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1 Hintergriinde und Ziele des Forschungsvorhabens

1.1  Umweltpolitischer Hintergrund

Ein wesentlicher Eintragspfad fiir geféhrliche Stoffe in die aquatische Umwelt ist die Einleitung
industrieller Abwisser in Oberfldchengewdsser und Meere.

Die derzeit eingesetzten Untersuchungsverfahren zur Uberwachung von geféhrlichen Stoffen in
industriellen Abwissern beruhen i.A. auf der Analyse von Summen- und Gruppenparametern
sowie ausgewihlten Einzelstoffen, zum Teil erganzt durch die Anwendung biologischer
Testverfahren. Industrielle Abwisser sind jedoch meist sehr komplexe, aus bis zu mehreren
tausend Einzelstoffen bestehende Gemische, so dass eine moglichst qualitativ und quantitativ
vollstindige Erfassung gefdhrlicher Stoffe mit den genannten Untersuchungsmethoden oft nicht
realisierbar ist.

In Hinblick auf zukiinftige umweltpolitische Anforderungen gewinnen Strategien an Bedeutung,
die mehrere Untersuchungsmethoden mit dem Ziel einer umfassenden effektbezogenen
Charakterisierung des Gesamtabwassers vereinen. Insbesondere die folgenden umweltpolitischen
Entwicklungen auf internationaler und nationaler Ebene zeigen die Notwendigkeit der
verstirkten Anwendung von effektorientierten Untersuchungsstrategien auf:

= INK, HELCOM, OSPAR — Generationenziel zur Beendigung der Einleitung gefahrlicher
Stoffe in die marine Umwelt

Auf der 4. Internationalen Nordseeschutzkonferenz in Esbjerg 1995 [4. INK, 1995] versténdigten
sich die Umweltminister der Nordsee-Anrainerstaaten auf eine neue langfristig ausgerichtete
Zielsetzung zum Schutz der Nordsee in Hinblick auf gefihrliche Stoffe (Art. 17 der 4. INK), das
,,Generationenziel*:

... Verhiitung der Verschmutzung der Nordsee durch kontinuierliche Verringerung der
Einleitungen, Emissionen und Verluste gefihrlicher Stoffe mit dem Ziel, den Eintrag gefdhrlicher
Stoffe innerhalb einer Generation (25 Jahre) zu beenden und dem letztendlichen Ziel, fiir
natiirliche Stoffe Umweltkonzentrationen nahe den Hintergrundwerten und fiir anthropogene
Stoffe Umweltkonzentrationen nahe Null zu erreichen. ™

Die Umsetzung dieses Ziels wurde durch die Empfehlung 19/5 der Helsinki-Kommission
[HELCOM, 1998] vom Mirz 1998 auf die Ostsee erweitert und von der Ministerkonferenz der
Oslo- und Paris-Kommission [OSPAR, 1998] im Juli 1998 fiir den Nordostatlantik tibernommen.

Die Reduzierung des Eintrags von geféhrlichen Stoffen tiber industrielle Abwassereinleitungen
ist ein wichtiger Beitrag um das Generationenziel zu erreichen. Bislang erfolgt die Auswahl von
gefihrlichen, als prioritér zu behandelnden Stoffen nach einem stoffbezogenen Ansatz anhand
von gefihrlichen Stoffeigenschaften sowie von Expositionsdaten von Einzelstoffen. Die Aus-
weitung dieses Ansatzes als alleinige Mafinahme zur Erreichung des Generationenziels erscheint
aufgrund der Vielzahl der in Abwissern enthaltenen Verbindungen als ein sehr aufwendiger
Weg. Hingegen kann eine Strategie, die eine effektorientierte Beurteilung der gesamten
Abwasserbelastung erlaubt, unter Umsténden einen pragmatischen Beitrag leisten.
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In diesem Sinne wird zur Zeit von der OSPAR Arbeitsgruppe zum Eintrag von gefdhrlichen
Stoffen aus Punktquellen (OSPAR POINT) ein Hintergrundpapier iiber den Stand der effekt-
bezogenen Abwasseruntersuchung in den OSPAR-Vertragsstaaten erarbeitet. Das Dokument soll
aufzeigen, inwieweit effektbezogene Untersuchungen zur Festlegung der ,,Besten verfiigbaren
Techniken® fiir industrielle Abwassereinleitungen eingesetzt werden konnen.

«  EU-Wasserrahmenrichtlinie — Strategien gegen die Wasserverschmutzung (Art. 16)

In der EU-Wasserrahmenrichtlinie 2000/60/EG [WRRL, 2000] werden Umweltziele fiir Ober-
flichengewisser, Grundwasser und sogenannte Schutzgebiete aufgestellt. Als Strategien gegen
die Wasserverschmutzung sind MaBnahmen vorgesehen, die auf der Erfassung von einzelnen
Schadstoffen oder Schadstoffgruppen beruhen, welche in der Liste prioritdrer Stoffe enthalten
sind. Allerdings kann die Kommission ,, Strategien gegen Wasserverschmutzung durch andere
Schadstoffe oder Schadstoffgruppen, ... , erarbeiten.” (Art. 16.9).

Bisher liegen, abgesehen von dem beschriebenen Einzelstoffansatz, keine weiteren Strategien
vor. Auch in diesem Rahmen kann eine effektorientierte Untersuchungsstrategie zur Redu-
zierung der Wasserschmutzung beitragen.

»  VCI - Selbstverpflichtung der deutschen chemischen Industrie

Der Verband der chemischen Industrie (VCI) plant eine Selbstverpflichtung ,,Umweltziele
Gewisserschutz, Chemische Industrie — Einleitung von Abwéssern®, die auf dem Ziel basiert,
, daf von Abwdssern der chemischen Industrie keine schadlichen Wirkungen ausgehen sollen*
[Anonymus, 1998].

Zur Beurteilung der schidlichen Wirkungen von Abwassereinleitungen der chemischen Industrie
werden Tests fiir akute Okotoxizitit und ein Mutagenititstest vorgeschlagen, wie sie auch fiir die
Genehmigung der Einleitung von Abwissern der chemischen Industrie entsprechend Anhang 22
der AbwV vorgesehen sind. Andere schidliche Wirkungen wie z.B. chronische oder endokrine
Wirkungen werden jedoch nicht genannt. Hier konnte ein Strategiekonzept, das alle relevanten
Effektparameter fiir eine umfassende Charakterisierung von industriellen Abwiéssern bertick-
sichtigt, als Ansatzpunkt fiir eine Ausgestaltung der Selbstverpflichtung dienen.

1.2  Stoff- und effektbezogene Abwasseruntersuchungen

Fiir einen effektiven Gewdsserschutz ist es wichtig, die Art und das Ausmal3 der Belastung von
industriellen Abwassereinleitungen mit gefihrlichen Stoffen méglichst umfassend charakteri-
sieren zu konnen. Zu diesem Zweck werden zum einen stoffbezogene Verfahren eingesetzt, mit
denen Fragen nach dem Vorliegen von umweltrelevanten Einzelstoffen und Stoffgruppen
beantwortet werden kénnen. Zum anderen werden effektbezogene Verfahren verwendet, die
Auskunft iiber unerwiinschte Wirkungen (Toxizitdt, Gentoxizitit) oder Eigenschaften
(Persistenz, Bioakkumulierbarkeit) des Gesamtabwassers geben konnen, ohne dass die dafiir
jeweils urséchlichen Abwasserinhaltsstoffe bekannt waren.
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Stoffbezogene Abwasseruntersuchungen haben den Vorteil, detaillierte Ergebnisse zu liefern,
so dass zur Reduzierung der ermittelten Schadstoffe gezielt Mafinahmen ergriffen werden
konnen; diese konnen von einer Substitution relevanter Einsatzstoffe, iiber Anderungen des
Produktionsprozesses bis hin zu einer verbesserten Abwasserbehandlung reichen. In Hinblick auf
eine umfassende Charakterisierung der Abwasserinhaltsstoffe hat der stoffbezogene Ansatz aber
verschiedene Nachteile. Die Beschrinkung der Untersuchung auf prioritire Schadstoffe
ermdglicht keine umfassende Beurteilung der Abwasserbelastung, da nur eine begrenzte
Stoffzahl betrachtet wird. Aufgrund der Vielzahl und Vielfalt der Abwasserinhaltsstoffe ist der
Aufwand fiir eine Ausweitung analytischer Einzelstoffuntersuchungen nicht praktikabel. In
analytischen Screening-Untersuchungen von Abwissern werden zum Teil Stoffe identifiziert, zu
denen keine Informationen iiber ihre Gefihrlichkeit vorliegen, oder aber es werden Stoffe
detektiert, die nicht identifiziert werden konnen. Summen- und Gruppenparameter fiir organische
Stoffe geben zwar Auskunft iiber die Gesamtbelastung eines Abwassers, bilden aber zumeist
nicht gefihrliche Stoffeigenschaften oder Wirkungen ab.

Effektbezogene Abwasseruntersuchungen besitzen gegeniiber stoffbezogenen Untersuchungen
den wesentlichen Vorteil, dass mit ihnen die unerwiinschten Effekte aller Inhaltsstoffe eines
komplexes Abwassergemischs summarisch fiir das Gesamtabwasser abgebildet werden kdnnen.
Eine mogliche Gefihrdung der aquatischen Umwelt kann so aufgezeigt werden, ohne dass die
verantwortlichen Stoffe zunzchst bekannt sein miissen. Allerdings konnen, abgesehen von einer
Verbesserung der Abwasserbehandlung, keine so gezielten, den gesamten Produktionsprozess
beriicksichtigenden MaBnahmen wie bei der Reduzierung bekannter Schadstoffe durchgefiihrt
werden. Auch konnen effektbezogene Verfahren einzeln eingesetzt nur Auskunft tiber jeweils
einen gefihrlichen Effekt geben. Sinnvoll ist daher die Kombination mehrerer, auf verschiedene
Effekte ausgerichteter Tests.

In einigen Lindern werden zur Zeit aufgrund der beschriebenen Einschrankungen der
stoffbezogenen Abwasseruntersuchung Konzepte fiir Untersuchungsstrategien zur Ermittlung
umweltrelevanter Abwasserbelastungen entwickelt und erprobt, in denen effektbezogene
Untersuchungsmethoden wesentliche Bestandteile sind. Diese Untersuchungsstrategien gehen in
unterschiedlichem MaBe in ihrer Reichweite iiber die Bestimmung der akuten Toxizitdt eines
Abwassers hinaus. Sie beriicksichtigen zum Teil die chronische Toxizitat oder andere in Bezug
auf das aquatische Okosystem gefihrliche Eigenschaften von Stoffen, wie deren Persistenz und
die Bioakkumulierbarkeit. Letztendliches Ziel der Anwendung dieser Strategien ist es, die
notwendigen Daten fiir eine Bewertung der Geféhrdung der aquatischen Umwelt durch eine
Abwassereinleitung zu liefern. Die Ergebnisse der Untersuchung kénnen dann als Entschei-
dungsgrundlage fiir die Genehmigung oder Uberwachung von Abwassereinleitungen dienen und
Anhaltspunkte fiir MaBnahmen zur Reduzierung der Abwasserbelastung mit geféhrlichen Stoffen
aufzeigen.

Dabei ist der Entwicklungsstand von in Untersuchungsstrategien einsetzbaren effektbezogenen
Testverfahren sehr unterschiedlich. Er reicht von standardisierten und validierten Testverfahren
wie der Erfassung akut toxischer Wirkungen mit organismischen Tests aller vier Trophieebenen
bis hin zu Verfahren zur Ermittlung potenziell bioakkumulierender Abwasserinhaltsstoffe, die
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sich allesamt noch in der Entwicklung bzw. Erprobung befinden und die bisher allenfalls auf
einzelne, ausgewihlte Proben in jeweils einem Laboratorium exempl_arisch angewendet wurden.

Fiir die Gestaltung von Abwasseruntersuchungsstrategien ist als weiterer Untersuchungsansatz
die Kombination von physikalisch-chemischen Fraktionierungsmethoden mit stoff- oder
wirkungsbezogenen Untersuchungen der erhaltenen Fraktionen denkbar. Uber die Kombination
, Fraktionierung und Summenparameterbestimmung ™ konnen chemisch definierte Gruppen-
parameter abgebildet werden, die umweltrelevante Stoffeigenschaften darstellen. Die zur Zeit
erprobten Methoden zur Bestimmung potenziell bioakkumulierbarer Verbindungen® beruhen
2 B. auf diesem Ansatz. Mit der Kombination ,, Fraktionierung und biologischer Wirktest" kann
die Identifizierung der fiir die Wirkung verantwortlichen Einzelstoffe aus dem komplexen
Gemisch Abwasser erleichtert werden. Das Konzept der ,, Toxizitéits-Identifizierung und -Evalu-
ierung® der amerikanischen Umweltbeh6rde verwendet z.B. diesen Ansatz [USEPA, 1991a;
USEPA, 1993a; USEPA, 1993b].

Somit gibt es derzeit sowohl verschiedene Methoden fiir die Erfassung einer gefdhrlichen
Stoffeigenschaft in Abwissern, als auch unterschiedliche Konzepte fiir die Kombination der
jeweiligen Methoden zu einer Untersuchungsstrategie fiir gefihrliche Stoffen in Abwasser-
einleitungen der Industrie. Die Untersuchungsstrategien ihrerseits unterscheiden sich schlieflich
in der Auswahl und Zahl der verwendeten Methoden, sowie bei abgestuften Strategievorschlagen
in der Abfolge der eingesetzten Methoden. Eine Einbindung von Fraktionierungsmethoden in
Untersuchungsstrategien findet sich bisher kaum.

1.3  Ziel des Forschungsvorhabens

Ziel dieses Forschungsvorhabens ist es, durch das Zusammenfihren verschiedener
Untersuchungsmethoden fiir industrielle Abwassereinleitungen einen Vorschlag fiir eine
Untersuchungsstrategie zu erarbeiten, die eine umfassende und praktikable Charakterisierung der
gefihrlichen Abwasserinhaltstoffe erlaubt.

Die zu erarbeitende Untersuchungsstrategie sollte alle fiir ein aquatisches Okosystem
gefihrlichen Eigenschaften von Abwasserinhaltsstoffen erfassen, wie die aquatische Toxizitét,
die Bioakkumulierbarkeit und die Persistenz. Gegebenfalls sollten noch weitere Parameter
Beriicksichtigung finden, die fiir eine umfassende Charakterisierung von Art und AusmaB des
Gefihrdungspotenzials als notwendig erachtet werden.

Wegen des Aufwands soll diese Untersuchungsstrategie nicht zur regelmaBigen Uberwachung
industrieller Abwassereinleitungen dienen. Vielmehr soll es mit diesem Instrumentarium
moglich werden, die Gefahrlichkeit einer bestehenden Abwassereinleitung fiir das aquatische
Okosystem des Vorfluters grundlegend zu erfassen. Insbesondere soll damit eine Priifung
ermdglicht werden, ob aus Sicht des Gewasserschutzes im Einzelfall die Notwendigkeit einer
verbesserten Abwasserbehandlung auch dort besteht, wo mit den bisher in Deutschland etablier-
ten Untersuchungsverfahren, z.B. der Durchfiihrung akuter Toxizitdtstests zunéchst kein Bedarf
zu erkennen ist. Die Strategie soll es auch erlauben, die Folgen verénderter Produktionsprozesse
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in einem Betrieb oder die Auswirkungen einer modifizierten betrieblichen Abwasserbehandlung
auf die Qualitit des abzuleitenden Abwassers zu erfassen.

In diesem Sinne konnte die Untersuchungsstrategie zu einem hilfreichen Instrumentarium
insbesondere im Rahmen von Genehmigungsverfahren werden.

1.4  Vorgehen

Das Vorgehen zur Erarbeitung der Strategie kann im Wesentlichen in vier Stufen gegliedert
werden:

1. Eingangs ist eine griindliche Auswertung der auf internationaler Ebene vorgestellten
Strategiekonzepte fiir die Charakterisierung von gefihrlichen Stoffen in industriellen
Abwissern (Kap. 2) und des Standes der Forschung beziiglich der Untersuchungsmethoden
zur Erfassung einzelner geféhrlicher Eigenschaften (Kap. 3) durchzufiihren.

2. Auf der Basis dieser Erkenntnisse ist anschliefend das Konzept der Untersuchungsstrategie
7u entwerfen und aus dem Vorrat an Untersuchungsmethoden ein Satz an Tests auszuwéhlen,
der zur Erfassung der einzelnen als wichtig erkannten Effekte dient (Kap. 4).

3. Die Grundziige dieser Strategie und einige wichtige Stufen sind anschlieBend auf reale
industrielle Abwassereinleitungen exemplarisch anzuwenden, um die Durchfiihrbarkeit der
Untersuchungen und die Sinnhaftigkeit der gewéhlten Verkniipfungen zu priifen (Kap. 5).
Damit soll vermieden werden, dass hier lediglich auf dem Papier eine Strategie entwickelt
und propagiert wird, die sich spater schnell als nicht haltbar herausstellt.

4. Ausgehend von diesen Laboruntersuchungen, ihren Ergebnissen und den praktischen
Erfahrungen, werden abschlieBend kritische Punkte der Methodik und noch offene Fragen
der Untersuchungsstrategie herausgearbeitet, die einer weiteren Priifung bediirfen (Kap. 6).
Erginzend werden Fragen behandelt, die sich aus der Auswertung der Literatur ergeben und
die nach Ansicht der Autoren noch weiterer Forschung bediirfen.
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2 Untersuchung von industriellen Abwassereinleitungen auf gefihrliche
Stoffe

2.1  Charakterisierung von gefiihrlichen Stoffen in industriellen Abwassereinleitungen
2.1.1 Prinzipielles

In den folgenden Kapiteln sollen die verschiedenen Ansdtze und Methoden zur
Charakterisierung von gefihrlichen Stoffen in industriellen Abwissern zum besseren
Verstindnis der bislang entwickelten Untersuchungsstrategien kurz beschrieben werden. Hierzu
werden die Vor- und Nachteile des Chemikalien-spezifischen und des Effekt-orientierten
Untersuchungsansatzes fiir Abwiésser zusammengefasst, die Bewertung von potenziell schédi-
genden Effekten von Abwassereinleitungen auf die aquatische Umwelt nach dem emissions-
oder immissionsbezogenen Ansatz vorgestellt und die verschiedenen Effektparameter fiir gefihr-
liche Stoffeigenschaften sowie prinzipiell die Methoden zu ihrer Bestimmung im Uberblick
dargestellt.

Welche Effektparameter hinsichtlich einer moglichst umfassenden Charakterisierung der
gefahrlichen Eigenschaften von Abwassereinleitungen beriicksichtigt werden miissen, geht aus

den im Zusammenhang mit gesetzlichen Regelungen gegebenen Definitionen des Begriffs
,, gefahrliche Stoffe" hervor (vgl. Tab. 1).

Tab. 1: Definitionen des Begriffs ,,gefihrlich“ in verschiedenen Regelwerken.

Regelwerk Kontext Begriff Definition
EU- Strategien gegen Gefihrliche  In Art2.29:
Wasserrahmen- Wasserverschmutzung ~ Stoffe Stoffe oder Gruppen von Stoffen, die
Richtlinie (Erhaltung und Schutz toxisch, persistent und bioakkumulierbar
der aquatischen sind, und sonstige Stoffe oder Gruppen von
[WRRL, 2000] Umwelt in der Stoffen, die in dhnlichem Mafle Anlass zur
Gemeinschaft) Besorgnis geben
OSPAR - Schutz der Gefihrliche  In AnhangI:
Strategie Meeresumwelt vor Stoffe Stoffe oder Stoffgruppen, die toxisch,
beziiglich Eintragen geféhrlicher persistent und fahig zur Bioakkumulation
gefédhrlicher Stoffe sind .
Stoffe (toxisch ist definiert iiber die folgenden
[OSPAR, 1998] Wirkungen von Stqffen auf Organismen:
-Reduzierung von Uberleben, Wachstums
und Reproduktion
-Kanzerogenitit, Mutagenitét oder
Teratogenitit

-schidigender Effekt durch Einwirkung
endokriner Disruptoren)

In der Regel werden zu den gefihrlichen Stoffeigenschaften die folgenden Eigenschaften
gezdhlt: toxische Wirkung (Giftigkeit, akut und chronisch), Anreicherungsfihigkeit im
Organismus (Bioakkumulierbarkeit), Langlebigkeit in der Umwelt (Persistenz), Gentoxizitit,
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Kanzerogenitit und Teratogenitét sowie die Wirkung auf das hormonale System (endokrine
Disruptoren). Im Maximalfall wéren alle diese Parameter in einer Untersuchungsstrategie zu
beriicksichtigen und fiir das gesamte Abwasser zu ermitteln.

2.1.2 Einzelstoff- und Gesamtabwasser-Untersuchungen bei der Charakterisierung und

Bewertung von industriellen Abwassereinleitungen

Industrielle Abwisser sind zumeist sehr komplexe Gemische, die eine Vielzahl der unterschied-
lichsten Stoffe enthalten. Das europiische Altstoffverzeichnis EINECS enthélt mehr als 100.000
auf dem europiischen Markt erhéltliche Chemikalien (http://ecb.ei.jrc.it/existing-chemicals) und
jedes Jahr kommen neue Chemikalien hinzu. Neben diesen bekannten produzierten und
potenziell in Abwassereinleitungen zu findenden Stoffe konnen auch unbekannte Stoffe
vorhanden sein, die als Nebenprodukte im Produktionsprozess anfallen oder bei der Abwasser-
behandlung gebildet werden. Die genaue Zusammensetzung eines Abwassers ist daher in den
meisten Féllen unbekannt.

Uber analytische Bestimmungen von Einzelstoffen kann die FEinleitung von bekannten
gefihrlichen Stoffen iiberwacht werden. Im Sinne einer vorsorgenden Einleiterkontrolle wére es
wiinschenswert, iiber detaillierte Informationen der Art und Menge aller Abwasserinhaltsstoffe
sowie ihrer okotoxikologischen Eigenschaften zu verfiigen. Dies ist jedoch analytisch aufgrund
des hohen dazu notwendigen Aufwands fiir organische Verbindungen kaum zu leisten. Zudem
gibt es fiir viele Stoffe noch keine geeigneten und standardisierten Analysenmethoden. Mit Hilfe
von Summen- und Gruppenparameter-Methoden wie der Bestimmung von DOC, CSB, BSB
oder AOX konnen die organischen Abwasserinhaltsstoffe summarisch erfasst werden. Dies
erlaubt eine erste Charakterisierung der organischen Belastung eines Abwassers und liefert
Informationen iiber die Effizienz von Abwasserbehandlungsmafinahmen.

Zunehmend werden biologische Testverfahren zur Okotoxikologischen Untersuchung von
Abwissern eingesetzt, um die potenziellen Effekte von Abwassereinleitungen auf die aquatische
Umwelt besser einschitzen zu konnen. Ihre Anwendung ist im Rahmen von Einleit-
genchmigungen in einigen Léndern fiir bestimmte Abwassertypen vorgesehen. Zur Zeit
{iberwiegt jedoch der chemikalienspezifische Ansatz der Bestimmung gefahrlicher Schadstoffe.

In der folgenden Tabelle (Tab. 2) sind die Vor- und Nachteile von Einzelstoffuntersuchungen
mittels chemischer Analysen und Gesamtabwasser-Untersuchungen mit okotoxikologischen
Verfahren zusammengefasst.

Beide Untersuchungsansitze besitzen ihre Grenzen. Bei Einzelstoff-Untersuchungen ist die
Bedeutendste der hohe analytische Aufwand, bei Gesamtabwasser-Untersuchungen dagegen die
oft schwierige Zuordnung der detektierten Effekte zu den sie verursachenden Stoffen.

Seit einigen Jahren wird zunehmend davon ausgegangen, dass auch langfristig allein die Aus-
weitung herkommlicher wasseranalytischer Methoden kaum eine umfassendere Bewertung der
okotoxikologisch relevanten Eigenschaften aller Abwasserinhaltsstoffe ermoglicht. Deshalb soll-
ten erginzend Verfahren zur Untersuchung von gefahrlichen Effekten des Gesamtabwassers
herangezogen werden.
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Tab.2: Vor- und Nachteile von Einzelstoff- und Gesamtabwasser-Untersuchungen im Rahmen der
Genehmigung und Uberwachung von industriellen Abwassereinleitungen.

Vorteile Nachteile
Einzelstoff- * MaBnahmen zur Reduzierung der = auch bei groferem analytischen
Untersu- Einleitung geféhrlicher Stoffe konnen Aufwand kann nur ein geringer Teil
chungen zielgerichteter sein (Produktionsprozess, der enthalten synthetischen Stoffe und
Abwasserbehandlung, Gesetzgebung) moglicher Abbauprodukte detektiert
= die Toxizitdt von problematischen werden
Stoffe ist oft besser dokumentiert als die =  die Korrelation der Variabilitét der
Toxizitit von Abwissern, existierende Konzentration von Einzelstoffen mit
Daten und Qualitétskriterien knnen der Variabilitdt der Abwassertoxizitit
angewendet werden kann nicht vorausgesetzt werden
=  die Bewertung der Exposition und =  Schutzziele fiir Einzelstoffe ergeben
moglicher Effekte auf Menschen ist nicht den gleichen Schutzlevel fiir die
moglich Abwassertoxizitdt
=  Umweltbehorden besitzen zumeist = effektbasierte Wasserqualitdtskriterien
groBere Erfahrungen der gibt es fiir weniger als 150 Stoffe, fiir
Einleiterkontrolle iiber Einzelstoffe andere Stoffe liegen nur wenige oder
keine Daten vor
Gesamt- =  Erfassung der toxischen Wirkung aller = eine Wirkung kann nicht bzw. nur
abwasser- Abwasserinhaltstoffe, ohne dass ihre selten ohne grofen
Untersu- Identitét bekannt sein muss Untersuchungsaufwand den sie
chungen = synergistische und antagonistische verursachenden Einzelstoffen

Effekte werden beriicksichtigt
Hinweise auf den Gehalt an
bioverfiigbarem toxischem Material

zugeschrieben werden

Eine Integration der beiden Ansitze einschlieBlich der Bestimmung von Summen- und

Gruppenparametern vergrofert deutlich die fiir eine Bewertung des Umweltgefdhrdungs-

potenzials

zur Verfligung

stechende Datenbasis

und kann damit die Qualitdt der

Abwasserbewertung erhohen [Villars, 1995]. Die in spdteren Kapiteln vorgestellten Unter-

suchungsstrategien fiir industrielle Abwassereinleitungen sind vor diesem Hintergrund

entwickelt worden.

S.8



2.1.3 Gefihrdungs- und Risikoabschiitzung von Abwassereinleitungen

Die in Kapitel 2.2 niher beschriebenen Untersuchungsstrategien fiir industrielle Abwasserein-
leitungen bilden zum Teil auch die Basis zur Bewertung von Abwassereinleitungen. Mit ihnen
soll ermittelt werden, ob es ein Gefihrdungs- oder ein Risikopotenzial gibt und wenn ja, welche
Art von Effekten erwartet werden.

Die Bewertungsstrategien sind in Anlehnung an die Prinzipien der Bewertung der Umwelt-
gefihrdung von Einzelstoffen entwickelt worden. Im folgenden sollen diese Prinzipien sowie
ihre Ubertragung auf die Bewertung von Abwassereinleitungen daher kurz beschrieben werden.

Die Bewertung von Einzelstoffen hinsichtlich ihres Umweltgefdhrdungspotenzials kann in
verschiedenen Abstufungen erfolgen. Allgemein kénnen die folgenden Stufen unterschieden
werden: Gefihrdungsidentifizierung (hazard identification), Gefihrdungsabschétzung (hazard
assessment) und Risikoabschétzung (risk assessment) (vgl. Bild 1). Je nach Ziel (z.B. Klassi-
fizierung, Ranking oder Einzelbewertung von Stoffen) und der benotigten Aussagekraft der
Bewertung (Gefihrdung, Risiko) unterscheiden sich Art und Ausmall der benétigten
Informationen zu Exposition und Wirkung und die konkrete Methode der Bewertung der Daten.

Emission Exposition
Quelle » Verteilung > Wirkort
nalyse :Wirkuhgs:analyse '
Gefihrdungsidentifizierung
~und -abschitzung
. (BNEC)

_—

// //”/// 7////

. ,//°
///4 ///

Bild 1: Zusammenhinge in der Gefihrdungs- und Risikoabschétzung.

Die Gefiihrdungsidentifizierung beinhaltet die Ermittlung von gefihrlichen Stoffeigenschaften
(physikalisch-chemische Eigenschaften, Okotoxizitit, Persistenz, Bioakkumulierbarkeit) und
erlaubt eine erste Beurteilung des stoffbezogenen Umweltgefdhrdungspotenzials.

Bei der Gefiihrdungsabschdtzung wird die mit der Verwendung eines Stoffes verbundene
Gefihrdung fiir den Fall ermittelt, dass der Stoff emittiert wird. Hierzu wird aus einer Wirkungs-
analyse anhand von Daten zur Okotoxizitit eine Konzentration abgeleitet, bei der voraussichtlich
keine Wirkung auf Organismen auftritt (PNEC, predicted no effect concentration). Sofern die
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richtigen, fiir das aquatische System aussagekriftigen Tests durchgefiihrt wurden, kann die
Gefihrdungsabschitzung mit einiger Sicherheit vorgenommen werden.

Die Gefshrdungsabschitzung folgt also aus einer emissionsbezogenen Sichtweise des
Gewisserschutzes [Stortelder & van de Guchte, 1995]. Ubertragen auf die Untersuchung von
Abwissern bedeutet dies, dass Art und Ausmal von in Hinblick auf das aquatische Okosystem
gefihrlichen Eigenschaften einer Abwasserableitung zu erfassen sind. Allein die Qualitét der
Abwasserableitung ist also ausschlaggebend dafiir, ob zum Schutz des Gewissers weiterer
Handlungsbedarf besteht, oder nicht.

Dem gegeniiberzustellen ist die Risikoabschdtzung (environmental risk assessment), die neben
der moglichen Gefihrdung auch deren Eintrittswahrscheinlichkeit betrachtet. Bezogen auf
Finzelstoffe bedeutet dies, dass neben der Wirkungsanalyse eine Expositionsanalyse
durchgefithrt wird. Dazu kann die tatséchliche Umweltkonzentration iiber ein Monitoring
ermittelt werden, oder es wird anhand von Rechenmodellen fiir ein spezifisches Emissions-
szenario unter Beriicksichtigung des voraussichtlichen Ausmafles und der Haufigkeit eines
Stoffeintrags sowie der zuvor ermittelten grundlegenden Stoffeigenschaften die sich
voraussichtlich ergebende Konzentration in der Umwelt (PEC, predicted environmental
concentration) abgeschétzt. Im Gegensatz zur Gefihrdungsabschitzung sind in der Risiko-
abschitzung gemeinhin viele Annahmen zu treffen, da nicht alle notwendigen Daten und
Informationen verfiigbar sind. Damit wird die Risikoabschétzung i.d.R. sehr viel unsicherer sein,
als die Gefihrdungsabschitzung.

Bei dem Prozess der Risikobewertung von neuen Stoffen und Altstoffen in der EU wird der
Quotient aus PEC und PNEC gebildet, der als Ergebnis der Risikoabschitzung die Basis fiir die
Bewertung eines Stoffes ist [European Commission, 1996]. Je umfangreicher die Datenbasis zur
Wirkung und die Kenntnis der konkreten Exposition eines Stoffes ist, desto genauer kann ein mit
seiner Verwendung verbundenes Risiko ermittelt werden. Ein PEC/PNEC >1 bedeutet, dass mit
der Stoffanwendung schidliche Auswirkungen verbunden sein kénnen. Nach einer Priifung, ob
weitere Informationen zu Exposition oder Wirkung das PEC/PNEC-Verhiltnis verringern
konnten, wird entweder eine verbesserte Abschitzung von PEC und PNEC durchgefiihrt oder
iiber gefihrdungsmindernde Mafinahmen entschieden. Dieser Prozess kann weitergefiihrt
werden, bis ausreichend Informationen fiir eine abschlieBende Risikobewertung vorliegen.

Eine derartige Risikoabschétzung kann ein sehr langwieriger Prozess sein, daher werden je nach
Bewertungszweck auch vereinfachte Methoden eingesetzt. Fiir eine vergleichende Bewertung
des Risikos von Stoffen kann auch ein auf dem relativem Umweltrisiko eines Stoffes basiertes
Ranking durchgefiihrt werden, wie es z.B. fiir die Ausarbeitung einer Empfehlung zur Aufnahme
von Stoffen in die Liste prioritirer Stoffe fiir die Wasserrahmenrichtlinie der EU durchgefiihrt
wurde [UBA, 1999].

Die Risikoabschitzung entspricht also einer immissionsbezogenen Sichtweise. Dies bedeutet in
Bezug auf Abwassereinleitungen, dass im Unterschied zur emissionsbezogenen Sicht nicht nur
die Qualitit des Abwassers betrachtet wird, sondern auch die lokale Situation des als Vorfluter
dienenden Gewissers. Bei der Risikoabschitzung werden die Informationen zur Ablaufqualitit
in Bezug gesetzt mit Informationen zur Abwassermenge, zur Wasserfithrung des Vorfluters und



der Qualitit des Vorfluters. Beispielsweise ist dann mit der Einleitung eines toxischen
Abwassers nur dann ein Risiko verbunden, wenn auch nach der Verdiinnung innerhalb eines zu
definierenden Einzugsbereichs eine toxische Wirkung bleibt.

Vor- und Nachteile der emissions- und immissionsorientierten Bewertung von
Abwassereinleitungen [Stortelder & van de Guchte, 1995]:

Die emissionsbasierte Abwasserbewertung wird im allgemeinen als der striktere, dem Vorsorge-
prinzip verpflichtete Ansatz angesehen. Er orientiert sich oft auch an den technischen
Mbglichkeiten der Abwasserbehandlung, fordert so deren Entwicklung und sichert eine breite
Nachfrage nach verbesserten Behandlungstechniken. Da allein die Qualitit des Ablaufs entschei-
dend ist, folgen aus diesem Ansatz zudem standortunabhéngige qualitative Anforderungen an
Industriebetriebe einer Branche (z.B. AbwV). In Einzelfillen, etwa bei einem bereits sehr hoch
belasteten oder aus anderen Griinden sehr empfindlichen Vorfluter, konnen die Emissions-
auflagen aber u.U. auch zu gering sein.

Der immissionsbezogene Ansatz erfordert zundchst die Definition von Qualitétskriterien, die an
das Oberflichengewisser anzulegen sind. Anhand derer ist dann die Einleiterqualitdt zu
bewerten. Somit werden die Auflagen an Abwassereinleiter i.d.R. lokal stark variieren, woraus
sich Standortvor- oder nachteile ergeben konnen. Mit diesem Ansatz ist obendrein das Risiko
verbunden, Verdiinnung als Losung eines Abwasserproblems anzuschen. Der Erfolg einer
immissionsbezogenen Gewisserschutzpolitik héngt wegen des notwendigen lokalen Bezugs
stiirker von Vor-Ort-Entscheidungen ab und mag somit den dort herrschenden Pressionen starker
ausgesetzt sein.

Dennoch stehen sich diese beiden Ansdtze nicht unversdhnlich gegeniiber; es gibt, wie die
folgende Darstellung der nationalen Gegebenheiten aufzeigt, durchaus Versuche, den emissions-
mit dem immissionsbezogenen Ansatz zu verkniipfen. Eine Verkniipfung der beiden Ansitze ist
zudem auch in der EU-Wasserrahmenrichtlinie als sogenannter ,,kombinierter Ansatz* enthalten
(Art. 10 WRRL). Dieser bezeichnet die Kontrolle der Wasserverschmutzung fiir die prioritéren
Stoffe sowohl durch die Vorgabe von Emissionsgrenzwerten als auch tiber die Festlegung von
Umweltqualitdtsnormen. v



2.2  Abwasseruntersuchungsstrategien verschiedener Staaten
2.2.1 Allgemeines

In diesem Kapitel werden die bislang von verschiedenen Staaten entwickelten, in Erprobung
stehenden oder vorgeschlagenen Abwasseruntersuchungsstrategien vorgestellt.

Als mogliche Einsatzgebiete fiir die Untersuchungsstrategien werden 1.A. die folgenden Bereiche
genannt:

. Bestimmung des von einer bestehenden Anlage ausgehenden Umweltgefédhrdungspotenzials
durch die Abwassereinleitung um zu ermitteln, ob und, wenn ja, welche MafBnahmen zur
Verbesserung der Abwasserqualitit notwendig sind

« Erteilung von Einleitgenehmigungen

«  Charakterisierung der Abwisser verschiedener Industriezweige

. Setzen von Priorititen fiir Mafnahmen zur Reduzierung der Emission von geféhrlichen
Stoffen

. Festlegung von Uberwachungsprogrammen zur regelmaBigen Kontrolle von
Abwassereinleitungen

«  Planung von neuen Anlagen, neuen Prozessen oder Prozessmodifikationen, bei denen
Abwasser anfillt.



2.2.2 Dinemark

Hintergrund

In Dinemark ist die Einleitung von industriellen Abwissern in Gewasser genehmigungspflichtig
und liegt in der Verantwortung der Landkreise (Umweltschutzgesetz 625/1997). Bei der
Genehmigung werden Grenzwerte fiir die Abwassereinleitung sowohl unter Berticksichtigung
der ,Besten verfiigbaren Technik® als auch des potenziellen okotoxikologischen Risikos der
Einleitung erteilt. Entsprechend den Richtlinien der dénischen Umweltbehorde fiir die Planung
der Gewisserqualitit (administrative guideline No. 2, 1983) soll im Gewisser auferhalb der
anfinglichen Durchmischungszone keine akute Toxizitit und auflerhalb eines begrenzten
Bereichs um die Einleitungsstelle keine chronische Toxizitét auftreten [Pedersen et al., 1993].
Obwohl diese Richtlinien stirker auf Einzelstoffe ausgerichtet sind, ist ihre Giiltigkeit auch fiir
Gesamtabwasseruntersuchungen mit biologischen Testverfahren allgemein akzeptiert.

Mit der Implementierung der EU-Direktive 76/464/EWG (Ableitung geféhrlicher Stoffe) wurden
1996 in Ddnemark fiir ca. 120 prioritire Stoffe der Listen 1 und 2 Wasserqualititsstandards
festgelegt. Die Konzentrationen dieser Stoffe im Gewdsser miissen nach der anfinglichen
Verdiinnung der Abwassereinleitung unterhalb der Wasserqualititsstandards liegen. Die
Anwendung von biologischen Tests ist bei der Genehmigung und Uberwachung von
industriellen Abwissern nicht allgemein vorgeschrieben und liegt im Ermessen der jeweiligen
Genehmigungsbeharde. Okotoxikologische Untersuchungen von Industrieabwissern sind daher
seit der ersten groBeren Untersuchung 1977-78 in sehr unterschiedlichem Ausmafl fiir die
meisten der bedeutenden industriellen Einleiter durchgefiihrt und auf verschiedene Weise im
Rahmen von Genehmigungsverfahren bewertet worden.

Um langfristig einheitliche Vorgaben fiir die Genehmigung von industriellen Abwasser-
einleitungen zu entwickeln, wurde 1992 von der dénischen Umweltbehorde ein Bericht erstellt,
in dem die in Dinemark und in anderen Lindern gewonnenen Erfahrungen der okotoxi-
kologischen Untersuchung und Bewertung von Industrieabwissern zusammengefasst sind
(Okotoxikologische Bewertung von industriellen Abwissern, Pedersen et al. (1994)). Basierend
auf diesen Erfahrungen und verfiigbaren Methoden wurde in dem Bericht eine Strategie flir die
okotoxikologische Untersuchung, ~Charakterisierung und Bewertung von industriellen
Abwissern vorgeschlagen. Daran ankniipfend wurde dann 1995 ein ,Leitfaden (guidance
document) fiir die Risikobewertung von industriellen Abwéssern™ vorgestellt, in dem die Aus-
wahl und Anwendung der verschiedenen Methoden exemplarisch beschrieben wird [Pedersen et
al., 1995].

Diinisches Strategiekonzept ,,Okotoxikologische Bewertung von industriellen Abwissern
[Pedersen et al., 1994]

Das Strategickonzept stellt eine abgestufte Untersuchungs- und Bewertungsstrategie dar, welche
Gesamtabwasser- und Einzelstoffuntersuchungen, je nach dem Informationsstand iber
gefihrliche Einzelstoffe, mit einbezieht und kombiniert. Wie in Bild 2 dargestellt, besteht das
Strategiekonzept aus einer Basisstufe und drei aufeinanderfolgenden Stufen. Nach jeder Stufe ist
die Moglichkeit einer Bewertung der Ergebnisse vorgesehen, um zu ermitteln, inwieweit die
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Bild 2: Strategievorschlag der Dinischen EPA fur die Untersuchung und Bewertung von industriellen
Abwissern (*NEC: no effect concentration; Konzentration, bei der kein Effekt auftritt).

bereits vorliegenden Daten eine administrative Entscheidung (Einleitergenehmigung) iiber die
Abwassereinleitung erlauben oder ob weitere Informationen dazu notwendig sind.

Basis fiir die Bewertung der Abwassereinleitung ist zum einen die Bestimmung der Verdiinnung
des Abwassers oder der Konzentration spezifischer Einzelstoffe im Gewasser (C, Expositions-
analyse) und zum anderen die Bestimmung der Konzentration, bei der kein unakzeptabler
skotoxikologischer Effekt mehr erwartet wird (NEC, no effect concentration, Wirkungsanalyse).
Entsprechend der internationalen Praxis bei der Bewertung von Einzelstoffen wird davon
ausgegangen, dass dann kein dkotoxikologischer Effekt in der Umwelt eintritt, wenn C niedriger
als NEC ist. Der Vergleich von C mit NEC wird daher als Ma fiir den erwarteten gefahrlichen
Effekt der Abwassereinleitung im Gewdsser verwendet. Da zumeist weder C noch NEC bekannt
sind, ist es notwendig, diese Konzentrationen iiber die Bestimmung von PEC (predicted
environmental concentration)- und PNEC (Predicted no effect concentration)-Werten abzuschit-
zen. Mit jeder Stufe sind dazu umfassendere und detaillierte Untersuchungen des Abwassers
vorgesehen, um mit zunechmender Kenntnis der Abwassercharakteristika eine immer prizisere
Vorhersage iiber das Umweltgefiahrdungspotenzial treffen zu konnen und die bestehenden
Unsicherheiten der Bewertung zu reduzieren.



Um die fiir die Bewertung notwendigen Informationen zu erhalten, umfasst das Strategiekonzept
Methoden zur Bestimmung der Effektparameter akute und chronische Toxizitit, Bioakkumu-
lierbarkeit und Persistenz, die begleitende Bestimmung von physikalisch-chemischen Parametern
und Summenparametern sowie die Anwendung von Ausbreitungs- und Verteilungsmodellen von
Abwassereinleitungen im Gewdsser. In den einzelnen Stufen sind jeweils die folgenden
Vorgehensweisen vorgesehen:

Basisstufe: Identifizierung des Gefiihrdungspotenzials des Abwassers

(Wastewater hazard identification)
In der Basisstufe sollen vorhandene Informationen fiir eine erste Einschdtzung der potenziell
umweltgefihrdenden Eigenschaften der Abwassereinleitung erhoben und bewertet werden:

»  Substanzen, die eingesetzt oder hergestellt werden, einschlieflich Massenbilanzen, um
abzuschitzen, welche gefihrlichen Stoffe im Abwasser vorliegen konnen

»  Gemessene Mengen der Stoffe im Abwasser

»  Physikalisch-chemische Eigenschaften der Stoffe

» Biologische Eigenschaften der Stoffe wie biologische Abbaubarkeit, Bioakkumulations-
potenzial, Toxizitat und Gentoxizitat

»  Umweltgefihrdungsklassifizierung der Stoffe

*  Physikalisch-chemische Eigenschaften, Abbaubarkeit und Persistenz des Gesamtabwassers

»  Stromungen und mogliche Ausbreitungsmuster in der Umwelt

»  Unsicherheiten und Qualitit der entsprechend den oben genannten Punkten erhobenen Daten

Zusitzlich ist ein Abwasser-Screening mit biologischen Methoden denkbar (Hemmtests mit
Belebtschlamm oder Toxizititstests als sogenannte Limit Tests, d.h. nur Testen des Original-
abwassers ohne Verdiinnungsstufen) oder die Bestimmung von Summenparametern.

Stufe 1:  Gefihrdungsabschdtzung der Abwassereinleitung (Wastewater hazard assessment)

In der ersten Stufe sollen Daten fiir eine qualitative Umweltgeféhrdungsabschétzung, d.h. fiir
eine detaillierte Evaluierung des Potenzials der Abwassereinleitung, einen okotoxikologischen
Effekt im Gewisser zu verursachen, ermittelt werden.

Zunichst ist eine Untersuchung des Gesamtabwassers zur Gewinnung einer minimalen
Datenbasis fiir die Gefihrdungsabschitzung vorgesehen. Die Daten sollten ausreichend sein, um
die Toxizitit (akute Toxizitdt fiir Fische, Crustaceen und Algen, NOEC-Werte) sowie
expositionsrelevante Parameter (biologische Abbaubarkeit, Bioakkumulierbarkeit, phys.-chem.
Daten, Verdiinnungsmuster, PEC-Werte) zu beschreiben. Wird das Abwasser vor der Einleitung
in Gewisser oder in eine Kldranlage nicht behandelt, so besteht die Méglichkeit, eine sogenannte
aerobe Stabilisierung des Abwassers durchzufiihren (biologischer Abbautest) und die Effekte auf
die Mikroorganismen/Klaranlage zu ermitteln sowie im Anschluss auf persistente Toxizitit zu
testen.

Parallel zu den Gesamtabwasseruntersuchungen konnen Informationen iiber die identifizierten
Einzelstoffe (aus Messungen oder Datenerhebungen) zur Einschitzung ihres Gefahrdungs-
potenzials eingeholt werden (evtl. sind sie schon als gefihrlich eingestuft und es existieren
Grenzwerte oder Wasserqualitdtskriterien (NEC, no effect concentration; falls nicht vorhanden
sollte nach relevanten Daten in der Literatur gesucht werden).
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Die beiden ersten Stufen dieses Strategiekonzepts sind auf den einleitenden Industriebetrieb
ausgerichtet (Produktion, Abwassercharakteristika). Ergibt sich aus den hier ermittelten
Informationen die Moglichkeit NEC- (no effect concentration) und C (concentration in the
environment)-Werte abzuleiten, kénnen mogliche Umwelteffekte quantifiziert werden. Sind
diese nicht bestimmbar, kdnnen auch vorldufige weniger prizise Parameter verwendet werden.
Fiir die Bewertung des Gesamtabwassers kann der NOEC geteilt durch einen Unsicherheitsfaktor
fir eine Abschitzung des NEC dienen. Fiir Einzelstoffe kann der berechnete ECL
(environmental concern level) und statt C die Konzentration nach der ersten Durchmischung der
Abwassereinleitung im Gewésser verwendet werden.

Im Anschluss an diese erste Stufe kann eine Entscheidung iiber notwendige Malinahmen
getroffen werden z.B. Reduzieren der Einleitung von bestimmten Stoffen, von Summenpara-
metern oder der Gesamtabwassermenge durch Prozessmodifikationen, Stoffsubstitutionen oder
verbesserte Abwasserbehandlung. Falls eine Identifizierung unbekannter toxischer Abwasser-
inhaltsstoffe notwendig ist, konnen Methoden des source-tracking (Aufspiiren des Ursprungs der
Toxizitit durch Teilstromuntersuchungen) oder der Toxizitdts-Identifizierung und Evaluierung
(toxicity identification evaluation, TIE) verwendet werden.

Stufe 2:  Risikoabschdtzung der Abwassereinleitung fiir die lokale und fernere Umgebung
(Wastewater risk assessment - local and distant environment)

In der zweiten Stufe sollen Daten fiir eine quantitative Umweltgeféhrdungsabschétzung ermittelt

werden, indem ein dkotoxikologisches Testprogramm durchgefiihrt wird, das die Berechnung

von NEC und C aus statistisch gesicherten Daten ermdglicht und wonach Einleitungskriterien fiir

das Gesamtabwasser oder Einzelstoffe festgelegt werden kénnen.

In dieser Stufe kénnen akute Toxizitétstests mit einer groBeren Zahl von Organismen oder langer
andauernde Tests auf subletale Wirkungen durchgefiihrt werden, insbesondere wenn bekannt ist,
dass das Abwasser bioakkumulierende oder persistente Verbindungen enthilt. Die Tests kénnen
mit dem Gesamtabwasser, mit relevanten Komponenten oder mit identifizierten Stoffe
durchgefiihrt werden. Zusitzliche Analysen und Versuche konnen notwendig sein, um das
Schicksal des Abwassers nach der Einleitung zu ermitteln. Dabei sollten ausreichende Daten
gewonnen werden, um die Abwasserkonzentrationen im Gewdasser quantifizieren zu koénnen.

Stufe 3:  Risikoabschdtzung der Abwassereinleitung fiir Umweltkompartimente

(Wastewater risk assessment - environmental compartiments)
Falls erforderlich werden in der dritten Stufe speziellere Untersuchungen der Abwasser/Gewés-
sersituation durchgefithrt, zB. auf spezifische Effekte von problematischen Stoffen des
Abwassergemischs, des Ubergangs und der Effekte in anderen Kompartimenten (Sediment) oder
innerhalb der Nahrungskette, von Wechselwirkungen zwischen Spezies, Gewdsserstudien oder
Gewdsseriiberwachungen.

Untersuchungsprogramm

Ausgehend von der oben dargestellten Untersuchungs- und Bewertungsstrategie ist fiir jede Stufe
ein Untersuchungsprogramm vorgeschlagen worden. Es ist kein feststehendes Programm fiir jede
Abwassereinleitung, vielmehr sollten je nach Abwasserart und Vorwissen die geeigneten Schritte



ausgewihlt werden. Insbesondere ist nicht immer sowohl eine Gesamtabwasser- als auch eine
Einzelstoff-Untersuchung vorgesehen. Da es oft schwieriger ist, geniigend Daten aus der
Literatur iiber Einzelstoffe zu erhalten bzw. bei komplexer Belastung alle umweltrelevanten
Stoffe zu identifizieren, wird es in vielen Fallen praktischer sein, sich auf Gesamtabwasser-

untersuchungen zu konzentrieren.

Uber die fiir die Untersuchungen des Gesamtabwassers vorgeschlagenen Methoden wird im
folgenden ein kurzer Uberblick gegeben:

In der Basisstufe sind, abgesehen von den oben genannten Screening-Untersuchungen, keine
Tests oder Analysen vorgesehen, sondern die Erhebung und Auswertung von vorhandenen
Daten. In den Stufen 1 und 2 werden physikalisch-chemische Parameter und Summenparameter
und deren zeitliche Variabilitit ermittelt, Tests auf Toxizitt, Bioakkumulierbarkeit und
biologische Abbaubarkeit durchgefiihrt sowie die Ausbreitung und Verteilung des Abwassers im
Gewisser abgeschitzt. Eine Ubersicht tiber die Methoden der Stufen 1 und 2 ist in Tab. 3
dargestellt.

Tab.3: Gesamtabwasseruntersuchung der Stufen 1 und 2 des Dénischen Strategiekonzepts.

Stufe 1: qualitative Gefdhrdungsab- Stufe 2: quantitative Risikoab-
Parameter . B
schétzung schétzung
Abwasserzusam-  Physikalisch-chemische Parameter Bewertung der Variabilitét
mensetzung und Summenparameter (Peaks) bestimmter
Variabilitét eingeleitete Menge (24h/Woche Test) Messparameter mit der Zeit
(T, pH, Dichte, Schwebstoffe, DOC, AOX etc) oder mit dem
. Produktionsbetrieb
‘é": Ausbreitung und Massenbilanzen, einfache Modelle fiir nahe und ferne
g Verteilung Ausbreitungsmodelle Umweltbereiche
§ Biologischer BSB, CSB Simulation der
g Abbau Simulation der Abwasserbehandlung Gewisserbedingungen (Batch-
:,‘2 (aerobe) Stabilisierung.(dann ggf.' . Tests)
- Untersuchung auf persistente Toxizitdt
&= oder Bioakkumulierbarkeit)
Bioakkumulierbar- HPLC oder DC-Screening Bioakkumulationstests mit
keit (gef. chemische Analyse zur Identifizierung der Organismen
bioakkumulierenden Fraktion, bioakkumulierende
Stoffe die toxisch oder persistent sind, sind
besonders relevant)
Toxizitat* Drei Akute Toxizitétstests: Zwei weitere akute Tests mit
g (* die fur die Tests Fische 96 h LCs anderen Spezies (z.B.
& ausgewdhlten Crustaceen 48/96 h LCs Mikroorganismen, Protozoen,
g Organismen sind im Algen 72 h EC Mollusken) oder chronische
&  Anhang 1 angegeben) 50
= (zur Bestimmung der NOEC-Werte) Tests mit Fischen, Crustaceen
g Auswahl der Organismen in Abhéngigkeit oder Algen
& vom Gewisser, in das eingeleitet wird (chronische Tests besonders relevant
= wenn persistente oder

(SiiB-, Salz- oder Brackwasser) : ; ) )
bioakkumulierende Fraktionen im

Abwasser vorhanden sind)




In Stufe 3 werden komplexe Untersuchung fiir die Ermittlung von Umweltauswirkungen der

Abwassereinleitung auf Kompartimente (z.B. Feldstudien) durchgefiihrt. Gentoxizitétstests sind

in diesem Strategiekonzept nicht enthalten, sollen aber bei der Weiterentwicklung berticksichtigt

werden.

Sofern Informationen iiber gefihrliche Einzelstoffe vorliegen, werden diese mit geeigneten

Methoden entsprechend der genannten Parameter untersucht.

Zusammenfassend lisst sich das dinische Strategiekonzept wie folgt charakterisieren:

immissionsorientiert, abgestuftes und flexibles aber aufwendiges Untersuchungsprogramm
Einsatzzweck ist die Ermittlung des Risikos einer Gewdsserschidigung durch eine
Abwassereinleitung

Gesamtabwasser- und Einzelstoff-Untersuchungen je nach Einzelfall

vorgesehene Effektparameter: akute und chronische Toxizitdt, Persistenz, Bioakkumu-
lierbarkeit

chronische Tests werden angewendet, wenn Hinweise auf persistente oder
bioakkumulierende Fraktionen vorliegen

Bewertung der Gesamtabwasser-Toxizitét tiber den PEC/PNEC-Ansatz
Einleitergenehmigungen konnen in Anlehnung an den ,Leitfaden (guidance document) fiir
die Risikobewertung von industriellen Abwéssern“ durchgefithrt werden, dies ist aber nicht
gesetzlich vorgeschrieben



2.2.3 Grofibritannien

Hintergrund

GroBbritannien verfolgt einen klassischen immissionsorientierten Ansatz bei der Kontrolle von
Abwassereinleitungen. Die rechtlichen Regelungen beschrénkten sich dabei bisher auf
chemische Parameter und prioritire Schadstoffe, deren Einleitergenehmigung sich an anhand
von Umweltqualititszielen fiir Gewisser festgelegten Umweltqualititsstandards orientiert. Seit
knapp 10 Jahren gibt es Bestrebungen, im Sinne einer integrativen Herangehensweise auch die
Toxizititsdetektion zur Verbesserung der Ablaufqualitit und der Oberflichenwasserqualitét
heranzuziehen [Mackay et al., 1989].

Britisches Strategiekonzept

Das hierzu entwickelte Vorgehen wird mit ,,Direct Toxicity Assessment® (DTA) beschrieben
und ist in Bild 3: skizziert. Es wird gegenwirtig in mehreren Pilotstudien auf seine Anwend-
barkeit von den zustindigen Behorden, durchfiihrenden Organisationen und betroffenen
Einleitern (Industriebetrieben) gepriift [Hayward, 1999]. Das DTA soll es vor allem

Auswertung
vorhandener Daten
¥ Stufe 1
Auswahl von < Screening
Abwassereinleitungen Testbatterie
A
Toxizitats- . Akute Toxizitatstests
abschatzung mit Algen, Inverte-
braten und Fischen Stufe 2
A
PNEC bestimmen
T ST B PR PEPPRET
Ermitteln der Verdlinnung

im Vorfluter, PEC bestimmen |«

Reduzierung der
PEC2PNEC Toxiziét
Stufe 3
3 v
Toxizitatsbasierte | Kontrolle der
Auflagen PEC=PNEC Reduzierung
A
Uberwachen der Ein-
haltung der Auflagen
' Stufe 4
A A
Bestimmen der Wirk- | Uberpriifung der
samkeit der Malinahmen Auflagen

Bild 3: Vorgehen beim ,,Direct Toxicity Assessment® (DTA) in GroBbritannien zur Kontrolle von
Abwassereinleitungen [nach Johnson et al., 1996].
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Genehmigungsbehorden ermdglichen, Abwassereinleitungen zu ermitteln, welche mit den bisher
eingesetzten chemischen Methoden nicht angemessen kontrolliert werden und deshalb
besonderer Aufmerksamkeit bediirfen. Als Toxizitétstests wurden fiir die Erprobung des DTA
Tests gewihlt, fiir die national und international standardisierte Vorschriften existieren.

In der ersten Stufe (Einleiter-Priorisierung) wird anhand chemischer, biologischer und 6kotoxi-
kologischer Daten festgestellt, ob eine zusitzliche toxizitétsbasierte Genehmigung fiir eine
bestimmte Abwassereinleitung iiberhaupt erforderlich ist. Auswahlkriterien sind die Komplexitét
der Abwasserzusammensetzung, eine in Screeningtests ermittelte Okotoxizitdt des Abwassers
sowie ein in biologischen Studien beobachteter Effekt der Einleitung auf das Gewidsser. Fir das
Screening von Abwassereinleitungen wird zwischen Einleitungen in Oberfliachengewdsser und
Meere unterschieden. Vorgesehen sind Tests mit Leuchtbakterien (V. fischeri, Leuchthemmung,
SiiB- und Salzwasser), Daphnien (D. magna Immobilisierung, 24 h, Stiliwasser) bzw. Austern (C
gigas, Embryo-Larval-Entwicklung, 24 h, Salzwasser).

Ein Charakterisierung der Toxizitdt und Variabilitit der Abwassereinleitungen erfolgt in der
zweiten Stufe (Einleiter-Charakterisierung). Die Abwassereinleitungen werden dazu mit einer
Batterie von Tests dreier trophischer Ebenen (Algen, Invertebraten und Fische) unter
Einbeziehung von Organismen aus dem Vorfluter mehrfach untersucht. Ausgewéhlt wurden
dazu die folgenden Tests:

StiBwasser:  S. capricornutum (Algen), 72 h, Wachstumshemmung
D. magna (Daphnie), 48 h, Immobilisierung
O. mykiss (Fisch), 96 h, Letalitét

Salzwasser:  P. tricornutum (Algen), 72 h, Wachstumshemmung
C. gigas (Auster), 24 h, Embryo-Larval-Entwicklung
S. maximus (Fisch), 96 h, Letalitét

Aus den Ergebnissen des empfindlichsten Organismus wird eine Abwasserkonzentration
ermittelt, bei der voraussichtlich kein toxischer Effekt mehr auftritt (PNEC).

In der dritten Stufe (Toxizititsreduktion und Genehmigung) wird unter Beriicksichtung von
Abwasseranfall und der Situation des Vorfluters (Verdiinnung und Dispersion) die zu erwartende
Konzentration des Abwassers im Oberflichenwasser nach griindlicher Vermischung abgeschétzt.
An der Einleiterstelle und innerhalb der Verdiinnungszone werden toxische Effekte damit
hingenommen. Uberschreitet der PEC-Wert den PNEC-Wert (PEC/PNEC > 1), so wiren
MaBnahmen zur Reduktion der Toxizitit erforderlich, bevor eine Einleiterlaubnis erteilt wiirde.

Die vierte und letzte Stufe (Genehmigungs-Kontrolle) beinhaltet das Monitoring der Abwasser-
einleitung in Hinblick auf die erteilte Genehmigung.

Pilotstudie

In einer Pilotstudie der englischen Umweltbehdrde (EA, Environmental Agency) zur
vollstandigen Durchfiihrbarkeit des DTA-Protokolls wurden von insgesamt 46 Abwasserein-
leitungen zwolf Abwisser entsprechend der Kriterien der Stufe 1 fiir weitere Untersuchungen der
Stufen 2-4 als mdoglicherweise relevant fiir eine toxizititsbasierte Genehmigung ausgewdhlt
[Johnson et al., 1996].
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Im Ergebnis wiesen nur zwei der untersuchten Abliufe PEC/PNEC-Werte kleiner 1 auf, rufen
also nach Verdiinnung voraussichtlich keine Toxizitdt im Gewdésser hervor. Alle anderen
Abliufe erfiillten dieses Kriterium nicht und bewirkten wahrscheinlich auch nach der
Verdiinnung und Dispersion noch toxische Effekte im Gewisser, so dass vor einer Genehmigung
eine Toxizititsreduzierung erforderlich wire. Beziiglich der Empfindlichkeit der Toxizitétstests
fiir Abwasserinhaltsstoffe folgt aus diesen Untersuchungen der EA, dass der Daphnien- oder der
Austerntest immer gleich empfindlich oder empfindlicher waren als ein Algenwachstums- oder
Fisch-Letalitéts-Test.

GroBe Aufmerksamkeit im Rahmen der Pilotprojekte zum DTA wurde auf die Vergleichbarkeit
verschiedener Tests zur akuten und chronischen Toxizitdt [Wharfe, 1996], sowie Fragen der
Standardisierung, der Qualititskontrolle und der statistischen Auswertung gelegt.

Da sich die Einfiihrung von Toxizititstests in Genehmigungs- und Uberwachungsverfahren in
GroBbritannien noch im Stadium der Erprobung befindet, ist es einleuchtend, dass weitergehende
Fragestellungen, z.B. nach persistenten oder bioakkumulierbaren Abwasserinhaltsstoffen zur
Zeit noch keine Rolle spielen.

Zusammenfassend lisst sich die britische Situation wie folgt charakterisieren:

»  strikte Immissionsorientierung bei der Definition jeglicher Qualititsanforderungen an
Abwassereinleitungen

= Situation im Gewisser nach Verdiinnung und Dispersion ist Mafstab

» Toxizititstests (DTA) im Pilotstadium als Ergdnzung zu chemischen Analysen;
Einbeziehung in Kriterien fiir Einleitergenehmigungen vorgesehen

= akute Toxizititstests stehen im Vordergrund, langfristig sollen chronische Tests, subletale
Endpunkte und Mutagenitit integriert werden

= keine weiteren Parameter neben der Okotoxizitéit werden berticksichtigt
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2.2.4 Niederlande
Hintergrund

In den Niederlanden werden Abwassereinleitungen nach dem emissionsorientierten Ansatz
bewertet. Die Einleitgenehmigung ist ausgerichtet auf die Reduzierung von Emissionen
spezifischer Schadstoffe nach dem Vorsorgeprinzip. AuBerdem muss der Einleiter fiir diese
Stoffe MaRnahmen entsprechend der ,Besten verfiigbaren Technik®“ (BAT, Best Available
Technique) und/oder der ,,Besten Umweltpraxis“ (BEP, Best Environmental Practice) anwenden.
Zur Zeit wird eine Strategie zur Gesamtabwasserbewertung (WEA, whole effluent assessment)
erprobt, die langfristig in das niederlindische Verfahren zur Erteilung von Einleitergeneh-
migungen integriert werden soll [Tonkes et al., 1998].

Das gesamte Genehmigungsverfahren wird nach Integration des WEA vier Phasen umfassen,
die Phasen 1, 2 und 4 werden bereits angewendet [Tonkes et al., 1995]:

In Phase 1 (Begrenzung der Verschmutzung) sollen die betrieblichen Produktionsprozesse in
Hinblick auf Moglichkeiten zur Verringerung der Abwasserbelastung gepriift werden.

In Phase 2 (Chemikalien-spezifische Bewertung) sollen zu den aus Phase 1 bekannten Einsatz-
stoffen, sofern sie abwasserrelevant sind, Daten ihrer chemischen Eigenschaften und moglicher
Effekte im aquatischen System zusammengestellt und bewertet werden. Sind hinreichende
Informationen iiber die Stoffeigenschaften und mégliche Wirkungen (Toxizitét, Persistenz,
Bioakkumulierbarkeit) erhltlich, wird entschieden, welche VerbesserungsmafBnahmen durch-
gefiihrt werden sollen. Im Falle gefahrlicher Einsatzstoffe ist deren Ersatz durch weniger geféhr-
liche vorgesehen. Sofern die zu den Abwasserinhaltsstoffen erhéltlichen Informationen
unzureichend sind, soll zur Untersuchung des Abwassers selbst libergegangen werden (Phase 3,
Integration des WEA). Da davon auszugehen ist, dass i.d.R. nicht alle notwendigen Informa-
tionen zu allen gelisteten Stoffen, ja kaum alle abwasserrelevanten Stoffe selbst erfasst werden
konnen, wird im Regelfall die Phase 3 zur Einschétzung des mit einer komplexen Einleitung
verbundenen Risikos durchgefiihrt werden miissen.

In dieser Phase 3 (WEA) werden chemische Parameter und Effektparameter des Gesamt-
abwassers experimentell ermittelt. Das Vorgehen bei den WEA-Untersuchungen wird unten
genauer beschrieben.

In Phase 4 (Bewertung der Verbesserung der Abwasserqualitit) soll schlieBlich nach erfolgter
Verbesserung der Einleitungsqualitit ein Immissionsbezug hergestellt werden, indem mit einer
begrenzten Zahl chemischer Parameter die Qualitat des Vorfluters erfasst wird. Stellt sich diese
als nicht hinreichend dar, so ist vorgesehen, wieder in Phase 3 einzutreten und weitere Verbes-
serungen der Qualitét des eingeleiteten Abwassers zu erreichen.

Die Untersuchungen im Rahmen des WEA dienen damit nicht der Voraussage moglicher Effekte
im Vorfluter (Immission), sondern der Erfassung von Wirkungen zuvor nicht erkannter Kompo-
nenten des Gesamt-Abwassers, die gegebenenfalls durch Verbesserung der Behandlung oder
andere MaBnahmen im Produktionsprozess eliminiert werden miissen (Emissionsminderung).
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Niederlkindisches Strategiekonzept der Gesamtabwasserbewertung (WEA)

Im Rahmen des WEA werden die Parameter akute und chronische Toxizitit, Gentoxizitét,
Persistenz und Bioakkumulierbarkeit beriicksichtigt. Alle Parameter werden dabei als gleich
relevant fiir das Gefihrdungspotenzial industrieller Abwassereinleitungen angesehen [Tonkes &
Baltus, 1997]. Das Vorgehen bei der Gesamtabwasserbewertung ist in Bild 4 dargestellt.

Jeder Parameter wird unabhéngig von den anderen bewertet und nur wenn fiir alle Parameter die
Untersuchungsergebnisse unterhalb noch festzulegender Grenzwerte liegen, wird eine Abwasser-
einleitung als nicht umweltgefahrdend eingestuft.

Die Entwicklung des WEA-Konzepts begann Ende der 90iger Jahre mit einer ersten
Untersuchung zur Eignung von Methoden zur Gesamtabwasserbewertung (Toxizitdt, Bioakku-
mulation) aufgrund der bestehenden Grenzen des stoffspezifischen Bewertungsansatzes fiir
Abwassereinleitungen [Pols, 1988]. Die fiir den zukiinftigen Einsatz im WEA verwendeten Tests
wurden dann entweder aus den zur Verfiigung stehenden national und international
standardisierten oder erprobten Tests ausgewahlt (Toxizitdt und Gentoxizitdt) oder es wurden
bestehende Verfahren modifiziert oder weiterentwickelt (Persistenz und Bioakkumulierbarkeit).

1994 wurden in einer ersten Studie 17 Abwassereinleitungen mit akuten Toxizitdtstests der vier
trophischen Ebenen untersucht um erste praktische Erfahrungen zu sammeln [Tonkes et al.,
1999]. Fiir 15 Abwisser zeigte mindestens ein Test eine akute toxische Wirkung an , wobei in
acht Fillen die toxische Wirkung nicht anhand ebenfalls erhobener physikalisch-chemischer
Daten erklirt werden konnte. Der Algentest erwies sich als der empfindlichste der eingesetzten
Tests. Das vollstindige WEA-Untersuchungsprogramm wurde erstmals 1996 in einer Pilotstudie
an Stichproben von zehn Abwassereinleitungen erprobt [Tonkes & Baltus, 1997].

Sauerstoffbedarf hoch ja »
| Umwelt-

nein gefahrdung
* Ja/
Akute Toxizitat —

l

nein

ja
v
chronische Toxizitat nach

WEA Abbau )
| 2
nein
v ja
Mutagenitat ja
1.
nein .
v /Ja

Bioakkumulation
|

nein .
* /Ja
keine Gefahrdung

i

a

Bild 4: Niederlindisches Strategickonzept der Gesamtabwasserbewertung WEA (Whole effluent
assessment [Tonkes & Baltus, 1997].
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Pilotstudie
Die folgenden Untersuchungsmethoden wurden in der Pilotstudie eingesetzt:

akute Toxizitét Fisch-, Daphnien- und Algentest mit limnischen Organismen, sowie
Leuchtbakterientest und Toxizitétstestkits (Rotiferen)

chronische Toxizitit Fischtest (frithes Lebensstadium), Daphnientest (Reproduktion)

Gentoxizitét Muta-Chromoplate Kit (miniaturisierter Ames-Test)

Persistenz Simulation des Abbaus im Gewdsser, 28 Tage, DOC-Abnahme

Bioakkumulierbarkeit HPLC-Methode, biomimetrische Extraktion

Mit in die Bewertung einbezogen ist ferner der in BSB-Versuchen ermittelte biochemische
Sauerstoffbedarf des Abwassers als Gefihrlichkeitsparameter fiir das Potenzial einen Sauerstoff-
mangel im Gewisser hervorzurufen.

Von den untersuchten zehn Abwassereinleitungen waren acht akut und sechs chronisch toxisch
wirksam, Mutagenitidt wurde in allen Proben gemessen und in fiinf Abwasserproben waren
hohere Anteile bioakkumulierender Stoffe vorhanden. Ein biologischer Restabbau wurde in drei
Proben festgestellt.

Ausgehend von den hier gewonnenen Erfahrungen und der Weiterentwicklung von Methoden
wurden vor kurzem einige Tests zusitzlich mit aufgenommen oder ersetzt [Tonkes, 2000]. Fiir
die Untersuchung von salzhaltigen Abwassereinleitungen wurden Tests mit marinen Organismen
vorgesehen. Der chronische Lumineszenzhemmtest {iber 22 h wurde als chronischer Test hinzu-
genommen. Zur Detektion gentoxischer Wirkungen wurde der umu-Test und zur Bestimmung
der Bioakkumulierbarkeit ein SPME-Verfahren ausgewihlt. Die ausgewdhlten Tests und
Testorganismen zeigt die folgende Tabelle ( Tab. 4).

Tab. 4: Biotests eingesetzt in der niederlédndische Untersuchungsstrategie.

Trophische
Siifwasser Salzwasser
Ebene
Akute Fisch Brachydanio rerio, 96 h Poecilia reticulata, 96 h
Toxizitdt ) .
Crustaceen  Daphnia magna, 48 h Acartia tonsa, 48 h
Alge Raphidocelis subcapitata, 72 h Phaeodactylum tricornutum, 72 h
Bakterien Vibrio fischeri, 30 min. Vibrio fischeri, 30 min.
Chroni- Fisch Brachydanio rerio, 8 d Scophthalmus maximus, 48 h
sche
Toxizitit Seeigel - Psammechinus miliaris, Fertilitit
Crustaceen  Daphnia magna, 21 d Acartia tonsa, 48 h
Alge Raphidocelis subcapitata, 96 h Phaeodactylum tricornutum, 96 h
Bakterien Vibrio fischeri, 22 h Vibrio fischeri, 22 h
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Die Implementierung des WEA in das Genehmigungsverfahren von Abwassereinleitungen ist
derzeit fiir das Jahr 2006 vorgesehen [Tonkes, 2000]. Bis dahin sollen u.a. die praktische
Erfahrungen mit der vorgeschlagenen Untersuchungsstrategie vertieft werden und Arbeiten zur
Validierung der ausgewéhlten und z.T. neu entwickelten Tests durchgefiihrt sein. SchlieBlich
sind auch noch Entscheidungswerte zu entwickeln, die im Rahmen der Untersuchungsstrategie
die Differenzierung zwischen einem positiven und einem negativen Befund (ja/nein-
Entscheidungen) erlauben.

Zusammenfassend lisst sich der niederlindische Strategievorschlag wie folgt
charakterisieren:

» Finsatz des WEA zur Emissionsminderung und als notwendige Untersuchung im Rahmen
der Erteilung von Abwassereinleiter-Genehmigungen.

»  emissionsorientiertes Vorgehen mit einer abschlieBenden Betrachtung der Wasserqualitit
des Vorfluters als Erfolgskontrolle

» chronische Toxizitit, Persistenz und Bioakkumulierbarkeit ~werden in die
Gefihrdungsabschitzung mit einbezogen

» alle Effektparameter werden als gleich relevant betrachtet
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2.2.5 Schweden

Hintergrund

In Schweden wurden in den 80er Jahren verschiedene Projekte zur biologischen und chemischen
Charakterisierung von industriellen Abwassereinleitungen durchgefiihrt, um die notwendigen
Hintergrundinformationen fiir ihren Einsatz in zB. Genehmigungsverfahren und Uber-
wachungsprogrammen zu ermitteln [Bengtsson & Renberg, 1986]. Als Ergebnis wurde die CID-
Methodik (Characterisation of industrial discharges, CID) entwickelt und 1990 eine Leitlinie zur
Durchfiihrung von der Schwedischen Umweltschutzbehdrde 1990 verdffentlicht [Swedish
Environmental Protection Agency, 1990]. Sie verbindet biologische Tests mit chemische
Analysen und wird als effektive Hilfe angesehen, um das Vorliegen von gefdhrlichen Stoffen in
Abwissern anzuzeigen und ihre Signifikanz zu bewerten Die CID ist fiir Untersuchungen von
Abwissern verschiedener Industriebereiche, Kommunalabwasser sowie Sickerwasser eingesetzt
worden.

Im Rahmen des Stork-Projekts (STORK: persistent organic pollutants in chemical industry
effluents) sind zwischen 1989 und 1994 mit dieser Methodik Untersuchungen zur biologischen
und chemischen Charakterisierung von Abwassereinleitungen der chemischen Industrie
durchgefiihrt worden [Swedish Environmental Protection Agency, 1997]. In diesem Projekt
sollte die Einleitung von organischen persistenten, bioakkumulierenden und toxischen Stoffen
unter besonderer Beriicksichtigung halogenorganischer Verbindungen aus Anlagen der
chemischen Industrie und weiterer bedeutender Einleiter erfasst werden.

Schwedisches Strategiekonzept (CID)

Das Ziel der CID-Methodik ist die Beschreibung der gefdhrlichen Eigenschaften eines
Abwassers als Basis fiir eine Umweltrisikoabschitzung (environmental risk assessment) der
Abwassereinleitung. Damit folgt die CID-Methodik dem immissionsorientierten Ansatz des
Gewisserschutzes.

Mit der CID soll durch Kombination verschiedener Biotests und chemischer Analysen das
Vorliegen von persistenten, potenziell bioakkumulierenden und toxischen Substanzen sowie von
relevanten Einzelstoffen oder Stoffgruppen ermittelt werden. Das Untersuchungsprogramm
besteht aus verschiedenen Stufen, wobei in der ersten Stufe verschiedene Summenparameter
bestimmt und Toxizititstests eingesetzt werden. Sind zusitzliche Informationen zur
Entscheidung iiber die Notwendigkeit von UmweltschutzmaBnahmen erforderlich, so konnen
weitere Untersuchungen an Teilstromen oder mit spezifischeren Analysen und Testmethoden
durchgefiihrt werden. Alternativ zur CID sind fiir den Fall, dass ein Abwasser nur wenige Stoffe
enthalten sollte, auch Einzelstoffuntersuchungen méoglich.

CID-Untersuchungen konnen bis zu drei Stufen umfassen, die auf einer Basisstufe aufbauen, in
der verfiigbare Informationen iiber den industriellen Prozess, das Abwasser und das Gewisser, in
das eingeleitet wird, zusammengestellt werden. In den einzelnen Stufen werden die gleichen
Effektparameter beriicksichtigt, allerdings mit zunehmender Intensitit der Untersuchung. Nach
jeder Stufe ist eine Priifung vorgesehen, ob die erhaltenen Daten fiir die Bewertung der Umwelt-
gefihrdung der Abwassereinleitung ausreichen.
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In der Basisstufe werden Informationen iiber den Industrieprozess, verwendete Rohstoffe,
Produkte und Nebenprodukte, Abwassercharakteristika, Abwassermenge, bekannte relevante
Einzelstoffe, Charakteristika des Gewdéssers sowie Ergebnisse von vorhergehenden Untersu-
chungen eingeholt. In der ersten Stufe sind Untersuchungen zu einer ersten chemischen
Charakterisierung des Abwassers, des biologischen Abbaus iiber BSB/CSB-Bestimmungen, zur
Bioakkumulierbarkeit und zur akuten Toxizitit des Abwassers vorgesehen. In der zweiten Stufe
werden biologische Abbautests, chronische Toxizitétstests, Tests auf Mutagenitdt, Messungen
sur Bioakkumulierbarkeit und Toxizitdt nach biologischem Abbau sowie spezifischere chemi-
sche Analysen durchgefiihrt. Die in den Stufen 1 und 2 zu verwendenden Methoden zeigt Tab. 5.

Die Stufen 1 und 2 dienen einer verbesserten Charakterisierung des Abwassers, Stufe 3 ist auf
die Ermittlung der im Gewdsser durch die Abwassereinleitung hervorgerufenen Effekte
ausgerichtet. Dazu sind verschiedene Methoden vorgesehen, die je nach den Ergebnissen der
Stufe 2 von spezielleren Tests im Labor bis hin zu Untersuchungen von Organismen aus
Gewissern, die von der Abwassereinleitung betroffen sind, reichen konnen. Zu diesen Methoden
gehoren Untersuchungen des biologischen Abbaus mit Mikroorganismen aus dem Gewdésser
(Simulationstests), biologische Untersuchungen von Gewisser- und Sedimentorganismen,

Tab.5: Abwasseruntersuchung der Stufen 1-2 des schwedischen Strategiekonzepts.

Parameter Stufe 1: Stufe 2:
Chemische Physikalisch-chemische Parameter Weitergehenden Abwasseruntersuchungen mit
Charakterisierung ~ Summenparameter speziellen Techniken (GC/MS, HPLC mit
(CSB, BSB,, TOC, pH, Schwebstoffe, Fluoreszenz oder elektrochemischer Detektion)
Leitfihigkeit, Stickstoff, Phosphor) spezifische Einzelstoffuntersuchungen
Alternativ
DOC
Analyse von bekannten oder unter Verdacht
stehenden gefihrlichen Einzelstoffe
Kohlenwasserstoffe, TOCI, EOCl, AOX
Biologischer Abbau Tests mit Verfolgung des TOC oder DOC-
Abbaus (Die Away) oder respirometrische
Tests mit Methoden fiir leichte oder inherente
Abbaubarkeit von organischen Verbindungen;
aerobe Stabilisierung der Probe mit
anschlieBender Bestimmung der Toxizitdt und
Bioakkumulierbarkeit sowie chemischer
Analyse
Bioakkumulier- DC-Untersuchungen auf Anwesenheit von ~ DC-Untersuchungen auf lipophile
barkeit lipophilen Verbindungen bei Verdacht Verbindungen in der stabilisierten Probe
Biologische Akute Toxizitétstests: In Abhéngigkeit der Ergebnisse der ersten
Charakterisierung Fische 96 h LCs, Stufe Auswahl von ein oder zwei der
Crustaceen 48/96 h LCsy folgenden Tests:
Algen 3 d ECs Chronische Toxizitdt mit Fischen, Crustaceen,

Hohere Pflanzen 5 d ECs
Mikroorganismen: Belebtschlamm (falls
zuerst biologische Behandlung des Abwassers
erfolgt)

Leuchtbakterientest als Prescreening-Test

Muscheln oder Algen oder Gentoxizitét mit
dem Ames-Test
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Bioakkumulierbarkeit in Fischen und Muscheln, sowie weitere chemische Analysen in
Abhingigkeit vom Abwasser.

Bei der Anwendung der CID-Methodik wird die Stufe 1 als ein ,,Standarduntersuchungs-
programm® angesehen, das auch fiir die vergleichende Untersuchung verschiedener Abwasser-
einleitungen verwendet werden kann. Die Stufen 2 und 3 sollen in Abhingigkeit vom Einzelfall
flexibel gestaltet werden.

Zu der Bewertung des Gefihrdungspotenzials eines Abwassers nach der CID-Methodik gehort
die Beriicksichtigung der lokalen Bedingungen der Einleitungsstelle. Hierzu zéhlen die
Abwassermenge und ihre zeitliche Variation, die Verdiinnung und der Wasserdurchsatz des
Gewissers, Gewdssercharakteristika (Harte, pH etc), weitere Abwassereinleiter in der Umge-
bung sowie spezielle Nutzungen des Gewissers. Eine einfache erste Klassifizierung der akuten
Toxizit4t aus den Ergebnissen der Stufe 1 wird wie folgt vorgenommen: ein Abwasser wird als
akut toxisch bezeichnet, wenn die erste Verdiinnung an der Stelle der Einleitung zu einer
Abwasserkonzentration fiihrt, die hoher ist als die LCso- bzw. ECso-Werte der akuten Toxizitéts-
tests multipliziert mit dem Faktor 0.1. In diesem Fall sollten sofort Mafnahmen ergriffen
werden. Liegt die Abwasserkonzentration dagegen im Bereich der LCso- bzw. ECso-Werte
multipliziert mit 0.01 sollten Untersuchungen der Stufe 2 initiiert werden.

Als bioakkumulierend werden Stoffe mit einem Biokonzentrationsfaktor BCF > 100 oder mit
Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten logKoy > 3 betrachtet; bei Hinweisen auf ihr Vorliegen
sollten weitere Tests durchgefithrt werden. Ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ist der Anteil
persistenter Stoffe im Abwasser. Standardisierte Abbautests gibt es bisher nur fiir Einzelstoffe,
daher lassen sich die dort verwendeten Kriterien fiir ,,leichte Abbaubarkeit* entsprechend 60-70
% DOC-Reduktion nicht fiir komplexe Gemische wie Abwisser iibertragen. Informationen tiber
weitere Figenschaften der persistenten Fraktion z.B. deren Toxizitdt, Gehalt an bioakku-
mulierenden Stoffen oder an AOX werden daher fiir die Einschédtzung der persistenten Stoffe
herangezogen.

Das Stork-Projekt

Das Ziel des Stork-Projekts (durchgefithrt 1989-1994) war eine Charakterisierung und
Katalogisierung persistenter organischer Stoffe in Abwassereinleitungen der chemischen
Industrie mit einem minimalen Untersuchungsprogramm [Swedish Environmental Protection
Agency, 1997]. Es basierte auf der Stufe 1 der CID-Methodik ergénzt durch einen biologischen
Abbautest (Bild 5). Untersucht wurden sowohl Direkt- als auch Indirekt-Einleiter.

Die Ergebnisse der Untersuchung von 53 Industrieanlagen zeigten, dass individuelle Parameter
von unterschiedlicher Wichtigkeit fiir die Bewertung der Abwassereigenschaften von
verschiedenen Anlagen sind. Insgesamt variierten die Einleitungen auch innerhalb einzelner
Industriezweige stark, bedingt durch unterschiedliche Prozesse, Rohmaterialien oder Abwasser-
behandlungsmafinahmen.

Fiir viele Anlagen konnten, ausgehend von den Ergebnissen der Charakterisierung, MalBnahmen
zur Reduzierung der Abwasserbelastung durchgefiihrt werden. Die Bewertung der einzelnen
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Probenahme

Variationsstudie
Tag 1,2,3 ...7 Probenahme fiir die Bestimmung von Abwassermenge, pH, Leitfahigkeit, DOC,
Leuchtbakterientest

Wochen-Mischprobe H Chemische und biologische Charakterisierung

chemische Charakterisierung: CSB, BSB,, TOC, DOC, N, P, CF,
Respirationshemmung AOX, EOX, PBS (DC mit Hexan-Extrakt dann GC)
Nitrifikationshemmung
Abbautest 28 d biologische Charakterisierung: akute Toxizitat mit Algen, mit
(Simulation des Abbaus im Gewasser) Crustaceen (je nach Salzgehalt Ceriodaphnia dubia, Nitocra spinipes oder
Acartia tonsa), seltener mit Fischen

Persistente Probe Chemische und biologische Charakterisierung

Bild 5: Untersuchungsprogramm des schwedischen STORK-Projekts, chemische und biologische
Charakterisierung von industriellen Abwassereinleitungen.

Abwassereinleitungen wird i.d.R. individuell durchgefiihrt. Ist die Ursache fiir hohe Toxizitét
oder hohe potenziell bioakkumulierende oder persistente Anteile jedoch nicht aus den
vorliegenden Ergebnissen zu ermitteln, sollen einzelne Abwasserteilstrome untersucht werden,
um die betriebliche Quelle einzugrenzen und so weitere Informationen zu gewinnen. Erst wenn
auch so die Ursache unbekannt bleibt, soll ein Versuch der chemisch-analytischen Identifi-
zierung mit dem Abwasser unternommen werden.

Zusammenfassend lisst sich das schwedische Strategiekonzept wie folgt charakterisieren:

» abgestuftes und flexibles Untersuchungsprogramm, immissionsorientiert

» fiir erste Charakterisierung der Abwassereinleitung Minimalprogramm mdglich

= Gesamtabwasser-Untersuchungen, je nach Fall auch Einzelstoff-Untersuchungen

»  vorgesehene Effektparameter: akute und chronische Toxizitdt, Persistenz, Bioakkumulier-
barkeit, Gentoxizitét

» chronische Tests angewendet, wenn Hinweise auf persistente oder bioakkumulierende
Fraktionen vorliegen

» kann fiir Einleitergenechmigungen eingesetzt werden, dies ist aber nicht gesetzlich vorge-
schrieben
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2.2.6 USA

Biologische Testverfahren sind in den USA seit den 80er Jahren, und damit vergleichsweise
frith, Bestandteil gesetzlicher Regelungen im Abwasserbereich. Die Regelungen zur Abwasser-
qualitit in den USA griinden sich auf den Clean Water Act (CWA), der den Schutz des
aquatischen Systems und des Menschen vor toxischen Stoffen fordert. Zur Durchsetzung dieses
Ziels verfolgt die US-amerikanische Umweltbehorde (USEPA) eine Strategie, deren wesentliche
Bestandteile die Implementierung von Wasserqualititsstandards und die Kontrolle toxischer
Einleitungen sind (water quality-based toxics control) und dazu chemische, dkotoxikologische
und biologische Uberwachungsansitze integriert [USEPA, 1991b]. In Anwendung dieser
Strategie haben die einzelnen Bundesstaaten Qualitétsstandards fiir ihre Gewdasser entwickelt.
Die Kontrolle von Punktquellen wie beispielsweise von industriellen Abwassereinleitungen wird
durch die Vergabe von Einleitergenehmigungen im Rahmen des National Pollutant Discharge
Elimination System (NPDES) gesichert.

Der Erteilung einer Einleitergenehmigung geht die Qualitétskontrolle durch eine integrative
Untersuchungsstrategie voraus, in der ausgewihlte chemische Analyseverfahren und Toxizitéts-
tests parallel auf ein Abwasser angewendet werden. Dabei wird das Schwergewicht auf die
chemische Analytik dort gelegt, wo Abwisser nur wenige (bekannte) Belastungsstoffe enthalten.
Sind die Abwisser sehr komplex oder handelt es sich um Mischabwisser, sind die Toxizitétstests
von besonderer Bedeutung. Erginzt werden diese Untersuchungen des Abwassers durch die
Untersuchung des Vorfluters auf darin enthaltene Organismen (biosurvey). Die auf Gesamt-
abwisser ohne weitere Kenntnis der Inhaltsstoffe anzuwendenden Toxizit4tstests sind unter dem
Begriff WET (Whole Effluent Toxicity) bekannt. Zur Durchfiihrung, Validierung und
Auswertung des WET sind von der amerikanischen Umweltschutzbehérde (EPA) sehr
detaillierte Arbeitsanleitungen (guidelines) erlassen worden [USEPA, 1993c; USEPA, 1994a;
USEPA, 1994b].

Ableitung der Qualitdtskriterien fiir die Abwassereinleitung: Entsprechend der Immissions-
orientierung (water quality-based approach) des Ansatzes ist es notwendig, ausgehend von den
zuvor formulierten Qualititszielen fiir das Gewésser und der spezifischen Situation einer Einleit-
stelle die qualitativen Anforderungen zu ermitteln, die eine Abwassereinleitung zu erfiillen hat.
Unter Beriicksichtigung der Mischungsverhéltnisse wird hierzu fiir verschiedene, auch
chemische Parameter der Anteil der dem Gewisser zumutbaren Belastung definiert, der aus einer
bestehenden oder zukiinftigen Punktquelle stammen darf (wasteload allocation, WLA). So soll
sichergestellt werden, dass auBerhalb der Mischungszone kaum merkliche Auswirkungen durch
die Abwassereinleitung hervorgerufen werden.

Wenn eine Einleitung die Qualititskriterien hinsichtlich seiner Toxizitét nicht erfiillen kann, so
konnen die iiberwachenden Behorden die Durchfiihrung einer TI/RE-Untersuchung (Toxicity
Identification/Toxicity Reduction) fordern. Diese Untersuchungen dienen der Identifizierung der
chemischen Ursache der toxischen Wirkung (toxicity identification) und sie sollen die
Behandlungsverfahren —aufzeigen, mit deren Hilfe die Abwasserbelastung auf das
genehmigungsfihige MaB vermindert werden kann (toxicity reduction).
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Die Erteilung einer Einleitgenehmigung ist dann an die Einhaltung der Abwasserqualitdt und die
regelmiBige Durchfiihrung der oben beschriebenen integrativen Qualitétskontrollen (chemische
Analysen und Toxizititstest) gebunden. Mit diesen Kontrollen muss der Einleiter die Einhaltung
der genehmigten Qualitét nachweisen.

Anzuwendende Toxizitdtstests: Das Mischungsverhiltnis von Abwassereinleitung und
Oberflichenwasser im Vorfluter bestimmt, welche aquatischen Toxizitétstests anzuwenden sind.
Bei hoher Verdiinnung nach der Einleitung (>1000 bei niedrigster Wasserfiihrung) sind drei
akute Toxizititstests (Alge, Daphnie und Fisch) erforderlich, bei Verdiinnungsfaktoren zwischen
100 und 1000 sollten entweder akute oder chronische Tests durchgefiihrt werden und bei noch
ungiinstigeren Verhiltnissen mit geringerer Verdinnung (<100) ist die Durchfiihrung
chronischer Toxizitdtstests obligatorisch. Generell ist am amerikanischen Verfahren die sehr
ausgedehnte Anwendung von Toxizitétstests mit marinen und limnischen Organismen und die
Beriicksichtigung akuter wie chronischer Effekte auffillig, die meist drei Trophiestufen (Alge,
Daphnie, Fische) umfassen.

Erginzend zu den immissionsbasierten Anforderungen gibt es aber auch am Stand der Technik
(best available technology) ausgerichtete Emissionsstandards, welche sich auf chemische
Belastungsparameter beziehen.

Toxicity Identification Evaluation: Das TIE (toxicity identification evaluation) ist wohl das
weltweit erste rechtlich verbindliche Verfahren der toxizitdtsgeleiteten Abwasseruntersuchung.
Durch eine sukzessive Abfolge von Extraktions- und Fraktionierungsschritten, schlieflich
gefolgt von der Identifizierung, soll aus dem komplexen Stoffgemisch eines toxischen
Abwassers hier die chemische Ursache fiir den akuten oder chronischen Effekt identifiziert
werden. Nach der Identifizierung ist eine Verifizierung der Ergebnisse erforderlich, bei der
nachzuweisen ist, dass die identifizierte Substanz in der detektierten Konzentration urséchlich
fiir die gefundene toxische Wirkung ist [USEPA, 1991a, USEPA, 1993a, USEPA, 1993b].
Diesem Vorgehen lag die Erwartung zugrunde, dass es nach der Identifizierung vergleichsweise
einfach sein sollte, die Emission des toxischen Stoffes durch betriebliche Mafinahmen zu
unterbinden und damit die Abwassertoxizitit zu beseitigen. Solange die chemische Ursache
eines toxischen Effektes nicht bekannt ist, erschien dies wesentlich schwieriger.

Tatséchlich jedoch hat sich {iber die Jahre herausgestellt, dass die Identifizierung der toxischen
Stoffe, insbesondere in Fillen organisch sehr komplexer Abwisser sehr schwierig, zeit- und
kostenintensiv ist. Dies gilt insbesondere bei Verwendung héherer Organismen wie der Fische
als Testorganismen. Deshalb scheint von der Durchfithrung dieser Prozedur im Rahmen der
Genehmigung eher wieder abgeriickt zu werden.

Weniger aufwendig und dennoch oft zielfiihrend ist das (éltere) Verfahren der ,» Loxicity
Reduction Evaluation® [USEPA, 1989]. Hier wird durch einfache Probenmanipulation im Labor
(pH-Wert Verinderung, Ausblasen, Komplexierungsmittelzugabe oder Extraktion) gefolgt von
wiederholten Toxizititstests die chemische Natur der toxischen Abwasserinhaltsstoffe und
zugleich Moglichkeiten ihrer Entfernung eingegrenzt.

Alternativ, jedoch mit dem Ziel der Vermeidung toxischer Eintrdge in das betriebliche
Mischabwasser ist das sog. ,,Toxicity Tracking“ zu sehen. Dabei wird ein im Ablauf detektierter
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toxischer Effekt mithilfe des jeweiligen Biotests durch die Behandlungsanlage zuriick in die
betrieblichen Teilstrome verfolgt und so die betriebliche Quelle der toxischen Wirkung
lokalisiert. Ist dieses erfolgt, kann in dem jeweiligen Teilprozess die chemische Ursache der
toxischen Wirkung oft recht schnell ermittelt werden, ohne dass weitere aufwendige
Untersuchungen im Sinne des ,, Toxicity Identification Evaluation® notwendig sind. Nun kann in
giinstigen Fillen durch Umstellungen im Produktionsprozess (z.B. Ersatz von Einsatzstoffen) die
Abgabe des toxischen Stoffes in das betriebliche Abwasser und damit die Emission der Toxizit4t
in den Vorfluter vermieden werden, ohne dass teure Modifizierungen in der Abwasser-
behandlung erforderlich wéren.

Mit den iiber ein Jahrzehnt gewonnenen Erfahrungen des oben beschriebenen Vorgehens zur
Erteilung von Einleitergenehmigungen konnten Emissionen durch Abwassereinleitungen stark
eingegrenzt und die Qualitdt der Oberflachengewdésser deutlich verbessert werden [Ausley,
2000]. Der Erfolg dieser Strategie machte aber auch gleichzeitig deren Schwiche deutlich, denn
mit der Verminderung von Punktquellen durch das NPDES gewinnen diffuse Eintrdge an
Bedeutung; diese blieben aber bisher bei den Kalkulationen und Qualititsbetrachtungen
unberiicksichtigt [Ho, 1997]. '

Hiervon ausgehend ist laut Ho (1997) von der US Umweltschutzbehorde (EPA) angestrebt, von
der Fixierung auf die Abwassertoxizitit wegzukommen und verstérkt eine okologische Risiko-
abschitzung zu betreiben. Dabei sollten auch synergistische Wirkungen verschiedener
Einleitungen mit unterschiedlichen Belastungen nach deren Vermischung im Gewdsser bertick-
sichtigt werden [Ausley, 2000].

Zusammenfassend lisst sich das US-amerikanische Vorgehen wie folgt charakterisieren:

= stufenweises Vorgehen unter Einbeziehung der Toxizitit, immissionsorientiert

»  Beriicksichtigung der akuten und chronischen Toxizitédt

* FEinleitgenehmigung setzt Einhaltung der aus der Vorflutersituation abgeleiteten Standards
voraus

»  bei zu hoher Toxizitit aufwendiges Untersuchungsverfahren (TIE)

»  bisher keine Einbeziehung anderer gefihrlicher Eigenschaften (Persistenz, Bioakkumulier-
barkeit)
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2.2.7 Deutschland

Das deutsche Abwasserrecht ist emissionsorientiert. Nach dem Wasserhaushaltsgesetz (WHG,
§7a) darf eine Erlaubnis fiir das Einleiten von Abwasser nur erteilt werden, wenn die
Schadstofffracht des Abwassers so gering gehalten wird, wie dies bei Einhaltung der jeweils in
Betracht kommenden Verfahren nach dem Stand der Technik méglich ist [WHG, 1996]. In der
bundeseinheitlich geltenden Abwasserverordnung (AbwV) und ihren Anhingen sind die
Anforderungen festgelegt, die aus Sicht des Gesetzgebers dem Stand der Technik entsprechen
[AbwV, 1999]. Die Anhénge der AbwV sind branchenspezifisch, so dass nicht alle industriellen
Abwassereinleitungen die gleichen Emissionsanforderungen zu erfiillen haben. Im Allgemeinen
sind in den Anhéngen Grenzwerte fiir chemische Summen- oder Einzelparameter festgelegt.

Toxizitdt
Dem Aspekt der Abwassertoxizitit direkt abzuleitender Abwisser wird im deutschen
Abwasserrecht auf zwei Wegen Rechnung getragen:

Im Abwasserabgabengesetz (AbwAG, § 3, Abs. 1) wird festgelegt, dass die Abwasserabgabe
nach Schadeinheiten bemessen wird, in die neben anderen Parametern fiir die Schadlichkeit auch
die akute Giftigkeit des Abwassers gegeniiber Fischen eingeht.

In 22 der 57 nach der AbwV geregelten Branchen sind Grenzwerte fiir die akute Fischgiftigkeit
aufgefiihrt, die vor der Einleitung in ein Gewdésser erfiillt sein miissen. Andere Toxizitétstests
finden bislang nur in drei der Anhénge Berlicksichtigung:

* Im Anhang 22 (Chemische Industrie) sind vor einer Einleitung in Gewdsser
Toxizitétsgrenzwerte im Fisch-, Daphnien-, Algen- und Lumineszenzhemmtest einzuhalten.
Weiterhin muss der Test auf ein erbgutverdnderndes Potenzial (umu-Test) ein negatives
Ergebnis zeigen.

» Im Anhang 51 (Oberirdische Ablagerung von Abféllen) werden vor einer eventuellen Ver-
mischung der Deponiewésser mit branchenfremden Abwiéssern eine Priifung im Fisch-,
Daphnien- und Lumineszenzhemmtest gefordert und entsprechende Grenzwerte festgelegt.

* Im Anhang 57 (Wollwischereien) sind Grenzwerte fiir die Fisch- und die Daphnientoxizitét
des Abwassers fiir die Einleitungsstelle in das Gewdsser festgelegt.

Die in den Anhingen festgelegten Toxizitétsgrenzwerte werden in Form von G-Werte angege-
ben. Der G-Wert beschreibt die niedrigste Verdiinnungsstufe eines Abwassers im Biotest, bei der
keine oder nur Effekte beobachtet werden, welche nicht die testspezifische Variabilitét iiber-
schreiten. Der G-Wert wird dazu aus dem Kehrwert der Volumenfraktion des Abwassers im Test
bei dieser Verdiinnungsstufe gebildet.

Die folgenden Organismen werden gemédl der Anlage der AbwV in den Toxizitdtstests
eingesetzt:

Vibrio fischeri im Leuchtbakterientest (Lumineszenzhemmung, 30 min)

Daphnia magna im Daphnientest (Immobilisierung, 24 h)

Scenedesmus subspicatus im Algentest (Wachstumshemmung, 72 h)
» Leuciscus idus im Fischtest (Letalitdt, 48 h)
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Durch Auswertung umfangreicher Datensammlungen aus der Uberwachung von Abwasser-
einleitungen durch die zustédndigen Wasserbehorden, bei der neben dem Fischtest haufiger auch
Leuchtbakterien-, Daphnien- und/oder Algenteste eingesetzt wurden, konnte das Umwelt-
bundesamt fiir viele Branchen typische Abwasser-Toxizititen auch mit anderen Biotests
ermitteln [Diehl & Hagendorf, 1998]. Die Sinnhaftigkeit der Bestimmung akuter Toxizitdten mit
anderen Tests und auch in weiteren als den bisher in der AbwV beriicksichtigten Branchen
konnte damit aufgezeigt werden. Dariiber hinaus wurde der Einsatz der anderen Biotests
zusitzlich zum Fischtest zur Festlegung von Mindestanforderungen an Abwassereinleitungen fur
einige weitere Herkunftsbereiche empfohlen.

Persistenz:

Auch das zweite Kriterium fiir Gefihrlichkeit, die Persistenz, findet mittelbar Beachtung. So ist
in sehr vielen der branchenspezifischen Anhdnge der AbwV die Bestimmung des BSBs
vorgesehen und ein Grenzwert fiir den Sauerstoffbedarf festgelegt. Diese Untersuchung zielt
allerdings auf die Limitierung der Sauerstoffzehrung, die durch eine Einleitung unvollstindig
biologisch behandelter Abwésser im Oberflachenwasser eintreten konnte. Zwar handelt es sich
bei dem Verfahren der BSBs-Bestimmung auch um einen Abbautest, so dass der Eindruck
entstehen konnte, in den bestehenden gesetzlichen Regelungen wire insofern auch dem Aspekt
der Persistenz Rechnung getragen. Wie allerdings in Kapitel 3.3 dargelegt wird, ist die Methodik
eines Abbautests immer in Hinblick auf die gewiinschte Aussage zu wihlen. Die BSBs-
Bestimmung ist insofern nicht geeignet, dem Aspekt der Persistenz Rechnung zu tragen, weil die
Versuchszeit zu kurz ist (5 Tage anstelle der tiblicherweise vorgesehenen 28 Tage und langer),
weil starke Verdiinnungen und damit Eingriffe in die Probenmatrix vorgenommen werden und
weil schlieBlich der Messparameter (O»-Verbrauch) keine Informationen tiber die Menge an
organischen Stoffen nach dem Abbau liefert.

Ginge man davon aus, dass behandelte Industrieabwésser keine biologisch abbaubaren Stoffe
enthielten, so wiirde der CSB (oder hilfsweise der DOC) des behandelten Ablaufs ein MaB fiir
die Menge persistenter Stoffe in einer Einleitung sein. Jedoch ist diese Annahme nur einge-
schrankt richtig, so dass von einer Beriicksichtigung des Parameters Persistenz eigentlich nicht
gesprochen werden kann.

Dariiber hinaus sind in Deutschland gegenwirtig keine Strategien zum breiteren Einsatz von
Toxizititstests oder unter Beriicksichtigung anderer gefihrlicher Eigenschaften (Bioakkumulier-
barkeit, Persistenz, subletale Effekte) bei der Untersuchung von Abwassereinleitungen bekannt.

Allerdings gibt es, auch mit Unterstiitzung des Umweltbundesamtes, Aktivititen in der
Methodenentwicklung von Toxizitétstests und eines Verfahren zur Bestimmung potenziell
bioakkumulierbarer Stoffe (siche Kapitel 3).
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2.2.8 Vergleich der Untersuchungsstrategien

Emission vs. Immission: Ein grundlegender Unterschied der verschiedenen vorgestellten
Strategiekonzepte besteht in deren Emissions- oder Immissionsorientierung. Wiéhrend die
immissionsorientierten Konzepte die Gegebenheiten an der Einleiterstelle und in deren weiterem
Umfeld bei der Bewertung des Umweltgefihrdungspotenzials berticksichtigen (z.B. Ddnemark,
Schweden, England und USA) und dabei die Qualitit des Oberflichenwassers nach der
Einleitung und Durchmischung beriicksichtigen, konzentrieren sich die emissionsorientierten
Konzepte auf die Qualitit des abzuleitenden Abwassers (z.B. Niederlande, Deutschland).

Der Untersuchungsaufwand zur Durchfithrung immissionsorientierter Untersuchungsstrategien
ist wegen des groBeren zu betrachtenden Systems und des sehr viel weitergehenden Infor-
mationsbedarfs (Bestimmung der PEC) oft hoch; er kann bis hin zu Feldstudien im betroffenen
Gewisser und dessen Sediment reichen (z.B. Dénemark, Schweden).

Untersuchungsparameter: Die Untersuchungsstrategien aus Danemark, Schweden und den
Niederlanden umfassen die Parameter akute und chronische Toxizitit, Gentoxizitét, Persistenz
und potenzielle Bioakkumulierbarkeit. In anderen Léndern wie England und USA werden bisher
nur die akute und chronische Toxizitit des Gesamtabwassers getestet.

Im niederldndischen Konzept der Gesamtabwasseruntersuchung wird die Bestimmung der
chronischen Toxizitét nach einem biologischen Abbautest (Simulation des biologischen Abbaus
im Gewisser) durchgefithrt. Eine #hnliche Kopplung von Abbauversuchen mit Toxizitétstests
findet sich auch in der déinischen und schwedischen Strategie. Chronische Toxizitétstests sind
dann besonders relevant, wenn Hinweise auf persistente oder bioakkumulierende Abwasser-
fraktionen vorliegen und kénnen vor oder nach einem biologischen Abbau durchgefiihrt werden.

Im emissionsorientierten niederlindischen Konzept werden die Parameter Toxizitét, Persistenz
und Bioakkumulierbarkeit als gleich relevante Geféhrdungsparameter angesehen. In den
immissionsorientierten Untersuchungskonzepten ist insbesondere das Vorliegen von persistenten
und toxischen oder persistenten und bioakkumulierenden Abwasserfraktionen Anlass fir
vertiefende Untersuchungen hinsichtlich der Auswirkungen der Einleitung auf ihr Einflussgebiet.

Testverfahren: Fiir die Bestimmung von Toxizitit und Gentoxizitit werden durchgéingig national
oder international standardisierte Testverfahren angewendet. Biologische Abbauversuche zur
Ermittlung der Persistenz werden z.T. in Anlehnung an OECD- oder ISO-Vorschriften
durchgefiihrt, welche jedoch eigentlich fiir Einzelstoffuntersuchungen entwickelt worden und
standardisiert sind, aber nicht fiir Abwisser mit unbekannten Stoffgemischen. Die Bestimmung
der potenziell bioakkumulierenden Verbindungen erfolgt nach verschiedenen, in den einzelnen
Lindern entwickelten Methoden.
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AbschliefSende Betrachtung

Insgesamt bestehen Gemeinsamkeiten in der Art der beriicksichtigten Effektparameter, der
Verwendung von weitgehend standardisierten organismischen biologischen Tests und der
chemischen Charakterisierung des Abwassers vor den Untersuchungen der Effektparameter. Die
bisher vorgestellten Strategiekonzepte sind offen und flexibel ausgelegt hinsichtlich zuktinftiger
Entwicklungen von weiteren als relevant erkannten Effektparametern und verbesserter Verfahren
zur Bestimmung der bisher untersuchten Effektparameter.

Deutliche methodische Unsicherheit ist noch hinsichtlich der Bestimmung von Persistenz und
vor allem auch der potenziellen Bioakkumulierbarkeit zu erkennen.

Auch eine Differenzierung zwischen Indirekt- und Direkteinleitern findet sich, aufer im
dsnischen Konzept, nicht. Da die in das kommunale Abwassernetz abzuleitenden industriellen
Abwisser i.d.R. nur vorbehandelt sind, ist hier mit einer allgemein héheren Abwasserbelastung
als bei Direkteinleitern zu rechnen. Dies sollte in einer Untersuchungsstrategie Berlicksichtigung
finden.

In keiner der Untersuchungsstrategien wurde bisher der Eintrag von an Schwebstoffen gebun-
denen gefihrlichen Stoffe in die aquatische Umwelt berticksichtigt. Zwar lieBe sich streng
genommen die Ansicht vertreten, dass die partikuldre Phase eines Abwassers nicht eigentlich
eine Wasser-Belastung darstellt. Jedoch kénnen auch partikulér gebundene Schadstoffe im
Vorfluter eine Gefihrdung hervorrufen, wenn sie gemeinsam mit den Partikeln als Nahrung
aufgenommen werden oder in einem verénderten chemischen Milieu wieder desorbieren und in
die Wasserphase tibergehen.

Noch weitgehend offen, und zwar in allen Strategieentwiirfen, ist ferner der quantitative Aspekt
bei der Bestimmung von Bioakkumulierbarkeit und Persistenz. Allenfalls im schwedischen
Konzept ist fiir den Parameter PBS ein erster Versuch der Quantifizierung unternommen worden.
Dieser ist aber wegen des immissionsorientierten Ansatzes nur begrenzt hilfreich. Damit ist letzt-
lich unklar, unterhalb welchen Wertes ein Befund als unbedenklich gilt, und ab welcher Hohe
cinzelne Parameter bzw. Effekte als so bedeutend einzustufen sind, dass MaBnahmen zur
Verbesserung der Abwasserbehandlung zu fordern sind.
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3 Methoden zur Bestimmung der Effektparameter Toxizitit,

Bioakkumulation und Persistenz

3.1  Okotoxizitiit
3.1.1 Grundlagen

Biologische Testverfahren mit aquatischen Organismen werden eingesetzt, um die Schad-
wirkung von Stoffen zu ermitteln fiir den Fall, dass sie in die aquatische Umwelt eingetragen
werden. Das Hauptziel ist dabei die Abschétzung von Schadstoffkonzentrationen, welche noch
keine toxische Wirkung hervorrufen, um ein Uberleben und eine normale Entwicklung aqua-
tischer Organismen und ein Funktionieren der Biozonose in Gewéssern zu gewdhrleisten.

In der Regel werden dazu Labortests mit einzelnen Organismenarten unter Vernachldssigung
weiterer Umwelteinfliisse durchgefiihrt, da die Nachbildung komplexerer Umweltsysteme nur
mit grofiem Aufwand moglich ist. Dies fithrt zu einer reduzierten okologischen Relevanz der
Ergebnisse. Da jede Testspezies ihre eigene Empfindlichkeit gegeniiber einem Schadstoff hat, ist
auch die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere Organismen nur begrenzt moglich. Jedoch
sind wichtige Vorteile von Labortests ihre Standardisierbarkeit, Reproduzierbarkeit und leichtere
Realisierbarkeit [Rudolph, 1992]. Ein hier erkannter Effekt wird auch in der 6kologischen
Realitit auftreten, ein Kausalzusammenhang ist aufgrund der vielfdltigen anderen Einfliisse (z.B.
gemeinsame Wirkung verschiedener Stoffe, abiotische Faktoren) dann jedoch nur noch schwer
herzustellen.

Verschiedene biologische Endpunkte werden zur Detektion toxischer Wirkungen auf aquatische
Organismen herangezogen, welche von der Betrachtung des gesamten Organismus bis hin zur
biomolekularen Ebene reichen. Zu diesen Endpunkten gehéren Mortalitat, Reproduktion,
Verhalten und Wachstum von Organismen, aber auch Verdnderungen von Zellfunktionen und
Enzymaktivitéten.

Das AusmaB einer toxischen Wirkung hingt von der Expositionskonzentration des Schadstoffs
und der Dauer der Exposition des Testorganismus ab. Mit akuten Toxizitétstests wird die
Wirkung nach einer kurzen Expositionsdauer in Bezug auf die Lebensdauer des Testorganismus
bestimmt. Ein typischer Endpunkt in organismischen Tests ist die Uberlebensrate der Test-
organismen. In Tests mit Mikroorganismen wird zumeist die Hemmung des Wachstums oder
spezieller biologischer Funktionen detektiert. Das Testergebnis wird oft als letale Konzentration
oder Effektkonzentration angegeben, bei der 50 % der Testorganismen eine Wirkung anzeigen
(LCso oder ECsp). In einem chronischen Toxizitétstest umfasst die Expositionsperiode dagegen
eine lingere Lebensphase der Organismen, um auch subletale Effekt zu erfassen. Besondere
Lebensstadien wie die frihe Entwicklung und Prozesse wie die Reproduktion gelten als
besonders empfindlich. Das Ergebnis wird in der Regel als niedrigste Testkonzentration ange-
geben, bei der erste Effekte nachgewiesen werden (LOEC; lowest observed effect concentration)
oder als hochste Testkonzentration, bei der noch keine Effekte erzeugt werden (NOEC; no
observed effect concentration).
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Die Empfindlichkeit des gewishlten biologischen Testsystems, also die Detektierbarkeit einer
toxischen Wirkung, hingt zum einen vom Schadstoff ab und zum anderen vom Testorganismus
oder Testsystem selbst. Seine physikalisch-chemischen Eigenschaften bestimmen die Verteilung
des Schadstoffs im Organismus sowie den Wirkort und die Wirkart, iber die er in die Funk-
tionen des Organismus eingreift. Von den Metabolisierungs- und Eliminationsmechanismen,
welche fiir den jeweiligen Organismus zur Verfligung stehen, hingt es ab, ob und nach welcher
Zeit sich ein Effekt auf zelluldrer oder organismischer Ebene manifestiert. Darin liegt auch die
unterschiedliche Empfindlichkeit zwischen Spezies der vier aquatischen Trophieebenen und
innerhalb dieser Ebenen begriindet.

Biologische Testverfahren werden fiir verschiedene Untersuchungszwecke eingesetzt. Zu diesen
gehoren die Bestimmung von Dosis-Wirkungsbezichungen fiir Einzelstoffe, die Uberwachung
von Abwassereinleitungen oder das Monitoring der Gewisserqualitét. Je nach dem Zweck der
Untersuchung sind dafiir spezielle und unterschiedliche Testeigenschaften erforderlich [Nusch,
1991]. Eine Vielzahl von Testsystemen sind dazu entwickelt worden. Neben Tests mit
Organismen werden zunehmend sogenannte suborganismische Testsysteme entwickelt, welche
in vivo oder in vitro toxische Wirkungen auf Zellkulturen oder auf biomolekularer Ebene
messen. Zu den suborganismischen Tests gehdren auch Tests auf erbgutverdndernde Wirkungen
(Gentoxizitét).

Abwassereinleitungen sind komplexe Gemische zumeist unbekannter Einzelstoffe. Durch den
Einsatz biologische Testverfahren fiir Abwasseruntersuchungen konnen gemeinsame toxische
Wirkung aller Abwasserinhaltsstoffe erfasst werden; durch Festlegung von Grenzwerten lésst
sich dann die Gesamt-Toxizitit begrenzen. Dementgegen kann durch Festlegung von Konzentra-
tions-Grenzwerten fiir bekannte toxische Einzelstoffe immer nur die Gefdhrdung der aquatischen
Umwelt durch genau diese Stoffe verhindert werden.

7um FEinsatz in der Kontrolle von Abwassereinleitungen miissen Biotests bestimmte
Anforderungen erfiillen [Steinhduser, 1996a]:

»  Standardisierte Testvorschrift

» Gute Reproduzierbarkeit und relativ einfache Realisierbarkeit und Praktikabilitdt
(Durchfithrung, Zeitaufwand, Kosten, Testorganismen tiber das ganze Jahr verfiigbar)

» FEindeutige Testergebnisse (rechtsmittelfest)

Im folgenden werden die verschiedenen standardisierten Testsysteme vorgestellt, welche fiir
Abwasseruntersuchungen eingesetzt wurden. Eine Ubersicht mit den Referenzen ist im Anhang
2 zu finden.
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3.1.2 Akute Toxizititstests

Fische und Crustaceen

Die am hiufigsten eingesetzten Tests auf akute Toxizitét in Abwasseruntersuchungen sind Tests
mit Fischen und Daphnien unter SiiBwasserbedingungen. Sie sind anerkannt und international
sowie national standardisiert (z.B. ISO, OECD, US-EPA). Die Testvorschriften sind sehr
shnlich, Abweichungen bestehen in dem Einsatz von verschiedenen Fisch- oder Daphnien-
Spezies. Fischtests werden mit 1-14 Tage alten oder dlteren Fischen je nach Spezies iiber 48-96 h
durchgefiihrt mit dem Testendpunkt Mortalitét. In Daphnientests werden < 24 h alte Daphnien
{iber 24-48 h exponiert und dann die Zahl der immobilen Daphnien ausgewertet. Beide Tests
werden iiber verschiedene Verdiinnungsstufen des Testguts durchgefiihrt und das Ergebnis als
LCso, ECso oder als G-Wert (niedrigste nichtwirksame Verdiinnungsstufe) angegeben.

Tests unter Brack- und Salzwasserbedingungen werden seltener angewendet. Fur verschiedene
marine Fischarten gibt es aber standardisierte Verfahren von der US-EPA; auch von der ISO
wird zur Zeit eine Testvorschrift vorbereitet. Anstelle von Daphnien werden fiir Untersuchungen
unter Salzwasserbedingungen Copepoden oder Myside eingesetzt. Fir Copepoden wurde
kiirzlich eine ISO-Vorschrift (ISO 14669, 1999) verdffentlicht. Nach 24 und 48 h Exposition in
verschiedenen Verdiinnungsstufen wird die Mortalitét detektiert und der LCso bestimmt. Myside
werden in einer US-EPA-Vorschrift eingesetzt und die Mortalitét als LCsg nach 48 und 96 h
bestimmt [USEPA, 1993c].

Rotatorien und Protozoen

Tests mit Rotatorien und Protozoen wurden bislang nur in einigen Abwasseruntersuchungen
dagegen héufiger fiir die Untersuchung von Einzelstoffen eingesetzt. Eine Ubersicht iiber die
verschiedenen Testausfithrungen geben Snell & Janssen (1998) fiir Rotatorien-Tests und Gilron
& Lynn (1998) fiir Protozoen-Tests. Bisher gibt es keine international standardisierten Vors-
chriften, jedoch ist fiir Rotatorien (Siif- und Salzwasser, 24 h Letalitit) eine ASTM Methode
verfiigbar. Rotatorien werden zunehmend in Form von Testkits eingesetzt, da mit ihnen
kontrolliert iiber lange Zeit reaktivierbare Dauereier gewonnen werden konnen (siehe S. 43). In
Deutschland wird zur Zeit ein DIN-Entwurf fiir einen Protozoen-Test entwickelt.

Muscheln

Fiir Tests mit Muscheln unter Salzwasserbedingungen existieren US-EPA Vorschriften (ASTM).
In England wird derzeit im Rahmen des ,Direct Toxicity Assessment (Kap. 2.2.3) eine
Vorschrift mit Austern (Crassostreas gigas) getestet. In dieser wird die Embryo-Larval-
entwicklung verfolgt, indem Embryonen kurz nach der Befruchtung iiber 48 h exponiert werden,
um dann die Mortalitit sowie abweichende Entwicklungen zu bestimmen.

3.1.3 Chronische Toxizitatstests

Chronische Toxizititstests werden im Allgemeinen in Kurz- und Langzeittests unterschieden.
Chronische Kurzzeittests dauern nicht linger als sieben Tage und als Testendpunkte werden
zumeist Uberleben, Wachstum und Reproduktion verwendet. Die meisten fiir Abwasser-
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untersuchungen geeigneten Testvorschriften wurden seit Ende der 80 Jahre von der US-EPA
entwickelt.

Chronische Kurzzeit-Tests

Fische

7wei Kurzzeit-Fischtests wurden von der US-EPA entwickelt [USEPA, 1994a; USEPA, 1994b].
Im ersten Test wird die Mortalitit und das Wachstum von Fischlarven nach Exposition iiber
sieben Tage bestimmt. In einem zweiten Test wird die Mortalitét von Fischembryonen von kurz
nach der Befruchtung bis zum Ausschliipfen der Larven verfolgt (ca. vier Tage). Die Larven
werden dann weitere vier Tage exponiert, um anhand eines moglichen Auftretens
morphologischer Veréinderungen das Vorliegen teratogen wirkender Stoffe zu erkennen.

Amphibien

Von der ASTM wurde ein Test mit dem Krallenfrosch Xenopus laevis zur Ermittlung von
teratogen wirkenden Stoffen entwickelt, der sogenannte FETAX (Frog Embryo Teratogenesis
Assay-Xenopus, ASTM 1439-98). Frosch-Embryonen in einem bestimmten Anfangsentwick-
lungsstadium werden iiber 96 h exponiert und dann die Zahl der missgebildeten Embryonen

unter dem Mikroskop ausgewertet. Umweltproben (Oberflichenwasser, Sedimentextrakte)
wurden z.B. von Fort et al. (1999) mit dem FETAX untersucht.

Crustaceen

Chronische Kurzzeittests werden zunehmend mit Ceriodaphnia dubia durchgefiihrt, da sie eine
kiirzere Reproduktionszeit von 3 bis 5 Tagen gegeniiber Daphnia magna (9 bis 11 Tage) besitzt.
In der Testvorschrift der US-EPA fiir C. dubia werden frisch geschliipfte Daphnien bis zu acht
Tage im Abwasser exponiert und das Uberleben sowie die Reproduktionsrate bestimmt [USEPA,
1994b].

Rotatorien

Rotatorien vermehren sich parthenogetisch wie Daphnien und besitzen gegeniiber anderen
Organismen sehr kurze Reproduktionszeiten, daher sind sie fiir chronische Kurzzeit-Test von
Interesse. Zur Zeit wird in Frankreich ein Rotatorien-Reproduktionstest mit Brachionus
calyciflorus iiber 48 h fiir Abwasseruntersuchungen in einem Ringversuch getestet. Zu Beginn
des Tests werden in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatten je ein Rotifer (< 2 h alt) gegeben
und nach der Exposition die Zahl der Rotatorien pro Vertiefung bestimmt.

Algen

Eine hiufig eingesetzte und international standardisierte Methode ist die Bestimmung der
Wachstumshemmung von Algen. Kulturen von einzelligen griinen Algen (zumeist Scenedesmus
subspicatus) werden iiber 72 oder 96 h exponiert und die Zellkonzentrationen mindestens téglich

gemessen. Ausgewertet werden die Wachstumshemmung und die Wachstumsrate [OECD, ISO,
USEPA, 1994a; USEPA, 1994b].
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Hohere Pflanzen

Verschiedene nationale Vorschriften stehen fiir die Durchfithrung von chronischen Tests iiber
sieben Tage mit verschiedenen Lemna-Spezies zur Verfiigung (ASTM, EPA, OECD-Entwurf).
Eine Hemmung des Wachstums wird iiber die Gesamtzahl der Blitter, die Wachstumsrate
und/oder iiber das Absterben von Blittern ermittelt. Zur Zeit wird ein DIN-Entwurf in
Deutschland entwickelt.

Chronische Langzeit-Tests

Chronische Langzeittests werden wesentlich seltener fiir die Untersuchung von
Abwassereinleitungen eingesetzt. In der dénischen Untersuchungsstrategie ist auf der zweiten
Untersuchungsebene der Einsatz von chronischen Fisch- und Daphnientests vorgesehen. In der
niederlandischen Strategie werden diese Tests nach dem biologischen Abbautest eingesetzt. Die
Tests werden in Anlehnung an OECD Vorschriften durchgefiihrt.

Langzeitfischtests konnen als verldngerte Toxizitétstests mit adulten Fischen bis zu 14 Tagen
(Mortalitit und Verhaltensénderung) oder als Tests mit friihen Entwicklungsstadien durchgefiihrt
werden. Im letzteren Test werden befruchtete Fischeier eingesetzt und der Test solange
fortgesetzt, bis der Dottersack der Kontrollfische resorbiert ist. Letale und subletale Effekte
werden betrachtet (OECD).

Der chronische Reproduktionstest mit Daphnia magna geht tiber 21 Tage und misst die Zahl der
lebendigen Nachkommen pro Daphnie (z.B. OECD 202). Von der ASTM gibt es eine Vorschrift
bei der der chronische Kurzeitzeit-Test mit C. dubia bis zu 15 Tage verlangert wird, um den
Effekt auf die im Test geschliipften Daphnien mit zu erfassen.

3.1.4 Mikroorganismen

Leuchtbakterien

Der akute Leuchtbakterientest gehort zu den am haufigsten eingesetzten Biotests fiir Abwésser
und ist international standardisiert (ISO). Die Methode beruht auf der Detektion der Hemmung
des Leuchtens von Vibrio fischeri, welche in der Regel nach 30 min Testdauer bei 15° C
bestimmt wird. In den Standardvorschriften wird der Test als Kiivettentest durchgefiihrt.

Ein chronischer Test mit Leuchtbakterien, in dem die chronische Wirkung nach 22 Stunden
Inkubation bei 27° C gemessen wird, befindet sich zur Zeit in der Erprobung. Nach der Inkuba-
tion wird die Abnahme der Leuchtintensitit gemessen, welche durch eine Erschopfung des
Zellmetabolismus induziert wird. Dieser Test ist in der niederldndischen Untersuchungsstrategie
als ein Test zur Priifung auf chronische Toxizitét vorgesehen [Tonkes, 2000].

In einer Untersuchung von 25 Schadstoffen wurden der chronische Leuchtbakterientest, der 48
Stunden-Reproduktionstest mit dem Rotifer B. calyciflorus und der D. magna Reproduktionstest
{iber 21 Tage miteinander verglichen [Radix et al., 1999]. Der Rotatorientest war zwar etwas
unempfindlicher als der Daphnientest, zeigte aber dennoch eine recht gute Korrelation. Der
chronische Leuchtbakterientest zeigte bei einer vergleichbaren Empfindlichkeit mit dem
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Daphnientest allerdings eine sehr viel schlechtere Korrelation. Beide Tests, der chronische
Leuchtbakterientest und der Rotifertest, wurden in dieser Arbeit als geeignet fiir das Screening
chronischer Wirkungen angesehen. In vergleichenden Abwasseruntersuchungen der chronischen
Wirkung im 22 h Leuchtbakterientest mit der chronischen Toxizitit von C. dubia und P.
promelas ergaben die NOEC-Werte eine gute Korrelation des chronischen Leuchtbakterientests
zum Daphnientest, die NOEC-Werte des Daphnientests waren dabei jedoch etwas hoher [Sweet
et al., 1997].

In Deutschland steht eine DIN-Vorschrift zur Verfiigung, mit der die Wachstumshemmung von
V. fischeri iiber 7 h bestimmt wird (DIN 38412-37). In einem Vergleich der beiden Testend-
punkte Wachstums- (7 h) und Lumineszenzhemmung (24 h) nach der Untersuchung von
Einzelstoffen war die Wachstumstumshemmung als Endpunkt deutlich weniger empfindlich fir
Schwermetalle [Gellert, 2000]. Fiir organische Stoffe war der Wachstumshemmtest dagegen
zumeist um den Faktor 2 unempfindlicher. Dies konnte von der hohen Konzentration an
Nihrstoffen im Testmedium des Wachstumshemmtests im Gegensatz zum 24h-Lumineszenz-
hemmtest bewirkt sein (Verlust von Stoffen durch Adsorption), die Reproduktionsrate des
Wachstumshemmtests ist mit einem Faktor von 10 in 7 h dagegen héher als im 24h-Test mit nur
einem Faktor von ungefihr 2 [Froehner et al., 2000].

Pseudomonas putida

National oder international standardisierte Testvorschriften stehen fiir die Bestimmung akuter
oder chronischer Wirkungen mit Pseudomonas putida (Stellvertreter fiir heterotrophe
Mikroorganismen in Oberflichengewdssern) zur Verfiigung. In akuten Tests wird die
Atmungshemmung nach 30 min (DIN) und in chronischen Tests die Wachstumshemmung nach
16 h detektiert (SO).

Andere Testsysteme

Weitere Tests mit Mikroorganismen werden hdufig fiir die Untersuchung von indirekten
Abwassereinleitungen eingesetzt, mit dem Ziel die biologische Abwasserbehandlung vor
Stérungen durch Hemmstoffe in diesen Abwissern zu schiitzen. Hierzu gehoren Tests mit
Belebtschlamm, um eine Hemmung der Atmung des Belebtschlamms (Respirationshemmung,
ISO, OECD) oder der Nitrifikation (ISO) zu ermitteln. In einem ISO-Entwurf wird ein anaerober
Screening-Test beschrieben, mit dem eine toxische Wirkung der Abwasserinhaltsstoffe auf die
anaerobe Gasbildung bei der Faulung erfasst werden soll (ISO).

3.1.5 Nicht standardisierte organismische Tests

Fischei-Test

In Deutschland wurde der Fischei-Test, bei dem befruchtete Fisch-Eizellen tiber 48 h exponiert
werden, fiir die Bestimmung der akut toxischen Wirkung von Abwassereinleitungen auf die
Embryonalentwicklung erprobt. Endpunkte dieses Tests sind einerseits Parameter, denen die
gleiche Bedeutung wie die Letalitdt fiir adulte Fische zugewiesen wird, und andererseits
Parameter, welche auf spezifische Wirkmechanismen hinweisen. Ein Vergleich dieses Tests mit
dem akuten Fischtest zeigte eine hohere Empfindlichkeit des Fisch-Eizell-Tests und eine
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Erhshung der Aussagekraft gegeniiber dem Fisch-Test, da Informationen iiber bestimmte Wirk-
mechanismen gewonnen werden konnen [Friccius et al., 1995; Lange et al., 1995]. Zur Zeit
befindet sich der Test in der Endphase des Normungsverfahrens. In der zukiinftigen DIN-
Vorschrift ist allerdings nur die Auswertung von Schadigungen, die als definitive Stérungen der
Embryonalentwicklung zum Tod fiihren, vorgesehen (DIN 38415-6 Entwurf 2000).

Toxizitdtstests-Kits

Zunehmend werden sogenannte Toxizitétstest-Kits eingesetzt. Dies sind Fertigtests, die vom
Hersteller soweit vorbereitet sind, dass die Toxizitétstests ohne grofie Vorbereitungen im Labor
durchgefiihrt werden konnen. Enthalten sind die Testorganismen als Dauereier sowie die zur
Vitalisierung notwendigen Medien. Ihr Vorteil ist die leichte Durchfiihrbarkeit und es entfillt die
Hilterung der Testorganismen. Bisher gibt es die folgenden Test-Kits:

Rotoxkit F: SiiBwasser Rotifer Brachionus calyciflorus
Rotoxkit M: Salzwasser Rotifer Brachionus plicatilis
ThamnotoxKkit F: SiiBwasser Crustacee Thamnocephalus platyurus
Streptoxkit F: SiiBwasser Crustacee Streptocephalus proboscideus
Artoxkit M: Salzwasser Crustacee Artemia salina.

Die Toxkits Rotoxkit F, Streptoxkit F und Thamnotoxkit F wurden von Latif et al. (1995) mit
dem akuten D. magna Test (24 h) iiber die Untersuchung von 42 kommunalen und industriellen
Abwassereinleitungen verglichen. Die Toxkits zeigten sich als genauso empfindlich wie der
Daphnientest, T. platyurus war fiir 75 % der toxischen Proben empfindlicher als D. magna. In
den ersten Untersuchungen zur Erprobung der niederlandischen Untersuchungsstrategie wurden
die Toxkits Rotoxkit F und M, Thamnotoxkit F sowie Artoxkit M mit einbezogen [Tonkes &
Baltus, 1997]. Diese zeigten sich hier als weniger empfindlich im Vergleich zu den auch durch-
gefiihrten akuten Leuchtbakterien- und Daphnientests. /

Miniaturisierte Testsysteme

Miniaturisierte Testsysteme werden vor allem in Hinblick auf die Automatisierung von
bestehenden Testmethoden oder die Reduzierung des fiir einen Test benétigten Probenvolumens
entwickelt.

Beispiele sind der miniaturisierte Leuchtbakterientest in Mikrotiterplatten (100 ul Probe; Fiehn
et al., 1997) sowie der Einsatz von Daphnien (D. magna < 24 h alt) oder frisch geschliipften
Fischlarven (P. promelas) in 48 Loch Mikrotiterplatten (2 ml Probe; Powell et al., 1996). Auch
der Algenwachstumshemmtest kann in miniaturisierter Form durchgefiihrt werden [z.B. Hohne,
1991; Blaise et al., 1998].

Da die miniaturisierten Tests mit den gleichen Organismen, den gleichen Endpunkten und meist
auch mit den gleichen Medien arbeiten wie ihre Vorginger auf ,,Normalmal*, sind sie auch nicht
grundsétzlich anders zu bewerten. Erforderlich ist allerdings die jeweilige Validierung gegentiber
dem Ausgangstest.
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3.1.6 Suborganismische Tests

Suborganismische Testsysteme detektieren toxische Wirkungen auf zelluldrer, enzymatischer
oder biomolekularer Ebene. Ihr grundlegendes Prinzip ist die Simulierung von biomolekularen
Zielorten in Organismen, welche aufgrund ihrer Wechselwirkung mit Schadstoffen zu einer
Manifestierung toxischer Wirkungen fiihren.

In diesen Tests werden allerdings die den Organismen zur Verfligung stehenden Meta-
bolisierungs- und Eliminationsmechanismen nicht mit abgebildet. Daher konnen diese nur einen
ersten Hinweis auf eine potenzielle Schadigung des Gesamtorganismus liefern und miissen mit
organismischen Tests abgeglichen werden, wenn sie als Ersatz fiir diese herangezogen werden
sollen.

Suborganismische Tests werden gemeinsam mit miniaturisierten Varianten organismischer Tests
héufig als sogenannte Mikrobiotests bezeichnet [Blaise, 1998].

Fischzelltests

Verschiedene Testsysteme mit Fischzellen wurden entwickelt, um die Zahl von Fischtests zu
reduzieren oder Fischtests ganz verzichtbar zu machen, allerdings ist noch kein Test etabliert
[Denizeau, 1998]. Als Fischzelllinien werden hiufig RTG-2 Fibroblasten (Gonadengewebe von
Regenbogenforellen, rainbow trout gonads) oder BF-2 Fibroblasten (bluegill sunfish) verwendet.
Daneben kommen auch primire Zellkulturen z.B. Regenbogenforellen Hepatozyten zum Einsatz.
Die Tests werden in Mikrotiterplatten mit 24 h Inkubation durchgefithrt. Zumeist wird die
Vitalitit der Zellen iiber den Neutralrot-Test (Schadigung der Zell- und Lyosomenmembran)
oder den MTT-Test (Hemmung von Enzymen in Mitochondrien) mit Hilfe von Farbreaktionen
erfasst. Andere verwendete Effcktparameter neben der Cytotoxizidt sind die Zellmorphologie
oder die Zelladhésion.

Der RTG-2 Fischzelltest zeigte sich in Untersuchungen von Einzelstoffen als unempfindlicher
im Vergleich zum akuten Fisch- und dem Fischei-Test [Lange et al., 1995]. Von Gagné & Blaise
(1998a) wurden vergleichende Untersuchungen von Abwissern mit zwei Cytotoxizidtstests
(Regenbogenforellen Hepatozyten sowie Fibroblasten) und dem akuten Fisch-Test (Regenbogen-
forelle) durchgefithrt. Fiir die untersuchten Abwdsser wurde eine bessere Korrelation des
Hepatozyten-Tests mit dem Fischtest festgestellt. In einem anschlieBenden Ringtest erschien der
Test reproduzierbar und iibertragbar auf andere Labore [Gagné et al., 1999].

P450 Induktions-Test

Das Enzym Cytochrom P450, das in Leberzellen von Fischen und anderen Wirbeltieren
vorhanden ist, wird als Biomarker fiir die Exposition mit organischen Schadstoffen verwendet.
Im P450-Induktionstest wird die Induktion von Detoxifizierungsenzymen iiber die Cytochrom P-
abhingige enzymatische Aktivitit von 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) in der Leber
von Regenbogenforellen gemessen. Die Fische werden iiber 96 h exponiert und anschliefend
Leberhomogenisate fiir den Enzymtest vorbereitet. Fiir die Untersuchungen von Abwasserproben
wurde der Test z.B. von Burnison et al. (1996) und Garric et al. (1996) eingesetzt.
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Enzymatische Tests

In enzymatischen Testsystemen wird die Hemmung von Enzymaktivitdten in vitro detektiert. Es
gibt Testsysteme zur Detektion der Cholinesterase-, Urease- oder Aldehyddehydrogenase-
Hemmung [Obst et al., 1998]. In Deutschland ist eine normierte Vorschrift fiir den Cholin-
esterase-Hemmtest verfiigbar (DIN 38415-1). Mit ihm konnen gezielt Organophosphat- und
Carbamat-Pestizide detektiert werden. Der Test ist insofern direkt als Wirktest geeignet, als mit
ihm die Hemmung der Cholinesterase quantifiziert werden kann und damit die Wirkung auf das
Nervensystem. Fiir Abwasseruntersuchungen wurde dieser Test kaum eingesetzt, Hauptein-
satzgebiet war bisher das Monitoring von Oberflachengewéssern.

Immunoassays

Immunoassays beruhen auf dem Prinzip der Messung der Belegung der Bindungsstellen von
Antikérpern durch die Zielanalyten. Da die Bindungsreaktion selbst kein leicht detektierbares
Signal liefert, werden verschiedene Marker fiir die Detektion der Immunreaktion eingesetzt. Je
nach Detektionsart gibt es z.B. Radio-Immunoassays (RIA), enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA) oder Fluoreszenz Immunoassays (FIA). Durch die Verwendung von Antikdrpern
konnen Testsysteme fiir spezifische Analyten entwickelt werden. Diese existieren fiir eine Viel-
zahl von Pestiziden, sowie PAHs und PCBs und werden fiir die Untersuchung von Gewéssern
eingesetzt. [Dankwardt et al., 1998]. In Deutschland sind in einer DIN-Vorschrift Rahmenbedin-
gungen fiir die Durchfiihrung von Immunoassays zur Bestimmmung von Pflanzenbehandlungs-
und Schadlingsbekimpfungsmitteln festgelegt (DIN 34815-2).

Fiir Untersuchungen industrieller Abwisser erscheinen Immunoassays aufgrund der komplexen
Matrix und der dadurch bewirkten Cross-Reaktionen eher ungeeignet. Dartiber hinaus bilden sie
keine toxische Wirkung ab, sondern sind gegen die Struktur des jeweiligen Zielanalyten
ausgerichtet. Insofern sind sie nicht als Toxizitatstests anzusehen, sondern als Ergédnzung oder
Ersatz zu chemischen Analysenverfahren.
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3.1.7 Auswahl méglicher Toxizititstests fiir eine Untersuchungsstrategie

In Deutschland gibt es standardisierte Tests mit Organismen aller vier Trophie-Ebenen fiir die
Bestimmung der aquatischen Toxizitit mit Kurzzeit-Tests. Mit den vorhandenen Fisch-,
Daphnien- und Leuchtbakterientests wird die akute Toxizitdt bestimmt und mit dem Algentest
werden auch chronische Wirkungen erfasst. Es besteht eine groe Erfahrung bei der Anwendung
dieser Tests fiir die Untersuchung von Abwassereinleitungen [Diehl & Hagendorf, 1998].

Es ist allgemein anerkannt, dass diese Tests nur einen Teil der mdglichen Wirkungen auf
aquatische Lebensgemeinschaften abbilden kénnen. Zugleich gilt auch, dass die Suche nach dem
empfindlichsten Test nicht erfolgreich sein wird, aufgrund der Vielzahl der Faktoren, welche die
Empfindlichkeit von Organismen beeinflussen (vgl. Kap 3.1.1). Die vier normierten Toxizitéts-
tests werden daher allgemein als notwendig und ausreichend fiir eine sichere Uberwachung
angesehen [Steinhduser, 1996b]. Fiir die Erfassung kurzzeitiger akuter Wirkungen ist daher keine
Notwendigkeit zur Einbeziehung weiterer Tests mit anderen Organismen in die Untersuchungs-
strategie erkennbar.

Im Falle des Fischtests wird seit einiger Zeit die Eignung des Fischei-Tests oder von Fisch-
Zellkulturen als Screenigtests gepriift, um aus Tierschutzgriinden den Fischtest nur noch seltener
einsetzen zu miissen. Der Fischei-Test befindet sich zur Zeit in der Normung (Entwurf DIN
38415-6). Im Vorgriff auf dieses Verfahren soll jedoch bereits jetzt in der Untersuchungs-
strategie der Einsatz des Fischei-Tests anstelle des Fischtests vorgesehen werden. Da er ein
geringeres Probenvolumen benétigt, ist dies auch aus praktischen Griinden von Vorteil.

Wesentlich weniger Erfahrungen bestehen in Deutschland bei der Anwendung von anderen
chronischen Toxizititstests fiir die Untersuchung von Abwassereinleitungen als dem Algentest.
Obschon mit dem Algentest ein geeignetes Testsystem vorhanden ist, wird er nicht so hdufig fiir
Abwasseruntersuchungen eingesetzt wie die drei akuten Tests [Diehl et al., 2000]. Der Einsatz
von chronischen Tests erscheint aber immer wichtiger, da nur mit ihnen auch das langfristig von
Abwassereinleitungen ausgehende okotoxikologische Gefdhrdungspotenzial erfasst werden
kann.

Daher ist es sinnvoll, auch das Gefihrdungspotenzial chronisch wirkender Stoffe mit in die
Untersuchungsstrategie einzubeziehen. Von besonderem Interesse sind Kurzzeit-Tests, da es
problematisch ist, Abwasserproben iiber eine langere Zeit stabil zu halten. Mit dem Algentest
steht schon ein normierter Test zur Verfligung. Als zusitzlich beachtenswert erscheinen hier der
chronische Daphnientest (mit C. dubia), der chronische Rotatorientest und der chronische
Lumineszenztest. Eine genauere Priifung und Untersuchung dieser Tests wire aber noch
notwendig. Dariiber hinaus konnte eine Verldngerung der Expositionsdauer des Fischei-Tests
iiber 48 h hinaus entsprechend des chronischen Kurzzeit-Tests der US-EPA von Interesse sein.
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3.1.8 Gentoxizitiit

Grundlagen

Unter dem Begriff Gentoxizitit werden gewdhnlich alle Wirkungen erfasst, die Schddigungen an
der DNA hervorrufen. Initiale DNA-Schidden konnen allerdings enzymatisch repariert werden,
so dass sie nicht zwangsldufig zu Mutationen, d.h. Verdnderungen der DNA-Sequenz, fiithren
oder an Tochterzellen weitergegeben werden.

Der heutige Kenntnisstand erlaubt es noch nicht, eine Verbindung zwischen einem positiven
Befund in einem Gentoxizitits-Test und Wirkungen auf Gkosystemarer Ebene herzustellen.
Dennoch ist die in Biotests zu detektierende gentoxische Wirkung ein anerkanntes Kriterium der
Toxizitatspriifung und ein derartiger Test ist in Deutschland bereits in einen der Anhénge der
Abwasser-Verordnung (AbwV, Anhang 22) aufgenommen worden.

Die generelle Wichtigkeit der Detektion gentoxischer Wirkungen ldsst sich damit begriinden
[Helma & Knasmiiller, 1997], dass:

»  gentoxische Stoffe in Wissern direkte Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit haben
konnten, wenn der Mensch mit diesen Wissern in Kontakt kommt (vor allem iiber das
Trinkwasser),

»  Gentoxizitit die Reproduktionsfihigkeit von Organismen verringern kann,

»  durch DNA-Schéden hervorgerufene Mutationen die Instabilitit von Okosystemen durch
Verdnderung der Populationsstruktur erhchen koénnten.

Wie bereits aufgezeigt, gibt es in Zellen enzymatische Mechanismen zur Reparatur von DNA-
Schiaden. DNA-Schiden konnen somit temporédrer Natur sein und miissen keine weiteren Folgen
haben. Davon ausgehend kénnen in Gentoxizitétstests selbst auf zelluldrer Ebene verschiedene
Endpunkte detektiert werden, nidmlich (a) Genmutationen, (b) primidre DNA-Schiden, und
weiterhin chromosomale Schidigungen wie (c) Clastogenesis (Chromosomenbriiche oder Ver-
lust von Chromosomenteilen) und (d) Aneuploidie (anormale Chromosomenzahlen im Zellkern).
Zusammenhinge mit Wirkungen auf hoheren biologischen oder gar 6kosystemaren Ebenen, die
von groferer Relevanz fiir eine Gefidhrdungsabschétzung wéren, fehlen aber bis heute. Somit
lassen sich diese auch nicht in Tests abbilden.

Gentoxizititstests fiir Abwisser

Es gibt eine sehr groBe Vielzahl verschiedener Tests, die gentoxische Wirkungen detektieren; die
Zahl der zur Untersuchung von Wasser und Abwasser eingesetzten Tests ist jedoch bedeutend
kleiner [Helma et al., 1994].

Bakterielle Tests

Der Ames-Test detektiert Genmutationen und beruht auf der Exposition eines durch Mutation
erzeugten histidinbediirftigen Stamms von Salmonella typhimurium. Als Mal} fir die mutagene
Aktivitdt dient die Zahl der durch Riickmutation entstandenen histidinunabhédngigen Kolonien.
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Der Ames-Test ist international (OECD) und national standardisiert und wurde seit seiner
Einfiihrung von Ames 1973 sehr héufig auch fiir Abwasseruntersuchungen eingesetzt

Die im Bereich der Wasser- und Abwasseruntersuchung nach dem Ames-Test verbreitetsten
Tests sind solche auf primdre DNA-Schiden mit Bakterien, nédmlich der SOS-Chromotest
(Eschericia coli), der umu-Test (Salmonella typhimurium) und der Mutatox-Test (Vibrio
fischeri).

Im SOS-Chromotest und im umu-Test wird indirekt die Aktivitdt des SOS-Gens detektiert, das
fiir die Behebung von DNA-Schéden benétigt wird. Das Ausmaf3 der Induktion dieses Gens
dient dabei als MaB fiir die eingetretene primdre DNA-Schiadigung. Fiir den umu-Test wurde
eine ISO-Vorschrift entwickelt und es existiert ein DIN-Verfahren (DIN 38415-3).

Im Mutatox-Test wird eine DNA-Schiadigung dadurch festgestellt, dass die geschidigten Zellen
vermittelt durch die Aktivitit des SOS-Gens die Féhigkeit zur Lumineszenz zuriickerlangen.

Diese Tests werden kommerziell in Form von Test-Kits vertrieben, so dass sie vergleichsweise
leicht und ohne aufwendige biochemische Apparaturen durchzufiihren sind [Legault & Blaise,
1994].

Tests mit eukaryontischen Zellen

Zur Erfassung chromosomaler Schidigungen werden Zellen hoherer Organismen eingesetzt. Als
Tests im Abwasserbereich sind vor allem der Schwester-Chromatidaustausch-Test und der
Comet Assay zu nennen.

Im Comet Assay werden Briiche der DNA-Stringe nach gelelektrophoretischer Trennung
detektiert, wobei sich ein ,, Kometenschweif von DNA-Fragmenten bildet. Die Lange dieses
Schweifes dient als MaB fiir die Schidigung. Ein Vorteil dieses Tests ist, dass er mit verschie-
denen Zellen durchgefiihrt werden kann, unter anderem auch mit Zellen aquatischer Organismen
wie Fischen [Mitchelmore & Chipman, 1998].

Im Schwester-Chromatidaustausch-Test wird der symmetrische Austausch von DNA-Fragmen-
ten zwischen Chromatiden eines Chromosoms verfolgt. Dieser wird ausgehend von einem mit
einer gefirbten DNA-Base markierten Chromatid iiber die Weitergabe dieser Firbung innerhalb
des Chromosoms unter dem Mikroskop detektiert.

Diese Tests zum Nachweis chromosomaler Schiadigungen sind mit groferem Arbeitsaufwand
und hoheren Kosten verbunden als die bakteriellen Tests auf primére DNA-Schédigung, und es
ist bisher kein Vorteil ihrer Anwendung gegeniiber den erstgenannten Tests erkennbar. Insofern
erscheint ihre Anwendung im Abwasserbereich derzeit wenig reizvoll.

Der als einer der ersten entwickelte Gentoxizitétstests, der bakterielle Mutagenitétstest von Ames
(Ames-Test), hat in den letzten Jahren fiir den Abwasserbereich an Attraktivitdt verloren. Es
wurden mehrfach falsch positive Ergebnisse erzielt und es konnte gezeigt werden, dass typische
Abwasserinhaltsstoffe wie Aminosduren und Néahrstoffe diese hervorrufen koénnen. Im
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Abwasserbereich ist deshalb mit einer generellen Uberschétzung des genotoxischen Potenzials
bei Verwendung des Ames-Tests zu rechnen.

Obwohl Vergleiche zwischen verschiedenen Tests durchgefiihrt wurden [de Maagd & Tonkes,
2000a], lasst sich daraus bisher keine generelle vergleichende Aussage iiber die Sensitivitéit der
genannten Tests ableiten. Auch sind nicht alle diese Tests quantitativ im Sinne einer klaren
Dosis-Wirkungs-Beziehung einzusetzen.

Wegen der unterschiedlichen detektierbaren Endpunkte ist gelegentlich der Einsatz einer
Testbatterie zur umfassenden Detektion gentoxischer Effekte diskutiert worden. Gegeniiber dem
absehbar groBeren Aufwand ist der damit erzielbare Nutzen aber noch weitgehend offen.

Diskussion

Angesichts ihrer vergleichsweise guten Etablierung und des geringeren Testaufwands scheint im
Rahmen der Untersuchungsstrategie ein bakterieller Test auf primdre DNA-Schédden vorteilhaft
einsetzbar. Da in Deutschland der umu-Test standardisiert ist (Nr. 410 der AbwV) und bereits
Eingang in die Abwasser-Gesetzgebung gefunden hat (AbwV, Anhang 22), scheint dessen
Anwendung auch in der Untersuchungsstrategie sinnvoll. Ferner liegt durch die Anwendung im
Anhang 22 bereits ein groferer Datensatz zur Gentoxizitdt von Abwéssern im umu-Test vor, der
eine Einordnung zukiinftig erhaltener experimenteller Daten erleichtert.
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3.1.9 Endokrine Disruptoren
Grundlagen

Als endokrine Disruptoren werden allgemein Stoffe bezeichnet, welche die normalen Funktionen
des endokrinen (hormonalen) Systems beeinflussen und damit die verschiedenen hormonal
gesteuerten physiologische Prozesse beeintrachtigen konnen. Endokrine Disruptoren kénnen
dabei iiber verschiedene Wirkmechanismen in das Hormonsystem eingreifen. Ein direkter Effekt
kann durch agonistische Bindung an Hormonrezeptoren ausgeldst werden. Indirekte Effekte
konnen durch Beeinflussung der Biosynthese oder des Metabolismus von Hormonen hervorge-
rufen werden. Als besonders bedeutsam wird der Effekt auf das Reproduktionssystem
angesehen. In den meisten Untersuchungen standen 6strogene (verweiblichende) Wirkungen im

Vordergrund, aber auch androgene Wirkungen sind im Einzelfall belegt.

Neben natiirlichen und synthetischen Hormonen werden verschiedene Chemikalien als endokrin
wirksam eingestuft (Xenodstrogene). Zu diesen gehéren Industriechemikalien wie Alkylphenole,
Bisphenol A, Phthalate aber auch gewisse Insektizide, Herbizide und Fungizide. Dariiber hinaus
werden zunehmend auch Pflanzenhormone mit in Untersuchungen auf endokrine Wirksamkeit
einbezogen. In den letzten Jahren wurden verschiedene Methoden entwickelt, um die endokrine
Wirkung von Einzelstoffen oder summarisch von Stoffgemischen in umweltrelevanten Proben
wie Oberflaichenwasser oder Abwasser bestimmen zu k&nnen. Insbesondere fiir dstrogenartige
Wirkungen wurden unterschiedliche in vitro Tests als Screeningtests vorgeschlagen, welche auf

einem der folgenden Wirkmechanismen von Steroidhormonen beruhen:

*  Messung der Aktivitit von Enzymen, die an der Steroidsynthese beteiligt sind
» Kompetitive Ligandenbindungstests mit Rezeptoren
= Zell-Proliferationstests

=  Gen-Expressionstests in Séugetierzellen und Hefe

Ein Diskussion der Vorteile und Grenzen dieser Testssysteme in Hinblick auf die Bewertung der

ostrogenen Wirkung von Chemikalien findet sich bei Zacharewski (1997).

Tests fiir Abwiisser

Als gut geeigneter Biomarker fiir eine 6strogene Wirkung hat sich die in vivo und in vitro
durchfiihrbare Bestimmung der Induktion der Vitellogenin-Synthese erwiesen. Fiir in vivo Tests
werden minnliche Fische verwendet, da bei ihnen die Vitellogenin-Expression in der Leber nicht
aktiv ist. Ein erhohter Vitellogenin-Spiegel infolge der Induktion kann durch Blutuntersuchun-
gen festgestellt werden. In in vitro Vitellogenin-Tests werden Hepatozyten (Leberzellen, welche
Vitellogenin synthesisieren) zumeist von Regenbogenforellen aber auch von anderen Fischen im
Testgut exponiert. Vor kurzem wurden auch erste Untersuchungen mit Amphibien-Hepatozyten
(Xenopus laevis) durchgefiihrt [Kloas et al., 1999]. Eine Vitellogenin-Bildung kann in den Zell-

tests iiber die Bestimmung des extrazelluldr ausgeschiedenen Vitellogenin-Gehalts oder iiber die
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Quantifizierung der Vitellogenin-mRNA ermittelt werden, wozu verschiedene Methoden

entwickelt wurden.

Von Purdom et al. (1994) wurden 1987/89 erste Untersuchungen zur Vitellogenin-Induktion in
Fischen (gemessen mit einem Radioimmunoassay, RIA) nach ihrer Exposition in Kléran-
lagenabldufen durchgefiihrt. In dhnlichen Untersuchungen von Hansen et al. (1998) wurde die
Vitellogenin-Induktion in Fischen bestimmt mit einem ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) mit der Induktion von detektierten 6strogen wirkenden Stoffen im in vitro Hepatozyten-
Test verglichen. Neben dem in vitro induzierten Vitellogenin-Gehalt in Hepatozyten durch
kommunale und industrielle Abwassereinleitungen wurde von Gagné & Blaise (1998b) auch die
Vitellogenin-mRNA-Expression mit einem Chemolumineszenz in situ Hybridisierungs-Assay
(CISH) bestimmt. Islinger et al. (1999) entwickelten dagegen einen nicht radioaktiven dot/blot/
RNAse Protection-Assay zur Messung der Vitellogenin-mRNA-Expression und setzten ihn auch

fiir die Untersuchung von Abwasserproben ein.

Mit anderen in vitro Tests wird die hormonbewirkte Aktivierung des Ostrogenrezeptors
nachgestellt. Geeignete Testsysteme sind z.B. hormonabhéngige menschliche Brustkrebszellen
(MCF-7). Der Test mit MCF-7 Zellen (auch E-screen Test genannt) basiert auf dem Zell-
wachstum bei Anwesenheit von dstrogen wirkenden Stoffen. Fiir Stoffe mit bekannter 6strogener

Wirkung wurden bisher keine falsch positiven oder negativen Ergebnisse ermittelt.

Da menschliche Ostrogen-Rezeptoren auch in Hefezellen aktiv sind, d.h. mit ihnen kompetitive
Ligandenbindungstests durchgefiihrt werden koénnen, wurden sogenannte rekombinierte Hefe-
zelltests entwickelt, bei denen Ostrogen-Rezeptoren gentechnisch in Hefezellen eingebaut sind.
Die Bindung einer Substanz an den Rezeptor wurde mit der Expression des B-Galaktosidase-
Enzyms verkniipft, so dass ein Effekt tiber die 3-Galaktosidase-Aktivitdt photometrisch gemes-

sen werden kann. Der Hefetest detektiert natiirliche Ostrogene und bekannte Xenodstrogene.

Der MCF-7 Test wurde von Koérner et al. (1999 und 2000) fiir die Untersuchung von mittels SPE
gewonnenen Extrakten von Abwassereinleitungen eingesetzt. Die Zellproliferation wurde iiber
die Messung des totalen Proteingehalts mit einer photometrischen Methode quantifiziert. Der
rekombinierte Hefetest wurde in verschiedenen Untersuchungen von komplexen
umweltrelevanten Gemischen eingesetzt. Abwassereinleitungen wurden von Desbrow et al.
(1998) und von Wegener et al. (1999) untersucht sowie Belebtschlamm-Extrakte von Rehmann
et al. (1999). Desbrow et al. (1998) verwendeten dabei den Hefezelltest in einem ,,Toxicity
Identification Evaluation® (TIE) Verfahren zur Identifizierung 6strogen wirksamer Substanzen in
behandeltem Kommunalabwasser. Balaguer et al. (1999) entwickelten mit MCF-7 Zelllinien
einen rekombinierten Test mit einem §strogen-regulierten Luciferase Gen, bei dem die Bindung
an den Ostrogenrezeptor iiber die Luciferase-Aktivitit in einem Luminometer gemessen wird.
SchlieBlich gibt es Versuche, einen Ostrogenrezeptor zur selektiven Extraktion dstrogenaktiver

Substanzen aus Abwéssern einzusetzen [Seifert et al., 1999].

S.51



Diskussion

Fiir einen Einsatz in der Untersuchungsstrategie kommen in vivo-Tests wegen des mit ihnen
verbundenen Aufwands nicht infrage. Alle drei in vitro-Testsysteme (MCF-7, Hefetest und
Hepatozytentest) detektieren ostrogene Wirkungen und werden in Mikrotiterplatten durchge-
fithrt; die Testdauer variiert von sieben Tagen (E-screen) tiber 48 Stunden (Hepatozytentest) bis
zu 4 Stunden (Hefetest). Diese Tests sind also von dem benétigten Probenvolumen, dem Grad
ihrer Automatisierung und von der Testdauer her bereits durchaus zum Einsatz in einer Untersu-

chungsstrategie geeignet, allerdings wurde bislang noch keiner der in vitro Tests standardisiert.

Im Gegensatz zu diesen technischen Aspekten sind aber andere wichtige Aspekte noch unge-
klart. Fir die Sicherstellung der Umweltrelevanz eines in vitro detektierten Effekts muss dieser
mit in vivo Tests bestitigt werden konnen. Um Zelltests als Screeningtests einsetzen zu kénnen,
ist es wichtig, dass diese in vitro Tests gegen in vivo Tests kalibriert sind. Bisher wurden auch
noch keine vergleichenden Untersuchungen zur Empfindlichkeit der verschiedenen in vitro
Testsysteme fiir die Untersuchung von Abwassereinleitungen durchgefiihrt, so dass zudem eine
Auswahl des empfindlichsten Testsystems nicht moglich ist. In einem Vergleich von acht in
vitro Tests mit 20 endokrin wirkenden Stoffen wurden fiir natiirliche und synthetische Ostrogene
hohe Wirkungen in allen Testsystemen gemessen, fiir die getesteten Xenodstrogene dagegen
variierendere Ergebnisse gefunden [Andersen et al., 1999]. Zugleich zeigte sich, dass zur
Erhéhung der Zuverldssigkeit der in vitro Tests noch weitere Standardisierungs- und

Validierungsarbeiten notwendig sind.

AbschlieBend erscheint derzeit, dhnlich wie bei der Gentoxizitit (Kap. 3.1.7) die 6kologische
Relevanz der mit Hilfe von in vitro Biotests ermittelten dstrogenen Wirkungen von Abwéssern
oder ,,Umweltchemikalien® auf umweltsystemarer Ebene noch nicht hinreichend wissenschaft-
lich gekldrt. Gentoxizidtstests sind dennoch fiir Abwasseruntersuchungen anerkannt, da sie
wichtig fiir die generelle Detektion gentoxischer Wirkungen sind. Aus Laboruntersuchungen gibt
es deutliche Hinweise auf das Potenzial strogen wirkender Verbindungen, auf das reproduktive
System von hoheren Organismen einzuwirken [Danzo, 1998]. Daher kénnte langfristig nach
einer weiteren Erprobung, Standardisierung und Validierung von Testsystemen ggf. auch ein in

vitro Test auf endokrine Wirkungen mit in die Untersuchungsstrategie aufgenommen werden.

Zur Zeit wird ein Gemeinschaftsprogramm der EU zur Erforschung von Umwelthormonen und
endokrinen Disruptoren (COMPREHEND, Community programme of research on environ-
mental hormones and endocrine disrupters, 1999-2001) durchgefiihrt. Der Schwerpunkt dieses
Programms ist es, das Ausmaf} der Belastung von kommunalen und industriellen Abwasserein-
leitungen in verschiedenen nordeuropdischen Léndern mit endokrinen Disruptoren und deren
Einfluss auf die in aquatischen Systemen lebenden Organismen zu ermitteln [Pickering & et al.,
2000]. In diesem Rahmen ist auch ein Vergleich der oben genannten verschiedenen in vitro
Testsysteme vorgesehen, so dass nach Abschluss der Untersuchungen néhere Informationen iiber

die Eignung der verschiedenen Tests fiir Abwasseruntersuchungen vorliegen sollten.
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3.2 Bioakkumulierbarkeit
3.2.1 Grundlagen

Bioakkumulation, Biokonzentration und Bioverfiigbarkeit von Stoffen

Der Begriff Bioakkumulation beschreibt die Eigenschaft von Fremdstoffen, sich in Organismen
anzureichern. Dieser Prozess kann bei aquatischen Organismen iiber eine direkte Aufnahme aus
dem Wasser oder iiber diec Aufnahme mit der Nahrung erfolgen. Zu einer Anreicherung kommt
es nur, wenn ein Fremdstoff aufgenommen wird und die Aufnahmerate héher als die
Eliminierungsrate des Fremdstoffs im Organismus ist. Die Bioakkumulation eines Stoffs kann
zwischen verschiedenen Spezies sehr unterschiedlich sein, da verschiedene biologische und
physiologische Eigenschaften das Ausmal} der Aufnahme von Stoffen und die Féhigkeit, diese
wieder zu eliminieren, beeinflussen.

Die direkte Anreicherung eines Stoffs aus der Wasserphase wird als Biokonzentration definiert
und mit dem Biokonzentrationsfaktor (BCF) beschrieben. Der BCF ist das Verhiltnis der
Konzentration einer Chemikalie im Organismus zu der Konzentration im Wasser, in dem er
exponiert ist, und bezieht sich auf den Gleichgewichtszustand, bei dem Aufnahme und Elimi-
nation der Chemikalie gleich grofl sind. Der BCF kann auf das Feuchtgewicht des Organismus
oder auf seinen Fettgehalt bezogen werden. Experimentell wird der BCF {iber die Exposition von
Organismen (zumeist Fische) in einem statischen oder kontinuierlichen Testsystem bestimmt.
Zur mathematischen Beschreibung der Aufnahme und Abgabe von Chemikalien werden
Kompartimentmodelle eingesetzt. Im einfachsten Modell, dem Ein-Kompartiment-Modell, wird
der Organismus als homogenes Lipidgefdl angesehen. Die Anreicherung wird dann als Vertei-
lungsprozess zwischen einer Wasser- und einer Lipidphase dargestellt, welcher iiber passive
Diffusion ablduft.

Von den physikalisch-chemischen Eigenschaften, die die Bioakkumulation eines Stoffs
beeinflussen, ist die Lipophilie von grofiter Bedeutung. Diese bestimmt weitgehend die Tendenz
eines Stoffes, sich in der Doppellipidschicht der Zellmembran zu 16sen und dann weiter in den
Organismus transportiert zu werden. Als wichtigste Messgrofle dient der Verteilungskoeffizient
zwischen 1-Oktanol und Wasser (Koy), da zwischen ihm und dem Biokonzentrationsfaktor eine
direkte Proportionalitit besteht und daher mit den K, die Bioakkumulationstendenz in einfacher
Néherung beschrieben werden kann. Die Bioakkumulationstendenz nimmt demnach mit steigen-
der Lipophilie und steigendem K, eines Stoffs zu.

Biokonzentrationsfaktoren kdnnen geringer sein als nach dem K,y erwartet, wenn ein Stoff im
Organismus metabolisiert und ausgeschieden wird. Abweichungen von der Korrelation zwischen
BCF und K, werden auch bei Stoffen mit hoheren K,,-Werten beobachtet, wobei der BCF nicht
mehr mit dem K, steigt und ein vom K, abgeleitetes Biokonzentrationspotenzial tiberschétzt
wird. Verschiedene Ursachen kommen fiir diese Differenzen in Frage. Bei Stoffen mit logKoy-
Werten > 6 kommt es zu einer Abweichung, da stark lipophile Stoffe eine limitierte Permeation
durch die Doppellipidschicht der Membran aufweisen. Bei Stoffen mit Molekulargewichten
groBer 500 u oder Molekiildurchmessern grofer 0.95 nm beruht die geringere Biokonzentration
auf einer sterischen Hinderung der Aufnahme in die Zellmembran. Ein weiterer Parameter, der
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das Aufnahmepotenzial eines Stoffs beeinflusst, ist sein Ionisationsgrad. Ionen konnen im
allgemeinen nicht durch die Zellmembran diffundieren sondern miissen aktiv transportiert
werden, daher bestimmen der pH-Wert des Mediums und der pK,-Wert des Stoffs, ob und zu
welchem Anteil er aufgenommen wird [Fent, 1998].

Dariiber hinaus haben Umweltfaktoren einen grofen Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit eines
Fremdstoffs und bestimmen, inwieweit ein Stoff unter realen Bedingungen angereichert wird.
Als bioverfiigbar wird ein Stoff bezeichnet, wenn er gelost in der wéssrigen Phase vorliegt und
von Organismen direkt aufgenommen werden kann, also membrangéngig ist. Der wichtigste
Prozess, der die Bioverfiigbarkeit von hydrophoben Stoffen beeinflusst, ist die Sorption an
suspendierte Partikel, Sediment, Huminstoffe oder andere Makromolekiile [Geyer et al., 2000].
Daneben spielen auch der pH-Wert des Gewissers (Ionisationsgrad des Fremdstoffs) und die
Temperatur (Respirationsrate wechselwarmer Organismen) eine Rolle. Die Bioverfiigbarkeit
bestimmt also das tatsidchliche AusmaB der Biokonzentration in der aquatischen Umwelt.

Die Bioakkumulation schlieBt dagegen die Aufnahme von Stoffen liber die Nahrung, das
Sediment und iiber suspendierte Stoffe mit ein. Zunehmend wird der Beitrag der Aufnahme von
Stoffen iiber diese Pfade zur gesamten Bioakkumulation diskutiert. Fiir die meisten Stoffe ist die
Aufnahme aus dem Wasser von hoherer Bedeutung. Aufgrund der Sorptionsneigung hydro-
phober Stoffe an die partikulére Phase kann jedoch unter bestimmten Bedingungen der Anteil
sorbiert mit der Nahrung aufgenommener Stoffe signifikanter sein als der iiber die wissrige
Phase aufgenommene Anteil. Dies wurde fiir sehr hydrophobe Stoffe (logK,w > 6) gezeigt [Qiao
et al., 2000].

Bestimmung des Bioakkumulationspotenzials von Stoffen

Fiir eine erste Abschitzung des Bioakkumulationspotenzials von Stoffen wird in der Regel der
Kow-Wert herangezogen. Der K, von Einzelstoffen kann experimentell iiber die Fliissig-Fliissig-
Verteilung oder chromatographisch iiber RP-HPLC bestimmt werden, wofiir standardisierte
Verfahren zur Verfiigung stehen (OECD 107 und 117). Eine andere Moglichkeit ist die
Berechnung des K,y iiber Quantitative-Struktur-Wirkungs-Beziehungen (QSAR). Aufgrund
dieser verschiedenen Bestimmungsmethoden kénnen die Angaben der K,y-Werte fiir einen Stoff
etwas voneinander abweichen [Ritter et al., 1995].

In Deutschland wird mit Hilfe des K,,-Werts in der Grundstufe der Chemikalienbewertung vor
der Zulassung eines Stoffs das Bioakkumulationspotenzial eingeschétzt. Dabei gelten Stoffe mit
logKow < 3 als nicht bioakkumulierend, Stoffe mit logK,w zwischen 3 und 6 werden als
bioakkumulierend und Stoffe mit logKoy > 6 nur als bioakkumulierend eingestuft, wenn sie
Molekulargewichte < 500 aufweisen. Ist eine genauere Bewertung erforderlich, miissen
Fischtests zur experimentellen Bestimmung des BCF durchgefiihrt werden. Allgemein werden
international Stoffe mit logK,w-Werten > 3 bei der Bewertung von Chemikalien als potenziell
bioakkumulierend angesehen [Beek et al., 2000].
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3.2.2 Bestimmungsverfahren fiir Abwisser

Bekannte bioakkumulierende Stoffe konnen iiber Einzelstoffuntersuchungen in Abwissern
bestimmt werden. Um ein Gesamtbild der Abwasserbelastung mit bioakkumulierenden Stoffen
erhalten zu koénnen, wurden verschiedene chemisch-analytische Verfahren zur summarischen
Erfassung potenziell bioakkumulierender Stoffe (PBS) entwickelt. Leitparameter dieser
Verfahren ist wie auch bei Einzelstoffen der K,y. In einem jiingst erschienenen Ubersichtsartikel
wurden die Verfahren zur PBS-Bestimmung in Abwéssern miteinander verglichen [de Maagd,
2000].

Gemeinsam ist den meisten Verfahren, dass nach einer evtl. Probenvorbehandlung ein
Extraktionsschritt, evtl. eine Aufreinigungsstufe, und dann der eigentliche Trennschritt verbun-
den mit einer Detektion der PBS erfolgt (Tab. 6).

Jede dieser Verfahrenstufen hat einen groBen Einfluss auf die Stoffe, welche letztendlich als
potenziell bioakkumulierend summarisch gemessen werden. Sie bestimmen damit die Selektivi-
tit der eingesetzten Methode. Neben den VerfahrensgroBen héngt es auch von der Probenmatrix
ab, welcher Anteil der organischen Belastung als PBS erfasst wird; z.B. verdndert sich die
Lipophilie geloster anionischer Stoffe in Abhédngigkeit vom pH-Wert und der Kation-
Zusammensetzung. Auch konnen organische Stoffe in freier geloster Form, oder assoziiert an

Tab. 6: Ubersicht der bisher vorhandenen Verfahrung zur PBS-Bestimmung,.

Vorbehand- . . .
Methode 1 Extraktion und Aufarbeitung Trennung /Detektion
ung

DC pH=2 Fliissig-Fliissig-Extraktion (Hexan), RP-DC/GC-FID
[Renberg et al., Einengen
1985
HPLC pH=2 Fliissig-Fluissig-Extraktion (Hexan), RP-HPLC/UV
[Klamer & Aufreinigung des Extrakts tiber
Beekman, 1995] Aluminiumoxid- und

Kieselgelsdulen, Abtrennung

hochmolekularer Stoffe iiber GPC,

Einengen o
Priparative HPLC  pH des Festphasen-Extraktion C18 (Elution RP-HPLC, Sammeln der
[Metzger et al., Abwassers, mit MeOH und THF) und Soxhlet-  Fraktionen, Einengen,
2000] Filtration Extraktion des Filters mit Toluol Auswiegen bzw. TOC-

Bestimmung

Empore Disk pH=7.5 C18 beschichtete Teflonfilterscheibe Dampfdruck-Osmometrie
[Verbruggen et al., GC/MS
1999a; Verhaar et
al 199517
SPME pH=17.5 Polymerbeschichtete Faser, C8 GC/MS, HPLC/MS
[de Maagd &
Tonkes, 2000b] )
SPMD pH des Polyethylenschlauch gefiillt mit GC
[Verbruggen et al., Abwassers, Hexan oder Lipiden
2000] Filtration
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organische Makromolekiile (Huminstoffe) vorliegen; diese Assoziation veréndert vermutlich
nicht nur den K,-Wert und damit das Bioakkumulationspotenzial, sondern auch die
Bioverfiigbarkeit.

SchlieBlich ist eine grundlegende Schwierigkeit bei der Verfahrensentwicklung und Priifung,
dass der Gehalt an PBS in einer Probe grundsétzlich unbekannt ist. Es lassen sich mit verschie-
denen Verfahren sicher unterschiedliche PBS-Gehalte derselben Probe ermitteln, ohne dass es
moglich wire zu entscheiden, welches der ,,wahre* Wert ist.

Im folgenden sollen die verschiedenen Verfahren und die einzelnen Verfahrensschritte niher
beschrieben werden.

Losungsmittelextraktion-Diinnschichtchromatographie (DC)

Die erste Methode zur Bestimmung von PBS in Abwissern wurde 1985 von Renberg et al.
(1985) vorgestellt. Aus einer Abwasserprobe wurde dabei mit Fliissig-Fliissig-Extraktion mit
Hexan die weniger polaren gelosten Stoffe extrahiert. Der erhaltene Extrakt wurde anschlieend
iiber RP-DC (Reversed-phase Diinnschichtchromatographie) nach seiner Polaritdt aufgetrennt.
Dann wird der Bereich der Diinnschichtplatte, in dem sich die hydrophoberen Stoffe befinden,
von der Platte abgekratzt und die PBS mit Losungsmittel wieder desorbiert. Thr Gehalt wurde
schlieflich iiber GC-FID abgeschétzt. Diese Methode wird in der schwedischen
Untersuchungsstrategie [Swedish Environmental Protection Agency, 1997] eingesetzt.

Losungsmittelextraktion-Fliissigchromatographie (HPLC)

Klamer & Beekman (1995) veroffentlichten 1995 eine erste auf einer HPLC-Trennung
basierende Methode zur Abschidtzung von PBS in Abwasserproben. Nach Hexan-Extraktion
(siehe oben) wird der Rohextrakt gereinigt und dabei hohermolekularer Stoffe tiber GPC
(Gelpermeationschromatographie) abgetrennt. Die Auftrennung des Extrakts und die Detektion
der Stoffe erfolgt dann tiber RP-HPLC mit UV-Detektion. Mit der verwendeten
Gradientenelution korrelierten logK,y und Retentionzeiten von 55 Stoffen iiber einen logK,w-
Bereich von 0.9-8.3.

Festphasenextraktion-Prdiparative HPLC

Auf der Basis einer priparativen HPLC-Trennung wird zur Zeit in Deutschland eine Methode
zur PBS-Bestimmung entwickelt [Metzger et al., 2000]. Die filtrierten Abwasserproben werden
mittels Festphasen-Extraktion (SPE) extrahiert, der Extrakt mit Losungsmittel (MeOH/THF 1:1)
von der Festphase eluiert und iiber eine préparative RP-HPLC nach dem K, -Wert getrennt. Die
in dem entsprechenden Zeitfenster des gewiinschten logK,,-Bereichs 3-8 von der Saule
eluierende Fraktion wird gesammelt, vom Laufmittel befreit und das Gewicht dieser PBS-
Fraktion bestimmt. Zuséitzlich kann iiber die Bestimmung des Feststoff-TOC der der PBS-
Fraktion zuzuordnende Anteil am Abwasser-DOC ermittelt werden.
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Wenn der zur Probenextraktion verwendete Filter mitsamt der darauf befindlichen Partikel mit
Toluol extrahiert wird, so kann dieser Extrakt wie ein Abwasserextrakt der SPE aufgearbeitet
werden. Somit kénnen auch die partikuldr auftretenden PBS einer Probe erfasst werden.

Empore Disk-Dampfdruckosmometrie bzw. Gaschromatographie

Von Verhaar et al. (1995) wurde eine Methode zur sogenannten biomimetrischen Extraktion
vorgestellt, mit welcher die Basistoxizitdt von Stoffen (Narkosis) iiber eine Simulation der
Biokonzentration abgeschétzt werden soll. Die Aufnahme von Stoffen wird nachgestellt durch
Exposition einer hydrophoben Extraktionsscheibe (C18-Empore Disks) in groBen Wasser-
volumina iiber eine Zeit von bis zu zwei Wochen. Nach Ablauf dieser Zeit werden die an der
Scheibe adsorbierten Stoffe extrahiert und der Anteil an PBS iiber Dampfdruckosmometrie
detektiert. Alternativ wurde von Verbruggen et al. (1999a) auch die Gaschromatographie-
Massenspektrometrie fiir die Detektion der adsorbierten Stoffe eingesetzt.

Hierbei erfolgt, ganz analog zum Vorgang der Biokonzentration, eine Gleichgewichtseinstellung
zwischen Wasser und einer hydrophoben Phase. Deshalb auch werden bioakkumulierende
Verbindungen stérker erfasst werden als weniger bioakkumulierende Verbindungen.

Festphasen Mikroextraktion-Gaschromatographie

Die Festphasen-Mikroextraktion (,,Solid-phase microextraction, SPME) beruht auf der
Adsorption geloster Stoffe an einer polymerbeschichteten Faser, welche in die Probe gehalten
wird. Die Extraktion verlduft dhnlich der Empore Disk-Extraktion, bendtigt aber eine kiirzere
Zeitdauer und ein geringeres Probenvolumen. Die Faser kann nach der Extraktion (24 h riihren)
direkt als Injektionsnadel fiir die GC eingesetzt werden, so dass eine Losungsmittel-Extraktion
entfillt. Dieses Verfahren wird fiir den Einsatz in der niederlédndischen Untersuchungsstrategie
erprobt [de Maagd & Tonkes, 2000b]. Die Quantifizierung der PBS erfolgt iiber die Auswertung
der Peakflichen nach massenspektrometrischer Detektion. Fiir die Bewertung der PBS-
Belastung eines Abwassers werden die Ergebnisse der SPME von unbelasteten Oberflédchen-
wissern zum Vergleich herangezogen.

SPMD-Gaschromatographie

Bei der SPMD (semi permeable membran device) wird ein semipermeabler Polyethylen-
Schlauch (Dialyse-Membran) gefiillt mit Hexan [Verbruggen et al., 2000] oder anderem
hydophobem Material wie Fischlipiden [Sodergren, 1987] verwendet. Dieser wird {iber lingere
Zeit (mehrere Wochen) in ein Gewdsser oder eine Abwassereinleitung fiir die Erfassung
hydrophober Stoffe einbracht [Kot et al., 2000]. Die Stoffaufnahme erfolgt dabei durch passive
Diffusion und der maximale Aufkonzentrierungsfaktor fiir einen Stoff ist von seinem K,y
abhingig [Petty et al., 2000]. Verbruggen et al. (2000) setzte als erstes die SPMD fiir die passive
Extraktion von PBS in Abwassereinleitungen ein. Nach einer Exposition der SPMD iiber zwei
Wochen, wurden aufgenommene Stoffe riickextrahiert und iiber GC bestimmt.
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3.2.3 Verfahrensvergleich

Wie diese kurze Zusammenstellung aufzeigt, existieren gegenwdrtig sehr unterschiedliche
Bestimmungsverfahren. Diese sollen nun stufenweise diskutiert werden:

Probenvorbehandlung: In einigen Fillen werden die Proben vor der Extraktion stark angesduert
[Renberg et al., 1985; Halder & Ahne, 1990]. Dies bewirkt eine Protonierung saurer Gruppen
und so eine Herabsetzung der Polaritdt vieler ionischer Substanzen. Hierin kénnte man einen
systematischen Fehler sehen, da diese Protonierungen beim pH-Wert des Oberflichenwassers
kaum auftreten werden; demnach wiirde nach Ansduern ein zu grofler Anteil an PBS erfasst.
Andererseits jedoch koénnen anionische organische Stoffe auch durch Ionenpaarbildung mit
mehrwertigen Kationen ihre Polaritit vermindern und damit lipophiler werden. Eine Ansduerung
dringt diesen Effekt zuriick und macht insofern das Untersuchungsergebnis weniger abhéngig
von einer variablen Abwassermatrix. Eine gewisse Unabhéngigkeit von der vorliegenden
Abwassermatrix erscheint wichtig, da nach einer Einleitung sich diese Matrix vollsténdig
verdndert.

In vielen Fillen werden partikuldre Probenanteile eingangs durch Filtration abgetrennt, wobei
das Risiko des Verlustes von PBS durch Adsorption an den Filter und den Filterkuchen
besonders hoch ist. Hier sollte eher die Zentrifugation eingesetzt werden, wie dies auch bei
Fliissig-Fest-Phasentrennungen im Rahmen von Bodenelutionsversuchen zur Vermeidung von
Stoffverlusten praktiziert wird.

Extraktion: Extraktionen mit organischen Lésungsmitteln (Flussig-Fliissig-Extraktionen) sind
arbeitsaufwendig und sind heutzutage weitgehend durch Festphasenextraktionen verdringt.
Diesen Trend sollten auch neuere Verfahren der PBS-Bestimmung reflektieren. Die Verwendung
der SPME (bzw. der Extraktions-disks) erscheint insofern reizvoll, als dort der ,natiirliche
Vorgang der Biokonzentration experimentell simuliert werden kann. Im Gegensatz dazu ist die
SPE eine erschopfende Extraktionsmethode; sie beruht zwar auch auf hydrophoben Wechsel-
wirkungen mit den Abwasserbestandteilen wie die Biokonzentration, allerdings stellt sich kein
Verteilungsgleichgewicht ein, wie es dort und bei der SPME der Fall ist. Das AusmaRl der
erschopfenden Extraktion wird weniger stark von der Probenmatrix und der Speziation der orga-
nischen Inhaltsstoffe in einer Probe beeinflusst sein, als die auf einer Gleichgewichtseinstellung
beruhenden Verfahren.

Aufreinigung: Das Ziel der teilweise eingesetzten Aufreinigungsverfahren ist vor allem die
Entfernung hohermolekulare Stoffe, die zwar u.U. in das angezielte K,,-Fenster fallen, aber
aufgrund ihrer GroéBe nicht membrangéngig und damit auch nicht akkumulierbar sind. Eine
Aufreinigung ist dann unnétig, wenn die nachfolgenden Stufen diese Komponenten nicht
detektieren konnen (z.B. GC).

Auftrennung: Alle erschopfenden Extraktionsverfahren bendtigen eine chromatographische
Auftrennung der extrahierten Komponenten vor der eigentlichen Detektion [Renberg et al., 1985;
Halder & Ahne, 1990; Metzger et al., 2000]; dabei soll das interessierende K,y-Fenster scharfer
eingegrenzt werden. Die Fliissigchromatographie ist hier gegeniiber der Gaschromatographie
vorzuziehen, da sie auch thermisch labilere und stérker funktionalisierte Verbindungen passieren

S. 58



lasst, die in der GC verloren gehen. Andererseits eliminiert die GC bereits Huminstoffanteile,
eben weil diese nicht hinreichend fliichtig sind.

Detektion: Hier werden im Falle der GC die MS- oder FI-Detektion verwendet. Diese Verfahren
sind beziiglich eines Stoffes als massensensitive Verfahren anzusehen. Die Response-Faktoren,
also das Verhiltnis von Signalintensitdt zu Stoffmenge, sind aber stoffabhéngig, so dass eine
Quantifizierung unbekannter Stoffe nicht moglich ist. Mit diesen Verfahren kann, beruhend auf
der Erkenntnis, dass die Response-Faktoren tiblicherweise um nicht mehr als einen Faktor von 2
variieren, immerhin eine quantitative Abschétzung vorgenommen werden.

Im Falle einer fliissigchromatographischen Trennung (HPLC) wurde bisher die UV-Detektion
verwendet. Dieses Detektionsverfahren ist allerdings unerwiinscht selektiv, indem nur UV-aktive
Stoffe detektiert werden kénnen. Zwar zeigen viele, auch nicht aromatische Verbindungen eine
Absorption bei niedrigen Wellenldngen (200-220 nm), jedoch variieren die Response-Faktoren
bei dieser Detektion sehr viel stérker als bei der MS- oder FI-Detektion. Fiir Quantifizierungen
unbekannter Stoffe oder gar Stoffgemische ist die HPLC mit UV-Detektion nicht einsetzbar.
Allenfalls kann ein relativer Vergleich zwischen mehreren, mit dem gleichen Verfahren
gewonnener und mit der gleichen Methode analysierter Proben vorgenommen werden.

Insofern ist das von Metzger gewidhlte Vorgehen, die chromatographisch aufgereinigte Fraktion
bioakkumulierbarer Stoffe durch Auswiegen oder durch eine Cor-Bestimmung zu quantifizieren,
sinnvoll. Insbesondere die Kohlenstoff-Bestimmung ist aussagekriftig, da sie sich mit typischen
Abwasserparametern wie der TOC- oder DOC-Bestimmung, die auch im Rahmen der Unter-
suchungsstrategien im Regelfall erhoben werden, in Bezug bringen ldsst. Im Vergleich dazu ist
die Aussagekraft der Osmometrie, welche eine molare Mefgrole darstellt, als weit geringer
einzustufen. Obendrein ist dieses Detektionsverfahren zu unempfindlich [de Maagd, 2000].

Vergleichende Untersuchungen von Abwissern mit zwei oder mehreren der aufgefiihrten
Methoden sind bisher nicht durchgefiihrt worden, so dass keine Einschédtzung der Verfahren in
Hinblick auf ihre Eignung vorgenommen werden kann.

Gegenwartig muss die Aussagekraft eines Summenparameters ,,potenziell bioakkumulierende
Stoffe” im Abwasser noch als weitgehend offen angesehen werden. Dieser Summenparameter
wird sich immer nur operationell definieren lassen; insofern ist fiir die Zukunft eine Festlegung
auf ein Bestimmungsverfahren notwendig, um Ergebnisse zumindest vergleichbar zu machen.
Die Aussagekraft wird dadurch allerdings noch nicht verbessert.

Es wird auch noch der Diskussion bediirfen, inwieweit der Aspekt der Speziation geldster
organischer Stoffe in der PBS-Bestimmung Beriicksichtigung finden soll. Bei einer rein
emissionsbezogenen Sichtweise wire eine solche Beriicksichtigung durchaus gerechtfertigt.
Allerdings ist zu beachten, dass sich die Wassermatrix, in der die PBS sich befinden, nach der
Einleitung drastisch verdndern wird. So wird mit der Vermischung mit Oberflachenwasser in
vielen Fillen eine deutliche Verringerung der Ionenstirke einhergehen und diese Matrix-
verdnderung beeinflusst mutmaBlich sehr massiv eben diese Speziation. An Partikeln durch
Kationenbriicken fixierte anionische organische Stoffe konnen desorbieren und in die geldste
Phase iibergehen, Kolloide und andere Assoziate kénnen durch Verlust an, die elektrostatische
AbstoBung vermindernde, Kationen ebenfalls disaggregieren und in echt geloste Form
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tibergehen. Vor diesem Hintergrund erscheint es auch gerechtfertigt, bei der Bestimmung der
potenziell bioakkumulierenden Stoffe den Einfluss der Abwassermatrix eher zuriickzudrdngen
und Speziationsfragen zu ,,vernachlédssigen®.

SchlieBlich sind die dargestellten und zukiinftigen Verfahren der PBS-Bestimmung, sofern sie
im Kontext einer mehrstufigen Untersuchungsstrategie fiir Abwésser eingesetzt werden sollen,
auch in Bezug auf ihre Koppelbarkeit und Kompatibilitit in einer solchen Strategie zu
betrachten. Auch eine solche Betrachtung hat bisher nicht stattgefunden.
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3.3 Persistenz
3.3.1 Grundlagen

Persistenz

Nach dem Eintrag eines organischen Stoffes in die aquatische Umwelt, wie z.B. iiber
Abwassereinleitungen, ist dessen Persistenz entscheidend fiir die Dauer seines Verbleibs in der
Umwelt und fiir die sich in einem Kompartiment einstellende Konzentration. Allgemein werden
organische Stoffe als persistent bezeichnet, wenn sie in der Umwelt besténdig sind, also mit den
natiirlichen Eliminierungsprozessen nur langsam oder gar nicht umgewandelt und abgebaut
werden. Thre endgiiltige Eliminierung ist nur méglich, wenn sie mineralisiert, d.h. zu Kohlen-
dioxid, Wasser und anorganischen Komponenten abgebaut werden kénnen.

Persistente Stoffe sind in der Umwelt unerwiinscht, da sie sich iiber verschiedene Umwelt-
kompartimente verbreiten und anreichern konnen. Insbesondere bei unpolaren persistenten
Stoffen kann es aufgrund ihres Bioakkumulationspotenzials auch zu einer Anreicherung in
aquatischen Organismen und zu einer Weitergabe der Stoffe iiber die Nahrungskette kommen.
Dies kann langfristig zu Schidigungen der betroffenen Organismen fiihren. Bei der Bewertung
der Gefihrdung oder des Risikos eines Eintrags organischer Stoffe werden daher Untersu-
chungen zu ihrer Persistenz mit einbezogen.

Eliminierung und mikrobieller Abbau von organischen Stoffen

Eine Eliminierung organischer Stoffe in der Umwelt kann iiber abiotische (physikalisch-
chemische) und biotische (biologische) Prozesse erfolgen. Dabei sind beide Prozesse stark von
der Struktur des betrachteten Stoffes beeinflusst. Physikalisch-chemische Prozesse, wie
Oxidationen, hydrolytische und photolytische Reaktionen, filhren grundsétzlich nur zu einer
Stoffumwandlung und nicht zu einer Mineralisierung. Fiir die zu betrachtenden Stoffe sind
abiotische Umwandlungsprozesse wegen kinetischer Hemmung meist nur von untergeordneter
Bedeutung.

Der iiberwiegende Eliminierungsweg fiir organische Stoffe in aquatischen Systemen ist der
biologische Abbau durch Mikroorganismen, welcher iiber eine Vielzahl von enzymatisch
katalysierten Reaktionen (Oxidations-, Reduktions- und Hydrolysereaktionen) ablaufen kann.
Die Mikroorganismen nutzen dabei u.U. den organischen Kohlenstoff und die freigesetzte
Energie fiir ihr Wachstum und zur Aufrechterhaltung ihrer metabolischen Prozesse. Der biolo-
gische Abbau kann unter aeroben (Oberflichenwasser) oder anaeroben Bedingungen (Sediment)
stattfinden.

Ob, wie schnell und in welchem Ausmaf ein organischer Fremdstoff eliminiert wird, héngt von
seiner chemischen Struktur und seiner Konzentration ab, aber auch in grolem Mafle von den
Gegebenheiten des jeweilig betrachteten Kompartiments. Systemabhéngige Faktoren, die den
biologischen Abbau eines organischen Stoffs beeinflussen, sind die Zahl und Zusammensetzung
der vorhandenen Mikroorganismen, die Konzentration mineralischer Nahrstoffe, die Art und
Konzentration anderer organischer Stoffe, der Sauerstoffgehalt, der pH-Wert und die Temperatur
sowie die Anwesenheit von Partikeln. Der Abbauprozess kann unterschiedlich sein, je nachdem
ob ein Stoff allein oder im Gemisch mit anderen Stoffen vorliegt. In Gewéssern sind Fremdstoffe
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gegentiber Naturstoffen zumeist nur in geringen Konzentrationen vorhanden, so dass ihr Abbau
oft cometabolisch erfolgt. Dabei wird der Fremdstoff ohne Nutzung als C- und Energiequelle in
Gegenwart von anderen Substraten transformiert oder mineralisiert, welche im Gegensatz zum
Fremdstoff fiir das Wachstum verwertet werden kénnen [Fritsche, 1999].

Standardisierte biologische Abbautests

Zur Einschédtzung des Abbauverhaltens von organischen Stoffen in aquatischen Systemen und
Kldranlagen sind verschiedene Labortests entwickelt worden. Der biologische Abbau in
Laborsystemen wird von den gleichen Faktoren beeinflusst wie der Abbau in aquatischen Syste-
men (siehe oben), wodurch sich eine Vielzahl moglicher Versuchsfaktoren ergibt.

In Labortests konnen die Eigenschaften des Testsystems wie z.B. pH, Temperatur, mineralische
Néhrstoffe, Substratgehalt, Co-Substrat und Testdauer festgelegt werden. Eine Standardisierung
des Inokulums, d.h. der Mikroorganismenquelle, ist in Hinblick auf Zusammensetzung und
Adaptationszustand jedoch nicht realisierbar. Ublicherweise werden daher Mischpopulationen
verwendet und das Inokulum tiiber seine Herkunft sowie das Testsystem tiiber den Inokulum-
gehalt definiert. Als Inokulum wird in der Regel Belebtschlamm, Klédranlagenablauf (aus
kommunaler Abwasserbehandlung) oder Oberflachenwasser verwendet; z.T. wird auch Sediment
zugegeben oder Biomasse dieser Quellen gemischt. Da sehr viele Faktoren das Ergebnis eines
biologischen Abbautests beeinflussen konnen, kann die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse
von unterschiedlichen Testsystemen gering sein. Es ist nicht mdglich, eine ,,wahre“ oder
Referenzmethode fiir die Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit festzulegen [Pagga, 1997].

Auch die verwendete analytische Methode beeinflusst in gewissem Malle das Testergebnis. Der
Abbau kann summarisch (CO;-Produktion, O,-Verbrauch, DOC-Abnahme) oder {iber
Einzelstoffanalytik verfolgt werden. CO,- oder O,-Messungen geben Auskunft iiber den
Mineralisierungsgrad, beriicksichtigen allerdings nicht die Umwandlung in Biomasse. Bei DOC-
Messungen wird ebenfalls der Endabbaugrad ermittelt, wobei die Umwandlung in Biomasse mit
erfasst wird. Es ist dabei jedoch nicht immer moglich, zwischen biologischem Abbau und
abiotischer Entfernung durch Sorption zu unterscheiden. Mittels Einzelstoffanalytik kann der
Primérabbau (Verlust der chemischen Identitét) ermittelt werden. Thr Einsatz ist aufgrund der
hoheren Empfindlichkeit bei der Verwendung von geringen Testkonzentrationen notwendig.

Die Anwendung von Abbautests soll im allgemeinen eine Voraussage iiber das Ausmal} des
Abbaus in einer natiirlichen oder technischen Umgebung (aquatisches System oder Abwasser-
behandlungsanlage) ermoglichen. Die verwendete Testmethode sollte daher zu einem gewissen
Grad diese Umgebung simulieren. Je genauer die Voraussage des Abbauverhaltens ausfallen
soll, desto besser miissen die Testbedingungen die Umgebung nachstellen und um so aufwen-
diger wird der Test. Ein einfacher Testaufbau ist dagegen ausreichend fiir die Ermittlung, ob ein
Stoff prinzipiell abbaubar ist oder nicht. Fiir unterschiedliche Untersuchungsziele wurden daher
verschiedene standardisierte Tests entwickelt.

Von der OECD wurde eine Testhierarchie fiir die Untersuchung der biologischen Abbaubarkeit
von organischen Stoffen entwickelt. Sie soll eine kosteneffiziente Bewertung des Abbau-
verhaltens ermdglichen, indem stufenweise von einfachen zu komplexeren Tests je nach
Notwendigkeit {ibergegangen werden kann. Diese Teststrategie ist allgemein anerkannt und die
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dort aufgefiihrten Tests gleichen den Tests der EU bzw. den ISO- und DIN-Vorschriften bis auf
geringfiligige Abweichungen [Merrettig-Bruns, 2000]. Sie besteht aus den folgenden drei Stufen:

1. Stufe: Tests auf leichte Abbaubarkeit (ready biodegradability) (OECD 301 A bis F)
2. Stufe: Tests auf potenzielle Abbaubarkeit (inherent biodegradability) (OECD 302 A bis C)
3. Stufe: Simulationstests (OECD 303 A und B)

Die verwendeten Tests sind sémtlich auf den aeroben Abbau in StiBwassersystemen ausgerichtet.

Die erste Stufe entspricht einem Screening der biologischen Abbaubarkeit. Die Testbedingungen
begiinstigen nicht den Abbau und sind gekennzeichnet durch eine geringe Animpfdichte (hohes
Verhiltnis von Testsubstanz zu Mikroorganismen) und nicht adaptierte Mikroorganismen. Die
Tests D und E besitzen mit ca. 10> Zelle/mL (Kliranlagenablauf) ein geringeres
Abbaupotenzial als die anderen vier Tests mit 10*-10° Zellen/mL (Belebtschlamm) bei
Substratgehalten von 10 - 40 mg/L. Ansonsten unterscheiden sich die Tests in der Art der
Detektionsmethode. Ein Stoff wird als leicht abbaubar betrachtetet, wenn er innerhalb von 10
Tagen nach Ende der lag-Phase (Anlaufphase bis zu einem Abbau von 10 %) zu 70 % gemessen
als DOC-Abnahme oder zu 60 % der theoretischen CO,-Produktion bzw. des theoretischen O,-
Verbrauchs abgebaut wird, wobei die gesamte Testdauer 28 Tage nicht iiberschreitet. Ein
positives Ergebnis bedeutet, dass dieser Stoff in der aquatischen Umwelt und bei der
biologischen Abwasserbehandlung schnell abgebaut wird. Ein negatives Ergebnis schliefit einen
Abbau in der Umwelt nicht aus, daher wird in der néchsten Stufe auf potenzielle Abbaubarkeit
getestet.

Die Tests der zweiten Stufe weisen giinstigere Abbaubedingungen auf, da eine hohere Zellzahl
in Bezug auf das Substrat vorhanden. Im Zahn-Wellens-Test (OECD 302 B) wird eine Zellzahl
von (10°%-107 Zellen/mL) fiir einen Substratgehalt von 50 - 400 mg/L eingesetzt. AuBerdem ist
eine Vor-Adaptation der Mikroorganismen mdglich und der Test kann {iber 28 Tage hinaus
verlangert werden. Anhand des Abbauergebnisses konnen Stoffe in nicht oder potenziell
abbaubar (Abbau > 20 %) eingeteilt werden. Ein Ergebnis tiber 70 % spricht fiir eine vollstin-
dige Abbaubarkeit und einen schnellen Abbau in adaptierten Kldranlagen.

Simulationstests der dritten Stufe sind vorgesehen, wenn fiir einen speziellen Umweltbereich die
Geschwindigkeit des mikrobiellen Abbaus bestimmt werden sollen. Dies ist z.B. der Fall, wenn
im Rahmen von Risikoabschédtzungen Daten zu Restkonzentrationen in der Umwelt bendtigt
werden. Bisher gibt es von der OECD standardisierte Tests speziell fiir die Simulation des
Abbaus bei der biologischen Abwasserreinigung (OECD 303). Von der ISO wird zur Zeit ein
einfacher Test zur Bestimmung von Abbaukinetiken in Oberflachengewdssern bei geringen
Testkonzentrationen entwickelt [Ingerslev & Nyholm, 2000].

Eine Ubersicht iiber die in der Testhierarchie einsetzbaren Verfahren ist in Anhang 3 zu finden.
Aufgefiihrt sind dabei auch weitere standardisierte Tests zur biologischen Abbaubarkeit in
marinen Systemen oder unter anaeroben Bedingungen. Eine Zusammenfassung von Test-
systemen zur Ermittlung der biologischen Abbaubarkeit organischer Stoffe und eine ausfiihrliche
Diskussion der verschiedenen Einflussfaktoren auf die Testergebnisse enthdlt ein
Ubersichtsbericht der OECD (1995).
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3.3.2 Biologische Abbautests fiir Abwiisser

In diesem Kapitel soll ein Uberblick iiber bisherige Anwendungen von biologischen Abbautests
fiir die Untersuchung von Abwissern gegeben werden. In Hinblick auf den Einsatz eines
Abbautests innerhalb einer Untersuchungsstrategie fiir gefdhrliche Stoffe in Abwasser-
einleitungen stehen Testsysteme im Vordergrund, welche zur Ermittlung der Restabbaubarkeit
von biologisch behandeltem Abwasser in natiirlichen Gewéssern eingesetzt wurden.

Die Anwendung von Abbautests auf unbehandelte Abwisser wird dagegen nur kurz dargestellt,
da sie in der Untersuchungsstrategie nur eine Randbedeutung haben.

Biologische Abbautests fiir unbehandelte Abwisser (Indirekteinleiter)

Die Anwendung eines Abbautests fiir unbehandeltes Abwasser kann im Rahmen einer Untersu-
chungsstrategie notwendig werden, wenn das Abwasser von Indirekteinleitern untersucht werden
soll. Mit diesem Test soll dann der Abbau in einer Kldranlage nachgestellt werden, um Abwasser
der Qualitit zu erhalten, wie man es nach der Mitbehandlung in einer kommunalen Kldranlage
erwarten darf.

Um die Abbaubarkeit in Kldranlagen zu ermitteln, wird i.d.R. ein Test mit hoher Animpfdichte
eingesetzt. Ein geeigneter Test ist der statische Zahn-Wellens-Test (inhdrenter Test, OECD 203),
da alle auftretenden Eliminationsmechanismen (biologischer Abbau, Sorption, Strippung) erfasst
werden [Schonberger, 1991]. In Deutschland kann er entsprechend der Abwasserverordnung fiir
die Bestimmung der aeroben biologischen Abbaubarkeit von Abwiéssern in biologischen
Behandlungsanlagen angewendet werden (AbwV Anlage 4 Nr. 407/408, Test nach DIN EN
29888). Bei Verwendung eines Belebtschlamm-Inokulums von 1g/L Trockenmasse zeigt eine
DOC- bzw. CSB-Reduktion von 80 % die Behandelbarkeit eines Abwassers in kommunalen
Abwasserbehandlungsanlagen an. Aufgrund der hohen Biomasse-Konzentration kann ein
gewisser Anteil der Abwasserinhaltsstoffe auch durch Sorption eliminiert werden. In erster
Néhrung kann dieser Anteil unter der Annahme, dass Sorptionsprozesse wesentlich schneller als
die biologischen Abbauprozesse ablaufen, iiber die Konzentrationsabnahme innerhalb der ersten
3 Stunden nach Testbeginn (,,3 h-Probe) abgeschétzt werden [Gartiser et al., 1996]. Um auch
die Mineralisation stark am Belebtschlamm sorbierender und schwerlslicher Stoffen im Zahn-
Wellens-Test erfassen zu kénnen, wird zur Zeit ein Testsystem mit CO,- und O,-Bestimmung
fiir die Standardisierung als ISO-Vorschrift erprobt.

Bislang wird die biologische Abbaubarkeit von Rohabwissern am haufigsten iiber das
BSBs/CSB- bzw. BSBs/TOC-Verhiltnis charakterisiert und der BSBs-Wert als Indikator fiir die
leicht abbaubaren Abwasserinhaltsstoffe bei der Bemessung von Klédranlagen herangezogen. Der
BSBs wird aber auch als MaBzahl fiir die noch leicht biologisch verwertbaren Stoffe in
behandeltem Abwasser und fiir die dadurch bewirkte Belastung fiir den Sauerstoffhaushalt eines
Gewiissers verwendet. Als Abbautest innerhalb einer Untersuchungsstrategie fiir Abwasser-
einleitungen ist der Test allerdings aufgrund der Matrixverdnderungen durch Zugabe des
Verdiinnungswassers und der kurzen Testdauer weniger geeignet. Bei ldngerer Testdurchfiihrung
kann zudem ein auf Nitrifikationsprozessen beruhender O,-Verbrauch den Messwert beein-
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flussen und eine zu hohe Belastung anzeigen. Zur Charakterisierung der Belastung des
Sauerstoffhaushalts durch Abwassereinleitungen kann der BSBs jedoch herangezogen werden.

Biologische Abbautests fiir Abwassereinleitungen (Direkteinleiter)

Der Einsatz von biologischen Abbautests in Untersuchungsstrategien zur Charakterisierung
gefdhrlicher Inhaltsstoffe von Abwassereinleitungen erfolgt zum einen mit dem Ziel,
Informationen iiber den auch im Gewdésser voraussichtlich nicht abbaubaren Anteil der
Abwassereinleitung zu gewinnen. Zum anderen sollen nach dem Test aber auch die durch den im
Gewisser zu erwartenden Abbau verursachten qualitativen Verdnderungen an den abzuleitenden
Stoffen erfasst werden; dabei interessiert besonders, ob die in einer Abwasserableitung
ermittelten gefdhrlichen Eigenschaften (Toxizit4t, Bioakkumulierbarkeit) erhalten bleiben oder
nicht. Ein geeignetes Testsystem sollte daher in gewissem Mafle die Abbaubedingungen im
Gewisser nachstellen konnen und eine Abwasserfraktion liefern, welche nur noch sehr schwer
bis nicht biologisch abbaubare Stoffe enthélt.

Bei der Untersuchung der biologischen Abbaubarkeit von Abwassereinleitungen gilt natiirlich
genauso wie fiir Einzelstoffe, dass das Abbauergebnis von den Systemeigenschaften des
verwendeten Testsystems abhingt. Fiir die Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit von
Abwassereinleitungen unter moglichst gewédssernahen Bedingungen stehen jedoch, abgesehen
vom zuvor genannten BSBs-Test, bislang keine standardisierten Tests zur Verfiigung. Bei den in
Kap 2 vorgestellten Untersuchungsstrategien von Schweden, den Niederlanden und Dénemark,
in denen Abbautests zum Einsatz kamen, wurde daher auf standardisierte Tests zur Ermittlung
der leichten Abbaubarkeit von Einzelstoffen zuriickgegriffen und diese z.T. modifiziert.

Im folgenden werden diese drei und weitere in der Literatur beschriebene Testsysteme fiir
Abwassereinleitungen mit anschlieBender Charakterisierung der persistenten Fraktion (Okotoxi-
zitdt, PBS) ausfiihrlicher dargestellt, um die verschiedenen Einflussfaktoren zu verdeutlichen.
Die jeweiligen Testbedingungen sind Tab. 7 zusammengefasst. Anhand von Untersuchungen zur
biologischen Abbaubarkeit von Abwassereinleitungen unter variablen Versuchsbedingungen
(nur Summenparameter) werden dann die verschiedenen Testsysteme in Hinblick auf ihr
Abbaupotenzial miteinander verglichen. Ziel ist es, anhand der verschiedenen Varianten ein fiir
die Untersuchungsstrategie geeignetes Testsystem auszuwéhlen.

In der Anwendung der schwedischen Untersuchungsstrategie (CID) zum Vergleich der
Abwassereinleitungen verschiedener Industriebereiche wurde als Abbautest ein modifizierter
ISO-Test (ISO 7827 entspricht OECD 301 A, DOC die away test) eingesetzt [Swedish
Environmental Protection Agency, 1997]. Das Ziel des Tests ist die Gewinnung einer Fraktion,
die alle persistenten Chemikalien und Abbauprodukte fiir eine weitere Charakterisierung enthalt.
Die Abwisser wurden z.T. so weit wie notwendig verdiinnt (vgl. Tab. 7), da neben direkt
eingeleiteten Abwissern auch Indirekteinleitungen untersucht wurden.

Als Inokulum wurde kommunaler Kliranlagenablauf in Konzentrationen verwendet, mit denen
die Bedingungen im Gewésser nachgestellt werden. Der Gehalt an PBS des Inokulums wurde in
die Untersuchungen mit einbezogen, um eine evtl. Probenkontamination mit PBS durch das
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Tab. 7: Biologische Abbautests eingesetzt in Gesamtabwasseruntersuchungen.

Strategie Proben Test Testbedingungen Testdauer Summenparameter
bzw. Autor
Schweden Industrielle ENISO 7827  Testvolumen 15L, 28 d oder bis die Verfolgung des
cID Abwasserein-  (OECD 301 A) Inokulum 1 mL/L DOC-Abnahme  Abbaus iiber DOC,
[Swedish le%tungen, modifiziert abgesetzter geringer als 10 % BSB; in regelméBigen
Environmen- Direkt- und kommunaler innerhalb von4  Abstinden CSB, TOC
- Indirektein- Kldranlagenablauf, = Tagen ist (z.T. zu Beginn und am
tal Protection ., Zugabe von bis zu 80 d) End
Agency, etter 1825¢ nde
1997] mineralischen
Néhrlosungen,
T =20°C
Abwasserproben wurden vor dem Test verdiinnt, wenn ein Schlammatmungshemmtest (ISO 8912)
eine Hemmwirkung des Abwassers anzeigte. Die Verdiinnung erfolgte nicht stérker als notwendig,
da es fiir die nachfolgenden Untersuchungen giinstiger, ist mit einer so konzentrierten Probe wie
moglich zu arbeiten.
Niederlande  Industrielle OECD 301 E  Testvolumen 10 L 28d (z.T.biszu DOC
WEA Abwasserein-  modifiziert fiir 28 d, Probe 1:1 84 d)
[Tonkes & leitungen, verdiinnt mit 15°C, im
Direkteinleiter Oberflichenwasser  Dunklen beliiften
Baltus, 1997]
als Inokulum
Dénemark Industrielle Ebene 1: Inokulum 2-4 Wochen DOC
. Abwasserein-  aerobe Kldranlagenablauf
Leitfaden lei Stabilisi )
[Pedersen et e}tungen, tabilisierung  oder .
al., 1995] Direkt- und nach OECD Oberfldchenwasser
° Indirektein- 301 E
leiter Ebene 2: prasser verdinnt  mehrere Wochen v, erfolgung des
OECD 306 mit Meerwasser Abbaus des relevanten
Effektparameters
Nyholm Industrielle 1. aerobe Inokulum 1-3 Monate bis  DOC
[Nyholm Abwasserein-  Stabilisierung  Klédranlagenablauf =~ DOC gder
1996] ’ leitungen, in Anlehnung  oder Oberfldchen- Toxizitét
Direkt- und an OECD-Test wasser, Probe 1:1 konstant bleiben
Indirektein- fiir leichte verdiinnt, Zugabe
leiter Abbaubarkeit  von mineralischem
Néhrmedium
2. leichte Gleiche DOC, 0,, CO,
Gesamtabbau-  Bedingungen wie bei
barkeit 1, aber hohere
Verdiinnung
Deutschland  Industrielle Nr. 407/408 der Inokulum 7d CSB oder DOC
AbwV Abwasserein-  Anlage 4 der Belebtschlamm
[AbwV leitungen, AbwV (Zahn-
1999] ’ Indirekteinlei-  Wellens-Test)

ter, Teilstrome

Inokulum beriicksichtigen zu konnen. Insgesamt wurden bei der Vielzahl der untersuchten
Proben DOC-Abnahmen von 10 - 90 % erzielt. Im Fall von Direkteinleitern kann bei einer hohen
Restabbaubarkeit auf eine unzureichende Abwasserbehandlung geschlossen werden.

Kliranlagenablauf als Inokulum wurde gewdhlt, da aufgrund seiner Gleichférmigkeit eine

bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse erzielt werden sollte, auch wenn unterschiedliche

Labore den Test durchfiihren. Inwieweit der Abbaubauprozess dann auch den jeweiligen Bedin-
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gungen im Gewdsser entspricht, ist jedoch unklar. Nach den Untersuchungen wurde diskutiert,
dass mit dem verwendeten Test der biologische Abbau von Indirekteinleitungen gegeniiber
ihrem Abbau in adaptierten Klaranlagen schwicher ist. In zukiinftigen Untersuchungen kénnte
daher bei der Auswahl des Inokulums unterschieden werden, ob es um einen Vergleich von
verschiedenen Abwassereinleitungen geht, wofiir ein einheitliches Inokulum verwendet werden
sollte, oder ob das Ziel die individuelle Bewertung einer Abwassereinleitung ist. Hierzu konnte
Inokulum der Abwasserbehandlungsanlage verwendet werden, in welcher das Abwasser
behandelt wird, oder bei Einleitung in ein Gewisser ein aus dem Vorfluter oder seinem Sediment
gewonnenes Inokulum.

In der niederlindischen Untersuchungsstrategie (WEA) wurde ein abgewandelter OECD Test
(OECD 301 E, modifizierter OECD Screening Test) angewendet, um die Restabbaubarkeit von
Abwassereinleitungen im Oberflichengewidsser zu bestimmen [Tonkes & Baltus, 1997].
Untersucht wurden im Rahmen der ersten Erprobung der Strategie zehn biologisch behandelte
Abwasserproben unterschiedlicher industrieller Herkunft. Nach 28 Tagen wiesen drei der Proben
eine DOC-Restabbaubarkeit von bis zu 45 % auf, welche sich bei Verldngerung des Tests noch
erhohte. Der Test wird aufgrund der fehlenden Standardisierung noch als entwicklungsbediirftig
angesehen. AufBlerdem wurde bei dieser ersten Erprobung keine Charakterisierung des als
Inokulum verwendeten Oberflichenwasser mit den WEA-Methoden durchgefiihrt. Falls das
Inokulum einen Einfluss auf die Ergebnisse der im Anschluss an den Abbautest bestimmten
Parameter hitte, miisste ggf. ein Korrekturfaktor eingefiihrt werden.

Im Ddnischen Leitfaden zur Risikoabschdtzung von industriellen Abwassereinleitungen wird auf
der ersten Untersuchungsebene (Screening) eine sogenannte aerobe Stabilisierung durchgefiihrt,
welche auf dem OECD-Test 301 E basiert [Pedersen et al., 1995]. Diese ist insbesondere fiir
Proben vorgesehen, welche nicht ausreichend vor der Einleitung vorhandelt wurden. Auf der
zweiten Untersuchungsebene sind Tests vorgesehen, welche sich ndher an den
Umweltbedingungen ausrichten, z.B. wird der OECD 306 Test (Abbautest fiir Meerwasser)
eingesetzt.

Von Nyholm (1996) wurde ein Schema zur Charakterisierung der Abbaubarkeit von Abwéssern
vorgeschlagen, welches die Kombination von Toxizitétstests mit einbezieht. Die Toxizitét dient
dabei als Leitparameter, um zwischen biologisch abbaubarer und persistenter Toxizitdt der
Abwasserinhaltsstoffe unterscheiden zu konnen. Ausgerichtet ist das Schema sowohl auf
Abwassereinleitungen als auch auf Indirekteinleiter. Zunéchst ist eine aerobe Stabilisierung
vorgesehen, bei der die Probe mindestens 1:1 mit dem Testmedium verdiinnt wird. Die
gewonnene persistente Fraktion sollte konzentriert genug fiir die weitere Charakterisierung sein.
Als Inokulum kann Belebtschlamm (allgemeine Charakterisierung) oder Inokulum aus dem
Gewisser, in welches das Abwasser eingeleitet wird (héherer Simulationscharakter) verwendet
werden, wobei die Biomasse nicht hoher als in Tests auf leichte Abbaubarkeit sein sollte. In
einem zweiten Test wird dann der nach der Stabilisierung gefundene DOC-Abbaugrad bei einer
starkeren Verdiinnung iiberpriift, da bei einer geringeren Konzentration auch evtl. weitere Stoffe
abgebaut werden koénnen. Damit wird die gesamte leichte Abbaubarkeit der Abwasserinhalts-
stoffe bestimmt und der Abbau allein tiber Summenparameter verfolgt. Als Anwendungsbeispiel
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wird die Untersuchung eines organisch hoch belasteten Abwassers aus einer Papierfabrikation
vorgestellt.

Vergleichende Untersuchungen des Einflusses der Testbedingungen (Art und Menge des
Inokulums) auf die Abbaukinetik von biologisch behandelten Abwassereinleitungen wurden
bislang kaum durchgefiihrt. Einige Beispiele sind Arbeiten von Khan et al. (1999) und
Percherancier et al. (1996), in denen verschiedene Versuchsbedingungen zur Bestimmung der
biologischen Restabbaubarkeit kommunaler Kliranlagenabldufe als sogenannter BDOC (biolo-
gisch abbaubarer DOC) in Batch-Versuchen getestet wurden als Alternative zum BSB-Test.
Khan et al. (1999) variierten Art und Menge des Inokulums (Ablauf oder Belebtschlamm aus
kommunalen Kliranlagen), um die Geschwindigkeit des Abbaus iiber eine Abbauzeit von 28
Tagen zu optimieren. Die Erhthung der Animpfdichte durch Verwendung von Belebtschlamm
als Inokulum fiihrte zu einer deutlichen Beschleunigung des Abbaus und zum Teil auch zu etwas
hoheren Endabbaugraden. Percherancier et al. (1996) verwendeten dagegen verschiedene
natiirliche Inokuli mit gleicher Animpfdichte (10° Zellen/mL) fiir die Bestimmung des BDOC
von kommunalen Kldranlagenabliufen iiber 8 Tage. Bei gleichem Endabbaugrad verlief der
Abbau mit aus oligothrophem FluBwasser gewonnenem Inokulum schneller als mit
FluBsediment-Inokulum gewonnen aus einem eutrophem Fliegewdsser.

Wird der biologische Abbau von Einzelstoffen mit den verschiedenen Tests auf leichte Abbau-
barkeit (RB-Tests, ready biodegradablity tests) verglichen [Gotvajn & Zagorc-Koncan, 1996;
Koziollek et al., 1996], so zeigt sich, dass einige Stoffe nur in einem RB-Test mit hSherer
Animpfdichte nach den OECD-Kriterien als leicht abbaubar eingestuft werden. In RB-Tests mit
geringerer Animpfdichte werden sie demgegeniiber entweder langsamer abgebaut, so dass das
10-Tage Kriterium nicht erfiillt wird, oder in geringem Ausmal als in einem RB-Test mit
hoherer Animpfdichte. Daher kann es bei einer zu geringen Animpfdichte zu einer
Unterschitzung der Abbaubarkeit kommen.

3.3.3 Diskussion

Insgesamt beruhen die vorgeschlagenen Testsysteme auf OECD-Tests fiir leichte Abbaubarkeit,
welche ein nur geringes Abbaupotenzial besitzen und generell aussagen, dass ein dort festge-
stellter Abbau auch in der Umwelt stattfinden sollte. Daher sollten nach dem biologischen
Abbautest einer Abwasserprobe die biologisch leicht entfernbaren Stoffe nicht mehr vorliegen.
Die Verfolgung des Abbaus erfolgt in allen Fillen iiber den DOC. Ein Unterschied besteht
jedoch in der vorgesehenen Animpfdichte und einer z.T. durchgefiihrten Probenverdiinnung. Um
eine hohere Ubereinstimmung mit natiirlichen Bedingungen zu erzielen wurden eher geringe
Animpfdichten mit Kl4ranlagenabldufen verwendet und in der niederléndischen Strategie die
Probe 1:1 mit Oberflichenwasser ohne weitere Zugabe von Biomasse im Test eingesetzt.

Der Einfluss dieser Faktoren auf den erzielten Abbaugrad, die Abbaugeschwindigkeit und die im
Anschluss bestimmten Parameter (Okotoxizitit, PBS) wurde im Rahmen der Gesamtabwasser-
bewertung noch nicht untersucht. Die verschiedenen Tests der OECD auf leichte Abbaubarkeit
lassen einen gewissen Spielraum in der Animpfdichte zu, je nachdem, ob Kléranlagenablauf oder
Belebtschlamm eingesetzt wird. Da die hier vorgestellten Tests z.T. sehr lange Abbauzeiten von
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zwei bis drei Monaten bis zu einer Stabilisierung des DOC-Gehaltes bendtigten, stellt sich die
Frage, ob sich die Geschwindigkeit des Abbaus durch Verwendung von Belebtschlamm (30
mg/L TS) als Inokulum bei vergleichbarem Endabbaugrad erh6hen ldsst. Damit wiirde sich der
Untersuchungsaufwand verringern und die Ergebnisse schneller zu Verfiigung stehen.
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4 Strategieentwurf

4.1

Anforderungen an die neue Untersuchungsstrategie

Aufbauend auf den bekannten Untersuchungsstrategien, deren zusammenfassender Darstellung

und den herausgearbeiteten Schwachstellen und Unzuldnglichkeiten (Kap. 2) lassen sich die

wesentlichen in dieser Arbeit gestellten Anforderungen an eine verbesserte Untersuchungs-

strategie formulieren:

fir eine umfassende Untersuchung des Umweltgefdhrdungspotenzials industrieller
Abwassereinleitungen sollten alle drei wesentlichen Kriterien, ndmlich Toxizitét, Persistenz
und Bioakkumulierbarkeit berticksichtigt werden;

diese Effektparameter sollten als gleichrangig angesehen werden;

neben der akuten Toxizitédt sollten auch die chronische Toxizitdt und die Gentoxizitét einbe-
zogen werden. Es sollte Offenheit beziiglich der spéateren Einbindung neuer Testverfahren
oder weiterer biologischer Effektparameter, etwa aus dem subletalen Bereich, bestehen;

der Strategie sollte ein emissionsorientierter Ansatz zugrunde liegen, wie er sich auch in
allen deutschen rechtlichen Regelungen findet und wie es dem Vorsorgeprinzip entspricht;

die Strategie sollte die Moglichkeit vorsehen, neben der geldsten Phase auch partikuldr
gebundene gefihrliche Stoffe zu betrachten, auch wenn deren Bedeutung z.Zt. nicht abge-
schétzt werden kann;

der Untersuchungsablauf sollte die prinzipiellen Unterschiede zwischen Direkt- und
Indirekteinleitungen beriicksichtigen;

wie in den bestehenden Konzepten sollte anféinglich eine chemische Charakterisierung des
Gesamtabwassers durchgefiihrt werden, um grundlegende Informationen {iber die Abwasser-
eigenschaften zu gewinnen;

die Strategie sollte flexibel aufgebaut sein, um sie an unterschiedliche Untersuchungs-
gegebenheiten und -ziele anpassen zu konnen und so unnétigen Untersuchungsaufwand zu
vermeiden;

daher sollte sie trotz einer gleichrangigen Betrachtung der Effektparameter die Moglichkeit
einer schrittweisen Untersuchung vorsehen, die beendet werden kann, wenn zuvor definierte
Kriterien erfiillt sind;

schlieflich sollten bei der Auswahl von Untersuchungsmethoden soweit als moglich
standarisierte oder zumindest vielfach erprobte Methoden der Abwasseruntersuchung heran-
gezogen werden, da deren Empfindlichkeit, Durchfiihrbarkeit und Reproduzierbarkeit
bekannt ist.

Entlang dieser Anforderungen wurde die folgende, modulare Untersuchungsstrategie fiir

geféhrliche Stoffe in Abwassereinleitungen der Industrie formuliert.
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4.2  Konzeption der Strategie IDA

Die hier dargestellte Untersuchungsstrategie, genannt IDA (Industrial Discharge Assessment), ist
in einzelne Module gegliedert. Dieser modulare Aufbau soll die geforderte Flexibilitit in der
Anwendung der Strategie und auch in ihrer spéteren Verdnderung gewihrleisten. Jedes dieser
Module umfasst und verkniipft in sich mehrere Arbeitsschritte, oft sogar die Ermittlung zweier
Effektparameter und die Erhebung ausgewahlter chemisch-analytischer Messgrofien.

Wie noch weiter ausgefiihrt werden wird, konnen je nach dem zu untersuchenden Abwassertypus
einzelne Module bei der Untersuchung angewendet oder herausgenommen werden. Weiterhin
kann auch in Abhéngigkeit von der Fragestellung die Untersuchung nach Abarbeiten bestimmter
Module beendet werden. SchlieBlich erlaubt der modulare Aufbau, nach der Durchfiihrung eines
Moduls in Abhéngigkeit von den Ergebnissen des Einzelfalls zu entscheiden, ob die Weiter-
fithrung der Untersuchungen im Sinne der Strategie notwendig ist, oder ob die bereits ermittelten
Effekte einen Wert iiberschreiten, ab dem MaBnahmen zur Verbesserung der Abwasserqualitit
durchgefiihrt werden sollten.

Die zeitliche Abfolge der Untersuchungsmodule ist in Bild 6 skizziert.

Modul ,,Probenahme und Charakterisierung“: In diesem Modul sind die vor der eigentlichen
Untersuchungsstrategie liegenden Arbeiten, beginnend bei der Probenahme, zusammengefasst.
Generell wird vor Durchfithrung der hier skizzierten Untersuchungen fiir jedes Abwasser eine
eingehende Charakterisierung durchgefiihrt. Vorhandene Daten werden zusammengestellt und
gegebenenfalls durch weitere Analysen ergénzt.

Im folgenden Modul ,,Toxizitit“ werden die akuten und chronischen biologischen sowie
gentoxische Effektparameter erhoben. Sind hier deutliche Effekte zu beobachten, kann die
Untersuchung ggf. beendet und direkt MaBnahmen zur Qualitidtsverbesserung und damit zur
Reduzierung der Wirkung veranlasst werden.

Im Modul ,Persistenz“ wird anschlieBend abgeschétzt, welcher Anteil der organischen
Abwasserbelastung einem weiteren Abbau (Mineralisation) im Gewésser nicht zugénglich ist.
Dieser ist als persistente Fraktion anzusprechen.

Als dritter grundlegender Gefdhrdungsparameter wird nun im Modul ,,Bioakkumulierbarkeit*
diejenige organische Fraktion erfasst, welche aufgrund ihres K,y-Wertes als potenziell bioakku-
mulierbar angesehen werden muss.

Damit sind die grundlegenden Effekte fiir die Untersuchung gefdhrlicher Stoffe, Persistenz,
Bioakkumulierbarkeit und Toxizitdt (PBT) erfasst. Ein wichtiges Merkmal dieser Strategie ist,
dass diese drei Gefahrdungsparameter nicht unabhéngig voneinander (also parallel) erhoben wer-
den, sondern dass durch die Verfahrensverkniipfung die ermittelten Effekte in einen logischen
Zusammenhang zu bringen sind: es kann durch das Verfahren sowohl die Abwasserfraktion
erfasst werden, die toxisch und persistent ist (im Modul ,,Persistenz*), als auch diejenige Frak-
tion, welche toxisch, persistent und bioakkumulierbar ist (im Modul ,,Bioakkumulierbarkeit®).
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Keine weiteren MaRnahmen

Bild 6: Abfolge der Untersuchungsmodule des Strategieentwurfs.

Im Sinne der zuvor (Kap. 4.1) formulierten Anforderungen wurden zwei weitere Module
eingefiihrt.
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Nach dem Modul ,,Probenahme und Charakterisierung* kann gegebenenfalls, z.B. bei Vorliegen
nennenswerter Feststoffanteile im Abwasser, das Modul ,,Partikulire Fracht“ eingefiigt wer-
den. Dieses erlaubt eine erste Abschétzung, ob von der partikuldren Phase toxische Wirkungen
ausgehen. Dann wird im Rahmen dieses Moduls die partikuldre Phase getrennt untersucht.

Ferner ist fiir die Untersuchung von Indirekteinleitungen ein Modul ,,Indirekteinleiter*
anzuwenden, in dem die iiblicherweise der Indirekteinleitung nachfolgende biologische Behand-
lung in einer kommunalen Kléranlage simuliert wird. Erst die so vorbehandelte Abwasserprobe
wird dann im Modul ,,Probenahme und Charakterisierung® der weiteren chemisch-analytischen
Charakterisierung unterzogen und von dort ausgehend wie die Probe eines Direkteinleiters weiter
untersucht.

4.3  Darstellung der einzelnen Module

Nach dieser kurzen Skizzierung des modularen Untersuchungsablaufs sollen nun die einzelnen
Module, ihre innere Struktur und logische Verkniipfung sowie die einzusetzenden Bestim-
mungsverfahren eingehender dargestellt werden. In Anhang 9 ist zusétzlich der gesamte
Untersuchungsablauf mit den einzelnen Untersuchungsschritten und -methoden detailliert dar-
gestellt.

4.3.1 Modul,,Probenahme und Charakterisierung*

Der erste Schritt der Untersuchungsstrategie ist die Probenahme in den zu untersuchenden
Betrieben. Die Proben von Indirekteinleitern werden dann in das Modul ,Indirekteinleiter®
iberfiihrt (siehe unten), wahrend die Abwisser von Direkteinleitern direkt chemisch charakteri-
siert werden.

Diese Charakterisierung geht von bestehenden Datensdtzen aus, wie sie im Rahmen anderer
Untersuchungen, z.B. der regelmiBigen Uberwachung im Rahmen des Vollzugs der
Abwassergesetzgebung, gewonnen werden. Diese Charakterisierung ist nicht nur zur genaueren
Beschreibung der zu untersuchenden Einleitung wichtig, sie gibt ferner bereits Hinweise auf
notwendige Untersuchungen im Rahmen der Strategie (z.B. Bestimmung der Triibung fiir das
Modul ,,Partikulére Fracht*) und liefert den initialen Satz an Analysenwerten, an dem die Ergeb-
nisse der weiteren Untersuchungen zu messen sind; denn Einzelne der im Modul ,,Probenahme
und Charakterisierung® erhobenen Parameter werden weiterhin als Untersuchungsparameter in
der gesamten Strategie herangezogen; dazu gehort insbesondere der DOC-Gehalt und die UV-
Absorption.

Einzusetzende Methoden

Probenahme

Die Erfiillung der in den Anhingen der AbwV festgelegten Grenzwerte wird i.d.R. an
sogenannten ,,qualifizierten Stichproben® oder 2-Stunden-Mischproben gepriift. Dieselbe Art der
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Probenahme wire somit auch im Rahmen dieser Untersuchungsstrategie anwendbar, um grofite
Vergleichbarkeit zu erreichen.

Andererseits zeigen viele Untersuchungen, dass die Qualitét industrieller Abwassereinleitungen
bei Indirekteinleitern, aber auch bei Direkteinleitern mit Ausgleichsbecken und einer betrieb-
lichen Klédranlage zeitlich stark variieren kann, da viele Produktionsprozesse diskontinuierlich
betrieben werden. Diese Schwankungen sind vermutlich um so gréBer, je kleiner die betrachtete
betriebliche Einheit ist. Angesichts des betrdchtlichen zeitlichen und finanziellen Aufwands, der
mit der Durchfiihrung der Untersuchungsstrategie verbunden ist und angesichts der Tatsache,
dass diese Strategie eher in Hinblick auf Bewilligungen/Genehmigungsverfahren entwickelt
wird, als fiir den abwasserrechtlichen Vollzug, erscheint aber auch eine vom Vollzug abwei-
chende Probenahmestrategie anwendbar.

Die Gewinnung von Mischproben, die die zeitliche Variabilitét integrativ erfassen, erscheint
deshalb sinnvoll. Ob hierfiir Tages- oder Mehrtagesmischproben erforderlich sind, ist von der
untersuchten Einleitung (Direkt-/Indirekt-) und dem dahinter stehenden Betrieb (z.B. Grofe,
Zahl an Teilstromen und Produktionsprozessen) abhéngig; in der schwedischen Strategie wird
generell die Erstellung einer 1-Woche-Mischprobe gefordert (Kap. 2.2.5). Es erscheint
gegenwirtig schwierig, hier eine generell anzuwendende Sammelzeit fiir die Gewinnung der
notwendigen Mischprobe festzulegen. Der gegeniiber einer Stichprobe hohere Aufwand bei
dieser Art der Probenahme erscheint aber angesichts des folgenden Untersuchungsaufwands
nicht nur vertretbar, sondern notwendig. Es wire umgekehrt nicht sinnvoll und nicht vertretbar,
die Untersuchungsstrategie mit einer nicht reprasentativen Probe durchzufiihren.

Charakterisierung

Die Charakterisierung zielt auf eine Erfassung der anorganischen und organischen Belastung
einer Abwasserprobe, basierend auf den etablierten Parametern der AbwV. Als Eingangs-
parameter sind zundchst die Bestimmung des pH, der Leitféhigkeit, der Menge suspendierter

Feststoffe und der Triilbung zu nennen,
gefolgt von Parametern, die die anorgani-
sche Fracht beschreiben, wie Chlorid, Nitrat,
Charakterisierung Sulfat, Ammonium-Stickstoff, sowie organi-

Probenahme

sche Belastungsparameter wie AOX, CSB
physikalische Parameter: &SP i i

pH, Leitfahigkeit, suspendierte Stoffe, Triibung TOC und TNp. Die Auswahl héngt von den
Figenschaften der jeweils zu untersuchenden

anorganische Parameter:
Cl, SO42-, NO,-N, NO,-N, NH4+-N, Pges

Probe ab. Da sie im Rahmen der weiteren

Untersuchung noch bendtigt werden, sind

organische Parameter: hier auch der DOC-Gehalt und die UV-
TOC, AOX, CSB, BSB

Absorption zu nennen (vgl. Bild 7). Sofern

weitere Parameter hier nicht aufgefiihrt, sind jeweils auch die
DOC, UV-Absorption (SAK)

Uberwachungsparameter des zugehorigen
Anhangs der AbwV zu erheben.

Bild 7: Modul ,,Probenahme und Charakterisierung®.
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4.3.2 Modul ,,Toxizitit*

Hier ist zundchst die Bestimmung der akuten Toxizitdt und der Gentoxizitdt vorgesehen (Stufe 1,
Bild 8). Zeigt das Abwasser eine akute toxische und/oder gentoxische Wirkung, kénnten direkt
MaBnahmen zur Reduzierung dieser Wirkung, d.h. zur Verbesserung der Abwasserbehandlung
vorgesehen, und die Untersuchung zunéchst beendet werden.

Die Ermittlung der chronischen Toxizitdt ertibrigt sich bei Vorliegen akut toxischer Wirkungen.
Bei Abwesenheit akut toxischer oder gentoxischer Effekte soll die chronische Toxizitédt bestimmt
werden (Stufe 2, Bild 8). Stellen sich dabei Effekte ein, kann wiederum die Untersuchung
beendet und MaBBnahmen zur Verbesserung der Einleiterqualitét ergriffen werden.

Einzusetzende Methoden:

Fiir die Bestimmung der Toxizitdt von Abwasserproben stehen in Deutschland standardisierte
Toxizitdtstests mit Organismen der vier Trophieebenen zur Verfiigung (Anlage Nr. II, Abschnitt
4 der AbwV): Leuchtbakterien (Lumineszenzhemmung, Nr. 404), Algen (Chlorophyll-
Fluoreszenz-Test, Nr. 403), Daphnien (Immobilitdt, Nr. 402) und Fische (Mortalitit, Nr.401).
Bei der Anwendung der Tests ist ferner Nr. 400 der Anlage (Richtlinie zur Probenahme und
Durchfiihrung biologischer Testverfahren) zu berticksichtigen.

Es ist anerkannt, dass eine Testbatterie unter Beriicksichtigung aller vier Trophieebenen zur
Erfassung der akuten Toxizitéit eingesetzt werden sollte (Kap. 3.1.1), daher wird dies auch fiir
diese Untersuchungsstrategie vorgesehen.

Von den genannten Tests sind alle bis auf den Algentest auf die Ermittlung einer akuten
toxischen Wirkung ausgerichtet. Als Ersatz fiir den akuten Fischtest wird in absehbarer Zeit der
Fischei-Test, der sich zur Zeit in der Endphase der Normung befindet, eingefiihrt werden. Dieser
Test wird hier dementsprechend neben dem Leuchtbakterien- und dem Daphnientest fiir die
Bestimmung akut toxischer Wirkungen im Rahmen der Untersuchungsstrategie ausgewéhlt.

Der Algentest kann dagegen als sogenannter chronischer Toxizitdtstest bezeichnet werden,
Damit steht auch ein chronischer Toxizitdtstest fiir die Untersuchungsstrategie zur Verfiigung.
Kurzzeittests sind fiir Abwasseruntersuchungen aufgrund des geringeren Aufwands und der mit
zunehmender Dauer eines Tests steigenden Schwierigkeit, Abwasserproben stabil zu halten,
besser geeignet. Langfristig wire die Verwendung zumindest eines zweiten chronischen Kurz-
zeittests mit Organismen einer anderen Trophie-Ebene sinnvoll.

Da alle diese Tests abgesehen vom Leuchtbakterientest SiiBwasserorganismen verwenden, wird
mit ihnen die Wirkung einer Abwassereinleitungen auf aquatische Organismen in limnischen
Systemen (Siiwasser) erfasst. Der Leuchtbakterientest ist, obwohl ein marines Bakterium
verwendet wird, allgemein fiir die Untersuchung von Abwassereinleitungen in limnische oder
marine Systeme (Brack- oder Meerwasser) anerkannt. In den in Kap. 2 vorgestellten
Untersuchungsstrategien werden Salzwasser-Organismen entweder fiir die Untersuchung von
salzhaltigen Abwassereinleitungen (z.B. Niederlande) oder fiir Abwasser, das in die marine
Umwelt eingeleitet wird (z.B. England), eingesetzt. Fiir die Untersuchung von Einleitungen in
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die marine Umwelt (Salzwasser) existieren weniger standardisierte oder erprobte Verfahren
(Kap. 3.1.2). In Deutschland gibt es nur wenige Direkteinleitungen in die marine Umwelt, daher
sind bislang noch keine Toxizitdtstest mit Salzwasser-Organismen in das Genehmigungs-
verfahren integriert. Allerdings wird ein erhshter CI” oder SO4*-Gehalt im Abwasser durch die
Zulassung eines von den jeweiligen Konzentrationen abhéngigen erhdhten Verdiinnungsfaktors
(G) beriicksichtigt (Nr. 505 der Anlage der AbwV). Von einer Auswahl von Tests mit
Salzwasser-Organismen fiir die Untersuchungsstrategie wurde daher abgesehen.

Fiir die Bestimmung der Gentoxizitdt von Abwasserproben stehen in standardisierter Form der
umu- und der Ames-Test zur Verfiigung. Da der umu-Test primére DNA-Schiden detektiert und
schon nach Anhang 22 der AbwV fiir die Genehmigung von Abwassereinleitungen der chemi-
schen Industrie als Test auf erbgutverdnderndes Potenzial (Nr. 410 der Anlage der AbwV)
eingesetzt wird, wurde dieser Test auch fiir die Untersuchungsstrategie ausgewahlt.

Stufe 1: Akute Toxizitat

Daphnien-, Leuchtbakterien-
und Fischei-Test

Gentoxizitat ja
umu Test

|

nein

v

Stufe 2: Chronische Toxizitat
Algen-Test
?

MaRnahmen

Bild 8: Modul ,, Toxizitét“.

4.3.3 Modul ,Persistenz

Zur Erfassung des persistenten Anteils an Abwasserinhaltsstoffen wird ein Abbautest durch-
gefithrt, der den biologischen Abbau im Gewdsser nachstellen soll (Bild 9). Die persistente
Abwasserfraktion wird im Anschluss an den Abbautest in der biologisch behandelten Probe
durch Bestimmung des DOC-Gehalts und der UV-Absorption erfasst. Durch Vergleich dieser
Werte mit den im Modul ,,Probenahme und Charakterisierung™ erhobenen Ausgangs-Daten lésst
sich die persistente Fraktion ermitteln.

Eine gewisse Verminderung der organischen Abwasserfracht in einem derartigen Test ist auch
dann zu erwarten, wenn das Wasser zuvor biologisch behandelt worden ist. Viele Verbindungen
werden in Klidranlagen allein wegen der geringen Aufenthaltszeit (2-10 h) oder des Vorliegens
anderer, leichter abbaubarer Stoffe, nicht oder nur unvollstédndig eliminiert [Pagga, 1987].
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Wurden im Modul ,,Toxizitdt“ deutliche Effekte gefunden (und die Untersuchung darauthin
nicht beendet), so sollten die betreffenden Toxizitétstests (akute oder chronische toxische
Effekte, Gentoxizitdt) nach dem Abbau erneut durchgefiihrt werden. So lédsst sich ermitteln, ob
die toxischen Inhaltsstoffe persistent sind oder nach Einleitung in das Gewdisser durch biolo-
gischen Abbau noch vermindert werden konnen.

Diese Tests sind auch zur Bewertung des Abbauergebnisses selbst sinnvoll; denn bei der
Anwendung eines Abbautests auf Abwasserproben mit einer Vielzahl von Inhaltsstoffen sind im
Gegensatz zur Verwendung von Einzelstoffen aus der Bestimmung des Rest-DOC keine klaren
Wertungen hinsichtlich der Abbaubarkeit abzuleiten. Wahrend bei Einzelstoffen nach einem Test
auf leichte Abbaubarkeit entsprechend der OECD Testhierarchie 70% DOC-Elimination inner-
halb von 10 Tagen das Kriterium fiir eine leichte biologische Abbaubarkeit sind, bedeutet dies
im Kontext der Strategie, dass 30% des Abwasser-DOCs als persistent anzusprechen sind.

Analog dem Vorgehen im Modul ,,Toxizitdt“ kann im Modul ,Persistenz bei Vorliegen
relevanter Anteile an persistenten Stoffen die Untersuchung wahlweise beendet und Mainahmen
zur Verbesserung der Ablaufqualitit eingeleitet werden.

Mit Hilfe der beiden Module ,, Toxizitdt“ und ,,Persistenz* l4sst sich also nicht nur feststellen, ob
in einer Abwassereinleitung sowohl toxische als auch persistente Abwasserinhaltsstoffe vorhan-
den sind, sondern auch, ob eine zugleich toxische und persistente Fraktion vorliegt; diese wire
von besonderer Bedeutung fiir die Geféihrdungsabschétzung.

Einzusetzende Methoden:

Bei der Einstufung des Abbauverhaltens von Einzelstoffen wird zwischen leichter (geringe
Zelldichte, Abbau unter relativ ungiinstigen Bedingungen) und inhdrenter (hohe Zelldichte,
glinstigere Abbaubedingungen) Abbaubarkeit unterschieden. Fiir entsprechende Tests existieren
verschiedene OECD- und ISO-Vorschriften (Kap. 3.3.1). Einige davon wurden bisher schon,
zum Teil in modifizierter Form, fiir Abwasseruntersuchungen auf persistente Stoffe eingesetzt
(Kap. 3.3.2).

Von den biologischen Abbautests sind Tests auf leichte Abbaubarkeit im Rahmen der Unter-
suchungsstrategie von groflerem Interesse. Ausgewdhlt wurde hier der OECD 301A-Test, bei
dem Belebtschlamm als Inokulum dient und der Abbau iiber die DOC-Abnahme verfolgt wird
(Die-away Test).

Die im Die-away Test eingesetzte geringe Biomassendichte entspricht eher Gewésserbedingun-
gen, als die sehr hohen Dichten der Tests auf inhdrente Abbaubarkeit. Sie ist andererseits hoher,
als in Tests auf leichte Abbaubarkeit, die mit Oberflichenwasser oder biologisch behandeltem
Abwasser als Inokulum arbeiten (Kap. 3.3.2), und konnte so die Abbauleistung des Ober-
flichenwassers auch iiberschétzen. Allerdings zeigen vergleichende Untersuchungen mit den
verschiedenen Tests auf leichte Abbaubarkeit beider Animpfdichten, dass sich fiir abbaubare
Stoffe bei oft gleichem Endabbaugrad die Abbaugeschwindigkeit mit der Verwendung von
Belebtschlamm als Inokulum erhoht. Insofern konnte mit dem Die-away Test vermutlich eine
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ghnlich zusammengesetzte persistente Fraktion am Ende des Abbautests aber schneller erzielt
werden, als bei noch geringeren Animpfdichten.

Die Verfolgung des mikrobiellen Abbaus iiber die CO,-Produktion wire zwar prinzipiell
interessant, entsprechende Tests sind aber apparativ durchweg aufwendiger als die oben Genann-
ten und erscheinen daher kaum anwendbar im Rahmen dieser Strategie.

Vielfach wird als grobe Richtschnur fiir den Abwasseranteil in einem Oberfldchengewésser ein
Wert von 1/10 angesetzt. Um in einem Abbautest eine moglichst grole Néhe zu den realen
Bedingungen zu erhalten, lieBe sich somit eine 1/10-Verdiinnung eines Abwassers vor Durch-
fihrung des Abbautests in Betracht ziehen. Ob eine derartige Vorverdiinnung den mikrobiellen
Abbau organischer Abwasserinhaltsstoffe schlielich fordert oder verringert, ldsst sich jedoch
nicht vorhersehen. Aus zwei Griinden wird innerhalb der Untersuchungsstrategie von einer
Vorverdiinnung abgesehen: zum einen ist sie nur bei zugrundelegen eines immissionsorientierten
Ansatzes sachlich gerechtfertigt. Zum anderen wiirden durch diese Verdiinnung alle nach-
folgenden analytischen Arbeiten deutlich erschwert und es wiren z.B. toxische Effekte erst ab
einer Verdiinnungsstufe von G > 8 erfassbar.

Fiir die Interpretation der Ergebnisse des Abbautests ist es von einiger Bedeutung, ob Stoff-
konzentrationen durch Sorption an die Biomasse oder durch Mineralisation vermindert wurden:
sorbierte Stoffe wiren zum einen u.U. der persistenten Fraktion zuzurechnen, werden durch die
DOC-Bestimmung aber nicht mehr erfasst; zum anderen fehlen sie bei der anschliefenden
Bestimmung der potenziell bioakkumulierbaren Fraktion im nachfolgenden Modul ,,Bioakku-
mulierbarkeit”. Zur Differenzierung zwischen sorptiver Entfernung und Mineralisation wird, wie
auch in anderen Abbautests wie dem Zahl-Wellens-Test (Nr. 404 laut AbwV, Kap. 3.3.2) die 3h-
Probe herangezogen. Es wird davon ausgegangen, dass die Sorption hydrophober Stoffe
vergleichsweise schnell verlduft, wahrend der Abbau erst nach mehreren Stunden eine relevante
GroBe erreicht. Eine Konzentrationsabnahme innerhalb der ersten drei Stunden eines Abbautests
wird somit der Sorption zugeschrieben, spédtere Verminderungen aber auf mikrobiellen Abbau
zuriickgefiihrt.

Biologischer Abbautest
DOC-Die away Test

Bestimmung: Summenparameter (DOC, UV)

weitere Charakterisierung: Toxizitat

Bild 9: Modul ,,Persistenz.
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4.3.4 Modul ,,Bioakkumulierbarkeit*

Mit diesem Modul wird nach der Toxizitdt und der Persistenz nun der dritte Geféhrdungs-
parameter erfasst. Dazu wird die biologisch behandelte Probe aus dem Modul ,,Persistenz®
eingesetzt. Die Anordnung dieses Moduls ,,in Serie nach dem Abbautest ist im Vergleich zu
anderen Strategien (Kap. 2.2) ungewdhnlich.

Fiir diese Positionierung gibt es zwei Griinde:

» Um sich in aquatischen Organismen anreichern zu konnen, miissen Stoffe nicht nur héhere
logK,w-Werte aufweisen, sondern auch persistent sein. Anderenfalls werden sie vor einer
Anreicherung biologisch abgebaut und sind berechtigter Weise nicht Anlass fiir Besorgnis.
Die Verwendung der im Modul ,,Persistenz* biologisch behandelten Probe fiir die Erfassung
der potenziell bioakkumulierenden Stoffe ist somit logisch zu fordern.

» AuBerdem wird durch die analytische Bestimmung der potenziell bioakkumulierenden
Stoffe die zu untersuchende Probe in ihrer Integritit zerstort; damit kann das Proben-
volumen, welches im Modul ,,Bioakkumulierbarkeit” verwendet wird, in keinem anderen
Modul mehr eingesetzt werden. Die hier gewihlte Abfolge der Module spart somit Proben-
volumen und folgt damit der Anforderung des moglichst geringen Untersuchungsaufwands.

Wie bei der Darstellung des Moduls ,,Persistenz* bereits ausgefiihrt, ist mit dieser Positionierung
u.U. auch das Risiko verbunden, dass potenziell bioakkumulierende Stoffe, die per definitionem
hohere logK,,-Werte (> 3) aufweisen, durch Sorptionsprozesse in fritheren Untersuchungsstufen
verloren gehen und hier nicht mehr erfasst werden konnen. Diesem Problem wurde im Modul
,Persistenz® aber durch die Untersuchung der 3h-Probe Rechnung getragen. Eine weitere
MaBnahme zur Vermeidung von Stoffverlusten wéhrend des Untersuchungsablaufs besteht in
dem vélligen Verzicht auf Filtration. Trennungen von geldster und partikuldrer Phase sind aus-
schlieBlich tiber Zentrifugation durchzufiihren.

In kritischen Fillen ist es ferner moglich, die Bestimmung der potenziell bioakkumulierenden
Stoffe zusitzlich auch vor der Durchfithrung des Moduls ,,Persistenz* vorzunehmen. Dann kann
aus der Differenz der Befunde vor und nach dem Abbautest der im Abbautest unvermeidbar
verlorene Anteil potenziell bioakkumulierender Stoffe sicher ermittelt werden. Angesichts des
damit sich deutlich erhohenden Untersuchungsaufwands ist diese Option aber nur in sehr
kritischen Fillen in Erwégung zu ziehen.

Die Fraktion der potenziell bioakkumulierenden Stoffe ist {iber einen logK,u-Wert > 3 definiert
(Kap. 3.2.1). Wie spiter dargestellt, werden zur Bestimmung der potenziell bioakkumulierenden
Anteile diese aus der Probe entfernt. Dann werden an der verbleibenden Probe die auch in allen
vorherigen Modulen bestimmten analytischen Parameter DOC und UV-Absorption erhoben und
aus der Differenz die potenziell bioakkumulierende Fraktion bestimmit.

Sofern in der biologisch behandelten Probe des Moduls ,,Persistenz toxische oder gentoxische
Effekte festgestellt wurden, sollten auch an der die PBS enthaltenden Restprobe die betreffenden
Toxizitétstests durchgefiihrt werden. Hier ist insbesondere auch moglichen chronischen Effekten
Rechnung zu tragen. Diese Verfahrensverkniipfung erlaubt es dann, aus einem Abwasser ggf. die
Fraktion zu erfassen, die zugleich persistent, bioakkumulierbar und toxisch ist.
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Einzusetzende Methoden:

In den bestehenden Strategiekonzepten werden fiir den Parameter Bioakkumulierbarkeit
unterschiedliche Trenn- und Detektionsmethoden eingesetzt. Hierzu gehoren die Trennung eines
Hexan-Extrakts des Abwassers mittels Diinnschichtchromatographie (Schweden) oder HPLC
(Dénemark) sowie die Festphasen-Mikroextraktion oder die biomimetrische Extraktion mit
scheibenformigem Extraktionsmaterial (Niederlande). In Deutschland wird zur Zeit im Auftrag
des Umweltbundesamtes eine Methode entwickelt, die nach einer Anreicherung iiber eine
Festphasen-Extraktion eine préparative HPLC zur Auftrennung und Quantifizierung der
Abwasserinhaltsstoffe mit logK,w-Werten > 3 einsetzt [Metzger et al., 2000].

Fiir die Bestimmung des PBS-Anteils soll hier, dhnlich wie schon bei Metzger, die Festphasen-
Extraktion eingesetzt werden. Ausschlaggebend hierfiir ist, dass mit dem Bestimmungsverfahren
nicht nur die Menge potenziell bioakkumulierender Stoffe erfasst werden kann. Vielmehr soll es,
wie oben bereits dargelegt, auch moglich sein, weitere Eigenschaften der PBS-Fraktion zu
ermitteln, z.B. ihre Toxizitit. Die SPE erlaubt die dafiir notwendige préparative Gewinnung der
PBS-Fraktion.

Ausgangspunkt der Methodenentwicklung war das Bestreben, bei Verwendung einer geeigneten
Festphase nur Stoffe mit logKyw-Werten > 3 zu extrahieren. Eine derartige Festphase konnte
dann im Sinne einer Filtration zur Entfernung der PBS genutzt werden. Der organische Kohlen-
stoff der PBS wire schlieBlich einfach durch eine DOC-Differenzbestimmung vor und nach
,JFestphasenfiltration* erfassbar. Wenn nétig, kénnte die PBS-Fraktion fiir weitere Untersuchun-
gen von der Festphase eluiert werden.

Eine hierfiir geeignete sehr hydrophobe Phase existiert jedoch nicht; alle hydrophoben Phasen
extrahieren auch Verbindungen mit logKoy-Werten < 3. Daraus ergab sich das in Bild 10
dargelegte Untersuchungsverfahren. Zunichst wird die Probe iiber die Festphasenextraktions-
Kartusche gesaugt. Die meisten polaren Stoffe verbleiben in der Probe und finden sich im SPE-
Filtrat. Ein gewisser Anteil von Stoffen mit logK,u-Werten < 3 ist ,,félschlicherweise® auf der
Phase fixiert. Durch Elution der Festphase mit einem geeigneten Losungsmittelgemisch sollen
diese, nicht zur PBS-Fraktion zu rechnenden Stoffe, von der Festphase eluiert und aufgefangen
werden. Dieses Eluat kann dann entweder alleine, oder gemeinsam mit dem SPE-Filtrat den
weiteren analytischen Verfahren zugefiihrt werden. Zum Beispiel ergibt dann die Summe der
DOC-Werte von Filtrat und dem ersten Eluat den nicht potenziell bioakkumulierenden DOC.
Durch Differenzbildung mit dem DOC-Gehalt der in die Extraktion gegebenen Probe
(Ausgangs-DOC) kann so der DOC-Beitrag der PBS ermittelt werden. In kritischen Féllen kann
dieser aber auch nach Elution der PBS von der Festphase aus dem aufgearbeiteten zweiten Eluat
erfasst werden. In analoger Weise lésst sich auch die Toxizitit der potenziell bioakkumulierbaren
Stoffe ermitteln.

S. 80



\ 4
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Bestimmung: Summenparameter (DOC, UV)

weitere Charakterisierung: Toxizitat

Bild 10: Modul ,,Bioakkumulierbarkeit.

4.3.5 Modul ,,Partikuliire Fracht*

Dieses Modul soll es ermdglichen, die Bedeutung einer partikuldren Abwasserbelastung in Hin-
blick auf gefédhrliche Stoffe abzuschétzen und diese partikuldre Fracht gegebenenfalls weiter zu
untersuchen. Es wird innerhalb der Strategie als optional angesehen und ist nur dann durch-
zufiihren, wenn eine nennenswerte Partikelbelastung vorliegt oder anderweitige Hinweise auf die
mdogliche Bedeutung einer partikulér gebundenen Fracht geféhrlicher Stoffe vorliegen.

Grundlage des Vorgehens ist die Tatsache, dass sich die partikuldre Phase nicht in der bisher
vorgestellten Strategie mitfithren ldsst und die gefahrlichen Eigenschaften von daran sorbierten
Stoffen nicht erfassen lassen. So ist es beispielsweise nicht moglich, die Persistenz partikuldrer
organischer Verbindungen mit dem im Modul ,,Persistenz vorgesehenen Abbautest zu erfassen,
da die Mineralisation dort iiber die DOC-Differenz erfasst wird. Die Ermittlung der biologischen
Abbaubarkeit sowohl der gelosten als auch der partikuléren Phase ist nicht realisierbar, da analy-
tisch keine Unterscheidung zwischen partikuldren Probenbestandteilen und der fiir den Abbau
zugegebenen Biomasse moglich ist: beide Komponenten werden gemeinsam bei der
Bestimmung des TOC oder der suspendierten Stoffe erfasst. Im Modul ,,Persistenz* wird daher
die partikelfreie zentrifugierte Abwasserprobe und nicht die Gesamtprobe eingesetzt.

S. 81



Gesamtprobe

geringe hohe
Triibung Tritbung

Zentrifu-
~ gation

' Homogeni-
sieren

Zentrifu-

gation

3 v v
Gesamtprobe Uberstand Uberstand Ruckstand
l bei Differenz: i
Toxizitat--- » Untersuchung |« --- Toxizitat
des Ruckstands
keine Differenz: l
nur ) . v
Untersuchung weiter mit weiter mit
des Uberstands Modul Modul <«——————— waRrige Phase
"Persistenz" "Toxizitat"

Bild 11: Modul , ,Partikuldre Fracht®.

Ahnliches gilt fiir das Modul ,,Bioakkumulierbarkeit®, in dem partikuldr gebundene Stoffe zwar
durch die Festphasenextraktion mit aus dem Abwasser entfernt wiirden, ihre Menge aber
ebenfalls nicht getrennt von den geldst vorliegenden Stoffen erfassbar wire. Aus dieser Dar-
stellung lasst sich folgern, dass die partikulére Phase nur separat untersucht werden kann.

GemiB dem dargestellten Schema (Bild 11) wird dabei so vorgegangen, dass zunéchst die
Menge (Triibung, suspendierte Feststoffe) und die Bedeutung der partikuldren Phase abgeschatzt
wird. Deren Bedeutung in Hinblick auf gefihrliche Eigenschaften wird tiber einen Vergleich der
Toxizitit der homogenisierten, partikelhaltigen Probe mit der Toxizitit der zentrifugierten,
partikelfreien Probe abgeschitzt. Ergeben sich hier keine Unterschiede in den biologischen
Effekten, dann wird im Rahmen der Strategie auf die weitere Untersuchung der partikuléren
Phase verzichtet und weiterhin nur die geloste Abwasserfraktion (nach Zentrifugation)
untersucht. Eine generelle, separate Untersuchung der partikuldren Phase auf geféhrliche
Eigenschaften erscheint wegen des damit verdoppelten Untersuchungsaufwand als nicht gerecht-
fertigt; sie ist auch bei Abwassereinleitungen mit geringen Gehalten an suspendierten Feststoffen
praktisch kaum durchzufiihren, da hierfiir groBe Probenvolumina zunéchst zentrifugiert werden
miissten, um die Partikel anzureichern.

Ist der Partikelgehalt eines Abwassers so hoch, dass bei der Untersuchung der homogenisierten
Probe in den Toxizititstests Stérungen zu erwarten sind, so ist die partikuldre Phase durch
Zentrifugation abzutrennen. Es kann dann entweder die Untersuchung beendet werden und Maf3-
nahmen zur Verbesserung der Partikelentfernung in der Abwasserbehandlung eingeleitet werden;
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oder es wird trotz dieser hohen Partikelfracht weiter verfahren. In diesem Fall sind von der
partikuldren Phase Eluate bzw. Extrakte herzustellen. Diese werden dann parallel zur geldsten
Abwasserphase als wissrige Losungen in der Strategie auf alle gefdhrlichen Stoffeigenschaften
untersucht.

Die Auswahl des Parameters Toxizitdt fiir die generelle Abschidtzung der Relevanz der
partikuldren Phase hat mehrere Griinde:

* nur bei der Toxizitétsbestimmung besteht die Moglichkeit durch Vergleich der Wirkung der
Gesamtprobe mit der zentrifugierten Probe einen Effekt der partikulér gebundenen Stoffe zu
ermitteln;

»  ghnlich wie bereits fiir die Bedeutung des Parameters potenzielle Bioakkumulierbarkeit
dargestellt, ist auch die Eigenschaft Persistenz in Hinblick auf die gesamte partikuldre Fracht
von nur begrenzter Aussagekraft. Insofern ist bei der Untersuchung der partikuldren Fracht
dem Parameter Toxizitdt oberste Prioritét einzurdumen.

Noch offen ist aber derzeit, bis zu welchem Partikelgehalt (zu bestimmen als Triibung bzw.
Gehalt an suspendierten Feststoffen) die einzusetzenden Toxizitétstests ohne Stérungen arbeiten.
Dieses wird stark vom Test- und Messprinzip beeinflusst sein.

4.3.6 Modul ,,Indirekteinleiter*

In der vorgestellten Strategie wird zwischen Abwasser unterschieden, das direkt oder indirekt
eingeleitet wird. Diese Unterscheidung liegt in der unterschiedlichen Behandlung begriindet, die
direkt bzw. indirekt abzuleitende Abwisser zum Zeitpunkt der Ableitung erfahren haben und die
siec nach der Ableitung noch erfahren werden. Das noch in kommunalen Kldranlagen
mitzubehandelnde Abwasser von Indirekteinleitungen wird deshalb nach der Probenahme (im
Modul ,,Probenahme und Charakterisierung®) in diesem Modul in einem Abbautest biologisch
behandelt und erst dann innerhalb des Moduls ,,Probenahme und Charakterisierung® weiter
untersucht. Abwasser von Direkteinleitern wird dagegen das Modul ,,Probenahme und Charak-
terisierung® ununterbrochen durchlaufen.

Es ist zu bedenken, dass Abwisser aus der kommunalen Mischkanalisation durch Mischwasser-
iiberldufe, meist infolge von Starkregenereignissen, ohne eine Kldrung in Oberfldchengewésser
gelangen konnen [Reemtsma et al., 2000] und dass dann auch die Abwdsser industrieller
Indirekteinleiter ohne weitere biologische Behandlung die Vorfluter erreichen. Dieser Pfad fiir
den Eintrag gefahrlicher Abwasserinhaltsstoffe wird in der hier vorgestellten Strategie jedoch
nicht weiter beriicksichtigt, da derartige Uberlaufereignisse nicht den Regelfall darstellen und
ihre Héaufigkeit im Zuge verbesserter Riickhaltung im Kanalnetzes sich zukiinftig deutlich
vermindern diirfte [z.B. Engel, 1998].
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Einzusetzende Methoden:

Fiir die Vorbehandlung indirekt einzuleitender Abwésser ist ein aerober Abbautest anzuwenden,
der Kldranlagenbedingungen simuliert, also mit hoher Animpfdichte arbeitet (entsprechend Nr.
407 der Anlage der AbwV bzw. OECD 302b, vgl. Bild 12). Trotz der Unterschiede dieser
Abbautests zu einer Kldranlage, haben Untersuchungen doch gezeigt, dass die Resultate in

Biologischer Abautest
Zahn-Wellens-Test

Bild 12: Modul , Indirekteinleiter®.

Hinblick auf die Elimination bestimmter Einzelstoffe
und auch organischer Summenparameter zufrieden-
stellend sind [Steinh&user, 1996a].

Bei Einsatz derartiger Tests im Rahmen der
Untersuchungsstrategie ist noch zu kldren, ob diese
Ubereinstimmung in der Eliminationsleistung auch zu
erzielen ist, wenn das industrielle Abwasser, wie hier
vorgesehen, unverdiinnt in den Abbautest gegeben
wird. In der kommunalen Kanalisation ist hingegen

von einer starken Verdiinnung durch héusliches Abwasser auszugehen, die evtl. auch Einfluss
auf die Abbaubarkeit der Abwasserinhaltsstoffe in der kommunalen Abwasserbehandlung haben

kann.

Zwar ist der unverdiinnte Einsatz des Ablaufs im Abbautest vorgesehen; es ist jedoch entspre-
chend den Testvorschriften darauf zu achten, dass der Grenzwert fiir den DOC (400 mg/L) bzw.
CSB (1 g/L) dabei nicht iiberschritten wird.
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5 Experimentelle Arbeiten

5.1  Zielsetzung

Das Ziel der praktischen Arbeiten war die exemplarische Erprobung der im vorhergehenden
Kapitel vorgestellten Untersuchungsstrategie an drei verschiedenen industriellen Abwasserein-
leitungen.

Dabei war zu priifen, ob die vorgestellte Verkniipfung der Module sinnvoll und praktikabel in
Hinblick auf die Ziele der Untersuchungsstrategie ist. Methodenentwicklung war hinsichtlich des
Moduls ,,Bioakkumulierbarkeit* zu leisten. Das hier projektierte Vorgehen ist neu und bedurfte
erster grundlegender Priifung auf seine Machbarkeit, um es im Rahmen der Strategie weiterhin
vertreten zu konnen. Ferner mussten wesentliche experimentelle Bedingungen herausgearbeitet
werden. Daneben dienten die Laborversuche dazu, einige als kritisch erachtete Schritte in der
Untersuchungsstrategie erstmals zu testen. Besonderes Augenmerk wurde auf die Module
,Persistenz und ,,Bioakkumulierbarkeit” gelegt. Die detaillierten Fragen sind jeweils bei den zu
priifenden Modulen dargelegt. Obwohl sie aus etablierten Verfahren bestehen und insofern nicht
der experimentellen Priifung bediirfen, wurden auch die Module ,,Probenahme und Charak-
terisierung” und ,, Toxizit4t* abgearbeitet. Sie sind im Sinne der Strategie notwendige Module,
ohne die die Ergebnisse der spiteren Module nicht eingeordnet werden koénnen.

Neben der dargestellten Priifung ausgewahlter Schritte der Strategie sollten durch die Labor-
experimente auch kritische Aspekte und noch offene methodische Fragen aufgezeigt werden, die
der weiteren Entwicklung bediirfen. Diese sind im Anschluss in Kapitel 6 aufgefiihrt.

Die weitere Entwicklung und ggf. Modifizierung der Untersuchungsstrategie ist wichtig, um von
dem Zustand einer auf Papier skizzierten, aus Literaturstudium, eigenen Erfahrungen und Uber-
legungen entwickelten Strategie zu einem praktisch ausgearbeiteten und robusten Verfahren zu
kommen, das dann auch angewendet werden kann und wird. Neben weiteren experimentellen
Priifungen und Ausarbeitungen wird es aber auch der intensiven fachlichen Diskussion bediirfen,
um ein entsprechendes Entwicklungsstadium zu erreichen.
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5.2 Abwasserherkunft

Die drei untersuchten Abwasserproben sind Stichproben aus Ableitungen industrieller Direkt-
einleiter, die ihm Rahmen der routinemiBigen Uberwachung durch eine Landesbehorde
gewonnen wurden. Wie in Tab. 8 aufgefiihrt, sind zwei Branchen, chemische Industrie und
Metallbearbeitung, beprobt worden. Alle Proben sind Abldufe der end-of-pipe positionierten
biologischen Abwasserbehandlung. Diese Anlagen erhalten jeweils Abwasserteilstrome aus
verschiedenen Produktionszweigen oder -stufen, die vor der Abgabe an die betriebliche
Kliranlage zum Teil noch physikalisch vorbehandelt wurden (Aktivkohleadsorption, Flotation).

Tab.8 Herkunft und Behandlung der untersuchten Abwasserproben.

Abwasser A B C
Herkunft Produktion von Produktion von Oberflachenbehandlung
Pflanzenschutzmitteln, Pflanzenschutzmitteln, und Lackierune von
medizinischen Produkten pharmazeutischen Zwi- Blech ng
und Farben schenprodukten und Farben eche
Art der Biologische aktivkohle-

Biologische Behandlung Biologische Behandlung

Behandlung gestiitzte Behandlung

5.3 Modul ,,Probenahme und Charakterisierung

Einleitend fiir die weiteren Arbeiten waren die drei Stichproben zunéchst eingehend zu
charakterisieren. Die hierzu herangezogenen Parameter orientieren sich an den in der Unter-
suchungsstrategie dargelegten Messgrof3en.

Ein Vergleich verschiedener Probenahmestrategien (Stichproben, Mischproben) war nicht Inhalt
dieser praktischen Erprobungen.

Wie diese Untersuchungen aufzeigen, sind die Abwasserproben von deutlich unterschiedlicher
Qualitdt in ihrer organischen Belastung, Salzfracht und Belastung mit abfiltrierbaren Stoffen
(Tab. 9).

Die Proben A und B entstammen beide aus der chemischen Industrie, die Probe B erweist sich
jedoch als deutlich geringer mit organischen Stoffen belastet. Dies konnte auf die intensivere,
aktivkohleunterstiitzte biologische Behandlung zurtickzufiihren sein. Gemeinsam ist beiden
Proben die sehr geringe Triibung und eine hohe Salzbelastung.

Demgegeniiber ist die Ablaufprobe aus der Metallbearbeitung (Probe C) stark getriibt und weist
einen Gehalt an suspendierten Feststoffen von 142 mg/L. auf. Damit wird deutlich, dass es in
bestimmten Fillen durchaus wichtig sein kann, in die Untersuchung gefédhrlicher Eigenschaften
industrieller Abwassereinleitungen auch die partikuldre Ablauf-Fracht mit einzubeziehen. Dies
ist auch wichtig, weil hier ein GroBteil der organischen Belastung in partikuldrer Form auftritt:
bei einem Gesamt-CSB von 233 mg/L ist der CSB der zentrifugierten Probe mit 55 mg/L
weniger als 1/4 der Gesamtbelastung dieses Ablaufs; mehr als 3/4 treten somit in partikulérer
Form auf.
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Tab.9 Physikalisch-chemische Charakterisierung der Abwasserproben.

Probe A B C
pH 6.8 7.5 7.9
Leitfdhigkeit [mS/m] 6.2 5.5 1.7
Triibung [FNU"| 6.4 2.2 142
suspendierte Feststoffe [mg/L] 8.6 5.8 257
Firbung acs K unkelbraane Partkel
SAKjs” [m™] 107 52 31
SAK 36 [m™] 6.2 0.3 1.1
DOC zentrifugiert [mg/L] 29.6 2.6 18.7
CSB zentrifugiert [mg/L] 88 13 55
CSB homogenisiert [mg/L] 115 16 233
SAK,s54/DOC 3.6 2.0 1.7
CSB/DOC zentrifugiert 3.0 4.7 29
NH4-N [mg/L] 1.5 2.8 0.04
NOs-N [mg/L] 6.5 6.3 93
Chlorid [mg/L] 803 1066 215
Sulfat [mg/L] 1606 1054 181
Phosphat [mg/L] <1 <1 <1

? FNU: Formazine Nephelometric Units
b SAK: Spezifischer Absorptionskoeffienzient

Diese qualitativ somit sehr unterschiedlichen Abwassereinleitungen stellen eine gute Grundlage
fiir die folgenden methodischen Untersuchungen dar. Die im Modul ,,Probenahme und Charak-
terisierung® erhobenen Daten geben erste Einblicke in die spezifische Belastung der Abldufe und
moglicherweise problematische Aspekte.

5.4 Modul ,Toxizit:it

Vorgehen:

Hier wurden toxische Wirkungen der zentrifugierten Proben im Leuchtbakterien-, Daphnien-,
Fischei- und Algentest sowie die Gentoxizitit im umu-Test ermittelt. Der Leuchtbakterientest
wurde iiber 30 min, der Daphnien- und der Fischei-Test iiber 48 h und der Algentest als
Wachstumshemmtest iiber 96 h durchgefiihrt, damit kénnen mit dem letzteren auch chronische
Effekte detektiert werden. Das Vorgehen und die Festlegung von G-Werten fiir die einzelnen
Tests ist in Anhang 4.2 beschrieben.
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Ergebnisse:

Keine der drei Proben zeigte eine Wirkung im Daphnientest (Gp = 1), im Algentest zeigte nur
Probe A eine schwache Wirkung (18 % bei der Verdiinnung 1:1, Ga = 2). Probe A war auch als
einzige wirksam im Leuchtbakterientest (ECso = 0.56, Gp = 6) und im Fischei-Test (Gg; = 3). Im
umu-Test wurde keine gentoxische Wirkung detektiert (Ggy = 1.5), die Ergebnisse sind im
Anhang 3.2 aufgefiihrt.

Insgesamt ist einzig Probe A hinsichtlich der gelosten Stoffe anhand des Leuchtbakterientests
und des Fischei-Tests als schwach toxisch einzustufen [Dannenberg, 1994]. Im Vergleich zu den
nach Anhang 22 der AbwV an Einleitungen der chemischen Industrie gestellten Anforderungen
(Gr 2, Gp 8, Ga 16, Gy, 32 und Ggyl.5) wird von dieser Probe die Anforderung an den Fischtest
(Gr) mit dem zukiinftig als Ersatz vorgesehenen Fischei-Test nicht erreicht.

5.5 Modul ,,Partikulire Fracht“

Mit diesen Untersuchungen war die Frage verbunden, ob das in diesem Modul vorgeschlagene
Vorgehen praktikabel ist und wo Schwierigkeiten erkennbar werden.

5.5.1 Vorgehen

Alle Proben wurden erginzend zu der bereits im Modul ,Toxizitdt“ durchgefiihrten
Untersuchung auf toxische Wirkungen der partikelfreien (zentrifugierten) Probe hier auch noch
als homogenisierte, partikelhaltige Proben im Leuchtbakterien-, Algen und Daphnientest einge-
setzt.

5.5.2 Ergebnisse

In keinem Fall wurde ein Unterschied zwischen zentrifugierter und homogenisierter Probe fest-
gestellt. Bild 13 zeigt dies fiir den Leuchtbakterientest: die Hemmkurven der partikelfreien und
der partikelhaltigen Proben verlaufen in allen drei Fallen vollig parallel. Die analogen Hemm-
kurven des Algentests sind im Anhang 5.1 dargestellt.

Eine von der partikuldren Phase ausgehende Wirkung wurde somit in diesen Biotests fiir keine
der drei Proben festgestellt. Fiir die Proben A und B erklért sich dies bereits aus den geringen
Feststoffgehalten. Die gute Parallelitdt auch fiir Probe C zeigt dariiber hinaus, dass Partikel-
gehalte bis 250 mg/L SF den jeweiligen Test nicht zu stéren scheinen. Allerdings diirften
Storeinfliisse auch von der Art der Partikel (sedimentierbar, suspendiert bleibend) und dem
Messprinzip des jeweiligen Tests abhéngen. Setzt sich wihrend des Tests der groBte Teil der
partikuldren Stoffe am Boden des Testgefédfes ab, so wird die Detektion zumindest im Leucht-
bakterien-, Algen- und Daphnientest offenbar nicht gestort.
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Bild 13: Hemmung im Leuchtbakterientest der Abwasserproben A, B und C homogenisiert und
zentrifugiert.

Wegen der Abwesenheit detektierbarer toxischer Wirkungen partikulér gebundener Stoffe wurde
die partikuldre Phase der drei Proben nicht weiter separat untersucht.

5.6 Modul ,,Persistenz®

Fiir diese Untersuchungen war die Frage bestimmend, ob eine Kopplung des Abbautests fiir
behandelte Abldufe mit der Summenparameter-Bestimmung und vor allem auch mit
Toxizititstests praktikabel ist. Insbesondere war die Frage der Kompatibilitét der biologischen
Tests mit dem vorher durchzufiihrenden Abbautest zu priifen. Ferner wurde untersucht, ob die
angestrebte Erfassung sorptiver Entfernung von Abwasserinhaltsstoffen wihrend des Abbautests
durch die 3h-Probe aussagekriftig ist.

5.6.1 Vorgehen

Als biologischer Abbautest wurde ein Test auf leichte Abbaubarkeit mit kommunalem Belebt-
schlamm (30 mg/L SF) ausgewdhlt. Neben den Ablaufproben wurde Anilin als Kontrollsubstrat
eingesetzt. Im Anschluss daran wurden die DOC-Gehalte und die UV-Absorption der biologisch
behandelten Proben bestimmt und die Proben ferner im Lumineszenzhemmtest, im

Algenwachstumstest und im umu-Test untersucht. Das genaue Vorgehen ist in Anhang 4.3
beschrieben.

5.6.2 Ergebnisse

Persistenz

Die Ergebnisse des Abbautests fiir die drei Abwasserproben zeigt Tab. 10. Neben der Abnahme
der organischen Belastung bis zum Versuchsende nach 28 Tagen ist auch die Abnahme nach 3
Stunden Testdauer aufgefiihrt (3h-Probe).
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Tab. 10: Reduktion der organischen Belastung der drei Abwasserproben
und der Anilinkontrolle im Test auf leichte Abbaubarkeit.

Probe Reduktion nach 3 Stunden  Reduktion nach 28 Tagen
DOC [%] SAK;s4 [%] DOC [%] SAKjs4 [%0]

A 6.0 -1 28.8 12

B 15.8 39 153 48

C 24 13 153 26

Anilin 1.7 -0.6 97.3 93
Endwerte nach 28 Tagen:

Die stirkste Verminderung der organischen Belastung fand mit 29 % von 30 mg/L DOC bei der
Probe A statt. Von den geringer organisch belasteten Proben B und C wurde jeweils nur 15% des
DOC entfernt (von 2.6 bzw. 19 mg/L), die UV-Aktivitit hingegen stirker reduziert. Probe B
weist allerdings einen so niedrigen Ausgangs-DOC auf, dass kaum mit einem noch klar
bestimmbaren Abbauergebnis zu rechnen war.

Diese Werte zeigen, dass bei allen Ablaufproben trotz zum Teil sehr intensiver Abwasser-
behandlung, noch mit einem weiteren aeroben mikrobiellen Abbau im Gewésser zu rechnen ist.
Umgekehrt ergeben diese Untersuchungen in Hinblick auf die geféhrlichen Stoffeigenschaften,
dass zwischen 21 mg/L DOC (Probe A) und 2.2 mg/L DOC (Probe B) an persistenten organi-
schen Stoffen in den industriellen Abwassereinleitungen enthalten ist.

Die Eliminationskurven fiir die Proben A und C sowie fiir Anilin sind in Bild 14 dargestellt. Die
Kurve fiir Probe B wird nicht gezeigt, da eine prozentuale Darstellung bei den niedrigen DOC-
Werten die Kurve stark verzerrt. Die Darstellung der Abnahme von DOC und SAKjs4 ist fiir alle
Testansitze im Anhang 6 zu finden.
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Bild 14: Relative DOC- und SAK,ss-Werte der Proben A und C sowie der Anilinkontrolle im
Abbautest iiber 28 d.
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Fiir die Proben A und C ist eine leichte Reduzierung organischer Stoffe tiber die Versuchszeit zu
beobachten, wobei der Verlauf fiir den DOC-Gehalt und die UV-Absorption aber etwas unter-
schiedlich war. Die Referenzsubstanz Anilin wird hingegen schnell und vollsténdig mineralisiert.

3h-Probe:

Wie die 3h-Werte zeigen, ist die sorptive Entfernung von Abwasserinhaltsstoffen bei Abwasser
A unbedeutend. Umgekehrt scheint die in Probe B beobachtete Abnahme des DOC-Gehalts und
der UV-Aktivitét allein auf Sorption zu beruhen; der 3h-Werte des DOC-Gehalts unterscheidet
sich von dem 28d-Werten nicht. Allenfalls bei der UV-Absorption ist noch eine weitere
Verminderung (auf 48% des Ausgangswerts) festzustellen. Im Falle der Probe C zeigt sich nach
3 h nur eine schwache, sorptionsbedingte DOC-Reduktion, wéhrend die Verminderung der UV-
Absorption nach 3h bereits die Hélfte des nach 28 Tagen gefundenen Wertes erreicht hat.

Diese fiir die drei Proben sehr unterschiedlichen Resultate lassen natiirlich noch keinen
endgiiltige Schluss beziiglich der Eignung der 3h-Probe zur Erfassung sorptiver Effekte zu. Die
Ergebnisse zeigen aber immerhin, dass es sehr schnelle (< 3 h) Entfernungen geloster organi-
scher Stoffe auch bei Proben geben kann, deren mikrobieller Abbau tiber 28 d nur méBig ist und
sehr langsam und eher gleichméBig erfolgt (Bild 14). Es ist insofern wahrscheinlich, dass es sich
hierbei tatsdchlich um sorptive Effekte handelt. Auch der weitere zeitliche Verlauf der Abbau-
kurven (z.B. 7d-Wert) lédsst die 3h-Probe als angemessen erscheinen. Die Tatsache, dass zum
Teil die UV-Absorption stérker vermindert zu werden scheint als der DOC, besttigt diese Ver-
mutung. In der Regel kann man in Gemischen von Abwasserinhaltsstoffen der UV-aktiven,
aromatischen Fraktion eine geringere Hydrophilie und damit eine grofere Sorptionsneigung
zuschreiben, als der nicht UV-aktiven aliphatischen Fraktion.

Ob angesichts der deutlich geringeren Biomasse-Konzentration als im Zahn-Wellens-Test und
angesichts der Tatsache, dass die zu untersuchenden Abwisser meist intensiv, auch biologisch,
vorbehandelt sind, die Gleichgewichtszeit bis zur Probenahme zur Erfassung sorptiver Effekte
nicht auch verldngert werden konnte (z.B. 12 h) sollte Gegenstand weiterer Priifung sein.

50 - Toxizitétstests:
(o)) . . .
S Allein Probe A war wiederum im Leuchtbak-
§ terientest wirksam und zwar, wie Bild 15 zeigt, in
S . . ..

% A gleichem Ausmal} wie vor dem Abbautest. Die in
c . . . .
(& —O-AD diesem Ablauf befindlichen, leicht lumines-
(]
2 b: biologisch zenzhemmenden Inhaltsstoffe werden demnach
E behandelt im Test auf leichte biologische Abbaubarkeit
- .25 . i | . . . .

0 0.2 04 06 nicht entfernt }md smd. im Sinne der Unter-

Verdinnungsfaktor suchungsstrategie als persistent anzusehen.

Die abgebaute Probe A wurde auch im umu-Test

Bild 15: Leuchtbakterienhemmung der Probe A yptersucht, hier zeigte sich kein Effekt (siche
vor und nach dem Abbautest
Anhang 5.2).
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Bezogen auf die Untersuchungsmethodik besagt dieses Ergebnis zusammen mit den Blindwerten
aber auch, dass durch den Abbautest keine artifizielle Wirkung im Lumineszenzhemmtest oder
im umu-Test hervorgerufen wird; das Verfahren des Abbautests ist demnach kompatibel mit den
nachfolgenden Toxizitdtstests. Dieses Resultat ist von grofer Wichtigkeit fiir die
Gesamtstrategie.

5.7 Modul ,,Bioakkumulierbarkeit*

Fiir dieses Modul bestand noch der grofite methodische Entwicklungsbedarf, so dass auch bei
den praktischen Arbeiten hier ein Schwergewicht zu setzen war. Grundfrage war zunéchst, ob
mit dem skizzierten Ablauf (Kap. 4.3.4, Bild 10) eine hinreichend scharfe Auftrennung der
Abwasserinhaltsstoffe in potenziell Bioakkumulierende (logKow > 3) und hydrophilere, nicht
Akkumulierende (logKow < 3) erzielt werden kann. Dann sollte die Ubertragbarkeit der Extrakt-
ionsbedingungen auf reale Abwasserproben gepriift werden.

Die dargestellten Untersuchungen gliedern sich in methodische Entwicklungen mit Standard-
substanzen und mit héher belasteten industriellen Abwéssern (Kap.5.7.1 und Anhang 7), sowie
in die Anwendungen auf die drei Abwisser der chemischen Industrie bzw. der Metallbearbeitung
(Kap. 5.7.2).

5.7.1 Methodenentwicklung

Im folgenden werden das Vorgehen sowie die Ergebnisse der Methodenentwicklung zusammen-
gefasst. Eine detaillierte Beschreibung und Auswertung der Versuche findet sich im Anhang 7.

Anhand eines Standardgemisches bestehend aus zehn aromatischen Einzelstoffen (logKow 1.9-
5.8) wurden zuerst geeignete Bedingungen fiir eine Trennung der Stoffe bei einem logKyy ~ 3
mittels Festphasen-Extraktion und zweistufiger Elution ermittelt. Die Auftrennung des Stoff-
gemisches wurde tiber HPLC mit Dioden-Array-Detektion verfolgt.

Als geeignet erwies sich ein Methanol-Wasser-Gemisch mit 65 % Methanol (MeOH) fiir den
ersten Elutionsschritt und 100 % MeOH fiir den zweiten. Eine gewisse Unschérfe der Trennung
ldsst sich in einem Ubergangsbereich von logKyw = 3 £ 0.2 nicht vermeiden, wie eine in 5 %-
Schritten erfolgte Erhohung des MeOH-Anteils bei der ersten Elution von 60 % auf 75 % MeOH
zeigte. Als Ursachen sind zum einen chromatographische Effekte in der Festphasenkartusche
und zum anderen unterschiedliche Angaben von logK,y-Werten in der Literatur aufgrund ihrer
Bestimmung mit verschiedenen Methoden zu nennen. Die nominelle Trenngrenze dieses SPE-
Verfahrens wird daher auf logK,y = 3 + 0.2 festgelegt. Bei der Anwendung auf Abwasserproben
wurde mit einem MeOH-Anteil von 68 % fiir die erste Elution gearbeitet, was als oberste Grenze
anzusehen ist.

Der Anteil von PBS in Abwassereinleitungen soll, wie in Kap. 4.3.4 beschrieben, {iber eine
DOC-Differenz-Messung bestimmt werden. Die DOC-Gehalte des SPE-Filtrats und des ersten
SPE-Eluats werden dazu vom DOC-Gehalt der Probe abgezogen. Fiir die Voruntersuchungen
wurde biologisch behandeltes Gerbereiabwasser sowie Melasseabwasser verwendet.
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Die Entfernung des MeOH aus der ersten Eluatfraktion (68 % MeOH) vor der DOC-Bestim-
mung durch einfaches Einengen in der Vakuumzentrifuge erwies sich als nicht ausreichend. Eine
Reduzierung der Methanol-Restgehalte auf akzeptable Blindwerte (0.2 mg/L) gelang erst nach
dreifachem ,,Spiilen* (Einengen, Zugabe von Wasser, erneutes Einengen) der Eluatfraktion. Mit
den Ergebnissen der Voruntersuchungen konnte die Eignung der Kombination der Festphasen-
Extraktion mit einer DOC-Bestimmung der Eluatfraktionen gezeigt werden.

5.7.2 Anwendung auf die Abwasserproben A, B und C vor und nach dem biologischen
Abbautest

Die ausgearbeitete Methode zur Bestimmung der potenziell bioakkumulierenden Anteile mittels
SPE wurde dann auf die Proben A und C sowie die nach dem biologischen Abbautest erhaltenen
Proben (A-b und C-b) angewendet. Jede Probe wurde zweimal, an zwei verschiedenen Tagen,
bearbeitet, um bereits einen Anhalt fiir die Reproduzierbarkeit des Verfahrens zu gewinnen.

Im folgenden werden zunichst die Ergebnisse der Bestimmung des PBS-Gehalts der Proben
sowie einer ersten Fehlerabschétzung dieser Methode vorgestellt.

Dann wird anhand der HPLC-Chromatogramme der Eluatfraktionen das Trennverhalten der UV-
aktiven Inhaltsstoffe dieser Abwasserproben in Hinblick auf die Trennung bei logKyy = 3 im
Vergleich zum Standardgemisch beschrieben.

SchlieBlich wird auf die Eignung der SPE hinsichtlich ihrer Kombination mit den verwendeten
Okotoxikologischen Testverfahren eingegangen, mit welcher eine Aussage iiber die Toxizitéit der
Fraktionen erhalten werden kann.

PBS-Gehalte der Proben A und C

Die Ergebnisse der SPE der vier Proben sind in Bild 16 als DOC-Gehalte und SAK;s4-Werte der
erhaltenen Fraktionen dargestellt. Fiir die Auswertung wurden die Mittelwerte der Doppel-
bestimmung verwendet. Jedoch kam es fiir zwei Proben bei einer der beiden Extraktionen zu zu
hohen Messwerten, so dass diese nicht ausgewertet werden konnten. Standardabweichungen der
auswertbaren Doppelbestimmungen sowie die prozentuale Verteilung des DOC und des SAKjs4
auf die Fraktionen der jeweilige Probe sind im Anhang 8.1 angegeben. Dort ist auch eine erste
Fehlerabschidtzung fiir die Bestimmung des PBS-Gehalts beschrieben, welche durchgefiihrt
wurde, um trotz der geringen Datenzahl einen Eindruck von der GréBenordnung des méglichen
Fehlers der PBS-Bestimmung mit dieser Methode zu erhalten.

Bild 16 zeigt, dass fiir beide Proben der Anteil extrahierbarer (unpolarerer) gegeniiber den nicht
extrahierten (polareren) Stoffen nach dem Abbautest gesunken ist, sich also der Anteil polarer
Abwasserinhaltsstoffe erhoht hat. Besonders deutlich ist dies bei Probe A zu erkennen, deren
DOC im Abbautest um knapp ein Drittel reduziert wurde. Die ermittelten PBS-Gehalte der vier
Proben lagen im Bereich 1.4-2.0 mg/L DOC. Dabei waren die PBS-Gehalte vor dem
biologischen Abbautest mit 2.0 (Probe A) und 1.9 mg/L. DOC (Probe C) etwas hoher als nach
dem Test (1.5 bzw. 1.4 mg/L DOC).
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Bild 16: SPE der Abwasserproben A und C vor und nach dem biologischen Abbautest (A-b und C-b) —
DOC-Gehalte und SAK,s4,-Werte der Fraktionen (PBS berechnet = Probe - (Filtrat + Eluat 1)).

Gegeniiber dem Anteil der insgesamt extrahierbaren Stoffe war der PBS-Anteil nach dem
Abbautest kaum verdndert (Probe A: von 6.6 auf 7 %, Probe C: von 10.5 auf 9.4 % DOC).
Allerdings zeigt die Fehlerabschidtzung, dass die Bestimmung des PBS-Anteils iiber die hier
verwendete Differenzberechnung mit einem Fehler von bis zu 1.3 mg/LL DOC verbunden sein
kann. Dieser Wert ergibt sich, wenn die Standardabweichungen der Ergebnissen der Doppel-
bestimmungen der DOC-Gehalte der Proben sowie, jeweils nach Blindwertkorrektur, die DOC-
Gehalte der SPE-Filtrate und der ersten Eluate bei der Fehlerabschitzung berticksichtigt werden.
Der so ermittelte Fehler liegt in der Grofenordnung der fiir die Proben ermittelten PBS-Gehalte
und fiihrt zu einem so weiten Schwankungsbereich der PBS-Gehalte, dass genauere Aussagen
iiber eine evtl. Zu- oder Abnahme der PBS-Anteile nach dem Abbautest nicht méglich sind. Fiir
Probe A ergibt sich ein Bereich von 3-11 % DOC fiir den PBS-Anteil der Probe gegeniiber 1-
13.0 % fiir Probe A-b, und fiir Probe C ergibt sich entsprechend ein Bereich von 4-18 %
gegeniiber 1-18 % fiir Probe C-b.

Der Fehler der PBS-Bestimmung wurde anhand eines kleinen Datensatzes berechnet, wobei die
Blindwerte insbesondere der SPE-Filtrate mit 1.2 + 0.5 mg/L DOC noch eine relativ weite
Schwankungsbreite aufwiesen. Fiir eine genauere Abschétzung des Fehlers miissten daher wei-
tere Proben extrahiert und Schwankungen der Blindwerte reduziert werden. Aulerdem konnte
dann ein unterer Wert fiir den Proben-DOC bestimmt werden, ab dem die PBS-Bestimmung mit
dieser Methode aufgrund der notwendigen Blindwertkorrekturen zu fehlerhaft wird. Die mit
einem DOC-Gehalt von 2.6 mg/L nur gering belastete Probe B wurde auch extrahiert, allerdings
konnten die Ergebnisse nicht ausgewertet werden. Eine derartig gering belastete Abwassereinlei-
tung wird jedoch eher seltener Gegenstand der Bearbeitung geméB dieser Untersuchungsstrategie
sein.
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Trennverhalten der Abwasserproben im Vergleich zum Standardgemisch

Basierend auf den methodischen Vorarbeiten mit Standardsubstanzen mit bekannten logKo-
Werten (Kap. 5.7.1 und Anhang 7.1) kann fiir die verwendete HPLC-Methode ein Zusammen-
hang zwischen der Retentionszeit einer Verbindung und ihrem logK,-Werte hergestellt werden.
Anhand des so erhaltenen chromatographischen Rasters (Bild 17) sind dann auch Aussagen iiber
die logK,w-Werte unbekannter, in den Abwasserproben enthaltener Verbindungen moglich.
Somit kann die Eignung der SPE-Methode auch zur Fraktionierung unbekannter gelster
organischer Stoffe aus Abwéssern bei dem logK,,~-Wert von 3 mit der HPLC uiberpriift werden.

Die HPLC-Chromatogramme der Eluate der Abwasserproben und eines Standardgemisches
erhalten nach der SPE mit zweistufiger Elution sind in Bild 17 dargestellt. Das zweite Eluat
(Methanol-Fraktion mit einem angestrebten logK,, > 3) wurde gegeniiber dem ersten Eluat
fiinffach stérker aufkonzentriert in der HPLC gemessen.

Probe A und C (Bild 17 a, c¢) weisen iiber den gesamten Polaritdtsbereich organische Stoffe auf,
wobei auch eine relativ grofle Zahl polarer Stoffe auftritt, die vor p-Kresol (logKyw ~ 2) eluieren.
Das zweite Eluat, welches die potenziell bioakkumulierenden Abwasserinhaltsstoffe mit logKow
> 3 enthilt, ist jeweils wesentlich geringer konzentriert als das erste Eluat. Der logK,y-Bereich
um 3, in dem es zu einer Elution der Stoffe Atrazin, 2,4-Dichlorphenol und Benzophenon in
beiden Eluatfraktionen kommt, liegt bei Retentionszeiten von 20.7 bis 24.5 min (Bild 17 b). In
diesem Bereich ist auch eine Elution mancher Abwasserinhaltsstoffe in beiden Eluatfraktionen
zu beobachten, wobei sich die Stoffe in deutlich hoheren Anteilen im ersten Eluat befinden (Bild
17 a, ¢). Mit zunehmenden Retentionszeiten verringert sich die Bedeutung der ersten Eluatfrak-
tion, ab einer Retentionszeit von ca. 26.5 min sind keine Peaks mehr im ersten Eluat zu finden.
Das gleiche Verhalten tritt auch bei den nach dem Abbautest der beiden Abwasserproben
erhaltenen Proben auf (siche Anhang 8.2).

Insgesamt zeigen die HPLC-Chromatogramme der Abwasserproben, dass der Ubergangsbereich
von einer Elution im ersten hin zum zweiten Eluat bei den Abwasserinhaltsstoffen gegeniiber
den Stoffen des Standardgemischs zu héheren Retentionszeiten und damit zu hoheren logKqy-
Werten verschoben ist. Dies wiirde zu einer Unterschiatzung des PBS-Gehalts der
Abwasserproben fithren, auch wenn sich, wie in Kap. 5.7.1 dargestellt wurde, je nach Herkunft
der verwendeten logK,y-Daten der Ubergangsbereich noch etwas zu hoheren Retentionszeiten
verschieben kann. Daher sollte fiir zukiinftige Arbeiten der Methanol-Anteil des ersten Eluats
(68 %) soweit reduziert werden, dass ein hoher Anteil der im Ubergangsbereich nach 2,4-
Dichlorphenol eluierenden Stoffe (Retentionszeit > 22 min) erst mit dem zweiten Eluat erfasst
wird (etwa 65% Methanol, siche Anhang 7 Bild 5).

Andererseits treten bei Probe C einige Komponenten des logK,,-Bereich < 3 (Retentionszeit <
21 min) auch im zweiten Eluat auf (Bild 17c). Diese offensichtlich nicht ganz vollstidndige
Elution der polareren, der ersten Fraktion zugehdrigen Verbindungen sollte sich zukiinftig durch
eine Erhohung des Eluatvolumens bei der ersten Elution vermeiden lassen.

Der zweite Elutionsschritt erfolgte hier mit 100 % MeOH. Um auch Stoffe mit logKw-Werten >
6 zu eluieren, konnte die Elutionskraft durch Verwendung von CH,Cl, oder THF erhéht werden.
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Dies wire sinnvoll, wenn z.B. eine chromatographische Trennung der PBS in Hinblick auf eine
Identifizierung durchgefiihrt werden soll.
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Bild 17: HPLC-Chromatogramme der Probe A (a, oben), des Standardgemisches (b, Mitte) und der
Probe C (c, unten) nach SPE mit zweistufiger Elution.
Eluate a 5 mL, Eluat 1: 68 % Methanol, Eluat 2: 100 % Methanol, A =230 nm
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Kombination mit Toxizititstests

Durch Kombination der PBS-Bestimmung mit Biotests, d.h. durch Ermittlung der Toxizitét oder
Gentoxizitit der nach der SPE erhaltenen Fraktionen., k6nnen Informationen tiber den Polaritéts-
bereich der in Abwasserproben enthaltenen toxischen Stoffe gewonnen werden. Anders
ausgedriickt kann durch dieses Vorgehen ermittelt werden, ob die ggf. vorhandenen potenziell
bioakkumulierenden Stoffe zusitzlich auch toxische Wirkungen haben. Dann wéren sie natur-
gemif} von besonderer 6kotoxikologischer Relevanz.

Die Laboruntersuchungen sollten aufzeigen, ob die Probenmanipulationen (Extraktion und
weitere Aufarbeitung) nicht zu Artefakten in der Toxizitdtsbestimmung fiihrt. Ferner sollte auch
fiir diesen Schritt die praktische Durchfiithrbarkeit im Rahmen des Moduls ,,Bioakkumu-
lierbarkeit” (Kap. 4.3.4) gepriift werden.

Mit Hilfe von Blind-Extraktionen wurde hier zunichst ermittelt, ob die PBS-Bestimmung mit
den anschlieBenden Biotests kompatibel ist. Hierzu wurden Eluate des ersten Elutionsschritts in
der Form eingesetzt, wie sie auch fiir die DOC-Bestimmung verwendet wurden, also nach
mehrfachem Spiilen. Die Eluate des zweiten Elutionsschritts wurden dagegen nur eingeengt,
jedoch vor den Toxizitétstests auf einen Methanol-Gehalt von 2 % eingestellt, welcher in Toxi-
zitdtstests zumeist keine toxische Wirkung hervorrutt.

Weder im Leuchtbakterientest noch im Daphnien- oder Algentest zeigten die SPE-Filtrate und
-Eluate der Blind-Extraktionen eine erhéhte toxische Wirkung. Im umu-Test wurde nur der
Blindwert fiir das SPE-Filtrat bestimmt, auch hier trat kein Effekt auf. Die verwendeten Extrak-
tionsbedingungen erweisen sich damit als gut geeignet fiir die Kombination der SPE mit den
verwendeten Biotests.

Von den drei Ausgangs-Proben (A-C) zeigte in den eingesetzten Biotests allein Probe A eine
toxische Wirkung im Leuchtbakterientest (Kap. 5.4) und dies auch noch nach dem biologischen
Abbautest (Kap. 5.6). Deshalb wurden die folgenden Untersuchungen nur an der Probe A und
der biologisch behandelten Probe A-b durchgefiihrt.

Keine der beiden Proben zeigte im SPE-Filtrat eine lumineszenzhemmende Wirkung. Dagegen
zeigte das erste SPE-Eluat beider Proben eine deutliche toxische Wirkung, mit 60-70%
Hemmung der unverdiinnten Probe. Auch das zweite Eluat zeigte einen Effekt, diesen aber nur
bei Aufkonzentration um einen Faktor 2-4 (Bild 18). Damit befinden sich der oder die fiir die
toxische Wirkung verantwortlichen Stoffe {iberwiegend im ersten Eluat und wiirden somit unter
die nicht potenziell bioakkumulierenden Stoffe (logK,w < 3) fallen. Aus zwei Griinden kann dies
in dem vorliegenden Fall jedoch nicht eindeutig gefolgert werden:

- das Auftreten einer leichten Hemmwirkung auch im zweiten Eluat konnte auf Stoffe hindeutet,
welche im Ubergangsbereich beider Fraktionen (d.h. um logKoy = 3) eluieren.

- ferner hatten die HPLC-Messungen bereits aufgezeigt, dass mit dem 68% Methanol-Anteil in
der ersten Elution einige zu unpolare Stoffe mit eluiert wurden und damit die PBS-Fraktion
moglicherweise unterschétzt wurde.
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Bild 18: Hemmkurven der Eluate der Proben A und A-b im Leuchtbakterientest.
Eluat 1: 68 % Methanol; Eluat 2: 100 % Methanol

Ausgeschlossen werden kann aber andererseits, dass anorganische Probeninhaltsstoffe fiir die
Wirkung im Lumineszenzhemmtest verantwortlich sind. Anorganische Komponenten passieren
die Festphase und verbleiben im SPE-Filtrat; dieses hat hier aber keine Wirkung gezeigt.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse aber, dass die Kopplung der PBS-Bestimmung mittels Fest-
phasen-Extraktion sicher mit der Toxizititsdetektion, zumindest mit den hier eingesetzten
Leuchtbakterien-, Daphnien- und Algentests, gekoppelt werden kann. Diese Moglichkeit der
zusitzlichen Bewertung der PBS iiber ihre Toxizitét als nur allein iiber die Angabe des PBS-
Gehalts erscheint als wichtiger konzeptioneller Vorteil der Untersuchungsstrategie, insbesondere
da noch zu ermitteln ist, ab welchem PBS-Gehalt eine Abwasserprobe nach dem Abbautest als
zu hoch belastet einzustufen ist.
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6 Bewertung und Ausblick

6.1 Allgemeine Aspekte

Die in Kapitel 5 dargestellten Untersuchungen und ihre Ergebnisse haben exemplarisch die
grundsitzliche Handhabbarkeit und Sinnhaftigkeit der in Kapitel 4 entwickelten Untersuchungs-
strategie fiir geféhrliche Stoffe in Abwasserreinleitungen der Industrie aufgezeigt.

Wesentliche Verfahrenskombinationen, wie die Kopplung der Persistenzuntersuchung bzw. der
Untersuchung auf potenziell bioakkumulierende Stoffe mit der Bestimmung des Rest-DOC und
mit den Toxizitdtstests (in den Modulen ,Persistenz* und ,.Bioakkumulierbarkeit®) konnten
anhand von Blind- und Realproben erfolgreich durchgefiihrt werden.

Diese Kopplungen sind neben dem modularen Aufbau ein wesentliches Merkmal der Strategie:
sie ermdglichen die inhaltliche Verkniipfung der Resultate beziiglich der drei
Gefdhrdungsparameter Bioakkumulierbarkeit, Persistenz und Toxizitdt. So liefert die Strategie
nicht nur Aussagen tiber die toxische Wirkung einer Einleitung und iiber die Menge persistenter
und potenziell bioakkumulierender Stoffe. Vielmehr kann mit ihr ermittelt werden, ob die
persistente Fraktion zugleich bioakkumulierbar und toxisch ist.

Damit werden durch die hier vorgestellte Strategie wichtige Hilfestellungen auch hinsichtlich
einer Einordnung und Bewertung der Untersuchungsergebnisse geliefert:

In mehreren Stufen dieser wie auch anderer Stratégien (z.B. Dénemark. Schweden; Kap. 2.2)
sind Entscheidungen dariiber zu treffen, ob ein bestimmter Test einen negativen oder positiven
Befund erbracht hat. Im Falle positiver Befunde ist oft das Ende der Untersuchung erreicht und
das Augenmerk soll statt dessen, auch zur Vermeidung eines unnétigen Untersuchungsaufwands,
auf die Verbesserung der Ablaufqualitdt gerichtet werden.

Hier sind also Entscheidungswerte erforderlich, die es auller bei einigen etablierten Toxizitéts-
tests, die in Deutschland im Vollzug der Abwassergesetzgebung Einsatz finden, bisher nicht gibt.
Dies liegt u.a. daran, dass derzeit noch nicht zu ermessen ist, welche Bedeutung beispielsweise
ein Gehalt von 20 mg/L an persistenten Stoffen in einer industriellen Einleitung fiir das
Okosystem des Vorfluters hat. Die Situation ist insofern grundlegend anders gelagert als bei der
Untersuchung von Einzelstoffen.

Durch die oben dargestellte Verkniipfung der Gefdhrdungsparameter im Rahmen dieser Unter-
suchungsstrategie wird hier die Grundlage fiir eine Entscheidungsfindung wesentlich verbessert,
da als Resultat der Untersuchung eben nicht nur ein Gehalt von 20 mg/L an persistenten Stoffen
steht, sondern auch die Information, ob diese Stoffe potenziell bioakkumulierend und auch
toxisch sind.

Zur Entwicklung der notwendigen Entscheidungswerte wird weiterhin eine breitere Anwendung
der Strategie und die Sammlung einer gréferen Zahl an Untersuchungsergebnissen notwendig
sein.
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Generell muss darauf hingewiesen werden, dass bisher nur ausgewéhlte Stufen der Strategie
einer praktischen Priifung unterzogen werden konnten und so lediglich erste Ergebnisse
gesammelt wurden.

Die Strategie bedarf noch der Priifung ihrer Robustheit und Wiederholbarkeit sowie der
Ermittlung der Nachweisgrenzen anhand von Stoffgemischen und Realproben. Fiir die weitere
Entwicklung der Strategie vom derzeitigen eher konzeptionellen Stadium hin zu einer
anwendbaren und anzuwendenden Methode ist aber auch eine weitere intensive fachlichen
Diskussion iiber die zu verwendenden Parameter, ihre Verkniipfung und die ausgewéhlten
Bestimmungsverfahren notwendig.

6.2 Einzelne Module
6.2.1 Modul ,,Probenahme und Charakterisierung®

Zur Untersuchung im Rahmen der Strategie wird die Gewinnung représentativer Mischproben
empfohlen. Mangels guter Bezugsdaten ist die Beprobungsdauer derzeit jedoch noch nicht
festgelegt.

Die zur Charakterisierung herangezogenen Parameter aus der AbwV werfen keine methodischen
Fragen auf. Aufgrund des betrieblichen und behérdlichen Vorwissens lésst sich die Zielrichtung
der Charakterisierung (Organische Belastung, Salze, Schwermetalle) oft wohl schon stark
einengen, so dass sich der Aufwand fiir die Charakterisierung noch verringen lésst.

6.2.2 Modul ,Indirekteinleiter

Im Gegensatz zu den meisten bisher entwickelten Untersuchungsstrategien wird in dieser Strate-
gie eine Differenzierung zwischen Indirekt- und Direkteinleitern vorgenommen.

Die Abldufe von Indirekteinleitern sind vor allen weiteren Untersuchungen in einem etablierten
Abbautest mit hoher Biomassekonzentration zu behandeln, der die Wirkung einer kommunalen
Kliranlage simulieren soll. Auf eine Verdiinnung des Abwassers mit hduslichem Abwasser, wie
in der Kanalisation, muss dabei verzichtet werden.

Da dieses Modul nicht getestet wurde, ist derzeit offen, welche Folgen dieser Verzicht auf eine
Vorverdiinnung fiir die angemessene Simulation der Wirkung einer Mitbehandlung des
Industrieabwassers in einer kommunalen Kldranlage hat.

6.2.3 Modul ,,Partikulire Fracht*

Die als notwendig erachtete Einbeziehung der partikulédren Phase und der moglicherweise daran
fixierten geféhrlichen Stoffe in die Betrachtung hat sich als sperriges Problem erwiesen. Zum
einen sind verschiedene Module, wie die ,,Persistenz” und die ,,Bioakkumulierbarkeit wegen
der darin verwendeten Messprinzipien partikelhaltigen Proben nicht zugénglich. Zum anderen ist
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die prinzipielle Aussagekraft von Persistenz und Bioakkumulierbarkeit bei Partikeln infrage zu
stellen.

So bleibt einzig der Vergleich toxischer Wirkungen der partikelhaltigen mit der partikelfreien
Probe als aussagekriftiger Parameter. Es ist allerdings davon auszugehen, dass sich in diesen auf
geloste Stoffe zielenden Biotests nur in wenigen Féllen ein Unterschied zwischen diesen beiden
Proben geben wird, weil die sorbierten Stoffe kaum Wirkung entfalten konnen. Lediglich der
unter den Testbedingungen und innerhalb der Testdauer desorbierende Anteil wird im Toxizitéts-
test wirksam werden konnen; dies wird vermutlich nur ein kleiner Anteil der gesamten sorbierten
Stoffe sein. Allerdings ldsst sich, diesen Ansatz rechtfertigend, feststellen, dass (a) die an
Partikeln sorbierten Stoffe auch nicht eigentlich eine Wasserbelastung darstellen, gerade weil sie
nicht gelost sind und dass (b) die ungeniigende Entfernung von Partikeln aus Abldufen eher
Anlass fiir eine Verbesserung der Partikelabtrennung sein sollte, als dass sich nachfolgend
komplizierte analytische Aufgaben und Bewertungs-Fragen ergeben.

In der praktische Durchfithrung ist zur Zeit noch nicht gekldrt, ab welchen Partikelgehalten
(Triibung bzw. suspendierte Feststoffe) bei welchem Test mit Stérungen zu rechnen ist. Fiir den
Fall sehr hoher Partikelgehalte, die keine Tests mit partikelhaltigen Proben mehr erlauben,
miisste die partikuldre Phase getrennt untersucht werden. Dann miisste auch der Frage der
Herstellung eines wiéssrigen, mit der Strategie zu untersuchenden Auszugs der partikuldren
Phase Beachtung geschenkt werden. Dies konnte durch Extraktion mit organischen
Losungsmitteln oder durch Elution mit wissrigen Losungen erfolgen. Das Vorgehen zur
getrennten Untersuchung der partikuldren Phase im Rahmen der Strategie wurde im Rahmen der
praktischen Arbeiten bisher nicht gepriift.

6.2.4 Modul ,, Toxizitit*

Die dargelegte Strategie (Kap. 4) und auch die durchgefiihrten Tests (Kap. 5) beschrénken sich
im Bereich der Toxizititsdetektion auf etablierte Testverfahren, die in Deutschland bereits im
Vollzug eingesetzt werden oder wie der Fischei-Test kurz davor stehen. Die Darlegung des
Entwicklungsstandes bei den Toxizitdts- und Biotests (Kap. 3.1) hat aber aufgezeigt, dass
einerseits neue, miniaturisierte und damit schnellere und billigere Testverfahren fiir etablierte
Parameter entwickelt werden, und dass andererseits neue, subletale Effekte und Tests im Bereich
der Okotoxikologie an Bedeutung gewinnen. Hier sei nur auf die auch auf internationaler Ebene
mit hoher Prioritdt untersuchten endokrinen Effekte von Umweltchemikalien und Abwasser-
einleitungen hingewiesen (z.B. OSPAR-Konvention beziiglich gefdhrlicher Stoffe). Generell
sollten im Kontext von Persistenz und Bioakkumulierbarkeit verstdrkt chronische und subletale
Effekte Beriicksichtigung finden. Insofern bleibt die Frage, welche Tests im Modul ,,Toxizit&t"
sinnvoll eingesetzt werden sollte, offen fiir zukiinftige Verdnderungen.

Es ist aber in jedem Fall zu fordern, dass (a) die zukiinftig einzusetzenden Tests ein gewisses
Stadium der Etablierung erreicht haben, dass (b) zuvor eine hinreichend grofle Zahl positiver
Befunde an industriellen Abwissern vorliegt und dass (c) fiir den jeweiligen Test auch
akzeptierte Entscheidungswerte entwickelt wurden. Angesichts dessen, dass es im Rahmen der
Untersuchungsstrategie drei bzw. vier Stadien der Toxizitéts-Priifung gibt (im Modul Toxizitét
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und ,,Partikulidre Fracht®, sowie spiter zum Abschluss der Module ,,Persistenz* und ,,Bioakku-
mulierbarkeit”) wird man die Anzahl verschiedener Tests immer beschrianken miissen. Eine
branchen- oder emittentenspezifische Auswahl aus einem allgemein akzeptierten Kollektiv von
Tests bietet sich hier an. Allerdings kann die Zahl durchzufiihrender Biotests bei der Unter-
suchung eines Ablaufs mit dieser Strategie durch deren sequentiellen Aufbau schnell vermindert
werden: in den spiteren Modulen ist immer nur die Durchfithrung der Tests vorgesehen, die in
der Stufe zuvor noch positive Befunde ergaben.

6.2.5 Modul ,Persistenz

Die Konzeption dieses Moduls, Abbautest mit nachfolgender DOC- und Toxizitdtsbestimmung
der persistenten Fraktion, erscheint durch die Ergebnisse der Laborexperimente bestitigt. Auch
die Auswahl des Abbautests aus der groen Zahl etablierter Verfahren ist begriindet.

Dennoch wire es eine interessante Erginzung, neben der DOC-Abnahme auch die CO,-
Entwicklung wihrend des Abbaus verfolgen zu kénnen. Damit kdnnte zwischen Sorption und
Mineralisation als Prozess der DOC-Verminderung leichter unterschieden werden und es bote
sich auch die Moglichkeit, bei partikelhaltigen Proben die Abbaubarkeit zu erfassen. Allerdings
leidet der Messparameter CO,-Entwicklung im Vergleich zum Parameter DOC-Verminderung
an allgemein groferer Variabilitit, so dass Aussagen erst bei groferen Umsidtzen gemacht
werden kénnen. Die bisher untersuchten Beispiele zeigen, dass die Kohlenstoffumsitze aus den
behandelten Abwissern in dem Abbautest sich aber auf wenige Milligramm pro Liter
beschrinken. Die derzeit erreichbare Genauigkeit in der Verfolgung der CO,-Bildung bei
Abbautests reicht fiir derartige Anwendungen nicht aus.

Die Heranziehung der 3h-Probe zur Erfassung sorbierter Stoffanteile scheint prinzipiell richtig.
Allerdings lassen die bisherigen Resultate auch zu, die Zeit bis zur Probenahme auf 12h zu
verldngern, ohne dass die Sorption damit {iberschétzt wiirde. Mit dieser verldngerten Sorptions-
phase sollten sich auch weniger schnell einstellende Gleichgewichtsreaktionen bis hinreichend
nahe an ihr Gleichgewicht eingestellt haben.

Im Rahmen dieser Studie noch nicht betrachtet wurde ferner die Frage, ob eine Voradaptation
der im Abbautest eingesetzten Mikroorganismen an das Abwasser sinnvoll ist.

Es ist abschlieBend darauf hinzuweisen, dass sich der Begriff ,,Persistenz, wie er im Rahmen
dieser Strategie verwendet und wie er auch sonst verbreitet verstanden wird, auf die aerobe
mikrobielle Abbaubarkeit mit Mischkulturen beschrankt. Die Besténdigkeit einer Verbindung im
aquatischen System kann aber auch durch abiotische Umsetzungen wie Hydrolyse oder
(indirekte) Photolyse beeinflusst sein. Zwar fithren abiotische Umsetzungen nicht zur
Mineralisation; durch sie werden aber i.d.R. mit der Struktur auch die Polaritdt der
Verbindungen veréndert und dies kann auch Einfluss auf die mikrobielle Abbaubarkeit nehmen.
Dariiber hinaus wird insbesondere bei Massenchemikalien verstirkt auch eine anaerobe
Abbaubarkeit gefordert, da eine nennenswerte Menge durch Sorption und Deposition im
Sediment in anaerobe Milieus gelangen kann; hier konnen diese Verbindungen, trotz aerober
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Abbaubarkeit dann akkumulieren und lange Zeitrdume iiberdauern, wenn sie anaerob nicht
abbaubar sind.

So berechtigt also die Einbeziehung abiotischer und anaerober Umsetzungen im Prinzip ist,
wurden sie hier nicht einbezogen, da aufler in Einzelfillen die tatséchliche Bedeutung dieser
Prozesse fiir in das aquatische System entlassene Stoffe noch nicht hat aufgezeigt werden
konnen.

6.2.6 Modul ,Bioakkumulierbarkeit*

Das hier vorgestellte Verfahren zur Erfassung der potenziell bioakkumulierenden Stoffe ist das
derzeit einzige, welches mit klassischen und universalen wasseranalytischen Parametern wie der
DOC-Bestimmung gekoppelt werden kann. Es ermdglicht ferner auch die Kopplung mit Toxizi-
tétstests. Hierin ist ein wichtiger Fortschritt zu sehen, auch wenn naturgemif in diesem voéllig
neu entwickelten Modul ,,Bioakkumulierbarkeit” noch viele Aspekte der Methodenentwicklung
und

-absicherung offen geblieben sind.

Es bedarf weiterer Priifungen um sicher zu stellen, dass die logisch zu fordernde Anordnung des
Moduls ,,Bioakkumulierbarkeit“ hinter dem Abbautest des Moduls ,,Persistenz® nicht mit
unakzeptablen Verlusten potenziell bioakkumulierender Stoffe einhergeht.

Wie die mittels HPLC erfolgte Abschétzung der logK,w-Werte der aus den Abwasserproben
extrahierten und re-eluierten Stoffe nahe legt, muss die Trenngrenze bei der Fraktionierung von
Abwasserinhaltsstoffen an die Abwassermatrix noch besser angepasst werden. Auch der Aspekt
der Extraktionskapazitdt und des Einflusses hoherer Gehalte und variabler Qualitidt des geldsten
organischen Materials auf die Riickhaltung der hydrophoben und die Freisetzung der
hydrophilen Stoffe ist noch nicht experimentell geklart.

Dem unstrittigen Vorteil der Kopplung mit der DOC-Bestimmung steht eine vermutlich noch
nicht befriedigende Nachweisgrenze entgegen. Verbesserungen bediirfen hier einer weiteren
Verminderung der Schwankung des Blindwert-DOC. Uber eine entsprechende Senkung des
Gesamtfehlers sollte sich dann auch die Nachweisgrenze senken lassen. Ferner stehen z.Zt.
Untersuchungen zur Wiederholbarkeit und Festlegung der Nachweisgrenze bei der Untersuchung
von Realproben noch aus.
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7 Zusammenfassung

Die Erfassung der Gehalte und Wirkungen gefdhrlicher Stoffe in Abwassereinleitungen der
Industrie erfordert eine Kombination chemischer und biologischer Untersuchungen, die iiber das
bisher in der AbwV festgelegte Mall hinausgeht. In dieser Studie wurde deshalb eine
emissionsorientierte Untersuchungsstrategie fiir geféhrliche Stoffe in Abwassereinleitungen
entwickelt, die die Gefihrlichkeitsparameter Persistenz, Bioakkumulierbarkeit und Toxizitit
auch experimentell verkniipft.

Die Strategie wurde nach einer Auswertung der bislang international bestehenden
Untersuchungsstrategien sowie der zur Verfiigung stehenden Testverfahren zur Bestimmung der
Toxizitdt, Persistenz und Bioakkumulation ausgearbeitet. Der Aufbau der hier vorgestellten
Strategie ist modular angelegt. Dies sichert die flexible Anpassung an die Gegebehheiten eines
Abwassers oder einer Branche. Zuerst werden die akute und chronische Toxizitdt sowie die
Gentoxizitdt bestimmt und dann ein Abbautest auf leichte aerobe biologische Abbaubarkeit zur
Gewinnung der persistenten Abwasserfraktion durchgefithrt. Aus dieser erfolgt danach die
Bestimmung der potenziell bioakkumulierbaren Stoffe mittels Festphasen-Extraktion. In der
Strategie sind Unterschiede zwischen Direkt- und Indirekteinleitern beriicksichtigt; auch die
partikuldre Phase findet Beachtung. Durch die modulare Verkniipfung kann ermittelt werden, ob
ein einzuleitendes Abwasser toxische und persistente und bioakkumulierbare Stoffe enthilt, die
ein bedeutendes Gefahrdungspotenzial fiir die aquatische Umwelt darstellen.

Eine erste Anwendung der Strategie auf drei Abwiésser der chemischen und metallbearbeitenden
Industrie hat gezeigt, dass die Untersuchungsstrategie in der geplanten Art und Weise eingesetzt
werden kann und dass mit ihr sinnvolle Aussagen zur Einleitungs-Qualitdt gewonnen werden
konnen. Die Strategie kann bei einer Notwendigkeit zu genauerer Untersuchung, etwa bei
Einleitergenehmigungen oder nach Prozess-Umstellungen eingesetzt werden.
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Anhang 1 Ubersicht der Toxizitiitstests in Untersuchungsstrategien

verschiedener Linder

1.1

Bewertung von industriellen Abwéssern®

Toxizititstests eingesetzt im Dénischen Strategiekonzept ,»Okotoxikologische

Die folgenden Methoden werden in der ,,Richtlinie (guideline) fiir die Gefihrdungsabschétzung
von industriellen Abwissern der Dinischen Umweltbeh6rde von 1993 (zitiert nach OECD,
1998) und im ,Leitfaden fiir die Risikobewertung von industriellen Abwiéssern® von 1995
[Pedersen et al., 1995] fiir die Untersuchung und Bewertung der Geféhrdung bzw. des Risikos
fiir die aquatische Umwelt (Siif-, Brack- und Salzwasser) durch industrielle Abwisser

vorgesehen.

Anhang Tab. 1:

Toxizitdtstests der d4nischen Untersuchungsstrategie.

. Standardisiertes
Wann eingesetzt? Methode Empfohlene Spezies Endpunkt
Testprotokoll
Teststufe 1: Akute Fisch- Siiffwasser 96 h LCsq Int. (OECD TG
Toxizitét Zebrafisch (Brachydanio 203)
Auswahl je einer Fisch-, Crustaceen rerio), Regenbogenforelle
und Algenspezies, die relevant flir (Onchorhynchus mykiss)
iz;s Gewass'er 51;@, in d'aii das Braclwasser
wasser eingeleitet wir Flunder (Platichthys flesus),
Abschitzen von PNEC g, und Hering (Clupea harengus)
PNEC hronisch mit Hilfe von Salzwasser
Bewertungsfaktoren P. flesus, C. harengus,
Steinbutt (Scophtalmus
maximus)
Akute Siifwasser
Crustaceen- Daphnia magna 48 h ECs Int. (OECD TG
Toxizitit Gammarus pulex 96 h ECs 202)
Brackwasser
Nirocra spinipes 96 h ECs, Nat. (DS 2209)
Salzwasser
Acartia tonsa 48 h ECs, Int. (ISO Entwurf)
Algen- Siifwasser Int. (OECD TG
Toxizitit Nitzschia palea, Selanastrum 201)
capricornutum
Brack- und Salzwasser
Skeletona costatum,
Phaeodactylum tricornutum
Teststufe 2a Chronische Uberleben
PNEC 44/ PECynge < 1 Fisch-Toxizitét
Zusdtzliche akute Tests konnen fiir
eine verbesserte Berechnung des
PNEC 4, durchgefiihrt werden
Teststufe 2b: Chronische Wie akute Toxizitét Embryo-Sacfry- | Int. (OECD
PNEC ctronisch/PECDurchschnitt < 1 Fisch-Toxizitit 126(3;1]5578 lL(Ci) gg,so, Entwurf)
Einer oder mehrere chronische Tests Mortalitat,
. . Reproduktion,
konnen fiir eine verbesserte Wachstum
Berechnung des PNECChm“;sch, FELS 28-60 d
durchgefiihrt werden ECs,, NOEC, Int. (OECD TG
LOEC 210)
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Chronische Wie akute Toxizitat Daphnien21d | Int. (OECD TG
Crustaceen- ECso, NOEC, 202)
Toxizitit LOEC, Mortalitat,

Reproduktion

Nitocra

Acartia Nat. (DS 2209)

Int. (ISO Entwurf)

Chronische Wie akute Toxizitét 72 h ECsy, Int. (OECD TG
Algen- NOEC, LOEC, 202, ISO 8692)
Toxizitdt Wachstumshem-

mung

Teststufe 3:

Einer oder mehrere dieser Tests
konnen fiir eine verbesserte
Berechnung des PNEC fiir
Sedimente durchgefiihrt werden

Toxizitdt von:

Crustaceen

Siifwasser

Gammarus pulex
Brack- und Salzwasser
Corophium voulutator
C. insidiosum

Coro. 10 d LCs,

Mollusken

Siiflwasser

Unio sp.

Brack- und Salzwasser
Abra alba, Macoma baltica

Abra5d LCSO

Annelide

Sifwasser
Tubifex tubifex
Brack- und Salzwasser

Arenicola marina
Nereis virens

Areni. 10 d LC50
Nereis 10 d LCsq

Insekten

Chironomus sp.

Nat. (ASTM E 1383-
90)

Echinodermata

Siifiwasser
Echinocardium cordatum

21 d LCs,,
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1.1

chemische Charakterisierung von industriellem Abwasser®

Toxizititstests eingesetzt im Schwedischen Strategiekonzept ,,CID Biologisch —

Die folgenden Methoden werden in der Richtlinie der Schwedischen Umweltbehorde

,.Biologisch-chemische

Charakterisierung

industrieller

Environmental Protection Agency, 1990]

Anhang Tab. 2:

Abwisser*

Toxizititstests der schwedischen Untersuchungsstrategie.

verwendet

[Swedish

Wann eingesetzt?

Methode

Empfohlene Spezies

Endpunkt

Standardisiertes
Testprotokoll

Teststufe 1:

Akute Fisch-
Toxizitit

Siiffwasser
Zebrafisch (Brachydanio rerio)

Regenbogenforelle (Salmo gairdneri,),

Bleak (4lburnus alburnus), fathead
minnow (Pimephales promelas),
Stichling (Gasterosteus aculeatus),
Butt (Platichthys flesus), Kabeljau
(Gadus morhua)

96 h LCsy

Int. (OECD TG 203)

Akute
Crustaceen-
Toxizitét

Siiffwasser
Daphnia sp
Ceriodaphnia dubia

Brackwasser
Nirocra spinipes
Crangon crangon
Salzwasser
Acartia tonsa

48 h ECso/
96 h ECs

Int. (OECD TG 202)

Algen-Toxizitdt

Siiffwasser

Selanastrum capricornutum,
Monoraphidium griphitti, Chlorella
vulgaris, Scenedesmus subspicatus

Brack- und Salzwasser
Skeletona costatum,

5dECs

Int. (OECD TG 201)

Toxizitit auf
hoéhere Pflanzen

Entengriitze (Lemna minor), Zwiebel
(Allium cepa), Linse (Lens culinaris)

5dECs

Mikroorganis-
men-Toxizitit

Belebtschlamm Respirations- und
Nitrifikationshemmung

Vibrio fischeri (Mikrotox) als pre-
screening Test

3hECs

Teststufe 2:

Je nach Ergebnissen
der 1. Stufe insbeson-
dere wenn LCso/PEC
<1, Auswahl der in
Stufe 1 empfindlich-
sten Spezies

Chronische
Fisch-Toxizitét

Wie akute Toxizitét

14 d verldngerte
Expositon LCsp

Embryo-Sacfry-

Int. (OECD Entwurf)

Brachydanio rerio Test11d
Pimephales promelas ECso, 7d
Mortalitit,
Reproduktion,
Wachstum
Chronische Wie akute Toxizitdt Daphnia 21 d Int. (OECD TG 202)
Crustaceen- Ceriodaphnia 7 d
Toxizitit Nitocra 14 d
ECSO:
Muscheln Mytilus edulis
Chronische Mikrotest mit Algentestbatterie

Algen-Toxizitét

Gentoxiztit

Ames-Test

Teststufe 3:

Bestdtigungstests

Langere chronische Studien mit Fischen im Labor und in Kafigen im Gewésser

Sediment-Toxizitétstests
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Anhang 2 Standardisierte Toxizitétstests fiir Abwiisser

2.1 Akute Toxizititstests mit Siifwasserorganismen

Akute Toxizit4tstests mit SiiBwasserorganismen.

Anhang Tab. 3
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2.2 Akute Toxizititstests mit Salz- und Brackwasserorganismen

Akute Toxizititstests mit Salz- und Brack-

wasserorganismen .

Anhang Tab. 4
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tstests mit Mikroorganismen
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2.3 Tox

Toxizititstests mit Mikroorganismen.
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2.4 Chronische Kurz- und Langzeittests

Chronische Kurz- und Langzeittests.
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Anhang 3 Biologische Abbautests

International standardisierte biologische Abbautests.
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Anhang 4 Material und Methoden

4.1 Physikalisch-chemische Abwassercharakterisierung

Die folgenden physikalisch-chemischen Parameter wurden bestimmt:

Leitfahigkeit, pH, suspendierte Feststoffe, Triibung, DOC, CSB, SAKjss, SAK436, CI, SO42',
NOs", PO,”, NH,"

Der Gehalt an suspendierten Feststoffen wurde nach DIN EN 872 bestimmt. Fiir den
vorgeschriebenen Messbereich geeignete Probenvolumina wurden iiber vorgespiilte und getrock-
nete Glasfaserfilter (13400-50Q, Sartorius, Gottingen) filtriert. Die Filter wurden dann 2 h bei
105°C getrocknet und ausgewogen.

Die Messung der Triibung erfolgte mit dem Hach 2100N Turbidimeter (Dr. Bruno Lange,
Diisseldorf) kalibriert mit Formazin-Standards.

Der DOC wurde mit dem LiquiTOC 2100 MB (Foss-Heraeus, Hanau) nach dem Prinzip der
UV/Persulfat-Oxidation gemessen.

Die CSB-Bestimmung wurde mit dem Kiivettentest-System von Hach durchgefiihrt (DR/2000
Photometer, CSB Reaktor und Testkiivetten fiir einen CSB-Bereich von 0-150 mg/L, Dr. Bruno
Lange, Diisseldorf)

Die Bestimmung der SAK-Werte erfolgte mit dem Lambda-2 UV/Vis-Spektrophotometer
(Perkin-Elmer, Rodgau-Jiigesheim) bei den Wellenldngen 254 nm und 436 nm.

Die Anionen CT, SO42', NOj3, und P043' wurden ionenchromatographisch mit einem Dionex-
System (Autosampler AS50, Chromatographiemodul AS50, Gradientenpumpe GP50, Leitféhig-
keitsdetektor CD20, Dionex, Idstein) und Leitfdhigkeitsdetektion gemessen. Die Trennung
verlief isokratisch iiber eine Dionex IonPac AS11-Séule (4%250 mm) mit 13 mmol NaOH als
Eluent bei einer FlieBgeschwindigkeit von 1 mL/min innerhalb von 25 min.

NH,” wurde nach Umsetzung mit Salicylat- und Hypochloridionen in Gegenwart von
NayFe(CN)sNO-2H,0 photometrisch nach DIN 38406-5 bestimmt.
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4.2 Biologische Testverfahren (Okotoxizitiit)

Alle Tests wurden nach oder in Anlehnung an die folgenden standardisierten Testverfahren
durchgefiihrt:

Gx: kleinster Wert von G des

Biotest Testorganismus Testansatzes in dem Vorschrift
Leuchtbakte- Vibrio fischeri die Lichtemission um <20 % in Anlehnung an DIN EN
rientest gehemmt wird (Gp) ISO 11348-3

alle Daphnien ihre

Schwimmfihigkeit behalten (Gp) nach DIN 38412-30

Daphnientest ~ Daphnia magna

mindestens 90 % der Embryonen

Fischei-Test Brachydanio rerio  keine Effekte” im Sinne des ;gj,}; ?_ 2N Entwurf
Verfahrens aufweisen (Gg;)
Aloentest Scenedesmus die Biomasseproduktion um <20 % in Anlehnung an DIN
g subspicatus gehemmt wird (Gy) 38412-33
Salmonella keine gentoxische Wirkung des
umu-Test typhimurium Testguts mehr festzustellen ist (Ggy) nach DIN 38415-3

*koagulierter Keim, keine Somiten, keine Schwanzablgsung, kein Herzschlag

Der Leuchtbakterien- und der Algentest wurden in miniaturisierter Form in Mikrotiterplatten
durchgefiihrt, wobei jeweils 100 pL Testgut vorgelegt und dann 100 pL Leuchtbakterien- bzw.
Algensuspension automatisch zudosiert werden. Die Messung der Leuchthemmung von V.
fischeri erfolgte mit einem Mikotiterplatten-Luminometer (Lucy-1, Anthos, Salzburg,
Osterreich) nach einer Exposition von 30 min bei 19°C. Diese Testdurchfiihrung zeigt eine gute
Korrelation mit dem nach DIN durchzufiihrenden Test in Kiivetten und eine vergleichbare
Empfindlichkeit [Fiehn et al., 1997]. Die Messung der Algen-Chlorophyll-Fluoreszenz wurde
nach Hohne (1991) mit einem Mikrotiterplatten-Fluorimeter (Fluoroscan II, Labsystems,
Frankfurt/M) durchgefiihrt. Die Algen wurden bei 20° in einem Lichtbrutschrank mit Dauerlicht
inkubiert. Die Wachstumshemmung wurde alle 24 h nach Testbeginn iiber insgesamt 96 h
bestimmt (nach DIN erfolgt die Auswertung nach 72 h).

Die Zahl der immobilisierten Daphnien wurde nach 24 h entsprechend der DIN-Vorschrift sowie
nach 48 h Exposition ermittelt.
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4.3 Aerober biologischer Abbautest (Persistenz)

Der Abbauversuch wurde nach EN ISO 7827 (entspricht dem Die-Away-Test nach OECD 301
A) durchgefiihrt. In diesem Test werden Substratkonzentrationen von 10-40 mg/L. DOC und als
Inokulum kommunaler Belebtschlamm mit 30 mg/L TS eingesetzt. Der biologische Abbau wird
tiber den DOC verfolgt.

Parallel zu den Abwasserproben wurden eine Blindprobe (Inokulum-Blindwert) und eine
Kontrollprobe (Inokulum-Aktivitit) angesetzt. Die Testvolumina waren 1.5 L. Fiir die Testan-
sidtze der Abwasserproben wurde zunédchst 1 L zentrifugiertes Abwasser in ein Testgefdl gefiillt,
dann ca. 450 mL Abwasser vorgelegt, das entsprechende Volumen der Minerallosungen
zugegeben und auf 0.5 L aufgefiillt in das Testgefdl tiberfithrt. Danach wurden die Anséitze mit
Belebtschlamm angeimpft und sofort gut durchmischt.

Minerallgsungen:

A 8.5 g KH,PO4, 21.75 g K,HPO4, 33.4 g Na,HPO4-2 Hy0, 0.5 g NH4Cl
B 22.5 g MgS047 H,0

C 36.4 g CaCly2 H,O

D 0.25g FeCls-6 H,O

jeweils in 1 L Millipore-Wasser gelost

Testmedium: 10 mL A und je 1 mL B, C sowie D pro Liter Testansatz

Inokulum: 4 mL Belebtschlamm pro Liter Testansatz mit einem Gehalt von 7.55 g/L an
suspendierten Feststoffen aus der Klidranlage Ruhleben (Berlin), 2 mal mit
Leitungswasser gespiilt

Die Blindprobe enthielt nur das Testmedium (Minerallosungen in Millipore-Wasser) sowie
Inokulum, fiir den Kontrollansatz wurde Anilin (34.3 mg/LL DOC) verwendet. Sofort nach
Zugabe des Inokulums wurde die erste Probe genommen (Nullprobe), nach 3 h Inkubation die
zweite (Adsorptionskontrolle). Weitere Proben wurden nach 7, 10, 14, 17, 21, 24 und 28 Tagen
gezogen.

Die Testansitze wurden 28 Tage im Dunklen bei 20 £ 2 °C unter Beliiften und Riihren
aufbewahrt. Proben 4 80 mL wurden regelmiflig entnommen, wobei zuvor eventuelle Fliissig-
keitsverluste durch Zugabe von Millipore-Wasser ausgeglichen wurden.

Am Tag der jeweiligen Probenahme wurden die Proben filtriert (0,45 pm Membranfilter, NC,
Machery-Nagel, Diiren) und SAK sowie DOC gemessen.

Nach Versuchsende wurde die Biomasse von je 400 mL der Testansétze (auer des Kontroll-
ansatzes) drei mal mit je 6 mL MeOH 20 min im Ultraschallbad extrahiert und dann die
vereinigten Extrakte auf 1 mL fir HPLC-Messungen mittels Vakuumzentrifuge eingeengt.
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4.4 Festphasen-Extraktion und HPLC (potentielle Bioakkumulation)

Fiir die Herstellung von Stammldsungen und des Standardgemischs, die Konditionierung und
Elution der SPE-Kartuschen und als Laufmittel fiir die HPLC wurden Reinstwasser (ELGA
Maxima-System, USF ELGA, Ransbach-Baumbach) und HPLC“Gradient-grade MeOH
(Merck, Darmstadt) verwendet.

Standardgemisch

Stammlésungen mit ca. 400 mg/L wurden fiir p-Kresol, Indol, 1-Aminonaphthalin, 1-Naphthol
und 2,4-Dichlorphenol in Wasser sowie fiir Atrazin, Benzophenon, Naphthalin, Biphenyl und 4-
Nonylphenol in MeOH angesetzt (alle Stoffe waren von p.a. Qualitit). Ein Gemisch mit je 10
mg/L bzw. je 30 mg/L Naphthalin, Biphenyl und Nonylphenol wurde als Vorverdiinnung fiir die
SPE und zur Bestimmung der Wiederfindung mittels HPLC hergestellt. Dieses Gemisch wurde
fiir die SPE um den Faktor 200 auf 50 pg/L je Stoff bzw. je 150 pg/L Naphthalin, Biphenyl und
Nonylphenol weiter verdiinnt.

SPE

Eingesetzt wurde die Phase Isolute C18(EC) von IST (Separtis, Grenzach-Wyhlen) mit 1 g
Sorbensmenge. Die Konditionierung erfolgte zuerst mit 10 mL MeOH und dann mit 15 mL
Wasser. 200 mL Probe (Standardgemisch oder zentrifugiertes Abwasser) wurden dann mit einer
Geschwindigkeit von 3-4 mL/min extrahiert. Bei der Extraktion von Abwasser wurden die ersten
1.5 mL des Filtrats verworfen, nach der Extraktion wurden die Kartuschen mit 1.5 mL. Wasser
nachgespiilt und dieses zum Filtrat gegeben. Das Sorbens wurde dann kurz trockengesaugt. Die
Elution erfolgte mit unterschiedlichen Wasser/MeOH-Gemischen und/oder MeOH. Nach der
Elution wurden das Sorbens wiederum kurz trockengesaugt. Fiir das Einengen der Eluate wurde
eine Vakuum-Zentrifuge (Speedvac A160, Savant, Farmingdale, USA) verwendet.

HPLC

Die HPLC-Messungen wurden an einem Merck-System (Gradienten-Pumpe L-6200A,
Siulenofen T-6300, Autosampler AS 2000 A) mit DAD-Detektion (Gynkotek) durchgefiihrt. Die
Trennung erfolgte mit einer RP-18 Sdule (RP18endc. Supersphere-100, 4 pm 3x150 mm,
Knauer, Berlin) bei 40°C und Injektion von 10 pL. Der folgende bindre Gradient mit 50 mmol
NaHPO; in Wasser (Laufmittel A) und MeOH (Laufmittel B) wurde fiir die Abwasserproben
eingesetzt: Start mit 5 % B, 3 min 30 % B, 10 min isokratisch, 16 min 47 % B, 26 min 95 % B,
12 min Equilibrationszeit, konstanter Fluss von 0.75 mL/min. Ein &hnlich abgestufter aber kiir-
zerer Gradient wurde fiir die Messung des Standard-Gemischs verwendet.

Die Eluate der SPE des Standardgemisches wurden auf ca. 1 mL eingeengt und nach Zugabe von
10 pg Methylbenzoat als interner Standard (IS) vermessen. Zur Bestimmung der Wieder-
findungsraten wurde 1 mL des 10 bzw. 30 mg/L je Stoff enthaltenden Standardgemischs mit 10
ug IS versetzt und mit den Proben-Eluaten gemessen.
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Abwasser-Extraktion

Nach einigen Vorversuchen wurden Abwasserproben nach der Extraktion zweifach eluiert:
1. Eluat 5 mL MeOH:H,0 68:32, 2. Eluat 5 mL MeOH. Das erste Eluat wurde wie folgt fiir die
DOC-Bestimmung aufgearbeitet, um das MeOH zu entfernen. 2 mL des Eluats wurden mit 2 mL
Wasser versetzt, auf 0.25 mL im Speedvac eingeengt und 1.25 mL Wasser zugegeben. Das
Einengen sowie die anschlieBende Wasserzugabe wurden zweimal wiederholt und zuletzt das
Eluat auf 1 mL eingeengt. Vom eingeengten Eluat wurden fiir DOC- und SAK-Bestimmungen
0.3 mL oder 0.4 mL je nach Ausgangs-DOC der Abwasserprobe im 50 mL Messkolben
verdiinnt. Zur Blindwert-Kontrolle wurde parallel zu den Abwasserproben ELGA-Wasser
extrahiert und aufgearbeitet.
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Anhang 5 Ergebnisse der biologischen Testverfahren

5.1 Algentest der Abwasserproben A, B und C

Die Proben wurden homogenisiert und zentrifugiert gemessen.

—a— A-H —o0—A-Z
—a—B-H —a—B-Z
—o—C-H —o0—C-Z

§ H: Homogenisierte Probe

o Z: Zentrifugierte Probe /
c

= y

£ ys

E VT ,

[0}

I

-30 1 :
0.01 0.1 1
Verdinnung

Anhang Bild 1: Hemmung der Abwasserproben A, B und C (homogenisiert und zentrifugiert) im
Algentest.
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5.2 Umu-Test der Abwasserproben A, B und C

Die Proben A, B und C wurden zentrifugiert im umu-Test gemessen, des weiteren die persistente
Fraktion von Probe A (A-b), das SPE-Filtrat der Probe A-b sowie das SPE-Filtrat einer
Extraktion von ELGA-Wasser als Blindwert.

Anhang Tab. 8: Ergebnisse des umu-Tests.

Ohne Positivkontrolle 4-NQO Negativkontrollen
S9 IR =3.54 FNU =226.84
Probe A A-b (nach A-b SPE- B C Blindw SPE
zentrifugiert  Abbautest) Filtrat Filtrat

Verd. G IR G IR G IR G IR G IR G IR
1:12 097 097 095 098 1.02 095 092 106 098 093 1.05 094
1:6 093 1.09 091 112 092 107 087 102 090 1.06 1.05 0.95
1:3 0.8 120 087 123 087 124 08 106 091 1.11 1.05 1.05
1:1.5 1.02 108 091 130 077 133 081 145 087 1.18 115 094

Mit S9 Positivkontrolle 2-AA Negativkontrollen
IR =6.277 FNU =279.69
Probe A A-b (nach A-b SPE- B C Blindw SPE
zentrifugiert  Abbautest) Filtrat Filtrat

Verd. G IR G IR G IR G IR G IR G IR
1:12 104 092 099 092 101 1.00 1.14 113 099 092 1.01 1.06
1:6 1.04 098 1.02 099 117 1.08 1.00 1.02 1.07 120 099 1.42
1:3 1.05 080 1.07 095 1.16 085 095 097 108 1.18 094 1.00
1:1.,5 130 093 1.11 078 1.03 076 099 138 132 091 1.07 0.79

GiiltigkeitsKkriterien:

Die Positivkontrollen miissen mindestens einen Induktionsfaktor (IR) von 2 erreichen

Die Negativkontrollen miissen mindestens eine Triibung von 140 Formazin-Einheiten (FNU) erreichen
Der Wachstumsfaktor (G) muss grofier als 0.5 sein

Eine Probenverdiinnung wird als positiv gewertet, wenn IR grofer als 1.5

Anhang S. 16



Anhang 6 Ergebnisse der biologischen Abbautests

6.1 DOC-Abnahme

\ —m— Probe A —a— Probe B
30 R —e— Probe C —&— Anilin
—¥— Blindwert
. 20 A
>
E
(@)
@)
o
10 A
0 ey S— .
0 5 10 15 20 25
Zeit [d]

Anhang Bild 2:  Abnahme des DOC.

6.2 SAK254-Abnahme

40 -

N
o
1

—aA— Probe B —e— Probe C
—e— Anilin —¥— Blindwert 1 40

SAKgps4 [m]

\ —m— Probe A
) + 20

Ay
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— W@%
0X——— . : ] : 0
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Anhang Bild 3:  Abnahme des SAK;s,.
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Anhang 7 Methodenentwicklung fiir das Modul ,,Bioakkumulierbarkeit

7.1 Extraktion eines Standardgemischs

Vorgehen:

Zunichst wurden anhand eines Gemisches aus zehn aromatischen Einzelstoffen (logKqw 1.9-5.8,
Anhang Tab. 9) geeignete Bedingungen fiir eine Trennung der Stoffe mittels Festphasen-Extrak-
tion bei einem logK,y ~ 3 ermittelt. Das hier fiir die SPE verwendete Sorbens (C;s-Phase, end-
capped) war das gleiche, wie es von Metzger et al. (2000) fiir die PBS-Bestimmung iiber SPE
und priparative HPLC eingesetzt wurde. Dieses Sorbens wurde von Metzger nach verglei-
chenden Untersuchungen unterschiedlicher Sorbentien von verschiedenen Herstellern aufgrund
der besten Wiederfindungsraten fiir die Extraktion eines Stoffgemischs mit dem logK,,-Bereich
2.25-8.27 ausgewihlt. Die Analyse dieses Stoffgemisches, der Extrakte und Eluate erfolgte
mittels HPLC mit Dioden-Array-Detektor.

ErwartungsgeméB wurden mit diesem Extraktionsmaterial alle, also auch die polaren, Standard-
substanzen aus der Probe extrahiert und durch Elution der Festphase mit Methanol wieder
desorbiert. Die Wiederfindungsraten lagen zwischen 60 und 90 %. Ziel der eigentlichen Metho-
denentwicklung war es nun, dasjenige Mischungsverhéltnis von Methanol und Wasser zu finden,
mit welchem alle Referenzsubstanzen mit logKy,~-Werten < 3 von der Festphase eluiert werden
konnen, wihrend alle Stoffe mit logK,w-Werten > 3 noch sorbiert bleiben. Letztere sollten erst in
einem zweiten Elutionsschritt mit reinem Methanol eluiert werden. So wiirde eine Trennung der
extrahierten Stoffe um logK,y 3 ermoglicht.

Anhang Tab. 9: Physikalisch-chemische Daten sowie Retentionszeiten in der HPLC der im
Standardgemisch eingesetzten Stoffe.

Log Kow  Log Kow H,0-Ldslich- Retentions-

Stoff exp” calc” PK.’ keit [mg/l]*  zeit [min]*
p-Kresol 1.94 2.06 10.3 2500 11.81
Methylbenzoat (IS) 2.12 1.83 157 19.00
Indol 2.14 2.05 2.4 3560 13.35
1-Aminonaphtalin 2.25 2.25 39 1700 16.66
Atrazin 2.61 2.82 1.7 32 21.11
1-Naphtol 2.85 2.69 93 866 20.29
2,4-Dichlorphenol 3.06 2.80 7.9 1000 22.15
Benzophenon 3.20 3.15 <100 24.11
Naphthalin 3.30 3.17 30 25.57
Biphenyl 4.01 3.76 8 27.20
4-Nonylphenol 5.76 5.99 7 28.85

2 Die Daten wurden der Hazardous Substances Data Bank (HSDB) entnommen. [http://toxnet.nlm.nih.gov/]
® Berechnet mit KowWin (logKow) log P calculation [http:/esc.syrres.com/interkow/logkow.htm]
“HPLC-Bedingungen siehe Anhang 4.4.
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Ergebnisse:

Kein Stoff des Gemischs eluierte bei Verwendung von 20 % Methanol in Wasser fiir die erste
Elution, mit 50 % Methanol wurden ca. je 20 % der Stoffe mit den niedrigsten logK,,-Werten
(1.9 bzw. 2.1) von der Festphase desorbiert. Bei hoheren Methanol-Anteilen von 60-75 %
Methanol fiir die erste Elution wurden zunehmend auch die Stoffe mit hoheren K,,-Werten im
ersten Eluat wiedergefunden (Anhang Bild 4). Die in 5%-Schritten durchgefiihrte Erh6h-ung des
Methanol-Anteils fiihrte fiir die fiinf Stoffe im logKyw-Bereich 2.25-3.2 zu einer schrittweisen
anteiligen Erh6hung im ersten Eluat und einer entsprechenden Abnahme im zweiten Eluat. Mit
75 % Methanol wurden diese Stoffe vollstandig eluiert. Die beiden Stoffe mit logKyw <2.25 (p-
Kresol und Indol) wurden dagegen immer im ersten und die drei Stoffe mit logK,y >3.2

-

o

o
]

Wiederfindung [%]

7 1. Eluat
60 % MeOH

A2. Eluat
100 % MeOH

Wiederfindung [%]

765 % MeQH

Wiederfindung [%]

Wiederfindung [%]

log Kow 1.94
p-Kresol

770 % Me(

H

H

2.14
Indol

T

naphthalin

2.85
1-Amino- 1-Naph-

2.25

thol

T T] T

3.06
Atrazin 2,4-Dichlor- Ben-
phenol zophenon

2.61

3.20

3.30 4.01 5.76
Naph- Biphenyi Nonyl-
thalin phenol

Die Stoffe sind in der Reihenfolge ihrer Retention in der HPLC angegeben, dort eluiert Atrazin trotz eines etwas
niedrigeren logKow-Wertes vor Naphthol.

Anhang Bild 4:

1 g LC18(EC), Eluate 8 5 mL,

200 mL Extraktionsvolumen

Zweistufige Elution nach SPE des Standardgemischs mit von 60 bis 75 % variieren-

den Methanol-Anteilen des ersten Eluats und jeweils 100 % Methanol im zweiten
Eluat — Verteilung der Stoffe auf die Eluatfraktionen.
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(Naphthalin, Biphenyl und Nonylphenol) im zweiten Eluat gefunden. Mit 65 % Methanol im
ersten Elutionsschritt wird die grofite Anndherung an eine Trennung bei logK,, 3 erzielt. Nur
zwei Stoffe (Atrazin logKow 2.61 und 2,4-Dichlorphenol logK,y 3.06) im Grenzbereich um 3 sind
in beiden Eluatfraktionen zu mehr als 5 % zu finden. Atrazin ist diesem Grenzbereich zugeordnet
und nicht Naphthol, da seine Verteilung auf die zwei Eluatfraktionen stirker vom Methanol-
Anteil der ersten Elution beeinflusst wird und es in der HPLC kurz nach Naphthol und direkt vor
2.4-Dichlorphenol eluiert (Anhang Bild 5).

Wie Anhang Bild 4 auch aufzeigt, wird die Trennung der Stoffe mit logK,y-Werten kleiner bzw.
grofer 3 nie ganz scharf sein konnen. Hierfiir diirften unter anderem auch chromatographische
Effekte in der Festphasenkartusche verantwortlich sein, die nicht zu unterdriicken sind.
Allerdings kann auch erwartet werden, dass die Trennung nach dem logK,,-Wert fiir alipha-
tische Verbindungen schérfer ist als fiir Aromaten.

Ein Teil der oben gezeigten Unschirfe wird daher rithren, dass gewisse polare aromatische
Verbindungen mit logKy,-Werten <3 trotzdem mit der hydrophoben Phase der Extraktions-
kartusche wechselwirken, weil das aromatische System starke bindende n-Wechselwirkungen
ausbilden kann. Diese konnen bei gleichem logK,,~Wert eine aromatische Verbindung stirker
zuriickhalten, als eine aliphatische. Da hier andererseits durch die Verfolgung der Fraktionierung
iiber die Trennung mit der HPLC und UV-Detektion nur aromatische, UV-aktive Stoffe
detektiert werden, ergibt sich dadurch ein vergleichsweise ungiinstiges Bild.

Hierbei ist aber auch zu berticksichtigen, dass in Abhéngigkeit von der zur Bestimmung des K-
Werts verwendeten Methode die jeweils fiir einen Stoff ermittelten logK,,-Daten um durch-
schnittlich £ 0.2 des Mittelwerts voneinander abweichen koénnen [Verbruggen et al., 1999b]. Fiir
das hier eingesetzte Standardgemisch wurden experimentelle Daten verwendet. Werden dagegen
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Anhang Bild 5: HPLC-Chromatogramme des Standardgemischs bei zweistufiger Elution nach der
SPE, Eluat 1: 68 % MeOH, Eluat 2: 100 % MeOH, Detektion bei 230 nm.
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Verbindungen des Standardgemischs siehe Anhang Tab. 9). Das mit den hier verwendeten SPE-
und HPLC-Bedingungen beobachtete Elutions- und Retentionsverhalten entspricht tatsédchlich
mehr den letztgenannten K,y-Daten, der bestehende Schwankungsbereich sollte deshalb bei der
Angabe von logK,y-Werte mit einbezogen werden. Die nominelle Trenngrenze wird deshalb auf
logKyw =3 £ 0.2 festgelegt.

Bei der folgenden Anwendung dieses Verfahrens auf die Abwasserproben wurde mit einem
Methanol-Anteil von 68 % im ersten Eluat gearbeitet. Dieser Methanol-Anteil ist als obere
Grenze zu betrachten, da 2,4-Dichlorphenol (logKyy 2.8 bis 3.06) schon im ersten Eluat
wiedergefunden wird (siehe Anhang 5.2). Ob es evtl. doch notwendig ist, den Methanol-Gehalt
fiir die erste Elution abzusenken und dafiir in Kauf zu nehmen, dass ein gewisse Anteil von
Stoffen mit logK,w-Werten unterhalb der Trenngrenze in die zweite, potentiell bioakkumulier-
bare Fraktion einbezogen wird, sollte bei weiteren Untersuchungen von Realproben ermittelt
werden.

7.2 Methodenentwicklung mit Realproben, Losungsmittelblindwert

Wie in Kap. 4.3.4 dargestellt, sollte der Anteil potenziell bioakkumulierender Abwasser-
inhaltsstoffe iiber eine DOC-Differenz-Messung erfolgen, wobei sich der Anteil von PBS aus
dem Proben-DOC abziiglich der DOC-Werte vom SPE-Filtrat und des ersten Eluats ergibt. Von
einer Bestimmung des DOC des zweiten Eluats wurde abgesehen aufgrund von Wiederfindungs-
versuchen mit dem Standardgemisch. Bei diesen wurde vor dem Einengen Wasser zum
Methanol-Gemisch gegeben, um das Methanol durch Wasser zu ersetzen, wie es fiir eine DOC-
Bestimmung erforderlich wire. Nach dem Einengen des zweiten Eluats auf 1 mL kam es zu
starken Stoffverlusten im Vergleich zu rein methanolischen Eluaten. Bei den im ersten Eluat
auftretenden Stoffen wurden dagegen keine abweichenden Wiederfindungsraten festgestellt.

Fiir diese Voruntersuchungen wurde biologisch behandeltes Gerbereiabwasser sowie Melasse-
abwasser verwendet, die aufgrund ihrer gegeniiber den Proben A-C héheren organischen
Belastung fiir diese Untersuchungen besser geeignet waren.

Als problematisch erwies sich dabei die Entfernung des Methanols aus dem ersten Eluat vor der
DOC-Bestimmung. Zunichst wurde davon ausgegangen, dass nach dem Einengen von 5 mL
eines Eluats (68 % Methanol-Anteil) auf 1 mL das Methanol weitgehend entfernt wére und dass
nach der anschlieBenden Riickverdiinnung eines Teils dieses Eluats auf das Originalvolumen (50
mL Wasser) nur ein geringer Blindwert in der DOC-Bestimmung auftreten wiirde'. Dies war
aber nicht der Fall. Aus den Blindwerten der parallel zu den Proben extrahierten und eluierten
Blindprobe (Wasser) wurde ein Methanol-Restgehalt von ca. 4 % des Probevolumens abge-
schitzt. Die gefundenen DOC-Anteile fiir das erste Eluat bezogen auf den Proben-DOC waren
dadurch mehr als doppelt so hoch gegeniiber den anhand der SPE-Filtrate bestimmten
extrahierten DOC-Anteile. In Anhang Tab. 10 sind daher nur die DOC- und SAK;s4-Anteile der
SPE-Filtrate fiir die beiden extrahierten Proben sowie die Verteilung UV-aktiver Stoffe fiir Probe

1 uL Methanol in 1 mL Wasser (0.297 mg C) fiihrt bei einer Riickverdiinnung um den Faktor 200 entsprechend
dem Aufkonzentrierungsfaktor bei der Extraktion von 200 mL Probe einem DOC-Gehalt von 1.5 mg/L.
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Anhang Tab. 10: SPE zweier biologisch behandelter Abwasserproben — Verfolgung der Extraktion iiber
die Summenparameter DOC und SAK,s4, Bestimmung des DOC des ersten Eluats
nach einfachem Einengen.

Probe 1 — biologisch behandeltes Probe 2 — biologisch behandeltes
Gerbereiabwasser Melasseabwasser

DOC 60.1 mg/L.  SAK,5; 118 m”  DOC 60.5 mg/L  SAKjss 180 m™

Fraktion % DOC % SAK254 % DOC % SAK254
a) SPE-Filtrat 69 70 77 75
b) SPE-Eluat 1 - 16 - -

Differenz => % PBS

- 4 - -
=100 - (a +b) :

? nicht bestimmbar, da Methanol-Blindwerte zu hoch waren

1 angegeben. Bei diesen beiden Proben, deren DOC mit ca. 60 mg/L gegeniiber den
Abwasserproben A, B und C vergleichsweise hoch ist, wurden mit der SPE 31 % (Probe 1) bzw.
23 % (Probe 2) des DOC extrahiert, der Anteil extrahierter UV-aktiver Verbindungen liegt
jeweils in der gleichen Grofenordnung.

Verschiedene Versuche zur Reduzierung des Blindwerts des 68 % Methanol-Wasser Gemischs
durch stirkeres Einengen, Zugabe von Wasser und erneutes Einengen wurden dann durch-
gefiihrt. Die beste Reduzierung der Blindwerte wurde durch Einengen auf 0.25 mL, auffiillen auf
2 mL und erneutes Einengen auf 1 mL erzielt. Nach der abschlieBenden Riickverdiinnung wiesen
die Blindwerte einen DOC-Gehalt von 0.84 £ 0.25 mg/L auf.

Fiir die Reduzierung des Rest-Methanols in den ersten Eluaten von Abwasserproben zeigte sich
dies allerdings als nicht ausreichend. Offenbar waren in diesen Eluaten organische Komponenten
enthalten, die Methanol stdrker zuriickhalten. Eine SPE des biologisch behandelten Gerberei-
abwassers (Probe 1) in verschiedenen Verdiinnungsstufen, um zu ermitteln, ob evtl. die Extrak-
tionskapazitit der SPE-Kartusche tiberschritten wird, gab keinen Hinweis auf einen derartigen
Effekt (Anhang Bild 6 und 8). Die SAK»s4-Verteilung auf die SPE Fraktionen zeigt kaum einen
Unterschied bei den verschiedenen Verdiinnungsstufen, auch die DOC-Anteile der SPE-Filtrate
waren mit 69, 71 bzw. 68 % bei zunehmender Verdiinnung sehr &hnlich. Jedoch zeigte sich, dass
der stérende Rest-Methanol-Gehalt mit zunehmender Verdiinnung der Probe abnahm (Anhang
Bild 7). Dies deutet in der Tat darauf hin, dass mit steigendem DOC-Gehalt der Eluate
zunehmend mehr Methanol zuriickgehalten wird.
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Anhang Bild 7:

1 0.5

Verdunnungsfaktor der Probe
[ SPE-Filtrat ASPE-Eluat 1 B Eluat 2 = pbS berechnet

SPE von biologisch behandeltem Gerbereiabwasser in verschiedenen Verdiinnungs-
stufen — Verteilung der UV-aktiven Verbindungen auf die SPE-Fraktionen (SPE-

Bedingungen siehe Anhang 4.4).

1 SPE-Eluat 1 gemessen

Differenz Proben-DOC - SPE-Filtrat
(extrahierter DOC)

1 0.5 0.16

Verdunnungsfaktor der Probe

SPE von biologisch behandeltem Gerbereiabwasser (DOC = 60.1 mg/L) in
verschiedenen Verdiinnungsstufen — Vergleich des DOC-Gehalts des 1. Eluats nach
Riickverdiinnung mit dem extrahierten DOC (Eluat 1, 5 mL 68 % MeOH, Einengen
des Eluats auf 0.25 ml, auffiillen auf 2 mL und wieder einengen auf 1 mL, weitere

Extraktionsbedingen siehe Anhang 4.4).
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Um die Entfernung des Rest-Methanols weiter zu verbessern, ist offenbar weiteres mehrfaches
Spiilen, d.h. Einengen und Auffiillen mit Wasser, notwendig.

Dies wurde anhand eines SPE-Eluates der Probe A ermittelt, welches in drei Teile gesplittet
wurde. Diese drei Teile wurden dann unterschiedlich aufgearbeitet. Anhang Bild 8zeigt, dass die
Aufarbeitung der Teilfraktion 3, d.h. dreimaliges Einengen auf 0.25 mL, gut geeignet ist das
restliche Methanol aus dem Eluat zu entfernen. Der DOC-Blindwert dieser Teilfraktion lag bei
0.2 mg/L.

Es konnte auf diese Weise ein PBS-Anteil von 5.4 % des DOC-Gehalts iiber die Differenz-
methode bestimmt werden. Der Anteil UV-aktiver Stoffe im ersten Eluat wurde von der
unterschiedlichen Aufarbeitung der Teilfraktionen kaum beeinflusst (Anhang Bild 8, rechts).
Auch die HPLC-Chromatogramme der drei Teilfraktionen zeigten, dass trotz des mehrfachen
starken Einengens nur geringe Stoffverluste auftraten, soweit dies mit Hilfe der UV-Detektion
erfassbar war (vgl. Anhang Bild 9, zwei Peaks). Mit 39.6 £ 0.6 % der UV-Absorption im ersten
Eluat ergibt sich rechnerisch ein PBS-Anteil von 5.6 + 0.6 % fiir die UV-aktiven Stoffe. Der
insgesamt extrahierte Anteil organischer Stoffe dieser Probe war mit 45 % des Ausgangs-DOC
im Vergleich zu den zuvor untersuchten Gerberei- und Melasseabwasserproben recht hoch.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Erfassung potentiell bioakkumulierender Stoffe iiber Fest-
phasenextraktion mit fraktionierender Elution auch mit der Bestimmung des DOC gekoppelt
werden kann.

300 A

[ SPE-Filtrat HASPE-Eluat 1 EEluat 2 = pbS berechnet
200 -

100 -

DOC-Fraktion/DOC-Probe bzw
SAK-Fraktion/SAK-Probe [%]

Teilfraktionen

Anhang Bild 8:  SPE der Probe A (DOC 30 mg/L) — unterschiedliche Aufarbeitung des 1. Eluats (68 %
Methanol) nach Splitten in Teilfraktionen a 1.5 mL und auffiillen auf 5 mL vor dem
Einengen.
1: Einengen auf 0.5 mL, Zugabe von 1 mL Wasser, Einengen auf 1 mL
2: Einengen auf 0.5 mL, je 3 mal Zugabe von 1 mL Wasser und wieder Einengen auf 0.5 mL, zuletzt auf 1 mL

3: Einengen auf 0.25 mL, je 3 mal Zugabe von 1.25 mL Wasser und wieder Einengen auf 0.25 mL, zuletzt
auf 1 mL
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Anhang Bild 9:

T
0,0 2,0 4,0

SPE der Probe A — unterschiedliche Aufarbeitung des 1. Eluats (68 % MeOH) nach

Splitten in drei Teile, HPLC-Chromatogramme der drei Teilfraktionen 230 nm.

1: Einengen auf 0.5 mL, Zugabe von 1 mL Wasser, Einengen auf 1 mL

2: Einengen auf 0.5 mL, je 3 mal Zugabe von 1 mL. Wasser und wieder Einengen auf 0.5 mL,
zuletzt auf 1 mL

3: Einengen auf 0.25 mL, je 3 mal Zugabe von 1.25 mL Wasser und wieder Einengen auf

0.25 mL, zuletzt auf 1 mL
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Anhang 8 SPE der Abwasserproben A, B und C

8.1 SPE der Abwasserproben A, B und C vor und nach dem biologischen Abbautest —
Ergebnisse und erste Fehlerabschitzung der Methode

Anhang Tab. 11 zeigt die Ergebnisse der SPE der Proben A und C vor und nach dem
biologischen Abbautest (A-b und C-b) unter Anwendung der im Anhang 4.4 beschriebenen
Aufarbeitungsmethode fiir die Fluate. Angegeben sind DOC-Gehalte und SAKj,s4-Werte der
erhaltenen Fraktionen fiir die Proben A und C vor und nach dem Abbautest als Mittelwerte der
Ergebnisse von Extraktionen an zwei verschiedenen Tagen.

Anhang Tab. 11: SPE der Abwasserproben A und C vor und nach dem biologischen Abbautest zur
Bestimmung des Anteils an PBS — Ergebnisse nach Doppelbestimmungen an
verschiedenen Tagen fiir die Proben A und C.
(Extraktion und Aufarbeitung der Proben sieche Anhang 4.4)

Parameter Fraktion A A-b? C C-b?
Probe 30.8+ 1.0 21.0+0.3 18.1£0.05 14.5+ 0.4
DOC SPE-Filtrat 16.5+1.0 12.3° 74402 6.7 +0.02
[mg/L] SPE-Eluat 1 122403 72" 8.8" 6.4+0.5
PBS berechnet®  2.0+0.4 1.5 1.9 1.4£09
SPE-Filtrat 53.6 58.7 41.1 46.3
]?;2 ]C SPE-Eluat 1 39.7 34.3 48.4 44.4
PBS [%] 6.6 7.0 10.5 9.4
Probe 127+ 0.6 93.9+0.6 28.5+0.7 23.5+0.6
SAKjs4 SPE-Filtrat 69.9 50.6° 134+1.2 12.6 0.3
[m] SPE-Eluat 1 49.7+3.6 362+ 1.5 14.1° 7.7+2.0
PBS berechnet® 14.9 7.1 0.9 3.1+1.7
SPE-Filtrat 55.0 53.9 472 53.7
SAKs4
%] SPE-Eluat 1 39.1 38.6 49.6 32.9
PBS [%] 6.0 7.5 3.2 13.4

? nach biologischem Abbautest
® nur ein MeBwert verwendet, der zweite wies eine zu hohe Blindwertbelastung auf
¢ Differenz: PBS = Probe - (SPE-Filtrat + SPE-Eluat 1)

Zum Teil traten unplausibel hohe Messwerte der SPE-Filtrate oder des ersten Eluats auf, obwohl
die Blindwerte der bei jeder Extraktion parallel durchgefiihrten Extraktion von Reinstwasser
nicht {iberhoht waren. Eine Bestimmung der Standardabweichungen war daher nicht fiir alle
SPE-Filtrate und Eluate der Proben mdoglich. Die Blindwerte der SPE-Filtrate und der SPE-
Eluate lagen bei 1.2 + 0.5 bzw. 03 + 0.2 mg/L DOC (jeweils Mittelwerte von fiinf
Extraktionen). Bei der Auswertung wurden die Werte der jeweils zu einer Probenserie
gehorenden Blind-Extraktion von den Messwerten der Proben abgezogen. Trotz Blindwert-
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korrektur war es fiir die Proben B und B-b mit ihren sehr niedrigen DOC-Gehalten schwierig,
nach der ersten SPE aussagekréftige Werte zu erhalten. Daher wurde zunichst von einer zweiten
SPE dieser Proben abgesehen.

Im folgenden soll eine erste Fehlerabschidtzung dieser Methode vorgenommen werden, welche
aufgrund der geringen Zahl der zur Verfiigung stehenden Daten nur einen vorldufigen Charakter
aufweisen kann. Zum einen kann hierzu die Standardabweichung der Bestimmung des PBS-
Gehalts aus den Ergebnissen der Doppelbestimmungen fiir die einzelnen Proben herangezogen
werden. Dies ist hier nur fiir zwei der vier Proben moglich, da bei zwei Proben jeweils der DOC-
Gehalt des SPE-Filtrats oder des ersten Eluats nicht ausgewertet werden konnte. Fiir die Proben
A und C-b ergeben sich daraus PBS-Gehalte von 2.0 + 0.4 bzw. 1.4 + 0.9 mg/L DOC. Die leicht
unterschiedlichen DOC-Gehalte der Proben an den verschiedenen Extraktionstagen werden
hierbei nicht extra beriicksichtigt.

Zum anderen kann eine allgemeinere Fehlerabschitzung dieser SPE-Methode durchgefiihrt
werden, indem berticksichtigt wird, dass hier der pbs-Gehalt als Differenz des Proben-DOC zur
Summe des DOC des SPE-Filtrats und des ersten Eluats berechnet wird. Der Fehler der pbs-
Bestimmung ergibt sich daher aus der Summe der Standardabweichungen der Bestimmung
dieser drei DOC-Werte. Der Proben-DOC wird auch beriicksichtigt, da dieser aufgrund der SPE
der Proben an zwei verschiedenen Tagen etwas variierte. Nach Berechnung der Mittelwerte fiir
die jeweils vorhandenen Daten und Aufsummierung dieser Werte ergibt sich fiir die Bestimmung
des PBS-Gehalts ein Fehler von + 1.3 mg/L. DOC.

Als erste Abschitzung aus dieser geringen Zahl von Daten liegt der Fehler der SPE-Methode in
einem Bereich von bis zu £ 1.3 mg/L DOC bei Beriicksichtigung, dass die Proben an zwei
verschiedenen Tagen extrahiert wurden. Dieser Wert liegt in der Gr6Benordnung der fiir die
untersuchten Proben ermittelten PBS-Gehalte, welche im Bereich 1.4-2.0 mg/L DOC lagen. Eine
Doppelbestimmung nach einer parallelen Extraktion am selben Versuchstag wird den Fehler
reduzieren, da die Variation des Proben-DOC nicht beriicksichtigt werden miisste. Trotzdem
erscheint die PBS-Bestimmung aufgrund der Differenzberechnung des DOC nach Blindwert-
korrektur aus drei Messwerten insbesondere fiir Proben mit geringen PBS-Anteilen als relativ
anfallig fiir Fehler.

Vor einer weiteren Anwendung dieser Methode miisste der Fehler der PBS-Bestimmung daher
genauer bestimmt werden. Neben der parallelen Extraktion von weiteren Abwasserproben zur
Absicherung der Standardabweichungen miisste ermittelt werden, iiber welchen DOC-Bereich
insbesondere hin zu geringen DOC-Gehalten die Methode eingesetzt werden kann. Hierzu wire
es auch notwendig, die Blindwert-Schwankungen der SPE-Filtrate und -Eluate zu verringern.
Der Blindwert der SPE-Filtrate wird durch Auswaschen von Produktionsriicksténden aus dem
Sorbens verursacht. Eine Reduzierung konnte durch doppeltes Konditionieren erzielt werden,
wobei vor der eigentlichen Konditionierung das Sorbens mit MeOH und Wasser vorgespiilt wird.
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8.2 SPE der Abwasserproben A und C vor und nach dem biologischen Abbautest —
HPLC-Chromatogramme der Eluate 1 und 2

Die beiden folgenden Bilder (Anhang Bild 11 und Anhang Bild 10) zeigen die HPLC-
Chromatogramme nach der SPE mit zweistufiger Elution der Abwasserproben A und C vor dem
Abbautest und danach. Zusétzlich ist jeweils die Trennung des Standardgemischs mit dargestellt.
Der logK,w-Bereich um 3, in dem es zu einer Elution der Stoffe Atrazin, 2,4-Dichlorphenol und
Benzophenon in beiden Eluatfraktionen kommt, liegt bei Retentionszeiten von 20.7 bis 24.5 min.
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Anhang Bild 10: HPLC-Chromatogramme der Probe C vor dem Abbautest (oben) und danach (unten)
bei zweistufiger Elution nach der SPE (230 nm).
Eluat 1: 68 % MeOH, Eluat 2: 100 % MeOH
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Anhang Bild 11: HPLC-Chromatogramme der Probe A vor dem Abbautest (oben) und danach (unten)
bei zweistufiger Elution nach der SPE (230 nm).
Eluat 1: 68 % MeOH, Eluat 2: 100 % MeOH
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Detailliertes Ablaufschema der Untersuchungsstrateg

Anhang Bild 12
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