daher lag es na-
he, die Transformation von DMS in NDMA als Positivkontrolle fiir die zu entwickelnde
Teststrategie zu verwenden.

5.1 Wirkmechanismus von NDMA in toxikologischen Testsystemen

NDMA ist hinsichtlich seines toxikologischen Wirkmechanismus eine umfangreich geteste-
te Substanz, die zu einer Gruppe von Chemikalien gehért, die zwar Tumore oder prakan-
zerogene Schéaden in Versuchstieren induziert, aber in den Standard-In-vitro-
Gentoxizitatstests negativ oder nur schwach positiv reagiert. In Tabelle 3 sind diese Er-
gebnisse summarisch aufgefihrt.

Deutlich wird, dass NDMA in der Regel erst nach metabolischer Aktivierung (+ S9) eine
mutagene Wirkung entfaltet. NDMA selbst wird als unwirksam auf biologische Strukturen
eingeschatzt, seine Metabolisierung in Organismen flhrt jedoch zur Bildung toxisch wirk-
samer Metabolite. Bei In-vivo-Untersuchungen mit NDMA wurde die Substanz als hepato-
toxisch und kanzerogen eingestuft. Diese Untersuchungen in verschiedenen Organismen
zeigten, dass NDMA nach kurzer Zeit metabolisiert wird. Es wurden zwei Wege des
NDMA-Metabolismus aufgeklart, a-Hydroxylierung und Denitrosierung (Abbildung 14). Da-
bei wurde nachgewiesen, dass mehr als 70 % der Substanz Uber den Weg der a-
Hydroxylierung und etwa 20 % Uber Denitrosierung metabolisiert werden.
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Tabelle 3 Zusammenstellung der Gentoxizitatspriifung von NDMA ["® als Reinsubstanz

Endpunkt Testsystem Ergebnisse

In-vitro - S9 +S9°
DNA-Schaden Rattenhepatozyten +
DNA-Fragmentierung Rattenhepatozyten +
DNA-Reparatur Rattenhepatozyten + +
Humane Lymphozyten +
Maushepatozyten
Hamsterhepatozyten +

Ratten-Bauchspeicheldrise-
Zellen

Genmutation Salmonella +
E. coli
S. cerevisiae

V79-Zellen, Eierstock-Zellen
(chin. Hamster)

L5178Y-Zellen (Maus-Lymphome) -
Chromosomenaberrationen Lungenzellen (chin. Hamster) +
Schwesterchromatidaustausche | Humane Lymphozyten -
Humane Fibroblasten
Eierstock-Zellen (chin. Hamster) -
V79-Zellen (chin. Hamster) -

Priméare Lungenzellen (chin.
Hamster)

+

S o e e B o B o e S o N

In vivo

Leber (Ratte, Maus, Hamster,

DNA-Methylierung Wiistenmaus) +
Humane Leber +
DNA-Fragmentierung Rattenleber und Niere
Gel-Elution Mausleber und Niere +
DNA-Reparatur Fetale Mausleber und Niere +
Maushoden +
Rattenleber +
Rattenlungenzellen +
Ratten Spermatozyten -
Keimzell-Mutationen Drosophila +
Chromosomenaberrationen Hamster-Embryo-Fibroblasten +
Mikrokerne Ratten-Knochenmark +/-
Rattenhepatozyten +
Maus-Knochenmark +
Hamster embryonale Fibroblasten
Schwesterchromatidaustausche | Chin. Hamster Knochenmark +/-
Ratten-Knochenmark +
Sperma Anomalie Maus -

"+ §9: Der Bakterienzelle fehlen die notwendigen Biotransformationssysteme des S&ugerstoffwechsels; zum Test wird
deshalb eine Lebermikrosomen-Fraktion hinzugegeben und dadurch die Testsubstanz in vitro der Metabolisierung durch
den Saugerstoffwechsel unterzogen.

— 89: ohne Zugabe der Lebermikrosomen-Fraktion
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|
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Monomethylnitrosamin Formaldehyd Formaldehyd MMethylamin
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|

CH:N*=N
Methyldiazoniumion

l + X (DNA, RNA, Proteine)

(Makromolekiile)
CHz-X

Methylierte Makromolekiile

Abbildung 14  Metabolisierungsschritte von NDMA

Beide Wege des NDMA-Metabolismus verlaufen tber ein Cytochrom P450 abhéangiges
mischfunktionelles Oxidasesystem. Dabei ist es wahrscheinlich, dass beide Wege vor al-
lem durch dieselbe Cytochrom P450-Isoform, CYP2E1, katalysiert werden. CYP2E1 ist
insbesondere flr den Metabolismus niedriger NDMA-Konzentrationen verantwortlich, wah-
rend andere Cytochrom P450-Isoformen bei héheren NDMA-Konzentrationen eine Rolle
spielen. In-vitro wurde mit gereinigtem CYP2E1 aus der Leber von verschiedenen Tier-
spezies und auch des Menschen die Metabolisierung von NDMA zu Formaldehyd nach-
gewiesen. Der Metabolismus von NDMA (ber beide Wege steigt stark an, wenn Mikroso-
men der Rattenleber mit Substanzen behandelt werden, die CYP2E1 induzieren, wie z. B.
Ethanol. In-vitro-Untersuchungen an menschlicher Leber und an Rattenleber ergaben,
dass der NDMA-Metabolismus bei Menschen und Nagern sehr &hnlich verlduft, sowohl
qualitativ als auch quantitativ. Wenn auch der NDMA-Metabolismus Uber zwei Wege ver-
lauft, so wird doch der Weg der a-Hydroxylierung als der angesehen, der fir die Entste-
hung der reaktiven Metaboliten verantwortlich ist, die wiederum Kanzerogenitat und Muta-
genitat auslésen kdénnen. Fir die Hepatotoxizitat von NDMA ist diese Zuordnung nicht ein-
deutig zu treffen.
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Das bei dem NDMA-Abbau durch a-Hydroxylierung gebildete Methyldiazonium-lon kann
mit DNA, RNA und Proteinen reagieren. Die Methylierung der DNA zu O°-Methylguanin
und anderen O°-Alkylguanin-Addukten kann durch das Enzym O°-Methylguanin-DNA-
Transferase repariert werden, indem es die Methylgruppe vom Guanin zu einem Cystein-
rest des Enzyms Ubertragt.

5.2  Modifizierte Teststrategie zum Nachweis von NDMA

Zum Nachweis der Gentoxizitat der Transformationsprodukte war innerhalb des aktuellen
Vorhabens der Einsatz des Ames-Tests, des Mikrokerntests und des Schwesterchroma-
tidaustauschtests vorgesehen. Zur Erhéhung der Sensitivitat bzw. bei spezifischen Frage-
stellungen, wie im Fall von NDMA, werden fir die In-vitro-Testverfahren haufig modifizierte
Teststrategien unter Einbeziehung eines adaquaten Metabolismus eingesetzt. Die von
Ames et al. eingefihrte Supplementierung des Tests mit subzellularen Fraktionen (S9-
Fraktionen) aus der Leber von Ratten ist ein wichtiger Bestandteil des Tests, um den
Mangel an Biotransformationsenzymen zu beheben ['"). In der Regel werden Leberzellfrak-
tionen von Ratten verwendet, die mit einer Mischung polychlorierter Biphenyle (z. B. Aro-
clor 1254) behandelt wurden. Als Standard-Teststdmme werden die Stdmme Salmonella
typhimurium TA 98, TA 100, TA 1535 und TA 1538 verwendet, die durch verschiedene
Mutationen im Histidin-Operon entsprechende Mutationsspekiren (Basenpaar- und
Frameshift-Mutationen) nachweisen.

Neben diesen Standard-Teststdmmen gibt es aber noch eine Vielzahl weiterer vorrangig
gentechnisch veranderter Teststdmme, die unterschiedliche metabolische Ausstattungen
besitzen und dadurch verschiedene Empfindlichkeiten aufweisen. Die Sensitivitat kann
weiter durch eine Erhéhung der direkten Kontaktdauer der Probe mit den Testbakterien
(Vorinkubation) und durch die enzymatische Ausstattung der verwendeten S9-Fraktion
erhdht werden. Bei der Vorinkubation werden die Teststamme flir eine kurze Zeit (20 min
bis 25 min) in einem kleinen Volumen (gewdhnlich 0,5 mL) mit der Testsubstanz bei 37 °C
geschuttelt, bevor die Probe in der Ublichen Weise im Plattengussverfahren auf Petrischa-
len aufgebracht wird. Es kommt zu einer Verlangerung der direkten Kontaktzeit der
Testsubstanz mit den Testbakterien mit dem Ziel, eine bessere Aufnahme der Substanz in
die Zellen zu beférdern. Durch die Vorinkubation konnte eine Erhéhung der Empfindlich-
keit des Tests flir bestimmte Substanzgruppen, wie z.B. den aliphatischen Nitrosaminen,
erreicht werden.

Eine weitere Mdglichkeit der Optimierung ist die Vorkonzentrierung des Agars. Normaler-
weise kdnnen maximal 0,5 mL der Probe bei einem Testansatz aufgebracht werden.
Durch eine entsprechende Vorkonzentrierung des Agars, der dann durch die Probe auf
Normalkonzentration gebracht wird, kann die Probemenge bis auf 2 mL erhdéht werden
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[18.19 Eine Variante, die hauptsachlich fiir Umweltproben zur Ermittlung des Gesamteffek-
tes eingesetzt wird. Wie bereits beschrieben, werden flir die Metabolisierung die S9-
Fraktionen aus der Leber von Ratten eingesetzt. Diese S9-Fraktionen kénnen aber auch
von anderen Tierarten (Hamster, Maus) gewonnen werden. Ebenso kann die Induktion
von spezifischen Enzymmustern durch Behandlung mit anderen Substanzen (Naphtho-
flavon, Ethanol) erfolgen. Auch die Verwendung einer humanen S9-Fraktion ist méglich.
Aber durch die hohe inter- und intraindividuelle Variabilitat der Enzymausstattung wird die-
se Variante nur flr spezifische Fragestellungen eingesetzt, wenn gleichzeitig gewahrleistet
ist, dass eine einheitliche Charge fir den Versuchsansatz zur Verfligung steht.

Glatt, DeBalle und Oesch untersuchten NDMA im Ames-Test mit dem Salmonella-Stamm
102, einem Stamm, mit dem Cross-Linking Mutationen nachgewiesen werden kénnen 2%,
Dieser Stamm war bedeutend sensitiver gegeniber der Substanz als TA 100 und
TA 1535. AuBerdem flhrte die Vorbehandlung von Mausen mit Ethanol bzw. Aceton zur
Gewinnung der S9-Fraktion zu einer Steigerung der Empfindlichkeit. Die Rolle der Alko-
holdehydrogenase als aktivierendes Enzym fir den Nachweis von Gentoxizitat von N-
Nitrosodiethylamin wird auch von Eisenbrand et al. beschrieben ). Verschiedene Autoren
schlagen zur Erzeugung eines reaktiven Metaboliten von NDMA eine Supplementierung
mit einem Leberhomogenat einer speziell behandelten Wiistenmaus vor #2224 Dje S9-
Fraktion der Wistenmaus ist transformationskompetent, wenn dieser Uber mehrere Wo-
chen Alkohol gespritzt wurde.

In der neueren Literatur wird fir den Nachweis gentoxischer Aktivitat von Alkylnitrosami-
nen der Einsatz speziell ausgestatteter Salmonella-Stamme beschrieben. Dabei nehmen
Cytochrom P450-Enzyme eine SchllUsselstellung ein. Das Cytochrom P450/2E1
(CYP 2E1) ist eine Himomonooxygenase, die die metabolische Aktivierung von Nitrosa-
minen zu elektrophilen Spezies, die mit der DNA reagieren kdnnen, ermdglicht. Es kommt
dabei zu einer Methylierung der DNA.

Die Rolle des humanen Cytochrom P450 (CYP) bei der metabolischen Aktivierung von N-
Alkylnitrosaminen wird von Fujita und Kamataki beschrieben °.. Sie setzten im Ames-Test
Stamme vom Typ Salmonella typhimurium YG 7108 ein. Es handelt sich bei diesem
Stamm um eine gentechnisch veranderte Variante des Stammes TA 1535. Dabei wurden
den Stdmmen verschiedene Formen des humanen CYP zusammen mit der humanen
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase zugesetzt. N-Alkylnitrosamine mit relativ kurzen Ket-
ten wie das NDMA wurden besonders durch das Cytochrom CYP2E1 aktiviert. Dabei ge-
lang eine Aktivierung der Substanz bis in den pg-Bereich. Die hohe Sensibilitdt von YG-
Stammen gegenliber methylierenden Substanzen zeigen auch Cooper und Porter 122,
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Mit dem Stamm YG 7108 wird fiir NDMA ebenfalls ein mutagenes Potenzial in pmol/Platte
erreicht. In einer spateren Arbeit berichten Cooper und Porter, dass eine Coexpression mit
Cytochrom bs die Mutagenitét von Nitrosaminen noch weiter erhoht #”). Ein Vergleich der
NDMA-Sensitivitdten zwischen verschiedenen Salmonella-Stammen zeigt, dass eine
Coexpression von CYP2E1 und P450 Reduktase im Stamm YG 7108 ER zu einer 5-
fachen Erhéhung der Sensitivitat gegeniber der mit dem Stamm YG 7108 + Ethanol-
induzierte S9-Fraktion erhaltenen fihrt. Eine Coexpression von Cytochrom bs mit CYP2E1
und P450-Reduktase im Stamm YG 7108bsER erhéht die Sensitivitdt noch einmal um das
ca. 100-fache. Es werden bereits bei einer Konzentration von 0,01 umol/Platte gentoxi-
sche Effekte nachweisbar.

Ahnlich wie fiir den Ames-Test sind fiir den Nachweis des primdren Wirkmechanismus in
der Saugerzellkultur methodische Entwicklungen erfolgt. Ziel war es auch hier, den ada-
quaten Metabolismus erfassen zu kénnen. Ein methodisches Konzept ist, die Zellkulturen
mittels gentechnischer Verfahren zu ,humanisieren®, um eine differenzierte Enzymausstat-
tung zu erreichen. In der Literatur sind spezifische Zellkulturmodelle beschrieben, die u. a.
die Exprimierung von verschiedenen Cytochromen P450, Alkohol- und Aldehyddehydro-
genasen, Sulfo-, Acetyl- und Glutathiontransferasen erlauben.

Durch den Einsatz primarer metabolisch kompetenter Zellen bzw. humaner Hepatozyten
wird versucht, die Sensitivitat zu steigern. Realistisch muss eingeschatzt werden, dass die
Testreihen mit primaren Zellen und humanen Hepatozyten nur zur Spezifizierung von Ver-
dachtsmomenten und entsprechend zur Quantifizierung der Effekte eingesetzt werden
kénnen. Der finanzielle Aufwand fir den Erwerb der Kulturen ist derzeit noch unverhalt-
nismaBig hoch. Hinzu kommt, dass diese Zellen fir jeden Testansatz neu erworben wer-
den muissen, da sie in Kultur nicht proliferieren.

5.3  Ergebnisse der toxikologischen NDMA-Untersuchungen

Durch den Einsatz modifizierter Teststrategien wurde der Versuch unternommen, die Sen-
sitivitat der endpunktbezogenen Testsysteme zu erhéhen. Fir alle Untersuchungen wurde
eine Stammlésung von 50 mg/mL NDMA hergestellt. Lésungsmittel war destilliertes Was-
ser.

FUr den Endpunkt Zytotoxizitat wurden folgende im Methodenteil beschriebene Tests ein-
gesetzt: Nachweis von Propidiumiodidaufnahme, XTT-Umsetzung, Lactatdehydrogenase-
freisetzung, Nukleosomen mittels CDD™* ELISA, Caspasenaktivitaten und ROS-Induktion
mittels Dihydroethidium.

NDMA wurde in hohen Konzentrationen getestet, um eine mdgliche zytotoxische Wirk-
schwelle zu ermitteln. Dabei zeigte die Substanz keine toxischen Effekte gegenliber den

34



biologischen Strukturen. Erst die Metabolisierung im Organismus flihrt zur Bildung toxisch
wirksamer Metaboliten. Der Metabolismus erfolgt vor allem in der Leber. Deshalb wurden
fur die Zytotoxizitatstestung zusatzlich primare humane Hepatozyten eingesetzt, die sich
im Vergleich zu den Leberkrebszellen HepG2 durch deutlich hdhere fremdstoffmetabolisie-
rende Enzymaktivitdten auszeichnen. Die Testverfahren mit primaren Hepatozyten zur
XTT-Umsetzung und zur Freisetzung der Lactat-Dehydrogenase wurden, wie fiir HepG2-
Zellen im Methodenteil beschrieben, durchgefihrt.

Tabelle 4 Ergebnisse der Zytotoxizitatstestung mit NDMA als Reinsubstanz
Prozentuale Anteile toter oder lebender
Testverfahren Zellen ?g,:jﬁég?]? Zellen
(NDMA / mg/L)

63 125 250 500
markierung 24 10 % tot | 13%tot | 9%tot | 9 %tot
Caspasen- : . . ,
aktivierung U 937 4 negativ negativ negativ negativ
Nukleosomen- : . . ,
nachweis U 937 4 negativ negativ negativ negativ

(NDMA / mg/L)
74 220 670 4550
* * * 77 O/O

XTT-Test HepG2 24 - - - lebend

} primare 95 % 90 % 100 % P
XTT-Test Hepatozyten 24 lebend lebend lebend
Lactatdehydro- primare 24 14%tot | 13%tot | 11% tot -+
genasefreisetzung | Hepatozyten

-* : nicht untersucht

Far NDMA konnte mit keinem der in Tabelle 4 aufgeflhrten Testverfahren eine zytotoxi-
sche Wirkung nachgewiesen werden. Auch die Untersuchung an primaren humanen He-
patozyten ergab keine zytotoxischen Effekte. Primare Leberzellen entdifferenzieren sich
im Verlauf der Kultivierung in kurzer Zeit und verlieren ihre fremdstoffmetabolisierenden
Enzymaktivitdten. Primare humane Hepatozyten sind daher kein geeignetes Testsystem
zum Nachweis zytotoxischer Wirkungen von NDMA.

Weitere Untersuchungen zur Etablierung eines geeigneten Testsystems flr den Nachweis
toxischer Effekte von NDMA wurden mit einer Kombination von Zelllinien und gereinigten,
kommerziell verfugbaren Praparationen fremdstoffmetabolisierender Enzyme durch-
gefuhrt. FUr den Metabolismus des NDMA im Organismus gilt nach dem aktuellen Kennt-
nisstand ein Verlauf tUber ein Cytochrom-P450-abhéangiges mischfunktionelles Oxidase-
system als gesichert, wobei die Reaktionen durch eine Cytochrom P450 Isoform, CYP2E1,
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katalysiert werden. Dabei spielt CYP2E1 insbesondere fir den Metabolismus niedriger
NDMA-Konzentrationen eine Rolle, wahrend andere Cytochrom P450 Isoformen bei héhe-
ren NDMA-Konzentrationen wirksam werden. Es wurden deshalb Untersuchungen an Zel-
len nach Zugabe definierter Enzympraparationen von CYP2E1 und eines Mix aus ver-
schiedenen Cytochrom P450 Isoformen unter Koenzymzusatz durchgefihrt. Als Zytotoxizi-
tatstests wurden der XTT-Test mit HepG2-Zellen und die ROS-Induktion mit Jurkat-Zellen
eingesetzt. Als aufgereinigte Enzyme wurden CYP2E1+reductase+b5 (Gentest Superso-
mes human, Firma BD) und ein Supermix fremdstoffmetabolisierender Enzyme (Supermix
cDNA Supersomes, Firma BD) verwendet.

Tabelle 5 Ergebnisse der Zytotoxizitatstestung mit NDMA als Reinsubstanz nach Zusatz
von ausgewahlten Praparationen fremdstoffmetabolisierender Enzyme
Testverfahren Zellen + fremstoffme- Prozentuale Anteile toter oder lebender
tabolisierende Enzyme Zellen (NDMA / mg/L)
0 500 4550
XTT-Test HepG2+CYP2E1 100 % lebend - 95 % lebend
HepG2+CYP Supermix 100 % lebend -* 90 % lebend
ROS-Induktion | Jurkat+CYP2E1 8 % 8 % -*
Jurkat+ CYP Supermix 8 % 7 % -*
Jurkat+CYP2E1+CYP Supermix 8 % 7 % -*

-* : nicht untersucht

Die Ergebnisse zeigten keine zytotoxischen Effekte nach der Zugabe der aufgereinigten
Enzympraparationen (Tabelle 5). Eine Erklarung hierflr ist, dass es bei Untersuchungen in
einem Zweikompartimentensystem schwierig ist, die beiden Kompartimente des Testsys-
tems, Zellen und Enzympraparationen, optimal aufeinander abzustimmen. Die Bemuhun-
gen zur optimalen Abstimmung der beiden Kompartimente hinsichtlich der Reaktionsbe-
dingungen, wie Puffer (lonenkonzentrationen) und pH-Wert sowie des zeitlichen Verlaufs
der Reaktionen, fiihrten nicht zur Verstarkung der Sensitivitat.

Weiterhin wurden 3 Trinkwasserproben, denen N,N-Dimethylsulfamid (DMS) in unter-
schiedlichen Konzentrationen zugesetzt wurde, sowie eine Blindprobe (Trinkwasser) un-
tersucht. Diese 4 Proben wurden jeweils mit Ozon behandelt, um die Umsetzung von DMS
zu NDMA bestimmen zu kdnnen. Es wird angenommen, dass bei Ozonung 30 % bis 50 %
des DMS zu NDMA umgesetzt werden. Die eingesetzte Ozondosis betrug 6 mg/L. Nach
einer Ozonungszeit von 30 Minuten wurden die Proben noch ca. 30 Minuten mit Stickstoff
gespllt, um das Restozon auszublasen. Danach erfolgte die Aufteilung der Proben flr die
analytischen und toxikologischen Untersuchungen. Die Ozonungsversuche sowie die Ana-
lysen wurden vom Projektpartner TZW Karlsruhe durchgefthrt. In Tabelle 6 sind die Ana-
lysenwerte zusammengestellt.
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Tabelle 6 Ozonung von DMS und Bildung von NDMA (in Trinkwassermatrix)
Probe-Nr. Zugesetzte Menge DMS Gemessene NDMA-Konzentration
/ ug/L / ug/L
1 Blindprobe -
2 2 0,61
3 20 5,3
4 200 43

Die Ergebnisse der Untersuchungen der Wasserproben mit den aufgeflihrten Testverfah-

ren sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7 Ergebnisse der Zytotoxizitatstestung der mit DMS aufdotierten und ozonten
Wasserproben (Proben enthalten durch Ozonung gebildetes NDMA)
Testverfahren Belastung Prozentuale Anteile toter oder lebender Zellen
(Stunden)
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
0* 0,305* 2,65* 21,5*
Propidiumiodid- 2 7 % tot 7 % tot 8 % tot 6 % tot
markierung
24 5 % tot 6 % tot 7 % tot 5 % tot
Caspasen- . . . .
aktivierung 4 negativ negativ negativ negativ
Nukleosomen- : : . .
nachweis 4 negativ negativ negativ negativ
0* 0,203* 1,77* 14,3*
XTT-Test o4 95 % 95 % 95 % 102 %
lebend lebend lebend lebend
Lactatdehydro- 24 11 % tot 12 % tot 18 % tot 11 % tot
genasefreisetzung

* Testkonzentration ug/L NDMA

Die durchgeflhrten Tests ergaben keine Hinweise auf zytotoxische Wirkungen der Was-
serproben. Bei allen Tests wurden Positivkontrollen mitgefihrt, d.h. Substanzen mit be-
kannter nekrotischer oder apoptotischer Wirkung. Als Positivkontrolle der apoptotischen

Wirkung diente Staurosporin und zum Nachweis der Nekrose Manganchlorid.

Fiar den Endpunkt Gentoxizitat erfolgten die Modifikationen wie im Methodenteil beschrie-
ben. In der nachfolgenden Tabelle 8 werden die Ergebnisse der Gentoxizitatstestung fiir
die Substanz NDMA summarisch zusammengefasst.
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Tabelle 8 Summarische Ergebnisse der Gentoxizitdt — NDMA als Reinsubstanz

Testsystem Getesteter Nachweisgrenze/

Konzentrationsbereich positiver Effekt
/ mg/L / mg/L

1. Ames-Test

Standard (TA 98 £ S9; : .

TA 100 + S9) 7,2-1852 kein Nachweis

TA 100 + humaner S9-Mix+

Prainkubation 0,1-1852 58

TA 100 + ethanolinduzierter S9- 0.1 - 1852 14

Mix + Prainkubation
2. Mikrokerntest

CHO-K1 + 89 100 - 500 kein Nachweis
CHO-K1 + human- und ethano-

linduzierter S9-Mix 100 - 500 100
primére Hepatozyten 0,1-200 0,1

3. Schwesterchromatid-

austausch-Test (SCE)

Zelllinie: V79-MZ-hCYP2E1- 0 - 0,741 0,000074

hSULT1A1*1

Die Versuche im Ames-Test wurden ausschlieBlich mit den Standard-Teststdmmen Sal-
monella typhimurium TA 98 und TA 100 durchgefihrt. Wahrend in der Standardvariante
des Ames-Tests in einem Konzentrationsbereich von 7,2 mg/L bis 1852 mg/L keine Effek-
te nachweisbar waren, fihrten die Prainkubation und der Einsatz von human- und ethano-
linduzierten S9-Mix nur bei Einsatz des Stammes TA 100 zu einer Steigerung der Sensiti-
vitat gegenltber NDMA. Der Stamm TA 98 zeigte in keiner der getesteten Varianten ein
gentoxisches Potenzial fir NDMA. Fir den humanen S9-Mix waren Effekte > 58 mg/L und
fir den ethanolinduzierten S9-Mix > 14 mg/L nachweisbar.

Der Mikrokerntest zeigte bei Zugabe des Ublichen Ratten-S9-Mixes im getesteten Kon-
zentrationsbereich keine gentoxischen Effekte. Hingegen konnte bei Zugabe des S9-Mix,
der aus einer humanen und ethanolinduzierten Fraktion bestand, bei einer Konzentration
von 100 mg/L eine Induktion von Mikrokernen nachgewiesen werden. Bei Einsatz von pri-
maren Hepatozyten konnte bei allen Konzentrationen eine Induktion von Mikrokernen
nachgewiesen werden. Eine Dosis-Wirkung-Beziehung war dabei aber nicht zu erkennen.
Es zeigte sich auch, dass die einzelnen Chargen der primaren Hepatozyten betrachtlichen
Einfluss auf die Induktion der Mikrokerne hatten.

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse zusammengefasst, die bei der Gentoxizitatstestung der
4 Wasserproben ermittelt wurden.
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Tabelle 9 Summarische Ergebnisse der Gentoxizitat: mit DMS aufdotierte und ozonte Was-
serproben (Wasserproben enthalten durch Ozonung gebildetes NDMA)

Testsystem Wasserprobe
1 2 3 4

in pg/L 0 0,61 5,3 43
1. Ames-Test
Standard (TA 98 £ S9; . . . .
TA 100 + S9) negativ negativ negativ negativ
TA 100 + humaner S9-Mix+ . . . .
Prainkubation negativ negativ negativ negativ
TA 100 + ethanolinduzierter S9-Mix . : . .
+ Prainkubation negativ negativ negativ negativ
2. Mikrokerntest
CHO-K1 negativ negativ negativ negativ
primare Hepatozyten negativ positiv negativ positiv

Keine der Wasserproben zeigte erwartungsgeman in den verschiedenen getesteten Vari-
anten des Ames-Tests einen Effekt, da die NDMA-Konzentrationen in den Wasserproben
sehr weit unterhalb der ermittelten Nachweisgrenzen liegen. Ebenfalls wurde im Mikro-
kerntest mit der Zelllinie CHO-K1 keine Induktion ausgeldst. Nur bei Einsatz von primaren
Hepatozyten konnten positive Effekte gemessen werden, und zwar in den Wasserproben
2 und 4. Es ist aber keine Dosis-Wirkung-Beziehung erkennbar, ein Kriterium im Stan-
dardtest fur die Bewertung des Wirkmechanismus. Die gefundenen positiven Effekte wer-
den als Hinweis gesehen, dass durch den Einsatz von primaren Hepatozyten prinzipiell
eine Sensitivitdtssteigerung erreicht werden kann. Die Effekte wurden bei NDMA-
Konzentrationen gemessen, die unterhalb der bei der Substanztestung eingesetzten la-
gen. Bei einem weiteren Ansatz mit einer neuen Charge Hepatozyten konnten diese posi-
tiven Effekte aber nicht bestatigt werden. Hier zeigt sich auch die Schwierigkeit beim Um-
gang mit primaren Zellen, die eine hohe Variabilitdt in der enzymatischen Ausstattung
aufweisen. Daraus ergibt sich das Problem, Effekte im Niedrigdosis-Bereich reproduzier-
bar nachzuweisen.

Entsprechend der bereits ausgeflhrten Erkenntnisse, dass fir NDMA nicht die Konzentra-
tion im Testsystem entscheidend ist, sondern die Abbildung eines adaquaten Metabolis-
mus, wurde fir den Nachweis von Chromosomenschaden Uber den Nachweis von
Schwesterchromatidaustauschen die Zelllinie V79-MZ-hCYP2E1-hSULT1A1*1 eingesetzt.
Diese Zelllinie exprimiert u. a. die humanen Enzymmuster Cytochrom P450, Alkoholde-
hydrogenase und Sulfotransferase, die wiederum verantwortlich sind fiir die metabolische
Aktivierung von NDMA. Tabelle 10 zeigt die summarischen Ergebnisse in der Saugerzell-
kultur.
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Tabelle 10 Ergebnisse der NDMA-Prifung als Reinsubstanz und der mit DMS aufdotierten
und ozonten Wasserproben im Schwesterchromatidaustausch-Test (SCE)

Konzentration NDMA Mittelwert der SCE- p (Wilcoxon)
/ pg/L / umol/L Rate/Zelle (n=50)
0 0 7,60
0,00741 0,0001 7,31 5,88E-01
0,0741 0,001 9,57 3,36E-03
0,741 0,01 9,06 2,28E-02
7,41 0,1 14,56 1,29E-10
741 1 35,87 1,92E-17
741 10 47,03 2,11E-09
Wasserproben
1: 0 0 7,63 9,40E-01
2 0,61 0,008 7,94 5,86E-01
3: 5,3 0,072 8,53 7,62E-02
4 43 0,58 11,99 1,14E-08

Die Reinsubstanz NDMA induzierte eine dosisabhangige Erh6hung der SCE-Rate im Ver-
gleich zur Negativkontrolle. Parallel zur Substanz wurden auch die 4 Wasserproben
(s. Tabelle 6) geprift. FUr die Wasserproben war ebenfalls eine dosisabhangige Erhéhung
der SCE-Rate erkennbar. Die Unterschiede der dosisabhangigen Effekte zwischen Rein-
substanz und Wasserproben kénnten u. a. auf die Stabilitat der Wasserproben zuriickzu-
fuhren sein (Testung nach 4 Monaten der Bereitstellung). Die Wasserprobe mit einer ana-
lytisch gemessenen Konzentration von 43 ug/L NDMA flhrte zu einer SCE-Rate von ca.
12 pro Zelle. Die Negativkontrolle liegt mit 7,6 SCE/Zelle signifikant niedriger.

Fazit:

Die geleisteten Entwicklungsarbeiten hatten vorrangig das Ziel, durch die Modifikation der
Standardverfahren eine deutliche Sensitivitatssteigerung zu erreichen. Dies ist die Grund-
voraussetzung fur die ldentifikation von Geféahrdungspotenzialen in realen Proben. Der
Nachweis des primaren Wirkmechanismus von NDMA kann in expositionsrelevanten Kon-
zentrationen nicht mit der fir die Gentoxizitatsprifung festgeschriebenen Standard-
Teststrategie (Ames-Test, Mikrokerntest) erfolgen. Die vorliegenden Ergebnisse zum
Wirkmechanismus von NDMA sind nach chemischer ldentifikation und zeithah zur Metho-
denentwicklung erhoben worden. Die Modifikationen des Ames-Testes und Mikrokerntes-
tes flhrten zur Steigerung der Sensitivitat, die jedoch nicht den realen Konzentrationen
von NDMA im Trinkwasser entspricht. Gleichzeitig wird in Bezug zum Einsatz von pri-
maren Hepatozyten im Mikrokerntest deutlich, dass eine Weiterentwicklung der Testproto-
kolle hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse notwendig ist, eine Vorausset-
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zung fur die Ableitung der Bewertungskriterien &hnlich derer in den festgeschriebenen
OECD-Richtlinien. In der gentechnisch veranderten Saugerzellkultur konnte die Induktion
von Schwesterchromatidaustauschen in Konzentrationen nachgewiesen werden, die noch
um etwa den Faktor 2 bis 10 Uber in realen Wasserproben gemessenen Werten lagen.

Die Einbeziehung des adaquaten Metabolismus macht eine zeit- und kostenintensive Mo-
difikation der Teststrategie notwendig. Der Einsatz gentechnisch veranderter Testorga-
nismen, primarer Zellen oder relevanter Metabolisierungssysteme erfordert neben den
labortechnischen Voraussetzungen umfangreiches Erfahrungswissen fir eine flexible und
ergebnisorientierte Vorgehensweise.

In keinem Falle werden diese hochspezifischen Testverfahren eingesetzt, um Gefahr-
dungspotenziale in Umweltproben zu erfassen. Vor diesem Hintergrund ist NDMA nicht als
Positivkontrolle flir das Gesamtverfahren geeignet.

Gleichzeitig ist anzumerken, dass der Wirkmechanismus selbst von Substanzen aus ho-
mogenen Gruppen sehr unterschiedlich sein kann. Es ist bei realistischer Analyse der
Machbarkeit davon auszugehen, dass die Teststrategie zur Erfassung von Gefahrdungs-
potenzialen in einer ersten Stufe endpunktspezifisch im Sinne einer qualitativen Aussage
ausgerichtet werden muss.

Die Prifung auf Gefahrdungspotentiale durch spezifische, bekanntermafBen kritische
Transformationsprodukte wie NDMA kann innerhalb der UObergreifenden Teststrategie
grundsétzlich auch chemisch-analytisch erfolgen und sollte entsprechend vorgesehen
werden.
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6 Auswahl der Testverbindungen

Die in diesem Projekt erarbeitete Methodik zur Toxizitatsprifung von bei der Ozonung ge-
bildeten Transformationsprodukten sollte exemplarisch auf eine Auswahl von Testsub-
stanzen angewandt und entsprechend Uberprtft werden.

6.1  Ausgewidlte PSM-Metaboliten als Testverbindungen

Grundséatzlich war zu entscheiden, ob Modellverbindungen mit definierten funktionellen
Gruppen oder bekannte Wasserkontaminanten als Testsubstanzen zu verwenden sind.
Werden Modellverbindungen eingesetzt, besteht der Vorteil in den vielfaltigen Méglichkei-
ten der Strukturvariation und einer leichten Beschaffbarkeit der Chemikalien. Im Gegen-
satz dazu ist bei der Nutzung bekannter PSM-Metaboliten die strukturelle Vielfalt zwar
eingeschrankt, aber die Testergebnisse gewinnen aufgrund des realen Vorkommens von
PSM-Metaboliten in der Umwelt stark an Bedeutung. Grundsatzlich kann auch die Sub-
stanzbeschaffung (analysenreine PSM-Metaboliten im mg/L-Bereich) ein limitierender Fak-
tor der Stoffauswahl sein.

In der Projektbegleitgruppe wurde entschieden, dass die Experimente mit bekannten
PSM-Metaboliten durchgefihrt werden sollen. Die wichtigsten Auswahlkriterien waren ihr
Vorkommen in Grundwasserproben (Haufigkeit und Gehalt) #82%3% sowie Angaben aus
dem Dokument ,Ubersicht nicht relevanter Grundwassermetaboliten von Pflanzen-
schutzmittel-Wirkstoffen, das vom BVL gefiihrt wird *"l. Informationen zur Einstufung die-
ser PSM-Metaboliten mit Bezug auf die Trinkwassergewinnung sind im Dokument ,Ge-
sundheitliche Orientierungswerte (GOW) far nicht relevante Metaboliten (nrM) von Wirk-
stoffen aus Pflanzenschutzmitteln (PSM)“ von H.H. Dieter und B. Schellschmidt enthal-
ten *2. Daneben bestand aber auch der Wunsch nach einer gewissen Vielfalt in den
Strukturmerkmalen der PSM-Metaboliten, um verschiedene physiko-chemische Stoffei-
genschaften abzubilden. Uberdies wurde auf eine ausgewogene Beriicksichtigung der be-
teiligten Industriepartner geachtet. Neben dem PSM-Metaboliten N,N-Dimethylsulfamid
(DMS) wurden schlieBlich die in Abbildung 15 gezeigten Metaboliten ausgewahlt und ein-
gehend untersucht.

43



SO5H

H CN
N :
0] o] Cl
=~ "NH - Vl\N §O
S
HoN O cl CONH,
cl SO4H
Chloridazon B Metolachlor ESA Chlorthalonilamidsulfonsaure
BASF Syngenta Bayer / Syngenta

H  COOH

N /OVl\N/KO Y

N
O
Cl E

Chloridazon B1 Metolachlor OA Flufenacet-Metabolit M2 /
BASF Syngenta FOE Sulfonséaure, Bayer

Abbildung 15 Ausgewahlte PSM-Metaboliten (Stoffdaten sind im Anhang enthalten)

Weiterhin wurden auch Experimente mit den Verbindungen Indigotrisulfonat (Modell fur
eine Verbindung, die schnell mit Ozon reagiert) und para-Chlorbenzoesaure (Modell flr
eine Verbindung, die schnell mit OH-Radikalen reagiert) durchgefiihrt. Zur Charakterisie-
rung der Anreicherungstechniken wurden zusétzlich zu den PSM-Metaboliten weitere Ver-
bindungen untersucht (z.B. Dinitroaromaten oder Sorbinsaure als Modellverbindung eines
anionischen Transformationsproduktes). Bei den toxikologischen Untersuchungen wurden
neben den jeweiligen Positivsubstanzen der Tests auch weitere Verbindungen beriicksich-
tigt (drei gentoxische Dinitroverbindungen sowie anorganische Oxidationsmittel).

6.2 Zur Problematik einer Positivsubstanz liber das Gesamtverfahren

Zur Uberpriifung des Gesamtkonzepts ist die Mitfilhrung einer Positivsubstanz iiber alle
Einzelschritte winschenswert. Wesentliche Eigenschaften einer idealen Positivsubstanz
sind in der ersten Spalte von Abbildung 16 aufgelistet.
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Perfekte Ausgangs- Realisiertes

Positivsubstanz Idee Konzept
nicht-gentoxische Metabolit: DMS
Ausgangs-Substanz
Die Ozonung bildet Ozonung: Z:{?;g;gﬁ;
gentoxisches Produkt Bildung gento
von NDMA Verbindung

zur ozonten Matrix

Die Anreicherung SPE und
erfolgt mit Vakuumkonz.
guter Wiederfindung mdglich

Effektlevel und GenTox-Test:

Wirkmechanismus Positiv im
passen zum Ames-Test
GenTox-Test > 100 mg/L

Abbildung 16 Informationen zur Auswahl der Positivsubstanzen Uber das Gesamtverfahren

Zu Projektbeginn bestand die Idee, den PSM-Metaboliten DMS, der bei der Ozonung in
NDMA umgesetzt wird, als Positivsubstanz einzusetzen. Aus folgenden Grinden musste
dieser Ansatz jedoch schlieBlich verworfen werden:

—  Die Gentoxizitat von NDMA kann mit den standardmaBig eingesetzten Testsystemen
nicht nachgewiesen werden. Bei NDMA liegt ein spezieller Wirkmechanismus vor,
der nur Uber die Nutzung spezifischer Human-S9-Fraktionen (ethanolinduziert) er-
bracht werden kann. Da diese Zelllinien nicht frei verfigbar sind, kann dieser Nach-
weis nicht als allgemeine Positivkontrolle vorgeschlagen werden.

—  Die Umsetzung von DMS zu NDMA hangt stark von der Wassermatrix ab. Hierbei
spielt das Vorhandensein von Bromid im Wasser eine entscheidende Rolle.

—  Das Transformationsprodukt NDMA ist ein relativ kleines polares Molekil, das zur
analytischen Bestimmung Uber eine speziell auf die Fragestellung angepasste Fest-
phasenextraktion (Nutzung von Cig-Material und Aktivkohle) angereichert werden
muss. Ubliche, breiter angelegte Anreicherungsmethoden zeigen eine schlechte
Wiederfindung.
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7 Ozonung im LabormaBstab

In diesem Kapitel werden wichtige Randbedingungen der Ozonung vorgestellt, die bei der
zu entwickelnden Arbeitsvorschrift berlicksichtigt werden missen.

7.1 EinflussgréBen

Die EinflussgréBen kénnen in drei Gruppen aufgeteilt werden. In Abbildung 17 werden
diese zusammen mit méglichen Produkiwegen schematisch wiedergegeben.

Randbedingung .
Testsubstanz Ozon-Reaktion

(2.B. Doppelbindung) Randbedingung /' Produkt A

_ | Ozonung
+ " | - Ozondosis \

Randbedingung - Reaktionszeit Produkt B
Wassertyp *OH-Reaktion
(z.B. Ozon/*OH-Verhéltnis)

Abbildung 17 Randbedingungen der Ozonreaktion sowie unterschiedliche Transformations-
wege aufgrund der Ozon- und OH-Radikalreaktion

Die zu untersuchende Testsubstanz ist vorgegeben (z.B. PSM-Metabolit aus Abbildung
15), so dass im Versuchsdesign an dieser Stelle kein Freiheitsgrad vorliegt. Es muss aber
beachtet werden, dass aufgrund der Molekilstruktur sehr unterschiedliche Reaktionski-
netiken bei der Ozonung zu erwarten sind. Es kénnen sowohl quantitative Umsetzungen
im Sekundenbereich als auch das Ausbleiben einer Reaktion im Betrachtungszeitraum
eintreten.

Die Ozondosis, die Ozonzehrungskurve und die Reaktionszeit bestimmen die Ozonexposi-
tion und das molare Verhaltnis zwischen Spurenstoff und Oxidationsmittel. In der Praxis
liegt ein Spurenstoff nur im ng/L bis unteren ug/L-Bereich vor, wohingegen Ozon im Uber-
schuss zugesetzt wird (z.B. 0,5 mg/L). Unter diesen Bedingungen spielt die Ozonzehrung
durch den Spurenstoff keine signifikante Rolle.

Neben Ozon und dem Spurenstoff sind im Wasser noch weitere organische und anorgani-
sche Inhaltsstoffe enthalten, die die Ozonreaktion beeinflussen kénnen. Auch besteht die
Méglichkeit der Beeinflussung durch den pH-Wert und die Temperatur. Diese im Wesentli-
chen durch die Matrix gesteuerten EinflussgréBen variieren von Wasser zu Wasser
(Matrixeinfluss).

Ozon ist in Wasser nicht stabil und reagiert Uber verschiedene Wege u.a. zu OH-
Radikalen. Im Gegensatz zu Ozon, das vornehmlich selektiv mit Doppelbindungen rea-
giert, kdbnnen OH-Radikale zu unspezifischen Oxidationen fihren. Eine Ozonung von

47



Wasser bedeutet daher immer auch eine Exposition mit OH-Radikalen. Bestimmt wird die
Radikalbildung vor allem Uber die Matrixzusammensetzung des Wassers, was in Ab-
schnitt 7.3 naher erdrtert wird. Prinzipiell kann das durch die beiden reaktiven Spezies mit
ihren unterschiedlichen Selektivititen und Reaktionskinetiken bei der Ozonung gebildete
Produktspektrum in Abhangigkeit vom Wassertyp variieren. Somit kommt der Wahl einer
reprasentativen Wassermatrix eine grundlegende Bedeutung zu. Um hier zu einer Einord-
nung kommen zu kénnen, wurden fir mehrere Wasser die relativen Gehalte an Ozon und
OH-Radikalen bestimmt (Rct-Konzept, siehe Abschnitt 7.3).

7.2  Randbedingungen der Ozonung

Der Laborversuch zur Ozonung der Ausgangsubstanz soll ein Produktspektrum liefern,
das mit demjenigen vergleichbar ist, das unter den realen Bedingungen der Ozonung bei
der Trinkwasseraufbereitung entsteht.

Die Ozonung sollte in einer ausgewogenen und reprasentativen Wassermatrix durchge-
fihrt werden, d.h. es sollten keine Wasser mit extremen Beschaffenheitsparametern (z.B.
pH, DOC, Leitfahigkeit) verwendet werden. Mit Hilfe des Rct-Konzepts kann das Wasser
im Hinblick auf die zu erwartende Ozon- und OH-Radikalexposition charakterisiert werden.
Besonders dieser Rct-Wert sollte keine Extremwerte aufweisen (keine oder tbermaBige
OH-Radikalexposition) und reprasentativ flir die meisten im Bundesgebiet verwendeten
Wasser sein. Eine Ozonung in Reinstwasser (z.B. dest. Wasser) ist nicht méglich, da in
diesem Wasser wichtige Reaktionspartner (z.B. DOC, Bromid und Carbonat) fehlen und
die Reaktionsfihrung damit nicht praxisnah erfolgt.

Im Laborversuch wird die Ozonung im Batch-Verfahren durchgefiihrt, bei der eine kon-
zentrierte Ozonldsung (Ozon-Starkwasser) zur dotierten Wasserprobe gegeben wird. Uber
dieses Verfahren kann die Ozondosis gut eingstellt werden. Im Gegensatz dazu wird in
der Trinkwasseraufbereitung der ozonhaltige Sauerstoff kontinuierlich in das flieBende
Wasser gegeben und mittels statischer Mischer im Wasser verteilt. Bei einer Ubertragung
der im Wasserwerk praktizierten Vorgehensweise in einen Laboransatz bestehen im Ver-
gleich zum Batch-Verfahren erheblich mehr Variablen und praktische Schwierigkeiten bei
der Ozonung kleinerer Wasservolumina. Im Batch-Verfahren reduziert sich die benétigte
Menge der zu testenden Ausgangsverbindung auf wenige Milligramm, was dem Synthe-
seaufwand bzw. den Chemikalienkosten entgegenkommt.

Das zu wahlende Versuchsdesign wurde ausgiebig diskutiert. Zur Festsetzung der ,richti-
gen“ Stoffmenge im Ozonungsexperiment mussten mehrere Randbedingungen, Annah-
men und Limitierungen in Einklang gebracht werden, die hier erwahnt werden sollen:
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In den zur Trinkwasseraufbereitung eingesetzten Rohwéassern treten Spurenstoffe
maximal mit Gehalten im unteren pg/L-Bereich auf. Der Gehalt der zu bewertenden
Transformationsprodukte liegt in der gleichen GréBenordnung oder deutlich darunter.
Eine direkte gentoxikologische Testung einer solchen Reaktionsmischung ist jedoch
derzeit aufgrund der fehlenden Sensitivitat der routinemaBig eingesetzten biologi-
schen Testsysteme nicht mdglich.

Zur gentoxikologischen Bewertung von Einzelstoffen spielt der Ames-Test eine wich-
tige Rolle. Nach der OECD-Richtlinie 741 ist dabei eine Stoffmenge von bis zu 5 mg
pro Platte zu testen (obere Grenze). Dabei besteht bei einer Konzentration von 5 mg
pro Platte grundsétzlich auch die Mdglichkeit, potentiell mutagene Verunreinigungen
in der Testsubstanz mit zu erfassen. Unter Bertcksichtigung einer Aufgabemenge
von etwa 1 mL pro Platte entsprechen 5 mg pro Platte einem Stoffgehalt von
5000 mg/L. Die Effektdosen von Gentoxinen im Ames-Test kdnnen aber deutlich
niedriger liegen. So reichen bereits ca. 0,1 mg pro Platte bei ausgewahlten Dinitro-
aromaten fUr einen positiven Effekt aus. Auf den Stoffgehalt der eingesetzten Lésung
bezogen entspricht dies etwa 100 mg/L. Mdgliche weitere Positivsubstanzen im A-
mes-Test (TA98 und TA100) sind 2-Aminoanthracen oder 2-Nitrofluoren mit Effeki-
dosen von ca. 1,5 mg/L bis 2,5 mg/L. Diese Zahlen verdeutlichen, dass die notwen-
digen Effektdosen im Ames-Test etwa 10 000-fach hdher liegen als die in den Real-
wassern der Trinkwasseraufbereitung typischerweise auftretenden Stoffgehalte. Die
OECD-Richtlinie 741 ist fir die Testung von Einzelstoffen ausgelegt. Fir die Bewer-
tung einer Reaktionsmischung mit mehreren potenziell gentoxischen Transformati-
onsprodukten kann sie nicht direkt angewandt werden. Es ist aber davon auszuge-
hen, dass sich die notwendigen Effektdosen in einer Mischung nicht um GrdBenord-
nungen von denen der Einzelstofftestung unterscheiden kénnen.

Wird in der Einzelstofftestung im Ames-Test ein gentoxischer Effekt gefunden, so
liegt die Effektdosis im Testsystem — wie oben beschrieben — vermutlich im mg/L-
Bereich. Durch Auswertung aller Daten sowie der Nutzung von Modellen/Konzepten
zur Risikoabschatzung wird schlieBlich ein Hochstwert ermittelt, der bei einer lebens-
langen Aufnahme Uber das Trinkwasser tolerierbar ist. Fir gentoxische Verbindun-
gen liegt der gesundheitliche Orientierungwert (GOW) bei 0,01 pg/L (z.B. fir NDMA).
Analog zu dieser Einzelstoffbewertung sollte auch die Bewertung von Mischungen
mit Transformationsprodukten ausgefthrt werden. Auch hier muss der biologische
Test hinsichtlich der (Gesamt-)Stoffgehalte fir valide gentoxikologische Ergebnisse
im mg/L-Bereich durchgefuhrt werden.
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Im Laborversuch kann eine definierte Verbindung zu Trinkwasser dotiert und an-
schlieBend ozont werden. Hier besteht die Mdglichkeit, die Ozonung mit wesentlich
héheren Stoffmengen durchzuflihren. Dabei muss auch die Ozondosis angepasst
werden, wobei die relativen Verhélinisse zur eingesetzten Testsubstanz (z.B. mmol
Ozon pro mmol Testsubstanz) sowie das Verhaltnis zur Wassermatrix (z.B. mg Ozon
pro mg DOC) berlicksichtigt werden missen. In der Trinkwasseraufbereitung liegen
tbliche Ozondosen im Bereich um 0,5 mg/L (= 10 umol/L), wobei nach Trinkwasser-
verordnung Dosen bis zu 10 mg/L (= 210 pmol/L) zuléssig sind. Damit die Ergebnis-
se eines Laborversuchs auf die Trinkwasseraufbereitung Ubertragbar bleiben, sollten
sich die Ozondosen im unteren mg/L-Bereich bewegen. Wird dieser Wert so festge-
setzt, muss der Stoffgehalt daran ausgerichtet werden. Unter der Annahme, dass die
Ozonkonzentration deutlich hdher als der Spurenstoffgehalt liegt, muss auch im La-
borversuch auf einen ausreichenden Ozonliberschuss geachtet werden. Als Orientie-
rungswert wurde sich im Projekt auf einen etwa 10- bis 20-fachen Uberschuss ver-
standigt. Hierdurch ist gewahrleistet, dass ausreichend Ozon fiir die Reaktion mit der
Testsubstanz und der Wassermatrix (z.B. Huminstoffen) vorhanden ist. Es muss be-
rcksichtigt werden, dass pro Molekil Ozon mehrere ozonverbrauchende Reaktio-
nen ablaufen kénnen. Ist beispielsweise eine Ozondosis von 2 mg/L (= 42 umol/L)
vorgegeben und ist ein 20-facher Ozonliberschuss gewiinscht, so ergibt sich die ein-
zusetzende Stoffkonzentration (z.B. PSM-Metabolit) zu 2 umol/L. Diese Stoffkonzen-
tration ¢ entspricht — abhangig vom Molgewicht der Verbindung — einem Stoffgehalt 8
von 200 pg/L bis 600 pg/L. Sofern realistische Ozondosen eingesetzt werden sollen,
sind Uber die Reaktionsstdchiometrie und die Forderung eines Ozonilberschusses
die maximal einzusetzenden Stoffmengen vorgegeben. Wesentlich héhere Stoffgeh-
alte kénnen Uber die Batch-Methode kaum realisiert werden, da die erreichbare
Ozonkonzentration in Wasser limitiert ist (ca. 30 mg/L). Ist die Ozonung von Stoffge-
halten bis in den g/L-Bereich gewlinscht, muss gasférmiges Ozon tber einen Wasch-
flaschenaufbau Uber langere Zeit in die Lésung eingebracht werden. Unter diesen
Bedingungen liegt die Testsubstanz dann aber im groBen Uberschuss vor und der
Einfluss der Wassermatrix (z.B. DOC bei wenigen mg/L) ist nicht mehr realitatsnah.

Die Ubergreifende Bewertung zeigt, dass die Ozonung in Trinkwassermatrix durchgefiihrt
werden sollte. Fir umweltrelevante Stoffgehalte lasst sich abschatzen, dass eine gentoxi-
kologische Bewertung mit den derzeitigen Testsystemen (z.B. Ames-Test) nicht mdglich
ist. Aus diesem Grund muss eine Bewertung mit erhdhten Stoffgehalten erfolgen. Effekt-
dosen fir bekannte Gentoxine in der Einzelstofftestung liegen im mg/L-Bereich, weshalb
solche Stoffgehalte auch in der Reaktionsmischung bei den Ozonungsversuchen anzu-
streben sind. Der Ozonung hoher Stoffgehalte unter realistischen Bedingungen sind je-
doch Grenzen gesetzt: Die Ozoneintragsmenge ist limitiert, das Oxidationsmittel sollte im
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sicheren Uberschuss vorliegen und die Ubertragbarkeit auf reale Bedingungen erhalten
bleiben.

7.3 Das R.-Konzept zur Beschreibung der Ozon- und Radikalexposition

Bei der Beschreibung der Ozonung und der Bildung relevanter Transformationsprodukte
mussen neben dem Ozon-Molekll auch OH-Radikale als weiteres Oxidationsmittel be-
ricksichtigt werden. Wesentlich dabei ist, dass die beiden Oxidationsmittel (Ozon und
*OH) unterschiedliche Reaktivititen und Mechanismen aufweisen, die zu unterschiedli-
chen Produkten flihren kénnen. Beispielsweise flihrt der Ozonangriff an einer Doppelbin-
dung zu einer C-C-Spaltung, bei dem Carbonsauren und Aldehyde als Transformations-
produkte gebildet werden kénnen (Criegee-Mechanismus). Die Oxidation mit OH-
Radikalen ist anders geartet. So fiihrt die Reaktion von OH-Radikalen an einer Doppelbin-
dung in der Regel zu keiner C-C-Spaltung, sodass andere Transformationsprodukte gebil-
det werden. Uber das letztlich bei der Ozonung entstehende Produktspektrum entscheiden
die Reaktionstypen und -kinetiken der aktiven Oxidationsmittelspezies mit dem Spuren-
stoff sowie deren Expositionsraten.

Da die Ozonzehrungskurven und Radikalbildungsraten maBgeblich von der eingesetzten
Wassermatrix abhangen, bedarf es eines analytischen Werkzeugs, das flr deren Be-
schreibung geeignet ist. Konkret bedeutet dies, dass die zeitabhangigen Ozonexpositio-
nen und OH-Radikalexpositionen eines Wassertyps bestimmt werden missen. Eine
grundlegende Arbeit zu dieser Thematik haben M.S. Elovitz und U. von Gunten 1999 pu-
bliziert *%). Sie haben einen neuen Parameter eingefiihrt, der als Re-Wert bezeichnet wird.
Dieser beschreibt das Verhaltnis der OH-Radikalexposition zur Ozonexposition Uber die
Reaktionszeit (R steht flr: R = ratio, ¢ = concentration, t = time) und wird Uber folgende
Gleichung beschrieben:

| "ot )ar

R = jc(Ozon) dt

ct

Wahrend sich Ozongehalte mit relativ geringem Aufwand Uber eine photometrische Me-
thode bestimmen lassen (= Anwendung des Criegee-Mechanismus an einem Farbstoffmo-
lekdl), erfordert die Bestimmung der OH-Radikale einen héheren Aufwand. Grund hierflir
ist u. a. die Kurzlebigkeit der Radikale, die zu einer geringen steady-state-Konzentration
fuhrt. Die OH-Radikale, die sich aus Ozon Uber diverse Reaktionswege bilden, sind so
reaktiv, dass sie schnell Folgereaktionen eingehen. Als praktikable Lésung haben Elovitz
und von Gunten die Substanz para-Chlorbenzoesaure (pCBA) ausgewahlt, die zur Was-
serprobe zugesetzt wird und die schnell mit OH-Radikalen, nicht oder nur sehr langsam
mit Ozon reagiert. Auf diese Weise kann aus der H6he des Umsatzes von pCBA indirekt
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auf die OH-Radikalexposition geschlossen werden. Die ndhere Beschreibung des R
Konzepts (Datenaufnahme und —auswertung) ist im Anhang gegeben.

In Abbildung 18 werden die R.-Werte von diversen Wéssern, die im Rahmen des vorlie-
genden Projektes untersucht wurden, graphisch wiedergegeben (teilweise mit Bezeichung
der Probennahmeorte). Es handelt sich um die zusammenfassende Ubersicht der erhalte-
nen Untersuchungsergebnisse. Die jeweiligen Ozonzehrungs- und pCBA-Abbaukurven
sind zusammen mit ausgewahlten Wasserparametern im Anhang zu finden.
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Abbildung 18 Halblogarithmische Auftragung der ermittelten Ry-Werte diverser Wasser gegen
den Grad der Ozonexposition nach 46 min Reaktionszeit.

Aus den Experimenten geht hervor, dass unter den gewahlten Versuchsbedingungen die
Re-Werte aller Wasser in einem Bereich zwischen 0,1-107° bis 10-107° liegen (y-Achse).
Dabei bedeutet ein kleiner Rg-Wert eine relativ zur Ozonexposition geringe OH-
Radikalexposition, ein groBer das Gegenteil. Abweichend zu einer mdglichen Box-Plot-
Darstellung werden die Ry-Werte gegen die Ozonexpositionswerte zu einer bestimmten
Reaktionszeit aufgetragen (x-Achse). Da zu allen Wassern die gleiche Ozondosis (1 mg/L)
zugesetzt wurde, bedeutet eine geringe Ozonexposition nach 46 min (z.B. Wasser aus KA
Ettlingen), dass eine hohe Ozonzehrung vorliegt. Im Gegensatz dazu weist das gechlorte
Wasser einer Kleinstadt aufgrund der geringeren Ozonzehrung zur gleichen Reaktionszeit
eine etwa 3-fach héhere Ozonexposition auf. Die Messergebnisse zeigen, dass sich der
Rc-Wert nicht einfach tber die Ozonzehrung ableiten lasst, sondern offensichtlich in kom-
plexer Weise von anderen Dingen abhangt. Hier sei zusatzlich erwédhnt, dass auch keine
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einfachen Korrelationen des Ry-Werts mit dem DOC, dem pH-Wert oder dem Carbonat-
gehalt der Wasser hergestellt werden konnten. Zusammenfassend lasst sich feststellen,
dass das R.-Konzept ein gutes analytisches Instrument zur Charakterisierung verschiede-
ner Wassermatrices ist.

7.4 Beschreibung der Referenzbedingungen

SchlieBlich wurden unter Abwagung aller Argumente die Randbedingungen zur Ozonung
der Testsubstanz in Trinkwasser im Rahmen der Teststrategie festgesetzt. Die festgeleg-
ten experimentellen Parameter werden im weiteren Verlauf des Berichts als Referenzbe-
dingungen nach Variante 1 bezeichnet (Tabelle 11). Im Fortgang dieses Berichts wird die-
ser Terminus weiterhin ben0tzt, da er auf einfache Weise Klarheit Uber die experimentel-
len Randbedingungen eines Ozonungsexperiments schafft. Dies schlieBt auch Versuchs-
varianten ein, bei denen nur die Abweichungen zu den Referenzbedingungen nach Vari-
ante 1 ausgefuhrt werden mussen.

Tabelle 11 Experimentelle Parameter zur Ozonung nach den Referenzbedingungen nach
Variante 1.

Parameter Wert

Ozonungsverfahren Batch-Versuch Uber Zugabe von Ozonstarkwasser

Matrix 1:1 Mischung aus KA-Trinkwasser + demin. Wasser

Reaktionstemperatur Raumtemperatur

Ozondosis 2 mg/L (= 42 pmol/L)

Stoffdosis 2 umol/L (entspricht 200 pg/L bis 600 pg/L)

Stdéchiometrie Ozondosis liegt im 20-fachen Uberschuss vor

Reaktionszeit 30 Minuten

Abstoppen Natriumsulfitzugabe unter RedOx-Kontrolle, bis Restozon

gerade zerstdrt ist (= kein Sulfit-Uberschuss anwenden)

Stoffumsetzung Mehrere Probenahmen Uber den Reaktionszeitraum zur
Generierung einer Stoffumsatzkurve mittels analytischer
Bestimmung mit optionaler Anreicherung

Ozonzehrung Mehrere Probenahmen Uber den Reaktionszeitraum zur
Generierung der Ozonzehrungskurve mittels der Indigo-
Methode

Ubergabe der Probe Die Reaktionslésung wird folgendermaBen fir die toxiko-

logischen Untersuchungen vorbereitet:

a) 50 ml der nativen Reaktionslésung

b) Anreicherung mittels SPE
(1000 ml Probe auf 20 ml Konzentrat)

c) Anreicherung mittels Vakuum-Konzentration
(1000 ml Probe auf 20 ml Konzentrat)
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Im Rahmen der Versuchsdurchfilhrung werden beispielsweise 2 Liter KA-Trinkwasser und
1,6 Liter demin. Wasser gemischt und darin 2 mg PSM-Metabolit gelést. Zu diesen
3,6 Litern werden z.B. 0,4 Liter Ozonstarkwasser gegeben, wenn eine Ozonkonzentration
von 20 mg/L im Starkwasser vorliegt. In Summe liegen 4 Liter Reaktionslésung (1:1 Mi-
schung aus KA-Trinkwasser + demin. Wasser) mit einem Stoffgehalt von 500 pg/L und
einer Ozondosis von 2 mg/L vor. Die Reaktionsmischung wird fiir 30 Minuten mit Hilfe ei-
nes Magnetriihreres durchmischt, wobei in der Zwischenzeit mehrere Proben zur Stoffana-
lytik und Ozonbestimmung aus dem Reaktionsansatz genommen werden. Nach der Reak-
tionszeit wird anhand des aktuellen Restozongehalts die erste Zugabemenge an Natri-
umsulfittdsung zur Ozonzerstérung errechnet und zugegeben. Die restlose Entfernung des
Ozons erfolgt im weiteren Verlauf Gber eine tropfenweise Zugabe von Natriumsulfitlésung,
um einen Sulfitiiberschuss in der Reaktionslésung zu verhindern.

Wahrend die Referenzbedingungen nach Variante 1 noch weitgehend Ubertragbar auf die
Ozonungsbedingungen bei der Trinkwasseraufbereitung sind, wurde im Rahmen dieses
Projekts auch eine zweite Variante der Ozonung im Batchverfahren getestet, bei der er-
héhte Ozon- und Stoffmengen zum Einsatz kommen. Die wesentlichen Anderungen dieser
Variante 2 gegenuUber der Variante 1 sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Hier liegt der
zugesetzte Stoffgehalt hdher als der zu erwartende DOC-Gehalt des Wassers. AuBBerdem
ist eine Ozondosis von 10 mg/L zwar gesetzlich zulassig, liegt aber deutlich héher als die
(iblicherweise eingesetzten Dosen. Zuletzt schrumpft der stdchiometrische Uberschuss
von Ozon auf den Faktor 10. Die erhdhten Stoffgehalte erméglichen aber die Bildung von
Transformationsprodukten im mg/L-Bereich, was flir die anschlieBenden toxikologischen
Untersuchungen vorteilhaft ist.

Tabelle 12 Abweichende experimentelle Parameter der Referenzbedingungen nach Varian-
te 2 (= erh6hte Stoffgehalte).

Parameter Wert

Ozondosis 10 mg/L (=210 pmol/L)

Stoffdosis 20 pmol/L (entspricht 2 mg/L bis 6 mg/L)

Stéchiometrie Ozondosis liegt im 10-fachen Uberschuss vor

Die Arbeitsanweisungen zur Ozonung unter beiden Varianten, dem Abstoppen mit Natri-
umsulfit, sowie der Bestimmung der Ozonkonzentration mittels der Indigo-Methode sind im
Anhang enthalten.

7.5  Abstoppen der Ozonreaktion

Ozon und OH-Radikale sind reaktive Spezies, die vor einer Untersuchung in biologischen
Testsystemen aus der Reaktionslésung entfernt werden missen. Da beide Oxidationsmit-
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tel relativ kurzlebig sind, kann angenommen werden, dass sich nach wenigen Stunden das
Restozon in der Reaktionsmischung quantitativ umgesetzt hat. Es ist demnach mdglich,
die ozonte Lésung ohne weitere Aufarbeitungsschritte nach ausreichender Zeit in den toxi-
kologischen Testsystemen zu untersuchen. Dieser Vorgehensweise steht jedoch eine
mangelnde Kontrolle der Reaktionskinetik gegenliber. Um eine vergleichbare Ozonexposi-
tion in den Experimenten zu gewahrleisten, wurde eine sich an den Wasserwerksbedin-
gungen orientierende Reaktionszeit der Ozonung von 30 Minuten festgelegt.

Im Falle der hier behandelten Fragestellung zur Bildung unbekannter Transformations-
produkte und ihrer anschlieBenden toxikologischen Untersuchung in der Reaktionsmi-
schung missen die Zusatze zum Abstoppen der Ozonreaktion mit Bedacht ausgewahlt
und eingesetzt werden. Folgende Punkte sind in diesem Zusammenhang zu beachten:

—  Zum chemischen Abstoppen kommen Reduktionsmittel in Frage, die schnell mit
Ozon reagieren. Die Oxidationsprodukte dieser Reduktionsmittel miissen kompatibel
zu den toxikologischen Testsystemen sein. Wird Natriumsulfit verwendet, so entsteht
hauptsachlich Sulfat als Oxidationsprodukt. Dieses zusatzliche Sulfat macht dabei
nur einen Bruchteil des natirlicherweise bereits im Wasser vorhandenen Sulfats aus
und als Reaktionsprodukt ist es sowohl fir toxikologische, als auch fir analytische
Tests akzeptabel. Bei Verwendung von Thiosulfat entsteht am Ende auch Sulfat als
Transformationsprodukt, wobei mehrere Zwischenstufen mit weiteren Schwefelspe-
zies auftreten kénnen. Wird Ascorbinsaure verwendet, so werden von dieser Verbin-
dung zusatzliche organische Reaktionsprodukte gebildet, die in der Reaktionslésung
verbleiben. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass aus Sicht definierter Reakti-
onsprodukte der Einsatz von Sulfit am besten erscheint.

- Ein Uberschuss an Reduktionsmittel ist zu vermeiden, da ansonsten Kompatibilitats-
probleme mit den toxikologischen Testsystemen auftreten kénnen. Die Verbindungen
Natriumsulfit und Ascorbinsdure hemmen das Bakterienwachstum und werden als
Konservierungsmittel in Lebensmitteln eingesetzt. Erhdhte Gehalte dieser Redukti-
onsmittel wirden wahrscheinlich zu erhdéhten cytotoxischen Effekten in den Testsys-
temen fahren.

—  Auch aus chemischer Sicht sollte kein Uberschuss an Reduktionsmittel zum Abstop-
pen eingesetzt werden, da die Transformationsprodukte der Reaktionsldsung unver-
andert bleiben sollen. Es kann namlich nicht in jedem Fall ausgeschlossen werden,
dass Oxidationsprodukte der Ozonung im Uberschuss mit dem Reduktionsmittel in
einer Ruckreaktion wieder zum Edukt zurlickreagieren. Als Beispiel seien chinoide
Verbindungen genannt, die mit Natriumsulfit wieder reduziert werden kdnnen (z.B.
Chinon wird wieder zu Hydrochinon). Da eine Reduktion der Oxidationsprodukte
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auch deren toxikologische Eigenschaften verdndern kann, sollte der Uberschuss an
Reduktionsmittel auch aus diesem Grund unterbleiben.

Als Alternative zum chemischen Abstoppen soll das physikalische Austragen des
Restozons im Stickstoffgasstrom erwahnt werden. Der Vorteil dieses Verfahrens ist,
dass keine Reduktionsmittel in die Reaktionslésung eingetragen werden, weshalb
hier keine Inkompatibilitdt mit toxikologischen Testsystemen auftreten kann. Nachtei-
lig sind jedoch die deutlich langere Zeit bis zum vollstandigen Austragen des Ozons
(ca. 15 min) sowie die Gefahr des Verlusts fllichtiger Transformationsprodukte.

Weitere Informationen und Beispiele des Ozonaustrags im Stickstoffstrom, sowie der Zu-
sammenhang zwischen Ozonrestgehalt und RedOx-Spannungséanderung sind im Anhang
enthalten.

7.6  Begleitende Analytik wdhrend der Ozonungsexperimente

Bei der Ozonung haben verschiedene Randbedingungen (z.B. Ozonexposition, OH-
Radikalexposition, Wassermatrix, pH-Wert, Temperatur) einen Einfluss auf die Reaktion.
Primar bestimmend sind jedoch die strukturellen Eigenschaften der zu ozonenden Verbin-
dungen. In ihrer Struktur liegen die grundlegenden Voraussetzungen, die die Reaktionski-
netik und -thermodynamik bestimmen. In der Praxis fihrt dies dazu, dass Verbindung A
bereits in Sekundenbruchteilen quantitativ mit Ozon reagiert, wahrend Verbindung B selbst
nach einer Stunde keine Reaktion zeigt.

Zum besseren Verstandnis der Reaktionskinetik der als Testsubstanzen eingesetzten
PSM-Metaboliten mit Ozon wurden wéahrend der Reaktion kleine Probenmengen fir die
analytische Quantifizierung des Stoffumsatzes aus dem Reaktionsansatz entnommen.
Uber die zeitabhangigen Stoffumbaukurven kann abgeschatzt werden, inwieweit die an-
gewandten Randbedingungen der Ozonung (z.B. Referenzbedingungen nach Variante 1)
der Fragestellung angemessen sind. Es hat sich dabei gezeigt, dass unter beiden Ozo-
nungs-Varianten zwei PSM-Metaboliten sehr schnell mit Ozon reagieren (Metabolite B und
B1 von Chloridazon). Die Metaboliten Metolachlor ESA und Metolachlor OA, sowie der
Metabolit Flufenacet SA zeigten einen moderaten Umsatz. Der Metabolit Chlorthalonil SA
scheint gegentiber dem Angriff von Ozon oder OH-Radikalen inert zu sein, da bei keinem
der Experimente ein signifikanter Stoffumsatz nachgewiesen werden konnte. In Abbildung
19 sind die Stoffumséatze der ausgewahlten PSM-Metaboliten unter den Referenzbedin-
gungen nach Variante 1 dargestellt.
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Abbildung 19  Stoffumsétze der ausgewahlten PSM-Metabolite unter den Referenzbedingungen
nach Variante 1 in Abhdngigkeit von der Reaktionszeit.
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Abbildung 20 Ozonzehrungskurven bei Experimenten des Umsatzes der ausgewahlten PSM-
Metaboliten unter den Referenzbedingungen nach Variante 1.

Neben der Ermittlung der zeitabhangigen Stoffumséatze wurden wahrend der Experimente
auch Konzentrationsbestimmungen des sich zeitlich &ndernden Ozongehalts mit Hilfe der
Indigo-Methode durchgeflhrt. Diese Ozonzehrungskurven ermdéglichen grundsatzlich Aus-
sagen zur tatséchlich vorhandenen Ozonexposition und missen bei der Interpretation der
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Stoffumsatze berticksichtigt werden: nur solange Ozon in der Reaktionslésung vorhanden
ist, kann auch mit einem Umsatz gerechnet werden. Abbildung 20 zeigt die zugehdrigen
Ozonzehrungskurven der in Abbildung 19 dargestellten Stoffumsatze.

Im Vergleich beider Kurven (Stoffabbau und Ozonzehrung) wird am Beispiel der Chlorida-
zonmetaboliten der gleiche Trend deutlich: Eine schnelle und quantitative Reaktion flhrt
auch zu einem erhéhten Ozonverbrauch (die Kurven liegen unter den anderen). Jedoch
zeigt sich an den Experimenten auch, dass — obwohl eine quantitative Umsetzung der
Chloridazonmetaboliten innerhalb von 10 Minuten erfolgt ist — trotzdem noch Restozon in
der Reaktionsmischung vorhanden bleibt.
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8 Kopplung der Ozonung an toxikologische Testverfahren

8.1 Wirkschwellen gentoxikologischer Testverfahren

Bei der Ableitung gesundheitlicher Orientierungswerte (GOW) fir toxikologisch zuvor nicht
bewertete trinkwasserrelevante Stoffe ist die Gentoxizitat der prioritdre Parameter. Dabei
muss schnell und sicher festgestellt oder ausgeschlossen werden, ob es sich aus human-
toxikologischer Sicht um einen Stoff mit gentoxischem Potential handelt. Das GOW-
Konzept als einzelstoffbezogenes Bewertungskonzept st6Bt zurzeit immer dann an seine
Grenzen, wenn die Datenlage flr die toxikologische Bewertung groBe Llicken aufweist
und zudem der Einzelstoff nicht in einer fir die toxikologische Untersuchung ausreichen-
den Menge aus der Wasserprobe isoliert werden kann. Hiervon betroffen sind haufig Spu-
renstoff-Metaboliten und Transformationsprodukte, die bereits im Rohwasser auftreten
oder aber auch erst bei der Wasseraufbereitung (z.B. Ozonung) entstehen kénnen.

Das Ziel dieses Kapitels ist es nicht, die Bewertungskonzepte im Allgemeinen vorzustel-
len. Das anzuwendende Bewertungskonzept ist das GOW-Konzept, da es das einzige
Konzept dieser Art ist, das es ermdglicht, die Anwesenheit neuer Analyte im Trinkwasser
dort vorsorglich direkt anhand ihrer Konzentration gesundheitlich zu bewerten, und zwar
schon lange bevor hierfiir ein ADI, ein TDI oder ersatzweise ein TTC zur Verfligung ste-
hen B4,

Die Wirkschwelle bekannter gentoxikologischer Testverfahren liegt in der Regel um meh-
rere GréBenordnungen oberhalb des flir potenzielle Mikrokontaminanten im Trinkwasser
bewertungsrelevanten Konzentrationsbereiches von 0,1 pg/L (s. Abbildung 20).

Eine schnelle, aussagekraftige Bewertung erfordert daher die Untersuchung von aufkon-
zentrierten Proben. Verschiedene Anreicherungsverfahren sind zwar aus der chemischen
Spurenanalytik hinreichend bekannt und z.T. auch genormt. Hinsichtlich ihrer Kompatibili-
tat mit biologischen Testverfahren besteht allerdings ein hoher Prifungs-, Entwicklungs-
und Standardisierungsbedarf. Die Schwierigkeit liegt in der Anpassung der Aufkonzentrie-
rungsbedingungen an die physiologischen Erfordernisse der biologischen Testsysteme.

Um belastbare Aussagen analog zur urspringlich angestrebten (einzel)substanzbezo-
genen toxikologischen Bewertung zu erhalten, sollten zunachst die Methoden der Aufkon-
zentrierung und der toxikologischen Untersuchung so aufeinander abgestimmt werden,
dass die zu untersuchende Probe direkt im Biotest und in der chemischen Analytik einge-
setzt werden kann.

Wird eine Ozonung unter den Referenzbedingungen nach Variante 1 durchgefiihrt, kom-
men etwa 0,5 mg/L Testsubstanz zum Einsatz. Durch Reaktion mit dem Ozon kénnen
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mehrere Transformationsprodukte entstehen, so dass deren Einzelstoffgehalte im Bereich
bis 0,2 mg/L liegen werden. Wird diese Reaktionslésung direkt im Ames-Test eingesetzt,
so ist von einer Stoffdosis von 0,2 ug pro Platte auszugehen (1 mL Probe pro Platte). Die
Effektdosen von bekannten Gentoxinen liegen im Ames-Test Ublicherweise héher (z.B. ca.
100 mg/L far Dinitroverbindungen, d.h. 100 ug pro Platte). Ware beispielsweise eine gen-
toxische Dinitroverbindung durch die Ozonung entstanden, dann lage deren Stoffgehalt in
der Reaktionsmischung um den Faktor 500 unter der notwendigen Effektdosis. An diesem
Beispiel wird deutlich, dass die direkte Nachschaltung gentoxikologischer Testverfahren
(z.B. Ames-Test) an eine realititsnahe Ozonung praktisch nicht abbildbar ist, da die jewei-
lig relevanten Konzentrationsbereiche um einige GréBenordnungen auseinander liegen.
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E' B Comet assay - Griinalgen
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Abbildung 21  Niedrigste Effektkonzentrationen (LOEC) gentoxischer Standardsubstanzen im
Vergleich. Die gezeigten Daten beziehen sich auf Literaturangaben (Abschluss-
bericht zum BMBF-Verbundvorhaben ,Erprobung, Vergleich, Weiterentwicklung
und %eg]urtei/ung von Gentoxizitatstests fir Oberflachenwasser”, Grummt et al.
2001 ).

In diesem Zusammenhang sind drei Ansatze zu nennen, die diese Konzentrationsllcke
vermindern oder sogar schlieBen kénnen:

—  Die eingesetzten Stoffgehalte missen erhdht werden. Dies wurde mit der Batch-
Methode in Variante 2 realisiert, wobei 10-fach héhere Stoffdosen zum Einsatz ka-
men. Die dort eingesetzten Dosen liegen jedoch weiter von den realen Bedingungen
der Ozonung bei der Trinkwasseraufbereitung entfernt. Eine nochmalige Steigerung
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8.2

der Stoffgehalte im Batch-Verfahren ist kaum mdglich, da bei einer Ozondosis von
10 mg/L sowohl die gesetzlichen als auch die technischen Méglichkeiten ausgereizt
sind. Sollen noch héhere Stoffkonzentrationen mit Ozon behandelt werden, kann
dies mit Hilfe eines Waschflaschenaufbaus realisiert werden. Mit dieser Methodik
kénnen prinzipiell Stoffgehalte im g/L-Bereich ozont und anschlieBend mit toxikologi-
schen Testsystemen untersucht werden. Da sich diese Bedingungen aber erheblich
von denen in der Praxis unterscheiden, wurde diese Option nicht vorrangig weiter
verfolgt. Weitergehende Informationen zu zwei Varianten der Ozonung im Waschfla-
schenaufbau sind im Anhang enthalten. Fir die Umsetzung von DMS zu NDMA wer-
den im Anhang auch Untersuchungsergebnisse, die mit dieser Technik erhalten wur-
den, dargestellt.

Eine weitere Moglichkeit ist die Empfindlichkeitssteigerung der toxikologischen Test-
systeme. Hierzu bedarf es aber noch weitergehender methodischer Entwicklungen.
Als dritte Mdéglichkeit sind Anreicherungstechniken zu nennen, wie sie auch fir die
Analytik im Spurenbereich eingesetzt werden. Ubertragen auf die projektbezogenen
Fragestellungen muss die Methode zu einer mdéglichst diskriminierungsfreien Auf-
konzentrierung aller Transformationsprodukte fiihren. Eine besondere Heraus-
forderung dabei ist, dass die anzureichernden Transformationsprodukte strukturell
nicht bekannt sind und daher die stoffspezifischen Wiederfindungsraten nicht ermit-
telt werden kdénnen. Grundsatzlich ist hier eine mdglichst breite Anwendbarkeit auf
verschiedene Stoffeigenschaften vorzusehen. Die Eignung einer Anreicherungsme-
thode muss mit reprasentativen Modellverbindungen UGberprift werden, die bezlglich
ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften mit den vermuteten Transformations-
produkten vergleichbar sind. Zusatzlich dazu muss das erhaltene Konzentrat kompa-
tibel zu den toxikologischen Testsystemen sein, d.h. es dirfen z.B. keine toxischen
Lésungsmittel oder zu hohe Salzgehalte im Konzentrat enthalten sein.

Anreicherungsverfahren

Zur Aufkonzentrierung der Transformationsprodukte in den ozonten Lésungen wurden im
Projekt die drei Verfahren Festphasenextraktion, Vakuumkonzentration und Umkehrosmo-
se auf ihre Eignung hin Uberprift. In jedem der drei Verfahren findet eine Trennung des
Wassers von den Transformationsprodukten statt. Der Verbleib der im Wasser geldsten
Salze ist vom Anreicherungsverfahren abhangig. Letztlich kann eine Anreicherungstechnik
nur dann erfolgreich sein, wenn ein physikalisch-chemischer Unterschied in den Stoffei-
genschaften der Transformationsprodukte zum Lésungsmittel und anderen unerwinschten
Verbindungen vorliegt und dieser Unterschied mit Hilfe einer Technik ausgenutzt werden
kann.
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Es wurde ein Konzentratvolumen von 20 mL angestrebt, das mdglichst ohne weitere
Schritte kompatibel zu den diversen toxikologischen Testsystemen ist. Sofern von
1000 mL ozonter Probe ausgegangen wird, ergibt sich bei 20 mL Endvolumen ein maxi-
maler Anreicherungsfaktor von 50-fach. Es ist wichtig, die relativ bescheidene Héhe des
Faktors hier anzusprechen, da er sich deutlich von den Anreicherungsfaktoren unterschei-
det, die z.B. bei Anreicherungen fiir die Spurenanalytik erzielt werden kénnen. Dort wird
das Konzentrat oft auf wenige 100 pL eingeengt, so dass Faktoren tGber 1000-fach erzielt
werden kénnen. Wird fir toxikologische Tests ein héherer Anreicherungsfaktor bendtigt,
kann dies bei einem vorgegebenen Endvolumen von 20 mL nur Uber wesentlich hdéhere
Ausgangsmengen pro Probe bewerkstelligt werden. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass bei
erhéhten Stoffgehalten die Léslichkeiten der Transformationsprodukte im wassrigen Kon-
zentrat Oberschritten sein kdnnen oder die angereicherte Salzfracht zu Problemen in der
Osmolalitat fiihren kann.

Weiterhin sei darauf hingewiesen, dass es in den hier zu entwickelnden Verfahren um eine
Konzentrationserh6hung vom unteren mg/L-Bereich in den mittleren mg/L-Bereich geht
und somit — im Gegensatz zur Anreicherung von Spurengehalten — eine ausreichende Ka-
pazitat vorliegen muss.

Nachfolgend werden die verwendeten Techniken kurz beschrieben. Arbeitsanleitungen zur
Durchfihrung der Methoden und weitere Informationen sind im Anhang enthalten.

Methode Nr. 1: Festphasenextraktion (SPE)

Die ozonte Probe wird langsam durch eine Kartusche gegeben, in der sich ein Festpha-
senmaterial befindet, an dem die Analyte adsorbieren. Es handelt sich hierbei z.B. um ein
oberflachenfunktionalisiertes Polymermaterial. AnschlieBend werden nach einem Trock-
nungsschritt die adsorbierten Verbindungen mittels weniger mL Lésungsmittel wieder vom
Austauschmaterial eluiert. Das Lésungsmittel wird vorsichtig abgeblasen und eine Ruickl6-
sung in 20 mL Ethanol/Wasser (4 vol-%) wird durchgefiihrt. Die Wahl des Festphasenma-
terials hangt primar von den anzureichernden Verbindungen ab (unpolar, polar, basisch,
sauer) und ist darauf abzustimmen. Fir die Anreicherung der erwarteten Transformations-
produkte wurde in diesem Projekt ein Polymer ausgewahlt, dass sich zur Anreicherung
von vielen polaren Verbindungen bei analytischen Fragestellungen bewahrt hat (StrataX,
Phenomenex). Zur Bereitstellung einer ausreichenden Kapazitatsreserve des Adsorbers
wurde pro Liter Probe 2000 mg Austauschmaterial verwendet, was in etwa der 10-fach
dblichen Menge entspricht. Diese Anpassung erscheit notwendig, da in den ozonten Pro-
ben mehrere mg/L an Transformationsprodukten enthalten sein kénnen.

Unpolare Verbindungen kénnen sehr gut mit Hilfe der SPE-Technik angereichert werden.
Deutlich schlechtere Wiederfindungsraten werden bei stark polaren oder ionischen Ver-
bindungen (z.B. Carbonsauren) erhalten. In diesen Fallen ist die Nutzung eines lonenaus-
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tauschmaterials von Vorteil. Dieses wiederum wird jedoch wieder schlechtere Eigenschaf-
ten flr nicht-ionische Verbindungen aufweisen. Da die zu erwartenden Transformations-
produkte der Ozonung zu unterschiedlichen Stoffklassen gehéren kdnnen, ist mit einem
Festphasenmaterial nur ein Kompromiss in den Wiederfindungsraten méglich. Als groBer
Vorteil der SPE-Technik ist neben der Anreicherung der Analyte die gleichzeitige Abrei-
cherung oder Entfernung der Salzfracht zu nennen (Standardionen aus der Trinkwasser-
matrix).

Fir die nachfolgenden toxikologischen Testverfahren ist jedoch der notwendige Einsatz
von Lésungsmitteln zur Elution der Analyte vom Festphasenmaterial kritisch zu sehen. Die
Ublicherweise im analytischen Bereich bewéahrten Lésungsmittel (Aceton, Acetonitril, Di-
chlormethan) sind fir die Kopplung mit toxikologischen Testsystemen ungeeignet. Hier
sind in gewissem Umfang nur Ethanol, Methanol oder DMSO tolerierbar. Weiterhin muss
beachtet werden, dass Uber den Ldsungsmittelwechsel (Abblasen des Eluti-
ons/Lésungsmittels und Wiederaufnahme in Ethanol/Wasser) flichtige Komponenten ver-
loren gehen kdnnen.

Methode Nr. 2: Vakuumkonzentration

Als weitere Technik wurde die Vakuumkonzentration angewandt (SpeedDry, Fa. Christ).
Dabei wird Wasser im Vakuum entfernt, wobei sich die Probentemperatur etwa auf 5 °C
bis 10 °C hélt. Uber IR-Lampen wird die Verdunstungskalte ausgeglichen und ein ziigiger
Prozess ermdglicht. Um Siedeverziige zu vermeiden, wird die Probe in einer Vakuumzen-
trifuge standig gedreht. Im Unterschied zur Gefriertrockung kénnen mit Hilfe der Vakuum-
zentrifuge bedeutend gréBere Wassermengen in kirzerer Zeit entfernt werden. So ist es
maoglich, innerhalb von 4 h ca. 500 mL Wasser abzuziehen. Die Vakuumkonzentration er-
maoglicht eine Aufkonzentrierung, bei der keine zusatzlichen Materialien (Festphasenmate-
rial) oder Lésungsmittel (Ethanol) eingesetzt werden missen. Das Konzentrat besitzt ei-
nen neutralen pH-Wert (ca. 6 bis 8) und enthalt alle unpolaren, polaren und ionischen Ver-
bindungen, sofern diese nicht flichtig sind. Einschrankend muss erwahnt werden, dass
neben den gewlinschten Transformationsprodukten auch die gelésten Salze aufkon-
zentriert werden. Dabei steigt die Salzkonzentration im Konzentrat stark an und es kann
zu Niederschlagen von z.B. Calciumcarbonat kommen. Hieraus resultieren zwei Punkte,
die sich als kritisch flr diese Technik erweisen kénnen. Zum einen kann bei der Bildung
von Niederschlagen die Gefahr einer Mitfallung von Transformationsprodukten nicht aus-
geschlossen werden (z.B. kann Calcium mit Oxalsaure das schwer I6sliche Calciumoxalat
bilden). Zum anderen kann Uber die angereicherten Salze die Osmolalitat deutlich anstei-
gen. In Abbildung 22 ist die Abhangigkeit der Osmolalitdt vom Anreicherungsfaktor fir die
verwendete Wassermatrix aufgetragen. Mit Hilfe dieser Kurve lassen sich die tolerierbaren
Anreicherungsfaktoren flir die diversen toxikologischen Testsysteme in Bezug auf die Os-
molalitat ablesen. Bei einem 50-fachen Anreicherungsfaktor (s. Methodenbeschreibung im
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Anhang) hat die Osmolalitat keine fiir die toxikologischen Testsysteme kritischen Werte
erreicht. Ansonsten bleibt bei dieser Technik nur die Gefahr eines Verlustes durch Fliich-
tigkeit, einer Mit- oder Ausfallung im Niederschlag.
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Abbildung 22  Abhéangigkeit der Osmolalitadt vom Anreicherungsfaktor der Vakuumkonzentration
flr die ozonte und nicht-ozonte Wassermatrix.

Methode Nr. 3: Membrantechnik (Umkehrosmose)

Als dritte Technik wurden Anreicherungsversuche mit Umkehrosmosemembranen durch-
gefahrt. In diesem Projekt kamen zwei Aufbauten zum Einsatz: In einer ersten Variante
wurde Uber kauflich zu erwerbende Wickelmodule (WM) und Zubehérteile eine Anlage
aufgebaut, die aufgrund ihrer groBen Membranoberflache eine zlgige Aufkonzentrierung
zuldsst. In einer anderen Variante wurde ein Plattenmodul (PM) mit deutlich kleineren
AusmaBen aufgebaut. Diese Anlage weist im Vergleich zum Wickelmodul ein geringeres
Totvolumen auf und kann flexibel mit diversen Membrantypen bestiickt werden. Durch die
geringere Membranoberflache im Plattenmodul ist die Gefahr eines Stoffverlustes durch
Adsorption im Vergleich zum Wickelmodul zwar geringer, jedoch sinkt auch die Permeat-
leistung stark ab, wodurch sich der Anreicherungsprozess stark verlangsamt. Bei der
Durchfihrung wurden beim Wickelmodul 10 L ozonte Probe auf der Konzentratseite der
Membrananlage fortwahrend im Kreis gepumpt, wahrend das Permeat als Abfall zu be-
trachten ist. Der Prozess der Osmose wurde so lange durchgefihrt, bis das Totvolumen
des Systems erreicht war (ca. 300 mL). Auf diese Weise kann ein maximaler Anreiche-
rungsfaktor von 33-fach beim WM erzielt werden. Wahrend der Versuche mit den Mem-
brananlagen in diesem Projekt wurde deutlich, dass neben der technisch anspruchsvollen
Umsetzung auch methodische Probleme vorhanden sind (Substanzverlust durch Adsorpti-
on an Membranen, lange Anreicherungszeit, bescheidene Anreicherungsfaktoren), so
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dass nach Abwéagung von Pro und Contra diese Technik im letzten Teil des Projekts nicht
weiter verfolgt wurde.

Weitere Anforderungen der Testsysteme an die Anreicherungstechnik

Die Anreicherungsverfahren sollen es ermdglichen, die in geringer Konzentration bei der
Ozonung entstandenen Transformationsprodukte in aufkonzentrierten Wasserproben mit
bakteriellen Gentoxizitatstests zu bewerten.

Winschenswert flr verschiedene Anreicherungsverfahren sind eine reproduzierbare Ar-
beitsweise und die gleichzeitige Verwendbarkeit der Extrakte flr den Einsatz im Biotest
und in der Analytik. Dartber hinaus sollten die Anreicherungsbedingungen so gewahlt
werden, dass die Extrakte im Biotest gut weiterverarbeitet werden kénnen, d.h. sie sollten
mdglichst nicht fliichtig und nicht aggressiv gegenlber Kunststoffen sein und eine még-
lichst geringe Bakterientoxizitat aufweisen. Ebenso sollten sich die Extrakte bei Lagerung
stabil verhalten, um eine Testwiederholung zu gewahrleisten.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Vorgabe des erforderlichen Anreicherungsfaktors und
des davon abhangigen Probevolumens. Dabei ist zu berlicksichtigen, dass die Stoffkon-
zentration der Zielsubstanz im Testansatz auch dann im Nachweisbereich des Tests lie-
gen muss, wenn (z.B. zur Vermeidung von toxischen Lésungsmitteleffekten) eine starke
Vorverdiinnung notwendig ist. Im Idealfall ist der Anreicherungsfaktor so hoch, dass fir die
gegebenenfalls auftretenden gentoxischen Effekte eine Dosis-Wirkungsbeziehung Uber
drei Verdiinnungsstufen nachgewiesen werden kann.

Vor diesem Hintergrund sollten ausgewahlte Anreicherungsverfahren im Hinblick auf ihre
generelle Eignung sowie Optimierungsmaglichkeiten flr den Einsatz in bakteriellen Gento-
xizitatstests geprift werden. Fir jedes Anreicherungsverfahren sind Grenzkonzentrationen
fur moégliche bakterientoxische Eigenschaften zu ermitteln sowie die erforderlichen Anrei-
cherungsfaktoren flr den umu-Test und den Ames-Fluktuationstest zu berechnen und ex-
perimentell zu Gberprifen.

In Tabelle 13 sind fir die beschriebenen drei Verfahren mogliche bakterientoxische Wir-
kungen auf das Testsystem zusammenfassend aufgelistet.
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Tabelle 13 Ausgewahlte Anreicherungsverfahren

mogliche bakterientoxische Eigen-
Verfahren Lésungsmittel schaften

Methanol, Ethanol

SPE- i . ) ,
i (eventuell ist Losungsmittel- Lésungsmitteleffekte

Anreicherung wechsel erforderlich )

Vakuum- hoher Salzgehalt

Wasser (ein niedriger pH-Wert ist nur bei an-

Anreicherung gesauerten Proben zu beflirchten)

Umkehrosmose

(Wickel-Modul) Wasser hoher Salzgehalt

8.3 Spezifische Eigenschaften angereicherter Proben in bakteriellen Gen-
toxizitatstests

Da die Extrakte im Biotest in der Regel verdiinnt werden missen, um eine Schadigung der
Testorganismen z.B. durch Ldsungsmittel zu vermeiden, die Zielsubstanzen sich aber
trotzdem noch im gentoxischen Wirkbereich befinden missen, sind die physiologischen
Toleranzen der Testorganismen (z.B. gegeniber Lésungsmitteln, Salzgehalt, pH-Werten
etc.) zu ermitteln, um die generelle Eignung einzelner Extraktionsschritte, wie z. B. Extrak-
tionsvolumen und erforderliche Anreicherungsfaktoren zu bestimmen. Die Optimierung
von Anreicherungsmethoden, die es erméglichen, eine Probe ohne (bzw. nur mit geringer)
Vorverdiinnung im Biotest einzusetzen, kann in diesem Zusammenhang sinnvoll sein.

Weil sowohl der Ames-Test als auch der umu-Test mit gentechnisch veranderten Varian-
ten des gleichen Testorganismus Salmonella typhimurium arbeiten, wurden die folgenden
Versuche mit dem umu-Test durchgefihrt, mit dem cytotoxische Effekte parallel und in
einem weiten Konzentrationsbereich erfasst werden kénnen.

- Lésungsmitteleffekte am Beispiel DMSO

Es ist bekannt, dass Lésungsmittel bereits in geringer Konzentration cytotoxisch auf Bak-
terien sowie eukaryotische Zellkulturen wirken kdénnen. Weil cytotoxische Effekte zu
falsch-positiven, gentoxischen Effekten flhren kdénnen, ist die Bewertung besonders kri-
tisch in Konzentrationsbereichen, in denen eine cytotoxische Wirkung beginnt.

Um toxische Lésungsmitteleffekte sicher ausschlieBen zu kénnen, missen die maximal
tolerierbaren Konzentrationen fir jeden Testorganismus ermittelt werden. Wie sich in Ab-
bildung 23 fir einen Einzelversuch mit dem umu-Test zeigt, wurden keine negativen L6-
sungsmitteleffekte nachgewiesen, wenn die DMSO-Konzentration im Testansatz nicht
gréBer als 5 % war. Sicherheitshalber sollten keine DMSO-Anteile von > 3,7 vol-% einge-
setzt werden. Das entspricht einem Volumen von 10 pL pro Kavitat der Mikrotiterplatte.
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Abbildung 23  Wirkung von DMSO im umu-Test. Wachtumsfaktoren W < 0,5 werden als cytoto-
xisch gewertet. Induktionsraten IR > 1,5 werden in Abwesenheit von cytotoxi-
schen Effekten als gentoxisch gewertet.

- Salzgehalt

Informationen zur Salztoleranz der Testorganismen sind wichtig, wenn mit Anreicherungs-
verfahren wie z.B. der Umkehrosmose oder Vakuumanreicherung gearbeitet wird, bei der
in Abh&ngigkeit vom Anreicherungsfaktor hohe Salzfrachten entstehen kénnen.

Da aus der Literatur keinerlei Hinweise auf das Verhalten von Salmonella typhimurium
gegenlber Salzen verfigbar waren, wurde zunéchst die Wirkung von Kochsalz (NaCl) in
drei unabhangigen Testwiederholungen untersucht. Wahrend auch beim Héchstgehalt
keine gentoxischen Effekte auftraten, war bereits bei einer NaCl-Zugabe von 10 g/L eine
beginnende Cytotoxizitat zu beobachten. Gehalte von > 20 g/L kénnen mit einem Wachs-
tumsfaktor < 0,5 als eindeutig cytotoxisch gewertet werden (s. Abbildung 24).
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Abbildung 24  Wirkung von NaCl im umu-Test. Wachtumsfaktoren W < 0,5 werden als cytoto-
xisch gewertet. Gentoxische Effekte bei Induktionsraten IR > 1,5 traten nicht auf
und werden aus Grinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt. Daten finden sich
im Anhang.

- pH-Wert

Beziglich der pH-Werte werden in den genormten Testprotokollen fir den umu-Test und
den Ames-Test genaue Vorgaben gemacht. Er soll neutral sein bzw. mit Sdure oder Lauge
auf einen neutralen Bereich eingestellt werden. NatUrlich muss dabei die resultierende
Verdinnung der Probe berlcksichtigt werden.

Eigene Voruntersuchungen haben gezeigt, dass es vor allem bei kleinen Probevolumina
sinnvoll sein kann, die fir beide Testverfahren erforderliche Verdiinnungsreihe direkt mit
Phosphatpuffer (sieche Anhang) anzusetzen und anschlieBend die Verdinnungen zu ver-
wenden, in denen der gewlnschte pH-Wert erreicht ist. Erffahrungsgeman reicht bei den
meisten Proben eine Vorverdinnung im Verhaltnis 1:1 aus. In Einzelfallen, z.B. bei Uber
Vakuum angereicherten Proben, die zuvor auf pH 1 angesauert wurden, war dagegen eine
wesentlich héhere Vorverdiinnung mit Phosphatpuffer (im Verhaltnis 1:16) erforderlich, um
einen neutralen pH-Wert im Testansatz zu erreichen (Daten hier nicht gezeigt).
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8.4 Uberpriifung der Kopplung mit Positivsubstanzen
Verhalten der gentoxischen Dinitroverbindungen in den Anreicherungsverfahren

Im Unterschied zu den Nitrosaminen lassen sich die in diesem Projekt ausgewahlten
Dinitroverbindungen ohne gréBere Probleme mit der SPE- und Vakuumtechnik anreichern.
Es handelt sich dabei um die genotoxischen Dinitroverbindungen 3,5-Dinitroanilin, 2-
Methyl-4,6-dinitrophenol, 3,4-Dinitrobenzoesaure und 3,5-Dinitrobenzoesaure. Zusatzlich
wurde auch Sorbinsaure als Modellverbindung in den Anreicherungstechniken untersucht,
wobei im Falle der SPE-Anreicherung schlechtere Wiederfindungsraten gefunden wurden.
Die Wiederfindungsraten zu den Dinitroverbindungen und zur Sorbinsaure sind im Anhang
enthalten.

Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit gentoxischer Effekte ausgewahlter Nitro-
verbindungen nach Probenanreicherung

Am Beispiel von Nitroverbindungen mit voraussichtlich gentoxischem Potential sollten ge-
eignete Anreicherungsverfahren entwickelt bzw. optimiert werden. Auf der Basis der expe-
rimentell ermittelten Daten sollten zunachst Angaben zur Nachweisgrenze und dem dar-
aus resultierenden Anreicherungsfaktor gemacht werden. Dabei muss berlcksichtigt wer-
den, dass der erforderliche Anreicherungsfaktor stark vom Lésungsmittel abhangt. Proben,
die in organischen Lésungsmitteln geldst sind, missen stark verdinnt werden, um toxi-
sche Lésungsmitteleffekte auszuschlieBen und erfordern daher héhere Anreicherungsfak-
toren als wassrige Proben. Diesen Zusammenhang zeigt Tabelle 14 flr die in der vorlie-
genden Untersuchung eingesetzten Testverfahren und notwendigen Verdinnungsstufen.
Tabelle 14 Mindestens erforderliche Proben-Verdinnung im Ames-Fluktuationstest und im
umu-Test in Abhangigkeit vom Lésungsmittel, in dem die Probe geldst ist. Die

Angaben beziehen sich auf Vorgaben in den genormten Testprotokollen
(ISO 11350, ISO 13829) sowie auf eigene Voruntersuchungen.

Lésungsmittel

DMSO Wasser
Ames-Fluktuationstest 1:52 1:1,3
umu-Test 1:27 1:1,5

AnschlieBend sollte eine Modellsubstanz zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit gentoxi-
scher Effekte nach Probenanreicherung ausgewahlt werden. Diese Substanz sollte eine
moglichst niedrige Nachweisgrenze und einen weiten gentoxischen Wirkbereich im Ames-
Test haben.
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- Voruntersuchungen zum gentoxischen Wirkbereich ausgewahiter Test-
substanzen

FOr drei ausgewahlte Verbindungen sollte der gentoxische Wirkbereich im Ames-Test er-
mittelt werden, um eine Aussage Uber die fir den Nachweis einer gentoxischen Wirkung
mindestens erforderliche Stoffkonzentration der Testsubstanzen in einer angereicherten
Probe zu treffen. Der jeweils fir den Ames-Test interessante Konzentrationsbereich
(6 Verdinnungsschritte) wurde durch Voruntersuchungen in einem weiten Konzen-
trationsbereich mit dem umu-Test (24 Verdlinnungsschritte) ermittelt (jeweils drei unab-
héngige Testwiederholungen), bei dem ebenfalls das Testbakterium Salmonella typhimu-
rium eingesetzt wird. Dabei ging es vor allem darum, eine spatere Untersuchung im cyto-
toxischen Wirkbereich auszuschlieBen, der im umu-Test sehr zuverlassig parallel zur gen-
toxischen Wirkung erfasst werden kann. Anders als die cytotoxischen Effekte kénnen die
gentoxischen Effekte, die im umu-Test bzw. im Ames-Test nachgewiesen werden, nicht
unmittelbar miteinander verglichen werden, da unterschiedliche Endpunkte erfasst wer-
den.

Folgende Testsubstanzen wurden ausgewabhlt:

—  2-Methyl-4,6-Dinitrophenol (DNOP), CAS [534-52-1]
—  3,5-Dinitroanilin, CAS [618-87-1]
—  3,5-Dinitrobenzoeséaure, CAS [99-34-3]

Zum Einsatz im Gentoxizitatstest wurde fir jede Testsubstanz eine Stammldsung in
DMSO (40 g/L) angesetzt.

Im Folgenden wird eine Ubersicht Giber die fiir einen gentoxischen Effekt relevanten Kon-
zentrationsbereiche gegeben. Einzelergebnisse finden sich im Anhang.

a) DNOP

DNOP zeigte lediglich im umu-Test einen gentoxischen Effekt in einem engen Konzentra-
tionbereich. Méglicherweise handelt es sich um einen primar cytotoxischen Effekt, d.h. ein
gentoxischer Effekt ist durch eine beginnende cytotoxische Wirkung bedingt) (s.Tabelle
15).
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Tabelle 15 Nachweisgrenze fir DNOP im umu-Test und im Ames-Test. Gentoxische Effekte
sind gelb hinterlegt. Sie beruhen auf einem statistisch signifikanten Unterschied
zur Revertantenzahl der Negativkontrolle. Ergebnisse wurden erst dann als gen-
toxisch gewertet, wenn sie sich in allen drei Testwiederholungen bestétigen lie-
Ben. Alle Einzelergebnisse finden sich im Anhang.

DNOP Gentoxischer Effekt Cytotoxischer Effekt
Gehalt im Testansatz Gehalt im Testansatz

umu-Test

ohne S9 ab 12 mg/L ab 46 mg/L

umu-Test

mit S9 ab 23 mg/L ab 46 mg/L

Ames-Test TA98 (im Einzelfall Effekte im Be-

ohne S9 3 mg/L a5 mg/L)* nieht geprt
s | e et | g
Fimes Tost TA100 (im Einzelfall ab 50 mg/L)* nicht geprilft
gri?essg-Test TA100 negativ bis 50 mg/L nicht gepruft

*Effekte konnten nicht in allen drei Testwiederholungen bestéatigt werden.

Tabelle 16 Angaben zum Mindestgehalt von DNOP in der zu untersuchenden Probe, bei der
ein gentoxischer Effekt nachweisbar wird.
Mindestgehalt einer Chemikalien-Probe,
DNOP um einen gentoxischen Effekt zu gewahrleisten
wassrige Probe Lésungsmittel-Probe (DMSO)
umu-Test 18 mg/L 324 mg/L
Ames-Test nicht gentoxisch nicht gentoxisch

Ames-Test: Im Bereich bis 50 mg/L war ein gentoxischer Effekt fir DNOP nicht sicher
nachweisbar. Aufgrund der Ergebnisse im umu-Test ist zu erwarten, dass Gehalte ab ca.
50 mg/L cytotoxisch auf die Testbakterien Salmonella typhimurium wirken.

umu-Test: Im umu-Test war ein Testgehalt von mindestens 12 mg/L erforderlich, um ei-
nen gentoxischen Effekt zu erzielen. Eine wassrige Probe misste demnach mindestens
18 mg/L DNOP enthalten, um die Nachweisgrenze im umu-Test zu erreichen. Aufgrund
der Wasserléslichkeit von DNOP (bis 0,198 g/L bei 20°C) ist die Herstellung einer solchen
Probe méglich. Wenn die Testsubstanz in DMSO gelést ist, ist dagegen ein DNOP-Gehalt
von mindestens 324 mg/L erforderlich.
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b) 3,5-Dinitroanilin

3,5-Dinitroanilin zeigte gentoxische Effekte im Ames- und umu-Test nur in einem sehr en-
gen Konzentrationsbereich. Méglicherweise handelt es sich um einen primar cytotoxischen
Effekt.

Tabelle 17 Nachweisgrenze fir 3,5-Dinitroanilin im umu-Test und im Ames-Test. Gentoxi-
sche Effekte sind gelb hinterlegt. Sie beruhen auf einem statistisch signifikanten
Unterschied zur Revertantenzahl der Negativkontrolle. Ergebnisse wurden erst
dann als gentoxisch gewertet, wenn sie sich in allen drei Testwiederholungen
bestétigen lieBen. Alle Einzelergebnisse im Anhang.

3.5-Dinitroanilin Gentox.ischer Effekt Cytotoxischer Effekt

’ Gehalt im Testansatz Gehalt im Testansatz
ghmnue—'léegst ab 46 mg/L ab 180 mg/L
umrir;us—;'est negativ ab 180 mg/L
éﬁzségest TA98 (im Einzelfarlslailifgekte im Be- nicht gepri

6 mg/L bis 25 mg/L)*

preTee e | imemsieigiemee | nonosprn
Aiiveealialis (im Eir??e?fi]?arggél_rng/L)* nicht gepruft

*Effekte konnten nicht in allen drei Testwiederholungen bestéatigt werden.

Tabelle 18 Angaben zum Mindestgehalt von 3,5-Dinitroanilin in der zu untersuchenden Pro-
be, bei der ein gentoxischer Effekt nachweisbar wird.

Mindestgehalt einer Chemikalien-Probe,
3,5-Dinitroanilin um einen gentoxischen Effekt zu gewahrleisten
wassrige Probe Lésungsmittel-Probe (DMSO)
umu-Test 69 mg/L 1243 mg/L
Ames-Test 16 mg/L 648 mg/L

Ames-Test: Ein gentoxischer Effekt fir 3,5-Dinitroanilin konnte im Ames-Test bei einem
Gehalt von 12,5 mg/L im Testansatz sicher nachgewiesen werden. Dies betraf allerdings
nur den Teststamm TA100 bei Zugabe der S9-Fraktion. Eine wassrige Probe misste
demnach mindestens 16 mg/L 3,5-Dinitroanilin enthalten, um die Nachweisgrenze im
Ames-Test zu erreichen. Aufgrund der schlechten Wasserldslichkeit von 3,5-Dinitroanilin
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ist die Herstellung einer solchen Probe voraussichtlich nicht méglich. Eine Lésungsmittel-
probe (DMSO) misste einen 3,5-Dinitroanilin-Gehalt von mindestens 648 mg/L haben, um
einen positiven Effekt zu gewahrleisten.

umu-Test: Im umu-Test war ein Gehalt von mindestens 46 mg/L erforderlich, um einen
gentoxischen Effekt zu erzielen. Weil aufgrund der schlechten Wasserléslichkeit von 3,5-
Dinitroanilin der Einsatz einer wassrigen Probe (mit einem Gehalt von mindestens 69 mg/L
3,5-Dinitroanilin) nicht méglich ist, muss die Testsubstanz in Lésungsmittel gelést werden.
Eine Ldsungsmittelprobe (DMSO) misste ein 3,5-Dinitroanilin-Gehalt von mindestens
1243 mg/L aufweisen, um einen positiven Effekt zu gewahrleisten.

c¢) 3,5-Dinitrobenzoeséure

3,5-Dinitrobezoeséaure zeigte einen deutlichen gentoxischen Effekt im Ames- und im umu-
Test in einem weiten Konzentrationsbereich.

Tabelle 19 Nachweisgrenze fir 3,5-Dinitrobenzoesdure im umu-Test und im Ames-Test.
Gentoxische Effekte sind gelb hinterlegt. Sie beruhen auf einem statistisch signi-
fikanten Unterschied zur Revertantenzahl der Negativkontrolle. Ergebnisse wur-
den erst dann als gentoxisch gewertet, wenn sie sich in allen drei Testwiederho-
lungen bestatigen lieBen. Alle Einzelergebnisse finden sich im Anhang.

. . N Gentoxischer Effekt Cytotoxischer Effekt

3,5-Dinitrobenzoesaure

’ Gehalt im Testansatz Gehalt im Testansatz
umu- oSt ab 3 mg/L ab 1480 mg/L
umrir:us—;'est ab 12 mg/L ab 740 mg/L
Fimes Tost TASS (im Einzelfall ab 100 mg/L)* nicht geprift
gri?essg-Test TA98 negativ bis 100 mg/L nicht gepruft
Ames-Test TA100 ab 12,5 mg/L . ;
ohne S9 (im Einzelfall ab 3 mg/l)* nicht geprift
Ames-Test TA100 ab 25 mg/L . .
mit S9 (im Einzelfall ab 6 mg/l)* nicht geprut

*Effekte konnten nicht in allen drei Testwiederholungen bestéatigt werden.

Tabelle 20 Angaben zum Mindestgehalt von 3,5-Dinitrobenzoesaure in der zu untersuchen-
den Probe, bei der ein gentoxischer Effekt nachweisbar wird.
Mindestgehalt einer Chemikalien-Probe,
3,5-Dinitrobenzoesiure um einen gentoxischen Effekt zu gewahrleisten
wassrige Probe Lésungsmittel-Probe (DMSO)
umu-Test 4,5 mg/L 81 mg/L
Ames-Test 16 mg/L 648 mg/L
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Ames-Test: Ein gentoxischer Effekt flr 3,5-Dinitrobenzoesdure konnte im Ames-Test ab
einem Gehalt von 12,5 mg/L im Testansatz sicher nachgewiesen werden. Dies betraf al-
lerdings nur den Teststamm TA100 ohne S9, wahrend bei Zugabe der S9-Fraktion min-
destens 25 mg/L erforderlich waren. Mit dem Teststamm TA98 konnte kein eindeutiger
gentoxischer Effekt nachgewiesen werden. Eine wassrige Probe misste demnach min-
destens 16 mg/L 3,5-Dinitrobenzoesaure enthalten, um die Nachweisgrenze im Ames-Test
(TA100) zu erreichen. Eine L&sungsmittelprobe (DMSO) mdisste einen 3,5-Dinitro-
benzoesaure-Gehalt von mindestens 648 mg/L haben, um einen positiven Effekt zu ge-
wahrleisten.

umu-Test: Im umu-Test war ein Gehalt von mindestens 3 mg/L erforderlich, um einen
gentoxischen Effekt zu erzielen. Eine wassrige Probe misste demnach mindestens
4.5 mg/L 3,5-Dinitrobenzoeséaure enthalten, um die Nachweisgrenze im umu-Test zu errei-
chen. Eine Ldsungsmittelprobe (DMSO) misste ein 3,5-Dinitrobenzoesaure-Gehalt von
mindestens 81 mg/L aufweisen, um einen positiven Effekt zu gewahrleisten.

8.5 Uberpriifung der Nachweisgrenze gentoxischer Testsubstanzen nach
Probenanreicherung

Aufgrund der Voruntersuchungen wurde 3,5-Dinitrobenzoeséaure als Testsubstanz ausge-
wahlt, um die Reproduzierbarkeit gentoxischer Effekte im Ames-Test nach Probenanrei-
cherung zu Uberprifen, da die Nachweisgrenze mit dem Teststamm TA100 vergleichswei-
se niedrig und der gentoxische Effekt in einem weiten Konzentrationsbereich sicher nach-
weisbar war.

Zu einer ozonten Wasserprobe (Trinkwasser + demineralisiertes Wasser im Verhaltnis 1:1)
wurde 1 mg/L 3,5-Dinitrobenzoesaure dotiert und mittels SPE-Anreicherung sowie parallel
mittels Vakuum-Anreicherung aufkonzentriert.

In den aufkonzentrierten Proben waren folgende Konzentrationen zu erwarten:

- nach SPE-Anreicherung ca. 50 mg/L 3,5-Dinitrobenzoeséaure, wassrig geldst
- nach Vakuum-Anreicherung ca. 60 mg/L 3,5-Dinitrobenzoesaure, wassrig geldst

Weil ein gentoxischer Effekt fur 3,5-Dinitrobenzoesaure mit dem Ames-Teststamm TA100
ohne S9 ab einer Konzentration von 12,5 mg/L im Testansatz (bzw. von 25 mg/L bei Zu-
gabe der S9-Fraktion) erwartet werden kann, misste eine wassrige Probe mindestens
16 mg/L 3,5-Dinitrobenzoesaure enthalten, um die Wirkschwelle im Ames-Test zu errei-
chen. Bei Untersuchung einer Verdinnungsreihe, bei der der Anteil der angereicherten
Probe im Testansatz 80 %, 40 %, 20 % und 10 % betragt, sind demnach fir beide ange-
reicherten Proben ohne S9-Zusatz positive Effekte mindestens in den beiden ersten Ver-
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dinnungsstufen zu erwarten, bei S9-Zugabe mindestens in der ersten Verdinnungsstufe

(Tabelle 21).

Tabelle 21

Berechnung der zu erwartenden Konzentrationen der Testsubstanz nach Pro-
benanreicherung bei Untersuchung einer Verdinnungsreihe im Ames-
Fluktuationstest.

Ausgangskonzentration
der angereicherten Probe

Anteil der angereicherten Probe im Testansatz

80 % 40 % 20 % 10 %
50 mg/L (SPE-Anreicherung) 40 mg/L 20 mg/L 10 mg/L 5 mg/L
60 mg/L (Vakuum-Anreicherung) 48 mg/L 24 mg/L 12 mg/L 6 mg/L

Wie Tabelle 22 und Tabelle 23 zeigen, fielen die tatsachlich ermittelten Effekte etwas
schwacher aus, waren aber zumindest ohne S9-Zusatz in der ersten Verdiinnungsstufe
(80 %) immer nachweisbar.

Tabelle 22

Nachweis der gentoxischen Wirkung von 3,5-Dinitrobenzoesdure im Ames-
Fluktuationstest nach SPE-Anreicherung. Angegeben ist die Revertantenzahl
als MaB fur den gentoxischen Effekt. Gentoxische Effekte im Einzeltest sind gelb
hinterlegt. Sie beruhen auf einem statistisch signifikanten Unterschied zur Rever-
tantenzahl der Negativkontrolle. Proben wurden erst dann als gentoxisch gewer-
tet, wenn sie sich ein gentoxischer Effekt in allen drei Testwiederholungen besta-
tigen lieB. Alle Einzelergebnisse finden sich im Anhang.

Test 1 Test 2 Test 3
Ames-Test ohne S9-Zusatz Revertanten* Revertanten* | Revertanten* | Bewertung
auf 48 Feldern auf 48 Feldern auf 48 Feldern
Positivkontrolle (NQO) 45,33 46,00 34,67 gentoxisch
Negativkontrolle 2,00 2,00 4,00
Blindprobe nicht angereichert 3,67 7,33 3,00
Blindprobe angereichert 3,33 3,67 4,00
80% der angereicherten Probe 18,00 18,33 17,00 gentoxisch
40% der angereicherten Probe 8,67 14,00 11,67
20% der angereicherten Probe 12,00 8,33 9,00
10% der angereicherten Probe 7,00 6,00 4,00
* Mittelwert aus drei Parallelansatzen
Test 1 Test 2 Test 3
Ames-Test mit S9-Zusatz Revertanten* Revertanten* | Revertanten* | Bewertung
auf 48 Feldern auf 48 Feldern auf 48 Feldern
Positivkontrolle (2-AA) 47,67 47,00 40,00 gentoxisch
Negativkontrolle 5,33 2,33 3,33
Blindprobe nicht angereichert 6,00 6,33 3,00
Blindprobe angereichert 3,00 2,33 2,33
80% der angereicherten Probe 14,67 7,67 12,00
40% der angereicherten Probe 10,67 8,67 7,00
20% der angereicherten Probe 8,00 6,67 5,33
10% der angereicherten Probe 4,33 3,67 2,67

* Mittelwert aus drei Parallelansatzen



Tabelle 23

Nachweis der gentoxischen Wirkung von 3,5-Dinitrobenzoesdure im Ames-
Fluktuationstest nach Vakuum-Anreicherung. Angegeben ist die Revertanten-
zahl als MaB fir den gentoxischen Effekt. Gentoxische Effekte im Einzeltest sind
gelb hinterlegt. Sie beruhen auf einem statistisch signifikanten Unterschied zur
Revertantenzahl der Negativkontrolle. Proben wurden erst dann als gentoxischer
gewertet, wenn sich ein gentoxischer Effekt in allen drei Testwiederholungen be-

statigen lie. Alle Einzelergebnisse finden sich im Anhang.

Test 1 Test 2 Test 3
Ames-Test ohne S9-Zusatz Revertanten* Revertanten* | Revertanten* | Bewertung
auf 48 Feldern auf 48 Feldern auf 48 Feldern
Positivkontrolle (NQO) 44,67 45,33 34,00 gentoxisch
Negativkontrolle 5,67 3,67 3,67
Blindprobe nicht angereichert 6,33 7,00 4,67
Blindprobe angereichert 9,33 7,67 5,67
80% der angereicherten Probe 21,67 15,00 21,33 gentoxisch
40% der angereicherten Probe 11,33 10,67 11,67
20% der angereicherten Probe 9,00 9,00 6,33
10% der angereicherten Probe 10,67 7,00 4,33
* Mittelwert aus drei
Parallelansatzen
Test 1 Test 2 Test 3
Ames-Test mit S9-Zusatz Revertanten* Revertanten* | Revertanten* | Bewertung
auf 48 Feldern auf 48 Feldern auf 48 Feldern
Positivkontrolle (2-AA) 47,67 46,67 44,33 gentoxisch
Negativkontrolle 6,00 5,00 2,67
Blindprobe nicht angereichert 4,67 3,33 3,33
Blindprobe angereichert 9,67 9,00 7,67
80% der angereicherten Probe 23,67 17,67 17,33 gentoxisch
40% der angereicherten Probe 11,00 11,67 10,67
20% der angereicherten Probe 10,00 6,00 9,00
10% der angereicherten Probe 7,33 5,33 6,67

* Mittelwert aus drei
Parallelanséatzen

8.6 Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Positivsubstanzen im
Ames- und umu-Test

Eine Probenvorbereitung fir Genotox-Tests ist nach derzeitigem Stand erforderlich. Die
vorliegenden Ergebnisse machen deutlich, dass eine Probenanreicherung tber mehrere
Zehnerpotenzen notwendig ist, um das gentoxische Potenzial von Mikrokontaminanten,
die im Trinkwasser im bewertungsrelevanten Konzentationsbereich zwischen 0,1 pg/L und
10 pg/L vorliegen, in einem genormten bakteriellen Gentoxizitatstest zu untersuchen.

Die experimentell im umu-Test und im Ames-Test ermittelten Nachweisgrenzen fir aus-
gewahlte Nitroverbindungen lagen im zweistelligen mg-Bereich. Beim Nachweis unter-
schiedlicher Endpunkte kann der Wirkbereich dariber hinaus testspezifisch stark variieren,
auch wenn derselbe Testorganismus verwendet wird, wie in diesem Fall Salmonella ty-
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phimurium. Besonders schwer nachzuweisen ist ein gentoxischer Effekt, der schon friih
von cytotoxischen Effekten Uberlagert wird. So konnte z.B. fir DNOP nur im umu-Test ein
gentoxisches Potenzial in einem sehr engen Konzentrationsbereich nachgewiesen wer-
den, wahrend im Ames-Fluktuationstest kein eindeutiger Nachweis moglich war.

Es wurden Arbeiten zur Optimierung von Anreicherungsverfahren im Hinblick auf die Ein-
satzmdglichkeit von Extrakten und Konzentraten in bakteriellen Gentoxizitatstests durch-
gefihrt. Die Untersuchungen zur Ermittlung der physiologischen Grenzen des Testorga-
nismus Salmonella typhimurium gegentber méglicherweise wachstumshemmenden Ei-
genschaften angereicherter Proben veranschaulichen, dass unginstige Probeneigen-
schaften sehr hohe Anreicherungsfaktoren erfordern, da die Proben vor dem Einsatz im
Test stark verdinnt werden muassen.

Abbildung 25 erlautert diesen Zusammenhang an einem Schema fiir den umu-Test. Uber
die Mindestverdiinnung der Probe (1 : 1,5) hinaus, die ohnehin aus der Zugabe zu einer in
Nahrmedium suspendierten Bakterienkultur resultiert, ist im Fall von wachstums-
hemmenden Probeneigenschaften eine weitere Verdinnung erforderlich. Ungunstige pH-
Werte, die durch Vorverdiinnung mit Phosphatpuffer neutralisiert werden kénnen, flhren
z.B. zu einer Verdinnung der Probe im Testansatz von mindestens 1 : 3. Auch Proben mit
zu hohem Salzgehalt (z.B. B(NaCl) = 10 g/L) missen entsprechend verdiinnt werden. Am
héchsten ist der Verdinnungsfaktor (hier GEU-Wert), wenn die angereicherte Probe in
einem organischen Lésungsmittel geldst ist (Verdinnung 1 : 27).

geldste Probe,
(fliissig)
1. Losungsmittel? Wasser organisches |(Methanol, DMSO, Aceton, MTBE)
Losungsmittel
2. pH-Wert? neutral sauer, basisch neutral sauer, basisch
keine weitere Verdiinnung Verdinnung Verdinnung
Verdiinnung notwendig in Phosphatpuffer in Wasser in Phosphatpuffer
max. 2/3 Probe max. 1/3 Probe max. 3,7% Probe max. 3,7% Probe
im Gesamtansatz im Gesamtansatz im Gesamtansatz im Gesamtansatz
hdchster Gg-Wert hdchster Gg-Wert hdchster Gg-Wert hdchster Gg-Wert
15 3 27 27

Abbildung 25 Schema flr die Probenvorverdiinnung im umu-Test
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Wie die Ergebnisse veranschaulichen, ist es zur Vermeidung einer unerwlinschten Arte-
fakt-Bildung infolge von zunachst extremen Anreicherungsprozessen vorteilhaft, bereits
wahrend der Anreicherung Einfluss auf die Extrakt-Eigenschaften zu nehmen, sofern das
die Anreicherungsmethode im Hinblick auf die gewlinschte Selektivitat erlaubt. Als sehr
gunstig erweist sich die Wahl eines wassrigen Lésungsmittels bzw. die abschlieBende
Uberfiihrung der Probe in ein wassriges Medium, da dann bei vergleichbarer Testempfind-
lichkeit auch mit geringeren Anreicherungsfaktoren gearbeitet werden kann.

Der Einfluss der Probenanreicherung auf die Reproduzierbarkeit der gentoxischen Effekte
ausgewabhlter Dinitroverbindungen wurde untersucht. Als geeignete Anreichungsverfahren
fr Nitroverbindungen wurden die SPE-Anreicherung (nach Lésungsmitteltransfer) sowie
die Vakuumanreicherung (ohne vorherige Ansduerung) ausgewahlt. Die Methode der Um-
kehrosmose wurde aufgrund der starken Anreicherung von Salzen sowie erheblicher Sub-
stanzverluste durch Adsorption an der Membran nicht weiter verfolgt, da der tatsachliche
Anreicherungsfaktor aufgrund der nachfolgend erforderlichen Proben-Verdiinnung nur ge-
ring ist.

Wie die Ergebnisse zeigen, konnte die gentoxische Wirkung der zu diesem Zweck ausge-
wahlten Modellsubstanz 3,5-Dinitrobenzoesaure nach SPE-Anreicherung sowie nach Va-
kuum-Anreicherung bestatigt werden. Allerdings waren die Effekte etwas schwécher, als
nach Berechnung des Anreicherungsfaktors zu erwarten war. Da Uber die analytische Ge-
haltsbestimmung von 3,5-Dinitrobenzoesdure in den Konzentraten eine quantitative Wie-
derfindung bestatigt werden konnte, wird vermutet, dass der Empfindlichkeitsverlust durch
die angereicherte Matrix bedingt wird.
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9 Anwendung der Teststrategie

Das weitere Messprogramm hatte zum Ziel, eine wirkungsbezogene Teststrategie zur Er-
fassung gentoxischer Gefahrdungspotenziale nach Ozonung von PSM-Metaboliten zu
etablieren. Neben den verfligbaren Standardverfahren zum Nachweis von Gentoxizitat
(Ames-Test nach DIN 38415-4 und Mikrokerntest am Durchflusszytometer) wurde das
Testverfahren zum Nachweis der ROS-Induktion eingesetzt. Das methodische Konzept
beruht zum einen darauf, dass bei den zu erwartenden Reaktionsabldufen vermehrt ver-
schiedene Sauerstoffradikale gebildet werden und zum anderen die dadurch induzierten
oxidativen Schaden als Vorlaufermechanismus zur Auspragung von Gentoxizitat fihren.
Damit wird eine aktuelle methodische Entwicklung aufgenommen, bei der vor dem Hinter-
grund des Vorsorgeprinzips und der Vielzahl der Substanzen im Niedrigdosis-Bereich an-
gestrebt wird, aussagefahige In-vitro-Testverfahren mit hohem Probendurchsatz im
Screening mit dem Ziel einzusetzen, mdgliche Gefahrdungspotenziale friihzeitig zu identi-
fizieren und Stoffe bzw. Gemische flr die weitere Testung zu priorisieren. Das Messpro-
gramm umfasste die folgenden zwei Messzyklen:

- Untersuchung von nativen Wasserproben mit dem besonderen Fokus auf das In-
vitro-Testverfahren zum Nachweis der ROS-Induktion

- Untersuchungen von Wasserproben, die mit Testsubstanzen dotiert und anschlie-
Bend ozont wurden (z.B. PSM-Metaboliten).

9.1 Untersuchungen zur ROS-Induktionsrate
Untersuchungen der ROS-Induktionsraten nativer Wasserproben

Fir die Festlegung von Bewertungskriterien im Umweltmonitoring ist ein wesentliches Kri-
terium die Definition der Hintergrundsbelastung, die u. a. von der Organik des Ausgangs-
wassers wesentlich bestimmt wird. Nur eine klare Festlegung der Hintergrundsbelastung
erlaubt eine eindeutige Bewertung von induzierten Effekten.

Um die Hintergrundsbelastung flir die ROS-Induktion in Rohwassern ermitteln zu kénnen,
fanden ebenfalls umfangreiche Untersuchungen verschiedener Wasserproben statt. In der
ersten Messreihe wurden im TZW Karlsruhe Trinkwasserproben entnommen und teilweise
zusatzlich ozont. In der Tabelle 24 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Tabelle 24 ROS-Induktion in Trinkwasserproben (mit und ohne Ozonung) — Messreihe 1

Probe Cytotoxizitat Gentoxizitat
Nekrose (Pl) | ROS-Induktion Ames-Test
KA-TW-01 - (+) 7% -
KA-TW-02 - + 10% -
KA-TW-03, ozont - (+) 7% -
KA-TW-04 - + 10% -
KA-TW-05, ozont - (+) 5% -
KA-TW-06 - (+) 8% -
KA-TW-07, ozont - (+) 9% -
KA-TW-08 - ++ 27 % -

ROS: (+) 25 %; + 2 10 %; ++ = 20 %; — negativ

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl bei unbehandeltem als auch bei ozontem Trinkwas-
ser eine geringe ROS-Induktion nachzuweisen ist. Die Werte liegen im Bereich von 5 %
bis 10 % ROS-Induktion. Der einmalig erhdéhte Wert (27 %) durfte als AusreiBer zu be-
trachten sein. Zur Klarung der Befunde wurden in einer weiteren Messreihe im TZW Karls-
ruhe Wasserproben in einer Zeitreihe entnommen (d.h. vom Stagnationswasser bis zum
Frischwasser aus der Hauptleitung). Die Ergebnisse sind in der Tabelle 25 aufgefihrt.

Tabelle 25 ROS-Induktion in Trinkwasserproben (ohne Ozonung) — Messreihe 2
Probe Cytotoxizitat
ROS-Induktion
KA-TW-2011-05-10-1 + 12%
KA-TW-2011-05-10-2 + 15%
KA-TW-2011-05-10-3 (+) 8%
KA-TW-2011-05-10-4 (+) 9%
KA-TW-2011-05-10-5 +12%
KA-TW-2011-05-10-6 (+) 8%
KA-TW-2011-05-10-7 (+) 5%
KA-TW-2011-05-10-8 (+) 9%
KA-TW-2011-05-10-9 (+) 9%
KA-TW-2011-05-10-10 + 11 %
KA-TW-2011-05-10-11 (+) 8%
KA-TW-2011-05-10-12 + 13 %

ROS: (+) 25%;+ 210 %;
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Auch hier konnte in allen Wasserproben eine ROS-Induktion nachgewiesen werden. Die
Messwerte lagen im Bereich von 5 % bis 15 %.

In einer weiteren Messreihe wurden dann Trinkwasserproben aus dem Raum Karlsruhe
sowie andere Wasser auf ihre ROS-Induktion hin untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse
sind in Tabelle 26 dargestellt.

Tabelle 26 ROS-Induktion in Wasserproben (ohne Ozonung) — Messreihe 3

Probe Zytotoxizitat
ROS-Induktion
2011-05-12-01 | TW Karlsruhe (Stadtteil Durlach) -
2011-05-12-02 | Grundwasser (Brunnen auBer Betrieb) -

2011-05-12-03 | aufbereitetes Grundwasser (ohne Ozon, Chlor) -
2011-05-12-04 | Oberflachenwasser -
2011-05-16-01 | TW (gechlort, kleine Stadt) -
2011-05-16-02 | TW (Bad Elster) -
2011-06-15-01 | See-Wasser; Edersee (Hessen) -
2011-06-15-02 | TW (kleine Gemeinde) -
2011-06-15-03 | TW (gechlort, kleine Stadt) -
2011-06-15-04 | TW Karlsruhe (Stadtteil Weiherfeld) -
2011-06-15-05 | TW Karlsruhe (Stadtteil Durlach) -
2011-06-15-06 | TW Karlsruhe (Stadtteil Hagsfeld) -

(

(

(

2011-06-15-07 | TW Karlsruhe (Stadtteil Ettlingen — alte Leitung) -
2011-06-15-08 | TW Karlsruhe (Stadtteil Ettlingen — neue Leit.) -

2011-06-15-09 | TW Karlsruhe (Stadtteil Mérsch) -
ROS: - negativ

In keiner der untersuchten Wasserproben konnte eine ROS-Induktion nachgewiesen wer-
den.

Die Ergebnisse der Untersuchung von Oberflachenwassern sind in Tabelle 27 dargestellt.
In keiner der untersuchten Wasserproben konnte eine ROS-Induktion gemessen werden.

Zur Erfassung mdoglichst verschiedener Matrixeffekte wurden weiterhin Wasserproben, die
die RheinEnergie AG Kdéln zur Verfligung stellte, auf ihre ROS-Induktion untersucht. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 28 aufgefihrt.
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Tabelle 27 ROS-Induktion in Oberflachenwasserproben (ohne Ozonung) — Messreihe 4

Probe

Zytotoxizitat
ROS-Induktion

2011-02-24-42 | Bodensee — MP A

2011-02-24-43 | Bodensee — MP B

2011-02-24-45 | Bodensee — MP C

2011-02-24-46 | Bodensee — MP D

2011-02-24-49 | Bodensee — MP E

2011-02-24-50 | Bodensee — MP F

2011-02-24-52 | Bodensee — MP G

2011-02-24-61 | Vierwaldstadter See

2011-02-24-62 | Bieler See

Grundwasser -
ROS: - negativ
Tabelle 28 ROS-Induktion in Wasserproben (ohne Ozonung) — Messreihe 5
Probe-Nr./Entnahmedatum | Entnahmestelle Zytotoxizitat
ROS-Induktion

201101780/ 28.01.2011 Wasserwerk B, Rohwasser (+) 6%
201101783 /07.02.2011 Wasserwerk B, Rohwasser (+) 9%
201101784/ 11.02.2011 Wasserwerk B, Rohwasser + 10%
201101786 / 18.02.2011 Wasserwerk B, Rohwasser (+) 8%
201101788/ 25.02.2011 Wasserwerk B, Rohwasser (+) 6%
201116523 / 23.09.2011 Wasserwerk B, Rohwasser -
201102005/ 28.01.2011 Wasserwerk B, Werksausgang + 10 %
201101986 / 07.02.2011 Wasserwerk B, Werksausgang (+) 6%
201102011 /11.02.2011 Wasserwerk B, Werksausgang (+) 6%
201102014 / 18.02.2011 Wasserwerk B, Werksausgang (+) 7%
201102017 / 25.02.2011 Wasserwerk B, Werksausgang (+) 8%
201116991 /23.09.2011 Wasserwerk B, Werksausgang -
201101355/28.01.2011 Wasserwerk A, Werksausgang (+) 8%
201101336 /07.02.2011 Wasserwerk A, Werksausgang (+) 8%
201101361/ 11.02.2011 Wasserwerk A, Werksausgang (+) 6%
201101364 / 18.02.2011 Wasserwerk A, Werksausgang (+) 8%
201101367 / 25.02.2011 Wasserwerk A, Werksausgang (+) 6%

201116081 / 23.09.2011

Wasserwerk A, Werksausgang

201117637 / 23.09.2011

Wasserwerk C, Werksausgang

201118777 / 23.09.2011

Wasserwerk D, Werksausgang

201101056 / 22.09.2011

Schdépfprobe Rhein, km 684,5

ROS: (+) 25 %; + 210 %;
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Auffallig ist hier, dass in allen Proben der Messreihe 5, die im Zeitraum Januar/Februar
2011 entnommen wurden, geringe ROS-Induktionen von 5 % bis 10 % nachweisbar sind.
Bei den Proben, die im September 2011 entnommen wurden, waren dagegen diese Effek-
te nicht mehr zu finden. Hieraus wird deutlich, dass zur sicheren Erfassung der Befunde
eine mehrmalige unabhangige Beprobung erfolgen muss.

AbschlieBend wurden in einer Messreihe grdBtenteils ozonte Wasserproben auf ihre ROS-
Induktion untersucht. In der Tabelle 29 sind die Ergebnisse angegeben.

Tabelle 29 ROS-Induktion in Wasserproben (mit und ohne Ozonung) — Messreihe 6

Probe Zytotoxizitat ROS-Induktion
1312011-03-14-01 | -
31|2011-06-28-01 | TW -
32| 2011-06-28-02 | Reinwasser -
33| 2011-06-28-03 | Reinwasser -
34| 2011-06-28-04 | ozontes TW -
35|2011-06-28-05 | ozontes TW (+) 5%
36 | 2011-06-28-06 | ozont -
37| 2011-06-28-07 | ozont -

38 | 2011-06-28-08 | ozont -

39 | 2011-06-28-09 | ozont -
40| 2011-06-28-10 | ozont -

41| 2011-06-28-11 | ozont -
42 | 2011-06-28-12 | ozont -
43| 2011-06-28-13 | ozont -

44 | 2011-06-28-14 | ozont (+) 5%
451 2011-06-28-15 | ozont -

46 | 2011-06-28-16 | ozont -
47| 2011-06-28-17 | ozont (+) 5%
48 | 2011-06-28-18 | ozont -
49| 2011-06-28-19 | ozont -

50 | 2011-06-29-01 | Grundwasser -

51 |2011-06-28-22 | ozont -
52| 2011-06-29-02 | ozont -
53| 2011-06-29-03 | ozont -

61 ]2011-06-28-32 | ozont -

62 | 2011-06-28-33 | ozont -

63 | 2011-06-28-34 | ozont -
ROS: (+) =5 %:
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In drei der ozonten Proben konnte eine geringfligige ROS-Induktion von 5 % nachgewie-
sen werden.

Fazit:

Vermutet wird, dass eine unterschiedliche Wassermatrix eine unterschiedliche ROS-
Induktion hervorruft. Die gemessenen ROS-Induktionen lagen gréBtenteils im Bereich von
5 % bis 10 %. Eine Ozonung der Proben hatte keinen Einfluss auf die ROS-Induktion. Un-
ter der Annahme, dass die ausgewahlten Wasserproben reprasentativ fir die zu erwarten-
den Wasserqualitaten sind, kann diskutiert werden, ob das Bewertungskriterium <10 %
ROS-Induktion als Hintergrundsbelastung festgelegt werden kann. Derzeit laufen interna-
tional intensive Diskussionen zur Ableitung von Bewertungskriterien flir den Nachweis von
ROS. Es kann beim jetzigen Stand nicht eingeschéatzt werden, in welchem Zeitraum diese
abgeschlossen sein werden.

9.2 Untersuchungen von PSM-Metaboliten nach der Teststrategie

Die Auswahl der PSM-Metaboliten erfolgte aus der BVL-Liste. Auswahlkriterien waren
u. a. die Haufigkeit von Positivbefunden sowie die strukturelle Vielfalt der Metaboliten. Die
sechs ausgewahlten Metaboliten wurden nach den Referenzbedingungen nach Variante 1
behandelt, d. h. die Ozondosis betrug 2 mg/L (~ 40 umol/L), die Stoffkonzentrationen wa-
ren 2 umol/L (= 0,05 eq. der Ozondosis); dies entsprach Stoffgehalten von 200 ug/L bis
600 pg/L. Die Ozonungszeit betrug 30 min, die Wassermatrix war Trinkwasser aus dem
Karlsruher Netz. Die abschlieBende Ozonvernichtung erfolgte unter empirischer Zugabe
von Natriumsulfit unter Redox-Kontrolle. Die Ergebnisse der toxikologischen Untersuchun-
gen mit diesen Substanzen sind in der Tabelle 30 dargestellt. Aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit werden die sehr umfangreichen Einzeldatensatze im gesamten Bericht summa-
risch dargestellt. Die Bewertungskriterien fir positiv/negativ sind im Methodenteil be-
schrieben.

In keinem der eingesetzten Testverfahren konnten Effekte nachgewiesen werden.

Daraufhin wurden in der nachsten Messreihe die experimentellen Bedingungen verandert,
es erfolgte eine Erhéhung der Ozondosis auf 10 mg/L und des Stoffgehaltes auf je 5 mg/L
im Trinkwasser. Die weiteren Schritte folgten den Referenzbedingungen nach Variante 1.
In Tabelle 31 sind die Ergebnisse der toxikologischen Testung dargestellt.
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Tabelle 30 Ergebnisse der Einzelsubstanztestung fir ausgewéahlte PSM-Metaboliten nach
Ozonung (Referenzbedingungen nach Variante 1, ohne Anreicherungsschritt)

Zytotoxizitat Gentoxizitat

Substanz ROS- Nekrose | Nekrose | Apoptose | Ames- | Mikrokerne

Induktion (PI) (XTT) Test (Microflow

Assay)
Negativkontrolle (TW) - - - - - -
Chloridazon Metabolit B - - - - - -
Chloridazon Metabolit B1 - - - - - -
Metolachlor ESA - - - - - -
Metolachlor OA - - - - - -
Chlorthalonilamid- B B B B B B
sulfonséaure Metabolit
Trifloxystrobin ~ Metabolit- B B B 3 3 3
CGA 321113"
- hegativ
Tabelle 31 Ergebnisse der Einzelsubstanztestung fiir ausgewéahlte PSM-Metaboliten nach
Ozonung (Referenzbedingungen nach Variante 2 mit erhdhten Stoffgehalten, oh-
ne Anreicherungsschritt)
Substanz Zytotoxizitat Gentoxizitat
ROS- Nekrose | Apoptose Ames- Mikrokerne
Induktion (PI) Test (Microflow
Assay)

Negativkontrolle (TW) - - - - -

Chloridazon Metabolit B - - - - -
Chloridazon Metabolit B1 - - - - -
Metolachlor ESA - - - - -
Metolachlor OA - - - - -

Chlorthalonilamid-sulfonsaure-
Metabolit

— negativ

Auch bei diesen experimentellen Bedingungen konnten keine Effekte in den eingesetzten
Testverfahren nachgewiesen werden.

In einer weiteren umfangreichen Messreihe wurden dem Ausgangswasser (Karlsruher
Trinkwasser und demineralisiertes Wasser im Verhéltnis 1:1) verschiedene Metaboliten
zugesetzt, danach erfolgte die Ozonung der Proben. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte
mit zwei verschiedenen Stoffkonzentrationen bzw. Ozondosen, um den Einfluss der Ozo-
nungsbedingungen auf den Metaboliten-Abbau umfassender beurteilen zu kénnen. Die

") Der Metabolit CGA 321113 von Trifloxystrobin wurde in dieser Testreihe mit untersucht. Weitergehende
Experimente mit dieser Verbindung wurden im Rahmen dieses Projektes nicht durchgefihrt.
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Variante 1 erfolgte dabei nach den bereits beschriebenen Referenzbedingungen. In der
Variante 2 kamen hoéhere Konzentrationen zum Einsatz. Die Ozondosis betrug hier
10 mg/L, die Stoffkonzentrationen lagen im Bereich 2 mg/L bis 6 mg/L. Kontaktzeit und
Abstoppen waren wie bei den Referenzbedingungen nach Variante 1. Nach den jeweiligen
Versuchsdurchfihrungen erfolgte eine Anreicherung der Proben. Die angestrebte Anrei-
cherung war 50-fach. Dabei wurde jeweils ca. ein Drittel des Probevolumens mittels Vaku-
umkonzentration, ein weiteres Drittel mittels Festphasenextraktion (SPE) angereichert, das
verbleibende Restvolumen wurde ohne Anreicherung getestet. In der folgenden Tabelle 32
sind die bei den einzelnen Verfahren erhaltenen Ergebnisse aufgefihrt.

Tabelle 32 Ergebnisse der Einzelsubstanztestung fir ausgewahlte PSM-Metaboliten der

ozonten Proben ohne und mit Aufkonzentrierung (Referenzbedingungen nach
Variante 1 und 2)

Probenbezeichnung Zytotoxizitat - ROS Gentoxizitat - Ames
ohne | Vakuum SPE ohne | Vakuum | SPE
Aufkonz. Aufkonz.

TW + demin. Wasser (=

Matrix) ozont; Variante 1 - - + 44 % - - -
TW + demin. Wasser (= o

Matrix) ozont; Variante 2 a - +45% - - B
Chloridazon B; Variante 1 - - + 31% - - _
Chloridazon B; Variante 2 - - + 17 % - — _
Chloridazon B1; Variante 1 - - + 529 - — _
Chloridazon B1; Variante 2 - + 55% | + 47 % - - -
Metolachlor ESA; Variante 1 - - + 36 % - - _
Metolachlor ESA; Variante 2 | (+) 5% - + 19% - - -
Metolachlor OA; Variante 1 - - + 34 % - - -
Metolachlor OA; Variante 2 - (+) 6% |+ 10% - - -
Chlorthalonil SA; Variante 1 - - + 12% - - _
Chlorthalonil SA; Variante 2 - - - - — _
Flufenacet SA; Variante 1 (+) 5% - - - - -
Flufenacet SA; Variante 2 - - - - - -

ROS: (+) 25%;+ =10 %; - negativ
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Im Ames-Test zeigte keine der Proben ein gentoxisches Potenzial.

In der Versuchsversion ohne Anreicherung war eine geringfligige ROS-Induktion in zwei
Proben nachweisbar. Es handelt sich dabei um Proben mit Zusatz von Metaboliten. Eine
Probe, die mittels Vakuumkonzentration gewonnen wurde, zeigte eine hohe ROS-
Induktion (Chloridazon B1; Variante 2). Dieser Effekt war aber in der entsprechenden Va-
riante 1 nicht zu detektieren. Auffallig sind dagegen im ROS-Test die Ergebnisse von den
Proben, die mittels Festphasenextraktion gewonnen wurden. So zeigte bereits das Aus-
gangswasser (TW + demin. Wasser) in allen Versuchsvarianten eine ROS-Induktion von
44 % bis 45 %. Beim Zusatz der Metabolite traten diese Effekte ebenfalls noch auf, waren
aber bis auf eine Ausnahme (Chloridazon B1; Variante 1 und 2) nicht mehr so stark aus-
gepragt. Generell ist keine stoffliche Spezifizierung der Effekte méglich. AuBerdem lagen
die bei Variante 2 gemessenen Werte in allen Fallen unter den bei Variante 1 gemesse-
nen. Eine ursachliche Bewertung der Effekte ist aufgrund des Einmalansatzes der Ver-
suchsreihe nicht méglich.

Fazit:

Die untersuchten Metabolite sind als nicht gentoxisch bewertet. Eine Ozonung der jeweili-
gen Proben flihrte zu keiner Induktion von Gentoxizitat. Die Erhdhung der ROS-Induktion
nach Anreicherung liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit in den Verfahrensschritten selbst
begriindet (SPE-Material).

9.3 Zusammenfassung und Ausblick zur Toxikologie

Die Arbeitshypothese im Projekt, dass gentoxische Gefahrdungspotenziale nach Ozonung
von PSM-Metaboliten entstehen kénnen, basiert derzeit allein auf dem analytischen
Nachweis von NDMA in ozonten Trinkwasserproben. NDMA ist toxikologisch sehr gut un-
tersucht und wird als kanzerogen eingestuft. Im Umkehrschluss sollte im Projekt gepruft
werden, inwieweit Uber den Einsatz von In-vitro-Testverfahren analytisch nicht identifizierte
Stoffe hinsichtlich ihres Gefahrdungspotenzials erfasst werden kénnen. Die Teststrategie
ist fir den Endpunkt Gentoxizitdt als prioritdr bewertungsrelevante Parameter aus-
gerichtet. Durch den kombinierten Einsatz von zwei In-vitro-Testverfahren (Ames-Test und
Mikrokerntest) kann das gentoxische Gefahrdungspotenzial ausreichend sicher abgebildet
werden. Diese Teststrategie ist international flr die Substanztestung festgeschrieben und
beruht auf der Auswertung der Datensatze von 962 Nagerkarzinogenen. Danach zeigt
sich, dass keines der gentoxischen Nagerkarzinogene bzw. ein In-vivo-Gentoxin durch
diese Testkombination nicht erfasst worden wére. Die derzeit mdglichen methodischen
Modifikationen hinsichtlich der Einbeziehung des adaquaten Metabolismus (z. B. Einsatz
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von priméren Leberzellen bzw. metabolisch kompetenten Zellen) erlauben weiterhin detail-
lierte Untersuchungen zum Wirkmechanismus einer Substanz.

Auf der Grundlage dieser Daten kénnen Entscheidungen im Sinne eines Kaskaden-
screenings (1. Stufe: Identifizierung des Gefahrdungspotenzials, 2. Stufe: Quantifizierung
der Effekte) getroffen werden. Die Analyse der Projektergebnisse zeigt in keinem der
Testansatze (Metaboliten £ Ozonung, Wasserproben + Ozonung) gentoxisches Gefahr-
dungspotenzial. Fir das Gentoxizitatsscreening muss eingeschéatzt werden, dass die der-
zeit zur Verfigung stehenden Testmdglichkeiten ausgeschdpft sind, dabei aber gleichzei-
tig einen sehr hohen Vorhersagewert in Bezug zum Endpunkt Gentoxizitat/Kanzerogenitat
aufweisen.

Inwieweit diese negativen Ergebnisse in Bezug zu umweltrelevanten Konzentrationen als
ausreichend sicher gelten kénnen, ist ein zentraler Diskussionspunkt. Die Messreihen, in
denen Uber die Konzentrierung der Proben héhere Testkonzentrationen erreicht werden
kénnen, zeigen einmal mehr, dass diese Verfahren ein hohes MaB an Standardisierung
brauchen und weitere Entwicklungsarbeiten notwendig sind. Die aktuellen Versuche zei-
gen deutlich, dass positive Effekte im Testverfahren durch Cofaktoren nach Aufkonzentrie-
rung induziert werden.

Gleichzeitig muss die Diskussion gefiihrt werden, bis zu welcher Konzentration an sich
getestet werden muss. Eine Analyse umfangreicher Datensatze [von 450 gentoxischen
Substanzen] zeigt z.B. flir den Ames-Test, dass Uber 85 % von ihnen bei einer Konzentra-
tion <250 ug pro Platte als positiv nachgewiesen werden konnten. Auf dieser Grundlage
kénnte eine Hdchstkonzentration flr die Testung festgeschrieben werden, die durchaus
auch in Bezug zu dem zu erwartenden expositionsbezogenen Niedrigdosis-Bereich steht.

Far die In-vitro-Testverfahren zum Nachweis von Gentoxizitat ist der Bezug zu adversen
Effekten, wie Krebs, belegt. Die neuesten methodischen Entwicklungen auf dem Gebiet
der zelluldaren und molekularen experimentellen Toxikologie fihren zu intensiven Diskussi-
onen, wie diese Methoden fiir die regulatorische Toxikologie genutzt werden kénnen. Ge-
nerell erfassen diese Verfahren meist friihzeitig biochemische Mechanismen im Prozess
der Schadenssetzung. Das gilt auch fir das im Projekt eingesetzte Verfahren zum Nach-
weis der ROS-Induktion. Die Messergebnisse im Projekt belegen eine hohe Sensitivitat
des Testes, wobei die Ursachen fir erhdhte Induktionsraten teilweise nicht geklart werden
konnten.

Der aktuelle methodische Entwicklungsstand lasst einen Einsatz des Testverfahrens zum
Nachweis von ROS-Induktion in der regulatorischen Toxikologie derzeit nicht zu. Folgende
Arbeiten missen geleistet werden:
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—  Standardisierung der Probenvorbereitung, einschlieBlich der Anzahl der unabhangi-
gen Probenahmen

—  Entwicklung eines Standardprotokolls, einschlieBlich der statistischen Auswertever-
fahren mit dem Ziel der Normung des Verfahrens

- Festlegung von Bewertungskriterien fir Umweltproben

- Durchfihrung von Ringversuchen.

Die aktuell zur Verflgung stehenden Daten kénnen die Arbeitshypothese nicht belegen.
Eine Modifikation des zu Grunde liegenden konzeptionellen Ansatzes scheint notwendig.
Ein wesentlicher Punkt kdnnte die Einbeziehung von Struktur-Wirkung-Beziehungen in
Bezug zum Ames-Test sein.
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10 Zusammenfassung

10.1 Zum Einsatz von Ozon

Der Qualitédtsiiberwachung und -sicherung von Trinkwasser kommt generell eine wichtige
Bedeutung zu, da sie maBgeblich zur Gesundheit der Bevdlkerung beitragt. In diesem Zu-
sammenhang muss dem Einsatz von Aufbereitungstechniken und der Zugabe von Chemi-
kalien wahrend der Trinkwasseraufbereitung eine besondere Beachtung geschenkt wer-
den. Zweifelsohne sichert ein angemessener Einsatz von chemischen Desinfektionsmitteln
(z.B. Chlor oder Ozon) die mikrobiologisch-hygienische Trinkwasserqualtitat, wobei hier
angemerkt sei, dass Ozon ebenfalls zur Oxidation bei der Trinkwasseraufbereitung zum
Einsatz kommt. Es muss aber auch sichergestellt werden, dass nicht Gber die Aufberei-
tungstechniken und Chemikalien oder Uber sich bildende Transformationsprodukte wéah-
rend der Trinkwasseraufbereitung Stoffe in das Trinkwasser gelangen, die gesundheitliche
Risiken darstellen kdnnen. Die als Aufbereitungsstoffe zugelassenen Chemikalien sowie
deren Einsatz- und Dosierbereiche werden seit Jahren in einem Anhang zur Trinkwasser-
verordung aufgefihrt [§11-Liste der TrinkwV], wobei die darin gemachten Angaben regel-
maBig an den aktuellen Kenntnisstand angepasst werden.

Es ist zudem schon lange bekannt, dass bei der Anwendung von Oxidations- und Desin-
fektionsmitteln auf die Bildung von Reaktionsnebenprodukten (Transformationsprodukten)
geachtet werden muss. Beispiele sind die Bildung von Bromat aus Bromid und von NDMA
aus dem PSM-Metaboliten DMS bei der Ozonung in Wasserwerken. Beide Transformati-
onsprodukte werden als gesundheitlich kritisch eingestuft und bedirfen einer analytischen
Uberwachung. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch den Einsatz von Oxidati-
onsmitteln, wie Ozon oder Chlor, ein hygienisch und mikrobiologisch sicheres Trinkwasser
verteilt werden kann, jedoch toxikologisch aufféllige Transformationsprodukte enstehen
kénnen.

Nach Bekanntwerden der Bildung von NDMA aus DMS wé&hrend der Ozonung in der
Trinkwasseraufbereitung wurde rasch deutlich, dass zu Uberprifen ist, wo méglicherweise
weitere toxikologisch kritische Transformationsprodukte aus anthropogenen Spurenstoffen
bei oxidativen Verfahren der Trinkwasseraufbereitung gebildet werden kénnen. Dies flhrte
zu der Erkenntnis, dass noch grundsétzlicher Forschungsbedarf im Bereich der gesund-
heitlichen Risikoabschatzung besteht.
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10.2 Zur entwickelten Priifmethode

In dem durchgeflihrten Forschungsprojekt wurde eine Labormethode entwickelt, um das
oxidative Transformationspotenzial von Zielsubstanzen (hier: PSM-Metaboliten), die in der
aquatischen Umwelt und in den Rohwassern der Wasserwerke auftreten kénnen, nach-
stellen zu kdnnen. Vor dem Hintergrund einer angestrebten toxikologischen Sicherheit
wurde das Ziel verfolgt, bei der Ozonung gebildete Transformationsprodukte einer toxiko-
logisch geleiteten Beurteilung zu unterziehen. Der Fokus lag auf humantoxikologisch rele-
vanten Endpunkten, wobei die Gentoxizitat als primare Bewertungsbasis herangezogen
wurde. Dabei war die Praferenz nicht auf eine Bilanzierung und Strukturaufklarung mit an-
schlieBender Einzelstoffbewertung der Transformationsprodukte gerichtet, sondern auf
eine toxikologische Untersuchung von ozonten Wasserproben mit den gebildeten Trans-
formationsprodukten in einer mdglichst praxisnahen Reaktionsmischung. Eine physika-
lisch-chemische Charakterisierung der Transformationsprodukte war dabei nicht vorgese-
hen. Die Reaktionsldsung ist dabei als Black-Box anzusehen. Nur im Falle einer in toxiko-
logischen Testverfahren abgeleiteten gentoxikologischen Geféahrdung sollten dann in ei-
nem zweiten Schritt analytische Methoden der Strukturaufklarung eingesetzt werden.

NDMA als Sonderfall

Im Rahmen des Projektes wurde die Untersuchungsstrategie auch auf NDMA angewandt.
Zu Beginn der Arbeiten wurde angenommen, dass die Bildung von NDMA aus DMS als
eine Positivkontrolle Uber das Gesamtverfahren fungieren kann. Aus den experimentellen
Befunden muss jedoch der Schluss gezogen werden, dass NDMA als Sonderfall zu be-
trachten ist und sich nicht in die erarbeitete Teststrategie einfligt, d.h. es ist kein positiver
gentoxikologischer Befund zu erwarten. Im Rahmen der Projektarbeiten konnte aber auch
gezeigt werden, dass durch ein speziell angepasstes Versuchsdesign (u.a. Tox-Tests mit
adaptierten Zelllinien) ein gentoxikologischer Nachsweis von NDMA im unteren pg/L-
Bereich erfolgreich sein kann. Da hierfir jedoch nicht komerziell erhaltliche Zelllinien not-
wendig sind, ist fir dieses Verfahren ein besonderer Aufwand notwendig. Im Vergleich mit
einem analytischen Nachweis von Nitrosaminen steht der Aufwand der toxikologischen
Methode nicht im Verhéltnis zum Nutzen. Aus diesem Grund empfehlen die Autoren
NDMA (und andere Nitrosamine) als Sonderfall zu beriicksichtigen und eine mégliche Bil-
dung dieser Verbindungen durch Ozonung von PSM-Metaboliten auf analytischem Wege
nachzuweisen.

Randbedingungen der Referenzmethode

Die minimalen Effektdosen der bekannten standardisierten gentoxikologischen Testsyste-
me (z.B. Ames-Test, umu-test) liegen um GréBenordnungen héher als die zu erwartenden
Rlckstandskonzentrationen in der aquatischen Umwelt. Somit bedarf es zur Anwendung
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dieser gentoxikologischen Verfahren hoher Stoffgehalte, die Gber hohe Startkonzentratio-
nen oder eine Aufkonzentrierung der im LabormaBstab transformierten Zielsubstanzen
erzielt werden kénnen. Wird eine Kombination aus hohen Anfangsgehalten und Anreiche-
rungstechniken angewandt, kénnen Transformationsprodukt-Gehalte im unteren bis mittle-
ren mg/L-Bereich realisiert werden.

Zur Kopplung der im LabormaBstab erzeugten Transformationsprodukte in den Reaktions-
I6sungen mit den (gen)toxikologischen Testsystemen wurden drei Anreicherungsverfahren
auf ihre Eignung hin untersucht: Festphasen-Extraktion (SPE), Vakuum-Konzentration und
Membrantechniken. Aus methodischen Griinden wurde der Fokus schlieBlich auf die SPE-
und Vakuum-Anreicherung gelegt und bei den ozonten Wéssern parallel angewandt.

Mit Hilfe von ausgewahlten Substanzen, die bekanntermaBen in standardisierten gentoxi-
kologischen Testsystemen (z.B. Ames-Test) positive Effekte zeigen, wurde ein allgemein
anwendbares Konzept der Kopplung erarbeitet und Gberpruift:

—  Lésen der Testsubstanz in der Wassermatrix

—  Ozonung der Mischung im Batch-Verfahren

- Definiertes Abstoppen der Ozon-Reaktion

—  Anreicherung/Aufkonzentrierung der Reaktionslésung Uber zwei Verfahren
(ca. 50-fach)

- (Gen)toxikologische Untersuchungen der ozonten Proben, sowie der Konzentrate
beider Anreicherungsverfahren

In dem erarbeiteten Untersuchungskonzept bedurfte es im Hinblick auf eine grundsétzliche
Umsetzbarkeit mehrerer Kompromisse:

—  Die eingesetzten Stoffkonzentrationen im Ozonungsexperiment kénnen nicht beliebig
hoch gewahlt werden, da ansonsten die Stéchiometrie zur Ozon-Konzentration und
das Verhaltnis zum DOC missachtet werden und dann die Ubertragbarkeit auf die
Ozonung unter praxisrelevanten Bedingungen nicht mehr als gegeben angesehen
werden kann.

— Um eine weitere Erhéhung der Stoffkonzentrationen realisieren zu kdnnen, wird der
Einsatz von Anreicherungsverfahren empfohlen. In diesem Zusammenhang sind die
spezifischen Rahmenbedingungen (pH, Salzfracht, Losungsmittel, Mindestvolumen)
des Anreicherungsverfahrens fir den Einsatz in toxikologischen Testsystemen abzu-
stimmen. Fir gentoxikologische Testverfahren wird ein Anreicherungsfaktor von 50-
fach, der direkt mit den toxikologischen Testsystemen kompatibel ist, bei beiden An-
reicherungsverfahren (SPE u. Vakuum-Konzentration) als praktikabel (d.h. robust
und realisierbar) erachtet. Nur die Kopplung der SPE-Anreicherung mit anschlieBen-
der ROS-Testung zeigt erhéhte ROS-Raten, wobei hier von falsch-positiven Werten
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auszugehen ist. Insofern scheint diese Verfahrenskombination unter der derzeitigen
Arbeitsvorschrift nicht anwendbar zu sein.

—  Bei Anreicherungsverfahren muss auch ein Stoffverlust an Transformationsprodukten
in Betracht gezogen werden (schlechte Wiederfindungsraten). Um dennoch eine
weitgehend vollstandige Anreicherung von Transformationsprodukten mit unter-
schiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften gewéhrleisten zu kénnen, wird
die parallele Anwendung von zwei unterschiedlichen Techniken mit sich unterschei-
denden Selektionsmechanismen empfohlen (Nutzung orthogonaler Methoden).

—  Als Wassermatrix wurde ein 1:1 mit demin. Wasser verdiinntes Trinkwasser verwen-
det. Bei dieser Matrix ist noch nicht zu beflirchten, dass sich die Reaktionswege im
Vergleich zur reinen Trinkwassermatrix stark verandern, jedoch kann Uber diese
Verdinnung der Gehalt der geldsten Salze im Konzentrat reduziert werden.

Bewertungsansatz zu den (gen)toxikologischen Untersuchungsmethoden

Ist eine Testmischung in den Testverfahren auffallig, sind weitergehende analytische Un-
tersuchungen durchzufihren. Wird bei einem unkritischen (nicht relevanten) PSM-
Metaboliten nach Ozonung in den toxikologischen Testvefahren ein signifkanter Effekt
festgestellt, ist eine weitere Aufklarung obligatorisch.

Zur Bedeutung des Tests zur Messung der ROS-Induktionsrate

Flankierend zum Ames-Test und den anderen gen(toxischen) Test-Verfahren wurden im
Rahmen dieses Forschungsprojekts verschiedene Méglichkeiten zur Umgehung der Not-
wendigkeit einer Anreicherung untersucht. Hierbei wurde u. a. ein Testverfahren zur Be-
stimmung der ROS-Induktion ausgewahlt, mit dem das Auslésen oxidativer Schaden un-
tersucht werden kann. Dieser Test scheint nach den erhaltenen Ergebnissen dafiir geeig-
net zu sein, ein Screening nicht angereicherter ozonter Wasserproben zu erlauben. Die im
Rahmen des Projekis gewonnenen Resultate lassen bislang jedoch noch keine abschlie-
Bende Bewertung zu. Somit erfordert die Abschatzung der Méglichkeiten und der Grenzen
dieses Testverfahres im Vergleich zu den anderen toxikologischen Testsystemen noch
weiteren Forschungsbedarf.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in den im Projekt durchgeflhrten Laborver-
suchen zur Ozonung von zahlreichen Wasserproben und den anschlieBenden toxikologi-
schen Untersuchungen kein signifikanter Unterschied in den toxikologischen Ergebnissen
zwischen Wassern vor und nach der Ozonung gefunden werden konnte. Diese Ergebnisse
gelten sowohl flr native Wasser, als auch fir aufdotierte Wéasser mit den sechs ausge-
wahlten Testsubstanzen (Metabolite von Pflanzenschutzmittelwirkstoffen), wobei diverse
Variationen der experimentellen Randbedingungen (z.B. Ozondosis, Stoffdosis, Wasser-
matrix, Anreicherungstechnik) untersucht wurden.
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10.3 Fazit

Zulassungen von Chemikalien mit Verlagerungspotential in das Rohwasser von Wasser-
werken sollten an den Nachweis gebunden sein, dass aus ihren Rickstanden und Meta-
boliten bei Wasseraufbereitungsprozessen keine gesundheitlich bedenklichen Transforma-
tionsprodukte entstehen. Besonderes Augenmerk liegt derzeit auf der in Deutschland hau-
fig eingesetzen Ozonung. Ausgangspunkt fir die hier berichteten Arbeiten war die Er-
kenntnis, dass bei der Ozonung aus einem ursprtinglich toxikologisch nicht relevanten und
unkritischen Metaboliten eines Pflanzenschutzmittels, DMS (N,N-Dimethylsulfamid), im
Rahmen der Wasseraufbereitung ein toxikologisch relevantes Transformationsprodukt,
NDMA (N-Nitrosodimethylamin), entsteht.

Far die Vermeidung des Eintrags von Substanzen in Rohwéasser von Wasserversorgungs-
unternehmen, die bei der Ozonung kritische Transformationsprodukte bilden, bedarf es
einfacher standardisierter Untersuchungsmethoden mit Praxisnahe in Bezug auf die in den
Wasserwerken ablaufenden Aufbereitungsverfahren.

Die hier vorgestellten Arbeiten haben deutlich gemacht, dass der gewahlte Ansatz, das
entsprechende Risiko Uber eine Untersuchung der ozonten Wasserprobe mit toxikologi-
schen Testverfahren abzuschéatzen, eine komplexe Angelegenheit ist. Es wurde deutlich,
dass in den gut standardisierten bakteriellen Gentoxizitatstests sehr hohe Stoffkonzentra-
tionen erforderlich sind, die in den Testsystemen signifikant héhere Eingangskonzen-
trationen erfordern, als in der aquatischen Umwelt Gblicherweise vorkommen.

Die entwickelte Teststrategie ermdglicht es, durch den Einsatz erhdhter Testsubstanz-
Konzentrationen in Kombination mit speziell erarbeiteten Anreicherungstechniken die
Wirkschwelle standardisierter bakterieller Gentoxizitatstests zu erreichen. Leider eignet
sich das Stoffpaar DMS/NDMA nicht als Positivkontrolle tiber das Gesamtverfahren.

Der ROS-Test hat den Vorteil, dass er offensichtlich empfindlich genug ist, bereits in nicht
aufkonzentrierten nativen Wasserproben Effekte messen zu kénnen und sich so grund-
satzlich als Screening-Verfahren eignet, um Stoffe flir die weitere Testung zu priorisieren.
Hier besteht aber noch weiterer Forschungsbedarf im Hinblick auf die Aussagekraft und
Standardisierung.

10.4 Ausblick im regulatorischen Kontext

Rechtliche Rahmenbedingungen des Zulassungsverfahrens

Die Voraussetzungen flir eine positive Bewertung sowohl im Rahmen der europaischen
Wirkstoffprifung als auch in den nationalen Zulassungsverfahren von Pflanzenschutz-
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mitteln sehen in Artikel 4 Absatz 3 Buchstabe b der ab 14.6.2011 anzuwendenden Zulas-
sungsverordnung (EG) Nr. 1107/2009° eine Beriicksichtigung der Auswirkungen von
Transformationsprodukien von Pflanzenschutzmitteln aus der Trinkwasseraufbereitung
vor:

.Sle [Pflanzenschutzmittel] dlirfen keine sofortigen oder verzégerten schadlichen Auswir-
kungen auf die Gesundheit von Menschen, einschlieBlich besonders gefdhrdeter Perso-
nengruppen, oder von Tieren — weder direkt noch lber das Trinkwasser (unter Ber(icksich-
tigung der bei der Trinkwasserbehandlung entstehenden Produkte) ... — noch auf das
Grundwasser haben”.

Die Konkretisierung dieses neuen Zulassungskriteriums des Artikels 4 und damit eine An-
derung der einheitlichen Grundsatze fir die Bewertung und Zulassung von Pflanzen-
schutzmitteln, die mit der Durchfiihrungsverordnung (EU) Nr. 546/2011° erlassen wurden,
stehen noch aus. Darlber hinaus wird zur tatséchlichen Umsetzung im Verfahren der
Wirkstoffprifung voraussichtlich auch die Abstimmung weiterer Details zwischen der Eu-
ropaischen Kommission und den Mitgliedstaaten in einem Guidance Document sowie die
Uberarbeitung der gesetzlichen Datenanforderungen fiir die Erstellung der Zulassungs-
dossiers erforderlich sein.

Implementierung eines Bewertungskonzeptes im Zulassungsverfahren

Die zukinftig zu beachtenden rechtlichen Rahmenbedingungen sind somit zu einem guten
Teil noch offen. Aus den Ergebnissen zum NDMA geht hervor, dass es zu einer Gefahr-
dung durch oxidative Prozesse wahrnd der Trinkwasseraufbereitung kommen kann. An-
derseits konnten in den Untersuchungen dieses Projekts keine kritischen Effekte zu den
hier ausgewahlten sechs PSM-Metaboliten festgestellt werden. Eine generelle Entwarnung
kann aber nicht gegeben werden, da der DMS-NDMA-Fall tatsachlich existiert und die Un-
tersuchung von sechs Modellverbindungen als Stichprobe einzustufen ist. Die Frage, ob
es sich beim DMS-NDMA-Fall letztlich um einen Einzelfall handelt, bleibt noch offen. Die
Bewertung mdéglicher Auswirkungen von Transformationsprodukten der Trinkwasseraufbe-
reitung erscheint in Anlehnung an bereits praktizierte Ansatze grundsatzlich nach folgen-
dem Stufenverfahren mdglich:

2 Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 21. Oktober 2009 tiber das Inver-
kehrbringen von Pflanzenschutzmitteln und zur Aufhebung der Richtlinien 79/117/EWG und 91/414/EWG des Rates, Abl.
L 309 vom 24.11.2009, S. 1.

% Verordnung (EU) Nr. 546/2011 der Kommission vom 10. Juni 2011 zur Durchfiihrung der Verordnung (EG) Nr.
1107/2009 des Européischen Parlaments und des Rates hinsichtlich einheitlicher Grundséatze fir die Bewertung und
Zulassung von Pflanzenschutzmitteln, Abl. L 155, S. 127
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1. Prognose des zu erwartenden Eintrags von Wirkstoff und Metaboliten in das Grund-
wasser nach sachgerechter und bestimmungsgemaBer Anwendung des Mittels auf der
Grundlage von Modellsimulationen oder experimentellen Untersuchungen wie Lysimeter-
Studien.

2.  Fir Metaboliten, deren voraussichtliche Konzentration im Grundwasser (PECgw) ei-
nen Triggerwert Ubersteigt, wird eine Priifung der Relevanz im Sinne der Zulassungskrite-
rien der einheitlichen Grundsatze durchgeflihrt. Die Grenzwerte fir Metaboliten im Grund-
wasser sind im nationalen und internationalen Pflanzenschutzrecht definiert. In einem an-
schlieBenden Schritt missten die Metaboliten einem standardisierten Effektscreening im
Hinblick auf die eventuelle Bildung schadlicher Transformationsprodukte bei der Trinkwas-
seraufbereitung unterzogen werden. Dazu muss zun&chst noch eine entsprechende Test-
strategie festgeschrieben werden, aus der sich hierarchisch die Bewertung positiv/negativ
ergibt. Hier wéare ein Labor-Testsystem zur Identifizierung von bedenklichen Transformati-
onsprodukten, die bei der oxidativen Trinkwasseraufbereitung entstehen, anzusiedeln.
Dabei ist es im Ergebnis zun&chst nicht notwendig, die mégliche Vielzahl von Reaktions-
produkten zu identifizieren. Vielmehr musste das Ziel sein, durch geeignete Effektstudien
bedenkliche Transformationsprodukte anzeigen zu lassen.

Zu prifen ware, ob als Kriterium flr die Durchfihrung des Effekiscreenings allein das
Uberschreiten eines festzulegenden Triggerwertes herangezogen wird, oder ob zusatzlich
eine Identifizierung von potenziellen Kandidaten flr die Bildung (gen)toxischer Reaktions-
produkte bei der Trinkwasseraufbereitung aufgrund der Struktur der betroffenen Substan-
zen durchgefiihrt werden kann (sofern aussagekraftige QSAR-Methoden zur Verfligung
stehen).

3. Regulatorische Konsequenz:

a) Bei einem positivem Ergebnis im Effekiscreening kann zunachst eine Zulassung nicht
ausgesprochen werden, es sei denn, weiterfihrende Untersuchungen werden seitens des
Antragstellers zur Klarung der Zulassungsféahigkeit des Mittels durchgefihrt (z. B. Identifi-
zierung der Metaboliten und bedenklicher Transformationsprodukte, weitere Effektstudien,
Expositionsabschatzung), die zeigen, dass keine schadlichen Auswirkungen zu besorgen
sind.

b) Bei negativem Ergebnis im Effektscreening wird grundsatzlich davon ausgegangen,

dass keine flr die Zulassungsentscheidung relevanten Reaktionsprodukte durch die oxida-
tive Trinkwasseraufbereitung entstehen.
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Mit der einzusetzenden Methodik musste die Gberwiegende Anzahl kritischer Stoffe erfasst
werden kénnen. Um eine angemessene Sicherheit der Risikobewertung zu erreichen, ist
eine hohe Treffsicherheit (Vermeidung einer zu groBen Anzahl falsch-positiver oder sogar
falsch-negativer Ergebnisse) Voraussetzung fir die Nutzung im Zulassungsverfahren.
N,N-Dimethylsulfamid (Metabolit des Wirkstoffs Tolylfluanid) und das bei der Ozonung ge-
bildete NDMA stellen einen Sonderfall dar, der wenn Uberhaupt nur schwer in solchen
Standardverfahren erfasst werden kann. Hier bietet sich als Alternative die direkte che-
misch-analytische Prifung auf Nitrosamine an.
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11  Anhang A: Stoffdaten und Methodenbeschreibungen

In Kapitel 11 werden die Stoffdaten zu den in diesem Projekt untersuchten Verbindungen
aufgefthrt. Weiterhin sind in diesem Kapitel auch die Beschreibungen der Labormethoden

enthalten. Hierbei sei auf folgende Differenzierung hingewiesen:

¢ Referenzbedingungen und Vorschriften sind ausgearbeitete Methoden und sind
fir die Durchfihrung der Teststrategie in diesem Bericht giltig (z.B. Anreicherung
tber SPE- oder Vakuum-Verfahren).

¢ Informationen sind erganzende Hinweise auf angewandte Verfahren. Hierunter fal-
len auch Methoden, die im Projekt Verwendung fanden, spater jedoch nicht flr die
Teststrategie vorgeschlagen werden (z.B. Anreicherung mittels Membrantechni-
ken). Weiterhin sind hier etablierte Verfahren angefihrt (z.B. Bestimmung des pH-
Werts nach DIN 38404). Unter dem Begriff Informationen sind auch erganzende
Hinweise zu den Labormethoden zu verstehen, die im Hauptteil des Berichts nicht
platziert wurden, aber dennoch nicht unerwahnt bleiben sollen. Alle wichtigen expe-
rimentellen Daten wurden in die Abbildungsbeschreibung genommen, so dass auf

eine textliche Ausarbeitung weitgehend verzichtet wird.

Wahrend in diesem Kapitel die Stoffdaten und Beschreibungen der Methoden enthalten
sind, werden in Kapitel 12 (Anhang B) die Messdaten zu den Versuchen und Proben an-

geflhrt.
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11.1  Zusammenstellung ausgewahlter Stoffdaten

Name N,N-Dimethylsulfamid
DMS
QO CH,4
PSM-Metabolit von  Tolylfluanid (Bayer) H N—g—N/
CAS 3984-14-3 220N
Mittleres Molgewicht  124,3 g/mol O Chs
Monoisotopenmasse 124,031 g/mol
Summenformel C,HsN-0O,-S
Name N,N-Dimethylnitrosamin
N-Nitrosodimethylamin
(NDMA)
CH,
N—N
CAS 162-57-9 J om,
Mittleres Molgewicht 74,1 g/mol
Monoisotopenmasse 74,048 g/mol
Summenformel C,HsN-O
Name Desphenyl-Chloridazon
Metabolit B
Reg.Nr. 14456 AT
PSM-Metabolit von Chloridazon (BASF)
NN
HoN o]
Mittleres Molgewicht  145,5 g/mol Cl
Monoisotopenmasse 145,004 g/mol
Summenformel C4H.CIN;O
Name Methyl-Desphenyichloridazon
Metabolit B1
Reg.Nr. 035375 N
PSM-Metabolit von Chloridazon (BASF)
NN
H,N o)
Mittleres Molgewicht  159,6 g/mol Cl
Monoisotopenmasse 159,020 g/mol
Summenformel CsHgsCINZO
Name Metolachlor Oxanilsaure
racemisch CGA 51202 H COOH
Metolachlor OA 0 : N
PSM-Metabolit von S-Metolachlor (Syngenta) d vl\N 0
Mittleres Molgewicht 279,3 g/mol
Monoisotopenmasse 279,147 g/mol
Summenformel Cq5H21O4N
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Name
racemisch

PSM-Metabolit von

Metolachlor Ethansulfonsiure

CGA 354743
Metolachlor ESA
S-Metolachlor (Syngenta)

SO4H

A
/O%\NLO

Mittleres Molgewicht  329,4 g/mol
Monoisotopenmasse 329,130 g/mol

Summenformel Ci5H23NOsS

Name Chlorthalonilamidsulfonsaure

Metabolit vom PSM

R 417888 / Vis-01 / M12

Chlorthalonil (Bayer/Syngenta

CN
Cl cl
)
Cl CONH,

Mittleres Molgewicht  329,5 g/mol

Monoisotopenmasse 327,888 g/mol SO3H
Summenformel CgH3sCI3N,O,S

Name Flufenacet-Metabolit M2 /

Metabolit vom PSM

FOE Sulfonsiure

Flufenacet (Bayer)

hd
/J::::T/N\Ig/\\sosH

Mittleres Molgewicht 275,3 g/mol
Monoisotopenmasse 275,063 g/mol
Summenformel C11H14FNO,S
Name Metabolit GCG

Metabolit vom PSM

Mittleres Molgewicht
Monoisotopenmasse
Summenformel

321113

Trifloxystrobin (Bayer

394,3 g/mol
394,114 g/mol
C19H17F3N204

)
_O

o~ CFsy
N
e
N
OH

Name
Anwendung als

CAS

Mittleres Molgewicht
Monoisotopenmasse
Summenformel

3,5-Dinitroanilin
Modell fir gentox. Verbindung

618-87-1
183,1 g/mol
183,028 g/mol
C6H5N3O4

NH,

NO,
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Name

2-Methyl-4,6-dinitrophenol

4,6-Dinitro-o-kresol OH
Anwendung als Modell far gentox. Verbindung O,N
CAS 534-52-1
Mittleres Molgewicht 198,1 g/mol
Monoisotopenmasse 198,028 g/mol NO,
Summenformel C7HgN2-Os5
Name 3,4-Dinitrobenzoesaure
@) OH

Anwendung als Modell fir gentox. Verbindung
CAS 528-45-0
Mittleres Molgewicht  212,1 g/mol NO,
Monoisotopenmasse 212,007 g/mol NO,
Summenformel C7H4N>O¢
Name 3,5-Dinitrobenzoesaure

_ O~_ _OH
Anwendung als Modell far gentox. Verbindung
CAS 99-34-3
Mittleres Molgewicht 212,1 g/mol O.N NO
Monoisotopenmasse 212,007 g/mol 2 2
Summenformel C,H4N,O6
Name Sorbinsaure
Anwendung als Modell fir Ozonungsprodukt o

CAS 110-44-1

Mittleres Molgewicht 112,1 g/mol
Monoisotopenmasse 112,052 g/mol
Summenformel CeHgOs

Name para-Chlorbenzoeséaure

Anwendung als

CAS

Mittleres Molgewicht
Monoisotopenmasse
Summenformel

(PCBA)
4-Chlorbenzoeséaure

Indikatorsubstanz zur
OH-Radikalbestimmung

74-11-3

156,6 g/mol
155,998 g/mol
C7HsCIO,
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Name

Anwendung als

CAS

Mittleres Molgewicht
Monoisotopenmasse
Summenformel

Indigotrisulfonat-
trikaliumsalz

Indikatorsubstanz zur
Ozonbestimmung

67627-18-3
616,7 g/mol
615,812 g/mol
C16H7K5N2011S;

o 3
0=S=0 ;
+ H Q W\ _O
K N S
\\
2 —
o'/si\ ) H
O O
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11.2  Vorschriften und Informationen zur Ozonung und Analytik

11.2.1 Referenzbedingungen zur Ozonung nach Variante 1

Die Testsubstanz wird mit Ozonstarkwasser im Batch-Verfahren ozont. Die
Ozonkonzentration liegt gegeniiber der Stoffkonzentration im 20-fachen Uber-
schuss vor.

Parameter fir Variante 1:

Matrix: 1 Teil Karlsruher Trinkwasser + 1 Teil demin. Wasser
Stoffdosis: 2 pmol/L (entspricht ca. 200 pg/L bis 600 pg/L)
Ozondosis: 2 mg/L (entspricht 42 pmol/L; 21 eq.)
Kontaktzeit: 30 Minuten unter Rihren
Temperatur: Raumtemperatur
Abstoppen: Zugabe von Natriumsulfit-Losung (13 g/L)

unter RedOx-Kontrolle - kein Sulfit-Uberschuss!

Vorgehen bei der Ozonung:

Vor Versuchsbeginn wird unter Verwendung von demin. Wasser gesdttigtes
Ozonstarkwasser hergestellt (ca. 25 mg/L). Mit Hilfe der Indigo-Methode
wird der Ozongehalt bestimmt (vgl. Arbeitsanweisung Ozonbestimmung) .

Die Zugabemenge an Ozonstarkwasser fiir eine Ozondosis von 2 mg/L wird mit
der unten angegebenen Formel berechnet.

Nach 30 Minuten Kontaktzeit wird mit einer RedOx-Elektrode die RedOx-—
Spannung gemessen und tropfenweise Natriumsulfitldsung zugegeben, um einen
Uberschuss an Sulfit zu vermeiden (vgl. Arbeitsanweisung Ozonabstoppung) .

Berechnung:
Ozondosis - Gesamtvolumen
SW —Zugabe =
Starkwassergehalt
SW-Zugabe: Zugabe an Ozonstarkwasser zur Probe in mL
Ozondosis: 2 mg/L
Starkwassergehalt: Ozongehalt des Starkwassers in mg/L
Gesamtvolumen: Volumen der zu ozonenden Probe in mL
Hinweise:

Die Redox—-Spannung stellt sich nur langsam an der Elektrode ein. Daher ist
die Sulfit-Losung vorsichtig zuzugeben.

Die Redoxspannung fdllt von anfangs ca. 1000 mV ab, wobei um 700 mV der
Wendepunkt der Kurve liegt und das gesamte Ozon vernichtet ist.

Ozon und Sulfit reagieren ndherungsweise im Verh&ltnis 1:1, was zur Ab-
schatzung der Sulfit-Zugabemenge herangezogen werden kann (vgl. Arbeitsan-
weisung Ozonabstoppung)

Verweise: Ozonbestimmung, Ozonabstoppung

104




11.2.2 Referenzbedingungen zur Ozonung nach Variante 2

Die Testsubstanz wird mit Ozonstarkwasser im Batch-Verfahren ozont. Die
Ozonkonzentration liegt gegeniiber der Stoffkonzentration im 10-fachen Uber-
schuss vor.

Parameter fir Variante 2:

Matrix: 1 Teil Karlsruher-Trinkwasser + 1 Teil demin. Wasser
Stoffdosis: 20 pmol/L (entspricht ca. 2 mg/L bis 6 mg/L)
Ozondosis: 10 mg/L (entspricht 210 pmol/L; 10 eqg.)
Kontaktzeit: 30 Minuten unter Rihren
Temperatur: Raumtemperatur
Abstoppen: Zugabe von Natriumsulfit-Losung (13 g/L)

unter RedOx-Kontrolle - kein Sulfit-Uberschuss!

Vorgehen bei der Ozonung:

Vor Versuchsbeginn wird unter Verwendung von demin. Wasser gesdttigtes
Ozonstarkwasser hergestellt (ca. 25 mg/L). Mit Hilfe der Indigo-Methode
wird der Ozongehalt bestimmt (vgl. Arbeitsanweisung Ozonbestimmung) .

Die Zugabemenge an Ozonstarkwasser fiir eine Ozondosis von 10 mg/L wird mit
der unten angegebenen Formel berechnet.

Nach 30 Minuten Kontaktzeit wird mit einer RedOx-Elektrode die RedOx-—
Spannung gemessen und tropfenweise Natriumsulfitldsung zugegeben, um einen
Uberschuss an Sulfit zu vermeiden (vgl. Arbeitsanweisung Ozonabstoppung) .

Berechnung:
Ozondosis - Gesamtvolumen
SW —Zugabe =
Starkwassergehalt
SW—-Zugabe: Zugabe an Ozonstarkwasser zur Probe in mL
Ozondosis: 10 mg/L
Starkwassergehalt: Ozongehalt des Starkwassers in mg/L
Gesamtvolumen: Volumen der zu ozonenden Probe in mL
Hinweise:

Die Redox—-Spannung stellt sich nur langsam an der Elektrode ein. Daher ist
die Sulfit-Losung vorsichtig zuzugeben.

Die Redoxspannung fdllt von anfangs ca. 1000 mV ab, wobei um 700 mV der
Wendepunkt der Kurve liegt und das gesamte Ozon vernichtet ist.

Ozon und Sulfit reagieren ndherungsweise im Verh&ltnis 1:1, was zur Ab-
schatzung der Sulfit-Zugabemenge herangezogen werden kann (vgl. Arbeitsan-
weisung Ozonabstoppung)

Verweise: - Ozonbestimmung, - Ozonabstoppung
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11.2.3 Vorschrift zur Ozonabstoppung

Zum definierten Abstoppen der Ozonreaktion wird die Probe mit Natrium-
sulfit-Losung unter Kontrolle der Redox-Spannung versetzt.

Damit eine Kompatibilitat zu den toxikologischen Untersuchungen gegeben
ist, darf kein Uberschuss an Sulfit vorliegen.

Auch aus chemischer Sicht ist ein Uberschuss an Sulfit zu vermeiden, da
Oxidationsprodukte der Ozonung mit dem Reduktionsmittel Sulfit reagieren
koénnten.

Reagenz:

1,3 g Natriumsulfit (wasserfrei) werden in 100 mL Reinstwasser geldst.

Vorgehen:

Nach der gewiinschten Reaktionszeit wird der Rest-Ozongehalt entsprechend
der Indigo-Methode bestimmt (vgl. Arbeitsanweisung Ozonbestimmung) und die
absolute molare Rest-Ozonmenge errechnet.

Da die Reaktion von Sulfit mit Ozon ungefdhr im Verhdltnis 1:1 stattfindet,
kann diese Ozonmenge fiir eine Abschdtzung der bendtigten Sulfitmenge heran-
gezogen werden. Um einen Uberschuss an Sulfit zu verhindern, wird zundchst

eine geringere Menge der Abstoppldsung (ca. 80 %) dazugegeben.

Die Redox—-Spannung stellt sich nur langsam am Messgerdt ein. Um einen Sul-
fit-Uberschuss zu vermeiden, ist die Sulfit-L&sung gegen Ende nur tropfen-
weise dazuzugeben. Die Redoxspannung von anfangs ca. 1000 mV f&llt durch
die Zugabe von Sulfit ab, wobei bei etwa 700 mV der Wendepunkt liegt und
das Rest-0Ozon vernichtet ist.

Berechnung des Zugabevolumens (ZV) an Sulfit-Losung:

M(0O3)= 48 g/mol // M(Na,SO0;)= 126 g/mol

Na,S03;-Lésung = 13 g/L entspricht ca. 0,1 mol/L

Sicherheitsfaktor = 0,8 (= 80 %)
Restozongehalt der Probe: z.B. 1 mg/L
Restvolumen der Probe: z.B. 2,5 L
mg
1—-25L-0,8
ZV (Sulfit) = plo)v-os "y =0,417 mL
Al(C%)‘C(ARQS(%) 48445—”()11§9£
mol

B(03) in mg/L, V in L, 2ZV(Sulfit) in mL

Verweis: Ozonbestimmung
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11.2.4 Vorschrift zur Ozon-Bestimmung

Methode nach DIN 38 408 - G3-3

Grundlage des Verfahrens: Indigotrisulfonat wird durch Ozon in einer
stdochiometrischen Reaktion entfarbt.

Reagenzien:
In einem 250 mL Messkolben werden 0,25 mL konz. Phosphorsdure
ié:ii% (p = 1,70 g/mL) in ca. 100 mL demin. Wasser gegeben. Darin
werden 193 mg Kaliumindigotrisulfonat (C;4H,K3N,0,:S3) gegeben
und nach dem L&sen (ca. 20 min) bis zur Marke mit Wasser auf-
gefiillt. Die L&sung ist kiihl und dunkel gelagert
ca. 4 Monate haltbar.
Arbeits- 25 mL der Stammlosung werden messtdglich mit demin. Wasser im
Losung Messkolben auf 250 mL verdinnt.

Vorgehen bei der Bestimmung:

a) In einen 100 mL Messkolben werden 10 mL Arbeitsldsung vorgelegt und mit
demin. Wasser vorverdiinnt, sofern hohe Ozongehalte gemessen werden.

b) Fir die Referenzprobe wird der Kolben mit Wasser (ozonfrei) bis zur Mar-—
ke aufgefiillt. Diese LOsung soll in einer 5-cm-Kivette (600 nm) eine Ex-
tinktion von 1,00 £+ 0,05 haben. Sie ist unbrauchbar, wenn die Extinktion
< 0,8 ist.

c) Zu den Proben wird ein dem Ozongehalt angepasstes Probenvolumen gegeben
und es wird mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Bei geringen Ozongehal-
ten (0,05 mg/L bis 0,5 mg/L O3) wird viel Probevolumen bendtigt.

d) Die photometrische Messung erfolgt bei 600 nm in einer 5-cm-Kilivette
direkt nach dem Mischen (spdtestens nach 4 h).

Auswertung:

Uber folgende Gleichung wird die Ozon-Konzentration zuginglich (s. DIN):
B (03) = [ (EXtRefiEXtProbe) ° f'vmax] / [S‘Vp]

Flir eine 5-cm-Kivette und einen 100 mL Messkolben gilt:

ﬁ(OB) = [ (EXtRef_EXtProbe) ° 48] / [Vp]
V, = Volumen der Probe in mL

Hinweise:

Zum Verdinnen oder Aufflillen der Proben muss zehrungsfreies Wasser
(demin. Wasser oder besser Reinstwasser) verwendet werden.

Zugabemengen der Probe:
0,05 mg/L bis 0,5 mg/L Os = unverdinnte Probe (90 ml)
- 0,3 mg/L O3 und groBer = dem Ozongehalt angepasstes Volumen

Es darf keine komplette Entfdarbung stattfinden, die Extinktion sollte nicht
unter 0,2 fallen.
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11.2.5 Vorschrift zur Ozonung im Waschflaschenaufbau

Die Ozonung im Waschflaschenaufbau entspricht der Vorgehensweise der
Ozonung in den Wasserwerken, indem Ozongas direkt in das zu behandelnde
Wasser eingeleitet wird.

Parameter

Matrix: Karlsruher Trinkwasser + demin. Wasser 1:1

Ozondosis: 2 mg/L Ozon

Temperatur: Raumtemperatur

Volumen: 0,5 L

Ozongenerator: Leistungsstufe auf 13 % (d.h. ca. 10 mg/min Oz-Produktion)
Vorversuch

Vor Ozonung der Proben ist die Ozoneintragsdauer idber einen Vorversuch zu
ermitteln. Mittels eines Ozongenerators wird Ozongas aus reinem Sauerstoff
(ca. 1 bar) erzeugt. Dabei wird das gleiche Volumen und die gleiche Matrix
der spdteren Versuche ozont. Mit Hilfe einer Software und UV-Ozonmess-—
gerdten werden die Ozonungszeit und Werte des Ozoneintrags und Ozonaustrags
aufgenommen.

Zusatzlich muss die Gasflussrate manuell ermittelt werden. Dazu wird ein
500 mL Kolben mit Wasser gefiillt, in Wasser getaucht und das Endstilick der
Gasleitung in den Messkolben eingetaucht. Nun ist die Zeit zu messen, die
es braucht, bis das Wasser aus dem Kolben bis zur Markierung verdrangt ist.
Das verdrangte Volumen im Verhdltnis zur bendtigten Zeit ergibt die Fluss-
rate in L/min (1).

Die Differenz des Ozoneintrags und Ozonaustrags (Ozonzehrung) wird mit der
Ozonrate (2) multipliziert und iber die Ozonungszeit integriert. Dies ent-—
spricht der gesamten Ozoneintragsmenge. Uber Veridndern des Integrationsbe-
reichs ldsst sich die notwendige Ozondauer flir 2 mg/L Ozon und 0,5 L Volu-
men (1 mg Ozon absolut) errechnen.

Durchfihrung:

Nach dem Vorversuch kdnnen die Wasser ozont werden. Hier ist das Ozongas
zuerst auf den Bypass zu legen, um die gleichen Ozonungsbedingungen zu er-—
zielen. Zur Ozonung der Proben wird fir die entsprechende Ozonungsdauer vom
Bypass auf das System umgeschaltet. Nach der Ozonungszeit ist wieder auf
Bypass umzustellen.

Berechnung:

(1) Flussrate = verdringtes Volumen _ 05 L

dazugehorige Zeit ~ xmin

. L
(2) Ozonrate =Ozoneintrag - Flussrate = ne —= g
min min
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Beispielrechnung:

Flussrate 0,3 L/min
Ozoneintrag (Anzeige) 31 mg/L im Gasstrom
Ozonproduktionsrate 9,3 mg/min des Generators
Ozondauer (integriert) 0,1 min (6 sec)
) Bypass
Os—Eintrag
Ozonvernichtung
6 sec
O3
—1T— 0,5 L
v KA-TW + demin. 1:1
O3

109




11.2.6 Vorschrift zur Anreicherung mit Vakuum-Konzentrator

Es wird ein Verfahren zur Anreicherung von Transformationsprodukten mittels
Vakuum-Konzentration beschrieben.

Wasser wird bei vermindertem Druck abgezogen, wobei iber die Zentrifugal-
kraft der Zentrifuge Siedeverziige verhindert werden. Der Warmeeintrag er-
folgt mittels Infrarot-Strahlern, die Probentemperatur bleibt aufgrund der
Verdunstungskalte unterhalb der Raumtemperatur.

Das Konzentrat ist kompatibel zu nachfolgenden gentoxikologischen Untersu-
chungen (z.B. Ames-Test) und scheint auch im Test zur ROS-Induktion einsetz-
bar zu sein (noch nicht ausreichend erprobt).

Vakuum Anreicherung:

Gerat: Rotations—Vakuum-Konzentrator
SpeedDry (Firma Christ aus Osterode)
(mit Vakuum-Zentrifuge, Kaltefalle, Vakuumpumpe)
Geféle: 11 Zentrifugenglédser mit je 50 mL befilillbar (Duran—-Glas)
(Referenz mit Temp.-Sensor in Zentrifugenglas #12)
Drehzahl: 1000 rpm
Kéltefalle: -50 °C
Probenmenge: 1000 mL
1. Lauf: 30 °C Warmeeintrag (Rotor u. Glasmantel)
10 °C bis 15 °C Probentemperatur
16 mbar Druck
ca. 15 h
2. Lauf: 60 °C Warmeeintrag (Rotor u. Glasmantel)
10 °C bis 15 °C Probentemperatur
12 mbar Druck
ca. 4 h bis 5 h
Anreicherung: 50-fach (bei einem Endvolumen von 20 mL)
Durchfihrung:

1) In einem erstem Schritt werden 11 Zentrifugengldser mit je 50 mL Probe
befillt (= 550 mL) und Uber Nacht bei 30 °C und 16 mbar Uber 15 Stunden ein-—
geengt. Das 12. Zentrifugenglas wird mit 50 mL demineralisiertem Wasser be-
fillt, in das ein Temperaturfiihler zur Temperaturkontrolle der Probe einge-
taucht.

2) Im zweiten Durchgang wird die restliche Probe (450 mL) auf die 11 Zentri-
fugenglidser gleichmaBig verteilt und bei 60 °C und 12 mbar innerhalb von 4%

Stunden eingeengt. Wieder dient das 12. Zentrifugenglas fiir den Temperatur-

fiihler. Nach 4% Stunden sind die Zentrifugenglédser sofort herauszunehmen, da
die Konzentrate sonst durch die Restwdrme des Rotors und der Glaswandung bis
zur Trockene eingeengt werden kdnnten.

3) Der Inhalt aller 11 Zentrifugengldser ist zu vereinen. Das Konzentrat
kann flir Tox-Tests verwendet werden.
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Hinweise

1) Wenn erhohte Salzgehalte im Wasser vorliegen, muss mit erheblichen Nie-
derschlédgen (z.B. Calciumcarbonat) gerechnet werden.

2) Sofern Salze nicht als Niederschldge ausfallen, erhohen geldste Salze in
starkem MaRe die Osmolalitdt des Konzentrats. Durch die Aufkonzentrierung
sind in etwa folgende Erhdhungen in der Osmolalitdt mit Ka-TW zu erwarten:

Faktor: 1x 10x 50x 100x
Osmol/kg: 0,006 0,022 0,065 0,100

3) Die pH-Werte der angereicherten Proben (Reaktionsldsungen ozonter Metabo-
lite) lagen in allen F&llen im Bereich von pH 6 bis pH 8.

Foto der Gesamtanlage:
Vakuumpumpe (links), Kdltefalle (in Mitte), Vakuumzentrifuge (rechts)

Rotor mit Zentrifugengldsern:
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11.2.7 Vorschrift zur Anreicherung mit Festphasenextraktion (SPE)

Es wird ein Verfahren zur Anreicherung von Transformationsprodukten mittels
Festphasenextraktion (SPE) beschrieben. Die Dimensionierung erlaubt die An-
reicherung hoher Stoffgehalte (mg/L-Bereich).

Das Konzentrat ist kompatibel zu nachfolgenden genotoxikologischen Untersu-
chungen (z.B. Ames-Test). Das Konzentrat ist in dieser Form noch nicht kom-
patibel/erprobt zur nachfolgenden Bestimmung der ROS-Induktion.

SPE Anreicherung

Festphase: StrataX 2000 mg; Polymeric Reversed Phase (Phenomenex)

Konditionierung: 20 mL Methanol

Aquilibrierung: 40 ml Wasser

Probenaufgabe: 1000 mL Wasserprobe mit 10 mL/min

Trocknen: 1 h im Stickstoffstrom

Elution: 4x 10 ml MeOH, danach 1x 10 ml Aceton
Einrotieren: bei 20 mbar, 30 °C und 15 min bis zur Trockene
Aufnahme: 0,8 mL EtOH, anschlieBend 19,2 mL Wasser
Anreicherung: 50-fach (fir 20 ml Konzentrat aus 1000 mL Probe)
Durchfihrung

1) Die SPE-Kartusche wird bei gleichmdRiger FlieBgeschwindigkeit mit 20 mL
Methanol konditioniert und danach mit 40 mL Reinstwasser gespiilt.

2) Im Unterdruck-Verfahren wird die ozonte Probe mit 10 mL/min Uber die Kar-
tuschen gesaugt.

3) Im Anschluss daran wird 4-mal mit 10 mL Methanol und l-mal mit
10 mL Aceton eluiert. Das Eluat wird in einem Spitzkolben aufgefangen.

4) Das Eluat wird im Rotationsverdampfer bei 20 mbar und 30 °C in
ca. 15 Minuten bis zur Trockene eingeengt.

5) Die Wiederaufnahme erfolgt zundchst in 0,8 mL Ethanol. Danach werden
19,2 mL Reinstwasser zugegeben. Die Probe enthdlt schlieBlich 4 % Ethanol
und kann fiir toxikologische Untersuchungen verwendet werden.

Hinweise

1) Die Kapazitédt der Kartusche ist so hoch gewdhlt, dass auch grdBere Mengen
bzw. schlechter adsorbierende Verbindungen aus der Probe extrahiert werden
kénnen (die Stoffgehalte liegen im mg/L-Bereich) .

2) Wiederfindungsraten konnen fiir unbekannte Transformationsprodukte nicht
angegeben werden. Im Vergleich mit strukturell &hnlichen Verbindungen kon-
nen aber Abschdtzungen getroffen werden.

3) Der Ethanolgehalt (4 %) ist filir viele toxikologische Verfahren direkt oh-
ne weitere Verdiinnung geeignet.

4) Der pH-Wert des Konzentrats liegt im neutralen Bereich.
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11.2.8 Informationen zur Anreicherung mittels Membranverfahren

Es wurde eine Wickelmodul- und eine Plattenmodulausfihrung aufgebaut. Das
Wickelmodul wurde nur mit Umkehrosmosemembranen, das Plattenmodul mit Nano-
filtrations— und Umkehrosmosemembranen getestet.

Erfahrung mit dem Wickelmodul-Aufbau

Aufbau:
Als Laboraufbau wurde das Wickelmodulverfahren mit einer Druckerhdhungs-—
pumpe, einem Manometer und Steuerung aufgebaut (Abb. 1 u. 2). Getestet wur-

den 2 handelsiibliche Umkehrosmosemembranen, die zur Wasserentkalkung in
Kleinstanlagen (Hauswasserversorgung) eingesetzt werden:

1) Reverse Osmosis Membrane #TF-1512-12
2) Filmtec™ Membranes #TW 30-1812-50

Abb.1l: Versuchsaufbau mit Wickelmodul, Manometer, Nadelventil, Steuerung
und Druckerhdhungspumpe

Abb.2: Wickelmodul mit neuer Membran (links) und gebrauchter (rechts) nach
Anreicherung einer Farbstoffldsung
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Vorbereitende Arbeiten:

Vor Gebrauch ist die Wickelmembran 2 bis 3 Tage lang mit demineralisiertem
Wasser zu spiilen, um den Schutzfilm auf der Membran zu entfernen. Der Rei-
nigungsfortschritt wurde mit einem UV-VIS-Spektrum Uberpriift. Wenn die Ex-—
tinktion des Waschwassers im UV-Bereich unter 0,4 AU fiel, wurde die Spi-
lung beendet (ausgehend von einer Extinktion > 3 AU).

Aufkonzentrierung:

Die Versuchsldsungen (je 10 Liter) bestanden aus einer Mischung von Ka-TW
und demin. Wasser im Verhdltnis 1:1 und wurden mit der jeweiligen Testsub-
stanz versetzt. Die LOsung wurde mit etwa 2,5 bar durch die Wickelmembran
gedriickt. Das Retentat wurde im Prozessverlauf immer weniger, was zu einer
Anreicherung der Testsubstanzen fihrt. Das Permeat wurde separat aufgefan-—
gen. Bei allen Versuchen konnte man beobachten, dass nach einiger Zeit Kalk
im Retentat ausfdallt und der Permeatfluss unterschiedlich stark abnimmt.
Zwar konnten alle Substanzen angereichert werden, jedoch wurde der errech-
nete Anreicherunsfaktor (33-fach) nie erreicht. Bei den Farbstoffen war zu-
dem optisch eindeutig erkennbar, dass eine Adsorption (teilweise Dbis =zu
36 %) an der Membran stattfand (Abb. 2 rechts).

Das Konzentrat wurde am Ende des Versuchs mit Hilfe wvon Druckluft (leichter
Uberdruck) aus dem System befordert.

Hinweise:

¢ Die Aufkonzentrierung von 10 Litern zu ca. 300 ml gelingt mit dem Wi-
ckelmodul innerhalb weniger Stunden. Die Membranmodule sind leicht
erhdltlich und liegen selbst als Einwegmodul preislich in der GroBen-
ordnung von SPE-Kartuschen (ca. 30 Euro pro Modul).

®¢ Durch den Vorsplilschritt von 2 bis 3 Tagen ist diese Technik sehr
zeitintensiv.

¢ Die Salzfracht im Konzentrat wird stark erhdht und es kann zum Aus-
fallen von Feststoffen (z.B. Kalk) wdhrend der Anreicherung kommen.

® Das System weist ein Totvolumen von ca. 300 mL auf, das u.a. den
maximalen Anreicherungsfaktor bestimmt.

®¢ Substanzdurchtritt durch und Adsorption an die Membram fiihren zu Ver-—
lusten bei der Anreicherung.

® Die groRe Oberfladche des Wickelmoduls fiihrt zu einer raschen Aufkon-
zentrierung, erhodht aber auch die Verluste durch Adsorption.

Erfahrung mit dem Plattenmodul-Aufbau

Aufbau:
Auch Dbeim Plattenmodul gab es 1im Handel keine entsprechende Anlage im
kleintechnischen MaRstab. So musste zuerst ein Plattenmodul gefertigt wer-
den und dieses mit zwei Druckerhdhungspumpen, einem Manometer, einem Nadel-
ventil sowie einer Steuerung versehen werden (Abb. 3 u. 4). Das Plattenmo-
dul wurde von der Fa. UNISENSOR (Karlsruhe) aus Edelstahl gefertigt. Mehre-
re Membranen wurden getestet:

® Umkehrosmose-Membran XLE 440

e Filmtec NF 200 (Abb. 5 unten)

e Filmtech NF 270 (Abb. 5 oben)
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Abb.

Abb. 4: Plattenmodul aus Edelstahl Abb. 5: Membran NF 270 (oben) und
NF 200 (unten), beide benutzt

Vorbereitende Arbeiten:

Eine neue Membran muss zundchst {ber einen Splilvorgang von ihrer Schutz-
schicht befreit werden. Dazu wird mit demin. Wasser langsam ein Druck von
2-3 bar aufgebaut. Uber UV-Vis-Spektroskopie wird der Spiilvorgang kontrol-
liert.

Aufkonzentrierung

Ausgangsldsungen waren je 2 Liter. Es wurde reines demin. Wasser oder die
oben angegebene Mischung verwendet. Bei einem Membrandruck von 6 bar lag
der Permeatfluss bei ca. 200 mL/h.

Hinweise:
® Unter den eingesetzten Randbedingungen war ein Anreicherungsfaktor
von maximal 33-fach méglich.
® Durch Adsorption an der Membran litt die Wiederfindungsrate. Durch
diese Membranadsorption kam es zu Substanzverlusten (z.B. adorptiver
Farbstoff in Abb. 5)
Aufgrund der geringeren Membranfldche erhdhte sich die Dauer der Anreiche-
rungsprozedur im Vergleich zur Wickelmodul-Technik.
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11.2.9 Vorschrift zur pCBA-Analytik

Die Substanz para-Chlorbenzoesdure (pCBA) reagiert vorzugsweise mit OH-
Radikalen, wahrend die direkte Reaktion mit Ozon vernachlassigt werden
kann.

Uber die Bestimmung der Abbaukurven wihrend der Ozonung kann indirekt auf
die OH-Radikalexposition geschlossen werden (Rct-Konzept).

Die Analytik erfolgt iber eine automatisierte Anionenaustauschchromatogra-
phie mit UV-Detektion.

Instrumentelle Parameter

Geréat: ICS 5000 (Dionex) mit UV-Detektor (Agilent)

Sdule: AsupplO0 (4 mm x 100 mm, Metrohm)auf 30 °C temperiert
Eluent: 1,2 g/L Natriumchlorid in 40 % Acetonitril, isokratisch
Fluss: 1 mL/min

Laufzeit: 5 min (= 12 Messungen pro Stunde)

Elution: PCBA bei ca. 3,6 min; Nitrat bei ca. 4,5 min

Aufgabe: 100 pL Probe automatisiert aus Reaktionsgefal

Detektion: 236 nm (10 mm Schichtdicke)

BG (pCBA) : ca. 10 pg/L aus KA-TW

Experimentelle Durchfihrung

HPLC

Ventil

Agilent I:
UV-Vis
230 nm

Abfall

Probe +
pCBA /O,

Computer Eluent

1) Eine Schlauchpumpe saugt kontinuierlich aus dem ReaktionsgefdB die Probe
durch die Injektionsschleife (ca. 1 mL/min bis 2 mL/min). Die Pumpe befin-—
det sich hinter dem Injektionsventil, damit die ozonhaltige Probe einen

kurzen Weg hat und nur mit inerten Materialien in Kontakt kommt. Im Augen-—
blick der Injektion kommt die Probe mit dem Eluenten und dem S&ulenmaterial
in Kontakt, wodurch die Ozon- und Radikalreaktionen sofort gestoppt werden.

2) Zundchst wird die Wasserprobe ohne jegliche Zusdtze gemessen. Hierbei
wird i.d.R. nur ein Signal fir Nitrat im UV-Detektor erhalten. Es ist zu
prifen, ob bei der Retentionszeit von pCBA eine Stdrung im Chromatogramm
vorliegt.
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Die Probentemperatur sollte filir Rct-Messungen einheitlich sein (z.B.
15 °C).

3) Zur Wasserprobe wird pCBA zudosiert, so dass 100 pg/L vorliegen (z.B.

1 mL einer wdssrigen 100 mg/L Stammldsung). Zur Messung der pCBA-Dosis (cgo—
Wert) werden drei Chromatogramme aufgenommen und der Mittelwert gebildet.
Die Linearitat der Methode muss nur einmalig gezeigt werden. Da in der Aus-
wertung nur relative Abbauraten (c/cy) von Interesse sind, kann mit den
Fldchenwerten (mAU-min) gearbeitet werden. Die Erstellung einer Kalibrier-—
funktion ist nicht notwendig.

4) Zusitzlich wird auch das Nitrat-Integral bei 236 nm ausgewertet. Uber
die Fléadche vor und nach der Ozon-Starkwasserzugabe kann spater auf einfache
Weise der Verdinnungsfaktor errechnet werden.

5) Eine Minute vor einer ndchsten automatischen Injektion wird eine defi-
nierte Menge an Ozon-Starkwasser zur Wasserprobe gegeben und das eigentli-
che Experiment gestartet. Somit bleibt geniigend Zeit zur Durchmischung und
zur Uberfiihrung in die Probenschleife. Bei einer Zieldosis von 1 mg/L miis—
sen 50 mL Starkwasser mit einem Gehalt von R (03) = 20 mg/L zu 1 L Probe zu-—
gegeben werden.

6) Je nach Ozonzehrung der Wasserprobe werden nun fir 30 min bis 100 min
automatisiert pCBA-Bestimmungen durchgefiihrt.

7) Parallel zur automatisierten pCBA-Analytik wird manuell die Ozonzeh-
rungskurve mit Hilfe der Indigomethode aufgenommen (Arbeitsanweisung Ozon-
bestimmung) . Die Zeitpunkte der Ozonbestimmungen folgen den Zeitpunkten der
pCBA-Injektionen (5-min-Zyklus).

8) Sobald der Ozon-Restgehalt unter 5 % fdllt oder 100 min Reaktionszeit
erreicht sind, wird der Versuch abgebrochen.

Auswertung

1) Die Auswertung erfolgt normalerweise iUber die Fldche der pCBA-Signale
(eine Auswertung lber die Signalhdhe ist alternativ auch mdglich).

2) Zundchst wird aus drei Nitrat-Integralen vor und drei Nitrat-Integralen
nach der Ozon-Starkwasserzugabe der Verdiinnungsfaktor bestimmt. Fallt das

Nitrat-Integral von z.B. 3,713 mAU-min auf 3,522 mAU-min ab, so liegt der

Verdiinnungsfaktor bei £ = 0,9409.

Hinweis: Alternativ kann der Verdiinnungsfaktor auch liber das genaue Probe-
volumen und die Starkwassermenge berechnet werden. Werden beispielsweise
50 ml Starkwasser zu 950 ml Wasserprobe gegeben, so liegt der Verdiinnungs-—
faktor bei £ = 0,95.

3) Der errechnete Verdiinnungsfaktor f muss auf den pCBA-Gehalt angewendet
werden, d.h. der korrekte Startwert (= 100 %) fiir die weiteren Berechnungen
im Rct-Konzept ist das Produkt aus dem mittleren Fl&chenintegral vor der
Starkwasserzugabe und dem ermittelten Verdinnungsfaktor.

4) Die weitere Auswertung wird im Arbeitsblatt Rct-Konzept beschrieben.
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11.2.10 Vorschrift zum R-Konzept (Durchfiihrung und Auswertung)

Zur Durchfihrung des R..—-Konzepts missen folgende Schritte und Arbeits-
anweisungen befolgt werden:

— Ozonung der Wasserprobe mit pCBA-Zusatz im Batchverfahren. Ziel ist da-

bei die gleichzeitige Aufnahme der zeitabhdngigen Ozon- und OH-
Radikalexpositionskurven.

— Mehrfachbestimmung des Ozongehalts uber die Reaktionszeit
— Mehrfachbestimmung des pCBA-Restgehalts iber die Reaktionszeit
— Auswertung der Messdaten unter Nutzung einer Excel-Vorlage

— Berechnung des R..—Werts aus der ermittelten Regressionsgeraden

Experimentelle Durchfihrung

1. Das Testwasser (1000 mL) wird mit 1 mL pCBA-Stammldsung (B (pCBA)
100 mg/L) versetzt. Es ergibt sich hieraus ein Startgehalt wvon
100 pg/L pCBA. Das Wasser wird auf 15 °C temperiert.

2. Mit Hilfe des Ozongenerators wird Ozonstarkwasser in einer Blasen-
sdule erzeugt (B (Ozon) = 20 mg/L). Der aktuelle Gehalt an geldstem

Ozon wird mittels der Indigomethode bestimmt.

3. Die automatisierte Ionenchromatographie zur Bestimmung der pCBA-

Gehalte wird gestartet. Zur Bestimmung des Ausgangsgehalts an pCBA

werden z.B. drei Messungen (a 5 min) durchgefiihrt (entspricht 15

Min.

Laufzeit, d.h. einem Verbrauch von 15 mL Probe, sofern die Flussrate

durch die Probenschleife bei 1 mL/min liegt).

4. Wahrenddessen wird das Zugabevolumen an Ozonstarkwasser berechnet.
Berechnungs—-Beispiel: Von den Anfangs 1000 mL Probe sind durch die
Bestimmung des Ausgangsgehalts an pCBA ca. 15 mL verbraucht worden,
d.h. es liegen zum Zeitpunkt der Starkwasserzugabe noch 985 mL vor.

Unter der Annahme eines Starkwassergehalts von B (Ozon) = 20 mg/L

ergibt sich ein Zugabevolumen von 52 mL zu 1000 mL Wasserprobe, um
eine Ozondosis von 1 mg/L zu erzielen. Hinweis: Die Bestimmung des
Starkwassergehalts sowie des Auto-Abbaus von geldstem Ozon im Wasser
kénnen an dieser Stelle zu ungewollten Schwankungen in der Ozondosis

fihren.

5. Das Experiment wird durch eine zligige Zugabe des Ozonwassers zur

Was—

serprobe gestartet. Als Zugabe-Zeitpunkt wird t = 14 min empfohlen,
so dass bei 15 min mit der vierten Injektion in der Laufzeit bereits

ein erster Wert mit Ozonzugabe erhalten wird.

6. Gleichzeitig zu den Zeitpunkten der Injektion (alle 5 min) wird der
aktuelle Ozongehalt mittels der manuellen Indigo-Methode bestimmt.
Hierzu werden alle 5 min jeweils 10 mL Probe entnommen und in vorbe-—
reitete Messkolben mit Indigoldsung gegeben. Die anschliebende Ozon-

bestimmung erfolgt photometrisch.

7. Sofern noch Restgehalte in der Probe enthalten sind, wird der Versuch
fortgefiihrt. Sind 60 Minuten nach der Starkwasserzugabe vergangen,

wird der Versuch beendet.
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8. Die ermittelten Ozongehalte und pCBA-Gehalte werden in Abhdngigkeit
der Reaktionszeit graphisch aufgetragen.
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9.
Aus diesen Rohdaten wird unter Verwendung der in der Literatur zum
Rct-Konzept angegebenen Formeln eine Auftragung erhalten, aus deren
Steigung sich der Rct-Wert ermitteln lasst. Zur leichteren Umformung
der Daten wurde ein Excel-Tabellenblatt mit den notwendigen Berech-
nungsformeln erstellt.
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Nach Anpassung der Dimensionen ergibt sich aus der Steigung ein Rct-
Wert von 1,1-107°.
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11.2.11 Informationen zur Stoffanalytik

Analytik der Chloridazon-Metaboliten:

Geréat: Agilent 1290/ABSciex QTrap 5500
Vorsaule: Phenomenex C18 (4 mm x 2,0 mm)

Saule: Thermo Hypercarb (150 mm x 2,1 mm)
Eluent: Laufmittel A = H,O0 + 0,01% Ameisensdure

Laufmittel B

BG: 1 pg/L (bei Direktinjektion)

Interner Standard: Desphenyl-Chloridazon N,

ACN + 0,01% Ameisensdure

Analytik von Metolachlor ESA und OA, Flufenacet SA, Chlorthalonil SA:

Geréat: Agilent 1290/ABSciex QTrap 5500
Vorsaule: Phenomenex C18 (4 mm x 2,0 mm)

Saule: Phenomenex Luna 5p C18 (250 mm x 2 mm)
Eluent: Laufmittel A = H,O0 + 0,1% Ameisensdure

Laufmittel B = MeOH + 0,1% Ameisensdure

BG: 1 pg/L (Direktinjektion)

Interner Standard: nein

Analytik von N, N-Dimethylsulfamid (DMS):

Geréat: LC-MS/MS mit ESI-Ionisierung
Saule: Luna C18 (250 mm x 2 mm, 5 pm, Phenomenex)
Eluent: Laufmittel A = H,0 + 2 mmol/L Ammoniumacetat

Laufmittel B

BG: 10 ng/L nach SPE-Anreicherung

Interner Standard: N, N-Dimethylsulfamid-D6

MeOH/H,0 + 2 mmol/L Ammoniumacetat

Analytik von N, N-Dimethylnitrosamin (NDMA) :

Geréat: GC-MS mit PCI-Ionisierung per Isobutan

Saule: ZB-WAX+ (30 m, ID 0,25 mm, 0,5 pm, Phenomenex)
Tragergas: Helium

BG: 1 ng/L nach SPE-Anreicherung

Interner Standard: N, N-Dimethylnitrosamin-Dé6

120




Analytik der Dinitroverbindungen und der Sorbinsaure:

Folgende Verbindungen kdnnen mittels einer LC-DAD-Methode analysiert wer-

den:

3,5-Dinitroanilin,

2-Methyl-4, 6-dinitrophenol,

3,4-Dinitrobenzoesdure, Sorbinsdure

Gerat:
Vorsaule:
Saule:

Eluent:

BG:

Detektor:

Wellenlédngen:

HPLC-Agilent 1100 Series

Gemini C18 (4 mm x 2,0 mm)

3,5-Dinitrobenzoesdure,

Gemini 5 p C18 110A (250 mm x 2,0 mm)

Laufmittel A = HPLC-Wasser + 2 mmol/L NH,Formiat

Laufmittel B = ACN
100 pg/L (Direktinjektion)
Diodenarraydetektor (DAD)

3,5-Dinitrobenzoesidure:

2-Methyl-4, 6-dinitrophenol:

3,5-Dinitroanilin:
3,4-Dinitrobenzoesdure:

Sorbinsédure:

205
375
226
217
255

nm + 253 nm
nm
nm
nm

nm
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11.2.12 Informationen zur Bestimmung allgemeiner Wasserparameter

Bestimmung des pH-Werts:

Der pH-Wert wird nach DIN 38404-C5 mit Hilfe einer Glaselektrode bestimmt.

Im Falle von geringen Probenvolumen oder stark salzhaltigen Konzentraten
lassen sich pH-Teststdbchen zur Bestimmung verwenden, wobei hier eine ein-
geschrédnkte Aufldsung von etwa 0,5-pH-Einheiten in Kauf genommen werden
muss.

Bestimmung der Leitfahigkeit (LF):

Die elektrische Leitfdhigkeit wird gemdl EN 27888 C8 bestimmt.

Bestimmung des geldsten organischen Kohlenstoffs (DOC):

Die Bestimmung des geldsten organisch gebundenen Kohlenstoffs (DOC) erfolgt
mittels katalytisch-thermischer Oxidation nach DIN 38409 H 3-1. Die Proben
werden iber Celluloseacetatfilter 0,45 pm Porenweite membranfiltriert.
Grundlage ist die Oxidation des Kohlenstoffs der organischen Verbindungen
zu Kohlenstoffdioxid. Das entstandene Kohlenstoffdioxid wird anschliefend
durch Infrarotspektrometrie quantifiziert. Der DOC wird mit dem TOC-
Analysator TOC-Vgype der Fa. Shimadzu mit automatischem Probenwechsler gemes-
sen.

Bestimmung des spektralen Absorptionskoeffizienten (SAK 254 und SAK 436)

Der spektrale Absorptionskoeffizient wird im Bereich der UV-Strahlung bei
254 nm nach DIN 38404 C-3; 07/2005 bestimmt. Die wahre Farbung wird bei
436 nm nach DIN EN ISO 7887 (DEV C 1-2): 12/1994 bestimmt.

Bestimmung der Saurekapazitat (Kg)

Die Sdurekapazitdt bis zum pH-Wert von 4,3 wird nach DIN 38409 H7 bestimmt.
Durch Titration mit 0,1 molarer Salzsdure wird die Wasserprobe auf den pH-
Wert 4,3 gebracht. Aus dem Sdureverbrauch ldsst sich die Sdurekapazitat bis
zu diesem Titrationsendpunkt ermitteln.

Bestimmung der Standard-Kationen

Die Kationen Calcium, Magnesium, Kalium und Natrium werden mittels ICP-OES
gemadR der DIN EN ISO 11885 gemessen.

Bestimmung der Standard-Anionen

Die geldsten Anionen Chlorid, Nitrat und Sulfat werden mittels Ionenchroma-
tographie nach DIN EN ISO 10304-1 (DEV D20); 07/2009 bestimmt. Die Ionen
werden flissigkeits—-chromatographisch mit einer Trennsdule getrennt. Als
stationdre Phase dient ein Anionenaustauscherharz. Als mobile Phase kommt
ein Carbonat/Hydrogencarbonateluent zum Einsatz. Die Detektion erfolgt mit-
tels Leitfdhigkeitsdetektion in Verbindung mit der Suppressortechnik.
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11.2.13 Informationen zur Ozonungs-Apparatur
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Abbildung 26  Erzeugung von Ozonstarkwasser in einer gekihlten Blasensaule (links) und Zu-
gabe eines definierten Volumens zur Probe beim Batchverfahren (rechts).

11.2.14 Informationen zur Ozonung mittels Waschflaschenaufbau
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Abbildung 27 Direkter Eintrag von ozonhaltigem Sauerstoff in die Probe mittels einer Glasfritte
(Waschflaschenaufbau). Dieser Aufbau eignet sich auch zur Ozonung sehr hoher
Stoffgehalte (g/L-Bereich).

Variante A: Die zu ozonende Testsubstanz liegt komplett geldst in der Waschfla-
sche vor.

Variante B: Ozonhaltiger Sauerstoff wird kontinuierlich in die Wassermatrix einge-
tragen. Gleichzeitig wird Uber eine Dosierpumpe das Konzentrat der Testsub-
stanz zugegeben Uber den gedrosselten Stoffeintrag kann erreicht werden, dass
Ozon immer im Uberschuss vorliegt.
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Ozonungszeit / sec

Abbildung 28 Sukzessive Umsetzung einer Testverbindung (hier: Indigotrisulfonat) im Wasch-
flaschenaufbau nach Variante A (Ozon liegt im Unterschuss vor).

SONMSNIN 5.

Abbildung 29  Ozonung einer Verbindung (hier: Indigotrisulfonat) im Waschflaschenaufbau
nach Variante B (Ozon liegt im Uberschuss vor). Unter Rihren werden Uber eine
Glasfritte Ozon und Uber einen dinnen Teflonschlauch das Konzentrat gleichzei-
tig eingetragen.
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11.2.15 Informationen zur Ozonung mittels Ozon-Micro-Zelle

Abbildung 30 Ozon-Micro-Zelle im Gehause (links) und einzelnes Zell-Herz (rechts)

Tabelle 33 Herstellerangaben zur Ozon-Micro-Zelle der Fa. Innovatec
Parameter Wert
Ozonleistung max. 15 mg/h (= 0,25 mg/min)
Ozonkonzentration in der Wasserphase max. 0,75 mg/L
Ozonkonzentration in der Gasphase max. 10 Gew.-%
Elektrolysespannung ca. 6 VDC
Elektrolysestrom nominal 200 mA
Systemdruck max. +6 bar (PN 6)
Gewicht ca.60g
AuBengewinde 3/8"

=4 20
CE» 1 /L
| 1 mg R N
o
g12{ W
5 08
c
.Q 04 100 mL demin. Wasser, Raumtemperatur
c bl
R
o 0,0 ‘ ‘ : ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6
Versuch

Abbildung 31  Reproduzierbarkeit der Ozonkonzentration in 100 mL demin. Wasser bei elektro-

lytischer Ozongenerierung mittels der Ozon-Micro-Zelle (Elektrolysezeit je
10 min)
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11.2.16 Informationen zum Abstoppen der Ozonreaktion

1 Kinetik des Ozon-Austreibens im Stickstoffstrom
%" o —0— Ozon-Zehrung
E\J\ o —O— Ozon-N2-Behandlung
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Abbildung 32 Gehaltsabnahme des Ozons wahrend des Austreibens im Stickstoffstrom. Der
Prozess wurde ab Minute 20 begonnen. Vorteil des Verfahrens ist es, dass keine
Chemikalien in die Probe zum Abstoppen eingetragen werden. Nachteil ist ein
langsamer Ozonabbau und die Gefahr des Verlustes fliichtiger Verbindungen.

chem. Potential

Toleranz-
Bereich

Reaktions-Koordinate

Abbildung 33 Chemisches Abstoppen der Ozonreaktion mittels Natriumsulfit im Hinblick auf
eine Kopplung mit toxikologischen Testsystemen bzw. der Méglichkeit weiterge-
hender RedOx-Reaktionen. Die Graphik zeigt das Vernichten des Ozons durch
Zugabe von Natriumsulft. Anfangs nimmt die Ozonkonzentration ab und erreicht
bei einem bestimmten Punkt ihren Null-Wert. Wird weiteres Sulfit dazugegeben,
liegt mehr und mehr ein Reduktionsmittel im Uberschuss vor. Natriumsulfit im
Uberschuss kann zu einer Veradnderung der Oxidationsstufe der Transformati-
onsprodukte fihren (z.B. Chinon-Hydrochinon) und ist inkompatibel zu Bakterien-
tests. Aus diesem Grund ist der griin markierte Bereich unbedingt anzustreben.
Experimentell kann dies durch eine Kontrolle des Restozongehalts und Gber die
Messung der RedOx-Spannung der Probe erfolgen.
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Zugabevolumen empirischer Sulfitlésung / puL

Messungen zur chemischen Ozonzerstérung mit Natriumsulfit-Lésung. Da fur die
Ozonzerstérung mit Sulfit keine exakte Stéchiometrie angegeben werden kann,
wird eine empirische Sulfitidsung verwendet, die Uber ein einfaches Zahlenver-
héaltnis (z.B. 1 ml/L Sulfitlésung zerstéren 1 mg/L Ozon) fur eine Ubersichtliche
Arbeitsweise sorgt. Wahrend der sukzessiven Sulfitzugaben wurden der Resto-
zongehalt mittels der Indigomethode und die jeweilige RedOx-Spannung mit ei-
ner RedOx-Elektrode bestimmt. Zum Zeitpunkt der kompletten Zerstérung des
Ozons zeigt die Spannungskurve einen Wendepunkt. In der praktischen Anwen-
dung wird daher auf einen Spannungssprung an der RedOx-Elektrode geachtet
und in diesem Bereich die Zugabe von Natriumsulfitidsung nur tropfenweise
durchgefihrt.
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Im Untersuchungsprogramm werden die bewertungsrelevanten Parameter Zytotoxizitat
und Gentoxizitat bestimmt.

11.3 Durchfiihrung des umu-Tests

Mit dem seit 1996 genormten umu-Test (DIN 38415-3, ISO 13829) kann das erbgut-
verandernde Potential von organischen Kontaminanten in Wasser innerhalb weniger
Stunden bestimmt werden. Der Test hat sich in vielfaltigen Untersuchungen bewahrt und
ist zur Eigeniberwachung von Abwéassern der chemischen Industrie vorgeschrieben (Ab-
wasserverordnung).

Testprinzip

Das Testprinzip beruht darauf, dass Gentoxine infolge einer Schadigung der Erbsubstanz
(DNA) das DNA-Reparatursystem der Zelle aktivieren. Der Testorganismus (Salmonella
typhimurium TA 1535/pSK1002) wurde durch Kopplung von Genen so modifiziert, dass bei
DNA-Schadigung nicht nur ein bestimmtes Reparaturenzym, sondern in gleichem MafB
auch ein weiteres Enzym (B-Galaktosidase) produziert wird, das den verfahrens-
technischen Nachweis mittels Farbumschlag erlaubt (Zugabe eines klnstlichen farblosen
Substrats, das durch B-Galaktosidase zu einem gelben Spaltprodukt umgesetzt wird). Im
Anschluss an die Exposition der Bakterienzellen mit der Wasserprobe kann auf diese
Weise die Induktion des DNA-Reparatur-Gens photometrisch bestimmt werden. Die Farb-
intensitat ist direkt proportional zur Induktionsrate des umuC-Gens.

Der umu-Test zeigt eine gentoxische Wirkung, aber nicht zwingend auch eine mutagene
Wirkung an, da die theoretische Mdglichkeit besteht, entstandene Schaden vor der nachs-
ten Zellteilung vollstandig zu reparieren.

Testdurchflihrung (schematisch)

— Anreicherungsphase: Die Testbakterien werden Uber Nacht angeziichtet.

—  Inkubationsphase: Auf einer Mikrotiterplatte (A) werden die Bakterien fir 2 h mit ver-
schiedenen Konzentrationen der Testsubstanz exponiert. Zusatzlich werden auf der
Mikrotiterplatte eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle mitgefihrt.

- Erholungsphase: Die Bakterien werden auf eine zweite Mikrotiterplatte (B) mit fri-
schem Nahrmedium UObertragen, um weitere 2 h wachsen zu kdnnen (1:10-
Verdinnung). Auf diese Weise werden die Konzentrationsunterschiede zwischen den
durch die Wirkung der Testsubstanz beeintrachtigten Bakterien und den wahrend der
Inkubationsphase optimal gewachsenen Bakterien (z.B. Negativkontrolle) verstarkt.
Zum Ende der Erholungsphase wird Uber die photometrische Bestimmung der opti-
schen Dichte der Wachstumsfaktor fur die Testansatze berechnet. Eine Hemmung
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des Bakterienwachstums driickt sich in einem gegenlber der Negativkontrolle er-
niedrigten Wachstumsfaktor (W) aus.

Enzymaktivitdtstest: Die Bakterien werden auf eine dritte Mikrotiterplatte C Ubertra-
gen und dort von einem Bakterienlysepuffer aufgeschlossen. Das Substrat fir die B-
Galaktosidase (ONPG) wird zugegeben. Nach 30 min wird die resultierende Far-
bentwicklung photometrisch festgestellt. Als MaB fir die Gentoxizitat wird die Indukti-
onsrate (IR) als Verhéltnis der Extinktion bei 420 nm gegenuber der Negativkontrolle
angegeben.

Auswertung

Wachstumsfaktors W

Der Wachstumsfaktor W wird nach folgender Gleichung bestimmt:

W = (T E600 — L E600)/ N E600 — L E600)

T E600 = Mittelwert der Extinktionswerte fir den Testansatz bei 600 nm (n=3)

L E600 = Mittelwert der Extinktionswerte fir den Leerwert bei 600 nm (n=6)

N E600 = Mittelwert der Extinktionswerte flir den Negativkontrollansatz bei 600 nm
(n=12)

Far die Berechnung des Wachstumsfakors des Positivkontrollansatzes wird der Mit-
telwert der Extinktion des DMSO-Kontrollansatzes bei 600 nm (n=3) als N E600 ein-
gesetzt. Wachstumsfaktoren < 0,5 werden als cytotoxischer Effekt gewertet.
Induktionsrate IR

Die Induktionsrate IR wird nach folgender Gleichung bestimmt:

IR =1/W * ((T E420 — L E420)/ N E420 — L E420))

T E420 = Mittelwert der Extinktionswerte fir den Testansatz bei 420 nm (n=3)

L E420 = Mittelwert der Extinktionswerte fir den Leerwert bei 420 nm (n=6)

N E420 = Mittelwert der Extinktionswerte flir den Negativkontrollansatz bei 420 nm
(n=12)

Fir die Berechnung der Induktionsrate des Positivkontrollansatzes wird der Mittelwert der
Extinktion des DMSO-Kontrollansatzes bei 420 nm (n=3) als N E420 eingesetzt. Indukti-
onsraten = 1,5 werden als positiv (gentoxisch) gewertet, wenn gleichzeitig ein cytotoxi-
scher Effekt ausgeschlossen werden kann (W > 0,5).

Glltigkeitskriterien

Der Test wird als gtiltig betrachtet, wenn die folgenden Kriterien erflillt sind: Der Positiv-
kontrollansatz erreicht eine Induktionsrate = 2. Der Wachstumsfaktor der DMSO-Kontrolle
(Negativkontrollansatz fur den Positivkontrollansatz) ist > 0,5. Das Mindestwachstum der
Negativkontrollansatze auf der Mikrotiterplatte (B) betragt 140 FNU.
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11.4 Durchfiihrung des Ames-Fluktuations-Test

Der Ames-Test ist einer der altesten und am haufigsten verwendeten Bakterientests zur
Bestimmung des mutagenen Potentials von Wasser, Abwasser, Umweltproben und Che-
mikalien. Ergebnisse kénnen 48 Stunden nach der Exposition der Bakterien im Testgut
erhalten werden. Der klassische Ames-Test wurde bereits 1975 als Platteninkorporations-
test entwickelt. Seit 1997 existiert zusatzlich eine OECD-Richtlinie (Guideline 471) zur Ar-
beit mit Flissigkulturen im Mikrotiterplattenformat, was eine erhebliche Material- und Zeit-
ersparnis erlaubt. Dieser ,Ames-Fluktuationstest* befindet sich zurzeit in der letzen Phase
der Normung [ISO 11350] und wird im RheinEnergie-Labor auf der Basis des Norm-
Entwurfs angewendet.

Testprinzip

Den Testbakterien fehlt aufgrund einer einzigen Punktmutation in ihnrem Genom die Eigen-
schaft, einen far ihr Wachstum unerlasslichen Nahrstoff, die Aminos&ure Histidin, selbst zu
synthetisieren. Sie sind daher auf das Vorhandensein von Histidin im N&hrmedium ange-
wiesen. Da es unter der Einwirkung von Gentoxinen vermehrt zu Mutationen kommt, be-
steht die Moglichkeit, dass die Testbakterien durch eine einzige Punktmutation Histidin
wieder selbst herstellen und entsprechend wieder auf Histidin-freiem Medium wachsen
kénnen. Das Testprinzip beruht auf der quantitativen Bestimmung solcher ,Rickmutan-
ten“. Die Anzahl der Bakterien (Revertanten), die nach der Exposition im Testgut in Histi-
din-freiem Medium wachsen, dient als MaB flr die mutagene Aktivitat. Fir den Ames-Test
steht eine Anzahl von gentechnisch konstruierten Teststdmmen zur Verflgung, die ver-
schiedene Mutationstypen anzeigen kénnen, je nachdem, an welcher Stelle im Histidin-
Gen sich der urspringliche DNA-Defekt befindet. Auf diese Weise werden Hinweise auf
unterschiedlichen Schadwirkungen erhalten. Mit den beiden Standardstimmen Salmonella
typhimurium TA98) und Basenaustausch-Mutationen Salmonella typhimurium TA100 und
Salmonella typhimurium TA100 kénnen Rasterschub-Mutationen (TA98) und Basenaus-
tausch-Mutationen (TA100) unterschieden werden. Der Test wird sowohl mit als auch oh-
ne S9-Extrakt zur metabolischen Aktivierung von Gentoxinen durchgefthrt.

Testdurchflihrung (schematisch)

— Anreicherungsphase: Die Testbakterien werden Uber Nacht angeziichtet.

—  Expositionsphase: Auf 24er Mikrotiterplatten werden die Bakterien fir 90 min bei
37 °C verschiedenen Verdinnungsstufen exponiert. Zuséatzlich werden auf jeder Ex-
positionsplatte eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle mitgefihrt.

— Inkubationsphase: Die Bakterien werden auf 384er Mikrotiterplatten in nahezu Histi-
din-freiem Nahrmedium fir 2 Tage bei 37 °C inkubiert. Ein im Nahrmedium enthalte-
ner Indikator bewirkt bei Bakterienwachstum einen Farbumschlag von violett nach
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gelb. Die auf diese Weise gekennzeichneten Kavitaten mit Revertanten werden auf
einem Lichtkasten ausgezahlt.

Auswertung

Da Angaben zur statistischen Auswertung der Ergebnisse in der Entwurfsfassung der
ISO 11350 zurzeit noch nicht berlcksichtigt sind, wurde auf die Auswertungsmethode der
Firma Xenometrix far den ,AmesMPFTM 98/100/1535/1537 Mutagenicity Assay“ zurtick-
gegriffen, die ebenfalls auf den (weniger genauen) Vorgaben der ,OECD- Guideline for the
Testing of Chemicals 471: Bacterial Reverse Mutation Test® beruht.

Hierzu wird zunéachst ein Induktionsfaktor | auf der Basis einer ,baseline” fir die parallel
durchgefihrte Negativkontrolle nach folgender Gleichung bestimmit:

— 1 =T Rev/ N baseline

— T Rev = Mittelwert der Revertantenzahl des Testansatzes (n=3)

— N baseline = Summe aus Mittelwert und Standardabweichung der Revertantenzahl
des Negativkontrollansatzes (n=3). Falls 1 unterschritten wird, wird die baseline auf 1
gesetzt.

Ein gentoxischer Effekt liegt vor, wenn der Induktionsfaktor einen Wert von = 2 hat und die
Revertantenzahl des Testansatzes signifikant Uber der Revertantenzahl der Negativkon-
trolle liegt (Absicherung mit dem Student’s t-test, einseitig, ungepaart mit p < 0,05).

Hier ermittelte Ergebnisse kénnen bei erneuter Auswertung mit dem flr die 1ISO 11350
vorgesehenen Auswertungsverfahren geringfligig abweichen. Dabei kénnte es vor allem
zum besseren Ausschluss falsch-positiver Effekte kommen #°. Da dieses Verfahren zum
Zeitpunkt der vorliegenden Untersuchung noch nicht als Statistik-Programm kommerziell
verflgbar ist, wurden Positiv-Effekte in der vorliegenden Untersuchung daher erst dann
gewertet, wenn sie sich in drei unabhangigen Testwiederholungen bestétigen lieBen.

Glltigkeitskriterien

Der Test ist gultig, wenn die Revertantenzahl im Negativkontrollansatz < 10 und die Rever-
tantenzahl im Positivkontrollansatz = 25 betragt.

11.5 Teststrategie Zytotoxizitat

Das Ziel der Zytotoxizitatstestung ist der Nachweis toxischer Wirkungen der Untersu-
chungsproben auf Zellkulturen und die vergleichende Bewertung dieser Wirkungen. Durch
den Einsatz verschiedener Nachweisverfahren kénnen unterschiedliche Wirkmechanis-
men erfasst werden.
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Der Zelltod durch Nekrose ist, als Folge einer unmittelbaren Schadigung der Zellmembran,
durch einen FlUssigkeitseinstrom in die Zellen gekennzeichnet. Es kommt im Verlauf der
Nekrose zum Quellen und letztendlich zum Platzen der Zellen. Die Belastung der Zellen
mit den Untersuchungsproben kann auch zum Zelltod durch den programmierten Abbau
von Zellstrukturen zu ,apoptotic bodies® fiihren. Diese Prozesse werden als ,programmier-
ter Zelltod“ oder Apoptose bezeichnet. Apoptose kann Uber unterschiedliche Signalwege,
den extrinsischen Todessignalweg oder den intrinsischen, mitochondrialen Signalweg
ausgel6st werden.

Auch eine Stérung des Gleichgewichts von Oxidantien und Antioxidantien, ausgeldst
durch die Belastung mit den Untersuchungsproben, kann durch erhdhte intrazellulare
Konzentrationen freier Radikale zur Schadigung intrazellularer Makromolekile und letzt-
endlich zum Zelltod fihren. Eine Gruppe hochreaktiver Radikale sind die unter der Be-
zeichnung ROS zusammengefassten Sauerstoffradikale. Die folgende Abbildung 35 zeigt
eine Ubersicht der Zytotoxizitdtsmechanismen:

‘ Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

l

MNiedrige Konzentration Mittlere Konzentration Hohe Konzentration
mitogen, proliferativ Wachstumsstop, Alterung Zelltod

i v
e

Nekrose Apoptose
pathologisch bedingter Zelltod physiologischer Zelltod

o

‘ Zelltod |

Abbildung 35 Ubersicht der Zytotoxizitdtsmechanismen

Zur Erfassung von Zytotoxizitdtsmechanismen wurden im Rahmen des Projektes folgende
Nachweisverfahren eingesetzt:

- Untersuchung der intrazellularen Konzentration Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
durch die Umsetzung des Nachweisreagenzes Dihydroethidium

—  Nachweis von Nekrose durch die Untersuchung der Zellen hinsichtlich:
« der Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffes Propidiumiodid in tote Zellen
* der Freisetzung des intrazellularen Enzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH)
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durch tote Zellen
» der Umsetzung des Tetrazoliumfarbstoffes XTT durch lebende Zellen
—  Nachweis der Entwicklung von Apoptose durch:
« die Anwendung des CDD" ELISA-Kits zum Nukleosomennachweis
» den Nachweis intrazellularer Caspasenaktivitaten.

11.5.1 Nachweis Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mit dem Nachweisrea-
genz Dihydroethidium

Reaktive Sauerstoffspezies (s. Abbildung 36) werden intrazellular standig als Nebenpro-
dukte der Zellatmung gebildet. Dabei wird die Konzentration an ROS durch das abge-
stimmte Wirken von Oxidantien und Antioxidantien auf einem niedrigen Niveau gehalten.
ROS wirken in diesen Konzentrationen steuernd auf physiologische zellulare Ablaufe.

Sauerstoff Superoxid Anion Peroxid
- -2
Q2 03 ‘02
H:0:0H ‘OH OH
Wasserstoffperoxid Hydroxyl Radikal Hydroxyl lon
H50, *OH OH"

Abbildung 36 Ubersicht Uber die Gruppe der Reaktiven Sauerstoffspezies (Quelle:
www.biotek.com)

Eine Stérung des Gleichgewichtes von Oxidantien und Antioxidantien, wie sie z.B. durch
die Einwirkung chemischer Stoffe hervorgerufen werden kann, kann erhdhte ROS-
Konzentrationen verursachen und zu intrazellularen Veranderungen flhren, die unter der
Bezeichnung Oxidativer Stress zusammengefasst werden.

Testprinzip:
Zum Nachweis intrazellularer ROS wird ein Verfahren unter Anwendung eines zellperme-

ablen, chemisch reduzierten Ethidiumderivates eingesetzt. Dieses als Dihydroethidium
oder Hydroethidium (HE) bezeichnete Reagenz wird durch ROS oxidiert. Das in unveran-
derter Form in die Zellen eindringende Dihydroethidium sendet eine blaue Fluoreszenz
aus, wahrend die oxidierten Derivate mit der zellularen DNA interkalieren und den Zellkern
durch eine breite rote Fluoreszenz markieren. Durch Untersuchungen mittels HPLC konnte
nachgewiesen werden, dass die Oxidation von Dihydroethidium nicht nur zur Bildung von
Ethidium flhrt, sondern auch 2-Hydroxyethidium entsteht. Die Bildung von 2-
Hydroxyethidium ist dabei vor allem auf die Wirkung von Superoxid zurtickzufihren.
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Testansatz:

Die Untersuchung von Veranderungen der intrazellularen ROS-Konzentration unter Ein-
wirkung von Testsubstanzen oder zu testender Wasserproben erfolgt an Jurkat Zellen. Die
Jurkat Zelllinie, die aus einem menschlichen T-Zell Lymphom etabliert wurde, wird in der
Deutschen Sammlung fir Zellkulturen und Mikroorganismen, Braunschweig, gefihrt und
dort erworben. Fir die Durchfiihrung der Tests wird eine Zellsuspension mit 1 x 10%/ml
vitalen Jurkat Zellen in RPMI Zellkulturmedium mit 10 % FCS und ohne Zusatz von Phe-
nolrot hergestellt. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wird pro Kavitat in 24-well Platten
eingesat und mit den Testsubstanzen oder Testwéassern belastet. In jedem Testansatz
werden Zellen als Negativ- und Positivkontrollen mitgefihrt. Als Negativkontrollen dienen
unbelastete und mit dem entsprechenden Lésungsmittel belastete Zellen. Bei der Unter-
suchung von Wasserproben wird das entsprechende Volumen an Leitungswasser aus Bad
Elster als Negativkontrolle verwendet. Als Positivkontrollen flir den Nachweis von ROS
werden 1,5 mmol/L und 3 mmol/L Sin-1 (3-Morpholinosydnonimin hydrochlorid) und 1 mM
H.O, eingesetzt. Die Verdiinnungen aller Testsubstanzen und die Testwasser werden vor
der Zugabe zu den Zellen mittels eines 0,2 um Filters zur Entfernung von Bakterien filtriert.
Die Belastungsdauer der Zellen mit den Testsubstanzen oder den Untersuchungswassern
betragt 24 Stunden.

Testdurchfihrung:

Nach der Belastung der Zellen mit den zu untersuchenden Proben werden die Multiwell-
platten zur Gewinnung des Zellkulturiberstands zentrifugiert, die Zellen mit phosphatge-
pufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen und in frischem RPMI Zellkulturmedium auf-
genommen. Zu 1 ml Zellsuspension werden jeweils 10 pl einer 505 uM Dihydroethidium-
stammlésung gegeben, d.h. eine Endkonzentration von 5 uM Dihydroethidium. Die Fluo-
reszenzmessung erfolgt mittels eines Durchflusszytometers (FACS Calibur, Firma BD
Biosciences, Heidelberg) (s. Abbildung 37).

Abbildung 37 Durchflusszytometer FACS Calibur, Firma BD Biosciences, Heidelberg
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Auswertung:

Die mit dem Durchflusszytometer auf ihre Fluoreszenz untersuchten Zellen werden unter
der Anwendung der Software ,Cell Quest* als ,dot blot* dargestellt. Uber eine Quadran-
tenstatistik werden die prozentualen Anteile der unterschiedlichen Fluoreszenzen berech-
net und mit Hilfe der Software ,Cell Quest” der prozentuale Anteil der Zellen mit Rotfluo-

reszenz ermittelt (s.Abbildung 38).
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Abbildung 38 Vergleichende dot-blot-Darstellung belasteter und unbelasteter Jurkat Zellen
nach Anwendung von Dihydroethidium zum Nachweis von ROS und Fluoreszen-
zuntersuchung mit dem Durchflusszytometer
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11.5.2 Nachweis von Nekrose mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid

Im Verlauf des Zelltodes durch Nekrose kommt es zum FlUssigkeitseinstrom in die Zellen.
Das bewirkt eine Volumenzunahme und dabei eine Schadigung und letztendlich ein
Bersten der Zellmembran (s. Abbildung 39).

Mitochondrienverinderungen Membranzerstirung

ellung der Zellen
g

Chromatinverdichtung

Abbildung 39 Zellveranderungen im Verlauf der Nekrose (Quelle: Cell Death and Cell Prolifera-
tion 3rd edition, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
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Testprinzip:
Der Zytotoxizitatstest mittels Propidiumiodid zum Nachweis von nekrotischen Zellen ba-

siert auf dem Unvermdgen dieses Fluoreszenzfarbstoffes, die intakte Zellmembran vitaler
Zellen zu durchdringen. In nekrotische Zellen mit geschéadigter Zellmembran kann Propidi-
umiodid eindringen und interkaliert im Zellkern mit der DNA. Dadurch werden diese Zellen
durch Rotfluoreszenz markiert.

Testansatz:

Zum Nekrosenachweis mit Propidiumiodid werden ebenfalls die fir den ROS-Nachweis
beschriebenen Jurkat Zellen eingesetzt. Es wird eine Zellsuspension mit 1 x 10° Zellen/ml
in RPMI Zellkulturmedium mit 10 % FCS hergestellt. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension
wird pro Kavitat in eine 24-well Platte eingesat. Ein Testansatz beinhaltet unbelastete Zel-
len, mit dem entsprechenden Lésungsmittel belastete Zellen, eine Positivkontrolle und mit
den Testsubstanzen oder Testwassern belastete Zellen. Als Kontrolle bei der Untersu-
chung von Testwassern werden die Zellen mit einem entsprechenden Volumen an Lei-
tungswasser aus Bad Elster belastet. Als Positivkontrolle werden Zellen mit MnCl, in einer
nekrotisch wirkenden Endkonzentration von 1,5 mM belastet.

Testdurchfihrung:

Nach einer Belastungszeit von 24 h wird die Zellsuspension aus den Kavitaten der Multi-
wellplatte in 10 ml Réhrchen Uberflhrt, die fir die Untersuchung am Durchflusszytometer
geeignet sind. Die Réhrchen werden zentrifugiert, der Zellkulturiberstand wird verworfen
und alle Zellen werden einmal mit 2 ml PBS gewaschen. Danach erfolgt die Resuspension
der Zellen in 1 ml RPMI Zellkulturmedium ohne Phenolrotzusatz. Die optimale Endkon-
zentration des Fluoreszenzfarbstoffes Propidiumiodid ist 5 pg/ml bis 10 pg/ml. Mit RPMI
Zellkulturmedium wird eine Propidiumiodid Stammlésung mit einer Konzentration von
400 pg/ml hergestellt. Bei Zugabe von 20 ul dieser Stammlésung zu 1000 pl Zellsuspensi-
on ergibt sich eine Endkonzentration von 8 pug/ml. Die Zellsuspension wird nach der Zuga-
be von Propidiumiodid 15 min im Dunklen inkubiert. Dann werden die Zellen mittels des
Durchflusszytometers FACS Calibur (Abbildung 37) untersucht.

Auswertung:
Durch die Anwendung der Software ,Cell Quest” wird der prozentuale Anteil rotfluoreszie-

render, d. h. nekrotischer Zellen je 10.000 Zellen, die je Probe mit dem Durchflusszytome-
ter auf ihre Fluoreszenz untersucht werden, ermittelt. Dabei werden Histogrammdarstel-
lungen der Messungen verwendet (Abbildung 40).
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Negativkontrolle Mekrose nach Belastung der Zellen
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Abbildung 40 Histogrammdarstellung der Entwicklung von Nekrose (rotfluoreszierende tote
Zellen) nach 24 h Belastung mit zytotoxischen Untersuchungsproben

11.5.3 Nachweis von Nekrose durch die Freisetzung von Lactat-
Dehydrogenase (LDH)

Die LDH ist ein intrazellulares Enzym, das bei Schadigung der Zellmembran der Zellen in
das Zellkulturmedium freigesetzt wird. Durch die Bestimmung der LDH-Aktivitat im Kultur-
Uberstand von Zellen, die mit Testsubstanzen oder Testwassern belastet wurden, kénnen
zytotoxische Wirkungen nachgewiesen werden. Zum Nachweis der LDH-Aktivitat wurde
das ,Cytotoxicity Detection Kit“, Firma Roche, Mannheim, (Katalognr. 1 644 793) ange-
wendet.

Testprinzip:
Zum Nachweis der LDH-Aktivitat wird der zellfreie Zellkulturiiberstand mit dem im Kit ent-

haltenen Substratgemisch inkubiert. Wahrend einer ersten enzymatischen Reaktion wird
das Substrat Lactat durch die LDH-Aktivitat zu Pyruvat oxidiert, wobei das Coenzym NAD
unter Freisetzung von Wasserstoffionen zu NADH reduziert wird. In einer zweiten enzyma-
tischen Reaktion katalysiert das Enzym Diaphorase die Ubertragung von Wasserstoff
(NADH+H") auf das Tetrazoliumsalz INT. Das entstehende Formazan ist wasserldslich
und kann unter Anwendung eines Multiwellplattenphotometers bei einem Absorptions-
maximum von 500 nm photometrisch gemessen werden. Die LDH-Aktivitat im Zellkultu-
riberstand steigt entsprechend der Anzahl toter Zellen an und korreliert direkt mit der
Menge an gebildetem Formazan.

Testansatz:
Fir den Test werden Zellen der Zelllinie HepG2 eingesetzt. Die HepG2-Zelllinie wurde aus
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einem menschlichen hepatozelluldaren Karzinom etabliert. Sie wird in der Deutschen
Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig) geflihrt und kann dort
erworben werden. Zur Durchflhrung der Zytotoxizitatstests werden die adharenten
HepG2-Zellen durch Anwendung von Trypsin in Suspension Gberfiihrt und auf 2,5 x 10°
vitale Zellen/ml eingestellt. Die Kultivierung der Zellen erfolgt mit RPMI Zellkulturmedium
unter Zusatz von 10 % FCS. 200 ul dieser Zellsuspension werden pro Kavitat in eine 96-
well Platte mit Flachboden eingeséat. Zum Adhérieren werden die Zellen 3 h bei 37 °C und
5 % CO; im Brutschrank kultiviert. Danach wird das Zellkulturmedium auf RPMI mit 1 %
FCS gewechselt. Die Zellen werden mit den zu testenden Substanzen oder Wéassern be-
lastet. Ein Testansatz umfasst Negativkontrollen (unbelastete Zellen), Lésungsmittelkon-
trollen (mit dem entsprechenden Lésungsmittel belastete Zellen) oder bei Wasserproben
mit dem entsprechenden Volumen an Bad Elsteraner Leitungswasser belastete Zellen und
Positivkontrollen. Alle Testansatze erfolgen in vier Replikaten. Zur Bewertung der LDH-
Aktivitat wird ein 100 % Wert herangezogen. Daflir werden durch Zusatz von 1 % Tri-
ton X100 alle Zellen lysiert und damit die LDH in den KulturGiberstand freigesetzt. Die Be-
lastungsdauer betragt 48 h.

Testdurchfihrung:

Nach der Belastung werden 150 pl Zellkulturiberstand aus jeder Kavitat in eine neue 96-
well Rundbodenplatte Ubertragen. Diese Platte wird 10 Minuten bei 250 g zentrifugiert.
Danach werden nochmals 100 pl Uberstand per Well in eine neue 96-well Rundbodenplat-
te Ubertragen. Durch diese Vorgehensweise wird sichergestellt, dass vollig zellfreie Zell-
kulturliberstande auf ihre LDH-Aktivitat untersucht werden. Entsprechend der Vorschrift
des Testkits, Firma Roche, Mannheim, werden in jede Kavitat zu den 100 pl Kulturiber-
stand je 100 pl des im Kit enthaltenen Reaktionsgemisches gegeben. Als Blank flr die
photometrische Messung dienen 100 ul Reaktionsgemisch pro Kavitat, die zu je 100 pl
RPMI mit 1 % FCS gegeben werden. Die Messung erfolgt bei 490 nm (Referenzwellen-
lange 690 nm) mit dem Plattenphotometer Rainbow, Firma Tecan.

Auswertung:
Fir die Auswertung wird die Software ,Easy win®“ genutzt. Es werden alle Messwerte um

den Blank korrigiert und Mittelwerte der Replikate sowie die Streuungen berechnet. Der
Mittelwert der mit Triton X-100 lysierten Zellen wird als 100 % LDH-Freisetzung in die Be-
rechnungen einbezogen und die Prozentwerte der LDH-Freisetzung der Negativkontrollen
und der zu untersuchenden Proben daraus berechnet.
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11.5.4 Nachweis der vitalen Zellen durch die XTT-Umsetzung

Die kultivierten Zellen des bei der LDH-Freisetzung beschriebenen Testansatzes werden,
nach dem der Kulturiberstand zur Untersuchung der LDH abgenommen wurde, durch
Anwendung des XTT-Tests auf ihre Lebensfahigkeit untersucht.

Dazu wird der “Cell Proliferation Kit Il (XTT)“, Firma Roche, Mannheim, (Katalognr. 11 465
015 001) eingesetzt.

Testprinzip:
Der Assay basiert auf der Umwandlung des hellgelben Tetrazoliumsalzes XTT in ein oran-

gefarbiges Formazan durch Enzyme der Mitochondrien metabolisch aktiver, vitaler Zellen.
Das entstehende Formazan ist im wassrigen Kulturmedium Iéslich und kann direkt photo-
metrisch gemessen werden.

Testansatz:

Die HepG2-Zellen, wie im Testansatz zur Untersuchung der LDH-Freisetzung beschrie-
ben, werden nach Abnahme der Zellkulturiberstande mit 200 ul 37 °C warmen PBS je
Kavitat der Multiwellplatte gespult. Danach werden je Kavitat 200 pl Kulturmedium mit 1 %
FCS zugegeben. Zur Nachweisreaktion erfolgt die Zugabe von 50 ul des im Kit enthalte-
nen XTT-Reaktionsgemisches pro Kavitdt. Als Blank dienen Kavitaten ohne Zellen, die
200 pl Zellkulturmedium und 50 pl XTT-Reaktionsgemisch enthalten. Dieser Ansatz wird
zwei bis vier Stunden im COx-Inkubator (37 °C, 5 % CO,) inkubiert. Dabei ist es erforder-
lich, die Intensitat der rot-orangen Farbentwicklung bei vitalen, unbelasteten Zellen zu be-
obachten. Bei intensiver Farbung der Kulturiberstande der unbelasteten Zellen wird die
Multiwellplatte auf einen Plattenschittler gebracht und die Kulturiberstande grindlich
durchmischt. Die anschlieBende photometrische Messung erfolgt mit dem Plattenphoto-
meter ,Rainbow”, Firma Tecan, Crailsheim bei einer Wellenlange von 490 nm, (Referenz-
filter 690 nm).

Auswertung:
Die Ergebnisse der Messung werden unter Nutzung der Software ,Easy win“ des Platten-

photometers bearbeitet. Alle Messwerte werden um den Blank reduziert. Dann erfolgt die
Berechnung von Mittelwerten und Streuungen der Replikate. Die Zellen der Negativkon-
trolle (unbelastet oder mit dem entsprechenden Lésungsmittel belastet) werden als 100 %
vital bewertet. Davon ausgehend erfolgt die Berechnung der Prozentwerte vitaler Zellen
nach Belastung mit den Testsubstanzen oder Testwassern.
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11.5.5 Nachweis des Zelltodes durch Apoptose

Neben dem Zelltod durch Nekrose werden im Organismus standig Zellen Uber program-
matische Vorgange abgebaut, die als ,programmierter oder physiologischer Zelltod“ oder
als Apoptose bezeichnet werden (s. Abbildung 41).
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Abbildung 41  Darstellung der zellularen Veranderungen wahrend des Apoptoseverlaufs (Quel-
le: Roche Applied Science. Apoptosis, Cell Death and Cell Proliferation 3rd edi-
tion, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

Zur Untersuchung von Testsubstanzen oder Testwdssern auf apoptotische Wirkungen
werden zwei Verfahren eingesetzt:

Das erste Verfahren ist der Apoptosenachweis unter Anwendung des ,Cell Death Detec-
tion ELISA Plus Kit“, Roche, Mannheim, Katalognr. 11 774 425 001.

Testprinzip:
Der apoptotische Zelltod ist durch die systematische Spaltung der DNA im Bereich der

Linker-DNA unter Freisetzung von Mono-und Oligonukleosomen gekennzeichnet
(Abbildung 42).
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Abbildung 42 Freisetzung von Nukleosomen durch enzymatische Spaltung der DNA im Bereich
der Linker-DNA (Quelle: Roche Applied Science. Apoptosis, Cell Death and Cell
Proliferation 3rd edition, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
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Diese charakteristischen Fragmente der genomischen DNA sind DNA-Histon Komplexe,
die das angewendete CDD" ELISA-Kit durch den Einsatz von zwei monoklonalen Antikor-
pern gegen DNA und Histone, nachweist. Dabei ist Anti-Histon mit Biotin gekoppelt und
Anti-DNA mit Peroxydase. Durch Zugabe eines Peroxydasesubstrates erfolgt die Bildung
eines farbigen Reaktionsproduktes in Abhangigkeit von den nachgewiesenen Nukleoso-
men. Das Reaktionsprodukt kann photometrisch gemessen werden. Dieser ELISA ist ein
qualitativer Nachweis. Es erfolgt die Berechnung eines Indexes durch Division der Extink-
tion substanzbelasteter Zellen durch die Extinktion unbelasteter Zellen. Ergibt dieser Index
ein Vielfaches der unbelasteten Zellen, sind die untersuchten Proben apoptotisch wirksam.

Testansatz:

Fir die Testung werden Zellen der U-937-Zelllinie verwendet, die aus einem menschlichen
histiozytdren Lymphom etabliert wurde. Diese Zelllinie wird in der Deutschen Sammlung
fir Mikroorganismen und Zellkulturen gefiihrt und kann dort erworben werden. Die Zellen
werden in RPMI Zellkulturmedium mit 10 % FCS kultiviert. Fir den Test wird eine Zellsus-
pension mit einer Zellzahl von 0,5 x 10° Zellen pro ml hergestellt. 100 pl dieser Zellsuspen-
sion werden je Kavitat in eine 96-well Rundbodenplatte eingesat. Zu diesen Zellen werden
pro Kavitat 100 pl der Testsubstanzen oder Testwésser gegeben. Alle Testproben werden
in Doppelbestimmung untersucht. Als Negativkontrollen dienen unbelastete Zellen, das
entsprechende Lésungsmittel oder, bei der Untersuchung von Testwassern, Elsteraner
Leitungswasser. Die Zellen werden Uber eine Zeitdauer von drei Stunden belastet. Nach
der Inkubation wird die Platte bei 200 x g zentrifugiert. Die Zellkulturiberstdnde werden
vorsichtig abgenommen und verworfen. Danach erfolgt die Durchfiihrung des ELISA unter
Anwendung der Reagenzien des Testkits.

Testdurchfihrung:

Das Zellpellet wird mit 200 pl Lysispuffer je Kavitat resuspendiert und 30 Minuten zur Zell-
lyse bei 37° C inkubiert. Darauf folgt eine 10-minltige Zentrifugation der Multiwellplatte.
Der ELISA-Kit beinhaltet eine Flachboden 96-well Platte, die bereits mit Streptavidin be-
schichtet ist. In diese Kavitaten werden jeweils 20 pl des Zelllysates Ubertragen, wobei alle
Proben in Doppelbestimmung untersucht werden. Als Blank werden in zwei Kavitaten je
20 ul Inkubationspuffer pipettiert. Das Kit beinhaltet eine Positivkontrolle, die in zwei Repli-
katen untersucht wird.

Zu jeder Kavitat werden 80 ul Immunoreagenz gegeben. Dieses Immunoreagenz enthalt
Anti-Histon Antikdérper, die mit Biotin verbunden sind. Durch die Reaktion von Biotin mit
Streptavidin am Boden der Platte und die Antigen-Antikérper-Reaktion von Anti-Histon mit
den Histon—Nukleosomenkomplexen der Lysate apoptotischer Zellen werden diese am
Boden der Kavitdten gebunden. Weiterhin ist in dem Immunoreagenz ein Anti-DNA-
Meerrettich-Peroxydase-Komplex enthalten. Dieser Komplex bindet Uber eine Antigen-
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Antikérper-Reaktion des DNA-Antikérpers an diese Nukleosomenkomplexe. Zum Ablauf
dieser Reaktionen werden die Kavitdten zwei Stunden unter vorsichtigem Schutteln inku-
biert.

Nach der Inkubation wird der Uberstand durch ausgieBen und ausklopfen der Platte auf
Filterpapier sorgfaltig entfernt. Durch die Zugabe von 250 pl bis 300 pl Inkubationspuffer
pro Kavitat wird gespult und wieder griindlich ausgeklopft. Die mit Peroxydase markierten
Nukleosomen werden durch Zugabe von 100 pl einer ABTS-Ldsung [2,2'-Azino-bis-(3-
ethylbenzthioazolin-6-sulfonsdure)-Diammoniumsalz] als Peroxydasesubstrat nachge-
wiesen. Dazu erfolgt eine 10- bis 20-mindtige Inkubation unter Schitteln bei Raumtempe-
ratur. Dabei ist es erforderlich, die Farbentwicklung der Positivkontrolle zu beobachten.
Nach intensiver Farbentwicklung in deren Kavitaten wird die Multiwellplatte mittels Plat-
tenphotometers ,Rainbow®, Firma Tecan, Crailsheim, bei 405 nm und einer Referenzwel-
lenlange von 490 nm gemessen.

Auswertung:
Mit Hilfe der Software ,Easy win“ des Plattenphotometers werden alle Messwerte um die

Blankwerte reduziert und Mittelwerte und Streuungen der Replikate berechnet. Mit diesen
Mittelwerten erfolgt die Berechnung von Quotienten durch Division der Werte belasteter
Zellen durch die unbelasteter bzw. mit dem entsprechenden Lésungsmittel belasteter.

Bei Apoptose ergibt der Quotient ein Vielfaches von ,,1*. Die mitgeflihrte Positivkontrolle
ergibt Quotienten bis ,,100%.

Das zweite Verfahren ist der Apoptosenachweis unter Anwendung des ,Homogeneous
Caspases Assay“ Roche, Mannheim, Katalognr. 03 005 372 001.

Testprinzip:
Wahrend des Ablaufs der Apoptose in der Zelle erfolgt die Aktivierung einer Kaskade ver-

schiedener Proteasen, die als Caspasen bezeichnet werden. Der Aktivitdtsnachweis die-
ser Caspasen ist ein biochemischer Nachweis der Apoptose. Der angewendete Assay ist
ein fluorimetrisches Verfahren, das durch Anwendung des Caspasensubstrates DEVD-
R110 die Gesamtheit der aktiven Caspasen erfasst. Die Umsetzung dieses Substrates
durch die aktiven Caspasen fiuhrt zur Freisetzung von fluoreszierendem Rhodamin 110.
Die Fluoreszenz wird mittels des Multiwell- Platten-Fluorimeters ,Genios“ gemessen.
Durch Mitfihren einer Eichkurve fir Rhodamin 110 erfolgt eine quantitative Bestimmung
der Caspasenaktivitaten.

Testansatz:
In schwarze 96-well Platten mit transparentem Boden (Firma Greiner) zur fluorimetrischen
Messung werden per Kavitat 50 pl der zu untersuchenden Proben, Testwasser, Negativ-
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kontrollen, Lésungsmittelkontrollen und Positivkontrollen pipettiert. Dazu werden jeweils
50 ul einer Zellsuspension der fiir den CDD* ELISA beschriebenen Zelllinie U-937 mit ei-
ner Zellzahl von 8 x 10°ml gegeben. Alle Untersuchungen erfolgen in zwei Replikaten.
Daran schlieBt sich eine dreistiindige Exposition bei 37 °C und 5 % CO, zur Apoptosein-
duktion und Caspasenaktivierung an.

Testdurchfihrung:

Nach Beendigung der Exposition werden zu jedem Well je 100 pl Substratgebrauchslé-
sung, wie im Kit beschrieben, gegeben. Fir die Eichkurve zur Quantifizierung der Caspa-
senaktivitat werden Verdinnungen von Rhodamin 110 hergestellt und 100 pl pro Kavitét in
eine schwarze Multiwellplatte pipettiert, und es werden ebenfalls 100 ul Substratge-
brauchslésung zugegeben.

Dann wird die Multiwellplatte zur Substratspaltung durch die aktivierten Caspasen bei
37 °C im Brutschrank bis zu 3 h inkubiert. Mit dem Multiwellplatten-Fluorimeter ,Genios*
der Firma Tecan, Crailsheim, wird die Fluoreszenz bei einer Anregung von 499 nm und
einer Emission von 521 nm gemessen.

Auswertung:
Unter Anwendung der Software des ,Magellan” des Fluorimeters wird eine Kalibrierkurve

durch Darstellung der gemessenen RFU-Werte gegen die fiir die Kalibrierkurve einge-
setzten R110-Konzentrationen erstellt. Mit Hilfe dieser Kalibrierkurve werden aus den ge-
messenen Relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) die durch die Caspasenaktivitat freige-
setzten uM Rhodamin 110 berechnet.

11.6 Teststrategie Gentoxizitat

In der klassischen Gentoxizitatsprifung sind international weitgehend standardisierte und
harmonisierte Teststrategien festgeschrieben (www.oecd.org) ?”\. Sie sind im Prinzip hie-
rarchisch strukturiert, weil man davon ausgeht, dass ein Testsystem allein nicht ausreicht,
das mdgliche gentoxische Potenzial einer Substanz ausreichend sicher voraussagen zu
kénnen. Mit zwei bis drei In-vitro-Verfahren verschiedener biologischer Endpunkte (Gen-
und Chromosomenmutationen) kénnen die primaren Mechanismen der Gentoxizitat aus-
reichend sicher identifiziert werden. In der nachfolgenden Abbildung 43 ist die erste Stufe
der Teststrategie zur Gentoxizitatsprifung dargestellt.
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Erste Stufe der Teststrategie zur Gentoxizitatspriifung

In-vitro-Kurzzeittests

v ~

Bakterieller Test Zellkultur
hier: Ames-Test hier: Mikrokerntest
1. Ne gativ Negativ

l l

Tests ausreichend bei geringer oder vermeidbarer Exposition
und Einstufung der Testsubstanz als nicht gefahrdend.
Nicht relevant fiir nicht gentoxische Kanzerogene!

2. Positiv Positiv
Positiv Negativ
Negativ Positiv

| l

Hinweis auf Moglichkeit einer gentoxischen Wirkung gegeben;
expositionsbezogene Priifung der Notwendigkeit flir eine weitere
Gentoxizitatstestung in einer zweiten Stufe

Abbildung 43 Basisstrategie der Gentoxizitatsprifung

Die erste Stufe der In-vitro-Gentoxizitatsprifung ermdéglicht erste Aussagen Uber den
Wirkmechanismus einer Substanz im Sinne einer Ja-/Nein-Antwort (gentoxisch oder nicht
gentoxisch). Zum Nachweis von Genmutationen kommt der Ames-Test und zur Identifizie-
rung von Chromosomenbrichen der Mikrokerntest zum Einsatz.

11.6.1 Salmonella/Mikrosomen-Test (Ames-Test)

Der Ames-Test folgt in seinem Ablauf und seiner Bewertung der DIN 38415-4. Seit seiner
Einflihrung in den siebziger Jahren hat sich der Salmonella/Mikrosomen-Test (Ames-Test)
zu dem Basistest in der Gentoxizitatsprifung entwickelt 8. Der Ames-Test ist ein weltweit
akzeptierter Screeningtest zum Nachweis von sogenannten Punktmutationen, d.h. von
Veranderung bzw. Verlust einer Nukleinbase im DNA-Abschnitt ¥%4°!. Er arbeitet mit Histi-
din-abhangigen Stdmmen von Salmonella typhimurium (his-auxotroph), die auf Grund ver-
schiedener Defekte im Histidin-Operon (hisG46, hisC3070 oder hisD3052) kein Histidin
synthetisieren und daher nur auf Histidin-haltigem Medium wachsen kénnen. Bei Einwir-
kung eines gentoxischen Agens revertieren die Mutanten durch Basensubstitutions- oder
Leserastermutationen zum Wildtyp (his+-prototroph), d.h. die Zellen erlangen die Fahigkeit
zur Histidin-Biosynthese zuriick. Daher kann die rickmutierte Bakterienzelle wieder auf
Histidin-freiem Nahrboden Kolonien (Revertanten) ausbilden. Als Testorganismen wurden
entsprechend der DIN 38415-4 die Bakterienstdmme Salmonella typhimurium TA 98 und
TA 100 eingesetzt.
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Die Zahl dieser Revertanten ist ein MaB fir die Starke des Mutagens. Als mutagen wird
eine Probe betrachtet, wenn bei mindestens einem der beiden verwendeten Stdmme mit
oder ohne Zugabe von S9-Mix eine Erhéhung der Mutantenzahlen um mindestens die flr
den Stamm festgelegte Induktionsdifferenz induziert wird und eine Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung gegeben ist. Die Mindestanforderung fir die Induktionsdifferenz flr
TA 100 betragt 80 Mutanten, fir TA 98 20 Mutanten.

Zahlreiche gentoxische Substanzen werden erst nach metabolischer Aktivierung wirksam.
Da der Bakterienzelle die notwendigen Biotransformationssysteme des Saugerstoff-
wechsels fehlen, wird zum Test eine Lebermikrosomenfraktion hinzugegeben und dadurch
die Testsubstanz in vitro der Metabolisierung durch den Saugerstoffwechsel unterzogen.
Auf diese Weise kénnen die entstehenden Metaboliten (auch sehr kurzlebige) unmittelbar
auf die Testzelle einwirken. Zusétzlich zum Defekt im Histidin-Gen tragen die Salmonella-
Stdmme noch weitere Mutationen, die zu einer Erhéhung der Empfindlichkeit gegentber
mutagenen Substanzen fihren. So schaltet die Deletion im uvrB-Gen die Exzisionsrepara-
tur aus, und die Bakterien kénnen nicht mehr die durch Chemikalien geschadigten DNA-
Abschnitte reparieren. Nebenher bedingt die rfa-Mutation einen fehlerhaften Aufbau der
Liposaccharidhulle und schwéacht die Virulenz und Pathogenitat der Stamme. Zugleich
wird die Permeabilitat der Zellwand erhéht, so dass gréBere Testmolekdle leichter ins Zell-
innere gelangen. Abbildung 44 zeigt schematisch den Ablaufplan.

Ansatz:

0.1 ml Probe

0.5 ml Puffer oder 0,5 ml S9-Mix
und 2 ml Softagar

Ausplattieren auf histidinfreiem Nahragar

l Inkubation bei 37 °C fiir
48 bis 72 h

Auszihlen der Revertantenzahlen

Spontane Revertanten Revertantenzahl unter Einfluss
(Negativkontrolle) gentoxischer Substanzen

Abbildung 44 Schematische Darstellung des Ames-Tests
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11.6.2 Mikrokerntest

Der Mikrokerntest ist ein zytogenetischer Test zur Erkennung von DNA-Schaden auf
chromosomaler Ebene in sich teilenden Zellen. Mit ihm kénnen Zellen identifiziert werden,
die auf Grund von Chromosomenbriichen und —verlusten nicht mehr in der Lage sind, das
Erbmaterial zu gleichen Teilen auf die beiden Tochterkerne zu verteilen. Die Chromoso-
menfragmente, die bei der Zellteilung nicht in einen der beiden Tochterzellkerne integriert
werden, kondensieren zu einem oder mehreren sogenannten Mikrokernen. Die Anzahl der
Mikrokerne kann als ein MaB fir den schadlichen Einfluss einer Chemikalie auf die Zelle
angesehen werden.

Der Mikrokerntest existiert in verschiedenen Varianten. Im aktuellen Projekt wurde fir den
Nachweis von Mikrokernen die Durchflusszytometrie eingesetzt.

Das Durchflusszytometer erlaubt im Gegensatz zur konventionellen mikroskopischen
Auswertung einen sehr hohen Probendurchsatz und eine Kopplung mit dem Nachweis
weiterer toxischer Wirkungen. Durch den Einsatz des Testkits ,MicroFlowTM*, Litron Labo-
ratories Rochester, New York, kbnnen simultan in einem Ansatz neben den Mikrokernen
die Parameter Vitalitdt, Apoptose/Nekrose und Zellproliferation bestimmt werden. Damit
werden die sogenannten ,Prakursor“-Ereignisse (z.B. Beeinflussung der Vitalitat und Zell-
proliferation) mit erfasst und die Ergebnisse der Mikrokernbestimmung unter dem Aspekt
der Induktion sekundarer Gentoxizitat infolge zytotoxischer Wirkung, die zur Uberbewer-
tung der Befunde flhren kann, validiert.

Das In-vitro-MicroFlow-Testkit wurde fir die durchflusszytometrische Auszahlung der
Mikrokerne in Saugerzellkulturen entwickelt. Es ist ein effektives und schnelles Verfahren,
bei dem eine Zweifarben-Markierungstechnik angewendet wird.

Ein Vorteil der In-vitro-MicroFlow-Methode gegentber anderen automatischen Auswerte-
verfahren ist die Anwendung der sequentiellen Farbung. Diese ermdglicht, dass die Mikro-
kerne vom Chromatin der apoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden werden
kénnen. Mit dieser Methode werden auch dann noch zuverlassige Mikrokern-Ergebnisse
erhalten, wenn eine gréBere Anzahl toter Zellen vorhanden ist.

Eine Schlisselkomponente im Kit ist der DNA-Farbstoff A (Ethidiummonoazid oder EMA).
Die Substanz durchdringt die geschadigte auBere Membran der apoptotischen und nekro-
tischen Zellen. Eine besondere Eigenschaft dieses Farbstoffs ist auch, dass er durch Pho-
toaktivierung kovalent an die DNA bindet. Nach diesem Schritt werden die Zellen gewa-
schen und die zytoplasmischen Membranen mit Detergentien aufgeldst, um den Zellkern
und die Mikrokerne freizusetzen. Wahrend des Lyseschritts wird der DNA-Farbstoff B
(SYTOX Green) zugesetzt, er bindet an das gesamte Chromatin. Auf diese Weise wird
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eine unterschiedliche Farbung des gesunden Chromatins und des abgestorbenen Chro-
matins erreicht. Das Prinzip des Testes ist in der Abbildung 45 dargestellt.

Dye A Lysis, Dye B,
Healthy Staining RMase

l l Dye B+
® @ e

Micronucleated

Dye B+
e EEE—— U
@ )

Necronc

Double Positive

Apo ptcmc Dye A+

0'0 — O‘o

Double Positive

O
O%Q

Abbildung 45  Prinzip des MicroFlow™-Messverfahrens (Quelle: www.LitronLabs.com)

In der nachfolgenden Abbildung 46 ist die Versuchsdurchfihrung schematisch dargestellt.
Die Zellkultivierung erfolgte wie in der DIN EN ISO 21427-2 beschrieben (Zellkultivierung
mit MEM Eagle mit Serumzusatz sowie Glutamin und L-Prolin). Fir die Versuche wurde
die Zelllinie CHO-K1 eingesetzt. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um Ovarzellen des
Chinesischen Hamsters. Es sind schnellwachsende, adharente fibroblastendhnliche Zel-
len. Alle einzelnen Behandlungsschritte erfolgten in 24-well Platten. Zur Messung am
Durchflusszytometer wurden die Proben aus den einzelnen Wells in BD FACS Rdéhrchen
umgefullt.
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Abbildung 46  Schematische Darstellung des Mikrokerntests (MicroFlow-Verfahren)

Eine Verdopplung der Mikrokernrate der Testprobe gegenitber der jeweils mitgeflihrten
Negativkontrolle ist ein Indiz flr deren gentoxische Wirkung.

11.6.3 Bestimmung der Schwesterchromatidaustauschrate

Die Bestimmung der Schwesterchromatidaustauschrate (engl.: Sister Chromatid Exchan-
ge; Abkirzung: SCE) ist ein Nachweis von Chromosomenschaden. Schwesterchromatid-
austausche entstehen beim reziproken Austausch der DNA zwischen zwei Schwester-
chromatiden eines sich replizierenden Chromosoms.

Zur mikroskopischen Sichtbarmachung erscheinen die SCE unterschiedlich angefarbt.
Das wird erreicht durch den Einbau des Thymidin-Analogon Bromdesoxyuridin (BrdU) in
die DNA des Chromosoms wahrend zweier Zellzyklen. Diese Chromosomen werden auch
als Harlekinchromosome bezeichnet (Abbildung 47).

Beim Schwesterchromatid-
. austausch handelt es sich um
Schwesterchromatid- reziproke Austausche der DNA
austausch zwischen zwei Schwester-
chromatiden eines sich
replizierenden Chromosoms.

Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/
Schwesterchromatidaustausch

Abbildung 47 Darstellung eines Schwesterchromatidaustausches
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Die Testreihen fanden im Deutschen Institut fir Erndhrungsforschung (DIfE) Potsdam-
Rehbricke bei Prof. Dr. H.-R. Glatt statt. In den Versuchsreihen wurde die von der Ar-
beitsgruppe Glatt entwickelte Zelllinie V79-MZ-hCYP2E1-hSULT1A1*1 eingesetzt. Diese
Zelllinie zeichnet sich durch die Exprimierung von humanen spezifischen Enzymmustern
aus.

Die Zelllinie wurde in Dulbecco’s Modified Eagle Medium unter Zugabe von 5 % fetalem
Kalberserum bei 37 °C, 95 % relative Luftfeuchte und 5 % CO. kultiviert. In allen Ver-
suchsansitzen betrug die absolute Zellzahl 2 x 10°. Nach Ansatz der Zellen, einer ca. 20-
stiindigen Anheftphase, erfolgte die ca. 30-stlindige Exposition der Zellen. Den Versuchs-
ansatzen wurde BrdU in einer Endkonzentration von 5 pg/mL zugesetzt. Das Testvolumen
fur die Probe betrug 20 uL. Als Lésungs- und Negativkontrolle diente steriles Trinkwasser.
Nach Colchizinzugabe zur Arretierung der Metaphase (ca. 4 h vor Praparation der Zellen,
Endkonzentration 0,25 pg/mL) erfolgte die Praparation der Zellkulturen Uber die Standard-
prozedur (Hypotonie, Fixierung und Farbung).

Alle Praparate wurden bei 1000-facher VergréBerung ausgewertet und in zwei unabhangi-
gen Ansatzen je 25 Metaphasen ausgezéahlt. Die statistische Auswertung erfolgte durch
den Wilcoxontest.
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12 Anhang B: Messdaten

12.1 Ausgewdhlte Experimente zur DMS-NDMA-Thematik

In diesem Abschnitt sollen ausgewahlte Messungen zur Bildung von NDMA aus dem
PSM-Metaboliten DMS in Trinkwasser wiedergegeben werden. Fir die Umsetzung von
DMS zu NDMA ist neben Ozon auch noch Bromid notwendig. In Abbildung 48 ist zu
sehen, welche molaren Umsatzraten in Trinkwasser bei der Reaktion bei gleichblei-
bender Ozondosis erreicht werden. Bei den Versuchen wurde zur Trinkwassermatrix
kein zusatzliches Bromid zugegeben.

5517 Ozonung von DMS - Umsatzrate zu NDMA
50 -

45 -

40

Molare NDMA-Bildungsrate / %

35

1 ' "””10 ' 1(I)O
DMS-Ausgangskonzentration / pg/L

Abbildung 48 Umsatzraten von DMS zu NDMA in Karlsruher Trinkwasser wahrend der Ozo-
nung im Batch-Verfahren mit 6 mg/L Ozondosis und 30 min Reaktionszeit.

Die Umsetzung von DMS unter den Referenzbedingungen nach Variate 1 wurde naher
untersucht. In diesem Batchexperiment wurden neben der Aufnahme der Ozonzehrungs-
kurve und der Stoffabbaukurve des DMS auch das sich bildende NDMA ermittelt
(Abbildung 49). Im Falle von DMS hat sich nach 30 min Reaktionszeit die Ausgangsver-
bindung quantitativ umgesetzt, der Restozongehalt liegt bei etwa 1/3 der Ausgangsdosis
und das sich bildende NDMA hat einen Sattigungswert erreicht. In dem gezeigten Experi-
ment sind aus ca. 200 pug/L DMS durch Ozonung ca. 50 ug/L NDMA entstanden.

151



—O0— NDMA
—
3 41
2 150+ ’5 %'
= =
g__ti Referenzbedingungen =
© 100- nach Variante 1 110 ©
Q 5
= S
% RN -
50 - — 0405 R
\O O
0_ T T T T T T _T T T T T T T O O
0 10 20 30 40 50 60

Zeit / min

Abbildung 49 Ozonung des PSM-Metaboliten DMS in Karlsruher Trinkwasser nach den Refe-
renzbedingungen nach Variante 1.

Neben der Ozonung im Batchverfahren wurden auch die zwei Varianten des direkten
Ozoneintrags in Bezug auf ihre Umsetzung von DMS zu NDMA untersucht (Ozonung im
Waschflaschenaufbau). Die Arbeitsanweisungen zu beiden Varianten sind im Anhang zu
den Methoden zu finden. Bei Variante A wird die gesamte Testsubstanz (hier: DMS) in der
Waschflasche vorgelegt und der ozonhaltige Sauerstoff tber eine Glasfritte direkt in die
Probe eingetragen. Mit zunehmender Ozonungszeit steigt somit der Eintrag des Ozons. In
Abbildung 50 kann die Bildung von NDMA aus DMS in Abhéangigkeit der Eintragszeit gut
abgelesen werden. Die absoluten Umsatzraten bleiben aber niedrig, da das fir die Reakti-
on auch notwendige Bromid im Wasser nur in Spuren vorhanden war. Bei der Ozonung
nach Variante B wird der gleiche Waschflaschenaufbau gewahlt. Diesmal wird das Ozon in
Trinkwasser eingetragen und Uber eine Dosierpumpe ein Konzentrat mit der Testsubstanz
langsam zugegeben. Auf diese Weise kann erreicht werden, dass Ozon standig im Uber-
schuss vorliegt (im Unterschied zu Variante A, bei der einer groBen Stoffmenge eine zu-
nachst geringe Ozonmenge gegenibersteht). Ausgangsvolumen der Ozonung waren
90 mL Trinkwasser und 10 mL DMS-Konzentrat, wobei nach vollstandiger Zugabe der
gleiche DMS-Gehalt in der Reaktionslésung wie bei Variante A erreicht wird (122 mg/L). In
den drei Experimenten wurde die Dosierpumpe so eingestellt, dass sich Zugabemenen
von ca. 0,5 mL/min, 1 mL/min und 2 mL/min ergaben.

152



NDMA / pg/L
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Abbildung 50

Bildung von NDMA aus dem PSM-Metaboliten DMS im Waschflaschenaufbau
nach Variante A (rote Punkte) und Variante B (blaue Punkte).

In etwas anderer Auftragung sind die erhaltenen Umsatzraten aus den Experimenten nach
Variante B nochmals in Abbildung 51 zu finden. Aus den Experimenten geht hervor, dass
die Umsatzrate nicht signifikant von der Zugabegeschwindigkeit des DMS-Konzentrats
abhangt. Bei der Interpretation der Daten muss beachtet werden, dass — im Vergleich zum
DMS-Gehalt — das natirlicherweise vorliegende Bromid in diesem Wasser nur im Spuren-
bereich vorliegt und somit keine hohen molaren Umsatzraten zu erwarten sind.

Abbildung 51

NDMA / pg/L

Variante B: Ozonung von DMS (1 mmol/L) in Trinkwasser
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Hbhe der NDMA-Bildungsrate in Abhangigkeit von der Zugabegeschwindigkeit

des DMS-Konzentrats in Variante B.

Als dritte Methode der Ozonung wurden auch Untersuchungen mit der Ozon-Mikro-
Zelle der Firma Innovatec durchgefuhrt. Es handelt sich hierbei um elektrolytisch er-
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zeugtes Ozon direkt in der zu behandelnden Lésung. Neben allgemeinen Fragen zur
Ozonerzeugung mittels dieser Technik sollte auch experimentell Gberprift werden, ob
sich hierlber eine Umsetzung von DMS zu NDMA nachweisen lasst. Dazu wurden
Ozonungen mit zwei Konzentrationsniveaus an DMS (2 pug/L und 200 pg/L) in Trink-
wasser durchgefihrt und die NDMA-Bildungsraten nach gewissen Elektrolysezeiten
bestimmt. Die erhaltenden Kurven sind in Abbildung 52 zu sehen. In dem Wasser mit
einer Dotierung von 2 pg/L DMS konnten nach 10 min Elektrolysezeit etwa 60 ng/L
NDMA, bei der Dotierung von 200 ug/L etwa 2500 ng/L nachgewiesen werden. Die
Experimente zeigen, dass es auch mit dieser Technik méglich ist, Ozonungen in Was-
ser durchzuflhren und Transformationsnebenprodukte zu generieren.

Der Vorteil der Ozon-Mikro-Zelle ist ein vergleichsweiser unkomplizierter und kosten-
gunstiger Betrieb, sofern nur kleine Volumen mit Ozon behandelt werden missen (z.B.
fir analytische Fragestellungen).

Ozonung von DMS in Trinkwasser mit der Micro-Zelle (4er)

100 3000
-+ - Blindwert LW
- ¥ - Micro-Zelle 2ug/L [ T .
=1 i .
S 80 7= - Micro-Zelle 200 pg/L ' 2400
2=
So :l
2= 60 X 1+ 1800 g 2
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22 S0
m
2 % 40 ; 1200 & ©
-g L s B‘)
E >K” 2 =
~— e e .- 8
20 1 _.'X A1 600 s
. GO USU
0 2 4 6 8 10

Ozonungszeit / min

Abbildung 52 NDMA-Bildungsraten aus DMS ausgehend von zwei Konzentrationsniveaus
(2 pg/L und 200 pg/L Uber eine direkte Ozonung mit der Ozon-Micro-Zelle. Die
Ozonung wurde mit 4 Zellherzen zur Erhéhung der Produktionsleistung durchge-
fOhrt.
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Tabelle 34 Physikalisch-chemische Beschaffenheit der Wasser, sortiert nach Rohwassertyp und Kombinationen

+

g + g e * + +

g — : g ; g ; 5 — a-’ —

s ® 2z Caog C% 73 S o S w® =

c ] o P e - L5 ] ] b ] £

T} = S g o e S iE 2= 4 c O S = ©

< = 2 s < s 2% ST E s 3 = o

o (3] T = © . (Y (3] T T B3 T Qo [«})

o 5 €T S =85 =5 g = £S5 0]

= 3 3% 0 = 7] 3 3

) w O ° c T c (¢} = O =

o (6] Qo B 1] 3 (O] O

o o =8 ~
"_I'emp. (°C) 0,0 - 25,0 24-24,7 10,2 18,7 2,4-24,7 7,5-11,7 10,2 - 11,7 10,9 0,0 - 25,0
pH-Wert 7,5-8,9 7,2-8,9 7,6 7,8 7,5-89 58-75 72-74 7,37 5,8-8,9
Ks 4,3 (mmol/L) 1,10-5,0 1,11 -4,30 3,29 4,2 1,11 -2,37 0,24 - 5,55 4,90 - 6,65 4,72 0,24 - 6,65
Kg 8,2 (mmol/L) <0,01-0,23 | <0,01-0,63 K.A. 0,12 <0,01-0,17 0,11 -1,05 0,65 - 0,80 0,51 <0,01 - 1,05
TOC (mg/L) 1,1-3,8 1,2-3,5 0,4 3,7 1,6-3,5 0,3-1,0 0,2-1,0 K.A. 0,2-3,8
DOC (mg/L) 1,2-6,8 K.A. 0,3 3,5 K.A. 0,3-1,0 K.A. 1 0,3-6,8
Triibung (FNU) 0,3-52,0 0,1-47 0,1 13,5 1,0 -47,0 0,1-44 <0,01 -0,03 0,13 <0,01 - 52
SAK 254 (1/m) 2,0 - 20,0 3,0-9,8 K.A. 8,4 3,9-9,8 0,5-3,6 K.A. 2,3 0,5 -20
SAK 436 (1/m) <0,1-0,7 <0,1 <0,1 0,4 K.A. <0,1-0,2 <0,1 <0,1 <0,1-0,7
Haérte (°dH) 1,2-17,0 54-175 2,5 17,5 54-92 0,8 -258 16,2 - 35,6 20,6 0,8 - 25,8
Eisen (mg/L) <0,01-0,6 <0,01 -1,1 < 0,02 0,2 0,1-05 <0,01-04 <0,01 0,01 <0,01-1,1
Mangan (mg/L) <0,01-0,14 0,04 -0,3 < 0,02 0,04 0,04-0,14 <0,01 - 0,02 <0,01 0,59 < 0,01-0,59
Nitrat (mg/L) 4,5-21,0 <0,5 - 20,0 18,3 21 9,9 -20,0 1,1-30,0 26,2 - 37,0 16,8 <0,5 - 37,0
Nitrit (mg/L) <0,01-0,29 | <0,01-0,29 < 0,02 0,06 <0,01 - 0,29 <0,01 <0,02 0,06 <0,01 - 0,29
Ammonium (mg/L) | <0,01-0,85 | <0,01-0,85 < 0,02 0,02 <0,01 - 0,85 <0,01 <0,01 0,16 <0,01- 0,85
Sulfat (mg/L) 13 -60 29 -104 68,6 102 29 - 59 2,6-116 12 - 335 103 2,6 - 335
Bromid (mg/L) <0,1-0,16 0,01-0,16 < 0,02 K.A. 0,01-0,16 < 0,01 K.A. 0,053 <0,01-0,16
Chlorid (mg/L) 5-99 20 - 99 26,8 41,7 20-99 1,2-29,6 20 - 48 40,4 1,2-99,0
lodid (mg/L) K.A. K.A. K.A. K.A. K.A. K.A. K.A. K.A. k.A.
DMS (ug/L) <BG - 0,11 <BG - 6,0 K.A. K.A. <BG <BG-0,06 | <BG- 0,04 K.A. <BG - 6,0
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Erganzend zu den in Tabelle 34 aufgelisteten Werten (kategorisiert nach unterschiedlichen
Rohwassertypen und Kombinationen daraus) werden in Abbildung 53 bis Abbildung 57 die
verfugbaren Einzelwerte zu grundlegenden wasserchemischen Parametern (TOC/DOC,
Tribung, SAK 254 nm, Farbung bei 436 nm und Nitratgehalt) der durchgefihrten Umfrage
wiedergegeben. Die Einzelwerte werden dabei in anonymisierter Form angegeben und
sollen einen Eindruck der Varianz der einzelnen Wassertypen liefern, die allesamt mit dem
Verfahren der Ozonung behandelt werden.

4,0

TOC (od. DOC) / mg/L

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Wasserwerk

Abbildung 53 Verteilung der TOC- bzw. DOC-Gehalte in den Rohwéassern aus der TZW-
Umfrage (Balken mit negativen Werten = keine Angaben vorhanden).
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Abbildung 54 Verteilung der Tribungswerte in den Rohwassern aus der TZW-Umfrage (Balken
mit negativen Werten = keine Angaben vorhanden).

SAK = 2 pro Meter bedeutet:
8 200 mAU bei 10-cm-Klvette
100 mAU bei 5-cm-Kuvette
20 mAU bei 1-cm-Klvette

SAK bei 254 nm/ 1/m

10 11 12 15 16 17 18 19 20 21 23 24 25

Wasserwerk

Abbildung 55 Verteilung der SAK-Werte bei 254 nm in den Rohwéssern aus der TZW-Umfrage
(Balken mit negativen Werten = keine Angaben vorhanden).
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SAK = 0,1 pro Meter bedeutet:
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Abbildung 56  Verteilung der SAK-Werte bei 436 nm (= Farbung) in den Rohwéassern aus der
TZW-Umfrage (Balken mit negativen Werten = keine Angaben vorhanden).
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Abbildung 57 Verteilung der Nitrat-Gehalte in den Rohwéssern aus der TZW-Umfrage (Balken
mit negativen Werten = keine Angaben vorhanden).
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12.3 Chemische Parameter untersuchter Wasserproben in diesem Projekt

Tabelle 35 Wasserchemische Daten und ROS-Werte zu den in diesem Projekt untersuchten Wé&ssern mit ihrer spezifischen Proben-
Nummer (diese Tabelle enthélt drei Seiten).
Proben Nr. Wassertyp pH Leitfahigkeit SAK 254 DOC Ks(4,3) CI- NO;~ SO ca* Mg* K* Na* ROS-Test
/ mS/m /1/m /mg/L  mmol/lL  /mg/L /mg/L /mg/L /mg/L /mg/L /mg/L /mg/L | nativ. ozont
@ von KA-TW 7.3 65,00 1,0 0,70 55 20 5 70 110 12 15 6

2011-02-17-01 Oberfiachenwasser |, g ’S%C) 25,1 6,0 1,90 099 266 138 162 205 68 2.1 138 | -
2011-02-21-01 ™W (167 ’7530) 43,0 0.5 039 3,81 19,4 5.9 8,3 77.3 3.2 1,9 56 | 5%
2011-02-21-02 Quellwasser (177 ’S?C) 8,9 0.5 0,31 0,50 95 1,7 5,3 49 35 26 5.2 - -
2011-02-24-42 Oberfizchenwasser |, gg%o) 33,6 3,3 140 7,58 7.7 4.1 332 485 84 27 5,4 -
2011-02-24-43 Oberfiachenwasser | 88’330) 33,8 3,2 150 2,58 9,0 42 341 479 84 3,4 5,3 -
2011-02-24-45 Oberflichenwasser (23130) 33,3 3,1 1,40 258 6.9 41 333 474 84 2.4 5.4 -
2011-02-24-46 Oberflichenwasser (25 ’?%C) 33,7 2.9 130 256 85 42 337 475 84 3.2 5,3 -
2011-02-24-49 Oberflichenwasser (23’8%) 33,6 3,1 1,40 2,62 6.9 43 337 478 8.4 2,0 5.6 -
2011-02-24-50 Oberflichenwasser (218’830) 34,0 3.2 150 2,59 8.4 42 333 47,0 8.4 22 5.6 -
2011-02-24-52 Oberflachenwasser (218’8?0) 33,3 3,2 140 258 8,4 4.1 335 469 84 2.4 5,2 -
2011-02-24-61 Oberflachenwasser (25’310) 23,8 1,8 1,00 2,11 2,7 2,7 14,3 38,2 3,4 1,3 2,5 -
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Proben Nr. Wassertyp pH  Leitfahigkeit SAK254 DOC  Ks(4,3) cr- NOs™ Clokin Ca* Mg* K* Na* ROS-Test
/ mS/m /1/m /mg/L  mmol/L / mg/L / mg/L / mg/L / mg/L / mg/L / mg/L /mg/L | nativ._ ozont

2011-02-24-62 Oberflachenwasser 8,15 37,5 3,7 1,90 3,03 11,5 6,1 26,9 56,7 6,8 2,8 6,5 -
2011-03-14-01 TW s.0. s.0. s.0. s.0. s.0. S.0. s.0. S.0. S.0. s.0. S.0. s.0. - -
2011-03-18-01 Grundwasser 6,81 59,8 1,2 0,74 4,15 36,1 28,1 26,2 77,3 11,7 4,7 28,5 -
2011-03-28-01 Grundwasser 6,95 64,2 0,7 0,41 4,65 28,6 33,6 38,9 105,0 10,9 4,9 14,4 -
2011-05-12-01 T™W 7,34 68,4 1,9 0,98 5,55 26,9 7,4 46,8 119,0 10,2 3,7 12,9 - 5%
2011-05-12-02 Grundwasser 7,28 73,0 0,7 0,35 5,26 35,4 34,5 42,7 120,0 14,4 3,2 11,5 - -
2011-05-12-03 Reinwasser 7,56 49,1 0,5 0,31 3,5 24,9 24,4 23,6 81,2 7,2 1,6 3,4 - -
2011-05-12-04 Oberflachenwasser 6,86 11,3 10,1 3,90 0,65 9,5 4,0 5,0 10,7 1,5 4,9 5,1 - -
2011-05-16-01 T™W 7,94 35,1 0,5 0,37 2,26 16,1 14,5 29,2 46,9 9,4 4,0 6,9 - -
2011-05-16-02 T™W 8,53 13,7 0,9 0,65 0,5 3,2 2,3 33,0 141 4.1 1,1 4.1 - -
2011-06-15-01 Oberflachenwasser 9,40 25,2 5,5 2,70 5,29 23,3 7,6 19,4 25,6 6,3 3,6 11,6 - -
2011-06-15-02 T™W 7,71 68,3 0,5 0,30 1,3 17,9 24,0 67,4 81,0 35,9 4,3 6,7 - -
2011-06-15-03 ™ 7,99 35,3 0,4 0,34 2,28 16,3 15,2 30,7 46,9 10,4 4,5 7.7 - -
2011-06-15-04 T™W 7,30 70,2 2,2 1,00 5,62 29,8 8,7 47,9 123,0 10,1 3,8 13,5 - 5%
2011-06-15-05 T™W 7,44 70,1 1,3 0,85 5,52 25,5 6,2 64,3 123,0 12,7 2,4 13,3 - -
2011-06-15-06 T™W 7,49 72,4 1,0 0,72 5,58 27,0 5,8 71,3 125,0 12,9 3,7 12,7 - -
2011-06-15-07 T™W 7,40 63,0 1,6 0,80 5,3 19,9 3,8 46,2 114,0 9,0 3,4 9,4 - 5%
2011-06-15-08 ™ 7,57 62,2 1,6 0,80 5,3 18,2 3,7 45,2 115,0 8,6 1,7 8,9 - -
2011-06-15-09 ™ 7,45 63,4 1,7 0,88 5,28 19,5 3,8 49,8 116,0 8,1 2,0 9,4 - -
2011-06-28-01 TW 7,71 81,3 9,4 4,10 3,53 63,6 2,4 143,0 110,0 12,0 6,4 39,2 - -
2011-06-28-02 Reinwasser 7,50 48,2 6,7 2,50 4,82 11,1 0,8 55 80,3 10,8 3,2 7,4 - -
2011-06-28-03 Reinwasser 7,47 54,2 3,1 1,40 5,42 9,5 0,9 14,4 86,0 14,1 3,2 9,1 - -
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Proben Nr. Wassertyp pH Leitfahigkeit SAK 254 DOC Ks(4,3) CI NO;~ S0~ ca* Mg* K* Na* ROS-Test
/ mS/m /1/m /mg/L. mmollL  /mg/L  /mg/L  /mg/L  /mg/L /mg/L /mg/L  /mg/L nativ ozont
2011-06-29-01 Grundwasser 7.3 48,3 0,1 <0,3 4,36 10,9 0,6 29,8 47,5 27,8 9 5,6 -
2011-09-19-01 TW, Technikum S.0. S.0. S.0. S.0. S.0. S.0. s.0. S.0. S.0. S.0. S.0. S.0. - k.P.
2011-09-19-02 TZW2. OG - k.P.
demin. Wasser
P3 Rohwasser 7,25 68,3 0,8 (TOC’)E(;:) 3,5 59 19,3 64,8 84,9 12 4.1 30,7 - -
0,6
P4 Rohwasser 7,16 86,4 0,9 (TOC) 5,1 67,3 19,9 77,8 112 15 6,3 38,9 k.w. >10%
P5 Trinkwasser 7,19 78 0,5 (TOC’)L::) 4,3 62,2 20,9 75,3 102 14,1 47 34,4 (+) -
P6 Rohwasser 7,18 89,5 0,9 (T067C)) 52 66,3 22,5 87,1 120 16,3 5,1 39,8 k.w. -
Oberflachenwasser; 2,7
P7 Rhein km 684 8,1 46 6 (TOC) 2,8 30,1 7,3 44,5 59,8 9,9 3,2 20,4 - -
P8 Trinkwasser, WW 7,27 84 0,6 (TOéSC) 4.4 70 23,2 89,4 106 15,5 4,6 40,6 2 20% -
P9 Trinkwasser, WW 7,76 40 0,5 (TO(’)AE)) 1,8 20,8 20,7 61,8 40,3 14,8 3,2 13,3 - -
P10 Rohwasser 6,42 4,27 4,2 1,2 0,23 2,9 2,7 3,9 3,8 1,1 0,9 1,6 - -
P11 Trinkwasser 8,1 14,4 0,7 0,53 1,22 4.8 2,7 3,7 24,8 1,1 0,9 1,6 - -
P12 Trinkwasser, TZW, S. 0. S. 0. S. 0. S. 0. S. 0. S. 0. S. 0. S. 0. S. 0. S. 0. S. 0. S. 0. - (+)

Technikum 13.10.2010

k. A. = nicht ermittelbar, da zu schnelle Ozonzehrung

k. P. = keine Probe

k.w. = kein Wert, da Glasbruch bei Probentransport
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12.4 Ergebnisse des Rct-Konzepts

In diesem Projekt wurden nach verschiedenen orientierenden Experimenten zum Rct-
Konzept (Daten nicht gezeigt) schlieBlich 19 Wasserproben unter den gleichen experimen-
telllen Bedingungen untersucht. Die Arbeitsanweisungen befinden sich im Anhang bei den
Methodenbeschreibungen. In Tabelle 36 sind die erhaltenen Daten der Experimente zu
finden. Zusétzlich kénnen aus Tabelle 35 die wasserchemischen Parameter zu den Pro-
ben extrahiert werden. In Abbildung 58 ist eine zusammenfassende Auftragung aller Ozo-
nexpositionskurven in Abhangigkeit zur Expositionszeit zu finden. Die Expositionswerte
nach 46 min (willkirlicher Zeitpunkt) sind in der Tabelle wiedergegeben. Eine Auftragung
der Rct-Werte gegen die Steigung der Ozonzehrung ist in Abbildung 59 zu sehen. Eine
Auftragung der Rct-Werte gegen die Ozonexpositionen nach 46 min ist im Hauptteil ent-
halten (s. Abbildung 18).

Tabelle 36 Daten zu 19 untersuchten Wassern mit ihrer Probenbezeichung im Rct-Konzept
Wasser- Stecilgetmg Ozon- Rct-Wert  Rct-Wert A'\I;:o igg
Probe Typ ZOzon- n?c(:%o:(istirﬁ?n (Anfang) (Hauptwert) .
ehrung
/ In(c/cy) / (umol/L)-min

2011-02-21-02  Quellwasser -0,026 27-107° 5,2:107° 1
2011-03-18-01  Grundwasser -0,025 5,1-107° 0,17-107° 2
2011-05-12-01  TW -0,033 - 1,1-10°° 3
2011-05-12-02  Grundwasser -0,019 0,99-10°  0,10-107° 4
2011-05-12-03  Reinwasser -0,014 - 053107 S
2011-05-16-01  TW gechlort -0,016 - 0,70:10°° 6
2011-05-16-02 TW -0,019 - 5,7-107° 7
2011-06-15-02  TW -0,025 - 0,8310° 8
2011-06-15-03  TW gechlort -0,015 8,910°  0,53-107° 9
2011-06-15-04 TW -0,026 - 08510° 10
2011-06-15-05 TW -0,022 - 0,30-107° "
2011-06-15-06 TW -0,032 - 04110°° 12
2011-06-15-08 TW -0,059 - 2,6:107° 13
2011-06-28-03  Reinwasser -0,039 - 1,8:107° 14
2011-09-02-01 TW -0,016 - 0,37-10° 15
2011-09-02-03 TW -0,022 2,0:10°  057:107° 16
2011 KA-TW A KA-TW (TZW) -0,016 - 0,71-10°° 17
2011 KATWB KA-TW (TZW)  -0,016 - 0,21-10°° 18
2011 KA-TW C  KA-TW (TZW)  -0,016 0,77-107° 19
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Abbildung 58 Auftragung des Verlaufs der Ozonexpositionen in Abhangigkeit von der Reakti-
onszeit. Die Zahlenwerte zur Ozonexposition nach 46 min sind in Tabelle 36 zu

finden.
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Abbildung 59  Auftragung der Rct-Werte gegen die Héhe der Ozonzehrung (ausgedrickt tber
die Steigung c/co). Ein hoher negativer Steigungswert bedeutet eine rasche
Ozonzehrung und somit eine geringe Ozonexposition. Die Zuordnung der Zahlen
zu den x-y-Werten ist in Tabelle 36 enthalten.
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In Abbildung 60 bis Abbildung 78 werden zu jedem untersuchten Wasser auf der linken
Seite die Ozonzehrungskurve sowie die Stoffabbaukurve von pCBA gezeigt. Im rechten
Teilbild werden die Regressionsgeraden zur Ermittlung der Rct-Werte wiedergegeben. Bei
einigen Auftragungen wurden zwei Regressionsgeraden durch die erhaltenen Punkte ge-
legt. Dabei entsprechen die ersten Punkte der Auftragung der Reaktion innerhalb der ers-
ten Minuten. Hier tritt teilweise eine héhere Steigung auf, was experimentell von einer hé-
heren Umsatzrate der pCBA herriihrt und auf eine héhre OH-Radikalbildungsrate im Ver-
gleich zur Ozonexposition schlieBen lasst. Als Hauptwert im Rct-Konzept wurde allerdings

die zweite Steigung herangezogen.
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Abbildung 61 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von

Probe 2011-03-18-01
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Abbildung 62 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-05-12-01 (Grundwasser). Ermittelter Rct-Wert: 1,1-107°.
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Abbildung 64 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-05-12-03 (aus Reinwasserbehalter). Ermittelter Rct-Wert: 0,53-107°
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Abbildung 65 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-05-16-01 (aus Hausanschluss). Ermittelter Rct-Wert: 0,70-107°
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Abbildung 66 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-05-16-02 (aus Hausanschluss). Ermittelter Rct-Wert: 5,7-107°
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Abbildung 67 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von

Probe 2011-06-15-02 (aus Hausanschluss). Ermittelter Rct-Wert: 0,83-107°
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Abbildung 68 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-06-15-03 (aus Hausanschluss). Ermittelte Rct-Werte: 8,9-10™° und
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Abbildung 69 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-06-15-04 (aus Hausanschluss, Grundwasser). Ermittelter Rct-Wert:
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Abbildung 70 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-06-15-05 (aus Hausanschluss, Grundwasser). Ermittelter Rct-Wert:
0,30-10°°
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Abbildung 71 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-06-15-06 (aus Hausanschluss, Grundwasser). Ermittelter Rct-Wert:
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Abbildung 72 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-06-15-08 (aus Hausanschluss). Ermittelter Rct-Wert: 2,6-107°
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Abbildung 73  Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-06-28-03 (aus Reinwasserbehalter). Ermittelter Rct-Wert: 1,8:107°
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Abbildung 74 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-09-02-01 (aus Hausanschluss). Ermittelter Rct-Wert: 0,37-107°
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Abbildung 75 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe 2011-09-02-03 (aus Hausanschluss). Ermittelte Rct-Werte: 2,0-10™° und
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Abbildung 76  Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe KA-TW (A) (aus TZW-Hausanschluss). Ermittelter Rct-Wert: 0,71-107°
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Abbildung 77  Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe KA-TW (B) (aus TZW-Hausanschluss). Ermittelter Rct-Wert: 0,21-107°
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Abbildung 78 Ozon(o)- und pCBA(o)-Zehrung sowie Regressionsrechnung im Rct-Konzept von
Probe KA-TW (C) (aus TZW-Hausanschluss). Ermittelter Rct-Wert: 0,771-107°

12.5 Ozonzehrungskurven und Stoffabbaukurven von PSM-Metaboliten

Die ausgewahlten PSM-Metaboliten wurden nach den Referenzbedingungen nach Varian-
te 1 und 2 ozont. Die Ozonkonzentration direkt nach der Starkwasserzugabe (Zeitpunkt to)
kann experimentell nicht Gberprift werden, da in den ersten Sekunden eine schnelle
Ozonzehrung auftritt. Uber die zugesetzte Starkwassermenge mit bekanntem Ozongehalt
kann die Ozondosis allerdings berechnet werden. Zunachst werden die Messdaten zu den
einzelnen Testsubstanzen getrennt vorgestellt. Im Anschluss daran erfolgt eine verglei-
chende Ubersicht. Informationen zu den eingesetzten Stoffmengen und zum jeweiligen
molaren OzonUberschuss sind in Tabelle 37 am Anschluss der Graphiken enthalten.
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Methyldesphenyl-Chloridazon (Metabolit B1)

Die Ozonzehrungskurve der Ozonung von Metabolit B1 zeigt bei 10 mg/L Ozon eine
schnellere Abnahme als bei 2 mg/L (Abbildung 79).
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Abbildung 79  Ozonzehrungskurven bei der Ozonung des PSM-Metaboliten Methyldesphenyl-
Chloridazon (Metabolit B1) in Abhangigkeit der Reaktionszeit (Referenzbedin-
gungen nach Variante 1 und 2).

Die erste Quantifizierung des Metabolit-Restgehalts bei der Ozondosis von 10 mg/L erfolg-
te nach 10 Minuten. Zu diesem Zeitpunkt lag der Gehalt schon unterhalb der Bestim-
mungsgrenze, so dass in Abbildung 80 nur der Abbau von Metabolit B1 bei 2 mg/L Ozon-
dosis dargestellt wird.

450
400 -2 mg/L Ozon|—
350 -
300 -
250 A
200 A
150 +
100 -
50

0 ‘ s
0 1 2 3 4 5 6

Minuten

B1/ug/L

Abbildung 80 Stoffabbau von Metabolit B1 bei einer Ozondosis von 2 mg/L in Abhangigkeit der
Reaktionszeit

Desphenyl-Chloridazon (Metabolit B)

171



Abweichend zu den Referenzbedingungen wurde die Ozonung von Metabolit B bei
10 mg/L Ozondosis nur in demineralisiertem Wasser durchgeflihrt. Auch in dieser Matrix
zeigte sich bei der hdéheren Ozondosis im Vergleich eine raschere Ozonzehrung
(Abbildung 81).
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Abbildung 81 Ozonzehrungskurven bei der Ozonung des PSM-Metaboliten Desphenyl-
Chloridazon (Metabolit B) in Abh&angigkeit der Reaktionszeit (Referenzbedingun-
gen nach Variante 1 und 2).

Wie Metabolit B1, so reagiert auch der Metabolit B bei 10 mg/L Ozon sehr schnell. Bereits
nach 1 Minute Reaktionszeit konnte Metabolit B nicht mehr nachgewiesen werden (Rest-
gehalt <1 pg/L).
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Abbildung 82 Stoffabbau von Metabolit B bei Ozondosen von 2 mg/L und 10 mg/L in Abhangigkeit
der Reaktionszeit. Bei der hohen Ozondosis war Metabolit B bereits nach 1 min
umgesetzt.

172



Metolachlor OA
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Abbildung 83 Ozonzehrungskurven bei der Ozonung des PSM-Metaboliten Metolachlor OA in
Abhéangigkeit der Reaktionszeit (Referenzbedingungen nach Variante 1 und 2).

Um eine Weiterreaktion mit Ozon zu verhindern, werden Proben mit Natriumsulft abge-
stoppt. Allerdings reagiert Metolachlor OA anscheinend mit Natriumsulfit, was sich erst bei
der Versuchsdurchfiihrung zeigte. Zum Vergleich: Die Konzentration von Metolachlor OA
liegt nach Zugabe von Natriumsulfit zwischen 34 % (V2) und 49 % (V1) niedriger als ohne
Natriumsulfit. Die gemessenen Restgehalte an Metolachlor OA in Abbildung 84 liegen
dadurch wahrscheinlich niedriger als sie bei dem Zeitpunkt der Probenahme waren. Dies
kann auch eine Erklarung far die anfanglich schnelle Abnahme der Restgehalte sein. Es
ist hier erganzend anzumerken, dass das Abstoppen der Proben fir die analytischen Un-
tersuchungen im Gegensatz zu den Proben flir toxikologische Tests mit einem leichten
Uberschuss an Natriumsulfit durchgefiihrt wird. Proben fiir toxikologische Untersuchungen
werden mittels der RedOx-Elektrode abgestoppt, wodurch ein Uberschuss an Natriumsulfit
vermieden wird. Auf diese Weise sollte eine Reaktion von Metolachlor OA mit Sulfit in
diesen Proben nicht auftreten.
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Abbildung 84 Stoffabbau von Metolachlor OA bei Ozondosen von 2 mg/L und 10 mg/L in Ab-
hangigkeit der Reaktionszeit.

Metolachlor ESA

Fir den Metaboliten Metolachlor ESA werden in Abbildung 85 die Stoffabbaukurven ge-
zeigt, wobei zu diesen Experimenten keine Ozonzehrungskurven vorliegen.
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Abbildung 85 Stoffabbau von Metolachlor ESA bei Ozondosen von 2 mg/L und 10 mg/L in Ab-
hangigkeit der Reaktionszeit.
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Metabolit Chlorthalonil SA

Der Metabolit Chlorthalonil SA zeigte sowohl im Experiment mit 2 mg/L als auch mit
10 mg/L Ozondosis keine Reaktion. Die Ozonzehrungskurven sind in Abbildung 86 zu se-
hen. Das Experiment nach Variante 1 wurde wiederholt, wobei vergleichbare Ozon-
zehrungskurven auftreten.
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Abbildung 86 Ozonzehrungskurven bei der Ozonung des PSM-Metaboliten Chlorthalonil SA in
Abhangigkeit der Reaktionszeit (Referenzbedingungen nach Variante 1 und 2).

Die Analysenergebnisse zur Stoffumsetzung von Chlorthalonil SA sind in Abbildung 87
graphisch wiedergegeben. Es wurde in keinem der Experimente eine signifikante Erniedri-
gung der Ausgangskonzentration festgestellt. Aus den Daten lasst sich schlieBen, dass
dieser Metabolit nicht oder nur sehr langsam mit Ozon und OH-Radikalen reagiert.
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Abbildung 87 Gehalte des Metaboliten Chlorthalonil SA bei Ozondosen von 2 mg/L und
10 mg/L in Abh&ngigkeit der Reaktionszeit.

Flufenacet SA

Die Ozonzehrungskurven beider Varianten der Ozonung des PSM-Metaboliten Flufen-
acet SA werden in Abbildung 88 wiedergegeben. Wahrend fiir die Hochdosis eine deutli-
che Ozonzehrung gefunden wird, bleibt diese bei 2 mg/L moderat. Ein vergleichbares Bild
zeigt sich auch in der Stoffumsetzung bei beiden Ozonungsvarianten (s. Abbildung 89).
Waéhrend es bei niedriger Ozondosis und geringeren Flufenacet SA-Ausgangsgehalten nur
zu einer teilweisen Umsetzung kommt, liegt bei der Hochdosisvariante nach 30 min Reak-

tionszeit eine fast quantitative Umsetzung vor.
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Abbildung 88 Ozonzehrungskurven bei der Ozonung des PSM-Metaboliten Flufenacet SA in
Abhéangigkeit der Reaktionszeit (Referenzbedingungen nach Variante 1 und 2).
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Abbildung 89 Stoffabbau von Flufenacet ESA bei Ozondosen von 2 mg/L und 10 mg/L in Ab-
hangigkeit der Reaktionszeit.

Zusammenfassend werden die Abbaukurven aller ausgewéahlten Substanzen (normierte
Werte) mit 2 mg/L Ozondosis in Abbildung 90 verglichen. Nach 5 min bzw. 10 min Reakti-
onszeit lassen sich der Metabolit B1 bzw. Metabolit B nicht mehr nachweisen (< BG), wéah-
rend Chlorthalonil SA unverandert und Flufenacet SA noch zu 70 % nach 30 min vorhan-
den sind. Die beiden Metabolite des Metolachlors reagieren zu einem groBen Anteil mit
Ozon und zeigen innerhalb der Reaktionszeit vergleichbare Umsatzraten.
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Abbildung 90 Normierte Stoffabbaukurven der untersuchten Metabolite bei einer Ozondosis
von 2 mg/L in Abhangigkeit der Reaktionszeit.

In den Versuchen mit 10 mg/L Ozon wurden die starksten Ozonzehrungen beim Metaboli-
ten B1, Flufenacet SA und Metolachlor OA beobachtet. Im Gegensatz zu den Versuchen
mit 2 mg/L kénnen bei 10 mg/L Ozondosis Flufenacet SA nur noch zu 3 % und Metolach-
lor OA nur noch zu 0,02 % nachgewiesen werden. Metabolit B und Metabolit B1 sind
schon nach 3 min Reaktionszeit quantitativ umgesetzt. Chlorthalonil SA zeigt dagegen,
wie bei 2 mg/L Ozondosis, keine Stoffumsetzung.
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Abbildung 91  Normierte Stoffabbaukurven der untersuchten Metabolite bei einer Ozondosis
von 10 mg/L in Abh&angigkeit der Reaktionszeit.
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Tabelle 37 Ausgangskonzentrationen der PSM-Metabolite in den Ozonungen nach den Re-
ferenzbedingungen nach Variante 1 (= 2 mg/L Ozondosis) und nach Variante 2
(= 10 mg/L Ozondosis).

. Molare Ozondosis: 2 mg/L Ozondosis: 10 mg/L
Metaboliten
Masse (= 42 pmol/L) (= 210 pmol/L)
Stoff-Ozon- Stoff-Ozon-
/g/mol | /umol/L |/ pug/L o /umol/L | /ug/L o
verhaltnis verhaltnis
Metabolit B 1455 3,3 477 1:13 32,6 4750 1:6
Metabolit B1 159,6 2,5 407 1:17 23,7 3780 1:9
Metolachlor OA 279,3 1,6 433 1:26 17,2 4800 1:12
Metolachlor ESA 351,4 1,4 476 1:30 13,7 4800 1:15
Chlorthalonil SA 1,3 434 1:32
_ 329,6 13,4 4400 1:16
Wiederholung 1,96 645 1:21
Flufenacet SA 275,3 1,65 456 1:25 12,5 3430 1:17

12.6 Charakterisierung der Anreicherungsverfahren

In diesem Projekt wurden die Anreicherungsverfahren Festphasenextraktion, Vakuum-
Konzentration und Umkehrosmose auf ihre Eignung hin Gberprift, sie zur Anreicherung
ozonter Proben mit anschieBender toxikologischer Untersuchung zu nutzen. Im Projektver-
lauf wurden schlieBlich die Methoden SPE-Anreicherung und Vakuum-Konzentration als
vielversprechend angesehen, die Membrantechniken wurden aufgrund des langen Anrei-
cherungsprozesses, Adsorptionsproblemen und niedriger Anreicherungsfaktoren nicht
weiter verfolgt.

Zunachst werden Ergebnisse zur Anreicherung der drei Dinitroverbindungen (Carbon-
saure-, Phenol- und Anilinderivat) mit drei SPE-Kartuschenmaterialien und jeweils vier An-
reicherungsprotokollen in Tabelle 38, Tabelle 39 und Tabelle 40 gezeigt. Dabei lag der
jeweilige Ausgangsgehalt bei etwa 3,8 mg/L und es wurde eine Anreicherung bis in den
dreistelligen Milligramm-pro-Liter-Bereich angestrebt. Diese Stoffgehalte unterscheiden
sich signifikant von Stoffgehalten, wie sie typischerweise bei der Spurenanalyse auftreten.
Alle Messwerte werden in Abbildung 92 zusammenfassend graphisch dargestellt.
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Tabelle 38

Anreicherung mit SPE-Kartusche Easy (Fa. Phenomenex, 200 mg) von 500 mL

Probe zu 5 mL Extrakt (=

< 4 mg/L, Zielgehalt > 200 mg/L.

max. 100-fache Anreicherung), Ausgangsstoffgehalt

SPE Elution Aufnahme Nitro-Saure | Nitro-Phenol | Nitro-anilin

. Keeper . .
[Variante] mit 10 ml mit 5 ml / mg/L / mg/L / mg/L

B, = 3,81 B, =389 B,=372
Easy [A] - 10 mI EtOH | 3% EtOH 5,5 (1,4x) 0,93 (0,2x) 327 (88x)
Easy([B] | 1miWasser | 1omiEOH | F4™Was | 580150 | 14(03x 265 (71x)
8 ml MeOH

Easy [C] - 5 mi Aceton 3% EtOH 49 (13x) 29 (7,5x) 315 (85x)
Easy[D] | 1 miwasser | &M MeOH | +4ml 66 (17x) 20 (5,1x) 286 (77x)

y 2 ml Aceton | Wasser ’

Tabelle 39 Anreicherung mit SPE-Kartusche Strata-X (Fa. Phenomenex, 200 mg) von 500
ml Probe zu 5 mL Extrakt (= max. 100-fache Anreicherung), Ausgangsstoffgehalt
< 4 mg/L, Zielgehalt > 200 mg/L.

SPE Elution Aufnahme Nitro-Saure | Nitro-Phenol | Nitro-anilin

. Keeper . :

[Variante] mit 10 ml mit 5 ml / mg/L / mg/L / mg/L

Strata X [A] | - 10 ml EtOH | 3% EtOH 15 (3,9%) 87 (22x) 334 (90x)

Strata X [B] ;e“r“' Was- | 10 ml EtOH 4 miWas- | 45 4 75) 98 (25x) 319 (86x)

8 ml MeOH
Strata X [C] | - mi e 3% EtOH 18 (4,7%) 164 (42x) 330 (89x)
2 ml Aceton
1 ml Was- 8 ml MeOH +4 ml
XD 2 180 (4 49 (94
Strata X [D] ser 5 mi Aceton Wasser 0 (5,3x) 80 (46x) 349 (94x)
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Tabelle 40 Anreicherung mit SPE-Kartusche PPL (Bond Elut, Fa. Varian, 200 mg) von 500
ml Probe zu 5 mL Extrakt (= max. 100-fache Anreicherung), Ausgangsstoffgehalt
< 4 mg/L, Zielgehalt > 200 mg/L.

SPE Elution Aufnahme Nitro-Saure | Nitro-Phenol | Nitro-anilin
. Keeper ] .
[Variante] mit 10 ml mit 5 ml / mg/L / mg/L / mg/L
PPL [A] - 10 ml EtOH | 3% EtOH 27 (7,1x) 178 (46x) 333 (90x)
PPL [B] 1 mlWasser | 10 ml EtOH | + 4 mlWasser | 31 (8,2x) 195 (50x) 314 (85x)
8 ml MeOH
PPL [C] - 3% EtOH 32 (8,4x) 186 (48x) 301 (81x)
2 ml Aceton
8 ml MeOH +4 ml
PPL [D 1mlW 35 (9,2 197 (51 342 (92
(O] i rasser 2 ml Aceton | Wasser 9:2%) (51x) (92x)

Wiederfindungsraten

(3 SPE-Materialien und 4 Elutions-Varianten) ® Nitro-S&ure @ Nitro-Phenol - @ Nitro-Anilin
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Abbildung 92 Graphische Darstellung der systematischen Experimente zur Ermittlung der Wie-
derfindungsrate von 3 Dinitroverbindungen mit 3 SPE-Materialien und 4 Elutions-
protokollen.

Aus den Experimenten wird ersichtlich, dass sich die Dinitroanilin-Verbindung mit allen
Materialien und Elutionsprotokollen quantitativ anreichern Iasst. Bei der Dinitrophenol-
Verbindung werden teilweise mittlere Anreicherungsfaktoren erreicht. Schlechte Werte
werden flr die Dinitrocarbonséure erhalten. Es wird vermutet, dass dies am anionischen
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Charakter der Verbindung liegt. Ergédnzend sei erwéhnt, dass andere Anreicherungsexpe-
rimente mit Spurengehalten (Dosis war je 10 ug/L) in praktisch allen Fallen zu quantitati-
ven Anreicherungen gefiihrt haben.

Zusétzlich zu den Dinitroverbindungen wurde auch Sorbinsdure als Modellverbindunge zur
Charakterisierung der Anreicherungstechniken eingesetzt. Es wurden auch Versuche mit
Materialien durchgeftihrt, die sich flr anionische Verbindungen in besonderer Weise eige-
nen sollen (Anreicherungsmaterialien mit Anionenaustauschergruppen). In Tabelle 41
werden die erhaltenen Anreicherungsfaktoren flr drei Materialien wiedergegeben. Mit An-
reicherungsfaktoren von ca. 30-fach bleiben die Materialien stark hinter den Erwartungen

zurlck.

Tabelle 41 Anreicherung von Sorbinsaure (Modellverbindung fir ein anionisches Transfor-
mationsprodukt und als Ergéanzung zu den Dinitroverbindungen) mit drei Fest-
phasenmaterialien. Die theoretische erzielbare Anreicherung ist 100-fach. Dazu
wurden 50 mL Probe Uber eine SPE-Kartusche gegeben, 2x mit 2 mL Methanol,
dann 2x mit 2 mL Methanol + 2%iger Essigsaure eluiert. Die Lésungsmittel wur-
den bis zur Trockene entfernt. Der Rlckstand wurde anschlieBend mit 15 pL
Ethanol und 485 puL Wasser aufgenommen.

SPE Festphasen-T Sorbinséure Sorbinsaure

: e Test A Test B
C, = 1,06 mg/L c, = 1,06 mg/L

St

rata X C18+ 15,5 mg/L 14,9 mg/L
(Phenomenex) Funktionalisierung
Strata X A k

rata Starker 28,5 mg/L 28,7 mgiL
(Phenomenex) Anionentauscher
MAX Stark

arwer 31,6 mg/L 31,2 mg/L

(Waters) Anionentauscher

Die Wiederfindungsraten der drei Dinitroverbindungen und der Sorbinsdure wurden auch
im Vakuum-Konzentrationsverfahren bestimmt (s. Abbildung 93). Als Ergebnis wurde fir
alle Verbindungen eine quantitative Anreicherung erhalten.
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Abbildung 93  Wiederfindungsraten der drei Dinitroverbinungen und von Sorbinsdure bei der
Vakuumanreicherung. Dazu wurden 50 mL Probe (mit ca. 1 mg/L bis 2 mg/L
Stoffgehalt) auf 3 mL Restvolumen aufkonzentriert (= 17-fache Anreicherung).
Die Probentemperatur lag bei < 10 °C wahrend der Vakuumkonzentration.

In Tabelle 42 sind die Daten zu den beiden Membranverfahren (Wickelmodul und Plat-
tenmodul) fiir die ausgewéahlten Modellverbindungen enthalten. Uber das Versuchsdesign
waren als maximale Anreicherungsfaktoren zu erwarten:

- Wickelmodul bis zu 30-fach,
- Plattenmodul bis zu 10-fach

Die tats&achlich erhaltenen Anreicherungsfaktoren lagen in vielen Fallen noch deutlich da-
runter. Dies wird u.a. auf Adsorptionserscheinungen an der Membran zurtickgefiahrt. Be-
sonders bei der Anilin-Verbindung war sowohl im Permeat, als auch im Konzentrat kaum
noch Ausgangsstoff enthalten. Dies deutet auf eine starke Adsorptionsneigung an der RO-
Membran hin.

183



Tabelle 42 Anreicherung von Sorbinsdure und drei Dinitroverbindungen mit Hilfe der Memb-

rantechnik. WM = Wickelmodul, PM = Plattenmodul,

Nitro-Anili Nitro-Anili
Sorbinsaure Nitro-Saure Nitro-Phenol rO-ANIN fro-Antin
(neutral) (sauer)
WM
. 80% 82% 20% 12%

Gesamt-Bilanz
WM

17x von 24x 13x von 24x 0,2x von 25x 0,1x von 29x
Faktor
WM Wiederfin- | __ 71% 54% <0,1% <0,1%
dung
PM

. 71% 94% 92% 38% 44%

Gesamt-Bilanz
PM

4x von 6,5x 3,3x von 3,6x 2,9x von 3,6x 1,5x von 8x 1,9x von 10x
Faktor
PM 62% 92% 81% 18% 19%
Wiederfindung ° ° ° ° °

Gesamt-Bilanz:

Faktor:

Wiederfindung:

Summe der Stoffgehalte im Permeat und Konzentrat

(Rest = Membran-Adsorption)
Anreicherungsfaktor Ausgangsvolumen-zu-Konzentratvolumen
Wiederfindung des theoretisch méglichen Stoffgehalts

Anreicherungsversuche nach der Referenzmethode (Variante 1 und 2)

Die Wiederfindungsraten und Anreicherungsfaktoren wurden unter den Randbedingungen
der Referenzmethode nach Variante 1 und Variante 2 fur die ausgewahlten PSM-
Metabolite und Dinitroverbindungen ermittelt. Die Dinitroverbindungen wurden in bereits
ozontes Wasser (1:1 KA-TW + demin. Wasser) dotiert, so dass Ausgangsgehalte von ca.
0,5 mg/L (Variante 1) und 5 mg/L (Variante 2) vorlagen. Die Anreicherungsfaktoren der
SPE- und der Vakuum-Anreicherung liegen im Bereich von 50-fach, d.h. dass aus einem
Liter ozonter Probe schlieBlich ein Konzentrat von 20 mL erhalten wird. Dieses Volumen
ist notwendig, um die diversen toxikologischen Tests durchfiihren zu kdnnen. Tabelle 43
gibt eine Ubersicht zu den Stoffgehalten der drei Dinitroverbindungen in den Konzentraten
beider Varianten.
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Tabelle 43

Ubersicht der Konzentratgehalte der drei Dinitroverbindungen in Proben zum

Einsatz in den (gen)toxikologischen Testsystemen (zur Vakkum-Anreicherung
nach Variante 1 liegen keine Daten vor).

Probenbezeichnun Variante 1 Variante 2
9 (ca. 0,5 mg/L Substanz) (ca. 5 mg/L Substanz)
ohne Vakuum SPE ohne Vakuum SPE
/ mg/L / mg/L / mg/L / mg/L / mg/L / mg/L

. 3,5-Dinitroanilin 0.51 3 o5 5.0 169 220
in ozontem Wasser

2-Mgthyl-4,6-dinitropheno| 0.51 3 05.4 5.0 171 245
in ozontem Wasser

3,4—Dinitrobenzoesé’1ure 0.53 3 26.6 5.1 268 254
in ozontem Wasser

FUr die toxikologischen Untersuchungen wurde jeweils 1 Liter der ozonten Probe Uber das
Verfahren der SPE- Anreicherung und der Vakuum-Konzentration aufkonzentriert. Mit
Ausnahme weniger Proben der beiden Chloridazonmetabolite Metabolit B und Metabo-
lit B1 lagen nach der Kontaktzeit von 30 min noch Restgehalte des eingesetzten PSM-
Metaboliten in der Probe vor. Uber die analytische Quantifizierung der Restgehalte in der
Probe vor und nach dem Anreicherungsschritt konnten die jeweiligen Wiederfindungsraten
ermittelt werden. Die Wiederfindungsraten fir beide Varianten und Anreicherungsverfah-
ren werden in Abbildung 94 und in Abbildung 95 als Balkendarstellung wiedergegeben.
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Wiederfindungsraten der ausgewahlten PSM-Metabolite in ozonter Wassermatrix

nach zwei Anreicherungsvarianten und bei zwei Konzentrationsniveaus. Zur Ana-
lytik wurden die Restgehalte der Ausgangsverbindungen nach Ozonung heran-

gezogen.
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Abbildung 95 Wiederfindungsraten der ausgewahlten PSM-Metabolite in ozonter Wassermatrix
nach zwei Anreicherungsvarianten und bei zwei Konzentrationsniveaus (unab-
héngige Wiederholung). Zur Analytik wurden die Restgehalte der Ausgangsver-
bindungen nach Ozonung herangezogen.

Mit Hilfe der Vakuum-Konzentration lassen sich alle nicht-flichtigen Stoffe in einer Probe
anreichern. Darunter fallen auch die natlrlicherweise im Wasser vorliegenden Salze. Es
kommt Uber den Anreicherungsschritt somit zu einer erheblichen Aufkonzentrierung der
Salzkonzentration bzw. zu Aufféllungen (z.B. Calciumcarbonat). Aufgrund der erhdhten
Salzgehalte steigt auch die Osmolalitat, was bei den toxikologischen Verfahren berlck-
sichtigt werden muss. In Tabelle 44 sind die erhaltenen Werte fir eine ozonte und eine
nicht-ozonte Wasserprobe aufgelistet. Eine graphische Auftragung ist bereits im Hauptteil
(s. Abbildung 22) enthalten. Zusatzlich zur Bestimmung der Osmolalitdt wurde auch die
ROS-Induktionsrate in den Proben ermittelt. Die erhaltenen ROS-Induktionsraten fir die
angereicherten Bildproben (Wassermatrix) liegen in einem Bereich, in dem auch flr native
Wasserproben Werte erhalten werden. Die Ergebnisse lassen den bisherigen Schluss zu,
dass sich das Verfahren der Vakuum-Konzentration mit seiner Erhéhung der Salzfracht
nicht stérend im ROS-Test auswirkt.
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Tabelle 44 Kompatibilitdt der Vakuum-Anreicherung in Bezug auf die Osmolalitdt und ROS-
Induktionsrate. Als Probe wurde ozonte und nicht-ozonte Wassermatrix aufkon-
zentriert.

Anreicherungs-

Probenbezeichnung Osmolalitat ROS-Test

Faktor
KA-TW + demin. Wasser (x-fach) /Osmolkg ~ ROS/DHE
ozont
Versuche mit ozontem Wasser:
Probe A0 0 0,006 -
Probe A1 10 0,022 10 %
Probe A2 17 0,028 6 %
Probe A3 70 0,088 -
Probe A4 125 0,114 —
Versuche mit nicht-ozontem Wasser:
Probe B0 0 0,005 -
Probe B10 12 0,022 8 %
Probe B20 25 0,040 7 %
Probe B30 57 0,071 -
Probe B40 88 0,096 -

Die ausgewahlten PSM-Metabolite sind bereits im Zulassungsverfahren mittels standardi-
sierter Testverfahren (z.B. Ames-Test) Uberprift worden. Da es sich bei der Bestimmung
der ROS-Induktionsrate um einen neueren Test handelt und somit fir diese Metabolite
noch keine stoffbezogenen Daten vorliegen, wurden im Rahmen dieses Projeks die aus-
gewahlten PSM-Metabolite in Trinkwassermatrix untersucht. In Tabelle 45 sind die Ergeb-
nisse far nicht-ozonte und ozonte Metabolite (jeweils 5 mg/L) in ozonter Wassermatrix an-
gefihrt. In keinem Fall wurden Werte oberhalb von 5 % gefunden, was darauf hindeutet,
dass unter diesen experimentellen Bedingungen keine erhéhten ROS-Induktionsraten
durch die PSM-Metabolite verursacht werden.

Tabelle 45 Untersuchungen der PSM-Metabolite ohne und mit Ozonung im ROS-Test. Je-
weils 5 mg/L PSM-Metabolit ohne Ozonung in ozonter Wassermatrix und je
5 mg/L PSM-Metabolit nach Ozonung wurden ohne weitere Aufbereitungsschritte
im toxikologischen Test untersucht.

Probe nicht-ozont ozont
TW _
demin Wasser —
TW + demin (1:1) - 6 %
Metabolit B — -
Metabolit B1 - -
Metolachlor ESA — -
Metolachlor OA — —
Chlorthaolonil SA — —
Flufenacet SA - -
— bedeutet < 5%
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12.7 Ergdnzende Messdaten zu Kapitel 8.3

Messdaten zur Wirkung von DMSO (Einzelsubstanztestung) im umu-Test

Im umu-Test werden alle Proben in drei Replikaten, dagegen die Negativkontrolle in 12
Replikaten angesetzt. Aus den Mittelwerten der resultierenden Extinktionswerte der Probe
und der Negativkontrolle werden Wachstumsfaktoren W und Induktionsraten IR berechnet.
Wachtumsfaktoren W < 0,5 werden als cytotoxisch gewertet. Induktionsraten IR > 1,5
werden in Abwesenheit von cytotoxischen Effekten als gentoxisch gewertet. Wachstums-
faktoren und Induktionsraten, die einen cytotoxischen bzw. gentroxischen Effekt anzeigen,
sind gelb hinterlegt.

umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,97 2,56 gentoxisch
Negativkontrolle fiir die Positivkontrolle (DMSO) 0,93 1,07 negativ
1,1 % 1,11 1,01 negativ
1,9 % 1,04 0,93 negativ
2,6 % 0,98 1,15 negativ
3 % 0,91 1,08 negativ
3,3 Y% 0,87 1,13 negativ
3,7 % 0,89 1,36 negativ
4.4 % 0,88 1,13 negativ
4,8 % 0,87 1,04 negativ
5,6 Y% 0,83 1,31 negativ
6,7 % 0,69 1,36 negativ
7.4 % 0,65 1,49 negativ
8,1 % 0,56 2,05 gentoxisch
umu-Test mit S9-Zusatz
Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (2-AA) 0,94 2,28 gentoxisch
Negativkontrolle fiir die Positivkontrolle (DMSO) 0,97 1,03 negativ
1,1 % 0,96 1,26 negativ
1,9 % 1,06 0,99 negativ
2,6 % 0,94 1,26 negativ
3 %o 1 1,08 negativ
3.3 Y% 0,97 1,12 negativ
3,7 % 0,88 1,4 negativ
4.4 % 0,91 1,42 negativ
4,8 % 0,89 1,33 negativ
5,6 % 0,79 1,69 gentoxisch
6,7 % 0,71 1,64 gentoxisch
7.4 % 0,65 1,74 gentoxisch
8,1 % 0,57 2,16 gentoxisch
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Messdaten zur Wirkung von NaCl (Einzelsubstanztestung) im umu-Test

Test 1
umu-Test ohne S9-Zusatz
Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,92 2,42 gentoxisch
Negativkontrolle flr die Positivkontrolle (DMSO) 0,97 1,03 negativ
191,5 g/l 0,00 99,84 cytotoxisch
95,7 g/l 0,05 3,00 cytotoxisch
47,9 g/l 0,14 10,08 cytotoxisch
23,9 g/l 0,58 1,68 negativ
12 g/l 0,82 1,37 negativ
6 g/l 0,95 1,20 negativ
3 g/l 0,86 1,13 negativ
1,5 g/l 0,93 1,29 negativ
0,75 g/l 0,96 1,12 negativ
0,38 g/l 0,98 1,27 negativ
0,19 g/l 0,99 1,31 negativ
0,09 g/l 1,04 1,25 negativ
46,9 mg/l 0,98 1,10 negativ
23,4 mg/l 0,99 1,10 negativ
11,7 mg/l 0,98 1,17 negativ
5,86 mg/l 1,00 1,32 negativ
2,93 mg/l 0,99 1,33 negativ
1,46 mg/l 1,04 1,29 negativ
732 ug/l 1,00 1,09 negativ
366 ug/!l 0,98 1,08 negativ
183 ug/l 0,99 1,14 negativ
91,5 ug/!l 0,98 1,18 negativ
45,8 ug/l 1,00 1,10 negativ
22,9 ug/!l 0,93 1,49 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz
Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (2-AA) 1,00 2,60 gentoxisch
Negativkontrolle flir die Positivkontrolle (DMSO) 0,98 1,02 negativ
191,5 g/l 0,01 3,08 cytotoxisch
95,7 g/l 0,14 3,28 cytotoxisch
47,9 g/l 0,13 6,58 cytotoxisch
23,9 g/l 0,62 1,24 negativ
12 g/l 0,87 0,92 negativ
6 g/l 0,97 1,15 negativ
3 g/l 0,95 1,00 negativ
1,5 g/l 1,00 0,90 negativ
0,75 g/l 1,04 1,08 negativ
0,38 g/l 1,04 0,86 negativ
0,19 g/l 1,03 0,86 negativ
0,09 g/l 0,98 1,25 negativ
46,9 mg/l 1,02 1,08 negativ
23,4 mg/l 1,07 0,92 negativ
11,7 mg/l 1,05 1,18 negativ
5,86 mg/l 1,02 1,01 negativ
2,93 mg/l 1,02 1,09 negativ
1,46 mg/l 1,02 1,42 negativ
732 pg/l 1,03 0,98 negativ
366 ug/!l 1,05 0,92 negativ
183 ug/l 1,00 1,13 negativ
91,5 ug/!l 0,98 1,07 negativ
45,8 pg/l 1,04 1,01 negativ
22,9 ug/!l 1,02 1,35 negativ
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Test 2

umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,92 2,87 gentoxisch
Negativkontrolle fir die Positivkontrolle (DMSO) 0,98 1,02 negativ
166,7 g/l 0,00 45,74 cytotoxisch
83,3 g/l 0,06 -0,37 cytotoxisch
41,7 g/l 0,14 1,30 cytotoxisch
20,8 g/l 0,64 0,37 negativ
10,4 g/l 0,89 0,73 negativ
5,21 g/l 1,00 0,82 negativ
2,60 g/l 1,11 0,59 negativ
1,30 g/l 1,06 0,74 negativ
0,651 g/l 1,07 0,63 negativ
0,326 g/l 1,04 0,90 negativ
0,163 g/l 1,05 0,83 negativ
0,081 g/l 1,02 0,92 negativ
0,041 g/l 1,02 0,71 negativ
0,020 g/l 1,03 0,83 negativ
0,010 g/l 1,00 0,76 negativ
0,0051 g/l 0,98 0,89 negativ
0,0025 g/l 0,98 0,89 negativ
0,0013 o/l 0,98 0,93 negativ
0,000636 g/l 1,05 0,64 negativ
0,000318 g/l 1,11 0,96 negativ
0,000159 g/l 1,08 0,73 negativ
0,000079 g/l 1,05 0,82 negativ
0,000040 g/l 1,06 0,77 negativ
0,000020 g/l 1,02 0,87 negativ

12.8 Ergdnzende Messdaten zu Kapitel 8.4

Messdaten zur Einzelsubstanztestung im umu-Test

Im umu-Test werden alle Proben in drei Replikaten, dagegen die Negativkontrolle in 12
Replikaten angesetzt. Aus den Mittelwerten der resultierenden Extinktionswerte der Probe
und der Negativkontrolle werden Wachstumsfaktoren W und Induktionsraten IR berechnet.
Wachtumsfaktoren W < 0,5 werden als cytotoxisch gewertet. Induktionsraten IR > 1,5
werden in Abwesenheit von cytotoxischen Effekten als gentoxisch gewertet. Wachstums-
faktoren und Induktionsraten, die einen cytotoxischen bzw. gentroxischen Effekt anzeigen,

sind gelb hinterlegt.
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a) umu Teststamm TA1535/psk1002 - Testsubstanz 2-Methyl-4,6-Dinitrophenol (DNOP)

Test 1
umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 1,05 2,89 gentoxisch
Negativkontrolle fir die Positivkontrolle (DMSO) 0,89 1,13 negativ
1,48 g/l 0,01 651,31 cytotoxisch
0,74 g/l 0,05 48,02 cytotoxisch
0,37 g/l 0,07 17,17 cytotoxisch
0,185 g/l 0,11 7,28 cytotoxisch
0,093 g/l 0,19 3,01 cytotoxisch
0,046 g/l 0,24 2,54 cytotoxisch
23,1 mg/l 0,37 1,30 cytotoxisch
11,59 mg/l 0,57 0,89 negativ
5,79 mg/l 0,72 0,51 negativ
2,9 mg/l 0,82 0,69 negativ
1,45 mg/l 0,90 0,70 negativ
0,72 mg/l 0,89 0,82 negativ
362 ug/!l 0,87 0,81 negativ
181 ug/l 0,75 1,11 negativ
91 ug/l 0,86 1,08 negativ
45 ug/l 0,84 1,10 negativ
23 ug/l 0,83 0,91 negativ
11 pg/l 0,84 0,85 negativ
57 ug/l 0,67 0,54 negativ
2,8 ug/!l 0,81 1,10 negativ
1,4 pg/l 0,79 0,99 negativ
0,7 ug/l 0,77 1,05 negativ
0,35 ug/l 0,74 1,22 negativ
0,18 ug/l 0,77 0,83 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (2-AA) 1,12 3,39 gentoxisch
Negativkontrolle flir die Positivkontrolle (DMSO) 0,89 1,12 negativ
1,48 g/l 0,04 97,33 cytotoxisch
0,74 g/l 0,05 40,97 cytotoxisch
0,37 g/l 0,06 18,91 cytotoxisch
0,185 g/l 0,11 7,75 cytotoxisch
0,093 g/l 0,17 2,97 cytotoxisch
0,046 g/l 0,26 1,91 cytotoxisch
23,1 mg/l 0,39 1,16 cytotoxisch
11,59 mg/l 0,68 0,95 negativ
5,79 mg/l 0,76 0,75 negativ
2,9 mg/l 0,84 0,85 negativ
1,45 mg/l 0,82 0,84 negativ
0,72 mg/l 0,82 0,88 negativ
362 ug/l 0,78 0,98 negativ
181 ug/l 0,88 1,05 negativ
91 ug/l 0,83 0,87 negativ
45 ug/l 0,78 0,97 negativ
23 ug/l 0,79 0,94 negativ
11 ug/l 0,81 1,00 negativ
57 ug/!l 0,79 1,07 negativ
2,8 ug/l 0,82 1,18 negativ
1,4 ug/l 0,81 0,96 negativ
0,7 ug/l 0,78 1,04 negativ
0,35 ug/l 0,78 1,17 negativ
0,18 ug/l 0,79 1,08 negativ

191



Test 2

umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,93 2,93 gentoxisch
Negativkontrolle flir die Positivkontrolle (DMSO) 0,92 1,09 negativ
46,2 mg/l 0,29 3,16 cytotoxisch
23,1 mg/l 0,44 2,19 cytotoxisch
11,59 mg/l 0,62 1,35 negativ
5,79 mg/l 0,71 1,19 negativ
2,9 mg/l 0,75 1,14 negativ
1,45 mg/l 0,81 1,08 negativ
724 ug/!l 0,90 1,02 negativ
362 ug/l 0,93 1,05 negativ
181 ug/!l 0,90 0,94 negativ
91 ug/l 0,88 0,95 negativ
45 ug/!l 0,85 0,97 negativ
23 ug/l 0,83 1,00 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (2-AA) 1,28 2,21 gentoxisch
Negativkontrolle flr die Positivkontrolle (DMSO) 0,97 1,04 negativ
46,2 mg/l 0,30 2,40 cytotoxisch
23,1 mg/l 0,62 1,55 gentoxisch
11,59 mg/l 0,78 1,04 negativ
5,79 mg/l 0,86 1,02 negativ
2,9 mg/l 0,87 0,98 negativ
1,45 mg/l 0,85 1,02 negativ
724 ug/!l 0,94 0,76 negativ
362 ug/l 0,93 0,89 negativ
181 ug/l 0,88 0,79 negativ
91 ug/l 0,90 0,92 negativ
45 ug/!l 0,89 0,93 negativ
23 pg/l 0,87 0,98 negativ
Test 3
umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,97 2,44 gentoxisch
Negativkontrolle fir die Positivkontrolle (DMSO) 0,95 1,05 negativ
46,2 mg/l 0,35 2,36 cytotoxisch
23,1 mg/l 0,66 1,31 negativ
11,59 mg/l 0,67 1,02 negativ
5,79 mg/l 0,77 0,94 negativ
2,9 mg/l 0,88 0,86 negativ
1,45 mg/l 0,92 0,82 negativ
724 pg/l 0,90 0,75 negativ
362 ug/!l 0,90 0,85 negativ
181 ug/l 0,86 0,76 negativ
91 ug/!l 0,85 0,79 negativ
45 ug/l 0,87 0,82 negativ
23 ug/!l 0,83 0,85 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (2-AA) 1,04 2,55 gentoxisch
Negativkontrolle firr die Positivkontrolle (DMSQO) 0,97 1,03 negativ
46,2 mg/l 0,26 2,86 cytotoxisch
23,1 mg/l 0,59 1,54 gentoxisch
11,59 mg/l 0,76 1,01 negativ
5,79 mg/l 0,78 0,99 negativ
2,9 mg/l 0,86 0,93 negativ
1,45 mg/l 0,95 0,90 negativ
724 pg/l 0,84 0,95 negativ
362 ug/!l 0,85 0,96 negativ
181 ug/l 0,86 0,84 negativ
91 ug/!l 0,80 1,00 negativ
45 ug/l 0,84 0,95 negativ
23 ug/!l 0,81 0,96 negativ
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b) umu Teststamm TA1535/psk1002 - Testsubstanz 3,5-Dinitroanilin

Test 1
umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,93 2,89 gentoxisch
Negativkontrolle flr die Positivkontrolle (DMSO) 0,94 1,07 negativ
1,46 g/l 0,05 5,68 cytotoxisch
0,73 g/l 0,12 3,88 cytotoxisch
0,36 g/l 0,25 2,34 cytotoxisch
0,18 g/l 0,34 2,94 cytotoxisch
0,09 g/l 0,55 2,80 gentoxisch
0,046 g/l 0,68 2,24 gentoxisch
22,8 mg/l 0,78 1,47 negativ
11,40 mg/l 0,87 1,12 negativ
5,69 mg/l 0,91 0,86 negativ
2,85 mg/l 0,87 0,96 negativ
1,42 mg/l 0,94 0,95 negativ
0,71 mg/l 0,95 0,88 negativ
356 ug/l 0,84 0,93 negativ
178 ug/!l 0,85 1,08 negativ
89 ug/!l 0,89 0,79 negativ
44 ug/l 0,90 0,82 negativ
22 ug/!l 0,97 1,00 negativ
11 ug/l 0,81 0,97 negativ
5,6 ug/l 0,84 0,82 negativ
2,8 ug/l 0,92 0,93 negativ
1,4 ug/l 0,90 0,75 negativ
0,69 ug/!l 0,90 0,92 negativ
0,35 pg/l 0,86 0,97 negativ
0,17 ug/!l 0,82 1,03 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (2-AA) 1,01 3,50 gentoxisch
Negativkontrolle flir die Positivkontrolle (DMSO) 0,98 1,02 negativ
1,46 g/l 0,11 3,63 cytotoxisch
0,73 g/l 0,25 2,11 cytotoxisch
0,36 g/l 0,27 1,33 cytotoxisch
0,18 g/l 0,40 1,13 cytotoxisch
0,09 g/l 0,73 0,89 negativ
0,046 g/l 0,80 1,01 negativ
22,8 mg/l 0,78 0,86 negativ
11,40 mg/l 0,93 0,82 negativ
5,69 mg/l 0,91 0,61 negativ
2,85 mg/l 0,90 0,80 negativ
1,42 mg/l 0,93 0,73 negativ
0,71 mg/l 0,87 0,87 negativ
356 ug/l 0,82 0,88 negativ
178 ug/!l 0,93 0,90 negativ
89 ug/l 0,91 0,76 negativ
44 ug/!l 0,89 1,04 negativ
22 pg/l 1,08 0,85 negativ
11 ug/!l 0,83 1,54 negativ
5,6 ug/!l 0,82 0,84 negativ
2,8 ug/l 0,94 0,95 negativ
1,4 ug/!l 0,90 0,82 negativ
0,69 ug/l 0,89 0,97 negativ
0,35 ug/!l 0,90 0,88 negativ
0,17 pg/l 0,88 1,00 negativ
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Test 2

umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,93 2,93 gentoxisch
Negativkontrolle fir die Positivkontrolle (DMSO) 0,92 1,09 negativ
0,36 g/l 0,16 4,35 cytotoxisch
0,18 g/l 0,45 3,47 cytotoxisch
0,09 g/l 0,67 2,17 gentoxisch
0,046 g/l 0,78 1,79 gentoxisch
22,8 mg/l 0,88 1,40 negativ
11,40 mg/l 0,83 1,27 negativ
5,69 mg/l 0,92 0,90 negativ
2,85 mg/l 0,93 1,03 negativ
1,42 mg/l 0,92 0,91 negativ
0,71 mg/l 0,86 0,98 negativ
0,356 mg/l 0,86 1,02 negativ
0,178 mg/l 0,86 1,03 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (2-AA) 1,28 2,21 gentoxisch
Negativkontrolle fir die Positivkontrolle (DMSO) 0,97 1,04 negativ
0,36 o/l 0,33 2,86 cytotoxisch
0,18 g/l 0,53 2,00 gentoxisch
0,09 g/l 0,93 1,11 negativ
0,046 g/l 1,14 0,96 negativ
22,8 mg/l 1,12 0,93 negativ
11,40 mg/l 1,16 0,85 negativ
5,69 mg/l 0,94 0,90 negativ
2,85 mg/l 0,95 0,99 negativ
1,42 mg/l 0,95 0,85 negativ
0,71 mg/l 0,93 0,94 negativ
0,356 mg/l 1,02 0,86 negativ
0,178 mg/l 0,92 0,93 negativ
Test 3
umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,95 2,73 gentoxisch
Negativkontrolle fir die Positivkontrolle (DMSO) 0,92 1,09 negativ
0,36 g/l 0,24 4,86 cytotoxisch
0,18 g/l 0,41 3,96 cytotoxisch
0,09 g/l 0,65 2,37 gentoxisch
0,046 g/l 0,78 1,91 gentoxisch
22,8 mg/l 0,87 1,49 negativ
11,40 mg/l 0,87 1,23 negativ
5,69 mgl/l 0,89 0,93 negativ
2,85 mg/l 0,91 1,00 negativ
1,42 mg/l 0,92 0,88 negativ
0,71 mg/l 0,92 0,92 negativ
0,356 mg/l 0,88 0,91 negativ
0,178 mg/l 0,93 0,89 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (2-AA) 1,22 2,31 gentoxisch
Negativkontrolle fir die Positivkontrolle (DMSO) 1,05 0,95 negativ
0,36 g/l 0,37 2,09 cytotoxisch
0,18 g/l 0,53 1,85 gentoxisch
0,09 g/l 0,83 1,22 negativ
0,046 g/l 0,91 1,11 negativ
22,8 mg/l 0,93 1,02 negativ
11,40 mg/l 0,96 0,94 negativ
5,69 mg/l 0,92 0,77 negativ
2,85 mg/l 0,93 0,84 negativ
1,42 mg/l 0,92 0,74 negativ
0,71 mg/l 0,92 0,82 negativ
0,356 mg/l 0,94 0,84 negativ
0,178 mg/l 0,93 0,89 negativ
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c) umu Teststamm TA1535/psk1002 - Testsubstanz 3,5-Dinitrobenzoesé&ure

Test 1
umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,97 2,84 gentoxisch
Negativkontrolle fir die Positivkontrolle (DMSO) 0,99 1,01 negativ
1,48 g/l 0,17 5,61 cytotoxisch
0,74 g/l 0,62 4,57 gentoxisch
0,37 g/l 0,68 4,38 gentoxisch
0,18 g/l 0,74 5,33 gentoxisch
0,09 g/l 0,79 5,99 gentoxisch
0,046 g/l 0,80 5,80 gentoxisch
23,1 mgl/l 0,92 4,69 gentoxisch
11,6 mg/| 1,03 3,23 gentoxisch
5,79 mg/| 1,09 1,94 gentoxisch
2,89 mg/l 1,03 1,70 gentoxisch
1,45 mg/l 1,03 1,26 negativ
0,72 mg/l 1,01 1,11 negativ
361 ug/l 1,03 0,97 negativ
181 ug/!l 1,03 0,87 negativ
90 ug/l 1,01 1,06 negativ
45 ug/!l 1,03 0,75 negativ
23 ug/!l 0,98 0,82 negativ
11 ug/l 0,96 0,82 negativ
57 ug/!l 0,96 0,64 negativ
2,8 ug/l 0,95 0,85 negativ
1,4 ug/!l 0,94 0,74 negativ
0,7 ug/l 0,83 0,79 negativ
0,35 ug/!l 0,90 0,78 negativ
0,18 ug/l 0,84 0,86 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (2-AA) 1,03 3,36 gentoxisch
Negativkontrolle flir die Positivkontrolle (DMSO) 0,96 1,04 negativ
1,48 g/l 0,08 1,26 cytotoxisch
0,74 g/l 0,37 1,96 cytotoxisch
0,37 g/l 0,78 1,36 negativ
0,18 g/l 0,85 1,82 gentoxisch
0,09 g/l 0,74 1,98 gentoxisch
0,046 g/l 0,87 2,62 gentoxisch
23,1 mg/l 0,78 2,39 gentoxisch
11,6 mgl/l 0,89 1,87 gentoxisch
5,79 mg/l 0,87 1,31 negativ
2,89 mg/l 0,86 1,00 negativ
1,45 mg/l 0,78 0,78 negativ
0,72 mg/l 0,89 0,86 negativ
361 ug/!l 0,78 0,86 negativ
181 ug/!l 0,85 0,83 negativ
90 pg/l 0,84 0,76 negativ
45 ug/!l 0,85 0,70 negativ
23 ug/l 0,79 0,86 negativ
11 ug/!l 0,85 0,85 negativ
5,7 ug/l 0,84 0,77 negativ
2,8 ug/!l 0,86 0,94 negativ
1,4 ug/!l 0,88 0,73 negativ
0,7 pg/l 0,85 0,78 negativ
0,35 ug/!l 0,88 0,87 negativ
0,18 ug/l 0,86 0,85 negativ
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Test 2

umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,95 2,73 gentoxisch
Negativkontrolle fir die Positivkontrolle (DMSO) 0,92 1,09 negativ
1,48 g/l 0,35 5,23 cytotoxisch
0,74 g/l 0,57 3,95 gentoxisch
0,37 g/l 0,61 3,70 gentoxisch
0,18 g/l 0,64 4,44 gentoxisch
0,09 g/l 0,69 4,34 gentoxisch
0,046 g/l 0,70 4,23 gentoxisch
23,1 mg/l 0,76 3,69 gentoxisch
11,6 mg/| 0,87 3,13 gentoxisch
5,79 mg/| 0,89 2,19 gentoxisch
2,89 mg/l 0,87 1,83 gentoxisch
1,45 mg/l 0,92 1,44 negativ
0,72 mg/l 0,95 1,20 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz
Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt

Positivkontrolle (2-AA) 1,22 2,31 gentoxisch
Negativkontrolle flr die Positivkontrolle (DMSO) 1,05 0,95 negativ
1,48 g/l 0,16 3,69 cytotoxisch
0,74 g/l 0,55 2,60 gentoxisch
0,37 g/l 1,00 1,56 gentoxisch
0,18 g/l 0,99 1,87 gentoxisch
0,09 g/l 0,95 2,04 gentoxisch
0,046 g/l 1,07 1,90 gentoxisch
23,1 mg/| 0,91 1,89 gentoxisch
11,6 mg/l 0,92 1,76 gentoxisch
5,79 mg/l 0,92 1,29 negativ
2,89 mg/l 0,87 1,21 negativ
1,45 mg/l 0,91 1,08 negativ
0,72 mg/l 0,90 0,99 negativ
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Test 3

umu-Test ohne S9-Zusatz

Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt
Positivkontrolle (NQO) 0,97 2,44 gentoxisch
Negativkontrolle fiir die Positivkontrolle (DMSO) 0,95 1,05 negativ
1,48 g/l 0,29 5,52 cytotoxisch
0,74 g/l 0,55 3,41 gentoxisch
0,37 g/l 0,58 3,14 gentoxisch
0,18 g/l 0,60 3,95 gentoxisch
0,09 g/l 0,61 413 gentoxisch
0,046 g/l 0,66 3,78 gentoxisch
23,1 mg/l 0,74 3,19 gentoxisch
11,6 mg/l 0,82 2,78 gentoxisch
5,79 mg/l 0,83 1,95 gentoxisch
2,89 mg/l 0,85 1,59 gentoxisch
1,45 mg/l 0,89 1,20 negativ
0,72 mg/l 0,91 1,03 negativ
umu-Test mit S9-Zusatz
Wachstumsfaktor W Induktionsrate IR Effekt

Positivkontrolle (2-AA) 1,04 2,55 gentoxisch
Negativkontrolle fiir die Positivkontrolle (DMSO) 0,97 1,03 negativ
1,48 g/l 0,09 5,23 cytotoxisch
0,74 g/l 0,36 3,49 cytotoxisch
0,37 g/l 0,74 2,26 gentoxisch
0,18 g/l 0,78 2,23 gentoxisch
0,09 g/l 0,86 2,20 gentoxisch
0,046 g/l 0,80 2,47 gentoxisch
23,1 mg/l 0,87 2,11 gentoxisch
11,6 mg/l 0,83 2,09 gentoxisch
5,79 mg/l 0,90 1,34 negativ
2,89 mg/l 0,79 1,35 negativ
1,45 mg/l 0,85 1,13 negativ
0,72 mg/l 0,81 1,12 negativ

Rohdaten zur Einzelsubstanztestung im Ames-Fluktuationstest

Gezeigt ist die Revertanten-Anzahl je Testansatz (maximal sind 48 Revertanten pro Test-
ansatz méglich). In jedem Einzeltest wurden drei Testansatze pro Probe untersucht. Ein
gentoxischer Effekt besteht dann, wenn sich die Reveratanten-Anzahl aus den Testan-
satzen einer Probe statistisch signifikant von der Revertanten-Anzahl der Negativkontrolle
unterscheiden. Eine Probe wurde erst dann als gentoxisch gewertet, wenn sich der Effekt

in drei unabhangigen Testwiederholungen bestatigen lief3.
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a) Ames Teststamm TA98 - Testsubstanz 2-Methyl-4,6-Dinitrophenol (DNOP)

Test 1 Test 1
TA 98 -S9 TA 98 +S9
Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3 Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 1 1 0 Negativ-Kontrolle 1 1 1
1,56 mg/l 1 2 2 1,56 mg/l 0 2 0
3,13 mg/l 0 0 2 3,13 mg/l 0 1 0
6,26 mg/l 1 1 2 6,26 mg/| 1 2 0
12,5 mg/l 0 2 4 12,5 mg/l 3 2 0
25 mg/l 8 2 1 25 mg/l 2 1 3
50,1 mg/l 5 7 6 50,1 mg/l 1 1 3
Positiv-Kontrolle 44 43 44 Positiv-Kontrolle 48 47 48
Test 2 Test 2
TA 98 -S9 TA 98 +S9
Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3 Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 1 0 1 Negativ-Kontrolle 0 0 1
1,56 mg/l 3 0 1 1,56 mg/l 0 1 0
3,13 mg/l 5 4 0 3,13 mg/l 0 1 2
6,26 mg/l 1 6 3 6,26 mg/| 0 5 0
12,5 mg/l 4 4 3 12,5 mg/l 3 4 3
25 mg/l 2 2 2 25 mg/l 2 3 3
50,1 mg/l 6 6 5 50,1 mg/l 5 4 4
Positiv-Kontrolle 41 44 45 Positiv-Kontrolle 48 48 47
Test3 Test 3
TA 98 -S9 TA 98 +S9
Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3 Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 2 4 2 Negativ-Kontrolle 4 8 0
1,56 mg/l 6 9 3 1,56 mg/l 2 7 1
3,13 mg/l 1 4 4 3,13 mg/l 2 4 4
6,26 mg/l 5 5 3 6,26 mg/l 2 4 5
12,5 mg/l 2 3 2 12,5 mg/l 8 4 4
25 mg/l 3 8 6 25 mg/l 2 4 3
50,1 mg/l 3 7 8 50,1 mg/l 6 4 6
Positiv-Kontrolle 45 42 45 Positiv-Kontrolle 48 48 46
b) Ames Teststamm TA100 - Testsubstanz 2-Methyl-4,6-Dinitrophenol (DNOP)
Test 1 Test 1
TA 100 -S9 TA 100 +S9
Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3 Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 4 6 5) Negativ-Kontrolle 1 1 5
1,56 mg/l 4 1,56 mg/l 1 3 3
3,13 mg/l 9 4 4 3,13 mg/l 3 3 3
6,26 mg/I 4 2 2 6,26 mg/| 1 3 2
12,5 mg/l 2 6 6 12,5 mg/l 2 2 1
25 mg/l 4 5 8 25 mg/l 3 3 3
50,1 mg/l 3 8 9 50,1 mg/l 1 2 4
Positiv-Kontrolle 47 46 46 Positiv-Kontrolle 47 46 45
Test 2 Test 2
TA 100 -S9 TA 100 +S9
Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3 Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 2 3 Negativ-Kontrolle 6 3 2
1,56 mg/l 5 7 1,56 mg/l 6 0 4
3,13 mg/l 6 1 6 3,13 mg/l 0 5 2
6,26 mg/l 3 0 4 6,26 mg/| 3 4 4
12,5 mg/l 5 5 5 12,5 mg/l 5 5 4
25 mg/l 4 6 3 25 mg/l 3 6 1
50,1 mg/l 7 4 8 50,1 mg/| 6 3 8
Positiv-Kontrolle 44 44 45 Positiv-Kontrolle 48 48 48
Test3 Test 3
TA 100 -S9 TA 100 +S9
Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3 Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 4 5) 7 Negativ-Kontrolle 12 8 5
1,56 mg/l 8 5 5 1,56 mg/l 3 6
3,13 mg/l 1 3 9 3,13 mg/l 10 7 9
6,26 mg/l 2 3 4 6,26 mg/| 6 5 6
12,5 mg/l 8 8 4 12,5 mg/l 7 8 7
25 mg/l 8 4 9 25 mg/l 2 2 2
50,1 mg/I 11 4 4 50,1 mg/I 6 6 5
Positiv-Kontrolle 41 40 45 Positiv-Kontrolle 48 48 48
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c) Ames Teststamm TA98 - Testsubstanz 3,5-Dinitroanilin

Test 1
TA 98 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 0 0 2
6,25 mg/l 5 6 7
12,5 mg/l 6 3 7
25 mg/l 16 16 16
50 mg/l 3 0 0
100 mg/I 0 2 0
200 mg/l 0 0 0
Positiv-Kontrolle 41 46 44
Test 2
TA 98 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 1 7 1
6,25 mg/| 4 7 8
12,5 mg/l 15 9 9
25 mg/l 2 7 6
50 mg/l 0 1 0
100 mg/l 0 0 0
200 mg/l 0 0 0
Positiv-Kontrolle 46 44 47
Test 3
TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 6 7 1
6,25 mg/l 8 14 13
12,5 mg/l 18 21 13
25 mg/l 3 2 5)
50 mg/l 0 1 0
100 mg/l 0 0 0
200 mg/l 0 0 0
Positiv-Kontrolle 45 45 46

d) Ames Teststamm TA100 - Testsubstanz 3,5-Dinitroanilin

Test 1
TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 2 4 3
6,25 mg/l 7 13 11
12,5 mg/l 12 13 17
25 mg/l 1 3 2
50 mg/l 0 0 0
100 mg/I 0 0 0
200 mg/l 0 0 0
Positiv-Kontrolle 46 45 45
Test 2
TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 2 1 0
6,25 mg/l 8 7 8
12,5 mg/l 15 19 12
25 mg/l 21 24 18
50 mg/l 5 15 4
100 mg/l 0 2 1
200 mg/l 0 0 0
Positiv-Kontrolle 43 47 47
Test 3
TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 6 7 1
6,25 mg/l 8 14 13
12,5 mg/l 18 21 13
25 mg/l 3 2 5)
50 mg/l 0 1 0
100 mg/I 0 0 0
200 mg/l 0 0 0
Positiv-Kontrolle 45 45 46

Test 1
TA 98 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 1 0 3
6,25 mg/I 6 3 2
12,5 mg/l 9 4 7
25 mg/l 12 8 8
50 mg/l 5 13 7
100 mg/I 1 2 0
200 mg/l 0 1 0
Positiv-Kontrolle 48 48 48
Test 2
TA 98 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 3 3 6
6,25 mg/l 11 6 5
12,5 mg/l 11 8 5
25 mg/l 8 8 12
50 mg/I 0 0 0
100 mg/l 0 0 0
200 mg/| 0 0 0
Positiv-Kontrolle 48 48 48
Test 3
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 4 6 5)
6,25 mg/l 5 7 7
12,5 mg/l 8 5 6
25 mg/l 8 12 8
50 mg/I 0 0 0
100 mg/l 0 0 0
200 mg/l 0 0 0
Positiv-Kontrolle 48 48 48
Test 1
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 0 2 1
6,25 mg/I 2 2 5
12,5 mg/l 5 1 6
25 mg/l 0 0 4
50 mg/l 0 0 0
100 mg/I 0 0 0
200 mg/l 0 0 0
Positiv-Kontrolle 47 48 48
Test 2
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 0 0 1
6,25 mg/l 2 2 4
12,5 mg/l 4 12 6
25 mg/l 17 14 11
50 mg/l 16 9 7
100 mg/l 3 1 3
200 mg/| 0 0 0
Positiv-Kontrolle 47 48 48
Test 3
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 4 6 5)
6,25 mg/l 5 7 7
12,5 mg/l 8 5 6
25 mg/l 8 12 8
50 mg/I 0 0 0
100 mg/l 0 0 0
200 mg/l 0 0 0
Positiv-Kontrolle 48 48 48
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e) Ames Teststamm TA98 - Testsubstanz 3,5-Dinitrobenzoeséure

Test 1
TA 98 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 3 0 0
3,12 mg/I 0 1 1
6,25 mg/| 0 0 1
12,5 mg/l 1 1 2
25 mg/l 0 0 4
50 mg/I 4 2 4
100 mg/| 5 2 3
Positiv-Kontrolle 44 44 42
Test 2 Ansatz #1
TA 98 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 1 1 2
3,12 mg/l 1 1 2
6,25 mg/I 3 3 5)
12,5 mg/l 0 2 1
25 mg/l 6 2 3
50 mg/I 6 4 1
100 mg/| 7 4 4
Positiv-Kontrolle 44 45 45
Test3
TA 98 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 0 5 5
3,12 mg/I 2 2 7
6,25 mg/I 3 4 5
12,5 mg/l 5 4 1
25 mg/l 4 3 4
50 mg/I 7 5 5)
100 mg/| 5 5 7
Positiv-Kontrolle 44 44 44

f) Ames Teststamm TA100 - Testsubstanz 3,5-Dinitrobenzoesé&ure

Test 1
TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 0 3 8
3,12 mg/I 8 6 9
6,25 mg/l 5 10 10
12,5 mg/l 18 13 22
25 mg/I 29 26 22
50 mg/I M 37 42
100 mg/| 39 44 45
Positiv-Kontrolle 44 47 45
Test 2
TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 3 4 1
3,12 mg/I 4 13 8
6,25 mg/I 9 9 8
12,5 mg/l 13 11 17
25 mg/l 42 35 39
50 mg/l 25 22 23
100 mg/| 43 42 41
Positiv-Kontrolle 47 45 44
Test3
TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 4 7 0
3,12 mg/I 6 4 8
6,25 mg/l 11 10 12
12,5 mg/l 13 14 16
25 mg/l 18 16 20
50 mg/I 20 22 25
100 mg/l 32 39 36
Positiv-Kontrolle 44 45 44

Test 1
TA 98 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 1 4 0
3,12 mg/l 1 0 1
6,25 mg/| 1 1 1
12,5 mg/l 2 0 0
25 mg/l 0 2 2
50 mg/l 0 2 4
100 mg/l 3 1 2
Positiv-Kontrolle 48 47 47
Test 2
TA 98 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 2 0 0
3,12 mg/l 1 4 0
6,25 mg/l 1 2 1
12,5 mg/l 1 3 0
25 mg/l 0 0 1
50 mg/l 2 0 0
100 mg/l 2 2 1
Positiv-Kontrolle 48 47 48
Test 3
TA 98 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 3 2 2
3,12 mg/I 2 2 4
6,25 mg/l 4 4 1
12,5 mg/l 1 3 4
25 mg/l 2 1 2
50 mg/l 1 4 2
100 mg/l 4 1 4
Positiv-Kontrolle 48 47 47
Test 1
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 3 4 4
3,12 mg/l 1 2 3
6,25 mg/| 0 2 2
12,5 mg/l 9 4 8
25 mg/l 9 9 9
50 mg/l 12 20 19
100 mg/l 25 27 22
Positiv-Kontrolle 44 42 46
Test 2
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 0 2 3
3,12 mg/l 5 5 8
6,25 mg/l 12 8 10
12,5 mg/l 16 13 17
25 mg/l 36 35 36
50 mg/l 19 19 32
100 mg/I 43 39 38
Positiv-Kontrolle 48 48 48
Test 3
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 7 8 7
3,12 mg/I 6 13 9
6,25 mg/| 6 7 6
12,5 mg/l 15 18 10
25 mg/l 19 24 23
50 mg/l 29 32 22
100 mg/I 35 M 39
Positiv-Kontrolle 48 48 48




12.9 Ergdnzende Messdaten zu Kapitel 8.5

Rohdaten der Versuche zur Wiederfindung gentoxischer Effekte im Ames-
Fluktuationstest nach Probenanreicherung (SPE- bzw. Vakuum-Anreicherung)

Gezeigt ist die Revertanten-Anzahl je Testansatz (maximal sind 48 Revertanten pro Test-
ansatz mdglich). In jedem Einzeltest wurden drei Testansatze pro Probe untersucht. Ein
gentoxischer Effekt besteht dann, wenn sich die Reveratanten-Anzahl aus den Testansét-
zen einer Probe statistisch signifikant von der Revertanten-Anzahl der Negativkontrolle
unterscheiden. Eine Probe wurde erst dann als gentoxisch gewertet, wenn sich der Effekt
in drei unabhangigen Testwiederholungen bestétigen lieB.

a) Ames Teststamm TA100 ohne S9 - Testsubstanz 3,5-Dinitrobenzoesédure nach SPE-

Anreicherung
Test 1 Test 1
TA 100 -S9 TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3 Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 1 1 4 Negativ-Kontrolle 7 5 4
10% Probe 7 10 4 10% Probe 8 4 1
20% Probe 9 13 14 20% Probe 9 7 8
40% Probe 10 7 9 40% Probe 10 15 7
80% Probe 20 18 16 80% Probe 14 1 19
Blindprobe angereichert 2 3 5 Blindprobe angereichert 2 1 6
Blindprobe nicht angereichert 4 3 4 Blindprobe nicht angereichert 7 5 6
Positiv-Kontrolle 46 43 47 Positiv-Kontrolle 48 48 47
Test 2 Test 2
TA 100 -S9 TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3 Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 3 1 2 Negativ-Kontrolle 1 4 2
10% Probe 10 2 6 10% Probe 6 2 3
20% Probe 6 10 9 20% Probe 13 3 4
40% Probe 1 16 15 40% Probe 9 8 9
80% Probe 20 17 18 80% Probe 10 7 6
Blindprobe angereichert 6 2 8] Blindprobe angereichert 0 2 5
Blindprobe nicht angereichert 10 6 6 Blindprobe nicht angereichert 8 3 8
Positiv-Kontrolle 45 46 47 Positiv-Kontrolle 47 47 47
Test 3 Test 3
TA 100 -S9 TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3 Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 4 2 6 Negativ-Kontrolle 7 1 2
10% Probe 2 4 6 10% Probe 4 1 3
20% Probe 7 11 9 20% Probe 5 4 7
40% Probe 20 8 7 40% Probe 7 8 6
80% Probe 20 19 12 80% Probe 8 11 17
Blindprobe angereichert 5 3 4 Blindprobe angereichert 3 1 3
Blindprobe nicht angereichert 4 1 4 Blindprobe nicht angereichert 3 4 2
Positiv-Kontrolle 30 38 36 Positiv-Kontrolle 42 gl 37
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b) Ames Teststamm TA100 ohne S9 - Testsubstanz 3,5-Dinitrobenzoesdure nach Vaku-

um-Anreicherung
Test 1

TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 3 9 5)
10% Probe 9 9 14
20% Probe 5 13 9
40% Probe 13 14 7
80% Probe 22 23 20
Blindprobe angereichert 8 1 9
Blindprobe nicht angereichert 5 7 7
Positiv-Kontrolle 42 47 45
Test 2
TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 6 2 3
10% Probe 8 8 5)
20% Probe 9 11 7
40% Probe 8 15 9
80% Probe 9 23 13
Blindprobe angereichert 5 8 10
Blindprobe nicht angereichert 6 7 8
Positiv-Kontrolle 46 47 43
Test 3
TA 100 -S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 1 3 7
10% Probe 7 2 4
20% Probe 6 7 6
40% Probe 11 10 14
80% Probe 18 21 25
Blindprobe angereichert 5 6 6
Blindprobe nicht angereichert 3 6 5)
Positiv-Kontrolle 32 42 28

202

Test 1
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 5 4 9
10% Probe 8 9 5]
20% Probe 5 11 14
40% Probe 11 8 14
80% Probe 24 23 24
Blindprobe angereichert 15 1 3
Blindprobe nicht angereichert 6 6 2
Positiv-Kontrolle 48 48 47
Test 2
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 3 6 6
10% Probe 6 3 7
20% Probe 4 3 11
40% Probe 11 12 12
80% Probe 15 10 28
Blindprobe angereichert 4 9 14
Blindprobe nicht angereichert 4 0 6
Positiv-Kontrolle 47 46 47
Test 3
TA 100 +S9

Ansatz #1 Ansatz #2 Ansatz #3
Negativ-Kontrolle 3 1 4
10% Probe 10 5 5
20% Probe 7 16 4
40% Probe 7 8 17
80% Probe 15 15 22
Blindprobe angereichert 7 12 4
Blindprobe nicht angereichert 1 3 6
Positiv-Kontrolle 43 45 45
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